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1. UVOD

Predkladana diplomovéa prace piedstavuje tematicky dva na sebe navazujici celky, coz
vyplyva z jejiho nazvu ,,Praktickd parazitologie ve vyuce biologie.*

Prvni celek, ktery tvoti vetsi Cast této diplomové prace, se zabyva parazitologii. Jedna
se, co do obsahu, o velmi Sirokou a zajimavou védni disciplinu, kterd v dnesni dobé
diky uspésnosti moderni mediciny stale vice ztraci na vyznamu a dtlezitosti. Tato
parazitologicka ¢ast zahrnuje vybér, shromazdéni, uchovani a zpracovani dostupného
parazitologického materialu vcetné archivace v podobé fotografii zhotovenych
preparati a druhového soupisu identifikovanych parazitti v pozorovanych preparatech.
Druhy celek je méné obsahly, ale ne méné dulezity z pohledu mé budouci profese
ucitelky, jelikoz je v podstaté praktickou aplikaci vySe popsané¢ho prvniho celku do
hodin vyuky biologie na zdkladni a stfedni Skole, pfedevSim praktickych cviceni
Z biologie. Tato ¢ast prace je didaktickym zpracovanim tématu do formy laboratornich
protokoli a pracovnich listi pro studenty zdkladnich, stfednich, poptipadé vysSich
odbornych skol. Vypracované laboratorni postupy vcetné feSenych pracovnich listl jsou
uréeny vyucujicim 1 studentim jako didaktickd ptirucka pro prakticka cviceni
v biologii.

Parazitologie je védni obor, ktery se zabyva parazity (cizopasniky), jejich hostiteli a
jejich vzajemnymi vztahy. Vyznam a dileZitost tohoto pomérné mladého védniho oboru
doklada fada lidskych onemocnéni, ktera se fadi mezi nejvyznamnéjsi 1 z globalniho
méfitka, napt. malarie, spava nemoc, Chagasova choroba, schistosomdza, leishmanidza
apod. Vé&dci, kteti zkoumaji tyto pro ¢lovéka nebezpecné organismy, jsou sdruZeni v
parazitologickych spolenostech zaloZenych ve svétg, ale i v CR, napf. Ceska
parazitologicka spolecnost zaloZend v ¢ervnu 1993 je clenem Evropské federace
parazitologlh a Svétové federace parazitologh. Jeji Clenové se vénuji parazitologii
vramci zékladniho a aplikovaného vyzkumu (univerzity, hygienické, humanni a
veterindrni laboratofe). Vyznamnymi odbornymi ustavy jsou v CR Parazitologicky
tstav. AV CR, ktery vznikl roku 1962 v Praze, pozd&ji se sidlem v Ceskych
Bud¢jovicich a katedra parazitologie na PfF UK v Praze.

K vyznamnym parazitologiim patii zejména profesor RNDr. Otto Jirovec, DrSc., ktery

se zabyval parazitarnimi prvoky a je zakladatelem moderni parazitologie u nas, RNDr.
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Zdetika Zd’arska, DrSc. studovala ultrastrukturu a histochemii larvalnich stadii motolic
u naSich mékkyst, profesor RNDr. Bohumil RysSavy, DrSc., ktery se fadi mezi
vyznamné helmintology a v neposledni tfadé¢ RNDr. Jifi Lom, DrSc., ktery se
vyzkumem parazitarnich onemocnéni ryb fadi mezi svétové osobnosti parazitologie.
Samoziejmé je u nas vice osobnosti vtomto oboru, ale jejich souvisly vycet neni
pfedmétem této prace.

Parazitologie jako samostatnd védni disciplina se rozdéluje na dva zakladni obory —
Iékarskou parazitologii a veterindrni parazitologii. Lékaiskd parazitologie studuje
parazity, jejichz hostitelem je ¢lovek (napf. krevni¢ka — Schistosoma spp., zimnic¢ka —
Plasmodium). Veterinarni parazitologie se zabyva parazity, ktefi ovliviiuji zdravotni
stav hospodatskych i voln¢ zijicich zvifat, napf. Trypanosoma — nagana, dourina,
Eimeria, Isospora - kokcidioza. Hlavnim poslanim tohoto oboru parazitologic je
ochrana zdravi zvifat a nasledné i zdravych potravin pro ¢lovéka. Pravé veterindrni
parazitologie je pfedmétem badani této diplomové prace.

Srozvojem molekuldrni biologie a genetiky v poslednich letech souvisi nedavné
vyzkumy, kdy se k identifikaci odliSnych druhli parazitii a k odhaleni pfibuznosti mezi
jednotlivymi skupinami v ramci uzké taxonomické jednotky vyuziva DNA paraziti.
Tyto metody odkryvaji stale nové skuteCnosti v tomto védnim oboru a jsou pro
parazitology velmi uzite¢nym nastrojem.

Ve své diplomové praci jsem se zaméfila na shroméazdéni parazitl, které pokryvaji
vSechny tii zakladni oblasti parazitologie dle systematické ptisluSnosti jednotlivych
parazitl. Jedna se o zajimavé parazitarni prvoky, helminty a ¢lenovce. DalSim stézejnim
bodem diplomové prace bylo laboratorni zpracovani nalezenych paraziti do formy
preparatd, jejich pozorovani pod mikroskopem, pifipadné binokuldrni lupou a ziskéani
obsahlé fotodokumentace. Dal§im cilem prace jsou vypracované laboratorni postupy ve
form¢ protokoll a pracovnich listi pro zaky stfednich skol vcetné€ soupisti jednotlivych

druhti pozorovanych parazitt.

1.1. Parazitismus jako Zivotni strategie
Parazitismus je biologicky jev, ktery je v zivocisné isi velmi rozsifen a ma dulezitou
ulohu jako faktor, ktery pomahd za normdlnich podminek udrZovat ekologickou

rovnovahu v ekosystémech (RySavy, 1988). Parazity neni mozné vymezit taxonomicky,
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ale 1ze je spiSe oznacit za ekologickou skupinu, jejiz Zivotni strategii je paraziticky
zpusob zivota (Flegr, 2010).

Organismy V pfirod¢ nikdy neziji osamocen¢, ale spole¢né s dal$imi organismy. Podle
toho, zda souziti mezi organismy piinasi ucastnikim Skodu ¢i prospéch, rozliSujeme
ruzné formy souziti neboli symbidzy (Hordk a Volf, 2007). Parazitismus patii mezi
nejslozitéjsi urovné vztahl dvou organismui (Rysavy, 1988). Paraziticky zplsob Zivota
V $irSim slova smyslu se dé fici, ze parazitismus je zvlastnim typem souziti, kdy jeden
organismus ma ze vzajemného souziti prospéch (parazit), zatimco druhému organismu
toto souziti Skodi (hostitel). V dostupné literatuie se objevuji nejriznéjsi definice a
nazory, co je to parazit. V soucasnosti je nejrozsifenéjsi nazor, Ze parazit je organismus
ziskavajici Ziviny z jednoho ¢i n€kolika mala hostiteld, kterym obvykle Skodi, ale
nemusi je zabit (Hordk a Volf, 2007). Pro srovnani uvadim jest¢ definici parazita dle J.
N. Pavlovského z roku 1946: Parazit je zivocich, ktery zije na tkor jiného Zivocicha a je
S nim svym Zivotnim cyklem po delsi nebo krat$i dobu tésné svdzan (RySavy, 1988).
Z4dna z definic parazitismu a parazita viak nepostihuje §ifi parazitického zptisobu
zivota dokonale (Hordk a Volf, 2007). Takeé vysledky této diplomové prace ukazuji, ze
definice parazitismu neni zcela univerzalni. Nékteti zkoumani parazité uvedeni v této
préaci napliuji definice 1 jinych symbiotickych vztahli mezi organismy (mutualismus,
komenzalismus). Je tedy spravné je zafazovat mezi parazity? Hranice mezi Ctyfmi
hlavnimi skupinami trofickych vztahii (parazit, predator, parazitoid a mikropredator)

jsou velmi tenké, nékdy téméf neztetelné (Hampl, 2010.).

1.2. Diverzita parazitu

Ze studia evoluce a evolu¢nich zakonitosti jasn€é vyplyva, Ze paraziti Ziji v Sirokém
spektru riznych hostitelt, pfi¢emz jsou Casto piibuzni organismim neparazitickym.
Z toho plyne, Ze neexistuje zddnd velka fiSe, kam by spadali vSichni paraziti. (Hampl,
2010). Co se tyce druhového spektra paraziti, parazitickému zpusobu zivota se
ptfizplsobily organismy na vSech urovnich, od virG pfes bakterie, jednobunécna
eukaryota aZ po mnohobunééné organismy (Hordk a Volf, 2007). Parazitické druhy se
vyskytuji i v rostlinné ti8i (kokotice, jmeli) a mezi houbami (padli a dievokazné houby).
Z historickych divodli se parazitologie zabyvd hlavné eukaryotickymi parazity

obratlovct — prvoky (P roto z o a), helminty (Hel minthes)a ¢lenovei
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(Arthropoda). Ostatnimi organismy, které rovnéz vykazuji paraziticky zptisob
Zivota, se zabyvaji jiné samostatné védni obory — mikrobiologie, virologie, 1¢karska a
veterinarni mykologie, fytopatologie, apod. (Horék a Volf, 2007; RySavy, 1988).

Z hlediska struktury parazitarnich populaci jsou paraziti ve svém zivot€¢ vazani na
hostitele, a proto jsou jejich zemépisna rozsifeni a struktura populace ovlivnény
roz$itenim a strukturou populace hostitelli. Pro spoleenstva paraziti na raznych
urovnich se ustalila nasledujici hierarchicka terminologie:

1. infrakomunita — parazité vSech druhti obyvajici jednoho hostitelského jedince

2. komponentni komunita (parazitofauna) — parazité obyvajici hostitelsky druh

3. kompaundni komunita — parazitarni druhy vyskytujici se v daném ekosystému

(Hampl, 2010).

1.3. Formy parazitismu, hostitelska specifita

Zpracovano dle publikaci: Hordk, a Volf, 2007; Rysavy, 1988.

1. Dle stupné parazitismu:

a) fakultativni paraziti (podminéni, p¥ilefitostni) — obvykle volné zijici organismy,
které za nepfiznivych podminek pfechazi k parazitickému zpasobu zivota; tvoii jakysi
mezistupeil mezi volné Zijicimi a parazitickymi organismy, napf. volné Zzijici ptdni
hlistice, nékteti zastupci dvouktidlého hmyzu (Fannia scalaris — synantropni saprofag)
b) obligdtni paraziti (typiéti, pravi) — jsou piizpusobeni pouze parazitickému zptsobu
Zivota a bez hostitele nejsou schopni zivota a rozmnozovani se; predpoklada se, ze se
vyvinuli z tzv. foréze, kdy hostitel slouzil jako prostiedek k transportu jinému
organismu, napf. tasemnice (Taenia)

C) ndhodni paraziti — napada organismus, ktery neni normalné jeho hostitelem a
postupem casu se muze na tohoto nového hostitele adaptovat, napi. vlasovka husi
(Amidostomum anseris) — hlistice, ktera bézné cizopasi v zaludku hus, ale byla také
zjisténa v zaludku hrdli¢ky zahradni

2. Dle zivotni strategie parazita:

a) mikroparaziti — nevytvari specificka infek¢ni stadia a mnozi se v téle svého hostitele,

napf. viry, bakterie, houby, prvoci



b) makroparaziti — produkuji infekéni stadia, ale v hostiteli nezmnozuji sviij pocet;
patogenni projevy souvisi s poctem infikovanych jedincii, projevem je chronicka
infekce s nevyznamnym procentem mortality, napf. helminti, clenovci

V ramci zivotniho cyklu jednoho parazita se mohou objevit ob¢ tyto zivotni strategie —
motolice v plzi (mezihostiteli) je mikroparazitem a v definitivnim hostiteli
makroparazitem.

3. Dle zivotnich cyklu:

a) jednohostitelské (monoxenni) — napi. stievni bi¢ikovec lamblie stfevni (Giardia
intestinalis)

b) vicehostitelské (heterogenni) — napi. motolice jaterni (Fasciola hepatica), méchozil
zhoubny (Echinococcus granulosus)

4. Dle umisténi parazita u hostitele:

a) ektoparaziti (vnéjsi) — parazituji na téle hostitele (klze, Zabry), napt. Cryptobia
branchialis — bic¢ikovec cizopasici na povrchu zaber sladkovodnich ryb v organicky
znecisténych vodach, klisté obecné (I1xodes ricinus) — rozto¢ sajici krev na kuzi vyssich
obratlovct véetné clovéka

b) endoparaziti (vnitini) — parazituji v téle hostitele (vnitini organy, tkané, bunky, télni
dutiny, apod.); lze je rozdélit na intracelularni (vnitrobunécni) — napi. zimnicka
(Plasmodium spp.), kokcidie (Eimeria spp.) a extraceluldrni (mimobunééni) — napf.
lamblie stfevni (Giardia intestinalis)

5. Dle Sifeni paraziti v populacich hostitele:

a) vertikdlné pienosni — parazité, kteti jsou pienosni prednostné nebo pouze vyhradné
na potomstvo infikovaného hostitele (ptenos z rodic¢li na potomky), napt. Skrkavka psi
(Toxocara canis)

b) horizontdlné pienosni — pienos paraziti v populacich nepfibuznych hostiteli
(sexualné ptenosni parazité), napi. bi¢enka posevni (Trichomonas vaginalis)

6. Dle ¢asového vztahu parazita k hostiteli:

a) stali (permanentni, trvali) — 7iji v/na jednom nebo v/na vice hostitelich cely zivot v
pohlavné zralé¢ formé nebo ve stadiu larvy, stdly parazit nemiZze mimo télo hostitele

trvale existovat, napf. tasemnice bezbranna (Taeniarhynchus saginatus)
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b) docasni (tempordlni) — na hostiteli se nevyvijeji, nerozmnozuji a jejich parazitace je
omezena jen na piijimani potravy po kratsi ¢i delsi dobu, vétsina ektoparazitt (komar,
Sténice, ovad)

C) periodicéti (stiidavi) — parazituji jen v nékterém vyvojovém stadiu zivotniho cyklu,
napf. stiecek srn¢i (Hypoderma diana)

7. Dle hostitelské specifity parazitu:

a) euryxenni (polyfagni, Siroka hostitelska specifita) — napi. vicehostitelska kokcidie
(Toxoplasma gondii), klisté obecné (Ixodes ricinus)
b) stenoxenni (izka hostitelska specifita)
e monofagni paraziti — napf. ve$ muiika (Phthirus pubis)
e stenofagni paraziti — napft. tasemnice dlouhoc¢lenna (Taenia solium), stenofagni
paraziti tvoti ptrechodnou skupinu mezi polyfagnimi a monofagnimi parazity,

vazéani na uzky okruh hostiteld, zpravidla fylogeneticky blizce ptibuznych

Kategorie hostiteld:

a) definitivni hostitel (hostitel) — parazité v nich dosahuji stadia pohlavni zralosti a
reprodukce

b) mezihostitel — Zivocich, ve kterém prob&hne Cast vyvoje parazita, parazit vSak v ném
nedosdhne pohlavni zralosti, vyvijeji se zde vétSinou tzv. infekeni (invazni) stadia — po
vniknuti do definitivniho hostitele vyvolavaji ndkazu

C) paratenicky (transportni, rezervodrovy) hostitel — Zzivocich, ktery stoji mimo vlastni
zivotni cyklus parazita, mohou se v ném kumulovat infek¢éni stadia parazita, poptipade
v ném i del$i dobu pieZivat, aniZ by ztratili schopnost vyvolavat ndkazu

d) aberantni hostitel — pro dany druh parazita hostitel netypicky, parazit se u n¢j
vyskytuje vétSinou sporadicky, infekce urcitym parazitem miize probihat u aberatnich
hostitelll odliSné€ nezZ u definitivniho hostitele

Specialni ptfipady parazitismu:

a) hyperparazitismus — parazit, ktery cizopasi u jiného druhu parazita, napf.
mikrosporidie cizopasici v ¢lancich tasemnic ¢i u motolic, vSenky pfichycené na
zadeCku ptacich klosu (Ornithomyia ovicularia) — hranice mezi forézi a

hyperparazitismem
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b) pseudoparazitismus — organismy nebo jejich ¢asti, které pti diagnostice parazitd
mohou byt pro svou vnéj$i podobnost zaménovany, napt. s vyvojovymi stadii parazitii
nebo s dospélymi parazity, trichomy rostlin za larvy hlistic, spory hub za cysty

cizopasnych prvokl
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2. CHARAKTERISTIKA ZISKANYCH DRUHU

Ve své diplomové praci jsem se zaméfila na ektoparazity i endoparazity ze tfi hlavnich
sméri parazitologie — protozoologie, helmintologie a Iékaiské entomologie, tj.
parazitické prvoky (P r o t 0 zo a), parazitické helminty (He Iminthes)a
parazitické ¢lenovce (Arthrop od a). Objektem studia helmintologie jsou helminti.
Nejedna se vSak o pfirozenou skupinu zivocichl.. V parazitologii je tento odborny
termin pouzivan k oznaceni parazitickych zastupcti kmeni P lathelminthes
(plossi hlisti), Nemathelminthes (oblihlis)aAcanthocephala
(vrtejSi). Ve starSich systémech a publikacich byly uvedené skupiny uvadény v ramci
kmene Ve r m e s (Cervi). Tento taxon nepochybné sdruzoval navzajem zcela
nepiibuzné skupiny, tudiz termin ,,paraziticti ¢ervi se dnes jiz témet nepouziva a je
nahrazen pfesnéjSim terminem ,,paraziticti helminti“ (Horak a Scholz, 1998). V této
diplomové praci jsem zkoumala a popsala helminty ze tiidy N e m at o d a patfici do
kmene Nemathelminthes. Vpiipadé popsanych ektoparaziti se jedna o
Clenovce (Arthropoda)ze ttidy klepitkatci (Chelicerata)ahmyz
(I'nsecta). Zkoumani endoparazité jsou zastupci kmene prvoci (P r ot oz o a) zijici
V télnich dutindich a tkénich bezobratlych Zivo¢ichi a mezi oblé hlisty

(kmenNemathelminthes)zjici v télnich dutinach obratlovct i bezobratlych

zivodéichu.

2.1. Endoparazité

2.1.1. Paraziti¢ti prvoci

2.1.1.1. Leptomonas pyrrhocoris (fotografie v ptiloze 1)

Zatazeni v systému (Horak a Volf, 2007).

Leptomonas pyrrhocoris patii mezi jednohostitelské (monogenetické) druhy Fadu
Trypanosomatida, coz znamena, ze jsou to bi¢ikovci, ktefi se vyskytuji
V travicim traktu hmyzu, poptipadé mohou kolovat mezi fytofagnim hmyzem a
rostlinami (rod Phytomonas). Rod Leptomonas cizopasi vesmés v bezobratlych,
zejména v riznych druzich hmyzu. Druh Leptomonas pyrrhocoris je velmi hojny
Vv zazivaci trubici ruménice pospolné (Pyrrhocoris apterus) — Jirovec, 1953. Rad
Trypanosomatida jsou velmi uspé$ni a Siroce rozsifeni cizopasnici, ktefi

napadaji teplokrevné i studenokrevné obratlovce (rod Trypanosoma), bezobratlé (rody
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Leptomonas, Crithidia, Blastocrithidia a Herpetomonas), prvoky a nékteré rostliny (rod
Phytomonas). Mnoha trapanosomatida jsou nebezpeénymi patogeny — rody
Trypanosoma a Leishmania (Hausmann a Hiilsmann, 2003).

Jedna se o biCikovce vietenovitého téla, ktefi nemaji Ustni otvor (cytostom).
Charakteristickym znakem je pouze jeden bi¢ik vychdzejici z bazalniho téliska na
pfednim konci téla. Bi¢ik se pohybuje volné. Pfi bazi biciku je tzv. kinetoplast (diive
oznacovany jako blepharoplast) — kulaté nebo protahlé télisko (u rodu Leishmania ma
tyCinkovity tvar), které obsahuje DNA, Giemsovym barvivem se barvi ¢ervenofialové,
tato oblast dava pozitivni Feulgenovu nuklearni reakci, a proto je viditelnd ve svételném
mikroskopu, coz je ditkkaz pfitomnosti deoxyribonukleovych kyselin (Jirovec, 1953;
Hausmann a Hiillsmann, 2003). V tésné blizkosti bazalniho téliska a kinetoplastu se
nachazi mitochondrie (Horak a Volf, 2007). Kinetoplast tedy neni zvlastni organelou,
ale tsekem jediné mitochondrie tiidy Kinetoplaste a vnémz je neobvykle
vysoky obsah kinetoplastové DNA — kDNA (Hausmann a Hilsmann, 2003).

Dal$i vyznamnou vlastnosti fadu Trypanosomatid a je tzv. polymorfie (télni
mnohotvarnost), tj. schopnost vytvafet béhem vyvoje morfologicky a fyziologicky
odli$na stadia (morfy), které se lisi délkou bi¢iku, polohou kinetoplastu a pfitomnosti
undulujici membrany, tedy umisténim komplexu kinetosom-kinetoplast-flagelarni
kapsa. Hlavni morfologicka stadia trypanosomatid typickda pro rtizné faze Zivotniho

cyklu i pro rizné rody fadu Trypanosomatidajsou (viz obr. 1):

1) amastigot (Ieishmaniova forma) — rod Leishmania
2) promastigot (leptomonadova forma) — rody Leptomonas a Phytomonas
3) epimastigot (kritidiova forma) — rod Blastocrithidia

4) trypomastigot (trypanosomova forma) — rod Trypanosoma

V nékterych  publikacich byvaji uvadéna jeSt€¢ dalsi morfologickd stadia
trypanosomatid — opistomastigot, choanomastigot, sféromastigot a paramastigot
(Hausmann a Hiilsmann, 2003; Hordk a Volf, 2007). U rodu Leptomonas se vyskytuji

jen dvé morfologicka stadia — promastigotni a amastigotni v podobé& tenkosténnych cyst.
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Obr. 1: Hlavni morfologickd stadia trypanosomatid: 1 — promastigot (kinetoplast pfed jadrem), 2 —
epimastigot (kinetoplast tésné pred jadrem), 3 — trypomastigot (kinetoplast za jadrem), amastigot (bez
vnéjsiho bi¢iku); pfevzato z Chroust, 1998.

2.1.1.2. Cryptobia helicis (fotografie v piiloze 2)
Zatazeni v systému (Hordk a Volf, 2007)
Cryptobia helicis je bi¢ikovec z parafyletického fadu (fad s nekompetentnim
zastoupenim potomki spolecného pfredka) Bodonida tiéidy Kinetoplas tea.
Tento tad je charakterizovan ptitomnosti dvou heterodynamickych bi¢ikii ptivodniho
(heterokontniho) typu - jeden ptedni (hmataci) je kratS$i a namifen dopfedu a druhy
zpétny (vlec¢ny) je delsi a slouzi ke klouzéani po substratu nebo k pfichycovani (u rodu
Cryptobia je vle¢ny bicik ptirostly k povrchu bunky a na konci pokracuje jako volny
vlecny bicik, aniz tvofi ondulujici membranu). Oba bi¢iky vznikaji ve flagelarni kapse.
Zastupci rodu Cryptobia maji protahly kinetoplast na rozdil od zastupct rodu Bodo,
ktefi maji kinetoplast kulaty.
Rad Bodonida (Bodo, Cryptobia, Trypanoplasma) a zahrnuje druhy volné Zijici
(Bodo saltans), ektoparazity i endoparazity zejména sladkovodnich ryb (Ichtyobodo
necator — syn. Costia necatrix, Cryptobia branchialis, Trypanoplasma borreli).
Zastupci tohoto fadu jsou velmi rozsiteni a Casto se vyskytuji v prostfedich bohatych na
Ziviny, kde se zivi bakteriemi.
Ziskany druh Cryptobia helicis vyskytujici se v zasobnich vaccich (semennych
schrankach) — receptaculum seminis — hlemyzdé zahradniho (Helix pomatia) je
z ekologického hlediska spiSe endobiotickym komenzalem neZ parazitem. To znamena,
ze prvoci Cryptobia helicis v semennych schrankach hlemyzdé zahradniho jsou
ptfitomni bez zfejmého G¢inku na svého hostitele. Jestlize by byli hostitelé téchto prvokl
zbaveni, mohli by ziejmé& bez vétsi Ujmy piezit (Hausmann a Hlsmann, 2003). U
hlemyzd¢ Helix pomatia na nasem tzemi byva nakaza témét 100% (Jirovec, 1953). U
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druhu Cryptobia helicis netvoii tzv. kinetoplastova DNA (kDNA) sitivo ve formé
kompaktniho disku, ale je rozlozena po celé piedni ¢asti mitochondrialni trubice jako
tzv. pankinetoplastovd DNA (pankDNA). Tato pankDNA tvofi piiblizné 36% celkové

bunéné DNA (Hausmann a Hillsmann, 2003).

2.1.1.3. Brvitka S§vabova (Lophomonas blattarum) — fotografie v ptiloze 7

Zatazeni v systému (Horak a Volf, 2007; Hausmann a Hiilsmann, 2003)

Zastupci fadu Hy permastigid a zji vyluéné ve sttevé xylofagniho (Zivici se
dfevem) hmyzu — $vabi, nizsi termiti. VEtSinou se tito prvoci nachéazeji ve zvlastnich
stievnich divertikulech (fermenta¢nich komurkéach) zazivaciho traktu vyse zminovaného
hmyzu. Byla u nich prokézana celulolytickd aktivita, coz znamena, Ze jsou schopni
Stépit  celuléozu nezdvisle na endosymbiotickych bakteriich. Zastupci tadu
Hypermastigida jsou také hostiteli mnozstvi intracelularnich a extracelularnich
bakterii a spirochét, které jsou téz schopny rozkladat Castecky celulozy a dieva.
Z hlediska ekologie prvoki je u téchto prvoki zfadu Hypermastigid a zijicich
vyluén€é ve stievé termitd a Svabi jasnd mutualistickd povaha souziti. Ackoliv
metabolismus téchto bicikovcd kmene Parab asala neni jesté zcela objasnén, je
zfejmé, Ze tito prvoci maji zdsadni vyznam pii traveni celulozy niZSich termith a
dfevozravych §vabi (Hausmann a Hiilsmann, 2003).

Jelikoz zastupci tadu Hypermastigida v travicim traktu dievozravych svabu a
termiti pohlcuji celé kousky dieva, u vétSiny druhii tak doslo k vyraznému zvétSeni
bunky a Casto i ke zmnozeni bi¢ika (az na tisice). Proto tyto mnohabicikaté formy byly
diive fazeny do specialni tifidy Hypermatigo te a (brvitky). Pozdéji bylo zjisténo,
zeukmene Parabasala doslo ke zmnozeni bi¢ikii nejméné 3x nezavisle na sobg,
atak ttidka Hypermastigote a (brvitky) byla zrusena (Horak a Volf, 2007).
Nazev kmene Parabasala je odvozen od parabazalniho aparatu, coz je mohutné
vyvinuty Golgiho komplex asociovany s jddrem pomoci zihanych parabazélnich fibril.
Vnitini kostru a zaroven osu buiiky tvoii svazek mikrotubulti nazyvany axostyl. U
kmene P arabasalaneni vyvinut cytostom (bunécna usta), fagocytdza tak probiha
na celém povrchu buiiky. Hydrogenosomy jsou organelami energetického metabolismu

a jsou oznacovany jako homology mitochondrii u jinych eukaryot (Hordk a Volf, 2007).
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Rod Lophomonas zahrnuje mensi bicikovce cizopasici v zazivacim traktu Svabu.
Lophomonas blattarum (brvitka §vabova) zije bézn¢€ v zadnim oddilu traviciho traktu
Svaba obecného — Blatta orientalis (Sedlak, 2002). U tohoto rodu je velmi dobfie
vyvinut axostyl (intracelularni ty¢inka slozend az z tisicti mikrotubuld, ktera ptivodné
slouzila jako organela pohybu, ale béhem evoluce doslo k jeji souc¢asné preméné na
statickou a skeletalni funkci) - Hausmann a Hiillsmann, 2003.

U druhu Lophomonas blattarum se axostyl rozestupuje vpiedu v Kalich, v jehoZz vnitiku
lezi jadro a na jehoz vnéjsi strané je parabazalni aparat (vackovity utvar, ktery vzdy lezi
Vv blizkosti bicikti a obsahuje lipoidy, a tudiz je barvitelny i obyCejnymi metodami —
napf. intravitalni barveni) paprsCit¢ slozeny z lupinki. Rozmnozovani u rodu
Lophomonas je nepohlavni a probiha mnohonasobnym délenim ve vice jedinct. Plasma
je granulovand, obsahuje Skrobova zrna, bakterie a kvasinky, ty jsou pfijimany hlavné
zadni ¢asti téla. Pfenos druhu Lophomonas blattarum probiha cystami, v jejichz vnitini
¢asti nastava resorpce pohybového ustroji, parabasalniho aparatu i axostylu. Ve zralych
cystaich dochazi krozd€leni jadra (Jirovec, 1953). Dé&leni jadra u kmene
Parabasal a probiha unikatnim zpusobem, nebot’ jaderna membrana zdstava
beéhem mitdzy zachovana, délici vieténko je mimojaderné.

Druh Lophomonas blattarum byl nalezen v zadni ¢asti travici trubice nymfy $vaba
pestrého (Eublaberus distanti) a $vaba velkoktidlého (Archimandrita teseellata).
Piedmétem sledovani vyskytu byla téz travici trubice dospélcti Svaba velkokiidlého
(Archimandrita tessellata) i Svaba pestrého (Eublaberus distanti). Zde vSak druh

Lophomonas blattarum nebyl nalezen.

2.1.1.4. Hromadinky (Gregarina) — fotografie v piiloze 3, 4, 5

Gregarina cuneata, G. polymorpha, hromadinka $vabi (G. blattarum), hromadinka
ZiZali (Monocystis lumbrici — syn. Monocystis agilis)

Zatazeni v systému (Horak a Volf, 2007)

RadEugregarinidaje druhové nejpocetnéjsim ze tii fadt tiidy Gregarinea.
Jedna se o monoxenni parazity predev§im krouzkovci Annelida a clenovcu
Arthropoda Kromé Casnych stadii ziji jako extracelularni parazité.
Eugregarinid a jsou hostitelsky a tkanove specificti paraziti. Zastupci tohoto

fadu se vyzivuji osmotrofn€ nebo pinocytdézou (Horak a Volf, 2007). Pro svou velikost
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jsou gregariny Casto pouzivany jako demonstrac¢ni objekty v zoologii a parazitologii
(Langrova et al., 2010).

Zastupci kmene vytrusovei (A picomp |l e x a) maji velmi slozité vyvojové cykly se
tfemi rozmnozovacimi fazemi zivotniho cyklu:

1) merogonie (schizogonie)

2) gametogonie

3) sporogonie

U tadu Eugregarinida neexistuje merogonie (schizogonie) ve vegetativni fazi vyvoje
(Horak a Volf, 2007). Hlavnim a primitivnim znakem tfidy hromadinky — gregariny
(Gregarinea)je mnohonasobné déleni samcich i samicich gamontd, pfi némz se
vytvoii pfiblizné stejny pocet gamet sam¢ich i sami¢ich (Hausmann a Hiilsmann, 2003).
Vegetativni  stadium gregarin — trofozoit (zoit) je v podstaté obrovsky zvétSeny
sporozoit, ktery se premistuje typickym klouzavym pohybem v dutiné té€lnich organt
svych hostitelll (prevazné lumen stieva). Dle poslednich teorii se ukazuje, ze gregariny
se pohybuji pisobenim aktinomyozinového systému pomoci kontraktilnich filament
(Langrova et al. 2010). Trofozoit je bunka zna¢nych rozmért (200pm — 10mm), ktera je
fibrilarnimi septy roz¢lenéna na tii ¢asti:

1) epimerit (gregarina je jim vnotena do hostitelské bunky a je druhové specificky)

2) protomerit

3) deutomerit

Trofozoiti se po fazi ristu uvoliuji z hostitelské bunky a stavaji se z nich tzv. gamonti
(presexualni stadia). Poté se dva gamonti k sobé ptikladaji, epimerity se ztraceji
(resorbuji se) a vznikaji tzv. syzygie dvou partnerskych bun¢k — protomerit zadni bunky
(satelit) a deutomerit pfedni bunky (primit). Poté encystuji v kulovity utvar —
gametocysta, kde se z jednoho gamontu uvolfuji sam¢i gamety a z druhého gamontu
sami¢i gamety, které spolu kopuluji, vznikd zygota, kterd se obaluje silnou sténou.
Postupnou pifeménou se zygota méni na oocystu — obsahuje sporozoity, viz obr. 2
(Hausmann a Htilsmann, 2003; Horak a Volf, 2007).

-18 -



Obr. 2: Vyvojovy (Zivotni) cyklus druhii rodu Gregarina: SZ — prinik sporozoitii uvolnénych ze spor do
bungk stfevniho epitelu, TZ — trofozoiti v burikach stfevniho epitelu, TZV — trofozoit uvoliujici se
z buniky, S — syzygie, GC — vznik a encystace gametocytid, G — tvorba gamet (gametogeneze), GK —
kopulace gamet a vznik oocysty, SP — vznik spor obsahujici sporozoity (pfevzato a upraveno dle Sedléaka,
2002).

Hromadinka §vabi (Gregarina blattarum) zije ve stfevé Svabu. Gregarina polymorpha a
Gregarina cuneata zije v mouénych éervech (larvy potemnika mou¢ného — Tenebrio
molitor). Druhem Gregarina cuneata jsou nejéastéji napadany laboratorni chovy brouka
potemnika mou¢ného — Tenebrio molitor (Langrova et al., 2010). V mouc¢nych ¢ervech
Tenebrio molitor se vyskytuji jesté¢ dva druhy fadu Eugregarinida— Gregarina
steinii a Steinina ovalis. (Jirovec, 1953; Horak a Volf, 2007).

Morfologicky popis ziskanych druhti gregarin (Matis a Valigurova, 2000) — internetovy
zdroj (1)

Gregarina cuneata

- podlouhld hromadinka, nejSirSi v posledni tfetin€ konce téla, vysoky cylindricky
protomerit, piepdzka mezi protomeritem a deutomeritem zietelna, ale zizeni
témet nepatrné nebo zcela chybi, ma kulaté a dobfe viditelné jadro, epimerit
byva zpravidla na konci zaobleny, cytoplasma protomeritu i deutomeritu byva
husté granulovéana

- kosmopolitni druh, nejcastéji se vyskytuje v larvach i dospélych jedincich
potemnika moucéného (Tenebrio molitor)

Gregarina polymorpha

- vyskytuje se v mnoha formach, nejéastéji ma prodlouzeny cylindricky tvar,

protomerit je kopulovity nebo polokulaty, deutomerit je cylindricky a vzadu

Siroce zaobleny, epimerit je jednoduchy a maly, lze jej pozorovat pouze u
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mlad$ich stadii, jadro je kulovit¢ a obvykle se nachdzi v druhé poloviné
deutomeritu, obvykle jej neni mozno pozorovat z divodu husté zrnitosti
cytoplasmy

- kosmopolitni druh, nejcastéji se vyskytuje v larvach i dospélych jedincich
potemnika mouéného (Tenebrio molitor)

Gregarina blattarum

- tento druh je tvarové velmi rozmanity, u jednotlivych jedinci mize mit téz
rizné rozmery, cytoplazma je velmi siln¢ granulovana az neptehledna, septum
mezi protomeritem a deutomeritem je jednoduché, protomerit mize mit rizné
tvary (kulovity, ¢tvercovy, apod.), deutomerit je vétSinou cylindricky

- kosmopolitni druh gregariny vyskytujici se v riznych druzich §vabu, v hostiteli
se tyto gregariny nejcastéji vyskytuji ve formé syzygie dvou gamonti, ale

mohou se tézZ vyskytovat asociace tfi gamonti do jedné syzygie

2.1.1.5. Hromadinka %iZali (Monocystis lumbrici, Syn. Monocystis agilis)

Zatazeni v systému (Horak a Volf, 2007)

Druh Monocystis lumbrici pattici do stejného fadu Eugregarinid a jako vyse
uvedené druhy gregarin, ma i stejny zivotni cyklus. Podstatné se vSak 1isi stavbou
trofozoitu. V burice se nevyskytuji septa rozdélujici zoit na tfi oddily jako u gregarin ze
skupiny Se ptatin a, ale buiika je ovalna nebo kulovita s tzv. mukronem v ptedni
¢asti zoitu (jednoduchy vacek), ktery slouzi k pfichyceni v hostitelské butice. Spory
byvaji na koncich stejnomérné zazené (podobné kiemicitym schrankdm rozsivek rodu
Navicula) a jsou bez vybézki (Horak a Volf, 2007).

Monocystis lumbrici parazituje v semennych vaccich zizal obecnych (Lumbricus
terrestris), kde vysava jejich spermatofory a zbylé spermie je pak kryji jako né&jaké
brvy. (Jirovec, 1953).

Morfologicky popis Monocystis lumbrici (Matis a Valigurova, 2000) — internetovy
zdroj (2):

- télo neclenéné na epimerit, protomerit a deutomerit, dospéla hromadinka zizali

ve stiedni casti $irSi, na koncich zaSpicat€ld, v SirSi stfedni Césti jsou
Vv cytoplasmé nahromadénd zrnicka, kterd se pii pohybu pfemistuji, a tim

nabyva jeji bunka rlznych tvard, cysty obsahuji velké mnozstvi spor

-20 -



vietenovitého tvaru, cytoplasma je hyalinni, obsahuje malé¢ mnozstvi granul,
jéadro je okrouhlg, pii pohybu téméi ovalné
- vyskytuje se v semennych vacécich zastupct ¢elediLumbricidae

Obr. 3: Vyvojovy (zivotni) cyklus zastupct rodu Monocystis: 1 — tofozoit, 2 — gamonti, 3 — syzygie
gamontl v cysté, 4 — tvorba gametll (5 — makrogametd, 6 — mikrogametti), 7 — zbytkové téleso, 8 —
kopulace gametii a tvorba zygot, 9 - tvorba sporocyst, 10 — zrani sporocyst, 11 — zrala sporocysta se
sporozoity, 12 — uvolnéni sporozoiti ze sporocysty, 13 — semenny vacek Zizaly, 14 - cytofor (centralni
protoplazmaticky sloupek, na kterém jsou uchyceny sam¢i pohlavni buiiky), 15 — vyvojova stadia spermii
u zizaly, 16 — trofozoit mladé hromadinky, 17 — cytofor se spermatozoidy zizaly (pfevzato dle Buchara,
1993).

2.1.1.6. Kokcidie (Eimeria spp.) — fotografie v ptiloze 6

Zatazeni v systému (Horak a Volf, 2007); charakteristika dle publikaci: Cerna, 1983;
Chroust, 1998; Horak a Volf, 2007

Druhy tiidy C o ¢ ¢ i d e a jsou pfevazné intracelularnimi endoparazity a od
predchoziho fadu Eugregaridid a se lisi pfedevsim absenci mukronu ¢i
epimeritu. Béhem rozmnoZovani kokcidii je kromé gamogonie a sporogonie pfitomna
ve vegetativni fazi vyvoje merogonie na rozdil od ptedchozich druhli fadu
Eugregari nida. Systematické rozdéleni kokcidii zavisi predevsim na tom, zda
pfed gamogonii dochazi ¢i nedochdzi k syzygii (Horak a Volf, 2007).

Dalsi popis je zaméfen jen na charakteristiku fadu Eime riid a a pfedevsim ¢eledi

Eimeriidae, kam je systematicky fazen ziskany druh kokcidie Eimeria spp.
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Pro zastupce tadu E i m e r i i d a jsou charakteristické nasledujici znaky: syzygie
gametocytll chybi, gamety jsou morfologicky zna¢né odlisné. Pro urceni jednotlivych
roda fadu Eime riid a dle urCovacich kli¢i jsou dulezité tyto determina¢ni znaky:
pocet sporocyst v oocysté, pocet sporozoitii ve sporocystach, morfologie oocyst a
sporocyst, typ hostitele a zivotniho (vyvojového) cyklu, tkanova a organova specifita
(Horak a Volf, 2007) a délka sporulace za standardnich podminek (Chroust, 1998).
Celed Eimeriida e je nejpotetndjsi a zarovei rodové i druhové nejbohatsi skupinou
s obligatné jednohostitelskym (monoxennim) typem vyvojového cyklu. Tato cCeled
zahrnuje 18 rodl obligatnich intracelularnich jednobunéénych paraziti a né¢kolik druhti
parazitli u bezobratlych zivocicht (Chroust, 1998). Typickymi ur¢ovacimi znaky pro
zatazeni kokcidii do Geledi Eime riida e dle urcovacich klict (Cerna, 1983;
Chroust, 1998) jsou nevysporulované oocysty vychazejici z hostitele a otevirani
sporocyst rozpusténim Stiedova téliska.

Oocysty druhu Eimeria spp., které byly nalezeny v trusu ovce, patii do rodu Eimeria,
ktery je typickym zastupcem celedi Ei merii d ae. Do tohoto rodu patii vétsina
ekonomicky vyznamnych paraziti domécich zvitat. Kromé gastrointestinalniho traktu
parazituji kokcidie také v jatrech, zlu¢niku a ledvinach rGznych druhl Zzivocicha.
Charakteristicka stavba a tvar oocyst rodu Eimeria je zobrazen na obr. 4. Rod Eimeria
ma oocysty se 4 sporocystami, kazd4d sporocysta obsahuje dva sporozoity, typicky je
monoxenni (jednohostitelsky) vyvojovy cyklus. Celkem je popséno piiblizné¢ 1200
druhi kokcidii.

polova cepicka — : mikropyle

dvouyv rstevna sténa

V4

reziduélni (zbytkové) {l/

. — polové télisko
00CVStly

télisko sporocysty [/

rezidualni (zbytkové)
telisko oocysty

refraktilni télisko
Sporozoitu

—— jadro sporozoitu

Obr. 4: Charakteristicka stavba a tvar oocyst rodu Eimeria (pievzato dle Chrousta, 1998)
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Vyvojovy (zivotni) cyklus kokcidii rodu Eimeria

Popsano dle publikace: Chroust, 1998.

Vyvojovy cyklus jednohostitelskych druhi rodu Eimeria muZzeme rozdé€lit na 4 hlavni
faze:

1. Excystace

2. Merogonie (schizogonie)

3. Gametogonie

4. Sporogonie

Sporogonie

Finalni ¢ast vyvojového cyklu, jehoz kone¢nym stadiem je infek¢éni endogenni stadium,
tzv. oocysta. Oocysty jsou relativné snadno diagnostikovatelné v trusu zvifat, a proto
jedno ze zakladnich kriterii rozdé€leni zastupcu Celedi Eime riidae do jednotlivych
roda (Eimeria, Isospora, Wenyonella, Tyzzeria, Caryospora).

V procesu sporogonie dochéazi k uvolnéni oocysty z hostitelské bunky a k jejimu déleni
Vv nasledujicim sledu: sporont — sporoblast — sporozoit (infek¢ni stadium). Terminem
sporulace je oznacovan proces piemény jednobunééného sporontu na zralou, infekce
schopnou oocystu. Sporulace mize byt exogenni (u vétSiny druhti kokcidii), ke které
dochazi za ptiznivych podminek ve vnéjSim prostiedi. Druhym typem sporulace je
endogenni, kdy jsou v trusu hostitele vylu¢ovany jiz zralé a infekce schopné oocysty.
Excystace

Jedna se o proces, kdy po pozieni infekéni vysporulované oocysty vhodnymi hostiteli
dochazi k uvolnéni sporozoitii z oocyst. Faktory ovliviiujici excistaci jsou: télesna
teplota hostitele, koncentrace oxidu uhli¢itého, redukéni potencial, zZlucové kyseliny a
trypsin.

Merogonie (syn. schizogonie)

Merogonie je druh nepohlavniho rozmnoZovani, pfi kterém dochdzi k rozpadu jadra
matefské buniky na mnozstvi dcefinnych bunék. Merogonie (schizogonie) se mohou i
nekolikrat opakovat, ale u vétSiny druhti kokcidii je pocet merogonialnich generaci
viceméné konstantni (u rodu Eimeria se vétSinou pohybuje mezi 2 — 4. Merogonie
zacina penetraci (pranikem) sporozoitli do bunék hostitele, kde se sporozoity zakulacuji
a méni se na jednojaderny meront (syn. schizont, trofozoit). Pro fadu druhd rodu

Eimeria je typicka tvorba tzv. globidii (obrovskych, makroskopicky patrnych merontt).
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Dutlezitou roli pfi penetraci sporozoitti do hostitelské buiiky pfes bunéénou membranu
hraji organely apikalniho komplexu — polarni prstenec, konoid, rhoptrie, mikronema a
subpelikularni mikrotubuly. Uvnitf merontu dochazi k tzv. endopolygonii (mnohocetné
mitotické dé€leni), pti kterém dochazi ke vzniku tzv. merozoitii (rohlickova stadia).
Gametogonie

Gametogonie (syn. gamogonie, gametogeneze) je stadium pohlavniho mnozeni kokcidii
(tvorba a zrani) gamet. Merozoiti posledni generace se po penetraci do hostitelské
bunky transformuji na tzv. gamonty — mikrogamonty (samci) a makrogamonty (samici),
které jsou morfologicky velmi odlis§né. Po oplodnéni makrogamontu mikrogamontem
vznikd zygota, ktera je nepohyblivd a vyluCuje kolem sebe silnou sténu. Ta nejdiive
opousti hostitelskou buiiku a nésledné i organismus hostitele, dostavd se do vné&jsiho

prostiedi a cely vyvojovy cyklus se opét opakuje (viz obr. 5).

HOSTITEL: vysporulovand oocysta 2
excystace
.
rizné typy merogonie
v
gamogonie
v
nevysporulovand oocysta
4
VNEJST PROSTREDI: kontaminace oocystami
Y
sporulace oocyst

v
vysporulovand oocysta

Obr. 5: Schéma vyvojového (Zivotniho) cyklu kokcidie rodu Eimeria (pfevzato dle Cerné, 1983).

Eimeria spp. nalezené v trusu ovce byly ureny dle determina¢nich znakl urcovacich
kli¢t pro diagnostiku oocyst kokcidii (Cerna, 1983; Chroust, 1998). Jelikoz nékteré
determina¢ni znaky (mikropyle, mikropylova cepicka, nevysporulované sporocysty) u
nalezeného druhu rodu Eimeria v trusu ovce byly $patné identifikovatelné, nemusi byt
urceni druhu zcela spravné. Pravdépodobné se jedna o druh Eimeria ninakohlyakimovae
(syn. E. ovinoidalis) dle rozmérii oocyst (27 x 22um) a eliptického az vejcitého tvaru

oocysty. U ovci a muflont se jedna o nejcastéjsi a nejvice patogenni druh rodu Eimeria.

Mikropylova Cepicka nebyla vytvoiena a mikropyle nebylo pfili§ zfetelné.

2.1.2. Paraziti¢ti helminti
Jiz vvodu této kapitoly (viz vyse) bylo uvedeno, jak riznorodou skupinu zivocicht
zahrnuji helminti. VSichni ziskani a pozorovani helminti v této diplomové praci patii do

kmene Nemathelminthes (obli hlisti), konkrétné do tfidy hlistic
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(Nematoda) Tirida Nematoda je jednou z nejpocetnéjsich, nejrozsirenéjsich a
velmi rozmanitou skupinou helmintli. Zahrnuje jednak druhy volné zijici (v pudé, ve
vod¢), jednak formy Zzijici paraziticky. Druhy hlistic zijici parazitickym zplisobem
zivota napadaji pfedevsim obratlovce (doposud popsano témei 20 tisic druha hlistic).
Mohou byt i parazity bezobratlych (v této praci nalezeny druh hlistice z celedi
Thelastomatida e ve stfevé Svaba velkokiidlého — Archimandrita tessellata) a
rostlin — fytonematoda (napf. had’atko fepné — Heterodora schachtii).

Zakladni charakteristika tfidy Ne m at o d a (Horak a Scholz, 1998):

Télo byva protahlé, nesegmentované, vétSinou nitovitého, valcovitého nebo
vietenovitého tvaru. VétSina parazitickych hlistic méa oddélené podhlavi (gonochoristé)
s trubicovitymi pohlavnimi organy. Casty je pohlavni dimorfismus, kdy samicka
zpravidla doristd vétSich rozméri nez samecek. Té€lni dutina hlistic je prvotni,
pseudocoelniho nebo schizocoelniho typu. Dobfe je vyvinuta travici soustava, ¢ast zivin
mohou nékteré hlistice ptijimat i povrchem téla.
Vyvojové cykly parazitickych hlistic
2 typy:

e monoxenni (vyvoj ptimy) — geohelminti

e heteroxenni (ve vyvoji se ucastni mezihostitel) — biohelminti
Systematika a fylogenetické vztahy a zatfazeni hlistic nejsou doposud v ramci ostatnich
mnohobunéénych organismi (M e t a z 0 a) dostatecné vyteSeny (Horak a Volf, 2007).
Ackoliv jsou hlistice tradi¢né fazeny jako tiida N e m a t o d a do kmene
Nemathelminthes(neboAschelminthes),jejich postaveni neodpovida
skutecnym fylogenetickym vztahlim s ostatnimi zéstupci tohoto kmene a vyrazné se

odlisuji od prakticky vSech metazoi, v€etné plathelminti (Hordk a Scholz, 1998).

2.1.2.1. Zubovka (Oesophagostomum spp.) — fotografie v piiloze 8

Zarazeni v systému a charakteristika dle publikaci: Hordk a Scholz, 1998; Hordk a Volf,
2007.

Je cizopasnikem tlustého stfeva pfezvykavcti a prasat. Patii mezi zastupce Celedi
Oesophagostomatidae (zubovky), ktera patii dofadu Strongylida.
Larvy rodu Oesophagostomum prodé€lavaji vyvoj ve sténé stieva v tzv. submukdznich
nodulech. Ustni kapsula dospélych jedincii je redukovana a tenkosténna, kutikula

hlavové casti tvofi typicky ttvar v podobé kéapé. Vyznamnou charakteristikou fadu
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Strongylida je mohutna komplexni ustni kapsula s Gtvarem corona radiata
(listkové kutikularni struktury kolem labialniho otvoru) a trojlalo¢né kopulac¢ni burza u
samcl na kaudalnim konci téla.

K néakaze hostitele dochazi pievazné peroralné (pozienim infekéni larvy s potravou). U
nékterych druhit dochazi k ndkaze téz cestou perkutanni (prinikem pies kazi). Vyvoj je
ptimy (bez mezihostitele), jedna se tedy o geohelminta. Oestophagostomum spp.
zpusobuje u zvitat silna prijmovitd onemocnéni, poruchy traveni, v piipadé neléceni i
uhyny dobytka.

Oesophagostomum spp. bylo prokazano v infikované stolici ovce, ktera obsahovala
vajicka této hlistice z rodu Oesophagostomum, jez jsou chranéna pouze velmi tenkym
obalem. Pifitomnost vajicek druhu Oesophagostomum spp. Vv infikovaném trusu ovce

byla zachycena v rizné fazi rozryhovani.

2.1.2.2.¢eled Thelastomatid ae - fotografie v ptiloze 11

Zatazeni V systému dle mezinarodni encyklopedie BioLib (internetovy zdroj (2)).
Paraziticky druh hlistice z ¢eledi Thelastomatid a e byl ziskan zcela nahodné pii
pitvé §vaba velkoktidlého (Archimandrita tessellata) za Gc¢elem ziskani prvoka brvitky
Svabové (Lophomonas blattarum) z travici trubice $vaba. Stupen parazitace timto
druhem hlistice byl velmi masivni, nejen v travici trubici, ale 1 v celé t€lni dutiné Svéba.
V cCeské literatufe se autofi o téchto druzich hlistic ani o ¢eledi samotné nezminuji, a
proto byla determinace této hlistice provedena na zakladé¢ webového klice dle K. B.
Nguyen (internetovy zdroj (3)).

Do cCeledi Thelastomatid a e patfi 6 riznych rodu, které byly shromazdény pfi
vyzkumu §vabu velkoktidlych v letech 2003 — 2006 na Kostarice (internetovy zdroj
(4)). Vzhledem k velké podobnosti jednotlivych rodi byla provedena determinace
hlistic z traviciho Ustroji Svaba velkoktidlého pouze do taxonomické kategorie na urovni
Celedi. Hlistice zCeledi Thelastomatidae byly také nalezeny v travici trubici a
télni duting pii pitvé nymfy Svaba pestrého (Eublaberus distanti).

Celed Thelastomatida e patfi do tadu O x y u r i d a, kam patii krom& druhti
hlistic siln¢ parazitickych téZ druhy s malym ¢i Zadnym patogennim ucinkem. U
nekterych druhli 1ze dokonce uvazovat o komenzalismu, coz je pravdépodobné i ptipad

hlistic z Celedi Thelastomatida e nalezenych v télni dutiné a travici trubici
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pitvanych §vabi. Zastupci fadu O x y u r i d a jsou vétSinou uzce hostitelsky specificti

(Horak a Volf, 2007).

2.1.2.3. Skrkavka psi (Toxocara canis) — fotografie v piiloze 9

Zarazeni v systému a charakteristika: Horak a Scholz, 1998; Horak a Volf, 2007.
Skrkavka psi (Toxocara canis) je druh hlistice z¥adu A sc aridid a parazitujici u
psovitych Selem. Jedna se o druhy hlistic parazitujicich u vSech tfid obratlovct.
Obvykle obyvaji stievo nebo zaludek hostitelii a Zivi se jejich traveninou.

Druh Toxocara canis byl identifikovan ve formé silnosténnych vaji¢ek v infikovaném
trusu psa. Velmi castym jevem ve vyvojovém cyklu Toxocara canis je tzv.
amfiparateneze, kdy se larvy Skrkavek aktivuji v obdobi bfezosti a laktace fen a
nasledné migruji do plodil. Stéfiata se tak rodi jiz infikovana nebo se larvami skrkavek
nakazi z matefského mléka feny, kam larvy Skrkavek domigrovaly. Jedna se o typicky
vertikalni pfenos na hostitele (z rodi¢ti na potomstvo). Castym jevem u druhu Toxocara
canis je tzv. paratenicky (rezervoarovy) parazitismus. K nakaze paratenickych hostitelt
vcetné Cloveéka dochazi vajicky s infekéni larvou, kterd se vyviji ve vnéj$im prostiedi
nebo pozienim jiz nakaZenych paratenickych hostiteldi. K ndkaze definitivnich hostitelti
dochazi stejnym zptisobem jako u paratenickych hostitel.

Toxocara canis predstavuje rovnéZz nebezpeCi pro ¢lovéka, na kterého je tento druh
pfenosny a zplsobuje tzv. larvalni toxokardzu, tj. infekéni larvy vylihnuté z vajicek
migruji télem a poskozuji rizné organy, zejména plice, znamy jsou také piipady ocni a

cerebralni toxokardzy (viz obr. 6).
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Obr. 6: Vyvojovy (zivotni) cyklus $krkavky psi (Toxocara canis): 1 — vajicka v infikovaném trusu, vyvoj
larvy ve vajecnych obalech ve vnéjsim prostiedi, 2-4 — ndkaza paratenickych hostitelt véetné ¢lovéka, ke
které¢ dochazi vajicky s infekéni larvou ¢i pozienim jiz nakazeného paratenického hostitele, 5 — nakaza
definitivniho hostitele (stejnym zplisobem jako u paratenického hostitele), 6 — v t€le feny mohou larvy
prod€lavajici somatickou migraci infikovat plod transplacentarne, 7 — nakaza §té€nat migrujicimi larvami
transmamarné pii kojeni (pfevzato a upraveno dle Horaka a Volfa, 2007).
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2.1.2.4. Tenkohlavec ov¢i (Trichuris ovis) — fotografie v ptiloze 10

Zatazeni v systému a charakteristika: Hordk a Scholz, 1998; Horak a Volf, 2007;
Koudela, 2007

Druh Trichuris ovis je zastupcem ¢eledi Trichurid a e, ktera spada do fadu
E noplid a zahrnujici jak parazitické formy hlistic, tak formy volné zijici. Rod
Trichuris zije ve stievé hostitele, kde se zivi hostitelovymi zivinami, ¢imz mu
zpusobuje zavazné onemocnéni projevujici se upornymi prijmy, kdy muize dojit az
k vyhieznuti kone¢niku. Onemocnéni zptisobené timto parazitem se nazyva trichuridza.
Dosp¢lé hlistice ziji ve stieve hostitele 5 — 6 mésicti. Maji bélavou barvu a vyznacuji se
vlaskovitym ptrednim koncem té¢la a siln€j$Sim zadnim koncem.

Rodové jméno Trichuris je etymologicky nespravné, nebot’ vychazi z mylné predstavy,
7e tenka nitkovita Cast t€la piedstavuje ocasek (thrix — vlas, ura — ocas). Vécné
spravngjsi je tedy pozdéji navrzeny rodovy nazev Trichocephalus (cephalea — hlava),
ktery je pouzivan v odborné literatufe jako synonymum k rodovému oznaceni Trichuris
(Koudela, 2007).

Samicka tenkohlavce denné vylou¢i 2000 — 12000 vajicek, ktera odchazeji z hostitelova
téla nerozryhovand. Vajicka jsou infekéni az v obdobi, kdy obsahuji larvu v prvnim
vyvojovém stadiu (instaru). Vajicka jsou typicky silnosténnd, tvarem piipominaji
protahlejsi citron se dv€ma polovymi zatkami. Maji ZIuté az hnédavé zbarveni. Vyvoj
zastupct rodu Trichuris je pfimy, bez mezihostitele (geohelmint). Vyvoj larvy probiha
ve vajicku mimo hostitele ve vnéjSim prostiedi a zavisi na teploté a vlhkosti. Vajicka
tenkohlavct jsou velmi odolnd vicéi vliviim vnéj$iho prostiedi a infekéni zlstavaji po
mnoho let.

Dle soucasnych studii je prokdzano, ze tenkohlavci svymi enzymy formuji v epitelu
tlustého stfeva syncytium (bunéény celek), jehoz cytoplazmou se zivi. Mechanismus
patogenniho piisobeni spociva vtom, zZe nakazeny hostitel je suzovan produkty
metabolismu parazita. Pii silnych infekcich je porusena propustnost krevnich kapilar ve
sttevni sliznici. Celkové se infekce projevuje podvyzivou, kterd miize skonCit az
hostitelovou smrti (Koudela, 2007).

Silnosténna vajicka Trichuris ovis byla nalezena v infikovaném trusu ovce a
determinovana dle diagnostického kli¢e vajicek a larev hlistic prezvykavct (LukeSova,

1990).
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2.2. Ektoparazité

2.2.1. KIlisté obecné (Ixodes ricinus) — fotografie v ptiloze 12

Zarazeni a charakteristika dle: Horak a Volf, 2007.

Druh Ixodes ricinus se vyskytuje na uzemi CR ve volné piirodé téméf vyhradné
zejména v listnatych a smisenych lesich s kifovinatym podrostem. Amplituda vyskytu
Ixodes ricinus je v obdobi mezi V. — IX. mésicem v nizinach a pahorkatinach.

Ixodes ricinus ma tiihostitelsky cyklus, ktery trva cca tii roky (kazdé stadium se vyviji
zhruba jeden rok). Larvy a nymfy tohoto druhu parazituji na téle drobnych hlodavct,
ptaka a jestérek, nymfy mohou parazitovat navic i na vysSich obratlovcich. Dospélé
samicky Ixodes ricinus saji krev na téle vétsi lesni zvéfe, domacich kopytnikd a pst.
Clovék je hostitelem vSech i vyvojovych stadii Ixodes ricinus — larev, nymf i
dospélych samicek - (Horak, P. a Volf, P. 2007). Védecky druhovy nazev ricinus je
odvozen od podoby nasaté samicky s ricinovym bobem (internetovy zdroj (5)).
Nebezpecny pro ¢loveéka je druh Ixodes ricinus zejména proto, Ze je pienaSeCem viru
klistové meningoencefalitidy, bakteric Borrelia burgdorferi — puvodce lymeské
boreliozy a prvoka klisténky (Babesiea bovis), ktery je ptvodcem infekénich

onemocnéni domécich zvitat (zeyména hovéziho dobytka).

Obr. 7: Klisté obecné (Ixodes ricinus): A — dospély &, B — dospéla @ nenasata, C — dospéld Q@ nasatd; GN
— gnathosoma, SC — scutum, ID — idiosoma; (pfevzato dle Horak a Volf, 2007).

2.2.2. Klos jeleni, ,,lojnice, jeleni moucha (Lipoptena cervi) — fotografie v ptiloze 13
Zatazeni v systému a charakteristika dle: Hordk a Volf, 2007

Celed Hippoboscida e (kloSoviti) je pomémé malou skupinou &itajici cca 150
druhil. Typickym znakem, podobné¢ jako u mouchy tse-tse, je zplisob rozmnozovani,

ktery se nazyva adenotrofni viviparie. Jednad se o zvlastni druh viviparie, kdy samicka
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neklade vajicka ani malé larvy. Své potomky si ponechavd v téle po zna¢nou c&ast
larvalniho vyvoje. Vyvoj larev probihd ve specidlné¢ upravené, roztazitelné vaginé
(obdoba délohy), kde jsou vyzivovany ,,mlécnym* vyméskem (bohatym na proteiny) z
pridatnych zlaz. Mladsi larvy ziskavaji kyslik ze stény ,,délohy* bohaté prostoupené
vzdu$nicemi, starsi larvy se fadi vedle sebe se zadecky otocenymi k pohlavnimu otvoru
a dychaji vzdusny kyslik. Uvnitt ,,délohy* se larva vyviji az do tfetiho larvalniho
instaru. Samice rodi dospélé larvy, které se hned proménuji v puparia (kukli se) -
(Horék a Volf, 2007; internetovy zdroj (6)).

Hippoboscida e (kloSoviti) jsou parazité ptaka (rod Ornithomyia), vysoké zvéte
(rod Lipoptena, kopytnikt (rod Hippobosca), ale i netopyrt a domacich zvifat. Nékteré
druhy klosu Ize povazovat za permanentni parazity, nebot’ jsou velmi dobie adaptovani
k Zivotu na télech svych hostitelti — zplostélé télo, silna sklerotizace umoziujici zna¢nou
odolnost vii¢i mechanickému poskozeni a silné koncetiny. Typickym ptikladem
takového klose je klos ov¢i (Melophagus ovinus).

Druh Lipoptena cervi je parazitem vysoké zvéte v lese. V mistech s hojnéjsim vyskytem
napadd i clovéka, kde usedd v jeho vlasech ¢i vousech. Silnou lidskou kizi vSak neni
schopen probodnout a krev tudiz ¢lovéku nesaje. Tento druh po nalezeni svého hostitele
ztraci kiidla. Druh Lipoptena cervi se vyskytuje ve smisenych lesich v pozdnich letnich

a podzimnich mésicich.

2.2.3. Blecha ko¢i¢i (Ctenocephalides felis) — fotografie v ptiloze 13

Zatazeni v systému (Horak a Volf, 2007)

Charakteristika (Rysavy et al., 1988; Sedlak, 2002; Horak a Volf, 2007)

Blechy jsou vyvojové pokro¢ily a sekundarné bezkiidly hmyz ztadu
Siphonaptera(syn.Aphaniptera). Nelze jednoznacné stanovit jejich
fylogeneticky plivod ve vyvoji hmyzu. Predpoklada se, Ze pochéazeji z dvoukiidlych,
sitoktidlych ¢i ze srpic. V dospélosti se jedna o vyluéné cizopasny hmyz (pfevazné
hematofagni ektoparazité ptakii — 6% druhti a savcl — 94% druhl vcéetné clovéka).
Cizopasnym zplisobem zivota jsou blechy morfologicky znaénym zplsobem
pozménény na rozdil od neparazitickych druht hmyzu. Jejich télo je lateralné zplostélé
aerodynamického tvaru. Té€lni pokryv maji blechy silné sklerotizovany vcetné kylovité
hlavy, coZ jim umoznuje rychly pohyb v srsti nebo pefi hostitele. Rizné brvy a trny na

povrchu téla 1 hlavy uspotddané v fady (hiebinky) — tzv. ktenidia slouzi blechdm pro

-30 -



lepsi fixaci na hostiteli. Ktenidia se li$i svou skladbou a poctem mezi jednotlivymi rody
blech. Zvlasté u dvou velmi podobnych druhi blech Ctenocephalides canis (blecha psi)
a Ctenocephalides felis (blecha kocici) je pocet a skladba ktenidii jednim z dilezitych
determinacnich znaka. Dal$im charakteristickym znakem dospélych blech je tieti par
nohou, ktery je delsi, svalnatéjsi a skdkavy. Uvnitt tfetiho paru mohutnych koncetin
jsou ulozeny polstaiky zvlastni hmoty bilkovinné povahy, tzv. resilin. Po jejim stlaceni
vydava bshem kratkého intervalu velké mnoZstvi energie potiebné ke skoku. Ustni
ustroji blech je bodave saci.

Zivotni (vyvojovy) cyklus blech

Blechy jsou hmyz s proménou dokonalou, tj. larva — kukla — imago (viz obr. 8). Larvy
jsou protahlé, apodni (beznohé) s dobfe vyvinutou hlavou (eucefalni) a s kousacimi
organy. Larvalni stadia (instary) blech Ziji v ptfibytcich svych hostiteli (hnizda, boudy,
pelechy, doupata, apod.), kde se zivi organickym detritem i trusem dospélych blech.
Stadium larvy prochézi tremi instary a poté se kukli v hedvabném zéptedku (kokonu),
ktery si tvoii z lepkavého sekretu ustnich Zlaz. Na lepkavé vlakna kokonu se pfichycuje
drobny material z hnizda hostitele, ktery jednak plni funkci maskovaci a jednak chrani
kuklu pfed vyschnutim. Stadium kukly (pupa excarata, libera) trva nékolik dnt az
tydnti, popt. i mésicti. Lihnuti dospélych blech (imag) z kukel je vyvolané vétSinou
mechanickymi podnéty zvenc¢i (napf. navratem hostitelt do svych piibytkl) a byva

velmi masové.

Biologicky Zivotni cyklus blechy
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Obr. 8: Zivotni cyklus blech Ctenocephalides felis a Ctenocephalides canis (upraveno dle internetového
zdroje (7))
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V CR je zjistén vyskyt vice jak sta druhi blech, celkem je znamo asi 2000 druhi blech.
Blechy nejsou na své hostitele zpravidla vazany tak uzce jako vs$i nebo vsenky a jsou
schopné piezivat dlouhodobé i bez hostitele (budky ptakd po jejich odletu). Z toho
plyne, Ze hostitelské specifita blech nebyva vzdy vyhranéna a jednotlivé druhy Ize najit
na hostitelich spiSe podle mist vyskytu hostitele. Mohou tedy pomérné snadno piechazet
Z jednoho hostitelského druhu na jiny. Blechy vytvafeji tzv. aphanipteria, neboli pdsma
hostitelského rozsiteni.

Sani krve blechy na hostiteli je pomérné bolestivé a mtze vyustit i v silnou alergii u
hostitele. Krom¢ toho jsou blechy pfenaSe¢i mnoha bakteridlnich onemocnéni, napft.
moru, bartonelézy kocek, ale i virdéz (blechy jsou vektory myxomatdzy kralikd). U
hlodavcii pfenaseji blechy nékolik druhti trypanosom (paraziticky prvok). Jsou rovnéz
ptrenaSeci nékterych parazitickych helminti, napf. druhu Dipylidium caninum ze ttidy
Cestoda.

V této diplomové praci byl determinovan druh Ctenocephalides felis dle urcovaciho
klice (Kolarové et al., 3. I¢kaiské fakulty pristupného na internetovych strankach
(internetovy zdroj (8)), ktery byl ziskan ze srsti kocky. I kdyZ se tento druh vyskytuje
prevazné na kockach, zije spokojené i na psech. Blecha psi (Ctenocephalides canis) na
kockéch tak snadno nepteziva. V disledku toho miize blecha kocici blechu psi vytlacit.
Blecha koc¢i¢i neni na svété nejcastéjSim druhem blech. V nékterych zemich, jako je
Recko, Novy Zéland nebo Irsko je pievazujicim druhem blech na psech blecha psi
(pfevzato z internetového zdroje (9)). Blecha psi (Ctenocephalides canis) mize snadno
pfechazet i na Clovéka, zatimco blecha koci¢i (Ctenocephalides felis) na ¢lovéka

prechazi jen velmi zfidka (RySavy a kol. 1988).

2.2.4. Klestik véeli, v¢elik zhoubny (Varroa destructor) — fotografie v piiloze 12
Zatazeni v systému a charakteristika dle publikace: Hordk a Volf, 2007 a odborného
¢lanku (Ptidal, 2007) pfistupného z internetového zdroje (10)

Klestik vc¢eli (Varroa destructor) je zastupcem fadu A c ar i n a, ktery zptisobuje velmi
nebezpecné onemocnéni vcelstev tzv. varroazu. Pavodné se vyskytoval druh Varroa
destructor podobn¢ jako vSechny ostatni druhy rodi Varroa a Euvarroa pouze
V Orientdlni oblasti, ovSem vinou clovéka byl rozvleCen po celém svété, zejména

pohybem a vyménou vcelstev a vcelich kradloven. Druhové oznaceni destructor bylo
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odvozeno podle toho, ze je ze vSech druht ¢eledi Varr oid a e nejvice patogenni.
Saje hemolymfu jak u dospélych vcel, tak u kukel a miize zplsobit postupny thyn
celych veelstev. Do Evropy byl klestik vceli (Varroa destructor) zavleen s nejvétsi
pravdépodobnosti v roce 1967, na izemi nasi republiky asi o deset let pozdé€ji. Diive
byla vcelstva napadend timto rozto¢em povinné likvidovana spalenim, dnes jsou do uli
napadenych kleStikem aplikovany rtizné akaricidni chemické latky (Taktik, Formidol,
apod.).

Celed Varroida e zahruje dva rody: Varroa a Euvarroa. Do roku 1974 byl v této
skupin¢ znam pouze druh klestik Jakobsoniv (Varroa jacobsoni). Do roku 2000 byl i
druh Varroa destructor povazovan za Varroa jacobsoni, nebot’ se nevédélo, ze se jedna
o dva odlisné druhy (viz obr. 9). Na zakladé¢ méfeni a analyzy DNA u vybranych
populaci druht rodu Varroa bylo zjisténo, ze druh klestika Varroa jacobsoni se

vyskytuje v asijské oblasti a druh rozvleceny z ptivodné orientalni oblasti rozvleceny po

celém svété je druh klestik doposud nepopsany — Varroa destructor (Anderson a
Trueman, 2000).

Obr. 9: Srovnani druhti Varroa jacobsoni (a, b) a Varroa destructor (c, d), pfevzato z internetového
zdroje (11)
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Morfologie klesStika véeliho (Varroa destructor)

pomérné velky druh — cca 1,5mm, robustni, zbarveni svétle hnédé
hostiteli jsou dva druhy véel: véela indicka (Apis cerana), v¢éela medonosna

(Apis melifera)

Zivotni (vyvojovy) evklus klestika zhoubného (Varroa destructor)

oplozena samicka klestika opousti hostitelskou vcelu a vnika do nezavickované
bunky plastve, ktera obsahuje larvu vceli délnice nebo larvu trubce

po zavickovani buiky saje klestik hemolymfu vceli kukly, na sténu bunky vceli
plastve klade samicka klestika sva vlastni vajicka — kazda samicka klade 5 — 6
vajicek a pouze z prvniho vajicka se vylihne samecek

z nakladenych vajicek klestika se lihnou Sestinohé larvy, které se ndsledné¢ meéni
na osminohé protonymfy a saji na véeli kukle

po nasati na vceli kukle se protonymfy méni na deutonymfy, které se sviékanim
méni na dospélé jedince

mladi jedinci klestika se pafi ve shromazdisti vykalii, samecci po pafeni hynou v
buiice

oplodnéné samicky klestika se pfichyti na mladé vylihlé vcely a spole¢né s nimi
opoustéji bunku veeli plastve

zivotni cyklus klestika vceliho (Varroa destructor) v bufice véeli plastve trva cca

12 dni (odpovida i primérné dobé vyvoje veeli kukly) — viz obr. 10
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Adult bee, with Verroa
feeding on hemolymph

10 Mites transfer through
close contact between bees

9
Adult females leave cell
with emerging bee.
Male and immature stages
stay in cell

5
Female lays first egg
60 hours after cell
capping. Female lays
subsequent eggs at
30 hour intervals

1 - 6 eggs developing
from eqg to larva to

5 - 6 days days
adult male adult female protonymph fo deutonymph  lllustrated by B. Alexander

Obr. 10: Zivotni cyklus roztode kleitika zhoubného (Varroa destructor), prevzato z ¢asopisu America

Bee Journal, 1987 (dostupné z internetového zdroje (12)).
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3. METODIKA
3.1. Tvorba totalnich (celkovych) mikroskopickych preparati

Parazitologicky material jsem zpracovavala a vysetiovala pokud mozno vzdy cerstvy.

Totalni (celkové) preparaty jsou takové, které prohlizime a montujeme vcelku, napf.

roztoci, planktonni organismy, apod. (Lellakova, 1973; Jirovec, 1977).

Zhotoveni nativnich (¢erstvych) mikroskopickych preparatu

Nativni (Cerstvé) mikroskopické preparaty jsou takové, kdy jsou objekty pozorovany

zivé, napt. Cisté kultury prvoki, drobné hlistice z tfidy N e m a t o d a nebo flotované

roztoky infikovaného trusu obsahujici jejich vajicka hlistic. Pro tuto diplomovou praci

byly nativni mikroskopické preparaty zhotoveny za téelem pozorovani nasledujicich

endoparazitickych prvokil a endoparazitickych helminti:

1.

Leptomonas pyrrhocoris z travici dutiny ruménice pospolné (Pyrrhocoris
apterus)

Cryptobia helicis z receptaculum seminis hlemyzd¢ zahradniho (Helix pomatia)
Brvitka §vabova (Lophomonas blattarum) z vypreparované zadni ¢asti stfeva
nymfi imag $vaba velkoktidlého (Archimandrita tessellata) a Svaba pestrého
(Eublaberus distanti)

Gregarina cuneata a Gregarina polymorpha z traviciho traktu larev potemnika
moucného (Tenebrio molitor)

Hromadinka §vabi (Gregarina blattarum) z vypreparované travici trubice Svaba
velkokiidlého (Archimandrita tessellata) a §vaba pestrého (Eublaberus distanti)
Monocystis lumbrici z vypreparovanych semennych kanalkt zizaly obecné
(Lumbricus terrestris)

Oocysty kokcidie rodu Eimeria z infikované stolice ovce

Vajicka zubovky (Oesophagostomum spp.) z infikované stolice ovce

Drobné hlistice z ¢eledi Thelastomatidae ztélni dutiny a travici trubice

nymf a dospélci svaba velkokiidlého (Archimandrita tessellata)

10. Vajicka skrkavky psi (Toxocara canis) z infikované stolice psa

11. Vajicka tenkohlavce ov¢iho (Trichuris ovis) z infikované stolice ovce
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Pomucky a chemikalie:

Podlozni a kryci skla, preparacni jehla, jednordzové plastové pipety, vlakna vaty,
prouzky filtraéniho papiru, fyziologicky roztok (0,9 g chloridu sodného — NaCl do 100
ml destilované vody), skalpel, 1ékaisky benzin, mikroskop

Postup:

Na dobie vycisténé a odmasténé podlozni sklo Iékafskym lihem képneme pomoci
jednorazové plastové pipety kapku fyziologického roztoku. Poté do kapky
fyziologického roztoku pieneseme obsah piislusné casti traviciho traktu vyse
zminénych hostiteld parazitd.

Parazity ve tkanich (semenné kanalky a vacky zizaly obecné — Lumbricus terrestris,
zasobni vacky hlemyzdé zahradniho — Helix pomatia) hledame tak, ze kousek tkané
roztrhame skalpelem nebo preparaéni jehlou v kapce fyziologického roztoku a potom
rozdrtime krycim sklem. Organismy, které se pohybuji pomalu (vSechny druhy
hromadinek — Gregarina blattarum, G. cuneata, G. polymorpha a Monocystis lumbrici),
neni nutno pfikryvat krycim sklem. Naopak u cile se pohybujicich druhi prvokl
(Cryptobia helicis, Leptomonas pyrrhocoris, Lophomonas blattarum) omezime pohyb
pridanim né€kolika vladken vaty a opatrné je prikryjeme dobie vycisténym a odmasténym
krycim sklem tak, aby bylo zamezeno vzniku vzduchovych bublin. Dal§imi
alternativami zamezujici pfili§ rychly pohyb objektl je napt. mirny tlak kryciho skla ¢i
prikapnuti 1% roztoku Zelatiny nebo klovatiny. Pokud vzduchové bubliny piesto
vznikaji, 1ze je odstranit mirnym tlakem preparacni jehly na kryci sklo a pfebytecnou

tekutinu odstranit prouzkem filtraéniho papiru (viz obr. 11).

Obr. 11: Postup ptilozeni kryciho skli¢ka, dle internetového zdroje (13)
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Pti del§im pozorovani nativniho mikroskopického preparatu v mikroskopu fyziologicky
roztok vysycha a krystalizuje, proto je nutné jej doplnit jednordzovou plastovou pipetou
ptriloZzenou k jedné hran¢ kryciho skla.

Zhotoveni trvalych mikroskopickvch preparati — suchych i obarvenvch

Pti studiu vnitini organizace parazitli a zejména k presnému uréeni cizopasnych prvoki
nelze vystacit jen s nativnimi preparaty, a proto je nutné k témto ucelim zhotovit
preparaty trvalé. Jednd se o prepardty nebarvené a barvené. Trvalé preparaty
Z cizopasnikii se zhotovuji dle riizného ptivodu materialu a ucelu studia jako suché a
vlhkeé roztéry, totalni preparaty.

V predkladané studii byly zhotoveny trvalé preparaty barvené nasledujicich prvoki:
Cryptobia helicis, Leptomonas pyrrhocoris, Lophomonas blattarum, Gregarina
polymorpha, Gregarina cuneata a Gregarina blattarum. Byly zhotoveny jako suché

natéry a obarveny metodou Giemsy — Romanowského.

Obr. 12: Postup pii zhotoveni natéru (roztéru) — piejato a upraveno dle Buchar, J. 1993.

(A — ptilozime kryciho skla v uhlu 45° na podlozni sklo s kapkou kultury prvoku

B — kapku s kulturou prvokil nechame roztéct po hrané kryciho skla a stejnosmérnym pohybem zprava
doleva pfi stejném sklonu zhotovime roztér po celé plose

C — je potfeba pohybovat krycim sklem velmi lehce, aby prvoci nebyli shrnovani a drceni

D — hotovy roztér nechame zaschnout na vzduchu pfi pokojové teploté (nikdy se nesmi zahtivat))

Suché natéry se zhotovuji a pouZzivaji vSude tam, kde se sledované objekty vyskytuji

Vv tekutém ¢i polotekutém prostiedi (z krve — krevni bunky, paraziti Zijici v krvi, rlzni
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stifevni parazititi prvoci, prvoci z nalevt, jednotlivé tkanové bunky — jaterni, apod.).
Vyhodou trvalych preparati zhotovenych z natért je plosné a izolované rozlozeni
pozorovanych objektd v jediné vrstvé. Princip zhotoveni suchého natéru spociva
Vv rozetfeni tekutého prostfedi s objekty na podlozni sklicko, které se pred dalSim
zpracovanim necha rychle zaschnout.

Postup pii zhotoveni trvalého preparatu:

1. Suchy natér — rozetieni obsahu travici trubice nebo zasobnich (semennych)
vackua vyse uvedenych hostiteli pomoci kryciho sklicka na podloznim sklicku
(viz obr. 12).

2. Zaschnuti natéru (Castec¢na fixace).

3. Na suchy natér nakapeme pomoci jednorazové pipety metanol jako fixaéni
medium a nechame putisobit cca 3 min.

4. Pomoci prouzki filtraéniho papiru opatrné osusime metanol a opét nechame
natér uschnout.

5. Dale suchy natér barvime pomoci barviva Giemsy-Romanowského, které fedime
tésn¢ pied pouzitim v poméru 1:10 destilovanou vodou. Barveni provadime na
barvicim mustku po dobu 30 — 60 min.

6. Po vyse uvedeném casovém intervalu natér oplachneme destilovanou vodou a
osusime prouzky filtra¢niho papiru a nechame na vzduchu doschnout.

Suché natéry barvené metodou Giemsy-Romanowského nikdy nezalévame do
kanadského balzamu, nebot’ je kysely a obarvené preparaty v ném blednou a meéni
barvu. Barvené preparaty uchovavame v dobte uzavienych krabicich s drazkami.

Zdatile obarvené trvalé preparaty pozname podle spravné obarvenych organel
parazitickych prvoki: jadro, bi¢iky, kinetoplast (karminové cCervené), cytoplasma

(modra az nafialovéla).

3.2. Popis pitev bezobratlych Zivo¢ichi (hostitel)
Zpracovano dle skript Buchar, J. 1993 a pokynii vedouciho této prace.

Ruménice pospolna (Pyrrhocoris apterus)

Tato plostice je hostitelem bi¢ivky Leptomonas pyrrhocoris z fadu Trypanosomatida,

ktera se vyskytuje v jejim zazivacim traktu a odtud se pfenasi na rostliny.

Sbér ruménic pospolnych:
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Rumeénice pospolné, ve kterych byly nalezeny bi¢ivky Leptomonas pyrrhocoris, byly
nasbirany v zaii 2011 pod lipami (Tilia sp.) v arealu Klatovské nemocnice a.s.

Pomucky a chemikalie:

Preparacni (pitevni) miska, nizky, skalpel, pinzeta, preparacni jehla, podlozni a kryci
sklicko, jednorazova plastova pipeta, fyziologicky roztok

Postup:

Pinzetou uchopime zivou plostici a nitzkami odstiihneme hlavicku od téla. Na
preparacni misku polozime usmrcenou rumeénici bfiSni stranou vzhiiru a provedeme
nizkami stfih smérem od zadni k pfedni ¢asti téla. Vypreparujeme travici trubici z téla
plostice pomoci preparacni jehly a cast jejiho obsahu vytlaéime do kapky
fyziologického roztoku na podloznim sklicku a dle vyse uvedeného postupu ptiklopime
kryci sklicko a pozorujeme nativni preparat pod mikroskopem pti zvétseni 200 — 600X.

Potemnik mouénv (Tenebrio molitor) — larvy tzv. .. moudni ¢ervi*

Larvy potemnika mou¢ného jsou hostiteli gregarin (hromadinek) z kmene
Apicomplexa, konkrétné druhti Gregarina cuneata a Gregarina polymorpha.
Mou¢ni Cervi byli zakoupeni v obchodech s chovatelskymi potiebami Zverimex.
Uchovavani byli v uzaviratelné plastové nadobé a krmeni moukou.

Pomiucky a chemikilie:

Preparaéni miska, nlizky, skalpel, pinzeta, preparacni jehla, podloZni a kryci sklicko,
jednorazova plastova pipeta, fyziologicky roztok, mikroskop

Postup:

Vybereme stiedné velkou Zivou larvu potemnika moucného, uchopime ji pinzetou a
nizkami odstfihneme hlavicku. Do pfipravené kapky fyziologického roztoku na
podloznim sklicku pomoci preparaéni jehly vymackadme ¢ast obsahu travici trubice.
Ptiklopime kryci skli¢ko a nativni preparat pozorujeme pod mikroskopem pfi zvétSeni
100 — 600x. Vzhledem ktomu, Ze gregariny (hromadinky) se pohybuji pomalu,
nemusime v tomto piipadé ani kryci sklicko pouZivat.

Svab velkok¥idly (Archimandrita tessellata), $§vab pestry (Eublaberus distanti) —

nymfy, dospélci

Jedna se o teplomilné druhy hmyzu z fadu Blattaria. Ve svém zazivacim tstroji mohou

pfechovavat mikroorganismy, které ziskaji konzumaci kontaminovanych materialt a
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svymi vykaly jimi zamofovat potraviny — puvodci stievnich bakteridz, cystami
stitevnich prvok, vajicky ¢ervii, apod. (Daniel, M. 1996).

V této praci bylo zkoumdno zazivaci ustroji uvedenych druhl Svaba zejména kvili
vyskytu symbiotického prvoka Lophomonas blattarum, ktery jim pomaha travit
celulozu. V zazivacim Ustroji Svaba byla téz nalezena hromadinka Gregarina blattarum
zkmene Apicomplexa. Zcela ndhodné byl pozorovan v télni dutin€ i v travici
trubici nymf i dospélych jedincu $vaba velkokiidlého (Archimandrita tessellata) druh
hlistice z ¢eledi Thelastomatidae.

Dospéli jedinci i nymfy vy$e zminénych druhti $vabi mné byli poskytnuty v Akva-tera
Z0OO0 Plzen.

Pomucky a chemikalie:

Preparacni miska, ntizky, skalpel, pinzeta, preparacni jehla, Spendliky, podlozni a kryci
sklicka, jednorazova plastova pipeta, fyziologicky roztok

Postup:

Zivého dospélého §vaba nebo jeho nymfu pevné uchopime pinzetou a pomoci niizek
odstfihneme hlavicku od zbylé ¢asti téla. Na preparacni misce pfipevnime usmrceného
Svaba pomoci $pendlikli na pfednim a zadnim konci téla bfiSni stranou vzhtru. T¢lo
prostithneme nlZzkami smérem ven. BfiSni sténu pomalu rozevirame a fixujeme
$pendliky. Pomoci preparaéni jehly a pinzety vyjmeme travici trubici §vaba. Cést
obsahu zadni ¢asti travici trubice vymackdme do kapky fyziologického roztoku na
podloznim sklicku. Pfiklopime krycim sklickem a takto vyrobeny nativni preparat
pozorujeme pod mikroskopem pii zvétSeni 200 - 600x. V tomto piipad€ je nutné kryci
sklicko pouzit, nebot’ prvoci Lophomonas blattarum se pohybuji zna¢nou rychlosti.
Kryeci sklicko tak ¢aste¢n€ omezi jejich rychly pohyb.

Zizala obecna (Lumbricus terrestris)

Zizala obecna zkmene Annelida je hostitelem vytrusovce Monocystis lumbrici
(syn. Monocystis agilis) zitadu Eugregarinida, ktery se nachazi v semennych
vaccich (vesiculae seminales). Tti pary vétSich nazloutlych lalo¢natych vacka vyristaji

na prepazkach mezi 9., 10. a 11. ¢lankem.
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Obr. 13: Vyusténi semennych a zasobnich vackt u ZiZaly obecné — Lumbricus terrestris (pfevzato a
upraveno dle Buchar, J. 1995)
1 — zasobni vacky (receptaculum seminis), 2 — semenné vacky (vesiculae seminales)

Zizaly pro pitvu byly ziskany na zahradé v Klatovech po desti na jaie 2010.

Pomiucky a chemikilie:

Preparac¢ni miska, niizky, skalpel, pinzeta, preparacni jehla, ziletka, Spendliky, podlozni
a kryci sklic¢ka, jednorazova plastova pipeta, fyziologicky roztok, binokularni lupa
Postup:

Cerstvé usmrcenou Zizalu polozime na preparaéni misku hibetni stranou vzhiru. Zizalu
fixujeme k prepara¢ni misce pomoci $pendliku na pfednim a zadnim konci téla. Pod
binokularni lupou vyhledame 9. — 12. ¢lanek téla zizaly. Dva pary varlat (testes) se
vyvijeji mezi 9. a 10. a mezi 10. a 11. ¢lankem a jsou kryty testikularnimi vaky. Pomoci
skalpelu a prepara¢ni jehly vypreparujeme semenné kanalky (1. par varlat vystupuje
z prepazky mezi 9. a 10. ¢lankem, 2. par varlat mezi 10. a 11. ¢lankem a 3. par varlat
ptrechazejici v semenné vacky mezi 11. a 12. ¢lankem — viz obr. 13).

Vypreparované semenné kanalky vlozime do kapky fyziologického roztoku na
podloZznim skli¢ku a pfiklopime krycim sklickem. Mirnym tlakem na kryci sklicko
provedeme roztlaCeni semennych vackid. Ziskany nativni preparat prohliZzime

v mikroskopu pfi zvétSeni 200 - 600x.
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Hlemvzd’ zahradni (Helix pomatia)

Hlemyzd' zahradni je plicnaty plz zkmene M o | | us c a. V zasobnich vaccich
(receptaculum seminis) hosti bi¢ikovce Cryptobia helicis ziadu B o d o n i d a.

Lokalizace zasobniho vacku hlemyzd¢ zahradniho viz obr. 14.

Obr. 14: Anatomie a morfologie hlemyzdé zahradniho (Helix pomatia): 9 — zasobni vacek (receptaculum
seminis); prevzato ze skript Langrova, L. et al. 2010

A B

Obr. 15: A — ¢arkované naznaéen prubé¢h stiihu k otevieni plastové dutiny po odstranéni ulity; B — smér
stfihu télni dutiny a utrobniho vaku (pfevzato a upraveno dle publikace Buchar, J. 1993)

Hlemyzdi zahradni, kteti byli pouziti k pitv€, byli nasbirani v kvétnu 2012 na zahradé
Vv obci Ling (Plzen - sever).

Pomiucky a chemikalie:

Preparacni (pitevni) miska, niizky, skalpel, tvrdd pinzeta, preparacni jehla, ziletka,
Spendliky, podloZni a kryci sklicka, jednordzova plastova pipeta, fyziologicky roztok
Postup:

Usmrcenému hlemyzdi (20 — 24 hodin pted pitvou) nejprve po ¢astech pomoci tvrdé

pinzety odstranime ulitu. Hlemyzd¢ ptipevnime k voskovému dnu pitevni misky
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pomoci $pendliki a pielijeme vodou. Poté provedeme pomoci niizek a skalpelu otevieni
télni dutiny a utrobniho vaku (vedeni stfihu viz obr. 15) a vypreparujeme semennou
schranku (receptaculum seminis), ve které je shromazd’ovano sperma druhého jedince
pii kopulaci.

Vypreparovanou semennou schranku vlozime do kapky fyziologického roztoku na
podloznim sklicku a pfiklopime krycim sklickem a mirnym tlakem na kryci sklicko
provedeme roztlaceni semennych schranek. Ziskany nativni preparat prohlizime

v mikroskopu pii zvétseni 200 -600X.

3.3. Sbér ektoparaziti, zhotoveni trvalych preparati ektoparaziti

Sbér a ziskavani ektoparazitickych druhu

Ektoparazité zkoumani v této diplomové praci — klisté obecné (Ixodes ricinus) a klo$
jeleni (Lipoptena cervi), byli ziskani v pfedem vytipované lokalité (viz ptilozena mapa),
kde se vyskytuji v hojném mnozstvi. Hostiteli téchto ektoparazitti byl pes a clovek.
Jedna se o lokalitu v chatové oblasti pobliz byvalého vojenského prostoru Maly Bitov
(vyznaceno na mapé¢ — obr. 16).

Dalsi zkoumani ektoparazité — blecha koci¢i (Ctenocephalides felis) a klestik véeli
(Varroa destructor) byli ziskani ze srsti kocky a vcelich plastvi, které mi byly

poskytnuty vedoucim této diplomové préce.
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Obr. 16: Mapa vyskytu klistéte obecného a kloSe jeleniho (vyznateno body A, B), dle internetového
zdroje (14):
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Odvodnéni a tvorba trvalvch preparatu ektoparazita

Trvalé mikroskopické preparaty byly vytvoteny z nasledujicich ektoparazitt:
Roto¢i (A c arin a): klestik v¢eli (Ixodes ricinus)

klist¢ obecné (Varroa destructor)
Hmyz (Insecta): blecha kocici (Ctenocephalides felis)

klos jeleni (Lipoptena cervi)
Kanadsky balzam je nejlepsi uzaviraci médium o vysokém indexu lomu (1,535), ktery
je rozpustny pouze v xylenu, benzolu, chloroformu, toluenu, atd. Ziskava se jako
pryskyfice zjedle balzamové (Abies balsamea) a preparaty v ném vydrzi nékolik
desitek let. Prili§ husty kanadsky balzam lze tedit dle potieby xylenem, popiipadé
benzenem (Lellakova, 1973; Jirovec, 1977). Dnes jsou pouzivany k témto ucelim
moderni syntetické pryskyfice (entellan, eukitt).
Suché objekty (kiidla hmyzu, chlupy, apod.) neni potieba pted zalitim do kanadského
balzamu odvodnovat ani projasiiovat. Naopak jemné objekty obsahujici vodu (klisté i
klos) je zapotiebi nejprve dokonale odvodnit alkoholovou fadou a ptfevést do xylenu.
K odvodnéni pouzivame alkoholy o stoupajici koncentraci, tzv. vzestupnou alkoholovou
fadu. Odvodnéni tkané alkoholy od nizké do nejvyssi koncentrace je dokonalé, ale pii
soucasném co nejmensim smrsténi tkdn€. Dle jiné literatury nema vzestupna alkoholova
fada podstatné vyhody a lze odvodnovat jen 96% alkoholem (etanol — C,HsOH), ktery
nékolikrat vyménime. Tento postup byl pouzit v pfedkladané praci.
Na dobte vycisténé a odmasténé podloZni sklicko kdpneme pomoci sklenéné tyc€inky
kanadsky balzam, vloZzime odvodnény objekt a hned pfikryvame krycim sklem.
Piipadné vzduchové bubliny odstranime mirnym tlakem na kryci sklo nebo preparacni
jehlou, ptfipadné mizeme pfedtim smocit kryci sklo xylenem (dimethylbenzen) a

vzduchové bubliny se pak zpravidla ani nevytvofi.

3.4. Metody studia helminti
Zpracovano dle publikace: Hordk a Scholz, 1998.
Na rozdil od parazitickych prvokti (P roto zo a)a ¢lenovet (Arthropoda)je

ziskavani a urCovani parazitickych druhd helmintd (H e | m i n t h e s) mnohem

vvvvvv
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diplomové praci byla ziskdna a urena piedevSim vajicka endohelminti ze tfidy
Nematoda.

U nakaZenych jedinct (obratlovci) parazitickymi hlisticemi byl vysetfovan infikovany
trus, ktery mné byl poskytnut veterinarni klinikou VEDILAB, s.r.o. v Plzni.
V infikované stolici obratlovcli byla prokazovana vajicka ¢i larvy parazitickych
helmintd. Dospéli jedinci helmint v tomto materidlu pfitomni nebyli.

S nalezem dospélct parazitickych helminti se v tomto typu materialu setkdvame velmi
ziidka. Naprosta vétSina dospélych endohelminti musi byt z nakazeného hostitele
ziskana pitevné. Béznou metodou morfologického studia dospélych jedinct helminti je
spravna fixace helmintd a jejich nésledné zpracovani (véetné barveni a zhotoveni
trvalych preparatl). Nezbytnou soucasti morfologického studia dospé€lych jedincii
helmintti je elektronovd mikroskopie — tadkovaci SEM (povrchové struktury) a
transmisni TEM (ultrastruktury). Tyto metody nebyly v diplomové praci pouzity pro
svou naro¢nost a nakladnost.

Moderni parazitologie i helmintologie umoznuji prikaz infekce v experimentalnich
laboratofich metodami biochemickymi (stanoveni sacharidd, lipidd, enzymt pomoci
znaCenych prob, kolorimetrické reakce), imunologickymi (ELISA, imunoblast) nebo
molekularné — biologickymi (sekvenovani proteinit a nukleovych kyselin metodou

PCR).

3.5. Metodika zpracovani a uréovani parazitickych helminta
NiZe uvedend metodika byla vypracovana dle publikace: LukeSova, 1990.

1) VySetiovaci metody koprologické

Touto vySetfovaci metodou, ktera zkouma trus odchazejici z hostitele, Ize odhalit a
diagnostikovat fadu parazitarnich stadii (napf. oocysty kokcidii rodu Eimeria a
Isospora), vajicka motolic (rod Fasciola), stfevnich hlistic (rody Toxocara a Ascaris),
larvy plicnich hlistic (rod Dictyocaulus), ¢lanky tasemnic neboli strobila (rod Taenia),
dospélé oblé helminty (rod Toxocara). Mezi dalsi parazitarni zastupce, které miizeme ve
stolici hostitell nalézt, patii také patogenni prvoci (rody Giardia a Trichomonas),
vajicka rozto¢u, dospélce nékterych ¢lenovcu a larvalni stadia hmyzu (stfecci rodu

Gastrophylus).
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Koprologickou vysetfovaci metodou byl v diplomové praci zkouman infikovany trus
ovce a psa, konkrétné oocysty kokcidie rodu Eimeria, vajicka hlistic rodu:
Oesophagostomum, Toxocara, Trichuris.

Aby bylo mozné provést spravnou parazitologickou diagnostiku infikovaného trusu, je
nezbytné dodrzovat zakladni pravidla pfi odbéru trusu (pro potieby zpracovani
diplomové prace mi byl poskytnut vySe zminénou veterinarni klinikou v Plzni jiz
odebrany trus) a hlavn¢ spravné zachazeni s odebranym materialem.

Obecné naroky a pravidla pro spravné zachazeni s odebranymi vzorky trusu:

1. Nutnost rychlého zpracovani co nejcerstvejsSiho materialu odebraného trusu.

2. Vhodné a spravné skladovani a uchovavani odebraného materialu pokud nemuze byt
provedeno okamzité vySetfeni (ulozeni do chladnicky — zejména vaji¢ka hlistic velmi
rychle dozravaji ve vné&jSim prostfedi, poptipadé¢ v tekutém dusiku za ptitomnosti
ruznych piimési, které zabrainuji destrukci odebrané¢ho vzorku trusu — proteolytické
enzymy a antibakterialni latky (Horak a Scholz, 1998).

3. Pokud mezi vlastnim odbérem trusu a vySetfenim vzorku uplyne doba delsi nez 24
hodin, je zapotiebi (zejména v letnim obdobi) pouzit k fixaci vzorku trusu 4% roztok
formaldehydu; nikdy neprovadime fixaci 4% roztokem formaldehydu takového vzorku
trusu, ktery je vySetfovan na zastupce rodu Dictyocaulus (plicnivky) a citliva vyvojova
stadia oocyst kokcidii.

4. U né&kterych druht parazitickych plivodct sehrava dilezZitou roli také doba odbéru
trusu, napf. motolice jaterni (Fasciola hepatica) vylucuje vajicka nejcastéji kolem
poledne.

5. Mnozstvi trusu k parazitologické diagnostice zavisi na tom, zda pouzijeme
koncentra¢ni vySetfovaci metodu, metodu koprokultur ¢i larvoskopické vySetifeni,
obvykle staci 5 — 10 gramt trusu.

K parazitologické diagnostice infikovaného trusu byla v této diplomové praci pouzita
metoda koncentrovani parazitl z trusu.

Pomucky a material:

Vzorek trusu, tfeci miska s tlouckem, plastové sitko, jednorazové plastové pipety nebo
klicky, centrifuga, zkumavky a stojan na zkumavky, kadinky, sklenéna tycinka,
podloZni a kryci skla, destilovand voda, stficka, zasobni plastové lahve, zasobni roztok

bezvodého siranu hore¢natého nebo chloridu sodného, roztok dichromanu draselného —
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K2Cr,07 Kk uchovavani vajicek hlistic a oocyst kokcidii, digitalni vahy, filtracni papir,
lihovy fix, jednorazové gumové rukavice

Koncentra¢ni metody (k ziskani vaji¢ek helmintd a oocyst kokcidii z infikovaného trusu
obratlovcli) jsou specifické vySetfovaci techniky, které umoziuji ze vzorku trusu
zkoncentrovat oocysty, vajicka ¢i larvy tak, Ze je mozné diagnostifikovat i ojedinélé
invaze paraziti nebo maly pocet parazitickych puvodci. Koncentracni metody lze
rozdé¢lit do dvou velkych skupin:

o Flotacni metody — vyuzivaji se k laboratorni diagnostice vajic¢ek hlistic a oocyst

prvoka

e Sedimentaéni metody — vhodné k laboratorni diagnostice vaji¢ek motolic.

Pti vlastnim zpracovani vzorkil infikovaného trusu obratlovci (ovce, pes) byla pouzita
pouze flotaéni metoda. Nasledujici popis je zaméfen jen na tuto metodu, specidln¢ na
Brezovu flotacni metodu.

Podstata flotaénich metod

Vajicka hlistic a oocysty kokcidii jsou ve vodé t&€z$i, nebot’ jejich specifickd hmotnost
(hustota) je vyssi nez 1,0. Kdyz je vzorek trusu suspendovan v roztoku, ktery ma
hustotu vyS$i neZz hmotnost vaji¢ek hlistic ¢i oocyst kokcidii, tyto parazitarni utvary
vyplavou k povrchu. K diagnostice vaji¢ek helmintd a oocyst prvoku jsou tedy
vyuzivany roztoky s hustotou v rozmezi 1,10 — 1,20. Dle hodnoty specifické hmotnosti
(hustoty) se rozliSuje mnoho druh@ flotacnich roztokl.. Pro diagnostiku parazitarnich
utvari (vajicka, oocysty) v této praci byly vyuzity nasledujici flotacni roztoky:
e Filleborniv flota¢ni roztok — nasyceny roztok chloridu sodného o specifické
hmotnosti (hustot¢) 1,19 — 1,20
e Breziv flotacni roztok — nasyceny roztok siranu hote¢natého nebo thiosiranu
sodného o specifické hmotnosti (hustoté) 1,30

Pfiprava nasycenych flota¢nich roztoku

Predchazi vlastnimu vySetfeni vzorkd infikovaného trusu. K pfipravé flotacnich
nasycenych roztokt je potfeba mit k dispozici dehydratované chemikalie (chlorid sodny
— NaCl, siran hofe¢naty — MgSQ,, thiosiran sodny — Na,S,03).

1) Ptiprava Fiillebornova flotacniho roztoku — na digitalnich vahach odvazime 35 grami

bezvodého chloridu sodného — NaCl a rozpustime v kadince do 100 ml teplé destilované
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vody, nechdme dokonale rozpustit za obfasného michani a poté slijeme do zasobni
plastové lahve.

2) Piiprava Brezova flota¢niho roztoku — bezvody siran hofec¢naty a destilovanou vodu

v poméru 3:1 rozpustime v kadince za obCasného michani, po dokonalém rozpusténi
ptelijeme do zasobni plastové lahve.
Obé zasobni lahve s nasycenymi flotacnimi roztoky popiSeme lihovym fixem.

Vlastni vyS$etfeni vzork infikovaného trusu dle Brezovy flotaéni metody

Vlastni laboratorni vySetieni a diagnostika infikovaného trusu obratlovcl zahrnuje
nékolik fazi, které je nutno dodrzovat v nasledujicim sledu:

1) Ptiblizn€é 2 gramy cerstvého nebo fixovaného trusu (4% roztoku formaldehydu —
CH,0) velikosti vlasského ofechu rozmélnime a rozmichame s destilovanou vodou ve
tteci misce s tlouckem.

2) Pokud vzorek trusu obsahuje velké a hrubé cCastice (pfedevsim ve stolici koni a
piezvykavcil), je potfeba homogenizovany vzorek trusu prefiltrovat pies sitko z plastové
hmoty nebo gézu polozenou pies kadinku.

3) Lihovym fixem ocislujeme konické zkumavky (nejlépe plastové) a naplnime je
prefiltrovanou suspenzi trusu do vySe 1 cm od horniho okraje konické zkumavky.

4) Naplnéné zkumavky vlozime do centrifugy a provedeme centrifugaci pii 2000
otackach/minutu po dobu 2 — 3 minut.

5) Po vyjmuti zkumavek z centrifugy pozorujeme usazeny tmavy sediment na dné
zkumavky a svétlejSi supernatant, ktery razné€ slijeme do ptedem ptipravené odpadni
nadobky s dezinfekénim roztokem (chloramin — NH,Cl, SAVO).

6) Do piedem pfipravené stfi€ky nalijeme nasyceny flotacni roztok ze zasobni lahve,
pomoci sklenéné ty€inky rozmichdme sediment na dn€ zkumavky s trochou nasyceného
flotacniho roztoku a doplnime nasycenym flotacnim roztokem ze stficky do vySe 1 cm
od horniho okraje zkumavky.

7) Zkumavky se vzorkem zfedénym nasycenym flota¢nim roztokem opét vlozime do
centrifugy a flotujeme pii 2000 otackach/minutu po dobu 2 — 3 minut.

8) Zkumavky velmi opatrné vyjmeme z centrifugy, aby nedoslo k poruseni povrchové
blanky a ulozime je do stojanku na pracovnim stolku.

9) Pomoci vySetfovaci klicky (lze pouzit jednorazovou plastovou nebo s draténym

ockem) se lehce dotkneme povrchové blanky ve zkumavce a kli¢kou provedeme
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krouzivy pohyb na dobfe vy&isténém a odmasténém podloznim skle na plose 1 x 1 cm?;
pokud pouzijeme klicku s draténym ockem, je nutné draténé ocko pted vlastnim
vySetienim vyzihat v plameni plynového kahanu, aby nedoslo ke kontaminaci vzorku
Z ptedchoziho vySetfeni; misto vySetfovaci klicky lze pouzit také jednorazovou
plastovou pipetu (viz obr. 17).

10) Zhotoveny nativni preparat (vytvoieny dle metodiky v kapitole 3.1.1.) pozorujeme

pod mikroskopem od nejmensiho (100x) po nejvetsi (600x) zvétSeni.

A

Obr. 17: A — zkumavka naplnéna do vySe 1 cm od horniho okraje; B — krouzivy pohyb pomoci
vySetiovaci klicky na podloznim skle (pfevzato a upraveno z publikace LukeSova, 1990)

3.6. Mikroskopovani a fotografovani ziskanych druh

Nativni mikroskopické preparaty byly prohlizeny mikroskopem postupné od
nejmensiho zvétSeni 100 x aZz po zvétSeni 600 x a fotografovany.

Trvalé obarvené mikroskopické preparaty byly pozorovany pomoci imerze (cedrovy
olej) a imerzniho objektivu pii zvétSeni 1000 x a nasledné byly objekty
vyfotografovany.

Trvalé nebarvené preparaty ektoparaziti Ctenocephalides felis, Ixodes ricinus,
Lipoptena cervi, Varroa destructor zalité v kanadském balzamu byly pozorovany pod
binolupou (determina¢ni znaky u blechy koc¢i¢i — ktenidia prohlizeny 1 pod

mikroskopem pii zvétSeni 100x) a poté byly potizeny nize uvedené snimky.
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4. PRAKTICKA CAST

Shromazd’ovani parazitologického materidlu a zpracovani vzorki do podoby
mikroskopickych vzorkd probihalo v letech 2010 — 2012. Béhem tohoto obdobi se mi
podafilo nashromazdit pomérné Siroké spektrum parazitickych zastupci ze vSech
hlavnich parazitologickych podobori:

1. Protozoologie (paraziti¢ti prvoci) — 8 druhu

2. Helmintologie (parazitic¢ti helminti) — 4 druhy

3. Lékarska entomologie — 4 druhy

Vysledky byly zpracovany kvalitativné ve tiech riznych formach:

Prvni zpracovani je formou piehlednych tabulek ziskanych parazitickych prvoka (P r o

tozoa), helminti(Helminthes)aclenoveu (Arthropoda).

Druhé kvalitativni zpracovani predstavuje formu soupisu piesného systematického

zatazeni jednotlivych druhii ziskanych parazitickych organismu.

Treti zpracovani vysledkd parazitologického vyzkumu je popsano formou
vypracovanych laboratornich postupi z hlediska zpracovani parazitologického
materialu a ptipravy mikroskopickych preparatti doCasnych i trvalych. Tyto laboratorni
postupy ve formé feSenych laboratornich protokolli jsou ur€eny jako pfiru¢ky a navody
pro vyucujici, ale 1 zaky zakladnich skol a studenty stfednich Skol v rdmci rozsifené

vyuky biologie nebo povinné volitelnych seminait z biologie.
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4.1. Kvalitativni vyhodnoceni formou tabulek

Tabulka ¢. 1: Prehled ziskanych druhti prvokt

Védecky

Cesky

(latinsky) nazev nazev

Hostitel

Infikovany
organ,

infekce

zdroj

Postaveni

ekosystému

Cryptobia helicis hlemyzd zahradni (Helix receptaculum endoparazit,
pomatia) seminis komenzal
Eimeria spp. kokcidie ovce infikovany trus endoparazit
Gregarina hromadinka ~ §vab velkoktidly travici trubice endoparazit,
blattarum Svabi (Archimandrita tessellata) komenzal
Gregarina cuneata larvy potemnika moucného travici trubice endoparazit,
(Tenebrio molitor) komenzal
Gregarina larvy potemnika moucného travici trubice endoparazit,
polymorpha (Tenebrio molitor) komenzal
Leptomonas ruménice pospolna  travici trubice endoparazit,
pyrrhocoris (Pyrrhocoris apterus) komenzal
Lophomonas brvitka §vab  pestry  (Eublaberus travici trubice  mutualismus
blattarum Svabova distanti) (zadni oddil)
Monocystis hromadinka  7izala obecna (Lumbricus semenné vacky endoparazit,
lumbrici (syn. M. ZZzali terrestris) komenzal
agilis)

Tabulka €. 2: Piehled ziskanych druhti helmintd

Védecky (latinsky) nazev

Cesky

nazev

Hostitel

Infikovany
organ,

infekce

zdroj

Postaveni

v ekosystému

Oesophagostomum spp. zubovka ovce infikovany endoparazit
trus
Celed nymfy a imaga §vaba travici trubice endoparazit,
Thelastomatidae velkokiidlého $vaba komenzal
(Arcimandrita tessellata)
Toxocara canis Skrkavka psi  pes Infikovany endoparazit
trus
Trichuris ovis tenkohlavec  ovce infikovany endoparazit
ovcl trus
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Tabulka €. 3: Piehled ziskanych druht ¢lenovct

Védecky (latinsky) Cesky nazev  Hostitel ~  Infikovany ~ Postaveni v
nazev organ, zdroj ekosystému
infekce
Ctenocephalides felis  blecha ko¢i¢i  kocka srst kocky ektoparazit
Ixodes ricinus klisté obecné  ¢&lovek, pes kize psa, ¢lovéka  ektoparazit
Lipoptena cervi klos jeleni Elovek, pes srst  psa, kuze ektoparazit
¢loveka
Varroa destructor véelik véela medonosna (Apis véeli plastve ektoparazit
zhoubny mellifera)
(klestik veeli)

4.2. Systematické zarazeni ziskanych druhi

Systematické zatazeni jednotlivych druhli parazitl je zna¢né€ problematické, zejména u
parazitickych prvokd, nebot se jednd o nesnadno definovatelnou skupinu
eukaryotickych organismt (Horak a Volf, 2007). Problematika nejasného
systematického zafazeni téchto organismi je dana zejména nedavnym nastupem
molekularné — fylogenetickych metod. Tato éra molekularni fylogenetiky umoziuje
hlubsi a ptresnéjsi vhled do evolucni historie organismli a také pochopeni jejich
vyvojovych vztahti (Horak a Volf, 2007).

Pravé nastup metod molekularni fylogenetiky je pii¢inou nejednotnosti v zafazeni
organismil do systému u jednotlivych autorii rtiznych odbornych publikaci. N&kteti
autofi se snazi organismy zafazovat dle nejnové¢jSich poznatkli molekuldrni
fylogenetiky, zatimco jini zUstavaji vérni tradiénimu pojeti systému organismu.
Z tohoto diivodu jsou v této kapitole uvedena vzdy dvé rtiznd systematicka zafazeni

organismu dle rizného pojeti systému jednotlivych autord.

4.2.1. Systematické zarazeni ziskanych druhii prvoki

Ziskani prvoci byli zafazeni do systému jednak dle publikace Horak a Volf, 2007, ktery
reflektuje zmény nazorti a soudobé teorie na evoluci eukaryotickych organismii a
piizptisobeni formalniho systému novym poznatkim molekularni fylogeneticky. Dle
pojeti této publikace prvoci (P r 0t 0 z 0 @) jako systematicka ¢i fylogeneticka jednotka

neexistuji a vétSina eukaryotickych organismi je rozdélena do 6 velkych skupin
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(,,supergroups*, ,,megagroups®, ,.iise“). Druhé zatazeni parazitickych prvoki je dle
publikace Sedldk, 2002, kde autor uvadi spiSe tradicni systém eukaryotickych

organismul.

1. Cryptobia helicis

Horak a Volf, 2007 Sedlak, 2002

Skupina Excavata Rise prvoci (Protozoa)

(»Fise*)

Kmen Euglenozoa Kmen Euglenozoa

T¥ida Kinetoplastea Trida bigivky (Kinetoplastidea)
Rad Bodonida Rad Bodonida

Rod Cryptobia Rod neuveden

2. Gregarina blattarum (hromadinka S$vabova), Gregarina cuneata, Gregarina

polymorpha
Horak a Volf, 2007 Sedlak, 2002
Skupina Chromalveolata Rise prvoci (Protozoa)
(5, FiSe*)
Kmen Apicomplexa Kmen  vytrusovci(Apicomplexa)
Trida Gregarinea Trida Gregarinidea
Rad Eugregarinida Rad neuveden
(Septatina)

3. Eimeria spp. - kokcidie

Horak a Volf, 2007 Sedlak, 2002
Skupina Chromalveolata Rise prvoci (Protozoa)
(,,FiSe*)
Kmen Apicomplexa Kmen  vytrusovci(Apicomplexa)
Trida Coccidea Trida kokcidie (Coccidea)
Rad Eimeriida Rad neuveden
Celed’ Eimeriidae Celed® neuvedena
Rod Eimeria Rod neuveden
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4. Leptomonas pyrrhocoris

Hor4k a VVolf, 2007 Sedlsk, 2002 |
Skupina Excavata Rise prvoci (Protozoa)
(,,FiSe*)
Kmen Euglenozoa Kmen Euglenozoa
Trida Kinetoplastea Trida Dbicivky(Kinetoplastidea)
Rad Trypanosomatida Rad trypanosomy (Trypanosomatida)
Rod Leptomonas Rod neuveden

5. Lophomonas blattarum — brvitka §vabova

Horak a Volf, 2007 Sedlak, 2002

Skupina Excavata Rise prvoci (Protozoa)

(5, FiSe*)

Kmen Parabasala Kmen Parabasala

Trida neuvedena Triida brvitky(Hypermastigotea)
Rad Trichonymphida  Rad  neuveden

Rod Lophomonas Rod  neuveden

6. Monocystis lumbrici (syn. Monocystis agilis) — hromadinka ZiZali

Horak a Volf, 2007 Sedlak, 2002
Skupina Chromalveolata Rise prvoci (Protozoa)
(,,FiSe*)
Kmen Apicomplexa Kmen  vytrusovci (Apicomplexa)
Trida Gregarinea Trida Gregarinidea
Rad Eugregarinida Rad neuveden

(Aseptatina)

4.2.2. Systematické zarazeni ziskanych druhii helmintia

Termin helminti je souhrnnym oznacenim pro nepiibuzné, avSak pro praktické ucely
nékterych védnich disciplin (vCetné parazitologie) sdruzované skupiny organismii.
V ptipadé parazitologickych ucebnic a publikaci je pojmem helmint oznacovan pouze
organismus parazitujici jen v uré¢ité fazi ontogenetického vyvoje v obratlovci (Horak a
Volf, 2007).

Pro pfesné zatrazeni ziskanych druhii do systému byly, stejné jako u parazitujicich
prvoki, pouzity dvé rtizné publikace z divodu odlisného pojeti systému jednotlivych

autorti. U parazitujiciho druhu hlistice v travicim traktu Svaba velkoktidlého
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(Archimandrita tessellata) patfici do ¢eledi Thelastomatid a e byla pro presné
systematické zafazeni pouzita internetovd mezinarodni encyklopedie rostlin, hub a
zivoéichu BioLib (internetovy zdroj (2)), nebot v tisténych publikacich tato celed’

nebyla zmiflovana.

1. Oesophagostomum spp. (zubovka)

Horak a Scholz, 1998 Sedlak, 2002
Kmen Nemathelminthes Kmen hlistice (Nematoda)
Trida hlistice (Nematoda) Trida Secernentea(Phasmida)
Podtrida Secernentea Podtiida neuvedena
(Phasmidea)
Rad Strongylida Rad méchovci (Strongylida)
Podiad Strongyloidea Podiad neuveden
Celed Oesophagostomidae Celed neuvedena
Rod Oesophagostomum Rod neuveden

2.¢eled’ Thelastomatida e (dle internetového zdroje (2))
Kmen: Nematoda

Trida: Secernentea

Rad: Oxyurida

Celed: Thelastomatidae

3. Toxocara canis (Skrkavka psi)

Horak a Scholz, 1998 Sedlak, 2002

Kmen oblovci(Nemathelminthes) Kmen hlistice (Nematoda)

Trida hlistice (Nematoda) Trida Secernentea(Phasmida)
Podtiida Secernentea(Phasmidea) Podtiida neuvedena

Rad Skrkavky (Ascarida) Rad skrkavice (Ascaridida)
Celed’ Ascaridae Celed’ neuvedena

Rod Toxocara Rod neuveden
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4. Trichuris ovis (tenkohlavec ov¢i)

Horak a Scholz, 1998 Sedlak, 2002

Kmen oblovci(Nemathelminthes) Kmen hlistice (Nematoda)

Trida hlistice (Nematoda) Trida Adenophorea
(Aphasmida)

Podtiida Adenophorea Podtiida neuvedena

(Aphasmidea)

Rad Enoplida Rad nitkovci
(Trichocephalida)

Nadéeled® kapilarie(Trichuroidea) Naddéeled® neuvedena

Rod Trichuris Rod neuveden

4.2.3. Systematické zarazeni ziskanych druhii ¢lenovcu

Parazitické druhy ¢lenovcu byly ziskany ze dvou tfid — roztoci (A carin a) a hmyz
(I nsecta). | vpiipadé pfesného systematického zatazeni ziskanych parazitickych
Clenovel byly pouzity dvé rtuzné publikace dle odlisného pojeti taxonomickych

kategorii jednotlivych autord.

1. Ctenocephalides felis (blecha ko¢i¢i)

Horak a Volf, 2007 Sedlak, 2002

Kmen ¢lenovci (Arthropoda) Kmen Arthropoda

Podkmen neuveden Podkmen  Sestinozi (Hexapoda)

Trida hmyz (Insecta) Trida jednogelistni, hmyz (Ectognatha,

Insecta)

Podtiida  neuvedena Podtrida ktidlati (Pterygota)

Kohorta neuvedena Kohorta Holometabola

Rad Siphonaptera(syn. Rad blechy (Siphonaptera)
Aphaniptera)

2. Ixodes ricinus (klisté obecné)

Horak a Volf, 2007 Sedlak, 2002
Kmen ¢lenovci (Arthropoda) Kmen Arthropoda
Podkmen neuveden Podkmen Chelicerata
Trida klepitkatci (Chelicerata Trida pavoukovci (Arachnida)
Rad roztoGi (Acarina) Rad Acari(Acarina)
Podiad Metastigmata Podiad klist'ata
(Ixodida) (Ixodida,Metastigmata)
Celed klistoviti (I xodidae) Celed’ neuvedena
Rod Ixodes Rod neuveden
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3. Lipoptena cervi (klos§ jeleni)

Horak a Volf, 2007 Sedlak, 2002
Kmen Clenovci (Arthropoda) Kmen Arthropoda
Podkmen neuveden Podkmen  Sestinozi(Hexapoda)
Trida hmyz (Insecta) Trida jednocelistni, hmyz (Ectognatha,
Insecta)
Podtiida  neuvedena Podtiida kiidlati (Pterygota)
Kohorta neuvedena Kohorta Holometabola
Rad dvoukiidli (Diptera) Rad dvoukiidli (Diptera)
Podrad kratkorozi (Brachycera) Podrad kratkorozi (Brachycera)
Celed’ klogoviti Celed’ neuvedena
(Hippobascidae)
4. Varroa destructor (klestik véeli, v¢elik zhoubny)
Horak a Volf, 2007 Sedlak, 2002
Kmen ¢lenovci (Arthropoda) Kmen Arthropoda
Podkmen neuveden Podkmen Chelicerata
Trida klepitkatci (Chelicerata) Trida pavoukovci (Arachnida)
Rad roztoéi (Acarina) Rad Acari(Acarina)
Podiad Mesostigmata Podiad ¢melikovei (Gamasida,
(Gamasida) Mesostigmata)
Celed’ Varroidae Celed’ neuvedena
Rod Varroa Rod neuveden

4.3. Vysledky ve formé laboratornich protokoli

V tomto oddilu praktické ¢asti jsou kvalitativni vysledky zpracovany formou fesenych
laboratornich protokolti, které jsou urceny jako didaktické piirucky a studijni materialy
pro vyucujici a studenty zékladnich a stfednich Skol s rozSifujici vyukou biologie.
Laboratorni protokoly jsou rozdéleny do ti hlavnich systematickych oddila:

1. Parazitiéti prvoci (Protozo a)

2. Paraziti¢ti helminti (Helminthes)

3. Paraziticti ¢lenovci (Arthropoda)

Kazdy z vySe uvedenych tematickych celkii obsahuje 2 — 4 vypracované laboratorni
protokoly. V kazdém tematickém celku jsou rovnéz uvedeny moznosti, jaké dalsi
pribuzné parazitické organismy by bylo mozné vyuzit pro laboratorni cviceni.

Dle tohoto ¢lenéni laboratornich cviceni do tfi tematickych celkd je mozné jednotliva
cviceni zaradit vradmci probirané skupiny zivoCichli dle radmcového vzdélavaciho
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programu popiipadé Skolniho vzdélavaciho programu. Jako ptedlohu pro tvorbu a
strukturu laboratornich protokolti jsem pouzila publikace téchto autor: Dobrorukova,

Storchova a Cilek, 1998; Bumerl et al., 2006.

4.3.1. Tématicky celek paraziticti prvoci

K tomuto tematickému celku byly vytvofeny ctyii laboratorni protokoly na zaklade
ziskanych parazitickych prvoki ze tfi riznych kment fiSe P r o t 0 zo a:
Apicomplexa (druhy Eimeria spp., Gregarina blattarum, Gregarina cuneata,
Gregarina polymorpha, Monocystis lumbrici), Eu gl e n o zo a (druhy Leptomonas

pyrrhocoris, Cryptobia helicis), Parabasala (drun Lophomonas blattarum).
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4.3.1.1. Laboratorni protokol ¢. 1
Vypracoval(a):

Datum:

Téma: PARAZITICTI PRVOCI zkmene E u gl en o zo a— Cryptobia helicis,
Leptomonas pyrrhocoris

Cile:

1) Seznamit se s morfologickou a anatomickou stavbou parazitickych prvoki z kmene
Euglenozoa.

2) Poznat postaveni typickych organel pro tiidu Kinetoplaste a (kinetoplast, jadro,
bazalni télisko, biciky, cytostom, popfipadé glykosom) a seznamit se s jejich
anatomickou stavbou.

3) Zdokonalit se v tvorbé totalnich nativnich preparatii a naucit se barvit suché roztéry
metodou Giemsy-Romanowského a zhotovovat trvalé preparaty.

Teoreticky ivod:

Leptomonas  pyrrhocoris je  prvok  z parazitologicky  vyznamné  tfidy
Kinetoplaste a Hojné se vyskytuje v travici trubici plostice (podiad
Heteroptera,celed Pyrrhocoridae) ruménice pospolné (Pyrrhocoris
apterus).  Leptomonas  pyrrhocoris je  jednohostitelska ~ (monogeneticka)
trypanosomatida, u které se vyskytuji pouze promastigitni a amastigotni stadia v podobé
tenkosténnych cyst. Ma pouze jeden bi¢ik (u nckterych forem tvoii ondulujici
membranu). Z pavodniho druhého bi¢iku je zachovano bazalni télisko.

Cryptobia helicis je také prvok ze tiidy Kinetop laste a, ktery Zije v receptaculum
seminis (zasobnim vacku, semenné schrance) hlemyzdé zahradniho (Helix pomatia) —
kmen Mol lusca, tiido Gastropoda, podtiide Pul monata.
Charakteristickym znakem jsou dva heterodynamické bic¢iky — ptedni a zpétny (vle¢ny),
ktery je u rodu Cryptobia pfirostly k povrchu buiky, aniz by tvofil ondulujici
membranu. Na konci buiiky zpétny bicik pokracuje jako volny vle¢ny bicik.

Ukol 1: Vypreparujte travici trubici z plostice ruménice pospolné a zasobni vacky
(receptaculum seminis) z hlemyzdé zahradniho.

Ukol 2: Zhotovte do¢asny nativni preparat z obsahu travici trubice ruménice pospolné a
z roztlakl zasobnich vackl hlemyzd& zahradniho a pozorujte vySe uvedené parazitické

prvoky pod mikroskopem pod riznymi zvétSenimi.
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Ukol 3: Popiste a zakreslete tvar téla pozorovanych prvokil a organely, které jste
pozorovali v nativnim preparatu, piipadné dalsi Zivotni funkce, které jste v nativnim
preparatu pozorovali (pohyb, traveni, vyluCovani, rozmnozovani, atd.).

Ukol 4: Zhotovte trvalé preparaty parazitickych prvokt Leptomonas pyrrhocoris a
Cryptobia helicis barvené metodou Giemsy — Romanowského.

Ukol 5: Pozorujte a zakreslete trvaly obarveny preparat Leptomonas pyrrhocoris a
Cryptobia helicis zvétseny 1000x pomoci imerzniho objektivu. Zvlastni pozornost
vénujte odlisSnému zbarveni cytoplasmy a bunécnych organel.

Materiél a pomucky:

Zivé ruménice pospolné (Pyrrhocoris apterus) — dospéli jedinci i nymfy, Zivi hlemyzdi
zahradni (Helix pomatia), prepara¢ni (pitevni) miska, prepara¢ni jehla, pinzeta, niizky,
jednorazova plastova pipeta, gumové jednorazové rukavice, podlozni a kryci skla,
fyziologicky roztok (0,9 g chloridu sodného — NaCl rozpusténého ve 100 ml destilované
vody), vldkna vaty, roztok Zelatiny (1 g zelatiny rozpustény ve 100 ml teplé vody),
prouzky filtraéniho papiru, azbestova deska, plynovy kahan, zépalky, Cisty benzin nebo
chloroform, methanol k fixaci suchych roztért, barvici mustek nebo sklenéné kyvety
opatfen¢ drazkami, zfedény roztok Giemsova barviva pievarenou destilovanou
v poméru 1:10, mikroskop a potieby k mikroskopovani, imerzni olej (cedrovy olej),
imerzni objektiv, mékky hadiik

Postup:

A) Pinzetou uchopte Zivou ruménici pospolnou a pomoci nizek nebo pinzety ji oddélte
hlavu od zbytku téla. Pomoci prepara¢ni jehly, pinzety a ntzek vypreparujte z téla
ruménice pospolné travici trubici.

B) Velkou sirokohrdlou lahev naplitte po okraj pfevafenou vodou a vlozte do ni zivé
hlemyzdé¢ zahradni a zavickujte ji. Takto proved'te usmrceni plze, které trva ptiblizné 20
— 24 hodin. Poté po Castech opatrné odstrafite pomoci pinzety ulitu. Plze pfipevnéte
pomoci Spendliki k voskovému dnu pitevni misky a objekt pielijte vodou. Pomoci
nizek, pinzety a preparacni jehly vypreparujte zasobni vacek (receptaculum seminis),

kde by se méli nachazet cizopasni prvoci Cryptobia helicis (obr. 18).
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Obr. 18: Vnitini organy hlemyzd¢ zahradniho (Helix pomatia): 1 — zasobni vacek (receptaculum seminis),
(ptevzato a upraveno dle Buchara, 1993)

Zhotoveni docasnvych nativnich preparatu:

Na dobfe vycisténa a odmasténa podlozni sklicka kapnéte jednorazovou plastovou
pipetou kapku pfedem ptipraveného fyziologického roztoku.

A) Na prvni podlozni sklicko s kapkou fyziologického roztoku vymackejte ¢ast obsahu
travici trubice rumeénice pospolné.

B) Na druhé podlozni sklicko s kapkou fyziologického roztoku rozetfete pomoci
preparacni jehly ¢ast obsahu zadsobniho vac¢ku hlemyzdé zahradniho.

Potom piikdpnéte pipetou piipraveny roztok Zelatiny nebo vloZte nékolik vlaken vaty
pro zpomaleni pohybu bic¢ikovcta Leptomonas pyrrhocoris a Cryptobia helicis. Lehce
piikryjte krycim sklickem, aby pod nim nebyly vzduchové bubliny a ze stran opatrné
odsajte prouzky filtracniho papiru ptebytecny fyziologicky roztok. Takto ziskéate nativni
docasné preparaty cizopasnych prvoku ze tiidy Kinetoplastea.

C) Docasny nativni preparat polozte na stolek mikroskopu, upevnéte jej svorkami a
pozorujte. Pod krycim sklickem najdéte misto, kde je soustiedéno nejvice parazitickych
prvokl,, a zaostfete pomoci makroSroubu a mikroSroubu. Prohlizejte postupné od
nejmensiho po nejvétsi zvétSeni.

Zhotoveni trvalych preparatu a jejich barveni metodou Giemsy — Romanowského:

Naprosto Cistd a hlavné odmasténd podlozni a kryci sklicka mirn€ vyzihdme na
azbestové desce pfimym plamenem plynového kahanu. Potom opakujeme stejny postup

jako pfi zhotoveni nativniho doc¢asného preparatu (viz predchozi body). Krycim sklem
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prejedeme po podloznim skle s kapkou kultury obsahujici endoparazitické prvoky

Leptomonas pyrrhocoris nebo Cryptobia helicis (obr. 19).

Obr. 19: Zhotoveni suchého roztéru z kultury obsahujici prvoky: A — kryci sklo s kapkou kultury prvoku,
B — roztdhnuti kapky s kulturou prvokit po hrané kryciho skla po pfilozeni k podloznimu sklu, C —
rozetieni kapky kultury s prvoky do tenké vrstvy posunutim kryciho skla (pfevzato a upraveno dle
Jirovce, 1977)

A) Natér nechte na vzduchu zaschnout, ¢imz provedete prvni fixaci.

B) Na suchy natér nakapejte metanol a nechte alespoii 3 minuty plisobit. Poté opatrné
osuste filtraénim papirem a nechte opét zaschnout. Timto zptisobem provedete druhou
fixaci.

C) Suché natéry obarvéte ziedénym roztokem Giemsova barviva v poméru 1:10 na
barvicim mustku nebo ve sklenénych kyvetach opatfenych drazkou po dobu 30 minut

(obr. 20).

Obr. 20: Nadoby k barveni mikroskopickych preparatli: A — barvici mistek, B — nadobka k provadéni
natérd na krycich sklickach, C — sklenéna kyveta opatfena drazkami (pfevzato a upraveno dle Jirovce,
1977)

D) Natér oplachnéte destilovanou vodou, jemné osuste filtranim papirem a nechte na

vzduchu zaschnout.
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E) Trvalé obarvené preparaty cizopasnych prvoki Leptomonas pyrrhocoris a Cryptobia
helicis pozorujte pod mikroskopem pii zvétseni 1000x . Na podlozni sklo s obarvenou
kulturou Leptomonas pyrrhocoris nebo Cryptobia helicis v misté pozorovani pieneste
malou kapku imerzniho oleje. Nastavte imerzni objektiv a hrubym posunem sesouvejte
tubus dold az se témét dotknete celni Cockou objektivu kryciho sklicka. Divejte se ze
strany. Pfi nejnizsi poloze objektivu se divejte do okularu a opatrné€ posouvejte hrubym
posunem nahoru. Nikdy se nedivejte do mikroskopu, jestlize posouvate smérem dolt —
pracovni vzdalenost siln€ zvétSujicich objektivl je velmi mald a trvaly preparat byste
mohli prorazit a objektiv poskodit.

Po skonceni pozorovani trvalého obarveného preparatu peclivé ocistéte ¢elo objektivu a
trvaly preparat mékkym hadiikem namocenym v benzinu. Nenechavejte imerzni olej
zaschnout, protoZe potom se velmi $patné €isti.

Vypracovani:

1) Nakres a popis tvaru téla pozorovanych endoparazitickych prvokl v nativnim a
trvalém mikroskopickém preparatu

2) Nakres a popis bunénych organel Leptomonas pyrrhocoris a Cryptobia helicis
(jadro, bic¢ik, kinetoplast, cytostom, cytoplasma, apod.)

3) Srovnani obou endoparazitickych prvokt

Reseni:

Leptomonas pyrrhocoris (nativni preparat — trvaly obarveny preparat — nakres)
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-64 -



Cryptobia helicis (nativni preparat — trvaly obarveny preparat — nakres)
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Zaver:

Odpovézte celou vétou na nasledujici otazky:

1. Jaka dvé stadia a v jaké podobé se vyskytuji u cizopasného prvoka Leptomonas
pyrrhocoris.

2. Jaky je hlavni rozdil v morfologické stavbé mezi druhem Leptomonas pyrrhocoris a
Cryptobia helicis.

3. Jaky je jednotici znak pfislusnikt téidy Kinetop laste a, kam patfi pozorované
druhy Leptomonas pyrrhocoris a Cryptobia helicis.

Reseni:

1. U prvoka Leptomonas pyrrhocoris se vyskytuje stadium amastigotni (leishmaniova
forma) — ve formé tenkosténnych cyst a stadium promastigotni (leptomonadova forma).
2. Leptomonas pyrrhocoris ma jeden bi¢ik, Cryptobia helicis ma dva bi¢iky (pfedni a
zpétny).

3. Jednoticim znakem piislusnikd tiéidy Kinetoplaste a je pfitomnost kinetoplastu
— usek mitochondrie, ve které je nahromadéno velké mnozstvi DNA.

Klicova slova:

kinetoplast, bazalni télisko, jadro, bicik, glykosom, cytostom, rumeénice pospolna
(Pyrrhocoris apterus), Leptomonas pyrrhocoris, amastigot, promastigot, hlemyzd’
zahradni (Helix pomatia), Cryptobia helicis, receptaculum seminis, promastigotni
stadium, amastigotni stadium, monogeneticka (jednohostitelskd)

Moznosti pozorovani dalSich podobnvych parazitickych prvoku:

Trvalé preparaty druhu Trypanosoma brucei brucei nebo zastupct rodu Leishmania.
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4.3.1.2. Laboratorni protokol ¢. 2

Vypracoval(a):

Datum:

Téma: PARAZITICTI PRVOCI z kmene Apicomp |l exa (vytrusovci) — Gregarina
blattarum, Gregarina cuneata, Gregarina polymorpha, Monocystis lumbrici (syn. M.
agilis)

Cile:

1) Seznamit se s morfologickou a anatomickou stavbou parazitickych prvoki z kmene
Apicomplexa

2) Porozumét slozitym vyvojovym (Zivotnim) cyklim jednotlivych zastupci tfidy
Gregarinea

3) Zdokonalit se v tvorb¢ totalnich nativnich preparatii a naucit se barvit suché roztéry
metodou Giemsy-Romanovského a zhotovovat trvalé preparaty.

Teoreticky ivod:

Gregariny (hromadinky) jsou zastupci kmene Apicomp | e x a (vytrusovei), ktery je
jednim z nejvétSich kment parazitickych protist. Obsahuje veterinarné i1 medicinsky
zavazné parazitické druhy. Typickym znakem kmene Apicomp | e x a jsou velmi
slozité¢ vyvojové cykly se 3 rozmnozovacimi fazemi Zivotniho cyklu: 1) merogonie
(schizogonie), 2) gametogonie, 3) sporogonie. Gregariny ztiidy Gregarine a
parazituji v travicim traktu ¢i télni dutiné bezobratlych. Gregarina polymorpha a
Gregarina cuneata jsou druhy zfadu Eugregarinid a zjici ve stievé larev
potemnika mou¢ného (Tenebrio molitor). Hromadinka $vabi (Gregarina blattarum) zije
ve stfeveé Svabl.

Hromadinka Zizali - Monocystis lumbrici (syn. Monocystis agilis) patii podobné jako
predchozi druhy gregarin do nejpocetnéjsiho fadu Eugregarinid a kmene
Apicomplexa. Oproti ptedchozim druhlim gregarin vSak nema septa v bufice
trofozoitu (skupina A se ptatin a). Pfichyceni k bufice zajistuje piedni ¢ast zoitu,
ktera je modifikovana do jednoduchého vacku, tzv. mukronu. Monocystis lumbrici je

Castym parazitem v semennych vaccich zizaly obecné (Lumbricus terrestris).

Material a pomucky: zivé larvy potemnika mouc¢ného (Tenebrio molitor) — ,,mouéni
Cervi“, zivé nymfy i imaga Svaba pestrého (Eublaberus distanti) nebo S§vaba

velkokiidlého (Archimandrita tessellata), ziva zizala obecna (Lumbricus terrestris),
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preparacni (pitevni) miska, preparacni jehla, pinzeta, ntzky, Spendliky, jednorazova

plastova pipeta, gumové jednorazové rukavice, podlozni a kryci skla, fyziologicky

roztok, prouzky filtracniho papiru, ¢isty benzin, binokularni lupa, mikroskop a potieby

k mikroskopovani, imerzni olej (cedrovy olej), imerzni objektiv, m¢kky hadiik

Ukol 1: Vypreparujte travici trubici nymfy popf. imaga §vaba pestrého (Eublaberus

distanti) nebo $vaba velkoktidlého (Archimandrita tessellata)

Ukol 2: Vypreparujte travici trubici ztéla larvy potemnika mou¢ného (Tenebrio

molitor).

Ukol 3: Vypreparujte semenné vacky z téla zizaly obecné (Lumbricus terrestris).

Ukol 3: Zhotovte do¢asny nativni preparat z obsahu travici trubice nymfy §vaba

pestrého (Eublaberus distanti) nebo §vaba velkokiidlého (Archimandrita tessellata)

Ukol 4: Zhotovte do¢asny nativni preparat z obsahu travici trubice larvy potemnika

moucného (Tenebrio molitor)

Ukol 5: Zhotovte dodasny nativni preparat ze semennych vacka Zizaly obecné

(Lumbricus terrestris).

Ukol 6: Pozorujte nativni preparaty hromadinky $vabové (Gregarina blattarum) pod

mikroskopem pod rliznymi zvétSenimi.

Ukol 7: Pozorujte nativni preparaty Gregarina cuneata a Gregarina polymorpha pod

mikroskopem pod riiznymi zvétSenimi.

Ukol 8: Pozorujte nativni preparat hromadinky Zizali (Monocystis lumbrici) pod

mikroskopem pod rliznymi zvétSenimi.

Ukol 7: Popiste tvar t&la pozorovanych prvokti a organely, které jste pozorovali

V nativnim preparatu, piipadné dalSi Zivotni funkce, které jste v nativnim preparatu

pozorovali (traveni, vylu€ovani, rozmnozovani, atd.).

Ukol 8: Pozorujte trvalé obarvené preparaty hromadinek (barvené metodou Giemsy —

Romanowského) zvétSené 1000x pomoci imerzniho oleje a imerzniho objektivu.

Ukol 9: Popiste pohyb pozorovanych prvok.

Postup:

1) Vezméte pinzetou nymfu zivého Svaba a nizkami mu ustfihnéte hlavicku. Pomoci
preparacni jehly, pinzety a ntizek vypreparujte z téla §vaba travici trubici.

2) Pomoci pinzety uchopte stfedné velkou larvu potemnika moucného (Tenebrio

molitor), nizkami ji odstiihnéte hlavicku.
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3)

4)

5)

6)

Vezmeéte Cerstvé usmrcenou zizalu obecnou (Lumbricus terrestris) a ptipevnéte jeji
ptid’ a zad’ pomoci $pendlikl k prepara¢ni misce. Pomoci pinzety, preparacni jehly,
skalpelu (nebo ziletky) vypreparujte semenné kanalky z téla zizaly. Na 10. a 11.
Clanku jsou dva pary varlat piechazejici v semenné vacky, prvni par vystupuje
z prepazky mezi 9. a 10. ¢lankem, druhy par mezi 10. a 11. ¢lankem a tfeti mezi 11.
a 12. ¢lankem (obr. 21). Abyste piesné¢ vedly fez v mistech zminénych ¢lankt, je

nutno provadét pitvu pod binokularni lupou.

Obr. 21: Vytsténi pohlavniho dstroji na podélném fezu zizaly v 9. — 15 ¢lanku: 1 — receptaculum
seminis, 2 — semenny vacek, 3 — vajecnik, 4 — varle, 8-14 — ¢lanky (pfevzato a upraveno dle Buchara,
1995)

Na dobfe vycisténé a odmasténé podlozni sklicko kapnéte pipetou kapku
fyziologického roztoku a vymackejte vnitini obsah travici trubice Svaba a na dalsi
vnitini obsah travici trubice mou¢ného cerva nebo rozmackané semenné vacky
zizaly. Lehce pfikryjte krycim sklickem a ze stran opatrné odsajte prouzky
filtraniho papiru piebytec¢ny fyziologicky roztok.

Docasny nativni preparat polozte na stolek mikroskopu, upevnéte jej svorkami a
pozorujte. Pod krycim sklickem najdéte misto, kde je soustfedéno nejvice
hromadinek (gregarin) a zaostfete pomoci makroSroubu a mikroSroubu. ProhliZejte
postupné od nemensiho (100x) po nejvétsi zvétseni (600x).

Trvaly obarveny preparat hromadinky $vabové (Gregarina blattarum), Gregarina
cuneata a Gregarina polymorpha (postup viz kapitola 3.2.1.1.) pozorujte pod
mikroskopem 1000x zvétseny. Na podlozni sklo s obarvenou kulturou hromadinek
V misté¢ pozorovani pieneste malou kapku imerzniho oleje. Nastavte imerzni
objektiv a hrubym posunem sesouvejte tubus doll az se témét dotknete Celni Cockou
objektivu kryciho sklicka. Divejte se ze strany. Pfi nejniz§i poloze objektivu se

divejte do okuldru a opatrné¢ posouvejte hrubym posunem nahoru. Nikdy se
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nedivejte do mikroskopu, jestlize posouvate smérem dolti — pracovni vzdalenost
siln¢ zvétSujicich objektivil je velmi mala a trvaly preparat byste mohli prorazit a
objektiv poskodit.

7) Po skonCeni pozorovani trvalého obarveného preparatu peclivé ocistéte Celo
objektivu a trvaly preparat mékkym hadiikem namocenym v benzinu. Nenechavejte
imerzni olej zaschnout, protoze potom se velmi Spatn¢ Cisti.

Vypracovani:

1) Nakres a popis tvaru téla pozorovanych endoparazitickych prvokl v nativnim nebo

trvalém mikroskopickém preparatu

2) Popis jednotlivych casti buiiky trofozoitu (epimerit, protomerit, deutomerit) u

hromadinek ze skupiny Septatina askupiny Aseptatin a,zakresleni jadra a

granulované cytoplasmy

3) Srovnani rozdilné stavby buiky trofozoitu hromadinek ze stfeva Svabu a larev

potemnika moucného oproti hromadinkam v semennych vaccich zizaly obecné

Reseni:

Gregarina cuneata (trvaly obarveny preparat — nakres)

FROTOVERIT
L DEURPERIT
A — JADRO

Gregarina polymorpha (do¢asny nativni preparat — nakres)
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Monocystis lumbrici — syn. M. agilis (do¢asny nativni preparat — nakres)

Zaver:

Odpovézte celou vétou na nasledujici otazky:

1) Co je to trofozoit?

2) Vyjmenujte vSechny faze vyvojového (zivotniho) cyklu kmene Apicomplexa.
Ktera faze rozmnozovaciho cyklu neni pfitomna u fadu Eugregarinid a, kam
patii vSechny pozorované hromadinky?

3) Co je to syzygie? (nakres + popis)

4) K ¢emu slouzi apikalni komplex, podle kterého je nazvan cely kmen vytrusovctu
(Apicomplexa)?

Reseni:

1) Trofozoit je vegetativni vyvojové stadium gregarin, ktery zije vtlacen predni ¢asti své
bunky do rizné hluboké prohlubné v burice hostitele. V podstaté se jedna o obrovsky
zvétSeny sporozoit.

2) sporogonie, merogonie (syn. schizogonie), gametogonie; U pozorovanych druhli
hromadinek zfadu E ugregarinid a neexistuje merogonie (schizogonie ve
vegetativni fazi vyvoje

3)

PRINIT

w0 S SATELIT
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Syzygie je prikladani uvolnénych trofozoitl (tzv. gamonti — predsexudlni stadia) k sobé
ve dvojicich.
4) Apikélni komplex je soubor nékolika organel na piednim poélu zoith (sporozoitd,

merozoiti), kterym umoziuje castecny ¢i uplny pranik do tkani ¢i bunék hostitele.

——— polarni prstenec

konoid —

mikroporus

mikronemy ————

— rhoptrie

lipoidni granulum =——¢
jadérko s

Obr. 22: Schéma zoitu (pfevzato dle Chroust, 1998)

Kli¢ova slova:

vyvojovy (zivotni cyklus), merogonie, schizogonie, gametogonie, sporogonie,
epimerit, protomerit, deutomerit, syzygie, primit, satelit, Se p t a t i n a,
Aseptatin a, vytrusovci, mukron, trofozoit, gamont, sporozoit, gametocysta,
hromadinka $vabi (Gregarina blattarum), G. cuneata, G. polymorpha, hromadinka
zizali — Monocystis lumbrici (M. agilis)

Moznosti pozorovani dal§ich podobnych parazitickych prvoku:

Gregarina steini nebo Steinina ovalis, které se také mohou vyskytovat v travici trubici

larev potemnika mou¢ného (Tenebrio molitor).
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4.3.1.3. Laboratorni protokol ¢. 3

Vypracoval(a):

Datum:

Téma: PARAZITICTI PRVOCI z kmene Apicomp | exa (vytrusovei) — tfida
Coccidea (kokcidie) — oocysty kokcidie rodu Eimeria z infikovaného trusu ovce
Cile:

1) Seznamit se s morfologickou a anatomickou stavbou oocyst kokcidii rodu Eimeria
zkmene Apicomplexa

2) Porozumét rozdilim ve vyvojovém (Zivotnim) cyklu mezi tfidami Gregarinea
aCoccidea

3) Naucit se pouzivat a pracovat s urc¢ovacimi klici

Teoreticky ivod:

Ttida C o c c i d e a (kokcidie), do které patii i pozorovany druh z rodu Eimeria jsou
velmi pocetnou skupinou obligatné vnitrobunéénych (intracelularnich) jednobunéénych
parazitii obratlovell bezobratlych zivocichl. V infekénich stadiich kokeidii, tzv. zoitech
jsou pfitomny buiikky apikalniho komplexu, a proto kokcidie patii do kmene
Apicomplexa podobné rizné druhy gregarin pozorované v piedchozi kapitole. Na
rozdil od tfidy G r e g a r i n e a infekéni stadia kokcidii (zoiti) nemaji epimerit ani
mukron. Vyvojovy (Zivotni) cyklus kokcidii rodu Eimeria (obligatné monoxennich
zastupcil) obsahuje vSechny tii faze rozmnozovani na rozdil od tadu Eugregarini
d a, kam patii druhy hromadinek z pfedchoziho laboratorniho protokolu. Zastupci rodu
Eimeria, kam patfi pozorovany druh kokcidie v tomto laboratornim cviceni Eimeria
ovinovalis (syn. E. ninakohlyakimovae) z infikovaného trusu ovce jsou typicti
oocystami se 4 sporocystami, z nichz kazda obsahuje 2 sporozoity.

Material a pomtcky: Cerstvy nebo fixovany (v 4% roztoku formaldehydu — CH,0)

infikovany trus ovce, tfeci miska S tlouckem, plastové sitko, jednorazové plastové
pipety nebo vySetfovaci klicky, centrifuga, konické zkumavky a stojan na zkumavky,
kadinky, sklenénd tyc¢inka, laboratorni 1zicka, podlozni a kryci skla, destilovana voda,
stficka, zasobni plastové lahve, zadsobni roztok bezvodého siranu hote¢natého — MgSO,
nebo chloridu sodného — NaCl, digitalni vahy, filtra¢ni papir, lihovy fix, jednorazové
gumové rukavice, odpadni nadobka s desinfekénim roztokem (chloramin — NH,CI,

SAVO)
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Ukol 1: Piipravte nasycené flotaéni roztoky z dehydratovanych chemikalii do zasobnich
lahvi

Ukol 2: Koprologickymi flotaénimi vySetiovacimi metodami diagnostikujte oocysty
kokcidii rodu Eimeria v infikovaném trusu ovce

Ukol 3: Zhotovte dodasny mikroskopicky preparat z vyflotovaného vzorku
infikovaného trusu ovce

Ukol 4: Pozorujte do¢asné mikroskopické preparaty obsahujici oocysty kokcidii rodu
Eimeria pod mikroskopem od nejmensiho (100x) po nejvétsi zveétSeni (600x)

Ukol 5: Popiste tvar oocysty pozorovaného druhu kokcidie Eimeria spp., popf. tvar a
pocet sporocyst a sporozoiti, jsou-li vysporulované

Ukol 6: Dle uréovaciho klice (napf. Cernd, 1983 nebo Chroust, 1998) determinujte dle
uréovacich znakl (napf. velikost a tvar oocysty, pfitomnost mikropyle ¢i mikropylové
Cepicky) o jaky druh kokcidie rodu Eimeria se jedna

Postup:

1) Ptiprava Fiillebornova a Brezova nasyceného flota¢niho roztoku

Ptipravte si dv€ zdsobni lahve o objemu jeden litr, digitalni vdhy na odvaZeni
dehydratovaného chloridu sodného, siranu hote¢natého, popf. thiosiranu sodného,
stficku s destilovanou vodou

A) Fiilleborntv nasyceny flotaéni roztok

- na digitalnich vahach navazte 35 g chloridu sodného — NaCl (kuchynska sil) a
dokonale rozpustte v 100 ml teplé destilované vody za ob¢asného michani sklenénou
ty€inkou; takto pfipraveny nasyceny roztok slijte do zasobni lahve a popiste lihovym
fixem

B) Breziv nasyceny flotaéni roztok

- rozpust'te dehydratovany siran hofe¢naty — MgSOy (popt. thiosiran sodny — Na,S;03)
Vv destilované vodé v poméru 3:1 (dehydratovana sil : destilovand voda) za ob¢asného
michéani sklenénou ty¢inkou, dokud neni sl dokonale rozpusténa; takto pfipraveny
nasyceny roztok slijte do zasobni lahve a popiste lihovym fixem

2) Zpracovani infikovaného trusu ovce Brezovou flota¢ni metodou

A) cca 2 g cCerstvého nebo fixovaného (v 4% roztoku formaldehydu — CH,0)

infikovaného trusu ovce rozmélnéte s trochou destilované vody ve tfeci misce
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s tlou¢kem a potom sklenénou ty¢inkou nebo laboratorni 1zickou dokonale rozmichejte
do podoby suspenze

B) obsahuje-li trus hrubé a velké ¢astice, homogenizovany vzorek trusu piefiltrujte pies
plastové sitko, popf. pfes gazu poloZenou na kadince

C) ptedem pfipravené konické zkumavky (nejlépe plastové) popiste lihovym fixem a
naplite je piefiltrovanou suspenzi vzorku trusu do vyse jednoho cm od horniho okraje
D) naplnéné zkumavky vlozte do centrifugy a centrifugujte pii 2000 otackach po dobu 2
— 3 minut

E) zkumavky vyjméte z centrifugy, pozorujte tmavy sediment usazeny na dné
zkumavky a svétlej§i supernatant, ktery razné slijte do pfipravené odpadni nadobky
s desinfek¢nim roztokem (chloramin — NH,CIl, SAVO)

F) stfickou snasycenym flotaénim roztokem (Breziiv nebo Filleborniv) piidejte
k sedimentu na dvé zkumavky trochu nasyceného flotaéniho roztoku a sklenénou
ty¢inkou nebo S$pejli dokonale rozmichejte sediment s nasycenym roztokem, poté
dopliite zkumavku nasycenym flotacnim roztokem ze stficky do vySe jednoho cm od
horniho okraje zkumavky

G) zkumavky opét umistéte do centrifugy a flotujte pii 2000 otackach po dobu 2 — 3
minut a poté ji s velkou opatrnosti vyjméte z centrifugy, aby nebyla poruSena povrchova
blanka (obsahuje vyflotované oocysty kokcidii) a umistime do stojanku na pracovnim
stolku

3) Zhotoveni docasného mikroskopického preparatu oocyst kokcidii z vyflotovaného

roztoku trusu

A) pomoci jednorazové plastové vySetfovaci kli€ky nebo pipety se lehce dotknéte
povrchové blanky ve zkumavce

B) vysetfovaci klickou nebo jednorazovou pipetou provedte po okraji podlozniho skla
krouzivy pohyb na plose cca 1x1 cm?, zbylou plochu podlozniho skla vyuzijte
k opakovanému roztéru vzorku trusu

C) opatrné ptilozte kryci sklicko a pozorujte pod mikroskopem od nejmensiho (100x)
po nejvetsi (600x) zvétseni

Vypracovani:

1) Nékres a popis tvaru oocyst kokcidii rodu Eimeria

2) Popis jednotlivych ¢asti oocysty kokcidie — sporocysty, sporozoity, mikropyle, apod.
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3) Srovnani pozorované oocysty Eimeria ovinovalis s jinymi druhy oocyst rodu Eimeria
cizopasnicich u ovei dle uréovacich kligt (Cerna, 1983; Chroust, 1998)
Reseni:

Eimeria ovinovalis (syn. E. ninakohlyakimovae), do¢asny preparat — nakres

Zaver:

Odpovézte celou vétou na nasledujici otazky:

1) Co je to oocysta?

2) Vysvétlete proces sporulace

3) Co to znamena, ze kokcidie rodu Eimeria jsou obligatni intracelularni parazité?

4) Do které ttidy fadime kokcidie rodu Eimeria?

Reseni:

1) Oocysta je kone¢né infekéni a exogenni stadium posledni faze vyvojového
(zivotniho) cyklu kokcidii, kterou nazyvame sporogonie.

2) Sporulace je proces premény jednobunécného sporontu na zralou, infekce schopnou
0ocystu.

3) Zastupci kokcidii rodu Eimeria jsou zpravidla (obvykle) nitrobunééni cizopasnici.

4) Kokcidie rodu Eimeria fadime do tifidy Coccidea.

Klicova slova:

vyvojovy (zivotni cyklus), merogonie, schizogonie, gametogonie, sporogonie, excitace,
oocysta, sporocysta, sporozoit, mikropyle, kokcidie, Eimeria, sporulace, monoxenni
(jednohostitelska), flotace, koprologické metody, Breztv flotacni roztok, Fiilleborntiv
flotacni roztok

Moznosti pozorovani dal§ich podobnvych parazitickych prvok:

Kokcidie rodu Eimeria ztrusu kralika, slepice, psa, apod.; trvalé preparaty

vicehostitelské (heteroxenni, dixenni) kokcidie Toxoplasma gondii.
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4.3.1.4. Laboratorni protokol ¢. 4

Vypracoval(a):

Datum:

Téma: SYMBIOTICTI PRVOCI zkmene P ar ab asal a - brvitka $vabova
(Lophomonas blattarum)

Cile:

1) Seznamit se s morfologickou a anatomickou stavbou parazitickych prvoki z kmene
Parabasala

2) Objasnit rozdil mezi trofickymi vztahy: parazitismus x komenzalismus X
mutualismus

3) Zdokonalit se v tvorb¢ totalnich nativnich preparati a naucit se barvit suché roztéry
dle Giemsy — Romanovského a zhotovit trvalé preparaty.

Teoreticky ivod:

Brvitka $vabova (Lophomonas blattarum) je zastupcem fadu Trichonymphida.
Zastupci tohoto fadu zkmene P arab asal a ziji vyhradné v travici trubici nizSich
Svabl a dievokaznych $vabl. Jsou specializovani na traveni celulozy (v travicim traktu
termita ¢i Svaba pohlcuji celé kousky celulozy) velkym mnozstvim bicikl (az tisice),
vyraznému zvétSeni bunky a velkymi parabazalnimi aparaty (vackovité aparaty leZici
vzdy pobliz bic¢ikli) a pfitomnosti symbiotickych bakterii ve svych buikach. Vztah
téchto prvoku zijicich vyluéné ve stfevé termiti a Svabi ma mutualistickou povahu
spolusouziti. Druh (Lophomonas blattarum)zije v zadnim oddile traviciho traktu §vaba.

Materidl a pomucky: Zivy $vab pestry (Eublaberus distanti) nebo $vab velkokiidly

(Archimandrita tessellata) — imaga i nymfy, prepara¢ni (pitevni) miska, preparacni
jehla, pinzeta, niZzky, jednordzova plastova pipeta, gumové jednordzové rukavice,
podlozni a kryci skla, fyziologicky roztok (0,9 g chloridu sodného — NaCl rozpusténého
ve 100 ml destilované vody), vlakna vaty, roztok Zelatiny (1 g Zelatiny rozpustény ve
100 ml teplé vody), prouzky filtra¢niho papiru, azbestova deska, plynovy kahan,
zapalky, Cisty benzin nebo chloroform, methanol k fixaci suchych roztért, barvici
mustek nebo sklenéné kyvety opatfené drazkami, zfedény roztok Giemsova barviva
prevafenou destilovanou v poméru 1:10, mikroskop a potieby k mikroskopovani,

imerzni olej (cedrovy olej), imerzni objektiv, mékky hadiik
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Ukol 1: Vypreparujte travici trubici nymfy nebo imaga $véba pestrého (Eublaberus
distanti) nebo $vaba velkoktidlého (Archimandrita tessellata)

Ukol 2: Zhotovte docasny nativni preparat z obsahu travici trubice §véba a pozorujte
vyse uvedené symbiotické prvoky pod mikroskopem pod riznymi zvétSenimi.

Ukol 3: Popiste a zakreslete tvar téla pozorovanych prvokil a organely, které jste
pozorovali v nativnim preparatu, piipadné dalsi Zivotni funkce, které jste v nativnim
preparatu pozorovali (pohyb, traveni, vylu¢ovani, rozmnozovani, atd.).

Ukol 4: Zhotovte trvalé preparaty symbiotického prvoka Lophomonas blattarum
barvené metodou Giemsy-Romanovského.

Ukol 5: Pozorujte a zakreslete trvaly obarveny preparat brvitky $vabové Lophomonas
blattarum zvétSeny 1000x pomoci imerzniho oleje a imerzniho objektivu. Zvlastni
pozornost vénujte odlisSnému zbarveni cytoplasmy a bunéénych organel

Postup:

Vypreparovani travici trubice Svdba a zhotoveni nativnich docasnych preparati i
trvalych preparatii véetné jejich barveni metodou Giemsy — Romanowského dle postupti
Vv kapitolach 4.3.1.1. a 4.3.1.2.

Vypracovani:

1) Nékres a popis tvaru téla pozorovanych endoparazitickych prvokli v nativnim a
trvalém mikroskopickém preparatu

2) Nakres a popis buné¢nych organel brvitky svabové (Lophomonas blattarum) — jadro,
biciky, parabasalni aparat, axostyl — opérna ty¢inka prochazejici sttedem téla

3) Vysvétlit rozdil mezi mutualismem, komenzalismem a parazitismem

Reseni:

Lophomonas blattarum (nativni preparat — nakres; trvaly obarveny preparat — nakres)
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Zaver:

Odpovézte celou vétou na nasledujici otazky:

1. Jak je brvitka Svabova — Lophomonas blattarum pftizptsobena traveni celulozy ve
stfeveé Svabi?

2. Jakym zpuisobem se vyzivuje brvitka Svabova — Lophomonas blattarum?

3. Vysvétlete pojmy: axostyl, parabasalni aparat

Reseni:

1. Brvitka §vabova — Lophomonas blattarum ma vyrazné zvétSenou buiiku, zmnozeny
pocet biCikli a symbiotické bakterie ve svych builkach, které jim pomahaji natravit
celulozu.

2. Brvitka §vabova — Lophomonas blattarum se vyzivuje vyhradné osmoticky.

3. Axostyl a parabasélni aparat jsou specializované organely v buiice brvitky Svabové
(Lophomonas blattarum). Axostyl je oporna ty¢inka prochazejici stiedem téla,
parabasalni aparat je vackovity tvar, nékdy hodné protadhly az vlaknity, n€kdy spirdlné
zatoCeny nebo pohérkovity. ObtiZzn€ se zachovava pii béznych barvicich a fixacnich
metodach.

Klic¢ové slova:

symbidza, mutualismus, komenzalismus, parazitismus, axostyl, parabasilni aparat,
jadro, bi¢ik, Parabasal a, brvitka Svabova — Lophomonas blattarum, osmoza

Moznosti pozorovani dal§ich podobnvch parazitickych prvoki:

Trvalé obarvené preparaty bi¢enky poSevni (Trichomonas vaginalis) a dalsich druhi z

faduTrichomonadida.
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4.3.2. Tématicky celek paraziti¢ti helminti

K tematickému celku paraziti¢ti helminti byl vztvofen pouze jeden laboratorni protokol,
nebot’ vS§echny ziskani helminti jsou z kmene oblych hlisti (Nemathelminthes),
konkrétn¢ jde o zastupce ze tiidy hlistice (N e m a t o d a). Tento tématicky celek
zahrnuje 3 druhy hlistic ziskanych z infikovaného trusu ovce a psa v podob¢ vajicek
parazitickych hlistic (zubovka — Oesophagostomum spp., Skrkavka psi — Toxocara
canis, tenkohlavec ov¢éi — Trichuris ovis) e jeden druh parazitické hlistice z Geledi
Thelastomatida e, ktera byla ziskana z télni dutiny $vaba velkokiidlého

(Archimandrita tessellata) a jednalo se o dospélce i vajicka.
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4.3.2.1. Laboratorni protokol

Vypracoval(a):

Datum:

Téma: PARAZITICTI HELMINTI ze tiidy N e m a t o d a — zubovka
(Oesophagostomum spp.), skrkavka psi (Toxocara canis), tenkohlavec ov¢i (Trichuris
ovis), ¢eled Thelastomatidae

Cile:

1) Seznamit se s morfologickou a anatomickou stavbou parazitickych helmintl ze tfidy
Nematoda (hlistice)

2) Spravné pouzivat pojmy: geohelmint vs. biohelmint; paratenicky vs. definitivni
hostitel

3) Naucit se pouzivat koprologické flota¢ni metody pfi zpravovani infikovanych vzork
trusu obratlovci

4) Zdokonalit se v tvorbé doc¢asnych mikroskopickych preparatt

Teoreticky iivod:

Ttida N e m at o d a (hlistice) zahrnuje druhy volné Zijici i parazitické. Jejich télo je
obligatn¢ protahlé, nesegmentované, pokryté mnohovrstevnatou kutikulou, ktera je
vylu€ovana z hypodermis (epidermis) a ma funkci vnéjSiho skeletu (exoskeletu). Jsou
gonochoristi (oddéleného pohlavi) s trubicovitymi pohlavnimi organy. Nékteré druhy
jsou geohelminti (pfimy vyvojovy cyklus), jiné druhy jsou biohelminti (nepiimy
vyvojovy cyklus). U vétSiny parazitickych hlistic dochéazi k 4 svlékanim, po poslednim
svlékani vznikd juvenilni hlistice, ktera pohlavné dospiva. K ndkaze definitivniho
hostitele dochazi bud’ peroralné (pozienim vajicka ¢i larev s kontaminovanou potravou)
nebo perkutdnné (invazni larvy aktivné pronikaji povrchem téla). U nékterych
geohelmintl hraji dulezitou roli tzv. parateni¢ti hostitelé, ktefi jsou Ccasto
nejdulezitéjSim zdrojem nakazy definitivnich hostitelt.

e zubovka (Oesophagostomum spp.) — bézni parazité tlustého stfeva prasat,
dobytka, primati a hlodavctu ztadu Stron gy lid a, u zvifat pisobi silna
priijmovitd onemocnéni, poruchy traveni vedouci i k thynlim zvifat; tenkosténna
vajicka diagnostikovana v infikovaném trusu ovce

o skrkavka psi (Toxocara canis) — druh ztadu A sc a ri d i d a parazitujici u

psovitych Selem, larvy tohoto druhu prodélavaji tzv. somatickou migraci (¢ast

-80 -



Z nich nedokon¢i svlij vyvoj a enkapsuluje se v riznych tkanich hostitele, u
clovéka zplsobuje tzv. larvalni toxokardozu; vajicka diagnostikovana
V infikovaném trusu psa

e tenkohlavec ov¢i (Trichuris ovis) —druh z fadu E n o p | i d a parazitujici u ovci,
kterym zplisobuje tézké prijmy, typicka je predni tenkd hlavova cast, ktera je
zanotena ve sliznici tlustého stieva hostitele a do lumen (vnifni ¢ast kazdého
dutého organu) stieva  vyCnivajici siln€j$i zadeCkové ¢asti tenkohlavei;
silnosténnd odolnd vajicka citronového tvaru se dvéma podlovymi zatkami
diagnostikovéna v infikovaném trusu ovce
Svaba velkokiidlého (Archimandrita tessellata) z fadu O x y u r i d a; dospélé
hlistice a jejich vajicka, identifikovan §vab velkokiidly (Archimandrita
tessellata)

Material a pomicky: Cerstvy nebo fixovany (ve 4% roztoku formaldehydu — CH,0)

infikovany trus ovce a psa, zivda nymfa nebo dospélec Svaba velkokiidlého
(Archimandrita tessellata), prepara¢ni (pitevni) miska, preparacni jehla, fyziologicky
roztok (0,9 g chloridu sodného — NaCl rozpusténého ve 100 ml destilované vody),
ntzky, skalpel, tfeci miska s tlouckem, plastové sitko, jednorazové plastové pipety nebo
vySetiovaci klicky, centrifuga, konické zkumavky a stojan na zkumavky, kadinky,
sklenéna tycinka, laboratorni 1zi¢ka, podlozni a kryci skla, destilovana voda, stficka,
zasobni plastové lahve, zasobni roztok bezvodého siranu hotfecnatého nebo chloridu
sodného, digitalni vahy, filtraéni papir, lihovy fix, jednordzové gumové rukavice,
odpadni nadobka s desinfekénim roztokem (chloramin — NH,CI, SAVO)

Ukol 1: Piipravte nasycené flotaéni roztoky z dehydratovanych chemikalii do
pfipravenych zasobnich lahvi

Ukol 2: Koprologickymi flotaénimi vySetfovacimi metodami diagnostikujte vajicka
vyse uvedenych parazitickych helminta

Ukol 3: Zhotovte do¢asny mikroskopicky preparat z vyflotovaného vzorku
infikovaného trusu ovce a psa

Ukol 4: Pozorujte do¢asné mikroskopické preparaty obsahujici vaji¢ka vyse uvedenych
parazitickych helmintli pod mikroskopem od nejmensiho (100x) po nejvétsi zvétseni

Ukol 5: Popiste tvary jednotlivych vaji¢ek v infikovaném trusu ovce a psa
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Ukol 6: Provedte pitvu zivé nymfy nebo dospélce §vaba velkokiidlého (Archimandrita
tessellata)

Ukol 7: Zhotovte do¢asné nativni preparaty s obsahu travici trubice nebo télni dutiny
Svaba velkokiidlého (Archimandrita tessellata)

Ukol 8: Pozorujte tvar drobnych hlistic a jejich vaji¢ek

Postup:

Vysetieni infikovaného vzorku trusu ovce a psa koprologickymi a flotacnimi metodami
vcetné zhotoveni docasnych preparatii z vyflotovanych vajicek parazitickych druhti
hlistic dle postupu v kapitole 4.3.1.3. Pitva §vaba a zhotoveni docasného nativniho
preparatu dle postupu v kapitole 4.3.1.2.

Vypracovani:

1) Nékres a popis tvaru vaji¢ek ziskanych druhii hlistic z infikovaného vzorku trusu
ovce a psa

2) Nékres a popis drobnych hlistic a jejich vaji¢ek z travici trubice a t€lni dutiny Svaba
velkok#idlého (Archimandrita tessellata)

Reseni:

Oesophagostomum spp.
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Trichuris ovis

Seled Thelastomatidae

—

Odpovézte celou vétou na nasledujici otazky:

Zaver:

1. Vyjmenujte n¢které parazitické helminty z tfidy Nematoda zplsobujici zavazna
onemocnéni u cloveka.

2. Vysvétlete pojem paratenicky hostitel.

3. Jaky je rozdil mezi geohelmintem a biohelmintem?

Reseni:

1. Mezi parazitické zastupce hlistic, které zplsobuji zavazna onamocnéni u ¢lovéka
patii napf. tenkohlavec lidsky (Trichuris trichina), svalovec sto¢eny (Trichinella
spiralis), skrkavka détska (Ascaris lumbricoides), roup détsky (Enterobius
vermicularis), apod.

2. Paratenicky (rezervoarovy) hostitel je organismus, jenz stoji mimo vyvojovy cyklus
parazita. Parazit se v tomto hostiteli nijak nevyviji a v podstaté ceka na to, az se dostane
do definitivniho hostitele. Paratenicky hostitel usnadiiuje parazitu prenos do

definitivniho hostitele nebo chrani parazita pied nepiiznivym prostiedim.
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3. Geohelminté maji ptimé vyvojové (zivotni) cykly bez mezihostitele, biohelminté
maji nepiimé vyvojové (zZivotni) cykly za ucasti mezihostitele.

Klic¢ové slova:

geohelmint, biohelmint, paratenicky (rezervoarovy) hostitel, definitivni hostitel,
mezihostitel, vyvojovy (zivotni) cyklus, larvalni toxokar6za, hlistice (Nematod a),
koprologické metody, flotacni metody

Moznosti pozorovani dalSich podobnvych parazitickych helminti:

Paraziti¢ti helminti ze tfid C e st o d a (tasemnice) aTre mat o d a (motolice).
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4.3.3. Tématicky celek paraziticti ¢lenovci

K tomuto tématickému celku byly vytvofeny dva laboratorni protokoly na zékladé
ziskanych ektoparazitickych druhti z kmene Arth r o p o d a, ktefi byli zastupci t¥id
klepitkatci (Chelicerata)—kliste obecné (Ixodes ricinus) a klestik véeli (Varroa
destructor) a hmyz (I n se c t a) — blecha kocici (Ctenocephalides felis) a klo$ jeleni
(Lipoptena cervi).
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4.3.3.1. Laboratorni protokol ¢. 1

Vypracoval(a):

Datum:

Téma: PARAZITICTI CLENOVCI ze ttidy klepitkatci (Chelicerata)— klists
obecné (Ixodes ricinus) a klestik v¢eli (Varroa destructor)

Cile:

1) Seznamit se s morfologickou stavbou parazitickych Clenovci ze tiidy klepitkatci
(Chelicerata)

2) Poznat nékterd nebezpetna onemocnéni prendSené parazitickymi clenovei z fadu
roztoCi (Acarina)

3) Naucit se zhotovovat trvalé preparaty drobnych c¢lenovell zapusténim do
montovaciho media (kanadského balzamu)

Teoreticky ivod:

Klisté¢ obecné (Ixodes ricinus) i klestik vceli (Varroa destructor) jsou zastupci fadu
Acarin a, ktery patii do tidy klepitkatci (C helicerata). Ustni organy roztoi
jsou opatfeny klepitky (chelicerami), které jsou u vétSiny parazitickych zéastupct
roztocl preménény na ozubené nebo bodcovité utvary slouzici k sani krve a télnich
tekutin jejich hostitelit (napt. hypostom u kliStéte obecného). Gnathosoma je ptfedni
(ustni) cast, kterd nese Ustni koncetiny a slouzi hlavné k pfijmu potravy. Idiosoma je
zadni ¢ast téla, na které jsou umistény koncetiny, popfipade i o¢i (jsou-li pfitomny).
Rozto¢i (A ¢ a r i n a) dychaji vzdusnicemi, které usti na povrch téla otvory, tzv.
stigmaty. Dle pievladajiciho charakteru stigmat rozdélujeme zastupce fadu Acarina
do ¢ty podiadi: Astigmata (chybi stigmata, drobné druhy rozto¢d dychajici celym
povrchem téla), P r o st i g m a t a (stigmata vyastuji na gnathostoma),
Mesostigmata (stigmata vyastuji na bocich podél vkloubeni 2. — 4. paru
konCetin)a M etastigmata (stigmata vyastuji za 4. parem nohou). Druhy fadu
A carin ajsou gonochoristi (oddéleného pohlavi). Vyvoj probiha nasledujicim
zpusobem: 1. vajicko, 2. Sestinoha larva, 3. osminohd larva, 4. imago (dospélec) — po
jednom nebo nékolika svlékani.

Klist¢ obecné (Ixodes ricinus) je nejznamé&jSim a nejrozsifenéj§im druhem celedi
Ixodidae ztadu Acarina. Kesvému vyvojovému cyklu potiebuje obvykle tii

ruzné hostitele — tiihostitelsky vyvojovy cyklus, ktery mize trvat i n€kolik let. Klisté

- 86 -



obecné se vyskytuje ve volné piirodé na vétsing uzemi CR. Vyskytuje se zejména
V nizinach a pahorkatinach. Krev saji na hostitelich pouze samicky, které jsou schopny
pii sani mnohonasobné zvétsit svij povrch a ziskat tak dostatek potravy pro tvorbu
vajicek.

Klestik véeli (Varroa destructor) je pomémné velky (asi 1,5 mm), robustni a svétle
hnéd¢ zbarveny rozto€. Je pilivodcem nebezpetného onemocnéni vcel, tzv. varroazy,
nebot’ saje hemolymfu u kukel i dospélych v¢el. Dfive byla v¢elstva napadena destikem
vcelim povinné likvidovana spéalenim, dnes se do napadenych vcelich uli aplikuji rizné
akaricidni latky.

Material a pomitcky: klisté obecné, vceli plastve obsahujici klestika vcéeliho, 96%

alkohol — ethanolu (C,HsOH), xylen (dimethylbenzen), kanadsky balzam, podlozni a
kryci skla, pinzeta, sklenénd tyCinka, Petriho miska, mikroskop, binokularni lupa, Cisty
benzin

Ukol 1: Pozorujte klisté obecné piisaté na hostiteli

Ukol 2: Pozorujte uhynulé klestiky véeli ve véelich plastvi ziskanych od véelait

Ukol 3: Odvodnéte kli§té obecné a klestika véeliho v 96% ethanolu a xylenu

Ukol 4: Zhotovte trvaly preparat klistdte obecného a klestika véeliho zamontovanim do
kanadského balzamu

Ukol 5: Pozorované ektoparazity zakreslete a popiste stavbu téla

Postup:

1) Ektoparazity nejprve odvodnéte 2 — 3x v 96% etanolu (C,HsOH) a poté v xylenu
(dimethylbenzenu).

2) Na dobfe vycCisténé a odmasténé podlozni sklo kapnéte kapku kanadského
balzamu (pokud je pfili§ husty, Ize jej fedit xylenem).

3) Do kapky kanadského balzamu vlozte odvodnéného ektoparazita a oparné
piikryjte krycim sklem. Abyste zabranili vzniku vzduchovych bublin, je dobré
nejprve kryci sklo smocit v Xylenu.

4) Zhotoveny trvaly preparat pozorujte nejprve pod binokularni lupou a poté pod
mikroskopem

Vypracovani:
1) Nakres a popis tvaru téla pozorovanych ektoparazitickych roztoct v trvalém

mikroskopickém preparatu
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2) Popis casti téla u klistéte obecného a kleStika vceliho (gnathosoma, idiosoma,
scutum, hypostom)

3) Vysvétlit rozdil mezi podiadem Metastigmata (I xodid a), kam patii kliste
obecné a podiadem Mesostigmata(Gamasid a), kam patii klestik véeli
Reseni:

Ixodes ricinus (trvaly preparat — nakres)

_- GNATHoSOMA

Zaver:

Odpovézte celou vétou na nasledujici otazky:

1. Jaké zavazna onemocnéni pienasi klisté obecné?
2.V jakych lesich se u nas vyskytuji klist'ata?

3. Co je to varroaza?
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Reseni:

1. Klisté obecné (Ixodes ricinus) ptenasi napt. klisStovou meningoencefalitidu (virové
onemocnéni) nebo lymeskou boreliézu (piivodcem je bakterie Borrelia burgdorferi).

2. Klistata se na naSem uzemi vyskytuji zejména v listnatych a smiSenych lesich
s kfovinatym podrostem, piedevsim v nizinach a pahorkatinach.

3. Varroaza je onemocnéni véel, které zpusobuje rozto¢ klestik vceli (Varroa
destruktor) sanim hemolymfy u dospélych véel i jejich kukel.

Kli¢ova slova:

ttihostitelsky vyvojovy cyklus, scutum, hypostom, idiosoma, gnathostom, gonochoristé,
varroaza, klistova meningoencefalitida, lymeska borelidza, Acarina, kanadsky balzadm,
stigmata

Moznosti pozorovani dalSich podobnych parazitickych rozto¢a:

Trvalé preparaty klistaka holubiho (Argas reflexus), ¢melika kufiho (Dermanyssus
gallinae), trudnika tukového (Demodex folicullorum).
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4.3.3.2. Laboratorni protokol ¢. 2

Vypracoval(a):

Datum:

Téma: PARAZITICTI CLENOVCI ze t¥idy hmyz (I n se ¢ t a) — blecha kogi¢i
(Ctenocephalides felis) a klos jeleni (Lipoptena cervi)

Cile:

1) Seznamit se s morfologickou stavbou parazitickych clenovet ze tfidy hmyz
(Insecta) ajejich pfizpusobeni parazitickému zptsobu zivota

2) Poznat rozdily mezi proménou dokonalou a proménou nedokonalou v ramci
zastupcu tiidy Insecta

3) Naucit se zhotovovat trvalé preparaty drobnych c¢lenovell zapusténim do
montovaciho media (kanadského balzamu)

Teoreticky ivod:

Ttida hmyz (I n se c t a) je nejpocetnéjsi a nejvice diferencovanou taxonomickou
jednotkou zivocisné fiSe. Z tohoto divodu zde muzeme nalézt i1 velké mnoZstvi
parazitickych druhti. V této laboratorni praci je vénovéana pozornost zastupciim hmyzu
sajici krev (blecha koci¢i — Ctenocephalides felis a klos$ jeleni — Lipoptena cervi). Mezi
parazitické zastupce ze tfidy | n se ¢ t a patii také druhy piendSejici zavazna
onemocneéni (napf. komaii — malarie — ptivodcem Plasmodium vivax nebo Plasmodium
falciparum); zakefnice — Chagasova nemoc — puvodcem Trypanosoma cruzi).
Ektoparazitické druhy hmyzu lze rozd¢lit dle kontaktu s hostitelem do dvou skupin: 1)
permanentni — staly kontakt s hostitelem (v$i, vSenky, klosi), 2) doCasni — n¢kdy téz
oznacovani jako mikropredatofi, sani na hostiteli probiha po ¢asové relativné omezenou
dobu a ¢ast Zivotniho cyklu se uskuteciiuje mimo télo hostitele, napt. komar. Zastupci
hmyzu jsou vétSinou gonochoristi (oddélené pohlavi), nékterych fadit hmyzu doslo ke
vzniku tzv. partenogeneze (vyvin nového jedince ze samiciho vajicka neoplozeného
samc¢i pohlavni buiikou). Zkoumané parazitické¢ druhy hmyzu v této laboratorni préci -
blecha koci¢i — Ctenocephalides felis a klo§ jeleni — Lipoptena cervi maji proménu
dokonalou (holometabolii), tj. vyvojovy cyklus zahrnuje: 1. vajicko, 2. nékolik stadii
(instart) larvy, 3. kukla (pupa), 4. dospélec (imago).

Klos jeleni (Lipoptena cervi) je zastupcem celedi klocoviti (Hippoboscida)
z tadu dvouktidli (D i p ter a). Jedna se o druh krevsajiciho dvoukiidlého hmyzu, u
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kterého je patrnd pokrocild adaptace k Zivotu na télech hostiteld — znacné zplostelé télo,
silnd sklerotizace velmi odolnd vG¢i mechanickému poskozeni. Typickym znakem
kloSovitych je tzv. adenotrofni viviparie, tj. samicka neklade vajicka ani malé larvy, ale
své potomky si po znacnou ¢ast larvalniho vyvoje ponechava v jakésy ,,déloze®, kde
ziskavaji vyzivu z ptidatnych pohlavnich zlaz v podobé proteinové bohaté ,,mlécné*
hmoty. Klo$ jeleni (Lipoptena cervi) je zvlastni tim, Ze po nalezeni hostitele dochazi ke
ztraté kiidel. Neékdy je klo$ jeleni nazyvan ,,lojnice nebo ,,jeleni moucha®. V letnich a
podzimnich mésicich klosi rodu Lipoptena naletuji v lesich i na ¢lovéka, ale k bodnuti
tohoto hostitele obyc¢ejn¢ nedochazi.

Blecha koc¢i¢i (Ctenocephalides felis) patii do fadu Si p h onapter a
(syn.Aphaniptera). Jedna se o vyvojové pokrocily a sekundarn¢ bezkiidli hmyz
s proménou dokonalou. Blechy jsou dokonale pfizplisobené cizopasnému zplsobu
zivota — sekundarn¢ bezktidlé, aecrodynamicky tvar téla, delsi a skdkavy 3. par nohou
(umoziuje latka bilkovinné povahy resilin), siln¢ sklerotizovany télni povrch, kylovita
hlava s ktenidiemi (brvy a trny uspofadané v hiebinky umoznujici lepsi fixaci v srsti
hostitele. Larvy blech jsou apodni (beznohé), Ziji v hnizdech svych hostiteld, kde se zivi
organickym detritem nebo trusem dospé€lych blech.

Material a pomicky: blecha ko¢i¢i (popt. blecha psi — Ctenocephalides canis), 96%

alkohol — ethanolu (C;HsOH), xylen (dimethylbenzen), kanadsky balzam, podlozni a

kryci skla, pinzeta, sklenéna tyc€inka, Petriho miska, mikroskop, binokularni lupa, Cisty

benzin, urcovaci kli¢ pro determinaci blech (napf. Kolarova et al. — Images of human

parasites — internetovy zdroj (8)).

Ukol 1: Pozorujte blechu ko¢i¢i (blechu psi) pohybuijici se v srsti hostitele

Ukol 2: Pozoruijte ztratu kiidel u klose jeleniho po nalezeni hostitele

Ukol 3: Odvodnéte blechu ko¢i¢i a klose jeleniho v 96% ethanolu a xylenu

Ukol 4: Zhotovte trvaly preparat blechy ko¢i¢i a klose jeleniho zapuiténim do

kanadského balzamu

Ukol 5: Pozorované ektoparazity zakreslete a popiste stavbu téla

Postup:

1) Ektoparazity nejprve odvodnéte 2 — 3x v 96% ethanolu (C;HsOH) a poté v xylenu
(dimethylbenzenu).
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2) Na dobfe vycisténé a odmasténé podlozni sklo kapnéte kapku kanadského balzamu
(pokud je prilis husty, lze jej fedit xylenem).

3) Do kapky kanadského balzamu vlozte odvodnéného ektoparazita a oparné piikryjte
krycim sklem. Abyste zabranili vzniku vzduchovych bublin, je dobré nejprve kryci
sklo smocit v xylenu.

4) Zhotoveny trvaly preparat pozorujte nejprve pod binokularni lupou a poté pod
mikroskopem

Vypracovani:

1) Nékres a popis tvaru téla pozorovanych ektoparazitickych rozto¢d v trvalém

mikroskopickém preparatu

2) Popis ¢asti téla blechy kocici nebo blechy psi a kloSe jeleniho

3) Dle urcovaciho kli¢e vyhledat hlavni determina¢ni znaky pro rozliSeni blechy psi a

blechy kocici

Reseni:

Ctenocephalides felis (trvaly preparat — nakres)

T

e
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\

o |

KENDE
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Lipoptena cervi (trvaly preparat — nakres)

Zaver:

Odpovézte celou vétou na nasledujici otazky:

1. Jaky je rozdil mezi permanentnim a do¢asnym ektoparazitem?

2. Jak jsou klosi ptizpiisobeni Zivotu na svém hostiteli?

3. Ktery druh blechy zptisobil ve sttedovéku morové epidemie?

Reseni:

1. Permanentni ektoparazité se vyznacuji stalym kontaktem se svym hostitelem (klosi),
docasni ektoparazité (komar, zaketnice) uskuteciiuji ¢ast svého vyvoje mimo hostitele.
2. Jejich télo je znacné zplostélé a silné sklerotizované, coz umoznuje odolnost vuci
mechanickému poskozeni.

3. Morové epidemie ve stfedovéku zpisobovala blecha morova (Xenopsylla cheopis),
které saji na tzv. rezervoarovych hostitelich — hlavné na krysach, které byly infikovany
bakterii Yersinia pestis, ktera je pivodcem moru (,,Cerna nemoc*) a poté pienasely tuto
bakterii na ¢lov€ka béhem sani krve.

Klicova slova:

permanentni ektoparazit, doCasny ektoparazit, konidie, adenotrofni viviparie, apodni
(beznohd) larva, proména nedokonald (hemimetabolie) vs. proména dokonala

(holometabolie)

-93-



MozZnosti pozorovani dalSich podobnych zastupcu ektoparazitického hmyzu:

Trvalé preparaty vsi détské (Pediculus capitis), Sténice domaci (Cimex lectularius),
blechy slepi¢i (Ceratophyllus gallinae), blechy obecné (Pulex irritans), vSenky ze

skupinyMallophaga,stieckiiz¢elediHypodermatida e (podkozni stiecei).
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5. DISKUSE

Predmétem diskuse predkladané diplomové prace jsou vypracované laboratorni
protokoly z laboratornich cviéeni na nasledujici témata:

1. Paraziticti prvoci

2. Paraziticti helminti

3. Paraziticti ¢lenovci

Cilem je jejich vyuziti na zakladnich, stfednich, popiipadé vysSich odbornych skolach

Vv ramci vyuky ptirodopisu, respektive biologie.

5.1. Srovnani s uéebnicemi prirodopisu pro zakladni Skoly

Pfi porovnani s u¢ebnicemi a publikacemi ur€enymi pro vyuku pfirodopisu jsou témata
a navrhy pro laboratorni cviceni, zejména ve starSich publikacich (napt. VilCek et al.
1994 nebo Dobroruka et al., 1997), velmi podobna. V ramci tématu prvoci pievlada
namét na pozorovani prvokll v senném nalevu, obzvlasteé trepky velké, popiipade
ménavky velké. S laboratornimi cvi€enimi na téma hlistd se v u¢ebnicich pro zakladni
skoly téméF nesetkavame. Co se ty¢e ¢lenoved, vétsina ZS uéebnic predklada naméty
laboratornich cviceni typu pozorovani vnéjsi stavby vybraného druhu hmyzu, nejcastéji
véely nebo sarancete. Nékdy jsou zmiflovana pozorovani jiz hotovych trvalych
preparati Casti téla hmyzu (kiidlo, ¢ast vzdusnic, sloZzené oci). VétSina ucebnic pro
zakladni Skoly tak omezuje laboratorni cviceni pomérné obsahlého kmene ¢lenovcti jen
na pozorovani zastupci druhli ze tfidy hmyz. Téma parazitismu a riznych druht
parazitl (ektoparazitli i endoparazitll) jako ndmétu laboratornich cviceni v drtivé vétsiné
ucebnic a publikaci zcela chybi, ackoliv v uebnim textu zminuji a popisuji mnoho
druhii ektoparaziti 1 endoparaziti ze vSech tii vySe zminovanych parazitologickych
disciplin (prvoci, helminti, ¢lenovci) jako napt. v u¢ebnici Maleniského, M. a kol. 2004.
Tato ucebnice je od ostatnich ucebnic pfirodopisu rozdilna také tim, ze neuvadi Zadna
ucelend témata laboratornich cviceni, ale pouze jednoduché pokusy ¢i navody na
domaéci chov nékterych zivocCichu.

Téma parazitismu a parazitickych organismil je zmifiovano spie v nové&jsich ZS
ucebnicich a publikacich v ramci uciva o ekosystémech a trofickych vztazich mezi
organismy, ale pfesto prakticka ¢i laboratorni cviceni na ndmét parazitickych organismi

ve veétsin¢ piipadi chybi. Z tohoto divodu bylo obtizné srovnani mych vysledka
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zpracovanych do formy laboratornich protokoli (navodi) s jinymi podobnymi
publikacemi. Nakonec se vhodnou ke srovnani jevila publikace ,,Seminaf a praktikum
z piirodopisu pro 2. stupeii ZS “ (Stoklasa, 2001), kde je problematice parazitismu a
neékterym parazitickym organismiim vénovana cela kapitola vcetné navrhl na prakticka
pozorovani a laboratorni cviceni. Cil této ucebnice je shodny s cilem laboratornich
protokolll uvedenych v diplomové praci — seznamit zaky zakladnich skol s biologickym
vyznamem parazitismu vcetné¢ jednoduchého rozdé€leni paraziti na ektoparazity a
endoparazity. Autor rovn€Z upozoriiuje, ze parazity a parazitické vztahy nenachazime
jen v zivocisné ftisi, ale i v FiSi rostlinné a mezi houbami. Paraziti¢ti zastupci ze vSech
1181 jsou doplnéni né¢kolika piiklady. V obecném tvodu autor klade diiraz na zakladni
pojmy z oblasti parazitologie vetné ptikladi z praxe. VSechny tyto obecné poznatky o
parazitismu a parazitickych organismech podobné jako Stoklasa jsem se snazila
postihnout 1 ve své praci. Rozdil mé prace a uvedené ucebnice je vtomto ohledu
predevsim v hloubce zpracovani tématu o parazitismu a parazitickych organismech,
nebot’ publikace od Stoklasy je uréena pro ziky zakladnich kol (ZS) a vyuujicim
ptirodopisu. V tomto pfipadé je samoziejmé takovyto radmec zpracovani tématu zcela
dostateCny. Moje prace je v obecné charakteristice parazitismu a jednotlivych
parazitickych organismi mnohem podrobnéjsi, protoZe se tato ¢ast mé diplomové prace
(DP) vénuje odborné parazitologii pro vyssi stupné Skol véetné vysokych skol.
Z hlediska praktickych a laboratornich cviceni se citovana publikace zaméfuje pouze na
parazitické Clenovce, konkrétné na parazitické roztoCe (klist€¢ obecné, ¢melik kufi,
vcelik zhoubny) a paraziticky hmyz (blecha psi, blecha koci¢i, ve§ détskd). Tito
paraziticti Clenovci, které autor publikace navrhuje k pozorovani, jsou témétf shodni
S parazitickymi ¢lenovci, které popisuji a navrhuji k laboratornim cvicenim ve své DP.
Rozdilem je ves détska (Pediculus capitis) a ¢melik kuii (Dermanyssus gallinae), které
autor popisuje a doporucuje k pozorovani v praktickych cvicenich z ptirodopisu. V mé
DP ves détskou ani ¢melika kutiho nepopisuji, jelikoz tyto parazitické ¢lenovce se mné
nepodaftilo ziskat, ackoliv s nimi bylo pivodné také pocitano. Misto toho jsem zaradila
do laboratornich navodi zéastupce tfidy hmyzu kloSe jeleniho, ktery mize byt pro zaky
7S také zajimavy a snadno dostupny, nebot’ se s nim mohou setkat pii navitévé lesa,
kde parazituje na vysoké sparkaté zvéii a mize napadat i ¢lovéka. Stoklasa se ve své

publikaci nejvice vénuje klistéti obecnému, coz je z mého pohledu veelku pochopitelné
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Z hlediska nebezpec¢i pienosu nékterych zdvaznych onemocnéni (lymeska borrelidsa,
klistova encefalitida). Autor podobné jako ja v DP uvadi material a pomucky, které zaci
potiebuji k praktickym cvi¢enim a rovnéz zduraziuje zakresleni a popis jednotlivych
Casti t¢éla pozorovanych parazitickych roztoct a hmyzu. Dokonce tento autor navrhuje
zhotoveni modeli nékterych zastupcl  parazitickych cClenovei dle  jejich
charakteristickych znakl. Tato mySlenka mé velmi zaujala, nebot’ je tak uplatnéna
mezipfedmétova vazba piirodopis — pracovni vyudovéani. Zaci ZS si timto zpiisobem
1épe zapamatuji charakteristické znaky parazitickych ¢lenovct a zaroven procvicuji
zrucnost a Sikovnost.

Autor srovnavané publikace pro zaky ZS uvadi pozorovéani jiz hotovych fixovanych
trvalych preparatii parazitickych ¢lenovci, zatimco ja v laboratornich navodech naopak
uvadim podrobny popis, jak si Zaci mohou vyrobit trvalé preparaty sami. Samoziejmé je
zhotoveni takovych preparati Casové narocnéjsi, ale z didaktického hlediska daleko
prinosnéjsi, nebot’ Zaci si trvaly preparat sami vyrobi, a tim se celé laboratorni cvic¢eni
stava daleko pestfejSim a zajimavéjSim, protoze zaci si lépe zapamatuji ucivo a
nepochybné zaky takové laboratorni cviceni i vice bavi. Jmenovana publikace viibec
nerozebirad v laboratornich cvi€enich parazitické hlistice ani ostatni hlisty, coz je vcelku
v uéebnici uréené pro zaky ZS pochopitelné, jelikoz metodika praktického zpracovani
koprologického materidlu neni pro zaky ZS piili§ vhodna hlavné z divodii vysoké
patogenity hlistic uvedenych v mé praci. Autor se v publikaci pfili§ nevénuje ani
parazitickym prvokiim. Navrhuje pouze tradi¢ni praktikum na téma pozorovani prvokt
ze senné¢ho nalevu jako vétSina autorli uCebnic a piirucek pro zékladni Skoly. Na rozdil
od klasického pozorovéani trepky velké ze senného néalevu jako vétsina ZS ucebnic
upozoriiyje i na vyskyt jinych druhd prvokl v senném nalevu (napt. bobovky). Autor se
Vv laboratornim cviceni na téma prvoci soustfeduje zejména na fyziologické déje u
prvoka (pfijem potravy, chemotaxi, ditkaz glykogenu v cytoplasmé, apod.), ¢imz je toto
praktikum unikatni, nebot’ v ostatnich uéebnicich pro ZS jsem podobné praktikum
neobjevila. Toto laboratorni cviceni se 1isi i v porovnani s laboratornimi cvicenimi
uvedenymi v mé praci, protoze jsem kladla vétsi dliraz predev§im na co nejvetsi
druhové spektrum parazitickych prvokil (i helmintii a Clenovcli), popi. komenzala,
odliSnou stavbu bunky a odlisSné vyvojové cykly, a tim ukézala Sirokou diverzitu

parazitickych prvok, ale i helminti a ¢lenovct.
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5.2. Srovnani s u¢ebnicemi biologie pro stredni Skoly

Ve srovnani s ucebnicemi pro zékladni Skoly nabizi vétSina ucebnic a publikaci pro
sttedni Skoly Sir§i spektrum navrhi laboratornich a praktickych cviceni. Nicméné
témata parazitismu a parazitickych organismi jsou v navrzich laboratornich a
praktickych cvi€eni zminéna spiSe okrajové jako soucast nékterého probiraného
zivocisného kmene.

Pro srovnani s laboratornimi navody v mé diplomové praci jsem vybrala dvé
stfedoskolské u¢ebnice — Bumerl el al., 2006; Jelinek a Zichacek, 2002. Publikace od
autora Bumerla et al., 2006 uvadi v praktické ¢asti pomémé podrobnou metodiku
mikroskopovani a zhotovovani docasnych i trvalych preparati vcetné jejich barveni.
Praveé v barveni mikroskopickych preparatl se tato stfedoskolska ucebnice odliSuje od
mé prace. Autor zde uvadi jednak vitalni barveni prvokii neutrdlni cerveni nebo
methylenovou modii. K usmrceni a zaroven fixaci a barveni prvoki Bumerl zminuje
Lugoliiv roztok. Ve své DP jsem k fixaci a barveni trvalych preparati prvoki pouzila
metodu Giemsy — Romanowského, ktera je dle mého nazoru jednou z nejpiesnéjsich a
rovnéz z ekonomického hlediska neni naro¢na. Publikace Bumerla neobsahuje Zadné
konkrétni praktické cvi¢eni na téma parazitickych organismi. Obsahuje vSak pomérné
obsahlé laboratorni cvideni na téma prvoci. V porovnani s uéebnicemi pro ZS jiz tato
stiedoskolska publikace neuvadi jen prvoky ze skupiny nélevniki, které studenti mohou
pozorovat v senném nalevu, ale i jiné skupiny prvokl (bi¢ikovci, kofenonoZci). Autor
publikace téZ neuvadi jako zdroj prvoki pouze senny nalev, ale napt. také znecisténé
akvarium nebo soucast planktonu v rybniku ¢i na povrchu vodnich rostlin a mechu.
Shodné prvky mezi touto stfedoSkolskou uéebnici od Bumerla a mnou navrzenych
laboratornich navodech v DP nachdzim v pouzivani klicd kurcovani nékterych
organismi. Ve svych laboratornich ndvodech navrhuji pouziti urcovaciho klice
Vv ptipadé presného zatazeni do druhu oocyst kokcidii rodu Eimeria u ovci, v pfipadé
zafazeni endoparazitickych hlistic z travici a télni dutiny Svdba do taxonomické
jednotky na urovni celedi a krozliSeni determinacnich znakd u blechy psi
(Ctenocephalides canis) a blechy koc¢ic¢i (Ctenocephalides felis). Bumerl v ucebnici pro
sttedni §koly (SS) zmifiuje pouziti k uréovani hmyzu, rostlin a nékterych obratlovci.
Autor uvadi pfesny popis a navod k praci s riznymi druhy urcovacich klict a popisuje

zplisoby sestavovani ur¢ovacich klich. Prace s urovacimi klic¢i je zejména pro studenty
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SS nezbytnd a vtomto ohledu je i tato ucebnice jedine¢na v porovnani s jinymi
sttedoSkolskymi uc¢ebnicemi, které ve vétsiné piipadi navody k praci s klici neuvadeé;ji.
V DP v laboratornich navodech pouze uvadim, které organismy je nutné urcit s pomoci
klice ¢i atlasu a ktery kli¢ jsem pouzila v konkrétnich piipadech. Bumerl ve své
publikaci pro SS viibec nezmifuje laboratorni cviteni na téma hlisti ani &lenovcei, at’ uZ
parazitickych nebo neparazitickych druhd. V ucebnici autor také prehledné uvadi, jak
by mél vypadat laboratorni protokol z praktického cviceni a jeho pfesnou strukturu.
V podstaté jsou tyto laboratorni protokoly velmi podobné s laboratornimi protokoly
vmé DP. Kromé cile, ukolti, pomicek, postupu a vypracovani véetné popsanych
nakresti je$t¢ navic uvadim oproti této publikaci také ke kazdému laboratornimu
praktiku teoreticky tvod, kli¢ova slova k lepsi orientaci vtextu a zavér formou
odpovédi na otazky k problematice kazdé laboratorni préce.

Druhou stfedoskolskou ucebnici, ktera se mi zdala vhodna ke srovnani s mymi udaji je
publikace autorti Jelinek a Zichacek, 2002. Ve srovnani s predchozi uéebnici pro SS od
Bumerla obsahuje tato udebnice mnohem vice praktickych cviceni z rtznych
biologickych disciplin. Na rozdil od predeslé publikace jsou v této publikaci pro SS
prakticka cviceni prehlednéji usporadana. Pro tcely diskuse s vysledky v predkladané
DP jsem se nejvice soustiedila opét na tii zoologicka témata — prvoci, hlisti a plosténci,
¢lenovci. Publikace jmenované dvojice autorti uvadi pied vlastnim laboratornim
cvi¢enim vzdy dllezité pojmy a zakladni znalosti a dovednosti, které by studenti mé&li
bezpecné znat nez zacnou s konkrétnim laboratornim cvicenim. O néco podobného
jsem se snazila 1 j& v laboratornich navodech v DP vramci kliCovych slov a
teoretického vodu k pozorovanym organismim. Autofi zmifilované publikace jeste
navic vzdy uvadéji tii rizné typy testl k opakovéani tématu pied zaCatkem vlastni
laboratorni prace. Pravé v ramci téchto testli vénuji autofi ucebnice velky dlraz na
parazitické organismy, zejména parazitické prvoky a parazitické hlisty. Navrh a vybér
vlastnich laboratornich cviceni na téma prvoci je v ucebnici obou autor téméf shodny
s laboratornim cvicenim z pfedchozi ucebnice od Bumerla. Rozdil mezi témito dvéma
laboratornimi cvi¢enimi ve dvou rtiznych publikacich je to, Ze autofi Jelinek a Zichacek
uvadi na rozdil od Bumerla pifesnou strukturu laboratorniho protokolu podobné jako
uvadim ja v navrhovanych laboratornich navodech v DP (teorie, materidl a pomiicky,

postup, pozorovani, apod.). Konkrétni praktické laboratorni cvi¢eni vyluéné na
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parazitické prvoky neni uvedeno ani v této publikaci. Naopak velkou pozornost vénuji
autofi Jelinek a Zichadek v této udebnici pro SS praktickym cvicenim na téma plo§ténct
a hlisti vcetn¢ parazitickych druht. Pravé proto je tato publikace velmi vhodna pro
srovnani s mou praci, konkrétn¢ s kapitolou parazitickych helmint. Autofi uvadéji tii
prakticka cviceni k pozorovani parazitickych hlistti, konkrétn¢ had’atko ozbrojené a jeho
vajicka pozorované na usmrcené a rozstiihané zizale umisténé na teplé¢ misto do tmy.
Dalsi praktické cvi¢eni uvedené v této ucebnici je vénovano had’atku fepnému a jeho
cystdim na postranich kofenech fepy. Posledni laboratorni cviceni se zabyva
pozorovanim a pitvou dospélé skrkavky vcetné jejich vajicek z vypreparované délohy.
Na rozdil od ptedchozich dvou laboratornich cviceni s had’atkem ozbrojenym a
had’atkem fepnym neni ve tetim laboratornim cviceni uvedeno, kde a z jakého zdroje je
samicka Skrkavky ziskdna, poptipad¢ jak l1ze odlisit samicku Skrkavky od samecka dle
vnéjSich morfologickych znakt. Praktickd cvi¢eni autori této publikace na téma
parazitickych hlistd se zna¢né li§i od praktickych cvi¢eni navrhovanych v mé DP.
V ramci zkoumdani a pozorovani parazitickych helmintii jsem navrhla praktickd cviceni
na diagnostiku vajicek v infikovaném trusu obratlovcl s vyuzitim koprologickych
metod. Ackoliv autofi Jelinek a Zichacek v uebnim textu publikace pro stfedni Skoly
vénuji parazitickym ¢lenovctim (zejména rozto¢im) velkou pozornost, zejména v poctu
druhti, Zadna prakticka cviceni na pozorovani téchto parazitickych ¢lenovcii neuvadéji.
Prakticka cviceni na téma clenovcl navrhuji autofi Vv klasické podobé — pozorovani
planktonnich korySt a pozorovani vnéjsi a vnitini stavby téla vzdusnicovci (vcela,
Svab). Za velmi dobry napad autorii Jelinka a Zichacka povazuji, Ze u kazdé laboratorni
prace uvadéji casovou naroc¢nost daného tikolu. Toto je velmi piinosné jak pro studenty,
tak pro vyucujici, nebot’ si mohou cas vyhrazeny na laboratorni cviceni spravné a
efektivné rozvrhnout. V laboratornich navodech této diplomové prace cCasovou

narocnost jednotlivych ukoli neuvadim.

5.3. Obecné zavéry a doporuceny management

Z vyse uvedeného srovnani jednotlivych ucebnic a piirucek pro zékladni i sttedni Skoly
plyne, ze ackoliv pfevazna vétSina autorti ucebnic se o parazitismu a parazitickych
organismech Vv uéebnim textu zminuje (nékdy téma parazitismu a parazitickych druhi

organismil autofi fe§i dle mého nazoru az pfili§ podrobné — napt. Maleninsky et al.,
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2004; Jelinek a Zichacek, 2002), praktickd nebo laboratorni cviceni na toto téma jsou
vesmés ve véting udebnic pro ZS i SS spise vyjimkou.

Pravé v tomto ohledu vidim laboratorni navody a cviceni navrzend pro piedkladanou
diplomovou praci jako piedlohu pro doplnéni rozsahu praktickych cvi¢eni a tuloh
V ucebnicich pro zékladni i stfedni Skoly.

U zakt zakladnich skol bych navrhovala spiSe jen pozorovani jiz hotovych obarvenych
mikroskopickych preparati prvoku (Leptomonas pyrrhocoris, Lophomonas blattarum,
Cryptobia helicis, Monocystis lumbrici, Gregarina blattarum, G. cuneata, G.
polymorpha). Trvalé preparaty parazitickych rozto¢t a hmyzu by si mohli Zaci z jiz
usmrcenych a odvodnénych zastupcti ¢lenovcl sami vyrobit zalitim do kanadského
balzamu (Ctenocephalides felis, Ixodes ricinus, Lipoptena cervi, Varroa destructor).
Prakticka cviceni na téma parazitickych helmint bych na zékladni Skole radéji zcela
vynechala vzhledem k naro¢nosti zpracovani a povaze materialu.

Studenti stfednich $kol by v ramci laboratornich cviceni z biologie mohli zpracovani
parazitickych prvokl a ¢lenovcl provadét sami vcetné pitev bezobratlych zivocichli
(Archimandrita tessellata, Eublaberus distanti, Helix pomatia, Lumbricus terrestris,
Tenebrio molitor). Koprologické flotaéni metody zpracovani parazitickych helmintt
bych v ramci zakladniho laboratorniho cviceni na stfednich skolach vynechala a navrhla
je jen pro stfedni a vys$$i zdravotni Skoly. Zhotoveni docasnych i trvalych preparati
véetné barveni metodou Giemsy — Romanowského by studenti stiednich $kol mohli
provadét také samostatng, aby si dovednost zhotovovani a barveni mikroskopickych
preparati spolehlivé osvojili.

Laboratorni protokoly a navody na téma parazitickych organismi jsem vytvofila a
zafadila do diplomové prace proto, abychom si uvédomili, Ze nejde o to, aby se
prakticka cviCeni z parazitologie zaradila mezi povinna a stéZejni témata na zakladnich
a stfednich Skolach, ale proto, Ze kazdy ztéchto laboratornich navoda (kromé
parazitickych helmintl) lze zcela nenasilné zaradit do jiz tradi¢nich vypracovanych (v
této kapitole vysSe uvedenych) laboratornich cviceni na zdkladnich a stfednich skolach.
Priklady vhodného zatfazeni nékterych vypracovanych laboratornich névodid do

tradi¢nich laboratornich cviceni jsou uvedeny v tabulce 4.
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Tabulka 4: Zatrazeni nékterych navrhovanych laboratornich cvi¢eni do tradi¢nich

laboratornich cvi¢eni uvedenych v ucebnicich pro zékladni a stfedni Skoly

Tradi¢ni laboratorni cviceni

Vv uéebnicich pro ZS a SS

Rozsifeni pomoci laboratornich navodi

uvedenych v DP

pozorovani vnéjSi a vnitini stavby

hlemyZzdé zahradniho

vypreparovat zasobni vacky a pozorovani

prvoka Cryptobia helicis

pozorovani a pitva ZiZaly obecné

vypreparovat semenné vacky a pozorovani

prvokit Monocystis lumbrici (M. agilis)

pozorovani vnéjSi a vnitini stavby
¢lenovcii:

a) v€ela medonosna

b) potemnik mou¢ny

¢) Svab

d) ruménice pospolna

ziskani a pozorovani ektoparazitického
roztoce a prvoku:

a) Varroa destrutor

b) Gregarina cuneata, G. polymorpha

c¢) Lophomonas blattarum, Gregarina
blattarum;

celed Thelastomatidae

d) Leptomonas pyrrhocoris
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6. ZAVER

Vysledky této diplomové prace ukazuji velikou variabilitu a zvlastnosti parazitickych
druhti organismu. Paraziti maji obrovsky vyznam pro fungovani ptirodnich ekosystémt.
Kdyby na Zemi neexistoval parazitismus, vypadala by pfiroda uplné jinak a v mnoha
smérech by byla chudsi (Flegr, 2010). Studie doklada zajimavost a §ii1 parazitologie
jako védni discipliny a jeji moznosti uplatnéni ve vyuce na stfednich a vysSich
odbornych skolach. Ne¢které laboratorni prace, predevsim tykajici se ektoparaziti
(blecha koc¢i¢i — Ctenocephalides felis, klestik vc¢eli — Varroa destructor,
klisté obecné — Ixodes ricinus, klo$ jeleni — Lipoptena cervi) by vSak bylo mozné vyuzit
téz k demonstraci jejich stavby téla na druhém stupni zékladnich Skol i na stfednich
Skolach.  Zejména trvalé prepardty téchto ektoparaziti lze dobfe prohlizet i
V jednodussich mikroskopech, které jsou k dispozici na zakladnich Skoléch.

Paraziti¢ti a symbiotiéti prvoci (Cryptobia helicis, Leptomonas pyrrhoris, Lophomonas
blattarum, Monocystis lumbrici (syn. M. agilis, Gregarina blattarum, Gregarina
cuneata, Gregarina polymorpha) byli nalezeny uvniti t€l (travici trubice, semenné
vacky, semenné schranky) snadno dostupnych bezobratlych Zzivocichti (Pyrrhocoris
apterus, Archimandrita tessellata, Eublaberus distanti, Lumbricus terrestris, Tenebrio
molitor). Také zkoumani parazitiéti ¢lenovci — blecha koci¢i (Ctenocephalides felis),
klo§ jeleni (Lipoptena cervi) a klisté obecné (Ixodes ricinus) jsou velmi cCastymi
ektoparazity vysSich obratlovell vcetné cloveka, ale i né€kterych bezobratlych
zivocichu — klestik vceli (Varroa destruktor) sajici hemolymfu véely medonosné (Apis
melifera) a zptisobujici tak tthyn celych véelstev.

V diplomové praci byla také vénovana nemald pozornost parazitickym helmintim ze
tiidy N e m a t o d a (Oesophagostomum spp., Toxocara canis, Trichuris ovis, ¢eled’
Thelastomatidae), zejména diagnostice jejich vajicek v infikovaném trusu
obratlovct, ktery byl zpracovavan koprologickymi flotaénimi metodami. Tento oddil
diplomové prace ukazuje a piiblizuje odbornou a veterinarni parazitologii v praxi.
Cilem mé diplomové prace je nejen pfibliZit parazitologii ucitelim, studentim a détem,
ale ukazat jim nové zajimavé tkoly, které se daji realizovat 1 vV normalné¢ vybavenych
sttednich a zékladnich Skolach, a obohatit tak vyuku biologie o redlné ptiklady parazitd,

kteti jsou pfibuzni jinym zadvaznym lidskym parazitim.
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7. SUMMARY

Parasitology is a scientific discipline dealing with parasites, its bearers and mutual
relations between the former and the latter. The main goal of the master thesis was to
accumulate parasites from three basic areas of parasitology: parasitical protozoans,
parasitical helmints and parasitical arthropods. The gained samples of parasites were
processed into the form of native or constant microscopical sections. They were
observed under the microscope or binocular glass and the extensive photographical
documentation of the samples was obtained. There were investigated eight samples of
protozoans, four samples of helmints and four samples of arthropods. The main goal of
whole thesis was to create the laboratory instructions in the form of laboratory protocols
for the extended teaching of biology on primary and high schools. The master thesis
tries to outline the practical parasitology both to teachers of biology and students. It has
the form of interesting exercises practicable in ordinarily equipped primary and high
schools. The goal of the practical parasitology is to enrich the teaching of biology with

real examples of parasites that are related to other dangerous human parasites.
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9. PRILOHY

Priloha &. 1

Leptomonas pyrrhocoris (do¢asny nativni mikroskopicky preparat) — zvétSeno 600x

Leptomonas pyrrhocoris (trvaly obarveny mikroskopicky preparat) — zvétseno 1000x



Priloha ¢. 2

Cryptobia helicis (do¢asny nativni mikroskopicky preparat) — zvétSeno 600x

Cryptobia helicis (trvaly obarveny mikroskopicky preparat) — zvétseno 1000x



Piiloha ¢. 3
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Gregarina cuneata (trvaly obarveny mikroskopicky preparat) — zvétSeno 1000x

Gregarina cuneata — syzygie (trvaly obarveny mikroskopicky preparat) — zvétSeno
1000x



Priloha &. 4

Syzygie gregarin (trvaly preparat, suchy natér) — zvétSeno 1000x



Priloha &. 4
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Gregarina polymorpha (trvaly obarveny mikroskopicky preparat) — zvétseno 1000x



Priloha &. 5

Monocystis lumbrici (syn. M.agilis) — nativni docasny mikroskopicky preparat —

zveétSeno 400x

Monocystis lumbrici (syn. M.agilis) — nativni docasny mikroskopicky preparat —

zveétSeno 600x



Priloha &. 6

Oocysta Eimeria ovinovalis (syn. E. ninakohlyakimovae) — do¢asny mikroskopicky

preparat — zvétseno 600x

Oocysta Eimeria ovinovalis (syn. E. ninakohlyakimovae) — docasny mikroskopicky

preparat — zvétSeno 600x



Piiloha ¢. 7

Lophomonas blattarum (docasny nativni preparat) — zvétSeno 400x

Lophomonas blattarum (docasny nativni preparat) — zvétSeno 600x

~ - ” ) - 4
. e"® - .

Lophomonas blattarum (trvaly obarveny preparat) — zvétseno 1000x



Priloha &. 8

Oesophagostomum spp. — vajicka (docasny mikroskopicky preparat) — zvétseno 400x

Oesophagostomum spp. — vaji¢ko (do¢asny mikroskopicky preparat) — zvétseno 600x



Piiloha ¢. 9

Toxocara canis — vajicko (docasny mikroskopicky preparat) — zvétseno 600x

Toxocara canis — vaji¢ko (do¢asny mikroskopicky preparat) — zvétseno 600x



Piiloha ¢. 10

Trichuris ovis — vajicka (do¢asny mikroskopicky preparat) — zvétSeno 600x



Ptiloha ¢.11

Drobné hlistice z ¢eledi Thelastomatida e (docasny mikroskopicky preparat) —

zveétSeno 400x

Drobné hlistice z ¢eledi Thelastomatida e (docasny mikroskopicky preparat) —

zveétSeno 200x



Ptiloha &. 12

Ixodes ricinus § - A: pohled shora, B: pohled na bfisni stranu (pozorovano binolupou)

Varroa destructor — pohled z bfisni strany (pozorovano binolupou)



Priloha &. 13

Lipoptena cervi (pozorovano binolupou)






