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Abstrakt

Cerkariova dermatitida (CD) se projevuje jako intenzivné svédiva vyrazka vznikajici obvykle po
koupani v pfirodnich nadrzich, kde zna¢né znepiijemiiuje rekreaci. Néasledkem mize byt az nucené
uzavirdni koupalist’ kvtli vod¢ nevhodné ke koupdni a CD tak mutze vést i k finanénim ztratam.
Obdobné se muze ndkaza objevit také u osob, které v pfirodnich nadrzich vykonavaji sva povolani
(plav¢ici na ptirodnich koupalistich, osoby monitorujici vodni organismy nebo kvalitu vody atp.).

Zachyty cerkariové dermatitidy jsou v Ceské republice v soudasné dobé ¢etnjsi, neZ tomu bylo
v minulosti. Z téchto diivodi se téma ptacich schistosom a CD dostava stale vice do poptedi zajmu
veédc, ale také pracovnikll hygienickych stanic a zdravotnich ustavi, jejichZ povinnosti bude na zakladé
zakona ¢. 258/2000 Sb. o ochran¢ vetejného zdravi a souvisejici provadéci vyhlasky ¢. 238/2011 Sb.
schvalené v leto$nim roce i pravidelny monitoring vyskytu ptivodctt CD na koupalistich.

Pro uceleny piehled o dosavadnim vyskytu ptadich schistosom a CD na lokalitich v Ceské
republice byla za pomoci dat ziskanych z odbornych ¢lankt, zavéreénych praci studentti vysokych skol,
zaznamu hygienickych stanic a zdravotnich ustavil, vlastnich sbért,, komunikaci s laickou i odbornou
vefejnosti a informaci ze sdé€lovacich prostredkti v programu ArcGIS Online vytvoiena specializovana
prehledova mapa s vyzna¢enymi zachyty ptacich schistosom a CD. Zaroven byly vytvoreny podklady
pro interné¢ dostupnou interaktivni mapu s moznosti zobrazeni podrobnych informaci o jednotlivych
zaznamech pro vyuziti v budoucnu.

Vyskyt ptacich schistosom a CD je ovliviiovan faktory biotického i abiotického charakteru.
Prokazany vliv konkrétnich faktorii mtize byt do budoucna vyuzit pfi uplatiiovani preventivnich opatieni
slouzicich k pfedchazeni vyskytu CD na lokalitach. Béhem zpracovavani diplomové prace byl hodnocen
zejména vliv vegetace, rybi obsadky, ale také typu substratu ¢i hodnot pH.

Soucasti diplomové prace byla i charakterizace dosud jen Castecné popsan¢ho druhu ptaci
schistosomy Trichobilharzia filiformis. Diky experimentalnim nakazdm se podafilo identifikovat
vhodného mezihostitele a ziskat i dal$i informace o mezihostitelské specifité. Stadia ziskana z pfirozené
nakazenych definitivnich hostiteltl (labuti Cygnus olor) i experimentalné nakazenych vodnich plzi
(kruznikl rodu Gyraulus) byla podrobena morfologické i molekularné biologické charakterizaci. Za
vyuziti cerkarii z experimentaln¢ nakazenych plzii byla ovéfovana jejich schopnost penetrovat kazi
savcl nebo vyvijet se v laboratorné¢ chovaném modelovém pta¢im hostiteli kachné domaci (Anas
platyrhynchos f. domestica).

Hlavnim pfinosem piedkladané diplomové prace je uceleny pichled o dosavadnim vyskytu
ptacich schistosom a CD v Ceské republice, o faktorech, které jejich vyskyt ovliviiuji a souhrn novych

poznatki o druhu ptaci schistosomy 7. filiformis.

Klicova slova: ptaci schistosomy, cerkariova dermatitida, monitoring, faktory prostiedi, Trichobilharzia

filiformis, experimentalni nakazy



Abstract

Cercarial dermatitis (CD) is manifested as a strong itchy rash that usually occurs after bathing in
the natural water bodies where it makes recreation uncomfortable. As a consequence, the natural
swimming areas and be closed because of inconvenient water quality, what subsequently leads to the
financial losses. The infection can also affect people working in the natural water bodies as lifeguards (at
the natural swimming areas), people monitoring water organisms or water quality etc.).

Nowadays, CD in Czech Republic occurs more frequently than in the past. For this reason, the
topic of avian schistosomes and CD is very attractive not only for scientists, but newly also for
employees of hygienic stations and health institutes. Based on the Act No. 258/2000 Coll. on protection
of public health and related executive Decree No. 238/2011 Coll. approved this year their duty will be
regular monitoring of official natural swimming areas for causative agents of CD.

For the comprehensive overview about the occurrence of the avian schistosomes and CD, up to
now, at the localities in the Czech Republic the specialized overview map with the marked catches of
avian schistosomes and CD was created in the program ArcGIS Online. This map was made with use the
records obtained from the scientific articles, final thesis written by university students, records of
hygienic stations and health institutes, field collections done during the work on presented thesis,
communication with individual laymen and scientists and from mass media. Also, the dataset for the
internally accessible interactive map with the possibility of displaying details about the individual
records was created for future utilization.

The occurrence of the avian schistosomes and CD is affected by the factors of biotic and abiotic
character. Proven effects of the specific factors can be used as preventive measures reducing occurrence
of CD at the localities. Mainly the effect of vegetation, fish type of substrate or pH values was evaluated.

Updated characterization of only partially described species of avian schistosome
Trichobilharzia filiformis is presented here. Thanks to the experimental infections the suitable
intermediate host was identified and the intermediate host specificity was clarified. The stages obtained
from the naturally infected definitive hosts (swans Cygnus olor) and experimentally infected water snails
(genus Gyraulus) were characterized in terms of morphology and molecular biology. With the using of
cercariae from experimentally infected snails their ability to penetrate the skin of mammals or to develop
in a laboratory bred avian model host (domestic duck Anas platyrhynchos f. domestica) was verified.

The main benefit of this master thesis is a comprehensive overview of current reports of avian
schistosomes and CD presence in the Czech Republic, about the factors that affect their occurrence and a

summary of the new knowledge about the avian schistosome species T. filiformis.

Key words: avian schistosomes, cercarial dermatitis, monitoring, environmental factors, Trichobilharzia

filiformis, experimental infections
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UvoD

Zatimco lidské druhy schistosom (Trematoda: Schistosomatidae) piedstavuji vyznamné
zdravotni riziko pro obyvatele tropickych a subtropickych oblasti Afriky, Asie a Jizni Ameriky
(Chitsulo et al., 2000; Colley et al., 2014), ptaci schistosomy zptisobujici onemocnéni cerkariovou
dermatitidou jsou hojné zastoupeny v podminkach mirného pasma a severskych oblasti (Skirnisson a
Kolarova, 2008; Soldanova et al., 2013). Vyskytuji se na vSech kontinentech krom¢ Antarktidy
(Larsen ef al., 2004) vyznamn¢ zastoupené jsou zejména v Americe a Evrop€, nejcastéjsi jsou piitom
druhy Allobilharzia visceralis a Trichobilharzia spp. (Lashaki et al., 2020).

V Ceské republice jsou nejéastéji nachazeny druhy Trichobilharzia szidati, T. regenti a T. franki, které
jsou u nas také nejvyznamnéjSimi ptivodci cerkariové dermatitidy.

Ptaci schistosomy vyuzivaji ke svému vyvoji vodni plze jako mezihostitele a obvykle vodniho
ptaka jako definitivniho hostitele. Cerkdrie uvolnéné z mezihostitele mohou kromé ptaci ktze
penetrovat 1 kizi ¢loveéka. Ten se tak stdva ndhodnym hostitelem, ve kterém vSak ptaci schistosomy
nedospivaji a postupné hynou, Casto jest¢ v klzi, za vzniku silné imunitni reakce projevujici se
intenzivné svédivou vyrazkou zvanou cerkéariova dermatitida (Hordk et al., 2015; Kolatova et al.,
2013).

A préveé toto onemocnéni je hlavni divod, pro¢ je pta¢im schistosomam vénovana vysoka
pozornost. Zejména ze strany zdravotnich Ustavli a pracovist’ krajské hygieny v posledni dobé¢ roste
tlak na vytvofeni metodiky pro systematicky monitoring ptacich schistosom na oficidlnich
koupalistich, ktery je zatim provadén pouze sporadicky. Od letosniho roku je jich v platnosti vyhlaska
&. 238/2011 Sb. a norma CSN 75 7737, diky kterym bude CD sledovana pravidelné. Pozadavky se
tykaji i vzniku centralizované databaze lokalit s potvrzenym vyskytem CD, mozné predikce
pritomnosti ptacich schistosom nebo jejich potla¢eni volbou vhodnych opatieni na lokalité. Pro
ucinnou kontrolu CD je obvykle potieba nejprve urcit druh ptaci schistosomy, ktery ji v daném
pfipadé zpusobuje. Kvuli minimu druhové specifickych znakd (zejména pak u nejcastéji
monitorovaného stadia — cerkarie) nema morfometrie takika zadny vyznam (Jouet et al., 2015) a
determinaci zaloZzenou pouze na vysoké specifitu ptacich schistosom ke svému mezihostiteli
(Kolatova et al., 2010) vysttidaly molekularn€ biologické metody (Dvotak et al., 2002). Vyskyt
problematickych cerkdrii zavisi velkou meérou na pfitomnosti a pocetnosti populace vhodnych
mezihostitell. Ta je ovliviiovana mnoha faktory prostredi, jako jsou vlastnosti vody, struktura bichti a
dna, dostupnost potravy, pfitomnost predatorti, konkurentl ¢i parazitl, pfipadné cirkanualni typ
managementu na lokalité (Kolarova et al., 2010; Soldanova et al., 2013). Lze ptedpokladat, Ze nekteré
z nich by se do velké miry daly vyuzit pro kontrolu CD. Vzhledem ke specifickym naroktim nekterych
plza je vSak velmi slozité najit univerzalni faktor, ktery by bylo mozné aplikovat na kterékoli lokalité
postizené CD. Situaci vSak komplikuji druhy ptacich schitosom, které nejsou schopny ptisobit CD,

ptipadné druhy, u kterych tato informace neni znama.



Predkladana diplomova prace by méla vyplnit zminéné mezery ve studiu ptacich schistosom a
CD 1. vytvofenim souborné databaze vyskytu pta¢ich schistosom a CD v CR pro interaktivni mapu,
kterd bude zatim dostupna pouze pro interni ucely; 2. sbérem dat a pocate¢nim zhodnocenim
cirkanudlné¢ proménlivych faktorii potencidln€é ovliviiujicich vyskyt ptacich schistosom a CD
vyuzitelnych pro predikci a kontrolu vyskytu téchto paraziti na lokalitdich urcenych ke koupani; 3.
pfispévkem k charakterizaci druhu 7. filiformis z hlediska morfologického a molekularniho, také

kompletaci zivotniho cyklu a schopnosti piisobit CD.

CILE PRACE

Predkladana diplomova prace se vénuje ptacim schistosomam a cerkariové dermatitide, ktera se
zejména na piirodnich koupaliitich po celé CR pravidelné objevuje. Téma prace zaméfené na
monitoring vyskytu ptacich schistosom, moznosti budouci predikce ¢i kontroly jejich pfitomnosti na
lokalitach a metody ovétujici biologii konkrétnich druhti ptacich schistosom si klade nasledujici hlavni

cile:

1. Vytvofit databazi s informacemi o vyskytu a rozsifeni riznych druht pta¢ich schistosom v CR
od roku 1966 do roku 2020 s vyuzitim dat z literatury i vlastnich sbéru, ktera bude podkladem
pro specializovanou ptehledovou mapu umisténou na webovych strankach laboratoie
helmintologie PfF UK a interaktivni mapu s prozatim pouze interni dostupnosti.

2. Charakterizovat faktory potencialné ovlivijici vyskyt ptacich schistosom a cerkariové
dermatitidy a zhodnotit jejich mozny vyznam v predikci a kontrole tohoto parazitarniho
onemocnéni

3. Vyplnit mezery v charakterizaci ptaci schistosomy Trichobilharzia filiformis vyskytujici se

v labutich, vcetné jeji biologie a potencialu pusobit cerkariovou dermatitidu.



1. LITERARNI PREHLED

Motolice celedi Schistosomatidae ziji v krevnim fecisti savcl a ptakll vyskytujici se
kosmopolitné (Kolatova et al., 2013). Celed aktualné zahrnuje celkem 14 rodt, z nichZ 4 vyuZivaji
jako definitivniho hostitele vyhradn€ savce. Nejvyznamnéj$i je rod Schistosoma a to predevsim
z hlediska ptisobeni schistosomo6zy u cloveéka a hospodatskych zvifat zejména v tropickém podnebném
pasu (Whitty et al., 2000). Dalsich 10 rodl vyuziva pro sviij vyvoj vodni ptactvo, z nichz v jednom
rode (Austrobilharzia) byl zaznamenan druh 4. variglandis, ktery je schopen Gplného vyvoje v ptacich
i savcich (Bacha er al, 1982). Mezi vyhradné ptaéi schistosomy patii v Ceské republice
nejvyznamnéj$i rod Trichobilharzia, ktery je Castym puivodcem tzv. cerkariové dermatitidy u lidi ve

vSech podnebnych pasech (Brant a Loker, 2013; Horak et al., 2019; Lashaki et al., 2020).

1.1. Ptadi schistosomy
1.1.1. Zivotni cyklus ptacich schistosom

Zivotni cyklus pta¢ich schistosom zahrnuje vodniho plze (nejéastéji z ¢eledi Lymnaeidae nebo
Planorbidae), jenz hraje roli mezihostitele, a obvykle vodniho ptidka jako definitivniho hostitele
(nejcastéji z fddu Anseriformes) (viz Obr. 1 a Tab. 1). Do plze penetruje prvni larvalni stddium —
miracidium, které se po penetraci transformuje v matefskou sporocystu. Uvnitf tohoto stadia se
nasledn¢ vyviji sporocysty dcefiné, které matetskou sporocystu opousti a tvoii se v nich cerkarie. Ty
jsou poté vylucovany z plze a ve vodnim prostiedi hledaji vhodného definitivniho hostitele. Cerkarie
se penetraci kiize ¢i alimentarni cestou dostanou do téla ptaka, kde se z nich stavaji schistosomula,

jejichz dalsi cesta zavisi na druhu schistosomy (Horak, 2002).



Obr. 1 — Obecny zivotni cyklus ptacich schistosom; 1. definitivni hostitel, 2. vaji¢ko, 3. miracidium
uvolnéné z vajicka ve vod¢, 4. mezihostitel, 5. cerkérie uvolnéna z plze do vody, 6. cloveék — ndhodny
hostitel. Zdroje fotografii: 1-5 vlastni foto, 6 archiv Helmintologické laboratote PiF UK.

Podle definitivni lokalizace dospélych Cervl je mozné rozdélit ptaci schistosomy na nazalni a
visceralni. Mezi nazalni schistosomy patii naptiklad druh 7. regenti, ktery po penetraci kiize vodniho
ptaka migruje nervovou soustavou pies michu do sliznice nosnich konch, kde samci a samice
dospivaji a kopuluji. Samicka poté klade vajicka, ze kterych se lihnou miracidia pfimo v nosni sliznici
(Horak a Adema, 2002; Horak et al., 1998). Visceralni druhy (napt. T. szidati) po penetraci kiize mifi
do plic, z nichz se nasledné krevnim fecistém dostavaji do cév mezenteria i vnitinich organt — ledvin,
jater ¢i stifev véetné kloaky (Bourns et al., 1972; Haas a Pietsch, 1991; Horak et al., 2015). Vajicka

téchto druhii odchézi z téla hostitele spolu s trusem do vody, kde se z nich uvolfiuji miracidia.



Tab. 1 — Rody ptacich schistosom a jejich piirozeni hostitelé (Brant a Loker, 2013; Horédk et al., 2015)

Rod Mezihostitel Definitivni hostitel
Allobilharzia Neznamy Anseriformes (labut¢)
Anserobilharzia Planorbidae Anseriformes (husy)
Austrobilharzia Nassariidae Charadriiformes

Batillaridae
Littoriniidae
Potamididae
Bilharziella Planorbidae Anseriformes
Gruiformes
Ciconiformes
Podicipediformes
Dendpritobilharzia Planorbidae Anseriformes
Gruiformes
Pelicaniformes
Gaviiformes
Gigantobilharzia Physidae Passeriformes
Jilinobilharzia 77? Anseriformes (Anatidae)
Ornithobilharzia Batillaridae Charadriiformes
Macrobilharzia 77? Suliformes
Trichobilharzia Lymnaeidae Anseriformes (Anatidae)
Physidae

??? — mezihostitel neznamy

1.1.2. Taxonomie a druhovéa determinace

Aktualné je po celém svéte popsano kolem 70 druhii ptacich schistosom, které jsou rozdéleny
do 10 rodd (Brant a Loker, 2013). U mnoha pfitom dodnes chybi informace o hostitelském spektru
nebo napft. schopnosti vyvolavat u lidi cerkariovou dermatitidu. Pro dal$i druhy pta¢ich schistosom
jsou znama pouze larvalni stadia nebo sekvence DNA. Na pfifazeni k jiz popsanym druhiim nebo
kompletaci popisu nového druhu teprve cekaji, stejné jako je tomu v pripadech, kdy novy druh

pozornosti védci prozatim zcela unikal.

V souCasné¢ dobé zaCind byt pozornost vénovana také fylogeografii. Ta je zatim bézné
popisovana u sav¢ich druhti schistosom (Lawton et al., 2011; Wattwood et al., 2002), pravdépodobné
se tak s fylogeografii budeme velmi brzy setkavat i v pfipadé ptacich schistosom. Vnitrodruhova
variabilita ptac¢ich schistosom byla pozorovana jiz diive naptiklad u cerkarii druhu 7. szidati

vylucovanych z plzt L. stagnalis (Korsunenko et al., 2012).



1.1.3. Monitoring ptacich schistosom a jejich diverzity

Z diivodu nizké patogenity neni rozsifeni ptacich schistosom ve svéte sledovano v takové
mife, jako je tomu u schistosom lidskych. Presto existuji prace, které se jejich monitoringu intenzivng
vénuji, a to obvykle ve spojeni s cerkariovou dermatitidou na lokalitach urcenych k rekreaci (Lashaki
et al., 2020), nebo jde o studie zabyvajici se systematikou, taxonomii a fylogenetikou téchto parazitti
(Brant a Loker, 2009). Vyrazn¢ ptitom pievazuji metody zaloZené na vySetfovani mezihostitelskych

plza, jen vyjimecné jde o sledovani vyskytu ptacich schistosom u ptakda.

Podobné jsou i v Ceské republice dostupna data omezena zejména na zdznamy z lokalit
vyznamn¢ postizenych cerkariovou dermatitidou a védecké prace staxonomickym zameéfenim
(Aldhoun et al., 2012; Kolarova et al., 1992; Kolarova et al., 1997; Rudolfova et al., 2007). Mnoho
zaznamu o vyskytu ptacich schistosom na nasem Uzemi existuje pouze ve formé zaveéreénych praci
vysokoskolskych studentti (Holicka, 2009; Rudolfova, 2003) nebo ustnich sdéleni pracovnikit KHS ¢i

zdravotnich ustavu.

Morfologicka podobnost ptacich schistosom a vysoka diverzita této taxonomické skupiny
bohuzel neumoznuje spolehlivou druhovou (a ¢asto ani rodovou) identifikaci nékterych stadii
(zejména larvalnich) pouze na zakladé morfologickych znakl. Determinace se tak v minulosti ¢asto
opirala zejména o vysokou hostitelskou specifitu na urovni mezihostitele, findlni lokalizaci
v definitivnim hostiteli ¢i geografickou distribuci (Horak et al., 2002; Brant a Loker, 2009). Ke
spolehlivosti determinace az na druhovou uroven vyrazné prispély metody molekularni biologie

(Dvoték et al., 2002; Aldhoun et al., 2009; Brant a Loker, 2009; Jouet et al., 2009), které vSak nejsou

dostupné pro rutinni vySetfovani lokalit provadéna KHS a ZU.

Vyuziti mezihostiteld

Nejcastejsim zplsobem zjisStovani pritomnosti ptacich schistosom na lokalité je sbér plzi.
Z vodnich plzii mizeme jejich pitvou ziskat sporocysty pro odhaleni prepatentni fize infekce (u
ranych infekci to v§ak neni mozné), nebo mohou byt ze zivych mezihostitelti vylouCeny cerkarie, které
jsou vhodngjsi pro urceni alespon do rodu na zakladé morfologie nez sporocysty. Obé stadia
nachdazejici se v plzich je vSak mozné pouzit pro molekularné biologickou identifikaci, ktera je pro

v

determinaci druhu nejspolehlivéjsi.

Determinace ptacich schistosom z plz{i na zakladé mezihostitelské specifity

Mezi prvni kritéria pfi identifikaci druhu ptaci schistosomy patii druh mezihostitele, v némz je

parazit nalezen. Pro schistosomy obecné plati, ze jeden druh je schopny vyvijet se pouze v jednom ¢i



n¢kolika malo ptibuznych druzich plza. V nékterych piipadech je mozna penetrace miracidii do druhi
plzt, ktefi nejsou pfirozenymi hostiteli, obvykle se v nich vSak nedokazou vyvijet (Kock, 2001).
Nékdy mize byt jeden druh plZze pfirozenym mezihostitelem pro az tfi druhy ptacich schistosom
(Aldhoun et al., 2012)

Prestoze druh mezihostitelského plze patii mezi velmi vyznamné kritéria alespoil pro
predbézné urceni druhu ptaci schistosomy (Hordk et al., 2002), nelze se na né&j spolehnout vzdy a

predpoklad je nezbytné ovérit nejlépe metodami molekularni biologie.

Determinace ptacich schistosom z plZl na zakladé morfologie sporocyst

Stadium sporocysty (matefské ¢i dcefinné) by hypoteticky mohlo byt pro morofologickou
determinaci ptacich schistosom vyuzito pii pitvach mezihostitelskych plzii (zvlasté pak u CasnéjSich
infekci pfed vyluCovanim cerkarii), vzhledem k nedostatku druhové a casto pravdépodobné i rodove
specifickych znakli ma vSak toto stadium pro determinaci druhu na zakladé morfologie takika nulovy
potencial. Mohou vSak byt vyuzity pro molekularni analyzu v ptipad¢ absence cerkarii (Horak et al.,

2002).

Determinace ptacich schistosom z plzii na zdkladé morfologie cerkarii

Obecné¢ jsou cerkarie ptacich schistosom opatieny pigmentovanymi ocnimi skvrnami a ocasky
s furkou — jde o tzv. ocelatni furkocerkarie (Kolafova et al., 2010). Pro pozorovani dalSich struktur je
obvykle tfeba Cetnych zkuSenosti pozorovatele a vyuziti specialnich barvicich nebo zobrazovacich
technik. Pfestoze lze u n€kterych druhd pii podrobném zkoumani na cerkariich najit znaky vyuzitelné
k druhové diagnostice v ramci skupiny druhti, stale plati, ze cerkarie riznych druhti, ale i rodf jsou
témét neodlisitelné (Hordk et al., 2002; Rudolfova et al., 2005). 1 ptes jejich Cetnd omezeni jsou nize

uvedené znaky vyuzivané predevsim k popisu novych ¢i dosud nedostatecné popsanych druhi.

a) Morfometrie

Meéfeni rozméri cerkarii byva soucasti studii popisujicich nové druhy. T¢la cerkdrii jsou
vysoce kontraktilni, a aby bylo mozné mezidruhové srovnani, je nezbytné zachovavat jednotny postup
pii fixaci a standardizaci méfeni. Pro natazeni téla cerkarie je nutné pouzit horkou tekutinu. Nejéastéji
je vyuzivan horky formalin (4%, 5% ¢i 10% roztok), pfipadné horka voda ¢i Bakerova fixaz (Aldhoun
et al., 2012; Blair a Islam, 1983; Daniell, 1984; Faltynkova et al., 2007; Horak et al., 1998; Kolafova
et al, 1999; Rind, 1991; Valdovinos a Balboa, 2008). Piesna identifikace pouze na zakladé
morfometrie cerkarii vSak obvykle neni moznd kvili nizké mezidruhové, a naopak vysoké

vnitrodruhové variabilité (Kolarova et al., 2010, Rudolfova et al., 2005).



b) Exkrecni soustava

Jednim ze znakd vyuzivanych k determinaci cerkarii motolic je charakterizace exkre¢ni
soustavy (viz Obr. 3), resp. pocet plaménkovych bun¢k (Islam, 1986), viditelnych ve svételném
mikroskopu pouze u zivych, nejlépe pravé hynoucich cerkarii. Pro charakterizaci exkrecni soustavy
plati vzorec 2[(pocet plaménkovych bunc¢k ptred acetabulem + pocet plaménkovych bunék za
acetabulem) + pocet plaménkovych bunek v ocasnim kmeni] = x. U vétSiny druhti ptacich schistosom
rodu Trichobilharzia a nekterych druhl rodu Gigantobilharzia (Schuster et al., 2013) je vzorec
exkre¢ni soustavy - 2[(3 + 3) + 1] = 14 (Rudolfova et al., 2005). Lisi se naopak u druhu 7. corvi, ktery
ma vzorec 2[(3 +2) + 1] = 12 ¢i u druhit T. arcuata a T. australis se vzorcem 2[(3 + 4) + 1] =16
(Horak et al., 2002). Tato odlisnost vSak mohla byt zptisobena nepfesnou charakterizaci exkrecni
soustavy z diivodu absence specializovanych technik a mikroskopt.

Pocet a usporadani plaménkovych nepiedstavuje pro determinaci druhu ptacich schistosom
hodnotny nastroj. Jednotlivé druhy maji ¢asto totozné usporadani a u starSich popist nékterych druhi

je mozna jejich nedokonala charakterizace.

Obr. 3 - Uspotadani plaménkovych buné¢k v riiznych segmentech téla cerkarie druhu Trichobilharzia

regenti; P — plaménkova bunka, CP — ciliarni pole. Zdroj: Horak et al. (1998)

¢) Senzorické papily

K identifikaci miZe pomoci sledovani poctu a rozmisténi senzorickych papil na povrchu
cerkarie (chaetotaxe; viz Obr. 4). Usporfadani senzorickych receptori je obecné evoluéné
zakonzervované a je tedy vnimano jako mozny taxonomicky znak (Kock a Bockeler, 1998). Samy o
sobé nejsou senzorické papily viditelné ve svételném mikroskopu, je vSak mozné je vizualizovat

pomoci dusi¢nanu stiibrného (AgNOs) (Podhorsky ef al., 2009). Senzorické papily jsou argentofilni
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struktury, které dokazou redukovat soli stfibra na kovové stiibro, jenz da témto strukturam tmavou
barvu. Usporadani papil je interpretovano na zdklad¢€ univerzalni nomenklatury, dle které je télo
cerkarie rozdéleno na nékolik ¢asti: hlavova ¢ast (C I — C IV), pfedni Cast (A I — A III), stiedni cast (M
I), zadni cast (P I — P II), acetabulum (S), ocas (U) a furka (F) (Kock a Bdckeler, 1998; Richard,
1971). Pro identifikaci druhu jsou sledovany papily na ventralni a dorzalni strané cerkarie a jejich
rozmisténi pii lateralnim pohledu.

Prestoze chaetotaxe je povazovana spiSe za nevhodnou k ur¢ovani druhu (napt. Blair a Islam,
1983), Podhorsky et al. (2009) od sebe na zdkladé chaetotaxe dokazal odliSit 3 druhy ptacich
schistosom (7. franki, T. szidati a T. regenti) (viz Obr. 5). Vysledky byly nésledné vyuzity pro
vytvoteni klice pro tyto 3 druhy. V piipadé znamého mezihostitelského plze mlze byt chaetotaxe
vyuZita spiSe pro potvrzeni druhu parazita, bez znalosti mezihostitele je mozné se pokusit se na

zakladg klice urcit druh schistosomy.

ot 18 B
A |

Obr. 4 — Chaetotaxe cerkarii Trichobilharzia regenti. V — ventralni pohled; L — lateralni pohled; D —
dorsalni pohled. Zdroj: Horak et al. (1998)




Obr. 5 — Schematicka kresba chaetotaxe (laterarni pohled) zachycujici papily pro rozliSeni druhti

Trichobilharzia szidati, Trichobilharzia regenti a Trichobilharzia franki. Zdroj: Podhorsky et al. (2009)

Determinace ptacich schistosom z plzl na zékladé chovani cerkarif

Obecné jsou cerkarie ptacich schistosom pozitivné fototaktické a zaroven negativné
geotaktické. Z plze jsou vylucovany stimulaci svétlem, v pfipadé¢ druhu 7. szidati byl pozorovan
nejvyssi pocet vyloucenych cerkarii mezi 6. a 10. hodinou, tedy za rozbtesku (Soldanova et al., 2016).
Cerkarie se tak v pfirodnich vodach koncentruji u hladiny, kde je nejvyssi pravdépodobnost vyskytu
definitivnich hostitelii (Feiler a Haas, 1988; Horak et al., 2015). Vyjimku tvoii naptiklad druh 7.
stagnicolae, jehoz cerkarie neplavou cilen¢ za svétlem, ale opakované plavou k hladiné a nasledné
klesaji ke dnu (McMullen and Beaver, 1945; Olivier, 1948).

Cerkarie ptacich schistosom aktivné plavou ve vodnim sloupci a pii nepfitomnosti
definitivniho hostitele ptisedaji acetabulem k substratu nebo k povrchové blance na hlading. V této
klidové pozici maji t€lo témér rovnobézné s hladinou, zatimco ocasek s furkou volné visi dolt.
Vyjimkou jsou cerkarie druhu 7. physellae a T. stagnicolae, které k povrchové vodni blance

nepiisedavaji (Olivier, 1948). Naopak mensi druhy jako napiiklad D. pulverenta byvaji k povrchim

vvvvvv

Vyuziti definitivnich hostitel(

Prestoze ziskavani cerkarii z mezihostitel je snazs$i, vhodn&j$imi stadii pro identifikaci

ptacich schistosom na zakladé morfologickych znakt jsou dospélci z definitivnich hostiteld. Vyvinuta
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pohlavni soustava dospélych paraziti obvykle poskytuje dostatek morfologickych znakii pro jejich
zafazeni minimalné na urovenn rodu. K identifikaci mize rovnéz dopomoci definitivni lokalizace
dospélct ¢i tvar a lokalizace vajicek. VSechna stadia nachdzend v definitivnim hostiteli (vajicka,
miracidia, schistosomula, dospélce) je mozné vyuzit také pro zpracovani molekuldrné biologickymi

metodami.
Specifita k definitnimu hostiteli

Spektrum definitivnich hostitelt je pro konkrétni druhy ptacich schistosom $irsi nez spektrum
mezihostitell. Jeden druh schistosomy tak byva nachazen v riznych druzich ptacich hostiteli obvykle
jediného fadu — napft. nalezy T. regenti a A. brantae u riznych druhti ptakd fadu Anseriformes (Brant
et al., 2013; Jouet et al., 2010; Rudolfova et al., 2007). Zaroven jeden druh ptaka muze slouzit jako
hostitel pro vice druhii ptacich schistosom — napi. A. platyrhynchos je vhodnym definitivnim
hostitelem pro T. regenti, T. szidati, Bilharziella polonica a dalsi druhy riznych rodd (napft.
Dendritobilharzia ¢i Gigantobilharzia) (Akramova et al., 2010, 2011; Horak et al., 1998; Meuleman
et al., 2013; Priiter et al., 2017). U nekterych zastupct ptacich schistosom miize jeden druh parazita
infikovat 1 druhy ptakl z riznych fadt. To bylo zjisténo napiiklad u druhti ptacich schistosom 7.
physellae, B. polonica ¢i G. acotylea (Akramova et al., 2010; (Horak et al., 2015; Kolarova et al.,
1997; McMullen a Beaver, 1945). Presto existuji vyjimky, jako jsou naptiklad A. visceralis, T.
filiformis ¢i T. anseri, kdy byl pro jeden druh ptacich schistosomy popsan zatim pouze jeden ¢i nékolik
malo blizce ptibuznych druhd ptakt (Brant, 2007; Jouet ef al., 2015; Kolatova et al., 2006; Szidat,
1938; van Bolhuis et al., 2004). Je zde vSak otazka, zda tato uzka specifita neni zptisobena pouze
nedostatkem dat z jinych hostiteld. Vyvratit tuto moZnost by mohly experimentalni nadkazy dalSich
druht vodnich ptéki. Jedinci stejného druhu ptaci schistosomy mohou byt v riznych geografickych
oblastech morfologicky rozdilni (napt. 7. regenti v nasich podminkéch vs. na Islandu; Jouet ef al.,
2010). Tento fakt mize byt zplsoben riznym kmenem pozorovaného druhu, ptfipadné druhem
hostitele.

Urceni definitivniho hostitele tedy muze pii determinaci ptacich schistosom slouzit
v nékterych piipadech jako podplrny znak, ktery mize pozorovatele navést na spravnou cestu pii

identifikaci pta¢i schistosomy a zazit spektrum moznych druhd.

Determinace ptacich schistosom z ptaki na zakladé lokalizace

Na zéklad¢é mista finalni lokalizace v ptacim hostiteli mohou byt druhy ptacich schistosom
rozdéleny na nazalni a viscerdlni. Mezi nazalni druhy patii 7. regenti a dalSich 7 druht (napt. T.
australis ¢i T. arcuata) (Islam, 1986; Horak et al., 1998). Dospélci vSech téchto druhil obyvaji pouze
sliznici nosnich konch a je tedy nemozZné je mezi sebou na zaklade lokalizace rozlisit. K visceralnim

druhtim jsou fazeny v naSich podminkéch Casté druhy 7. franki a T. szidati, z dalSich druht jsou to
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napiiklad 7. anseri, T. filiformis, T. mergi, A. visceralis, D. pulverulenta, G. acotylea (Akramova et
al., 2010; Jouet et al., 2015; Kolatova et al., 2006, Kolatova et al., 2013; Szidat, 1938; Vusse, 1980).
Dospéla stadia visceralnich druhti Ziji v dospélosti v cévach vnitinich organi ptakti. Mohou se
vyskytovat v mezenterialnich cévach (4. visceralis, T. anseri), v cévach tlustého ¢i riznych castech
tenkého stieva (7. franki, B. polonica, G. huronensis), jater (T. franki) ¢i ve sténé stieva (7. szidati)
(Chanova et al., 2007; Jouet et al., 2015b; Kolatova ef al., 2006; Miiller a Kimming, 1994; Najim,
1956; Rudolfova et al., 2007). Netypickou definitivni lokalizaci mé& rod Dendritobilharzia, jehoz
zastupci (napt. D. pulverulenta) se v dospé€losti nachazi v arteriich (Brant et al., 2011; Vusse, 1980),
zatimco vétSina ostatnich druhti obyva predev§im Zzily a vlasecnice. Tato nezvykla lokalizace vSak
muze byt zptisobena nedostatkem dat pro jiné druhy ptacich schistosom.

Pted dosazenim mista své definitivni lokalizace maji schistosomula nazalnich a visceralnich
druhti odlisnou migraci. Schistosomula nazalnich druhii (popséno u 7. regenti) migruji perifernimi
nervy a centralni nervovou soustavou ptaki, schistosomula visceralnich druhd muzeme najit
v krevnim fecisti, odkud se dostavaji do plic a nasledné opét vstupuji do cév a migruji k mistu své
definitivni lokalizace. Vyjimkou u viscerdlnich druhti je B. polonica, jejiz schistosomula
pravdépodobné migruji stejné jako u nazalnich druhii nervovou soustavou (Priiter et al., 2017). Zde se
vSak mohlo jednat pouze o nahodnou lokalizaci.

Urceni mista lokalizace nalezeného druhu ptaci schistosomy je vhodnym doprovodnym
znakem, ktery mize zuzit spektrum moznych druhti. Témét identicka lokalizace u riznych druhi je

vSak pomérné bézna, nelze se tedy spoléhat jen na ni.

Ziskavani stadii ptacich schistosom z definitivnich hostitell

Jedinym zpuisobem pro ziskani dospé€lcti ptadich schistosom je pitva definitivnich hostiteld.
Muize jit o ptaky usmrcené piimo pro ucely vyzkumu ptacich schistosom nebo obecné parazitd (Horak
et al., 1998), ulovené jedince ziskané od myslivct (Rudolfova et al., 2007), zranéné ptaky uhynulé ¢i
utracené v zachrannych stanicich pro volné Zzijici zivoCichy, nebo o cCerstvé nalezené kadavery.
Parazitologicka pitva zamefena na ptaci schistosomy je ¢asové naroc¢nd, proto byvaji ptaci nékdy
zamrazeni do doby, neZ je mozné provést jejich pitvu (Jouet ef al., 2015; Kolarova et al., 2010). Pii
pitvach byva kladen diraz predev§sim na organy a jejich cévy, v nichz je vyskyt hledanych druhi
pravdépodobny na zaklad¢ vlastnich zkuSenosti ¢i informaci z popisit jednotlivych druhd. Obvykle
jsou prohlizeny stény a cévy stfev vCetné mezenterialnich cév, jatra, ledviny, plice, srdce a nosni
sliznice. Izolace dospé€lct probiha prostfednictvim seSkrabti, homogenizace ¢i vyplachil cév. Izolace
dospélych cervi je vSak kvuli jejich délce, extrémné tenkému télu a tésnému kontaktu s hostitelskou
tkani velmi naroéna. Casto tak byvaji ziskany pouze jejich fragmenty (Ashrafi a Brant, 2020; Kolafova

et al., 2006, Kolafova et al., 2010; Priiter et al., 2017). Pii pitvé mrazenych ptak se pti hledani
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dospélych cervii nelze spoléhat na jejich pohyb, ani na soudrznost tkani, které¢ jiz mohou byt
v pokrocilejsi fazi rozkladu.

Vajicka ptacich schistosom mohou byt ziskana intravitdlné z trusu ¢i nosni dutiny ptakt
(Akramova et al., 2010; Horak et al., 1998) nebo postmortalné pitvou z nosni ¢i stievni sliznice,
mezenterialnich cév, plic, jater, ledvin i srdce (Akramova et al., 2010; Koléafova et al., 2010). Pitvou
hostitele mohou byt izolovdna vajicka viscerdlni druhti ptacich schistosom z vnitfnich orgénd, ale i
nasalnich druhil z nosni sliznice. Pfi pitve jsou Casti tkané z podezielych oblasti stfevni (po seskrabu)
¢i nosni sliznice nebo organového parenchymu pfipravena do podoby roztlakového preparatu
prohlizeného pod mikroskopem. Kromé pitvy mohou byt vajicka nazalnich druhi ziskana také lavazi
nosni dutiny fyziologickym roztokem (Kolafova et al., 2010; Hordk et al., 2002; Skirnisson
a Kolarova, 2008). V ptipad¢ pitvy mrazeného hostitele je mozné izolovat vajicka obsahujici
nevylihla miracidia.

Pii ziskavani vajicek s zivymi miracidii se tato miracidia ihned po kontaktu s vodou lihnou
diky zméné osmolarity (Samuelson et al., 1984). Spolu s trusem jsou vylucovana vajicka visceralnich
druhti ptacich schistosom, jejichz pocet je vSak nizky, a je proto potieba vySetfit cely objem trusu,
ktery je k dispozici. Pro zvySeni efektivity je mozné trus zpracovat napiiklad formol-éterovou
sedimenta¢ni metodou (Appleton, 1983; Appleton, 1986), coz je vSak v praxi mozné jen pro urcité
aplikace. Cilené lihnuti miracidii z je provadéno v koncentrac¢nich lahvich izolovanych od svétla, na
jejichz hrdlo je zboku namifeno svétlo z lampy. Po vylihnuti miracidia plavou ke zdroji svétla
(Dinguirard et al., 2018). Takto ziskana ziv4 miracidia mohou byt vyuzita nejen pro intravitalni
diagnostiku infekce ptaka visceralnimi schistosomami pomoci molekularné biologickych metod, pro
experimentalni nakazy nebo pro experimenty s orientaci a hledinim mezihostitele (Kalbe et al., 1997;

Marszewska et al., 2018; Skirnisson et al., 2009).

Determinace na zakladé morfologie dospélcl

Piestoze neni jednoduché ziskat z tkané celé Cervy, uvadi se, Ze pro diagnostiku ptacich
schistosom jsou dospéla stadia, jejichz n€které vnitini i povrchové struktury byvaji druhove specifické,
nejvhodnéjsi (Ashrafi a Brant, 2020; Blair and Islam, 1983). Jednotlivé rody je Casto mozné rozlisit
i na prvni pohled v mikroskopu, a to podle tvaru jejich téla, které muize byt napiiklad dlouhé,
nitkovité s uniformni Sitkou po celé délce téla, nebo naopak kratké a Siroké ¢i kratké s prednim
koncem uz$im, nez je zadni ¢ast t€la (viz Obr. 6). Dalsimi znaky muze byt pfitomnost ¢i absence
prisavek (Brant et al., 2013; Kolatova et al., 2006; Loker a Brant, 2006; Schuster ef al., 2014). Khalil
(2002) vytvoril na zakladé morfologie téla kli¢ k jednotlivym rodiim.

Pro konkrétnéjsi zatazeni ptaci schistosomy je vyuzivana vnitini morfologie jedinci, a to
pfedevSim na pfednim konci obou pohlavi. Mezi takové znaky patii napiiklad uloZeni opétovného

spojeni dvou vétvi stfeva vii¢i orgnantim pohlavni soustavy (vesicula seminalis ¢i receptaculum
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seminis; Brant a Loker, 2009; Horak, et al., 2002; Skirnisson et al., 2012). Dalsimi znaky, které jsou
dilezité pro rozliSeni druhil ptacich schistosom, jsou povrchové struktury tegumentu, délka canalis
gynaecophorus vzhledem k délce téla (ten vSak mize chybét), umisténi genitdlni papily u samct,
pocet varlat a velikost a tvar vnitfnich organti (Horak ef al., 2002). Ur€eni druhu na zékladé méfeni
rozméri, predevSim délky téla, obvykle neni mozné. Kromé obtizné izolace celého Cerva z hostitelské
tkané je stejné jako u cerkdrii potieba brat v uvahu kontraktilitu t€la. Zaroven je nutné myslet i na
vnitrodruhovou variabilitu, kdy byly zaznamendny rozdily v morfologii téla v zavislosti na druhu
hostitele, geografické lokalizaci ¢i rocnim obdobi (Bayssade-Dufour et al., 2006; Jouet et al., 2010).
Také byla popsana variabilita ve velikosti jedinct ziskanych z ptaka z ptirody, ktefi jsou vétsi nez ti
z experimentalné nakazenych hostitelti (Skirnisson et al., 2012).

Dospélci ptacich schistosom jsou tedy vhodna stadia pro determinaci v piipad€, Ze neni

moznost pouzit molekularné biologické metody, je v§ak nezbytné mit k dispozici ob¢é pohlavi.

N - S oo
Gigantobilharzia Dendiritobilharzia
— ="
Trichobilharzia =
Bilharziella

Obr. 6 — Variabilita morfologie téla dospélcii vybranych rodt ptacich schistosom

(upraveno dle Loker a Brant, 2006)
Determinace na zédkladé morfologie vajicek

Vajicka ptalich schistosom nabyvaji rlznych tvard (viz Tab. 2), které mohou usnadnit
identifikaci druhu motolice. Je pak mozné odlisit od sebe druhy s rozdilnymi vajicky v piipadé
podobné lokalizace a vyskytu ve stejném hostiteli. Skirnisson et al. (2008) rozlisil na zakladé velikosti
a tvaru vaji¢ek 7 druhti ptacich schistosom.

I ptes ocividné vyhody pozorovani vajicek ptacich schistosom by se diagnostika neméla
omezovat pouze na tento znak. Vajicka n€kterych druhd si mohou byt navzajem velmi podobna
(Horak, 2002; Ivo, 1960; Szidat, 1938). V souvislosti s vyvojem miracidia uvniti vajicka se méni
velikost a Casto i tvar vajicek, coz identifikaci také komplikuje. Nicméné jejich tvar mize slouzit
alespon jako rychly pfedbézny néstroj pro determinaci riznych druhti vyskytujicich v jednom hostiteli

(Akramova et al., 2010; Horak et al., 2002).
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Tab. 2 — Vybrané¢ tvary vajicek ptacich schistosom.

Tvar vajicka

Priklady zastupci

Zdroj

viretenovity

Trichobilharzia regenti

Skirnisson et al., 2011

Trichobilharzia anseri

Jouet et al., 2015b

Trichobilharzia mergi

Kolafova et al., 2013

Trichobilharzia filiformis

Szidat, 1938

Dendritobilharzia pulverulenta

Horék et al., 2019

Allobilharzia visceralis

Brant, 2007
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Morfologie miracidif

Miracidia schistosom se lihnou ihned po kontaktu s vodou, coZ je mezi motolicemi unikatni.
K druhové determinaci ptacich schistosom na zakladé miracidii byvaly v minulosti vyuzivany riizné
struktury a znaky, a to predevs§im uspotadani cilidrnich (epiderméalnich) desticek, penetracni Zlazy a
pocet klastri zarodecnych bunék. U rodu Trichobilharzia je obvykly pocet ciliarnich desticek 22
usporadanych podle vzorce 6:9:4:3 (Horak et al., 2002). Tento vzorec se muze liSit — napiiklad u
druhu T. corvi plati 6:7:5:4 (Blair a Islam, 1983), druh G. acotylea ma vzorec 6:8:4:2=20 (Akramova
et al., 2010). Penetracni zlazy, které obvykle byvaji tfi, se mohou liSit svymi rozméry (Baugh, 1963).
Rozdil v§ak mGzeme pozorovat i v poctu zlaz, které jsou pak rozdéleny na centralni a periferni (Blair a
Islam, 1983). Poslednim zminénym znakem vyuZzivanym k identifikaci jsou zarode¢né bunky, které
jsou uspotadany do klastrti, jejichz pocet se u riznych druhtt mize ménit. Uspofadani zarodecnych
bun¢k se vsak méni v zavislosti na kontrakci t€la miracidia, proto tento znak neni pro identifikaci zcela

vhodny (Horék et al., 2002; Simon-Martin a Simon-Vicente, 1999).

I pres ptitomné mezidruhové rozdily v morfologii téla miracidia nepfedstavuje pro identifikaci
ptacich schistosom vyznamné stadium a neni k tomu bézné vyuzivano. Je otdzkou, zda by nebylo
mozné vyuzit ultrastrukturu terebratoria pozorovanou skenovacim elektronovym mikroskopem, ¢ehoz
byva vyuzito pii identifikaci lidskych druhti schistosom. Stejné jako v pfipadé¢ jinych stadii je potieba

do popisu novych druhti zaradit i miracidium. To v§ak v mnoha ptivodnich popist chybi.

Krev a sérum definitivnich hostiteld

Kromé vyuziti konkrétnich stadii je mozné detekovat parazita naptiklad i intravitalné v krvi a
krevnim séru hostitele. Z krve je ziskavana cirkulujici DNA (circulating free DNA; cfDNA) ptacich
schistosom (viz str. 19). Krevni sérum mtiZze byt vyuzito pro imunodiagnostické metody, které pracuji
na principu vazby protilatky s antigenem. Napfiklad metoda nepiimé imunofluorescence s vyuzitim
protilatek proti tzv. gut-associated antigeniim (GAA), které jsou tvofeny pouze v pfirozeném hostiteli,
muze byt ndpomocna pii detekci nakazy ptacimi schistosomami (Koufilova a Kolafova, 2002). Pro
moznost imunodiagnostiky byla testovana i metoda ELISA a Western blot. Vhodnymi pro tyto tucely
se jevi cerkarialni protilatky IgY (Turjanicova et al., 2015). Tyto metody maji vyhodu ve své
sensitivité, omezujici vSak mohou byt zkiizené reakce mezi protilatkami ¢i antigeny riznych druht

nejen ptacich schistosom.

1.2.3.3. VyuZiti parazitdrni DNA

Pro presnou a spolehlivou druhovou determinaci nejen ptacich schistosom je kombinace

pozorovani morfologie a molekularné biologickych metod. Pokud vSak nastane situace, kdy je
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morfologie téla ptacich schistosom nepouzitelna kvili nizké vysoké podobnosti, jsou molekularné
biologické metody nezbytné (Aldhoun ef al.,, 2009). Jejich podstatou je prace s DNA ziskanou
z jakéhokoliv stadia ptaci schistosomy, ptipadné mtze byt ve formé environmentalni nebo cirkulujici
DNA. Jsou to metody nendro¢né na mnozstvi materidlu, kvalitni vzorek DNA je mozné ziskat
napiiklad pouze z fragmentt tél dospélych Cervii (Jouet et al., 2009). Nove se rozvijejici metody
dokonce pracuji pouze s DNA uvolnénou napiiklad ve vodé (viz niZe str. 19) a neni tedy nutné nalézet
a vyuzit jedince ptaci schistosomy. Molekuldrn€é biologické metody obvykle vykazuji vysokou
sensitivitu i specificitu. Omezujicim faktorem je Cerstvost materidlu. V rozkladajicim se zivoc€isném
materiadlu degraduje i parazitarni DNA, je proto nutné pouzit jedince Cerstvé izolované ¢i vyloucené
z hostitele, ptipadné jedince z hostiteld, ktefi byli kratce po thynu zamrazeni (Jouet et al., 2009; Nagy,

2010).

Druhova determinace ze stadii

Pro izolaci DNA piimo z ptaci schistosomy je mozné vyuzit vSechna stadia. Po jeji izolaci
a zvoleni vhodnych molekuldrnich markeri podle cilového useku DNA, je parazitarni DNA
amplifikovana prostiednictvim metody PCR (Polymerase Chain Reaction). Produkty byvaji nasledné
analyzovany na gelové elektroforéze a pro konkrétni identifikaci jsou podrobeny sekvenaci. Vysledné
sekvence jsou pak porovnany s referencnimi sekvencemi ve vefejné dostupnych databazich (napft.

GenBank - http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Pro tyto ucely je Casto vyuzivana oblast Internal Transcribed Spacer ribozomalni DNA (ITS
rDNA), ktera zahrnuje ¢asteCnou sekvenci ribozomalni podjednotky 18S, celou podjednotku ITS1,
5.8S a ITS2 a castecnou sekvenci 28S (Dvordk er al,, 2002). Vyuzivan je také gen pro
cytochromoxidazu I (COI) (Lockyer et al., 2003; Lopatkin et al., 2010; Priiter et al., 2017) nebo
tandemové repetitivni sekvence, ktera je pro ptaci schistosomy oznacena ToSau3A (Hertel et al.,
2002; Schets et al., 2010; Schets et al., 2008). Dvotak et al. (2002) navrhl pro ITS oblasti specifické
primery a oblasti ITS1, 5.8S a ITS2 byly vyuzity pro rozliSeni druhti 7. szidati, T. regenti a T. franki
a jejich genetickou analyzu. U druhu 7. franki je dokonce tak vysokd genetickd vnitrodruhova
variabilita mezi jedinci ziskanymi z riznych druhti mezihostitelil, Ze mize byt ITS vyuzito k rozliSeni
ruznych haplotypti (Jouet ef al., 2010). Obecné je nejvhodnéjsi pouzivat pii sekvenaci DNA oblast
ITS, kterad je pro ptac¢i schistosomy v databazi GenBank zastoupena nejvice a neni tak problém
s porovnanim ziskanych sekvenci vlastni analyzou s témi v databazi (Dvorak et al., 2012; Kane
a Rollinson, 1994; Rudolfova et al., 2005). Gen pro COI je v ramci druhu vysoce konzervativni a je
vhodnym markerem napfiklad pro fylogenetické analyzy (Jouet et al., 2010). Jeho zastoupeni
v GenBank je vSak vyrazné¢ mensi nez u ITS. Tandemové repetitivni sekvence Sau3 vykazuje nizkou

mezidruhovou variabilitu a jeji vyuziti je tedy vhodné spiSe pro determinaci rodu.

17


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Druhova determinace na zakladé environmentalni DNA

Kromé izolace DNA pfimo z tél parazitl je mozné vyuzit i jeho zbytkovou DNA z prostiedi.
V soucasné dob¢ zacind byt pozornost zaméfena na metody vyuZzivajici environmentalni DNA
(eDNA), ktera se do vody dostava napriklad diky vymésktim cerkarii ¢i po jejich uhynu, je ziskavana
predevsim ze vzorktl vody, kde se sledované organismy vyskytuji. To je vyhodou oproti metodam, pti
nichz je nutny zdlouhavy sbér jedinci ptacich cerkarii. Nevyhodou muize byt jeji rychly rozklad ve
vodé. Ten je zpomalen, je-li DNA zachycena v sedimentu (Buxton et al., 2018). Monitoring za vyuziti
parazitarni eDNA je dnes Casto provaden v piipadé lidskych druhti schistosom, pro ptaci schistosomy
byl tento pfistup zaveden teprve nedavno. Schets et al. (2008, 2010) detekovali DNA ptacich
schistosom ve vzorcich vody z rybnikl za vyuziti tandemové repetitivni sekvence DNA ToSau3A
prostfednictvim klasické PCR metody a sekvenace amplifikované DNA. V soucasné dob¢ je pro
analyzu eDNA nejcastéji vyuzivana metoda real-time PCR, kterd v porovnani s klasickou PCR
metodou umoziuje rychlejsi analyzu. Pfi této metodé se na amplifikovanou DNA vazou fluorescencni
sondy a je tedy mozné ji sledovat v redlném case (Bustin et al., 2005). V ptipadé€ ptacich schistosom
byla real-time PCR na vzorcich vody poprvé pouzita Jothikumarem ef al. (2015) na jezerech, kde byly
diive zaznamenany ptipady CD, dale ji s pozitivnim vysledkem pouzil napiiklad Rudko et al. (2019).
real-timePCR (Sylphium). To do budoucna umozni rychlé vysetfeni vody na eDNA ptacich

schistosom rodu Trichobilharzia.

Druhova determinace na zakladé volna cirkulujici DNA

CfDNA se vyskytuje v télnich tekutinach vSech zivocicht a pfi vyuziti pro identifikaci je
podrobena klasickému postupu (izolace > amplifikace = sekvenace). Pro schistosomy (a obecné pro
krevni parazity) miize byt vyuziti cfDNA uzite¢né z divodu piimého kontaktu parazitt s krvi
hostitele. Ullah et al. (2020) pouzili tuto metodu pro detekci Schistosoma japonicum v séru kralika
a mys$i za pouziti useku ITS2 rDNA. V pfipad¢ ptacich schistosom metodu vyuzivajici cfDNA vyuzil
Steiger (2018), ktery detekoval DNA T. szidati a T. regenti v krevnim séru kachen Anas platyrhynchos
a dokonce T. szidati vséru lidi. Vyuzita mize byt hemolymfa plzii infikovanych ptacimi
schistosomami. Steiger (2018) detekoval cfDNA v hemolymfé plzii infikovanych druhy ptadich

schistosom 7. szidati a T. regenti.

Druhova determinace zalozena na DNA barcodingu

Pro identifikaci riznych druhl organismi je vyuzivan DNA barcoding, ktery je zaloZen na

analyze kratkych usekli DNA. Ty jsou po amplifikaci pomoci PCR metod a sekvenaci porovnavany
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s databazi, kde jsou tyto kratké sekvence pro DNA barcoding uloZeny. Vstupni material pro izolaci
DNA mize pochézet jak pfimo z parazitl, tak je mozné rovnéz vyuzit eDNA. Pro pouziti pfi
identifikaci zivocCichl je nejcastéji vyuzivdna sekvence genu pro COI (Bass et al., 2015). Pro
identifikaci ptacich schistosom tuto metodu pouzil Rudko et al., (2019), ktery tak determinoval druhy
prostfednictvim DNA z miracidii a cerkérii. Vyhodou metody je jeji nenarocnost na typ vstupniho
materidlu. DNA barcoding zatim neni pro ptaci schistosomy bézné€ vyuzivand metoda, proto jeji

nevyhodou je relativné nizky pocet dat v databazi.

1.1.2. Cerkariova dermatitida

Onemocnéni zvané cerkariova dermatitida (CD) je alergickd reakce zplisobena prlnikem
cerkarii nékterych druht ptacich ale i sav¢ich schistosom (véetné lidskych) do kiize ¢lovéka (viz Obr.
7; Machacek et al., 2018). Nazev CD se pouziva predevsim v souvislosti s pta¢imi schistosomami.
V anglicky psané literatufe se pro onemocnéni vzilo také oznaeni ,swimmer’s itch®, setkat se
muzeme i s dal$imi variacemi jako napfiklad ,,schistosome dermatitis™ ¢i ,,koganbyo* (Cort, 1928;
Hunter et al., 1951). V piipad¢ ptacich schistosom transformované cerkarie po penetraci kiize hynou
(Kolétova et al., 2012; Machacek et al., 2018). Kolem uhynulych tél cerkarii se vytvaii zanét, coz je
doprovdzeno intenzivné sveédivou vyrdzkou, ktera se obvykle objevi béhem nékolika hodin po
napadeni cerkériemi (Olivier, 1949). Prvnim projevem cerkariové dermatitidy jsou makuly, které
pfiblizné 10-15 hodin po nakaze stfidaji papuly. Na nich se 2-3 dny po nakaze objevuji vacky
naplnéné tekutinou. Sedm dni po nakaze jsou viditelné uz pouze strupy, pozdé€ji na kizi zlstavaji
docasné pigmentované skvrny (Machacek er al, 2018; Olivier. 1949). Vazné piipady mohou
doprovazet i dalsi ptiznaky, mezi které patii napiiklad horecka, kasel, prijem ¢i zvétSeni spadovych
lymfatickych uzlin. U naivniho jedince napadeného cerkariemi ptacich schistosom byvaji ptiznaky CD
dalsim kontaktem s infekénimi cerkariemi intenzivngj$i (Olivier, 1947; Kolafova et al., 2012;

Machacek et al., 2018).
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Obr. 7 — Cerkariova dermatitida (upraveno dle Machacek et al., 2018)

1.1.3. Ptaci schistosomy jako pUvodci cerkdriové dermatitidy ve svété

Druhy ptacich schistosom, které byly prokazany jako ptivodci CD u lidi, patfi do Sesti rodt
(Kolarova et al., 1997; Kolarova, 2007; Horak et al., 2015). Jejich vyskyt je kosmopolitni s vyjimkou
Antarktidy (Lawton et al., 2014). Cerkarie ptacich schistosom puisobici CD se mohou vyskytovat
v prostfedi se sladkou i slanou vodou. Mezi rody vyuZivajici pro svlj vyvoj sladkovodni plze patii
Anserobilharzia, kterd byla nalezena v Evrop¢, USA a Kanad¢, Bilharziella vyskytujici se pouze
v Evropé a s CD nejcastéji spojovany rod Trichobilharzia s nalezy po celém svété kromé Antarktidy.
Druhy téchto ptaich schistosom vyuzivaji pro svlj vyvoj sladkovodni plze predevsim z Celedi
Lymnaeidae a Planorbidae, mén¢ pak Physidae. Jako definitivni hostitelé jim slouzi nej¢astéji vodni
ptactvo fadu Anseriformes (vrubozobi), nalezy jsou vSak i1 zftadi Ciconiiformes (brodivi),
Coraciiformes (srostloprsti), Gaviiformes (potéplice), Gruiformes (kratkokiidli) a Podicipediformes
(potapky), jejichz zastupci ziji v blizkosti vodnich ploch. Zajimavé jsou zachyty ptaich schistosom
z jedinct fadu Galliformes (hrabavi), a Passeriformes (pévci), kteti obvykle nejsou vazani na vodni
prostiedi (Horak et al., 2015).

Mezi rody ptacich schistosom vyuzivajici moiské ¢i brakické druhy plzi patii rod
Austrobilharzia, ktery byl nalezen v Africe, Australii, Asii a Severni i Jizni Americe a vyviji se
v plzich Celedi Batillaridae, Littoriniidae, Nassariidae a Potamididae, a rod Ornithobilharzia s nalezy
po celém svéte a s mezihostitelskymi plzi ¢eledi Batillaridae. Oba tyto rody vyuzivaji jako definitivni
hostitele ptaky fadu Charadriiformes (dlouhok#idli).

Zajimavou pfizpusobivost vykazuje kosmopolitné rozsifeny rod Gigantobilharzia, ktery se
muze vyvijet v plzich Zijicich ve sladké (plzi celedi Hydrobiidae, Physidae, Planorbidae a Thiaridae),
moftské i brakické vode¢ (plzi skupiny Opisthobranchia) (Grodhaus a Keh, 1958; Kolatova et al., 1997,
Rollinson a Chappel, 2001; Al-Kandari et al., 2012; Kolafova et al., 2012; Horak et al., 2015).
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Historie vyskytu cerkariové dermatitidy saha do roku 1887, kdy byly poprvé zaznamenany
pfiznaky u lidi koupajicich se v jezete v Japonsku. Ndzev onemocnéni byl uveden jako koganbyo,
nebyla vSak znama jeho pticina (Fujii, 1887, cit. Oda, 1973). V roce 1928 byly v Michiganském jezete
v USA jako ptivodci onemocnéni prokazany cerkarie ptacich schistosom (Cort, 1928). Od té doby jsou
pfipady cerkéariové dermatitidy hlaSeny z riznych ¢ésti svéta. Prvni pfipady v Evropé jsou uvadény

z britského mésta Cardiff (Matheson, 1930), z Némecka (Vogel, 1930) a z Francie (Brumpt, 1931).

1.1.4. Ptaci schistosomy jako pdvodci cerkariové dermatitidy v CR

Rod Trichobilharzia nejéast&ji ptisobi CD i v Ceské republice, pii¢emz nejéastdji nachdzenymi
druhy jsou 7. franki, T. szidati a T. regenti. Na nasem tzemi byl nalezen i druh Bilharziella polonica
(Koléatova et al., 1997; Rudolfova et al, 2007) a zastupci rodu Gigantobilharzia (G. vittensis,
G. acotylea a Gigantobilharzia sp.) (Sitko et al., 2006; Aldhoun et al., 2012). V ptacich v CR byl
nalezen druh Ornithobiharzia canaliculata, jehoz cerkarie jsou sice schopny plsobit CD, u nas vSak
riziko nehrozi z divodu absence vhodnych mezihostitelt, kterymi pro tento druh jsou motské druhy
plzt (Kolarova et al., 1997). Druh O. canaliculata se k nam dostal pravdépodobné s migrujicimi ptaky
(rybaci).

Prvni zdznam cerkariové dermatitidy z Ceské republiky, ktery je spojovan piimo s cerkariemi
ptacich schistosom, je z roku 1966 z rybnika Apollo u Bfeclavi a rybnika Ol§ovec na Blansku (Hruby,
1976). Do roku 1997 bylo zdokumentovano pouze nékolik piipadd tohoto onemocnéni, poté se dostalo
cerkariové dermatitid¢ a biologii ptacich schistosom vétsi pozornosti (Kolatova et al., 1997). Prestoze
se CD u napadenych lidi mize projevovat riizné zavaznymi problémy i znacnym nepohodlim, nepatii
mezi Zivot ohrozujici onemocnéni a neni proto ani systematicky sledovana. Aktualné je vyskyt CD na
tizemi CR sledovan kromé& vyzkumnych instituci také Statnim zdravotnim ustavem (SZU) pomoci
dotazniku umisténém od roku 2009 na webovych strankach (Kozisek et al; Pumann et al., 2019). Od
roku 2021 vysla v platnost zména vyhlasky ¢. 238/2011 Sb. a norma CSN 75 7737, na jejichz zakladé
budou pracovnici hygyienickych stanic monitorovat CD povinné a je tedy pravdépodobné, ze se

v budoucnu bude pocet zaznamti CD zvySovat.

1.3. Faktory ovliviujici vyskyt ptacich schistosom a cerkariové dermatitidy

V ramci vyzkum zabyvajicich se vyskytem ptacich schistosom a cerkariové dermatitidy je
pozornost zaméfena i na faktory, které jejich vyskyt na lokalitaich mohou ovliviiovat. Ty jsou zaroven
sledovany i pro ucely piedkladané diplomové prace. Jde o mnohorozmérny problém, v némz hraji
dilezitou roli abiotické a biotické faktory, primarné ovliviiujici vyskyt a pocetnost mezihostiteld
a definitivnich hostitelll, jejichz pfitomnost je zdkladnim predpokladem pro vyskyt parazita. Neméné

dilezity je i samotny parazit a jeho druhova specifika.
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V ptipadé CD je povédomi o jejim vyskytu limitovano rozpoznanim a nahlasenim klinickych
pfiznakd u napadenych lidi. To je ovlivnéno osvétou laické vefejnosti, kterd v ptfipadé povédomi
o problematice CD pfipady aktivné hlasi naptiklad prostfednictvim dotazniku umisténého na
webovych strankach SZU. Osvéta souvisi také s informovanosti lidi o nejrizikovéjsich vodnich

plochach.

1.3.1. Faktory spojené s vyskytem mezihostitelskych plzd

Vyskyt cerkarii na konkrétni lokalité zavisi primarné na aktudlni pfitomnosti nakazenych plza.
Faktory ovliviiujici vyskyt mezihostitelskych plzi mohou byt abiotického i biotického charakteru

(Yigezu et al., 2018).

Abiotické faktory

Jednim z takovych faktorl souvisejici s intenzitou slune¢niho svitu maze byt zastinéni vodni
plochy okolni vegetaci. Vodni plzi se vyskytuji spiSe ve vodach mén¢ zastinénych, kde diky
slune¢nymi svétlu, které pronikd k vodnim rostlindm, vznikaji ptiznivé podminky pro rist perifytonu

(ptisedlé tasy a biofilm). Ten je pak soucasti potravy plza (Camara et al., 2012; Yigezu et al., 2018).

Teplota vody patii rovnéz mezi zékladni faktory ovlivilujici vodni plze. Je to faktor, ktery je
proménlivy jak béhem roku, tak i béhem dne. Teplota ma vliv pfedev§im na rist vodnich plzd,
rozmnozovani a v ptipad¢ infekce motolicemi i na schopnost vylucovani a vyvoje cerkarii (Al-Jubury
et al., 2020; Schalie a Berry, 1973). Ovlivnéni konkrétnimi teplotami se 1i§i pro plze vyskytujici se
v riznych oblastech svéta. Pro ty zijici v tropech a subtropech bylo pozorovano teplotni optimum pro
prezivani a rist mezi 30 a 35 °C (Parashar a Rao, 1988). Naopak u plzi vyskytujicich se v naSich
podminkach je to pfiblizné mezi 18 a 25 °C (Schalie a Berry, 1973). Teplotni preference se vSak
mohou liSit u riznych druhti se stejnym rozsifenim. Napiiklad pro plze P. corneus byla optimalni
teplota pro rist 20,5 °C, pro druh P. planorbis to bylo 19 °C. Minimalni teplota pro rist planorbidnich
plza je 5 °C, pfti které¢ druh P. corneus roste velmi pomalu, druh P. planorbis témét vibec, zatimco

horni hranice je pravdépodobné 25 °C (Costil, 1993).

S teplotou se poji i mnozstvi rozpusténého kysliku ve vodé. Plicnati plzi dychaji vzduSny
a jsou tedy tolerantn&j$i k hypoxii nez piredozabii, kteti k zivotu kyslik ve vodé potiebuji (Brown et
al., 1998). Pti nizké koncentraci kysliku ve vodé plicnati plzi ¢astéji vyplouvaji k hladiné pro Cerpani
kysliku, ptfi¢emz bylo pozorovano, ze u plzi ¢eledi Physidae jsou tyto vystupy k hladiné ¢etnéjsi nez

u Celedi Planorbidae (Koopman et al., 2016).

Faktorem ovliviiujicim Zivot vodnich plzd je i pH vody, které se obvykle v ramci lokality

cey

prilis neméni. Vodni plzi jsou vysoce sensitivni k pH vody, ve které Ziji. Optimalni hodnota pH pro
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vétsinu sladkovodnich plzi je v rozmezi 6 az 9. Velmi nizké pH (4,6 — 4,7) ma negativni vliv na
vyvoj, rast i rozmnozovani plzi (Malek, 1958). Okland (1992) pii svém vyzkumu na kyselych
jezerech zjistil, ze pod pH 5,2 se jiz plzi ve vod€ nenachéazi. Druhy P. planorbis a A. vortex byli Casto
nalézani ve vodach kyselého (pH = 5 - 6,2) i neutralniho pH (7). V mirné kyselé vodé (pH > 6) byl
pozorovan 1 druh R. auricularia ¢ P. corneus, ktery se zdrovenn v men$i mife vyskytoval
i v neutrdlnim pH. Naopak vysoky pocet jedinct druhu P. acuta byl pozorovan v rybnicich s pH 8,5.
(Spyra, 2017).

Dalsi faktor ptedstavuje typ (frakce) substratu dna a litoralu, ktery rizné druhy vodnich plzt
preferuji. Casto byvaji preferovany nezapojené¢ kameny. Na kamenitém dné byla nalézéna napftiklad
P. acuta (BoBneck, 2011). Vramci jiného vyzkumu byli pozorovéani jedinci druht Stagnicola
catascopium a Physa sp. se vyskytovaly prevazné Castech rybnika s balvany (Leighton ef al., 2000).
Naopak L. stagnalis, R. auricularia ¢i P. carinatus se obvykle nachazi na lokalitach s bahnito-pis¢itym

litoralem (BoBneck, 2011).

Biotické faktory

Mezi faktory biologického charakteru patfi pfitomnost predatord vodnich plzii ve vodnich
plochach, kterymi mohou byt vodni obratlovci, predevsim ryby, ¢i bezobratli. Pro rod Physella byl
pozorovan jako ptirozeny predator mensi druh dravé ryby slunecnice pestré (Lepomis gibbosus), ktera
ma puvod v Americe a Kanadé¢ a vnaSich podminkdch se chova invazné. Pfi experimentech
provadénych v uméle vytvofenych jezirkdch vykazovali plzi Physella sp. antipredatcni chovani,
vyhledavali ukryt v substratu (Turner, 1996). Mezi bezobratlé predatory vodnich plzt patii naptiklad
pijavky. Experimentalné byla zaznamenana predace Cerstvé vylihlych vodnich plzi druhem pijavky
Glossiphonia complanata (Bronmark, 1992). Obvyklym predatorem vodnich plzi jsou také pijavky
druhu Haemopis sanguisuga. Potvrzena byla i schopnost predace vodnich plzi mohutnatkou druhu
Sphaerodema urinator (Younes et al., 2016; Younes ef al., 2017). Jinymi bezobratlymi Zivo€ichy, u
nichz byla prokazana schopnost predace vodnich plzii malych velikosti, jsou naptiklad larvy Sidel
(Anisoptera), larvy motylic (Zygoptera), bodule (Naucoridae) ¢i potapnici (Dytiscidae). Predatofi
vodni plze ovlivituji bud’ pfimou predaci, pti¢emz preferuji infikované plze, nebo nepiimo pouze svou
pritomnosti. To zplisobi, Ze se plz stahne do ulity a ptipadné hleda ukryt pod kameny. V takovém
stavu nemohou pfijimat potravu, coz vede k niz$i rychlosti ristu jedincl a snizeni dostupné energie

pro vyvoj cerkarii (Cobbaert et al., 2010; Haggerty et al., 2020; Turner a Chislock, 2007).

Vyskyt vodnich plz ovlivituje také piitomnost vodnich makrofyt, ktefi v rostlinach zaroven
hledaji ukryt a slouzi jim i jako podklad pro sntisky. Samotné vodni rostliny i perifyton rostouci na

jejich povrchu slouzi jako potrava pro vodni plze. Naptiklad vyzkum provedeny v africkém staté
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Senegal prokazal, ze na vodnich plochach s porosty rizkatce Ceratophyllum spp. je vyssi hustota
vodnich plzi druh@t Bulinus spp. a Biomphalaria pfeifferi, ktefi jsou zdrojem cerkdrii lidskych
schistosom, nez tam, kde vodni vegetace pfitomna nebyla (Haggerty et al., 2020). Zaroveni bylo
zjisténo, ze za pritomnosti Ceratophyllum spp. je zvySena produkce cerkarii na jednoho plze. Tyto
rostliny s drobnymi ¢lenitymi listy se casto vznaseji tésné pod hladinou, kde je dostatek svétla pro rtst
perifytonu kvili nedostatku ponotenych makrofyt (Haggerty ef al., 2020; Underwood et al., 1991).
Pfitomnost vodni vegetace ovliviluje také lidska Cinnost (napf. pfitomnost sklddky odpadu c¢i
zemédelstvi v blizkosti). Eutrofizace antropogenniho ptvodu, kdy je zvySena koncentrace dusiku
a fosforu ve vode€, ma pozitivni vliv na rist rostlinné biomasy a tim vytvari vhodné podminky nejen
pro vodni plze, ale i vodni ptactvo, které je nasledné zdrojem miracidii ptacich schistosom pro plze
(Johnson et al., 2008; Soldanova et al., 2013). Zaroven je podpofen rist vodnich plzi a ti se tak diky
své velikosti stavaji odolnéjsimi vuci predatorim (Chase, et al., 2003). Zvyseny vyskyt plzi na
mistech ovlivnénych lidskou ¢innosti miize byt také zplsoben sniZzenou piitomnosti jinych druht
vodnich zivocicht, ktefi by mohli byt potencialnimi predatory ¢i kompetitivnimi druhy (Yigezu et al.,

2018; Younes et al., 2017).

1.3.2. Faktory spojené s definitivnimi hostiteli

Pro zdarny vyvoj ptacich schistosom jsou kromé mezihostitelt dileziti i definitivni hostitelé.
Alesponi obcCasnd, piestoze kratkodoba pritomnost ptaCich definitivnich hostiteld na lokalité je
nezbytnd zejména pro dlouhodobé udrzeni ptacich schistosom. Ptaci produkuji stadia zodpoveédna za
infekci mezihostitelskych plzii a zaroven se zde mohou nakazit cerkariemi vylucovanymi plzi.
Stéhovavi ptaci béhem roku migruji na velké vzdalenosti, a ani ti, ktefi podobné cesty nepodstupuji,
obvykle nezlistavaji béhem roku vérni pouze na jediné vodni plose. K zaneseni ptacich schistosom na
novou (mnohdy zna¢né vzdalenou) lokalitu je pfitom dostacujici i jen kratkodoby pobyt jedince
v patentni periodé na misté s vhodnym spektrem mezihostitelskych plzi (Brant a Loker, 2009). I ve
vnitrozemskych statech véetné Ceské republiky je proto mozné pii pitvach definitivnich hostitel
nalézt druhy ptacich schistosom (napt. Ornithobilharzia canaliculata z rybaka Sterna hirundo)
vyuzivajici ke svému vyvoji pouze moiské druhy mezihostielskych plzi (Kolatova et al., 1997).
Vhodnou lokalitou napiiklad pro odpocinek migrujicich ptakt je takova, ktera ma z hlediska jejich

migracnich tras vhodnou pozici. Dilezita je rovnéz hojnost a dobra dostupnost potravy vodnich ptakd.

Ptaci také preferovuji mista s klidnymi oblastmi vhodnymi pro jejich hnizdéni, kde nasledné
budou vhodné podminky pro vyvedeni mlad’at. Vice nachylni k infekci byvaji mladi ptaci nez
dospélci, ktefi jiz infekci pta¢imi schistosomami v minulosti prodélali a jejich imunita v piipadé

reinfekce zasahne (Van Bolhuis et al., 2004; Guth et al., 1979). To dokazuje naptiklad vyzkum
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v Michiganu, pfi némz byla patentni infekce potvrzena u 46,3 % nedospélych ptakt tadu
Anseriformes, zatimco u dospélych byla prevalence 12 % (Guth ef al., 1979). Rizikovéjsi z hlediska
moznosti vyskytu CD jsou tedy piedevsim lokality, kde vodni ptaci hnizdi.

Existuji dosud neprokazané domnénky o tom, Ze i pfima interakce cloveéka s vodnim ptactvem
muze ovlivnit ptitomnost ptacich schistosom. Lidé bézné krmi predevsim labuté a kachny pfitomné na
vodnich plochach v méstské zastavbé, coz by mohlo mit za nasledek stahovani ptactva z okolnich
lokalit (napf. fek) a jejich setrvani na lokalité, kde maji ptisun krmiva od lidi, i béhem zimy. Zaroven
se ptaci agreguji u biehu v misté krmeni, které je ¢asto i mistem vstupu do vody pro rekreanty. Z trusu
a z nosni sliznice ptakil se uvoliiuji miracidia, kterd infikuji pfitomné vodni plze a zvySuji tak jejich

promotenost, a tedy i riziko vyskytu CD na mistech, kde se lidé koupou (Duras ef al., 2014).

Castgjsi vyskyt ptadich schistosom souvisi také s globalnim oteplovanim, které byva dano do
souvislosti také se zvySujicimi se pocty pfipadt cerkariové dermatitidy. Tento jev ma za nasledek
pfezimovani jindy migrujiciho ptactva v misté hnizdéni po cely rok (Cotton, 2003). Zaroven je
s oteplovanim podpoten rtst vodnich makrofyt a fas, jez jsou zdrojem potravy pro vodni plze i ptactvo
(Horak a Kolatova, 2011). Ptaci schistosomy tak maji oba potiebné hostitele k dispozici po cely rok
a mohou vytvorit vice generaci (Mas-Coma et al., 2009). Jejich schopnost infikovat hostitele vSak
z4visi na rocnim obdobi. Pti nizké teploté¢ vody larvy pfestavaji byt aktivni a pravdépodobnost
infikovani hostitele je nizkd. V tomto ohledu maji vyhodu cerkérie, které mohou infikovat
definitivniho hostitele alimentarni cestou, kdy ptak v ramci obzivy zamérné ¢i spolu s rostlinnou

potravu pozfe i infikovaného plze (Pech, nepublikovano).

1.3.3. Faktory spojené s vyskytem konkrétniho druhu ptaci schistosomy

Vyskyt ptacich schistosom a jejich udrzeni se na lokalit¢ ovliviiuje naptiklad hostitelska
specifita. Ta je v ptipadé mezihostitelii vysoka (viz dale), a je proto nutna ptitomnost konkrétni
skupiny ¢i dokonce druhu vodnich plzi na lokalité. Naopak druhové spektrum definitivnich hostitell
pritomnych na lokalité je pro ptaci schistosomy obvykle méné omezujici. V definitivnim hostiteli
mohou nékteré ptaci schistosomy diky své dlouhovékosti piezivat velmi dlouho a za pfitomnosti
vhodnych mezihostiteld tak mohou na lokalité cyklovat i po nékolik let (Brant a Loker, 2013). Pro
udrzeni Zivotniho cyklu na lokalité, ale také pro vyskyt a intenzitu cerkariové dermatitidy je dalezité
mnozstvi vyluovanych cerkarii z mezihostitelskych plzi. To je v pfipadé druhd obyvajicich velké
druhy plzt velmi vysoké, napiiklad 7. szidati vyvijejici se v plzich druhu L. stagnalis mohou za den
vyprodukovat i vice nez 26000 cerkarii (Soldanova et al., 2016). Pro moznost vyskytu CD je pak

zésadni, zda piitomny druh ptaci schistosomy je schopny penetrace lidské kiize.
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1.3.4. Faktory ovliviujici vyskyt cerkariové dermatitidy

Informace o vyskytu CD jsou vazény na koupajici se osoby, které byly timto onemocnénim
postizeny a situaci se zaroven rozhodly fesit s lékafi, hygienickymi stanicemi nebo zdravotnimi
jiz vminulosti prodé€laly a jejich imunitni systém zasahuje proti cerkariim v ktzi rychleji nez
u naivnich (Hordk a Koléatova, 2001; Machacek et al., 2018). Mnoho ptipadt predevsim lehci povahy

onemocnéni pozornosti unika.

Na intenzitu napadeni ktize cerkariemi ptacich schistosom ma vliv chovani lidi a ¢as straveny
ve vodé. Vyssi Sance ndkazy je predev§im u lidi, ktefi travi ¢as ve vodé plavanim ¢i brodénim, a to
predev§im v mistech se zvySenym vyskytem vodnich plzt (typicky pasmo litoralu s ponofenymi ¢i
castecné ponofenymi makrofyty a pozvolna se svazujicim dnem, kde jsou vyssi teploty vody). Kromé
rekreantli byli také zaznamenany ndkazy lidi provozujicich vodni sport (Duras, 2014), pomérné Casto
byvaji napadené i osoby, jejichz ndplii povolani pobyt v litordlu vodni plochy pfimo vyzaduje.
al., 2017), v naSich podminkach se s CD pii vykonu povolani setkavaji zejména lidé provadéjici
hydrologicky, botanicky ¢i faunisticky prizkum, vyjimkou nejsou ani ptipady, kdy byli CD postizeni
i pracovnici kontrolujici (zejména v letnich mésicich) kvalitu vody v nadrzi ¢i plavcici na prirodnich

koupalistich.

Z hlediska CD jsou nejrizikovéjsi letni mésice, kdy je veétsi ¢ast dne svétlo, je teplé pocasi
a teplejsi nez v jinych obdobich je i voda, coz vytvafi idealni podminky nejen k pobytu velkého
mnozstvi lidi u vody, ale i pro vyskyt vodnich plzii v blizkosti bieht a produkci cerkarii (Valdovinos
a Balboa, 2008). Vyznamnou roli hraje také denni doba. Nejvice jsou cerkarie pta¢ich schistosom
uvolnovany v rannich a dopolednich hodinach, kdy na hladinu zac¢ina dopadat slunec¢ni svétlo.
V kombinaci s omezenou délkou zivota cerkarii v ohfivajici se vod¢ to mize vést i ke snizenému
riziku CD pii koupani ve vecernich hodinach. To bylo potvrzeno vyzkumem na jezefe v Michiganu,
kde v ¢asovém rozmezi od 8 do 10 hodin a od 10 do 14 hodin byla zaznamenana vyssi incidence CD
nez ve vecernich hodinach od 18 do 20 hodin (Verbrugge et al., 2004). Tato situace vSak mohla byt

zpusobena vysSim poc¢tem lidi na lokalité v dopolednich a odpolednich hodinach.

Vysyt CD na lokalitich muze ovliviiovat i vitr. PGsobenim vétru, ktery mize cerkarie
prichycené k povrchové blance na vodni hladin€¢ zanést i n€kolik kilometrd od mista, kde byly
vylouceny, se v§ak CD mtize objevit i tam, kde se v blizkosti mista infekce lidi vodni plzi nevyskytuji
(Leighton et al., 2000; Verbrugge et al., 2004). Bez ohledu na ¢asti litoralu s nebo bez potvrzené
pritomnosti plzd se tak stava vyrazné rizikovym mistem pro infekci CD stava navétrna strana vodni

plochy. Vliv ma pfitom i rychlost vétru. Vyssi pravdépodobnost nakazy CD nastava pti slabém vétru
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nez pii vanuti vétru vysokou rychlosti (Sckrabulis et al., 2020). Je vSak otazkou, zda tento jev neni

zpusobem nizsi koncentraci lidi a kratSiho ¢asu strdveného ve vod¢ za vétrného pocasi.

V posledni dobé se pozornost ne¢kterych védeckych tymi obraci k Casto prehlizenému faktu,
ze cerkarie mohou stejné tak jako jiné vodni organismy slouzit jako potrava pro predatory a filtratory,
pro které jsou atraktivni kofisti diky jejich vysokym zasobam gylokogenu. Predatory mohou byt riizni
bezobratli ¢i malé druhy ryb (Kaplan et al., 2009; Morley, 2012; Rohr et al., 2015). Pritomnost
a pocetnost takovychto organismli ve vod¢ muze snizit mnozstvi cerkarii ve vodé, coz by mohlo
negativné ovlivnit i pravdépodobnost vzniku cerkariové dermatitidy. Tyto informace mohou byt
vyuzity v managementu vodni plochy, na kterou mohou vrdmci omezeni vyskytu CD nasadit

potencialni tyto predatory a filtratory jako biologickou zbraii proti cerkdriim.

1.4. Opatfeni vyuzivana pfi snaze o kontrolu CD

1.4.1. Zasahy na uUrovni mezihostitelského plze

Redukce vodnich plzi na vodnich plochach uréenych k rekreaci lidi mtize byt uskutectiovana
napiiklad seCenim ponofené vodni vegetace, na které jsou plzi pfichyceni. K tomu je naptiklad na
Velkém Boleveckém rybnice v Plzni vyuZzivan harvestor, jenz kazdy od jara do podzimu napomaha
redukci vedukci vegetace (Duras ef al., 2013). Jinym moznym opatfenim, kterého je vyuzivano, je
traveni vodnich plzd siranem méd’natym ¢i jinymi chemikaliemi obsahujicimi pro plze jedovatou méd’
(Brackett, 1939; McMullen a Brackett, 1948; Hordk et al., 2002). Pfi tomto pfistupu vSak nastava
problém hromadéni médi ve vodég, a kromeé vodnich plzii mtze tak zptsobovat tthyn dalS$ich organismi
a Cinit tak vodni plochu nevhodnou ke koupani lidi. Zaroven byla zjisténa castecna resitence vodnich
plzt k siranu méd’natému (Blankespoor et al., 1985; Horak et al., 2002). Plzi mohou byt redukovani
také ptimou mechanickou likvidaci za pouziti bran ¢i rota¢nich kultivatort, které tazeny traktorem ¢i
¢lunem a rozryvaji tak dno ve vodni plose. Aplikace tohoto pristupu vedla k redukci CD napiiklad na
jezefe Annecy ve Francii ¢i Cultus v Kanadé (Léger, 2008; Leighton et al., 2000). Moznou
alternativou je ru¢ni sbirani plzt z vegetace, kamend, spadanych vétvi ¢i kiry z okolnich stromti apod.
(Graefe et al., 1973) Je vSak otazkou, do jaké miry je toto opatfeni ucinné, protoze kompletni
vysbirani plzii z vodni plochy je prakticky nemozné. Testovana byla také moznost redukce sporocyst
ptacich schistosom vyvijejici se v hepatopankreatu plze nasazenim antagonistickych druhi motolic,
jejichz vyvojové stadium rédie je dravé, a kromé hepatopankreatu plze, v némz se rovnéz vyviji, se
zivi 1 prave larvami jinych druhd pfitomnych ve stejném plzi. Toho bylo vyuzito naptiklad za pouziti
echinostomnich motolic pozirajicich sporocysty ptacich schistosom (Basch a DiConza, 1975; Lie

a Owyang, 1973; Lim a Heyneman, 1972).
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1.4.2. Zasahy na Urovni definitivniho hostitele

Opatfeni vyuzivana ke kontrole CD na lokalitdch se mohou pojit i s vodnim ptactvem, z n¢hoz
jsou vyluovéana vajicka ¢i miracidia ptacich schistosom. Doporucovano naptiklad byva lov ¢i
zastraSovani vodnich ptdkd. To vSak nelze praktikovat za kazdych okolnosti — naptiklad v pribéhu
rekreacni sezony (Soldanova ef al., 2013). Navstévnici piirodnich koupacich vodnich ploch také casto
pfitomné vodni ptaky krmi a ti se tak stahuji na mista, kde se lidé koupou. Na lokalitidch se proto ¢asto
muzeme setkat s informacni tabuli o cerkariové dermatitidé a Zadosti o nekrmeni vodniho ptactva
(Soldanova ef al., 2013). Pouzita mtize byt i 1écba vodnich ptakti anthelmintiky (praziquantel), ktera se

ukézala byt funkénim prostfedkem na jezerech v Michiganu (Blankespoor a Reimink, 1991).

1.4.3. Zasahy na urovni CD

Samotni navstévnici koupacich vodnich ploch se mohou chranit specialnimi repelentnimi
krémy ¢i krémy s obsahem niklosamidu. Tato ochrana vSak neni stoprocentni, a i ptes aplikaci kréma
se CD objevit mize (Chamot, 1998; Wulff et al., 2007). Nejlep$im opatfenim, jak se CD vyhnout, je
nekoupat se ve vode¢ s vyskytem ptacich schistosom, a to pfedevs$im v rannich hodinach, kdy je vyskyt

cerkarii nejpravdépodobné;si (viz kap. 1.3.4.).

1.5. Dosavadni poznatky o druhu Trichobilharzia filiformis

I dnes jsou stile nachdzeny nové druhy ptacich schistosom, které Casto nejsou popsany,
protoze jsou znamy pouze z nékterych stadii. Jednim takovym druhem je Trichobilharzia filiformis.
Ten je znamy jiz od roku 1938, kdy byl popsan jako druh Pseudobilharziella filiformis (Szidat, 1938).
Byl nalezen v labutich velkych (Cygnus olor), kde se nachazeli dosp€lci a vajicka. Dospélci
T. filiformis se nachazi v cévach tenkého stieva a slepych stiev. Jejich télo se podoba ostatnim
druhtim ptacich schistosom rodu Trichobilharzia. Samci maji filiformni tvar téla se subterminalné
ulozenou ustni prisavkou na prednim konci. Canalis gynaecophorus je dlouhy 0,39 mm. Rozvétveni
stfeva u samci je pied vyusténim pohlavni soustavy. Ovalna varlata ma uspofadana za sebou. Zadni
konec téla je rozsifeny. T¢€lo samic je rovnéz filiformni s rozSifenym zadnim koncem, piedni ¢ast téla
zatim nebyla nalezena (Szidat, 1938). Vajicka T. filiformis byla nachazena ve stfevnim epitelu, kde se
nachazi mezi stfevnimi klky, ne vSak ve sténé stieva. Typické jsou shluky velkého vajicek ve stievé.
V pribéhu vyvoje miracidia vajicka rostou (Szidat, 1938). V souvislosti s 7. filiformis byly
zaznamenany patologie u labuti (C. olor) a to pfedevS§im zanéty ve sténach stfevnich cév, ¢i
histologické 1éze ve sténé stieva, v jatrech a plicich. Kolem vajicek se ve sténach stfeva vytvaii
granulomy, totéz bylo zaznamenano i v plicich (van Bolhuis ef al., 2004). Z literatury jsou znama tedy
pouze stadia z definitivniho hostitele, Zadny zaznam o cerkariich a mezihostitelich 7. filiformis zatim

neni znam.
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2. METODIKA

2.1. Monitoring ptacich schistosom v Ceské republice

Monitoring pta¢ich schistosom na uzemi CR v pojeti piedkladané diplomové prace zahrnuje
sledovani vyskytu vSech stadii téchto motolic z definitivnich hostiteld i mezihostitelii, ale i udaji
o vyskytu cerkariové dermatitidy u lidi. Sloucenim dostupnych dat z minulosti s vysledky vlastniho
Setfeni ukonCeného k zafi roku 2020 vznikla souhrnna databaze umoznujici sestaveni interaktivni
online mapy poskytujici ptehled o vyskytu ptacich schistosom a cerkariové dermatitidy od pocatku
sledovani az do soucasnosti. S nartistajicim zajmem o problematiku cerkariové dermatitidy ze strany
hygienickych stanic, zdravotnich ustavii, provozovatelii koupalist’ i ostatni vefejnosti byla vytvorena
prehledovd mapa vychazejici ztéto databaze, ktera je umisténa na webovych strankach

helmintologického tymu (www.helminthology.cz). Do budoucna je uvazovano i o zptistupnéni celého

kompilatu v interaktivni podob€ vefejnosti, v soucasnosti je dostupna pouze na vyzadani.

2.1.1. Zdrojova data

Data pro prehledovou i interaktivni mapu byla Cerpana ptredev§im z védeckych clankd,
zéveérecnych praci studentli vysokych Skol a vlastnich sbéri vzorki na lokalitach (viz kap. 2.3.1.).
V ramci terénnich vyjezdd byly voleny lokality, kde byly paraziti jiz diive zaznamenani at’ uz piimo
(ndlezy stadii ptacich schistosom) ¢i nepiimo (pifipady cerkariové dermatitidy), dale na lokality
s podezienim na vyskyt ptacich schistosom pfipadné na lokality v okoli mist s potvrzenym vyskytem
ptacich motolic. Mnoho dat bylo posbirano i boleveckych rybnicich v Plzni, na které byla cast prace
zaméfena z ditvodu studia faktori ovliviiujicich vyskyt ptacich schistosom (viz kap. 2.2.). V nékterych
pripadech §lo o vyjezd na zadost provozovatele koupalisté, majitele vodni plochy ¢i pracovnikl
hygienickych stanic. Pro zmapovani vyskytu ptacich schistosom a CD slouzily také nalezy ptadich
schistosom z pitev uhynulého vodniho ptactva nalezeného v blizkosti, nebo pfimo na konkrétnich
vodnich nadrzich. Informace o nalezenych plzich pozitivnich na ptaci schistosomy nebo na podezieni
na cerkariovou dermatitidu u koupajicich se lidi nam byly poskytovany rovnéz pracovniky zdravotnich
ustavl a hygienickych stanic, ktefi na lokalitaich (obvykle oficidlnich koupalistich) provadeéli vlastni
Setfeni. Mén¢ diveéryhodnym zdrojem dat pak byly novinové ¢lanky informujici o ndkaze cerkariemi
v konkrétnich koupacich vodach.

Razna forma, rozsah i duvéryhodnost zdrojové informace vyzadovala, aby byl u kazdého
zaznamu pro bod v mapé uveden zdroj informace, na zéklad¢ kterého mohou i sami uzivatelé mapy
posoudit spolehlivost zaznamti. Ziskana data zahrnujici datum nalezu, nazev vodni plochy i lokality,
v niz se nachazi, soufadnice, vyuziti vodni plochy, vyskyt CD, druh a stadium nalezené ptaci
schistosomy a zpisob jejiho urceni, hostitele, pozorovanou vegetaci a pfitomné zivocichy, typ litoralu

a zdroje zdznami byla zanesena do tabulek v programu MS Excel a slouzila jako templat pro
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vytvofeni bodl v interaktivni mapé i mapach piehledovych (viz déale kap. 2.1.2). Po rozkliknuti
kazdého z bodil ve vysledné mapé se uzivateli zobrazi tabulka zahrnujici vSechny udaje uvedené
v ptvodni excelovské tabulce, pficemz pro kazdy zaznam (napf. z rGznych let nebo sbéril) existuje

jeden list tabulky (viz Obr. 8).

2019

Datum Cerven
nalezu

Rok nalezu

Vodni Koupali§té Jetfichovice
plocha
Stadium Cerkarie

d motolice

n Lokalita Jettichovice

Soufadnice - 50,84403

S

Soufadnice - 14,39528

v

Rozloha (ha) 0,28

Vyuziti vodni  Koupalisté

plochy -

Priblizit na Upravit

Obr. 8 — Vzorova tabulka zobrazena po rozkliknuti bodu v interaktivni mapé v programu ArcGIS

Online se zaznamy pta¢ich schistosom a CD v Ceské republice z let 1960-2020

2.1.2. Prace v programu ArcGIS Online

Pro  tvorbu  interaktivni  mapy byl  vyuzit program  ArcGIS  Online
(https://www.arcgis.com/index.html), do kterého byly z Geoportalu CUZK (Cesky tiad zeméméticky

a katastralni) vlozeny mapy Ceské republiky s hranicemi krajii a okresii, ndzvy mést a vodstvo CR.
Zdrojova data z MS Excel byla pievedena do formatu TXT (textovy dokument). Takto vytvorené
dokumenty byly nahrany do ArcGIS Online. Podle soutfadnic uvedenych u dat v tabulkach byly
v map¢ automaticky rozmistény body zobrazujici konkrétni nalezy. Jednotlivym stadiim a CD byla
pfifazena barva, kterd je zaroven reprezentuje v legend€. Pro lokality s vyskytem vice rlznych stadii
ptipadné CD spolu s minimalné jednim stadiem parazita byly vytvofeny v grafickém editoru GIMP
2.10.8 bodové znaky rozdélené na vysece tvofené riznymi barvami podle jiz zvolenych barev pro

stadia a CD.
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2.2. Sledovani faktor( ovliviiujicich vyskyt ptalich schistosom a cerkariové dermatitidy

Pravdépodobnost vyskytu ptacich schistosom, piipadné¢ projevii cerkariové dermatitidy je
ovlivnéna mnoha okolnostmi. Kvtli druhové rozmanitosti ptacich schistosom i jejich moznych
hostitelt zatim neni mozné stanovit obecné platny kli¢ pro spolehlivé rozpoznani rizikovych lokalit.
Pro lepsi porozuméni pravdépodobnosti vyskytu ptacich schistosom a cerkariové dermatitidy vSak
byla pro tcely diplomové prace zvolena modelova lokalita s vice vodnimi télesy na malém tizemi, na
které po dobu od konce fijna 2018 do konce unora 2020 probihal terénni vyzkum (viz kap. 2.2.1.). V
prabéhu celého roku byly na jednotlivych vodnich plochéch sledovany vybrané faktory biotického
i abiotického charakteru (viz kap. 2.2.2.), u kterych nasledné probéhlo hodnoceni vlivu na vyskyt
ptacich schistosom. V obdobi od cervna do zéii, kdy byva teplé a slunné pocasi, byly vyjezdy na
terénni sbéry uskute¢novany kazdy meésic, v chladnéjsich mésicich s nizsi pravdépodobnosti vyskytu
vodnich plzi a zaroven z divodu zamrznuti rybnikd v zimnich mésicich pouze 1x v kazdém obdobi
(jaro, podzim, zima). Celkem prob&hlo devét vyjezdi, kazdy v rozmezi max. 5 dni, které zahrnovaly
sbér dat z celkem osmi rybnikd, které jsou soucasti jediné rybni¢ni soustavy. Jednotlivé vyjezdy jsou

vyznaceny na grafech v Obr. 9, kde jsou zaroven patrné i teploty ¢i srazky.
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Obr. 9 — Grafy pocasi se zobrazenim jednotlivych vyjezdu (svislé ervené pruhy) na rybniky Bolevecké rybni¢ni soustavy v prubéhu sledovaného obdobi.
Vrchni grafy zobrazuji minimalni, maximalni a primérnou teplotu a relativni vlhkost, na spodnich grafech je zobrazeno mnozstvi srazek a oblacnost. Grafy

upraveny dle: https://www.meteoblue.com/
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2.2.1. Modelova lokalita

Vhodné modelova lokalita byla vybrana na zakladé néasledujicich kritérii:

e vzajemna poloha rybnikii — upfednostnéna byla ucelena soustava rybniki na malé plose,
s pfedpokladem stejného podlozi i stejnych klimatickych podminek b&hem kazdého
sbéru.

e moznost provést sbéry na rybnicich a zpracovat material v kratkém ¢asovém tseku

e  potiebné zazemi pro co nejrychlejsi zpracovani plzi na misté

e  moznost ziskat informace o historii rybnikt, jejich managementu, planovanych zasazich,
rybi obsadce, vyuziti pro rekreaci apod. od jejich spravct

e piitomnost vodniho ptactva a vodnich plzii

e  vyskyt cerkariové dermatitidy na lokalité v minulosti

Po posouzeni téchto kritérii byla pro vyzkum zvolena plzenska Bolevecka rybni¢ni soustava
(vzdalenost od Prahy 92 km), jejiz rybniky (Sidlovsky, Novagek, Tremosensky, Senecky, Koginat,
Maly a Velky Bolevecky) se nachdzeji na ploSe 2 km? a propojuje je Bolevecky potok.
V bezprostiedni blizkosti soustavy, nicméné mimo samotnou kaskadu spojenou Boleveckym potokem,
se nachazi Kamenny rybnik, ktery byl do vyzkumu rovnéz zafazen pro porovnani vysledkt s ostatnimi
rybniky. Cela rybnicni soustava je vetfejné pfistupna a spada pod Spravu veiejného statku mésta Plzen
(www.svsmp.cz). Podle dostupnych informaci je vétSina rybnikd v ¢ele s nejvétsim Velkym
Boleveckym vyuzivana ptedev§im k rekreaci a zhlediska cerkariové dermatitidy pro nas tedy
predstavuji hodnotné lokality. Zaroven maji funkci rybochovnou, pfi¢emz obsadky jsou regulovany na
vSech rybnicich kromé¢ Kamenného, ktery nebyl od r. 1996 loven z divodu blizkosti pfirodni rezervace
s chranénymi rostlinami. Z diivodu vypusténi rybnika nebyl vyzkum na rybniku Kosinat proveden
v obdobi od kvétna do zaii 2019. Soustava rybnikl je zobrazena na Obr. 10 a charakteristiky rybniki
v Tab. 3.
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Obr. 10 — Bolevecka rybnicni soustava v Plzni zvolena vyzkum faktort ovliviyjicich vyskyt ptacich
schistosom a cerkariové dermatitidy. Plochy rybnikii jsou zvyraznéné modre.
Legenda: 1 — Kamenny rybnik, 2 — Sidlovsky rybnik, 3 — Novagek, 4 — Tremosensky rybnik, 5 —
Senecky rybnik, 6 — Kosinat, 7 — Maly Bolevecky rybnik, 8 — Velky Bolevecky rybnik

Tab. 3 — Charakteristika jednotlivych rybnikii Bolevecké rybni¢ni soustavy.

Nazev Charakteristika Silueta

Rozloha: 2,9 ha

VyuZziti: rekreace, chov ryb

Charakteristika: bez ponofené vegetace, ryby:
Sidlovsky kapr, amur, Stika; vroce 2019 castené
vypusténi bez vylovu

rybnik
y - pritomnost kachen

200 m

Rozloha: 0,88 ha

VyuZiti: retence vody a krajinotvorna funkce,
chov ryb

Charakteristika: v minulosti rybnik s porosty
Novacek jmnolistych rostlin = vypusténi, nasazeni
velkych ryb (kapr, amur) = bez jemnolistych
rostlin

- pritomnost labuti, kachen 100 m
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Rozloha: 3,26 ha
Vyuziti: rekreace, chov ryb
Charakteristika: vypusténi vroce 2016 -

TremoSensky | rUst ponofenych jemnolistych rostlin =
rybnik nasvellzeni ryb kapr,’ amur) - redukce rostlin
- ptitomnost labuti, kachen
200 m
I
Rozloha: 7,42 ha
Vyuziti: rekreace, chov ryb
Charakteristika: odbahnéni v roce 2016 = od
Senecky té doby klesd pH (aZ na 4,19); problém se
, znovunapusténim
bnik
rybu - pritomnost labuti, kachen
200 m
|
Rozloha: 6,38 ha
Vyuziti: rekreace, chov ryb
Charakteristika: rakosi ze dvou stran, v
dubnu roku 2019 vypus$tén -> problém se
Kosinaf znovunapusténim
200 m
I
Rozloha: 4,2 ha
VyuZziti: rekreace, chov ryb
Malv Charakteristika: obklopen rakosim, hladina
ay v 1ét¢ pokryta stulikem, kazdoro¢ni vylov ryb
Bolevecky el. agregatem
rybnik - pritomnost labuti, kachen, volavek
200 m
I
Rozloha: 53.3 ha
Vyuziti: rekreace, chov ryb
Vel Charakteristika: hlavni rekreani rybnik;
oLy v minulosti Spatna kvalita vody > snaha o
Bolevecky zlepseni = redukce ryb, nasazeni dravych ryb
rybnik => rust jemnolistych ponofenych rostlin =
koseni; kazdoro¢ni odlov ryb el. agregatem
- pritomnost labuti, kachen, lysek, kormorand 200 m
apod. —
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Rozloha: 5,2 ha

Vyuziti: rekreace, chov ryb

Charakteristika: lokalizovan u raSelinisté,
Kamenny proto mé odliSnou kvalitu vody od ostatnich;
bez ponofenych rostlin, ze dvou stran obklopen

bnik . .
rybnt rakosim, ryby: bila ryba i dravci

200 m

2.2.2. Méreni a sledovani hydro/biologickych parametr( prostredi

Na boleveckych rybnicich byly zaznamenavany hodnoty pH, vodivosti, teploty a chlorofylu a
za pouziti kombinovaného pH metru (pH/EC/TDS/T Combo tester, Hanna Instruments) a fluorometru
(AquaFluor Handheld Fluorometer/Turbidimeter, Turner Designs). Voda pro analyzu byla odebirana
na piredem urenych ctyfech mistech rovnomérné rozmisténych po obvodu rybnika vzdy v takové
vzdalenosti od biehu, kde byla vyska hladiny 1 metr. Pouzivana byla 0,51 nddoba, kterd byla hrdlem
dolti ponofena do vody a v hloubce 30 cm obracena hrdlem nahoru, aby mohla do nadoby natéct voda.
Poté byla nadoba z vody vyjmuta. Zaznamenavani byli také obratlovci, ktefi by mohli mit vliv na
vyskyt ptacich schistosom, a to piedevsim ryby (bylozravé vs. dravé) a vodni ptactvo. Zaroven byla
pozorovana vodni vegetace v oblasti litoralu (zastoupeni splyvavych nebo ponofenych jemnolistych
rostlin a ¢astecn€ ponotfenych tuholistych rostlin typu rakos). Sledovani vybranych skupin zivocichi a
vegetace na konkrétnich lokalitach bylo provadéno s cilem odhalit mozné souvislosti s vyskytem ¢i

naopak neptitomnosti konkrétnich druhti plzt, slouzicich jako mozni mezihostitel¢ ptacich schistosom.

Nasbiranad data byla posléze vyuzita ke statistickému vyhodnoceni v programu GraphPad
Prism (verze 8). Data byla vyhodnocena metodou korelace, kde byla zavislost dvou proménnych
zhodnocena pomoci Spearmanova korelacniho koeficientu. Za statisticky vyznamné byly povazovany

vysledky s p-hodnotou p <0,05.

2.3. Material z terénu a jeho zpracovani

V terénu byly ziskavani vodni plzi, ktefi byli nasledné vySetfovani na ptitomnost cerkarii
ptacich schistosom (viz kap. 2.3.1.), uhynulé vodni ptactvo, které bylo nasledné pitvano na pfitomnost
vajicek, dospélcti a schistosomul ptacich schistosom (viz kap. 2.3.2), a trus labuti, ve kterém byla

hledana miracidia ptacich schistosom (viz kap. 2.3.3.).
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2.3.1. Sbéry a vysetrovani vodnich plz{ na pfitomnost ptacich schistosom

Pl1zi byli sbirani v litoralnim pasmu rucné nebo za pouziti cedniku do uzaviratelnych nadob
oznacenych podle jednotlivych kvadrantd rybnika. K vySetfeni na ptitomnost ptacich schistosom
v patentni fazi infekce byli plzi individudlné pfemisténi do prihlednych sklenénych nadob o objemu
0,2 1, v pfipadé malych jedinci (n€kolik mm az cca 2 cm) do kultivacnich ¢i mikrotitra¢nich desti¢ek
naplnénych vodou. Plzi ze skupiny Prosobranchia a n€kdy i né€které druhy ze skupiny Pulmonata
(ptedevsim druhy Celedi Physidae) byli vySetfovani v ramci druhu hromadné v jedné nadobé. V téchto
nadobéch byli plzi ponechéni pfes noc pro piipadné vylouceni cerkarii motolic. Dal$i den rano bylo
vylu€ovani cerkarii motolic stimulovano umélym svétlem ze stolni lampy. Poté byl pod mikroskopem
uréen morfotyp vyloucenych cerkarii. Druhy ptacich schistosom byly uchovavany v 96% cCistém
ethanolu pro naslednou molekularni analyzu a 4% formaldehydu k morfologické charakterizaci.
Formaldehyd byl pro fixaci cervii horky. Vysetfeni plzi, kteti byli negativni na pfitomnost ptacich
schistosom, byli usmrceni zamrazenim. Plzi pozitivni na ptaci schistosomy byli umisténi do

sklenénych akvarii o objemu 8 1 s molitanovym filtrem pro moznost dal$iho vyuziti cerkarii.

Stejny postup sbéru a vysetfovani byl volen i pii sbéru plzii na Bolevecké rybni¢ni soustave.
Vysetfované rybniky byly pied sbérem rozdéleny na étyfi ¢asti — hraz, oblasti nalevo a napravo od
hraze pii pohledu z hraze smérem na rybnik a oblast rybnika naproti hrazi. S témito oblastmi
korespondovala i odbérova mista vody zminéna v kapitole 2.2.2. Po ukonceni vySetfeni byla v§em
jedincim osusena ulita a nasledné byla oznacena lakovym popisova¢em. PlZi byli poté vraceni zpét do
té casti rybnika, v niz byli nalezeni. Znaceni bylo nasledujici: pro jednotlivé vyjezdy byla zvolena Cisla
1-9, ptitomné cerkarie, které plzi vylucovali, byly oznaceny dle jejich morfotypu pocateénimi pismeny
(S — schistosomni cerkarie; E — echinostomni cerkarie; X — xifidiocerkarie) a 0 pro negativni nalez.
Pro oznaceni mista nalezu byly zvoleny piktogramy (viz Tab. 4). Pfi sbérech v ramci dalSich vyjezda

mohli tedy byt znovu nalezeni a mohla byt zhodnocena ptipadna zmena v jejich nakaze motolicemi.

Tab. 4 — Piktogramy, zakreslené na ulity vodnich plz{, znacici jednotliva mista nalezd vodnich plzi

pfi terénnich sbérech na Bolevecké rybni¢ni soustave

Hraz N

Bfeh vlevo od hraze .

Bfeh vpravo od hraze

Oblast naproti hrazi \' 4

Stejny postup sbéru a vysetfovani byl volen i pfi sbéru plzii na ostatnich lokalitach mimo
modelovou kaskadu pouze s tim rozdilem, ze plzi vyuziti pro tento Ucel byli v pfipadé¢ negativniho
nalezu ptacich schistosom usmrceni zamrazenim. Plzi pozitivni na ptaci schistosomy byli umisténi do

sklenénych akvarii o objemu 8 | s molitanovym filtrem pro moZznost dal§iho vyuziti cerkarii.
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2.3.2. Ziskavani a pitvy uhynulého ptactva

Ve spolupraci se zachrannou stanici DESOP byli ziskavani uhynuli ptaci, predevsim labuté, a
to zejména z plzeniské Bolevecké rybnicni soustavy a okoli (napf. feka Berounka, Mze ¢i Radbuza).
Ptaci, ktefi v nékterych pfipadech byli Cerstvé uhynuli, jindy zamrazeni, ptficemz se lisili riznym
stupném rozkladu, ptipadné byli dodany pouze vnitinosti, byly nasledné pitvani pro zjisténi pfitomnost
parazitl se zaméfenim na ptaci schistosomy. Vysledky z pitev byly zaznamenavany do pitevniho
protokolu (vzor viz Pfiloha 3).

Pii pitvach byl kladen diiraz hlavné na ty orgéany, v nichz byla nejvétsi pravdépodobnost
vyskytu riznych stadii a druhii ptacich schistosom. Témito organy jsou nosni sliznice, ktera byla po
vyjmuti a natrhdni pinzetami prohlizena v Petriho misce s pouzitim binokuldrni lupy, ptipadné
svételného mikroskopu. Dale byla pod lupou prohlizena micha, kterou bylo tieba nejdiive z patere
vypreparovat postupnym odstiithavanim obratli v kloubnim spojeni. Po otevieni bfiSni dutiny ptaka
byly vyjmuty a prohlizeny na pfitomnost riznych vyvojovych stadii ptacich schistosom plice, jatra,
ledviny, stfeva a mezenterialni cévy. VSechny organy kromé stiev byly rozstrihany na fragmenty velké
piiblizn€ 2 cm?, pfes sito promyty vodou do 21 nadoby, v niz se suspenze nechala cca 10 minut
dekantovat. Nasledné byla ptfebytecna voda slita a opét doplnéna. Toto se 3x opakovalo a po
poslednim sliti pfebyte¢né vody byla dekantovana suspenze ptelita do sklenéné nddoby o objemu 0,2 1,
kde opét probéhla dekantace. Po cca 10 minutach byla opét slita prebytecnd voda a usazenina byla
postupné prohlizena v Petriho miskach pod binokularni Iupou. Stievo bylo po odstranéni
mezenterialnich cév podélné prostiizeno, promyto vodou a jeho sliznice byla prohlizena
prostfednictvim stérd krycim sklickem. Stirana byla vzdy oblast 2-3 ¢m s odstupem asi 5 cm a
vySetfovana za pouziti svételného mikroskopu. V pfipadé nalezu vétSiho mnozstvi vaji¢ek ptaci
schistosomy (vys$i desitky vajicek na jednom stéru) bylo okoli této oblasti po kontrole

stereomikroskopem vysttizeno a vlozeno do Bouinovy fixaze k dal§imu zpracovani.

Veskera stadia ptacich schistosom nalezena pii pitvach byla uloZzena do 96% ethanolu nebo

4% formaldehydu k pozdé&jSimu zpracovani.

2.3.3. Ziskavani miracidii ptacich schistosom

Pro ziskani miracidii ptacich schistosom byl sbiran cerstvy trus labuti na plzeniské Bolevecké
soustaveé rybnikl.. Pro zjisténi infekce u konkrétnich ptaka byly labuté vylakany na bieh, delsi dobu
pozorovany ptipadné odchytavany za asistence Clenli spolku DESOP, béhem odchytu se labuté
obvykle vyprazdnily a trus byl odebran ihned po jeho vylouceni. Pokud to bylo mozné, byly labutim
odecteny c¢isla ornitologickych krouzkd. Pfi nedostatku individualnich vzorkti byl trus sbiran

hromadné od vice labuti do jedné nadoby. Po pievezeni do laboratofe byl rozsuspendovan v
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kohoutkové vode ve 21 nadobach. Cca 2 minuty probihala dekantace, poté byla slita voda z nadoby
pfiblizné do poloviny svého objemu a opét doplnéna. To se 2x opakovalo a po sliti vody v poslednim
kroku byla suspenze prelita do koncentra¢ni lahve s dlouhym tuzkym hrdlem obalené hlinikovou folii
pro zabranéni pfistupu svétla. Na odhalené hrdlo lahve bylo zboku sviceno stolni lampou. Pfitomna
miracidia ptacich schistosom, kterd se po kontaktu s vodou lihla z vajicek, byla pozitivné fototakticka
a plavou za svétlem k hrdlu lahve, kde byla Pasteurovou pipetou sbirana do Petriho misky. Cast
miracidii byla nasledné vyuzita pro k ndkaze riiznych druhti vodnich plza (viz kap. 2.3.4.), ¢ést byla
ulozena do 96% Ccistého EtOH k druhové determinaci molekuldrné biologickymi metodami, ¢ast do
horkého 4% formaldehydu pro nésledné morfologické méfeni. Trus je nutné vySetfit bezodkladné
(nejlépe maximalné do druhého dne pii uchovani v lednici), aby nedosSlo k thynu miracidii v ném

pritomnych.

2.3.4. Experimentalni ndkazy

K experimentdlnim nakazdm bylo pfistoupeno z dGvodu snahy o nalezeni vhodného
mezihostitelského plze, ovéfeni schopnosti plisobit cerkariovou dermatitidu u lidi a pokusu zavedeni
cyklu v laboratornich podminkach pro moznost ziskani riznych stadii parazita pro dal$i pokusy. To

probihalo u druhti ptacich schistosom, pro které tyto informace dosud chybély.

Experimentalni ndkazy vodnich plzi

Pro experimentalni nakazy miracidii ptacich schistosom vyloucenymi z trusu labuti (viz kap.
2.3.3) pritomnych na Bolevecké soustavé rybnikti byli z divodu vybrani vodni plzi z celedi
Planorbidae (Anisus sp., Gyraulus sp., Hippeutis sp., Planorbarius corneus, Planorbella duryi
a Planorbis planorbis) ziskani z ptirodnich nadrzi nebo akvakultur a plzi Celedi Lymnaeidae
(Lymnaea stagnalis) z laboratornich chovi. Planorbidni druhy plz byly zvoleni na zakladé nalezt
cerkarii v plzich Anisus vortex (Aldhoun et al, 2012) a Gyraulus parvus (Duras, 2015,
nepublikovano), Gyraulus sp. (Bulantova, nepublikovano) a drivéjsich zkuSenosti s ndkazou vodnich
plz miracidii ztrusu labuti (Bulantova, nepublikovano). Zminéné cerkarie a miracidia byla
prostfednictvim molekularnich analyz identifikovana jako totozny druh. Plzi z ¢eledi Lymnaeidae byli
nakazovani pro kontrolu neschopnosti vyvoje miracidii tohoto druhu v lymnaeidnich plzich. U plzi
z ptirodnich vodnich ploch probéhla nejprve kontrola, zda nejsou v patentni fazi infekce ptac¢imi
schistosomami ¢i jinymi druhy motolic (prepatentni fazi infekce nelze rozpoznat bez usmrceni plzi).
Jedinci nevylucujici zadné parazity byli rozmisténi do mikrotitraénich nebo kultivacnich desticek
s jamkami naplnénymi vodou. Pro jedince o velikosti do piiblizn¢ 0,5 cm byli pouzity 96jamkové
mikrotitracni desticky, plzi do cca 1 cm byli umisténi do desticek pro kultivace s 24 jamkami a jedinci

do cca 1,5 cm do 12jamkovych desti¢ek. Do kazdé jamky s plzem byla pfidana 3 miracidia, nasledné
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byla desticka piiklopena vikem, zatemnéna hlinikovou f6lii a ponechana ptes noc. Druhy den rano byli
plzi pfemisténi do sklenénych akvérii o objemu 8 I s odstdtou vodou a molitanovym akvarijnim
vzduchovym filtrem, kde byli chovani po dobu experimentu. Akvaria s plzi byla uloZena v mistnosti

s teplotou 22 °C a svételnym reZimem nastavenym na stfidani svétla a tmy po 12 hodinéch.

Po tfech tydnech od nakazy byla akvaria zatemnéna pro zabranéni nechténému vylucovani
cerkarii béhem svételné periody a pro lepsi stimulaci svétlem pii naslednych pokusech. Po 4 tpi
(tydnech po infekci) byli plzi opét vlozeni do mikrotitracnich ¢i kultivacnich desticek a pfiblizn¢ po
hodin€ sviceni stolni lampou na desticky bylo kontrolovano ptipadné vylucovani cerkérii. Tento
postup byl opakovéan kazdy nésledujici tyden a byl provadén postupné celkem u Etyfech skupin
nakazenych plzt Gyraulus sp. s pocty nakazovanych plzd 1. skupina — 192 plzd, 2. skupina — 158
plzt, 3. skupina — 24 plzi a 4. skupina — 24 plzi, dale u dvou skupin P. duryi s pocty plza 40 a 13,
dvou skupin P. planorbis s pocty plzii rovnéz 40 a 13 a po jedné skupin€ u druhd Anisus sp. (24 plzt),
Hippeutis sp. (24 plzt), P. corneus (13 plzt) a L. stagnalis (24 plzt). Celkové pocty nakazovaznych
vodnich plzi jsou zaznamenany v tabulce 5. Druhy plzd, kteti nevyluCovali zadné cerkarie, byli po 12
tydnech od nakazy pitvani pro potvrzeni jejich netispésné nakazy. Cerkarie vyloucené z plzi Gyraulus
sp. byly u vySe zminénych ctyfech skupin pocitdny za vyuziti binokuldrni lupy. Pocitani probihalo
vzdy po noci, kdy byli plzi do mikrotitracnich desti¢ek umisténi vecer pted tim, a nasledné po klasické
stimulaci svétlem pro navozeni rozednéni (viz vyse). Vyloucené cerkarie z nakazenych jedincti nejen
vySe zminénych cCtyfech skupin, ale i1 dalSich nakazovanych plzi rodu Gyraulus byly vyuzity
k experimentalnim nakazam (viz nize) a morfologickym (viz str. 40-41) a molekuldrnim analyzam (viz
kap. 2.3.6.). Jedinci z 1. a 2. skupiny plzt Gyraulus sp. byli pitvani 15. tyden po nakaze a pitvy
jedincu dalsich dvou skupin probéhly po dvou tydnech od doby, kdy plzi piestali vyluCovat cerkarie,
byly pitvani pro kontrolu spéSnosti nakazy. Pitvy byly provedeny rozdrcenim plzii mezi dvéma
podloznimi sklicky za soucasného pozorovani pod lupou. Nakazeni plzi byli foceni fotoaparatem

Canon DS 126 181.

U jedinc z prvni skupiny byla sledovana také preference rtizného substratu v chovnych
nadrzich. V prvnich osmi tydnech nakazy byli ponechani v akvariu s vétsimi kameny (cca 10 cm),
poté byly kameny nahrazeny Stérkem. V pribéhu experimentti byli plzi poéitani a vyluCovani 1x

tydné.
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Tab. 5 — Celkové pocty nakazovanych plzi

Druh plze Pocet nakaZovanych jedincu
Anisus sp. 24
Gyraulus sp. 694
Hippeutis sp. 24
Planorbarius corneus 13
Planorbella duryi 53
Plarnorbis planorbis 53
Lymnaea stagnalis 24

Experimentalni ndkazy kachen

Pro zjisténi, zda je mozné zavést do laboratoie cyklus druhu ptaci schistosomy ziskaného
z trusu labuti, byly nakazovany kachny Anas platyrhynchos f. domestica. Kachny byly vystaveny
cerkariim ziskanym z Gispé$né experimentalni ndkazy plzd rodu Gyraulus (viz vySe). Pro nakazu
kachen starych 5-7 dni bylo vyuzito 100 cerkarii/kachnu. Celkem bylo nakazovano pét kachen. Tii
kachny byly nakazovany klasickou cestou penetrace cerkarii do kiize nohou. K nadobé s vodou
s cerkariemi byly kachny s ponofenyma nohama fixovany po dobu jedné hodiny (dle Meuleman et al.,
1984). Poté¢ byly prohlizeny plovaci blany pro kontrolu mozné ptitomnosti petechii, které by
signalizovali uspé$ny vstup cerkdrii do ktize kachen. Dvé kachny byly nakazovany alimentarné€. Pro
tento ucel byly pomoci pinzety lehce rozdrceni nakazeni plzi Gyraulus sp. a s trochou vody v Petriho
misce byly podavani kachndm Pasteurovou pipetou. Pocet plzi byl zvolen na zakladé€ toho, jaké bylo
predpokladané mnozstvi infekceschopnych cerkarii uvnitt plza zjisténé predchozimi experimenty (viz
vyse str. 37). Kachny byly déale podle ucelu utraceny v anestezii pouzitim izofluranu a naslednou
dekapitaci v riznych intervalech po infekei.

Pro sledovani pfitomnosti transformovanych cerkarii v kiizi na nohou byla kachna usmrcena
jednu hodinu po nakaze. Stazena kize z prsti v¢etné plovacich blan byla fixovana Bouinovou fixazi
k histologickému zpracovani (viz kap. 2.3.5.). Za ucelem sledovani mozné migrace schistosomul byly
dalsi tfi kachny usmrceny 3, 5 a 7 dpi (=dni po infekci). Nasledné probéhla jejich pitva, pfi niz byly
prohlizeny pfedevsim plice, ale také jatra, ledviny a micha na pfitomnost schistosomul. Organy byly
vlozeny do Petriho misek s fyziologickym roztokem a dvéma pinzetami natrhany na malé fragmenty.

V roztoku byla nasledné za pouziti stereomikroskopu hledana schistosomula.

Ke zjisténi Gspesné nakazy byl od 14. dpi vySetfovan trus posledni kachny na pfitomnost
miracidii. Po 56 dnech byla kachna usmrcena a vypitvana pro kontrolu pfitomnosti schistosomul,
dospélcu ¢i vajicek motolice. Prohlizeny byly mozkové pleny, micha, plice, jatra, ledviny, slezina a

sliznice a submukoza tenkého i tlustého stfeva a slepych stfev. VSechny organy s vyjimkou stiev byly
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umistény do fyziologického roztoku v Petriho miskach, natrhany na malé casti a prohlizeny
stereomikroskopem. Jatra byla jeSté pied timto procesem podrobena vyplachu fyziologickym
roztokem pomoci injekéni stiikacky s jehlou pro pfipadnou izolaci neporusenych dospélcti motolice.

Stieva byla prohlizena stejnym zpiisobem, ktery je popsany v kapitole 2.3.2.

Pokusy s ochotou cerkarii penetrovat kizi savcl

Mysi kmene SKH-1 a BALB/c byly cerkariemi zspéSné nakazenych plzi Gyraulus sp.
nakazovany pro zjiSténi schopnosti penetrace cerkarii do savciho hostitele. Dvé dospé€lé holé mysi
kmene SKH-1 byly nakaZovany infekéni davkou 50 cerkarii, které byly uspany isofluranem
a usmrceny prerusenim kréni patefe a michy. U mysi byla odstfizena Cast kize ze zad (z mista za
hlavou mysi), kterda byla pfipevnéna pomoci nit¢ k hrdlu 15ml centrifugaéni zkumavky naplnéné
vodou s cerkariemi. Zkumavka pfetocena hrdlem dolt a zakryta hlinikovou folii. Ucho mysi kmene
BALB/c bylo vystaveno ndkaze cerkariemi v mnozstvi 20 kus. Mys byla uspana intraperitonealng
podanym anestetikem, jehoz sloZeni je popsano nize, v mnozstvi 100 pl. Hlava uspané mysi byla
bokem polozena na 1,5ml zkumavku tak, aby bylo ucho ponofeno ve vodé s cerkariemi (sestava viz
Obr. 11). Takto byla mys ponechéna 1 h. Po dalsi hodin€ byla usmrcena (viz vysSe) a ustfizené ucho
vlozeno do Bouinovy fxaze. Pro nakazu byla rovnéz vyuzita dvé pétidenni holata mysi BALB/c. Pti
nakazovani byla jedna z myS$i polozena bfichem, druha zady na 1,5ml zkumavku s vodou obsahujici
50 cerkarii. Po usmrceni (viz vyse) byla ¢ast kiize, ktera byla vystavena nakaze, ustfizena a vloZena do

Bouinovy fixaze pro nasledné histologické zpracovani.

Po nakaze vSech mysi byly zbylé cerkarie ve zkumavkach pocitany piemisténim do Petriho
misky a za vyuziti stereomikroskopu. VSechny vzorky klize byly nasledné zpracovany histologickymi

metodami (viz kap. 2.3.5.).

Slozeni 1 ml anestetika:
- Rometar (Bioveta) — 0,1 ml
- Narketan 10 (Vétoquinol) — 0,2 ml
- sterilni fyziologicky roztok (Mayrhafer Pharmazeutika) — 0,7 ml
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Obr. 11 — Sestava pro pokus ochoty cerkarii vyloucenych z experimentalné nakazenych plzt Gyraulus
sp. penetrovat sav¢i kuzi (vyuzita kize holych mys$i kmene SKH-1)

K — mys$i klize upevnéna na hrdle 15ml plastové zkumavky; V —voda s cerkariemi

Experimentalni ndkaza lidi

Pro zjisténi schopnosti cerkarii z plzi rodu Gyraulus po experimentalni ndkaze (viz vyse)
pusobit cerkariovou dermatitidu u lidi, byly uskutecnény experimentalni nikazy dvou lidskych
dobrovolnikli. Pro nédkazu byla Petriho miska obsahujici 100 cerkarii ve vodé upevnéna papirovou
lepici paskou na spodni stranu predlokti ruky. Nakaza trvala jednu hodinu, po kterou byl nakazovany
dobrovolnik v klidu s rukou poloZenou na podkladu. Pod Petriho misku byla umisténa vétsi Petriho
miska pro pfipad nechténého vytlaceni ¢i vyliti vody s cerkariemi. Po skonéeni nakazy byly spocitany

cerkarie ¢i jejich zbytky a kiize dobrovolnikti byla po né€kolik dni sledovana.

Zpracovani cerkarii z plza Gyraulus sp. pro morfologickou charakterizaci

Cerkarie vylouCené experimentalné nakazenymi plzi Gyraulus sp. byly fixovany pro Ucely

morfometrie a barveny pro zvyraznéni penetracnich 14z a senzorickych papil.

Morfometricka charakterizace cerkarii

Pro méfeni rozmért téla byly cerkarie po vylouceni fixovany horkym 4% formalinem. Po pfesunuti na
podlozni sklicko byly pozorovany ve svételném mikroskopu za vyuziti kamery Olympus DP72 a
meéteny pomoci programu QuickPHOTO MICRO.

40



Barveni penetracénich Zlaz cerkarif
Acidofilni cirkumacetabularni zlazy byly barveny alizarinem, ktery ma afinitu k vapniku.

Priprava barviciho roztoku: Zasobni roztok alizarinu byl pfipraven za varu jako nasyceny vodny

roztok. Pro barveni byl vyuzit jeho 2% roztok.

Postup: K zivym cerkdriim ve vod¢ byl pfidan zéasobni roztok alizarinu v poméru 4:1 (voda
s cerkariemi:alizarin) a suspenze byla 3-5 minut ponechana k obarveni zlaz cerkdrii. Nasledné byly

cerkarie pfemistény na podlozni sklo a pozorovany ve svételném mikroskopu.

Bazické postacetabularni penetracni zlazy byly barveny lithiumkarminem.

Priprava barviciho roztoku: Pro pfipravu lithiumkarminu bylo ve 100 ml nasycené¢ho vodného
roztoku uhlicitanu lithného (Li2CO3) za varu rozpusténo 2,5 g karminu (Sigma Aldrich). K barveni

cerkarii byl pouzit 1% zasobni roztok.

Postup: Vyloucené cerkarie byly premistény na hodinové sklo a fixovany 70% ethanolem po dobu 2
minut. Nasledné k nim byl pfidan roztok lithiumkarminu v poméru 1:1. Po 10minutové inkubaci byly

cerkarie premistény na podlozni sklo a pozorovany ve svételném mikroskopu.

Barveni senzorickych papil cerkarii

Senzorické papily cerkarii byly barveny dusi¢nanem stfibrnym, ktery barvi argentofilni

struktury.

Piiprava barviciho roztoku: Pro barveni cerkarii byl pfipraven 1% roztok dusi¢nanu stfibrného

(AgNOs; Sigma Aldrich).

Postup: K cerkariim s odstatou kohoutkovou vodou na hodinovém skle byl pfidan stejny objem
roztoku AgNOs a na 10 minut byla suspenze zakryta hlinikovou folii. Po této inkubaci byly cerkarie
nékolikrat promyty kohoutkovou vodou a na 10 minut vystaveny svétlu ze svitilny (KL 1500 LCD,
Olympus). pro zvyraznéni struktur stfibrem. Pro pozorovani ve svételném mikroskopu byly nabarvené

cerkarie presunuty na podlozni sklicko do kapky 20% vodného roztoku glycerolu.

2.3.5. Histologické zpracovani materialu

Pro pozorovani pfitomnosti, vyvoje a presné lokalizace riiznych stadii ptacich schistosom
v télech hostitelt byly vybrané tkané ptakd a plzt histologicky zpracovavany s vyuZzitim riznych typt

barvicich technik pro zvyraznéni pozadovanych struktur.
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Odbér tkané

Histologicky byly zpracovavany tkané z pfirozenych i experimentéalnich infekci obratlovet i
plzt (viz kap. 2.3.2. a 2.3.4.). Pro pozd¢jsi snazsi manipulaci byly ploché vzorky klize nebo usi pied
fixaci v Bouinové tekutiné srolovany a na koncich zpevnény niti proti moznému rozvolnéni. V piipad¢
zpracovani plzti byla pomoci ostrych hodinafskych pinzet nejprve odstranéna ulita a télo plze bylo

posléze umistén do Bouinovy tekutiny.

Tkan fixovana v Bouinové fixazi a uloZzend v Sml mikrozkumavkach byla za soucasného
michani na tfepacce proplachovana 70% ethanolem pfiblizné 6 hodin s vyménami ethanolu po cca 45
minutach (proplach trval tak dlouho, dokud se tekutina zbarvovala dozluta).

Pti zalévani vzorka fixovanych 4% formalinem byly vzorky nejprve propirany vodou, ktera byla 3x po
jedné hodiné vyménéna. Po proplachu nasledovalo odvodnéni 30% a 50% ethanolem vzdy 3x po 30

minutach. Dalsi postup byl stejny pro vzorky fixované obéma typy fixazi a shrnuje ho tabulka 6.

Vsechny roztoky byly ke vzorkiim ptidavany v alespon 10nasobném mnozstvi vzhledem
k objemu vzorku. Pro findlni zaliti vzorkd parafinem do blo¢kli o rozmérech 2,5 x 2,5 x 2,5 cm byla
pouzita silikonova forma piredem nahtata v termostatu s teplotou nastavenou na 56 °C. Pomoci nahtaté
pinzety byly jednotlivé vzorky pfemistény do jamek s Cistym parafinem a za pomoci hodinarské
pinzety a preparacni jehly byly vzorky umistény do rohu jamky a natoCeny orientovany podle potieby.
Do jamek byl na jednu stranu umistén také papirovy Stitek s identifikaci vzorku. Poté byla forma se

vzorky pfesunuta na led, kde parafin pfiblizné po jedné hodin€ zatuhl.
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Tab. 6 — Postup zalévani vzorki do parafinu

Ukon Chemikalie Cas
EtOH 70 % 3x 30 min
Odvodnéni EtOH 96 % 3x 30 min
EtOH 100 % 3x 30 min
Projasnéni xylen 2x 15 min
xylen-parafin 15 min
parafin | 1h
Prosyceni — pii 56 °C
parafin II 12 h (pies noc)
parafin III l1h
Zaliti do blocku Cisty parafin Thned
Zchlazeni na ledu - ccalh

Kréjeni parafinovych blockd

Vzniklé parafinové blocky byly krdjeny na mikrotomu (Shandon Finesse ME). Vysledné fezy
o tloust’ce 4-6 um byly pro napnuti polozeny na hladinu vody o teploté cca 40 °C a nasledné¢ umistény
na vysoce prilnava podlozni sklicka SuperFrost Plus (Thermo Scientific). Po zaschnuti a pevném
prilnuti fezl k podloznim skli¢kiim byly vzorky suSeny na plotynce o teploté 40 °C, kde byla sklicka

ponechéna 1-2 dny do doby, nez bylo ptistoupeno k barveni.

Barveni parafinovych fez(i

Vzorky byly barveny rlznymi barvicimi technikami pro zvoleni téch, které budou pro
pozorovani pozadovanych struktur nejvhodnéjsi. Pfed samotnym barvenim doSlo nejprve
k deparafinaci a zavodnéni fezl na sklicku dle protokolu (viz Tab. 7) spolecného pro vSechny typy

barveni.
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Tab. 7 — Postup deparafinace a zavodnéni parafinovych fezii

Ukon Chemikalie Cas

xylen I 10 min

Deparafinace
xylen II 10 min
EtOH 100 % 5 min
EtOH 96 % 5 min

Zavodnéni EtOH 80 % 5 min
EtOH 70 % 5 min
voda 5 min

Barveni hematoxylin-eosinem

Prehledové barveni kombinaci hematoxylinu a eosinu (viz Tab. 8) patii mezi zékladni barvici
techniky v histologii. Hematoxylin je bazické barvivo, které barvi bazofilni struktury (napf. jadra)
tmavé fialové. Eosin naopak rtizové az Cervené barvi eosinofilni struktury (napf. cytoplasma c¢i

svalovina). Pro tento typ barveni byl vyuzit Ehrlichtiv hematoxylin.

SloZeni zasobnich roztokd:

Ehrlichiv hematoxylin:
2 g hematoxylinu
100 ml 96% etanol
100 ml destilované vody
10 ml ledové kyseliny octové
100 ml glycerinu
3 g siranu hlinito-draselného (Kal(S04)2)
0,4 g jodi¢nanu sodného (NalO3)

Eosin Y:
1 g eosinu Y

100 ml 96% ethanol

Pied samotnym barvenim byl Ehrlichiiv hematoxylin ptefiltrovan a byl pfipraven pracovni roztok
eosinu Y nafedénim zdsobniho 70% ethanolem na 0,1% roztok. K 50 ml vysledného roztoku byly

pridany 3 kapky ledové kyseliny octové.
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Tab. 8 — Postup barveni hematoxylin-eosinem:

Ukon Chemikalie Cas
Barveni hematoxylin 10 min
Promyvani tekouci voda cca 5 min

kysely EtOH (100 ml 70% 2-3 ponoteni (za soucasné

Diferenciace EtOH + 3 kapky koncentrované | kontroly pod mikroskopem)
HCI)

Promyvani voda 5 min

Barveni eosin Y 1-2 min

Pro odstranéni ptebytki eosinu pfi ptebarveni je mozné preparat ponofit do 96% ethanolu

Promyvani destilovana voda 30s

Barveni Malloryho trichromem

Malloryho trichrom (barveni viz Tab. 9), ktery je pouzivam zejména pro barveni svall
a kolagenu, je sloZzen ze tii barviv — anilin, oranz G a kysely fuchsin. Tato barviva barvi jadra
oranzové az hnéde¢, kolagen zelen¢ az modfe a svalova vldkna cervené. Zvolen byl v ramci

optimalizace barveni vzorkd. Zaroven byl predpoklad zvyraznéni svalové vrstvy u paraziti.

Slozeni zasobnich roztokd:

Anilin + oranz G:
0,5 g anilinova modf
2 goranz G
1 g kyselina fosfowolframova
8 ml ledové kyseliny octové

100 ml destilované vody

Kysely fuchsin
1 g kyselého fuchsinu
100 ml destilované vody

1 ml ledové kyseliny octové

Pted samotnym barvenim nebylo tfeba roztoky dale upravovat.
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Tab. 9 — Postup barveni Malloryho trichromem:

Ukon Chemikalie Cas
Barveni kysely fuchsin 30s
Promyvani tekouci voda 1 min
1% kys. fosfowolframova 30 s (poté byla slita ze sklicka
Diferenciace bez oplachu)
Barveni smés anilin-oranz G 10 min
Promyvani voda 30s

Barveni Massonovym trichromem

K barveni Massonovym trichromem (viz Tab. 10), které je vyuzivano k odliSeni bun¢k od
okolni pojivové tkan€, byly opét vyuzity 3 zakladni slozky — Harrisiv hematoxylin, ¢ervené barvivo
obsahujici kysely fuchsin a zelené barvivo obsahujici svétlou zelen. Diky t€émto barviviim se jadra
barvi modfe az Cerné, cytoplazma Cervené, kolagen zelené¢ a elasticka vlakna fialové. Massontiv
trichrom byl vyuzit spolecné s pfedchozimi popsanymi trichromy pro jejich porovnani a nasledné

zhodnoceni, ktera metoda bude prinaset lepsi vysledky barveni.

SloZeni zasobnich roztokd:

Weigertlv Zelezity hematoxylin
Roztok A: 1 g hematoxylinu
100 ml 96% EtOH

Roztok B: 0,6 g chloridu Zelezitého
0,75 ml kyseliny chlorovodikové

95 ml destilované vody

Cerveny barvici roztok
1% Poceau de xylidin
0,5% kysely fuchsin

1% kyselina octova

Zeleny barvici roztok
1% svétla zelen

1% kyselina octova

Pred samotnym barvenim nebylo tifeba roztoky dale upravovat.
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Tab. 10 — Postup barveni Massonovym trichromem:

Ukon Chemikalie Cas
Barveni Weigertliv hematoxylin 5 min
Promyvani tekouci voda nékolik sekund (do zmodrani
tezl)
kysely ethanol (50 ml 70% 20-30 s (za soucasné kontroly
Diferenciace EtOH + 3 kapky koncentrované pod mikroskopem)
HCI)
Oplach destilovana voda Nekolik sekund
Barveni Cerveny barvici roztok 20s
Promyvani destilovana voda dle potieby
Diferenciace 1% kys. fosfowolframova 15 min
Barveni zeleny barvici roztok 10 min
Oplach destilovana voda Nékolik sekund

Barveni Gomoriho trichromem

Pro barveni dle Gomoriho (viz Tab. 11) je vyuzivan hematoxylin a Gomoriho trichrom.
Pouzivan je predevsim pro barveni svalii. Pii pouziti tohoto typu barveni jsou jadra barvena tmave
modre, kolagen zelen¢ a svalova vlakna Cervené. Barvivo bylo opét vyuZito pro porovnani vSech tii
typt trichromovych barveni vzorkl a zaroven byl piedpoklad obarveni svalové vrstvy parazitd a tim

jejich zvyraznéni na fezech.

SloZeni zasobnich roztoka:
Weigertlv zelezity hematoxylin (viz Massontv trichrom)

Gomoriho trichrom
0,6 g Chromotrope 2R
0,3 g Fast Green FCF
1 ml ledové kyseliny octové
0,8 g kyseliny fosfowolframové

100 ml destilované vody
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Tab. 11 — Postup barveni Gomoriho trichromem:

Ukon Chemikalie Cas

Barveni Weigertliv hematoxylin 10 min
Promyvani tekouci voda 2 min
Barveni Gomoriho trichrom 15 min

kysely ethanol (50 ml 70% 1-2 min
Diferenciace EtOH + 3 kapky koncentrované

HCI)

Promyvani destilovana voda 2 min

Montovani preparati

Pro zamontovani vzorkii do média, které neni misitelné s vodou (kanadsky balzam, DPX),
bylo nutné je odvodnit a projasnit. Postup, totozny pro vzorky barvené vSemi zplisoby, je shrnut
vtabulce 12. Po obarveni, odvodnéni a projasnéni byly vytvofeny trvalé preparaty jejich
zamontovanim. K tomu byly vyuzity dva typy montovacich médii — kanadsky balzam (Roth) a DPX
(Sigma Aldrich). Médium bylo na vzorky kapnuto pfed zaschnutim xylenu z posledniho kroku
projasnéni, nasledné bylo pfilozeno kryci sklicko, preparat byl zatizen pro rovnomérné rozprostieni
montovaciho média a ponechdn na rovné plose k zaschnuti (né€kolik dni az tydnti). Po zaschnuti byla
sklicka ocisténa od prebytkii montovaciho média a v pfipadé pouziti kanadského balzamu ramovana

lakem na nehty.

Tab. 12 — Postup odvodnéni a projasnéni vzork:

Ukon Chemikalie Cas
voda 5 min
EtOH 70 % 5 min
Odvodnéni EtOH 80 % 5 min
EtOH 96 % 5 min
EtOH 100 % 5 min
xylen I 5 min
Projasnéni
xylen II 5 min
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2.3.6. Molekularné biologické metody zpracovani materialu

Pro zjisténi ¢i kontrolu druhové piisluSnosti ptacich schistosom nalezenych v terénu
i ziskanych pfi experimentalnich infekcich byly vybrané vzorky ptacich schistosom podrobeny
molekuldrni analyze. Tyto postupy byly aplikovany na cerkarie nalezené v plzich na riznych
lokalitach, cerkdrie z experimentalné nakazenych plzi, dospélci a vajicka nalezena pfi pitvach labuti a
miracidia ziskana z trusu labuti na Bolevecké rybni¢ni soustavé. Analyzovani byli rovnéz vodni plzi
z ptirody a akvakultur, ktefi byli pouziti pro experimentdlni ndkazy. V piipad¢ cerkarii, miracidii
a vodnich plza §lo o Cerstvy materidl, ktery byl ihned po ziskani ulozen do 96% ¢istého ethanolu pro
molekularni analyzu, ptipadn¢ ihned nefixovany vyuzit pro izolaci DNA. Dospélci a vajicka byla
ziskana z labuti, které byly nalezeny v pfirod¢ v rizném stadiu rozkladu a ihned po nalezu byly
zamrazeny. Material ureny pro molekularni analyzu byl pfed analyzou co nejvice zbaven necistot

a zbytku tkani hostitele.

Izolace DNA

V ptipadé nékterych vzorka plzi §lo o izolaci z nefixované tkané€, kterou se podafilo takto
zpracovat ihned po odebrani, ostatni material pro izolaci DNA byl fixovan v 96% Ccistém ethanolu.
Pied samotnou izolaci byl veskery ethanol odstranén odpafenim z oteviené mikrozkumavky. Izolace
byla provedena pomoci komeréné dostupného kitu (Exgene™ Tissue SV plus mini, GeneAll®) podle
protokolu vyrobce. Po dokonéeni izolace byla méfena koncentrace izolované DNA na
spektrofotometru  (NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer, nebo NanoDrop™ One/OneC
Microvolume UV-Vis Spectrophotometer). Vzorky, které nebyly dale zpracovany ihned po izolaci

DNA, byly uloZeny v mrazicim boxu pfi teploté -20 °C.

Amplifikace DNA

Izolovana DNA byla amplifikovana prostfednictvim PCR. Reakce probihaly v pfistroji C
1000 Thermal Cycler (Bio-Rad) v reakéni smési o objemu 25 ul ¢i 50 ul (viz Tab. 13). V ptipadé
ptacich schistosom byly pouzity primery its4Trem a its5STrem (Dvotdk et al., 2002), které jsou
uvedeny v tabulce 14. Diky nim byly amplifikovany oblasti ITS zahrnujici ¢aste¢nou sekvenci 18S
rDNA a 28S rDNA a tplnou sekvenci ITS-1, 5,8S rDNA a ITS-2.

Pro molekularni analyzu plzt byly pouzity geny kodujici oblast ITS-2 s primery ITS-2 RIXO
a ITS-2 NEWS (Almeyda-Artigas et al., 2000) a oblast 16S s primery 16Sfor a 16Srev (Simon ef al.,
1991) (viz Tab. 15). Amplifikace DNA v ramci PCR probihaly na zakladé podminek uvedenych
v tabulkach 16 a 17. Teplota pro uchovani vzorkd v pfistroji po skonceni reakce byla nastavena na 4

°C. Po reakci byly vzorky analyzovany na gelové elektroforéze.
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Tab.13 — Slozeni reakéni smési pro PCR probihajici v 25 ul a 50 pl

Reagencie MnoZstvi MnoZstvi
EmeraldAmp® MAX PCR Master Mix 12,5l 25 ul
(TaKaRa)
10mM primer forward 0,5 ul 1
10mM primer reverse 0,5 ul 1
Templatova DNA cca 50 ng cca 100 ng
Ultracista deionizovana voda Doplnéni do objemu 25 pl | Doplnéni do objemu 50 pl

Tab. 14 — Pouzité primery pro amplifikaci parazitdrni DNA

Néazev primeru

Amplifikovana oblast DNA

Sekvence

1ts5Trem

its4Trem

ITS

5'-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’

5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3"

Tab. 15 — Pouzité primery pro amplifikaci DNA vodnich plzt

Nazev primeru

Amplifikovana oblast DNA

Sekvence

ITS-2 RIXO ITS-2 5-TGTGTCGATGAAGAACGCAG-3’
ITS-2 NEWS 5-TTCTATGCTTAAATTCAGGGG-3’
16Sfor 16S 5"-CGCCTGTTTATCAAAAACAT-3’
16Srev 5’-CCGGTCTGAACTCAGATCACGT-3’

Tab. 16 — Podminky PCR pro amplifikaci ITS oblasti parazitirni DNA

Teplota Cas Pocet cykli
95 °C 5 min 1
95 °C 60s
50 °C 45s 35
72 °C 120 s
72 °C 10 min 1
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Tab. 18 — Podminky PCR reakce pro amplifikaci DNA vodnich plzi

ITS-2 16S
Teplota Cas Pocet cykli Teplota Cas Pocet cykla
94 °C 10 min 1 95 °C 10 min 1
94 °C 30s 50 °C 120's 1
50 °C 30s 30 72 °C 90 s 1
72 °C 60s 93 °C 15s
72 °C 7 min 1 50 °C 15s 4
- - - 72 °C 90 s
- - - 93 °C 5s
- - - 50 °C 8s 25
- - - 72 °C 60 s
- - - 72 °C 10 min 1

Gelova elektroforéza a purifikace DNA

Pro provedeni gelové elektroforézy byl pfipraven 1,5% agarézovy gel, do kterého bylo
pridano barvivo SYBR™ Green I (Invitrogen ™) vazajici se na nukleovou kyselinu. Pouzit byl cely
objem PCR produktt, ptipadné jeho polovina pii nasledné purifikaci DNA piimo z PCR produktu.
Jako DNA standard slouzil HyperLadder™ 1kb (Bioline) a reakce probihala za napéti 120 V. Po
separaci jednotlivych nukleovych kyselin byl vysledek fotografovan a vyhodnocovan za pouziti UV
lampy.

V piipadé pozorovani jediného produktu na gelu z elektroforézy byla volena ptima purifikace
DNA z PCR produkt, pro kterou byl rovnéZz vyuzit kit Expin™ Combo GP (GeneAll®) a DNA byla
purifikovana podle piislusného protokolu.

Pfi pozorovani vice rizné velkych produktti na gelu z elektroforézy byly sterilnim skalpelem
vytiznuty produkty pozadované velikosti, z nichz byla nésledné za pouziti komercné dostupného kitu
Expin™ Combo GP (GeneAll®) purifikovana DNA dle pfiloZzeného protokolu pro extrakci DNA
z gelu.

Koncentrace DNA ve vysledném roztoku byla méfena na spektrofotometru (NanoDrop ND—
1000 Spectrophotometer, nebo NanoDrop™ One/OneC Microvolume UV-Vis Spectrophotometer).
Vzorky, které nebyly ihned dale zpracovany, byly uchovavany pfi -20 °C.
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Pfiprava vzorkd na sekvenaci

Vzorky na sekvenacni analyzu byly pfipravovany do celkového objemu 8 pl. Soucasti
vysledného vzorku bylo 5 ng/100 bp PCR produktu, ultracista deionizovana voda, ktera nafedila DNA
na pozadovanou koncentraci, a 0,3 pl 10mM primeru. Vzorky byly posilany k sekvenaci do laboratote

sekvenace DNA (Biocev).

Analyza vysledkd sekvenace

Ze sekvenacni analyzy byla ziskéna pro kazdy vzorek dvée Cteni, ktera tvofila komplementarni
sekvence. Ty byly slozeny dohromady a nasledn& dale upravovany. Upravy sekvenci, které zahrnovaly
zkraceni obou konct o nekvalitni Gseky a opravy chyb uvnitt sekvenci, byly provadény v programu
Geneious (Biomatters). Vysledné sekvence byly porovnany se sekvencemi v online databazi NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) za pouziti nastroje BLAST (Basic Local Alignment Search Tool).
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3. VYSLEDKY

3.1. Vyskyt ptacich schistosom a cerkariové dermatitidy v Ceské republice

Data pro zhotoveni ptehledové i interaktivni mapy (kompletni data viz Pfiloha 1) zahrnuji
zaznamy z ¢asového obdobi od r. 1966 do r. 2020 s udaji z literatury i vlastniho pozorovani (viz Obr.
12). Zastoupeni jednotlivych zdroji je shrnuto v tabulce 18. Obecné pievazovaly zaznamy cerkarii
ptacich schistosom, nalezy stadii z definitivnich hostiteli a zachyty CD byly mén¢ Casté. Nejcastejsim
zdrojem zaznamu byly védecké publikace, naopak nejméné zaznami bylo z novinovych ¢lank.

Obr. 12 — Absolutni pocet a podil riiznych zdrojii zdznamil vyskytu ptacich schistosom a CD za

1%

m Vlastni zdroje
= Védecké publikace
m Zavérelné prace

130

28% KHS/zU

= Novinové ¢lanky

m Osobni komunikace

obdobi od r. 1966 do r. 2020 v Ceské republice pouzitych pro vytvofeni piehledové mapy

Tab. 18 — Pocet zaznamil ptacich schistosom a CD v Ceské republice v obdobi 1960-2020

ziskanych z riznych zdroji

Stadia z plzi Stadia z ptaka Zaznamy CD
Vlastni sbéry 22 36 X
Védecké publikace 87 48 37
Zaverecné prace 48 8 X
KHS/ZU 9 X 124
Osobni komunikace 34 10 17
Novinové ¢lanky X X 4
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3.1.1. Souhrnné vysledky monitoringu z let 1966 - 2020

Na zaklad¢ vSech ziskanych zaznamii byla v programu ArcGIS Online vytvotena piehledova
mapa (viz Obr. 13) a mapa interaktivni, ktera je prozatim pouze interni. Interaktivni mapa umoziuje
nahled do pozadi jednotlivych nalezl. Pfi rozkliknuti bodu, které jsou opét rizng rozlisSené, se zobrazi
tabulka s informacemi o konkrétnim nalezu vcetné ptislusného zdroje. K dubnu 2021 bylo do mapy

doplnéno 462 zaznamu celkem ze 179 lokalit. Kompletni data jsou zaznamenana v Ptiloze 1.

Cerkariova dermatitida
Cerkarie

Sporocysty
Schistosomula
Dospélci

Vajicka

Miracidia

C000000

Obr. 13 — Piehledova mapa Ceské republiky s nalezy ptagich schistosom a cerkariové dermatitidy

mezi lety 1966 a 2020.
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3.1.2. Data z terénu — vlastni vyzkum

Data z vySetfovani vodnich plz{

Mezi lety 2018-2020 bylo vySetieno celkem 6878 jedincii vodnich plzi ze skupin Pulmonata i
Prosobranchia na 34 lokalitdich, mezi které je zahrnuto i vySetfovani plzii z Bolevecké rybnicni
soustavy, kde probihaly sbéry opakované. Z plicnatych byly nachazeni zastupci celedi Lymnaeidae,
Physidae a Planorbidae, z pfedozabrych pak Bithyniidae, Hydrobiidae a Valvatidae. Plzi vylucujici
cerkarie ptacich schistosom byli nalezeni na 16 lokalitich a patfili do Celedi Lymnaeidae (28
infikovanych jedincti; druhy Lymnaea stagnalis, Radix auricularia, Radix labiata a Radix sp.) a
Planorbidae (2 infikovani jedinci; druh Anisus sp. a Gyraulus sp.). Tyto zaznamy jsou uvedeny v Tab.
19. Nalezené cerkarie byly podrobeny molekularni analyze pro spolehlivé zatazeni do druhu. Cerkarie,
u kterych nebyla ziskana sekvence DNA, byly urceny na zéaklad¢ specifity k mezihostitelskému plzi,
v némz byly nalezeny a oznaceny jako cf (= confer; tzn. pfipominajici tento druh).

Vramci sledovani faktorll ovliviwjicich vyskyt ptacich schistosom byli plzi sbirani na
plzenské Bolevecké rybnicni soustavé v prubéhu deviti vyjezdd od fijna roku 2018 do unora roku
2020. Celkem bylo na plzenské Bolevecké rybni¢ni soustavé od fijna 2018 do tnora 2020 vySetfeno
1719 plzt, znichz devét bylo pozitivnich na cerkarie dvou druhti ptacich schistosom (celkova
prevalence 0,5 %). Slo o pét plovatek L. stagnalis vyluéujicich T. szidati (celkova prevalence 0,9 %)
z rybnikd TremoSensky (prevalence 7,9 %) a Velky Bolevecky (prevalence 0,5 %) a Ctyii jedince
druhu R. auricularia s T. franki (celkova prevalence 1,6 %) z rybnikl Sidlovsky (prevalence 3 %) a
Velky Bolevecky (prevalence 1,2 %). Pocty a prevalence plzl z vyjezdl, kde byli nalezeni jedinci

pozitivni na ptaci schistosomy, jsou rovnéz zaznamenany v Tab. 19 a oznaceni tmave Sedou barvou.

Tab. 19 — Lokality (n = 16) s potvrzenym vyskytem cerkarii ptacich schistosom z celkem 34
provétovanych lokalit. Tmaveé Sed€ jsou zvyraznény vyjezdy na plzenskou Boleveckou rybni¢ni
soustavu v ramci sledovani faktord ovlivitujicich vyskyt ptacich schistosom v obdobi od fijna 2018 do

unora 2020.

. . Druh ptadi Pocet nalezenych Poéet. inf.ikoovanych
Lokalita Druh plze schistosomy jedinci jedinci /
prevalence
Rybnik Marvanek — | Radix Trichobilharzia 51 1/2%
Ricany auricularia | cf. franki
30 2/6,7 %
Rybnik Jurecek — Radix Trichobilharzia e
Ri¢an auricularia | cf. franki
y I 257 2/0,8%
Jezero Michal - Radix Trichobilharzia 1 1/100 %
Sokolov auricularia | franki
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213 4/17,5%
Kolovsky rybnik — Lymnaeg T r.lcho.bzlharzm 210 7/33 %
Karlovy Vary stagnalis szidati
158 1/0,6 %
Rybnik Vejsplachy — | Radix Trichobilharzia 83 2/24%
Vrchlabi auricularia | franki
Vodni nadrz Radix Trichobilharzia 294 3/1%
Slune¢na — Vrchlabi | auricularia | franki
Rybnik Sv. Katefina | Radix Trichobilharzia 191 2/1%
- Trutnov labiata franki
Tan v Moditanech — | 4,i5us sp. Trichobilharzia 14 1/7,1 %
Praha sp.
Rohozensky velky Radix Trichobilharzia 2 2/100 %
rybnik — Chrudim auricularia | franki
Rybnik Sanda — Lymnaea Trichobilharzia 213 4/1,9 %
Chrudim stagnalis cf. szidati
Rybnik — Tachov Lymnaea Trichobilharzia 185 3/1,6 %
stagnalis szidati
Radix Trichobilharzia 41 3/7,3 %
Sidlovsky rybnik auricularia | franki
Gyraulus Trichobilharzia 3 1/33,3 %
sp. sp.
Rybnik Novacek Lymnaea Trichobilharzia 50 1/2%
stagnalis szidati
8 1/12,5 %
. « , .| Lymnaea Trichobilharzia =
TremoSensky rybnik . o
stagnalis szidati
8 2/25%
Rybnik KoSinar— Lymnaea Trichobilharzia 242 3/12%
Plzen stagnalis szidati
52 1/1,9 %
Lymnaea Trichobilharzia =
q ¢ t li idati
Velk}rz Bolevecvky stagnalis szidati 55 1/ 1,8 %
rybnik — Plzen
Radix Trichobilharzia 36 1/2,8%
auricularia | franki

Data z pitev vodniho ptactva

Na ptitomnost ptacich schistosom bylo vysetfovano i vodni ptactvo. Parazilotogickou pitvou
se zaméefenim na ptaci schistosomy bylo vySetieno celkem 34 labuti velkych (Cygnus olor) ziskanych
z plzeniské Bolevecké rybni¢ni soustavy a okoli, tfi labuté nalezené v Praze, jedna kachna divoka
(Anas platyrhynchos) z rybniku Sv. Katefina v Trutnové a jedna lyska ¢erna (Fulica atra) z Velkého

Boleveckého rybnika v Plzni. Z toho bylo 29 ptéki pozitivnich na ptaci schistosomy (viz Tab. 20).
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Pozitivni nalezy byly u labuti a kachny, pitva lysky pfitomnost ptacich schistosom neprokazala.
Nachazena byla pfedevsim vajicka a dospélci ptacich schistosom, v pfipadé kachny byla nalezena i
schistosomula v plicich. Druhy ptacich schistosom nalezené u pitvanych ptakt byly Trichobilharzia
filiformis u 27 labuti (prevalence 79.4 %), Allobilharzia visceralis u 26 labuti (prevalence 76,5 %),
Trichobilharzia franki u jedné labuté (prevalence 2,9 %) a jedné kachny (prevalence 100 %) a
Trichobilharzia regenti u Sesti labuti (prevalence 17,6 %). Celkova prevalence u labuti tedy byla 82,4
%. Mezi labutémi byla ve 25 ptipadech prokézdna koinfekce i vice nez dvéma druhy ptacich
schistosom. Koinfekce dvéma druhy ptacich schistosom se vyskytla u 21 labuti, koinfekce tfema

druhy u &tyfech labuti (viz Tab. 21).

Tab. 20 — Nalezy ptacich schistosom pii parazitologickych pitvach vodniho ptactva z riznych lokalit

v letech 2018-2020

o N Druh ptaéi Stadium ptadi Podet jedincit
i o ,
schistosomy schistosomy nakazenych danym
druhem parazita

Allobilharzia cf. dospélci; vajicka 25
visceralis
T rich.obilhc'lrzia vajicka 26

Plzen Cygnus olor of Jiliformis
Trichobilharzia vajicka 1
cf. franki
Trichobilharzia vajicka 4
cf. regenti
Allobilharzia. cf. dospélci; vajicka 1
visceralis

Praha Cygnus olor Trichobilharzia vajicka 1
cf. filiformis
Trichobilharzia vajicka b
cf. regenti

Trutnov Anas platyrhynchos Trichobilharzia dospélci; vajicka; 1
franki schistosomula

Tab. 21 — Koinfekce riiznymi druhy ptaéich schistosom u pitvanych vodnich ptakd z riznych lokalit
z 1et 2018-2020
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Lokalita Hostitel A. visceralis + T. A. visceralis + T. A. visceralis + T.
filiformis regenti filiformis + T. regenti

Plzen C. olor 20x 1x 3x

Praha C. olor - - 1x

3.1.3. Data z védecké i nevédecké literatury a osobni komunikace

Data z védeckych ¢lank(

Pro vytvofeni piehledové i interaktivni mapy byla vyuzita data z védeckych &lankt. Clanky
z let 1960-2013 jsou s poctem 155 zachytl ve zdrojich dat nejzastoupenéjsi. Z téchto dat bylo 87
zdaznamu z vodnich plzt, 48 z ptakd a 20 zaznami cerkariové dermatitidy. Mezi plzi prevazovala
skupina Lymnaeidae (70 zaznamu, 80,5 % z celkového poctu vSech skupin plzli) s druhy ptaéich
schistosom 7. szidati a T. ocellata (57 zaznamn), T. franki (7 zdznamu), T. regenti (2 zaznamy) a
Trichobilharzia sp. (2 zaznamy). Ve dvou pfipadech nebyl druh ptaci schistosomy uveden. V mensi
mife byli zastoupeni plzi ¢eledi Planorbidae (16 zaznamu, 18,4 % z celkového poctu vsech skupin
plzt) s druhy Gigantobilharzia vittensis (1 zaznam), Bilharziella polonica (8 z&znamu) a neznamy
druh ptaci schistosomy (7 zdznaml). Nejméné bylo plzii z Celedi Physidae (1 zaznam, 1,1 %
z celkového poctu vSech skupin plzl) s druhem ptaci schistosomy Gigantobilharzia sp. Zaznamy z
vodniho ptactva zahrnovaly Siroké spektrum hostitelti pfedevsim z fadu Anseriformes (35 zdznami,
72,9 % z celkového poctu vSech skupin ptaki) s druhy ptacich schistosom B. polonica (24 zdznami),
T. regenti (6 zaznamu) a Dendritobilharzia pulverulenta (5 zaznami). DalS$imi zastoupenymi tady
ptakt byly Gruiformes (8 zaznamu, 16,7 % z celkového poctu vSech skupin ptakd) s druhy ptacich
schistosom D. pulverulenta (4 zaznamy) a Gigantobilharzia acotylea (4 zaznamy), ftad
Charadriiformes (2 zaznamy, 4,2 % zcelkového poctu vSech skupin ptdkd) sdruhem ptaci
schistosomy Ornithobilharzia canaliculata (2 zaznamy), tad Pelecaniformes (1 zaznam, 2,1 %
z celkového poctu vSech skupin ptaki) s druhem ptaci schistosomy B. polonica a Podicipediformes (2
zaznamy, 4,2 % z celkového poctu vSech skupin ptakid) s druhem ptaéi schistosomy B. polonica (2

zdznamy).

Data ze zavére¢nych praci studentd V3

Do map bylo zahrnuto i 68 udajt z vyzkumi osmi studentl vysokych kol s nalezy z let 1997-
2017. I mezi témito daty pfevazuji zaznamy z vodnich plzl (57 zaznamu) a to predevSim z Celedi
Lymnaeidae (46 zaznami, 80,7 % z celkového poctu vSech skupin plzh) s druhy ptacich schistosom 7.
szidati (21 zéznami), T. franki (8 zdznami), T. regenti (5 zaznamt), Trichobilharzia sp. (3 zadznamy) a

v deviti pfipadech neni druh schistosomy uveden. Méné zastupci vodnich plzt bylo zceledi
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Planorbidae (9 zaznami, 15,8 % z celkového poctu vSech skupin plzil) s druhy ptacich schistosom
Gigantobilharzia vittensis (1 zdznam), Gigantobilharzia sp. (3 zdznamy), schistosoma ptibuzna rodiim
ptibuzny Dendritobilharzia a Gigantobilharzia, druhy Schistosomatidae gen. sp., Schistosomatidae
gen. sp. 1 a Schistosomatidae gen. sp. 2 (vZdy po jednom zdznamu) a v jednom piipad¢ neuvedeny
druh ptaci schistosomy. Nejméné bylo plzii z ¢eledi Physidae (2 zaznamy, 3,5 % z celkového poctu
vSech skupin plzl) s druhem ptaci schistosomy Gigantobilharzia sp. (2 zdznamy). Zastoupeni byli
rovnéz ptaci (11 zaznami) fddu Anseriformes s nalezenymi druhy ptacich schistosom 7. szidati (4
zdznamy), 1. regenti (4 zaznamy) a T. filiformis (3 zaznamy). Zminky o cerkdriové dermatitidé

v téchto typech praci chybi.

Data z hygienickych stanic a zdravotnich Ustav(

Udaje z hygienickych stanic a zdravotnich ustavii z let 2009-2020 ¢&itaji 130 zachytd z nichz
10 patiilo naleziim cerkdrii ptacich schistosom v plzich ¢eledi Lymnaeidae (devet zaznamil) a celedi
Planorbidae (jeden zdznam). Druhy ptacich schistosom jsou ve vét§iné piipadech omezeny na
Trichobilharzia sp., v jednom piipad€ je druh z plze Radix sp. udan jako 7. regenti. Zbylé zaznamy

(121) pak pattily cerkariové dermatitidé.

Data z novinovych ¢lank(

Z novinovych ¢lankd publikovanych na internetu byly Ctyfi zdznamy cerkariové dermatitidy.
Tyto zdznamy jsou zaroven zatfazeny i v jinych kategoriich zdroji (KHS, osobni komunikace). Pro
tyto typy sdélovacich prostiedki jsou typické vyrazné epidemie CD, které vzbuzuji pozornost nejen u
pracovnikii hygienickych stanic, kteti pripady vysSetiuji, ale také u novinait. V ptipadé€, Zze jsou
informace o takovych pfipadech podpofeny i napiiklad hygienickymi stanicemi, mohou byt novinové

¢lanky jako zdroje zdznami o vyskytu CD spolehlivé.

Data ziskana osobni komunikaci

Celkem bylo ziskano 50 zadznami o vyskytu ptacich schistosom diky osobni komunikaci
s odbornou i laickou vefejnosti. 30 z téchto zaznamii se tykaly cerkarii z vodnich plzt prevazné Celedi
Lymnaeidae, méné Planorbidae, 9 z vodnich ptakd a 11 bylo zdznamG CD. Zaznamy byly ziskany
predevsim komunikaci s odbornou vetejnosti a je tedy predpoklad, Ze jsou spolehlivé. Urceni druhu
nalezené ptaci schistosomy byly ve vétsing ptipadl pouze na zakladé morfologie a hostitele. Rovnéz

mezihostitelé byly ur€ovani jen dle morfologie ulity.
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3.2. Zhodnoceni faktort ovliviujicich vyskyt ptacich schistosom a cerkariové
dermatitidy

Pro zhodnoceni faktort slouzila Bolevecka rybni¢ni soustava (viz kap. 2.2.1.). Kromé sbért
vodnich plzi byly na kazdém z rybnikli méfeny parametry jako teplota vzduchu a vody, pH a vodivost
vody, mnozstvi chlorofylu a ve vodé€ a jeji prthlednost a pozorovan vodni rostliny, typ substratu a
zivoCichové (ptaci a ryby). Souhrn nejdulezitéjsich vysledkd ziskanych analyzou téchto dat je nize
v kapitole 3.2.1. a 3.2.2., kompletni ptehled vSech naméfenych parametrti lze najit v ptiloze 2.
Vysledky ze rybniku KoSindi v obdobi od kvétna do zafi 2019 nejsou k dispozici z diivodu jeho
vypusténi v dubnu 2019

3.2.1. Sledovani abiotickych proménnych

Pro zhodnoceni souvislosti s vyskytem vodnich plzii za pomoci statistickych analyz byly jako
abiotické faktory vyuzity métené parametry vody. Té€mito parametry byly teploty vzduchu a vody, pH,

vodivost, mnozstvi chlorofylu-a a prihlednost vody.

Teplota vzduchu a teplota vody: Dle pfedpokladu byli vodni plzi nejvice nachazeni v letnich, a tedy
nejteplejSich mésicich s teplotami vzduchu cca od 17 do 28 °C a vody cca od 20 do 27 °C. V pritbéhu
letnich mésicii bylo z tohoto ditvodu uskuteénéno nejvice vyjezdi (kazdy mésic od cervna do zari). Pti
méteni teploty vody béhem jednoho vyjezdu v Cervenci byly hodnoty na Novacku a Tremosenském
rybniku namétfeny o 3-4 °C vyssi (cca 24 °C) nez na ostatnich rybnicich. Na tyto rybniky dopada
z diivodu mensiho zastinéni okolnimi stromy slunecni svit po vétsi ¢ast dne, nez je tomu u dalSich
rybniki. Vykyv teplot byl pozorovan i pii kvétnovém vyjezdu (nejvyssi teplota 15,9 °C na Sidlovském
Novacku, nejnizsi 17,2 °C na Malém Boleveckém rybniku). V priibéhu ostatnich vyjezdi se teploty

vody na vsch lokalitach lisily primérné o 1,8 °C.

pH: Nejvice plzii bylo nalezeno pfi neutralnim ¢i slabé zasaditym pH, takové pH zaroveii bylo
nejCast&jsi (viz. Tab. 22). Naopak pti nizkém pH (pod 6) nebyli nalezeni zadni plzi. Tato situace se
objevila na Seneckém rybniku, ktery byl roce 2016 vypustén a odbahnén. Od jara 2019 se zde
radikalné snizilo pH ze slabé zasaditého (8,31) na kyselé (4,19) a vodni plzi, ale i dalsi ZivoCichové
z rybnika vymizeli. V prubéhu sledovaného obdobi (tedy od fijna 2018 do tinora 2020) se pH mirné
m¢énilo na Malém Boleveckém a Kamenném rybniku, kde byl sledovan trend snizovani pH. Na vyskyt
vodnich plzi to vSak pravdépodobné vliv nem¢lo. Na ostatnich rybnicich se hodnoty pH v prubéhu
roku piili§ neménily (primérna odchylka 1,5) a zaroven byly velmi podobné i mezi rybniky (primérna

odchylka 1,2).
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Tab. 22 - Primérné naméfené hodnoty pH acelkové pocty vodnich plzt z rybnikti Bolevecké rybnicni

soustavy pfi vyzkumu faktorti ovliviiujici vyskyt vodnich plzi v obdobi od fijna 2018 do tinora 2020

Nazev rybniku Prumérné pH Pocet plza
Sidlovsky rybnik 7.8 261
Novacek 7,7 135
TremoSensky rybnik 7,7 287
Senecky rybnik 5,6 36
KoSinar * 6,6 31
Maly Bolevecky rybnik 7,2 209
Velky Bolevecky rybnik 7,7 682
Kamenny rybnik 7,6 82

* v obdobi kvéten-zati 2019 byl vyzkum pierusen z divodu vypusténi rybnika

Vodivost: Hodnoty vodivosti vody v rybnicich (viz Tab. 23) se pohybovaly mezi 249 a 755 uS/cm,
pficemz nejvyssi hodnoty byly naméfeny na Novacku (536-755 puS/cm), nejnizsi na Kamenném
rybniku (249-293 pS/cm), na kterém zaroven bylo nachdzeno obvykle velmi malé mnozstvi vodnich
plzt (pfedevsim plzi Celedi Physidae). Béhem sledovaného obdobi byla pozorovana zména hodnoty
vodivosti na rybnicich Novacek, Maly Bolevecky, kde v listopadu 2018 byly hodnoty nejnizsi,
v unoru 2020 naopak nejvyssi. V obdobi mezi témito mésici byla vodivost viceméné konstantni.
Souviset by to mohlo s pH, které v listopadu 2018 bylo na obou rybnicich vys$si neZ v unoru 2020. Na
Seneckém rybnice byl v mensi mife pozorovan trend zvySovani vodivosti v pribéhu sledovaného

obdobi. Opét by zde mohla byt souvislost s pH.

Tab. 23 - Primérné¢ namefené hodnoty vodivosti a celkové pocty vodnich plzi z rybnikti Bolevecké
rybni¢ni soustavy pii vyzkumu faktorti ovliviiujici vyskyt vodnich plzi v obdobi od fijna 2018 do
unora 2020

Nazev rybniku Priumérna vodivost (uS/cm) | Pocet plza
Sidlovsky rybnik 671 261
Novacek 663 135
TremoSensky rybnik 497 287
Senecky rybnik 595 36
KoSinar * 584 31
Maly Bolevecky rybnik 542 209
Velky Bolevecky rybnik 436 682
Kamenny rybnik 262 82

* v obdobi kvéten-zati 2019 byl vyzkum prerusen z diivodu vypusteéni rybnika
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Chlorofyl-a a prihlednost: Chlorofyl-a se ve vod¢ nachazel v mnozstvi 4,42-30,37 pg/l s primérné
naméfenymi hodnotami 8,03 pg/l. Prithlednost byla mezi 30 a 190 cm. Pozorovéna byla korelace mezi
mnozstvim chlorofylu-a a prtuhlednosti vody, coz je oCekéavatelny jev vyskytujici se na pfirodnich
vodnich plochach. Tyto parametry na sobé byly nepiimo zévislé. Na prithlednost vody mize mit dale
vliv také rybi obsddka kdy napftiklad kaprovité ryby ryji ve dné€ a tim snizuji prihlednost. Pfi velkém
mnozstvi ryb dochézi k eutrofizaci vody, coz prithlednost také snizuje. Naopak vodni makrofyta maji
pfiznivy vliv na prihlednost vody. Makrofyta vytézi ziviny z vody namisto fas, které tak ve vodé
nenarostou. Zaroven jsou na nich pfisedlé organismy filtrujici vodu. V ramci vyzkumu nebyla
pozorovana souvislost mezi vyskytem vodnich plzi a chlorofylem-a (viz Tab. 24) ¢i prihlednosti

vody.

Tab. 24 - Primérné namétené hodnoty chlorofylu-a a celkové pocCty vodnich plzi z rybniki
Bolevecké rybnicni soustavy pfi vyzkumu faktorti ovlivitujici vyskyt vodnich plzti v obdobi od fijna

2018 do unora 2020

Nazev rybniku l:;‘;‘;‘;ﬁ;;if‘aogi‘g"/g Pocet plzi
Sidlovsky rybnik 5,48 261
Novacek 9,64 135
TremoSensky rybnik 8,41 287
Senecky rybnik 9,28 36
KoSinar * 12,77 31
Maly Bolevecky rybnik 6,57 209
Velky Bolevecky rybnik 5,44 682
Kamenny rybnik 9,48 82

* v obdobi kvéten-zati 2019 byl vyzkum pierusen z diivodu vypusténi rybnika
Statistické zhodnoceni vybranych faktor(

Vsechny méfené kvantitavni faktory byly statisticky zpracovany a byla zhodnocena souvislost mezi
témito faktory a vyskytem vodnich plzd (viz Obr. 14). Signifikantni korelace (p < 0,05) mezi
vyskytem vodnich plzii a jednotlivymi proménnymi byla pozorovana u pH (p = 0,003), teploty
vody (p = 0,0002) a teploty vzduchu (p = 0,001). Naopak asociace mezi vyskytem plzi a vodivosti,
chlorofylem-a a prithlednosti vody statisticky vyznamna nebyla (p > 0,05). To muze byt zplisobeno

relativné kratkym obdobim (fijen 2018-tnor 2020) studia vlivu téchto faktori na vodni plze.
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Obr. 14 — Grafické zobrazeni korelaci vyskytu vodnich plzi v rybnicich Bolevecké rybni¢ni soustavy

na teploté vzduchu a vody, pH, vodivosti, chlorofylu a a pruhlednosti vody. P-hodnota je znacena

pismenem p, r znaci Spearmantiv korelacni koeficient. Hladina statistické vyznamnosti je p=0,05.

Legenda:

Sidlovsky rybnik O Senecky rybnik
Novacek O KoSinaf
TremoSensky rybnik
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3.2.2. Sledovani biotickych proménnych

Na lokalitach byla sledovana pfitomnost vodnich rostlin riiznych morfotypt, rizného typu a
frakce substratu v litordlu rybnika a spektra zivocicht, ktefi na lokalitach pobyvaji a mohou mit vliv
na pfitomnost ptacich schistosom. Tyto potencidlni faktory byly pozorovany i na dalich rybnicich
v Ceské republice v ramci terénnich vyjezdi mimo Boleveckou soustavu spojenych se sbérem vodnich
plzt za Gcelem zjisténi pritomnosti ptac¢ich. Nejsou vSak zahrnuty do statistickych analyz, kterd se v

této diplomové praci tyka pouze dat z bolevecké soustavy.

Vyznam vodnich rostlin

U rtznych druht vodnich plzG byla zaznamenana preference pobytu na riznych typech
vodnich rostlin. Rostliny plzim poskytovaly nejen zdroj obzivy, ale také naptiklad vhodny podklad
pro kladeni sntiSek. Vodni makrofyta rostouci v litoralnim padsmu rybnikt byla z hlediska preferenci

plzt pro ucely diplomové prace rozdélena do dvou zakladnich skupin:

1. Ponofené jemnolisté rostliny: Z jemnolistych rostlin rostoucich pod hladinou se v rybnicich
nachdzel stolistek (Myriophyllum spp.), rizkatec (Ceratophyllum spp.) a vodni mor kanadsky (Elodea
canadensis). Na téchto rostlindich byly nalézany predev§im drobni plzi Celedi Planorbidae (napf.
Gyraulus sp.). Zaroven v ramci chovu a experimentd provadénych v akvariich v laboratofi (viz kap.
2.3.4.) byla pozorovana silna vazba téchto plzi na drobnolisté rostliny, na jejichz listy zaroven kladli
snusky vajicek, ackoli méli k dispozici i jiny typ podkladu (napt. stény akvaria). Afinita k jemnolistym

rostlinam byla na jedné lokalité zaznamenana i u plzi R. auricularia.

2. Castené ponofené ,,tuholisté* rostliny: Na rostlinich jako je rakos Phragmites spp. ¢i orobinec
Typha spp. byla zaznamenana vysoka afinita plzti druhu L. stagnalis ¢i P. corneus. Plzi druhu L.
stagnalis se rovnéz vyskytovali na spodni strané listi leknini Nymphaea alba ¢i stuliki Nuphar lutea,
kde zaroven byly pozorovany jejich sniisky. Na téchto rostlinach byli v mensi mife nachazeni i plzi

druhu R. auricularia.
Vyznam typu substratu

Pritomnost vodnich plzii byla vazana i na substraty riznych frakei, které pro plze mohly
znamenat ruzné vyhody pii ziskavani potravy, ochrané pred predatory, ukladani sntisek ¢i pohybu. Pro
ucely diplomové prace byly jednotlivé frakce substratu rozdéleny dle velikosti do nasledujicich
kategorii: velmi jemna frakce — cca 0,002-0,063 mm (bahno), cca 0,06-2 mm (pisek), cca 2-60 mm
(sterk), cca 60-200 mm (kameny) a cca >200 mm (balvany). Zaroven byl zaznamenavan byl i spadany

material ze stroma (listi, vétve, kira), na kterém mohou byt vodni plZi ptichyceni.
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Bahno: V oblastech rybnikt s bahnitym litoralem se ¢asto nachéazeli plzi R. auricularia a castecné i
Bithynia sp. Obvykle pfisedali k riznym predmétim jako jsou vétve, kiira stromtl ¢i kameny (viz

dale), ani jejich nalezy z holého bahnitého dna vSak nebyly vzacné.

Pisek a Stérk: Na souvislé pisecné plose obvykle zadni plzi nalézani nebyli. Pisek se ¢asto nachazel
v mistech, kde rostly i ¢aste¢né ponotfena vodni makrofyta, vyskytovaly se zde tedy druhy L. stagnalis,
P. corneus ¢i R. auricularia. V ptipadé experimentl provadénych v akvariich v laboratofi plzi rodu

Gyraulus vykazovali preferenci pisku ¢i Stérku jako substratu pied vétsimi kameny.

Kameny a balvany: Na svrchni strané€ nezapojenych mensich kamenti (o délce strany cca do 200 mm)
se Casto vyskytovali plzi Celedi Physidae a na spodni casti kament byli nalézani hlavné plzi Bityhnia
sp. Zastupci druhu R. auricularia byli nachdzeni na nezapojenych balvanech (>200 mm) pfedevsim na

hréazich rybnikd.

Spadany material: Plzi Bithynia sp. ¢i Gyraulus sp., ale i R. auricularia rovnéz byli nachazeni

prevazné na spodni stran¢ spadané¢ho materialu jako jsou vétve, borka ¢i listi z okolnich stromil.

Vyznam pfitomnosti vodniho ptactva a rtizného spektra ryb

Krom¢ vodni vegetace a substratu byla na lokalitdich sledovana také pfitomnost vodniho
ptactva a ryb. Zatimco vyskyt ptakt je v souvislosti s ptacimi schistosomami spojen piimo diky tomu,
ze jsou moznymi definitivnimi hostiteli, ryby vyznamné ovliviiuji populaci vodnich plzt, ktefi mohou
byt soucasti jejich potravy, rovnéz mohou pozirat vodni rostliny, rozryvat dno a zpiisobovat zakal ve

vodeé. To vse miize vyznamné ovlivnit schopnost ptacich schistosom udrzet se na lokalité dlouhodobé.

Vodni ptactve: Na rybnicich s prokazanym vyskytem ptacich schistosom v plzich byly vzdy alespon
po cast roku pozorovani vodni ptaci. Na Velkém Boleveckém rybnice se ptaci (zejména labuté)
vyskytuji po cely rok a ptaci z okolnich lokalit vyuzivaji rybnik i jako zimoviste. Pfi odecitani krouzki
labuti byl zaznamenan pohyb po rtznych lokalitdich v¢etné zahrani¢nich, coz mlize znamenat zdroj
dalsich druhti ptacich schistosom. Vodni ptaci se vyskytovali na vSech rybnicich Bolevecké rybni¢ni
soustavy béhem sledovaného obdobi alespoii pfi jednom z vyjezdil. Z vlastniho pozorovani to byly
predevsim kachny divoké (dnas platyrhynchos) a labuté velké (Cygnus olor), na Velkém Boleveckém
rybniku byly vzdy pfitomny také lysky ¢erné (Fulica atra) a kormorani velci (Phalacrocorax carbo),
na Malém Boleveckém se vyskytovaly volavky popelavé (Ardea cinerea). Kromé téchto mnou
pozorovanych ptakd v ramci vyzkumu na lokalitich bylo zaznamenavéno jinymi pozorovateli mnoho
dalsich hnizdicich i nehnizdicich druht. Témito druhy byly napfiklad ptaci z fddu Anseriformes —
polak velky (Aythya ferina), polak chocholacka (Aythya fuligula), zrzohlavka rudozoba (Netta rufina),
hohol severni (Bucephala clangula), husa velkd (Anser anser), labut zpévna (Cygnus cygnus) Ci

koptivka obecna (Anas strepera), dale také ptaci ztadu Gaviiformes s druhem potaplice severni
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(Gavia arctica) a ptaci z tadu Podicipediformes s druhy potapka rohac¢ (Podiceps cristatus) ¢i potapka
zlutorohd (Podiceps auritus). Pro vyskyt ptaich schistosom maji vyznam predev§im ptaci z fadu

Anseriformes (hlavné kachny a labuté, ptipadné polaci).

Spektrum ryb: ProtoZe rybniky bolevecké soustavy jsou vyuzivané piedev§im k rekreaci, je kladen
tlak na vysokou kvalitu vody. S tim souvisi i mnozstvi a spektrum ryb, které je kontrolovano
predevsim na Velkém Boleveckém rybnice, kde kazdorocné probihd monitoring. Je zde snaha
predevsim o regulaci kaprovitych ryb — cejn velky (Abramis brama), perlin ostrobtichy (Scardinius
erythrophthalmus) a plotice obecnd (Rutilus rutilus), pomoci nasazovani ryb dravych — napf. bolen
dravy (Leuciscus aspius) Ci Stika obecnd (Esox lucius). Pfitomny byly také dal$i druhy ryb — kapr
obecny (Cyprinus carpio), tolstobik bily (Hypophthalmichthys molitrix), tolstobec pestry
(Hypophthalmichthys nobilis), Ghot ¥iéni (Anguilla anguilla), okoun fiéni (Perca fluviatilis), amur bily
(Ctenopharyngodon idella), sumec velky (Silurus glanis) ¢i candat obecny (Sander lucioperca).
Obsadka ostatnich rybniki je méné pfisné kontrolovana a spektrum ryb je niz§i. Obsadku na
Sidlovském rybniku tvoii kapr, amur a §tika, na Novacek byly na jafe 2019 vysazeny trofejni ryby,
predevsim kapr a amur, na Tfemosenském rybniku byli pfitomni kapr a amur, na Ko$inafi byli az do
vypusténi a odloveni na jate 2019 piitomni rovnéz pievazné kapii a amufi, na Malém Boleveckém
rybniku se nachazeli plotice, perlin, cejn, tthot, okoun, §tika, bolen a lin obecny (7inca tinca) a na
Kamenném rybnice se vyskytovali stiky, okouni, kapfi, plotice, perlini a cejni. Kamenny rybnik nebyl
od roku 1996 loven z diivodu okolni ptirodni rezervace. Senecky rybnik byl bez obsadky. Na vyskyt
ptacich schistosom mohou mit vliv pfedev§im dravé ryby, pro které mohou vodni plzi predstavovat
soucast potravy a tim muze dochazet k redukei plzi. Omezujici pro plze mize byt i zakalena voda, coz

mohou zptsobovat napiiklad ryby ryjici ve dné.

3.3 Nové poznatky o Trichobilharzia filiformis

Pii pitvach labuti a vySetfovani Cerstvého trusu na pfitomnost ptacich schistosom byla
pravidelné nachazena rizna stadia T. filiformis, ktera byla nasledné vyuzita k dal§im experimentim
s cilem vyplnit mezery v doposud publikované charakterizaci tohoto druhu se zaméfenim na zjisténi
vhodného mezihostitele, popisu larvalniho vyvoje a potencialu piisobit CD u lidi. Z tohoto hlediska
byla velmi vyznamna miracidia ziskana z trusu a pouzitd pro experimentalni nakazy vodnich plzt, ze

kterych byly nasledné ziskany informace o sporocystach i cerkériich.

3.3.1. Data z experimentdlnich ndkaz

Miracidii ziskanymi z trusu labuti (viz kap. 2.3.3.) byli experimentalné nakazovani vodni plzi

riiznych druht. Usp&sné infikovani plzi vyludovali cerkarie, které byly vyuzity pro nikazy kachen za
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ucelem pokusu o zavedeni cyklu T. filiformis v laboratofi, mysi pro zjiSténi schopnosti penetrace kiize

savciho hostitele a lidskych dobrovolnikl pro zjisténi schopnosti piisobit cerkariovou dermatitidu.

Experimentalni ndkazy vodnich plzl

Béhem sbérti vodnich plzii na boleveckych rybnicich, z nichz pochazely labut¢ nakazené T.
filiformis, byla zjisténa absence plzi rodu Amisus, ve kterych byl vyskyt cerkarii 7. filiformis
predpokladan. Miracidiim ziskanym z trusu labuti byly proto experimentalné¢ vystaveny jiné druhy
vodnich plzu, které se na lokalitach s pozitivnimi ptaky vyskytovaly. Témito druhy byly Gyraulus sp.,
Planorbaruius corneus a Planorbis planorbis z Celedi Planorbidae. Dale byly pro nakazy zvoleny
nasledujici druhy vodnich plzd: Anisus sp. a Hippeutis sp. jako dal§$i mozni hostitelé z Celedi
Planorbidae, Planorbella duryi z ¢eledi Planorbidae jako potencidlni mezihostitel, kterého 1ze snadno
chovat v akvakultute a Lymnaea stagnalis z Celedi Lymnaeidae pro piipad, ze by piedpoklad o
druhové piislusnosti nebyl spravny. VSechny druhy planorbidnich plzi vyuzité pro nakazu byly
podrobeny molekularni analyze pro potvrzeni druhové determinace. Druhy P. corneus a P. duryi byli
potvrzeny prostiednictvim sekvenace oblasti ITS-2 rDNA. Na zdklad¢ analyzy 16S rDNA byl urcen
druh P. planorbis (GenBank: MK168772) a pouze do rodu byl ur¢en Gyraulus sp. (GenBank:
LC428936). U plzh Anisus sp. a Hippeutis sp. se DNA nepodaftilo izolovat a byli tedy urceni pouze na
zékladé¢ morfologie. Plzi L. stagnalis pochazeli z laboratornich chovi, proto u nich molekularni
analyza nebyla nutnd. Molekularni analyze pro ovéfeni druhu byla rovnéz podrobena miracidia vyuzita

k nakaze plzu.

Sledovani vyvoje sporocyst T. filiformis v mezihostiteli

Vyvoj T. filiformis uvnitt mezihostitelského plze byl sledovan pomoci roztlakovych preparatii
v tydnech 3, 4 a 5 po nékaze. Pitvy plzl zacaly ve 3. tpi, kdy byly v hepatopankreatu plze pozorovany
dcefinné sporocysty se zarodky cerkarii (viz Obr. 15A, B). 4. tpi byly v uvnitf sporocyst pozorovany
cerkarie jiz s vyvijejicimi se penetratnimi zlazami a znateln¢ formovanym ocaskem viz Obr. 15C, D),
v 5. tpi byly v hepatopankreatech plzii jiz pln€é vyvinuté cerkarie, které dcefinné sposrocysty a

nasledné i plze po stimulaci svétlem opoustély (viz Obr. 15E, F).
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Obr. 15 — Vyvoj sporocyst a cerkarii v hepatopankreatu plztt Gyraulus sp. A), B) 3. tpi — roztlakovy
(A) a histologicky (B) preparat hepatopankreatu s dcefinymi sporocystami se zarodky cerkarii; C), D)
4. tpi — roztlakovy (C) a histologicky (D) preparat hepatopankreatu s vyvijejicimi se cerkariemi (po
roztlaceni byly cerkarie voln¢ v hepatopankreatu) na obr. C a uvniti decefiné sporocysty na obr. D; E),
F) 5. tpi — roztlakovy (E) a histologicky (F) preparat hepatopankreatu s pln€¢ vyvinutymi cerkariemi.
Modfe obarvené jsou penetracni zlazy cerkarii. Histologické preparaty jsou barveny hematoxylin-
eosinem.
C — plné vyvinuta cerkarie; DS — dcefina buiika; PZ — penetraéni zlazy; VC — vyvijejici se cerkérie;

Z — zarodek cerkarie
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Makroskopické odliseni infikovanych a zdravych plza Gyraulus sp.

U zivych, experimentalné nakazenych plzi rodu Gyraulus byl zaznamean rozdil mezi barvou
hepatopankreatu nakazenych (viz Obr. 16) a nenakazenych jedinct pozorovatelny pies ulitu (viz Obr.
16B). Jedinci s vyvijejicimi se sporocystami a cerkariemi méli svétle hnédy az bily hepatopankreas,
zatimco hepatopankreas zdravych plza byl jednolit¢ hnédy a kompaktni. Pod binokulérni lupou mohl
byt rovnéz zaznamenan pohyb parazitli uvniti plze, obrysy sporocyst i o¢ni skvrny cerkarii. Svétly
hepatopankreas byl pozorovan i u plzt, kteti nevylucovali cerkarie, prestoze byli nakazeni. Toho bylo

vyuzito pro rychlé stanoveni nakazenych plzl véetné téch, kteti byli v prepatentni period¢ nakazy.

Obr. 16 — A) nakazeny jedinec se svétlym hepatopankreatem s viditelnymi sporocystami, B)

nenakazeny jedinec s hnédym, kompaktné zbarvenym hepatopankreatem.

Sledovani patentni periody nakazy T. filiformis u plzG Gyraulus sp.

Nakaza vodnich plzii miracidii byla prokdzana pouze u plza Gyraulus sp. Ti zacali po
nasviceni vyluCovat cerkarie v 5. tpi. V pifipadé ostatnich druhd nakazovanych plzii byla 12. tpi
provedena jejich pitva, pfi niz paraziti v plzich nebyli prokazani ani v jednom piipad¢. Cerkarie 7.
filiformis byly zplzi Gyraulus sp. vyluCovany v nizkych poctech — primérny pocet byl 12
cerkarii/plze, maximalni pocet byl 97 cerkdrii/plze, minimalni 1 cerkarie/plze. Pii opakovanych
kontrolach kazdy tyden byla patentni faze infekce pozorovana po dobu maximalné 18 tydnti. V ramci
prvnich dvou experimentalnich nékaz byli plzi pitevné vySetieni 15. tpi. Potvrzena tak byla infekce
i u nekterych plzi, kteti cerkarie nevyluCovali — obsahovali Zivé, ovSem prazdné sporocysty bez

vyvijejicich se cerkarii. Plzi z dalSich dvou experimentalnich ndkaz byli pitevné vySetfeni az po
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uplném skonceni vyluCovani cerkarii. Pfislusnost vyloucenych cerkarii k druhu T. filiformis byla

ovéfena molekularnimi metodami.

Behaviordlni a morfologicka charakterizace cerkarii T. filiformis

Vyloucené cerkarie z plzi Gyraulus sp. byly sledovany z hlediska chovani a morfologicky
charakterizovany prostiednictvim méteni, pozorovani obarvenych penetracnich zlaz a zaznamenavani

obarvenych senzorickych papil (chaetotaxe).

Chovani cerkarii

Cerkarie T. filiformis byly z plzii vyluCovany po stimulaci svétlem. Pti pokusech vylu¢ovani
cerkarii béhem noci nebyly obvykle pozorovany zadné uvolnéné cerkarie. Zaroven pii umisténi
cerkarii do sklenéné nadoby a sviceni na jednu stranu nadoby vykazovaly cerkarie pozitivni fototaxi.

Cerkarie T. filiformis extrémné pevné prisedavali k riznym povrchiim. Pti vylouceni cerkarii
z plze do jamky na mikrotitracni ¢i kultiva¢ni desti¢ce ptisedaly acetabulem k povrchové blance vodni
hladiny i k povrchu jamky, nejcastéji do mista styku hladiny a stény jamky a rozhrani stény a dna
jamky, kde byla jejich adheze velmi pevna. Pfi nabirani cerkarii automatickou pipetou adherovaly i ke

sténam plastové $picky, coz ptisobilo zna¢né problémy pti manipulaci s cerkariemi.

Meéfeni cerkarii 7. filiformis

Cerkarie T. filiformis (Obr. 17) maji ovalné télo s pigmentovanymi o¢nimi skvrnami v piedni
poloving téla. Uprostied je acetabulum. Ocasek je tvofen ocasnim kmenem a furkou. Na prvni pohled
jsou odlisné naptiklad od cerkarii 7. szidati nebo T. regenti predev§im celkové menSimi rozmery,
v poméru k délce maji Sirsi télo, ocasni kmen je del§i v poméru k télu a furka naopak kratsi vzhledem
ke kmeni. Na cerkériich standardné fixovanych horkym 4% formaldehydem bylo proméfovano
nekolik ukazateli, z nichz Sest bylo méfeno na téle cerkarie, tfi na jejim océasku (viz Tab. 25). Pro

méfteni bylo pouzito 30 cerkarii z experimentalnich nakaz plzi rodu Gyraulus.
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Obr. 17 — Cerkarie Trichobilharzia filiformis vyloucena z plze Gyraulus sp. po experimentalni nakaze

miracidii ziskanymi z labuté Cygnus olor.
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Tab. 25 — Hodnoty méfeni cerkarii Trichobilharzia filiformis vylouCenych z plze Gyraulus sp. po

experimentalni ndkaze miracidii ziskanymi z labuté Cygnus olor, n = 30.

Cast téla Nameéiené
hodnoty + SD
(wm)
Celkova délka 686,7 + 38,2
Délka téla 204,3+15,2
Maximalni Sitka téla 73,3+11,5
Primeér o¢nich skvrn 6,8+04

Vzdalenost piedni konec-o¢ni skvrny 81,8+5,0

Primeér acetabula 26,5+4,.2

Vzdalenost piedni konec-acetabulum 119,9 £9,6

Délka ocasniho kmene 363,0 £ 38,5
Maximalni Sifka ocasniho kmene 33,0+4,5
Délka furky 148,5 £ 23,0

Charakterizace penetracnich zlaz cerkérii T. filiformis

Pro zvyraznéni a popis penetracnich zldz bylo barveno dohromady 50 cerkarii.
Cirkumacetabularni zlazy barvené alizarinem (viz kap. 2.3.4., str. 41) byly obtizné barvitelné
pravdépodobné z diivodu rychlé sekrece obsahu zlaz cerkariemi jeste pied jejich umisténim na sklicko.
Obarveny tak byly piedevS§im dukty a vyvody zlaz. Pozorovany byly dva pary cirkumacetabularnich
zlaz (viz Obr. 18A), jejichz vyvody ustily na hlavovém konci téla. Postacetabularni zlazy (viz Obr.
18B) byly barveny lithiumkarminem (viz kap. 2.3.4., str. 41) a vyskytovaly se v zadni cCasti tcla
cerkarie v poctu tfi part. I lithiumkarminem byly obarveny zaroven vyvody penetracnich zlaz. Vyvody
prochazely télem od Zlaz smérem k hlavovému organu, kde se nachazelo jejich vyusténi ven z téla.

Z1azy zabiraji pfiblizn& ¥4 objemu t&la cerkarie.
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Obr. 18 — Barveni penetracnich Zlaz cerkarii Trichobilharzia filiformis A) ¢astecné vyprazdnéné

cirkumacetabularni Zlazy a jejich vyvody obarvené alizarinem, B) postacetabularni Zlazy a jejich

vyvody barvené lithiumkarminem

Chacetotaxe cerkarii 7. filiformis

Senzorické papily byly barveny dusi¢nanem stéibrnym (viz kap. 2.3.4., str. 40). Na zaklad¢
barveni 90 cerkarii 7. filiformis byl vytvoren schematicky obrazek rozmisténi papil na téle cerkarie
z ventralniho a dorzalniho pohledu (viz Obr. 19). Na ventralni stran¢ téla byly v pfedni oblasti (C I-
IV) zaznamenany ¢tyfti papily, na dorzalni strané téla bylo v této oblasti Sest papil. V prostiedni oblasti
(A I-III) byly na ventralni strané tfi papily, na dorzalni Ctyfi. V oblasti M I byla na ventralni strané
jedna papila, dorzalni strana byla bez papil a v oblasti v zadni ¢asti téla cerkarie (P I-II) nebyly na
ventralni ani dorzalni strané zadné papily (viz Obr. 20). Pohled zboku se nepodafil zachytit z divodu
pevného prichyceni cerkarii ke sklicku a jejich nelspéSného natoCeni pii pozorovani a
fotodokumentaci. Ani papily na ocasnim kmeni a furce se nepodatilo spolehlivé zaznamenat kvuli
obarveni velkého mnozstvi jinych struktur. Pocty papil v jednotlivych oblastech téla cerkdrie jsou

zaznamenany v tabulce 26.
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Tab. 26 — Pocet papil v jednotlivych oblastech téla cerkarie Trichobilharzia filiformis (oblasti dle
Kock and Bockeler, 1999).

Oblast téla cerkarie Papily na Papily na
ventralni strané | dorsalni strané
ClI 1 1
cl 2 3
C 111 0 2
Clv 1 0
Al 1 3
All 0 0
A 1T 2 1
MI 1 0
PI 3 1
PII 0 0

Obr. 19 — Senzorické papily cerkarii Trichobilharzia filiformis — schematicky obrazek. A) ventralni

pohled, B) dorzalni pohled.
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Obr. 20 — Senzorické papily cerkarii Trichobilharzia filiformis barvené dusi¢nanem stfibrnym;

A) ventralni pohled, B) dorzalni pohled

Experimentalni ndkazy kachen cerkariemi T. filiformis

Z experimentalni nakazy péti kachen 4. platyrhynchos f. domestica byla uspé$na pouze
kratkodoba infekce, ktera potvrdila schopnost penetrace i do jiného druhu ptaka nez labuté.
Vysetfovani histologickych preparati kize znohou infikované kachny cerkariemi 7. filiformis
potvrdilo pfitomnost schistosomul 1 hodinu po infekci. Pi pocitani zbylych cerkarii po nakaze kachny
(100 cerkarii) se v nakazovaci nadob¢ nachazelo 23 zivych jedinct, 29 samotnych tél a 65 ocaskt. Uz
to signalizovalo pravdépodobnou uspéSnou penetraci cerkarii. Transformované cerkarie v kizi
prostupovali vrstvy stratum spinosum, stratum basale a Caste¢né zasahovali do dermis (viz Obr. 21). U
nékterych penetrovanych cerkarii byl pozorovan i dosud neodlomeny ocasek. U kachen nakazenych za
ucelem prokéazani schopnosti 7. fliliformis migrovat a vyvijet se v kachné se pii pitveé 3., 5. a 7. dpi
prokazat pritomnost schistosomul nepodaftilo. Negativni byl i vysledek u dlouhodobého experimentu,
kdy od 14. do 56. dpi nebyla zachycena zZaddna miracidia v trusu kachny a nalezeni nebyli ani dospélci

¢i vajicka pfi pitve kachny 56. dpi.
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Obr. 21 — Histologicky fez kizi plovaci blany kachny po nakaze cerkariemi 7. filiformis, 1 hpi.
Penetrovana cerkarie (¢erna Sipka) ve vrstvé stratum basale. Cervené obarvena je vrstva stratum

corneum. Barveni Gomoriho trichromem.

Experimentalni nakaza mysi cerkariemi T. filiformis

Pfi vySettovani histologickych preparati ucha a kize my$i BALB/c a SKH-1 po
experimentalnich ndkazach, které prob&hly za ucelem zjisténi schopnosti cerkérii 7. filiformis
penetrovat kuizi savciho hostitele, byly vSechny preparaty negativni na pfitomnost transformovanych
cerkarii. To bylo potvrzeno i po kontrole ocaskil a t¢l cerkarii v nakazovaci nadobé, jejichz mnozstvi

se po nakaze 50 a 100 cerkariemi nezménilo.

Experimentalni nakaza lidi cerkariemi T. filiformis

Vysledky experimentalnich nakaz lidi za ucelem prokazani schopnosti 7. filiformis plsobit
cerkariovou dermatitidu byly rovnéz negativni. S tim korespondovaly i vysledky z pocitani cerkarii
po ukonceni nédkazy 100 cerkariemi, jejichZ pocet byl stdle stejny. Zaroven vétSina cerkdrii byla ziva
s neoddélenym ocaskem od téla. Na ktzi vystavené cerkariim nebyly pozorovany zadné stopy po

penetraci a dobrovolnici rovnéZ nepocitovali zadné nepohodli spojené s moznou penetraci cerkdarii.

3.3.2. Stadia T. filiformis z pitvanych labutich

Z pitev 34 labuti ziskanych pfevazné z Plzné a okoli bylo 29 infikovanych ptacimi
schistosomami a ztoho 27 T. filiformis. T. filiformis byla nachazena ve formé vajicek ve
sliznici tenkého stfeva po celé jeho délce. Vajicka byla ve stievé lokalizovana ve shlucich (az stovky
vajicek na jednom stéru sklickem), coz pravdépodobné signalizovalo pfitomnost dospélych samic

v jejich blizkosti.
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Nalezena vajic¢ka T. filiformis

Vajicka (Obr. 22 a 23) byla ovalného tvaru s kratkym vybézkem na §irSim poélu (viz Obr.
22B). Byla u nich prokazana zména velikosti v zavislosti na rizném stupni vyvoje. Vajicka, v nichz
byla zarodky miracidii v casné fazi vyvoje, byla mensi s primémé namétenymi hodnotami 56 pm na
délku a 40 um na Sitku. Vajicka s plné vyvinutym miracidiem meétila na délku 77 um a na Sitku 49
um. Méfeni byla provedena u 35 vajicek s vyvinutym miracidiem a 35 s nevyvinutym zarodkem.

Nektera vajicka byla obklopena vyraznym zanétem (viz Obr. 22A).

Obr. 22 — Vajicka Trihobilharzia filiformis ve sliznici stteva Cygnus olor; A) vaji¢ko obklopené

zanétem (Sipka); B) detail vajicka obsahujici vyvijejici se miracidium
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Obr. 23 — Vajicka Trichobilharzia filiformis na histologickém fezu stfeva labuté; Sipka — klk stfeva

s vajicky

Nalezeni dospélci

Prestoze byli velmi $patné pozorovatelni, pfitomnost dospelct 7. filiformis byla prokazana
diky jejich hnéd¢ zbarvenému stfevu, které je naplnéno natravenou krvi a byli vidét i v binokularni
lupé na fragmentech stieva pitvanych labuti. Na histologickych fezech zpracovanych z fragmentt stfev
s velkym poctem vajicek T. filiformis ve sliznici byli dospélci nejlépe zvyraznéni barvenim Malloryho
a Gomoriho trichromem (viz Obr. 24) a nachazeli se v submukoéze stieva. Pokusy o izolaci dospélct
z tkan¢ byly neuspésné kvili jejich velmi malé velikosti, tésnému spojeni s hostitelskou tkani,
snadnému pfetrzeni, ale i z divodu lyze tkan¢ kvili pfemrazeni labuti a Casto i jejich pokrocilého
stadia rozkladu. Byly tak ziskany pouze fragmenty tél, na zéklad¢ kterych nebylo mozné popsat

morfologii tél dosp€lct. Ta ovSem byla ¢astecné posana jiz diive (viz kap. 1.5.).
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Obr. 24 — Dospélec Trichobilharzia filiformis (vyznaceny teCkami) s viditelnym stfevem s natravenou

krvi (Sipka) na histologickém fezu stfeva labuté; Barveni Gomoriho trichromem.

Ptaci schistosomy nalézané spolu s T. filiformis

Ve sliznici tenkého stieva (pfedevsim v jeho prvni polovin€) se vyskytovala také vajicka
druhu A. visceralis. Jejich dospé€lci se nachazeli v mezenteridlnich cévach a byli vétsi a lépe
izolovatelni nez dospélci T. filiformis. Velmi Casto se jednalo o koinfekce téchto dvou druhi (viz kap.
3.1.2.). Tvar vajicek A. visceralis byl nepravidelny, podlouhly se zaSpicatélymi konci a na jednom

z pola byla zakoncena vybézkem (viz Obr. 25).
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50 pm

Obr. 25 — Vajicko Allobilharzia filiformis ve stéru sliznice predni Casti tenkého stieva labuté velké
(Cygnus olor) z plzenské Bolevecké rybni¢ni soustavy, ktera byla pitvana na pfitomnost ptac¢ich

schistosom

3.3.3. Molekularni charakterizace T. filiformis

Sekvence DNA byla jiz dfive popsana zplzii Anisus vortex, druh vSak nebyl fazen
k T. filiformis (viz nize). Vajicka ze stfeva labuti, ktera byla dle tvaru, lokalizace a definitivniho
hostitele ur¢ena jako 7. filiformis, a miracidia z trusu labuti byla podrobena molekularni analyze a dle
porovnani vysledné sekvence s databazi GenBank bylo zjisténo, ze tento druh jiz v databazi existuje
pod ndzvem Avian schistosomatid sp. 14 isolate AvM a oznacenim JF734335 a byl ziskany z cerkarii
ziskanych z plze Anisus vortex (Aldhoun et al., 2012). Zaroven sekvence korespondovala se sekvenci
DNA z cerkarii z plzt Gyraulus parvus z Velkého Boleveckého rybnika (Duras, Leontovy¢, 2015,
nepublikovano). Pro molekularni charakterizaci byly vyuzity ¢tyfi izolaty vaji¢ek pitvanych labuti a
devét izolath miracidii ziskanych ztrusu labuti a naslednych cerkarii, které se vyvijely

v experimentalnim hostiteli po nakaze témito miracidii.
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4. DISKUZE

Pfi zpracovavani diplomové prace byl uskuteénén monitoring ptaCich schistosom, ktery je
v nasledujici kapitole diskutovan spolu s navrZzenim efektivniho postupu pii sbéru a vySetfovani
vodnich plzi. Dale jsou zhodnoceny a diskutovany faktory, které mohou ovliviiovat vyskyt ptacich
schistosom v ptirodnich vodnich plochach a jsou navrzena opatieni pro snizeni rizika vyskytu CD.
V neposledni fad¢ se diplomova prace vénuje druhu ptaci schistosomy Trichobilharzia filiformis a

nize jsou diskutovany mozné potize pfi jejim ziskavani a identifikaci.
4.1. Monitoring ptacich schistosom a cerkariové dermatitidy

Cerkariova dermatitida byla na uzemi Ceské republiky poprvé zaznamenana v roce 1966
(Hruby, 1976), je vsak pro védecké vyzkumy stale atraktivnim tématem. Sledovani ptirodnich
koupacich vod na ptitomnost plzi vylucujicich cerkarie ptacich schistosom je v soucasné dob¢ stale
vice zadané zejména ze strany hygienickych stanic, zdravotnich Ustavii a provozovatelt ptirodnich
koupalist’, a to hlavné z diivodu rostouciho poctu hlaseni cerkariové dermatitidy od rekreujicich se lidi.
Lokalni epidemie CD se v Ceské republice vyskytuji dlouhodobé a na nékterych lokalitach i
opakovan¢ (Chvatalova et al., 2013; Duras et al., 2014). Systematicky dokumentovany jsou vSak
obvykle jen ty, které byly nahlaSeny pies dotaznik SZU, ktery je piistupny od roku 2009
(http://szu.cz/modules/forms/index.php?idf=11; Pumann et al., 2019), a ovéfeny v terénu. Ostatni
zdznamy o vyskytu CD evidované hygieniky, zdravotnimi ustavy, praktickymi lékaii ¢i pfimo
postizenymi osobami, které dotaznik SZU nevyplnily tak unikaji. To byla hlavni motivace pro
vytvofeni mapy, kterd se snazi relevantni zdznamy o vyskytu CD v Ceské republice centralizovat a
zaroven je doplnit o informace o vyskytu ptivodcit CD — ptacich schistosom bez ohledu na to, zda na
konkrétni lokalit¢ CD zaznamenana byla ¢i nikoli. Diky pfehledovym mapam prezentovanym na
konferencich hygienikli a vodohospodati se ukazalo, Ze je o pfipravovanou interaktivni mapu, ktera
by mohla byt do budoucna pfistupna vybranym skupindm osob na webovych strankach laboratote
helmintologie PfF UK, velky zdjem. Zaznamy z této interaktivni mapy mohou slouzit ptfedevsim jako
vitany zdroj informaci o vyskytu ptacich schistosom a CD na konkrétnich lokalitich v minulosti a
napomoci tak provozovatelim oficialnich pfirodnich koupalist, pracovnikiim hygienickych stanic,
zdravotnich tGstavll a dalSich zainteresovanych vefejnych instituci zorientovat se pii hodnoceni
moznych rizik pro koupajici se v nasledujici sezéné. V pripadé zpfistupnéni mapy i pro Sirokou
vetejnost mohou rekreujici se osoby ¢i osoby s pracovni naplni vyzadujici pobyt v litoralu vodnich
ploch zvazit koupani na lokalité, pfipadné vyuziti rozsiteného spektra ochrannych pomticek pro praci.
Od letosniho roku je jiz platnd novd zména vyhlasky ¢. 238/2011 Sb., na zakladé které bude
monitoring CD probihat pravidelné. Diky tomu existuje piedpoklad, Ze zaznamy z oficialnich

ptirodnich koupalist budou pfibyvat, coz mize napomoci pii vyzkumu a hodnoceni moznych
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rizikovych faktori i dynamiky pfitomnsti infekce ve spojitosti s pozménénym managementem

lokality.

Relevance zdrojll pfi ziskavani dat pro interaktivni mapu

Nejvice zastoupenymi zdroji pro zminénou mapu jsou védecké ¢lanky (viz. kap. 3.1.). Ty jsou
zdrojem informaci o vyskytu riznych stadii ptacich schistosom vcetné dospélcii z definitivnich
hostiteld. Zdroje tohoto typu se tykaji i vzdalenéj$i minulosti, a spiSe neZ monitoringu cerkarii na
velkém poctu lokalit slouzicich ke koupani se zabyvaji vyzkumem konkrétnich druhi motolic.
Zaznamy z tohoto zdroje obvykle ptibyvaji velmi pomalu, v ptipadé¢ ¢lankt starsSiho data vydani chybi
navic Casto ovéfeni nalezené¢ho ptaci schistosomy molekularné biologickymi metodami. Velmi
hodnotnym zdrojem informaci o vyskytu ptacich schistosom jsou i zavéreéné prace studentii vysokych
Skol, a to pfedevsim z diivodu vysetieni velkého mnozstvi lokalit za pomérné kratny asovy interval a
presného urceni nalezenych ptacich schistosom pomoci molekuldrné biologickych metod, které jsou
v téchto pracech obvykle vyuzity. Naopak informace z hygienickych stanic a Statniho zdravotniho
ustavu, které v posledni dobé pfibyvaji a nabyvaji tak na dilezitosti, jsou postavené¢ na hlaseni
podezieni na CD piimo od postizenych lidi, a jsou proto velmi aktualni. Neni v§ak mozné se spoléhat
na vSechny takto ziskané zaznamy. V nékterych piipadech je jiz zpocatku CD vylouc€ena, u jinych je
pro ovéfeni potieba kontaktovat postizené osoby a na nékterych hlaSenych lokalitach se nepodafi
puvodce prokazat. Kazdoro¢né piinaSeji zachyty znovych lokalit, ale i z lokalit postizenych jiz
v minulosti. Zaznamy z téchto zdroju pfibyvaji zejména v letnich mésicich, kdy je na koupalistich
nejveétsi koncentrace lidi. Na rozdil od védeckych ¢lankt vSak obvykle neobsahuji informace o
puvodcich. Ti byli zji§tovani pouze v nékterych ptipadech, a to bud’ pracovniky hygienickych stanic ¢i
zdravotnich ustavii (obvykle bez poskytnuti materidlu pro molekularni analyzu, pouze s protokolem o
druhu plze vylu€ujicim ocelatni furkocerkarie), nebo pii vyjezdech organizovanych pro potieby této

diplomové prace za ucelem objasnéni piivodce CD véetné druhového uréeni.

Druh nalezené ptaci schistosomy neni vzdy mozné uréit s jistotou, diky mezihostitelské
specifité je vSak mozné jej v nékterych pripadech alesponi odhadnout. Zaroven ne kazdy zaznam je
pln¢ relevantni. U postizeného se muze jednat o jiny typ vyrazky, ktera je pro laika s CD snadno
zameénitelna. V mapé jsou zaznamenany i udaje znovinovych ¢lankd, které vSak mohou byt
povazovany za pln¢ duvéryhodné pouze v ptipadech, kdy jsou podpotfeny zhodnocenim odborniky. I

to je diivod uvedeni zdroji v tabulkach u jednotlivych zachytd v interaktivini mapé.
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Optimalizace postupu pfi vysetfovani plzQ

Plzi, ktefi jsou obvyklymi mezihostiteli ptacich schistosom (Celed Lymnaeidae, méné pak
Planorbidae byli na pfitomnost ptacich schistosom vysetfovani individualné. Mnohem vzacnéjsi
nalezy z Ceské republiky pochazeji z plzi Eeledi Physidae (Rudolfova, 2003; Rudolfova et al., 2005).
P1zi skupiny Prosobranchia maji v souvislosti s ptacimi schistosomami zanedbatelny vyznam, prestoze
zde stale existuje riziko, ze jde o dusledek nedostatku informaci. Proto se obvykle témto skupinam pti
vySetfovani nevénuje stejnd pozornost jako druhiim z predchozich skupin plzi. Posledni dvé
jmenované skupiny byly proto na cerkarie vySetfovany hromadné po druzich. Teprve pii pozitivnim
nalezu cerkarii (prestoze v zadném z piipadt neSlo o ocelatni furkocerkarie) byli plzi rozmisténi

individualné pro nalezeni zdroje cerkarii.

Zhodnoceni idealnich podminek pro sbér plz( na lokalité

Uspé&snost sbéru vodnich plzi miize byt do velké miry ovlivnéna pocasim a denni dobou, kdy
je vyjezd uskuteénén. Vodni plzi jsou u biehi, kde jsou nasledné sbirani, hojnéjsi predevsim v letnich
mgesicich pfi slune¢ném pocasi s vyssimi teplotami. Ne vZdy je vSak mozné Cekat na slunecné a teplé
pocasi a je nutné uskute¢nit sbéry plzii i za zhorSenych podminek, coz nasledné muze ovlivnit
vysledky sbéru. Z naseho pozorovani je patrné, ze za destivého pocasi jsou vodni plzi méné aktivni a
zdrzuji se spise pii dné, kde jsou kvuli zhorSené prithlednosti vody hiife vidét. Zaroven z vlastnich
zkusenosti béhem vyzkumu vyplyva, ze je idealni zacit se sbéry plzi az v pozdnich dopolednich
hodinéach (cca mezi 10. a 11. hodinou), kdy jsou plzi aktivnéj$i nez rannich hodinach, kdy jich bylo
nachdzeno méné. Tuto skutecnost spolu s ostatnimi parametry, diky kterym by bylo mozné 1épe

standardizovat nejvhodnéjsi ro¢ni a denni dobu i povétrnostni podminky, je vSak do budoucna potieba

ovérit.

Specifika cirkanualnich sbéru

Mezi letnimi a zimnimi sbéry jsou velmi velké rozdily — v zim¢ miiZze pocet nalezenych
vodnich plzt klesnout az na nulu (viz Pfiloha 2). Sbéry vodnich plza, které jsou uskutectiovany béhem
celého roku véetné zimnich meésicti, mohou byt komplikovany teplotami pod bodem mrazu, jako tomu
bylo v pfipadé vyzkumu na boleveckych rybnicich, kde kviili zamrzlé hladin€é v n€kterych terminech
nebylo mozné planovany sbér realizovat. Terminy vyjezdl proto byly operativné upravovany podle
aktualniho stavu na lokalité. Z téchto zkuSenosti vyplyvd, Ze neni mozné (napf. pro normu ¢i

vyhlasku) pfesné definovat termin, kdy je vhodné zacit s vySetfovanim.
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Specifika opakovaného monitoringu na verejné pristupnych lokalitach

Pti provadéni dlouhodobého vyzkumu na jedné lokalité, kterd neni plné pod kontrolou
vyzkumnika, je nezbytné byt ve spojeni se spravci lokality a udrzovat si po dobu jejiho sledovani
poveédomi o zasazich, které mohou vodni nadrz vyznamné ovlivnit. Jde napiiklad o vypousténi nadrze,
jeji odbahniovani, vylov nebo nasazovani ryb ¢&i celkovou revitalizace. Nékteré zasahy mohou
kompletné¢ zmeénit podminky v nadrzi vcetné zastoupeni mezihostitelli, definitivnich hostitelt i
samotnych parazitl. Sledovani vyvoje lokalit, které prosly kompletni revitalizaci a jsou nanovo
osidlovany faunou i florou mohou pfinést zajimavé poznatky o efektech vyuzitelnych v budoucnu pro

predikci ptitomnosti ptacich schistosom, potazmo CD, ptipadné vést k jejich eliminaci.

4.2. Faktory ovliviiujici vyskyt ptacich schistosom a cerkariové dermatitidy
Vliv pH na vyskyt ptacich schistosom a CD

Je znamo, ze pH ma vliv na vyskyt vodnich plz (Spyra, 2017). Zéaroven jsou jeho hodnoty
obvykle stabilni v rdmci vodni plochy, v nekterych ptfipadech vSak mtze po vyznamnych zésazich
dojit ke kolisani, které ma velky vliv na vyskyt riznych vodnich Zivocichti véetné plzt. Tento stav
nastal na Seneckém rybnice, kde v pritbéhu naseho vyzkumu pH prudce klesalo az na hodnoty, které
vytvafi podminky natolik nevhodné, Ze plzi neprosperuji a populace vymizi (z hodnoty 8,31 az na
4,19). Pticinou bylo pravdépodobné odbahnéni rybnika v roce 2016, kdy se pory v jilovitém podlozi,
které po odbahnéni vysychalo, dostavala na povrch voda. Ta se odpafovala a zanechavala po sob¢
krystalky soli, jez byly nasledné destém smyty do zbylé vody v rybnice (Duras, pisemna komunikace).
Vodni plzi tak byli na Seneckém rybnice v ramci vyzkumu na Bolevecké soustavé rybnikd nalezeni
pouze pfi podzimnim vyjezdu 2018 pii pH vody 8,31, pfi nasledujicich sbérech plzi nachazeni nebyli.
Je tedy ziejmé, ze snizeni pH v pfirodnich vodni plose je z hlediska vyskytu cerkariové dermatitidy
vyhodné a lidé se v takové vodé nemusi bat koupat, protoze vsak jde o neptedvidatelny faktor, neda se

fizen€ nastolit pro redukci CD 1 na dal$ich lokalitach.

Vliv vodnich rostlin na vyskyt ptacich schistosom a CD

Vodni rostliny mohou hrat dtlezitou roli v pfitomnosti riznych druhti vodnich plzi (viz kap.
3.2.2.). Na zékladé pozorovani na Velkém Boleveckém rybnice, kde byly v minulosti problémy
s cerkariovou dermatitidou, byla preference vodnich plzl na typ vodnich rostlin potvrzena. Na tomto
rybnice bylo dfive pfitomno velké mnozstvi jemnolistych vodnich rostlin, na nichz se vyskytovali plzi
rodu Gyraulus, ktefi byli zdrojem infekénich cerkarii ptisobicich na lokalité rozsahlou epidemii CD.
Tito plzi vykazovali vysokou afinitu k jemnolistym vodnim rostlindAm i v ramci laboratornich

experimentd. V soucasné dobé jsou jemnolisté rostliny na rybnice redukovany kosenim (mimo jiné i
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pro zlepseni podminek pro rekreaci) a plzi Gyraulus sp. zde nejsou nachazeni v tak velkych poctech.
Zda se tedy, ze redukce nékterého typu vodnich rostlin tedy opravdu mize (pifimo ¢i nepiimo) vést
k redukci ptivodce CD. Na lokalité roste mimo jiné rdkos a orobinec, které naopak vytvaii vhodné
podminky pro plze L. stagnalis, jejichz pocty v poslednich letech stoupaji. Hojné se zde vyskytoval i
druh R. auricularia. 1 tyto druhy jsou vSak na Velkém Boleveckém rybnice potvrzenym zdrojem
infek¢nich cerkérii (druhy Trichobilharzia szidati a Trichobilharzia franki). Je tedy ziejmé, Ze na
kazdy typ vegetace je vazan jiny druh plze. Pfi pfevazujicim typu vegetace ma Sanci prosadit se i jiny
druh mezihostitele, a tedy i parazita. To vSak neplati pro druh R. auricularia, ktery vykazuje vysokou
prizptisobivost a nendrofnost na typ vodnich rostlin ¢i substratu vrybniku a ma tedy dobré

predpoklady pro osidlovani noveé napusténych ¢i zrevitalizovanych nadrzi.

Vliv typu substratu na vyskyt ptacich schistosom a CD

Na pocetnost populace vodnich plz v pfirodnich vodnich plochach by mohl mit vliv i typ a
frakce substratu. Zatimco na pisecném litoralu bez rostlin a tkrytl v podobé kamenti nebo materidlu
spadaného ze stromt se plzi vyskytuji spiSe vyjimecné, na Clenitém dné s nezapojenymi kameny, které
mohou slouzit jako ukryty pro sntiSky ¢i samotné plze pied predatory, jsou obvykle nachazeni Castéji.
V ramci zpracovavani dipomové prace to bylo pozorovano i na Boleveckych rybnicich, kde na
nezapojenych kamenech (frakce cca od 50 mm do 200 mm) byli nachazeni pievdzné plzi rodu
Bithynia, druhu Physella acuta ¢i R. auricularia. Na Malém Boleveckém rybnice byli hojn€ nachazeni
plzi i na bahnitém substratu, kde jako ukryt poslouzil spadany material z okolnich stromd. Oblasti
plazi s piskem (frakce 0,06-2 mm) vSak byly obvykle plzl prosté. Z laboratornich experimentd byla
zjisténa u plzt rodu Gyraulus preference Sté€rkovitého substratu (frakce 5 mm), na kterém plzi 1épe
prospivali nez v pfitomnosti vétSich kameni (frakce do 100 mm).

Znalost jednotlivych druhti mezihostitelskych plzti a toho, ktery substrat konkrétni frakce
preferuji ¢i odmitaji, by do budoucna mohla byt spolu s ostatnimi faktory vyuzita v praxi pro omezeni
rozvoje populace plzd jiz pti Gvahach o stavbé, revitalizaci ¢i upravé stavajicich vodnich ploch, u
kterych se predpoklada, Zze by mohly slouzit ke koupani. Mlze byt rovnéz napomocna v piipadech,
kdy jsou plochy preferované plzi pouze na omezeném prostoru. Cileny zasah na takova mista (napft.
castecné snizeni hladiny pouze pod uroveil vrstvy nezapojenych kamentl, ve které se plzi zdrzuji) pak
byvaji velmi efektivnim nastrojem pro redukci celkové populace mezihostitelskych plzii a tim i

cerkariové dermatitidy (Jezero Michal, Bulantova, osobni komunikace).

Vliv zptsobu nékazy vodnich ptakd na vyskyt ptacich schistosom a CD

Kromé vodnich plzt je pro vyskyt ptacich schistosom na lokalité zasadni i pfitomnost vodnich
ptakd, ktefi vylucuji vajicka nebo miracidia ptacich schistosom do vodniho prostiedi. Z divodu

kratkoveékosti miracidii dochazi k nakazam plzi pouze tehdy, pokud je na lokalit¢ pritomen ptak
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v patentni fazi infekce. Ta vSak trva pouze omezenou dobu. Plzi nakazeni ptac¢imi schistosomami vSak
obvykle vylucuji cerkarie po zbytek zivota. Kromé€ klasické cesty nakazy definitivniho hostitele
penetraci cerkarii do kiize pfichdzi v zimnim obdobi do uvahy i ndkaza alimentdrni cestou v pfipadé
pozteni nakazenych plzi s dostate¢né vyvinutymi cerkdriemi cilen€, nebo spolu s vodnimi rostlinami,
které ptaktim slouzi jako potrava (Pech, 2013). Pravdépodobné diky témto ndkazdm mohou vodni
ptaci vylucovat vajicka i v zimnim obdobi (napt. labuté na Velkém Boleveckém rybnice, u kterych
byla lihnouci se miracidia sbirana béhem celého roku) a cyklus ptaich schistosom tak nemusi byt
preruSen ani u druhd, které v definitivnim hostiteli Ziji jen né€kolik tydnt. To, jestli je kontinualni
vylu€ovani vajicet T. filiformis v trusu labuti velkych zptisobeno délkou jejich ptezivani v definitivnim

hostiteli, nebo kontinudlnimi ndkazami alimentarni cestou, vSak zbyva ovéfit experimentalne.

Vyznam krouzkovani ptakd pro vyzkum ptacich schistosom

Ptaci se obvykle krouzkuji z divodt poznéni jejich migracnich cest, hnizdnich zvyklosti nebo
délky doziti. Informace z krouzkovanych ptaki vS§ak mohou byt za urcitych okolnosti byt vyuzity i
v parazitologii. Diky krouzkovacimu protokolu Ize dohledat staii ptiaka i jeho pohyb (pokud byl
dokumentovan diky zpétnym hlaSenim). Informace o pohybu konkrétnich znacenych a vysetfovanych
jedincti mohou byt uzite¢né pii odvozovani mista ziskani infekce ¢i o lokalitach, kam mohla byt ptaky
infekce nové zanesena. Ptaci pfitom migruji jak mezi blizkymi vodnimi plochami, tak na velké
vzdalenosti. Na lokalitu mohou pfinést ptaci schistosomy i ze zahrani¢i véetné takovych, pro které je

mezihostitelem moisky plz (Kolafova et al., 1997).

V ptipadé€ této diplomové prace umoznovalo odecitani individualniho znaceni labuti ornitologickymi
krouzky zjistit vice o intravitadlné¢ i postmortalné¢ vySetfovanych ptacich. V pifipad¢ opakovaného
vySetfovani trusu od jednotlivych krouzkovanych ptakid pak bylo mozné stanovit nejen to, zda je ptak
pozitivni na konkrétni druh visceralni ptaci schistosomy, ale i jestli je infekce stejnym ¢i jinym
druhem pfitomna i s odstupem nékolika mésicti ¢i dokonce let. Krouzkovani tedy muize ptinést
zajimava data o parazitofauné konkrétnich jedinci ¢i populaci v Case, ne vzdy a u vSech druhd ptaki

je vSak podobny typ pozorovani proveditelny.

Vliv ryb na vyskyt ptacich schistosom a CD

Ryby pfitomné ve sledované nadrzi mohou vyskyt ptacich schistosom, ptipadné¢ CD ovliviiovat
nékolika zpasoby. Pfi velkém mnozstvi zejména kaprovitych ryb na lokalit¢ je voda vice
eutrofizovana (Jagtman et al., 1990). Bylozravé ryby navic pusobi zakal vody vifenim bahna ze dna
rybnika, kde hledaji potravu. Zaroven poziraji vegetaci, ktera je velmi dilezita pro vodni plze. Tento
stav je obvykle mozné zvratit nasazenim dravych ryb, které zredukuji populaci mensich druht

kaprovitych ryb ¢i mladych jedincl velkych druhd. Tim napomahaji zlepSovani ¢i udrzeni kvality
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vody (Jagtman et al., 1990). Strategie s vyznamnou redukci ryb (pfedevSim cejnil, plotic, kaprd,
karasii ¢i perlinll) a nasazenim omezeného mnozstvi predevs§im dravych ryb byla uspésn€ provedena
napiiklad na Velkém Boleveckém rybnice v ramci zlepSeni kvality vody (Duras, 2019). Ten vSak
nasledné zarostl vegetaci, kterd je v soucasné dob¢ pravidelné seCena. Pro redukci plzi se vyuziva
nasazovani amura ¢erného (Mylopharyngodon piceus) ¢i lina obecného (7inca tinca), pro které jsou
vodni plzi pfirozenou soucasti jejich potravy (Ben-Ami a Heller, 2001; Nasab et al., 2005). Prave lini
byli nasazovani naptiklad na koupalisté Michal v Sokolové v roce 2016 pro redukci vodnich plzi, a
tedy i pfedchazeni vyskytu CD, kterd na lokalité¢ pusobila problémy. Souvislost nizkého poctu
nalezenych vodnich plzt s pfitomnosti dravych ryb byla pozorovéna v pribéhu naseho vyzkumu
napiiklad na Kamenném rybnice, kde se vyskytovaly pfedev§im dravé ryby — Stiky a okouni. Pro
spolehlivé konstatovani této souvislosti by vSak bylo potieba provadét vyzkum v del§im casovém
obdobi. Cerkéarie nejen ptacich schistosom mohou byt rybami predovany, coZz mize napomoct

k ¢aste¢né redukcei ptacich schistosom (Heinclova, 2018).

Vliv stafi lokality na vyskyt ptadich schistosom a CD

V poslednich letech se stale vice ukazuje, Ze na vyskyt CD by mohlo mit vyznam stafi lokality
a jeji sukcesni stadium. Tento fenomén by mohl byt vysvétlen tak, Ze na novych ¢i znovu napusténych
lokalitdch naptiklad po revitalizaci se zaCinaji nejdiive objevovat pionyrské druhy plzl jako jsou plzi
celedi Physidae ¢i rodu Bithynia, ale také druhy R. auricularia a Gyraulus sp. (Beran, 2002). Pokud
maji tyto druhy idealni podminky pro sviij rozvoj (bez pritomnosti vyznamnych patogenti, predatord
¢i konkurenénich druhd plzd), mohou na lokalité¢ zcela prevladnout. V pfipadé, Ze se na lokalitu
dostane ptaci schistosoma, pro kterou je tento plz vhodnym mezihostitelem, pocet nakazenych plzi
byva vyssi nez na déle se vyvijejich lokalitach s vyssi diverzitou plzii i ostatnich organismu. Jako
priklad z vlastniho vyzkumu muze byt uveden Kolovsky rybnik u Karlovych VarQ, kde ziji témeért
pouze plzi druhu L. stagnalis a je u nich vysoka prevalence nakazy ptaci schistosomou 7. szidati.
Naopak na Velkém Boleveckém rybniku je spektrum plzt vyssi (kromé L. stagnalis zde jsou naptiklad
druhy plzt R. auricularia i P. corneus) a prevalence nakazy ptac¢imi schistosomami je nizsi. Obvykle
vyssi prevalence u plzt muze byt také disledkem druhové chudého biotopu v raném sukcesnim stadiu,
ve kterém chybi kompetitofi (napt. dravé echinostomni cerkarie redukujici sporocysty ptacich
schistosom; Basch a
DiConza, 1975).

Nové ¢i revitalizované vodni plochy jsou Casto budované za ucelem koupani a nejsou na né
proto vysazovany ryby, které by mohly zhorSovat kvalitu vody, ale i negativné ovliviiovat populaci
vodnich plzi. Dosavadni zkuSenosti z téchto typti nadrzi navstivenych za ucelem sbéru dat pro
diplomovou praci ukazuji, ze problémy s CD se obvykle zacinaji objevovat v prvni az druhé koupaci

sezon€ po zalozeni nebo revitalizaci, coz odpovida stadiu vyvoje, kdy dojde k rozvoji vodni vegetace a
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zaroven osidleni lokality vodnimi ptaky, ktefi jsou zdrojem nékazy pro plze. Nastinénou hypotézu je
vSak do budoucna potfeba ovéfit vhodnymi statistickymi nastroji na co nejvetSim poctu vzorovych

lokalit.

Vliv chovani lidi na vyskyt CD

Vyskyt cerkariové dermatitidy zavisi i na chovani lidi na lokalité. V teplejSich mésicich
automaticky zacina spolu s po¢tem rekreujicich se lidi pribyvat zaroven ptipadit CD. Ohrozengjsi jsou
lidé, ktefi se brodi ¢i plavou spise u biehti rybnika, nebo na meél¢inach, kde se vodni plzi, vylucujici
infekéni cerkarie, vyskytuji. Rizikové oblasti rybnika pfedstavuji také mista s porostem vodnich
rostlin, kde se vodni plzi shromazd'uji (viz 3.2.2.). Z téchto mist jsou nejcastéji postizené deti, které si
v porostech vodnich rostlin u vyhtatého bfehu vodni plochy hraji a travi ve vodé Casto delsi dobu nez
dospéli. Avsak i v pfipade, Ze lidé vyuzivaji pouze vyhrazené plaze s piskem, kde se vodni plzi
vyskytuji velmi zfidka, mohou CD zaznamenat, a to z diivodu plsobeni vétru, ktery miize cerkarie
prichycené na vodni hladiné zanést kamkoliv (Verbrugge et al., 2004). Hlaseni na podezieni CD
prichdzeji i od lidi koupajicich se v chladnych mésicich. Pfestoze tato hlaSeni nejsou ovéiend, nelze je
vyloucit. Pfed koupanim se na lokalité je vhodné sledovat, zda se zde objevily piipady CD. Také pti
vstupu do vody dbat na to, aby v bezprostiednim okoli nebyly vodni rostliny, ve kterych se plzi
zdrzuji. Pokud by vzniklo podezieni na mozny vyskyt CD, je lepsi do vody viibec nevstupovat.

Béhem prace na diplomovém projektu byly nalezeny ptaci schistosomy na tfech rybnicich
Bolevecké rybniéni soustavy, znichz piedev§im dva slouZi primamné k rekreaci. Slo o druhy
Trichobilharzia szidati a Trichobilharzia franki, které zpisobuji cerkariovou dermatitidu. V posledni
dobé¢ vsak ptipady CD hlaseny nebyvaji, coz mize byt zplisobeno nizkym poctem ptacich schistosom
v rybnicich, pfipadné tim, Ze se lidé koupou na bezpecnych mistech bez vegetace a s minimem
vodnich plzd. Pri¢inou mize byt i naptiklad dobra informovanost lidi o predchozi velké epidemii na
Velkém Boleveckém rybniku a nepovazuji za nutné hlasit lehké ptipady (Pumann, 2021 — osobni

komunikace).

Navrhy opatieni pro redukci vyskytu CD

Pro omezeni vyskytu CD byla doposud publikovana opatfeni jako je zabranéni vyskytu
vodniho ptactva na lokalité, a to napiiklad jejich plasenim, odstfelem ¢i znemoznénim jejich hnizdéni
redukci porosti okolo nadrze (Blankespoor a Reimink, 1991), 1é¢ba ptakl anthelmintiky
(praziquantel; Reimink er al., 1995) ¢i napiiklad nasazovani piirozenych predatorti vodnich plzi
(Ledford a Kelly, 2006).

Na zéakladé¢ sledovani riznych faktort a jejich vlivu na vyvoj CD na ruznych lokalitach v ¢ase
se ukazuje, Ze velmi U¢inné by mohlo byt i ¢astecné nebo celkové vypousténi nadrzi na zimu, coz

muze mit vliv na redukci populace plzd diky proschnuti a naslednému promrznuti ptivodné litoralniho
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pasma s jejich nejvyssim vyskytem. Nadéjné se zda byt i koseni a odstraniovani ponotené jemnolisté
vegetace, ve které se nékteré druhy plzit zdrzuji. U dlouhodobé sledovanych nové zalozenych nebo
revitalizovanych lokalit se zda, ze CD naopak po nékolika problémovych sezonach ustoupila spolu s
pfirozenym zvysenim diverzity vodnich organismli vetné plzl, a to s sebou nese i osidleni lokality
jejich predatory, konkurenty ¢i patogeny. Zaroven zde vznikna prostor pro osidleni plzii dal§imi druhy
motolic, které mohou napomoci sporocysty ptacich schistosom aktivné redukovat (Lie a Owyang,
1973). Vyse uvedené zavery zatim vychazeji z dlouhodobych pozorovani pouze omezeného mnozstvi
lokalit po celé Ceské republice. Ac¢koliv jsou nékteré z efektt empiricky velmi napadné (napt. CD,
ktera se objevila na rybnicich Velky Bolevecky a TremoSensky po jejich revitalizaci, asem vSak sama

ustoupila) do budoucna je nezbytné najit vhodnou metodu, jak je ovéfit.

4.3. Nové poznatky o Trichobilharzia filiformis a mozné problémy s identifikaci

Nalezeni mezihostitele pro T. filiformis

V ramci intravitalniho i postmortalniho vySetfovani definitivnich hostitelti ptacich schistosom
bylo nejvice materialu z labuti (Cygnus olor). V nich byly pravidelné zjistovany rizné druhy ptacich
schistosom (viz kap. 3.1.2.), z nichZ nejcastéji byl nachazen druh Trichobilharzia filiformis. Ten dosud
nebyl plné popsan, proto byl nasledné zvolen jako vhodny objekt zajmu této diplomové prace. Druh
puvodné fazeny do rodu Pseudobilharziella byl popsan Szidatem v 1938 v labutich velkych C. olor
v Némecku. Nalezeni a popsani byli dospéli samci z cév kolem stieva a vajicka ze sliznice stieva
labuti. Dalsi zaznam o nalezu této motolice pochazi az z labuti C. olor z Nizozemi (Van Bolhuis et al.,
2004). V Ceské republice byl druh T. filiformis zachycen nékolikrat, vzdy pii parazitologickych
pitvach labuti a uréen pouze na zakladé¢ morfologie dospélcti a vajicek, lokalizace a specifita k
definitivnimu hostiteli (Rudolfovd a Horak, 2001; Sitko et al., 2006). Informace o mozZném

mezihostiteli i molekularni data chyb¢la.

Z materialu ziskaného pro ucely predkladané diplomové prace byla osekvenovana DNA
pochazejici z vaji¢ek ze seSkrabu stievni sliznice labuti, miracidii lihnutych z Cerstvého trusu labuti
posbiraného na plazich Velkého Boleveckého rybnika a cerkarii ziskanych z plzd rodu Gyraulus pti
experimentalni nakaze miracidii. Cerkarie byli sekvenovany pro kontrolu, zda druh pouzitych miracidi
a vyloucenych cerkarii souhlasi a nejedna se o smiSenou infekci riznymi druhy ptacich schistosom.
Vysledné sekvence byly porovnany s databazi a odpovidaly sekvencim ziskanym ze vzorka cerkarii
z plzt Anisus vortex, které byly autory studie zaméfené na cerkéarie z malych planorbidnich plza
oznaceny jako ,,Avian schistosomatid sp. 14 isolate AvM* (Aldhoun et al., 2012). Zatimco ptivodni
popisné morfologické prace zamérené na dospélce a vajicka neobsahovaly data z molekularnich
analyz, novodoba studie pracovala s cerkariemi, ze kterych sice byla ziskana sekvence, ovsem, tu

nebylo s ¢im porovnat a ani na zékladé¢ morfologickych dat je nebylo mozné blize zaradit.
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Prestoze byl A. vortex nalezen v pfirodé jako prirozeny hostitel vylucujici cerkarie
T. filiformis, experimentalni ndkazy prekvapivé uspésné nebyly. Divodem by mohl byt naptiklad
fakt, Ze neékteré druhy schistosom maji $irsi spektrum mezihostitelskych plzd, z nichz vsak jsou nektefi

pro vyvoj cerkarii vhodné;jsi.

Molekularni a morfologicka analyza vzorkl vajicek vyuzitych pro tuto diplomovou praci tak
propojila tradi¢ni popisné morfologické prace a molekularné biologicky pfistup. Umoznila ptifazeni
dospélct k sekvencim cerkarii z mezihostitelt, ktefi byli az do této doby pro druh 7. filiformis zcela
nezndmi. DalS§im voditkem, které napovédelo, Ze mezihostiteli 7. filiformis budou drobni planorbidni
plzi byli jiz dfive nalezeni plzi rodu Gyraulus ptirozené nakazeni cerkariemi se stejnou sekvenci
(Chanova, Leontovy¢, Bulantovd, nepublikovdno). Na zaklade€ téchto dat byly b&hem praci na
diplomovém projektu provedeny experimentalni ndkazy s n¢kolika druhy zejména planorbidnich plzi,

z nichz uspésné nakonec dopadla pouze infekce Gyraulus sp. (viz kap. 3.3.1.).

Komplikace pfi zavadéni chovu nového laboratorniho plze

V helmintologické laboratoti PiF UK jiz jsou zkuSenosti s chovem plzi ¢eledi Lymnaeidae,
nikoli v8ak s plzi ¢eledi Planorbidae, do které patti i rod Gyraulus, jez je predmétem vyzkumu. Plzi
vyuziti pro experimentalni ndkazy pochazeli z akvarii se zndmymi podminkami, pfesto jich vsak
zpocatku velké mnozstvi uhynulo. V pfipadé nadkazy 192 plz vSak doslo béhem prvnich osmi tydnii
k thynu vice nez poloviny plzl. Zpétné se zda, Ze to mohlo byt zplisobeno typem substratu, ktery byl
plzim poskytnut. V prvnich osmi tydnech byli v akvariu pouze vétsi kameny (frakce cca 10 cm), ty
byly nésledné vyménény za stérk (frakce cca 5 mm), ktery plzim Gyraulus sp. vyhoval vice. Po této
zméné substratu bylo zaznamenano zpomaleni thynu plzi. Diky hojnému vyskytu v akvariich lze
predpokladat, ze by plzi rodu Gyraulus mohli byt vhodnym modelem plze. Napiiklad druh
Planorbella duryi, jehoz chov v akvériich je rovnéz snadny, neni jako model vhodny, protoze jejich

infekce miracidii 7. filiformis byly netispésné.

Komplikace pfi manipulaci s cerkariemi T. filiformis

Cerkarie T. filiformis vyluCované Gyraulus sp. jsou v porovnani napiiklad s cerkdriemi druhti
T. szidati z plovatek rozméroveé mensi. Délka celého t€la cerkarie je u T. filiformis pramérmne 687 pm
oproti 965 um u 7. szidati (Podhorsky et al., 2009). S primérnou délkou 684 um jsou na tom podobné
naptiklad cerkarie druhu Dendritobilharzia loossi, vyuZzivajici rovnéz malé planorbidni plze jako
mezihostitele. Na zaklad¢ literatury se zd4, Ze by mohlo jit o pfizplGsobeni se parazita velikosti
mezihostitelského plze. Oproti druhtim T. szidati a T. regenti maji dale cerkarie T. filiformis Sirsi télo

v poméru k jeho délce (viz kap. 3.3.1.). I pomér délky téla a ocasku se mezi témito druhy li§i — u
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cerkarii 7. filiformis byl pozorovan delsi ocasni kmen oproti t€lu a zaroven krat$i furka oproti

ocasnimu kmeni.

Cerkarie T. filiformis vykazovali ve srovnani s 7. regenti a T. szidati vysokou pfilnavost
k riznym povrchiim. Jakdkoli manipulace s nimi proto byla velmi obtizna. V jamce mikrotitracni
desticky, v niz byly cerkéarie z plze vylucovany, cerkarie velmi pevné adherovaly predev§im do mist
styku stény se dnem jamky. Vyjimkou nebyla ani adheze ke sténé plastové Spicky na automatické
pipeté. Omezujici pro praci s cerkariemi bylo i mnozstvi, ve kterém byly z plzi vyluCovany. Priméme
bylo jednim plzem vylucovano 12 cerkarii, maximalné 97, coz je v porovnani s tisici vyluCovanymi
cerkariemi napftiklad druhu 7. szidati z plzG L. stagnalis zanedbatelné mnozstvi (Soldanova et al.,
2016). Tento fakt je zpisoben malymi rozméry plzi rodu Gyraulus (cca 3-5 mm) oproti zminénému
druhu L. stagnalis (4-5 cm) a byl shledan omezujicim i v pfipadé jinych vyzkumt, pro jejichz

uskutecnéni byli vyuzivani mali planorbidni plzi (Aldhoun et al., 2012).

Pfi barveni senzorickych papil cerkarii jsou Casto barveny i jiné struktury, které znesnadiuji
pozorovani chaetotaxe (Kock and Bockeler, 1999; Richard, 1971). V ptipadé cerkarii 7. filiformis
nebyly papily na ocasku popsany praveé kvuli Cetnym jinym strukturam, které byly rovnéz obarveny.
Chaetotaxe u 7. filiformis se rovnéz nepodafilo pozorovat zboku cerkarii z ditvodu vysoké prilnavosti
cerkarii acetabulem (viz kap. 3.3.1.) ke krycimu ¢i podloznimu sklicku. To znemoznovalo natoceni
cerkarii do vhodné polohy bez jejich ponic¢eni. Pozorovany tak byly pouze papily na ventralni a
dorzalni stran€ cerkarii. V porovnani naptiklad s cerkariemi D. loossi, které na prvni pohled mohou
svou morfologii i specifit¢ k mezihostiteli cerkarie 7. filiformis ptipominat, maji cerkarie 7. filiformis
celkové mensi pocet papil (11 na ventralni a 11 na dorzalni strané u 7. filiformis vs. 12 na ventralni a
12 na dorzalni stran€ u D. loossi) a znatelné se lisi i jejich uspotadani na téle cerkarii (Akramova et
al., 2011). Rozliseni druhit 7. filiformis a D. loossi je tedy mozné i bez pouziti molekularng
biologickych metod, a to na zaklad¢ chaetotaxe, ktera stale predstavuje uzite€ny nastroj pro druhovou

diferenciaci.

Specifita k definitivnimu hostiteli

Ptaci schistosoma druhu 7. filiformis byla dosud nachazena pouze u labuti velkych (C. olor).
V ramci experimentalnich nakaz kachen pti pokusu o zavedeni cyklu v laboratofi byla prostiednictvim
histologickych metod prokazana schopnost penetrace cerkarii 7. filiformis do kize kachnich nohou
(viz. kap. 3.3.1.). I pfes tspéSnou penetraci vSak nebyla v kachnach pozorovana zadna dalsi stadia.
Prezentovaé vysledky ukazuji, Ze kachny nepfedstavuji vhodného definitivniho hostitele pro T.
filiformis. ReSenim pro ovéfeni délky Zivota dospélych Gervil, Zivotniho cyklu a jeho zavedeni do
kontrolovanych podminek by mohla byt experimentalni nékaza trvale hendikepovanych labuti

chovanych v kontrolovanych podminkach nékterych zachrannych stanic pro volné Zijici zvitata.
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Ochota cerkarii penetrovat sav¢i kZi

Dalsimi experimentalnimi hostiteli byly laboratorni mysi a lid$ti dobrovolnici. V zZadném
z piipadii experimentalnich nakaz nebyla penetrace kize cerkariemi pozorovana. To potvrzuje
vysledky experimentti s lidskymi dobrovolniky provadénych s cerkariemi 7. filiformis jiz diive
(Bulantova, nepublikovano). Rovnéz byla obava, ze pfi¢inou epidemie CD na Velkém Boleveckém
rybniku je krmeni labuti, které jsou na tomto rybniku castym hostitelem 7. filiformis, a jejich
pritomnost na rybnice. To se v§ak nepotvrdilo. Nabizi se proto zavér, ze cerkarie druhu 7. filiformis

nedokazou pusobit cerkariovou dermatitidu u lidi.
SmiSené infekce u labuti

Pti parazitologickych pitvach labuti byla nalezena piedevsim vajicka 7. filiformis, ktera svym
tvarem, velikosti, lokalizaci a napadnou pocetnosti odpovidala pivodnimu popisu (Szidat, 1938).
Velké mnozstvi vajicek ve sliznici stieva (v fadu stovek) pfedstavuje vyhodu pro jejich urceni
(molekularn€ biologickymi metodami i na zakladé morfologie). Izolace dospélct T. filiformis, ktefi
byli lokalizovani (oproti vajickim) az v submukoéze stfeva, byla naopak velmi obtiznd z diivodu jejich
dlouhého a velmi tenkého téla a té€sného spojeni s tkani stieva. Obdobna situace je znama naptiklad i u
druhu 7. szidati, jehoz dospélce je téméf nemozné ziskat jinak nez ve formé drobnych fragmentt

nevyhovujicich pro ziskani potfebnych morfometrickych dat (Horak et al., 2002).

Presto se zmezenteridlnich cév labuti nakazenych T. filiformis dafilo ziskavat mnoZzstvi
dospélych ptacich schistosom. Az molekuldrni analyza téchto dospélcti vsak ukézala, ze jde
o dospélce druhu Allobilharzia visceralis. Diky jejich lokalizaci i v porovnani s 7. filiformis vétSim
rozmérum (Kolatova et al., 2006; Szidat, 1938). je mnohem snazsi je izolovat. Vajicka 4. visceralis
se navic vyskytuji v podobné lokalizaci jako vajicka T. filiformis, jsou v§ak mnohem méné pocetna (v
fadu jednotek na labut’) a fidce rozptylena po sliznici stieva. Divodem je pravdépodobné odlisna
lokalizace dospélct 4. visceralis, jejichz samice kladou vajicka do mezenteridlnich cév, odkud jsou do
stftevni sliznice zanaSena cévnim fecistém. Oproti tomu samice 7. filiformis produkuji vajicka do

pocetnych shlukt pfimo v submukdze stieva, odkud se dostavaji do vrstvy sliznice.

Spolu s ¢astou koexistenci téchto dvou druhti ptacich schsitosom v jednom hostiteli to bez
vyuziti nastroji molekularni biologie nebo podrobného studia morfologie mize mit za nasledek
zaménu dospélct A. visceralis za T. filiformis. Casto byla v labutich nachazena pouze vajicka
T. filiformis spolu s dospélci A. visceralis, pfi¢emz diky produkci Zivotaschopnych vaji¢ek byli velmi
pravdépodobné ptitomni i dospélci T. filiformis a vajiCka A. visceralis, které je vSak t¢z8i odhalit

z divodi uvedenych vyse.
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Vajicka ptacich schistosom navic béhem svého vyvoje ve tkani hostitele méni svoji velikost
(Horak et al., 2002). V nékterych pripadech proto mize byt pouze na zékladé vajic¢ek slozité urcit, zda
je pfitomen pouze jediny druh ptaci schistosomy, jehoz vajicka jsou v rizném stadiu vyvoje velikostné

(a nekdy i tvarove) odlisnd, nebo jestli se jedna o vice druhii (Rudolfova 2003).

Na zakladé pivodnich popisi je mozné rozlisit tyto dva druhy dle tvaru a velikosti vajicek,
v ptipad¢ dospélct je rozliSeni i s pivodnimi popisy t€z$i z divodu nedostatecné charakterizace obou
pohlavi u T. filiformis. Pro spolehlivé urceni jsou proto idedlni molekuldrné biologické metody.
V ptipadé jejich provadéni je vsak tfeba brat ohled na stav materidlu. Pro tispé$nou izolaci parazitarni
DNA je nutné pouzit materidl z Cerstvé uhynulé nebo utracené labute, ptipadné z ptaka, ktefi byli po
uhytu/utraceni okamzité zamraZeni. Bohuzel, uhynuli ptaci jsou v piirodé nachazeni ndhodné a
v rizném stadiu rozkladu. Pokrocilé rozkladné procesy tak v nékterych ptipadech izolaci parazitd a
jejich DNA komplikuje, nebo dokonce znemoznuje. Odpovidd tomu i malé mnozZstvi uspé$né
sekvenovanych vzorkd vajicek a dospé€lct. V této praci byla molekularni analyza provedena na 18
vzorcich s vajicky 7. filiformis, Gspé$na vsak byla pouze v ptipadé Ctyf vzorki. U dospélcti urCenych
predbézné jako A. visceralis, se podafilo ziskat DNA ze tii fragmentd izolovanych z riznych labuti

z celkového poctu 12 vzorkd.
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4. ZAVER

Predkladana diplomova prace poskytuje uceleny piehled o vyskytu a rozsiteni ptacich schistosom a
cerkariové dermatitidy v Ceské republice v obdobi mezi lety 1966-2020 v podobé interaktivni mapy,
ktera je aktudlné piistupnd pouze interné, a souhrnné pirehledové mapy umisténé na webovych
strankach helmintologické laboratoie PfF UK. Dale se pokousi shrnout a zhodnotit faktory potencialné
ovliviiyjici vyskyt ptaCich schistosom i cerkariové dermatitidy, kterou ncktefi ztéchto paraziti
zpisobuji u lidi. Snazi se nastinit mozné vyuziti téchto faktorti pfi omezovani vyskytu ptacich
schistosom zejména na lokalitach vyuZzivanych pro koupani a rekreaci. Dostupnost materialu na
sledované lokalit¢ umoznila rovnéz blize charakterizovat jeden zdruhli ptacich schistosom
(Trichobilharzia filiformis), u kterého se podafilo vyplnit mezery ve znalostech o biologii, moznych
mezihostitelich i schopnosti napadat sav¢i hostitele a stim spojeného potencidlu pro plsobeni

cerkariové dermatitidy.
Hlavni cile dosazené v této praci jsou nasledujici:

e Na zédkladé dostupnych zdroji v podobé odbornych c¢lankl, zavéreCnych praci studenti
vysokych $kol, zaznami hygienickych stanic a zdravotnich ustavt, Ustnich sdéleni, zprav ve
sdélovacich prostiedcich i vlastniho Setfeni byla vytvoiena specializovana interaktivni mapa
(prozatim dostupna jen pro interni ucely) poskytujici ptehled o vyskytu a distribuci ptacich
schistosom a cerkariové dermatitidy v Ceské republice mezi lety 1966 a 2020. V online
rezimu je po rozkliknuti konkrétniho bodu mozné zobrazit podrobné&jsi zaznamy vcetné
historie dokumentovanych zachytl, zjisténého druhu a stadia ptaci schistosomy, informaci o
metodach, jakymi byly paraziti urceni, i zdroje, ze kterého zdznam pochazi. Na zakladé
stejnych dat byla dale vytvofena piehledova, vefejné umistnénd mapa na strankach

helmintologické laboratote PiF UK (www.helminthology.cz) pro vSeobecné vyuziti odbornou

i ostatni vefejnosti.

e Na modelové lokalité jsme se jsme se snazili zjistit, zda je realizovatelny vyzkum ptacich
schistosom na vefejnych lokalitich. Modelova lokalita s osmi rybniky s rozdilnou historii,
rozlohou, vyuZzitim i typem hospodareni byla zvolena vhodné a pfinesla mnozstvi zajimavych
hodnotami pH, z nichz je mnoho vystupt. Ty je tfeba spravné statisticky uchopit a vyhodnotit
pro odhaleni vyznamu konkrétnich faktori nebo zasaht do chodu lokality tak, aby do
budoucna bylo mozné vyuzit je pro predikci vyskytu ptaCich schistosom na lokalitach a
zaroven i1 pro stanoveni ucinnych opatieni pro kontrolu cerkariové dermatitidy na vodnich

plochach urcenych ke koupani.
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Diky propojeni ptivodnich morfologickych popist s daty ziskanymi molekularné biologickymi
metodami se podatilo pfifadit konkrétni izolat ptaci schistosomy z Anisus vortex k dospélcim
T. filiformis z labuti velkych (Cygnus olor). Experimentalnimi ndkazami se navic podafilo
prokazat dals§iho vhodného mezihostitele pro tuto ptaci schistosomu — plze rodu Gyraulus.
Nepodarilo se prokazat dlouhodoby uspésny vyvoj 7. filiformis v experimentalné nakazenych
kachnach, jako jediny zndmy definitivni hostitel tak zGstava labut’ velka (C. olor). Kromé
nového podrobného morfologického popisu cerkarii 7. filiformis obsahuje diplomova prace i
data o vyvoji a produkci cerkarii v mezihostitelskych plzich a diskutuje i jejich nizky potencial

pusobit u sav¢ich hostitelt véetné lidi cerkariovou dermatitidu.
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PRILOHY

Priloha 1

Zaznamy ptacich schistosom a CD na Uzemi Ceské republiky z let 1966-2020 za vyuZiti réiznych zdrojd

véetné vlastniho vy3etfovani

Priloha 2

Prehled naméfenych parametr( a nalezenych vodnich plz{ v ramci sledovani faktora ovliviiujicich
vyskyt ptacich schistosom v obdobi od fijna 2018 do Unora 2020

Ptilohy 1 a 2 jsou z diivodu velikosti tabulek umistény na CD ptilozeném k diplomové praci.
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Priloha 3

Vzor pitevniho protokolu pro zdznamy vysledk( z pitev vodnich ptakd

Pitevni protokol

Druh Zivocicha:
Identifikace (€. krouzku):
Pavod Zivocicha:
Pohlavi:

Stari:

Stav kadaveru:
Lokalita nalezu:
Vodni plocha:
Datum nalezu:
Datum uhynu:
Datum pitvy:
Pitvu provedl:

Stav zvirete:

Parazitologické nalezy:
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