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1. Uvod

1.1 Shrnuti soucasné situace ohroZeni obojZivelniki

Obojzivelnici patii k nejvice ohrozenym skupinam obratloved (Pounds 2001, Stuart et al.
2004), jejichz populacni poklesy jsou zaznamenany jiz od roku 1970 (Stuart et al. 2004,
Mendelson et al. 2005). V poslednich desetiletich dochazi k nahlému poklesu populaci volné
zijicich obojzivelniki, k jejich masovym uhynim i k Gplnému vymizeni nékterych druht
(Mendelson et al. 2005, Rachowicz et al. 2006). Podle IUCN se vice nez 2000 druht
obojzivelniki fadi mezi zranitelné nebo kriticky ohrozené¢ (IUCN 2016). Kubytku
obojzivelnikd dochazi v disledku mnoha faktorti, z nichz se ztraty biotopt, kontaminace

prostfedi a infek¢éni choroby fadi mezi ty nejvice ohrozujici (Baillie et al. 2004).

e

onemocnéni zpusobené chytridiomycetni houbou Batrachochytrium dendrobatidis (Bd,
Berger et al. 1998, Longcore et al. 1999). Chytridiomykoza byla identifikovana jako jedno
z hlavnich infekénich onemocnéni, které vedlo k vyraznym ztratdm obojzivelniki Stfedni
Ameriky (ztrata aZ 40 % lokalnich druht, Lips et al. 2006), Severni Ameriky (Rachowicz et
al. 2006), Australie (Berger et al. 1998) a Jizni Evropy (Bosch et al. 2001). Z celkovych 7803
druhti obojzivelnikti (udaj k 8. 2. 2018, AmphibiaWeb 2018) byla pliseti Bd zptisobujici
chytridiomykézu detekovana u vice nez 520 druhti, pficemz u vice nez 200 druhti jiz doslo
k vyhynuti nebo je vyhynutim pfimo ohrozeno (Stuart et al. 2004, Skerratt et al. 2007, Olson
et al. 2013). Vroce 2013 byla objevena druha vysoce patogenni pliseni, popsana jako
Batrachochytrium salamandrivorans (Bsal, Martel et al. 2013), ktera zpisobila masové
uhyny populaci mloka skvrnitého (Salamandra salamandra) v Belgii a Holandsku (Martel et
al. 2013, Spitzen-van der Sluijs et al. 2013). Do roku 2013 zbyla v Holandsku z ptivodnich
populaci ¢itajicich stovky jedinci (Gubbels 2009) pouze 4 %, ¢imz mloci skvrniti téméF
vymizeli z volné ptirody (Spitzen-van der Sluijs et al. 2013).

Sifeni patogenu Bd a Bsal je ovlivnéno lidskou &innosti (Peel et al. 2012, Martel et al. 2014),
zejména mezindrodnim obchodem s obojzivelniky ke konzumaci, k védeckym a
chovatelskym Gc¢elim (Mazzoni et al. 2003, Weldon et al. 2004, Garner et al. 2006,
Cunningham et al. 2015). Se stoupajici popularitou chovu obojzivelnikii v Ceské republice
(CR) roste i riziko pfenosu a $ifeni této nakazy. Vzhledem k piedpokladu, Ze existuje vazba
mezi piitomnosti Bd a Bsal u volné Zijicich obojzivelniki a obojzivelnikd chovanych v zajeti
(Walker et al. 2008, Schloegel et al. 2010, Martel et al. 2014), je nezbytné monitorovat oba
ptvodce chytridiomykdzy jak v piirod€, tak v chovech, jelikoz ty mohou byt zdrojem nakazy
pro volné zijici populace.
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Predkladana prace ptedstavuje tfi studie zabyvajici se problematikou chytridiomykozy:

1) Prvni je v€novana sledovani patogenu Bd u obojzivelnikid chovanych v zajeti;
mapuje infekci v zoologickych zahradach, herpetologickych stanicich, u soukromych
chovateld a prodejcti napti¢ CR. U nakaZenych jedincti byla navrzena 1é¢ba s ohledem na
ekologii jednotlivych druhit a doporucena hygienickd opatfeni zabranujici dal§imu Sifeni
patogenu (Havlikova et al. 2015).

2) Druha studie se zabyva mapovanim rozSifeni patogenu Bd v dosud
neprozkoumanych ¢astech Balkanského poloostrova. Pilotni studie byla provedena v Albanii,
Cerné Hofe a Makedonii vroce 2013. Nasledujici rok bylo provedeno systematické
mapovani patogenu v Cerné Hote (Vojar et al. 2017).

3) Tieti prace se zaméfuje na sledovani patogenu Bsal u ocasatych obojzivelniki
v CR. Do studie byly zahrnuty druhy z volné piirody (napf. mlok skvrnity, patogenem
nejohrozenéjsi druh) a druhy ze zajmovych chovl (napt. Ambystoma spp., Cynops spp.)
z Prahy a okoli (Balaz et al. 2018).
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2. Cile dizertacni prace

2.1 Sledovani patogenu Bd v CR — chovy

Prvni projekt byl zaméten na zoologické zahrady, herpetologické stranice, komer¢ni prodejce
a soukromé chovatele. Hlavnim cilem této studie bylo potvrdit/vyvratit vyskyt Bd u
obojzivelnikd chovanych v zajeti u nas, pfipadné urit prevalenci onemocnéni a porovnat
patogenitu v riznych typech chovnych zafizeni a mezi druhy. V pfipadé pozitivnich nalezt
byla snaha o zjisténi pivodu zvifat a navrzeni konkrétnich postupl zabranujicich dalsimu
Sifeni nemoci (1écba, karanténa, hygienickd opatteni).

2.2 Sledovani patogenu Bd na Balkanském poloostrové — volné Zijici populace

Vzhledem k tomu, Ze znalosti o vyskytu plivodce chytridiomykdzy jsou nezbytné pro
uéinnou ochranu obojzivelnikd, hlavnim cilem projektu bylo zmapovani vyskytu Bd v dosud
neprobadanych oblastech Balkanského poloostrova, piedeviim v Cerné Hofe. Konkrétng
jsme se snazili zjistit 1) pfitomnost patogenu v oblasti, 2) porovnat intenzitu nakazy mezi
jednotlivymi druhy a mezi lokalitami, 3) v pfipad¢ pozitivnich vysledkd srovnani mezi
stejnymi nebo prfibuznymi druhy, ¢i mezi oblastmi s podobnymi klimatickymi a
geografickymi podminkami.

2.3 Sledovani patogenu Bsal u ocasatych obojZivelniki v CR — volné Zijici
populace a chovy

CR, zvlasté pak Praha, patii k oblastem se zvySenym rizikem vyskytu patogenu Bsal. Je zde
pomé&mé bohata diverzita ocasatych obojzivelniki (Sillero et al. 2014, Stastny et al. 2015),
CR sousedi s Némeckem s potvrzenym vyskytem Bsal v chovech (Sabino-Pinto et al. 2015) a
zejména v Praze je situovana rozsahla sit’ chovatelti a komerénich prodejcti (Havlikova et al.
2015). Hlavnim cilem tfetiho projektu bylo zmapovani vyskytu Bsal u ocasatych
obojzivelnikid v Praze a pfilehlém okoli jak ve volné ptirod¢, tak i v chovech obojzivelniki.




CESKA ZEMEDELSKA UNIVERZITA V PRAZE

3. Metodika

3.1 Sbér dat

Vzorkovani bylo provdadéno nedestruktivni metodou stéry z pokozky obojzivelnikl
standardizovanymi vytérkami Dryswab® (MW100, Medical Wire & Equipment Co, UK)
podle uznavané metodiky (Hyatt et al. 2007). Pfi vzorkovani kazdého jedince byly
dodrzovany predepsané hygienické bezpecnostni predpisy; dezinfekce veskerych pouzitych
pomicek, pfipadné pouziti jednorazového materialu, diikladné ocisténi a dezinfikovani obuvi
pfi pfesunech na dalsi lokality (Wellington & Haering 2008). Kazdy vzorkovany jedinec byl
evidovan vcetné fotografického zadznamu k pfipadnému pozd€jsimu zjisténi pritomnosti
symptomtl.

Vzorkovani na ptitomnost patogenu Bd v chovech se uskuteénilo v obdobi mezi ¢ervnem
2012 a unorem 2014. Vzorkovani bylo zaméfeno jak na statni instituce (zoologické zahrady,
herpetologické stanice), tak na komer¢ni obchod s obojzivelniky (prodejny se zvitaty, burzy)
a na soukromé chovatele. Z kazdého teraria bylo odchyceno tfi az pét jedinct stejného druhu,
u kterych byl proveden stér. U akvatickych druhti byla provedena detekce patogenu Bd piimo
ze vzorkl vody, ve které se dany obojzivelnik nachazel. Zde je totiz velka pravdépodobnost
nakazy kontaminovanou vodou obsahujici zoospory Bd, tzv. environmentalni DNA (Daszak
et al. 2000, Johnson & Speare 2005). Vyhodou této metody je detekce patogenu z jediného
vzorku vody, ¢imz se ovzorkuje celé akvarium.

Na Balkanském poloostrové se na piitomnost Bd vzorkovalo v Cerné Hofe, Albanii a
Makedonii. Pilotni studie byla provedena v roce 2013, v roce 2014 byl proveden intenzivni
vyzkum v Cerné Hofe na tfinacti lokalitich. Na kazdé lokalité bylo odchyceno a
ovzorkovano minimalné 30 jedinci stejného druhu, aby bylo dosaZeno vérohodnosti v
ptipadé€ negativnich vysledkd (Digiacomo & Koepsell 1986).

Bé&hem podzimu 2015 a nasledujiciho jara 2016 se vzorkovalo na pifitomnost patogenu Bsal
Vv Praze a prilehlém okoli jak ve volné piirodé, tak i v chovech obojZivelnikd. Bylo
vytipovano devét lokalit s volné Zijicimi populacemi mloka skvrnitého, ¢olka obecného
(Lissotriton vulgaris) a ¢olka horského (Ichthyosaura alpestris). Z chovatelskych zatizeni
byly vybrany ¢tyfi sbirky obojzivelnikd soukromych chovatell a prazska zoologicka zahrada,
ktera se mimo jiné specializuje na chov velemloka ¢inského (Andrias davidianus).
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3.2 Analyza vzorki

Detekce Bd byla provedena kvantitativni real-time PCR (qQPCR) metodou (Boyle et al. 2004)
s pfidanim bovinniho séra albumin (BSA) kvili omezeni inhibice PCR (Garland et al. 2010).
Vysledky analyzy jsou prezentovany jako genomicky ekvivalent jedné zoospory (GE).
Analyzy vzorku se provadély na Veterinarni a farmaceutické univerzit¢ v Brn¢ a v naSich
laboratofich na FZP CZU v Praze. Detekce patogenu Bd ze vzorkli vody byla provedena
standardni PCR metodou (Annis et al. 2004) za pouziti jednoduchého filtracniho systému
k izolaci DNA (Walker et al. 2007) v laboratoti molekularni genetiky na FZP CZU.

Pfitomnost patogenu Bsal se zjistovala SYBR Green kvantitativni polymerazovou reakci
(gPCR) podle Blooi et al. (2013) a porovnavala se proti genomickym standardim Bsal,
poskytla An Martel, Ghent University. K detekci Bsal byla pozdéji pouZzita doporu¢ovana
metoda gPCR pro duplex Bd+Bsal (Blooi et al. 2013), ktera pracuje se specifickymi sondami
pro Bd a Bsal a jednozna¢né detekuje tyto dva patogeny. Analyzy na pfitomnost patogenu
Bsal byly provadény na VFU v Brné i na FZP CZU.

3.3 Statistické zpracovani dat

Porovnani intenzity ndkazy Bd mezi chovnymi zaiizenimi a druhy

Podil Bd-pozitivnich oproti Bd-negativnim vzorkiim mezi typy chovnych zafizeni (ZOO,
herpetologicka stanice, soukromy chovatel, obchod se zvifaty) a mezi jednotlivymi druhy
obojzivelniki byl analyzovan pomoci zobecnénych linearnich modelti (GLM) statistickym
softwarem R, verze 2.10.1 (R Development CoreTeam 2009).

Porovnani intenzity ndkazy Bd mezi balkdnskymi druhy a zemémi

Konfiden¢ni intervaly prevalence (95%, Sterne's exact method) mezi balkdnskymi druhy byly
pocitany pomoci softwaru Quantitative Parasitology (Rézsa et al. 2000). Pritomnost Bd mezi
tfemi zemémi (Albanie, Cernd Hora, Makedonie) byla porovnavana metodou zobecnénych
linearnich modelit (GLM) a statistickym softwarem R, verze 2.10.1 (R Development
CoreTeam2009).

Porovndni intenzity nikazy Bsal ve volné piirodé a chovech CR

Konfidenéni intervaly (99 % Sterne-Wald) jsou pii nulové prevalenci Bsal 0,0-4,2 %
v divocing a 0,0-2,6 % Vv zajeti (Rosza et al. 2000). Vzhledem k absenci Bsal + byly poé&itany
konfidenéni intervaly prevalence. Standardni testy provedeny byt nemohly (bez Bsal +).
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4. Vysledky

4.1 Potvrzeni vyskytu patogenu Bd v umélych chovech v CR

Na zakladé naSich vysledki byla ptitomnost Bd potvrzena v CR v umélych chovech
obojzivelniki. Z 610 ziskanych vzorkl jsme zaznamenali pozitivni vysledky na pfitomnost
Bd u 31 znich (5,1 %). Z celkovych 117 vzorkovanych druht se u osmi z nich (6,8 %)
potvrdila infekce touto plisni. Jednalo se o druhy: Bombina scabra, Dendrobates azureus,
Neurergus kaiserii, Osteopilus septentrionalis, Silurana amieti, Silurana sp. (nepopsany druh
importovany z Ghany), Theloderma bicolor a Theloderma stellatum.

Poéty zdravych a nakazenych jedincli se na pfitomnost Bd mezi riznymi typy chovnych
zafizeni vyznamné neliSily. Pomér pozitivnich jedinc se ale vyznamné liSil mezi
jednotlivymi taxony. Zatimco u fadu Anura se ze 416 vzorkovanych jedinct pliseil objevila
ve 34 piipadech (8,2 %), u fadu Caudata byl pozitivni pouze jediny vzorek (1/198). Nejvyssi
mira infekce (69,6 %) byla nalezena u ¢eledi Pipidae, rodu Silurana spp.; konkrétné u druhu
Silurana amieti a Silurana sp. (blize nepopsany druh importovany z Ghany). Nakazeni
jedinci vSak nevykazovaly zadné typické symptomy chytridiomykézy. Bez zjevnych
symptomut byla vétSina vzorkovanych jedinct, ¢emuz odpovidala i intenzita ndkazy. Ta se
pohybovala v mirmych hodnotaich GE (0,4-188,3 GE), pouze u dvou pfipadi jsme
zaznamenali vy$si a velmi vysoké intenzity (331,3 a 9230 GE), s typickymi pfiznaky
chytridiomyko6zy a naslednym thynem jedincti (Dendrobates azureus). Mimé piiznaky
(zmény na kazi) se objevily u ¢eledi Rhacophoridae, kde jsme ptitomnost Bd zaznamenali u
22,5 %; u druht Theloderma bicolor a Theloderma stellatum. Oba zminéné druhy projevily
vysokou citlivost vici 1é¢bé itraconazolem. Vysledky nam potvrdily, Ze se 1é¢ba musi volit
velmi uvazlivé; na zaklad¢ intenzity onemocnéni a citlivosti jednotlivych druht (Bielby et al.
2008, Searle et al. 2011). Neni vhodné aplikovat 1é€bu itraconazolem (dle Forzana et al.
2008) preventivné, pifi nizkych intenzitach patogenu ani pii 1é¢bé larvalnich a juvenilnich
stadii. V téchto pfipadech je vhodn&jsi pouzit 1é€bu zvysenim teploty (Woodhams et al.
2003), snizenim koncentrace itraconazolu u metamorfovanych jedinct (Brannelly et al. 2012)
nebo pouzitim voriconazolu (Martel et al. 2011), ktery je bezpecny jak pro citlivé druhy, tak
pro pulce.

Vysledky detekce patogenu Bd piimo ze vzorki vody nebyly zcela jednoznaéné. Nékteré
vzorky vody vysly na pFitomnost Bd pozitivné, zatimco vSechny kontrolni vzorky ze stért
byly negativni. K protichiidnosti vysledkii mohlo dojit z vice diavodi; ve vodé mohla byt
environmentalni zbytkova DNA, ktera se na obojzivelnicich nenachdzela, mohlo jit o mrtvé
zoospory, stéry mohly byt ndhodné odebrany z mist, kde se zoospory na obojzivelnikovi
nenachdzely, stéry nebyly odebrany ze vSech zvifat v nadrzi, takze mohlo dojit k ndhodnému
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odbéru neinfikovanych zvitat, vzorky ze stéri mohly byt kontaminovany. Vzhledem
k nejednozna¢nosti vysledki nelze délat zaveéry.

4.2 Prvni rozsahly prizkum patogenu Bd na Balkanském poloostrové

V priibéhu dvou let (2013 a 2014) jsme odebrali 454 vzorkii na uzemi Cerné Hory, Albanie a
Makedonie. Patogen Bd byl detekovan u 65 vzorkd (14,3 %), u péti druhl z 11 testovanych
(Bombina variegata, Hyla arborea, Lissotriton vulgaris, Pelophylax sp. a Triturus
macedonicus), na 13 lokalitach z celkovych 38. Pomér nakazenych jedincl se mezi zemémi
vyznamné nelisil. Jelikoz byl v Albanii a Makedonii odebran pomérné nizky pocet vzorkd,
detailngji jsme se v ramci porovnani mezi druhy zaméfili pouze na Cernou Horu. V roce
2013 byl vyskyt plisné Bd v Cerné Hofe potvrzen u 12, 5 % vzorkovanych jedinctl, v roce
2014 u 14,6 % testovanych. Intenzivni vyzkum v Cerné Hofe v roce 2014 potvrdil p¥itomnost
Bd u 18,7 % zab z 267 testovanych a pouze u jednoho ocasaté¢ho z 84 (1,2 %). Pomér
nakazenych a zdravych jedincti se vyznamné liSil jak mezi druhy, tak mezi lokalitami.
Nejvyssi mira infekce se objevila u rodu Pelophylax sp.; ze 160 vzorkovanych jedinci bylo
49 (30,6 %) Bd pozitivnich. Tento vysledek je vyznamny z hlediska vyskytu skokana
Pelophylax shgipericus, endemita Albanie a jihu Cerné Hory, ktery je podle Cerveného
seznamu [UCN ohrozenym druhem. Jeho budouci existence je ohrozena zejména znecisténim
vodnich zdroji a odchytem pro komercni ucely. Proto je nezbytné zjistit, jaky vliv ma
chytridiomykdza na pokles jeho populaci. Nase data podporuji vyznamnou roli skokant rodu
Pelophylax sp. jako pfenaSe¢t Bd (Woodhams et al. 2007b, Balaz et al. 2014a). Nizka
variabilita prevalence Bd mezi riznymi lokalitami naznacuje, Ze tito skokani jsou sami o sob&
nejdulezitéj$im faktorem vyskytu Bd, zatimco faktory prostfedi mohou mit sekundarni vliv.
Vzhledem k tomu, Ze jsou vodni skokani schopni se §ifit na velké vzdalenosti, jejich
populace jsou pocetné a navic jsou viéi Bd imunni (Woodhams et al. 2012), méli by byt
dulezitym predmeétem studia pro pochopeni dynamiky infekce Bd.

4.3 Vyzkum nového patogenu Bsal u obojZivelnika ve volné prirodé a v chovech
v CR

Béhem podzimu 2015 a jara 2016 bylo odebrano 126 vzorkid z ocasatych obojzivelniki ve
volné pfirodé na deviti lokalitich Prahy a pfilehlého okoli. U vSech tii testovanych druht
(mlok skvrnity, ¢olek obecny, ¢. horsky) nebyla pfitomnost patogenu Bsal detekovana.
V umélych chovech obojzivelnikd byly vzorky odebirany v prazské zoologické zahradé a
¢tyfech soukromych chovatelt. V ramci 198 vzorki z 60 druhti rovnéz nebyla pfitomnost
patogenu Bsal potvrzena. VVzhledem Kk potencialni hrozb¢ Bsal pro nase obojzivelniky (Martel
et al. 2014) budou nezbytné dalsi kroky vcetné prevence, navazujiciho vyzkumu na dalsich
lokalitach a kontrolach jiz sledovanych populaci. Zejména pii monitoringu musi byt kladen
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obrovsky diraz na dodrzovani pfisnych hygienickych pravidel a opatrnost pii jakékoli
manipulaci se zvifaty. V idedlnim pfipadé je snaha se manipulaci zcela vyhnout — tzv. pasivni
kontrola, kdy se symptomy nemoci sleduji pouze vizualné. Zapojit by se méli vSechny
zainteresované strany navstévujici stanovisté¢ obojzivelnikt (terénni pracovnici, védci,
vyzkumnici, ochranci pfirody, dobrovolnici atd.) Shromazduji se podezielé ptipady, sleduje
se umrtnost a teprve pak nasleduje konkrétni vySetfeni na pritomnost Bsal (aktivni kontrola).
To je v mnoha ohledech, a zvlasté u ocasatych obojzivelniki, nejvhodnéjsi metodou detekce
patogenu (EFSA 2017).
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5. Zavér

Vzhledem k vaznému ohrozeni obojzivelniki patogeny Bd a Bsal je intenzivni vyzkum
ptitomnosti, prevalence a dynamiky obou plisni naprosto nezbytny (pfi zachovani striktnich
hygienickych pravidel). Monitoringem plisné Bd se na§ vyzkumny tym zabyva od roku 2008,
kdy byl poprvé potvrzen jeji vyskyt ve volné ptirodé v CR u ropuchy obecné a skokant rodu
Pelophylax (Balaz et al. 2009). Ac¢koli v nasich podminkach nebyly doposud zji§tény masové
uhyny v dasledku chytridiomykoézy a mira infekce byla u vétSiny testovanych jedincd nizka,
odpovidajici evropskému priméru, je tieba tomuto patogenu vénovat zvySenou pozornost.
Samotna pritomnost plisné mize pusobit synergicky s ostatnimi negativnimi vlivy, coZz muiize
byt pro obojzivelniky fatdlni. V souvislosti se zménami klimatu se miize ménit i vliv
patogenu Bd a nase druhy se vii¢i nému mohou stat ¢asem citlivéjsi.

Jelikoz Sifeni chytridiomykdzy tuzce souvisi s mezinarodnim obchodem s obojzivelniky,
zamgfili jsme se v této praci mimo jiné na umélé chovy. V ramci naseho vyzkumu jsme
zmapovali vyskyt plisné Bd a Bsal u obojzivelniki chovanych v zajeti, zjistili a porovnali
prevalenci mezi jednotlivymi druhy a chovnymi zafizenimi a v piipad¢ pozitivnich nalezi
jsme navrhli vhodnou 1é¢bu. Pfitomnost patogenu Bd jsme zaznamenali hlavné ve formé
mirnych asymptomatickych infekci, ale vyskytly se i pfipady akutnich onemocnéni, ktera
mohou ohrozit celé chovy. V piipadé vzacnych a nakladnych druhd tak muze pfitomnost
patogenu zpusobit i zna¢né finan¢ni Skody. Mnohem zavazné&j$i Skody ale muze zpusobit
ptenos plisn¢ do volné piirody. Proto je nezbytné riziko pfenosu zmirnit. Na zdkladé
vysledkti a poznatki tohoto vyzkumu bychom méli byt schopni nastavit opatfeni zabranujici
dalsimu Sifeni patogenu. Na zacatku je potieba presné urcit distribuci nemoci, zajistit
kontrolu a ochranu zdravych chovil. Uz k tomuto cili je nutné optimalizovat systém sbéru
vzorki a zrychlit cely proces od odbéru vzorku po oznameni vysledki. Nasledna 1écba nebo
zruseni chovi je uz na chovatelich, ale 1ze o¢ekavat, ze v ptipadé cennych chovi budou mit o
lé¢bu zdjem. V mezinarodnim méfitku vznikaji snahy o detailni dohled, implementaci
ptisnych hygienickych a karanténnich opatfeni a v celkovém disledku o omezeni importu a
chovu obojzivelnikd (Young et al. 2007). Jenze praveé schopni chovatelé mohou mnohym
vzacnym druhlim umoznit jejich preziti v zajeti a omezit tak dopad chytridiomykoézy na volné
zijici populace (napf. posilenim stavajicich populaci reintrodukcemi).

Na zéklad¢ vysledkl nasich vyzkumt se zatim nepodaftilo prokazat ani vyvratit, Ze by pliseil
Batrachochytrium dendrobatidis bezprostfedné ohroZovala obojzivelniky ve volné ptirodé
CR. Vylougeno to oviem neni, jelikoz pisobeni Bd u nas neni zatim zcela jasné. Pokud se
pliseni objevi v umélych chovech, mize byt fatalni nejen pro obojzivelniky v zajeti (vétsinou
se chovaji citlivé tropické druhy), ale miZe ohrozit i volné zijici populace (riziko pfenosu
patogenu do piirody). Tyto vysledky koresponduji s nasim dal§im vyzkumem provedenym ve
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volné piirodé v Cerné Hote, kde jsme rovnéz zaznamenali pouze mirné infekce bez zjevnych
symptomil a thynt. Nelze ovSem tvrdit, Ze patogen nema na obojzivelniky zadny vliv. Zda se
ale, Zze vyznamnou roli z hlediska §ifeni patogenu zde maji skokani rodu Pelophylax, ktefi
jsou vici nému rezistentni a v pfirod¢ pisobi jako potencidlni pfenaSeci (Woodhams et al.
2012, Balaz et al. 2014a).

Plisen Batrachochytrium salamandrivorans mtize mit v nasich podminkach zfejmé mnohem
chovech v CR nepotvrdili, jeho devastujici uginky jsou znamy z Holandska a Belgie, kde
témé&f vymizely populace mloka skvrnitych (Martel et al. 2013, Spitzen-van der Sluijs et al.
2013, Martel et al. 2014). V ramci Evropy byl vyskyt patogenu také potvrzen v chovech ve
Velké Britanii, Némecku a Spané&lsku (Cunningham et al. 2015, Sabino-Pinto et al. 2015,
Fitzpatrick et al. 2016), takze pravdépodobnost zavle€eni na nase Gizemi je pomérné vysoka.
Staly vybor Bernské iimluvy proto vydal doporuceni ¢. 176 tykajici se prevence a kontrol
patogenu Bsal. Podle n&j by mély evropské zemé& piijmout opatieni zahrnujici programy pro
kontrolu a monitoring mozného Sifeni patogenu, zejména v rizikovych oblastech, a
vypracovat akéni plany umoziujici rychlou reakci v piipadé propuknuti infekce (Council of
Europe 2015).

Statni veterinarni sprava CR rovnéz vydala opatfeni proti ifeni nebezpeéného patogenu. Od
1. zafi 2016 by mela kontrolovat vSechny zasilky ze tfetich zemi obsahujici pfedev§im druhy
rodu Cynops, Notophthalmus a Plethodon. Zvitata maji byt po dovozu na misto uréeni drzena
v izolaci nékolik dni oddélené¢ od ostatnich zvifat a jsou pod dozorem mistné ptislusné
krajské veterinarni spravy (Statni veterinarni sprava 2016). Otazkou zistava, zda tato
opatfeni budou skutecné dodrzovana a zda budou dostacujici. Podle EFSA 2017 by méla
karanténa trvat minimalné 40 dni. Navic podle nejnovéjSich studii mohou byt vektorem pro
pfenos patogenu Bsal i zaby (Nguyen et al. 2017, Stegen et al. 2017), takZe by se zakaz
importovanych obojzivelnikti musel rozsifit o dal§i druhy. Vzhledem k nekontrolovatelnému
mezinarodnimu obchodu s obojzivelniky, potazmo i roz§ifenému cernému trhu, je vysoka
pravdépodobnost, Ze se tento smrtici patogen bude dale sifit. Bez restriktivni politiky, ktera
by presné stanovovala pravidla mezindrodniho obchodu (napf. zdkaz importti obojzivelniki
ze tietich zemi, testovani importi evropskych obojzivelniki na Bsal atd.), se bude situace
nejspide zhorSovat. Uspé$nému zabranéni $ifeni Bsal Ize pravdépodobné dosahnout jen
kombinaci pfisné karantény a vstupnich kontrol kazdého importovaného obojzivelnika do EU
(EFSA 2017), coz je prakticky nemozné. Nejvyssi pozornost by se v prvni fadé¢ méla vénovat
prevenci, ochrané volné€ zijicich populaci, systematickému monitoringu, kontrolam,
dodrzovani ptfisnych hygienickych pravidel a informovanosti vetejnosti.
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Nas vyzkumny tym v loniském roce navazal spolupraci se Statni veterinarni spravou ohledné
ptfipadné pomoci pii kontrolach a monitoringu importd. Momentalné¢ zadame o podporu
Technologické agentury Ceské republiky (TACR), konkrétng v ramci programu TACR Beta,
kde bychom chtéli v ramci projektu zavést systém aktivniho a pasivniho monitoringu obou
patogent ve volné pfirod€ i v chovech, vyvinout metody 1é¢by, nastavit systém spoluprace
mezi univerzitami VFU, CZU, Statni veterinarni spravou, MZP CR a AOPK CR, chovateli,
zoologickymi zahradami a dal§imi zainteresovanymi subjekty. Vzhledem ke globalnim
dopadim na obojzivelniky se Bd/Bsal staly jednim z nejvice studovanych patogent volné
zijicich zvitat. Védecké poznatky mohou pomoci pfi prevenci i ochrané obojzivelnikli a
zachovani jejich biodiverzity.
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6. Summary

Ampbhibians around the world face the threat of sudden population decline and extinction of
entire species caused by the disease named chytridiomycosis. The skin disease caused by
chytrid fungi Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) a B. salamandrivorans (Bsal) affects the
vital function of amphibian skin. Consequences of the disease depend on the host's
susceptibility, the infection intensity and the environmental factors. The spreading of both
patogens is probably caused by the international amphibian trade. As the popularity and
interest in amphibians as pets in the Czech Republic is growing, the risk of introduction of
pathogens into a captive breeding is increases and subsequently into the wild. In first study
we focused on monitoring of the Bd in captive breeding of amphibians; zoological gardens,
herpetological station, private breeders, pet shop sellers across the Czech Republic. Of 610
amphibians tested, we recorded 5.1% to be infected with Bd. The fungus was present mainly
as a mild asymptomatic infection, but we also found cases of acute disease, including
mortalities. Amphibian breeders, zookeepers and pet sellers should regularly test their
animals for the presence of Bd and other pathogens, because captive amphibians can serve as
their reservoirs. When Bd infection is present in a captive amphibian, treatment should be
appropriate to the infection’s intensity. The trade-off between the risk of disease and the risk
of antifungal treatment varies greatly among species, and even itraconazole’s use can cause
fatal health complications.

Although the presence of the pathogen Bd in Europe is very well known, its south-eastern
part and the Balkan Peninsula remained neglected. Species diversity in the Balkans is very
high, and especially Montenegro belongs to europeen and world’s biodiversity hotspots.
Therefore, our further research was focused on mapping of Bd in the Balkan Peninsula. Over
a two-year period, 454 skin swab samples of amphibians were collected in Montenegro,
Albania, and the Republic of Macedonia of which 65 samples (14.3%) were Bd-positive. Bd
was detected in 5 out of 11 sampled species (Bombina variegata, Hyla arborea, Lissotriton
vulgaris, Pelophylax sp., and Triturus macedonicus) at 13 out of 38 localities. Infection rates
did not differ between countries but varied greatly between species with a maximum in
Pelophylax sp. (> 30%). Within positive Pelophylax samples, infection loads were constant
across areas and age groups. Considering the Balkans’ biodiversity and the potential threat to
local endemics and genetic richness, future monitoring is vital for assessing Bd presence,
prevalence and infection trends in the region.

Related with the devasting effects of emerging pathogen Bsal, we investigated of monitoring
of Bsal in caudate amphibians in the Czech Republic. Surveillance of this pathogen is of
great conservation importance. As the pet trade is assumed to be the route of Bsal
transmission, it is likely that large cities where exotic pet collections, specialized pet shops
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and zoos are more common are at greater risk of Bsal emergence. Our study included species
in wild (3 species, 9 localities, 126 samples) and captive populations (60 species, 198
samples) from Prague and its surroundings. Bsal was not detected in any of the 324 tested
samples. Because the risk for Bsal to spread in Europe via the pet trade is ever-present,
additional steps to alleviate such risk should be undertaken especially in proximity to larger
cities.
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8. Stru¢ny prehled publikaci

8.1. First systematic monitoring of Batrachochytrium dendrobatidis in collections
of captive amphibians in the Czech Republic

Abstrakt

The popularity of amphibians as pets in the Czech Republic is growing. Private keepers breed
mainly exotic species that are available at popular exotic animal fairs and in pet shops. This
growing demand for amphibians also brings increasing risk of disease transmission. In our
study, we focused on two objectives: detecting the pathogen Batrachochytrium dendrobatidis
(Bd) in captive amphibians across the Czech Republic and summarizing the results of
itraconazole treatments. We performed a systematic survey, focusing on public institutions,
the pet trade and private breeders. Of 610 amphibians tested, we recorded 5.1% to be infected
with Bd. The fungus was present mainly as a mild asymptomatic infection, but we also found
cases of acute disease, including mortalities. Amphibian breeders, zookeepers and pet sellers
should regularly test their animals for the presence of Bd and other pathogens, because
captive amphibians can serve as their reservoirs. When Bd infection is present in a captive
amphibian, treatment should be appropriate to the infection’s intensity. The trade-off between
the risk of disease and the risk of antifungal treatment varies greatly among species, and even
itraconazole’s use can cause fatal health complications.

Citace

Havlikova B., Balaz V., Vojar J. (2015): First systematic monitoring of Batrachochytrium
dendrobatidis in collections of captive amphibians in the Czech Republic. Amphibia-Reptilia
36: 27-35.

Kli¢ova slova

amphibian trade, antifungal treatment, captive-bred amphibians, chytridiomycosis, infectious
disease, itraconazole
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8.2. Distribution, prevalence, and amphibian hosts of Batrachochytrium
dendrobatidis in the Balkans

Abstrakt

The Mediterranean region, consisting of, amongst other areas, three main southern European
peninsulas (the Iberian, Apennine, and Balkan) is known as one of the world’s biodiversity
hotspots. The Iberian Peninsula was the first place in Europe where amphibians were
confirmed to be infected by the amphibian chytrid fungus, Batrachochytrium dendrobatidis
(Bd). Whereas the Iberian and Apennine peninsulas have been subject to intensive
chytridiomycosis research, this study represents the first large-scale Bd survey in the Balkans.
Over a two-year period, 454 skin swab samples of amphibians were collected in Montenegro,
Albania, and the Republic of Macedonia of which 65 samples (14.3%) were Bd-positive. Bd
was detected in 5 out of 11 sampled species (Bombina variegata, Hyla arborea, Lissotriton
vulgaris, Pelophylax sp., and Triturus macedonicus) at 13 out of 38 localities. Infection rates
did not differ between countries but varied greatly between species with a maximum in
Pelophylax sp. (> 30%). Within positive Pelophylax samples, infection loads were constant
across areas and age groups. Considering the Balkans’ biodiversity and the potential threat to
local endemics and genetic richness, future monitoring is vital for assessing Bd presence,
prevalence and infection trends in the region.

Citace

Vojar J., Havlikova B., Solsky M., Jablonski D., Ikovi¢ V., Balaz V. (2017): Distribution,
prevalence and amphibian hosts of Batrachochytrium dendrobatidis in the Balkans.
Salamandra 53(1): 44-49.

Klic¢ova slova
Amphibian infectious disease, Balkan Peninsula, chytridiomycosis
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8.3. First survey of the pathogenic fungus Batrachochytrium salamandrivorans
in wild and captive amphibians in the Czech Republic

Abstrakt

Batrachochytrium salamandrivorans (Bsal) is a recently recognized parasitic fungus infecting
newts and salamanders. It is lethal to many European Caudata species. Surveillance of this
pathogen is of great conservation importance. As the pet trade is assumed to be the route of
Bsal transmission, it is likely that large cities where exotic pet collections, specialized pet
shops and zoos are more common are at greater risk of Bsal emergence. Therefore, we have
started to survey wild populations of Caudata species (3 species, 9 localities, 126 samples), as
well as collections of captive salamanders (60 species, 198 samples) in Prague, the capital
city of the Czech Republic. Bsal was not detected in any of the 324 tested samples. Because
the risk for Bsal to spread in Europe via the pet trade is ever-present, additional steps to
alleviate

such risk should be undertaken especially in proximity to larger cities.

Citace
Balaz V., Solsky M., Gonzalez D., L., Havlikova B., Zamorano J., G., Gonzalez Sevilleja C.,
Torrent L., Vojar J. (2018): First survey of the pathogenic fungus Batrachochytrium
salamandrivorans in wild and captive amphibians in the Czech Republic. Salamandra 54(1):
87-91.

Klic¢ova slova
chytridiomycosis, infectious diseases, Prague, gPCR, Salamandra salamandra
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