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ABSTRAKT

Piedlozena diplomova prace se vénuje tiplikim rodu Culicoides, drobnému nematocernimu
dvoukiidlému hmyzu, a jejich parazitim. Tiplici se podileji na pienosu fady parazitickych
organismil z n¢kolika skupin, pficemz nejvyznamnéj$imi prenadSenymi patogeny jsou viry,
které mohou mit dramaticky dopad na hospodaiska zvitata. Tato prace se vSak vénuje detekci
parazitii nalezicich mezi trypanosomatida a filarie, a to u dvou nezavislych souboru tiplika —
z Ceské republiky a ze stfedoafrické oblasti. Kromé tiplikii byla v CR testovéna na vyskyt
stejnych skupin parazitl i piezvykava sparkata zvét. Nasim cilem bylo zjistit, zda se u tiplika
a jejich hostiteli (sparkaté zveéii) vyskytuji stejné druhy parazitii a zda tiplici mohou ptipadné
hrat roli pfenasect.

Tiplici jsou pomérné opomijenou skupinou krevsajiciho hmyzu. Az donedévna jim ne-
byla vénovana vétsi pozornost, coz se zménilo s rozsifenim Bluetongue viru po Evropé.
Na tento podnét byl zahéjen rozsahly monitoring tiplikti v Evropé, a to véetné CR. Bylo tak
ziskdno znaéné mnozstvi informaci o vyskytu tiplikli v okoli skotu, nicméné zZadna studie se
nezabyva vyskytem tiplikii v okoli sparkaté zvéte. I tuto mezeru v naSem poznani se snazi
zacelit tato diplomova prace. Mimo samotnou detekci parazitii se tato studie vénuje rovnéz

faunistice a genetické variabilité tiplikti ze stfedoafrické oblasti.

Klic¢ova slova: Culicoides, filarie, izolace DNA, parita, sparkata zvéf, trypanosomatida



ABSTRACT

This thesis deals with biting midges of the genus Culicoides, which are tiny nematoceran in-
sects belonging to the Diptera, and their parasites. Biting midges partake in transmissions of
several parasitical organisms of various groups. Most notably, they are the vectors of several
pathogenic viruses which might have a serious impact on livestock. However, the thesis deals
with detection of parasites belonging to Trypanosomatids and Filarioids related to two inde-
pendent biting midges collections — from the Czech Republic and from the Central African
region. Apart from testing biting midges, there were carried out the tests on the occurrence of
the same group of parasites within ruminant hoofed games in the Czech Republic. Our goal
was to find out whether the same parasites occur with biting midges and their hosts (hoofed
games) and whether biting midges could play a role as vectors.

Biting midges are relatively overlooked group of haematophagous insects. Until re-
cently, they had not been paid much attention, which changed with the spread of Bluetongue
virus over Europe. This stimulated a widespread monitoring of biting midges in several Euro-
pean countries, including the Czech Republic. This helped to gain a large amount of data
about the occurrence of biting midges near livestock. Nevertheless, there is no particular study
concerning the occurrence of biting midges in close proximity of hoofed game. In this respect,
the thesis tries to fill the gap of our knowledge. In addition, the thesis provides valuable in-
formation about the fauna as well as morphological and genetic variability of biting midges in

the Central African region.

Key words: Culicoides, filaria, izolation DNA, parity, hoofed game, trypanosomatids
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1. UVOD

Tiplici rodu Culicoides jsou kosmopolitné¢ rozsifeny drobny nematocerni dvoukiidly hmyz
(Diptera) z ¢eledi Ceratopogonidae. Vyskytuji se téméf ve vsech oblastech svéta, od motské-
ho pobiezi po vysoké hory, od tropti az po arktické oblasti. Jejich vyvoj, a tedy i vyskyt, je
vazan na vlhké stanovisté s dostatkem organického materialu. Pii velkych populacnich husto-
tach (napf. Skotsko) mohou plsobit jako vyznamni trapi¢i znemoznujici hostitelim pobyt
venku a ovliviiuji tak turisticky ruch i chov hospodatskych zvifat. Kromé& vyznamné role tra-
picu slouzi krevsajici samice tiplika i jako prenaseci fady patogentl, a to u mnoha hostitelt
véetné Cloveéka. Role tiplikli je nejvyznamnéjsi pii prenosu virl, z nichz mnohé zpisobuji
zévazna €1 dokonce smrtelnd onemocnéni. Mimo viry mohou tiplici ve svych télech hostit
nebo na obratlovce prenaset i fadu dalSich patogenti véetné prvoki a helmintt.

Z epidemiologického a epizootického hlediska jsou dulezité ty samice, které jiz saly
krev, a mohou tedy byt moznymi hostiteli patogenti pfenosnych na obratlovce. Nasaté a vyk-
ladené samice oznacujeme jako parni. PfestoZze znalost zastoupeni parnich samic v populaci
a sledovani dynamiky jejich vyskytu v pribéhu sezény mize napomoci chapani sifeni nemoci
v Case, touto problematikou se zabyva jen velmi omezené mnozstvi studii. V mé diplomové
praci se proto mimo jiné vénuji pravé dynamice parity samic druhu Culicoides obsoletus, nej-
Evropé.

Tiplici, a¢ vyznamni prenaSeci patogenli na hospodaiska zvitata 1 ¢loveka, byli az done-
davna opomijenou skupinou. ZvySené pozornosti se tomuto drobnému hmyzu dostalo az
s ptichodem bleutongue viru (BTV), neboli kataralni horec¢ky ovci, do stfedni a zapadni Evro-
py Vv roce 2006. Toto onemocnéni pienasené tipliky mélo za nasledek tragické ztraty zejména
ovci a vynutilo si zavedeni plosného o¢kovani. Udalosti v Evropé ohledné BTV vyvolaly vinu
studii tykajici se jak viru samotného, tak i jeho pfenaseci.

Na zakladé téchto udalosti byl v roce 2008 zahdjen z podnétu Evropské Unie rozsahly
monitoring vyskytu tiplikti v mnoha statech Evropy, véetné Ceské republiky. Statni veterinar-
ni ustav (SVU) v Jihlavé zprostiedkovaval odchyt tiplikii na cca tficeti lokalitach po celém
tizemi CR v blizkosti chovaného dobytka a ziskany hmyz byl zasilan do nadi laboratofe
k druhovému urceni. Vzhledem k zaméfeni nasi laboratote, ktera se vénuje vyskytu jedno
I vicehostitelskych trypanosomatid u riznych skupin hmyzu, jsme ziskany material vyuzili

zejména pro detekci trypanosomatid, ale také pro detekci filarii. Stejna vySetieni byla prove-



dena 1 u tiplikti odchycenych u ptezvykavé sparkaté zvére, které doplnily plosné provadeéné
odchyty SVU Jihlava.

Zatimco skot podléhd diikladné preventivni veterinarni kontrole, u sparkaté zvéte exis-
tuje jen omezené mnozstvi studii zabyvajici se vyskytem dixennich parazitl, u kterych by
bylo mozné uvazovat o tiplicich jako o moznych ptrenasecich. Proto jsem se vénovala v moji
diplomové praci nejenom parazitim tipliki, ale téz detekcim parazitl, trypanosom a filarii,
v koznich a krevnich odbérech z piezvykavé sparkaté zvéfe z riiznych lokalit v CR.

Druhé cast mé diplomové prace byla iniciovana projektem OPVK (operacni program
pro vzdélavani a konkurenceschopnost) zaméfeného na studium infek¢nich onemocnéni spo-
lecna clovéku a lidooptim probihajici v nékolika zdpadoafrickych zemich. V ramci tohoto
programu ¢lenové nasi laboratofe odchytavali ve Stiedoafrické republice a Gabonu krevsajici
hmyz, u kterého byla nésledné¢ provedena detekce parazith. Jelikoz se ma diplomova prace
vénuje tiplikiim, zaméfila jsem se v africkych odchytech na tuto skupinu hmyzu vcetné detek-
ce trypanosomatid a filarii. Na rozdil od stfedoevropského prostoru je fauna tiplikt sttedoaf-
rické oblasti znama jen velmi omezené, a proto bylo jejich taxonomické uréeni zna¢né pro-

blematické, a krom morfologické determinace bylo nutné vyuzit i metody barcodingu.

Cile préce:

1. Popsat sezonni dynamiku parnich a nuliparnich samic tiplikdi odchycenych v blizkosti
dobytka a prezvykavé sparkaté zvéte v Ceské republice.

2. Detekovat a identifikovat jedno- i vicehostitelska trypanosomatida a filarie u tiplikt
z Ceské republiky odchycenych v blizkosti prezvykavé sparkaté zvéfte.

3. Detekovat a identifikovat trypanosomy a filarie u ptezvykavé sparkaté zvéte.

4. Pomoci morfologickych a genetickych metod zmapovat faunistické slozeni tiplikd od-
chycenych ve Stredoafrické republice a Gabonu a detekovat a identifikovat jejich try-
panosomatida a filarie.

5. Zjistit fylogenetické postaveni detekovanych parazitd.



2. LITERARNI PREHLED

2.1 FAUNISTIKA TIPLIKU CR

Tiplici (rod Culicoides) jsou celosvétové rozsifenou skupinou krevsajiciho hmyzu a mnohé
druhy slouzi jako pfenaseci riznych patogend. Krom toho vSak sami hosti nékteré jednohosti-
telské parazity. Vzhledem k nedavné diplomové praci Zdenky Galkové z roku 2010, ktera
podrobné zmapovala vyskyt tipliki na naSem tzemi od roku 1980, se budu vénovat druhové-

mu sloZeni tipliki v CR pouze v kratkosti.

Tiplici rodu Culicoides jsou nejpocéetné&jsim rodem celedi Ceratopogonidae a s témét 1400

popsanymi druhy (http://wwx.inhs.illinois.edu/files/7613/9136/7587/WorldCatalogtaxa.pdf) maji

celosvétove rozsifeni az na oblasti jako je Antarktida (extrémni polarni oblasti), Novy Zéland,
Patagonie a Havajské ostrovy (Mellor et al., 2000). Pokud se nas zajem zuzi pouze na Evropu,
jedna se ptiblizné o 129 druhii (Szadziewski et al., 2013).

Historie faunistiky tiplikti CR saha pomémé daleko do minulosti. V roce 1980 byl jeste
v ramci Ceskoslovenska zpracovany seznam fauny tipliki (Orszagh, 1980), ktery zahrnoval
63 druhti Culicoides. Od té doby vyslo nékolik praci vénujici se tiplikiim na uzemi CR. Po-
sledni komplexni seznam vySel v roce 2009 (Téthova et Knoz, 2009) a ¢ita 49 druhi rodu
Culicoides, spadajici do Sesti podrodu: Avaritia, Beltranmyia, Culicoides, Monoculicoides,
Oecacta a Pontoculicoides.

Prace Radrova et al. (submitted), ktera vyuziva i data obsazena v této diplomové praci
a ktera je zaméfend zejména na mamaliofilni druhy tiplikd v okoli hospodarskych zvirat

v

a sparkaté lesni zvéte, zminuje jako nejhojnéjsi druh na nasem tzemi komplex C. obsoletus,
ktery je rovnéz nejhojnéjSim druhovym komplexem ve stfedni a severni Evropé. Kromé C.
obsoletus, zahrnuje druhy C. scoticus, C. dewulfi a C. chiopterus (Goffredo et Meiswinkel
2004; Savini et al., 2005). Dalsim &asto zastoupenym druhem v CR, je dle Radrové et al. C.
pulicaris nasledovany druhy C. punctatus a C. pallidicornis. Kromé toho byly ve vyse uvede-
né praci zaznamenany pro celou Ceskou republiku t¥i nové druhy, a to Culicoides (Oecacta)
clastrieri, C. (Oecacta) odiatus a C. (Pontoculicoides) saevus. Pouze pro Cechy sedm novych
druht, C. salinarius, C. riethi, C. dzhafarovi, C. furcillatus, C. pseudoheliophilus, C. simula-

tor a C.tauricus, a na uzemi Moravy jeden druh (C. abchazicus).


http://wwx.inhs.illinois.edu/files/7613/9136/7587/WorldCatalogtaxa.pdf

Tab. 2.1.1 Seznam 52 druhii rodu Culicoides vyskytujici se na tizemi CR (pfevzato z Téthova
et Knoz (2009) a doplnéno dle Radrova et al. (submitted))

podrod Avaritia podrod Monoculicoides kibunensis
abchazicus nubeculosus maritimus
chiopterus parroti minutissimus
dewulfi riethi odiatus pallidicornis
obsoletus stigma pallidicornis
scoticus podrod Oecacta pictipennis
podrod Beltranmyia *achrayi pseudoheliophilus
circumsriptus albicans *reconditus
manchuriensis alazanicus segnis
salinarius brunnicans semimaculatus
sphagnumensis clastrieri shaklawensis
podrod Culicoides comosioculatus Simulator
Delta duddingstoni subfasciipennis
fagineus dzhafarovi truncorum
grisescens fascipennis ustinovi
impunctatus festivipennis vexans
pulicaris furcillatus vidourlensis
punctatus haranti podrod Pontoculicoides

heliophilus saevus

jurensis tauricus

*Podle jiné novéjsi prace publikované v roce 2015 se Culicoides achrayi fadi do podrodu
Sylvaticulicoides a Culicoides reconditus do podrodu Wirthomyia (Martinez-de la Puente
etal., 2015).

Jelikoz samice rodu Culicoides jsou vektorem mnoha onemocnéni zvitat a ¢lovéka, je velmi
dalezité porozumét hostitelské preferenci jednotlivych druhti, a to zejména z hlediska epide-
miologie. VétSina tiplikli je schopna sat na vice druzich obratlov¢ich hostiteld, zejména pta-
cich a savcich. Ale nekteti zistavaji specializovani na savce (mamaliofilni) nebo ptaky (orni-
tofilni). Nektefi tiplici jsou dokonce schopni sat na ektotermech, jako jsou plazi a obojZivelni-
ci. V souvislosti s preferenci hostitele existuje souvislost s poctem a distribuci senzil na tyka-
dlech a palpach. Mamaliofilni druhy maji niZ8i pocet senzil distribuovany na mens$im poctu
flagelomer neZ ornitofilni druhy. Také druhy specializované na velké hostitele maji nizsi po-
Cet senzil na tfetim palpalnim segmentu (Braverman et Hulley, 1979; Isberg et al., 2013).
Z pohledu mé diplomové prace je znalost hostitelské preference tiplikti dilezita, jelikoz se
dale vénuje prave tiplikim mamaliofilnim a jejich vztahu k hostiteliim (pfezvykava sparkata

zvél), a moznym parazitim pienaSenym témito vektory.



Zde uvadim zafazeni nékterych druhi tipliki vyskytujicich se na tizemi CR podle jejich hosti-

telské preference (Orzsagh, 1980; Cerny et al., 2010; Martinez-de la Puente et al., 2015):

Mamaliofilni: C. dewulfi, C. deltus, C. grisescens, C. impunctatus, C. parroti, C. riethi,
C. brunnicans, C. furcillatus, C. vexans, C. achrayi, C. pallidicornis, C. nube-
culosus

Mamaliofilni i ornitofilni: C. chiopterus, C. obsoletus, C. scoticus, C. circumsriptus, C. sali-
narius, C. pulicaris, C. punctatus, C. alazanicus, C. festivipennis, C. kibu-
nensis, C. pictipennis, C. semimaculatus

Ornitofilni: C. duddingstoni, C. reconditus, C. segnis, C.minutissimus, C. simulator, C. trun-

corum

2.2 FAUNISTIKA TIPLIKU STREDOAFRICKE OBLASTI

Stredoafrick4 oblast neboli stfedni Afrika lezi v Konzské panvi zapadn€ od Velké piikopoveé
propadliny. Na velké plose tohoto regionu se nachazi tropicky destny prales. Do oblasti stied-
ni nebo centralni Afriky nélezi Stredoafricka republika, Cad, Angola, Kongo, Gabon, Kame-
run, Rovnikovéd Guinea, souostrovi Svaty Tomas a Princliv ostrov a Demokratickéa republika
Kongo (Zair'). N&kdy se ke stiedoafrické oblasti fadi i prilehlé staty jako Zambie, Burundi
a Rwanda.

Obr. 2.2.1 Staty stfedoafrické oblasti

republika
Kongo

1000 km

600 mi

© Daniel Dalet / d-maps.com

! Demokraticka republika Kongo byla od fiijna 1971 do kvétna 1997 nazyvdna Zair, a proto je v fadé praci uva-
dén pravé tento nazev zemé. V mé praci rovnéz uzivam nazev Zair z divodu Uspory mista, a to zejména
v tabulkach.



Pro afrotropicky region je s jistotou znamo okolo 120 druhu tiplikd rodu Culicoides. Tento
pocet je ale snejvétsi pravdépodobnosti podhodnocen, jelikoz v oblastech, jako je praveé
stfedni Afrika, nebyla data spravné shromazd’ovana, a taxonomicka literatura vénujici se této
problematice je velmi chuda a sklada se zejména ze starsich, Spatn¢ dostupnych praci ve fran-
couzstiné (Itoua et al., 1987).

Taxonomické charakteristiky druhti sepsané v letech 1974 az 1978 (*Cornet 1974 dle
Itoua et al. 1987; Wirth et Navai, 1978) vedly k pokroku v dosavadnich znalostech a spousta
chyb byla opravena, n¢které druhy byly piejmenovany a jiné zrevidovany. Samoziejme krome
morfologickych urCovacich znaki maji na vyjasnéni soucasné situace velkou zasluhu také
techniky na bazi molekuldrnich a biochemickych analyz. V roce 1987 Itoua et al. sepsal pre-
hled fauny tipliki rodu Culicoides na tzemi stiedoafrické oblasti (viz tab. 2.2.1), ve kterém
roztazuji tipliky do 18 skupin a pfifazuji k jednotlivym druhlim stity tohoto regionu, ve kte-
rych byli nalezeni. Kromé této prace byl o deset let pozdé&ji sepsan jesté prehled tiplika celého
svéta (Borkent et Wirth, 1997), ktery uvadi dva druhy tipliki stfedoafrické oblasti navic opro-
ti uvedenym v tabulce, a to C. septemmaculatus Goethebuer 1935 nalezeny v Zairu a C. bi-
signatus Kieffer 1921 nalezeny v Kamerunu. Ovsem v praci Borkent et Wirth (1997) se zemé

vyskytu nékterych druhti tiplikii ¢asto neshoduji s predchozi praci.

Tab 2.2.1 Prehled tipliki sttedoafrické oblasti dle Itoua et al. (1987).

Skupina Druh’ Zemé vyskytu Zdroj’

C. kumbaensis*
Inornatipennis | Challot, Kremer, Mouchet | Kamerun, Kongo, Angola
& Bach 1965

*Itoua et Cornet, 1986; *Caeiro, 1961;
*Clastrier, 1960

C. austeni Carter, Ingram

& Macfie 1920 Kongo, Angola *Clastrier, 1960; *Kremer, 1972
C. diamouanganai Itoua & .
Comet 1986 Kongo Itoua et Cornet, 1986
, . x . *K , 1972 ; *Clastrier et Wirth,
C. krameri Clastrier 1959 | Angola, Cad, Zair wgelmer astrier et I
C. milnei Austen 1909 Angola, Kongo *Caeiro, 1961; *Clastrier, 1960
Milnei C. nobrei Caeiro 1961 Angola *Caeiro, 1961
ilnei p -
C; qhwgqueliggztus Go- Zair *Goetghebuer, 1934
etghebuer
glj;l:tigg;‘;enﬂs Goetghe- Zair, Kongo *|toua et Cornet, 1986
C. trouilleti .
ltoua & Comet 1986 Kongo Itoua et Cornet, 1986
C. vitshumbiensis Go-
Zair *Goetghebuer, 1935b

etghebuer 1935b

2 * potet hvézditek oznatuje pocet synonymickych jmen daného druhu (viz dale)
* * sekundarni citace dle Itoua et al. (1987)




C. wansoni*

*Goetghebuer, 19353;

Goetghebuer 1935a Zair *Clastrier et Wirth, 1961
C. brucei** Austen 1909 Angola, Zair *Caeiro, 1961 ; *Goetghebuer, 1935b
Magnus -
C. magnus Colaco 1946 Angola *Caeiro, 1961
C. brosseti
. Gabon *Vattier et Adam, 1966a
Vattier & Adam 1966b
C. dubitatus N c 1986
. . toua et Cornet, ;
Kremer, Rebholtz-Hirtzel & | Angola, Kamerun, Kongo, Zair *Kremer et al,, 1975
Del6colle 1965
C. glabripennis*** Go- . *Goetghebuer, 1935b, 1933;
Kongo, Zair "
etghebuer 1935b Itoua et Cornet, 1986
*Pittaluga, 1911; *Goetghebuer, 1935b;
. Angola, Kamerun, Kongo, *Caeiro, 1961; *Kremer, 1972 ; *Callot
C. grahamii**** Austen R 8 kova Gui G S etal., 1965; *Kremer et al., 1975;
1909 ovnikova .umea, abon, *Clastrier, 1960; *Itoua et Cornet, 1986;
. Rwanda, Zair *Auriault, 1977; *Clastrier et Wirth,
Imicola 1961
C. huambensis Angola *Caeiro, 1961
Caeiro 1961 g '
* H .k .k
C. imicola* . Caeiro, 1963, Krgmer, 1972; CaIIQt
. Angola, Kamerun, Kongo, Zair | et al., 1965; *Clastrier, 1960; *Clastrier
Kieffer 1913 et Wirth, 1961
C. kibatiensis Goetghe-
Zair *Goetghebuer, 1935b
buer 1935b
C. sousadiasi
. Angola *Caeiro, 1961
Caeiro 1961
C. trifasciellus Goetghe- . *Goetghebuer, 1935b; *Kremer, 1972 ;
Angola, Kongo, Zair "
buer 1935b Itoua et Cornet, 1986
* .k i .
C fulvithorax* ' Goetghebuer, 1935b; *Caeiro, 1961;
Angola, Kamerun, Kongo, Zair | *Kremer, 1972 ; * Callot et al., 1965;
Fulvithorax* (Austen 1909) *Clastrier, 1960; *Itoua et Cornet, 1986
C. ochrothorax *Kremer, 1972 ;
Angola, Kongo " :
Carter 1919 Clastrier, 1960
C. albovenosus* Khamala Angola Khamala et Kettle, 1971;
& Kettle 1971 *Kremer, 1972
Albovenosus -
C. angolensis Angola *Caeiro, 1961
Caeiro 1961 8 ’
C. dekeyseri
Dekeyseri . Angola *Kremer, 1972
y Clastrier 1958 g
C. bedfordi
Stercorarius . Angola *Caeiro, 1961
Ingram & Macfie 1923 8
P . . *Caeiro, 1961; *Kremer, 1972; *Callot
C. distinctipennis** Austen . . ’ ! ,
P Angola, Kamerun, Kongo, Zair | etal., 1965; *Clastrier, 1960; *Itoua et
Distinctipennis 1912 Cornet, 1986; *Kremer et al., 1975
C. pycnosticus
Py . Angola *Caeiro, 1961
Ingram & Macfie 1924
C. nivosus
Nivosus . Angola, Zair *Caeiro, 1961; *Kremer et al., 1975
De Meillon 1937 £0%a,
C. cornutus
Cornutus . Angola *Caeiro, 1961
De Meillon 1937 g
. C. schultzei* . *Goetghebuer, 1948; *Kremer et al.,
Schultzei (Enderlein 1908) Zair 1975
C. citroneus Carter, In- A la. K K *Kremer, 1972; *Callot et al., 1965;
gram & Macfie 1920 ngola, kamerun, kongo *Clastrier, 1960; *Itoua et Cornet, 1986
, . *K , 1972; *Caeiro, 1961;
Neavei C. neavei Austen 1912 Angola, Zair, Kongo remer aerr

*Clastrier, 1960; *Kremer et al., 1975

C. ovalis
Khamala & Kettle 1971

Angola, Kamerun, Kongo

Khamala et Kettle, 1971; *Kremer,
1972; *Callot et al., 1965; *Itoua et
Cornet, 1986




C. punctithorax Carter,
Ingram & Macfie 1920

Kamerun, Kongo

*Callot et al., 1965; *Clastrier, 1960;
*|toua et Cornet, 1986

C. accraensis Carter, In-
gram & Macfie 1920

Angola, Kamerun, Kongo

*Caeiro, 1961; *Callot et al., 1965;
*Clastrier, 1960; *Itoua et Cornet, 1986

C. albopunctatus Clastrier
1960

Kongo, Zaire

*Clastrier, 1960; *Itoua et Cornet, 1986

C. congolensis
Clastrier 1960

Angola, Kongo

*Clastrier, 1960; *Kremer, 1972

C. corneti Kremer 1972b Angola *Kremer, 1972
\igft:ee'r";”A dam 1966a Kongo *Vattier et Adam, 1966b
Similis C. moucheti .
C &K 1970 Cad *Cornet et Kremer, 1970
orne remer
C. pretoriensis*
. Angol *K , 1972
Kremer & Nevill 1972 ngota remer
;:gg’lsgcz%rter’ Ingram & Angola *Caeiro, 1961
il;z;fllz:‘efQIGO Kongo *Clastrier, 1960
C. tropicalis* Angol *Caeiro, 1961; *Callot et al., 1967;
Kieffer 1913 ngota *Kremer, 1972
Nigripennis \(;;:;gf‘;u’A dam 1966a Kongo *Vattier et Adam, 1966b
C. bernardae Kongo *|toua et Cornet, 1986
Itoua & Comet 1986 ’
Bernardae C. bwamban
D.e I\V/lllgﬂlonalggz Angola, Kongo *Kremer, 1972; *Itoua et Cornet, 1986
C. barrosmachadoi Callot
’ | Angola *Callot et al., 1967
Kremer & Molet 1967 & aloteta
C. eugubandei
Samostatné . Angola *Caeiro, 1961
De Meillon 1937 & I
C. onderstepoortensis Aneola *Cagiro. 1961
Fiedler 1951 8 ’
C. citrinus Kieffer 1921 Kamerun *Kieffer, 1921
C. dentatus Kieffer 1921 Kamerun *Kieffer, 1921
C. jouberti
Huttel, Huttel & Verdier Gabon *Huttel et al., 1953
1953
C. kribiensis Kieffer 1921 Kamerun *Kieffer, 1921
Ct octosignatus Zair *Kieffer, 1921
Nezafazené Kieffer 1921 :
féczytlladrmgnatus Kieffer Kamerun *Kieffer, 1921
C. silvestrii Kieffer 1921 Kamerun *Kieffer, 1918
Elet#:’rgf :;;‘S Kamerun *Kieffer, 1921
C. tristanii
Huttel, Huttel & Verdier Gabon *Huttel et al., 1953

1953
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C

. kumbaensis Challot, Kremer, Mouchet et Bach 1965 — dfive byl za tento druh povazovan
C. inornatipennis z Angoly (*Caeiro, 1961 dle Itoua et al., 1987) a Konga
(*Clastrier, 1960 dle Itoua et al., 1987), ktery je ale v dne$ni dob& znam pouze
ze zéapadni Afriky (*Carter et al., 1920 dle Itoua et al., 1987).

. wansoni Goetghebuer 1935 — je znam také jako C. obscuripennis Clastrier et Wirth 1961.

. brucei Austen 1909 — je znam také pod nazvy C. hirtius sensu Caeiro 1961 a C. pseudopu-
licaris Goetghebuer 1935.

. glabripennis Goetghebuer 1935 — je jinym nazvem pro C. nudipennis Goetghebuer 1933
ataké pro C. septemmaculatus Goetghebuer 1935. Za tento druh byl dlouho
povazovan dnes jiz samostatny druh C. grahamii Austen 19009.

. grahamii Austen 1909 — pro tento druh se miizeme setkat s nazvy jako Oecacata hostilis-
sima Pittaluga 1911 a C. kivuensis Goetghebuer 1935, C. habereri Becker
1909, C. trichopis de Meillon 1937.

. imicola Kieffer 1913 — znamy také jako C. pallidipennis Carter, Ingram et Macfie 1920.

. trifasciellus Goetghebuer 1935 — Kremer v roce 1972 zaznamenal v Angole druh C. bros-
seti, ktery je pravdépodobné pravée C. trifasciellus (Borkent et Wirth, 1997).

. fulvithorax Austen 1909 — je také znam jako C. ruficollis Goetghebuer 1935.

. albovenosus Khamala et Kettle 1971 — jeho synonymum je C. neoangolensis Kremer 1972.

. schultzei (Enderlein 1908) — je znam také jako C. irroratus Goetghebuer 1948.

. pretoriensis Kremer et Nevill 1972 — Kremer v roce 1972 popsal druh C. robini, u kterého
se pozdé&ji ukazalo, ze je to ve skute¢nosti samice C. pretoriensis.

. tropicalis Kieffer 1913 — je znamy také jako C. babrius De Meillon 1943.

Potravni strategie stfedoafrickych tiplikli, stejn€ jako tiplici samotni, je stile velkou nezna-

mou. Jen nékolik malo studii se vénuje jejich biologii, napt. *Nicholas v roce 1953 (dle Itoua

et al., 1987) provedl vyzkum v Kamerunu, *Auriault v roce 1977 (dle Itoua et al., 1987)

\'

\'

Gabonu, *Vattier-Bernard et al. v roce 1986 (dle Itoua et al., 1987) Kongu a Itoua et al.

roce 1987 taktéz v Kongu. VSechny tyto prace fesi vybrané druhy tiplikt z hlediska jejich

ochoty sat na ¢loveku, tj. zda jsou antropofilni nebo zooantropofilni, avSak zadna prace se

specificky nevénuje roztazeni tiplikti na mamaliofilni a ornitofilni.



2.3 ODLISENI PARNICH SAMIC

Tiplici jsou zodpovédni za pfenos mnoha patogend (infekénich agens fady nemoci). Mezi
rus, epizootic hemorrhagic disease virus, equine encephalitis virus, akabane virus, bovine
ephemeral fever virus, viry palyam group, ruzné filarie a prvoci (viz dale). Vznik a Sifeni
téchto nemoci miize mit katastrofalni nasledky zejména pro koné, ovce, dobytek a jiné pre-
zvykavce S naslednym dopadem na ekonomiku. To bylo i hlavnim divodem, pro¢ se tiplikim
rodu Culicoides zacala vénovat V poslednich letech zvySena pozornost témeét v celé Evropé.
Ptesto spousta aspektl jako jsou ekologie, vyhledavani hostitele, potravni strategie atd. zlsta-
va neprozkoumana, a jednim z diivodu je i to, ze je obtizné tento maly hmyz odchytavat pfii-
Mo na zvifatech (Viennet et al., 2011), coz je povazovano za nejspolehlivéjsi metodu
k modelovani vztahu vektor/hostitel (Silver et Service, 2008).

Druhova distribuce a rozsifeni tiplika je ovlivnéno vnitinimi faktory, jako jsou schop-
nost Sifeni, ekologicka valence a evoluéni potencial, a vnéjsimi, mezi které patii geografické,
klimatické, geologické a biotické faktory. Sezonni dynamika hmyzich populaci je fizena
hlavné klimatickymi faktory, zejména destém a teplotou (Venail et al., 2012), dale vzdusnou
vlhkosti, svételnou intenzitou a rychlosti vétru (Carpenter et al., 2008).

Schopnost rozliseni parnich samic, tedy téch, které jiz kladly a s nejvétsi pravdépodob-
nosti tedy saly krev od samic nuliparnich, je dtlezita pfedev§im z hlediska epidemiologické-
ho, protoZe pouze tyto samice jsou pii sani schopny pfenaset na hostitele rizné patogeny. Pro-
to je vyhodné dokézat rozliSit samice na parni, nuliparni, gravidni a nasaté. U tiplikd je oproti
ostatnim skupinam nematocerniho hmyzu odliSeni parnich samic pomérné snadné. EXxistuje
nékolik metod pro urCovani parity, ale nejpouzivanéjsi metodou je urcovani parity podle late-
ralni abdominalni pigmentace, kterd je u fady druhd vidét dokonce pomoci obycejné lupy.
Jedna se o jedinou metodu, kterd umozniuje rozpoznat nuliparni a parni samice bez jejich pitvy
(Mrackova, 2013; bakalatrska prace). Zastoupeni parnich samic poskytuje uzitecné informace
k hodnoceni vékového slozeni a piezivani populace (Braverman et al., 1985), coZz napovida,
ktery z druhti mize byt nejefektivnéjsim vektorem. Znalosti sezéonni abundance, voltinismu,
hodnoty parity a pfezivani jsou dulezité informace pro studium onemocnéni pfenasené vekto-
ry (Linhares et Anderson, 1989).
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Vznik pigmentace na abdomenu

Nejvyznamnéj$i metodou urcovani parnich samic je abdomindlni pigmentace. Jako prvni po-
psal tuto metodu Dyce (1969) u C. victoriae. Jeji nespornou vyhodou je, ze ji lze pouzit
na zivém, chlazeném, hluboce zmrazeném nebo alkoholem fixovaném materialu (Dyce, 1969;
Birley et Boorman, 1982) a také ji Ize vyuzit i pro analyzu vékové struktury populace (Bra-
veman et al., 1985), ktera je dilezitd k porozuméni vektorové kompetence.

Cervena nebo hnéda pigmentace (v zavislosti na druhu) se objevuje béhem vyvoje ova-
ridlnich folikulii na tkanich lemujicich abdominélni sténu samic, které jsou posléze hodnoce-
ny jako parni. Jelikoz se pigment vyviji postupné pravé béhem prvniho ovaridlniho cyklu,
mizou se fyziologicka stadia dale separovat do nékolika skupin. U nékterych druhti, jako na-
ptiklad Culicoides marmoractus, je mozné rozdéleni az do péti kategorii podle stupné pig-
mentace a stadia traveni krve (Kay, 1973). Pigment se s vékem a dokon¢enymi gonotroficky-
mi cykly postupné akumuluje a vzniklé zbarveni zlstava po cely zbytek zivota samice. Podle
miry pigmentace nemtize byt sice uréen presny pocet sani, ale jelikoz nedochazi k blednuti, je
mozné odliSit skupiny uniparnich samic od skupin multiparnich (Akey et Potter, 1979).
Vzhledem k tomu, Ze se pigment vyviji béhem zrani folikult, je mozné, Ze v piipad¢ jejich
degenerace pretrvava, a proto se pigment miize vyskytnout 1 u nuliparnich samic (Dyce 1969;
Braverman et Mumcuoglu, 2009).

Dokonce 1 u autogennich samic, tedy samic, které ke své prvni snliSce nepotiebuji krev,
byla pozorovdna pigmentova granula, ale velmi roztrousené. Pigment se hromadi primarné
ve velkych epidermélnich bunkéch lokalizovanych pod kutikulou a prvni vrstvou dlazdico-
vych epitelovych bunék. Zbarveni je nejlépe vidét pies pleurdlni membranu. U vétSiny samic
je nejintenzivnéjsi na anterodorzalni a lateralni (Linley et Braverman, 1986) ¢asti abdomenu
a naopak svétlejsi posteriornim smérem a na ventralni sttedni linii (Dyce, 1969).

Nejlépe je pigment viditelny u samic, které nejsou nasaté krvi, ale jejich abdomen je
zvétSen po sani cukru (Tyndale-Biscoe, 1984), jelikoz nasatd krev, ktera s postupem casu
tmavne, znemoznuje viditelnost pigmentu. U gravidnich samic by mél byt pigment dobie vi-
ditelny, jelikoz zrajici folikuly tlaci na abdominalni sténu a zatlacuji pigment do intersticial-
nich drazek (Dyce, 1969), pfesto je jejich hodnoceni problematické (Bravermann
et Mumcuoglu, 2009). Je také pravdou, Ze rizné druhy mohou vykazovat Sirokou Skalu pig-
mentové intenzity v riznych populacich stejného druhu i v jedincich rtizného véku toho sa-
mého druhu. Zbarveni mize byt ovlivnéno 1 pruibéhem sezdny a danou lokalitou. Obtizné ne-
bo dokonce nemozné je hodnoceni zbarveni u samic stmavym abdomenem, jako je

napft. C. circumscriptus, C. newsteadi a C. univitattus (Bravermann et Mumcuoglu, 2009)
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a C. bancrofti a C. antennalis (Dyce, 1969). Problém nastane pii posuzovani mrtvych samic,
jelikoz jejich abdomen mize byt svrastély. AvSak problém lze vyfesit ponofenim jedince
do 70 % etanolu (Kay, 1973).

Jelikoz v8ak nelze vySe uvedenou metodou urcit pocet dokon¢enych ovaridlnich cykla
(Akey et Potter, 1979), byla pro jejich urceni, a to ne jen u tiplikii, vyvinuta metoda pocitani
folikularnich dilataci na ovariolach, napiiklad u C. marmoratus (Kay, 1973) a C. variipennis
(Akey et Potter, 1979). Paritu samic lze zjistit i pouzitim metody tracheolarnich klubicek
Vv ovariich, naptiklad u C. variipennis (Akey et Potter, 1979). DalSimi metodami, které byly
vyvinuty pro uréovani parity samic, je uréovani vzoru pigmentace v abdominalnich tergitech.
Tato metoda neni pfili§ pouzivana, jelikoz je obtizné uréit jednoznac¢né hranici pigmentovych
ploch, avsak jeji vyhodou je lepsi vyuzitelnost u scvrklych vzorki nez v ptipadé lateralni
pigmentace (Linley et Braverman, 1984). Dalsi metoda hodnoti rozdilnost zbarveni a nepru-
hlednost celistvych ovérii pod svételnym mikroskopem (Dyce, 1969). Pro zjednoduSeni poci-
tani folikularnich dilatacih na ovariolach se mize vyuzit olejové injekeni techniky, kterd je ale
u tiplikd manipula¢né velmi obtizna (Hoc, 1996).

Schopnost ur€it parni samice je dilezité z hlediska uspory casu a financi a ke zvySeni

pravdépodobnosti zachytu dixennich patogentl.

Sezonni dynamika parnich samic

Samoziejmé& nejveétsi pozornost se veénuje druhtim tiplikli v okoli hospodatskych zvirat,
na jejichz zdravi mohou mit vliv (Diarra et al., 2014). Pravé u téchto druhu tiplika byla zjis-
tovana sezonni dynamika. Jak jiz bylo zminéno, pro pfenos patogenil jsou dilezZité zejména
samice, které jiz saly krev a vétSinou vykladly i sntsku, tedy parni. V nékterych studiich se
samice déli dokonce na skupiny nuliparni, nasaté nuliparni, parni, nasaté parni, pregravidni
a gravidni podle jejich stupné abdomindlni pigmentace a abdomindlniho obsahu (Birley
et Boorman, 1982; Bellis et Reid, 1996).

VétSina praci vénujicich se pfenosu patogend rozliSuje samice pouze na Ctyii zakladni
kategorie (parni, nuliparni, nasané a gravidni) a ¢asto pouze urcuje hodnotu parity, tzn. pomeér
parnich samic ke vSem ostatnim samicim (Gerry et al., 2001; Meiswinkel et al., 2007; Ba-
lenghien et al., 2014; Rasmussen et al., 2014; Sarvasova et al., 2014). Existuji vSak i prace
vénujici se srovnavani odchytovych pasti a poméra jednotlivych skupin samic podle fyziolo-
gického véku (Viennet et al., 2011), prace studujici pomér parnich a nuliparnich samic
Vv pastech umisténych na riznych lokalitdich (Braverman et Linley, 1988) a také prace, kde se

urovani parity vyuziva k hodnoceni ptezivani a délky gonotrofického cyklu (Work et al.,
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1991; Bellis et Reid, 1996). Doposud se vSak pouze dvé studie zabyvaly samotnou dynamikou
parnich samic Vv prub&hu roku. Dynamika parnich samic byla sledovana ve Virginii u druht
C. biguttatus, C. obsoletus, C. stelifer, C. variipennis a C. venustus (Zimmerman et Turner,
1983) a v severni Kalifornii u druhu C. variipennis (Linhares et Anderson, 1989).

Pro ziskani reprezentativniho vzorku samic je tieba zvolit vhodny typ pasti, ¢as odchyti
(soumrak, svitani) a lokalizace pasti relativné blizko lihnist' a zejména hostitele (Bellis
et Reid, 1996). Procento parity se pocita nasledovné: pocet parnich samic / parni samice
+ nuliparni samice x 100. Pocet vrcholli nebo dokonce pomér piezivajicich samic po dokon-
¢eni jednoho nebo vice gonotrofickych cyklti mize byt ovlivnén teplotou a obecné pribéhem
pocasi v dané sezoné (Linhares et Anderson, 1989). Nicméné prubéh kiivky vypovidajici
0 poméru parnich samic v pribéhu sezony zavisi predevsim na tom, zda je dany druh univol-
tinni nebo multivoltinni (Zimmerman et Turner, 1983). Univoltinni druh klade snisku jednou
za rok (sezonu) a pribeh kiivky by mél probihat v zavislosti ke zvySujici se hodnoté parity
v ¢ase. Multivoltinni druhy naopak kladou vicekrat za rok, a proto prubéh kiivky fluktuuje
a vykazuje vice vrcholu v zavislosti na poc¢tu sniiSek a synchronizaci kladeni samic. Pokud
dochézi k synchronizovanému lihnuti samic Vv pritbéhu kratkého obdobi, procento parity se
snizuje v zavislosti na rostouci populaci nuliparnich samic. V obdobi jednoho az dvou tydnt
od doby lihnuti novych nuliparnich samic je mozné nachytat velké mnozstvi gravidnich sa-
mic, jelikoz v pfirodnich podminkach jsou nuliparni samice schopné nasat krev a vyvinout
sniiSku do jednoho tydne. Poté se hodnota parity zvysi az do ndstupu nové populace nulipar-
nich samic, a jak sezona pokracuje, pomér gravidnich a parnich samic se zvySuje. JelikoZ je
mortalita samic obvykle vy$§i po prvnim gonotrofickém cyklu, gravidni samice ptredstavuji
po vétSinu roku spiSe mladi jedinci dokoncujici prvni gonotroficky cyklus. Ke konci sezony
procento gravidnich samic klesa, zatimco procento parnich samic prudce roste (Linhares
et Anderson, 1989). V ptipadé multivoltinnich druht se lihnuti samic jednotlivych generaci
vzajemné prekryva a procento parni hodnoty spise mirné fluktuuje. Pokud jsou odchyty hodné
pocetné a samice vykazuji malé procento parity, znamena to, Ze druh ma malou hodnotu pte-
zivani dospélci. Jestlize hodnota parity neklesa pod piiblizn€ 30 %, znamena to, ze se jedna
0 dlouho Zzijici druh s viceméné kontinualnim lihnutim adulti (Zimmerman et Turner, 1983).
Napiiklad u druhu C. obsoletus, jemuz se vénuje i ma prace, fluktuuje parni hodnota bez vy-
razného vrcholu vzhledem ke kontinualnimu vzniku nuliparnich samic (Zimmerman et Tur-
ner, 1983). Tento vyzkum potvrzuji i jiné prace z New Yorku (Jamnback, 1965; Schmidtmann
et al., 1980).
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2.4 TRYPANOSOMATIDA U TIPLiKU

Tiplici zahrnuji mnoho medicinsky i veterindrné dulezitych druhti. Kromé alergickych reakci
a dermatitid pasobenych jejich pobodanim, jsou duleziti i jako vektofi patogenti pienosnych
zejména na savce a ptaky. NejCastéji jsou pienaSeci virt, helminti (napft. filarii) a prvoka
(napf. haemoproteus, hepatocystis, leukocytozoon a trypanosomatid), experimentalné byl
prokazan i ptenos bakterii.

Prvoci doposud detekovani z tiplikti patfi mezi bi¢ikovce, nalevniky, haematozoa a gre-
gariny (Rebholtz et al., 1977). V moji praci se budu vénovat pouze bi¢ikovcum — t¥idé Kine-
toplastea, presnéji fadu Trypanosomatida, ktery je Cisté paraziticky a morfologicky se od pii-
buzné skupiny bodonid (fad Bodonida) li§i mj. pfitomnosti pouze jednoho bi¢iku. Zna¢na
morfologicka variabilita se projevuje mj. tvorbou ruznych forem charakterizovanych zménou
polohy komplexu kinetosom-kinetoplast vzhledem K jadru a ptednimu konci buniky a zménou
polohy biciku.

Taxonomie kinetoplastid byla zalozena ptedevsim na morfologii a zivotnich cyklech dé-
lici zastupce do dvou skupin, primitivnéj$i Bodonidae a odvozené&jsi Trypanosomatidae
(Simpson et al., 2006). Novy systém dé¢li kinetoplastida na Prokinetoplastina (Ichthyobodo a
Perkinsella) a Metakinetoplastina (Neobodonida, Parabodonida, Eubodonida a Trypanosoma-
tidae) (Lukes et al., 2014). Trypanosomatida se pak déli na n¢kolik rodi a zahrnuji jak mono-
xenni parazity hmyzu, tak dixenni rody, které¢ jsou vazany v ur€itych stadiich zivotniho cyklu
na hmyz, v dalsich pak na obratlovce nebo rostliny (Maslov et al., 2013; Ty¢ et al., 2013; Vo-
typka et al., 2013; Yurchenko et al., 2014; Kassahuna et al., 2015; Svobodova et al., 2015
a mnohé dalsi).

Soucasné prace zaloZené na molekularnich metodach ukazuji, ze jednotlivé morfolo-
gické typy ani jejich kombinace nemaji piili§ velkou taxonomickou hodnotu (Maslov et al.,
2013). Pro urceni taxonomické pozice druhi v ramci trypanosomatid se v soucasnosti pouziva
sekvenovani malé podjednotky (SSU) rRNA a glykosomal glyceraldehyd-3-fosfat dehydro-
genazy (GAPDH) (Maslov et al., 1996; Merzlyak et al., 2001; Hamilton et al., 2004). Pro roz-
liseni mezi jednotlivymi druhy v ramci komplexti nebo populacemi se sekvenuje splice leader
(SL) RNA gen a odpovidajici integrované oblasti (Westenberger et al., 2004; Votypka et al.,
2010; Votypka et al., 2012a,b; Ty¢ et al., 2013).
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Dixenni trypanosomatida
Dixenni parazité napadajici obratlovce nebo rostliny prostiednictvim pfenosu z vektora, vetsi-
nou z hmyzu, patii do tii rodd: Trypanosoma a Leishmania (véetné ,,rodu” Endotrypanum)
u obratlovcti a Phytomonas u rostlin. U lidskych zavaznych onemocnéni jsou prenaseci glosi-
ny, plostice a flebotomové, nicméné spektrum prenaSecti je mnohem Sirsi.

Soucasné studie podporuji nazor, ze odvozeny dixenni Zzivotni styl byl vyvinut
z monoxenniho opakovan¢ a nezavisle pro vSechny ti rody, Trypanosoma, Leishmania a Phy-
tomonas (Flegontov et al., 2013; Maslov et al., 2013; Lukes et al., 2014; Stevens, 2014). Na-
vic se predpoklada, ze existuje nékolik druhi monoxennich trypanosomatid schopnych prezit
krom¢ hmyziho hostitele i v teplokrevném obratlovéim hostiteli, coz otevira nové potencidlni
ekologické niky. S tim je ovSem spojena schopnost vyrovnat se s naprosto odliSnym prostie-
dim (Lukes et al., 2014).

Tiplici mohou slouzit jako pfenaSeci ptacich trypanosom, které vSak nejsou pro ptaky
pfili§ patogenni, a vétsinou onemocnéni probiha bez vaznych klinickych ptfiznakd. Experi-
mentalné byla prokazana ucast tiplikd C. nubeculosus na ptenosu ptaci trypanosomy T. bakeri
(Miltgen et Landau, 1982). Rovnéz u ptac¢ich druhti Trypanosoma chaubaudi, T. davidmoly-
neuxi, T. everetti a T. gentilinii byl prokazan vyvoj a mnozeni pravé v C. nubecculosus zavr-
Seny experimentalnim pienosem na ptaky z tiplikii (*Chandenier et al., 1988 dle Halouzka
et Hubalek, 1996). Naopak pii studiu T. avium nebyla prokazana tcast tipliki v pienosu pta-
¢ich trypanosom (Votypka et al., 2002), i kdyz vyvoj T. avium byl zaznamenan u druht
C. sphagnumensis a C. stilobezzioides v Severni Americe. Pii experimentalnich pokusech
s timto druhem trypanosomy u riznych druht tiplikd vSak nedo$lo v zadném z piipada
k infekci (Bennett, 1970). Ze sav¢ich trypanosom maji tiplici potencial pfenaset T. copemani
(Austen et al., 2011)

Ve starSich pracich se objevuji zjevné mylné informace o zapojeni Culicoides spp.
Vv pienosu leishmaniozy nebo lidské malarie v Indii (*Christopher et al., 1925; Das Gupta
et Pal, 1976 dle Halouzka et Hubalek, 1996). Na druhou stranu tiplici rodu Forcipomyia pie-

nasi parazity rodu Leishmania u klokani v Australii (Dougall et al., 2011).

Monoxenni trypanosomatida

Monoxenni neboli jednohostitelska trypanosomatida jsou vétsinou benigni parazité vyskytuji-
ci se prevazné u hmyzu, a to zejména u dvou fadi hmyzu, dvoukftidli (Diptera) a plostice
(Hemiptera), dale pak u blech (Siphonaptera), svabua (Blattodea) a dalsich (Podlipaev, 1990).

Prvni zminky o nalezech monoxennich trypanosomatid byly dokumentovany jiz v roce 1851
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(*Burnett dle Maslov et al., 2013), a prvni rody (Leptomonas a Herpetomonas) byly popsany
v roce 1880 (Kent, 1880). Vyrazny narist publikaci popisujici nové druhy hmyzich trypano-
somatid a jejich taxonomii nastal v prvni poloving 20. stoleti.

V roce 1990 byl publikovan seznam, ktery uvadi 350 pojmenovanych druhii Trypano-
somatid (Podlipaev, 1990), aktualni pocet druhti se blizi 400 (Maslov et al., 2013). V soucas-
nosti je popsanych devét monoxennich rodt (Votypka et al., in press) a jejich pocet stale roste
(Maslov et al., 2013; Hamilton et al., submitted): Crithidia, Blastocrithidia, Wallacemonas,
Herpetomonas, Leptomonas, Sergeia, a tfi rody Angomonas, Strigomonas a Kentomonas, kte-
ré maji ve své cytoplasmé endosymbiotické bakterie (Teixeira et al., 2011; Votypka et al.,
2014). Jejich taxonomie je zatim neustalena vzhledem k tomu, Ze monoxeni trypanosomatida
jsou lékaisky nevyznamni paraziti @ nebyla jim v minulosti vénovana pfili§ velka pozornost.
Rizni autofi maji odlisné nazory na popisovani novych druht trypanosomatid (Votypka et al.,
in press) a taxonomie zaloZena na morfologii je kritizovana zejména kvuli piilisné variabilité
znaku (Merzlyak et al., 2001; Podlipaev, 2001; Yurchenko et al., 2008, 2009). Ptistup zaloze-
ny na popisu druhti na zaklad¢ jejich hostitelské specifity (jeden hostitel/jeden parazit) se rov-
néz ukazuje jako nevhodny vzhledem k nové prokazované nizké hostitelské specifité (Podli-
paev et al., 2004a; Svobodova et al., 2007; Votypka et al., in press). V soucasné dobé se pro
popis novych druhii pouziva kombinace nékolika metod véetné molekularni fylogeneze (Yur-
chenko et al., 2006; Votypka et al., in press). Zajimavym pozorovanim je, ze vétSina vektord
dixennich trypanosom a leishmanii postradaji vySe zminénd monoxenni trypanosomatida
(Podlipaev, 2000; Lukes et al., 2014).

Zda se, ze hostitelska specifita hmyzich bi¢ikovca neni pfili§ vysoka a jejich plasticita
mize snadno vést k vytvoreni nového vztahu vektor/parazit (Podlipaev, 2000; Maslov et al.,
2013; Lukes et al., 2014). N¢které prace (napt. Noyes et al., 2002) dokazuji, Ze monoxenni
hmyzi trypanosomatida jsou schopné vyvoje v teplokrevnych obratlovcich véetné ¢loveka a
predstavuji tak nebezpeci zejména pro imunokomprimované pacienty (Maslov et al., 2013).

Zaznamy o vyskytu monoxennich trypanosomatid u tiplikQi jsou pomérné nedavné
a vSechny pochazeji z nasi vyzkumné skupiny. K dnesnimu dni byly z tiplikti rodu Culicoides
popsany pouze tii druhy monoxennich trypanosomatid, ale s nejvétsi pravdépodobnosti se
jedna pouze o zlomek skute¢né diverzity. V roce 2004 byl popsan a pojmenovan prvni za-
stupce monoxennich trypanosomatid tiplikti, a to Herpetomonas ztiplika ze samice C. kibu-
nensis Tokunaga, 1937 (Podlipaev et al., 2004a). C. kibunensis je velmi rozSifeny druh
na severni polokouli a jako trapi¢ méa vyznam pro ekonomickou a zdravotnickou sféru. V roce

2007 byl ze stfeva piirozen¢ infikovanych tiplikd C. festivipennis a C. truncorum izolovan
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dal$i druh monoxennich trypanosomatid Sergeia podlipaevi, ktery piedstavuje novou fyloge-
netickou vétev v rdmci Celedi Trypanosomatidea. S timto druhem parazita byla Gspé$né pro-
vedena experimentalni infekce tiplika C. nubeculosus (Svobodova et al., 2007), coz dokazuje
nizkou hostitelskou specifitu. Dal$im, a zatim poslednim popsanym druhem izolovanym
ze stfeva tiplika C. truncorum, je Herpetomonas trimorpha (Zidkova et al., 2010), druh blizce

ptibuzny Herpetomonas ztiplika.

Obr. 2.4.1 Fylogeneticky strom ¢eledi Trypanosomatidae dle Votypka et al. (in press)
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Pienos trypanosomatid

V pienosu dixennich trypanosomatid se vétsSinou uplatituje vektor a dochazi k nému prostied-
nictvim slin, kontaminaci na/v sosdku, trusem nebo pozienim vektora V nékterych ptipadech
muze byt pfenos mezi obratlov¢imi hostiteli zprostiedkovan pomoci sexu.

U endoparazitickych monoxennich trypanosomatid existuji v zasadé dva zpusoby pie-
nosu mezi hostitelskym hmyzem. Vertikalni, kdy se parazit pfenasi z rodi¢ii na potomstvo,
a horizontalni, kdy dochazi k pfenosu mezi dvéma jedinci, a to bud’ z hostitele na hostitele,
nebo z hostitele do prostedi a pak az na dal$iho hostitele. Vertikalni pfenos je dale rozdélen
do dvou forem, transovarialni (paraziti pfitomni ve vajicku) a transovum (paraziti piitomni
na skotapce vajicka). Pfi transovum pienosu, coz je nejnovejsi objev v oblasti pfenosu trypa-
nosomatid, se nymfy nebo larvy nakazi pii poziti zbytka skotapek, na kterych jsou piitomna
odolna stadia parazita (Dias et al., 2014).

Ptedpoklada se, ze kliCovy vyznam ma pfenos pozitim potravy. Potencialni hostitelé
vSak mohou tento pfenos bud’ usnadnit, nebo mu naopak mohou zabranit. Mouchy a plostice
usnadiiuji tento prenos, protoZe jejich potrava je bohatd na organické zdroje. Casté hmyzi
agregace na potravnim zdroji nebo husté lokalizované populace mohou usnadnit tzv. konta-
minativni pfenos (Maslov et al., 2013). Pasivni pfenos a do¢asné pteziti monoxennich parazi-
tt v prostfedi je rovnéz mozné (Clark et al., 1964). Mezi dalsi cesty pienosu patii koprofagie,
nekrofagie, ale i predace. Vysoky vyskyt parazitli v nékterych hmyzich populacich mtize byt
umoznén pouze schopnosti parazita vytvofit dlouhodobé infekce hostiteli. K tém pravdépo-
dobné dochazi obdobné jako u dixennich trypanosomatid a za dlouhodobou vazbu mezi para-
zitem a hostitelem mohou byt zodpovédné naptiklad povrchové glykokonjugaty parazita
umoznujici specifickou interakci pouze s omezenym poctem hostitelti, kteti nesou odpovidaji-
ci receptory (Maslov et al., 2013). V hostiteli se monoxenni trypanosomatida nachazeji
zejména ve stfednim a zadnim stfevé, kde mohou Casto tvofit hustou vrstvu bunék, lemujicich
sttevni stény. V piipad€ zadniho stieva pak ¢asto dochézi k pfichyceni na chitindzni vystelku.
Jakmile je hostitel napaden, obsah jeho stfevniho traktu bohaty na ziviny podporuje mnozeni
parazita. Ne vSechny druhy hmyzu vsak poskytuji takto ptiznivé podminky, naptiklad druhy
zivici se celulézou nebo druhy, které se v dospélosti nekrmi, a proto je u nich vyskyt trypano-

somatid nepravdépodobny (Maslov et al., 2013).
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2.5 TRYPANOSOMY U PREZVYKAVE SPARKATE ZVERE

Znalost druht trypanosom, které cirkuluji v populacich voln¢ Zijicich Zivocichi a jejich gene-
tické rozmanitosti, neni piili§ velkd. V soucasné dobé je zndmo pouze nékolik trypanosom
U sparkaté zvéte.

Nejcastéjsi jsou nepatogenni trypanosomy ze skupiny Stercoraria (Megatrypanum),
Trypanosoma theileri, T. cervi a T. mazamarum. Trypanosomy komplexu T. theileri jsou
znamé prevazné z dobytka a dalSich turovitych (Fisher et al., 2013), jejich vyskyt byl vSak
zaznamenan (Casto pod oznacenim T. theileri-like nebo T. cervi) i u riznych druhd jelenovi-
tych a kancilovitych (Hoare, 1972; Schlifer, 1979; Rodrigues et al., 2003; Garcia et al., 2011;
Auty et al., 2012; Neumiiller et al., 2012). Identifikace byla ve starSich pracich provedena
pouze dle morfologie, novéjsi prace uz pouzivaji moderni molekularni metody.

Trypanosoma theileri byla poprvé identifikovana u skotu v roce 1902 nezavisle na sobé
dvéma vyzkumniky, Laveran a Bruce (Hoare, 1972). Z jelenovitych byly v roce 1969 poprvé
ziskany neznamé trypanosomy (Kistner et Hanson, 1969) a pozdéji v roce 1975 byl z jelena
wapiti v USA odlisen od T. theileri novy druh, ktery byl pojmenovan Trypanosoma cervi
(Kingston et Morton, 1975). Od té doby byla T. cervi identifikovana v USA Vv jelenci usatém,
jelenci ¢ernoocasém, jelenci béloocasém, losu a sobu (Morton et Kingston, 1976; Kingston et
al., 1982a). V Evropé¢ byla tato trypanosoma hlasena u jelena evropského, losa evropského,
danka evropského a srnce obecného (Friedhoff et al., 1984; Dirie et al., 1990; Wita a Kings-
ton, 1999). V Jizni Americe byla v roce 1932 objevena T. mazamarum nalezena v mazamovi,
v drobném jelenovitém savci (*Mazza et al., 1932 dle Fisher, 2013; Hoare, 1972). V Polsku
byla v roce 1992 ze srncii izolovana trypanosoma podobna T. cervi/theileri a pojmenovana T.
stefanskii. Jeji odliseni se zakladalo pouze na morfologii (Kingston et al., 1992). V roce 2007
(Hatama et al., 2007) se objevil prvni nalez trypanosom podrodu Megatrypanum v sikovi
hokkaidském. Morfometricky byla trypanosoma podobna T. cervi, avSak podle fylogeneze
uzce souvisi s T. theileri. Problém s rozlisenim jednotlivych druhti komplexu T. theileri (T.
theileri, T. cervi, T. mazamarum a T. stefanskii) vSak stale pfetrvava a tyto druhy jsou vice-
mén¢ definovany na zéklad¢ jejich ne zcela prokazané hostitelské a mozna i vektorové speci-
fity.

Soucasna data naznacuji, ze T. theileri diverzifikovala kompatibiln¢ s divergenci jejich
hostitelti zejména pak v Miocénu, a pozdé&ji byla zavleCena na nova tizemi s piepravou hospo-
darskych zvifat po celém svéteé (Rodrigues et al., 2006). Pro urCeni hostitelského rozsahu
komplexu T. theileri jsou zapotiebi dalsi analyzy. Pred pfichodem molekularnich a genetic-

kych metod byly druhy rozliSovany pouze na zdkladé morfologie nebo podle hostitelské spe-

19



cifity. Trypomastigoti T. cervi se od T. theileri lisi tim, Ze maji krat$i bic¢ik, vyrazné zvinénou
undulujici membranu, velké granularni jadro lokalizované vice vzadu (Kingston et Morton,
1975) a velky kinetoplast umistény posteriorné k jadru. Trypomastigoti obou druhti maji pro-
tahly a Spicaty posteriorni konec (Fisher et al., 2013).

Pro trypanosomy podrodu Megatrypanum ze skotu, vodnich buvold, jelent a antilop by-
lo provedeno né¢kolik fylogenetickych studii zalozenych na riznych genech, splice-leader,
katepsin-L, gGAPDH, SSU a ITS, které je rozd¢lily do dvou hlavnich linii, Tthl a TthIl
a v ramci kazdé z nich do n€kolika hostitelsky specifickych genotypti (Rodrigues et al., 2003,
2006, 2010a,b; Garcia et al., 2011; Martinkovi¢ et al., 2012). Obecné¢ plati, Ze vice variabilni
ITS rDNA je 1épe schopna rozlisit kryptické genotypy. V nékolika fylogenetickych analyzéach
se genové sekvence T. theileri(-like)/T. cervi seskupovaly v zavislosti na druhu hostitele
a ukazalo se tedy jasné oddé€leni trypanosom skotu od téch z jelent (Rodrigues et al., 2006,
2010a,b; Garcia et al., 2011; Fisher et al., 2013). To vedlo k nazoru, Ze jednotlivé genotypy
T. theileri jsou hostitelsky specifické.

Druhy komplexu T. theileri nalezi mezi Stercoraria a jsou do obratlovéiho hostitele
pfendSeny bud’ kontaminaci Ustni sliznice vykaly, nebo obsahem stfeva ptislusnych vektort.
jsou povazovani zejména ovadi pro T. theileri u skotu a klosi (napf. Lipoptena mazamae)
(Samuel et Trainer, 1972) pro T. cervi u jelenovitych. Dokonce se uvazuje i o kliStatech jako
vektorech téchto trypanosom (Martins et al., 2008). Otazkou zistava vertikalni pienos
z matky na plod (Kingston et al., 1981), protoze i kdyz infekce trypanosomou probiha obvyk-
le subklinicky, zdravotni problémy mohou nastat pfi riznych konfekcich a samotna infekce
vyrazné zvySuje riziko abortt (Kingston et al., 1982D).

Skupina Salivaria je u sparkaté zvéfe zastoupend v mnohem mensi mife. Vyskyt
T. evansi byl popsan u jelen sambar indicky (Adams et Lionnet, 1933), muntzak sundsky,
sambar ostrovni, axis indicky (*Kraneveld et Mansjoer, 1952 dle Kingston et al., 1992)
a u srnce obecného (*Galuzo et Novinskaia, 1958 dle Kingston et al., 1992). Také T. vivax
byla zjisténa u jelenovitych, a to v jelenci venezuelském (*Faisson et al., 1948 dle Stuht,
1975).
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2.6 FILARIE U TIPLIKU

Tiplici mohou hostit rovnéZz paraziticka Nematoda. Mezi jejich nejcastéjsi parazity patii Cervi
¢eledi Mermithidae, ktefi ve velké mife napadaji i jiné ¢lenovce. Mezi takové nalezi napiiklad
rod Romanomermis u Culicoides nanus (Chapman et al., 1968; Chapman, 1969) a pomérné
nedavno objeveny rod Heleidomermis parazitujici u C. variipennis (Poinar et Mullens, 1987)
nebo u C. circumscriptus (Poinar et Sarto i Monteys, 2008). Dalsimi nematody napadajici
tipliky je ¢eled’ Tetradonematidae se zastupcem Aproctonema chapmani (Nickle, 1969) para-
zitujici v C. arboricola, popiipadé¢ C. obsoletus, kde byl rovnéz nalezen blize neuréeny za-
stupce dané ¢eledi (Rebholtz et al., 1977).

Tab. 2.6.1 Prehled vicehostitelskych helminti izolovanych z tiplikd (Galkova, 2010 — dle

Halouzka et Hubalek 1996, Borkent 2005)

druh cerva hostitel Vyskyt
Helmintdzy volné Zijicich Zivocichi

Eufilariella bartlettae Ptdci - drozdoviti Evropa
Eufilariella delicata Ptdci - drozdoviti Evropa
Eufilaria kalifai Ptaci - krkavcoviti Evropa
Eufilaria longicaudata Ptdci - krkavcoviti S. Amerika
Filaria sp. Ptdci - Spackoviti S. Amerika
Filaria sp. Ptaci - krkavcoviti S. Amerika
Chandlerella quiscali Ptaci - vlhovcoviti S. Amerika
Chandlerella striatospicula Ptaci - krkavcoviti S. Amerika
Chandlerella chitwoodae Ptdci - snovacoviti | Indonézie
Splendidofilaria californiensis | Ptaci - tetfevoviti S. Amerika
Splendidofilaria picacardina Ptaci - krkavcoviti S. Amerika

Ornithofilaria fallisensis

Ptaci - kachnoviti

S. Amerika, Asie

Macacanema formosana Opice Cina, Thaiwan
Dipetalonema gracile Opice Mexiko, Stf. a J. Amerika
Dipetalonema caudispina Opice J. Amerika
Dipetalonema marmosetae Opice J. Amerika
Dipetalonema llewellyni Myvali S. Amerika

helmintézy hospodaisky vyznamnych zvirat

Onchocerca gutturosa Turoviti Kosmopolitni

Onchocerca gibsoni Turoviti Asie, Afrika, Australie
Onchocerca cebei Buvoli Australie

Onchocerca cervicalis Konoviti kosmopolitni

Onchocerca reticulata Konoviti Evropa, Asie, Afrika, Austrdlie
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Onchocerca flexuosa Jelenoviti Evropa, Asie

helmintézy napadajici clovéka

Dipetalonema ozzardi Clovék Stf. a J. Amerika
Dipetalonema perstans Primati, clovék Afrika, Stt. a J. Amerika
Dipetalonema streptocerca Primati, ¢lovék Afrika

vvvvvv

riidae, Oswaldofilariidae, Lemdaninae a dal$i (Halouzka et Hubalek, 1996). Tiplici rodu Culi-
coides ptenaseji fadu filarii na rizné obratlov¢i hostitele, zejména ptaky, u kterych nepuisobi
zadné zavazné zdravotni potize. Vyznamné jsou filarie napadajici ¢loveka (Dipetalonema =
Mansonella), hospodaiska zvitata a sparkatou zvéf. Jednotlivé druhy parazitt, jejich hostitelé
a vyskyt je v tab. 2.6.1 Piehled tiplikti znamych z ptenosu filarii je v tab. 2.6.2.

Tab. 2.6.2 Piehled tiplikt jako (domné&lych) vektort filarii (dle Halouzka et Hubalek, 1996)

Hostitel Vektor (rod Culicoides)

C. nubeculosus, C. stilobezzioides, C. travisi, C. crepuscularis, C. multi-

Ptaci
dentatus

C. hollensis, C. furens, C. variipennis, C. riethi, C. nubeculosus,
Clovék a primati | C. phlebotomus, C. insinuatus, C. milnei (austeni), C. grahami, C.

amamiensis
C. oxystoma, C. orientalis, C. pungens, C. shortii, C. nubeculosus,
Dobytek C. marksi, C. arakawae, C. kingi, C. krameri, C. fulvithorax, C. trifas-
ciellus
Koné C. nubeculosus, C. variipennis, C. obsoletus, C. parroti a dalsi

C. arakawae, C. kingi, C. krameri, C. fulvithorax, C. trifasciellus,

Jelenoviti
C. nubeculosus

2.7 FILARIE U PREZVYKAVE SPARKATE ZVERE

Do piezvykavé sparkaté zvétre nalezi druhy jako jelen, srnec, muflon, dan€k, sika apod., kteii
jsou také hostiteli nékolika filarii (Filarioidea), a to zejména z ¢eledi Onchocercidae, vyskytu-
jict se v télni duting, lymfatickém a krevnim systému nebo v pojivové tkani. NejcastéjSim
rodem je Onchocerca, dale Setaria, Rugosicaudata a Wehrdikmansia. Casto mohou zptisobo-
vat zdvazné onemocnéni, zejména u nepiirozenych hostiteld. Jejich pfenaSeci jsou pievazné
muchnicky, komafi a kliStata, ale 1 tiplici.

Taxonomické zatrazeni filarii bylo dfive zalozeno na jejich morfologii, coz je velmi ob-
tizné. Dnes se pouzivaji zejména molekularni metody, a to Casto na zaklad€ sekvenci genu

pro mitochondridlni cytochrom ¢ oxidazu 1 (COX1) a mitochondrialni 12S rDNA (Yatawara
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et al., 2007; Alasaad et al., 2012). Vzhledem k tomu, ze mikrofilarie obvykle nelze morofolo-
gicky rozlisit, je molekularni charakterizace, ktera umoznuje identifikaci paraziti ve vSech
vyvojovych stadiich, velmi vitana.

U prezvykavé sparkaté zvére je znamo pouze n€kolik malo druht filarii. Mezi nejdule-
zit€j8i patii rod Setaria, zahrnujici parazity peritoneéalni dutiny kopytnikt. Pro své pfirozené
hostitele nejsou pfili§ patogenni, avSak u nepfirozenych hostiteldi, mohou zptlisobit vazné
zdravotni potize. Larvy nékterych druhi mohou migrovat podél centralniho nervového systé-
mu a mohou zpusobit mechanické poskozeni a zanétlivé reakce (*Innes et al., 1952 dle Jaya-
singhe et Wijesundera, 2003). Vyznamnym zastupcem je kosmopolitni druh Setaria cervi
parazitujici u jelena evropského, losa evropského, srnce obecného, dainika evropského, siky
a muntzaka v Evrop¢ a Asii a je pfenaSena komary. Dospély ¢erv obyva abdominalni a thora-
kalni dutinu svych hostitelti a obvykle neptsobi velké zdravotni potize. Sesterskymi druhy
jsou S. digitata a S. labiatopapillosa parazitujici pfevazné u dobytka (Jayasinghe et Wijesun-
dera, 2003; Anderson, 2000). Knim tvofi sesterskou skupinu S. tundra u jelenovitych
a S. equina u konovitych (Giannetto et al., 1996; Favia et al., 2003). S. tundra je zavaznym
parazitem semidomestikovaného soba polarniho (Rangifer tarandus tarandus), u kterého zpu-
sobuje zavazny zanét pobfisnice. Parazit se v letech 2003 az 2005 rozsifil do severni borealni
oblasti ve Finsku (Laaksonem et al., 2009a). Byl také zaznamenan u losa evropského
v Laponsku v roce 1989 a srnce obecného (Laaksonem et al., 2009b). Je pfenasena zejména
komary rodu Aedes a v mirngjsim klimatu mize byt pfenasena rodem Anopheles. Za §ifenim
S. tundra stoji tepla 1éta v dusledku globalniho oteplovani, ktera umoziuji delsi prezivani vek-
tord a krat$i vyvoj larev v komarovi. Tepla 1éta také nuti stdda sobti st€hovat se na komary
bohaté mokiady (Laaksonem et al., 2009b). Jelikoz S. tundra nejspi$ neni pfili§ vektorové
specificky parazit, miize snadno zvétsit svilj geograficky rozsah (Laaksonem et al., 2009a).
Hostitelem pribuzného druhu S. yehi z Kalifornie je jelenec béloocasy a jelenec ¢ernoocasy a
vektorem je nejcastéji Aedes sierrensis (Prestwood et al., 1977; Weinmann et al., 1973).

Dalsim parazitem ze skupiny filarii je Wehrdikmansia cervipedis, zkoumana ve studii
Hiblera (1965) v Arizoné u jelence usatého a jelence béloocasé¢ho. Jeji vyskyt byl také zazna-
menan v jelenu lesnim (Dykova, 1970), jelenci cernoocasém (Weinmann et al., 1973), losech
a antilopach. Dospélci jsou obvykle koncentrovani pod kiiZi na bazi usi, na noze, boku a pleci.
Pti tézkych infekcich v§ak mohou byt lokalizovani po celém téle (Hiblera, 1965).

U srnce obecného se vykytuje podkozni filarie Cercopithifilaria (syn. Wehrdikmansia,
Dipetalonema) rugosicaudata, pienasena klistaty Ixodes ricinus (Demiaszkiewicz, 1991,

Ramos et al., 2013). Rod Cercopithifilaria parazituje u riznych prezvykavci, kockodanovi-
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tych, u riznych masozravci, hlodavet a vacnatci. Jedna se o velmi rozsifeného parazita
s n€kolika druhy klistat slouzicimi jako vektory. V Evropé jsou hlaseny ¢tyti druhy: C. gras-
sii (Otranto et al., 2012), C. bainae (Otranto et al., 2011), Cercopithifilaria sp. Il (Otranto
etal.,, 2012) - vSechny u pst a C. rugosicaudata u srnct (Winkhardt, 1980). Ackoli klisté
obecné (1. ricinus) i srnec obecny jsou rozsifeni na vétsin€ tizemi Evropy, zaznamy o filariich
rodu Cercopithifilaria jsou pomérné sporadické, zejména kviili mensi veterinarni relevanci.

Celed’ Cervidae (jelenoviti) jsou také hostiteli nékolika druhti rodu Onchocerca, kte-
ry parazituje predev$im u kopytnikt, kromé druhu O. volvulus, ktera je lidskym parazitem
a O. lupi, ktera je parazitem psu. Oproti druhiim z koni a dobytka, které maji Sirokou distri-
buci napfi¢ celym svétem, rozsifeni druht z divokych kopytniki je vice omezeno na vyskyt
hostitele (Anderson, 2000). Nejcastéji jim slouzi jako pfenaSe¢i muchni¢ky a tiplici.
V Evropé, a to véetnd CR, se vyskytuje O. flexuosa, O. jakutensis (syn. O. tubingensis) a O.
tarsicola (syn. O. skrjabini) (Dykova et Blazek, 1972). V Japonsku byla nalezena O. eberhar-
di v sikovi, jejiz dospélci jsou lokalizovani v karpalnim vazu a mikrofilarie v podkozi usi (Uni
et al., 2007). V jelenci usatém byla nalezena O. cervipedis v Utahu (Jensen et al., 1982). Vy-
¢et zahrnuje pouze hospodarsky vyznamné druhy, ale existuji 1 dalsi, méné¢ vyznamné druhy,
jako O. alcis a O. garmis (*Bain et Schulz-Key, 1976; *Bain et Rehbinder, 1986, dle Uni et
al., 2007). Obecné je znamo, ze Onchocerca spp. maji v hostiteli pomérné ptesné¢ vymezenou
lokalizaci. Onchocerca jakutensis je parazit domacich i volné Zzijicich kopytniki, pst a ne-
davno bylo zjisténo, ze muze byt vyjimecné i zdrojem zoondéz (Koehsler et al., 2007).
V jelenech byly popsany tyto filarie jako podkozni uzliny nebo noduly na kaudalni ¢asti zad a
z vnéj8i strany stehna, pfitomny jsou vétSinou maximalné¢ dva noduly (Schulz-Key, 1975).
Stejné tak O. flexuosa vytvaii noduly, a to v hibetni oblasti (San-Miguel et al., 2003). O. tar-
sicola se nachazi v podkozi tibio-tarzalni a v radio-karpalni oblasti bez zptisobeni nodularnich
1ézi, avSak zpusobuje silné zanétlivé reakce (Bain et Schulz-Key, 1974a).

Do celedi Onchocercidae, parazitujici u sparkaté zvéte, patii také rod Cutifilaria. Diive
byla Cutifilaria taxonomicky chapana jako samostatny rod, ale v roce 2004 si Uni et al. v§iml
vyrazné podobnosti s rodem Mansonella, a nasledné byla Cutifilaria ptefazena jako podrod
rodu Mansonella. Tim se rozsifil hostitelsky rozsah tohoto rodu i na kopytniky. Podrod Cultifi-
laria obsahuje pouze dva druhy. Prvnim popsanym druhem je Mansonella (Cutifilaria) wenki,
popsana z jelena evropského a danka evropského v roce 1974 (*Bain et Schulz-Key, 1974b
dle Uni et al., 2004). Pozdé&ji v roce 2004 byl popsany dalsi druh, a to Mansonella (C.) perfo-
rata ze siky japonského (Uni et al., 2004). Dospélci jsou lokalizovani intradermalné na zadi
zvitete. Mikrofilarie se také vyskytuji v kiizi, pfevazné na zadech a biise a Casto byly naleze-

ny pobliz dospélct.

24



Dalsi paraziti sparkaté zvéfe jsou z rodu Elaeophora. Zaznamenan byl vyskyt Elaeo-
phora schneideri v jelenci ¢ernoocasém (Weinmann et al., 1973), jelenci usatém a jelenu wa-
piti (Jensen et al., 1982), ale také v ovci domaci, losu evropském a sikovi (Hibler et al., 1970;
Worley et al., 1972; Robinson et al., 1978). Druh Elaeophora elaphi parazituje v jelenu ev-
ropském (Carrasco et al., 1995). Jedna se o parazity krevniho systému (srdce a artérie) sudo-
kopytniki, kde zptisobuji zadvazné zdravotni potize, jako tvorbu trombii, 1ézi a naruseni okolni

tkané. Pfenaseci jsou ovadi.

Vyvoj, evoluce a fylogenetické vztahy filarii

Filérie tvoii relativné malou skupinu v rdmci velkého kmenu Nematoda. Nicméné jejich vy-
znam je velky, vhledem k tomu, ze jsou mezi nimi paraziti velkého medicinského a veterinar-
niho vyznamu. Porozuméni molekularni systematice, identifikaci a evolu¢ni historii je dulezi-
té mimo jiné i kvuli ptipravé a fizeni ptipadnych programt na kontrolu vyskytu filarioz (Mo-
rales-Hojas, 2009).

Taxonomie filarii byla hodné zkoumana z hlediska morfologickych znaki, ale také po-
moci molekuldrnich markert (Casiraghi et al., 2001, 2004). Na zaklad¢ morfologickych zna-
ka, geografického rozlozeni a spektra hostitelti byly navrzeny riizné hypotézy o evoluc¢ni his-
torii filarii. AvSak vzhledem k nedostatku fosilnich zaznamu a podobnosti morfologie, jsou
v nékterych ptipadech navrhované hypotézy sporné.

Nadceled’ Filarioidea je rozdélena do dvou rodin: Filariidae a Onchocercidae. Filariidae
ma mens$i medicinsky vyznam a zahrnuje rody Filaria, Suifilaria, Pseudofilaria, Parafilaria
a Stephanofilaria. Vétsi pozornost (a to i v mé diplomové praci) se vénuje skupiné Onchocer-
cidae, jelikoZ zahrnuje rody medicinského vyznamu, Brugia, Wuchereria, Onchocerca, Man-
sonella a Loa, ale také rody veterinarniho vyznamu jako Litomosoides a Dirofilaria. Morfolo-
gie téchto parazitd je velmi podobna, coZ znaci vysoky stupen homoplazie v disledku podob-
né Zivotni strategie co do lokalizace v hostiteli. Molekularnimi fylogenetickymi analyzami se
¢asto rod Wuchereria a Brugia pfifadi k sob¢ jako sesterské skupiny, stejné tak rod Dirofila-
ria a Onchocerca, a také Dipetalonema a Acanthocheilonema (Morales-Hojas, 2009). Nejba-
zalngj$im rodem se zda byt rod Setaria a Ochoterenella (Casiraghi et al., 2004), avSak nej-
primitivngjsi morfologické znaky se nachazeji v podceledi Oswaldofilariinae (Chabaud
et Bain, 1994). Fylogeneticky strom skupiny Onchocercidae je nedofeSen jiz na bazi, ¢imz je
umisténi vétSiny podceledi nejisté. Obtizné urceni fylogenetickych znakti by mohlo byt zpt-
sobeno jak rychlou radiaci, jejimz vysledkem je diverzifikace skupiny v kratkém case, tak
I nedostatkem fylogenetickych informaci a poctu druhti (Morales-Hojas, 2009). Pocet publi-
kovanych molekularnich fylogenetickych studii je stdle pomérné nizky, navic studie zahrnuji

ruzné rody a vnitini vztahy nejsou stale dofeSeny.
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3. METODIKA

3.1 ODCHYT A DETERMINACE TIPLIiKU
3.1.1 Odchyty tipliki

Tiplici byli dlouhodobé odchytavani na tzemi CR jak v okoli hospodafskych zvifat, zejména
skotu, tak v blizkosti pfezvykavé sparkaté zvéte. Tato ¢ast moji diplomové prace je zaméfena
pievazné na tipliky sparkaté zvéie jako navazné téma na diplomovou praci Zdenky Galkové
(2010), ktera se vénovala tiplikiim chytanym v blizkosti dobytka. Dal$i ¢ast prace se vénuje
tiplikim stfedni Afriky, kde byly odchyty provadény ve dvou geograficky odlisnych regio-
nech. V Gabonu (Loango National Parc na JZ zemé) se jednalo jednak o pralesni lokalitu
Ndouani a o savanovou lokalitu Petite Loango. Ve Stfedoafrické republice byly odchyty pro-
vadény v pralesni lokalit¢ Dzanga-Sangha National Park na JZ zem¢.

Odchyty tiplikt vyskytujicich se v okoli hospodaiskych zvifat byly zprostiedkovavany
Statnim veterinarnim ustavem (SVU) Jihlava pod vedenim MVDr. P. Bartéka, celkem na 33
lokalitach CR (obr. 3.1.1, tab. 3.1.1), a to po dobu Sesti let od roku 2008 do roku 2013. Tiplici
se chytali pomoci CDC UV svételnych pasti (John W. Hock, New Standard Miniature Black
Light UV Trap, 1212) do nadob s denaturovanym lihem zavésenych ptiblizné metr a pul nad
zemi. Odchyt zajistovan mistnimi veterinati byl v prib&hu sezony trvajici od dubna do listo-
padu provadén obvykle jednou za 14 dni, a to vzdy dvé po sob¢ nasledujici noci. Po evidenci
v SVU Jihlava byly vzorky poslany na nase pracovité, kde probéhlo uréovéani chyceného
hmyzu a u vybranych lokalit (viz tu¢né vyznacené lokality v tab. 3.1.1) byl u druhu Culicoi-
des obsoletus sledovan vyskyt parnich samic.

Tiplici vyskytujici se v okoli pfezvykavé sparkaté zvétre byli rovnéz chytani do CDC
pasti (viz vyse), a to na osmi lokalitach CR (obr. 3.1.1, tab. 3.1.2). Sbér byl zajistovan mist-
nimi veterinafi a oSetfovateli po dohod¢ s doc. J. Lamkou, a to kazdy tyden, obvykle dvé noci
po sobé. Odchytova sezona tiplikd u sparkaté zveéte byla z logistickych diivodi pro ob¢ sledo-
vané sezény (2010 az 2011) znatelné krat$i nez u skotu. V roce 2010 byly odchyty zahajeny
na zacatku Cervna a pokracovaly az do pulky srpna, v roce 2011 byly od poloviny ¢erva do
konce srpna. Druhové urceni tipliki provedla Mgr. Jana Radrova a nasledné jsem u druhu C.
obsoletus urcovala paritu samic.

Tiplici z Africkych zemi, kde byly odchyty zaméteny na hmyz v okoli lidoopt, byli
chytani taktéz do CDC pasti, avSak s vyuzitim obycejného svétla, nikoli UV svétla. V Gabonu
byli tiplici odchytavani Mrg. J. Radrovou na dvou odlisnych lokalitach, v pralesni oblasti a v

oteviené savané, a to od kvétna do pulky ¢ervence 2014. Ve Stiedoafrické republice se vSech-
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na odchytova mista nachazela v pralesni oblasti a odchyty byly provadény doc. J. Votypkou
Vv zafi 2012.

Tab. 3.1.1 Seznam odchytovych lokalit tiplikii v blizkosti skotu zajistované SVU Jihlava.

Zvyraznéné lokality byly pouzity pro sledovani sezonni dynamiky.

Ctverec | nazev hospodafistvi kraj | mnm | GPS-N GPS-E

1 Agro&Kombinat, s.r.o. KVK |558 |49°54'52" |12°40'40"
2 Agrocas spol., s r.o0., fa Dlouhy Ujezd PLK |520 |49°46'07"|12°38'08"
3 Vojenské lesy a statky, s.p., Lucina KVK |535 |50°13'54"|13°00'47"
4 Vyrov - Hadacka Kralovicka zemédélska, a.s., fa PLK 460 |49°58'02"|13°27'15"
5 Mécholupska zemédélsk3, a.s., fa Predslav PLK [407 |49°26'25"|13°21'09"
6 Miroslava Sririova, Upoftiny ULK |[314 |50°36'52"|13°52'24"
7 Ruda, CZU Praha STC |440 |50°08'27" |13°52'32"
8 NATURAL, s.r.o. STC |285 [49°51'44" |14°24'59"
9 DPM, s.r.o. JHC 220 [49°13'18"|13°47'48"
10 Srbska Kamenice Milan Tyrychtr ULK |[250 |50°48'51"|14°21'09"
11 Druzstvo vlastnikud , Liben-Vtelno”, hos. Stremy STC 220 |50°23'01" | 14°33'22"
12 DZS Struharov, a.s. STC 448 |49°45'52" | 14°45'22"
13 Hrazany, Zemédélské druzstvo Hrejkovice JHC |122 [49°31'30"|14°19'54"
14 Lesy a rybiky, s.r.o., dvlr Koroseky JHC 420 |48°55'54"|14°23'34"
15 LIPOLEC Agris Markvarec JHC | 460 |49°05'02"|15°21'15"
16 Nové Zakupy Biochov, s.r.o., Stary Sidlov LBK |325 |50°42'32"|14°37'07"
17 ZEA LAND, s.r.o., Roudny LBK 300 |50°33'02"|15°16'12"
18 CZ Delta, s.r.o., ISB Zasmuky STC |340 [49°58'10"|15°01'54"
19 ZOO DvUr Kralové, a.s. HKK |320 |50°08'55" |16°17'30"
20 Hostinsky Vladimir HKK |370 |50°25'56" |15°47'18"
21 AGRO Liboméfice, a.s. PAK |490 |[49°51'39"|15°45'46"
22 ISB-GENETIC, s.r.o. VYS |450 |[49°36'40" |15°33'09"
23 Joka Marecek, s.r.o., fa. Olesna VYS |582 [49°32'43"|16°72'08"
24 Ing. Vladimir Sasek VYS |500 |[49°24'33"|15°30'50"
25 Agro MONET, fa. TeSany JHM | 203 |49°02'56" |16°46'03"
26 CZ Delta, s.r.o. PAK |340 |[49°50'16" |16°16'18"
27 Mikros vin Mikulov, fa. Brezi JHM | 189 |48°48'47" |16°34'22"
28 AGROPARKL spol., s.r.o. JHM {320 |50°19'32" |17°05'95"
29 AGRA Velky Tynec, a.s. OLK |210 |49°31'13"|17°19'53"
30 Zemaspol a.s., fa. TéSov ZLK 337 |49°01'56" | 17°40'24"
31 MVDr. Labaj Vlastimil MSK |580 |[50°10'28" |17°25'30"
32 Beskyd Agro, a.s., Palkovice MSK |410 |49°38'55" |18°24'26"
33 MVDr. Mat(su Josef ZLK 341 |49°16'51" | 17°49'20"
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Tab. 3.1.2 — Seznam odchytovych lokalit tiplikti v blizkosti pfezvykavé sparkaté zvéie zajis-
tované ve spolupraci s prof. J. Lamkou.

Cisl |lokalita kraj| mn | GPS-N GPS-E druh hostitele
J1 Bélécko PA |287 |[50°9'10" [15°57'41' [ muflon, danék
J2 | Bfevnice VYS [470 [49°39'12' | 15°36'59' | jelen, danék
J3 Lazné Bohd. |PA |222 |[50°5'2" 15°39'52"' [ muflon, danék
J4 | Vrisek LBK | 304 |[50°36'44' [14°30'29' [ muflon, koza bezoarova
J5 | Zleby STC | 244 |49°53'2" |15°29'5" |jelen, danék, sika, muflon, kamerunska koza
J6 Bystra LBK [ 474 |50°36'4" |15°24'3" |danék
J7A | Vrchlabi KV |504 |[50°37'32' [15°37'46' |jelen, danék, muflon
J7B | KRNAP KV |974 |50°41'24' | 15°36'26' | Jelen
O
o . 2N AN
@ o o
O

Obr. 3.1.1 Mapa odchytovych lokalit tiplikii na izemi CR s vyuzitim CDC pasti s UV svét-

lem. Krouzky znac¢i odchytové lokality v blizkosti dobytka, trojuhelnicky reprezentuji odchy-

ty u prezvykavé sparkaté zvéie. Cervené plné krouzky oznacuji lokality s dobytkem, na kte-

rych byla sledovana dynamika parity samic druhu C. obsoletus.

3.1.2 Determinace tipliku
Chemikalie

uzaviraci medium CMCP 10 (Polysciences, Inc.)
Combi PPP Mater Mix (Top-Bio) nebo EmeraldAmp GT PCR Master Mix (TaKaRa)
primery: LCO1490 (F) 5'-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3’
HCO02198 (R) 5'-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3’
vzorek DNA (izolace DNA viz dalsi kapitoly)
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Druhové urceni tiplikli v rdmci moji diplomové prace bylo provedeno zejména na zakladé
pigmentace ktidel (viz obr. 3.1.2).

U tipliktt z CR se jednalo 0 jiz popsané druhy a jejich determinace pod binokularni
lupou byla pomérné snadna, kdy vzory na kiidlech vétSinou stacily k druhovému uréeni. U
nékolika druhd bylo nutné pouzit dalsi znaky, viditelné pouze pod mikroskopem (Olympus
CX31) po zamontovani do média CMCP 10. Jedna se 0 tvar a pocet spermaték (viz obr.
3.1.3), vzajemna poloha oc¢i (viz obr. 3.1.4), pocet, typ a umisténi senzil na tykadlech a pal-
pach (viz obr. 3.1.5 — 3.1.8) a dal3i. Pro uréeni nam slouzil kli¢ Fauna CSSR 22 — Ceratopo-
gonidae (Orszagh, 1980). Tiplici s pigmentovanymi kiidly, které bylo mozné& roztfidit do dru-
hii pod binolupou, byli nasledné pouziti pro detekci patogeni (viz kapitola 3.5).

Tiplici tropické stfedni Afriky jsou z velké ¢asti zcela neprozkoumanou skupinou a lze
predpokladat, ze vétSina druht je dosud nepopsana. Jejich determinace byla proto o mnoho
komplikovanéjsi. Jediny znak, ktery byl pouZit pro rozdé€leni tiplikd na jednotlivé morfotypy,
byla kresba na ktidlech. U n¢kolika zastupcti z kazdé morfologické skupiny byla pomoci jehel
oddélena hlava, kiidla a zadecek v kapce lihu a zamontovana pomoci CMCP 10 média na
sklicko. Po zaschnuti média byly jeho okraje oramovany lakem na nehty a determinacni zna-
ky na pfislusnych ¢astech téla byly vyfoceny na mikroskopu (Olympus CX51) (viz obr. 4.1.7
—4.1.30).

Hrud’ byla spolu s kon¢etinami uschovana pro izolaci DNA a néslednou barcodingovou
analyzu pomoci specifickych primerit HCO/LCO. Snahou bylo ziskéani alespoii tii kvalitnich
sekvenci pro molekularni ovéfeni ndmi uré¢enych morfotypt. Ziskané sekvence budou poslany

do databaze BOLD (v.3; http://www.boldsystems.org/) spolu s fotkami kiidla, hlavy a sper-

maték a dalSimi doprovodnymi informacemi. Ze ziskanych sekvenci byl vytvoren fylogene-
ticky strom (viz obr. 4.1.31). Po roziazeni tipliki do jednotlivych morfotypt byly nejpocet-

n¢jsi skupiny pouzity k izolaci DNA a k nasledné detekci trypanosomatid a filérii.

Tab. 3.1.3 Teplotni cyklus pro barcoding — HCO/LCO

pocet opakovani | teplota (°C) ¢as (min)
1 94 1:00
94 1:00
5 45 1.30
72 1:30
94 1:00
35 50 1:30
72 1:00
1 72 5:00
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Obr. 3.1.7 — senzila coelonica na tykadle (SEM) Obr. 3.1.8 — senzily v palpani jamce (SEM)
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3.2 URCOVANI PARITY SAMIC A DYNAMIKA JEJICH VYSKYTU

Pro urCovani parity samic jsme si vybrali nejhojnéji zastoupeny druh Culicoides obsoletus.
Parita se urcovala jak u tiplikti odchycenych v blizkosti dobytka na péti vybranych lokalitdch
(viz tab. 3.1.1), tak u tiplikd odchycenych na vSech lokalitach v blizkosti pifezvykavé sparkaté
zvete (viz tab. 3.1.2).

U parnich samic, které jiz m¢ly snisku, a tedy musely sat krev (s vyjimkou autogennich
druhtt), se predpoklada zvySena pravdépodobnost zachytu vicehostitelskych parazitt, jako
jsou naptiklad trypanosomy nebo filarie. Parita se urcuje podle typické hnédo-Cervené pig-
mentace na abdomenu, kdy nuliparni samice zadnou pigmentaci nemaji a jejich abdomen je
bily nebo pruhledny. Z kazdého odchytu byl spocitan pocet parnich a nuliparnich samic pou-
zity k tvorbé grafu pomeéru téchto hodnot z kazdého odchytového tydne (viz obr. 4.1.1 —
4.1.5). Z vyttizenych parnich samic pak byla izolovana DNA pro detekci trypanosomatid a

filarii.

Obr. 3.2.1 nuliparni samice C. obsoletus Obr. 3.2.2 parni samice C. obsoletus

3.3 SBER VZORKU OD PREZVYKAVE SPARKATE ZVERE

vvvvvv

I vySetfeni sparkaté zvéte na pritomnost téchto dixennich parazitli, u kterych by mohli tiplici
vystupovat v roli pfenasece. U sparkaté zvére se jednalo o larvy filarii tzv. mikrofilérie, které
jsou u vétsiny druhl pfitomné bud’ v podkozi, nebo v krvi, aby byly pfistupné pro vektora,
ktery je mize snaze nasat. Zvifatim se tedy odebiraly vzorky kize pro detekci mikrofilarii
a krev pro detekci trypanosom a mikrofilarii. Krev jsme obdrzeli ze tii oblasti, ,,Hradecko®,
vojensky ujezd (vvp) Libava a vvp Doupov (viz obr. 3.3.1). Z lokality ,,Hradecko* (cozZ je
souborné oznadeni pro oborni chovy sparkaté zvéie zejména ve Vychodnich Cechach) se jed-
nalo o zastupce druht jelen evropsky, jelen milu, jelen maral, jelen wapiti, sika dybowského,
dangk, srnec, muflon a koza bezoarova. V pribéhu let 2012 az 2014 byla krev odebirana zi-

vym zvitatim doc. J. Lamkou pomoci injekéni jehly, zamraZena a doruéena na naSe pracovis-
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t€ pro izolaci DNA a dalsi zpracovani. Z vvp Libava se jednalo o zastupce druhti jelen evrop-
sky, srnec a sika japonsky a z vvp Doupov pouze jelen evropsky a srnec. V podzimni lovecké
sezoné roku 2014 byla krev i kiize odebirana jiz nékolik hodin mrtvym zvifatim na jatkach.
Od kazdého kusu byl odebran vzorek kiize z krku a bficha. Pro naslednou izolaci DNA byl
z odebrané ¢asti tkané ustiiZzen vzorek ve tvaru ¢tverce o strané dlouhé cca 1 cm, chlupy byly

ostiihany a tkan byla vlozena do mikrozkumavky. DNA z krve byla izolovana kolegy v Brné

a aliquoty od kazdého vzorku byly zaslany do nasi laboratote.

Obr. 3.3.1 Mapa lokalit ptivodu vzorkl ze sparkaté zveére.

cerny krouzek = vvp Doupov; zeleny krouzek = vvp Libava; modré puntiky ,,Hradecko*

Tab. 3.3.1 Piehled zpracovanych vzorkl piezvykavé sparkaté zvéie.

tryp. - krev filarie - krev filarie - kGze (krk) | filarie - kiize (b¥icho)
druh N N N N
VVP LIBAVA + VVP DOUPOV
jelen 104 104 52 50
srnec 104 104 49 49
sika* 55 55 25 25
celkem 263 263 126 124
,HRADECKO“
jelen 87 20
srnec 2 1
sika* 32 12
milu 15 13
danék 101 32
muflon 212 73
koza 95 12
celkem 544 163

* Sika: vvp Libava a vvp Doupov — sika japonsky; ,,Hradecko* — sika dybowského
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3.4 1ZOLACE DNA
e High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche)
e PCR H,0 (Top-Bio)
e Isopropanol (Sigma-Aldrich)

I1zolace DNA z tipliki

Tiplici stejného druhu (CR) byli po jednom postupné pieneseni ze 70% etanolu na ubrousek,
kde byli osuseni, nasledné slouceni do skupin a v poétu od 5 do 20 ve zkumavce se semiste-
rilnim fyziologickym roztokem. Jednotlivé skupiny byly 2x promyty v 800 pl tohoto roztoku
kvali lepsimu vytésnéni zbytkt etanolu. V dalsich krocich byl postup stejny jako protokol
Isolation of Nucleic Acids from Mammalian Tissue, ktery je soucasti kitu High Pure PCR
Template Preparation Kit. Pro u¢inngjsi lyzaci byli tiplici ve zkumavce po ptidani lyza¢niho
pufru homogenizovani pomoci sterilnich plastovych pisti a na konci procesu byla DNA eluo-

vana do 100 pl DNA vody namisto elu¢niho pufru.

Alternativni metoda izolace DNA (Aljanabi et Martinez, 1997)

e Homogeniza¢ni pufr

e Proteindza K

e 20% SDS (20 g na 100ml dH,0)

e 6M NaCl (17,532 na 50 ml dH,0)

e Isopropanol

e 70% etanol

e PCRH,0O
Alternativné byla pouzita metoda, pfi které je vzorek homogenizovan ve 400 pl homogeni-
zacniho pufru a ke vzniklému homogenatu se ptida 40 pl proteinazy K a 40 ul 20% SDS. Vy-
sledna smés se inkubuje v 60 °C 1 hodinu. Po inkubaci se ke smési ptida 300 ul 6M NacCl,
vznikly produkt se promicha na vortexu s naslednou 30 min centrifugaci pti 10 000 g. Super-
natant se odpipetuje do nové mikrozkumavky a piida se k nému stejné mnozstvi isopropanolu,
opét se smés promicha na vortexu a 1 hodinu se necha inkubovat v -20 °C. Po inkubaci se
vzorky stoci po dobu 20 minut ve 4 °C pii 10 000 g v centrifuze. Pelet se omyje v 500 ul 70%
etanolu, neché se vysusit a nasledné rozpustit ve 100 pl sterilni DNA vody.

Tato metoda byla pouzita u ¢asti vzorkd tiplika z CR, aby se vyzkousela a porovnala

ucinnost izolace DNA s metodou popsanou vyse podle protokolu Isolation of Nucleic Acids
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from Mammalian Tissue, ktery je soucasti kitu High Pure PCR Template Preparation Kit.
Vzhledem z nizsi vytéznosti DNA a vétsi Casové naro¢nosti jsme od této metody upustili a

izolace jsme provad¢li prvnim zpiisobem.

Tab. 3.4.1 Slozeni homogenizaéniho pufru

sloZzeni na 100 ml dH,0/pH 8
0,4 M NaCl 2,338¢
10 mM TRIS 0,121 g
2 mM EDTA 0,074 g

Pro tipliky z Afriky byl postup témef stejny s jedinym rozdilem, ze nejCasteji zastoupe-
né morfotypy byly nejprve seskupeny po 10 jedincich a pozdé¢ji dokonce pouze po péti. Di-
vodem byly ¢asté smiSené infekce, které se obcas vyskytly u n¢kterych morfotypi a znemoz-
nily Cisté Cteni ziskanych sekvenci (v ramci pfimého sekvenovani).

Pro ziskani DNA za ucelem barcodingu se izolace DNA provad¢la tak, jak je uvedeno
vyse. Protoze tcelem je rozpoznat druh tiplika, kazdy vzorek byl tvofen pouze jednim jedin-
cem. Vzhledem k nutnosti zachovat urCovaci znaky na ki#idlech, hlavé a abdomenu, provadi se

izolace pouze z thoraxu (a koncetin).

Izolace DNA z krve

Pii izolaci DNA z krve byl postup téméf stejny. Ze vzorku krve se odebralo 100 pl do mik-
rozkumavky. Na rozdil od izolace DNA z tiplikt se nemusely pouzit platové pisty pro homo-
genizaci. V kroku, kdy se ziskany objem pievadi na kolonku a sta¢i se na 8000
rpm/1minu vzorki, které ucpavaly kolonku, a objem tekutiny tedy nemohl projit skrz, bylo

nutné zvysit otacky pfi centrifugaci. Dalsi postup je jiz stejny jako ve vySe uvedené Casti.

Izolace DNA z kiiZe

Vzorkiim kize o velikosti pfiblizné 1 cm x 1 cm byly ostiihany chlupy a tkan byla vlozena
do mikrozkumavky spolu s 200 pl lyza¢niho roztoku a 50 pl proteinazy K. Takto pfipravené
vzorky se inkubovaly v termobloc¢cich zahtatych na 55 °C po dobu 16 hodin. Dlouha doba
inkubace umoznila snadnéj$i naslednou homogenizaci pomoci sterilnich plastovych pistt,
po které byly vzorky znovu vlozeny do termobloc¢ki na 1 hodinu pii 55 °C. Dalsi postup od-
povidal protokolu uvedenému vyse, jen pied prfenesenim na kolonku se vzorky centrifugovaly

po dobu 8 sekund pftiblizné na 10 000 rpm. V tomto kroku veskeré chlupy a hrubé castice

34



sedimentovaly na dno mikrozkumavky, a bylo tedy mozné odebrat z kazdého vzorku 200 pl
tekuté slozky na kolonku. Na konci celého procesu se DNA eluovala do 200 ul DNA H;0.

3.5 METODY DETEKCE PATOGENU

Slozky reak¢ni smési pro PCR reakce
e Templatovda DNA
e Specifické primery (viz dale)
e Combi PPP Master Mix a PCR voda (Top-Bio)
e EmeraldAmp GT PCR Master Mix (TaKaRa)

Standardni PCR se specifickymi primery byla pouZita zejména pro barcoding tiplikii a detekci
filarii. V piipad€ detekce trypanosomatid bylo mnozstvi cilové DNA natolik nizké, ze jsme
museli vyuzit citlivéjsi metody vicenasobné PCR. Nested PCR vyuziva dva pary primerq,
vnitini a vnéj$i. Prvni par primerd (vné€j$i) amplifikuje Gsek, kde je templatem genomicka
DNA a vymezi tak urcity lokus. Druhy pér primera (vnitini) amplifikuje Gsek, kde je templa-
tem produkt piedchozi reakce, a tim se amplifikuje pouze potfebna sekvence. Amsterdam
PCR se pouziva v ptipadé, kdy nemame k dispozici vnitini par primerd. Cely proces se rovnéz
sklada ze dvou kroku, podobné jako nested PCR. Rozdilem zde ale je, Ze v obou cyklech se
pouziva stejny par primeru.

Pro uspéSnou amplifikaci DNA trypanosomatid byl pouzit Combi PPP Master Mix.
K amplifikaci DNA filarii a tiplikd byl nejprve pouzit také, avSak pro nizkou ucinnost byl
vyménén za EmeraldAmp GT PCR Master Mix. U filérii se vysledek amplifikace ani s timto

Master Mixem nezménil, ale u tiplikd byl vidét znatelny rozdil.

Tab. 3.5.1 Slozeni amplifika¢ni reakce do objemu 25 pul

Master Mix 115u
PCR voda 11,5 u
vzorek DNA lu

primer F (10 pmol/pul) 0,5 ul
primer R (10 pmol/pul) 0,5 ul
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Tab. 3.5.2 Piehled pouzitych primerti

Cilova skupina | gen primer orientace primeru | sekvence primeru (5‘>3)
762" reverse GACTTTTGCTTCCTCTAWTG
763" forward CATATGCTTGTTTCAAGGAC
Kinetoplastida| SSU X
TR-F2 forward GARTCTGCGCATGGCTCATTACATCAGA
TR-R22 reverse CRCAGTTTGATGAGCTGCGCCT
coP NTF (COlinF) foreward TGATTGGTGGTTTTGGTAA
Filérie NTR (COlintR) reverse ATAAGTACGAGTATCAATATC
TS DID-F1 foreward AGTGCGAATTGCAGACGCATTGAG
DID-R1 reverse AGCGGGTAATCACGACTGAGTTGA
Barcoding cor LCO1490 foreward GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG
tiplikd HCO2198 reverse TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA

Y(Maslov et al., 1996), *(Votypka et al., in press), (Casiraghi et al. 2001), *(Rishniw et al. 2006),

>(Folmer et al., 1994)

Tab. 3.5.3 Teplotni cyklus pro kombinaci primert 762/763

pocet opakovani| teplota (°C) ¢as (min)
1 94 1:00
94 1:00
40 45 1.30
72 1:30
1 72 5:00

Tab. 3.5.4 Teplotni cyklus pro kombinaci primert F2/R2

pocet opakovani| teplota (°C) ¢as (min)
1 94 5:00
94 1:00
35 64 1.30
72 1:30
1 72 5:00

Tab. 3.5.5 Teplotni cyklus pro kombinaci primerd DIDF/DIDR

pocet opakovani| teplota (°C) ¢as (min)
1 94 2:00
94 0:30
35 60 0:30
72 0:30
1 72 7:00
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Tab. 3.5.6 Teplotni cyklus pro kombinaci primert NTF/NTR

pocet opakovani| teplota (°C) ¢as (min)
1 94 0:45
94 0:45
40 52 0:45
72 1:30
1 72 5:00

Elektroforéza a izolace 7 PCR produktu ¢i z gelu
Chemikalie

TAE pufr (AppliChem Gmbh, BioChemica)

Agardza (Invitrogen Ltd.)

SybrSafe DNA gel stain (Invitrogen Ltd.)

Produkt PCR

GeneRuler TM 100 bp DNA Ladder Plus (Fermentas life science)
High Pure PCR Product Purification Kit (Roche)

Isopropanol (Sigma-Aldrich)

Ziskany PCR produkt byl analyzovan na horizontalni elektroforéze s 1% agarézovym gelem

s ptidavkem SybrSafe, jako markr byl pouzit GeneRuler TM 100 bp DNA Ladder Plus. Po-

kud se na gelu objevily dva pruhy (bandy) u stejného vzorku, byly jednotlivé vyiiznuty

pod UV svétlem pomoci sterilniho skalpelu a vlozeny do pfedem zvazené mikrozkumavky.

Dale nasledovala izolace DNA z gelu pomoci kitu High Pure PCR Product Purification Kit

podle piislusného protokolu. Ve vétsiné pripadli jsme provadéli izolaci DNA piimo z PCR

produktu, a to v piipadech, kdy se na gelu ukazal vzdy jen jeden jasny pruh. Z toho diivodu se

PCR provadéla do vétsiho objemu, a to tak, Ze 10 pl se nandSelo na gel a zbyvajici objem se

Vv ptipad€ pozitivnich vzorki vyuzil k izolaci DNA opét pomoci kitu High Pure PCR Product

Purification Kit podle ptislusného protokolu.

AT klonovani pomoci pGEM — Easy Vector System
Chemikalie

Luria-Bertani broth [LB] (Sigma)

BactoTMAgar (Chemos)

pGEM — T Easy Vector System (Promega)

Isopropyl 3-D-1-thiogalaktopyranosid [IPTG] (Fermentas Life Science)

Bromo-chloro-indolyl-galaktopyranosid [X-Gal] (Fermentas Life Science)
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e Ampicilin (Labmark)

e Combi PPP Master Mix (Top-Bio)

e Primery

e Pure YieldTM Plasmid Miniprep System (Promega)

e DNA izolovana z gelu

e Kompetenc¢ni bunky Escherichia coli TOP 10 (Invitrogen Ltd.)
Amplifikace SL sekvence

Amplifikace SL (splice leader) sekvence byla provedena pied samotnym AT klonovanim.
Jednalo se o vybrané vzorky, u kterych bylo potteba ud¢€lat jemnéjsi odliseni nebo se jednalo
0 potencialné novy druh. Pro vybér téchto vzorki nam poslouzily sekvence SSU rRNA, tedy
malé ribozomalni podjednotky.
Pouzili jsme primery dle Podlipaev et al. 2004a

o MEIL (5'=3"): TTCTGT ACT TTATTG GTA)

o ME2 (5'—>3"): CAATAA AGT ACA GAA ACTG)

Priprava LB média a priprava agarovych ploten

LB médium bylo piipraveno z 20 g LB a 1 1 destilované vody. Takto namichana smés se steri-
lizovala v autoklavu 25 minut pii 120 °C. Hotové a vychladlé médium se skladovalo pii 4 °C.
Pro vyrobu ploten se rozpustilo 20 g LB a 15 g BactoAgaru v 1 1 destilované vody. Takto
pfipravena smés byla sterilizovana v autoklavu po dobu 25 minut pfi 120 °C. Hned po dokon-
¢eni sterilizace bylo jeste¢ horké médium rozlito do sterilnich Petriho misek po 15 ml a po do-
bu 20 minut se nechalo tuhnout s odklopenym vickem. Ve bylo provadéno ve sterilnim boxu.
Po zatuhnuti byly plotny utésnény parafilmem proti vyschnuti a byly uskladnény dnem vzhi-
ru pii teploté 4 °C.

AT klonovani je proces na n€kolik dni. V prvnim dnu bylo nutné pfed samotnym AT
klonovanim vyizolovanou DNA amplifikovat specifickymi primery pro SL sekvenci. Vzhle-
dem Kk opakujicim se sekvenénim motivim nebylo mozné DNA izolovat pifimo z PCR pro-
duktu. Vzorek byl tedy nanesen na elektroforézu a nasledné byla provedena izolace DNA
z gelu, jejiz koncentrace byla zméfena na spekrtofotometru (NanoDrop ND-1000). Pro nami-
chani liga¢ni smé&si byly pouzity pGem plasmidy oteviené restriktdzou EcoRV (GAT/ATC),
které maji na 3’koncich ptidané thymidiny, T4 ligéza, ligacni pufr a fragmenty naSeho vzorku

DNA. Namichand smé&s se nechala ptes noc ligovat pii teploté 24°C.
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Tab. 3.5.7 Slozeni liga¢ni smési pii malé koncentraci PCR produktu

Ligacni pufr 5 ul
pPGEM plasmidy 1l
PCR produkt 3ul
T4 ligdza 1ul

Tab. 3.5.8 Slozeni liga¢ni smési pii dostatecné koncentraci PCR produktu

Ligacni pufr 5ul
pPGEM plasmidy 1l
PCR produkt 1l
T4 ligdza 1l
PCR voda 2 ul

Druhy den bylo 10 ul ligacni smési piidano ke 100 pl kompetenénim bunkam Escherichia
coli, a to v8e se odehravalo na ledu, kde se po pfidani sloZzek nechala smés 20 minut stat. Poté
bylo provedeno tzv. Sokovani bunék, kdy se na 45 sekund vlozily mikrozkumavky se smési
do 42 °C a znovu byly bunky umistény na 2 minuty na led. Nasledné byla kazda mikrozku-
mavka doplnéna do 1 ml LB médiem a byla ponechana na tfepacce 90 minut pii 37 °C
na 220 rpm, kde probihal rst bunék. Takto narostlé buniky byly v mnozstvi 175 ul vysety
na agarové plotny, které byly pfedem, pomoci bakterialnich kli¢ek, pokryty smési 25 ul ampi-
cilinu, 100 pl IPTG a 20 ul XGAL. Takto pfipravené plotny byly uloZeny do termostatu dnem
vzhtru pfi teploté 37 °C do nasledujiciho dne.

Tteti den bylo pomoci 10 pl sterilnich $picek opatrné vypichnuto 4 az 8 bilych kolonii a
kazda byla jednotlivé pienesena do PCR mikrozkumavek s ptipravenymi 10 ul PCR vody.
Mikrozkumavky se vlozi do termocycleru na program, ktery zni¢i bunééné stény, degraduje
DNA-zy a uvolni DNA (viz tab. 3.5.10). Poté se ke smési ptida Master Mix a kombinace pri-
mert, kterd byla pouzita k amplifikaci SL pivodniho vzorku DNA, a spusti se amplifika¢ni
reakce PCR (viz tab. 3.5.9). Slozeni smési viz tab. 3.5.11. Vznikly PCR produkt se pouzije
k elektroforéze a nejkvalitngjsi 2 vzorky se osekvenuji. Zbytky kolonii téchto dvou vzorka se
vypichnou a ptenesou do sterilni 15ml falkony se smési 4 ml LB média a 4 pl ampicilinu
(100 mg/ml). Falkony se umisti pfes noc do trepacky, kde bunky rostou pfi teploté¢ 37 °C
a 220 rpm.

Ctvrty den se z narostlych bunék izolovaly plasmidy pomoci kitu Pure YieldTM Plas-
mid Miniprep System dle pfislusného navodu. Po zméfeni koncentrace na spektrofotometru

byly plasmidy odeslany na sekvenaci do Laboratore sekvenace DNA PiF UK Praha (viz dale).
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Tab. 3.5.9 Teplotni cyklus pro amplifikaci SL

pocet opakovani | teplota (°C) | ¢as (min)
1 94 4:00
94 0:30
4 42 1:00
65 2:30
95 0:30
45 50 1:00
72 2:30
1 50 1:00
1 72 10:00

Tab. 3.5.10 Teplotni cyklus pro degradaci buné¢nych stén

Teplota (°C) Cas (min)
96 5:00
50 1:50
96 1:50
45 1:00
96 1:00
40 1:00

Tab. 3.5.11 SloZeni reakéni smési pro colony PCR

Master Mix 9 ml 9 mil
Vektorova DNA 10 ml 10m
Primery (ME1+ME2; M167+M168) [10 pmol/ml] 1 ml 1ml

Sekvenacni reakce

e High Pure PCR Product Purification Kit (Roche Diagnostics Gmbh)

e PCR H,O (Top-Bio)

e Isopropanol (Sigma-Aldrich)

e Sekvenacni primery
Ze ziskané DNA po piecisténi PCR produktu se do PCR mikrozkumavky namichalo 6,5 ul
DNA a 1,5 pl sekvenacnich primert o koncentraci 3,2 pmol (viz tab. 3.5.12), a smé&s byla po-

slana na sekvenaci do Laboratore sekvenace DNA PiF UK Praha.
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Tab. 3. 5.12 Pouzité primery pro sekvenaci

gen n.azev oru_entace sekvence 5"=> 3
primeru | primeru

1000F F AGACGAACTACAGCGAAGGCAT

1000R R ATGCCTTCGCTGTAGTTCGTCT
kinetoplastida* 577F F GCCAGCACCCGCGGT

577R R ACCGCGGGTGCTGGC

1510F F CAGGTCTGTGAYGCTG

1510R R CAGCRTCACAGACCTG

NTF F TGATTGGTGGTTTTGGTAA
filsrie NTR R ATAAGTACGAGTATCAATATC

DIDF F AGCGGGTAATCACGACTGAGTTGA

DIDR R AGTGCGAATTGCAGACGCATTGAG
b di LCO F TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA

arcoding HCO R GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG

* jednalo se o vnitini primery, amplifikacni primery jsme nepouzivali

3.6 FYLOGENETICKE ANALYZY

Piiprava sekvenaci a alignmentu

Vysledné sekvence v podobé flourescenénich kiivek byly vizualné zkotrolovany v programu Bio-
Edit a ptipadné ovéteny pomoci BLASTn (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov). V programu Genious
byly provedeny vSechny nasledné upravy. Ze sekvenci byly odstranény chyby, zkratily se na stej-
nou délku a v pripadé nekompletnich sekvenci se doplnil znak ,,N*, a upravené sekvence byly
ulozeny ve FASTA formatu. Do naslednych analyz byly zahrnuty také sekvence ziskané

z databaze GenBank na serveru NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Alignment byl proveden

pomoci programu ClustalW2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) s defoltné¢ nastavenymi

podminkami.

Konstrukce stromii

Pro konstrukci fylogenetickych stromt byla pouzita bayesovska metoda v programu MrBayes v.
3.1.2. Program byl nastaven na 5 miliont generaci se ¢tyimi fetézci (dva nezavislé vypocty), bylo
pouzito nastaveni Vacmodel=4by4, nst=6, rates=invgamma, covarion=yes (evolu¢ni model
GTR+I4T" a covarion model pro povoleni riznych mutacnich rychlosti; model byl vybran na za-
kladé programu Modeltest). Pfiblizn¢ prvni ¢tvrtina vSech stromii byla odstranéna jako ,,burnin®
(ptesny pocet odstranénych stromi byl zjistén pomoci programu Tracer v1.6). Dalsi pouzitou
metodou byla metoda maximalni vérohodnosti (ML) v programu PhyML; potfebné parametry
byly ziskany pomoci programu modeltest (TrNef +1+I"). Stromy byly konstruovany deseti replika-
ty heuristického hledani. Pomoci bootstrapu 1000 replikatti byla zjisténa statisticka podpora topo-
logie vytvofenych stromt. Vysledné fylogenetické stromy byly zobrazeny programem TreeView

a finaln¢ graficky upraveny v programu Corel Draw.
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4. VYSLEDKY

4.1 FAUNISTIKA TIPLIKU A DYNAMIKA JEJICH VYSKYTU
4.1.1 Faunistika tiplikii CR

V néavaznosti na na$§ predchozi vyzkum jsme v letech 2012 a 2013 analyzovali odchyty tiplika
Vv blizkosti dobytka, které byly do nasi laboratote posilany z 33 lokalit rozmisténych po celém
tizemi CR v ramci monitoringu tiplikd provadénych SVU (viz tab. 3.1.1 a obr. 3.1.1). Pfestoze
jsem tipliky s pigmentovanymi kiidly tidila do druhti a zaznamenavala je pro tdely SVU,
podrobngjsi faunistickou analyzu vSech odchycenych druhii jsem ned¢lala, jelikoz se této pro-
blematice diikladnéji vénovala diplomova prace Zdenky Galkové (2010). Mohu ale konstato-
vat, ze z celkového poétu 36 zaznamenanych druhti (Radrova et al., submitted) patiili mezi
nejhojngjsi C. obsoletus komplex, C. pulicaris, C. punctatus a C. pallidicornis. Komplex C.
obsoletus” je sloZen z morfologicky témé&F nerozlisitelnych druhi, C. obsoletus, C. chiopterus,
C. scoticus a C. dewulfi, které vSak lze odlisit pomoci multiplex-PCR (Nolan et al., 2004,
2007). V nasledujicim textu budu pro C. obsoletus komplex pouZzivat pouze oznaceni C. obso-
letus.

Kromé tiplikit odchycenych u dobytka jsem se vénovala i tiplikim odchycenym v
blizkosti piezvykavé sparkaté zvéfe. Tyto odchyty byly provadény ve spolupraci s doc. J.
LLamkou na nékolika lokalitach na izemi CR (viz tab. 3.1.2 a obr. 3.1.1). Druhové uréeni pro-
vedla Mgr. Jana Réadrova. Z celkového poctu 20 zaznamenanych druh@ byli nejhojnéjsi C.
obsoletus, C. pallidicornis, C. pulicaris, C. nubeculosus, C. punctatus, C. reconditus, C. fur-
cillatus, C. festivipennis a C. circumscriptus (Radrova et al., submitted). Jiz vyt¥idéni tiplici
byli pouziti pro PCR detekci trypanosomatid a filarii a u samic C. obsoletus byla provedena

dynamika vyskytu parnich samic.

4.1.2 Dynamika vyskytu parnich samic druhu C. obsoletus

Dynamika parnich samic byla sledovana u nejhojngji zastoupeného druhu tiplika v CR jak
u dobytka, tak u prezvykavé sparkaté zvéfe, a to u C. obsoletus. Parni samice byly uréovany
podle abdomindlni pigmentace a pocitany pro kazdy odchytovy tyden, poptipad¢ jiné casové
obdobi. Pokud bylo v urcitych odchytech veliké mnozstvi tiplikli, ur€ovala se napft. jen 1/2
nebo 1/3, a vysledek se piislusné vynasobil. Naopak, pokud bylo v odchytu mén¢ nez 5 tipli-
ki, dany odchyt byl z dalSich analyz vyloucen.

*Pod nazvem C. obsoletus jsou v celé mé diplomové praci zahrnuty vSechny druhy patfici do C. obsoletus kom-
plex, tedy C. obsoletus, C. chiopterus, C. scoticus a C. dewulfi.
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Odchyty tipliki v blizkosti dobytka byly analyzovany pro 3 odchytové sezony, a to
v letech 2009, 2012 a 2013. V roce 2009 trvala odchytova sezéna od zacatku kvétna do konce
fijna. Celkem bylo odchyceno 5184 samic C. obsoletus, z toho bylo 1721 (33,1 %) identifiko-
vano jako parni, 3291 (63,3 %) jako nuliparni, 154 (3,2 %) jako gravidni a 18 (0,3 %) nasa-
tych krvi. Jak ukazuje graf (obr. 4.1.1), v prvnich dvou tydnech vyrazné pievysuje procento
nuliparnich samic. Nésledn¢ se pomér vyrazné méni a uz ve 22. tydnu (Cerven) je dosaZena
nejvyssi hodnota parnich samic za celou sezénu, a to 53 %. V dalSich tydnech hodnoty mirné
kolisaji, coz miize byt zpiisobeno klimatem, pocetnosti odchyta atd., ale primérné zastoupeni
parnich samic se od 21. tydne pohybuje okolo 35 %. Vzhledem k tomu, Zze druh C. obsoletus
je multivoltinni (klade vicekrat do roka), neni prekvapivé, ze se v grafu nevyskytuji zadné
vyrazné vykyvy.

V roce 2012 zacaly odchyty na zacatku kvétna a skoncily na konci zafi. Celkem bylo
odchyceno 50 992 tipliki druhu C. obsoletus, z toho bylo 12 141 (23,8 %) parnich, 38 125
(74,8 %) nuliparnich, 612 (1,2 %) gravidnich a 114 (0,2 %) nasatych krvi. V tomto roce se jiz
od 1. odchytového tydne (18. tyden) objevuje pomérné vysoky podil parnich samic (viz obr.
4.1.2), témét 11,7 %, coz pravdépodobné svédc¢i o pozdnim zahajeni odchytové sezony. Nej-
vyrazné€jsi narlist parnich samic v populaci nastal 24. tyden a nasledné byl prib¢h populaéni-
ho sloZeni podobny jako v roce 2009, kdy nebyly znatelné zadné vyrazné vykyvy.

V roce 2013 zacaly odchyty na zacatku kvétna a skoncily na konci fijna. V pribéhu celé
sezony bylo nachytano 8983 samic tipliki C. obsoletus, z toho bylo 3373 (37,5 %) parnich,
5243 (58,4 %) nulipanich, 342 (3,8 %) gravidnich a 25 (0,3 %) nasatych krvi. Na grafu (obr.
4.1.3) je vidét, ze dynamika samic ma o né€co vétsi vykyvy nez v piedchazejicich letech,
S nejvetsim vrcholem v 29. tydnu s hodnotou 76,9 %. Vykyvy mohou byt zplisobeny, stejné

jako u vSech odchytovych sezon, jak nerovnomérnosti jednotlivych odchyti, tak klimatem.

Odchyty tiplikti z blizkosti piezvykavé sparkaté zvéie byly provadény po dvé sezony, v letech
2010 a 2011. Obég sezony byly vyrazné krat$i neZ u lokalit s dobytkem, a to z logistickych
a organizacnich dvodd.

V roce 2010 zacala odchytova sezona prvni tyden v Cervnu a skoncila jiz na konci Cer-
vence. V prubéhu celé sezony bylo odchyceno 1713 samic tiplikd druhu C. obsoletus, z toho
bylo 691 (40,3 %) parnich, 950 (55,5 %) nuliparnich, 43 (2,5 %) gravidnich a 29 (1,7 %) na-
satych krvi. V roce 2011 trvala odchytova sezona od zacatku ¢ervna do konce srpna. B€hem
vSech odchyti bylo ziskano jen 738 samic C. obsoletus, z toho bylo 253 (34,3 %) parnich,
383 (51,9 %) nuliparnich, 49 (6,6 %) gravidnich a 53 (7,2 %) nasatych krvi. Vysoka hodnota
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nasatych samic je zpisobena odchytem v 31. tydnu, kdy z celkového poctu odchycenych sa-
mic bylo 11 % samic nasatych, coz ovlivnilo cely vysledek.

Vykyvy v dynamice parnich samic jsou opét mirné, stejn¢ jako u odchyti v blizkosti
dobytka. Pro rok 2010 byl nejvétsi podil parnich samic v 29. tydnu, a to 57,1 % a pro rok
2011 v 23., 24. a 34. tydnu, kdy pro vSechny tyto tydny byla parni hodnota 50 %.

M nasateé
m gravidni
M nuliparni

M parni

19.20.21.22.23.24.26.27.28.29.30.31.32.33.34.35.36.37.38.35.40.41.42.44.

Obr. 4.1.1 Sezénni dynamika parnich samic druhu Culicoides obsoletus odchycenych
Vv blizkosti dobytka v sezén€ 2009.

M nasate
mgravidni
W nuliparni

W parni

18.21.22.23.24.25.26.27.28.29.30.31.32.33.34.35.36.37.38.39.40.41.42.43.44 45.

Obr. 4.1.2 Sezonni dynamika parnich samic druhu Culicoides obsoletus odchycenych
Vv blizkosti dobytka v sezoéné 2012.
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W nasaté

W gravidni
W nuliparni
MW parni

18.19.20.21.22.23.24.25.26.27.28.29.30.31.32.33.34.35.36.37.36.39.41.42.43.44 45,

Obr. 4.1.3 Sezonni dynamika parnich samic druhu Culicoides obsoletus odchycenych

Vv blizkosti dobytka v sezén¢ 2013.
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Obr. 4.1.4 Sezonni dynamika parnich samic druhu Culicoides obsoletus odchycenych

avé sparkaté zvere v sezone 2010.
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Obr. 4.15 Sezénni dynamika parnich samic druhu Culicoides obsoletus odchycenych

Vv blizkosti prezvykavé sparkaté zvere v sezoné 2011.

4.1.3 Faunistika tipliki stiedoafrické oblasti

Tiplici tropické stfedni Afriky a celé oblasti KonZské panve jsou z vétsi casti zcela nepro-
zkoumanou skupinou. Vzhledem k nedostatku informaci a absenci urcovacich kli¢d, byla je-
jich determinace zna¢né¢ problematickd. Jedinym urcovacim znakem, ktery byl pouzit, byla
pigmentace na kiidlech. Pro ovéfeni ndmi stanovenych morfologickych skupin byl pouzit
barcoding vyuZzivajici sekvence ¢asti genu pro cytochrom oxidazu I.

Tiplici byli chytani ve dvou vzajemné vzdalenych oblastech, v Gabonu a ve Stredoaf-
rické republice (CAR). Dohromady se podafilo ziskat 13 801 samic tiplikti. Ty jsem na zakla-
dé pigmentace jejich kiidel roztadila do 20-ti morfologickych skupin (viz tab. 4.1.1).

V Sttedoafrické republice probihaly jednotlivé odchyty v pralesni oblasti, a tudiZ ne-
byly lokality sbéru oddélovany. Celkem bylo ziskano 7472 samic, které jsem rozdélila do 17
skupin dle pigmentace kiidel: C. cf.’ citroneus, C. cf. distinctipennis, C. cf. fulvithorax, C. cf.
quinquelineatus, C. cf. milnei (nejpocetnéjsi druh), C. cf. ruthuruensis, C. cf. schulzei, C. cf.
trifasciellus, C. cf. vitshumbiensis, Culicoides sp. NEW 2°, C. sp. NEW 6, C. sp. NEW 7, C.
sp. NEW 8, C. sp. NEW 11, C. sp. NEW 12, C. sp. NEW 13 a C. sp. NEW 14.

> oznateni cf. mezi rodem a druhem znamena pravdépodobnou podobnost danému druhu. JelikoZ neexistuji
spolehlivé klice a sekvence v GenBank danych druh(l se neshoduji s nasimi (a ¢asto ani mezi sebou), nemtzeme
si byt zcela jisti s nasi druhovou determinaci.

® Oznageni "NEW 2" apod. je pouze pracovni nazev pro druh, ktery na zakladé pigmentace ktidla neodpovida
zadnému drive popsanému druhu tiplika v dostupné literature. Jedna se pouze o pracovni nazev pouZivany
pouze pro Ucely této diplomové prace. Oznaceni "NEW 2" apod. si odpovidaji v obou studovanych stfedoafric-
kych zemich.
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V Gabonu byly tiplici chytani na dvou odlisnych lokalitach, v pralesni oblasti a v sa-
vané. V pralesni oblasti se nachytalo za dané¢ obdobi 5724 samic15-ti morfologickych skupin:
C. cf. distinctipennis, C. cf. fulvithorax (druhy nejpocetné;jsi druh), C. cf. quinquelineatus, C.
cf. rutshuruensis, C. cf. schulzei, C. cf. trifasciellus, C. cf. vitshumbiensis, Culicoides sp.
NEW 2 (nejpocetnéjsi druh), C. sp. NEW 4, C. sp. NEW 6, C. sp. NEW 7, C. sp. NEW 8, C.
sp. NEW 9, C. sp. NEW 10 a C. sp. NEW 13. Na savané bylo nachytdno pouze 607 samic
tvoricich 3 skupiny: C. cf. distinctipennis (nejpocetnéjsi druh), C. cf. fulvithorax a Culicoides
sp. NEW 2. (viz tab. 4.1.1).

Tab. 4.1.1 Druhové slozeni a pocetnost tiplikti odchycenych ve Stredoafrické republice a Ga-
bonu. Druhy testované na trypanosomatida a filarie jsou zvyraznény modte, druhy se zastou-

penim vice jak 1 % jsou zvyraznény tucné.

GABON GABON

Druh/Lokalita CAR % (prales) % (savana) %
C. cf. citroneus 0,07 0,00 0,00
C. cf. distinctipennis 0,01 8,86 98,85
C. cf. fulvithorax 16,20 24,51 0,33
C. cf. quinquelineatus 1,58 1,96 0,00
C. cf. milnei 47,82 0,00 0,00
C. cf. rutshuruensis 1,04 8,14 0,00
C. cf. schultzei 14,99 0,16 0,00
C. cf. trifasciellus 1,58 2,95 0,00
C. cf. vitshumbiensis 0,05 0,23 0,00
C.sp. NEW 2 13,33 49,60 0,82
C.sp. NEW 4 0,00 0,03 0,00
C.sp. NEW 6 0,03 0,26 0,00
C.sp. NEW 7 0,04 0,12 0,00
C.sp. NEW 8 3,17 3,02 0,00
C.sp. NEW 9 0,00 0,14 0,00
C.sp. NEW 10 0,00 0,02 0,00
C.sp. NEW 11 0,03 0,00 0,00
C.sp. NEW 12 0,01 0,00 0,00
C.sp. NEW 13 0,03 0,02 0,00
C.sp. NEW 14 0,03 0,00 0,00
z 100 100 100

Obr. 4.1.6 Procentualni zastoupeni (logaritmické méfitko) jednotlivych druhd rodu Culicoi-

des ve dvou studovanych africkych zemich, v Stifedoafrické republice (CAR) a Gabonu.
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Obr. 4.1.6 Procentualni zastoupeni (logaritmické méfitko) jednotlivych druhd rodu Culicoi-

des ve dvou studovanych africkych zemich, v Stfedoafrické republice (CAR) a Gabonu.

Barcoding
Z kazdé morfologicky definované skupiny (na zédklad€ pigmentace kiidel) bylo pouzito n¢ko-
lik jedinct pro ovéfeni morfologického roziazeni pomoci barcodingu genu pro CO-1. Pokud
byl ne¢ktery z druhti zastoupen v poc¢tu nedosahujicim péti, pouzili jsme vSechny jedince. Zby-
tek tiplika byl zpracovéan pro detekci patogenti (viz kapitola 4.2). Kiidla, hlava a spermatéky
kazdého jedince zvoleného pro druhové uréeni pomoci barcodingu se zamontovaly na sklicko
pro pozdéjsi morfologické srovnani a nafoceni (viz obr. 4.1.7 — 4.1.30), z thoraxu byla izolo-
vana DNA. Celkové bylo pro barcoding pouZzito 175 samic, ale pouze u 63,5% v CAR a 69,3
% v Gabonu se nam podafilo ziskat dostatecné kvalitni sekvence pro barcodingovou analyzu
(viz tab. 4.1.2) a tvorbu fylogenetického stromu (viz obr. 4.1.31). Pro konstrukci fylognetic-
kého stromu tiplikii byly pouzity sekvence ¢asti gent pro cytochrom oxidazu I (CO-I).
Do analyzy byly zatazeny i sekvence tiplikii z GenBanku, které nesly bud’ stejny ndzev tiplika
S nami ur¢enymi morfotypy, dale ty, které jiz byly v minulosti ureny v praci Kremer et al.
1975 a mély podobnou kresbu na ktidle, nebo ty, které jiz mély fotografii v GenBanku a za-
rovent mé&ly podobnou kresbu na kiidle. Dale byly zafazeny sekvence C. imicola a C. ender-
leini, které¢ vykazovaly vysokou (>90%) podobnost s nasimi sekvencemi v databazi BOLD
nebo GeneBank.

Na zaklad¢ ziskanych sekvenci se skupina Culicoides sp. NEW 2 rozdé€lila v ramci jed-
noho komplexu do tii podskupin (oznaCovanych jako typ A, B a C), nerozliSitelnych na za-
klad¢ kiidla. Stejné tak morfotyp C. cf. fulvithorax se rozd¢lil do dvou ptibuznych podskupin

(A a B). I pfes stejnou kresbu na kiidle se podle barcodingu ¢asto jednalo v rdmci morfolo-
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gickych skupin o vzajemné nepiibuzné druhy. Napiiklad morfotyp C. cf. quinquelineatus vy-
tvaii na fylogenetickém stromé dva neptibuzné druhy, stejné tak morfotyp C. trifasciellus
tvofi dvé nepiibuzné skupiny, v rdmci jedné z nich pak vytvaii jesté Ctyfi vzédjemné piibuzné
podskupiny (A, C, D a E). Morfotyp C. cf. rutshuruensis vytvaii dvé piibuzné skupiny (A
a B), které vsak tvofi spolu s morfotypem C. vitshumbiensis parafyletickou skupinu. V kazdé
skupiné se vétSinou vyskytlo n¢kolik odliSnych haplotypti, znazornénych na fylogenetickém
strom¢& samostatnou vétvi.

Bohuzel se ndm nepodaftilo ziskat sekvence od vSech testovanych druhii a rovnéz se
nam nepodafilo zkompletovat fotodokumentaci uréovacich znakii u v§ech morfotypii, nicmé-

n¢ pro vétsSinu morfotypll i genospecies jsou tyto informace k dispozici.

Tab. 4.1.2 Uspé&snost ziskani kvalitnich sekvenci pro barcodingovou analyzu.

DRUH/ZEME CAR GABON

N SEQ % N SEQ %
C. cf. citroneus 5 0 0 5 0 0
C. cf. distinctipennis 1 1 100 6 6 100
C. cf. fulvithorax 4 1 25 7 7 100
C. cf. quinquelineatus 5 4 80 7 6 86
C. cf. milnei 9 9 100 0 0 0
C. cf. rutshuruensis 3 0 0 10 8 80
C. cf. schulzei 6 6 100 7 3 43
C. cf. trifasciellus 11 8 73 20 12 60
C. cf. vitshumbiensis 3 0 0 5 4 80
C.sp. NEW 2 12 8 67 12 11 92
C.sp. NEW 4 0 0 0 2 1 50
C.sp. NEW 6 2 1 50 12 4 33
C. sp. NEW7 3 3 100 2 2 100
C.sp. NEW 8 5 4 80 0 0 0
C.sp. NEW 9 0 0 0 4 4 100
C.sp. NEW 10 0 0 0 1 1 100
C.sp.NEW 11 2 1 50 0 0 0
C.sp. NEW 12 1 1 100 0 0 0
C.sp. NEW 13 1 1 100 1 1 100
C.sp. NEW 14 2 0 0 0 0 0
Celkem 74 | 47 63,51 101 70 69,31

* tlusté vyznacend pole znamenaji 100% tspésnost sekvenace
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Kiidla nami rozpoznavanych morfotypi tipliki ze Stiedoafrické republiky (CAR) a Gabonu (GB) s piipadnym vyznac¢enim barcodingového

typu uvedeného na fylogenetickém stromé (obr. 4.1.31).

A s

//////”////////////// V7

)

Obr. 4.1.7 C. cf. fulvithorax Cb — GB49 50 Obr. 4.1.8 C. sp. NEW 9 a— GB16_18

Obr.4.1.9C.sp. NEW 7 b - CAR 66_67; GB27 Obr. 4.1.10 C. sp. NEW 7 ¢ — CAR 65
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Obr.4.1.11 C.sp NEW 6 ¢ — GB13_14_15 Obr. 4.1.12 C. sp NEW 11 - CAR31

Obr. 4.1.13 C. cf. quinquelineatus Ae — GB4 23; CAR2 3 5 Obr. 4.1.14 C. cf. quinquelineatus B — CAR1
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Obr. 4.1.15 C. cf. citroneus - CAR Obr. 4.1.16 C. cf. NEW 12 — CAR69

Obr. 4.1.17 C. sp NEW 2 Be - GB28 Obr. 4.1.18 C. sp. NEW 2 Ab - GB3; CAR 6_9 10 33 34 35 37
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Obr. 4.1.20 C. sp. NEW 13 — GB58; CAR68

Obr. 4.1.21 C cf. rutshuruensis Aa — GB56_57 2 Obr. 4.1.22 C. cf. rutshuruensis Bb — GB26
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Obr. 4.1.23 C. cf trifasciellus 0 — GB43 GB51 Obr. 4.1.24 C. cf. trifasciellus Aa — GB38_39

Obr. 4.1.25 C. cf. trifasciellus Cb — GB44 45 53 Obr. 4.1.26 C. cf. trifasciellus D — GB55
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Obr. 4.1.27 C. cf. trifasciellus Ea — GB54 Obr. 4.1.28 C. sp. NEW 8 a— CAR21 23 25

Obr. 4.1.29 C. cf milnei a— CAR16_17_18 19 20 59 60 61 Obr. 4.1.30 C. cf. vitshumbiensis a — GB30 31 33
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C. kibatiensis (KJ186138)

GB43_51 C. cf. trifasciellus typ B
C. fulvithorax (KP025641) . NEW 11
CAR31 '

< C. milnei (KP025645)
C. wansoni (KJ833689)

0.90-| o1 " Chag 31 a3 - C- cf. vitshumbiensis
0.97/65, A4TIP1 |C. cf. rutshuruensis
0.56/- L/ —GB56_57_2_5157J typ A
1.00/60 4 8R26 :
: J -GB36 C. cf. rutshuruensis
+ GB25 typ B
091 . G14TIP2
~ CARB38
CAR16_17_18_19_20_59_60_61 rc cf. milnei

GB11 )
+ CAR62 -~ NEW 6
GB13_14_15 J
CAR69 e NEW 12
C. schultzei (JX990119)
C. schultzei (JN545053)
0.68/- I C. subschultzei (KF682525)
| + C. oxystoma (KF528694)
0.61/- 0.91/65 -GB37
CAR29
7 C. enderleini (KJ833701)
0.82/- C. enderleini (HQ447066)
G BET C. enderleini (HQ447065)
-66/- - CAR30 i
AR C. cf. schultzei
 G37TIP1
G37TIP3
CAR27
|r CAR36
CAR28
CAR64 R
G11TIP1 .o . -
G3TIP2 C. cf. distinctipennis
r G3TIP1_11TIP2_GB59

G11TIP3
GABTIPS -~ ~NEW2 typC
0.97/58 G18TIPS
GB48
+| | GB46 NEW 2 typ B
0.99/- G18TIP4
GB28
GB34_GB47_G18TIP2
- GB2

GB3 CAR6_9 10 33 34 35 37 | NEW 2 typ A

| 0.65/-|

*

1.00/- C. schultzei (KJ833690)
- C. schultzei (KJ833691)
. *G4eTIP }, NEW 4
G37TIP3 _ )
|| e ‘NEW 10
$ GB24
[(GB21 3 3
*1GB20 22 C. cf. quinquelineatus
|i CAR4 typ A
GB4_23 CAR2. 3. 5

. CARG65
0.81/- GB8 i }NEW 7

CARG66_67
GB17 )
eBte ¢ NEW 9
GB16_18
*~GB49 50 | i
0.09/70 carpaa. o C. cf. fulvithorax typ B
| %221?::,;5\)7191 2TIP5152_2TIP5153 C. cf. fulvithorax typA
= 1.00/91 CAR1 e C. cf. quinquelineatus typ B
* %’;R 68 } NEW 13
GB40 L P :
GB38 39 C. cf. trifasciellus typ A
. CARB40_15_52 55}
CARbY + C. cf. trifasciellus typ C
1.00/- | GB44_45_53 ‘
CART2
GB55 -- - C. cf. trifasciellus typ D
. CAR11 L
« GB41_42
| CART3 J C. cf. trifasciellus typ E
GB54

* C. imicola (KJ162980)
| *r CAR21_23_25
9.1 CAR22 }> NEW 8

Obr. 4.1.31 Fylogeneticka analyza sekvenci tipliki ze stiedoafrické oblasti. Topologie stromu
byla vytvofena bayesovskou metodou (program MrBayes). Cisla v uzlech ptedstavuji podporu
ziskanou pouzitim metody bayesovské (MrBayes) a maximalni vérohodnosti (PhyML), a to
v uvedeném potadi. V ptipadé pravdépodobnosti/podpory vyssi nez 0,95 resp. 95 byly hodno-
ty nahrazeny znakem ,,*, v pfipad¢ pravdépodobnosti/podpory nizsi nez 0,50 resp. 50 ne-
bo v ptipadé jiné topologie byly hodnoty nahrazeny znakem ,,-*
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4.2 DETEKCE PARAZITU
4.2.1. Paraziti tiplikii odchycenych v blizkosti spdrkaté zvéie v CR

U vybranych, hojné€ji zastoupenych druht tiplikii (viz tab. 4.2.1) odchycenych v blizkosti
sparkaté zvére a seskupenych do skupin od 5 do 20 samic byla provedena izolace DNA, kte-
rd byla nasledn¢ testovana pomoci n€kolika specifickych PCR na pfitomnost patogent, trypa-
nosomatid a filarii. Celkem bylo testovano 1555 jedinct v 115 skupinach, a to v rdmci Sesti
druht tiplika: C. obsoletus, C. pulicaris, C. punctatus, C. nubeculosus, C. pictipennis
a C. festivipennis.

Nakazenost tiplikil trypanosomatidy na tizemi CR se ukazala byt velmi nizka (viz tab.
4.2.1). Celkova prevalence byla 0,19 % (pocitdno na jedince) pro vSechny druhy tipliki.
U druhu C. nubeculosus jsme nasli druh jednohostitelského trypanosomatida Herpetomonas
pessoai a dale pak dosud nepojmenovaného trypanosomatida ze skupiny ,,jaculum®, ktera je
sesterskou skupinou rodu Blastocrithidia (viz obr. 4.2.1). Stejného zastupce ze skupiny ,,jacu-
lum* jsme nasli rovnéz u tiplika druhu C. punctatus.

Prevalence filarii byla jesté nizsi, a to 0,13 %. Dva zastupce filarii jsme nalezli u druhu

C. punctatus, ale nejsme schopni blize urcit druh, o ktery se jedna (viz obr. 4. 2.11).

Tab. 4.2.1 Detekce trypanosomatid a filarii pomoci PCR v tiplicich odchycenych v blizkosti
sparkaté zvéte na izemi CR.

Vyjadteno jako prevalence v procentech (pocet pozitivnich skupin/pocet testovanych skupin)

DRUH/DRUH* H. pessoai "jaculum" clade Filarie
C. nubeculosus 0,34 % (290/1) | 0,34 % (290/1) 0 % (290/0)
C. obsoletus 0% (611/0) 0% (611/0) 0% (611/0)
C. pulicaris 0% (318/0) 0% (318/0) 0% (318/0)
C. punctatus 0% (270/0) | 0,37 % (270/1) | 0,74 % (270/2)
C. pictipennis 0% (16/0) 0% (16/0) 0% (16/0)
C. circumscriptus 0 % (50/0) 0 % (50/0) 0 % (50/0)

* H. pessoai — K417, ,.jaculum* clade — K418 (C. nubeculosus) a K391 (C. punctatus)

Filarie — K391 a K392

(C. punctatus)

4.2.2 Paraziti prefvykavé spdrkaté zvéie v CR

vvvvvv

vySetieni sparkaté zvéte z tizemi CR na piitomnost téchto dvou skupin dixennich parazitd,
u kterych by mohli tiplici vystupovat v roli prenasece. Testovali jsme proto pomoci specifické
PCR krev na vyskyt trypanosomatid a mikrofilarii, a kizi ze dvou odbérovych mist (krk a

biicho) na vyskyt mikrofilarii.
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Odbéry ze sparkaté zvére byly provadény ve tfech odliSnych regionech, na ,,Hradec-
ku* (veétsi pocet vzajemné od sebe vzdalenych lokalit), vvp Libava a vvp Doupov (viz obr.
3.3.1). Z ,Hradecka™ jsme ziskali pouze krev, a tudiz jsme neméli moznost vySetfovat pfi-
tomnost podkoznich mikrofilarii. Na né¢kolika lokalitach ,,Hradecka*™ se jednalo o zéstupce
druht jelen evropsky, dan¢€k, jelen milu, sika dybowského, srnec, muflon a koza bezoarova.
Na lokalit¢ vvp Libava se jednalo o druhy jelen evropsky a srnec obecny a na vvp Doupov o
druhy jelen evropsky, srnec a sika japonsky. Z tabulky 4.2.2 je patrné, ze mirkofilarie byly ve

vzorcich krve detekovany pouze jedenkrat, a to v krvi jelena evropského (vvp Doupov).

Tab. 4.2.2 Uspésnost ziskani kvalitnich sekvenci pro barcodingovou a fylogenetickou analyzu.

trypanosoma filarie filarie filarie

krev krev kaze (krk) kaze (bficho)

druh % (E/S ; N)* % (E/S ; N) % (E/S ; N) % (E/S ; N)
VVP LIBAVA + VVP DOUPOV
jelen 67,7 % (34/23;104) | 50,0% (2/1; 104) 26,3 % (38/10; 52) 61,0 % (41/25 ; 50)
srnec | 96,3%(27/26;104) | 0,0% (1/0; 104) 46,2 % (26/12 ; 49) 24,0 % (29/7 ; 49)
sika** 100 % (8/8 ; 55) - (0/0; 55) 30,8 % (13/4 ; 25) 12,5 % (16/2 ; 25)
celkem | 82,6 % (69/57 ; 263) 33,3 % (3/1; 263) 33,8 % (77/26 ; 126) 39,5 % (86/34 ; 124)
,HRADECKO"

jelen 100 % (25/25 ; 87) -(0/0; 20)
srnec -(0/0; 2) -(0/0; 1)
sika** 100 % (4/4 ; 32) -(0/0; 12)
milu -(0/0; 15) -(0/0; 13)
danék 100 % (10/10; 101) -(0/0; 32)
muflon | 100 % (4/4 ; 212) -(0/0;73)
koza -(0/0; 95) -(0/0; 12)
celkem | 100 % (43/43 ; 543) -(0/0; 163)

* % — Gispésnost sekvence: E — pozitivni elektroforéza; S — uspesna sekvence; N — pocet vysetfovanych jedinct
** Sika: vvp Libava a vvp Doupov — sika japonsky; ,,Hradecko* — sika dybowského

Trypanosomatidae

V ramci skupiny trypanosomatid jsme nasli v krvi sparkaté zvétre pét genotypil trypanosom
z komplexu Trypanosoma theileri, v tomto pifipadé oznacovanou jako Trypanosoma cervi:
typ0, typl, typ2, typ3 a typ4 (viz tab. 4.2.3 a obr. 4.2.2). Nejvétsi prevalence trypanosom je
u jelend a dale u srncl. Naopak koza bezoarova neni nakaZena viibec, a to 1 pfes to, zZe bylo
testovano 95 jedinct. Stejné tak jelen milu, od kterého bylo testovano pouze 15 jedincl. Nej-

hojnéjsim genotypem je Trypanosoma cervi typ 0, a to zejména u jelent, typ 2 u jelenti a srn-

ci a typ 1 u sika dybowského, nicméné Zadna hostitelskd specifika jednotlivych genotypt
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trypanosom nebyla v nasich sbérech vysledovana. Kromé dixennich trypanosom jsme nasli i
dva rizné zastupce monoxennich trypanosomatid nalezicich do zatim nepojmenované skupiny
,hew clade 2 ve smyslu Ty¢ et al. 2013, a dale pak zastupce neparazitickych kinetoplastid
ze skupiny Bodonidae: 19 riznych druhd/genotypu rodu Bodo s.l1. a tii druhy/genotypy rodu
Dimastigella (viz tab. 4.2.3 a obr. 4.2.1 a 4.2.3). Vyskyt téchto jednohostitelskych trypanoso-
matid a neparazitickych bodonid jsme pfisoudili mozné kontaminaci pii odbéru krve, tu-

diz jsme je do celkové prevalence moznych piendsenych patogenti nezahrnovali.

Filarie

Krev ze vSech lokalit byla testovana také na mikrofilarie. Nasli jsme v§ak pouze jeden pozi-
tivni vzorek — Setaria cervi v jelenovi evropském. Dale byla testovana kiize ze dvou odbéro-
vych mist (krk a bficho) u jelena evropského, siky japonského a srnce. Nejvétsi prevalence
byla zjisténa opét v jelenovi a vyrazné mensi u siky. Mezi hostitelsky specifické parazity se
fadi filarie Cercopithifilaria rugosicaudata detekovana pouze u srncit a Onchocerca flexuosa
nalezena, az na jednu vyjimku (sika), pouze u jelend (viz tab. 4.2.3).

Provést srovnani jednotlivych lokalit (viz tab. 4.2.4) je pomérné& obtizné, a to
z nékolika divoda. Lokalita ,,Hradecko™ je oznaCenim pro fadu vzajemné nesouvisejicich
lokalit s chovem sparkaté zvéte, u které byla odebirana pouze krev, a to v riznych ¢astech
roku v prubéhu tii let. Naopak v ptipadé dvou vojenskych ujezdi se jednd o pomérné homo-
genni a jasné vymezené Uizemni celky, kde dochéazelo k lovu sparkaté zvéte v podzimnich
mésicich roku 2014 a kde je k dispozici jak krev, tak i vzorky kize z krku a bficha (tj. vyskyt
filarii je mozné porovnat pouze mezi obéma vojenskymi 0jezdy).

Nejnizsi prevalence trypanosom u jelent je na lokalité¢ vvp Doupov (3,9 % vs. 28,3 %
vvp Libava a 28,7 % ,,Hradecko®). Na této lokalité vykazuji jeleni i niz$i prevalenci podkoz-
nich filarii (48 % vs. 60 % vvp Libava). Podobna tendence je patrna rovnézZ u srncii (trypano-
soma: Doupov 5,8 % vs. Libava 19,2 %; podkozni filarie: Doupov 24 % vs. Libava 41,7 %).
Vzhledem k dostupnosti informaci o véku ulovené zvéte je ziejmé, ze se lokality vvp Libava
(prameér 2,5 roku) a vvp Doupov (pramér 3 roky) signifikantn€ nelisi, v Doupové jsou ulove-
né kusy dokonce v priméru star$i. V piipad¢ siky je situace komplikovanéjsi, jelikoz na
,Hradecku* se jedna o siku dybowského, zatimco ve vvp Doupov se vyskytuje sika japonsky
a ve vvp Libava nezije sika vibec. Nicméné na zaklad¢é dosud ziskanych dat (viz tab 4.2.3
a4.2.4a4.2.5) se zda, ze sika je ve srovnani s jelenem i srncem pomérné stejné¢ nachylny na
vyskyt trypanosom, ale o néco méné na vyskyt podkoznich filarii (trypanosomy: ,,Hradecko*

12,5 %, vvp Doupov 10,9 %; podkozni filarie: vvp Doupov 20 %).
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Tab. 4.2.3 Vyskyt a prevalence trypanosomatid a mikrofilarii detekovanych pomoci PCR v krvi a kiiZi sparkaté zvéfe na uzemi CR.

DRUH/DRUH jelen srnec sika japonsky | s. dybowského muflon danék milu koza
% (N/P)* % (N/P) % (N/P) % (N/P) % (N/P) % (N/P) % (N/P) % (N/P)
Trypanosoma cervi typ0 7,3 % (191/14) | 0,0 % (106/0) 1,8 % (55/1) 3,1%(32/1) | 0,0% (212/0) | 5,0% (101/5) | 0,0% (15/0) | 0,0 % (95/0)
Trypanosoma cervi typl 0,5 % (191/1) 0,0 % (106/0) 0,0 % (55/0) 9,4% (32/3) | 0,0% (212/0) | 1,0% (101/1) | 0,0% (15/0) | 0,0 % (95/0)
Trypanosoma cervi typ2 8,9 % (191/17) | 7,6 % (106/8) 1,8 % (55/1) 0,0% (32/0) | 0,5% (212/1) | 2,0% (101/2) | 0,0% (15/0) | 0,0% (95/0)
Trypanosoma cervi typ3 4,7 % (191/9) 3,8 % (106/4) 1,8 % (55/1) 0,0% (32/0) | 0,0% (212/0) | 0,0% (101/0) | 0,0% (15/0) | 0,0 % (95/0)
Trypanosoma cervi typ4 0,5 % (191/1) 0,9 % (106/1) 5,5 % (55/3) 0,0% (32/0) | 0,0% (212/0) | 0,0% (101/0) | 0,0% (15/0) | 0,0 % (95/0)
Trypanosoma cervi celkem 22 % (191/42) | 12,3 % (106/13) | 10,9% (55/6) | 12,5% (32/4) | 0,5% (212/1) | 7,9 % (101/8) | 0,0 % (15/0) | 0,0% (95/0)
new clade 2 (2 druhy) 1,1% (191/2) 1,4 % (106/1) 0,0 % (55/0) 0,0% (32/0) | 0,0% (212/0) | 0,0% (101/0) | 0,0% (15/0) | 0,0 % (95/0)
cf. Bodo (19 druh() 2,1%(191/4) | 11,3 % (106/12) | 3,6 % (55/2) 0,0% (32/0) | 0,5% (212/1) | 0,0% (101/0) | 0,0% (15/0) | 0,0 % (95/0)
cf. Dimastigella (3 druhy) 0,0 % (191/0) 0,0 % (106/0) 0,0 % (55/0) 0,0% (32/0) | 0,5% (212/1) | 2,0% (101/2) | 0,0 % (15/0) | 0,0 % (95/0)
Trypanosomatidae 25,1 % (191/48) | 19,8 % (106/21) | 14,6 % (55/8) | 12,5% (32/4) | 1,9 % (212/4) | 9,9 % (101/10) | 0,0 % (15/0) | 0,0 % (95/0)
Setaria cervi 0,8 % (124/1) 0,0 % (105/0) 0,0 % (55/0) 0,0% (12/0) | 0,0%(73/0) | 0,0%(32/0) | 0,0% (12/0) | 0,0% (12/0)
Setaria tundra 0,0 % (52/0) 2,0 % (49/1) 0,0 % (25/0)
Onchocerca flexuosa 42,3 % (52/22) 0,0 % (49/0) 4,0 % (25/1)
Cercopithifilaria rugosicaudata 0,0 % (52/0) 30,6 % (49/15) 0,0 % (25/0)
Onchocerca cf. skrjabini 3,9 % (52/2) 0,0 % (49/0) 12,0 % (25/3)
Mansonella cf. perforata 3,9 % (52/2) 0,0 % (49/0) 4,0 % (25/1)
unknown-1 (cf. Onchocerca)** 1,9 % (52/1) 0,0 % (49/0) 4,0 % (25/1)
unknown-2 (cf. Onchocerca)** 1,9 % (52/1) 0,0 % (49/0) 0,0 % (25/0)

Filarie sspp.

55,8 % (52/29)

32,7 % (49/16)

24,0 % (25/6)

* 9% — prevalence: N — celkovy pocet vySetienych, P — pozitivnich na zakladé PCR a nasledné sekvence
** nelze jednoznacné rozhodnout o jaky rod se jedna, podobnost ziskanych sekvenci s dostupnymi sekvencemi v databazi GeneBank je pomérné nizka
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Tab. 4.2.4 Prevalence trypanosomatid a filarii detekovanych pomoci PCR v krvi a kizi spar-

katé zvéte na tfech studovanych lokalitach.

| ,HRADECKO“ | VVPLIBAVA | VVPDOUPOV | dohromady

Jelen % (N/P)* % (N/P) % (N/P) %
Trypanosoma cervi typ0 14,9 % (87/13) 1,9 % (53/1) 0,0 % (51/0) 7,3
Trypanosoma cervi typl 1,2 % (87/1) 0,0 % (53/0) 0,0 % (51/0) 0,7
Trypanosoma cervi typ2 12,6 % (87/11) 11,3 % (53/6) 0,0 % (51/0) 8,9
Trypanosoma cervi typ3 0,0 % (87/0) 13,2 % (53/7) 3,9 % (51/2) 4,7
Trypanosoma cervi typ4 0,0 % (87/0) 1.9%(53/1) 0,0 % (51/0) 0,6
Trypanosoma cervi celkem 28,7 % (87/25) 28,3 % (53/15) 3,9% (51/2) 22,0
new clade 2 (1 druh) 0,0 % (87/0) 3,8% (53/2) 0,0 % (51/0) 1,1
cf. Bodo (4 druhy) 0,0 % (87/0) 5,7 % (53/3) 2,0% (51/1) 2,1
non-trypanosoma 0,0 % (87/0) 9,4 % (53/5) 2,0% (51/1) 3,1
Trypanosomatidae 28,7 % (87/25) | 37,7 % (53/20) 5,9 % (51/3) 25,1
Setaria cervi 0,0 % (20/0) 0,0 % (53/0) 2,0% (51/1) 0,8
Onchocerca flexuosa 48,0 % (25/12) | 37,0% (27/10) 42,3
Onchocerca cf. skriabini 4,0% (25/1) 3,7 % (27/1) 3,9
Mansonella cf. perforata 0,0 % (25/0) 7,4 % (27/2) 3,9
unknown-1 (cf. Onchocerca) 4,0% (25/1) 0,0 % (27/0) 1,9
unknown-2 (cf. Onchocerca) 4,0% (25/1) 0,0 % (27/0) 1,9
Podkozni filarie 60,0 % (25/15) | 48,2 % (27/1) 53,9
Trypanosoma/Filarie** 30,0%/60,0% | 40%/48,2%

Srnec % (N/P) % (N/P) % (N/P) %
Trypanosoma cervi typ2 0,0 % (2/0) 11,5 % (52/6) 3,9 % (52/2) 7,6
Trypanosoma cervi typ3 0,0 % (2/0) 5,8 % (52/3) 1,9 % (52/1) 3,8
Trypanosoma cervi typ4 0,0 % (2/0) 1,9 % (52/1) 0,0% (52/0) 0,9
Trypanosoma cervi celkem 0,0 % (2/0) 19,2 % (52/10) 5,8 % (52/3) 12,3
cf. Bodo (12 druh) 0,0 % (2/0) 9,6 % (52/5) 13,5 % (52/7) 11,3
new clade 2 (1 druh) 0,0 % (2/0) 1,9 % (52/1) 0,0 % (52/0) 0,9
non-trypanosoma 0,0 % (2/0) 11,5 % (52/6) 13,5 % (52/7) 12,3
Trypanosomatidae 0,0 % (2/0) 30,8 % (52/16) | 19,2 % (52/10) 24,5
Cercopithifilaria rugosicaudata 41,7 % (24/10) 20,0 % (25/5) 30,6
Setaria tundra 0,0 % (24/0) 4,0 % (25/1) 2,0
Podkozni filarie 41,7 % (24/10) | 24,0 % (25/6) 32,7
Trypanosoma/Filarie** 213%/41,7% 6,7% /24 %

Sika % (N/P) % (N/P) % (N/P) %
Trypanosoma cervi typ0 3,1% (32/1) 1,8 % (55/1) 2,3
Trypanosoma cervi typl 9,4 % (32/3) 0,0 % (55/0) 3,4
Trypanosoma cervi typ2 0,0 % (32/0) 1,8 % (55/1) 1,2
Trypanosoma cervi typ3 0,0 % (32/0) 1,8 % (55/1) 1,2
Trypanosoma cervi typ4 0,0 % (32/0) 5,5 % (55/3) 3,5
Trypanosoma cervi celkem 12,5 % (32/4) 10,9 % (55/6) 11,5
cf. Bodo (2 druh) 0,0 % (32/0) 3,6 % (55/2) 2,3
non-trypanosoma 0,0 % (32/0) 3,6 % (55/2) 2,3
Trypanosomatidae 12,5 % (32/4) 14,6 % (55/8) 13,8
Onchocerca cf. skrjabini 12,0 % (25/3) 12,0
Mansonella cf. perforata 4,0% (25/1) 4,0
unknown-1 (cf. Onchocerca) 4,0% (25/1) 4,0
Podkoini fildrie 20,0 % (25/5) 20,0
Trypanosoma/Filarie** 11,3% /20 %

* 0% — prevalence: N — celkovy pocet vySetienych, P — pozitivnich na zakladé PCR a nasledné sekvence
** Trypanosoma / Filarie — pomér dixennich trypanosom a podkoznich filarii
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Tab. 4.2.5 Celkova prevalence trypanosom a filarii detekovanych pomoci PCR v krvi a kuzi

sparkaté zvete v zavislosti na druhu hostitele a testované tkani.

prevalence %
jelen srnec |sika d. | sikaj. [ muflon | danék | milu | koza | celkové
trypanosoma (krev) 22,0 12,3 12,5 10,9 0,5 0,0 0,0 0,0 9,2
filarie (krev) 0,8 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 | 0,0 0,2
filarie (ktiZe vSechna) 50,0 32,7 0,0 20,0 37,3
fiarie (kaze krk) 19,2 24,5 0,0 16,0 20,6
filarie (ktiZe bFicho) 50,0 14,3 0,0 8,0 27,4

Hostitelska a tkanova specifita

Z ktize prezvykavé sparkaté zvéte, konkrétné z jelena evropského, srnce a siky japonského,
jsme pomoci specifické PCR zjistili ptitomnost sedmi druhi filarii: Setaria tundra, Cercopi-
thifilaria rugosicaudata, Onchocerca flexuosa, Onchocerca cf. skrjabini, Mansonella cf. per-
forata, unknown-1 (cf. Onchocerca) a unknown-2 (cf. Onchocerca) (viz obr. 4.2.11 a tab.
4.2.6). Kize byla odebirana u kazdého jedince z bticha i z krku, a tak bylo mozné zjistit speci-
fitu nejenom hostitelskou, ale i tkanovou. Celkem bylo u jelent analyzovano 52 vzorku z krku
a 50 vzorku z bicha, u srncti 49 jak z krku, tak z bticha a ze siky 25 z krku i bticha. Nejéas-
t&j8i filarii viibec a soucasné filarii s velmi vysokou hostitelskou a zaroven i jistou tkanovou
specifitou je Cercopithifilaria rugosicaudata (srnec, prevazné krk) a Onchocerca flexuosa

(jelen, pfevazné biicho), viz tab. 4.2.6.

Tab. 4.2.6 Hostitelska a tkanova specifita filarii detekovanych pomoci specifické PCR
anasledné sekvence ze vzorka kizi odebranych z krku a bficha ulovené sparkaté zvéti

ve vojenskych jezdech Libava a Doupov.

JELEN (52/50)* SRNEC (49/49) SIKA (25/25)

Druh fildrie / Misto odbé&ru  |KRK|  BRICHO  |KRK| BRICHO |KRK| BRICHO
Setaria tundra 0 0 0 1 0 0
Cercopithifilaria rugosicaudata | 0 0 12 6 0 0
Onchocerca flexuosa 9 20 0 0 0 1
Onchocerca cf. skrjabini 0 2 0 0 3 0
Mansonella cf. perforata 1 1 0 0 1 0
unknown-1 (cf. Onchocerca) 0 1 0 0 0 1
unknown-2 (cf. Onchocerca) 0 1 0 0 0 0

* pocet vzorkl kiize z krku/bticha
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Rovnéz byl zjistovan soucasny vyskyt filarii v kiizi z krku a bticha u stejného jedince.
Stejny druh parazita byl nalezen u deseti jedinct, z toho bylo sedm Cercopithifilaria rugosi-
caudata (u srncti) a tii Onchocerca flexuosa (u jelentt). Odlisné druhy filarii v ramci jednoho

hostitele se nasly ve tiech piipadech (viz tab. 4.2.7).

Tab. 4.2.7 Nalezy rtiznych druhu filarii u stejného jedince v zavislosti na misté¢ odbéru

rtizné druhy filarii v ramci jednoho jedince
hostitel parazit
krk : b¥icho
sika Onchocerca cf. skrjabini unknown-1 (cf. Onchocerca)
jelen Mansonella cf. perforata Onchocerca cf. skrjabini
jelen Onchocerca flexuosa Onchocerca cf. skrjabini

4.2.3 Paraziti tiplikii stifedni Afriky
Trypanosomatida a filarie jsme zjiStovali pomoci specifické PCR u nejpocetnéjSich druht
tipliki odchycenych v Gabonu a Stiedoafrické republice (CAR). Po morfologickém roztazeni
na zaklad€ pigmentace kiidel jsme tipliky sloucili do skupin po 10-ti jedincich. Jelikoz se
u n€kterych druhli objevovaly pfili§ €asto smiSené infekce trypanosomatid, byly tyto druhy
slucovany do skupin pouze po 5-ti jedincich. Pro nepravidelny pocet jedincl v testovanych
skupinach je vypocet prevalence vztahovan ke skupinadm, nikoli jedinctiim (viz tab. 4.2.8).
Celkové bylo z CAR testovano 1610 tiplikti osmi druhd (C. cf. milnei, C. cf. schultzei,
C. cf. trifasciellus, C. cf. fulvithorax, C. cf. rusthuruensis, C. cf. quinquelineatus, Culicoides
sp. NEW 2 a NEW 8) sloucenych ve 208 skupinach (tab 4.2.8). Z Gabonu pak 1227 tiplikd
Sesti druhui (C. cf. fulvithorax, C. cf. rusthuruensis, C. cf. quinquelineatus, C. cf. distinctipen-
nis, Culicoides sp. NEW 2 a NEW 8) ve 199 skupinach (tab 4.2.8). Nejvice skupin bylo vy-

tvofeno u druht C. cf. distinctipennis, C. cf. fulvithorax, C. cf. milnei a C. sp. NEW 2.

Trypanosomatidae

Z deviti testovanych druht tiplikd byli nalezeni zéstupci trypanosomatid u osmi, negativni
zustal pouze druh C. cf. schultzei. Celkem bylo zjisténo 15 druhd/genotypt jednohostitel-
skych trypanosomatid, a to 11 z pod¢eledi Leishmaniinae: Leptomonas costaricensis, Lepto-
monas cf. costaricensis, Leptomonas sp. 1 (cf. acus), Leptomonas sp. 2 (cf. tenula), Leptomo-
nas sp. 3, Crithidia otogatchiensis, Crithidia sp. 1, Crithidia sp. 2, Leptomonas G755, Lepto-
monas cf. G755 a Leptomonas 262AT (zde jsme pro ovéteni sekvencni identity SL s diive

popsanym isolatem 262AT vyuzili metody klonovani) a dale ¢tyfi herpetomonddy: Herpeto-
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monas ztiplika, Herpetomonas cf. ztiplika typl, Herpetomonas cf. ztiplika typ2, Herpetomo-
nas cf. trimorpha (tab. 4.2.8 aobr. 4.2.1, 4.2.3 — 4.2.10).

Ve dvou skupinach tiplika druhu Culicoides sp. NEW 2 jsme také nasli druh kinetoplas-
tida (bodonida) Dimastigella cf. trypanifomis, a v péti skupinach tiplika druhu Culicoides sp.
NEW 2 a jedné skupiné C. distinctipennis jsme detekovali ptaéi trypanosomu Trypanosoma
cf. avium (viz tab. 4.2.8).

Celkovée nejvyssi prevalence (vztaZzeno na skupiny) byla zjisténa u druhu tiplika Culico-
ides cf. milnei, az 95,4%, dale u C. cf. rutshuruensis 57,8 % a C. cf. fulvithorax 52 %. Naopak
nulovou prevalenci ma Culicoides cf. schultzei a minimalni ma C. cf. trifasciellus a druh Cu-
licoides sp. NEW 2. Hostitelsky specifickym parazitem se zda byt pouze Leptomonas newl
(cf. acus) u tiplika druhu Culicoides cf. milnei.

Filarie

Pti testovani DNA izolované z tipliki (a uspésné pouzité pro detekci trypanosomatid) na pfi-
tomnost DNA filarii, bylo hodné vzorkd na elektroforéze pozitivni. Po sekvenovani se
ale vétSina ukazala byt faleSné pozitivni, coz znaéi, ze ani jeden z pouzitych primerd neni
vhodny pro sekvenovani filarii z tiplikii. Nicméné jsme ziskali alespont osm sekvenci filarii,
pravdépodobné Onchocerca sp. 1 z C. cf. fulvithorax, C. cf. distinctipennis, a dvé neznamé
filarie (Culicoides sp. NEW 2 a C. sp. NEW 8) (viz tab. 4.2.8).

Fylogeneticka analyza

Pro konstrukci fylogenetickych stromt na obr. 4.2.3-10 byly pouzity sekvence SSU kineto-
plastid tiplikii z CR a z Afriky a z pfezvykavé sparkaté zvéte z CR. Do analyz byly déle zata-
zeny dostupné sekvence kinetoplastid z databaze GenBank doplnéné dal§imi, dosud nezveiej-
nénymi sekvencemi trypanosomatid ziskanymi zejména v nasi laboratofi (Sukova 2009, Kle-
petkova 2010, Glakova 2010). Na obrazku 4.2.1 je fylogeneticky strom vytvofeny na zakladé
sekvenci genu pro SSU rRNA.
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Tab. 4.2.8 Prevalence typanosomatid a filarii detekovanych pomoci PCR u tiplikti z Gabonu a Stiedoafrické republiky.

CAR CAR + GABON GABON
1%)
“ 3 2
2 S
Q Q S S D] s
DRUH/DRUH - S L S 5 S ~ © g
2 3 8 5 $ £ = 2 S
= < b=y - -~ 5 w w 2
g a S S 2 ) z z T
“ . « w w w o o w
(8) (8] (8] (8] o (8] 7} 7} (§)
(8] O O O (] O o o o
% (N/P) % (N/P) % (N/P) % (N/P) % (N/P) % (N/P) % (N/P) % (N/P) % (N/P)
Leptomonas costaricensis 0 % (65/0) 0% (21/0) | 0%(17/0) | 1,3%(75/1) | 0% (45/0) 0% (15/0) | 0% (57/0) 0 % (30/0) 0 % (82/0)
Leptomonas cf. costaricensis 0 % (65/0) 0%(21/0) | 0%(17/0) | 1,3%(75/1) | 2,2%(45/1) | 0%(15/0) | 0% (57/0) 0 % (30/0) 0 % (82/0)
Leptomonas sp. 1 (cf. acus) 87,7 % (65/57) | 0% (21/0) | 0% (17/0) | 0% (75/0) 0 % (45/0) 0% (15/0) | 0% (57/0) 0 % (30/0) 0% (82/0)
Leptomonas sp. 2 (cf. tenula) 3,1% (65/2) 0% (21/0) 0% (17/0) 5,3%(75/4) | 11,1% (45/5) | 6,7 % (15/1) 0% (57/0) 6,7 % (30/2) | 6,1% (82/5)
Leptomonas sp. 3 0% (65/0) 0% (21/0) 0% (17/0) 0% (75/0) 0% (45/0) 6,7 % (15/1) 0% (57/0) 0% (30/0) 0% (82/0)
Crithidia otogatchiensis 0% (65/0) 0% (21/0) 0% (17/0) 2,7 % (75/2) 0% (45/0) 0% (15/0) 0% (57/0) 0% (30/0) 0% (82/0)
Crithidia sp. 1 4,6%(65/3) | 0% (21/0) | 0%(17/0) | 2,7%(75/2) | 0% (45/0) |13,3%(15/2) | 0% (57/0) 0 % (30/0) 0% (82/0)
Crithidia sp. 2 0 % (65/0) 0% (21/0) | 0% (17/0) | 4% (75/3) | 4,4%(45/2) | 0% (15/0) | 0% (57/0) 0 % (30/0) 0% (82/0)
Leptomonas G755 0 % (65/0) 0% (21/0) | 59 % (17/1) | 53 % (75/4) | 4,4%(45/2) | 0% (15/0) | 1,8%(57/1) | 0% (30/0) 0% (82/0)
Leptomonas cf. G755 0 % (65/0) 0% (21/0) | 0% (17/0) | 28% (75/21) | 35,6 % (45/16) | 6,7 % (15/1) | 3,5 % (57/2) | 26,7 % (30/8) | 3,7 % (82/3)
Leptomonas 262AT 0% (65/0) 0% (21/0) 0% (17/0) 1,3 % (75/1) 0% (45/0) 0% (15/0) 0% (57/0) 0% (30/0) 1,2 % (82/1)
Celkem Leishmaniinea (SE) 95,4 % (65/62) | 0% (21/0) | 5,9% (17/1) | 52 % (75/39) | 57,8 % (45/26) | 33,3 % (15/5) | 5,3 % (57/3) |33,3 % (30/10) | 11 % (82/9)
Herpetomonas ztiplika 0 % (65/0) 0%(21/0) | 0%(17/0) | 1,3%(75/1) | 0% (45/0) 0% (15/0) | 0% (57/0) 0 % (30/0) 0% (82/0)
Herpetomonas cf. ztiplika typl 0 % (65/0) 0%(21/0) | 0%(17/0) | 1,3%(75/1) | 0% (45/0) 0% (15/0) | 0% (57/0) 0 % (30/0) 0% (82/0)
Herpetomonas cf. ztiplika typ2 0 % (65/0) 0% (21/0) | 0% (17/0) | 1,3%(75/1) | 0% (45/0) 0% (15/0) | 0% (57/0) 0 % (30/0) 0% (82/0)
Herpetomonas cf. trimorpha 0 % (65/0) 0% (21/0) | 5,9% (17/1) 0% (75/0) 0 % (45/0) 0% (15/0) 0% (57/0) 0% (30/0) 0% (82/0)
Celkem Herpetomonas 0 % (65/0) 0% (21/0) | 5,9% (17/1) | 4% (75/3) 0 % (45/0) 0% (15/0) | 0%(57/0) | 0% (30/0) 0 % (82/0)
Trypanosoma avium 0 % (65/0) 0% (21/0) 0% (17/0) 0% (75/0) 0 % (45/0) 0% (15/0) 8,8 % (57/5) 0% (30/0) 1,2 % (82/1)
Dimastigella cf. trypanifomis 0 % (65/0) 0% (21/0) | 0% (17/0) | 0% (75/0) 0 % (45/0) 0% (15/0) | 3,5%(57/2) | 0% (30/0) 0% (82/0)
Filarie 0 % (43/0) 0% (1/0) 0%(1/0) | 1,3%(75/1) | 0% (30/0) 0%(7/0) | 9,1%(33/3) | 11,8% (17/2) | 2,4 % (82/2)
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Detail - Obr. 4.2.4
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Obr. 4.2.1 Fylogeneticka analyza sekvenci SSU rRNA trypanosomatid z tiplikd odchyce-
nych v CR a stiedni Africe a ze sparkaté zvéie v CR. Topologie stromu byla vytvofena baye-
sovskou metodou, dalsi podrobnosti viz obr. 4.1.32. Detaily vétvi viz obr. 4.2.3 —4.2.11.
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Trypanosoma sp. wallaby
(AJ620564)

T. cervi typ1 (J230) - jelen evropsky (CR)
T. cervi typ0 (J205) - jelen evropsky (CR)
T. cervi (AB569248) - jelen sika (Japonsko)
L T. cervi (JX178193) - jelenec bé&loocasy (USA)

T. theileri (AB007814) - skot (USA)

—— T. cervi (JX178196) - jelenec béloocasy (USA)

72 T. cervi (JX178192) - jelenec bé&loocasy (USA)

o5 T. cervi (K14) - tiplik C. obsoletus (CR)

T. cervi typ3 (RD32) - srnec obecny (CR)

91 T. cervi (AJO09165) - danék evropsky (Némecko)
95

T. cervi typ2 (J222) - jelen evropsky (CR)

70— T. cervi typ4 (Rd52) - srnec obecny (CR)
T. melophagium - klo$ ovéi (CR)
T. theileri (AJ009163) - skot (UK)
61 100T. melophagium (HQ664912) - klo$ ové&i (Chorvatsko)

0.01 T. melophagium (FN666409) - klog ov&i (UK)

Obr. 4.2.2 Fylogeneticka analyza (metodou ML) sekvenci SSU rRNA trypanosom
skupiny Trypanosoma theileri ziskanych ze sparkaté zvéie a tiplikli na izemi CR.
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Obr. 4.2.11 Fylogeneticka analyza (metodou ML) sekvenci cytochrom oxidazy I (COT)

filarii ziskanych ze sparkaté

zvéte a tiplikti na izemi CR.
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5. DISKUSE

5.1 FAUNISTIKA TIPLIKU A DYNAMIKA JEJICH VYSKYTU

5.1.1 Faunistika tiplikii CR

V ramci monitoringu tiplikti pro SVU Jihlava byla zaznamenavéna jejich poéetnost a druhové
zastoupeni pouze pro vnitini Géely SVU. Detailngjsi faunistickou studii jsem neprovadéla
vzhledem k nedavné diplomové praci Z. Galkové (2010), ktera podrobné zmapovala diverzitu
tiplikii z odchytil v blizkosti dobytka provedenych pod patronaci SVU Jihlava v letech 2008
a 20009.

Kromé tiplikii odchycenych v blizkosti dobytka jsem se vénovala 1 tiplikim odchyce-
nym v blizkosti pfezvykavé sparkaté zvéte. Druhové urceni provedla Mgr. Jana Réadrova
a pro stanoveni parity samic jsem obdrzela jiz tipliky roztfidéné do druhd. Ani u této skupiny
tiplikti jsem se tedy faunistice pfili§ nevénovala, a to z ditvodu, Ze posledni odchytova sezona

probéhla v roce 2011, tedy pfed mym nastupem na katedru.

5.1.2 Dynamika vyskytu parnich samic druhu Culicoides obsoletus
Dynamika parnich samic byla zaznamendvana jak pro tipliky odchycené u dobytka,
tak pro tipliky odchycené u piezvykavé sparkaté zvéte. Jednalo se o nas nejvice zastoupeny
druh C. obsoletus, ktery je zaroveit dominantnim druhem v celé severni a stfedni Evropé.
Pocatek odchytové sezony u dobytka ve sledovanych letech 2009, 2012 a 2013 byl da-
tovan k zacatku kvétna a posledni tiplici byli zaznamenavani obvykle béhem fijna. Pribéh
parity jednotlivych sezén vynesenych do graft je velmi podobny a zadny rok nevykazuje vy-
razné vrcholy, pouze mirné kolisani hodnot. To odpovida skute¢nosti, ze druh C. obsoletus je
multivoltinni (klade vice snliSek za zivot v pribéhu jedné sezony). Dalsim aspektem majicim
vliv na kolisadni hodnot je klima, nerovhomérnost jednotlivych odchyti v ramci sezony atd.
Pokud bychom chtéli srovnavat sezony mezi sebou, musime mit na paméti, Ze celkové pocty
odchycenych tiplikli se vyrazné 1isi, zejména v sezoén¢ 2012, kdy bylo odchyceno celkem
12141 samic tiplikli, oproti roku 2009 (5184 samic) a roku 2013 (8983 samic). Malo pocetné
odchyty s nizkou vypovédni hodnotu mohou vyrazné ovlivnit pribéh dynamiky, a proto neby-
ly do grafii zahrnuty. Nejvys$i maxima hodnoty parity byly zaznamenany mezi 22. az 29. tyd-
nem, s nejvetsi hodnotou v roce 2013, a to 76,9 %. Vysoké primérné hodnoty parity za celou
sezonu (2009: 33 %; 2012: 24 %; 2013: 38 %) naznacuji, ze C. obsoletus je dlouhozijici druh
s vicemén¢ kontinualnim lihnutim dospé€lcti. Naopak procento gravidnich a nasatych samic je

V nasich odchytech minimalni, vhledem k tomu, Ze odchytové pasti byly umisténé v blizkosti

70



dobytka a lakaly pfedevsim hladové samice vyhledavajici hostitele. VéEtSina nasich pozorova-
ni tykajici se dynamiky parnich samic C. obsoletus podporuji studii z USA, Virginie (Zim-
merman et Turner 1983), ve které také nebyly pozorovany zadné vyrazné vrcholy parnich
samic tiplikti odchytavanych v blizkosti dobytka a ovci. V této studii vSak z celkového pocétu
558 samic bylo 328 gravidnich, a pro sezénni fenologii bylo proto pouZito pouze 230 samic,
coz je fadové mén¢ nez v nasi studii. Celkova parni hodnota byla jen o néco malo nizsi (20 az
25 %) nez v nasi studii.

Podobny pribéh dynamiky parnich samic byl zjistén i u tiplikti odchycenych v blizkosti
ptezvykavé sparkaté zvéte. Pocatek obou odchytovych sezon (2010 a 2011) byl datovan
k zacatku ¢ervna a posledni odchyty probéhly na konci ¢ervence (rok 2010) a na konci srpna
(rok 2011). Odchytova sezéna byla z logistickych divodi vyrazné kratsi nez u tiplikd odchy-
tavanych u dobytka, coZ mélo vliv i na vyssi primérnou hodnotu parity, kterd je pro rok 2010
41 % a pro rok 2011 37 %. Vysledky mohou byt ovlivnény i vyrazn€ mensim poctem odchy-
cenych samic (2010: 1713 samic a 2011: 738 samic). Je tieba poukazat na jednu anomalii,
a to v zastoupeni nasatych samic (7,2 %) v roce 2011, ktera je zpusobena odchytem v 31. tyd-
nu. V tomto odchytovém tydnu bylo z celkového poctu odchycenych samic 11 % nasatych,
coz ovlivnilo cely vysledek. Kupodivu se jednalo o nejpocetnéjsi odchyt v celé sezoné, tudiz
to nelze povazovat za chybu. BohuzZel vSak neumime bliZze vysvétlit, z jakého divodu se na-
chytal do pasti tak vysoky pocet nasatych samic, a to pouze v jednom odchytovém tydnu.

Mohlo se jednat napf. o zménu umisténi pasti, t€sné blizkosti hostitele u pasti apod.

5.1.3 Faunistika tipliku stiedoafrické oblasti

Faunistice tiplikti rodu Culicoides ze stfedoafrické oblasti jsem se vénovala velmi podrobné.
Bohuzel existuje jen velmi malo praci vénujici se této problematice a neexistuje tedy ani zad-
ny prehledny kli¢ zaméteny na urcovani tipliki stfedni Afriky. Vzhledem k témto okolnostem
bylo urcovani tiplikli znacné problematicke.

Samice jsem urCovala pouze podle pigmentace na kiidlech. U tiplika existuji samoziej-
me i jiné urCovaci znaky (pocet senzil, poloha o¢i, spermatéky, atd.), ale bohuzel tyto znaky
nejsou pro druhy stfedni Afriky dostupné, a proto jsme byli odkédzani pfedevsim na pigmenta-
ci kiidel. Nekteré druhy jsme se snazili urcit podle studie Kremer et al. (1975) a dalsi podle
sady, kterou zkompletovala Mgr. Jana Radrova za pomoci prof. Ryszard Szadziewski (Uni-
versity of Gdansk). Pokud nebylo mozné uréovany morfotyp tiplikii ptiradit k zddnému po-
jmenovanému druhu na zdklad¢ téchto dvou vySe zminénych determinacnich zdrojl, byl

oznacen jako ,,NEW + ¢&islo“. V n¢kterych ptipadech byl v§ak neznamy druh nasledné pfifa-
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zen K existujicim jméntim, avSak ¢islovani neznamych druhi (NEW 2, 4, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14) se jiz neménilo. Proto ve vysledném seznamu chybi Culicoides sp. NEW 1 (pozdé&ji
uréen jako Culicoides cf. schultzei), C. sp. NEW 3 (pozdé&ji urcen jako C. cf. trifasciellus) a C.
sp. NEW 5 (pozdéji uréen jako C. cf. quinquelineatus).

V souvislosti s odchyty se jednalo o dvé vzdalené lokality v odstupu dvou let. Ve Stie-
doafrické republice (CAR) byli tiplici odchytavani pouze v pribéhu zari, ale i presto zde byl
nachytan vétsi pocet tiplikth (7472) a zaznamenano vice morfologickych skupin (17) nez
v Gabonu (6331 jedincu z 15 morfologickych skupin), kde probihaly odchyty od kvétna
do pilky Cervence. Pravdépodobné je to zptsobeno tim, ze v Gabonu byly pouze dvé odchy-
tové lokality, zatim co v CAR jich bylo né€kolik (cca 5). Také nelze opomenout, Ze odchyty
byly provadény v rizné fazi sezony. Lokalizace pasti (vyska, blizkost hostiteli, blizkost 1ihnis-
ti, atd.) ma také zna¢ny vliv na druhové sloZeni a pocetnost jedincii v odchytech. VV Gabonu se
ob¢ lokality mezi sebou vyrazné liSily (prales a savana), coz se znatelné odrazilo i na druho-
vém slozeni tiplikii. Zatimco pralesni odchyty se druhové piiblizné¢ podobaly odchytim
z CAR (kde probihaly pouze pralesni odchyty), druhové slozenti tiplikii na savané bylo zna¢né
chudé a v podstaté se jednalo o jediny druh Culicoides cf. distinctipennis, ktery v odchytech
zcela prevazoval (98,85 %). Lze fici, ze tento duh byl nalezen, az na jednoho jedince, vyhrad-
né v Gabonu v poctu 1 107 samic. Pouze v Gabonu byli také identifikovani tiplici oznaéeni
jako Culicoides sp. NEW 4 (2 samice), C. sp. NEW 9 (8 samic) a C. sp. NEW 10 (1 samice).
Mezi druhy vyskytujici se pouze v CAR patii C. cf. milnei (3 572 samic), C. cf. citroneus (5
samic), C. sp. NEW 11 (2 samice), C. sp. NEW 12 (1 samice) a C. sp. NEW 14 (2 samice). Je
zajimavé, ze 1 kdyz se jednalo o pomérné vzdalené lokality, vyskyt vSech pocetnéjSich druho-
vych skupin (nad 1 %), az na dvé vyjimky (C. cf. milnei — CAR; C. cf. distinctipennis — Ga-
bon), byl zaznamenan v obou zemich.

Jelikoz jsme si chtéli ovéfit, zda jsme schopni tipliky druhové urcit nebo alespon rozia-
dit do morfologickych skupin na zakladé pigmentace kiidel, bylo tfeba vyuzit barcodingové
analyzy. Tato metoda nam vSak odhalila mnohem vétsi druhovou diverzitu, nez jakou jsme
urcili na zaklad€ morfologického srovnani. N€které nami uréené morfotypy rozdélila do n¢ko-
lika vzajemné piibuznych skupin a v rdmci kazdé skupiny se vyskytlo jesté n€kolik odlisnych
haplotypti. Ve tiech ptipadech (C. cf. quinquelineatus, C. cf. trifasciellus a C. cf. rutshu-
ruensis) se vsak jeden morfotyp rozpadl dokonce na nepiibuzné (poly/parafyletické) skupiny,
coz naznacuje konvergenci morfologickych znakti. Bohuzel srovnani nasich sekvenci se sek-
vencemi dostupnymi v databazi GenBank ¢i BOLD nevneslo do studované problematiky pii-

1i§ jasno. Priklad druhu tiplika Culicoides schultzei je hezkym piikladem obtiznosti soucasné
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situace, ktera je témeft netesitelna. V databazi GenBank jsou dostupné ¢tyfi sekvence oznace-
né jako C. schultzei, a proto jsme je analyzovali spolecné s nasSimi sekvencemi z tiplikti odpo-
vidajicich morfologicky druhu C. schultzei. Ani jedna ze sekvenci GenBank neodpovidala
na$im sekvencim, krom toho vSak sekvence z GenBanku ozna¢ené jménem C. schultzei po-
chazeji z nékolika vzajemné zcela nepiibuznych druhd tipliki. Naopak C. enderleni
z GenBank je velmi podobna nasim sekvencim C. cf. schultzei, ackoli by se mélo jednat
0 morfologicky odlisného tiplika. Jako zajimavost je mozné uvést, ze tiplik Culicoides sp.
NEW 8 je sekvencné velmi podobny druhu C. imicola (dle sekvenci v GenBank), a¢ je mu
morfologicky pomérné vzdaleny. Pies velky zmatek v taxonomii tiplikl stfedoafrické oblasti
jsme dosli k zavéru, ze podle kresby na kiidle 1ze tipliky ur€it (rozttidit) do velkych morfoty-
povych skupin, avSak k presnéjsimu druhovému urceni bude zapotiebi vyuzit i jinych taxo-
nomickych znak.

Vyskyt nami urcenych tiplika ve sttedoafrické oblasti jsme konfrontovali s praci Itoua
et al. (1987), ktery sepsal seznam tiplikii dané oblasti. Je mozné, ze tiplici pojmenovani v mé
praci ,,NEW®, se vykytuji vuvedené studii pod pfislusSnym druhovym jménem, avsak
V soucasné dobé nejsme schopni je patfiéné ptitadit. O deset let pozdéji byl sepsan jeste pre-
hled tiplikt celého svéta (Borkent et Wirth, 1997), ktery uvadi dva druhy tiplika stiedoafrické
oblasti navic oproti piedchozi studii (Itoua et al. 1987), a to C. septemmaculatus Goethebuer
1935 nalezeny v Zairu a C. bisignatus Kieffer 1921 nalezeny v Kamerunu. Zemé vyskytu
jednotlivych druht se v§ak ve vySe uvedenych studiich v nékterych ptipadech neshoduji. Ani
V jedné z téchto dvou praci neni u Zadného mnou uréeného druhu tiplika uvedeny vyskyt
Vv CAR nebo v Gabonu, coz vypovidd o absenci studii provadénych v CAR a minimu praci

provadénych v Gabonu.

5.2 DETEKCE PARAZITU

5.2.1 Paraziti tiplikii odchycenych v blizkosti spdarkaté zvéie v CR

V navaznosti na vyzkum Z. Galkové, ktera uspésné detekovala jednohostitelska i dvouhosti-
telska trypanosomatida u tiplikii odchycenych v blizkosti dobytka (Galkova, 2010), jsme se
zaméfili na tyto skupiny parazitl 1 u tiplikti odchycenych v blizkosti sparkaté zvéfe. Kromé
trypanosomatid jsme se vénovali i parazitim ze skupiny filarii, ktefi byli rovnéZ detekovani
v piedchozi studii (Galkova, 2010). Nasim cilem bylo zjistit, zda tiplici mohou byt potencial-
nimi pfenaSeci nekterych veterinadrné dilezitych parazitii a zmapovat diverzitu trypanosomatid

a filarii v tiplicich.

73



Jednohostitelskd trypanosomatida byla az doneddvna zna¢né€ opomijenou skupinou.
Prvni zminky o téchto parazitech u tiplikii 1ze nalit v praci Rebholtz et al. (1977), ktery se
zminuje o druhu rodu Herpetomonas v malpigickych trubicich tiplika C. nubeculosus.
V soucasnosti vSak zdjem o jednohostitelska trypanosomatida prudce roste a velky podil
na jejich vyzkumu ma i skupina v nasi laboratofi, kterd popsala z tiplikti 3 nové druhy vcetné
jednoho nového rodu: Herpetomonas ztiplika (Podlipaev et al., 2004a), Sergeia podlipaevi
(Svobodova et al., 2007) a Herpetomonas trimorpha (Zidkova et al., 2010).

Na zéklad¢ analyzy sekvenci SSU jsme z vyse uvedenych ,.tipli¢ich® druhti trypanoso-
matid nezaznamenali Zddny nalez. Z rodu Herpetomonas, coz je rod zndmy zejména pro hmyz
ze skupiny Diptera, ale i Heteroptera a Siphonaptera, jsme zaznamenali u zkoumanych tiplika
vyskyt druhu Herpetomonas samuelpessoai (pouze jeden vzorek druhu C. nubeculosus). Ten-
to druh hostitelsky nespecifické herpetomonady byl doposud popsan z plostic ¢eledi Reduvii-
dae (*Galvao et al., 1970 dle Podlipaev et al., 2004b; Borghesan et al., 2013), brachycernich
much Celedi Anthomyiidae (Ty¢ et al. 2013), Faniidae, Sarcophagidae, Calliphoridae, Musci-
dae (Borghesan et al., 2013) a dokonce i z rostlin ¢eledi Cucurbitaceae (Borghesan et al.,
2013). Lze piedpokladat, ze herpetomonady jsou pievazné omezené na dvoukiidlé hostitele,
nicméné jejich hostitelska specifika neni pfili§ vysoka (Podlipaev, 1990; Tyc¢ et al., 2013), coz
vence ziskané ze dvou vzorki (C. nubeculosus a C. punctatus), které na zakladé fylogenetické
analyzy nalezi do zatim nepojmenované skupiny (rodu) ,jaculum® znamé doposud pouze
z plostic (Heteroptera), a ktera je sesterskou skupinou rodu Blastocrithidia. Tyto nase nalezy

Je zajimave, Ze tiplici odchyceni v blizkosti dobytka jsou mnohem vice nakazeni jedno-
hostitelskymi trypanosomatidy (Galkova, 2010). V uvedené studii byly ziskany sekvence dru-
ha Herpetomonas ztiplika, H. cf. ztiplika, H. cf. trimorpha, dale sekvence podobné druhu Cri-
thidia fasciculata a sekvence druhu C. brevicula (diive Wallaceina brevicula) a jemu podob-
né. Z dixennich druhti pak Trypanosoma cf. corvi a T. cf. bennetti (vyskytujici se u ptaka),
T. cf. lewisi (parazit hlodavci) a T. cf. cervi D30 (izolat z danka). U posledniho zminéného
druhu by se dalo pfedpokladat, Ze jej nalezneme i u tiplikl z blizkosti sparkaté zvetre. Bohuzel
jsme neziskali Zadnou sekvenci ndlezici k dixennim trypanosomatidiim. Nezodpovézenou
otazkou bohuzel 1 nadale zlistava, pro¢ je tak nizka prevalence u tipliki (druhové viceméné
stejnych) odchycenych v blizkosti sparkaté zvére (0,19 % skupin/poollt) proti tiplikim od
dobytka (70,5 % skupin/pooli).
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Oba druhy jednohostitelskych trypanosomatid nalezené u tiplikii odchycenych v bliz-
kosti sparkaté zvéfe jsou pro tipliky nové, v ptipad¢ sekvence nalezici do skupiny ,,jaculum*
se jedna o zcela novou TU (typing unit). NaSe nalezy tak déle potvrzuji tipliky jako hostitele
fady jednohostitelskych trypanosomatid (viz pfedchozi studie (Podlipaev et al., 2004a; Svo-
bodova et al., 2007; Zidkova et al., 2010; Galkova 2010). Naopak nase studie ptilis nepotvr-
zuje moznost, ze by tiplici byli zapojeni v pfenosu savc¢ich trypanosom. Ani studie Galkové
(2010) neposkytuje ptilis diikkazii o zapojeni tiplikti do pfenosu trypanosoma na obratlovci
hostitele, a to ani pfes (spiSe ojedinélé) nalezy étyt dixennich druhd. Pro vyfeSeni této slozité
otazky by bylo zapotiebi provést pfedevsim fadu infek¢énich pokust.
genu jsme ziskali sekvence pouze dvou filarii, ob¢ u tiplika druhu C. nubeculosus. Ani u jed-
noho nélezu jsme vSak na zdkladé sekvence nebyli schopni blize urcit druh filarie, o ktery se
jedna, vzhledem k absenci podobnych sekvenci v databazi GenBank. Pfedpokladame, Ze niz-
ky pocet detekovanych filarii byl zpisoben ne zcela idealnim vybérem primert, které jsou
puvodné navrzené pro detekci filarii z obratlovéiho hostitele, nikoli z hmyzu. Proto se
Vv naSich analyzach vyskytl velky pocet falesné pozitivnich vzorki, ktery byl po osekvenovani
uréen jako Casti hostitelské (tipli¢i) DNA. Filariim z tiplikii byla oproti trypanosomatidim
vénovana o néco malo vetsi pozornost. Podle piehledové prace Halouzka a Hubalka (1996)
byla v tiplicich detekovana pouze jedna jeleni filarie, Onchocerca flexuosa. Ostatni druhy
tohoto rodu (O. gutturosa, O. gibboni, O. cebei, O. cervicalis a O. reticulata) zjisténé
v tiplicich jsou parazity turovitych nebo konovitych.

Na rozdil od trypanosom, u kterych neni zcela vytesena role tiplikti jako vektort je pro-
kazano, ze filarie tento drobny hmyz ke svému pifenosu vyuzivaji, a to pro Siroké spektrum
hostitelt, véetné ¢lovéka (Russell et al., 2013). Bohuzel se nam v nasi studii nepodafilo ziskat
dostatecné mnozstvi sekvenci trypanosom a filarii na to, abychom si mohli vytvofit pfedstavu

o mozné ucasti tiplikli na pfenosu téchto parazitickych skupin.

5.2.2 Paraziti tipliku stiedni Afriky

Na zéklad¢ specifické PCR jsme testovali nejpocetnéjsi morfologické skupiny tiplikd z CAR
a Gabonu na pfitomnost trypanosomatid a filarii. Ze skupiny trypanosomatid jsme ziskali 15
druht/genotypt (TU) jednohostitelskych trypanosomatid. NejpocetnéjsSim druhem nalezenym
pouze v CAR ze skupiny Leishmaniinae byl druh Leptomonas sp. 1, ktery je blizce piibuzny
druhu L. acus. Je to zaroven jediny druh s vysokou hostitelskou specifitou k nékterému druhu

tiplika, a to v tomto piipad¢ k druhu Culicoides milnei (57 DNA izolati). Leptomonas acus je
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puvodné zndmy z plostic odchycenych v jizni Americe a je blizce piibuzny s nékterymi druhy
rodu Crithidia (Yurchenko et al., 2008). Dalsim podobn¢ hojné zastoupenym druhem byl Lep-
tomonas cf. G755, ktery byl vsak pfitomen u vétsiho poc¢tu druht tiplikd, ale pouze v Gabonu
(celkem 51 DNA izolat, a to u druhu C. cf. fulvithorax, C. cf. rutshuruensis, C. cf. quinqueli-
neatus, C. cf. distinctipennis, C. sp. NEW 2 a C. sp. NEW 8). Mén¢ Casto jsme zaznamenali
dal$i druh trypanosomatida ptitomného jak v CAR, tak v Gabonu, a to sekvence identické s
Leptomonas G755 (8 DNA izolatd u druhti C. cf. trifasciellus, C. cf. fulvithorax, C. cf. rut-
shuruensis a C. sp. NEW 2). Poprvé byla tato leptomonada s ozna¢enim G755 izolovana
z flebotomt (Diptera: Nematocera: Phlebotominae) v Guatemale a je blizce pfibuzna rodu
Leishmania (Noyes et al., 1997). Jesté zajimavéjsi je nalez sekvenci ve dvou skupinach tipliktl
(C. cf. fulvithorax — CAR a C. cf. distinctipennis — Gabon), které jsou identické s izolatem
Leptomonas 262AT, pochazejicim z plostice ulovené v Ekvadoru, a ktery je dle fylogenetic-
kych analyz sesterskou skupinou leishmanii (Votypka, Yurchenko — osobni sdéleni), kte-
ré jsou prenaseny flebotomy. Z blizkého okoli leishmanii jsme dale ziskali sekvence identické
s druhem Leptomonas costaricensis (1 DNA izolat z CAR u druhu C. cf. fuvithorax), kte-
ry byl poprvé izolovan z plostice odchycené v Kostarice (Yurchenko et al., 2006). VSechny tti
vySe zminéné druhy (Leptomonas sp. G755, Leptomonas sp. 262AT a Leptomonas costari-
rozsifeni téchto trypanosomatid. Patym a poslednim druhem z blizkého fylogenetického okoli
leishmanii byl druh blizce pfibuzny predchozimu, a proto je oznacen jako Leptomonas cf.
constaricensis (2 izolaty z CAR u druhu C. cf. fulvithorax a C. cf. rutshuruensis).

Daéle jsme ziskali sekvence druhu oznaceného jako Leptomonas sp. 2 (19 DNA izolatt
z obou lokalit u druhti C. cf. milnei, C. cf. fulvithorax, C. cf. rutshuruensis, C. cf. quinqueli-
neatus, C. cf. distinctipennis a C. sp. NEW 8), ktery je piibuzny druhu Leptomonas tenua,
izolovaného z Heteroptera (Jirkt et al., 2012) a Siphonaptera (Votypka et al., 2013). Posled-
nim zastupcem ze skupiny Leishmaniinae je bliZze neurceny druh Leptomonas sp. 3 (1 izolat
z CAR u druhu C. cf. quinquelineatus).

Z africkych tiplikti jsme také ziskali DNA sekvence SSU nalezici dle fylogenetické ana-
lyzy do rodu Herpetomonas. Od kazdého druhu trypanosomatida jsme ziskali pouze jeden
DNA izolat a vSechny byly z lokality CAR. Jednim z druht byl druh Herpetomonas ztiplika,
zminény v kapitole vénujici se trypanosomatidiim u tiplikit CR. Tento parazit byl poprvé po-
psan a pojmenovan z tiplika Culicoides kibunensis, odchyceného na nasem uzemi (Podlipaev
et al., 2004a), a posléze potvrzen z dalSich druht tiplikd (C. obsoletus a C. punctatus) na na-

Sem Uzemi (Galkova 2010). Nase néalezy z Afriky tak prokazuji mnohem SirSi geografické
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roz§ifeni tohoto, pravdépodobné tipli¢iho druhu trypanosomatida. Kromé H. ztiplika jsme
nasli i dva jemu podobné zastupce (od kazdého 1 izolat), které jsme nazvali Herpetomonas cf.
ztiplika typ 1 a H. cf. ztiplika typ 2. VSechny tfi zminéné druhy jsme ziskali z tiplika C. cf.
fulvithorax. Ctvrty a posledni druh patficich do herpetomonad, Herpetomonas cf. trimorpha,
byl ziskany z tiplika C. cf. trifasciellus. Je podobny druhu Herpetomonas trimorpha, ktery byl
poprvé izolovan z tiplika C. truncorum na tizemi CR (Zidkova et al., 2010). Fakt, e jsme tyto
parazity nasli i u tipliki africkych zemi, vypovida o jejich Sirokém arealu rozsifeni.

Je pomérné zajimavé, ze jsme ziskali dvé sekvence u druhu C. sp. NEW 2 podobné dru-
hu Dimastigella tripanifomis, ktera je povazovana za voln¢ zijici organismus, piestoze byla
nalezena i ve stfevé termita Mastotermes darwiniensis (Breunig et al., 1993). Vzhledem
k tomu, Ze je nepravdépodobny vyskyt tohoto organismu u tipliki, pfisoudili jsme tento nalez
kontaminaci. Dalsi zajimavosti je, Ze jsme v Sesti skupinach tiplika (5 krat u druhu C. sp.
NEW 2 a1 krat u C. cf. distinctipennis) ziskali sekvence dvou genotypt ptadich trypanosom
ze skupiny Trypanosoma avium. Genotypy nasich izolatd byly odlisné od téch, které byly
detekovany v nasi laboratofi v ramci soubézné probihajicich projektt (O. Dolnik, Gstni sdéle-
ni), a tak se domnivame, Ze se nejednd o kontamonaci, 1 kdyZ tuto moznost nemutzeme vylou-
¢it. Je ovSem otazkou, zda trypanosomy v tiplicich absolvuji urcity vyvoj (s moznosti pienosu
¢1 nikoli), nebo jestli byla jejich DNA ptitomna ve zbytcich nasaté krve. I kdyz jsme se snazili
nasaté jedince nezahrnovat do analyz, nelze vyloucit ptitomnost zbytkt krve. Jelikoz se tipli-
kim africkych zemi a jejich biologii v minulosti nikdo nevénoval, a u mnoha druh nezndme
ani jména, natoZ pak hostitelské preference, nemizeme posoudit, zda jsou druhy s ndlezem
DNA T. avium ornitofilni ¢i nikoli.

Situace s filariemi byla obdobné komplikovana jako Vv p¥ipadé tiplikii z CR. Piestoze
po PCR bylo mnoho vzorki pozitivnich, po sekvenovani se ukazaly byt tato pozitivita faleSna.
Presto jsme ziskali osm sekvenci filarii, jejichz druhové a mnohdy i rodové urceni je vSak
vzhledem Kk chybé&jicim srovnavacim sekvencim v GenBanku zna¢né problematické. Jedna se
pravdépodobné 0 Onchocerca sp. 1 z tiplika C. cf. fulvithorax (1 izolat) a C. cf. distinctipen-
nis (2 izolaty), a dvé filarie nejasného systematického zatazeni (3 DNA izolaty u druhu Culi-
coides sp. NEW 2 a 2 izolaty u Culicoides sp. NEW 8). Piedpokladame, ze nizky pocet ziska-
nych sekvenci byl zplisoben nevhodnosti pouzitych primert, nikoli tim, Ze by tiplici nebyli

nakazeni.
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5.2.3 Trypanosomy a fildrie pieivykavé spdarkaté zvéie v CR

Pro zjisténi, zda tiplici vyskytujici se v blizkosti sparkaté zvéte hosti stejné druhy parazitd
jako sama sparkata zveér, museli jsme vySetfit i tyto hostitele (krev a ktize). Hlavni motivaci
pro studium vyskytu trypanosom a filarii u sparkaté zvéfe na Gizemi CR byly predb&zné vy-
sledky ziskané v ramci diplomové prace Z. Galkové (2010), ktera nalezla tyto parazity u tipli-
ka. Ackoli nase vysledky nepotvrzuji zapojeni tiplikii v pfenosu vyse zminénych paraziti,
nashromézdéna data poskytuji velmi zajimavé vysledky tykajici se uvedeného tématu.

Znalosti o druzich trypanosom a filarii, které cirkuluji u sparkaté zvére, a informace
0 jejich genetické diverzité jsou znaén¢ omezené. Nejcastéji se u téchto druhl hostitelit vy-
skytuji trypanosomy ze skupiny Stercoraria (Megatrypanum), jejichZ patogenita je v podstaté
zanedbatelna, a z filarii jsou to druhy rodu Onchocerca. Pravé do téchto dvou skupin parazita
nalezi i vétSina naSich DNA izolati.

Pfi porovndvani prevalence parazitli mezi riznymi hostiteli 1 mezi tfemi lokalitami na-
vzajem musime mit na paméti, ze se lokality liSily jak poctem hostitelli (na lokalité ,,Hradec-
ko bylo testovano vice druht hostitelti atd.) i svym charakterem (jasné uzemné vymezené
vojenské prostory Doupov a Libava s volné zijici zvéii jsou zcela jiného charakteru nez sbér-
na lokalita ,,Hradecko®, kterd sestava z fady lokalit s farmovym chovem zvéte). Lisil se 1 zpi-
sob sbéru — na lokalité ,,Hradecko* byly k dispozici pouze vzorky Cerstvé odebrané krve
ze zivych zvitat, ve vojenskych jezdech byla krev odebirana z krevni sraZzeniny, navic vSak
byly k dispozici i vzorky kiize z krku a z bticha. Vyskyt podkoznich filarii mohl byt tedy tes-
tovan pouze u téchto dvou lokalit. Dal$i komplikace se tyka jelena siky. Na Hradecku se totiz
jedna o robustné&jsi druh siku dybowského (Cervus nippon bortulorum), ktery k nam byl do-
vazen v men$i mife a nadale je chovan pouze Vv oborach. Naopak na lokalit¢ vvp Doupov se
jednalo o drobnéjsiho siku japonského (Cervus nippon nippon). Poéatky jeho chovu spadaji
do konce 19. stol. (obora Kluk u Podébrad, 1890 az 1891) a postupné se rozsifil do dalSich
obor byvalych velkostatkd (Loucen, Kfinec, Lipi u Manétina, Opocno, Vacikov, Janovice,
Lesnd, Liba u Chebu aj.). Mimo oplocené vybehy se tento druh rozsifil zejména v zapadnich
Cechach a severni Moravé (Andéra, 2004).

Je zajimavé, Ze podle naSich vysledkt je celkové prevalence trypanosom i filarii vyraz-
né& nizsi na lokalité vvp Doupov v zapadnich Cechach ve srovnani s obéma zbylymi lokalita-
mi. Vzhledem k tomu, Ze oba vojenské jezdy jsou pfiblizné stejné velké a stafi ulovenych
kust je rovnéz obdobné, miizeme pozorované rozdily vysvétlit napiiklad nevhodnosti podmi-

nek ve vvp Doupov pro vektory prendsejici dané parazity.
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Z vysledki nasi studie je tieba poukazat na zajimavy fakt ohledné uspésnosti sekvenace
trypanosom z krve. Vzorky z lokality ,,Hradecko®, kde byla krev odebirana zivym zvifatiim,
vykazuji 100% uspésnost, zatimco z lokalit vvp Doupov a vvp Libava pouze 83%. Pravdépo-
dobnym vysvétlenim je, ze vzorky krve z téchto dvou lokalit pochazeji ze zvifat na jatkach,
mrtvych jiz nékolik hodin. Krev byla u stielenych zvifat srazend a je mozné, ze DNA mohla
byt poni¢end degrada¢nimi a lyzaénimi procesy. Teoreticky mohl mit na vysledky vliv i fakt,
ze DNA ze vzorkd z obou vojenskych prostorti zpracovavali kolegové v Brné¢ a izolovana
DNA byla nasledné zaslana na nase pracovisté pro dalsi zpracovani.

Ty samé vzorky krve byly pouzity i pro detekci filarii. Ze vSech testovanych vzorkl
(263) se zdaly byt na elektroforéze pozitivni tii, avSak kvalitni sekvence se ndm podafilo zis-
kat pouze v jednom ptipad¢, coz znamenalo velmi nizkou Gspésnost sekvenace (33,3 %). Po-
dobny problém se vyskytl 1 u detekei filarii z kiize, kde se uspésnost sekvenace pohybovala
mezi 33 — 40 % (krk: 33,8 %, 26 ze 77 a biicho: 39,5 %, 34 z 86). Vzhledem k tomu, Ze pfi
testovani filarii z jakychkoli vzorkd se ndm nedafilo ziskavat spolehlivé kvalitni sekvence,
prisoudili jsme to nevhodnému vybéru primert, které se ukéazaly byt malo specifické.

V krvi sparkaté zvéie odhalila PCR detekce zamétena na trypanosomatida nejéastéji vy-
skyt trypanosom z komplexu Trypanosoma theileri. Tento druh trypanosomy byl poprvé iden-
tifikovan u skotu vroce 1902 (Hoare, 1972). I kdyz je T. theileri hostitelsky specificka
zejména pro skot, jeji vyskyt byl zaznamenan 1 u riznych druht sparkaté zvéte, kde je Casto
uvadéna pod oznacenim T. theileri-like nebo T. cervi. Trypanosoma cervi by méla byt naopak
hostitelsky specificka pro jelenovité. Z toho divodu jsme naSe DNA izolaty zacali pojmeno-
vavat T. cervi (typ0, typl, typ2, typ3, typ4) a u téchto nazvt jsme jiz zustali i po zjisténi, Ze na
zakladé¢ fylogenetické analyzi genu pro SSU nelze rozlisit T. theileri a T. cervi. Nejvyssi pre-
valence T. cervi byla prokazana u jelena evropského, kde dosahovala 22 %, a u kterého bylo
zastoupeno vSech 5 genotypil (typ0 az 4). Prevalence u srncii a obou druhti jelena siky se po-
hybovala okolo 11 az 12 %. O néco mensi prevalence byla u danku, a to 8 %. Naopak koza
bezoarova, zastupce turovitych, se zda byt naprosto rezistentni k infekci trypanosomami s 0%
prevalenci z 95 testovanych jedincl. Za rezistentniho k ndkaze trypanosomou miizeme pokla-
dat i muflona, opét zastupce turovitych, u néhoz byl z 212 testovanych jedinct pouze jeden
pozitivni. Z jelenovitych byl na trypanosomy negativni pouze jelen milu, u kterého jsme vSak
testovali pouze 15 jedinci. Jelen milu je v CR neptivodni, s ¢&imZ by mohla korespondovat i
odli$na nachylnost k parazitim adaptovanych na ptirozené druhy naseho uzemi. S touto hypo-
tézou je ale v rozporu fakt, ze oba druhy jelena siky, na naSem uzemi rovnéz nepiivodni, vy-

kazuji prevalenci srovnatelnou se srncem obecnym. V rdmci uvah o neptivodni fauné CR by
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bylo mozné piedpokladat, Ze parazité neptsobici zddné zdravotni potize u svych pfirozenych
hostitelti, budou introdukovanym hostitelim vice $kodit. Je vSak nutné uvazit skutecnost, ze
T. theileri / T. cervi je velmi rozsifeny parazit s mnoha genotypy napadajici Sirokou $kalu hos-
titel turovitych i jelenovitych. Neni tedy prekvapivé, Ze zatim nebyl popsan vaznéjsi klinicky
piipad zpusobeny T. theileri / T. cervi. Podle nasich vysledkt by se dalo soudit, ze vSech pét
genotypu T. theileri / T. cervi vyskytujici se na naSem uzemi je hostitelsky specifickych pro
jelenovité, a jedna se tedy o druh T. cervi, ktery vSak nelze doposud pouzivanymi molekular-
né-genetickymi metodami odlisit od komplexu T. theileri. Pro detailngj$i a piesnéjsi uréeni
genotypu, do kterych patii nase izolaty, by bylo vhodné provést i analyzu dalSich lokust,
napt. ITS, SL, poptipadé¢ CATL (katepsin L-like) genu. Podle téchto genii 1ze komplex T.
theileri rozdé€lit na dvé hlavni linie Tthll a TthllIl a pét hlavnich genotypt TthlIA-C a TthllA-
B (n€kdy oznacované D a E (F)), které jsou asociovany s geografickym pivodem a hostitel-
skou specifitou (Rodrigues et al., 2006, 2009, 2010a,b; Hamilton et al., 2009; Yokoyama et
al., 2015), nicméné ani tyto detailni analyzy dalSich gent nedokazi jednoznacné odlisit trypa-
nosomy dle jejich hostitelské specifity, tj. na T. theileri u skotu (a dal$ich turovitych), T. me-
lophagium u ovci a T. cervi u jelenovitych. NaSe nalezy jsou tak dalsi dulezitou informaci
pfispivajici k dotvoreni komplexniho obrazu tykajiciho se genetické diverzity komplexu dru-
ha T. theileri u kopytnikd.

Kromé¢ dixennich paraziti jsme v krvi sparkaté zvere objevili i sekvence dvou zastupct
monoxennich trypanosomatid naleZicich do zatim nepojmenované skupiny ,new clade 2
ve smyslu Ty¢ et al. (2013). Zastupci této skupiny byli teprve v nedavné dobé¢ izolovani
z much a dle vSech indicii se jedna o jednohostitelské parazity hmyzu (Ty¢ et al. 2013). Dal-
§imi podivnymi nalezy byla skupina organismu patficich do skupiny Bodonidae. Celkem jsme
ziskali izolaty 19 riznych druht/genotypt rodu Bodo sensu lato a dva druhy/genotypy rodu
Dimastigella. Oba rody jsou vsak voln¢ zijici organismy nachézejici se ve vlhkém prostiedi
a k dnesnimu dni nebyl nalezen Zadny paraziticky zastupce. VSechny tii vySe uvedené skupi-
ny izolatt jsme piisoudili kontaminaci pii odbéru vzorku, vzhledem k vyskytu, kde se obvyk-
le tyto organismy obvykle vyskytuji a rovnéz k castému vyskytu much na stfelenych ne-
bo i zivych jedincich. Povazujeme za velmi nepravdépodobné, Ze by se vyse uvedené orga-
nismy objevily ptimo v krvi obratlovéiho hostitele. Moznost kontaminace vzorkt v nasi labo-
ratofi jsme vyloucili vzhledem k tomu, Ze s témito organismy se u nds nepracuje a neni tedy
mozné, aby se jejich DNA objevila v izolatech. Abychom si ovéfili mozny vyskyt v Krvi hos-
titeldl, pozadali jsme ve dvou piipadech o opétovny odbér krve z pozitivnich jedinct (v ptipa-

dé lokalit na ,,Hradecku*, kde probihal odbér z zivych jedincii). Oba opakované odbéry byly
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negativni. Jako zajimavost je mozné uvést, Ze organismy podobné rodu Dimastigella byly
pomoci PCR a nasledné sekvenace detekovany i v Krvi antilop v Serengeti (Auty et al. 2012).

Pritomnost DNA filarii jsme testovali jak v krvi (v8echny tfi lokality), tak v kuzi ode-
brané z krku a na biise (pouze vojenské Gjezdy). V krvi jsme nalezli pouze jediného zastupce,
a to druhu Setaria cervi z jelena evropského. Jedna se o Siroce rozsifeného parazita, jehoz
dospélci jsou lokalizovani v peritonealni dutiné turovitych a jelenovitych, kde neptisobi za-
vazné onemocnéni. Pokud se vSak larvy dostanou do nervového systému, mohou zpusobit az
ochrnuti. Mikrofilarie (vSech ¢lenti Setariinae) jsou oplastény a vyskytuji se v krevnim fecisti,
kde ¢ekaji na nasani solenofagnim vektorem — komarem (Anderson, 2000). Nizky pocet pozi-
tivnich jedincti v naSem testovaném souboru muze byt zpisoben nizkou citlivosti PCR, ne-
vhodnym vybérem primert ¢i fazi zivotniho cyklu parazita v obratlovci. Do krve jsou larvy
uvoliiovany az po absolvovani ur€ité ¢asti vyvojového cyklu a jejich lokalizace a uvolnovani
muze zaleZet 1 na fazi dne (dle aktivity vektora) jako je tomu u skupiny Onchocercidae. Je
tedy mozné, ze odbéry probihaly zrovna ve fazi, kdy mikrofilarie nebyly v krvi pfitomny.

Naopak ze vzorkii klize jsme ziskali relativné vysoky pocet pozitivnich zachyti.
Vesmés se jedna o mikrofilarie druhi, ktefi jsou svym pfenosem vazani na thelmofagni pie-
nasece jako jsou napiiklad muchnicky a tiplici, ptipadné na klist'ata.

Kupodivu jsme nalezli zastupce dutinovych paraziti, a to druh Setaria tundra u srnce
obecného. Jde o zavazného parazita, znamého zejména jako plivodce vdznych onemocnéni
U soba polarniho. V neddvné dob¢ se rozsitil do severni borealni oblasti ve Finsku (Laakso-
nem et al., 2009a) a byl také zaznamenan u losa evropského v Laponsku a také u srnce obec-
ného (Laaksonem et al., 2009b). V nasi studii se zfejm¢ jednalo o nahodny nalez (1 izolat),
vzhledem k tomu, Ze mikrofilarie se vykytuji v krvi, nikoli v kuzi.

Nejcastéjsim druhem ze skupiny podkoznich filarii byla v nasi studii Onchocerca flexu-
0sa, jejimiz prenaseci jsou thelmofagni muchnicky, cemuz odpovida i lokalizace mikrofilarii
v okoli krevnich cév nebo v jejich sténach. Nase vysledky ukazuji, ze v CR je nakaZeno vice
jak 40 % jelent. V nasi studii vykazuje O. flexuosa vysokou hostitelskou specifitou pro jele-
ny, pomineme-li jeden izolat ze siky japonského. O. flexuosa byla vSak nalezena také
napt. v srnci (Demiaszkiewicz et Dr6zdz, 1990) a je tedy pravdépodobné, ze dany parazit ma
mnohem §ir$i spektrum hostiteld, byt jelen ziistdva hlavnim hostitelem.

Dalsim pomérné Casto zastoupenym parazitem byla Cercopithifilaria (syn. Wehrdik-
mansia) rugosicaudata, jejiz mikrofilarie se nejcastéji vyskytuji v hlubSich vrstvach ktze
na usich a vektorem je klisté¢ (Anderson, 2000). Az do dnes byla zjisténa pouze u srnct,

coz podporuje 1 na§ vyzkum, ve kterém je hodnota prevalence ndmi testovanych srncti 30,6 %.
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Jiz méné Casto jsme zaznamenali vyskyt dalSich filarii. U jelena a siky jsme detekovali
Onchocerca cf. skrjabini (filarii sekvenéné podobnou Onchocerca skrjabini), ktera je znama
napi. z jelena nebo soba a je prendSend muchnickami. Taktéz z jelena a siky jsme ziskali
Mansonella cf. perforata, ktera vykazovala sekven¢ni podobu s druhem Mansonella (Cutifila-
ria) perforata, ktera byla diive izolovana ze siky v Japonsku, na rozdil od M. (C.) wenki, kte-
ra byla izolovana z jelena v Evropé¢ (Uni et al., 2004). Mikrofilarie rodu Mansonella se nacha-
zeji v krvi nebo v podkozi a prenaseji je tiplici a muchnicky. Kromé vySe uvedenych druht
jsme z kuze jelent a siky ziskali i sekvence dvou dalSich druha filarii, u kterych vSak vzhle-
dem k absenci podobnych sekvenci v databazi GenBank nejsme schopni blize ur¢it druh. Vi-
me vSak, ze spadaji do blizkosti rodu Onchocerca — a jsou prozatimné oznaceny jako unk-
nown-1 z jelena a siky a unknown-2 z jelena.

Je zajimavé, ze nejvéEtsi prevalence filarii byla zjisténa opét v jelenovi (56 %), zatimco
sika byl nakaZzen vyrazné¢ méné (24 %). Hodnota prevalence u srncii byla n€kde mezi jelenem
a sikou (33 %). Bylo by velmi zajimavé vysetfit i danika, muflona a kozu bezoarovou, aby-
chom vidé¢li, zda i tyto importované druhy (jako sika) vykazuji mensi nakazenost filariemi.

JelikozZ byla kiize odebirana u kazdého jedince z krku i bticha, bylo mozné kromé hosti-
telské specifity zjistit i specifitu tkanovou. Nejcastéjsi filarii vibec a soucasné filarii s velmi
vysokou hostitelskou i jistou tkanovou specifitou je Cercopithifilaria rugosicaudata (srnec,
prevazné krk) a Onchocerca flexuosa (jelen, pievazné bficho). Je znamo, ze dospélci Cercopi-
thifilaria rugosicaudata jsou lokalizovani na zadech a zadnich nohach zvifete (Ramos et al.,
2013) a Onchocerca flexuosa nejcastéji v hibetni oblasti a bocich zvifete (San-Miguel et al.,
2003). Nase nalezy mikrofilarii na bfiSe a krku dokazuji migraci larvalnich stadii. V piipadé
téchto dvou druhti bysme mohli podle nasich vysledkt odhadnout i preferenci lokalizace mik-
rofilarii, které ¢ekaji na nasati vektorem. NaSe vyhodnoceni se vSak nemusi shodovat s jinymi
studiemi, jako je tomu napft. u C. rugosicaudata, coz mtze byt zptisobeno vybérem mista (krk
a bticho) testovanych kizi. V ne€kterych ptipadech se ovSen zda, ze pozice mikrofilarii v kiizi
muze byt ve vztahu k potravnimi strategii vektora (Anderson, 2000).

Porovnavali jsme také soucasny vyskyt filarii v kGizi bficha a krku u stejného jedince.
Stejny druh parazita byl nalezen u deseti jedinct, z toho bylo sedm Cercopithifilaria rugosi-
caudata (u srncu) a tii Onchocerca flexuosa (u jelenti). Naopak odlisné druhy filarii v ramci
jednoho zvitete jsme nasli ve tiech pfipadech. Jeden u siky, kde byla na krku nalezena On-
chocerca cf. skrjabini a na btise cf. Onchocerca unknown-1. Dalsi dva u jelena, kdy v prvnim
ptipadé slo o Mansonella cf. perforata (krk) a Onchocerca cf. skrjabini (bficho) a v druhém
ptipadé slo o Onchocerca flexuosa (krk) a Onchocerca cf. skrjabini (bficho).
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Shrneme-li celkové prevalence zjisténé u sparkaté zvéie na tzemi CR z nasi studie,
hodnoty by byly nasledujici: trypanosoma (krev) — 9,2 %, filarie (krev) — 0,2 %, filarie (ktize
krk + bficho) — 37,3 %, filarie (pouze krk) — 20,6 % a filarie (pouze biicho) — 27,4 %. Celko-
va prevalence trypanosom je snizena zahrnutim c¢tyf hostitelskych druhli (netestovanym
na filarie z kize), které se ukazaly byt z velké ¢asti negativni: muflon, danék, milu a koza.
U pomérné vysokych prevalenci filarii z kiize predpokladame, ze skutecné prevalence je jesté
vys$$i. Prouzky na elektroforéze prokazujici amplifikaci DNA po probéhlé¢ PCR reakci byly
casto velmi slabé a takové vzorky jsme obvykle na sekvenaci neposilali (a tedy ani nezahrnuli
do koneénych vysledkt). Mizeme ale piedpokladat, ze alespon nékteré z nich mohly dokazo-
vat vyskyt filarii. Pfi jejich zahrnuti by se zvysila nejen celkova prevalence, ale i piipady ko-
infekci €1 vyskyt stejného parazita jak na biiSe, tak na krku.

Ackoli jsme zaznamenanali relativné vysokou prevalenci trypanosom a filarii u pte-
zvykavé sparkaté zvéfe ve tiech riiznych regionech CR, tiplici odchyceni v blizkosti chovii
lesnich kopytnikdi na nékolika lokalitich v CR jsou z pohledu t&chto sledovanych parazitt
vice méné negativni. Mlzeme proto predpokladat, ze se pravdépodobné na jejich pienosu
nepodileji. Jelikoz ziskané filarie z tiplikd jsou odlisné od téch ze sparkaté zvétre, mizeme

predpokladat, Ze se jedna o ptaci druhy.
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6. ZAVER

V letech 2009, 2012 a 2013 jsme sledovali dynamiku parnich samic u tiplikti druhu Culicoi-
des obsoletus odchycenych v blizkosti dobytka. Odchyty tiplikd u sparkaté zvéfe a dynamika
vyskytu parnich samic byla studovana v letech 2010 a 2011. Bohuzel se odchytové sezony
nekryly a nemohli jsme porovnat konkrétni sezony mezi sebou. I pfesto mizeme fici, Ze pru-
béh vyskytu parnich samic v celkové populaci je v ramci riznych sezon i riiznych odchyto-
vych prostiedi viceméné stabilni. Potvrdili jsme tedy Zivotni strategii dan¢ho druhu tiplika,
kdy samice vyletuji v pribéhu celé sezony. Primérné hodnoty parity se u tipliki druhu C.
obsoletus pohybuji v prubéhu celé sezony okolo 30 % (dobytek) az 40 % (sparkata zvér),
S tim, ze drobny rozdil je pravdépodobné zptiisobem odlisnou délkou odchytovych sezon. Jed-
na se o ojedin€lou studii tohoto druhu a nase vysledky byly sepsany v ¢lanku ,,Seasonal dy-
namics, parity rate and composition of Culicoides attacking wild and domestic ruminants®
autort Radrova J., Mrackova M., Galkova Z., Racka K., Bartak P., Lamka J. a Votypka J.,
ktery byl zaslan k posouzeni do redakce ¢asopisu Journal of Medical Entomology.

Podrobné jsme se vénovali zejména faunistice tiplik stfedoafrické oblasti (Gabon
a Stredoafricka republika). Celkem se nam podatilo odchytnout v obou zemich 13 801 samic
tiplikti nalezici do 20ti morfologickych skupin. Kvili absenci ur€ovacich klict jsme vSak ne-
mohli tipliky spolehlivé urcit do druhi, pouze do morfotypli podle kresby na ktidle. Pro ové-
feni morfotypi a objasnéni fylogenetickych vztahd jsme vyuzili barcodingovou (CO-I) analy-
zu, ktera nam odhalila mnohem vétsi druhovou diverzitu (celkem 27 genospecies a velké
mnozstvi haplotypil). Usoudili jsme, Ze determinace pouze podle kresby na kiidle umoziuje
rozdéleni do morfotypovych skupin, nikoli vSak do druhti. K vétSin€ morfotypl i genotypt
jsme vytvotili kvalitni fotodokumentaci (ktidla, spermatéky, hlava) a jedna se tak o zcela uni-
katni taxonomickou studii zamétenou na faunu tiplika stfedoafrické oblasti, kterou chceme
publikovat v samostatném ¢lanku.

Z tiplikdi odchycenych u prezvykavé sparkaté zvéfe na uzemi CR jsme pomoci PCR a
nasledné sekvenace identifikovali dva druhy jednohostitelskych trypanosomatid, a to Herpe-
tomonas pessoai a zastupce ze skupiny ,,jaculum®. Oba druhy jsou V tiplicich detekovany po-
prvé. Absence sekvenci dixennich trypanosom naznacuje, ze tiplici pravdépodobné nejsou
zapojeni Vv prenosu trypanosom, jak bylo naznaceno v diplomové praci Z. Galkové (2010). Ze
skupiny parazitickych ¢ervii jsme u tiplikti detekovali na zaklade sekvenci dva zastupce filarii,
u kterych nejsme schopni blize urcit druh ani rod, a ktefi jsou jednoznac¢né odli$ni od druhi

detekovanych u sparkaté zvéte.
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Zaroven s tipliky odchycenymi v blizkosti sparkaté zvéie jsme vySetfovali 1 krev a kiizi
sparkaté zvéte, abychom zjistili mozné vztahy a pfipadné zapojeni tiplikii do pfenosu parazi-
ti. Detekovali jsme pét genotypu trypanosom druhového komplexu Trypanosoma theile-
ri/cervi, z filarii jsme detekovali rody Setaria, Onchocerca, Cercopithifilaria a Mansonella.
Tyto nalezy se vSak neshoduji s naSimi nalezy v tiplicich a nepiedpokladame tedy jejich zapo-
jeni v ptenosu téchto parazitii. Prokazali jsme také znacnou hostitelskou a ¢astecné i tkdnovou
specifitu né€kterych zastupcu filarii: Cercopithifilaria rugosicaudata se vyskytuje vyhradné u
srnéi zvéie a to prevazné na Kkrku, hostitelem Onchocerca flexuosa je zejména jelen
S pfevazujicim vyskytem detekovanych mikrofilarii v bfiSni oblasti. Ziskana data jsou velmi
dobrym podkladem pro budouci, detailng€jsi studii zaméfenou na vyskyt trypanosom a filarii u
volné Zijicich kopytnikt na izemi CR.

U tiplikh ze stfedoafrické oblasti byla molekularni identifikace parazitii vyrazné bohatsi
nez u tiplikt z CR. Dohromady jsme nalezli 15 druhti jednohostitelskych trypanosomatid, a to
8 druhti rodu Leptomonas (z toho pét je mozné povazovat za nové Typing Unit (TU)), 3 druhy
rodu Crithidia (dvé nové TU) a 4 druhy rodu Herpetomonas (dvé nové TU). U n¢kolika druhi
jednohostitelskych trypanosomatid jsme nasimi néalezy podstatné rozsifili poznatky o jejich
druhové specifité 1 geografickém rozsifeni. Zajimavymi nélezy byla dixenni Trypanosoma
avium a volné zijici Dimastigella, i kdyz u obou typt nalezi nelze zcela vyloucit moznost
kontaminace. Ze skupiny parazitickych ¢ervii jsme ziskali 8 sekvenci filarii, nalezici do tfi
blize neuréenych druh.

V mé diplomové praci jsem prokézala, Ze tiplici hosti fadu jednohostitelskych trypano-
somatid, ale také filarii, pfi¢emZ v porovnani s ¢eskymi vykazuji africti tiplici mnohem vétsi
nakaZenost, a t0 zejména typanosomatidy. Nékteré naSe nalezy trypanosomatid i filarii jsou
fylogeneticky blizce ptibuzné nebo dokonce identické s jiz znamymi druhy, jiné predstavuji
nove, respektive dosud neosekvenované druhy. Absence stejnych druhl dixennich parazit

Vv tiplicich a sparkaté zvEtfi nenaznacuje zapojeni tipliki v jejich pfenosu na izemi CR.
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