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Abstrakt

Motolice ¢eledi Schistosomatidae piedstavuji vyznamné zdravotni riziko zejména pro obyvatelstvo
tropt a subtropti. Pro uc¢innou prevenci a kontrolu jejich vyskytu je dtlezité volit vhodné nastroje k
jejich detekei a diagnostice. Tylze vyuzit na urovni mezihostitele, obratlov¢iho hostitele nebo 1 vnéjsiho
prostfedi. Pfedklddand prace je souhrnem a porovnanim zndmych mikroskopickych, molekulérné-
biologickych a imunologickych metod detekce ¢i diagnostiky riznych vyvojovych stadii zejména
lidskych schistosom ptisobicich schistosomozu, ale i kosmopolitné se vyskytujicich ptacich zastupct

Geledi, kteii jsou znami i z Ceské republiky jako ptivodci cerkariové dermatitidy.

Kli¢ova slova

Detekce, diagnostika, hostitel, eDNA, Schistosoma, Trichobilharzia

Abstract

Schistosomatid trematodes are important human pathogens mainly in tropical and subtropical areas
worldwide. Thus, the use of reliable detection and diagnostic tools is necessary for effective prevention
and control of these parasites. The methods used can be performed at the level of an intermediate host,
vertebrate host or even the external environment. This bachelor thesis summarizes and compares known
microscopic, molecular, and immunological methods used for detection and diagnostics of various
ontogenetic stages of predominantly human schistosomes causing schistosomiasis, but also of avian
representatives of the family,widely distributed in temperate zone including Czech Republic and known

as causative agents of cercarial dermatitis.
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Molekularni xenomonitoring
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Polymerase chain rection / polymerazova fetézova reakce
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1 Uvod

Parazitické motolice Celedi Schistosomatidae (Trematoda — Digenea) piedstavuji vyznamné
zdravotni riziko pro obyvatele zejména tropickych a subtropickych oblasti Afriky, Asie a Jizni Ameriky
(WHO, 2009). V oblastech mirného podnebného pasma se oproti tomu vyskytuji problematické zvifeci
druhy schistosom, které v ¢loveéku sice nedospivaji, ale mohou zpiisobit tzv. cerkariovou dermatitidu
(Horak et al., 2002; Wang et al., 2009). Pro u¢innou kontrolu onemocnéni piisobenych schistosomami

je mj. dilezitd moznost jejich spolehlivé detekce.

Pistupy vyuzivané pii detekci a diagnostice lze rozdélit do tii kategorii; tj. na uroveni detekce
v mezihostiteli, v definitivnim hostiteli a v prostfedi. Nejstar§i pouzivané metody byvaji zaloZzeny na
mikroskopické analyze. Tu vSak provazi omezena senzitivita a naro¢nd, Casto az nemozna druhova
determinace paraziti. K feSeni téchto problémii od ptelomu tisicileti vyrazné pfispély metody
molekularné-biologické. Pro vysoké naklady na vyvoj téchto metod i nezbytné pfistrojové vybaveni se
vsak ve zdravotnické praxi az na vyjimky zatim nevyuzivaji. Uz nyni vSak existuji snahy o jejich
zafazeni mezi bézné vysetfovaci parazitologické metody, coZ je spojené i se snizovanim naklad na
vySetfeni (Abath et al, 2006). Dal§imi pfistupy, vyuzivanymi zejména v oblasti diagnostiky

schistozomdzy u lidskych pacientt, pak jsou metody imunologické (Hinz ef al., 2017).

Snahou této bakalarské prace je vytvorit piehled detekénich a diagnostickych metod se zaméfenim
na schistosomy, a to jak lidské ve spojitosti s humanni schistosomodzou, tak i ptaci zodpovédné za
cerkariovou dermatitidu. Dirraz je pfitom kladen na objasnéni mechanismut téchto metod, vycet jejich
vyhod a nevyhod v souvislosti s vyuzitim v praxi. Zdroji, ze kterych tato prace Cerpa, jsou odborné
publikace zabyvajici se detekci a diagnostikou zejména lidskych druhti schistosom. Z nich pak casto
odvozeny i metody modifikované pro tutéz problematiku feSenou u ptacich druhii. Kromé jiz béznych
laboratornich postupil vychazejicich z vySetfovani mezihostitelskych plzii nebo obratlovcich hostiteli
se prace zabyva i novou moznosti detekce environmentalni DNA (eDNA) parazitli z vodniho prostfedi,
jejiz optimalizace pro ptaci schistosomy pusobici cerkariovou dermatitiu i porovnani s tradicnimi

vySetfovacimi metodami bude hlavnim tématem navazujici diplomova prace.



2 Biologie schistosom

Schistosomy (Digenea, Schistosomatidae) patii mezi dvouhostitelské motolice vyuzivajici jako
definitivniho hostitele (DH) savce nebo ptaky. Dle lokalizace v DH je lze délit na nasalni (dospélci ziji
v cévach nosni sliznice) a viscerdlni (dospélci se nachédzi v tkanich ¢i cévach vnitinich organt).
Schistosomy jsou gonochoristé, s vice ¢i méné vyraznym pohlavnim dimorfismem v zéavislosti na
taxonomické skupiné (Snyder & Loker, 2000). Biologie schistosom je v mnoha ohledech podobna u
vetSiny druhti. V souvislosti s tématem bakalaiské prace je pro ilustraci Zivotniho cyklu a ujasnéni
pozice Cloveéka v ném pouzito nejcastéji detekovanych lidskych zastupch Schistosoma mansoni, S.
japonicum a S. haematobium a ptacCich druhl schistosom zplsobujicich u ¢loveka cerkéariovou
dermatitidu. V CR se jedna nejéastéji o druhy Trichobilhrazia franki, T. szidati nebo T. regenti
(Rudolfova et al., 2007). Znalost Zivotnich cykll, hostitelské specifity a lokalizace konkrétnich druhii
v daném stadiu je dulezitd z hlediska mozné diagnostiky, detekce v terénu i planovani laboratornich
experimentt.

Dospélci lidskych schistosom se v DH nachazeji v cévach riznych organd v zavislosti na druhu u
S. mansoni okolo tlustého stteva, v piipad€ S. japonicum kolem tenkého stieva, u S. haematobium okolo
mocového méchyte, ptipadné i rekta nebo urogenitalniho traktu. Oplozené samice kladou vajicka, ktera
se v idealnim ptipadé dostavaji z cév do lumen vnitinich organti, odkud odchazeji z téla DH se stolici
(S. japonicum a S. mansoni) nebo s mo¢i (S. haematobium). Z vajic¢ka se po kontaktu s vodou na zaklad¢
snizeni osmolarity lihne obrvené, neparazitické, larvalni stadium - miracidium. Miracidia penetruji do
svého mezihostitele (MH), vodniho plze. V ném se vyvinou v matefskou sporocystu. Asexualnim
mnozenim dochdzi ke tvorbé dcefinych sporocyst, produkujicich jak cerkarie, tak dal$i dcefiné
sporocysty. Vyvinuté cerkarie (larvalni stadium infek¢ni pro obratlovce) opoustéji svého MH a na
zéklade svételnych a chemickych stimuld zacnou ve vodnim prosttedi vyhledavat svého DH (Cloveka).
Cerkarie penetruji jeho kazi, pficemz odhazuji ocasek, vyprazdiuji penetracni Zldzy a méni tegument.
Z cerkarii se stdvaji schistosomula, ktera jsou cévnim systémem odnasena do plic, dale do srdce a jater,
kde dospivaji a paruji se. Z jater migruji do své finalni lokalizace, kde kopuluji a produkuji vajicka (viz
Obrazek 1) (McManus ef al., 2018; Nelwan, 2019).

Ptaci schistosomy maji zivotni cyklus velmi podobny, jejich DH jsou vSak ptaci. Visceralni druhy
ptacich schistosom se podobné¢ jako lidské schistosomy vyskytuji v cévach riznych vnitinich organt
v zavislosti na druhu. Dospélci — T. franki se napiiklad vyskytuji v jaternich cévach (Miiller & Kimmig,
1994), T. szidati v cévach stfeva (Neuhaus, 1952). Vaji¢ka obou druhi opousti DH spolu s trusem a po
kontaktu s vodou se z nich lihnou miracidia.

Nasalni druh 7. regenti oproti tomu migruje skrze michu ptes ¢ichové nervy do cév sliznice nosni
dutiny, ve které jsou pak lokalizovana i vaji¢ka. Ta se na rozdil od visceralnich druht lihnou jiz v DH,
tudiz v izoosmotickém prostiedi. Poté, co vylihlé miracidium penetruje do MH (vodniho plze), dochazi
stejné jako u lidskych schistosom k jeho transformaci na matefskou sporocystu a naslednému vyvoji
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dcefinych sporocyst a cerkarii. Vyvinuté cerkarie opousti MH a vyhledavaji svého ptacitho DH.
V ptfipadé, Ze penetruji do kize ¢lovéka (nebo jiného savce), mohou zpisobit tzv. cerkariovou
dermatitidu. (viz Obrazek 2). V savéim hostiteli pak dochazi pouze k omezenému vyvoji a migraci
schistosomul, ktera nedospivaji. Clovék je tak u pta¢ich schistosom v pozici tzv. nahodného hostitele

(Horak et al., 2002).

ODPDx Lidské schistosomy
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® O
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Obrazek 1: Schéma zivotniho cyklu vybranych druht lidskych schistosom. — 1. Vajicka opousti DH ve stolici (S.
manosni, S. japonicum) nebo v moci (S. haematobium), 2. Z vajicek se v hypotonickém prostiedi vody lihnou miracidia, 3.
Miracidium penetruje do plze (druh motolice — druh plze: S. haematobium — Bulinus spp., S. japonicum — Oncomelania spp.,
SM — Biomphalaria spp.), 4. V plzi se vyvijeji matfeské a dcefinné sporocysty (asexualni mnozeni), 5. Cerkarie opousti plze a
plavou volné ve vod¢, 6. Cerkarie penetruji kuzi DH (Cloveék), 7. Cerkarie ztraci ocasek a stava se schistosomulem, 8.
Schistosomula jsou unédsena krevnim fecistém DH, 9. Dostavaji se do jater, kde pohlavné dozravaji a paruji se, 10. Dospélci
migruji do: A,B) mezenterickych cév stfeva/rekta, C) do Zilniho systému mocového méchyie, kde kladou vajicka, jeZ jsou

nasledné vyloucena. Upraveno z angl. originalu dle CDC - Schistosomiasis - Biology, 2019.
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Obrazek 2: Schéma zivotniho cyklu ptacich visceralnich schistosom zptsobujicich cerkariovou dermatitidu — 1. Vajicka
jsou u visceralnich druhl ptacich schistosom vyluovana s trusem, 2. Po kontaktu s vodou se vajicka lihnou a uvoliiuji
miracidia, 3. Miracidium penetruje MH plze, kde se posléze vyviji, 4. Cerkarie penetruje svého DH, migruje skrze jeho cévy,
dospivaji a kopuluji, 5. Pfi napadeni ¢lovéka zptsobuji cerkariovou dermatitidu. Upraveno z angl. originalu dle CDC - DPDx

- Cercarial Dermatitis, 2019



3 Metody determinace schistosom

Determinacni metody slouzi k taxonomickému zafazeni zkoumanych organismu. Toho se vyuziva
pii detekci zaméfené na hledani konkrétniho parazita na rtzné taxonomické urovni. Determinace
objektd zajmu (v pfipade této bakalarské prace schistosom) byva zalozena na hodnoceni morfologickych
znakl, hostitelské specifity, vysledkii molekularné-biologické analyzy a v omezené mife i na

imunologickych metodach.

3.1 Determinace schistosom na zikladé morfologickych znakii

Morfologické znaky jsou obvykle hodnoceny mikroskopickymi metodami. Taxonomicka Uroven,
na kterou Ize takto motolice zafadit, se vSak u riznych zivotnich stadii 1isi. Vajicka schistosom jsou
obvykle tenkosténnd, bez hnédavého nadechu skotapky, bez operkula, spozorovatelnym vyvijejicim se
miracidiem uvnitt (Bilharz, 1856). Tvar a velikost schistosomich vaji¢ek se napti¢ druhy mutze list, pro
presnou druhovou determinaci vSak tyto znaky obecné vyuzity byt nemohou, a to kviili mezidruhové
podobnosti, 1 kvili faktu, ze vajicka svoji velikost béhem vyvoje miracidia méni (Jurberg et al., 2009).

Dokonce i vajicka tfi nejrozsifengjSich lidskych schistosom (S. mansoni, S. japonicum.
S. haematobium) s typickym tvarem a pozici trnd ¢i vy¢nélka tak nemusi byt pii porovnani s ostatnimi
druhy rodu Schistosoma vzdy spolehlivé rozpoznatelna. (Candido et al., 2018). Jesté komplikovangjsi
je pak situace u ptacich schistosom, z nichz mnohé, napt. z rodu Trichobilharzia, se vyznacuji takika
totoznym protahlym vietenovitym tvarem s typickym hackem na jednom z konct. Dal§im pomocnym
ukazatelem se proto Casto stava lokalizace vaji¢ek v definitivnim hostiteli (viz Biologie schistosom, str.
2) odpovidajici finalni lokalizaci dospélct (Horak et al., 2002).

I kdyZ miracidia schistosom vykazuji rozdily v poc¢tu a usporadani ciliarnich desti¢ek, v morfologii
penetracnich Zlaz, v ultrastruktufe terebratoria nebo v uspotradani zarode¢nych bunék do klastrii, bézné
se pro identifikaci druhu nevyuzivaji (Hordk et al., 2002). To pravdépodobné souvisi s obtiznymi
moznostmi ziskavani miracidii pro identifikaci i s naro¢nosti metod, které ptislusné znaky dokazou
odhalit (histologie, barveni dusi¢nanem stfibrnym, elektronova mikroskopie). Stejné tak pii determinaci
na zaklad¢é morfologie nelze vyuZit ani sporocyst, jelikoz specifické struktury odlisujici jednotlivé druhy
nebo i vyssi taxonomické skupiny u nich prakticky chybi (Horak et al., 2002)

Cerkarie schistosom jsou od cerkarii ostatnich motolic snadno rozeznatelné na zaklad€ morfotypu,
chovani cerkarii ve vodnim sloupci ¢i hostitelské specifity (Haas, 1994; Horak et al., 2002). Druhova a
v nékterych pfipadech i rodova determinace je vSak obtizna az nemozna. V omezené miie mohou byt
urcujicimi znaky charakteristika exkrecni soustavy nebo pocet a rozmisténi senzorickych papil (Islam,
1986; Horak et al., 2002; Podhorsky et al., 2009), coz jsou vSak metody kladouci vysoké naroky na
pozorovani.

Dospélce schistosom lze Casto urcit az na troven druhu na zakladé velikosti a charakteristického
tvaru jejich tél, specifickych tegumentalnich utvarti (tuberkull) nebo dle poctu, pozice a velikosti

vnitinich organt, zejména pak pohlavni soustavy, ptitomnosti ¢i absence ptisavek, velikosti canalis
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gynecophorus u samct atd. (Farley, 1971; Horak et al., 2002). U ptacich schistosom, které kvili
extrémné tenkému a kiehkému télu neni vzdy mozné pfi pitveé ziskat v celku (Ashrafi & Brant, 2020)

vSak na parametry jako pocty varlat nebo celkova délka nelze spoléhat.

3.2  Molekularné-biologické metody

Molekularné-biologické metody pfifadi parazita do druhu (nezavisle na jeho stadiu) na zaklade
sekvence jeho DNA. Aby bylo mozné DNA analyzovat, je potfeba ji nejprve namnozit pomoci
amplifika¢nich postupt (PCR, LAMP). K tomu jsou vyuzivany specifické primery cilici na konkrétni
useky DNA, jez slouzi jako molekuldrni markerys; tj. jejich sekvence jsou dostate¢n€ unikatni pro danou
taxonomickou uroveil. Pii determinaci a detekci schistosom je nejcasteji vyuzivana mitochondrialni
DNA (gen pro cytochrom c oxidazu I — CoxI) a ribozomalni DNA v podobé¢ tzv. ,,Internal Transcribed
Spacers* (ITS-1 a ITS-2), malé 18S podjednotky, velké 28S podjednotky. (Hanelt et al., 1997; Dvorak
et al.,2002; De et al., 2019). Vyuzit Ize 1 primery cilené na tandemové repetice, napi. Dral (Hamburger
et al., 2001). Podminkou pro uspésné taxonomické zarazeni studovaného organismu je moznost
amplifikovany a osekvenovany tsek porovnat s jiz existujicimi zdznamy v databazich, napt. GenBank,
BOLD, atp. (Cipriani et al., 2011).
3.2.1 Amplifikaéni metody pro molekulirni determinaci

Zdrojem DNA pro molekularni determinaci schistosom miZze byt jakékoli stadium z MH nebo DH
ziskané intravitalné ¢i postmortalng, piipadné i environmentadlni DNA (eDNA) zisana z prostredi.
Material je dale zpracovavan pomoci amplifikacnich metod. Diky pouziti specifickych primert lze pro
analyzu vyuzit i parazitologicky material z pedchozich mikroskopickych analyz s pfimési jinych
biologickych kontaminant (hostitelska tkan, zbytky potravy, plankton).
PCR

Polymerazova fetézova reakce (,,Polymerase Chain Reaction”; PCR) je molekularni metoda, jez
slouzi k fizené amplifikaci vybraného tseku DNA (viz Obrazek 3). Jejim principem je cyklické
zahiivani DNA v piistroji zvaném termocykler, diky kterému dochazi k denaturaci dvojvlakna DNA.
To je tak zptistupnéno sekvenéné specifickym primeriim, které umozni nasednuti termostabilni DNA
polymerazy. K reakci jsou zapotiebi dva sekvenéné odlisné primery vybrané tak, aby ohranicovaly tsek,
ktera ma byt zmnoZen (napt. ITS-1, IT-2). Opakovanym zahfivanim, denaturaci, nasedanim primerd a
syntézou je docileno toho, Ze se mnozstvi DNA pfi kazdém cyklu zdvojnasobi. Tento cyklus se 20-
30krat opakuje. Produkty amplifikace jsou nasledné separovany pomoci gelové elektroforézy (Mullis et

al., 1986; Alberts, 2008).
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Jjednovidaknovou DNA nasedaji primery, jez umoziuji zahdjeni dosyntetizovani komplementarniho viakna dle jednovliknové
predlohy. Kazdym cyklem vznika 2" kopii, n se rovnd poctu cykli. (Enzoklop (2020), English: Schematic mechanism of PCR.
Dostupné z: https://commons.wikimedia.org/wiki/File: Polvmerase_chain_reaction-en.svg, citovani dne 4.8.2021).

LAMP

Alternativni metodou k PCR je metoda LAMP (,,Loop-mediated Isothermal Amplification®). Tato
metoda je taktéz zalozena na amplifikaci urcitého tiseku DNA. K samotné namnozeni DNA je vSak
pfistupovéno rozdilné. Tento proces na rozdil od PCR probiha v izotermickych podminkéch, neni tudiz
zapotiebi disponovat specialnimi pfistroji. Hlavnimi komponentami jsou vzorek DNA, DNA
polymeraza a 4-6 primerd rozpoznavajicich 6-8 riiznych oblasti. Primery jsou navrzeny tak, aby
v prabéhu amplifikace dochazelo k tvorbé rizné vétvenych dvojvladken DNA se smyckami (Notomi et

al., 2000; Notomi et al., 2015).

3.3 Imunologické metody

Pro determinaci imunologickymi metodami se vyuzivaji antigeny specifické v nékterych ptipadech
az na uroven druhu pochézejici z riznych stadii. Vyuzivaji se obvykle jako soucast detekce konkrétniho
parazita €i skupiny paraziti béhem imunodiagnostickych vySetteni, nikoli jako samostatné metody

determinace (Hinz et al., 2017).


https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Polymerase_chain_reaction-en.svg

4 Detekce schistosom v mezihostiteli

Motolice z celedi Schisomatidae vyuzivaji béhem svého Zivotniho cyklu mezihostitele (MH)
v podobé vodnich plzt (viz Biologie schistosom, str. 2). Sbér plzi a jejich kontrola na vylucovani
infek¢nich stadii (cerkarii) po nasviceni stale patii v soucasné dobé k nejhojnéji vyuzivanym metoddm
detekce lidskych i ptacich schistosom na lokalitach, kde se jejich vyskyt sleduje. Intravitalni detekci
parazitil, pfi niz nedochézi k usmrceni MH, Ize provézt také odbérem a analyzou vzorkt télnich tekutin
plzt. Pro zjisténi pritomnosti larvalnich stadii schistosom jesté pted jejich vylu¢ovanim mimo télo MH
je mozné vyuzit také postmortalni detekci, pfi niz jsou MH usmrceni a pitvani na ptfitomnost parazitii
v jejich tkanich (Caron et al., 2008) nebo homogenizovani pro analyzu molekuldrnimi metodami (Schols

etal.,2019)

4.1 Metodika a mechanismy detekce schistosom v mezihostiteli

Pro ucely detekce schistosom v MH je potieba nejprve provézt jejich sbér. Ten probihd obvykle
v ptibfeznich pasmech, kde se plzi pfirozené¢ vyskytuji na kamenech, dn€, vodnich rostlinach, ¢i se
pohybuji zespoda na vodni hladin€. Odtud jsou sbirdni bud’ ru¢n€, nebo pomoci cednikd (Aldhoun et
al., 2009; Soldanova et al., 2010; Selbach et al., 2020). Pouziti téchto nastroji pfi sbéru je efektivné;jsi
vodou potencidlné obsahujici cerkarie schistosom (Mandahl-Barth, 1962).

Zpusob transportu plzii do laboratote k dalSimu zpracovani zavisi na zvolené metodé detekce
parazitl. Pokud je zvolena intravitalni detekce, je tieba snizit umrtnost plzil pfi transportu na minimum.
V odbornych ¢lancich je metodika transportu zivych jedinct obvykle popisovana jen sporadicky nebo
vibec, zvyklosti se Casto li$i i mezi riznymi laboratofemi.

Pro ptepravu se obvykle vyuzivaji plastové vzorkovnice s vikem ¢i polyethylenové sacky
(Wolmarans et al., 2002; Kaewkes et al., 2012). Claugher (1960) doporucuje plze ihned po sbéru vlozit
do malych polyethylenovych sacki, do kterych je pfidano trochu mokré travy, mechu, filtra¢niho papiru
¢i bavinéné vaty. Pridanim téchto mékkych materialti dochazi k eliminaci vzajemnych narazt ulit a
zaroven se takto 1épe udrzuje vlhké prostiedi; ve vodé by oproti tomu mohlo dochazet k nezddoucim
naraztm plzu, ptipadné k jejich uduSeni. Uzaviené a datem, mistem sbéru a typem stanovisté oznacené
pytliky jsou nasledné vkladany do tepeln€ izolovaného ptepravniho boxu vychlazeného na cca 16 °C.
Oproti tomu Mandahl-Barth (1962) pro transport plzii nepouziva sacky, ale blize nespecifikované
nadoby, zminuje vSak, Ze by do jedné nemély byt ddvany malé, kiehké a velke, t€zké druhy zaroven.
Kombinaci obou postupti (vyuziti Sirokohrdlych nadob vyplnénych mékkym materialem bez vody
k pfevozu plzt rozttidénych dle velikosti) vyuziva i Helmintologicka laboratof na katedfe parazitologie
PiF UK (Bulantova, osobni sd¢leni).

PIzi urceni k postmortalni detekci pomoci molekuldrnich metod mohou byt fixovani na misté v
roztoku ethanolu. Toto se vSak v praxi vyuziva zfidka, vétSinou jen pii pfepraveé na delsi vzdalenosti,

kdy se predpoklada vysoka umrtnost plzi (Fuss et al., 2020).
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4.1.1 Mikroskopické metody detekce schistosom v mezihostiteli

V mezihostiteli se nachazi stadia od dcefinych sporocyst pfes matefské sporocysty az po cerkarie.
Mikroskopickymi metodami 1ze pfitomnost schistosom v MH odhalit v patetni fazi infekce stimulaci
vyluCovani cerkarii. Rané nebo prepatentni faze infekce MH pak Ize mikroskopicky potvrdit béhem
parazitologické pitvy plze.

Stimulace plzi k vylu€ovani cerkarii:

Sledovani vylucovani cerkarii z plzii je jedna znejdéle pouzivanych intravitalnich metod
umoznujici zjistit patentni fazi infekce plze motolicemi (Cort, 1922). Zcela univerzalni metodika vSak
neexistuje a postupy se v konkrétnich védeckych pracich li§i napt. v délce expozice plzl svétlu.

Pred vysetfenim jsou plzi oplachnuti pod tekouci vodou kvili zamezeni vzdjemné kontaminace
cerkariemi vyloucenymi béhem transportu a vkladani jednotlivé do malych prihlednych nadob ¢i
kultiva¢nich desticek s odstatou vodou. (Kaewkes et al., 2012; Bakuza et al., 2017; Doanh et al., 2018).
V den sbéru, nejpozdéji vsak dalsi den, jsou plzi pfi teplote 20-25 °C vystaveni po dobu nékolika hodin
zdroji svétla o vysoké intenzité (Sharif ef al., 2010; Cipriani et al., 2011; Selbach et al., 2020).

Kombinace teploty a intenzity svétla se vyuziva k navozeni podminek, v nichZ maji cerkarie
nejveétsi pravdépodobnost nalezeni dalSiho hostitele a svého MH ptirozené opousti. Z divodu
ptirozeného vylucovani nékterych cerkarii v noci ¢i v brzkych rannich hodinach je proto vhodné
vySetfeni zopakovat po probéhlé temné periodé (Born-Torrijos et al., 2014) U vétSiny schistosom
dochazi k vylu¢ovani vétsinou pies den (Théron, 2015), nebo béhem rannich hodin (Soldanova et al.,
2016).

Makroskopicky lze cerkarie schistosom od ostatnich skupin motolic odlisit na zakladé specifického,
pozitivn¢ fototaktického chovani (Horak et al., 2002). Pod mikroskopem je dale v nativnim stavu
odhalen zakladni morfotyp; v piipad¢ schistosom jde o ocelatni nebo anocelatni furkocerkarie
s viditelnymi penetracnimi zlazami a acetabulem (Frandsen & Christensen, 1984).

Pozorovanim konkrétnich morfologickych znakli v kombinaci s hostitelskou specifitou k MH lze u
nekterych skupin motolic dosdhnout uréeni cerkarii az na troven rodu (Faltynkova et al., 2007).
V ptipad¢€ schistosom jsou si vSak cerkarie natolik podobné, ze pro jejich pfesnou determinaci je
nezbytné pouzit specialni barvici, nebo molekularni metody (viz Metody determinace schistosom, str.
5). Po vylouceni jsou proto cerkarie koncentrovany a fixovany, napt. v ethanolu ¢i formaldehydu podle
dalsiho zpracovani (Sharif et al., 2010).

Pitvy plzu:

Detekce paraziti pomoci parazitologické pitvy mezihostitele vyzaduje znalost biologie a
morfologie parazita, ale i anatomie mezihostitelského plze. Na zakladé toho jsou v té¢le MH vyhledavany
tkang, ve kterych dochazi k vyvoji riznych stadii parazita.

Velmi malé druhy plzt s tenkou ulitou mohou byt vySetfovany metodou roztlaku celého plze mezi
dvéma sklenénymi destickami nebo podloznimi skly. U vétSich druhti je nezbytné nejprve rozdrtit
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nebo rozlomit posledni zavit ulity pomoci pinzety s naslednym vytazenim mékkého téla plze ze zbytku
schranky (Sharif ef al., 2010). Ve stereomikroskopu je pak na Petriho misce s malym mnozstvim vody
pozorovan zejména hepatopakreas, pficemz jiz jeho zménénd barva a struktura mohou poukazovat na
pfitomnost larev riznych druhtt motolic, zejména v podobé€ dcetinych sporocyst (Choubisa ef al., 2012).
Jejich ptitomnost je poté potvrzovana na roztlakovych preparatech pod mikroskopem.

4.1.2 Molekularni metody detekce schistosom v mezihostiteli

Molekularni metody detekce jsou zalozeny na rozpoznani parazitairni DNA mezi DNA tkdné
hostitele, coz je znamé jako molekularni xenomonitoring (MX). Ten je Gsp€$né vyuzivan i v ptipadé
detekce schistosom uvniti mezihostitelskych plzd, a to jiz od ranych fazich infekce (Schols et al., 2019)

Material pro MX lze ziskat intravitaln¢ odbérem hemolymfy vySetiovanych plzi, ktefi jsou pfedem
oplachnuti, osuSeni a nasledné¢ podrazdéni na noze, ¢imz je stimulovano vylucovani hemolymfy
hemalnim pérem (Steiger, 2018). Hemolymfa odebrana pipetou obsahuje u pozitivnich jedincii tzv.
volnou cirkulujici DNA (,,Circulating free DNA®; ,Cell-free DNA®“; cfDNA) detekovatelnou
molekularnimi metodami. Postmortalné 1ze material ziskat prostou homogenizaci téla plze skalpelem,
nlzkami, homogenizatorem zbaveného ulity (Schols et al., 2019), nebo v¢etné ni (Thanchomnang et al.,
2011).

Material odebrany pro XM, ktery neni ureny k okamzitému zpracovani, lze fixovat v ethanolu
(Schols et al., 2019). V dal§im kroku je extrahovana DNA, a to nejcastéji pomoci komeréné dostupnych
kitt, které jsou specialné navrZzeny na extrakci nukleové kyseliny z konkrétniho typu tkané (v ptipade
plzt bohaté na mukopolysacharidy, které mohou extrakci vyznamné ovlivnit). Vyuziva se rovnéz fenol-
chloroformové extrakce (Jannotti-Passos et al., 2006; Caron et al., 2008; Abbasi ef al., 2010). Timto

krokem je tak DNA pfipravena pro dalsi zpracovani jednou z molekularnich detek¢nich metod.

PCR

Nejcastéji pouzivané molekularni metody detekce parazitii jsou zaloZeny na polymerazové fetézové
reakci (,,Polymerase Chain Reaction®; PCR) popsané blize u molekularnich metod determinace (viz
PCR, str.6). Vyuziti této metody pro detekcei je vSak odlisné oproti pfistupu pro druhovou determinaci.
Potvrzeni pfitomnosti hledané motolice probihd na zékladé volby druhové ¢i jinak taxonomicky
specifickych primerd. Amplikon je vizualizovan a detekovan pomoci gelové elektroforézy a samotna
jeho pfitomnost znac¢i pozitivni vysledek detekce (Melo et al., 2006). Autor vyuziva tuto zakladni
metodu k detekci S. mansoni, s pouzitim druhové specifickych primert pro genl18s rRNA.

Kromeé tohoto zékladniho postupu mohou pro specifickou detekci slouzit i dalsi modifikace PCR
(Multiplex PCR, Nested PCR atd.; viz nize), které jsou vhodné i pro detekci malych mnoZstvi parazitarni
DNA mezi DNA hostitelskou (Melo ef al., 2006).

Nested PCR
Metodou vychézejici z klasické PCR je tzv. vnofend PCR (Nested PCR; NPCR) vyuZivajici

k amplifikaci specifického tseku DNA dvou sad primerd, tzv. vnéjSich a vnitfnich. Tyto primery
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ohranicuji stejny usek, avsak kazdy na trochu jiném misté sekvence. Amplifikace pak probiha ve dvou
krocich - prvni kolo je bézna PCR probihajici se sadou vnéjsich primert. Produkty prvniho kola jsou
vyuzity v kole druhém, ve kterém je vyuzito sady vnitinich primerd. Diky tomu je tato metoda vysoce
senzitivni (Hanelt et al., 1997). Autor vyuziva tuto metodu pro velmi presnou detekci S. mansoni
v homogenatu nakazenych plzi rodu Biomphalaria.

Kwvili vyraznému snizeni nebezpeci vzijemné kontaminace vzorkl pii slozité manipulaci byl
vytvoren postup SNPCR probihajici v jedné zkumavce (,,Single-tube Nested PCR*, SNPCR) (Abath et
al., 2002).

Multiplex PCR

Pti Multiplex PCR je do reakéni zkumavky pridano vice sad primert, které umozni amplifikaci vice
usekt DNA zarovei. Vysledkem je detekce vice druhti parazitl, popiipadé parazita a jeho hostitele
najednou (Chamberlain et al., 1988).

Vyuziti Multiplex PCR u schistosom ilustruje prace Jannottti-passos (1997, 2006), kterd vyuziva
k detekci a zaroveinl k determinaci paraziti druhoveé specifickych primerti pro mitochondridlni DNA a
k ur€eni druhu jeho hostitele primery pro ITS. Tato metoda, a¢ ndro¢na na optimalizaci, dokazala

detekovat S. mansoni zarovei s jejim hostitelem rodu Biomphalaria.

Real — Time PCR

Kvantitativni PCR (RT PCR; qR-T PCR; gPCR; Real-time PCR) umoznuje detekovat a
kvantifikovat mnozstvi vytvofeného produktu v redlném case, a to za pouziti fluorescen¢niho znaceni a
specialniho termocykleru s fluorometrem. Po navédzani fluoroforu na vznikajici produkty PCR dojde k
emisi svétla. Méfenim intenzity signalu pak lze ur¢it mnozstvi nasyntetizované DNA. Bézné¢ se vyuziva
dvou typl tohoto znaCeni — nespecifického, u néhoz dochazi k sekvencéné nezavislému navazani
fluoroforu na dvousSroubovici DNA, nebo sekvencné specifického (tzv. prob). Aby pfi pouziti
nespecifického znaceni nedochéazelo k falesné pozitivni reakci, je nutna optimalizace funk¢nosti a
specifity primert i prob. Specifické primery zajisti amplifikaci konkrétnich isektit DNA, a tim padem i
detekci pouze kyzené sekvence (Garibyan and Avashia, 2013; Kane et al., 2013). Tato metoda byla
vyuzita pti zkoumani koinfekce MH plzl schistosomami ze skupin haematobium a mansoni, pricemz
byly pouzity rodove specifické primery a skupinové specifické proby (Kane ef al., 2013).
FRET Real — Time PCR

»Realtime Fluorescence Resonance Energy Transfer PCR (FRET PCR) je metoda zaloZzend na
kombinaci Real-Time PCR a analyzy kiivky teploty tani (,,melting curve®) (Sanpool ef al., 2012). Po
amplifikaci DNA pomoci R-T PCR je v systému postupné zvySovana teplota, dochazi tak k denaturaci
dvojvlakna DNA a vyvazovani fluoroforu, coz se projevi jako pokles svételného signalu. Pribéh tohoto
procesu je zaznamenavan a vynesen pomoci kiivky do grafu. Ta je pak porovnavana se standardy kiivek
pro konkrétni parazity. Tato metoda byla napf. vyuzita pii detekci S. mekongi v plzich hostitelich
(Sanpool et al., 2012).
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LAMP

Produkty ziskané amplifikaci pomoci LAMP (viz LAMP, str. 7) mohou byt ndsledné detekovany
riznymi zpusoby: pomoci fluorescencniho barviva (SYBR green I), které¢ je detekovano UV svétlem
pfimo ve zkumavce. Pro zobrazeni vysledkli mtize byt rovnéz vyuzito elektroforézy (Abbasi et al., 2010;
Xu et al., 2010; Hamburger et al., 2013). LAMP se ukazala byt vhodnou pfti detekci S. mansoni a S.
haematobium ve velkém méftitku, zejména pro jeji nizké naklady (Hamburger ef al., 2004, 2013).
4.1.3 Imunologické metody detekce paraziti v mezihostiteli

Imunodiagnostické metody jsou obecné vyuzivany zejména k detekci protilatek vytvorenych
hostitelem v odpovédi na probihajici infekci. Mezihostitelsti plzi vSak nedisponuji tzv. adaptivni
imunitou a specifické protilatky proti parazitim neprodukuji. (Coustau, 2009). Pti detekci v plzich je
proto princip imunologické detekce modifikovan k ptimému prokéazani parazita — tj. detekeni protilatky
se vazi specificky pfimo na proteiny produkované parazitem, nikoli hostitelem. Tyto proteiny jsou
pritom vybrané tak, aby nedochazelo ke zktizené reakci protilatek s proteiny hostitele (Hamburger et
al., 1989a; Alba et al., 2014). I kdyZ je tyto metody schopny prokazat piitomnost parazita jiz
v prepatentni fazi infekce, v praxi se vyuzivaji mnohem méné nez metody molekularni, coz
pravdépodobné souvisi s narocnosti hledani idealnich cilovych proteinti pro eliminaci zkiizenych reakci

(Hamburger, Weil, Turetzky, et al., 1989).
ELISA

Pii detekcei schistosomich antigent v plzich je nejvice vyuzivanou metodou ELISA (,,Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay®), pti které dochazi k detekci pomoci monoklonalnich protilatek
spojenych s enzymy (Hamburger et al., 1989b). Tyto protilatky jsou ziskavany ze séra imunizovanych
mys$i a vyuzivaji se k tomu, aby se navazaly na dany antigen a umoznili tim jeho detekci. Samotna
detekce pak probiha pomoci anti-mysich protilatek konjugovanych s kienovou peroxidazou, ktera

v reakci s roztokem chromogenu zajisti barevny signal (Gan and Patel, 2013).
4.2 Limity a porovnani metod detekce schistosom v mezihostiteli

Mikroskopické metody

Nespornou vyhodou téchto metod je jejich nendro¢nost na specialni vybaveni a rychld informace o
ptitomnosti hledanych parazit v plzich jiz béhem procesu jejich vySetfovani. Pocet vylucujicich plzt
lze urcit ovSem pouze za predpokladu, Ze jsou tito MH pted vysetfenim dikladné oplachnuti a
rozmisténi do samostatnych nadob. Nizk4 cena vybaveni je kompenzovana Casovou narocnosti pii
analyze vysokého poctu plzu, ktera navic vyzaduje erudici vySettujici osoby (Joof et al., 2020). Pii
intravitalnich metodach je vyhodou moznost vyuziti plzi i v dal§im vyzkumu (napft. pii infek¢nich
pokusech), je vSak nutné udrzet je zivé. Rana stadia infekce, kdy nakazeny plz jeste€ cerkarie nevylucuje
(méné nez 3-4 tydny po napadeni MH), se neobejdou bez opakovani stimulace vyluc¢ovani po delsich
¢asovych intervalech (Chu & Dawood, 1970; Abath et al., 2006). Delsi chov v§ak byva spojen i s vyssi

mortalitou plzi a tedy i ke zkresleni vysledku. V omezené mife vSak lze prepatentni fazi infekce
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motolicemi u plzl zachytit pomoci pitvy vysetfovanych plzili; tato metoda vsak selhava u stadii, jez jsou
mensi nez limitni pozorovatelna velikost (napf. v pfipad€ pfitomnosti pouze matefskych sporocyst)
(Loker et al., 1982). Studie vénujici se detekci motolice Fasciola sp. ovsem uvadi, Ze pitva je nerychlejsi
a nejsnazsi zplsob urceni prevalence plzi na daném tuzemi (Dreyfuss ef al., 2005; Caron et al., 2008).
Ptehledny souhrn vyhod a nevyhod mikroskopickych metod Ize najit v tabulce 1.

Tabulka 1- Souhrn mikroskopickych metod detekce schistosom v mezihostiteli

metoda Zp;ii)zzzi?(iru; vyhody nevyhody
- nenaro¢nost na vybaveni | - vysoké naroky na
- nizka cena zkusenosti pozorovatele
stimulace _ _ - okamzity vysledek - niz.k_é _speciﬁta a
e intravitalni: - zaznamenani vyskytu senzitivita
% | VyluCovani vyloucené cerkérie | motolic, které nejsou - obtizna druhova
£ | cerkarii z plza Y ot s f i :
17} predmétem vySetrovani determinace
E - nemoznost detekce
f_, prepatentni faze infekce
=) - nenaro¢nost na vybaveni | - vysoké naroky na
é - nizka cena zkuSenosti pozorovatele
g sl - okamzity \,/}'I,sleflek - niz.k.é .spemﬁta a
= pitvy plzi intramoluskalni | ~ “4#namenant TS senzitivita ,
stadia motolic, které nejsou - obtlzpa druhova
predmétem vySetrovani determinace
- detekce prepatentni faze
infekce (mimo rana stadia)

Molekularni metody

Nedostatky mikroskopickych metod v podobé problematické detekce parazitli v ranych stadiich
vyvoje v MH a problematické druhové determinace paraziti vedly k rozvoji vyuziti molekularnich
metod. Ty disponuji nastroji k druhovému urceni jak parazita, tak i hostitele (viz Metody determinace ,
str. 6). Avsak i tyto metody maji své limity (viz Tabulka 2).

Klasickd PCR je schopna bezpecné druhové determinace i odhaleni prepatentni faze infekce (Melo
et al.,2006). Nevyhodou vSech metod zaloZenych na PCR je vsak jejich naro¢nost na specialni vybaveni
a u veétsiny vyuziti casové narocné gelové elektroforézy. Ta je navic méné senzitivni nez napt. gPCR
nebo FRET PCR, jejichZ detekeni limit je az 10 fg DNA. (Abath et al., 2000).

V ptipadé, Ze je potieba zvysit specifitu pii analyze, se nabizi vyuziti Nested PCR. Ta ma vSechny
vyhody klasické PCR, navic je pfi ni stale mozné detekovat 10 fg parazitarni DNA, coz umoziuje
potvrdit infekei plze uz jeden den po nakaze. Slabinou této metody je nebezpedi kontaminace vzorku
behem slozité manipulace ve vice zkumavkach (Hanelt ef al., 1997). Z tohoto diivodu byla vyvinuta
modifikace SNPCR, jenz probiha v jedné zkumavce — jeji nevyhodou je vSak lehce snizena senzitivita
(Melo et al., 2006). Ptesto, Ze je pii obou modifikacich Nested PCR vyuzivana elektroforéza, autofi

¢lanku Hanelt et al (1997) uvadi, ze provéfeni plzi z jedné lokality 1ze provést za jediny den.
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Pro usporu Casu i materialu pii detekci a nasledné determinaci parazitd ¢i jejich mezihostitelt je
velkou vyhodou metoda Multiplex PCR. Oproti ostatnim PCR metodam ji Ize detekovat a determinovat
jak parazita, tak jeho hostitele zaroven pfi jedné reakci. A to s vysokou senzitivitou mezi 0,1 ng — 1 ag.
Také se takto da detekovat vice druhli paraziti najednou v jediném hostiteli (Mesquita et al., 2020)
Autoti ¢lanki Jannotti-Passos ef al., 1997 a Jannotti-Passos ef al. 2006 navic uvadi, ze infekci je mozno
odhalit jiz 7 dni po ndkaze, zaroveil lze vySetfovat i 24 hodin mrtvé plze. Nevyhodou je vysoka naro¢nost
na optimalizaci a vyuziti elektroforézy, ktera proces ziskani vysledku prodluzuje.

Nejvetsi vyhodou Real-Time PCR je jeji rychlost, které je dosazeno vyuzitim systému zachyceni
signalu bez gelové elektroforézy. Diky pozorovani v redlném case dovoluje tato metoda i kvantifikaci
tvoteného produktu (Kane et al., 2013). Dalsi vyhodou je vysoka senzitivita, pfi¢emz je uvadeéno, Ze je
takto mozné detekovat jednu jedinou cerkarii uméle pfidanou do vzorku 10 neinfikovanych plzi.
(Sanpool et al., 2012). Nevyhodou je naro¢nost na vybaveni, tj. specialni termocykler s fluorometrem.

Z R-T vychazejici FRET PCR dale zvySuje jeji specifitu a senzitivitu. Intapan a kol. (2008) ve svém
¢lanku vénujici se detekci Opisthorchis viverrini vyzdvihuji rychlost metody a jeji senzitivita — Ize tak
detekovat jednu jedinou cerkarii uméle ptidanou do vzorku 30 neinfikovanych plzt (velikost plza vSak
neni uvedena).

Z hlediska naroki na laboratorni vybaveni je nejjednodussi metoda LAMP. Diky tomu jsou s ni
v porovnani s pfedchozimi molekularnimi metodami spojeny i niz$i naklady i naroky na odbornost
provadéjici osoby. Pozitivni vysledek je navic pozorovatelny pouhym okem a odpada tak nutnost vyuziti
elektroforézy, coz proces analyzy zrychluje az na dobu cca dvou hodin (Abbasi et al. 2010). Z téchto
divodd je tato metoda s detekénim limitem 0,1 fg DNA vhodna ke MX ve velkém méritku i
v rozvojovych zemich. Navic ma 10x vyssi specifitu nez klasickd PCR, da se tak detekovat infekce MH
jiz 1 den po nakaze. Nevyhodou vSak mize byt vysoka citlivost k inhibici Cinidly vyuzivanymi pii
extrakci DNA, coz muze vést k faleSné negativnim vysledklim (Fernandez-Soto ef al., 2014).
Imunologické metody

Imunologické metody maji v tomto piipadé znac¢né limitované vyuziti, zdroje informaci navic
pochazeji pouze od jednoho autora (Hamburger et al., 1989a; Hamburger et al., 1989b). Vyhodou
metody muze byt mozna detekce jiz 2 tydny po nakaze plze, tedy jeSté v prepatentni fazi infekce.
Velkym problémem byva naro¢na optimalizace a zamezeni vyskytu zkiizené reaktivity pisobici falesné
pozitivni vysledky. Pfi spravném nastaveni mohou ale byt tyto metody vysoce senzitivni— pfi detekci S.

mansoni byla pozorovana az 100% specifita a senzitivita (Hamburger ef al., 1989b)
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Tabulka 2 - Souhrn molekularnich a imunologickych metod detekce schistosom v mezihostiteli

metoda

Zpisob odbéru;
typ vzorku

vyhody

nevyhody

tody

arni me

r

Molekul

amplifika¢ni metody

zalozené na PCR

*rozdil oproti Klasické PCR

Klasicka PCR

Nested PCR

Multiplex PCR

Real-Time PCR,
FRET PCR

intravitalni;
hemolymfa

postmortalni;
volna stadia,
homogenizovany
plz

- detekce 1 prepatentni faze
infekce v¢ ranych stadii

- druhova determinace

- dostatecna senzitivita a
specifita

- vysoké finan¢ni naroky
na specialni vybaveni
- ¢asova narocnost

* vysoka senzitivita a specifita

* vys$§i riziko
kontaminace vzorku

* detekce vice markeru
najednou

* naro¢nost optimalizace

* vysoka rychlost
* vysoka senzitivita a specifita

- vysoké finanéni naroky
na specialni vybaveni

ostatni amplifika¢ni metody

- detekce 1 prepatentni faze

- naro¢nost optimalizace

faze infekce

nutnost vyvoje vlastnich
monoklonalnich protilatek

intravitalni, infekoe
homog;rllézovany - druhova dgterminace vC.
LAMP rannych ’stadn'. o .
sosimeril | VySOk? senzitivita a specifita
el st | Vysc’)kavrychlost ]
el fa’ - nenarocnost na Vy_bavenl
- uzivatelska privétivost
o imunologické metod
‘B0 - pti spravné optimalizace je - zktizené rekce
% . ... | vysoce senzitivni s antigeny hostitele
g ELISA Eltrawtalm, - mozna detekce i prepatentni | - naro¢nost optimalizace a
= emolymfa
(==
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5 Detekce paraziti v obratlovéim hostiteli

Obratlovci mohou slouzit v Zivotnim cyklu schistosom jako definitivni hostitelé, ve kterych dochazi
k pohlavnimu mnoZeni a tvorbé vajicek, pfipadné jako hostitelé ndhodni, kde paraziti nedospivaji a

nemnozi se (viz Biologie schistosom, str. 2).

5.1 Metodika a mechanismy detekce paraziti v obratlovéim hostiteli

Intravitalni metody detekce schistosom v obratlovcich se zaméiuji na detekci moznych ptitomnych
stadii, jejich ,,stop* (cfDNA), nebo protilatek, které proti nim produkuje samotny hostitel. Jako material
pro detekci mohou slouzit vykaly ¢i rtizné té€lni tekutiny. V rtizné mife zde lze vyuzit metody
kopromikroskopické, molekularni a imunologické. Dalsi moznosti je vyuziti postmortalnich metod,
mezi néz fadime zejména pitvy obratlovcich hostiteld.

5.1.1 Detekce schistosom zaloZen4 na zobrazovacich metodach

Nejrozsitengjsi zobrazovaci metodou detekce schistosom je svételnd mikroskopie vyuzivana
zejména pii analyze koprologickych ¢i histologickych vzorkil s cilem potvrdit pfitomnost nejcastéji
vajicek ¢i miracidii. Pokrocilé zobrazovaci metody schopné detekovat parazity a patologie jimi
pusobené jsou oproti tomu pomérné novym, ale rozvijejicim se pristupem, a to na urovni humanni
mediciny i experimentalnich praci na laboratornich zviratech.

Koprologické metody detekce parazitu

Pro intravitalni potvrzeni pfitomnosti dospélych savéich i ptacich schistosom v definitivnim
hostiteli lze vyuzit koprologickych metod zamétenych na detekci jejich vajicek v exkrementech
(Cringoli et al., 2010; Gomes et al., 2014) v modifikované verzi i v moci (Cringoli et al., 2017). Tyto
metody lze rozdé€lit na roztérové (Kato-Katz), sedimentacni (formol-etherova metoda), flotacni (napf.
FLOTAC) a metody filtracni (Bellova filtracni metoda). V pifipad¢ schistosom patii mezi nejvice
pouzivané Kato-katzova metoda vhodna pro analyzu cerstvych vzorki, piipadné sedimentacni metody
vyuZzivané zejména pro zpracovani velkych mnozstvi fixovanych vzorkl (Speich et al., 2014).

Sbér exkrementti pro prikaz schistosom miize byt proveden jednorazové nebo béhem delsiho
intervalu (napt. 24 h) (Gomes et al., 2014; Cai et al., 2019). V zavislosti na metodé¢ muze byt vzorek
fixovan pomoci 10% formalinu pro zamezeni lihnuti miracidii z vaji¢ek béhem zpracovani (viz Biologie
schistosom, str. 2) (Glinz ef al., 2010). V tomto stavu mize byt navic skladovan az po dobu nékolika
malo mésici.

Aby byla vajicka jakykoliv paraziti 1épe detekovatelna, je potieba ze vzorku odstranit co nejvice
ostatnich rusivych slozek. U Kato-Katzov metody je vyuZzivano protlaceni mékkého vzorku pfes sitko,
které omezi ptitomnost velkych Castic ve vzorku (Komiya & Kobayashi, 1966; Katz et al., 1971; Speich
et al., 2014). U sedimentacnich metod se vyuZziva chemikalii, které Cisti material od balastu ztézujiciho
prohliZzeni vzorku (sedimentacni formalin-etherova metoda) (Ridley & Hawgood, 1956; Allen & Ridley,
1970; Glinz et al., 2010; Uga et al., 2010). U metod flotacnich dochazi k cezeni fedéného vzorku pies
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sitko a jeho opétovné koncentraci centrifugaci (Cringoli et al., 2010). Dal$im zptisobem pak mtze byt
postupné promyvani vzorku solnym roztokem (Coelho et al., 2009).

Uspésnost detekce vajiek ve vzorku miize byt zvysena koncentraénimi metodami; bud’ pomoci
sedimentace, kdy vajicka klesaji na dno zkumavky, nebo pomoci flotace. Pii ni je nahrubo ptefiltrovany
vzorek koncentrovan centrifugaci a rozmichén v tzv. flota¢nim roztoku o urcité hustoté (pro schistosomy
1,35-1,45 g/ml), kterd je vzdy vétsi nez hustota vajicek. Ta pak samovoln€ nebo béhem centrifugace
stoupaji k hladin€, kde mohou byt sejmuta krycim sklickem nebo klickou (Cringoli et al., 2010;
Inpankaew et al., 2014). Flotace je vSak u schistosom vyuzivana méné Casto kvuli velikosti a specifické
hustoté jejich vajicek. Existuji vSak komeréné dostupné systémy znamé pod nazvem FLOTAC a mini-
FLOTAC, jez jsou dle autorti vhodné i pro pouziti u schistosom (Cringoli, 2006; Glinz et al., 2010;
Barda et al., 2013; Cringoli et al., 2017).

Pro schistomy existuji i dalsi metody zaloZzené na rozmichani fixovanych vzorkl ve vétsim objemu
vody. Nasledné jsou zbaveny vétsich necistot systémem prefiltrace pies filtra¢ni tkaninu o velikosti ok
500 a 300 um. Vajic¢ka jsou pak koncentrovana na poslednim, velmi jemném filtru (20 um) na dné
aparatury (Bell, 1963; Teesdale & Amin, 1976).

Nekteré zmetod se snazi usnadnit hledani vaji¢ek ¢i cyst parazitl pomoci barveni nebo
prosvétlovani vzorku pred jeho prohliZzenim. Vajicka schistosom mohou byt barvena napt. ninhydrinem
(Bell, 1963), u Kato-Katzovy metody slouzi jako barvivo malachitova zelen, av§ak nedochazi ptimo
k obarveni vajic¢ek, pouze ke zvyraznéni kontrastu okoli (Katz et al., 1971).

Zajimavou variantou zpracovani vzorku pro detekci schistosom je metoda Helmintex, ktera
kombinuje filtraci a formol-etherovou sedimentacni metodu (pro odstranéni necistot), vajicka poté
koncentruje pomoci paramagnetickych castic, které jsou nasledné spole¢né s vajicky ptitahovany
v magnetickém poli ke sténdm zkumavky. Odtud je tento materidl pfenesen na sklicko, barven

ninhydrinem a pozorovan pod mikroskopem (Teixeira et al., 2007; Favero et al., 2017).

Metody detekce vyuZivajici lihnuti miracidii schistosom

Podminkou pro vyuziti této metody detekce schistosom je moznost ziskat Cerstvy vzorek, ktery se
inkubuje ve vode¢, kde pfirozené dochazi k lihnuti miracidii. Jejich koncentrace pak probiha ve vysokeé,
odstinéné nadobé s dlouhym uzkym hrdlem, na jehoz konec je namifen zdroj svétla, ke kterému jsou
miracidia pfirozen¢ lakana. (Jurberg ef al., 2008).

V piipadé visceralnich druhti schistosom se pro tento typ vysetfeni vyuziva exkrementl, u nasalnich
schistosom, které kladou vajicka do nosni sliznice (zejména u ptacich schistosom, pfipadné u dobytka)
je vhodnou intravitalni alternativou vyplach nosni dutiny, pfi kterém lze ziskat miracidia, ptipadné i
jesté nevylihla vajicka. Postmortalné 1ze tuto metodu aplikovat i na vypitvanou a na kousky natrhanou

nosni sliznici. (Summanth et al., 2004; Kolarova et al., 2010; Latchumikanthan et al., 2014).
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Pokrocilé zobrazovaci metody

Pokrocilé zobrazovaci metody slouzi k pfimé detekci parazitii nebo jimi zpiisobenych patologii.
Nejbéznéji pouzivanymi metodami, kterymi Ize u ¢lovéka odhalit patologie spojené s infekcei
schistosomami, jsou ultrasonografie (USG), vypocetni tomografie (,,Computed tomography*, CT) a
magnetickd rezonance (,,Magnetic resonance imaginig“, MRI). Tyto tfi zminéné metody slouZzi
predevs§im k pozorovnéani patologii spojenych se schistozomézou. (Masi ef al., 2020; Valluru et al.,
2020). Oproti tomu konfokalni laserova skenovaci tomografie (CLSM) je v soucasné dob¢ je vyuzivana
predevsim u experimentalnich zvifecich (obvykle mysich) modeli pro 3D zobrazeni parazitl in situ. U
lidi se pak za¢ina vyuzivat tuto metodu pro detekci S. haematobium v mocovém méchyti (Holtfreter et
al., 2011; Fritzsche et al., 2012)
Biopsie

Pti biopsii dochdzi k odebrani malého vzorku tkané z zivého organismu. Material je pak obvykle
histologicky zpracovan a analyzovan na pfitomnost paraziti pod mikroskopem. Tyto vzorky jsou v
pfipadé viscerdlnich druhd schistosom odebirany ze sliznice rekta ¢i jater (Rabello, 1992; Elbaz &
Esmat, 2013). Pti vySetieni na cerkariovou dermatitidu se pak odebira vzorek kiize v misté penetrace

cerkarie (Al-Jubury et al., 2021).

Pitvy obratlov¢ich hostitela

Schistosomy se v obratlov¢im hostiteli nachazeji v riznych tkanich v zavislosti na druhu, stadiu,
fazi migrace i vhodnosti hostitele pro dal$i vyvoj (viz Biologie schistosom, str. 2). Pii pitevnich
vySetfenich je mozné zjistit vSechna stadia vcetné ranych schistosomul v kazi, vyvijejicich se
schistosomul a dospé€lcti v riznych organovych soustavach i vajicek, zanaSenych do typickych i
ektopickych lokalizaci (File ef al., 1998; McManus et al., 2018). Voditkem k jejich nalezeni v hostiteli
byvaji napt. fibrotické zmeény, zamky imunitni reakce nebo petechialni krvaceniny (Andrade, 2009;
Correia et al., 2009; Priiter, 2017)

V ptipadé, ze je lokalizace hledané¢ho druhu ¢i stadia schistosomy znama, lze vysetfovat cilené
pouze konkrétni organovou soustavu, a to bud’ prohlizenim tk&dn¢ natrhané¢ na mensi kousky, nebo
proplachi narusenych tkani a organii na sitech. U zvifat experimentalné¢ nakaZovanych lidskymi
schistosomami lze pro ziskani zejména dospélcii vyuzit rovnéz perfuzi cévniho systému (Ashrafi &
Brant, 2020). Pokud vSak pfedem neni znam hledany druh schistosomy, je nutné provézt celkovou
parazitologickou pitvu, pfi které by nemélo byt opomenuto ani cévni zdsobeni vnitinich organt,
centralni nervovy systém nebo nosni sliznice (Kolafova et al., 2010).

5.1.2 Molekularni metody detekce schistosom v definitivnim hostiteli

Molekularni metody detekce parazitii se u definitivnich hostitell vyuzivaji pro zjistovani infekce
schistosomami z mo¢i (Sandoval et al., 2006) nebo ze stolice (Pontes et al., 2002), ptipadné z krevniho
séra nebo plazmy (Wichmann et al., 2009). Podobn¢ jako u MH jsou vyuzivany metody amplifikace
PCR, RT PCR a LAMP (viz Molekularni metody detekce parazitii v mezihostiteli, str. 10). Objevuji se
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zde v8ak i dal$i modifikace t€chto metod, a to zejména v oblasti vizualizace amplifikovanych produkti
(Gomes et al., 2010).

Vzorky pro molekularni detekci ziskané z obratlov¢iho hostitele mohou obsahovat piimo parazity,
pfipadné fragmenty DNA z jejich uhynulych tél. Tato volna DNA (cfDNA) miize byt pro ti€ely detekce
extrahovana bud’ z krevniho séra, plazmy, mozkomi$niho moku nebo dalsich télnich tekutin (Wichmann
et al.,2009; Kato-Hayashi et al., 2013; Hérter et al., 2014). Intracelularni DNA v podobé zivych paraziti
je pak ziskévana zejména z vajicek vylucovanych spolu s exkrementy nebo moc¢i. Pro zptistupnéni DNA
uvnitf vaji¢ek pro analyzu je vSak nezbytné pouzit teploty 95 °C nebo v ptipad¢ viabilnich vaji¢ek nechat
pfedem vylihnout miracidia (Pontes ef al., 2002). Pro samotnou extrakci DNA u vSech vyse popsanych
zdroju se pak pouziva komercné dostupnych kit nebo fenol-chloroformové metody (Pontes et al., 2003;

Wichmann et al., 2009).

Metody amplifikace DNA pri detekci paraziti v obratlovéim hostiteli

Pro amplifikaci extrahované DNA je pro rizné druhy schistosom vyuzivano stejnych postupti jako
u MH, napt. PCR, RT PCR, LAMP (viz Molekularni metody detekce schistosom v mezihostiteli, str.
10) (Sandoval ef al., 2006; Cnops et al., 2013; Gandasegui et al., 2016). Specifita vybranych primert
(napf. tandemové repetice Dral — viz Molekularné-biologické metody, str. 6) se zde miize pohybovat az
na urovni druhti (S. mansoni) a to bez zktfizenych reakci s DNA druhy ptibuznymi. Pro vizualizaci
produkti amplifikace jsou vyvijeny v piipad¢ detekce lidskych schistosom postupy, jez urychluji,
usnadiiuji a zptesnuji analyticky proces oproti klasické gelové elektroforéze. Jedna se tzv. OC PCR

(oligochromatickou PCR) a spojeni metod PCR a ELISA.

OC PCR

Tato metoda je zaloZena na principech klasické PCR ve spojeni s analyzou produktl pomoci
oligochromatografie. Oproti klasické PCR se zde vyuZzivaji primery konjugované s biotinem, jez jsou
druhové specifické. Timto zpisobem dochazi k biotinylaci vyslednych amplikonii. Ty jsou nasledné pro
denaturaci zahfivany v roztoku, v némz dochazi k jeho analyze pomoci tzv. ,,oligochromatography
dipstick®. S Biotinem konjugované amplikony jsou imobilizovany na povrchu rychlotestu, pficemz jsou
znaceny hybridizaci s prébami spojenymi se zlatem. Pozitivni vysledek reakce se pak projevi na povrchu
rychlotestu jako okem viditelna ¢ervena znacka (Deborggraeve et al., 2006; Akinwale et al., 2008). Tato
metoda je zatim ve fazi vyvoje pro urychleni detekce S. mansoni a S. haematobium (Akinwale et al.,

2008).
PCR-ELISA

Tato metoda rovnéz vychazi z klasické PCR, avsak jsou zde opét pouzity primery konjugované
s biotinem (viz OC PCR vyse). Analyza amplikonu probiha v jamkach mikrotitracnich desticek, jejichz
stény jsou pokryty streptavidinem. Diky tomu dochazi k imobilizaci DNA spojené s biotinem.
Naslednym krokem je pridani fluoresceinem znacCenych sekvencné specifickych prob. Po jejich
navazani jsou piidany anti-flurescein protilatky, jeZ jsou konjugované s kienovou peroxidazou.
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Poslednim krokem je ptidani chromogenu (TMB), jeZ je nepfimo peroxidazou zménén na svou barevnou
formu. Znamkou pozitivni reakce je pak barevna zména roztoku (Gomes et al., 2010).
5.1.3 Imunologické metody detekce schistosom v obratlovéim hostiteli

V parazitologii slouzi imunologické metody bud’ k ptimému prikkazu parazitl, piesnéji jejich
antigend, ¢i k detekci specifickych protilatek produkovanych imunitnim systémem hostitele v odpovédi

na pfitomnost parazita.

Detekce protilatek

V ptipadé schistosom vznikaji protilatky proti vSem 4 stadiim, se kterymi se DH setkava (t;. cerkarie
behem infekce, schistosomulum, dospélec a vajicko v ptipad¢ infekce hostitele obéma pohlavimi).
Tvorba protilatek probihd nejen proti povrchovym antigentim, ale i proti exkre¢né-sekrecnim produktim
parazita. Protilatky proti témto substancim pak mohou byt detekovany v krevni plazmé, séru, ¢i v moci
a vykalech. Metody pro detekci lidskych schistosom patfi stale mezi Siroce vyuzivané (Weerakoon et

al.,2015; Hinz et al., 2017).

Intradermalni test

Intradermalni test je historicky nejstar§$i imunologickou metodou vyuzivanou v minulosti pfi
vysetfovani pacientll s podezienim na nakazu schistosomami (Zhu, 2005). Pacientim jsou pfi ném na
vnitini stran¢ predlokti intradermalné aplikovany antigeny ziskané homogenizaci riiznych stadii
schistosom z laboratornich zvirat. Po aplikaci je po 15-30 min. od aplikace je pozorovana imunitni
reakce na ktizi. Plocha a charakteristika skvrn tvofenych na kiizi pak slouzi jako kritérium pro rozhodnuti

o negativnim ¢i pozitivnim vysledku testu na pfitomnost schistosom u pacienta (Pellegrino, 1958).

COPT a CHR

Jednou z prvnich Siroce vyuzivanych metod detekce anti-schistosomich protilatek v hostiteli je tzv.
cirkumovalni precipita¢ni test (,,Circumoval precipitin test, COPT). Sérum, ziskané z krve pacienta
s podezienim na infekci konkrétnim druhem schistosom, je pfi ni inkubovano v pfitomnosti
lyofilizovanych vajicek téhoz druhu ziskanych z laboratornich zvifat. V pfitomnosti protilatek dochazi
k jejich vazbé na vajicka a tvorbé pozorovatelnych shlukii, jenz se bez pritomnosti specifickych
protilatek netvoii (Rodriguez-Molina et al., 1962; Carvalho do Espirito-Santo et al., 2014). Obdobna
metoda, ovSem zaloZena na vazb¢ protilatek proti cerkariim ze séra pacienta na lyofilizované cerkarie,

se nazyva CHR (,,Cercarien Hiillen reaction™) (Weerakoon et al., 2015 dle Smit, 1961).

IHA

Pfi nepiimé hemaglutinaci (,,Indirect Hemagglutination Assay*, IHA), pfi niz se senzitizuji zviteci
(napf. ovéi) erytrocyty antigeny konkrétniho druhu schistosomy. Po inkubaci téchto bunék
s hostitelskym sérem pak dochazi v pfipad¢€ pozitivniho nalezu k provazani protilatek a shlukovani
erytrocytl, v dasledku ¢ehoz nedochazi k jejich klesani na dno zkumavky. Naopak u negativniho vzorku

erytrocyty klesnou na dno jamky mikrotitraéni desticky. Obdobné Ize pii detekci tohoto typu vyuZzit
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misto zvifecich erytrocytil i ¢astice oxidu kfemicitého nebo latexové Castice, jeZ jsou méné€ narocné na
manipulaci (Wang et al., 2006; Yu et al., 2007).
IFA

Metoda IFAT (,,Jmunofluorescence Antibody Test) vyuziva fluorescencné znacenych protilatek.
Tyto detek¢ni protilatky pivodem napf. z koz ¢i jinych pokusnych zvifat jsou oznaceny fluoroforem a
specificky se vazi na lidské protilatky. Test spo¢iva v tom, Ze se lidské sérum inkubuje s histologickymi
tezy dospélct, s cerkariemi, nebo s vajicky ziskanymi z laboratornich zvitat. Do roztoku jsou nasledné
pridany detekéni protilatky. Po inkubaci je mala ¢ast vzorku pfesunuta na sklicko a pozorovana pod
fluorescencnim mikroskopem. Pokud jsou v séru pacienta pritomny protilatky proti parazitovi, je
v mikroskopu znatelny fluorescencni signal na téle parazita v fezu (Sadun et al., 1960; Li et al., 2004;

Sorgho et al., 2005).
ELISA

Nejrozsifengjsi imunologickou metodou je v dnesni dobé metoda vyuzivajici protilatek
konjugovanych s enzymy tzv. ELISA (,,Enzyme-linked Immuno Sorbent Assay*). Princip této metody
je zaloZen na ukotveni rozpustnych antigent parazita na sténach jamek mikrotitracni desticky. Na tyto
antigeny se pii inkubaci s vySetfovanym sérem vazi protilatky v ném obsazené a vznikda komplex
antigen-protilatka. Pro vizualizaci jsou nasledné pfidany sekundarni protilatky, jez byly vytvoieny
v laboratornich zvifatech a jsou specifické proti lidskym globulinim. Tyto protilatky jsou soucasné
konjugovany s enzymy (napfi. alkalicka fosfataza, kifenova peroxidaza). Po promyti vzorku je pridan
roztok s chromogennimi slouceninami. Enzym pfipojeny na protilatce pak katalyzuje chemickou
preménu substratu (chromogenu) na barevny produkt, jenz je detekovatelny pomoci spektrofotometrie

(Engvall and Perlmann, 1972; McLaren ef al., 1978).

Detekce antigenii

Imunologické diagnostiky schistosomozy se stile Cast€ji zaméfuji na detekci parazitarnich
antigenl. Tyto antigeny pochazejici ze schistosomuli, dosp€lcii, nebo vajicek se pomoci téchto metod
detekuji v krvi, mo¢i, nebo sputu. Nejcastéji detekovanymi antigeny jsou AWA (,,Adult Worm

Antigen®), SEA (,,Soluble Egg Antigen®) a tzv. cirkulujici antigeny.
CCA a CAA ,dipstick*

Mezi dva nejzasadnéjsi cirkulujici antigeny pak patii CCA (,,Circulating Cathodic Antigen*) a CAA
(,,Circulating Anodic Antigen), pochazejici z epitelialni vrstvy zazivaciho traktu cerva. Oba tyto
antigeny se nalézaji jak v krvi, tak i ve vyluCované mo¢i, kde mohou byt detekovany pomoci metody
ELISA (viz vyse) (Liu et al., 2010) pfipadné také pomoci antigenniho rychlotestu (,,dipstick®) pti nakaze
S. haematobium nebo S. mansoni. Pfi této metodé je vyuzivano znaCeni pomoci protilatek

konjugovanych se zlatem. Pozitivni test je pak vizualizovan jako dvé ¢ervené znacky (podobné jako u

OC PCR) (van Dam et al., 2004; Stothard et al., 2006; Weerakoon et al., 2015).

21



MEIA

Vyse popsané metody detekuji antigeny ve vzorcich neprocisténych od ostatnich antigend, coz
muze vést ke snizeni specifity metody diky zkiizenym reakcim. Pro eliminaci toho jevu jsou postupné
vyvijeny metody purifikace téchto antigent (Yu et al., 2012). Metoda MEIA (,,Magnetic Microbead-
based Enzyme-linked Immunoassay‘‘), vyuziti napt. pfi detekci antigenil S. japonicum v lidském séru
(Liu et al., 2010), spociva v tom, ze protilatky proti parazitarnim antigenim jsou konjugovany s
magnetickymi casticemi. Po navazani protildtek na antigen je pod zkumavku vlozen magnet, jenz
komplex anitgen-protilatka-magneticka Castice pfitdhne ke dnu zkumavky. Tento sediment je pak

detekovan pomoci metody ELISA (viz vyse) (Yu et al., 2012; Weerakoon et al., 2015).
5.2  Limity a porovnani metod detekce schistosom v definitivnim hostiteli

Detekce zaloZena na zobrazovacich metodach

Kopromikroskopické metody patii celosvétove k nejpouzivanéjsim metodam pii kontrole rozsiteni
parazitl, a to zejména pro jejich jednoduchost a rychlost provedeni, malé naklady na vybaveni a
vyhovujici senzitivita (WHO, 2009) (viz Tabulka 3). Jejich hlavnimi nevyhodami je vSak obtizna
druhova determinace nalezenych stadii a moznost provedeni pouze v patentni fazi infekce u DH (Gomes
etal.,2014; Cai et al., 2019).

Z metod deklarovanych pro koprologickou diagnostiku schistosom poskytuje Kato-Katzova
metoda rychly, snadny a cenové dostupny piehled o poctu nakazenych jedincli na daném tizemi. Pro
zvySeni jeji citlivosti je doporuceno jeji provedeni na jednom vzorku nékolikrat opakovat. Ovsem ani
tak nemusi byt natolik senzitivni, aby doslo k potvrzeni infekce s malou intenzitou nakazy, jelikoz je
k vysetfeni pouzita pouze mala ¢ast vzorku, ve kterém vajicka nejsou nijak koncentrovana. (Katz et al.,
1971; Glinz et al., 2010).

Oproti tomu dochazi pfi metodach, jako je napt. formol-etherova nebo FLOTAC ke koncentraci
vajicek mimo balast ze zbytkil potravy, coz vyrazn€ usnadiuje vyhodnocovani a zvySuje senzitivitu.
Presto je vSak mnohem nizs$i nez u molekularnich a imunologickych metod (Sandoval et al., 2006).
Praktické provedeni téchto metod vSak vyzaduje oproti Kato-Katzové metod¢ alespon elementarni
vybaveni laboratofe v podobé centrifugy (vyjma metody mini-FLOTAC) a flota¢ni ¢i sedimenta¢ni
roztoky (Cringoli et al., 2010; Cringoli et al., 2017; Glinz et al., 2010; Uga et al., 2010).

Metody lihnuti miracidii jsou naro¢né na cerstvost vzorku kvili zachovani viability vajicek,
vyuzivaji se proto jen minimaln¢. V koncentra¢nich nadobach je v§ak mozné vysetfit na miracidia oproti
koprologickym metodam velky objem vzorku bez vyssi ¢asové dotace.

Nejkomplexnéj§im piistupem je pii vyuziti mikroskopickych metod parazitologicka pitva. Pii
pitevnim vysetfeni lze detekovat vSechna stadia vyskytuji se v obratlovéim hostiteli (viz Biologie
schistosom, str. 2) v¢etné patologii jimi zptisobené. (Paré & Black, 1999). Pii vhodném zpracovani lze
navic parazitologicky material ziskany pfi pitve dale analyzovat molekularnimi metodami pro potvrzeni
morfologické determinace.
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Nespornou vyhodou pouziti biopsii pii detekci schistosom je moznost odebrat intravitalné vzorek
tkané i1 s parazitem pro dalsi vysetfeni vcetné druhové determinace, a to i v pfipadech, kdy nelze
ocekavat produkci vajicek napft. pro koprologickou diagnostiku (viz Biologie schistosom, str. 2). Stale
se vSak jednd o invazivni zékrok, ktery je provadén jen v opodstatnénych ptipadech (Rabello, 1992).

Pokrocilé zobrazovaci metody vyuzivané v humanni medicing v souvislosti se schistosomami
slouzi hlavné k neinvazivni diagnostice probihajicich patologickych jevii. Vyzaduji specidlni a velice
draha zafizeni, v n€kterych ptipadech je rovnéZz nezbytné pacientim pied vySetfenim aplikovat
kontrastni latky (Holtfreter et al., 2011; Fritzsche et al., 2012; Masi et al., 2020).

Molekularni metody

Pro molekularni metody obecné plati, Ze se jedna o velice presné determinacni nastroje (Sandoval
et al.,2006). Zarovei jsou schopny (stejné jako pii detekci v MH, viz Limity a porovnani metod detekce
schistosom v mezihostiteli, str. 12) detekce parazitii v hostiteli nezavisle na tom, zda produkuje vajicka.
Diky jejich vysoké senzitivité¢ (Pontes et al., 2002, 2003; Cnops et al., 2013) a vyuziti pro Siroké
spektrum vstupniho materialu (Wichmann et al., 2009; Enk et al., 2010, 2012; Ibironke et al., 2011)
jsou jedny z nejrychleji se rozvijejicich diagnostickych metod. Jejich nevyhodu jsou vSak vysoké naroky
na specialni vybaveni, chemikélie a Skoleny personal (viz Tabulka 4).

Imunologické metody

Metody detekce protilatek tvofenych proti schistosomam v obratlov¢im hostiteli mohou byt G¢inné
pii druhové determinaci, jsou schopny zachytit protilatky i v prepatentni fazi infekce hostitele a diky
pozdéji vyvinutym postuptim (ELISA, IFA) se vyznacuji i vysokou senzitivitou a specifitou. Zakladni
metody jako COPT a CHR mohou slouzit k diagnostice na velkém poctu pacientl, avSak jsou oproti
kopromikroskopickym metodam ¢asové velmi narocné (Gomes ef al., 2014). Obecné se vSak ukazuje,
ze detekce protilatek s sebou nese spoustu problémtl, jako napft. pozitivni ndlezy i léta po prodélaném a
vyléCeném onemocnéni nebo zkiizené reakce (Weerakoon et al., 2015)

Do poptedi se proto nyni dostavaji spiSe metody detekujici parazitarni antigeny. Mira specifity
zalezi na volbé detekovaného antigenu, mize byt proto velmi rozdilna (Hamilton ez al., 1999; Gomes et
al., 2014). Nejpouzivan€jsi metodou je ELISA, jeZ je velmi senzitivni, ovSem Casové narocnd. Oproti
tomu metody zalozené na principu rychlotesti mohou byt rychlé, avsak jejich vyuziti v praxi musi byt

jesté oveieno (viz Tabulka 4) (Stothard et al., 2006; Adriko ef al., 2014; Gomes ef al., 2014).
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Tabulka 3 — Souhrn mikroskopickych metod detekce schistosom v obratlovéim hostiteli

Metoda

Zpusob odbéru;
typ vzorku

Vyhody

Nevyhody

Mikroskopické metody

Kopromikroskopické metod T plati u vsSech mikroskopickych metod *Rozdil oproti Kato-Katzoveé metode

Kato-Katzova
metoda

Intravitaln€;
cerstvé vykaly

- nizka cena

- nizka Casova narocnost

- Siroce vyuzivano

- zaznamenani i jiny druhd
paraziti

- nizké naroky na vybaveni

- obtizna druhova determinace
- nizkd senzitivita a specifita

Formol-etherova

Intravitalng;

- nizkd cena
- zvySena senzitivita
- zaznamenani 1 jinych druht

- vyuziti nebezpecnych chemikalii
- vyuziti centrifugy
- vyS$si ¢asova naro¢nost™®

metoda fixované vykaly, mo¢ oo
parazitu
* rychlé zpracovani velkého - vyuziti nebezpecnych chemikalii
P mnozstvi vzorku - vyuziti centrifugy
FLOTAC Ll * vysoka senzitivita - nutnost vyuziti specialnich

fixované vykaly, mo¢

komponent
- vy$$i Casova narocnost

Mini-FLOTAC

Intravitalné;
fixované vykaly, mo¢

- neni nutna centrifugace

- dobra senzitivita

- nizka casova narocnost

- zaznamenani i jinych druht
paraziti

- nutnost specialnich komponent

- nutnost sestaveni filtra¢ni

Vol Intravitalne; aparatu
Filtra¢ni metody , N - L
3 -
vykaly, mo¢ nizsi senzitivita
- vy$$i €asova narocnost
Intravitalne - vysoka senzitivita - vysoka Casova narocnost
’ ntravitalng; - 3 £ i AL p
Helmitex ’ - moznost detekce i pfi nizké | - specidlni vybaveni (magnet,

fixované vykaly, mo¢

koncentraci vajicek

centrifuga atd.)

Lihnuti miracidii

Intravitalné;
cerstveé vykaly

* vysSi senzitivita

- nutnost viabilnich vajicek
- ovlivnéni fyzikalnimi
vlastnostmi vody

Pokrocilé zobrazovaci metody

- neinvazivnost

- nakladné specialni vybaveni
- erudice personalu

USG, CT, MRI Intravitalné s e,
P ntravitaine - vyuziti radioaktivniho ¢i jiného
materialu pro znaceni
Intravitilng - 3D zobrazeni in situ - nakladné specialni vybaveni
CLSM ostmor téln;“: - erudice personalu
P - dosud nezavedeny postup
Vyplachy nasilni T T - moznost detekce nasalnich | - nizka senzitivita
dutiny postmortalné druht
it Al e - rychlost provedeni - invazivnost
Biopsie 2
tkan
- zaznamenani i jinych druh | - erudice personalu
Pitvy obratlovcich s parazit - ¢asova narocnost

hostiteli

- detekce infekce 1

v prepatentni fazi

- naro¢nost provedeni

Tabulka 4 — Shrnuti molekularni a imunologickych metod detekce schistosom v definitivnim hostiteli
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Metoda

Zpusob odbéru;

Vyhody

Nevyhody

tody

4

arni me

Molekul

typ vzorku
amplifika¢ni metody zaloZené na PCR *rozdil oproti Klasické PCR
Intravitalné, - detekce infekce i - naro¢nost na specialni
postmortalng; v prepatentni fazi vybaveni
krev, sérum, - druhové determinace - vysoké naklady
PCR ; ; e . . 2 PPN
plazma, vykaly, | - dobra senzitivita a specifita | - vysoka ¢asova naro¢nost
mo¢, mozkomi$ni - erudice personalu
mok
* niz§i ¢asova narocnost
RT PCR dtto. PCR * vysoka senzitivita a dtto. PCR
specifita
- mala ¢asova naroc¢nost
OC PCR dtto. PCR dtto. PCR
PCR-ELISA dtto. PCR - vysokd senztivita dtto. PCR

- druhova determinace

Ostatni amplifikacni metody

- vysoka senzitivita a
specifita

- naro¢nost optimalizace

intravitalné . 7
o5 tho rtélné ) - detekce 1 prepatentni faze
LAMP D ey | infekee
» VYREY - vysoka rychlost oproti PCR
- nenaro¢nost na vybaveni
- uzivatelska privétivost
tplati obecné pro detekci protilatek v DH
. P - vyuziti ve velkém - pozitivni vysledek detekce i po
intravitalng; o oA :
COPT a CHR sérum meftitku ukoncené infekci T
- vy$$i ¢asova narocnost
- rychlost a snadné - vyuziti zvifecich erytrocytu
THA intravitalng; provedeni (pokud neni jinak)
> sérum - vyuziti ve velkém - snizena specifita
g méfitku
g intravitalne: - dobra senzitivita - nutnost specialnich protilatek
) IFA . ’ - erudice personalu
i, sérum p .
;..1” - naroky na vybaveni
2 intravitalng; - vysoka specifita a - nutnost specialnich protilatek
§ ELISA mo¢, sérum, senzitivita - zktiZena reaktivita
g - ¢asova narocnost
E plazma, vykaly
it - vysoké ,prog%nto - vyuziti specidlnich komponent
MEIA X zachyceni vaji¢ek
sérum
) o - rychlé a snadné - nizka senzitivita
CC.A/ (_:AA 1ntrav1t'illne; provedeni - nemoznost opakovaného
dipstick moc - nizka cena pouziti
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6  Detekce schistosom ve vnéjSim prostredi

V Zivotnim cyklu schistosom se vyskytuji stadia, ktera prirozen¢ najdeme ve vnéjSim prostiedi, kde
hledaji hostitele (viz Biologie schistosom, str. 2). Jde o miracidia urend k infekci mezihostitelského
vodniho plze a cerkarie infek¢ni pro obratlovce. Obé tato stadia se vyskytuji ve vodnim prostredi, jsou
pohybliva, nepfijimaji potravu a v prostfedi proto vydrzi nazivu jen omezenou dobu. Metody detekce
téchto stadii nevyzaduji odchyt, vySetfovani ani manipulaci se samotnymi hostiteleli (Théron, 1979;

Théron, 1986) s vyjimkou sentinelovych (Spear et al., 2004).

6.1 Metodika a mechanismy detekce schistosom ve vnéjSim prostiredi

Aktivni, ziva, volné zijici stadia (konkrétné cerkarie) mohou byt v prostfedi detekovana napt.
pomoci cerkariovych pasti (Shiff et al., 1993), ¢i sentinelovych obratlovéich hostiteli (Spear et al.,
2004).

Pfi ovéfovani vyskytu schistosom v prostfedi je nejcastéji vyuzivana metoda filtrace, pti které
pozitivni vzorek obsahuje Zivé, nebo Cerstvé uhynulé parazity vyuzitelné pro dalsi mikroskopické nebo
molekularni analyzy. Pfi pouziti velmi jemného filtru dochéazi k zachyceni i voln€ rozptylené
environmentalni DNA — tzv. eDNA, ktera mtze pochazet z uhynulych tél volné Zijicich stadii, ale i ze
stadii parazitickych, jejichz DNA se do vody dostala po tthynu hostitele (Bass et al., 2015; Rudko et al.,
2018; Sengupta et al., 2019; Alzaylaee et al., 2020).

wewrs

6.1.1 Mikroskopické metody detekce schistosom ve vnéjSim prostiedi
VyuZziti cerkariovych pasti

Principem detekce cerkarii schistosom pomoci pasti je jejich lakani na vhodné atraktanty stimulujici
je k prichyceni se a penetraci. Jde napf. o mastné kyseliny nebo lipidy povrchu kiize, ptipadné kyselinu
linolovou a olejovou, nachazejici se i v bézné dostupnych rostlinnych olejich (Ahmed et al., 2002).
Vybrané atraktanty jsou naneseny na podlozni skli¢ka s vhodnou matrix v podobé¢ laku na nehty nebo
vosku (Shiff et al., 1993; Ahmed et al., 2002). Celou aparaturu pasti pak tvofi stojan s fadou té€chto
sklicek, ktera jsou na stanoveny ¢as (2-3 h) ponofena do vody 5-45 cm pod hladinu. Po vyjmuti a
oschnuti jsou jednotliva sklicka kontrolovana na ptitomnost cerkarii pod mikroskopem, pfipadn¢ mohou
byt jesté obarvena hematoxylinem. Barveni, které neni selektivni pro cerkarie, v§ak pii vysoké turbidité

vody s mnozstvim planktonu zhorSuje prehlednost vzorku (Shiff ez al., 1993).

Vyuziti sentinelového hostitele

V piipadé lidskych schistosom (konkrétné S. japonicum) bylo pro zjisStovani aktualniho vyskytu
cerkarii vyuzivano dals$i metody detekce zaloZené na umisténi sentinelového hostitele. Mysi, umisténé
do kleci tak, aby jejich koncetiny byly ¢aste¢né ponofené pod hladinou, byly na provérované lokalité
ponechany pét hodin; expozice byla opakovana dva dny po sobé. Po Sesti tydnech byly piezivsi mysi

usmrceny a pitvany na pritomnost dospélych schistosom. Tato historickd metoda se vSak vzhledem k

26



moznosti nahradit experimentalni zvifata jinymi metodami jiz nepouziva (Spear et al., 2004; Hung &
Remais, 2008).
Cerkariometrie

Metoda detekce cerkarii v prostiedi pomoci jejich mechanického zachyceni na filtru o konkrétni
hustoté se obecn¢ nazyva jako cerkariometrie. Pokud je voda na lokalité odebirana a filtrovana zaroven
napi. pomoci podtlakové pumpy, jedna se o filtraci pfimou (Sandt, 1973); v opa¢ném piipadé o filtraci
nepiimou. Vzorek vody urceny pro filtraci miize byt rovnéz pied prevozem do laboratofe fixovan napft.
formalinem, aby nedochazelo k degradaci cerkarii (Théron, 1979).

Vzorek vody o objemu 5-10 1 je prefiltrovan pies soustavu filtrd o velikosti port 1000 um pro
odstranéni vétsich Castic, napt. zbytky rostlinného pivodu, 500 a 200 um pro odfiltrovani planktonu a
konecné 40 pm pro zachyceni samotnych cerkdrii. Idealni volba velikosti pért se vSak vzdy odviji od
velikosti zachycovanych cerkarii a turbidity filtrované vody (Théron, 1979). Autor déle popisuje jako
zésadni také volbu materialu, ze kterého je filtr vyroben, pficemz vyzdvihuje vyhody polyamidového
filtru, ktery lze vyuzit i bez ptipojeni na vakuovou pumpu a lze ho pouzit opakované (Théron, 1979).

Koncovy polyamidovy filtr (40 pm), je nasledné vlozen do Petriho misky na sklenény
nanovlaknovy filtracni disk napustény barvivem (napt. Light Green SF Yellowish) a ptiklopen vickem
branicimu vyschnuti. Sklenény filtr se stavd oporou polyamidovému filtru, zaroven udrzuje vlhkost
vzorku a pfi vlozeni pod mikroskop funguje jako difuzér svétla, coz ¢ini polyamidovy filtr témér
neviditelny a vzorek prehlednéjsi. Poslednim krokem je vizudlni detekce a urceni cerkarii pod svételnym
mikroskopem (Théron, 1979, 1986b) nebo binokularni lupou (Prentice, 1984).

6.1.2 Molekularni metody detekce schistosom ve vnéjSim prostredi

Molekularni metody pro detekci paraziti ve vodnim prostfedi (PCR, qPCR, LAMP atp.) umoziiuji
zaroven i jejich druhovou determinaci (viz. Metody determinace schistosom, str. 5 a Molekularni
metody detekce schistosom v mezihostiteli (str. 10). Materidlem pro né je DNA parazita ziskana pfi
cerkariometrii ¢i pii filtraci vody umoziujici zachyceni piimo fragmenti eDNA parazita. Metody
analyzy eDNA jsou pak v posledni dobé kombinovany s metodou klasického sbéru plzi a stimulace
vyluCovani cerkarii (viz Stimulace plza k vylucovani cerkarii:, str. 9), pticemz filtrovanym vzorkem

neni voda z lokality, ale voda z naddoby s vySetfovanymi plzi (Alzaylaee ef al., 2020).

Molekularni cerkariometrie

Se vzrustajicimi pozadavky na zvySovani senzitivity a specifity detekénich metod byla plivodni
metoda cerkariometrie (viz vyse) postupné modifikovana. Vyuziti zakladniho principu filtrace bylo
zachovano, ale k samotné detekci dochazi misto mikroskopickych metod metodami molekularnimi.
Pohyb vody pfes filtracni aparat je zajistén bud’ pfirozené (u tekoucich vod) nebo je voda nasavana
pomoci sifonu (u stojatych vod). Tato metodika byla piivodné navrzena pro detekci druhu S. japonicum,

proto byly vzorky vody sbirany u hladiny. Pti sbéru pomoci sifonu byl sbiran vzorek o velikosti 16 1,
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zatimco pii sbéru z tekoucich vod byl filtrovany objem odhadovan pouze na zakladé znamé plochy filtru
a prutoku vody (Aoki et al., 2003; Worrell et al., 2011).

Pro studie zabyvajici se detekci ptivodct cerkdriové dermatitidy byla metoda dale upravovéana do
podoby nepiimé filtrace. Pfi ni se 251 vzorek vody sebrané z hladiny v ptibfezim pasmu nejprve ptimo
na lokalité prefiltruje ptes planktonni sit’ o velikosti ok 20 um a zakoncentruje se do objemu 50 ml.
Vzorek v této podobé je nasledné v laboratofi pomoci vyvévy prefiltrovan pies velmi jemny filtr
(velikost ok 0,45 pm) pro zachyceni DNA vcetné jejich fragmentli, a nasledné¢ analyzovan

molekuldrnimi metodami (Rudko et al., 2018).

Detekce eDNA

Vsechny drive popsané filtracni metody byly nastaveny tak, aby byla na lokalit¢ zachycena ziva,
pfipadné Cerstvé uhynula volné Zijici stadia schistosom ve vod¢. Pro detekci schistosom jsou vSak nove
aplikovany metody ptivodné vyuzivané napt. v ekologickych ¢i fylogenetickych studiich (Bass &
Cavalier-Smith, 2004; Bass et al., 2015). Odbér vzorkt pro detekci parazitl ve vodnim prostfedi probiha
ze tfi riznych stanovist’ na jedné lokalité¢ pomoci tii plastovych lahvi o objemu 500-600 ml. Tyto lahve
jsou pfii ptevozu do laboratotfe chlazeny a k samotné filtraci dochazi pouze nékolik hodin po odbéru
vzorku (Hashizume et al., 2017). Pro zachyceni eDNA je vSak potfeba volit mnohem hustsi filtry
(obvykle sklenéné nanovlaknové) o velikosti ok 0,7 pum (Sato et al., 2018) nebo dokonce 0,2 um
(Sengupta et al., 2019). Filtr se zachycenym materidlem pro analyzu eDNA muze byt nasledné fixovan
v ethanolu a zamrazen (Sato et al., 2018). Dalsi analyza vzorku na filtru probihd pomoci molekularnich
metod. Pti detekci schistosom nejcastéji cili navrhované primery na kratky tsek sekvence genu pro
mitochondrialni cytochrom c oxidazu I. Tyto sekvence jsou amplifikovany a detekovany pomoci qPCR,
popiipadé muze byt material z filtri osekvenovan pro spolehlivéjsi druhové uréeni (Sato et al., 2018;

Sengupta et al., 2019).
6.2 Limity a porovnani metod detekce schistosom ve vnéjSim prostiedi

Mikroskopické metody

Pti vyuziti cerkariovych pasti neni zapotfebi drahé vybaveni nebo chemikalie, jako atranktanty Ize
vyuzit i béZzné dostupné rostlinné oleje (Ahmed et al., 2002). Vzhledem k nizké rozpustnosti atraktantii
ve vod¢ a statickému umisténi pasti je pii sledovani vétsich ploch nutné pouzit vice pasti. Samotné
vySetfovani jednotlivych sklicek je zdlouhavé a komplikuje ho piitomnost rusivych objektd z vody,
které znesnadnuji hledani cerkarii (lze omezit vynechanim barviciho kroku). Nejzasadn€jsi problém
vsak spo€iva v tom, Ze blizsi ur€eni cerkarii je pfi této metod¢ takika nemozné kvili deformacim pii
zpracovani i faktu, Ze zcela chybi informace o tom, ktery plz cerkérie vyloucil. Alternativé by i tato
metoda mohla slouzit pro sbér materialu pro molekularni metody (Shiff et al., 1993; Ahmed et al., 2002;
Kamel et al., 2021).

Vyuziti sentinelovych hostielti pro detekci lidskych schistosom (Spear et al., 2004) je ¢asoveé a

logisticky naro¢né nehledé na etické problémy spojené s vyuzitim pokusnych zvifat tam, kde existuji
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jiné moznosti (Hung & Remais, 2008). K urceni pozitivniho nalezu je vyuZzivano pitev se zamétenim na
pfitomnost dospélce. Vysledek pitvy je tak zndm az po nékolika tydnech péce o sentinelova zvirata
(Spear et al., 2004; Worrell et al., 2011).

Mikroskopické metody zalozené na filtraci vody z provéfované lokality jsou vyhodné ve svou
jednoduchost a tedy i snadné pouziti v terénu. Filtrani aparat pro cerkdriometrii je navic lehky a snadno
prenositelny — pii zvoleni vhodného filtru a prefiltracni fady sit pro odstranéni vétsich castic neni potieba
ani podtlakové pumpy. Vyznamny problém pro filtraci vody vSak pfedstavuje mnozstvi pevnych castic
rozptylenych ve vodnim sloupci. Théron (1979) sice uvadi funkénost odbérové aparatury bez pumpy az
do turbidity vody 200 JTU (,,Jackson turbidity unit®, Jacksonovy jednotky kalnosti). Citelnost vzorku
pfi hodnoceni pod mikroskopem vsak byva mnozstvim zachycenych ¢éstic vyrazné negativné
ovlivnéna. Filtrace pti vysokém zakalu rovnéz zptisobuje ucpani filtru a znemoziuje tak filtraci predem
stanoveného objemu vody. Filtrace navic probiha pomaleji, coz miize umoznit cerkariim protlacit se
skrz oka filtru a uniknout detekci (Prentice, 1984).

Utinnost viech metod zaloZzenych na filtraci je ovliviiovana mnoha faktory, které je tieba pfi
planovani odbéra vody brat v uvahu. Denzita cerkarii ve vodé je napt. nejvyssi tésné po optimalni dobé
pro jejich vylouceni, a do této doby je tfeba cilit i planovany odbér vody (Théron et al., 1986). Svoji roli
hraje i zda je vzorek vody odebran z povrchu ¢i z hloubky, pfipadné z navétrného ¢i opacného biehu
nadrze. Cerkariometrickou analyzu je vzdy snazsi provadét v tekoucich vodach. Cerkarie jsou totiz
odplavovany proudem stejnym smeérem, jejich drift v konkrétnim casovém tuseku je tedy snadno
definovatelny (cerkarie/litr/hodina). Ve stojatych vodach mtize dojit k ndhodnému rozprostieni cerkarii
po nadrzi, detekce a kvantifikace je proto ztizena. V porovnani s klasickymi metodami sbéru plza vsak
mohou mit filtra¢ni postupy i ur¢ité vyhody: Dokazou odhalit lokality s nizkymi denzitami cerkarii, a
to 1 bez hledani plza (Théron et al., 1979) Jako vSechny mikroskopické metody jsou i ty filtraéni velmi
limitované, co se tyce urcovani druhové prislusnosti, jez probihd pouze na zdkladé¢ morfologickych
znakll (Théron, 1986a; Aoki et al., 2003). Vzhledem k tomu, ze pfi cerkariometrii obvykle neni zndm
mezihostitel, nelze schistosomy urcovat ani na zakladé¢ mezihostitelské specifity. Nicméné metoda

umoznuje vyuziti cerkarii zachycenych na filtru i pro naslednou molekularni determinaci.

Molekularni metody

Nejvétsi vyhodou molekularnich metod je moznost vysoce citlivé detekce a presné druhové
determinaceschistosom. I zde je vSak jednim z limitujicich krokt uspésna filtrace (viz cerkéariometrie),
neumoziyje filtraci pfedem stanoveného objemu vody kvili ucpavani filtru.

Dalsi nevyhodou spojovanou smetodami analyzy eDNA je chybéjici mikroskopicka
kontrola zachyceného parazita, coz znesnadnuje interpretaci vysledkii. Parazitarni eDNA bude totiz
zachycena vzdy, pokud se na lokalit¢ vyskytne dany parazit v jakémkoli stadiu vyvoje. To v§ak nutné

nemusi znamenat, Ze je lokalita rizikova, co se tyka uzavfeni zivotniho cyklu, nebo nebezpeci pro
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cloveka. Muze jit napt. o situace, kdy se na lokalit¢ bez vhodného MH vyskytuji pouze miracidia

schistosom z DH. Paraziti pak na lokalit€¢ nejsou schopni dal§iho vyvoje a tedy ani vzniku stadii

infek¢nich pro obratlovce. Vystupy eDNA analyz je tedy potieba uvazlivé interpretovat pouze jako

pfitomnost ¢i neptitomnost parazitairni eDNA, které vSak nutné¢ neznamena rizikovost analyzované

lokality z hlediska lidského zdravi (Sengupta et al., 2019).

Zminény nedostatek by mohl byt castecné feSen soubéznou analyzou vzorku eDNA nejen na

pfitomnost konkrétnich paraziti, ale i jejich mezihostiteld. Fakt, ze eDNA zistava uchovavana

v prostiedi po dlouhou dobu bez pfitomnosti hledaného organismu (Levy-Booth ef al., 2007) a z toho

vyplivajici falesné pozitivita vzorku, je mistem pro budouci optimalizaci metody.

Tabulka 5 — Souhrnuti mikroskopickych a molekularnich metod detekce schistosom v prostredi

Zpusob odbéru;

Vyuziti sentinelového
hostitele

napadeni hostitele;
cerkarie

- dlouhé ¢ekani na vysledek

metoda vyhod nevyhod
typ vzorku yhody yhody
tplati u vsech metod zachycujicich cerkarie
- nizké naklady - vysledek ovlivnén dobou sbéru a
- . filtrace; - mobilni aparatura distribuci cerkarii na lokalitét
Cerkariometrie g N . A o . Y
cerkarie - rychlost odéru vzorku oproti | - ucpavani filtru pti vysoké turbidité
1) sbéru plzat vody
= - nizké naklady - omezeny dosah, nizka senzitivita
. 3 3 pasti; - mozna detekce 1 pii vyssi - naro¢na druhova optimalizace
© | Odchyt pomoci pasti x e . . . a9
& cerkarie turbidité vody nez u - nizké procento zachyceni cerkarii
E cerkariometrie
- mozna detekce i pii vysoké - eticka stranka
turbidité vody - ¢asova naroc¢nost

- komplikovana logistika
- omezena Skala detekovatelnych
druht

tody

4

arni me

Molekul

Molekularni
cerkariometrie

filtrace;
cerkarie

- pfesna druhova determinace
- vy$si senzitiva nez
mikroskopicka cerkariometrie

- ucpavani filtru pfi vysoké turbidité
vody

- vysledek ovlivnén dobou sbéru a
distribuci cerkarii na lokalité

- vy$si ¢asova narocnost spojena

s molekularni analyzouf

- ptitomnost PCR inhibitorti ve vode
z lokality

- zachycenti i neinfek¢nich stadii,
fale$na pozitivita

Detekce eDNA

filtrace;
eDNA

- vysoka senzitivita a specifita
- presna druhova determinace
- rychle se rozvijejici metoda

- ucpavani filtru pii vysoké turbidité
vody

- nutnost optimalizace

- zachyceni i neinfekcnich stadii,
falesna pozitivita

- naro¢na interpretace vysledka

analyzy
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7  Zavér

Cilem této bakalaiské prace bylo shrnout a porovnat detekéni a diagnostické metody vyuzivané pii
sledovani vyskytu motolic ¢eledi Schistosomatidae v mezihostiteli, obratlovéim hostiteli a ve vnéjSim
prostfedi. Pfedkladany text je pfehledem zndmych metod, diskutuje jejich vyhody, nevyhody a limity
usnadiiyjici relevantni vybér vhodnych metodickych néstroji pii planovani budouci vlastni
experimentalni prace. Diulezitd kritéria hodnoceni jednotlivych metod byla nasledujici: senzitiva
(schopnost zachytit schistosomy i pfi nizké prevalenci nebo intenzité infekce), specifita, moznost
druhové determinace, ¢asova a financni narocnost i procesivita (pocet zpracovanych vzorki za €as).

Nejstarsi, nicméné stale vyuzivané detekeni, diagnostické a rovnéz tizce souvisejici determinacni
postupy jsou ty vyuzivajici mikroskopické metody. Nevyhody v podobé nizké senzitivity a obtizné
druhové determinace jsou vyvaZzeny jednoduchosti provedeni a nizkymi naklady. Vyznamné zvySeni
senzitivity, procesivity a zpfesnéni druhové determinace ptinesly rozvijejici se molekularné-biologické
¢i imunologické metody Ob¢ jsou vSak nakladné€jsi nez metody mikroskopické. Z velké ¢asti je jejich
vyuziti vazano spiSe na védecka pracovisté, ackoli nekteré se jiz dostavaji mezi postupy rutinné
vyuzivané diagnostickymi laboratofemi. S rozvojem novych metod se do budoucna pocita i s dalSim
zefektivnénim monitoringu vyskytu schistosom, a to jak lidskych ptsobicich schistosomoézu, tak
ptacich, které u lidi vyvolavaji cerkariovou dermatitidu.

V soucasné dob¢ je nejveétsi pozornost upirana k metodam detekce schistosom v prostiedi, zejména
pak k zachyceni eDNA ve vodnim prostiedi, které umoznuji potvrdit pfitomnost paraziti na
provéifované lokalité i bez sbéru a vysetiovani hostiteld. Tyto metody jsou zatim aplikovany zejména
pii detekci lidskych schistosom — jejich optimalizace pro ptac¢i druhy zplsobujici cerkariovou
dermatitidu bude spolu s porovnanim efektivity oproti postuptim tradicné vyuzivanym v podminkach

CR néplni navazujici diplomové prace.
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