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Abstrakt:

Hlodavci hraji kli¢ovou roli jako hostitelé pro fadu ektoparazitl, ktefi pienaseji Siroké spektrum
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parazitologickych vyzkumech nabyvaji na vyznamu. V diplomové praci jsem se zabyvala sezonni
dynamikou blechy Ceratophyllus (Monopsyllus) sciurorum u plcha velkého (Glis glis) a detekci
bartonel v obou téchto hostitelich. U plcha velkého jsem v pribéhu jeho aktivni sezony zaznamenala
kromé& dominantniho druhu — Ceratophyllus (Monopsyllus) sciurorum jesté blechy Ceratophyllus
gallinae a Hystrichopsylla talpae. Pfitomnost blech u plchi se v priab&éhu sezony statisticky
vyznamné meénila S periodou (tedy datem odbéru), déale s pohlavni aktivitou jedinci a v ramci
odbérovych lokalit. Vék a pohlavi jedince nemélo na pifitomnost blech zadny vliv. V ptipadé
pocetnosti blech u plchi byla opét statisticky pritkazna zména v priabéhu sezony, kdy nejvyssi
pocetnost ptipadla na zafi. Pohlavni aktivita plcha a lokalita se jevily jako neprikazné. Proménné
pohlavi, velikost téla a vék plcha nemély na pocéetnost blech zadny prukazny vliv. V priabéhu celé
sezony jsem zaznamenala na hostitelich v priméru vice samic blech C. sciurorum nez samcd.
Prevalenci bartonel jsem vyhodnotila pro C. sciurorum i plcha velkého. V prubéhu sezony
prevalence u blech fluktuovala, primérné dosahovala 44,7 %; nejvysSich hodnot dosahla na konci
¢ervence (52,4 %). Bartonely byly detekovany ¢asté&ji u samic blech nez u samci. Pro srovnani dvou
ekologicky odlisnych lokalit vySel vyznamny vliv pohlavi blechy a interakce mezi lokalitou
a periodou. Ob¢ lokality se v prubéhu sezony lisily ve vrcholu prevalence (uprostied 1éta versus
konec 1éta). V sezoné se zaroven odebiraly zvlast' i vzorky z plchti a na nich parazitujicich blech
zauCelem zjisténi, zda v krvich i blechach koluji stejné druhy bartonel. Prevalence u takto
odebiranych blech byla 45,6 %, v krevnich vzorcich plchd 52,9 %. Nasledné jsem vyhodnocovala,
zda je u pozitivniho plcha alespon jedna z odebranych blech rovnéz pozitivni — ke shodé doslo

v 39,2 % piipadi, coz naznacuje, ze plch velky je pravdépodobnym zdrojem bartonelové infekce



pro blechy. Vyhodnoceni sekvenci potvrdilo dvou odlisnych druht bartonel — Bartonella grahamii-

like a zatim nepojmenovaného druhu Bartonella sp.
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Rodents play a key role as hosts for many ectoparasites which carry a wide spectrum of both human
and animal diseases. Fleas are one of the most common rodent ectoparasites. Fleas also serve as
a host organism for Bartonella — bacteria of a growing importance in present parasitological studies.
In my Master thesis | analyzed seasonal dynamics of the flea Ceratophyllus (Monopsyllus) sciurorum
found on the edible dormice (Glis glis) and the detection of Bartonella species in both hosts. During
the active season of the edible dormouse | recorded — with the exception of the dominant species
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UVOD A CILE PRACE

Blechy (Siphonaptera) jsou obligatnimi ektoparazity fady savci a ptakd. Diky svému zivotu
Vv bezprostiedni blizkosti svych hostitelit a schopnosti byt rezervoarem pro fadu infekénich agens
spektrem organismid. Pivodcem jedné z infekci, které se v poslednich letech dostava stale vetsi
pozornosti ze strany védct, jsou bakterie rodu Bartonella, které je mozné detekovat u fady
obratlovct a jejich ektoparaziti — predevsim blech. Vysokou taxonomickou i genetickou diverzitu
vykazuji bartonely u hlodavct, mezi které fadime mj. i plcha velkého, na kterého je tato prace
zameéfena.

Zatimco sezonni dynamika blech U plchii a detekce riznych patogentl v téchto ektoparazitech
je vodborné literatufe popisovana, v piipadé systému plch — blecha — bartonela dosud zadna

rozsahlejsi vyzkumna ¢innost neprobehla.
Za cile této prace jsem zvolila:

e vyhodnoceni druhového spektra a sezonni dynamiky blech u plcha velkého

e provedeni statistické analyzy proménnych vysvétlujicich piitomnost a pocéetnost blechy
Ceratophyllus (Monopsyllus) sciurorum u plcha velkého

e vyhodnoceni prevalence bartonel u blech Ceratophyllus (Monopsyllus) sciurorum a plcha
velkého
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1 LITERARNI PREHLED

1.1 BLECHY (SIPHONAPTERA)

1.1.1 Zakladni charakteristika

Blechy se tadi do tfidy Insecta (hmyz), podtéidy Pterygota (kiidlati) a fadu Siphonaptera (syn.
Aphaniptera). Tento vysoce specializovany a relativné maly fad sekundarné bezktidlého
holometabolniho hmyzu ¢itd 2005 druhti a 828 poddruhti, roz¢lenénych do 242 rodt, 97 podroda
a 18 celedi. Je vsak jisté, Ze se tato ¢isla budou postupné meénit, a to diky neustale probihajicimu
objevovani a popisu novych druhti (Krasnov, 2012; Whiting et al., 2008). Na tizemi Ceské republiky
se v soucasné dob¢ vyskytuje vice jak sto druhd blech. Dospélci blech Ziji vyhradné cizopasné
a s vyjimkou rodu Tunga se jedna o ektoparazity (Volf et Votypka, 2007).

S parazitickym zplsobem zivota se poji celd fada morfologickych télnich znak, které jsou
pro blechy charakteristické. T¢€lo dospélce je dlouhé piiblizn€ 2 — 10 mm, je lateralné zplostélé, silné
sklerotizované a nese mnozstvi dozadu sméfujicich $tétin a hiebent (ktenidii), které jsou cCasto
uspotadané do fad a napomahaji rychlému pohybu v srsti ¢i pefi hostiteld. Zaroven podstatné zt&zuji
odstranéni blech hostitelem (Bitam et al., 2010). Ptitomnost ktenidii, jejich umisténi a pocet, slouzi

k taxonomickému urc¢ovani druhii (Dobler et Pfeffer, 2011).
1.1.2  Vyvoj

Samci i samice blech jsou obligatorni krev-sajici ektoparazité s proménou dokonalou. Zivotni cyklus
proto zacina vajickem, ze kterého se vyviji larva prochézejici nékolika instary, kterd se nasledné
kukli a z kukly se pak lihne dosp€ly jedinec. VSechna stadia s vyjimkou dospélce se zpravidla vyvijeji
mimo svého hostitele. Samice mohou za den naklast az 50 vaji¢ek v obdobi dlouhém az 100 dni
(mnozstvi nakladenych vajicek vSak postupné klesd). Vajicka jsou mala (0,1 — 0,5 mm), ovalna,
bélava az prusvitna (Bourne et al., 2018; lannino et al., 2017).

Doba, za kterou se z vajicka vylihne larva, zavisi na teploté a vlhkosti prostiedi, primérné
tento proces trva dva dny az dva tydny. Velikost larvalnich stadii se lisi dle instaru; prvni instar se
pohybuje mezi 1 — 2 mm, tfeti muze méfit i vice nez 5 mm. Larvy jsou apodni, eucefalni, maji bilé
zbarveni, ¢ervovity vzhled a byvaji pokryty drobnymi chlupy. Disponuji parem Celisti a parem Zlaz,
kterymi pozdé&ji produkuji hedvabné vlakno pro tvorbu kokonu (Bourne et al., 2018; Durden
et Hinkle, 2009; lannino et al., 2017). Na rozdil od dospélct jsou larvy neparazitické a zivi se
organickym odpadem ¢i trusem dospélych blech, ktery je pfitomen v hnizd¢ hostitele. Po pozieni

tohoto typu potravy pak barva jejich téla tmavne (Blagburn et Dryden, 2009; Krasnov et al., 2005).

ey ee
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pro kuklu; hedvabna vlakna, ktera kuklu tvofi, jsou lepkava a nachytava se na né drobny material
ptitomny v hnizdé hostitele (napi. prach, pefi, chlupy); obaleni kukly funguje jako maskovaci
mechanismus a zarovei chrani pied vyschnutim (Dobler et Pfeffer, 2011).

V idealnich podminkach (pti cca 27 °C a 80 % relativni vlhkosti) se dospélec z kukly lihne
po 1 -2 tydnech. Lihnuti je podminiovano znaky, které signalizuji pfitomnost potencidlniho hostitele
— jedna se napf. 0 tlak, vibrace, teplotu ¢i zvySeni obsahu CO,; bez téchto stimulti muze stadium
kukly pretrvat az n€kolik mésict. Thned po vylihnuti se dospélec snazi vyhledat potravu — krev
hostitele. Pokud ji nenalezne, dokaze prezit nékolik tydnd o hladu, avSak v piipadé€, ze se imago
po vylihnuti okamzité nasaje, musi potravu znovu vyhledat za mnohem krat§i Casovy interval
(Bourne et al., 2018).

K rozmnozovani mtze dochazet na t¢le hostitele i mimo né&j, samice je schopna zacit klast
vaji¢ka 1 — 3 dny po prvnim pfijeti potravy. Dospélé blechy mohou Zit v optimalnim prostiedi i vice
nez rok (Bourne et al., 2018). Cely Zivotni cyklus blech demonstruje obrazek ¢. 1.

25 - 40 eggs | day

Adult C_;‘?...f\

% ':'
Several blood £ %)

meals per dﬂy/ W/ wling in environment
2-5 days

1st stage larva

Adults emerge after 1-2 weeks

in environment; delayed
emergence up to 4 months

P » ) ig] "“"’ ARy
re ﬂ&g\j%? 2nd stage larva
i R ’
S
Pupa in silk cocoon

with debris on outside \

Obrazek ¢. 1: Schématické znazornéni zivotniho cyklu blechy koci¢i (Ctenocephalides felis).
Pfevzato z: Dobler et Pfeffer (2011); licencovano pod CC BY 2.0.

Jrd stage larva

1.1.3 Rozsiteni blech v korelaci s hostitelskou specifitou

Dospélci blech parazituji pfedev§im na savcich (96 % druhi, z ¢ehoz az 70 % tvori hlodavci)
a ptacich (4 % druhti) (Hugot, 2006; Volf et Votypka, 2007). Protoze se dosp€lci blech zivi vyluéné

krvi, jsou velmi tizce spjati se svymi hostiteli. Z obecného hlediska travi blechy ¢ast svého zivota
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v hnizdech hostiteld (vajicka, larvy a kukly) a ¢ast pfimo na hostiteli (dospélec). Doba, kterou stravi
imaga blech na téle svého hostitele, se 1i§i v ramci jednotlivych taxond. Pravé dle téchto rozdila
(ve vazbe¢ k hostiteli) 1ze dospélé blechy z ekologického hlediska rozdélit na dvé skupiny: srstni
a hnizdni. Srstni blechy travi vétsinu svého dosp€lého zivota v srsti ¢i pefi hostitele; do této kategorie
fadime piislusniky roda Ctenocephalides, Chaetopsylla, Citellophilus, Tarsopsylla, Amphipsylla,
Praceras, Peromyscopsylla, Traiainapsylla, Leptopsylla, Paleopsylla, blechy netopyrt atd. Hnizdni
blechy travi vétsinu ¢asu Vv hnizdé/notfe hostitele; tato skupina zahrnuje rody Ceratophyllus,
Ctenophthalamus, Hystrichopsylla, Rhadinopsylla, ¢aste¢né i Pulex aj. Nékdy se rozlisuje i skupina
kombinujici tyto dva typy dohromady — Vv takovém pfipad¢ travi blecha zhruba stejné obdobi
dospélého Zivota na hostiteli i v hnizdé/nofe. Ve srovnani jsou hnizdni blechy mén¢ vazany na své
hostitele nez blechy srstni. Mezi témito dvéma kategorizacemi, tedy dle preference mikrohabitatu,
neni s nejvétsi pravdépodobnosti zadna vazba, je vSak logické, Zze hnizdni blechy jsou méné vazany
na své hostitele, nez blechy srstni (Rosicky, 1957; van der Mescht et al., 2016).

Jednotlivé druhy blech se lisi dle Grovné své hostitelské specifity — od hostitelsky
specifickych az po hostitelsky oportunistické druhy. Tradi¢ni kategorizace ektoparaziti (vCetné
blech) z hlediska tirovné hostitelské specifity je zalozena na poctu hostitelskych druhd a jejich
taxonomickém postaveni. Rozlisuji se blechy:

a) monoxenni (majici jeden hostitelsky druh);

b) oligoxenni (majici > 2 hostitelské druhy nalezici do stejného rodu),

C) mezo- ¢i pleioxenni (majici > 2 hostitelské rody nalezici do stejné celed¢);
d) polyxenni (majici > 2 hostitelské ¢eledé nalezici do stejného fadu);

e) euryxenni (majici > 2 hostitelské fady ¢i téidy).

Nelze piesné urcit, ktera z t€chto ekologickych skupin u blech obecné pievazuje — lisi se jak
zastoupeni jednotlivych skupin napii¢ ¢eledémi, tak souborna data prezentovana riznymi autory.
Zatimco hostitelsky specifické blechy (tedy monoxenni a oligoxenni) jsou vazany na ekologicky
izolované hostitele (napt. hlodavce zijici v zemi) z divodu vy$si miry pfizptsobeni se jejich télu
a mikroklimatickym podminkam nory, hostitelsky oportunistické (mezo-/pleioxenni, polyxenni,
euryxenni) druhy blech jsou spiSe vazany na habitat hostitele nez hostitele samotného. Proto obyvaji
urCity habitat, kde vyuzivaji vétsi mnozstvi ekologicky podobnych hostitelskych druhti (Hugot,
2006).

Krasnov (2004a) upozoriiuje na narocnost sledovani hostitelské specifity u blech v riznych
ptirodnich podminkéch, které mohou zkreslovat sledovani tohoto jevu. Naptiklad hostitel napadeny
urcitym druhem blechy na jedné lokalit¢ nemusi byt nutné hostitelem stejného druhu na lokalit€ jiné,
a to z diivodu rozdilnych a pro dany druh blechy jiz nevyhovujicich, ptirodnich podminek — ty se

mohou projevit naptiklad v ramci mikroklimatu hnizda hostitele, ve sloZeni substratu nory atd.
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Protoze se vice druht blech vriznych vyvojovych stadiich muize vyskytovat jak
na dospélcich (hlavné imaga), tak v hnizdech (hlavné vajicka, larvy, kukly), kde se stavaji nedilnou
soucasti biocendzy, dochazi tim k vytvoreni jisté ekologické jednotky, kterou Rosicky (1957) oznacil
jako ,aphanipterium“ (v soucasné literatufe oznacovano jako ,siphonapterium®). To tedy
predstavuje konkrétni soubor druhii blech na jednom hostiteli v jednom hnizd€. Z jeho terénnich
poznatkli také vyplynulo, Ze pfislusnici urcitého ptaciho ¢i sav¢iho druhu mohou sdilet shodné
siphonapterium. Jednotliva siphonapteria se pak oznacuji podle zivoc¢ichi, které maji ve sledovaném
pasmu pirevahu (napf. siphonapterium drobnych zemnich savet, drobnych péveti v Korunach stromt,
vétsich zemnich hlodavci, veverek, jezki, netopyri, velkych Selem atd.).

Ptestoze blechy jsou ve vztahu ke svému hostiteli jen zfidkakdy monoxenni, n¢které celedé

1ze pritadit k typické skupiné hostitelti, na které parazituji (Whiting et al., 2008).
1.1.4  Vyskyt blech v ptacich hnizdech

Ptaci budky slouzi plchtim (ale i jinym drobnym obratlovctim) jako ukryty béhem aktivni sezony
(Juskaitis, 1999). S tim pak souvisi i fakt, Ze poskytuji to€isté i celé fadé ektoparaziti — blechy tak
pochopitelné nejsou vyjimkou. Vyskyt blech ovliviiuje mnozstvi faktorti, z nichZ je vétSina spjata
s environmentalnimi podminkami. Klicovy vliv mize mit vSak i charakter mikrobiotopu, jakym je
ptaci hnizdo (napt. jeho vystelka atd.). Protoze se ptaci behem svého reprodukéniho obdobi
s blechami v hnizdech setkavaji dlouhodobé, vyvinuli si jisté behavioralni, fyziologické
a imunologické strategie redukujici pisobeni téchto paraziti. Pokud ptaci detekuji pfitomnost blech
ve svém hnizd¢é (obzvlast jsou-li pfemnozZeny), ¢asto se vyvaruji naslednému kontaktu zménou
hnizdisté. Mohou také pfed zahnizdénim odstranit piivodni vystelku a tim pravdépodobné snizit
vyskyt blech. Nékteti ptaci do své vystelky ptidavaji Cerstvy rostlinny material ¢i pefi, ¢imz celkove
snizuji fitness vSech ptfitomnych ektoparazitii. Vyskyt vétsSiho mnozstvi blech v hnizdé muze
negativné ovlivnit i velikost snisky ptaku (Heeb, Kolliker et Richner, 2000). Ekologicka potence
blech je z hlediska vztahu k hostitelim velmi rtiznoroda. Nejvice se projevuje u téch druhu, které
za své hostitele preferuji pravé ptaky, a to hlavné diky jejich velké mobilité a moznosti vzajemného
kontaktu mezi ptaky jako hostiteli. Soucasné se projevuje i fyziologické ptizpisobeni se k hostiteli
ajeho hnizdnim podminkam spoleéné se schopnosti blech aktivné migrovat. Sitka hostitelského
spektra jednotlivych ptacich druhti blech je, na rozdil od savéich druhd blech, prozatim relativné

malo prozkoumanou oblasti (Cyprich, Krumpal et Plachy, 2009).

1.1.4.1 Savii blechy v hnizdech ptakii

V hnizdech ptakti se pomérné Casto muzeme setkat i s blechami sav¢imi. Pfestoze urcité druhy
¢i systematické skupiny blech vyrazné preferuji jako své hostitele bud’ ptaky nebo savce (ktefi maji
zcela odlisné télo, habitat i zpusob Zivota), dochazi mezi t€émito hostiteli ¢asto k vyméné jejich

siphonapterofauny. Muze se tak dit z nékolika riznych divod; muze jit 0 vysledek hostitelskych
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a potravnich vztahti — typicky nékteré druhy hlodavct ¢i lasicovitych Selem jsou hnizdnimi predatory
ptaki nebo ptaci hnizda ptrechodné okupuji, ¢imz do hnizda zanesou vlastni blechy. Nezanedbatelnou
roli ma i aktivni migrace blech v ramci stanovisté/biotopu, které s hostiteli sdili (Czeszczewik,
Walankiewicz et Stanska, 2008; JuSkaitis, 1999).

Naptiklad Cyprich, Krumpal et Rolnikova (2001) provadéli na tizemi Slovenska v letech
1964 — 1999 rozsahly vyzkum vyskytu sav¢ich druhi blech na ptacich a v jejich hnizdech. Celkové
bylo kontrolovano 4 062 hnizd (striktn¢ ptacich ¢i takovych, které spolecné s ptaky obyvaji i savci)
od 229 riznych hostitelskych druhti ptaki a savct, ze kterych bylo nasbirano 140 204 blech na 434
lokalitach. Celkové bylo zaznamenano 16 taxonti blech, které jsou vyvojem a potravou
specializované na ptaky, a 21 taxoni, které jsou ve stejnych ohledech specializované na savce.
Je vsak nutné podotknout, Ze zastoupeni ptacich blech bylo i pfes mensi pocet taxonti prevladajici
(pfes 85 %). Sav¢i blechy byly pak rozdéleny do tii riznych kategorii dle procentudlniho zastoupeni

a frekvence vyskytu na nasledujici:

a) pravidelné se vyskytujici — S nejvys$sim procentualnim zastoupenim i frekvenci
- napft.: Megabothris turbidus, Nosopsyllus fasciatus, Cenophthalmus agrytes, Cenophthalmus

assimilis ad.;

b) prileZitostné/obcasné se vyskytujici — s nizkym procentudlnim zastoupenim a frekvenci

- napt.. Ctenophthalmus solutus, Tarsopsylla octodecimdentata ad.;

C) nahodné se vyskytujici — S minimalnim procentualnim zastoupenim a frekvenci
- napt.: Ctenophthalmus orientalis, Ischnopsyllus octactenus, Doratopsylla dasycnema, Paleopsylla
soricis rosickyi, Hystrichopsylla spp., Ctenophthalmus uncinatus, Peromyscopsylla bidentata,

Amphipsylla rossica, Amalaraeus penicillinger, Megabothris walkeri ad.,

pti¢emz nejvice sav¢ich druhti blech v hnizdech ptakt naleZelo do skupiny ¢) s ndhodnym vyskytem,
minimalnim procentualnim zastoupenim a frekvenci.

Otazkou zistava, jak se savci druhy blech do hnizd ptakt dostavaji, jestli ma jejich vyskyt
prakticky vyznam, a zda v hnizdech objevené sav¢i blechy mohou sat na ptacich — tedy jestli je jejich
vyskyt vazan na potravu nebo jde o ndhodny vyskyt umoznény napt. transportem blech spole¢né se
stavebnim materialem ptaciho hnizda, pfenesenim ptaka jakoZzto potravy do ptaciho hnizda ¢i aktivni
migraci blech spolecné se svymi sav¢imi hostiteli obyvajicimi stejna stanoviste. Tyto spekulace jsou
z hlediska fylogenetického a potravniho logické u téch savcich blech, které se v hnizdech vyskytuji
pravidelné (Cyprich, Krumpal et Duda, 2008; Cyprich, Krumpal et Rolnikova, 2001; Cyprich
et Stiavnicka, 2003).
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1.1.4.2 Vyskyt blech v hnizdech plcha velkého

Plch velky preferuje pro své hnizdo uzaviena mista, kterymi jsou Casto stromové dutiny nebo
naptiklad i pta¢i budky.

Jednim z pasem siphonapterii, které vyclenil Rosicky (1957), je i pasmo siphonapterii
veverky, které zahrnuje mj. i plcha velkého. Celé toto pasmo je typické pro stiedoevropské arborealni
savce, hnizda divoce Zijicich holubti rodu Columba, hrdli¢ek Streptopelia a pro jiné ptaky, stavéjici
si hnizda podobna vever¢im Vv korunach nebo dutinach stromi. Pravé diky riznym sménam hnizd
dochazi k casté vymeéne blech a jejich dalsi specializaci. Mezi typické blechy tohoto pasma patii
Tarsopsylla octodecimdentata a Ceratophyllus (Monopsyllus) sciurorum. Zivot veverky, ktery ¢asto
zahrnuje pronikani do ptacich hnizd, zapficinuje, Ze na jejim téle mohou byt zastizeny ptaci blechy,
jako je napt. Ceratophyllus garei a Ceratophyllus gallinae komplex.

Blechy maji obecné negativni dopad na savce i ptaky. Nejenom ze mohou zptisobovat ztratu
krve, poskozeni a podrazdéni kiize po sani (z divodu transmise toxinti pfitomnych ve slinach), ale
jsou také vyznamnymi pienaseci riznych patogend (Hawlena, Abramsky et Krasnov, 2006).

Ceratophyllus (Monopsyllus) sciurorum nalezi do celedi Ceratophyllidae, infrafadu

Certaophyllomorpha (Krasnov, 2012). Jedna se 0 Siroce rozsifeny druh vyskytujici se po celé

Palearktické oblasti s vyjimkou tundry. Zaroveni jde o jeden z nejhojnéjSich druhti celého tadu.

500 uym
Obrazek €. 2: Samice blechy Ceratophyllus (Monopsyllus) sciurorum. Pievzato z: Wikimedia
Commons, URL 1; licencovano dle CC BY 2.0.
1.1.5 Blechy jako prenaSec¢i
Patogeny, které jsou piendSeny mezi zviraty, lidmi a rostlinami skrze hematofagni ¢lenovce, jsou
zodpovédné za zna¢nou morbiditu a mortalitu lidi v prib&hu celé historie (Alvarez-Hernandez et S-
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Rivera, 2017). V soudasné dobé se vétSina vyzkumi zaméfuje na takové vektory, které pienaseji
vyznamné zoondzy — jde ptedevsim o komary (napt. zapadonilska horecka) a klistata (napt. lymska
boreliéza). Vektorim, jakymi jsou blechy, a jimi pfenaSenym patogeniim, je vénovana podstatné
mensi pozornost, ackoliv jsou zodpovédné za fadu nemoci (napt. morova onemocnéni), které si
v prubéhu historie lidstva vyzadaly miliony obéti (Eisen et Gage, 2012).

V ptipadé zoonoz se blecha nakazi pivodci piipadnych onemocnéni pii sani infikované krve
hostitele. To, jestli se patogen v blese bude vyvijet, pak zavisi na mnoha faktorech, jakymi jsou napt.
druh blechy, mnozstvi nasatych infek¢nich Castic, pfitomnost antagonistickych mikroorganismi
ve stfevé blechy, vlivy prostiedi (teplota, vlhkost) atd. Pokud jsou vSechny tyto podminky pro dany
patogen optimalni, dochazi k jeho dalsimu rozvoji a ¢asto je schopen v blese pretrvat az do konce
jejiho zivota (Rosicky, 1957).

Krvi hostitele se zivi ob& pohlavi blech, a to pfedevsim sanim z pfimo rozrusenych krevnich
cév. Protoze jsou Casto samy hostiteli/vektory pro fadu patogend, hraji nezastupitelnou roli pro jejich

pfirozené Sifeni. Lze rozliSit pét hlavnich zpiisobt pfenosu patogent blechami:

1. Oralni cestou, kdy hostitel pozie infikovanou blechu nebo si slize infikované vykaly blech ze srsti
— hostitelé si mista iritovana blesim postipanim ¢asto vykusuji (napt. psi, hlodavci) nebo se olizuji,
coz umoziuje peroralni nakazeni hostitele nebo vstup patogenu do organismu skrz sliznici ustni
dutiny. Tento zptsob infekce je Casty u helminti (napf. tasemnice psi — Dipylidium caninum)

¢i v pripadé hlodav¢ich trypanozom.

2. Proniknuti patogenu ktzi, ktera byla naruSena vpichy blech — vykaly blech nebo zbytky
rozkousanych tél blech se dostanou na mista, kde je kiize po§kozena v misté sani; zde je nutné zminit,
ze jeden vpich, ktery ma v priméru 0,02 mm zpravidla nesta¢i pro pfenos infekce a je jich proto
zapotiebi série ¢i nasledné rozdrasani rany drapy, nehty atd. Pro proniknuti a Gsp&$né infikovani

hostitele vSak staci i jedina infekéni Castice. Timto zptisobem se mohou pienésSet napt. bartonely.

3. Mechanicky pienos kontaminovanym ustnim Ustrojim — tento zpisob neni u blech pfili§ ¢asty
(na rozdil napt. od ovadii), ale mohlo k nému dochazet napt. pfi sani na hostiteli infikovaném morem

a bezprostiednim prechodu na zdravého jedince.

4. Ptenos patogenu infikovanou slinou blechy — typicky pro pienos skvrnivky krysi, kdy byly

rickettsie zjistény ve slinnych zlazach blech.

5. Pfenos patogenu vyvrhovanim ¢asti obsahu zazivaciho traktu (regurgitace) blechy pfi sani — tento
ptenos, kdy dochazi k naruseni fyziologické Cinnosti zaklopky ve zvykacim zaludku blechy, je
typicky pro ndkazu morovou bakterii Yersinia pestis. Ta se v zaludku pfemnozi a vytvari ,,piekazku®,
kterou blokuje pruchod krve z ptedni ¢asti zazivaci soustavy do stfedniho stfeva, a krev nasata

blechou s touto ,,prekazkou’ pak nemuze projit do stfedniho stfeva, vraci se zpét do mista vpichu
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a s sebou strhava infekéni castice. Blecha se neni schopna dostateéné nasytit, hladovi a pokousi se
opakovang sat, ¢imz zvySuje potencial nakazeni n€kolika dalsich hostiteld za sebou. Mimo bakterii
Yersinia pestis se timto zpisobem mohou pienaset i pneumokoky (Bitam et al., 2010; Eisen, Dennis
et Gage, 2015; Gutiérrez et al., 2015; Rosicky, 1957).

Pfenosu patogenti predchazi v drtivém piipadé vpich blechy a nasledné sani krve. Tento akt
mize u hostitele vyvolat neptijemné pocity, podrazdéni kiize ¢i v krajnich ptipadech pii rozsahlé
infestaci také anémii. K iritaci kiize dochazi z divodu specifického slozeni slin blech, jeZ obsahuji
fadu latek typu histamind, dale enzymd, polypeptidi a aminokyselin, a pfi sani se rankou dostavaji
do krve hostitele, kde vyvolaji imunitni reakci manifestujici typické svédivé piiznaky (Traversa,
2013; Wilkerson et al., 2004). Reakce na postipani blechou byva opozdéna (projevi se az po nékolika
minutach) a je typicka zarudnutim (muaZe byt pfitomen i drobny prisak krve) a naslednym pruritem
rtuzné intenzity. Léze mohou nékdy vytvofit papuly tvrdé konzistence (Dassot, 2009). Opakované
vystaveni blesim Stipancim muze vyvolat alergii (FAD — flea allergy dermatitis), ktera se bézné

objevuje u pst a kocek (Traversa, 2013). Typické postipani blechou na lidské kuzi lze vidét

na obrazku ¢. 3.

Obrazek €. 3: Postipani blechou Ctenocephalides felis. Prevzato z: Leelavathi, Norhayati
et Lee (2012); licencovano dle CC BY-NC 3.0.

Blechy mohou pienaset nejen virové, bakterialni nebo protozoarni patogeny; prokazany
u nich byly i n€ktefi paraziticti ervi (helminti) (Otranto et Dantas-Torres, 2010). Nejvétsi zastoupeni
maji ve vyzkumech ty druhy blech, které jsou spojeny se zoonézami a nemocemi vyskytujicimi se
u domestikovanych zvitat (majoritné psi a kocky). Vzhledem k tomu, Ze neexistuje zadny druh
blechy specificky piimo pro ¢lovéka, zaméfuje se pozornost na tzv. synantropni druhy blech, které
se nachazeji v blizkosti lidskych sidel a pro ¢lovéka predstavuji predevsim ekonomické, ale i urcité

zdravotni riziko (Bitam et al., 2010). Ptiklady téchto druhti jsou uvedeny v tabulce ¢. 1.
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Tabulka ¢. 1: Piehled vybranych druhti synantropnich blech v¢. jejich hlavnich hostiteld, rozsifeni
a prikladu pienaseného patogenu. Dle Ahn et al. (2018); Bitam et al. (2010); Eremeeva et al. (2012);
Lareschi et al. (2018); Roucher et al. (2012).

krysy, kozy

HLAVNI i T PRENASENY

DRUH BLECHY HOSTITELE ROZSIRENI PATOGEN
» D Bartonella spp.,
Pulex irritans morcata, psi, kocky, kosmopolitni Rickettsia spp.

ad.

Ctenocephalides

Bartonella spp.

Echidnophaga
gallinacea

psi, kocky, kralici,
hlodavci, ptaci

a subtropické
podnebné oblasti

felis, psi, ko¢ky, krysy, mirné a tropické Rickettsia typhi
Ctenocephalides myvali, vacice podnebné oblasti Rickettsia felis
canis ad.
Yersinia pestis,
) Rickettsia typhi,
Xenopsylla krysy, tropické yp
: . o e . Bartonella spp.,
cheopsis piskomilové a subtropické oblasti paraziticti helminti
ad.
Salmonella enteriditis,
Nosopsyllus krysy, mysi, nornici, mirné podnebné Francisella, tularensis,
fasciatus Selmy oblasti Trypanosoma lewisi
ad.
tropické Rickettsia felis,

Myxomavirus,
ad.

Tunga penetrans

kravy, prasata, psi

neni jasn€ vymezeno;
vazana na teplé
a vlhké oblasti

endoparaziticky druh
zpusobujici tungdzu

1.15.1  Piiklady zoonoz piendSenych blechami

Na ¢loveéku parazituje asi 20 druhti blech (Lehane, 2005), které jsou zodpovédné za fadu zoonoz,
tedy onemocnéni, ktera jsou primarné prenasena mezi zvifaty a prirozené mohou byt prenesena
i na ¢cloveka. Nejcastéji se u zoonotickych infekci muzeme setkat s bakterialnimi pavodci.
Za historicky nejvyznamné&jsi onemocnéni prenasené blechami, jez si ve 14. stoleti vyzadalo 25
miliond lidskych obéti, se povazuje mor, zptisobeny bakterii Yersinia pestis a pfenaseny predevsim
blechami Xenopsylla cheopsis a Pulex irritans (Rollins, Rollins et Ryan, 2003; Smiskova, 2010).
Xenopsylla cheopsis a dalsi hlodav¢éi druhy blech byvaji spojovany se skvrnivkou krysi neboli
endemickym tyfem, ktery zptsobuje bakterie Rickettsia typhi (Lara et al., 2012). Dale se mezi tyto
zoondzy ftadi také bartonel6za neboli nemoc kocic¢iho Skrabnuti puisobena bakterii Bartonella
henselae, prenasena zejména blechou Ctenocephalides felis (Chomel, Boulouis et Breitschwerdt,
2004) ¢i tularemie, kterou zpusobuje bakterie Francisella tularensis a pfenos byva spojovan napf.
s blechou Nosopsyllus fasciatus (Harik, 2013; Rodriguez-Pastor et al., 2019). Jako priklad

zoonotické nakazy helminty l1ze uvést tasemnici psi (Dipylidium caninum) detekovanou v blechach
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Ctenocephalides canis ¢i C. felis a vyskytujici se primarné u déti (Lehane, 2005). Zvlastni skupinu
tvofi endoparaziticka blecha pise¢na (Tunga penetrans), ktera neni klasifikovana jako pfenasec
urc¢itého patogenu, avSak sama 0 sobé je piivodcem nemoci tung6za, pii které samice pronika do kiize
zvitat nebo ¢lovéka (nejcastéji do distalnich ¢asti kondetin), kde se zapouzdii a pomoci otvoru v kizi
dycha a vylucuje vajicka. Tung6zu Casto doprovazi sekundarni infekce a gangréna (Feldmeier et al.,

2014; Mutebi et al., 2015; Volf et Votypka, 2007).
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1.2 ROD BARTONELLA

1.2.1 Charakteristické znaky bartonel

Bakterie rodu Bartonella jsou malé (pfiblizn¢ 0,3 pm x 1 pm), gramnegativni (G —) pleomorfni
kokobacily naleZici do ¢eledi Bartonellaceae, fadu Rhizobiales, téidy Alphaproteobacteria a kmene
Proteobacteria (Kesnerova, Moritz et Engel, 2016; Saisongkorh et al., 2009). Jde o fakultativné
intracelularni patogeny, z nichz nékteré jsou schopny hemotrofie, tedy parazitace erytrocyti. Tato
schopnost byla popsana v ramci savcd (v nékterych ptipadech i vé. ¢lovéka) u vice rodt bakterii;
kromé bartonel napft. i Anaplasma, Mycoplasma ad. (Minnick et Anderson, 2000). Vsechny druhy
rodu Bartonella jsou naro¢né na péstovani a Vv laboratornich podminkach (in vitro) rostou velmi
pomalu (Pendle, Ginn et Iredell, 2006).

Bartonely dokazi infikovat Sirokou $kalu savéich hostiteltl (Kosoy, 2010) a minimalné tii
druhy (B. bacilliformis, B. henselae a B. quintana) jsou relativné ¢astymi a prokazanymi patogeny
i U ¢lovéka. Celkovy pocet druhd, které byly u ¢lovéka zjistény, je vSak vyssi — jedna se o 16 druhu:
B. henselae, B. quintana, B. bacilliformis, B. koehlerae, B. cinsonii ssp. Berkhoffi, B. bovis,
B. tamiae, B. doshiae, B. grahamii, B. mayotimonensis, B. elizabethae, B. washoensis, B. rochalimae,
B. vinsonii ssp. arupensis, B. melophagi a B. alsatica (Cheslock et Embers, 2019).

Dalsim spole¢nym znakem je pienos, ktery se déje prostiednictvim vektori. Bartonely jsou
mezi savCimi hostiteli nejcastéji prendseny clenovci, pficemz jednotlivé druhy maji typicky
konkrétniho bezobratlého vektora. Jako rezervoary infekce slouzi Siroka skala savci; je vSak nutné
zminit, ze za rezerovar (ve smyslu dlouhodobych hostiteld) jsou pro nékteré druhy bartonel
povazovany i samotné blechy (Gutiérrez et al., 2015; Minnick et Anderson, 2006; Toltkacz et al.,
2018).

1.2.2 Taxonomie

Rod Bartonella zahrnuje v sou¢asnosti 36 pojmenovanych druhi a asi 20 druhi S nekompletnim
popisem, tzv. Candidatus (Totkacz et al., 2018). V nedavné dobé vsak prosel tento rod znac¢nou
taxonomickou reorganizaci. Prvni druh — B. bacilliformis — byl objeven v roce 1909 a na dlouhou
dobu byl jedingym popsanym zastupcem celého rodu. V 90. letech 20. stoleti v8ak byly na zakladé
DNA analyzy bakterie puvodné tvorici rody Rochalimaea a Grahamella piefazeny do rodu
Bartonella, ¢imz se pocet celkovych zastupcti zvysil na 15. Samotna celed’ Bartonellaceae byla
vyjmuta ztadu Rickettsiales — taxonomické skupiny, kterd pivodné zahrnovala Cceledé
Anaplasmataceae, Rickettsiaceae a Bartonellaceae. Bartonely vsak s ¢eledi Rickettsiales sdili fadu
znakd, jako napfiklad jiz zminénou malou velikost, pienos na ¢lovéka za pomoci vektori (¢lenovci)
a schopnost zit v hostitelskych buiikach; nejsou vSak obligatnimi intraceluldrnimi parazity jako

rickettsie (Minnick et Anderson, 2006).
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Na zakladé analyzy nukleotidové sekvence genu kddujiciho 16S podjednotku rRNA bylo
rovnéz stanoveno, ze bartonely spadaji do podskupiny o-2 Alphaproteobacteria a nejblize
ptibuznymi rody jim jsou Brucella, Rhizobium a Agrobacterium (Billeter et al., 2014). A¢ mohou
tyto rody pisobit zna¢né rozmanité, sdili n€kolik spolecnych charakteristik; naptiklad spolec¢ny
vyvoj smérem k endoparazitismu eukaryotickych bunék, kdy Bartonella spp. a Brucella spp. jsou
intracelularnimi parazity sav¢ich bunék a druhy Agrobacterium a Rhizobium mohou parazitovat
v rostlinnych bunkach. Zaroven neni ani jeden druh povazovan za obligatniho parazita a vSechny
mohou byt kultivovany in vitro. Jisté podobnosti 1ze pozorovat i v piipad¢ lidskych chorob, kdy rody
Brucella i Rhizobium vykazuji fadu vlastnosti podobnych bartonelam; mohou zpusobovat
bakteriémii ¢i endokarditidu (Minnick et Anderson, 2006).

1.2.3 Habitat

které by mohly slouzit jako rezervoary. Jedna se naptiklad o ko¢ky, psy, hlodavce, kraliky nebo skot.
Nalezeny vsak byly i u dal$ich obratlovcl, napt. moifskych savcl, herbivoru ad. (Frank, Boyd
et Hadly, 2018; Okaro et al., 2017)

Prenos bartonel se nejcastéji déje prostiednictvim vektort; hematofagnich ¢lenovci, jakymi
jsou napft. dvouk#idli, blechy nebo v§i. Nékteré studie naznacuji i moznost pfenosu pomoci klist’at,
nékterych druhd mravenct, §ténic ¢i dokonce pavouki — Zzadny z téchto vektord ale dosud nebyl
experimentalné potvrzen. Skala popsanych vektort se viak se zvysenym zajmem o tuto problematiku
neustale rozrista (Cheslock et Embers, 2019; Reis et al., 2011).

Nékteré bartonely jsou geograficky zna¢né omezené, napt. B. bacilliformis se vyskytuje
pouze v jihoamerickych Andach, a to kvili omezenému vyskytu svého vektora z ¢eledi Psychodidae
(koutuloviti) — Lutzomyia verrucarum. Jiné druhy, napt. B. quintanta, B. henselae ¢i B. elizabethae
jsou naopak rozsiteny po celém svété (Chomel et Rolain, 2007).

Z hlediska hlavnich rezervoaru raznych bartonel se setkavame s velmi Sirokym spektrem;
z veterinarniho pohledu jsou nejvyznamnéj$imi kockovité a psovité Selmy spole¢né s hlodavci.
Z kockovitych je kocka domaci pfenasecem a hlavnim rezervoarem pro B. henselae, B. clarridgeiae
a B. koehlerae. Infekce druhem B. henselae je pfenasena z ko¢ky na kocku piredevsim blechou ko¢ici
(Ctenocephalides felis), avsak také blechou psi (Ctenocephalides canis). Role téchto blech se v§ak
Vv ptipadé infikovani ¢loveéka zda byt malo pravdépodobna (Chomel et Rolain, 2007). Z hlediska
infekce ¢lovéka (ve spojitosti s bartoneldzou — nemoci kocic¢iho Skrabnuti) byl potvrzen mechanicky
pfenos, pii kterém je infekce pfenasena prostiednictvim kocicich drapt, které jsou kontaminovany
infek¢énimi vykaly blech (Breitschwerdt et Kordick, 2000). Moznost pienosu B. henselae na ¢lovéka

pomoci klist'at je neustale predmétem diskuzi (Regier, Balhorn et Kempf, 2017).
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Vice bakteriémické jsou pochopiteln¢€ ko¢ky venkovni ¢i mladé. Prevalence infekce je vyssi
V teplém a vlhkém klimatu, které koci¢im blechdm vyhovuje a vykazuji v ném vyssi abundanci.
U Ctenocephalides felis byl rovnéz prokazan vyskyt B. quintana, B. koehlerae a B. clarridgeiae, coz
by nasvédCovalo, Ze i pro tyto druhy funguje koci¢i blecha jako hostitel. Ve spojitosti s Celedi
psovitych se nejbéznéji setkame s B. vinsonii subsp. berkhoffii, proti kterym jsou ptitomny zvysené
protilatky v krvi divokych i domestikovanych pst z tropickych oblasti a kojotti z kalifornské oblasti.
Soucasti prenosu B. vinsonii subsp. berkhoffii na psy mohou byt i klist’ata. Se Sirokou Skalou bartonel
se lze setkat u hlodavci (Chomel et Rolain, 2007; Malania et al., 2016). Prehled druht, ptipadné
poddruhti bartonel, jejich hlavni rezervoary a piedpokladani vektoii (néktefi nepotvrzeni, avSak

pravdépodobni) shrnuje tabulka €. 2.

Tabulka ¢. 2: Prehled vybranych druht (poddruhii) bartonel, jejich hostiteli a pravdépodobnych
vektorti. Dle Cheslock et Embers (2019); Chomel et Rolain (2007).

PREDPOKLADANI
BARTONELLA SP. HOSTITEL VEKTORI
B. henselae kocky, psi, koné, lidé blechy, vsi, kl.ISt ata,
pavouci
ves Satni
B. quintana makaci, kocky, psi, lidé (Pediculus humanus),

blechy, sténice

B. bacilliformis

lidé

flebotomus

(Lutzomyia verrucarum)

B. koehlerae

kocky, psi, idé

blechy

B. vinsonii subsp. berkhoffii

psi, kong, lisky, lidé

blechy, klistata

B. vinsonii subsp. arupensis

psi, lidé

blechy, klistata

B. bovis

dobytek, kocky, psi, lidé

ovadi, klistata

B. clarridgeiae kocky, psi blechy, klistata
B. rattimassiliensis krysy blechy
B. tamiae krysy, lidé roztoCi
B. tribocorum krysy blechy
B. rousetii netopyii muchule
B. schoenbuchensis dobytek ovadi, klistata
B. chomelii dobytek ovadi, klistata
B. doshiae krysy, lidé blechy
B. grahamii mysi, lidé blechy
B. birtlesii mySsi blechy

B. mayotimonensis

netopyfi, lidé

muchule, blechy, klist'ata

B. elizabethae

krysy, psi, lidé

blechy

B. washoensis psi, lidé blechy, klistata
B. rochalimae psi, lidé blechy, klistata
. klos ov¢i
B. melopha ovce, lidé .
phag! vee, lide (Melophagus ovinus)
B. alsatica kralici, lidé blechy, klistata
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1.2.4 lzolace, riastové a kultivaéni vlastnosti

Izolace bartonel z klinickych vzorki vyzaduje dlouhou inkubaéni periodu a specifické kultivaéni
médium. Materialy vhodné pro izolaci bartonel zahrnuji piedevs§im krev ¢i biopticky vzorek
postizené tkané nebo organu (Diddi et al., 2013; Gutiérrez et al., 2017). Pro rast bartonel se nejcastéji
vyuzivaji média s obsahem 5% krve (nejlépe kralici ¢i koniské; 1ze vSak pouzit i krev ovci). Nékteré
druhy bartonel (napi. B. koehlerae) se na bézném krevnim agaru péstuji jen téZko, proto se muize
pristoupit ke kultivaci pomoci tzv. ¢okoladového agaru (CHOC). Naockovana krev by méla byt
inkubovana pii teploté okolo 35 °C za pfitomnosti 5% CO; a vysoké vlhkosti. Vyjimkou je
B. bacilliformis, ktera vyzaduje nizsi teplotu (okolo 28 °C). Doba rustu prvnich kolonii se lisi dle
druhu bartonely; zatimco nékterym druhiim postacuje 3 — 5 dni, vétSina bartonel vyZaduje 5 — 6
tydnt. Z divodu dlouhé inkubace se zvySuje riziko kontaminace jinymi mikroorganismy; tomu Ize
predejit pfidanim amphotericinu B do kultiva¢niho média (Bai et al., 2012; Gutiérrez et al., 2017).
Charakter kolonii se rovnéz 1i§i dle druhu; zpravidla byvaji vystouplé, pruhledné ¢i bélavé
s nepravidelnym tvarem a rtznou velikosti, nejcastéji hladkého povrchu (avsak lze se setkat

i s drsnym), suché nebo vlhké konzistence (Harms et Dehio, 2012; Litwin et Johnson 2005).
1.25 Determinace

Bartonely, nefermentujici aerobni bakterie, se vyznacuji pozoruhodnou fyziologii. Biochemické
testovani je v piipadé tohoto adu velice slozité a zpravidla nepriikazné pro identifikaci konkrétnich
druhii. V soucasné dobé se pro nejrychlejsi identifikaci druhdi z izolatd vyuziva polymerazové
fetézové reakce (PCR) s naslednym sekvenovanim. PCR je velmi citliva a specifickd metoda,
ke které se pristupuje v piipadé lidskych vzorkl u ,,nekultivovatelnych® bartonel nebo k obecné
identifikaci izolati DNA s podezienim na bartonelovou infekci. Casto se PCR vyuziva napiiklad
pro namnozeni ¢asti ¢i celého genu 16S rRNA, Tento 16S rRNA PCR produkt je nasledné
sekvenovan a ziskana data srovndna sjiz znamymi 16S rRNA sekvencemi uloZenymi
v databazi GenBanku, kde dojde na zakladé shody k identifikaci druhu. Mimo 16S rRNA lze také
vyuzit tmRNA (ssrA), gen pro syntézu riboflavinu (ribC), gama podjednotky NADH dehydrogenazy
(nuoG), gen pro syntézu proteinu FtsZ (ftsZ) ¢i 17kD antigen protein (virB5-B6) (Gutiérrez et al.,
2018; Minnick et Anderson, 2006). Bartonely 1ze mimo metodu PCR dale druhové identifikovat
pomoci analyzy polymorfismu délky restrikénich fragmentd (RFLP) nebo metody MALDI (Diddi
et al., 2013; Hamzaoui, Laroche et Parola, 2019).

1.2.6  Morfologie a fyziologie bunék

Jak jiz bylo uvedeno, buriky bartonel jsou gram-negativni, pleomorfni, neacidorezistentni kokobacily
¢i polarné se rozsifujici ty¢inky. Buiniky vSak mohou byt dale kokovité, koralkovité, vlaknité nebo

Vv fetézcich. Pozorovany byly i prstencovité formy. Struktura bunécné stény je u bartonel srovnatelna
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S jinymi gram-negativnimi bakteriemi. Velikost je uniform¢é mensi nez 3 um v nejvét§im rozméru;
prumérna velikost se pohybuje okolo 0,5 um x 1,0 pm. Obecné vykazuji buiiky bartonel $patnou
barvitelnost safraninem, naopak dobie se barvi za pomoci Giemsova barveni. U rodu Bartonella je
mozné rozlisit dva zdkladni morfologické typy bunék: bicikaté a bezbicikaté. Do prvni kategorie,
ktera ke svému pohybu vyuZziva unipolarni lofotrichni biciky (flagellum), fadime B. bacilliformis,
B. clarridgeiae, B. capreoli a B. schoenbuchensis. Do druhé kategorie spadaji ostatni druhy
r. Bartonella — jde tedy o podstatné pocetnéjsi skupinu; tyto druhy vyuzivaji k pohybu vlasovité
utvary, jakymi jsou fimbrie ¢i pili. Pili jsou rovnéz zodpovédné za adherenci k buitkam a mohou
zprosttedkovavat specifickou interakci s hostitelskymi erytrocyty a endotelovymi buiikami.
U zadného druhu nebyly pozorovany kapsuly ani struktury podobné sporam (Minnick et Anderson,
2000; 2015).

1.2.7 Hostitelska specifita bartonel

Bartonely jsou typicky vazany na savce, ktefi, jsou-li chronicky nakazeni, slouzi jako jejich
rezervoary. Nejéastéji jsou tyto bakterie zaznamenavany u hlodavca, hmyzozravcet, pst, kocek a lidi,
u kterych jsou prenaseny prostiednictvim ¢lenovel,, mezi kterymi dominuji predev§$im blechy
(Boulouis et al., 2007, Caceres et al., 2013; Kosoy et al., 2010), avsak izolovany byly naptiklad
i z klist’at, vsi, $té€nic, ovadt ad. Zatimco nékteré druhy bartonel jsou vazany na jednoho hostitele,
jiné se mohou vyskytnout u riznych druhti hostitell1; tato nevymezena specifita se da dobie pozorovat
u hlodavct, v ramci kterych mohou rizné druhy bartonel piechazet; jedna se napi. o B. elizabethae,
B. taylorii, B. grahamii a B. doshiae. Je tedy evidentni, ze bartonely jsou z hlediska hostitelské
specifity velice riznorodé (Buffet et al., 2013; Cheslock et Embers, 2019).

1.2.8 Vyskyt bartonel u savci

Dosavadni studie poukazuji na schopnost adaptace bartonel k savéim erytrocytim. Jak jiz bylo
uvedeno, jde o fakultativné intercelularni parazity, kteti jsou schopni pronikat do endotelovych
bunék ¢i ¢ervenych krvinek (u kterych mohou pfipadné ptilnout k jejich povrchu), ¢imz se ispésné
vyhybaji zdsahu imunitniho systému hostitele a zpusobuji dlouhotrvajici bakteriémii. Ta poskytuje
optimalni prostfedi pro pfenos tohoto patogenu prostiednictvim bezobratlého vektora/rezervoaru
(Deng et al., 2018; Chomel et al., 2009). Vertikalni ptenos (z matky na potomka) je rovnéz mozny,
coz bylo prokazano u rtiznych druhi hlodavct (Kosoy, 1998; Tolkacz et al., 2018).

Bylo nashromazdéno velké mnozstvi informaci tykajicich se vyskytu bartonel u riznych
sav€ich druht, nicméné vazba mezi jednotlivymi druhy bakterii Se specifickymi taxonomickymi
skupinami hostiteld je stale pomérné nedostate¢né prostudovana. Vyjimkou tvori druhy vyskytujici

se u psi a kocek, na které je zaméfena pozornost veterinarnich vyzkumu (Kosoy et Goodrich, 2019).
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Infekce je u sav¢iho hostitele zpravidla chronickd a asymptomaticka, a to i pfes
dlouhotrvajici bakteriémii (tj. pfitomnost bakterii v Krvi), ktera muze napt. u kocek pretrvat az rok
od infekce (Marignac et al., 2010; Regier, O’Rourke et Kempf., 2016). Nejedna se vsak o pravidlo;
nékteré bartonely mohou u zvifat i lidi zptisobovat nespecifické chiipkovité ptiznaky, piipadné

a4

Zdali a jak se infekce projevi klinicky, zalezi i na celkovém stavu nakazeného (lannino et al., 2018).

1.2.8.1 Vyskyt bartonel u hlodavcii a jejich blech

Vyzkumy probihajici po celém svété prokazaly, Zze jednim z hlavnich rezervoari pro bartonely jsou
hlodavci, u kterych bylo zjisténo vysoké procento nakazy ruznymi druhy této bakterie. Zaroven se
potvrdilo, Ze klicovou roli v Zivotnim cyklu bartonel hraji blechy, které jsou v pienosu této bakterie
mezi hlodavci velice efektivni (Gutiérrez et al., 2015).

Nekteré druhy bartonel, které jsou vazany primarné na hlodavce, se prokazaly i jako pivodci
lidskych klinickych manifestaci, véetné endokarditidy, myokarditidy, hore¢ky a neurologickych
poruch, neuroretinitidy, meningitidy, splenomegalie a lymfadenopatie. Tato zjisténi ¢ini z hlodavct
a jejich blech vhodny objekt pro studium ekologickych cest patogenti U zoonotickych nemoci
prenasenych vektory, které mohou mit dopad na lidské zdravi (Bai et al., 2007; Gutiérrez et al.,
2015).

Hlodavci nakazeni bartonelami byli popisovani uz od poloviny 20. stoleti, avSak vétSina
hlaseni se zacala kumulovat az po roce 1993, kdy doslo k taxonomické reorganizaci rodu a jeho
zna¢nému rozsifeni (Gutiérrez et al., 2015). Prvni vyzkumy pochazi ze Severni Ameriky a Evropy,
pozdé&ji se vSak pfidaly i studie z Asie, Afriky, Latinské Ameriky i Oceanie (Bai et al., 2007; 2011);
rozsifeni je tedy celosvetove.

V soucasné dobé predstavuji hlodavci fad saveu s nejvétsi diverzitou bartonel; 22 druhi
a poddruhi bylo izolovano z vice nez 98 druhti hlodavcti nalezicich do 7 Celedi. Z tohoto mnozstvi
pak bylo nékolik druhti potvrzeno i u lidskych infekci. Chronologické potadi druhu zjisténych
u hlodavecu je nasledujici: B. elizabethae, B. vinsonii subsp. vinsonii, B. doshiae, B. grahamii,
B. taylorii, B. tribocorum, B. vinsonii subsp. arupensis, B. birtlesii, B. washoensis, B. phoceensis,
B. rattimassiliensis, B. rochalimae, B. tamiae, B. rattaustraliani, B. queenslandensis,
B. coopersplainsensis, B. japonica, B. silvatica, B.jaculi, B. callosciuri, B. pachyuromydis
a B. acomydis. Nejedna se vSak o finalni ¢islo; stale se objevuji nové popisované druhy ¢i poddruhy
(Gutiérrez et al., 2015; Mardosaité-Busaitiené et al., 2019). Objasnéni této Siroké diverzity ve vztahu
hlodavec-bartonela se pravdépodobné nachazi v potencialni zrychlené evoluci rodu Bartonella
v samotnych hlodavcich, jakoZto disledek ¢astych rekombinaci, horizontalniho pfenosu genetické
informace (lateralniho genového transferu; LGT) anashromazdéni mutaci. Tomuto fenoménu
samoziejmé napomaha i obecné vétsi zajem o vyzkum v této oblasti (Berglund et al., 2010; Guy

etal., 2013).
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Ze vSech ektoparaziti hlodavct jsou blechy povazovany za hlavniho vektora pro pienos
bartonel. Za pienos tohoto patogenu je zodpovédné znaéné mnozstvi druhti blech, které tak plni roli
kompetentnich vektord. U né€kterych druhd blech parazitujicich na hlodavcich byl ptenos bartonel
potvrzen i v laboratornich podminkach (Bown, Bennet et Begon, 2004; Li et al., 2007). Bartonely se
zéroveii ukazaly jako dominantni patogen u mnoha hlodavéich blech (Hawlena et al., 2013). Casté
sani blech a jejich schopnost pfesunu z jednoho hostitele na druhého by mohla byt vysvétlenim
pro vysokou prevalenci a diverzitu bartonel napfi¢ hlodavci i blechami samotnymi (Kosoy, Hayman
et Chan, 2012).

Se vzrtstajicim po¢tem novych vyzkumt, které se zamétuji mj. na pochopeni ekologickych
vlastnosti hlodavct a dynamiky blech vcetné jejich zamotfeni u hostitelti, se pozvolna odhaluje
zpusob, jakym se bartonely k témto rezervoarim dostaly. Pfirozeny habitat hlodavcd, jejich chovani
a hostitelskou vazbu jednoltivych druhi bartonel. Tyto faktory se riizni u jednotlivych druhti a také
dle geografického rozsifeni (Gutiérrez et al., 2015).

Habitat hlodavct rozhoduje o Gcinnosti pfenosu bartonel a jejich druhového slozeni
na daném misté. Jak jiz bylo uvedeno, habitat hnizda mtize ptimo ovliviiovat Zivotni cyklus blech,
protoze larvalni stadia ziji mimo télo hostitele a maji ur¢ité mikroklimatické preference; nejsou-li
podminky piiznivé pro vyvin blech, nemusi k pienosu bartonel pies vektory viibec dojit. Lokalizace
habitatu spolecné s geograficky ur¢enymi pfirodnimi podminkami (tj. naptiklad vyskyt roc¢nich
obdobi, obdobi dest’i a sucha atd.) se také podileji na ovliviiovani piijmu potravy u hlodavct, coz
muze vést ke zvyseni rizika nakazy z diivodu oslabeni obranyschopnosti. Invaze teritorii nebo hnizd
jinych hlodavciu muze piedstavovat dalezity zdroj vymény blech a tim i bartonel (Beldomenico
et Begon, 2010; Gutiérrez et al., 2015; Morick et al., 2010).

Samotné chovani hlodavei mutize mit také podstatny vliv na mezidruhovy pienos bartonel
v ramci jedné komunity zivocichi. Fyzicky kontakt mezi hlodavci mize podnitit a usnadnit pfenos
infikovanych blech, stejné jako vzijemna péce o srst, pii které Casto dochazi k poskozeni kiize
a prenosu patogenu (Krasnov et Khokhlova, 2001). Jardine et al. (2006) zmifuji roli hibernace, pti
které mize dojit k pietrvani ¢i vymizeni infekce. Dale uvadi, Ze roli mize hrat piipadné i ro¢ni
obdobi (nejniZsi prevalence byva koncem jara a postupné roste az do zac¢atku podzimu). Kosoy et al.
(2004a) poukazuji jesté na faktor véku zvitete, kdy prevalence a bakterémie s vékem nakazeného
zvifete klesa z divodu ziskané imunity.

Fundamentalni vyznam maji v celém procesu ovlivnéni pienosu a ziskani bartonel jesté
hostitelska specifita, mira vymény blech mezi hlodavci a abundance téchto ektoparazitd. V piipadé
hostitelské specifity se u hostitelsky oportunistickych blech zvysuje potencial uspésné vymeény blech
mezi hlodavci, a to v ramci jednoho i vice druhd; naopak u hostitelsky specifickych druhia se
vyskytuje opacna situace. U abundance blech plati pravidlo pfimé uméry; ¢im vice blech parazituje

na hostiteli, tim vétsi je pravdépodobnost uspé$né nakazy. Opét je vSak nutné zduraznit, ze
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i abundance podléhd riznym vlivim, napf. druhu hlodavce, habitatu daného ble$iho druhu

a sezonnosti (Krasnov et al., 2004b; Krasnov et Khokhlova, 2001).
1.2.8.1.1 Cesty prenosu bartonelovych infekci u hlodavcii

Cesty ptenosu byly u bartonel sledovany v experimentalnich podminkach; naptiklad Bown, Bennett
et Begon (2004) sledovali uspésny pienos B. grahamii a B. taylorii prostfednictvim blechy
Ctenophthalamus nobilis na norniky rudé (Myodes glareolus) a Morick et al. (2011) potvrdili, ze
blecha Xenopsylla ramesis tspésné pienasi bartonely na piskomily hedvabné (Meriones crassus).
Tato studie zaznamenala i vysokou uc¢innost Vv pfenosu bartonel; 69 — 100 % blech se nakazilo
bakteriemi v ¢asovém ramci 72 hodin a shodny ¢as stacil blecham k pfedani patogenu svému
hlodav¢imu hostiteli. Birtles (2005) potvrdil, Ze cesta pfenosu zblechy na savce probiha
prostfednictvim gastrointestinalniho obsahu, ato pfedev$im vykaly. AC se tato cesta miize jevit
neefektivni, velice Casty kontakt mezi hostitelem a blechou poskytuje dostatek piilezitosti
pro depozici infikovanych blesich vykald na kuzi hostitele. Spole¢né s drazdénim, které vyvolava
postipani blechou, a naslednym frekventovanym Skrabanim postizeného mista (mnohdy az do krve),
se infikovany material mize dostat pfimo do téla hostitele.

Existuji 1 alternativni cesty pfenosu infekce; napft. oralni (tj. pfimé pozrfeni blechy, napft. pfi
péci 0 srst), okularni (vpraveni bakterii do o¢i a priniku pies spojivkovy vak) ¢i intradermalni
(vpraveni bakterii do kiize opét vlivem péce o srst ¢i agresivniho chovani mezi hlodavci). Marignac
et al. (2010) experimentalné ovéfovali cesty pienosu B. birtlesii prostfednictvim inokulace mysi (tj.
vpraveni urcitého mnozstvi bakterii do organismu). Ukazalo se, Ze vySe uvedené zpusoby infekce
u tohoto modelu funguji, ato v 33— 66 % u oralni a okularni cesty a 100 % u intradermalni inokulace.
Posledni zminény zpusob se v§ak v ptirodé zda byt jako nejméné pravdépodobny. Tyto cesty byly
sledovany a potvrzeny i u jinych savct. Napt. Guptill et al. (1999) sledovali ptenos B. henseale

na kocky prostiednictvim oralni a intradermalni inokulace a oba tyto zptisoby oznacili za uspésné.
1.2.8.1.2 Dynamika infekce bartonelami u hlodavcii v laboratornim prostiedi

Jakmile se blechy dostanou do krevniho fecisté hostitele, infikuji jejich cilové misto, kterym jsou
erytrocyty ¢i endotelové buniky. V prubéhu infekce byly pozorovany opakované bakteriémické viny
(in vitro a in vivo), které se zdaji byt nasledkem potlaceni infekce imunitnim systémem hostitele
a naslednym opakovanym propuknutim infekce (Deng et al., 2018; Morick et al., 2013; Schiilein
et al., 2001).

Délka bakteriémie se rizni dle infekéni davky, druhu bartonely a druhu hlodavc¢iho hostitele.
U hlodavéich modelt experimentalné infikovanych bartonelou se vyskytovala dlouhotrvajici
bakteriémie. Kosoy et al. (1999) pozorovali bakteriémii zptsobenou tiemi druhy bartonel u kite¢ka

bavlnikovych (Sigmodon hispidus), ktefi analyzovali pfitomnost téchto bakterii po dobu 7 — 15 tydnu,
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dle obdrzené davky. Morick et al. (2013) pozorovali délku bakteriémie u piskomilii hedvabnych,
u kterych se nejdelsi perioda vysplhala az k 26 tydnim.

Po laboratornich testech vyvstaly dva rizné scénaie tykajici se hostitelské specifity fungujici
Vv pfirozeném prostiedi; zatimco nékteré bartonely jsou hostitelsky specifické ¢i maji limitované
hostitelské spektrum, u jinych byla popsana schopnost ,pieskakovat™ z jednoho druhu hostitele
na druhy. Piikladem druht, u kterych byla tato schopnost potvrzena, jsou B. grahamii,
B. elizabethae, B. taylorii a B. doshiae (Berglund et al., 2009; Buffet et al., 2013; Gutiérrez et al.,
2015).

1.2.8.1.3 Koinfekce

Béznym jevem je u hlodavcu i jejich blech koinfekce, tedy infikovani vice nez jednim druhem
bartonel. Rozsahlejsi analyze se vénovali Gutiérrez et al. (2018), kteti sledoval koinfekci u piskomilt
Andersonovych (Gebrillus andersoni), piskomilt egyptskych (Gerbillus pyramidum) a jejich blech;
u pozitivnich 20 krevnich vzorka piskomilt a 39 blech identifikovali celkem &tyfi druhy bartonel
(B. krasnovii, B. khokhlovae, B. gerbillinarum a B. negeviensis) a 38 jejich gentotypi. Koinfekce
byla potvrzena v 56 % téchto vzorku, pticemz na jeden vzorek vychazely 2 — 4 genotypy nalezici az
ttem druhtim bartonel. Birtles et al. (2001) detekovali u 70 krevnich vzorku z 12 sympatrickych
druht hlodavct celkem 12 rtiznych genotypu bartonel nalezicich tfem znamym druhtim: B. taylorii,
B. grahamii, B. doshiae a dvéma bliZze nespecifikovanym genospecies. Koinfekci 2 — 5 druhta
bartonel potvrdili v 11 vzorcich (15,7 % piipadt). Kosoy et al. (2004b) potvrdili koinfekci v téméf
21 % piipadi z 408 jedinct kiecka bavinikového (Sigmodon hispidus); opét az pét ruznych druhd

bartonel na jednice.
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1.3 PLCH VELKY

1.3.1 Obecna charakteristika

Pro plchy velké je typicka nocni aktivita a pohyb ve stromech. Pfes den se ukryvaji nejcastéji
v dutinach stromu ¢i v budkach, kde spi. V ukrytech 1ze zpravidla nalézt jednoho spiciho plcha, avSak
pomeérné Castym jevem je i pfitomnost dvojic nebo dokonce vétsich skupin Citajicich az 13 jedinct,
kteti sviij ukryt sdili. Pfedpoklada se, ze diivodem tohoto jevu je socialni termoregulace, ktera
umoziuje Setfeni energie béhem obdobi reprodukce (Koppmann-Rumpf, Scherbaum-Heberer
et Schimdt, 2012; Trout et al., 2012).

PIsi vyuZzivaji Sirokou Skalu potravy, ktera se v prub¢hu aktivniho obdobi méni. Na jate
(po probuzeni z hibernace) se typicky zivi pupeny nebo ohlodavaji kiiru mladych stromd, poziraji
zelené Casti rostlin ale i drobné Zivocichy — zndma je naptiklad predace hnizd drobnych ptaku.
V letnim obdobi tvoii pak hlavni zdroj obzivy plody ruznych dievin véetné ovoce, na podzim jde
predevs§im o nejvyzivnéjsi potravu bohatou na obsah lipidd, které jsou nutné pro zna¢né navyseni
télesné hmotnosti pied vstupem do hibernace — jde hlavné o bukvice, jednu z nejdtlezitéjsich slozek
potravy plchi, na jejichz piitomnosti zavisi i jejich reprodukce ¢i délka a Gspésnost hibernace
(viz kapitola 1.3.4), dale pak zaludy ¢i rizné ofechy (Dobroruka, 2004; Hiirner et Michaux, 2009;
Trout et al., 2012).

1.3.2 Hibernace, reprodukce

PIsi jsou typickymi zastupci tzv. obligatni hibernace, coz je adaptace, ktera umoznuje v obdobi
stresovych podminek — predevsim nizké teploty a nedostatku potravy — znacné Setfeni energie
Vv podob¢ vyrazného utlumeni metabolismu a snizeni télesné teploty (Colak et al., 1998; Koppmann-
Rumpf, Scherbaum-Heberer et Schimdt, 2012). Aktivita plcha velkého znaéné zavisi na konkrétnich
klimatickych podminkach prostfedi, které ovliviiuji dostupnost potravy v oblasti, ve které se plsi
nachazi. Délka trvani aktivniho obdobi se pohybuje okolo péti mésicii, nejcasteji od ¢ervna do fijna,
avSak podle charakteru pfirodnich podminek mize vykazovat rizné posuny (Lebl et al., 2011). Podle
délky a vyskytu aktivniho obdobi se pak odrazi i obdobi hibernace, které trva nejCastéji okolo
7 mésic — od fijna do kvétna. V extrémnich podminkach s nedostatkem potravy, kdy se plsi
nerozmnozuji (viz nize), vsak muze hibernace trvat az 11 mesict. Hibernace je rovné€z ti¢innou zbrani
proti predatorim — snizuje tedy predacni tlak (Hoelzl et al., 2015). Plch velky nejcastéji hibernuje
vV podzemnich dérdch hlubokych az 1 metr, kde preckava neptiznivé obdobi stocen do klubicka,
s koncetinami pfitazenymi blizce K té€lu a obtocenym ocasem (Jurczyszynm 2007; Trout et al., 2018).
S kratkym aktivnim obdobim a pomérné dlouhym obdobim hibernace se poji i relativni dlouhovekost
plchi velkych oproti jinym druhim hlodavel podobnych télesnych rozmért. V ptirozenych

podminkach se mohou plsi velci dozivat az 9 let (Lebl et al., 2011).
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Uroveti reprodukce je nizkd, vétsina samic (96 %) rodi mladata 1 — 2x za cely sviij Zivot
(Bieber et Ruf, 2008) a vétsinou maji jeden vrh roéné. V nasich podminkach se plsi velci rozmnozuji
zhruba béhem cervence a srpna, nasleduje obdobi biezosti trvajici 30 dni. Primémé byva ve vrhu
5— 6 mladat, avSak zdokumentovano bylo az 11 jedinci. Mlad’ata jsou rozena v tkrytech plchii
(hlavn¢ dutiny stromu ¢i ptaci budky), kde se o né samice stara bez pomoci samct po dobu asi

jednoho mésice (Fietz et al., 2005; Holcova Gazarkova et Adamik, 2016).

133  Vyskyt

Konkrétn¢ se areal vyskytu plcha velkého rozprostira napti¢ zapadni, stfedni a jihovychodni Evropou
s vyjimkou Danska, pobiezi Atlantského oceanu v oblasti zemi Beneluxu a Francie a severni ¢asti
Iberského poloostrova. Vychodni hranici jeho vyskytu v ramci Evropy piedstavuje feka Volha.
V ramci jihozapadni Asie je pak mapovan vyskyt plcha velkého v oblasti severniho Turecka,
Arménie, Azerbajdzanu, jizniho az jihovychodniho pobiezi Kaspického mote a pohoti Kavkaz.
Ostrovni oblasti vyskytu plcha velkého pak zahrnuji 19 ostrovi Stfedozemniho a Baltského moie
a Velkou Britanii v oblasti Anglie, kam byl plch uspé$né introdukovan. Z pohledu nadmoiské vysky
se plsi velci vyskytuji od nizin az do 1 545 m n. m. v Alpach a do 2 000 m n. m. v Pyrenejich
a Kavkazu (Krystufek, 2010). Geografické rozsifeni plcha velkého 1ze vidét na obrazku €. 4.

20° 0 20 40 60

50

40t

Obrazek €. 4: Geografické rozsifeni plcha velkého. Prevzato z: Krystufek (2010). Pouzito se

svolenim autora.

Na tizemi Ceské republiky vykazuje vyskyt plcha velkého regionalni rozdily. V nékterych
oblastech se vyskytuje hojné, jinde naopak sporadicky ¢i viibec. Celkové je charakter jeho rozsifeni

roztrouseny. V Cechach se hojngji vyskytuje predevsim v Dé&&inské vrchoving, Podkrusnohofi,
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Ceském stfedohofi, Ralské pahorkating v oblasti dolniho toku Berounky a Sazavy. Ostrivkovity
vyskyt je pak v Zeleznych horach, Podkrkonogské oblasti, Orlickych horach, v oblasti Broumovska,
v jihovychodni ¢asti Ceského lesa a na izemi Sumavy. V oblastech Moravy a Slezska obyva oblasti
Vychodnich Sudet a Zapadnich Karpat, na izemi Moravského krasu a jihu Jevisovické pahorkatiny.
Mimo lesni oblasti se 1ze s plchem velkym setkat i v hemisynantropnich lokalitach jako jsou méstské
parky, chaty a sruby, osamé¢la staveni, véeliny ¢i zahrady. Vyhyba se oblastem luznich lest, pro které
je charakteristicky zna¢ny humusovy horizont pid a vysoka hladina spodni vody, coz plchiim
znemoziuje hibernaci pod zemi. Na tizemi CR se plch velky vyskytuje z 83,1 % v rozmezi 200 — 600
M n. m., horni hranici pak predstavuje pasmo horni hranice lesa v primérmé nadmotské vysce 1 100
—1 200 m n. m. Nalezy plcha velkého jsou od roku 1950 do roku 2011 hlaseny celkem z 340 lokalit
v ramci 138 faunistickych kvadrantii, coz predstavuje 22 % celkové rozlohy Ceské republiky
(Adamik et al. 2019; Andéra et Gaisler; 2012). Rozsifeni plcha velkého na uzemi CR je patrno
z obrazku €. 5.

Type of occurrence record
- acoustic survey

(| public

public & acoustic survey

0 50 100 km

Obrizek &. 5: Geografické rozsiteni plcha velkého na tizemi Ceské republiky. Data dle hlasovych
z4dznaml, zaznamu vefejnosti a informaci z databaze NDOP (Néalezova databaze ochrany ptirody).

Pievzato z: Adamik et al., 2019. PouZito se svolenim autora.

Velikost domovského arealu jednoho jedince se riizni dle pohlavi — samci maji areal vétsi
neZ samice, hlavné kvili vétsi mobilit¢ béhem reprodukce, avSak zalezi i na charakteru prostiedi
a mnozstvi potravy v daném misté. Obvykle je velikost udavana v rozmezi nékolika hektart.
Samotni plSi se pak pohybuji v rozmezi cca 200 m od ukrytu, nicméné zaznamenany byly i pfesuny

ve vzdalenosti az 1 100 m (Andéra et Gaisler, 2012).
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1.3.4  Zavislost reprodukce a popula¢ni dynamiky plchii na vyskytu semennych let

Rozsifeni plcha velkého se znaéné piekryva s arealem vyskytu buku lesniho (Fagus sylvatica), jehoz
bukvice jsou jednim z nejdalezitéjsich zdroji potravya na jejichz vyskytu zavisi nejen populacni
dynamika plcht, ale i jejich rozmnozovani (JuSkaitis et Auguté, 2015).

Jak jiz bylo uvedeno, reprodukce spolecné s délkou a uspésnosti hibernace se uzce poji
s vyskytem tzv. semennych rokt bukii (semenné roky se samoziejmé daji aplikovat i na jiné dieviny).
Semennym rokem bukll rozumime takovy rok, béhem kterého plodi buky na plosné rozsahlych
uzemich (na Urovni subkontinentu nebo celého kontinentu) velké mnozstvi bukvic. Béhem
nesemennych let je naopak mnozstvi vyprodukovanych bukvic fadove nizsi (avSak neznamena to, ze
buk zcela neplodi), protoze buky prochazi regeneraci a ptipravuji se na dalsi semenny rok. Konkrétni
mnozstvi bukvic, které musi byt vyprodukovano, aby mohl byt rok kategorizovan jako semenny, se
napfi¢ riznymi autory lisi. Obecné lze ale fici, Ze zatimco béhem semennych rokid miize jeden buk
vyprodukovat az stovky kilogramt bukvic, nesemenny rok se pohybuje pouze v fadu nékolika
kilogramii. Vyskyt semennych rokt je nepravidelny, nejcastéji v intervalech 3 — 10 let. Na jeho
vyskytu se znaéné podili i orografické podminky a ro¢ni chod teplot se srazkami (Overgaard,
Gemmel et Karlsson, 2007).

Udava se, ze v obdobi nesemennych let bukt pl$i neinvestuji tolik energie do rozmnoZzovani
z diivodu nedostatecného zdroje lipidl, proteinti ¢i cukri. Mnozstvi téchto latek, které plsi
konzumuji, determinuje télesnou hmotnost narozenych mlad’at i dospélct pied hibernaci, kterd musi
byt dostatecnd, protoze béhem hibernace dochazi k ubytku az 1/3 celkové télesné hmotnosti. Praveé
proto, ze jsou bukvice na obsah téchto sloZek nejbohatsi, je tato souvislost intenzivné studovana
a jsou patrné znacné rozdily ve vaze jedinct pted vstupem do hibernace v oblastech bukovych lest,
kde vykazuji plSi zna¢n€ vyssi hmotnost z diivodu dostatku zdrojii pro vytvoreni tukové tkané,
a oblastech s niz§im ¢i zadnym zastoupenim této dieviny, kde je vstupni vaha jedincti pied hibernaci
niz8i a vzrusta i amrtnost plcht z divodu nedostate¢ného mnozstvi zasobnich latek (Fietz et al.,
2005). Fietz et al. (2005) také pro srovnani uvadi, ze jedna bukvice obsahuje v priméru cca 41,5 %
lipida a 22,8 % proteint, kdezto zalud (ktery je plchy v pripadé¢ nedostatku bukvic také znacné
vyhledavanym zdrojem potravy), obsahuje cca 3,4 % lipidii a 0,9 % proteinti. Rozdil v obsahu latek
kli¢ovych pro zivotni cyklus plcht je tedy znacny. Omezenim ¢i uplnou absenci reprodukce
v nesemennych letech se plsi rovnéz vyhybaji zvySenému riziku nedostatecného zdroje potravy pro

sva mlad’ata (JuSkaitis et Auguté, 2015).
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2 MATERIAL A METODY

2.1 Charakteristika sledovaného uzemi

Sledované lokality, na kterych probihal odchyt plchi a sbér blech, se nachazi v blizkosti obce Dlouha
Loucka, okrese Olomouc, v geomorfologickém celku Nizky Jesenik (N 49° 49,5, E 17° 12,7°)
v nadmotské vySce 300 — 450 m. Do sledovaného izemi zasahuje v jihozapadni casti ¢astecné PP
Sovinecko. Cela oblast nalezi do mirné teplé, ve vyssich polohach mirné chladné, klimatické oblasti.
Pfevazujicim typem vegetace jsou smiSené lesy; dubohabfiny a kvétnaté buciny. Dominantnimi
dievinami jsou buk lesni (Fagus sylvatica) a dub zimni (Quercus petraea), o néco méné jsou
zastoupeny habry obecné (Carpinus betulus), lisky obecné (Corylus avellana) ¢i javor klen (Acer
pseudoplatanus). Na uzemi nékterych lokalit zasahuje v mensi mife smrk ztepily (Picea abies).
V oblastech, kde v souc¢asné dobé probiha kaceni lesa, se objevuji husté porosty ostruzinikti (Robus
spp.). Bylinné patro je na lokalitich zastoupeno jen stifidmé, piedev§im na okrajich lesu
a v prosvétlenych mytinach. Nejhojnéji zastoupenymi druhy jsou netykavka malokvéta (Impatiens
parviflora), svizel ptitula (Galium aparine), svizel vonny (Galium odoratum), barvinek mensi (Vinca
minor), kokotfik mnohokvéty (Polygonatum multiflorum), kopfiva dvoudoma (Urtica dioica)

¢i kaprad’ samec (Dryopters filix-mas).
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Obrazek &. 6: Geograficka lokalizace sledovaného uzemi pobliz obce Dlouha Loucka na mapé CR.

Pievzato z: Google Maps (2020), URL 2.
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2.2 Prace v terénu

Vyzkum probiha na tzemi sledovanych lokalit uzZ po dobu nékolika let. Odchyt plcht se provadi
z ptacich budek, které jsou umistény na kmenech ve vysce asi 1,5 — 2 m. Prevazuji budky typu
sykornik (s praimérem vletového otvoru cca 3,2 cm), se stfechovym ¢i prednim oteviranim. V oblasti
jedné z lokalit jsou pfitomny jesté budky uréené pro plsika liskového (Muscardinus avellanarius),
které jsou vstupnim otvorem orientovany ke kmeni stromu, avSak bézné se v nich vyskytuje i nami
sledovany plch velky.

Lokality se pravidelné navstévuji od Cervna, kdy se plSi probouzi z hibernace a zacinaji
osidlovat ptaci budky, priblizn¢ do poloviny fijna, kdy se naopak k hibernaci ukladaji. V obdobi
aktivity plcht jsem tedy Vv sezoné 2018 spole¢né s kolegy v piiblizné dvoutydennich intervalech
nav§tévovala sedm lokalit pracovné oznacCovanych jako ,.horni polda®, ,,dolni polda®, ,klasika®,
»plsikoveé®, ,,sovinec”, ,stielnice” a ,,studanky*. Celkem bylo na téchto lokalitach kontrolovano 247
budek, avsak v prub&éhu sezony bylo 6 budek poskozeno nebo ztraceno, a to z divodu lokalniho
kaceni ¢i vlivu piisobeni extrémniho pocasi.

Jako hlavni ¢asovy ukazatel pro analyzu poc¢tu blech na plsich jsme vytvofili tzv. periody,
které oznacuji obdobi, ve kterém probéhla jedna kompletni kontrola vSech sledovanych lokalit.
Rozclenéni aktivni sezony plchl do period rovnéz eliminuje ty terénni odbéry, které zasahovaly
do dvou mésict. Rozdéleni period a data, ve kterych probéhla kontrola, shrnuje tabulka ¢. 3. Sezona
2018 byla roz¢lenéna celkem do 9 period; pocet dnt, v ramci kterych probihaly kontroly béhem

dil¢ich period, se v sezoné 1isil podle poctu zvifat pritomnych v budkach.

Tabulka €. 3: Piehled period a dat, ve kterych probihaly kontroly

Perioda Datum
1 13.6.2018
2 23.6.2018
3 30.6.-1.7.2018
4 10.7.,14.-15.7.2018
5 24.7.,28.-29.7.2018
6 6.—8.8.,11. - 12. 8. 2018
7 21.,25.8.2018
8 8.—11.9.2018
9 22.-23.9.,7.10. 2018
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2.2.1  Odchyt plchu, sbér a uchovavani blech

PouZité pomiicky:
e dfevény Zebiik
e 0odchytové pytliky
e pruzinova vaha Medio Line (Pesola)
e ornitologické pravitko (Ecotone)
e identifika¢ni veterinarni mikro€ipy (Tierchip)
o (teka veterinarnich mikro¢ipu (Trovan Ltd.)
e entomologickd pinzeta (mekka)
e plastové minizkumavky 1,5 ml (Eppendorf)
e ethanol 96 % (PENTA)

Protoze jsou plsi typicti svou no¢ni aktivitou, mohli jsme je spolecné s kolegy odchytavat od brzkého
rana az do odpolednich hodin, kdy v ptacich budkach spi. Po odchyceni plcha probéhlo vzdy jeho
vazeni za pouZiti pruzinové vahy, zmeteni délky tibie pomoci ornitologického pravitka, zaznamenani
pohlavi, pohlavni aktivity (reprodukéné aktivni nebo neaktivni v daném roce, a to dle viditelnosti
a hmatnosti varlat u samcu, gravidity a laktace u samic) a stafi. Prvné odchyceni jednici jsou oznaceni
¢ipem do interskapularniho regionu, stati se odhaduje dle délky tibie a zbarveni srsti — kategorizuje
se jako — juvenil (J — ,,juvenile®), jedinec po prvni hibernaci (SY —,,second year*) a jedinec po vice
hibernacich (ASY — ,,after second year®). V piipad¢, Ze se v hnizdé nachazela samice s vrhem
mlad’at, bylo u kazdého mladéte uréeno pohlavi a hmotnost; jejich znaceni prob&hlo az po odstaveni.

Pro téely mého vyzkumu jsem odchytavala blechy pomoci mékké entomologické pinzety
pfimo z kozichu jedince a nasledné ze sbérovych pytlikti, kde po manipulaci s plchem zistaly ¢asto
zachyceny. Nasbirané blechy jsem pak ukladala do 1,5 ml minizkumavky naplnéné 500 pl 96%
ethanolu, ve kterém byly uchovavany pii pokojové teploté az do dal§i manipulace. Kazda
minizkumavka byla oznac¢ena pismenem F — ,.flea* a ¢islem sbéru. Jeden odbér byl vztazen ke v§em
jedincim obyvajicich jednu budku.

Dle pavodniho protokolu jsem blechy béhem sezdény odebirala za celé hnizdo (tedy
za vSechny jedince plchd, ktefi byli v dobé odchytu v budce). Pro vyhodnoceni infestace blech
U plcht jsem zahrnula pouze ta pozorovani, kterd zahrnovala jednoho jedince plcha v budce.
Ve vyhodnoceni nejsou zahrnuti i veskefi juvenilni jedinci — tj. narozeni béhem sezony 2018.

Davodem je, Ze nelze prifadit blechy ke konkrétnimu jedinci, pokud jich bylo v budce vicero.
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2.2.2 Odbéry vzorki z plchu

PouZité pomiicky, chemikdlie a roztoky:
e Domitor 1 mg/ml roztok (Orion Pharmas. r. 0.)
e Narkamon 10 mg/ml roztok (Bioveta a. s.)
e Revertor 5mg/ml roztok (WERFFT CHEMIE)
e plastové minizkumavky 1,5 ml (Eppendorf)
e ethanol 96 % (Sigma-Aldrich)

Ve spolupraci s kolegy z Oddéleni parazitologie Ustavu patologické morfologie a paraziotologie
Veterinarni a farmaceutické univerzity v Brné se dvakrat za sezonu 2018 (v Cervenci a zaii) odebirala
krev z plcht pro dalsi mikrobiologické vysetieni. Jedincim byl intramuskularné aplikovan ptipravek
Domitor (0¢inna latka medetomidin — 0,2 mg/kg) a Narkamon (G¢inna latka ketamin 20 mg/kg).
Odbér malého mnozstvi vzorku (0,1 — 0,3 ml) se provadél zvena cava cranialis. Po odbéru
nasledoval je§té dodate¢ny odbér ektoparazitii — blech a klistat. Do 15 — 20 minut od aplikace
anestetik bylo aplikovano antidotum — Revertor (d¢innd latka atipamezol Smg/ml), které zrusilo
sedativni u¢inky medetomidinu. Kazdy jedinec byl posléze navracen do budky, ze které byl odebran.
Manipulaci s plchy provadéli veterinarni lékafi, odbér blech a klistat jsem pak obstaravala ja
spole¢né se studenty Fakulty veterinarniho 1ékaistvi (VFU).

Vsechny odebrané vzorky (celkem 51 krevnich odbéru a 327 blech) se ukladaly do 1,5 ml
minizkumavek s 96% ¢istym molekularnim ethanolem. Po piijezdu z terénu se vzorky uchovavaly
az do zpracovani v mrazaku pii teploté¢ —20 °C, ektoparazité pii pokojové teploté.

Protoze se v tomto piipadé 1isil sbérovy protokol odbéru blech (oproti pravidelnym terénnim
sbérim s kolegy bylo mozné ektoparazity odebirat z uspaného zvitete s dostatkem ¢asu pro dikladné
prohlédnuti srsti, ¢imz se liSily i vysledné soucty odebranych blech), nejsou blechy ziskané timto
zpusobem zapoc¢itavany mezi finalni soucty blech ziskanych z nasich lokalit.

Identické odbéry byly provedeny také b&hem sezon 2017 (61 odbér) a 2016 (17 odbéri)

za ucelem mikrobiologického vysetfeni na brnénském pracovisti.

2.3 Druhova determinace blech

Pouzité pomiicky:
e entomologicka pinzeta
e plastové minizkumavky 1,5 ml (Eppendorf)
e podlozni mikroskopicka skla (Waldemar Knittel Glasbearbeitungs GmbH ©)
e biologicky mikroskop (CX31, Olympus Optica, Inc.)
e ethanol 96 % (PENTA)
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S vyuzitim mikroskopu jsem pak pro vSechny sesbirané blechy na zakladé morfologickych
a anatomickych znaki urcila pohlavi a druh dle Rosického (1957). Blechy byly na podlozni skli¢ko
vkladany jednotlivé do kapky 96% ethanolu a ndsledné piekryty sklickem krycim — zddné montovaci
médium nebylo pouzito. VSichni uréeni jedinci byli nasledné podle druhu a pohlavi rozdéleni
do novych plastovych minizkumavek 1,5 ml (Eppendorf) s 0,5 ml 96% ethanolu a oznaceni ¢islem
sbéru (ponechan z terénnich zdznamt) a pohlavim. Pfed dal§im zpracovanim byly blechy ponechany

v minizkumavce s ethanolem pfi pokojové teploté.

2.4 Vybér blech pro detekci bartonel

Pro zhodnoceni vyskytu bartonel za sezonu 2018 jsem vybrala celkem 430 blech — 292 samic a 138
samci. Vzorky pochazely za mésice ¢erven, ervenec, srpen a zafi, a brany byly maximalné tii kKusy
za kazdé pohlavi blechy druhu Ceratophyllus (Monopsyllus) sciurorum ziskané z jednoho hnizda —
tj. maximalni mnozstvi z jednoho hnizda bylo 6 blech (zbytek blech byl uchovan). Za mésic ¢erven
jsem vybrala blechy ze v§ech sedmi sledovanych lokalit, a to predevsim kvuli niz§imu vyskytu blech
korelujicimu s niz§im vyskytem plchd, ktefi teprve zacinali osidlovat ptaci budky po hibernaci.
Za mésice Cervenec, srpen a zaii jsem pristoupila k detekci bartonel u blech sesbiranych z lokalit
,,stielnice* a ,.klasika, a to z divodu rozdilného charakteru sledovaného tzemi.

Lokalita ,,stfelnice je znacné ¢lenita, s vyskytem prosvétlenych mist a mytin, kde je hojné
zastoupené kfovinné a bylinné patro, jehoz druhové zastoupeni se v pribéhu sezony pozvolné
dvoudomé, svizele ad. Hojné je zastoupen také bez cerny (Sambucus nigra). Les v této lokalité neni
zapojeny, ale je z podstatné ¢asti na jizni a zapadni strané arealu ohrani¢en loukami a poli. Oproti
tomu druha zvolena lokalita — ,,klasika®, pfedstavuje kontrastni oblast bez vyrazné ¢lenitosti, se
zapojenym lesem, s zadnym nebo minimalnim zastoupenim kiovinného a bylinného porostu.
Pfevazuji dfeviny — pfedevs$im habr obecny, dub zimni, buk lesni a javor klen.

V nékterych piipadech byly blechy pii manipulaci (pfedev§im ptimo pii odbéru v terénu)
poskozeny. Takovi jedinci byli zapocitani do celkového souctu blech ziskanych béhem sezony, avsak
kvuli moznému poskozeni DNA nebyli pouziti pro detekci bartonel a ze vzorkt byli vytazeni.

Pted samotnym zacatkem detekce bartonelové DNA u odchycenych blech se pro stanoveni
metodiky a postupu pro izolaci bartonelové DNA v prvni fad¢ pfistoupilo k analyze blech, které byly
ziskany kolegy z Ustavu parazitologie VFU Brno b&hem sbérti za rok 2017; celkem se jednalo o 161

blech — 88 samic, 73 samcu.
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2.5 Prace v laboratori

Veskerou praci souvisejici s detekcei bartonel v blechach a krevnich vzorcich plchti jsem provadéla
Vv laboratofi Biologie hmyzich vektori a jimi pfenasenych patogenti na Katedfe parazitologie
Prirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy v Praze. Vyjimkou byla izolace DNA z krve plchi, ktera
byla provadéna kolegy na Ustavu patologické morfologie a parazitologie Fakulty veterinarniho
1ékatstvi na Veterinarni a farmaceutické univerzit€¢ v Bré. Tyto izolaty byly nasledné prevezeny

na prazské pracovisté pro dal$i manipulaci.
25.1 lzolace DNA z blech

Pouzité pomiicky, chemikdlie a roztoky:
o komer¢ni kit DNeasy Blood & Tissue Kit (QIAGEN)
e plastové minizkumavky 1,5 ml (Eppendorf)
e PCR H20O (Top-Bio)
e 96% ethanol (Sigma-Aldrich)

Blechy byly po druhové determinaci a urceni pohlavi skladovany v minizkumavkach v 96%
ethanolu. Pied zacatkem samotné izolace DNA byl ze zkumavek ethanol odsat a misto né€j ptfidano
200 pl PCR vody na dobu minimalné€ 5 hodin (zpravidla ponechany pies noc cca 8 hodin), aby byl
ethanol ze vzorka vymyt. Po uplynuti této doby byla PCR voda odsata a zkumavky s blechami se
nechaly s otevienym vickem cca 30 minut v termobloku vyschnout pfi teploté 37 °C, ¢imz se odpatila
voda i piipadné zbytky ethanolu. Nasledné byly blechy rozdéleny po jednotlivcich do novych
samostatnych plastovych minizkumavek (1,5 ml), které byly oznaceny ¢islem odbéru a pohlavim
blechy. K takto pfichystanym jedinciim se pfidalo 200 pl lyzaéniho pufru ATL z komer¢niho kitu
DNeasy Blood & Tissue Kit (QIAGEN) a blechy byly vSechny homogenizovany plastovymi pisty.
Homogenizované blechy byly poté vortexovany (cca 10 sekund). V prvnich pfedpokusech jsme
izolovali DNA z pooli. Pooly byly vytvofeny smichanim 1 — 7 jedinci blech (dle pohlavi a sbéru).
Podle poétu jedinct (jednotlivec nebo pocet blech v poolu) bylo nasledné 70 — 100 ul homogenatu
odebrano jako rezerva pro dal$i manipulaci a skladovano v —20 °C. Postup pro konkrétni pocet
jedincti uveden v tabulce €. 4. Vzhledem k vysledkiim predpokust s pooly (~90 % PCR pozitivnich
vzorkll) jsme pfistoupili k individualni izolaci DNA z jednotliveii a tento postup byl pouzit

pro vS8echny zbyvajici vzorky.
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Tabulka €. 4: Postup pfipravy poolu pro izolaci DNA dle celkového poctu jedinct

. . jem, ktery j

Objem pufru v Objem ObJLZIE’ |< oy OﬁjferT Vstupni

Koneény ATL ptidany odebrany y , P objem

. ot ge e , 0 Z homogenatu ATL, . ,
pocet jedinc | Kk homogenatu do poolu o , smichanych

. . R jednotlivych ktery se ,
v poolu jednotlvice (100 pro ¥ .. homogenatu
D T ivolaci blech (ulozenv | pfidal do izolace™

! E —20°C) k poolu

1 100 pl | X 100 pl 100 pl 100 pl 200 pl
2 100ul | O 100 pul 100 pl - 200 pl
3 -V 50 ul 50 ul - 150 pl
4 -1 A 35l 65 ul - 140 ul
5 - T 35ul 65 ul - 175 ul
6 - 30 ul 70 ul - 180 pul

* podle protokolu snaha pribliZit se vstupnimu objemu pufru ATL + tkané K cca 180 ul

Z homogenati byla izolovana celkova DNA dle pokynd vyrobce komeréniho kitu DNeasy
Blood & Tissue Kit (QIAGEN). Pouze v poslednim kroku celého procesu izolace byla DNA
z kolonky eluovana do 100 pl smési PCR vody a elu¢niho pufru AE v poméru 1 : 1, a to na zaklad¢

zkuSenosti ostatnich kolegti z laboratoie.

2.5.2 lzolace DNA z krve plchi

PouZité pomiicky, chemikdlie a roztoky:
e komer¢ni kit DNeasy Blood & Tissue Kit (QIAGEN)
e plastové minizkumavky 1,5 ml a 2 ml (Eppendorf)
e PCR H;0O (Top-Bio)
e 96% ethanol (Sigma-Aldrich)

Krev z plcht byla izolovana kolegy z Oddéleni parazitologie VFU Brno. Po odbéru byla pied dalsi
manipulaci fixovana v 96% ¢istém molekularnim ethanolu a nasledné uchovavana pfi teploté —20 °C.
Odtud byl do 2ml minizkumavek (Eppendorf) pfendan pelet fixované krve o maximalni velikosti cca
2 x 2 mm nebo pfepipetovano maximalni mnozstvi 500 ul roztoku krve s ethanolem, ktery byl dale
centrifugovan po dobu maximalné 1 min a poté zbaven ethanolu (odsatim) pro ziskani krevniho
peletu. Zkumavky s peletem a otevienymi viéky byly nasledné umistény do termobloku bez tfepani
vyhiivaného na 37 °C a ponechany pies noc (cca 8 hodin) pro odpateni ethanolu. Nésledny postup
izolace DNA zplsi krve se jiz realizoval dle pokyni vyrobce komerc¢niho kitu DNeasy
Blood & Tissue Kit (QIAGEN). Pouze v poslednim kroku celého procesu izolace byla DNA
z kolonky eluovana do 100 ul elu¢niho pufru AE. Vysledny zisk cca 100 ul DNA byl uchovan v 1,5
ml minizkumavkach, popsan a ulozen v —20 °C. Odtud byla izolovana DNA pievezena v termoboxu

na prazské pracoviste pro dalsi zpracovani (PCR, ELFO, sekvenace).
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2.5.3 Polymerazova retézova reakce (PCR)

PouZité pomiicky, chemikdlie a roztoky:
e templatova DNA z izolatu
e specifické primery (viz nize)
e EmeraldAmp GT PCR Master Mix (TaKaRa Bio Inc.)
e PCR H;O (Top-Bio s.r.0.)

Na zakladé reserSe odbornych publikaci byly zvoleny Ctyfi rizné pary primert, které autoti Maggi
et Breitschwerdt (2005), Cherry et al. (2009), Norman et al. (1995) a Birtles et Raoult (1996)
pouzivali pro detekci bartonel. Primery nazvané pro ucely této prace ,ITS_2“a,ITS_1“ byly
zacileny na vnitini pfepisovany mezernik mezi geny kodujici 16S a 23S rRNA (16S — 23S rRNA
intergenic spacer region; ITS). Primery v této praci oznacované jako ,,GLTA 1“a,,GLTA _2“ byly
zacileny na gen pro syntézu citratu (Citrate Synthase Gene; glItA). Piehled pouzitych primerd

zobrazuje tabulka ¢. 5, slozeni amplifikacni reakce tabulka ¢. 6 a nastaveni teplotnich cykld

pro amplifikaci jednotlivych primert tabulky 7 — 10.

Tabulka €. 5: Prehled pouzitych primert

N.azev Orientace Sekvence primeru (5‘—3¢) Citace (autor)
primeru
LTS 2¢ | forward AGATGATGATCCCAAGCCTTCTGG Maggi et
Breitschwerdt
JITS 2% reverse TGTTCTYACAACAATGATGATG (2005)
JTS_1¢ | forward | CTTCAGATGATGATCCCAAGCCTTCTGGCG | Cherry et al.
TS 1¢ reverse | GAACCGACGACCCCCTGCTTGCAAAGCA (2009)
LGLTA_1¢ | forward GGGGACCAGCTCATGGTGG Norman et al
LGLTA 1« | reverse AATGCAAAAAGAACAGTAAACA (1995)
LGLTA 2« | forward GCTATGTCTGCATTCTATCA Birtles et
LGLTA 2« | reverse AATGCAAAAAGAACAGTAAACA Raoult (1996)

Tabulka €. 6: Slozeni amplifikac¢ni reakce

Master Mix (2x koncentrovany) 10 ul
PCR H,O 8 ul
Primer F (10 pmol/ul) 0,5 ul
Primer R (10 pmol/pl) 0,5ul
Vzorek DNA 1ul
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Tabulka €. 7: Nastaveni teplotniho cyklu pro amplifikaci (primery ,,ITS 2°)

Pocet opakovani Teplota Cas
1x 95°C 5 min

45x 94 °C 455

54 °C 455

72 °C 455
1x 72 °C 10 min

Tabulka €. 8: Nastaveni teplotniho cyklu pro amplifikaci (primery ,,ITS_1%)

Pocet opakovani Teplota Cas
1x 92°C 2 min

55x 94 °C 15s

66 °C 15s

72 °C 18s

1x 72°C 1 min

Tabulka €. 9: Nastaveni teplotniho cyklu pro amplifikaci (primery ,,GLTA_1%)

Pocet opakovani Teplota Cas
1x 95°C 5 min

35x 95°C 20s

51°C 30s

72 °C 2 min
1x 72°C 10 min

Tabulka ¢. 10: Nastaveni teplotniho cyklu pro amplifikaci (primery ,,GLTA_2%)

Pocet opakovani Teplota Cas
1x 95°C 5 min

35x 95 °C 10s

50 °C 20s

72°C 50s
1% 72°C 10 min

Ziskané PCR produkty byly z ¢asti pouzity na gelovou elektroforézu (ELFO) a zbytek byl

skladovan v lednici pfi teploté cca 4 °C.
2.5.4 Elektroforéza (ELFO)

Pouzité pomiicky, chemikalie a roztoky:
e TAE pufr (AppliChem Gmbh, BioChemica)
e agardza (Invitrogen)

e SybrSafe DNA gel stain (Invitrogen)
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e GeneRuler™ 100bp DNA Leader Plus (Fermentas life science)
e PCR produkty

U produktt, které byly ziskdny pomoci polymerazove fetézové reakce, se déle zjistovala pfitomnost
specifického amplikonu za pouziti horizontalni gelové elektroforézy (ELFO). Ta byla provedena
na 1% agarézovém gelu s pufrem TAE (1x koncentrovany). Po povafeni pufru s agar6zou
a nasledném zchlazeni se do smési dodalo barvivo SybrSafe pro zviditelnéni DNA pod ultrafialovym
svétlem. Smés byla poté nalita do elektroforetické soupravy spolecné se zasazenim jamkovych
hiebenti a cca 20 se minut ¢ekalo na zatuhnuti gelu. Po vyndani hiebent se pak do krajnich pozic
napipetovalo 6,5 ul markeru GeneRuler™ 100bp DNA Leader Plus, ktery slouzil pro odeéteni
velikosti vyslednych amplikoni. Do zbylych jamek mezi markery se pieneslo 10 ul PCR produktu.
Zbylych 10 pl PCR produkti z kazdého vzorku se ponechalo na naslednou izolaci DNA a sekvenaci.
Po spusténi elektroforézy a jejim dob&hnuti byly ziskané gely pod UV svétlem vyfoceny.

2.5.5 Presicténi/izolace DNA z PCR produkti

Pouzité pomiicky, chemikdlie a roztoky:
e High Pure PCR Product Purification Kit (Roche)
e EX0SAP-IT® Express PCR Product Cleanup (Affymetrix, Inc.)

e isopropanol

U pozitivnich vzorkl se ze zbyvajicich 10 pl odpovidajiciho PCR produktu nasledné ptecistovala
DNA pomoci enzymatické smési EXOSAP. Enzymatické precisténi PCR produktii bylo provadéno
dle protokolu vyrobce, avsSak nékteré kroky byly po konzultaci s kolegy v laboratofi mirné
pozménény — jednalo se 0 mnozstvi ptidaného enzymu a Casy nastavené v jednotlivych krocich
probihajicich v termocycleru (viz nize). Doporucené teploty ztstaly zachovany.

Prace s enzymatickou smési se provadéla na vychlazeném stojanku (na ledu) pii teploté max.
4 °C. Po smichani 5 ul PCR produktu s 1 ul enzymatické smési, nasledovala centrifugace vzorku
po dobu cca 10 sekund. Odtud byly PCR produkty s enzymem umistény do termocycleru, kde
nasledovala inkubace vzorku pii 37 °C po dobu 8 minut, pti které doslo k degradaci zbylych primeri
a nukleotidi v PCR produktech, denaturace pii 80 °C po dobu 2 minut pro inaktivaci enzymatické
smési a nasledné¢ zchlazeni na 4 °C, po kterém byl PCR produkt pfipraven pro DNA sekvenaci.

V jednom piipadé jsem si vyzkousela také izolovani DNA ptimo z pozitivnich prouzkil
v gelu, které byly vyfezany sterilnim skalpelem pod UV svétlem. Vyfezané segmenty gelu se
ukladaly do minizkumavky a zvazily se. Dale se jiz opét postupovalo dle pokynt vyrobce uvedenych
v protokolu komer¢niho kitu High Pure PCR Product Purification Kit (Roche).
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2.5.6 Sekvenaéni reakce

PouZité pomiicky, chemikdlie a roztoky:
e PCR H;0 (Top-Bio s.r.0.)
e sekvenacni primery v koncentraci 3,2 pmol/pl

e vzorky izolované DNA

Po izolovani DNA z PCR produktii nasledovala sekvenace, pro kterou byla nachystina smés
0 celkovém objemu 8 pl, kterd sestavala z 1,5 pl precisténé DNA, 1,5 pl ptislusného sekvenaéniho
primeru o koncentraci 3,2 pmol/ul a 5 pl PCR H20. Sekvenacni primery byly pfipraveny ziedénim
amplifikaénich primert. Takto piipravené vzorky byly pro provedeni sekvenace zaslany
do Laboratote sekvenace DNA Ptirodovédecké fakulty UK Praha.

2.5.7 Vyhodnoceni sekvenci a fylogenetické analyzy

ObdrzZené sekvence byly v podobné fluorescenénich kiivek zobrazeny a zkontrolovany v programu
BioEdit. Odtud byly pomoci algoritmu BLAST porovndny se sekvencemi, které¢ jsou ulozeny
v databazich NCBI (National Center for Biotechnology Information). Sekvence, které odpovidaly
bartonelam se pak dodate¢né upravovaly v programu Geneious. Tyto upravy souvisely predevsim
S ptipravou alignmentl pro porovnani sekvenci mezi sebou ¢i v neékterych ptipadech opravu chyb

vzniklych pii dvojitém Cteni.

2.6 Zapis, zpracovani a statisticka analyza dat

Pocet vSech odchycenych blech v rdmci hnizda (budky) véetné oznaceni sbéru byl pii terénni praci
zaznamendn do pracovnich listl k ostatnim charakteristikam plcht (datum, lokalita, budka, kod
zvitete, pohlavi, v€k, ptipadn€ dalsi poznamky). Data z pracovnich listl byly nasledné prevedeny
do hromadné tabulky Excel (MS Office). Tuto tabulku jsem nasledné upravila pro vlastni zpracovani
dat a po druhové determinaci zaznamenala pocet samct a samic blech. Statistické hodnoceni a tvorba
grafli probé¢hla v programu R.

Pro statistické analyzy souvisejici se sezonni dynamikou blech Vv zavislosti od vlastnosti
hostitele jsem pouzila datovy soubor, ktery zahrnoval pouze blechy druhu Ceratophyllus
(Monopsyllus) sciurorum nalezy s dospélymi solitérnimi plchy (tj. vyskytujicimi se samostatné
v budce) a bez opakovanych odchytd stejnych jedinct v prub&hu sezdny. V piipadé opakovanych
odbéra v pribéhu sezoény byl nahodné vybran jeden z nich. Pavodni datovy soubor obsahoval 1520
pozorovani plcha velkého (dospélcti i mlad’at) a odebranych 1123 blech. Po zohlednéni vyse
uvedenych krokt obsahuje soubor vyuzivany v této praci 299 pozorovani plcha velkého s 420

odchycenymi blechami. Diivodem pro tento postup bylo zamezeni pseudoreplikace a odstranéni
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matouciho efektu skupinové odpocivajicich plchll. Provedla jsem standardni exploraci vztah mezi
proménnymi (vliv vahy jedince, délka tibie, sezonalita, vék, pohlavi a reprodukéni aktivita hostitele).

Pro ovéfeni, které proménné ovliviiuji pfitomnost blech u plcht byl zvolen zobecnény
linearni model s binomickym rozdélenim. Analyzoval se vztah mezi prezenci blech na plsich
a proménnymi pohlavi plcha, pohlavni aktivita, ve€k, lokalita a perioda. Na zakladé explora¢ni
analyzy dat byly v modelu pouzity vSechny proménné, a to bez interakci.

Pro ovéfeni, které proménné ovliviiuji pocetnost blech u plchii, byl zvolen zobecnény
linearni model s negativnim binomickym rozdélenim (funkce glm.nb v programu R). Analyzoval se
vztah mezi poctem blech na jedinci a proménnymi veék, pohlavi, perioda, lokalita, pohlavni aktivita,
velikost téla (ta je vyjadiena jako rezidudly z linearni regrese mezi délkou tibie a hmotnosti).
Na zaklade¢ exploracni analyzy dat byly v modelu pouzity vS§echny proménné. Model je bez interakci
mezi proménnymi.

Dle exploracni analyzy bylo zietelné, ze pohlavi hostitele ma vliv na pomér pohlavi
hostujicich blech. Z tohoto diivodu byl zkonstruovan jednoduchy zobecnény linearni smiseny model
s binomickym rozdélenim. V tomto modelu se jako zavisla proména pouzil pocet bleSich samct viéi
blesim samicim.

Efekt pohlavi blech se vyhodnotil pomoci zobecnéného linearniho modelu s binomickym
rozdélenim.

Pro porovnani dvou ekologicky odlisnych lokalit — ,klasiky* a ,.stielnice*, byl zvolen
zobecnény linearni model s binomickym rozdélenim. Analyzoval se vztah bartonely vii¢i pohlavi

blech, periodé, lokalité a interakci periody s lokalitou.
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3 VYSLEDKY

3.1 Druhové spektrum blech u plcha velkého

Béhem aktivni sezony plcha velkého jsme provedli 1520 odchytu plchu, ze kterych jsme odebrali
1123 blech. 1114 blech nalezelo do rodu Ceratophyllus (Monopsyllus) sciurorum (99,2 %).
Minimaln¢ byly zastoupeny druhy Ceratophyllus gallinae — 8 blech (0,7 %) a v jednom piipad¢ jsem
zaznamenala blechu Hystrichopsylla talpae (0,1 %). Protoze jsou druhy Ceratophyllus gallinae
a Hystrichopsylla talpae typické pro jiné hostitele (C. gallinae pro ptaky a H. talpae pro krtky),

nebyly do analyz dale zapocitavany.

3.2 Sezoénni dynamika blech

Celkem 299 plchii — 95 samic a 204 samct spliiovalo podminku solitérniho vyskytu v budce. Z téchto
pozorovani bylo 158 plchu (52,8 %) infestovano alesponi jednou blechou a celkem 420 blechami
druhu Ceratophyllus (Monopsyllus) sciurorum — 300 samicemi a 120 samci. V piipad¢ infestovaného
jedince jsem nejcéastéji nalezla 1 —2 blechy, pramér = 1,4 + 1,97 SD. Vétsi mnozstvi blech jsem
zaznamenala jen v ojedinélych piipadech, maximalni pocet byl 12 blech na jedince (viz obrazek
¢. 7).
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Obrazek ¢. 7: Histogram zobrazujici Cetnost vyskytu blech na jedince v prub&hu sezony.

3.21 Proménné ovliviiujici pfitomnost blech u plchi

Ptitomnost blech u plchii se vyznamné meénila v pribéhu sezoény, mezi lokalitami a S pohlavni
aktivitou jedincu (viz tabulka ¢. 11). VEk a pohlavi plchii nemély prikazny vliv na pravdépodobnost

infestace. Podil infestovanych a neinfestovanych jedincti v pribéhu period zobrazuje obrazek ¢. 8.
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Tabulka €. 11: Vliv vybranych proménnych na prezenci/absenci blech u plcht

DF Deviance LRT P
Intercept 362,41 398,41 - -
Perioda 8 396,34 33,932 <0,0001
Pohlavni aktivita plcha 1 369,10 3,689 0,0097
Lokalita 6 378,26 15,857 0,0145
Pohlavi plcha 1 363,90 1,1488 0,2226
VéK plcha 1 362,89 0,486 0,4859

Infestace blechami [ ano M ne
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Obrizek €. 8: Sezonni zména infestace plcht blechami.

V pribéhu sezony jsme zaznamenali 134 sexualné aktivnich (29 samic a 105 samci) a 165
neaktivnich zvitat (66 samic a 99 samcti). U pohlavné aktivnich jedinct je patrna signifikantné vyssi
pravdépodobnost (P = 0,0097) infestace blechami (57,5 % infestovanych, 42,5 % neinfestovanych),
naopak u neaktivnich jedincu je podil infestovanych a neinvestovanych jedinct téméf totozny
(49,1 % infestovanych a 50,9 % neinfestovanych), viz obrazek ¢. 9.

Vyssi pravdépodobnost infestace blechami vykazuji napti¢ sezonou lokality ,,dolni polda“
(72,2 %), ,,horni polda“ (66,7 %) a ,,studanky* (66,7 %). Témet shodné zastoupeni infestovanych
a neinfestovanych jedincl lze nalézt na lokalitach ,,sovinec” (50,8% infestace) a ,,klasika™ (53,4%
infestace). Nejmén¢ infestovanych zvifat pak bylo na lokalitach ,,plsikové™ (35,9 %) a ,,stielnice™
(43,8 %), viz obrazek ¢. 10.
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Obrizek €. 9: Prehled infestace blechami u pohlavné aktivnich a neaktivnich jedinci.
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Obrazek ¢. 10: Prehled infestace plchti blechami v priubéhu celé sezony na jednotlivych lokalitach.

Blechy byly ptitomné u 46,3 % samic a u 55,9 % samci. Mladsi zvifata (sy) vykazovala

infestaci 45,9 % a starsi zvitata (asy) 47,9 %.
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3.2.2 Proménné ovliviiujici po¢etnost blech u plchua

Model pracujici s pocty blech u plchil ukazal, ze se statisticky prikazné meéni v pribéhu sezony.

Nejvyssi pocty blech na jedince jsem zjistila v zati. Vystup modelu shrnuje tabulka ¢. 12.

Tabulka €. 12: Vliv vybranych proménnych na silu infestace plchd blechami. Pouzit zobecnény

linearni model s negativnim binomickym rozdélenim.

DF Deviance LRT
Intercept 304,32 964,00 - -
Perioda 8 330,75 26,4264 0,0009
Pohlavni aktivita plcha 1 307,79 3,4712 0,0624
Lokalita 6 316,10 11,7774 0,0671
Pohlavi plcha 1 306,90 2,5809 0,1082

Velikost téla plcha

(RES) 1 304,92 0,5991 0,4389
Vék plcha 1 304,82 0,5033 0,4781

Nejvyssi praimérny pocet blech na jedince jsem zaznamenala ve 3., 8. a 9. periodé (praméry = 1,88;
2,60 a 2,29). Nejvyssi mediany jsou pak patrné pouze pro 3. a 8. periodu (med = 2; med = 2), protoze
vV 9. period€ je pfitomna odlehld hodnota (12 blech na jedince). Nejnizsi primérné hodnoty blech
na jedince jsou pak ve 4. a 6. period¢ (praméry = 0,88 a 0,63). Nulové medidny jsou zaznamenany

u2.,5., 6.a7.periody. Pocetnost blech béhem period zobrazuje obrazek ¢. 11.
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Obrazek & 11: Poletnost blech na pliich béhem jednotlivych period. Cerné body zobrazuiji
jednotlivé plchy, kosoctverce primérné hodnoty a zdliraznéné linie v jednotlivych boxech mediany.
Vousy na boxech nam zobrazuji hranice pro vysoké hodnoty; nad jejich hranici se nachazi hodnoty

odlehlé (outliery) zobrazujici raritni pozorovani.

Proménné pohlavni aktivita a lokalita byly lehce za hranici statistické prikaznosti.
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U pohlavn¢ aktivnich plchu (P = 0,0624) jsem zaznamenala pramér = 1,58 blech na jedince,
med = 1 blecha na jedince a maximalni mnozstvi 8 blech na jedince. U neaktivnich plcht
prumér = 1,41 blech na jedince, med =1 blecha na jedince a maximalni mnozstvi 12 blech na jedince.

Pocetnost blech u pohlavné aktivnich a neaktivnich plchii zobrazuje obrazek ¢. 12.
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Obrazek €. 12: Pocetnost blech na aktivnich a neaktivnich plSich v pribéhu celé sezony.

Pramérné pocty blech na plcha na jednotlivych lokalitach zobrazuje obrazek ¢. 13.
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Obrazek €. 13: Pocetnost blech na plsich v pribchu celé sezony na jednotlivych lokalitach.

Proménné vek, pohlavi plcha a velikost téla plcha nemaji na celkovou pocetnost blech

na jedinci vyznamny vliv.
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3.2.3  Analyza efektu pohlavi blech u plchi

U 95 samic plcha jsem zaznamenala celkem 114 blech — 75 samic a 42 samct. U 204 samct plcha
jsem zaznamenala celkem 306 blech — 228 samic, 78 samcu. Vztah mezi pohlavim blech a pohlavim
plcha je statisticky signifikantni: b =—0,53 + 0,23; z = —2,28; P =0,0228. Primérny pocet blech

dle pohlavi na samcich a samicich plcht zobrazuje obrazek ¢. 14.
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Obrizek €. 14: Primérny pocet blech dle pohlavi na samcich a samicich plchu.

S ptihlédnutim k pohlavi blech jsem pak béhem sezony zaznamenala ve vsech periodach
primérné vice samic nez samcil. Nejvice samic na jednom jedinci bylo pfitomno v 8. a 9. periodé
(pramér = 1,69 a 1,71). Nejvyssi prumerny pocet samci byl béhem 3. a 8. periody (pramér = 0,68
a 0,91). Mediany pro samici blechy dosahly hodnoty med =1 v 1., 3. a 8. period¢, ve zbyvajicich byl
med = 0. Sami¢i mediany byly nulové ve vSech periodach. Pocetnost blech s ohledem na pohlavi

zobrazuje obrazek ¢. 15.
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Obrazek €. 15: Pocetnost samcti a samic blech na plsich béhem jednotlivych period.
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3.3 Detekce bartonelové DNA

33.1

Stanoveni metodiky pro detekci bartonelové DNA u odchycenych blech

Celkem jsme jednotlivé homogenizovali 161 blech ze sbért z roku 2017. V piipadé kazdého vzorku

jsme ¢ast homogenatu zachovali v —20 °C a ¢ast byla pouZita pro vytvofeni smésnych poold; celkem

161 blech v 54 poolech 0 1 — 7 jedincich podle pohlavi a sbéru. Z té€chto poold jsme pak izolovali

DNA adetekce bartonel jsme provadéli pomoci Etyt nezavislych PCR pro zjisténi Cetnosti

pozitivnich vzorkl a senzitivity jednotlivych part primerid. Vysledky shrnuje tabulka ¢. 13.

Tabulka €. 13: Vyhodnoceni senzitivity vybranych primerti u zkusebnich poold

Vysledek Vysledek Vysledek Vysledek
Nazev [Po¢.|Poc.|Celkem PCR PCR PCR PCR
poolu [ F | M | blech Bartonella Bartonella Bartonella Bartonella
LTS 2 LTS 1° LGLTA 1 LGLTA 2
OLF 4 0 4 pozitivni pozitivni pozitivni pozitivni
OL M 0 2 2 negativni negativni negativni negativni
1F 3 0 3 pozitivni pozitivni pozitivni pozitivni
1M 0 3 3 pozitivni pozitivni pozitivni pozitivni
2F+M | 1 3 4 pozitivni pozitivni pozitivni pozitivni
2 0 3 3 pozitivni pozitivni pozitivni pozitivni
3 2 1 3 pozitivni negativni slabé pozitivni | pozitivni
5 1 1 2 pozitivni slabé pozitivni | slabé pozitivni | pozitivni
6 1 0 1 negativni negativni negativni negativni
7 2 1 3 pozitivni pozitivni slab€ pozitivni | pozitivni
10412 | 3 4 7 pozitivni pozitivni slab€ pozitivni | pozitivni
13 2 1 3 pozitivni slabé pozitivni | pozitivni pozitivni
14 0 2 2 pozitivni slabé pozitivni | slabé pozitivni | pozitivni
16 3 0 3 pozitivni slabé pozitivni | pozitivni pozitivni
17 1 0 1 pozitivni slabé pozitivni | slab& pozitivni | pozitivni
18 1 0 1 pozitivni slab€ pozitivni | slabé pozitivni | pozitivni
19 1 1 2 pozitivni slab€ pozitivni | pozitivni pozitivni
20 0 1 1 pozitivni slabé pozitivni | slabé pozitivni | pozitivni
22 1 3 4 pozitivni negativni pozitivni pozitivni
23 2 1 3 pozitivni negativni slabé pozitivni | pozitivni
25 1 1 2 pozitivni negativni negativni negativni
26 3 0 3 pozitivni slabé pozitivni | pozitivni pozitivni
27 F1 3 0 3 pozitivni negativni pozitivni pozitivni
27 F2 3 0 3 pozitivni negativni pozitivni pozitivni
28 2 1 3 pozitivni pozitivni pozitivni pozitivni
29 1 1 2 pozitivni slabé pozitivni | slabé pozitivni | pozitivni
30 2 1 3 pozitivni slab¢ pozitivni | pozitivni pozitivni
31 0 2 2 slab¢ pozitivni | negativni negativni negativni
32F 5 0 5 pozitivni pozitivni pozitivni pozitivni
32 M 0 5 5 pozitivni slabé pozitivni | pozitivni pozitivni
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33 F1 6 0 6 pozitivni negativni pozitivni pozitivni
33F2 | 6 0 6 pozitivni negativni slabé pozitivni | pozitivni
33F3 | 5 0 5 pozitivni slab¢ pozitivni | pozitivni slabé pozitivni
33M1 | O 5 5 pozitivni negativni pozitivni slab€ pozitivni
33M2 1 0 4 4 pozitivni slab¢ pozitivni | pozitivni pozitivni
34F 4 0 4 pozitivni pozitivni slab€ pozitivni | slabé pozitivni
34 M 0 6 6 pozitivni slab¢ pozitivni | pozitivni pozitivni
35 3 2 5 pozitivni slab¢ pozitivni | pozitivni pozitivni
37 0 2 2 pozitivni negativni negativni slabé pozitivni
38 2 0 2 pozitivni negativni pozitivni pozitivni
40 1 2 3 pozitivni negativni pozitivni pozitivni
44 1 1 2 pozitivni negativni pozitivni pozitivni
45 1 1 2 pozitivni negativni pozitivni pozitivni
46 0 3 3 pozitivni negativni pozitivni pozitivni
50 1 0 1 slabé pozitivni | negativni negativni negativni
54 0 1 1 negativni negativni negativni negativni
55 0 2 2 pozitivni negativni pozitivni pozitivni
56 2 0 2 negativni negativni negativni negativni
57 0 1 1 negativni negativni negativni negativni
58 1 1 2 pozitivni slab€ pozitivni | pozitivni slab€ pozitivni
59 1 0 1 pozitivni negativni pozitivni negativni
60 3 1 4 pozitivni slab€ pozitivni | pozitivni pozitivni
61 1 2 3 pozitivni pozitivni negativni pozitivni
63 2 1 3 pozitivni slab€ pozitivni | negativni pozitivni

Poc. F = pocet blech — samic,; Po¢. M = pocet blech — samcii

Slaba pozitivita vyjadruje slabou intenzitu bandu na gelové elektroforéze

Z vysledkt je patrné, zZe:

o vysledky detekce pro primery ,,ITS 2% byly pozitivni u 47 poold (87 %), slabé pozitivni

u 2 pooli (3,7 %) a negativni u 5 poolt (9,3 %)

e vysledky detekce pro primery ,ITS_1¢ byly pozitivni u 11 poolt (20,4 %), slabé pozitivni
u 19 pooli (35,2 %) a negativni u 24 poolt (44,4 %)

o vysledky detekce pro primery ,,GLTA 1% byly pozitivni u 31 poold (57,4 %) slabé pozitivni
u 12 poolu (22,2 %) a negativni u 11 poola (20,4 %)

e vysledky detekce pro primery ,,GLTA_2% byly pozitivni u 40 poolt (74 %), slab& pozitivni

u 5 poolii (9,3 %) a negativni u 9 poolt (16,7 %)

Na zaklad¢ téchto vysledkt jsme pro vSechny nasledujici detekce bartonel (blechy z roku 2018,
plsi z let 2016, 2017 a 2018) vybrali PCR s primery pro ITS (,ITS 2%), které byly ze zkousenych

kombinaci nejsenzitivnéjsi.
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Celkem jsme pouzili 98 homogenati jednotlivych blech (testovanych ptivodné v ramci 31
smésnych vzorkt) pro individualni testovani a podrobnéjsi stanoveni prevalence. Tato individualni
analyza ukazala, Ze 40 blech bylo na bartonelu pozitivnich (40,8 %), 12 slabé pozitivnich (12,2 %)
a 46 negativnich (46,9 %). Z téchto vysledka bylo vyvozeno, ze pro objektivni posouzeni miry
nakazeni blech bartonelou neni vhodné pracovat s pooly, ale s jednotlivymi blechami, protoze
z divodu vysokého poctu bartonela-pozitivnich blech by hrozilo riziko, Ze se nepodaii sekvenovat

jednotlivé bartonely, ale budou ¢asto pritomny smésné infekce.
3.3.2 Detekce DNA bartonel u odchycenych blech

Za sezonu 2018 jsme vysetiili celkem 430 blech — 292 samic a 138 samci. Celkova prevalence
bartonely za vSechny periody dosahovala 44,6 %; v prubéhu sezény se prevalence pohybovala
v rozmezi 0d 26,3 % (9. perioda) do 52,4 % (5. perioda). Hodnoty prevalence v priubéhu period

shrnuje obrazek ¢. 16.
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Obrazek €. 16: Sezoénni zména prevalence bartonel v blechach v roce 2018. Hodnota n nad sloupci

udava pocet vysetenych blech.

Pti pohledu na prevalenci v ramci jednotlivych odbérovych lokalit je nutné pfipomenout, Ze
vSechny lokality jsme odebirali pouze v ¢ervnu (1., 2. a ¢ast 3. periody). Za Cervenec, srpen a zaii
se odebiraly lokality ,klasika“ a ,.stéelnice”. Prevalence v ramci jednotlivych lokalit je tedy

vytvorfena jen za mésic cerven. Nejvyssich hodnot (nad 50 %) dosahuji lokality ,,plSikové™ (62,5 %)

hodnoty zobrazuje obrazek ¢. 17.
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Obrazek €. 17: Prevalence bartonel na jednotlivych lokalitach (data pouze pro mésic Cerven).

Hodnota n nad sloupci udava pocet vySetienych blech.

Bartonely jsme castéji detekovali u blesich samic (50,3 %) nez u samcu (32,6 %) a tento
rozdil je statisticky prikazny (zobecnény linearni model s binomickou distribuci b = —0,74 + 0,22;
z =-3,42; P = 0,0006). Srovnani prevalence bartonely v prib¢hu celé sezony u samct a samic blech

zobrazuje obrazek ¢. 18.
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Obrazek €. 18: Srovnani vyskytu bartonely za celou sezonu u samcl a samic blech. Hodnota

n nad sloupci udava pocet vysettenych blech.
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Pro porovnani dvou ekologicky odlisnych lokalit — ,,klasiky* a ,,stfelnice®, byl opét zvolen
zobecnény linearni model s binomickym rozdélenim. Analyzovali jsme vztah bartonely viic¢i pohlavi
blech, periodg, lokalité a interakci periody s lokalitou. Zjistila jsem statisticky signifikantni vliv
pohlavi blechy (b = —0,56 + 0,25; z = —2,23; p = 0,0256) a interakce mezi lokalitou a periodou
(b=0,37+0,14;2=2,76; p=0,0058). Je zfejmé 7e obé lokality se lisi v sezonni prevalenci bartonel,
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vyskytu bartonel do konce 1éta; viz obrazek ¢. 19.
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Graf €. 19: Sezonni dynamika prevalence bartonel v ramci dvou srovnavanych lokalit — , klasika®

a ,stielnice®. Hodnota n nad sloupci udava velikost vzorku (pocet vysettenych blech).
3.3.3 Detekce bartonelové DNA u plchii a z nich odebranych blech

Pocéty vySetfenych vzorki a prevalence béhem odbérovych let shrnuje tabulka ¢. 14.

Tabulka ¢. 14: Prevalence bartonely u plcht dle roku odbéru

Rok odbéru Pocet odebroanych Bartonella pozitivni Prevalence [%]
vzorki
2016 17 1 59
2017 61 15 24,6
2018 51 27 52,9
Celkem 129 43 33,3

Zarok 2018 jsme z kontrolovanych zvitat odebirali i blechy, aby bylo mozné porovnat, zda
bartonely ptitomné v plsich koluji i v blechach. K 51 vzorkim z plchi jsme odebrali celkem 327
blech. V ramci nami zvoleného protokolu bylo za kazdého plcha kontrolovano maximalné pét a pét
sam¢ich blech (v niz§im poctu kontrolovany vSechny blechy); celkoveé jsme tedy analyzovali 261

blech, u kterych bylo 119 blech na bartonelu pozitivnich (prevalence 45,6 %).
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Nasledné jsme srovnavali, zda je u krevné pozitivniho plcha alesponi jedna z odebranych

(a kontrolovanych) blech pozitivni. Z 51 pozorovani jsme dosli ke shodé ve 20 piipadech (39,2 %).
3.3.4 Vyhodnoceni detekovanych bartonelovych sekvenci

Pro zjisténi, jaké druhy bartonel jsou ptitomny v nami kontrolovanych vzorcich krvi a blech, a zda
jsou tyto druhy vkrvi plchi a jejich blech totozné, jsme ptipravili celkem 53 wvzorku
(31 pochazejicich z blech a 22 z plchu), které jsme nasledné odeslali do sekvenacni laboratoie.
Dle vysledki sekvenci byly jak u plchi, tak i u blech detekovany dva druhy bartonel; Bartonella
grahamii-like a Bartonella sp.
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4 DISKUZE

4.1 Druhové spektrum blech u plcha velkého

U plcha velkého jsem z celkového mnozstvi 1123 jedinci blech zaznamenala tfi druhy — dominantné
Ceratophyllus (Monopsyllus) sciurorum a jen okrajové Ceratophyllus gallinae a Hystrichopsylla
talpae. Druhové slozeni blech na plchu velkém tedy vykazuje dle Rosického (1957) zastupce typicky
hnizdni. Pro C. sciurorum je plch velky jednim z hlavnich hostitelti. Ekologicky nalezi mezi blechy
typické pro veverky. V hnizdech ptakl je lze detekovat Casto, a to praveé diky sav€im hostiteltim,
kteii se do téchto hnizd dostavaji (Cyprich et Krumpal, 2007; Cyprich, Krumpél et Spitalska, 2002;
Rosicky, 1957; Trilar, 1997). C. gallinae je druhem typickym pro zpévné ptaky, a protoze plsi ¢asto
obyvaji plivodné pta¢i hnizda, neni vyskyt ptacich blech u plchti nijak prekvapujici. Detekovan byl
b&hem prvnich dvou period (jarni mésice), dale uz se nevyskytoval. Ma stejné ekologické pozadavky
jako C. sciurorum avsak niz8i ekologicky potencial z divodu specializace na ptaky hnizdici
Vv dutinach/budkach (Cyprich, Krumpal et Lukas, 1992, Lipatova et al., 2015a). Posledni
identifikovany druh — H. taplae je typicky pro savce, jakymi jsou napiiklad Krtci, rejsci, nornici
¢i mySice. U plcht se objevuje spiSe jen vzacné, zpravidla na konci aktivni sezony, kdy s nimi
prichazi plsi do kontaktu béhem piipravy na hibernaci (Lipatova et al., 2015a; Trilar 1997).
To odpovida naSemu nalezu v poloviné zaii. K nalezim vice druhti blech na plchovi velkém tedy
dochazi z divodu kontaktu mezi plchem a ptaky ¢i jinymi malymi savci (Cyprich, Krumpal et Lukas,
1992).

Znalost siphonapterofauny u plcht neni piili§ rozsahla; v Evropé (véetné Ruska) se touto
problematikou zabyvali napt. Cyprich, Krumpal et Lukas (1992), ktefi u plchovitych zaznamenali
16 druhii blech na izemi Slovenska; dale Kirillova, Kirillov et Ivashkina (2006) se 7 druhy na tizemi
Ruska; Biichner, Stubbe et Striese (2003) 5 druht na uzemi Némecka, ¢i Trilar (1997) tfi druhy
v oblasti Slovinska. Jednalo se o tyto druhy: Ceratophyllus (Monopsyllus) sciurorum, Ceratophyllus
enefdeae, Ceratophyllus fringillae, Ceratophyllus garei, Ceratophyllus hirundinis, Ceratophyllus
pullatus, Ceratophyllus rusticus, Ceratophyllus tribulis,Ctenophthalmus agyrtes,Ctenophthalmus
assimilis assimilis, Ctenophthalmus solutus solutus, Ctenophthalmus uncinatus, Dasypsyllus
gallinulae, Hystrichopsylla orientalis, Megabothris turbidus a Nosopsyllus fasciatus. Ve vyslednych
¢islech nejsou zahrnuty ty druhy blech, u kterych autofi predpokladaji pouze nahodné zavleCeni
do hnizda.

Nami pozorované druhy blech ve velmi podobném procentualnim zastoupeni pozorovali
pii analyze hnizd plchovitych v Litvé i Lipatova et al. (2015a), kteti béhem dvou sezon odchytili
celkem 1112 blech nalezicich do 6 druhii — Ceratophyllus (Monopsyllus) sciurorum (ve 95,2 %)
Ceratophyllus gallinae (ve 2,5 %), Ctenocephalides agyrtes (1,7 %), Hystrichopsylla talpae (0,3 %),
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Ctenocephalides assimilis (0,2 %) a Megabothris turbidus (0,1 %). Bohat&jsi druhové sloZeni miize
byt disledkem odli$né metody sbéru vzorki; zatimco v nasem piipadé se blechy odebiraly piimo
ze srsti kontrolovanych plcht, Lipatova et al. (2015a) odebirali cela hnizda, ktera nasledné detailné
analyzovali. Roli muze hrat i vétsi druhova pestrost testovanych hostiteltt — kontrolovan byl plch
velky, plch lesni (Dryomys nitedula) a plsik liskovy. Z pohledu celkového druhového sloZeni a jeho
zastoupeni lze fici, Ze vSechny jiné druhy nez C. sciurorum byly u plcht pouze nahodné zavleceny.
Cyprich, Krumpal et Lukas (1992) a Trilar (1997) ve svych pracich zminuji, Ze druhy nachazejici se
V hnizdech plchil jsou spiSe oportunistické a parazituji i na jinych drobnych savcich a ptacich.
hostiteli.

Na zakladé vSech téchto zjisténi lze také tvrdit, ze nalez pouhych tfi druhti u plcha velkého
je v nasem ptipad¢ piekvapujici a dalo by se ptedpokladat nalezeni $ir§iho druhového spektra tohoto
ektoparazita. Je také mozné soudit, ze by siphonapterofauna byla bohatéjsi v piipad¢, ze by se vzorky

kontinualné sbiraly nejen ze srsti plchi, ale také z jejich hnizd.

4.2 Sezénni dynamika C. sciurorum u plcha velkého

Pii studiu sezénni dynamiky blechy C. sciurorum v hnizdech plcha velkého jsem nejvyssi miru
infestace pozorovala ve 3., 8. a 9. periodé, coz odpovida dvéma maximim v priab&hu celé sezony;
prvni na pfelomu cervna a cervence, druhé na prelomu zaii a fijna. Nejnizsi infestace byla pak patrna
ve 2. a 6. periodé€, coz odpovida konci Cervna a zac¢atku srpna. Jsou tedy patrna dvé maxima piiblizné
stejnych hodnot, a to na zac¢atku 1éta a na zaCatku podzimu. Dvé maxima pozorovali i Cyprich,
Spitalska et Krumpal (2001), kteii sledovali sezonni dynamiku C. sciurorum v hnizdech vice savéich
druhti — plchovitych, mysSovitych (Muridae), hrabosovitych (Arvicolinae) a psovitych (Canidae);
plchoviti vSak tvotili az 92 % jejich vzorkd. V jejich ptipadé naméfili nejvyssi infestaci blechami
na jafe a na podzim. Podotykaji, ze pfi zaméfeni pouze na ¢eled’ plchovitych nejsou mezi vrcholy
na jafe a na podzim vyrazné rozdily, coz plati i pro nase vysledky. Prvni vrchol v jarnich mésicich
ptisuzuji Cyprich, Krumpal et Lukas (1992) zvys$ené infestaci z divodu probouzeni zvitat po zimnim
spanku, aktivnim hledani potravy plcha po hibernaci a hledani vhodného mista k vybudovanim
hnizda, pifi kterém dochazi v ramci mozné navstévy jiz osidlenych hnizd ke zvySeni moznosti
kontaminace vice blechami. Druhé maximum pak pfisuzuje Cyprich, Spitalsk4 et Krumpal (2001)
zivotnimu cyklu C. sciuorum; aby bylo v mén¢ piiznivych podminkach (hlavné s poklesem teplot
na podzim) zajisténo preziti blech, snizuje se sice abundance, ale zna¢né nartsta frekvence vyskytu,
které blechy dosahuji pomoci aktivni migrace, vyhledavani jinych hostiteld s odlisSnym typem hnizda.
Cyprich, Krumpal et Lukas (1992) také podotykaji, ze maximalni hodnoty vyskytu blech piimo
uplcha velkého na podzim souvisi s vertikdlni migraci, tedy s hledanim a pfipravou hnizd

v zemi/stromovych dutinach pro hibernaci. Konkrétni diivod pro vyssi pocet blech v tomto obdobi
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vSak uz nevysvétluji. Pro srovnani pak sezénni dynamiku C. sciurorum pozoroval i Trilar (1997)
nauzemi Slovinska, ktery v hnizdech plcha velkého pozoroval u dospélci pouze jeden vrchol
na prelomu kvétna a Cervna, odkud nasledoval prudky pokles napiic 1étem, ktery se znateln€ zmirnil
v z4fi, odkud uz jen hodnoty pozvolné klesaly. Rozdily pozorované mezi naSimi hodnotami
a vysledky autord mtzou byt pravdépodobné zapticinéno rozdilnou metodikou (odbéry z zivého
jedince/odbéry z odebranych hnizd). Roli mize samoziejmé hrat i nase mensi velikost vzorku.
Pro srovnani s jinym hostitelem pozorovali Romeo et al. (2014) u veverek popelavych (Sciurus
carolinensis) C. sciurorum opét se dvéma vrcholy na jafe a na podzim, avsak v ptipad¢ sledovanych
veverek bylo jarni maximum vys§i nez podzimni. Autofi vyssi jarni vrchol povazuji za nasledek
obdobi po prvnim pafeni, kdy se zvySuje populacni hustota a kontakt mezi jedinci. Lze tedy tvrdit,
ze sezOnni dynamika C. sciurorum vykazuje zpravidla dvé maxima vyskytu; jeden okolo jara/léta
a druhy na podzim. Hodnoty téchto vrcholli se pak rtizni v zavislosti na ekologii hostitele, na kterém

je tato blecha pozorovana.
4.2.1 Proménné ovliviiujici pFitomnost a pocetnost C. sciurorum u plchi

Efekt periody piedstavuje rozdily v pfitomnosti (i mnozstvi) ¢i absenci blech na plsich ovlivnénou
datem, ve kterém byly provadény kontroly. Pfi nich se na jednotlivych lokalitach v pribéhu sezony
meni charakter vegetace, klima (hlavné teplota a vlhkost), ale i pohlavni aktivita plcht a s tim
souvisejici mobilita v ramci hnizd. VSechny tyto faktory a jejich fluktuace mohou ovlivnit, zda
jedinec bude infestovan, ptipadné i do jaké miry (Ngeleja, Luboobi et Nkansah-Gyekye, 2017,
Young et al., 2015). S vlivem sezény na vyskyt a pocet nami sledované blechy C. sciurorum se lze
setkat u fady autort; napiiklad Romeo et al. (2013) prokazali statisticky vyznamny vliv data odbéru
na pritomnost C. sciurorum u veverek obecnych (Sciurus vulgaris). Mazzamuto et al. (2016)
potvrdili signifikantni vliv sezéony na prevalenci C. sciurororum v piipadé veverek Pallasovych
(Callosciurus erythraeus).

Efekt pohlavni aktivity plcha znaci obdobi, béhem kterého se samci rozmnozuji a jsou
aktivnéjsi v ramci hnizd. Naopak u samic jde o obdobi gravidity a laktace, kdy zpravidla zlstavaji
Vv jednom hnizdg, které pfipravuji pro narozeni mlad’at (Weber et al., 2018). Zptsob, jakym pohlavni
aktivita ovliviiuje pocetnost a ptitomnost blech se u autorti rizni. Krasnov et al. (2005) pozorovali
u polygynnich poustnich hlodavcu signifikantné vyssi infestaci u pohlavng aktivnich samct. Tento
jev vysvétluje pravé zvySenou mobilitou samcti v ramci hnizd za G¢elem pafeni se samicemi, a tedy
i véts§i Sanci k ziskani blech. Mooring, Blumstein et Stoner (2004) uvadi moZnou souvislost
se zvySenou hladinou androgenti (piedevsim testosteronu) pii které pohlavné aktivni samci nedbaji
tolik o svou srst a nasledkem toho vykazuji vyssi poéty ektoparaziti.

Efekt lokality pfedstavuje vliv oblasti, ve kterych jsou rozmistény nami kontrolované budky.

Pfitomnost a pocetnost blech u plchd napfi¢ lokalitami mohou ovliviiovat faktory souvisejici
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predevsim s charakterem mikroklimatu, prevazujici vegetace (Ngeleja, Luboobi et Nkansah-Gyekye,
2017; Young et al., 2015) a pochopitelné i antropogennimi zasahy, které se siln¢ podili na zménach
ve vztazich hostitell a parazitl. Jedna se pfedevsim o kaceni, remodelaci krajiny, mira polutantt atd.,
kdy v zasadé¢ plati, ze ¢im vé&tsi disturbance, tim méné ektoparaziti. V souvislosti s tim hraje roli
samoziejme i vzdalenost sledované lokality od lidskych sidel (Altman et Byers, 2014; Budria
et Candolin, 2014; Liidtke et al., 2013).

Rozdily v pfitomnosti a pocetnosti ektoparazitii dle pohlavi hostitele jsou hojné pozorovany
u vétSiny vyssich obratlovcel, a to predevsim ve vztahu k pohlavnimu dimorfismu (souvisejici hlavng
s velikosti téla), dale pak naptiklad z ddvodu imunokompetence, hladiny hormont a pak
pochopitelné z divodu behavioralnich a ekologickych rozdild (napf. vétsi pohyblivost samcti).
Obvykle byva pozorovano vice paraziti u samct nez u samic (Ferrari et al., 2010; Romeo et al.,
2013; Wilson et al., 2002). Vyssi infestaci u samct pozorovali napiiklad Mooring, Blumstein
et Stoner (2004), ktefi tento jev zkoumali na klistatech kopytnikd. Pfisuzuji jej mensi péci o srst
u sexualn¢ aktivnich samcti oproti samicim, podobné jako v ptipadé vyse zminéné pohlavni aktivity,
ktera je s efektem pohlavi Gizce spjata.

Veék hostitele je jednim z klicovych faktord ve vztahu hostitel-parazit, protoze muze
ovliviiovat mj. pravé pravdépodobnost a miru infestace (Hawlena, Abramsky et Krasnov, 2006).
Hawlena, Abramsky et Krasnov (2005) uvadi, ze mladsi jedinci (pfedevsim vSak juvenilni) maji vétsi
povrch k objemu téla, a proto i vetsi energetické naroky pro udrzbu tela na jednotku télesné
hmotnosti. Zaroven vyzaduji vice energie pro télesny rust, prospivani a upevnéni imunitni odpoveédi.
I na zékladé terénnich vyzkumt (tedy pod vlivem faktord, jako je parazitismus, riziko predace
a omezené potravni zdroje) autofi predpokladaji, Ze starsi jedinci jsou lepSim vyzivovym zdrojem
nez mladsi jedinci, a proto jsou blechami preferovani. Na vyzkumu blech u piskomila
Andersonovych se vsak efekt veku jako statisticky signifikantni neprokazal.

Efekt velikosti téla plcha je pak vyjadien jako rezidua z linearni regrese mezi délkou tibie
a hmotnosti. U tohoto efektu je piedpokladem vyssi abundance parazitd u télesné vétsich hostitelt.
Tento jev souvisi s tim, Ze vetsi télo je schopno agregovat vice parazitil, a to predevsim diky celkove
vetsi télesné hmotnosti (a tim i potencialné vétSiho mnozstvi potravy pro parazita) i plose. VEtsi téla
zaroven disponuji zvySenou vykonnosti metabolismu, kterou musi dopliovat vétSim objemem
potravy, pro jejiz zisk musi vykazovat vétsi mobilitu, ¢imZ dochazi k vétsi expozici parazitim
(Bordes et al., 2009; Fernandes et al., 2015). Mazzamuto et al. (2016), sledujici vyskyt C. sciurorum
u veverek Pallasovych, které reprezentuji podobny model jako plch velky, v§ak nepozorovala

statisticky signifikantni vliv velikosti t€la na prezenci ani vyskyt blech.
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4.2.2 Efekt pohlavi blech u plchi

V prubéhu odchytové sezony jsem pozorovala evidentni nadpocetnost samicich blech oproti samctim
blech, a to u obou pohlavi plchli; u samct plcht jsme nalezla v priméru 1,12 samicich blech
na jedince ku 0,38 samcich blech na jedince. U samic pak primérné 0,76 samicich blech na jedince
a 0,44 samcich blech na jedince. Vztah mezi pohlavim blech a pohlavim plcha byl statisticky
prukazny. Nadpocet samic blech C. sciurorum pozorovala ve svych vyzkumech fada autoru, a to jak
u plchovitych, tak napti¢ SirSim spektrem hlodavci ¢i drobnych savct. Divody pro tento fenomén
unami sledovaného druhu vsak zadny z nich neuvadi. Gorrell et Schulte-Hostedde (2008), ktefi
rovnéZz pozorovali nadpocet samiéich blech (druhy Opisodasys pseudoarctomys a Orchopeas
caedens) u populace veverek obecnych, uvadi, Zze samice blech Ziji obecné déle nez samci, coz
typicky vyust'uje v jejich pfevahu ve sledovanych populacich. Krasnov et al. (2008) uvadi, Ze samice
blech jsou oproti samciim obecné odolngjsi vici extrémnim podminkam prostiedi, ¢imz se snizuje

jejich mortalita a vznika fenomén nadpoctu samicich blech.

4.3 Detekce bartonelové DNA

Epidemiologické studie z celého svéta potvrzuji, Ze hlodavci a na nich parazitujici blechy vykazuji
vysokou prevalenci a diverzitu bartonel. Interakce mezi bartonelami, hlodavci a blechami vykazuje
vysoky stupeit adaptace mezi témito organismy. Vertikalni i horizontalni pfenos bartonel mezi
blechami a z blech na hlodavce byl pozorovan v mnohych studiich, které timto poukazuji na fakt,
7e jsou blechy klicovym ¢lankem v pienosu bartonel na hlodavce (Gutiérrez et al., 2015; Lipatova
et al., 2015b; Mardosaité-Busaitiené et al., 2019).

4.3.1 Detekce bartonelové DNA u odchycenych blech

Bartonely jsme u odchycenych blech detekovali pomoci paru primerii zacileného na vnitini
prepisovany mezernik mezi geny kodujici 16S a 23S rRNA (Maggi et Breitschwerdt, 2005),
u kterého se nam potvrdila nejvyssi senzitivita pro detekci bartonel. Pfi zjiStovani prevalence
bartonely u blechy C. sciurorum odchycenych ze srsti plchti jsme v prib&hu sezony naméfili na 430
blechach primérnou prevalenci 44,7 %, pti¢emz hodnoty v pribéhu sezony kolisaly v rozmezi 26,3
% v 9. period¢ (pielom zati a tijna) az 52,4 % v 5. period¢ (konec Cervence).

Zatimco prevalence bartonel u rtiznych druhti blech i hostiteld je bézné pozorovana,
dynamika prevalence bratonel v blechach v pribéhu roku neni pfili§ zdokumentovana. Lipatova
et al. (2020) sledovali jen celkovou prevalenci bartonel v blese C. sciurorum za uziti stejného paru
primert u veverek obecnych. V jejich piipade vysla primérna prevalence bartonel v blechach 55,5 %
(20/36 vzorku pozitivnich). Rozsahleji se této problematice vénovali Tsai et al. (2011), kteti pomoci

paru primerd zacilenych na gen pro syntézu citratu (GItA) detekovali bartonely u blechy kocici
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(C. felis); v jejich ptipadé dosahovala prevalence 18,5 % (35/189 vzokt) u C. felis sesbiranych
z kocek a 1,3 % (3/231 vzorkl) z pst; celkové Slo tedy o 38/420 pozitivnich blech s prevalenci 9,1
%, kterou je vSak nutné posuzovat obezietné (diky nizké prevalenci bartonely u C. felis u pst1). Stejni
autofi se zaroven zabyvali prevalenci bartonel u blechy C. felis v priibéhu jednoho kalendainiho roku;
béhem ledna a unora byla prevalence zanedbatelnd (< 5 %), v jarnich mé&sicich (bfezen, duben)
se navysila na hodnotu cca 20 %, nejvyssich hodnot dosahovala v ¢ervnu (> 30 %), odkud prudce
poklesla asi na 10 % v Cervenci. Srpen, zaii a fijen se vyznacoval 5 — 10 %, nacez nasledoval ostry
narust k 20 % v listopadu a k 30 % v prosinci. Autofi udavaji, ze primérna hodnota prevalence
bartonel detekovana u blech parazitujicich u kocek se pohybuje v rozmezi 20 — 30 %. MizZeme tedy
uvazovat, ze prevalence bartonel v blechach se rizni podle sledovanych druhii parazit-hostitel, podle
vzajemné koadaptace ¢i podle primert pouzitych pro jejich detekci. Duvod, pro¢ dochazi k fluktuaci
hodnot prevalence bartonel, nebyl v odborné literatuie dosud vysvétlen.

Prevalenci bartonely v blechach jsme sledovali v ramci odbérovych lokalit pouze za mésic
cerven, kdy jsme nejvyssich hodnot prevalence (nad 50 %) zaznamenali na lokalitach ,,pl$ikové*
a ,,horni polda“. Nejnizsi hodnoty (pod 20 %) vykazovaly blechy na lokalitach ,,stfelnice* a ,,horni
polda‘.

Bartonely byly ¢astéji detekovany u blesich samic (50 %) nez u samcu (33 %). Divodem
pro tento jev muze byt fakt, Ze samice pfijimaji veétSi mnozstvi krve za ucelem zvySeného
energetického vydeje pro zrani a kladeni vajec (Kiefer et al., 2016; Krasnov et al., 2008); s vyssi

konzumaci krve se mtize zvySovat pravdépodobnost nakazy.

4.3.1.1 Porovndni prevalence u bartonel u dvou ekologicky odlisnych lokalit

Za mésice Cerven, Cervenec, srpen a zafi se nasledné porovnavaly dvé ekologicky rozdilné lokality
— klasika“ a ,strelnice”. Obé& lokality se prokazatelné 1isi v sezonni prevalenci bartonel; zatimco
lokalita ,,klasika“ ma nejvyssi prevalenci uprosted Iéta (5. perioda), lokalita ,,stielnice ma vrchol
posunuty na konec 1éta (7. perioda). MiZzeme uvazovat, zZe rozdilné hodnoty prevalence v prubéhu
sezony jsou pravdépodobné ovlivnény rozdilnymi ekologickymi charakteristikami porovnavanych

lokalit.
4.3.2 Detekce bartonelové DNA z plchii a k nim odebranych blech

Prevalence bartonel v krvich plcht se napti¢ roky ménila; v roce 2016 dosahovala 5,9 % (pozitivni
1/17 vzorkt), v roce 2017 24,6 % (pozitivni 15/61 vzorka) a v roce 2018 52,9 % (pozitivni 27/51
vzorkt).. Celkova prevalence béhem let 2016 — 2018 dosahovala 33,3 % (43/129).

Mikrobialni prevalence v obratlovcich se mize rtznit na zakladé zmén v rezistenci proti
infekci, spojitosti s jinymi mikrobialnimi druhy a zménami v aktivité vektort (Telfer et al., 2007).
Zaroven bylo pozorovano, ze prevalence bartonel se mize podstatng lisit v prub€hu jednoho roku

i napii¢ vice lety (Bai et al., 2008), jak je patrné i v nasem piipadé. Divod této zmény je vSak nejasny.
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Z celosvétového hlediska je kiivka prevalence u hlodavet obecné vys$i od pozdniho 1éta cca
do rané¢ho podzimu. Tato zvySena prevalence v teplejsim obdobi koreluje s rozenim mlad’at hlodavet
(Bai et al., 2008; Jardine et al., 2006; Kosoy et al., 2004a), Letni obdobi je rovnéz charakteristické
zvySenou aktivitou hlodavct (predevsim za ic¢elem rozmnozovani) a nejpocetnéjsim vyskytem blech
(Krasnov et al., 2002).

Primérné prevalence bartonelovych infekci se dle autort znac¢né 1isi; jedny z nejvyssich
hodnot byly vSak prokazany pravé u hlodavct a jejich blech. Bai et al. (2007) naptiklad sledovali
prevalenci u Siroké skaly hlodavcl — pfevazné u kieCkovitych (Cricetidae). Z celkovych 680 jedinct
bylo bartonela-pozitivnich 356 (celkova prevalence 52,4 %); hodnoty vSak podle druhu hlodavce
kolisaly mezi 20 — 90 %. Tato zjisténi ptispéla k ndzoru, ze se mezi bakterii a jejim rezervoarem
vytvotila vzajemnad koadaptace. I pfesto se ale mezi hlodavci mohou objevovat druhy, které
vykazovaly niz$i susceptibilitu ¢i kompletni rezistenci vuci infekci (Bai et al., 2007; 2011; Gutiérrez
etal., 2015). Divodem pro velmi nizkou prevalenci v roce 2016 (pozitivni 1 ze 17 odebranych plch)
je s nejvétsi pravdépodobnosti mala velikost vzorku ¢i mozné poskozeni DNA.

Za sezonu 2018 bylo k 51 krevnim vzorkim z plchii odebrano i 261 blech, u kterych
dosahovala prevalence 46 %. Ksituaci, kdy byla u bartonela-pozitivniho plcha alespon jedna
pozitivni blecha, doslo v 20 ptipadech (39 %). Tento jev lze zdlivodnit mobilitou blech, které mohou

za zivot vystridat vice plchd, ¢imz se zvySuje pravdépodobnost ndkazy bartonelami.
4.3.3 Vyhodnoceni detekovanych bartonelovych sekvenci

Za ucelem zjisteéni, zda bartonely pfitomné v krvich plcht koluji prokazatelné i v odchycenych
ektoparazitech jsme z nami vybranych vzorkl blech a krvi plchu piipravili celkem 53 vzorkt
pro sekvenaci. Detekovany byly dva odlisné druhy bartonel; na zakladé porovnani vnitfniho
pfepisovaného mezerniku mezi geny kodujicimi 16S a 23S rRNA vykazoval prvni druh dle algoritmu
BLAST ~90 % podobnost s druhem B. grahamii (s ptekryvem sekvenci 80 — 97 %). La Scola et al.
(2003) postulovali, Zze bartonely, které jsou pii porovnani nukleotidovych sekvenci usekd gent
progltA a rpoB identické z vice nez ~96 %, by mély byt povazovany za jeden druh. U oblasti
vnitiniho pfepisovaného mezerniku bartonel je vSak takto vysoka identita vyjimecna; ITS je velmi
variabilnim regionem i v rimci jednoho druhu (Houpikian et Raoult, 2001; La Scola et al., 2003;
Li et al., 2006). Na zaklad¢ porovnani pomoci algoritmu BLAST lze proto pouze tvrdit, Ze sekvence
ITS nami detekovaného druhu bartonely jsou velmi podobné publikovanym sekvencim B. grahamii
— oznaéovat jej tedy lze jako Bartonella grahamii-like — nebo se muZe jednat o blizce ptibuzny
sestersky druh. Druhy detekovany druh v této praci vykazoval pii vyhodnoceni BLAST nejvétsi
podobnost (~92 %) s B. washoensis, avsak piekryv sekvenci byl velmi nizky (~50 %), a proto jej
mizeme oznacit pouze jako Bartonella sp. Evidentné se jedna o novy, dosud nepopsany druh.

Celkovée byl druh B. grahamii-like detekovan ve 20 ptfipadech (14 blech, 6 plchti) a Bartonella sp.
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ve 33 piipadech (17 blech, 16 plchii). Bartonella grahamii je u hlodavcu zjistovana velmi Gasto; jde
o druh, ktery je na tuto skupinu hostitelti velmi dobfe adaptovany (Bown, Bennet et Begon, 2004,
Favacho et al., 2015; Gutiérrez et al., 2015; Mardosaité-Busaitiené et al., 2019).

K detailn€jSimu fylogenetickému zatfazeni by bylo nutné provést dikladnéjsi
sekvenaci, ptipadné vyuzit jiny par primert zacileny na konkrétni gen, napiiklad gen pro syntézu
citratu (Birtles et Raoult, 1996). Nami zvolené primery zacilené na vnitini ptepisovany mezernik
mezi geny kddujicimi 16S a 23S rRNA vsak vykazovaly pii prvotnim testovani ze vSech primert
nejvyssi citlivost, a to pravdépodobné diky tomu, Ze byly navrzeny tak, aby byla s jejich pouZzitim
COo nejvetsi Sance zachytit Sirokou Skalu druht/genotypli bartonel, i pies vysokou variabilitu
v sekvencich tohoto regionu (Maggi et al., 2005). Zaroven nam vSak tyto primery znemozZnily
dostatecné presnou fylogenetickou analyzu detekovanych druhii (viz vyse). Je vSak ziejmé, Ze oba
nami detekované druhy bartonel koluji v plSich i na nich parazitujicich blechach a plch velky je tedy

prokazateln¢ hostitelskym druhem téchto bartonel.
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5 DIDAKTICKA ANALYZA ODBORNEHO TEMATU

Z dtivodu zna¢né komplexnosti tématu mé diplomové prace a pomémé tzkého zaméfeni je jeji
zpracovani z pohledu vzdélavani, a tedy i didaktické analyzy, pomérné slozité. Komplexn¢ na ni 1ze
pohlizet jako na ucivo souvisejici s parazitologii. Parazitologie se zamétenim na parazitujici prvoky,
helminty, hmyz a pavoukovce (tedy v uzsim slova smyslu) se jako celek vramci zakladniho
ani sttedniho vzdélavani nevyucuje; je roztrouSena napii¢ ucivem celého piirodopisu (respektive
biologie), hlavné v souvislosti s probiranim vektort nebo hostiteld jednotlivych parazitt
a pochopitelné onemocnéni, ktera jsou riznymi parazity zptisobovana.

Dle Ramcového vzdélavaciho programu pro zakladni vzdélavani spada téma parazitologie
(v uz8im slova smyslu) na pomezi né€kolika vzdéldvacich oblasti; osobné bych jej zatadila
do vzdélavaci oblasti Clovék a piiroda, vzdélavaciho oboru Piirodopis a okruhu Obecna biologie
a genetika, Biologie zivocichi ¢i Biologie Zivo¢ichti (RVP ZV, 2017). Dle Rdmcového vzdélavaciho
programu pro gymnazia bych se pak priklanéla ke vzd&lavaci oblasti Clovék a piiroda, vzdélavacimu
oboru Biologie a okruhu Biologie virt, Biologie bakterii, Biologie protist, Biologie Zivo¢ichu
a biologie ¢lovéka (RVP G, 2007). Je nutné podotknout, ze dle obou RVP se cela tematika ¢astecné
dotyka — at’ uz primo nebo neptimo — vétSiny vzdelavacich okruhd — jeji striktni zafazeni je tedy
znaéng obtizné.

Na zakladé studia uéebnic opatienych schvalovaci dolozkou MSMT a Skolnich vzdélavacich
programii dvou nejvétsich gymnézii v Olomouci — Slovanského gymnazia v Olomouci (SVP, 2009a;
2009b) a gymnazia Olomouc — Hejéin (SVP, 2009¢c) a jedné zakladni $koly — ZS Zeyerova
v Olomouci (SVP, 2018) je patrné, Ze se téma souvisejici s parazitologii uéi nejobsahleji v 6. roéniku
zékladniho vzdélavani (prima) a 1.ro¢niku stfedniho vzdélavani (kvinta). VEétsi pozornosti se
parazitologii miize dostavat v pripadé sttednich Skol naptiklad v ramci volitelnych pfedmaturitnich

seminaru.

5.1 Opakovaci pracovni list

Pro ucely této prace jsem vytvoftila pracovni list (vCetné jeho fesené verze; viz priloha I a Il), slouzici
ke komplexnéjsimu zopakovani paraziti vyznamnych pro ¢lovéka. Pracovni list je zkonstruovan
pro zéky 1. ro¢niku viceletého gymnazia (prima) podle uciva uvadéného v ucebnici Piirodopis 6
pro ZS a viceletd gymnazia (Pelikanova et al., 2014); 1ze jej vsak velmi snadno upravit i pro Zaky
stiednich skol, a to bud’ zptisnénim kritérii pro vypracovani (napt. odebrani moznosti pouZzivani
ucebnic, knih ¢i zapist v sesitech) nebo mirnou modifikaci otazek. Jeho upravou lze vytvorit i test

ovéfujici znalosti zakt v dané problematice.
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Pracovni list se sklada ze ¢tyt cviceni zaméfenych na rizné myslenkové operace. Prioritné
by Zéaci méli byt schopni plnit jednotliva cviceni bez pomoci jakékoliv studijni literatury. Pokud by
vSak ukoly byly pfili§ ndrocné, je mozné nahlédnout do ucebnice, sesitu ¢i jedné z doporucenych
knihy (viz nize). V prvnim cviceni z4ci dle obrazkil urcuji nejvyznamnéjsi zastupce paraziti (uvadi
se rodové i druhové jméno). Ve druhém cviceni tvofi Zzaci spravné trojice prenaSeC — patogen —
onemocnéni. Tteti cvieni je udélano formou jednoduché kiizovky, jejiz tajenka dé4 zdktim jeden
z parazitologickych pojmi, které maji nasledn& struéné vysvétlit. Ctvrté cviéeni je kombinaci
péti riznych otazek, na které zaci jednoduse odpovidaji. K pracovnimu listu jsou pfiloZeny i zdroje
informaci — literatury a obrazki, u kterych by mél ucitel po skonceni kontroly pracovniho listu
zdiraznit jejich dilezitost z hlediska ptejimani informaci pouzitych v riznych pracich. Domnivam
se totiz, Ze zaci by s citacemi a autorskymi pravy méli byt alespon seznameni jiz na druhém stupni

zakladniho vzdélavani, pro pochopeni jejich funkce a dilezitosti.
5.1.1 Casova dotace a organizace

Optimalni ¢asova dotace pro vypracovani listu jsou dvé vyucovaci hodiny (90 minut) — idealn¢
v ramci hodin ur¢enych pro piirodopisny (biologicky) seminaf, kde byvaji zaci rozdéleni do dvou
skupin sttidajicich se nejcastéji v ramci sudych a lichych tydnt. Prace s mensi skupinkou zaka
umoznuje snazsi dostupnost odborné literatury a moznost ucitele se Zaktim vice vénovat v ptipade,

Ze maji problém s n€kterou z tloh. Celkové doporucuji 90 minut pro praci rozdélit dle tabulky ¢. 15.

Tabulka €. 15: Doporucené rozlozeni ¢asové dotace pro vypracovani pracovniho listu

Cinnost Casova dotace

Seznameni s pracovnim listem, pfedstaveni pracovnich tloh a pomocné

. . 10 minut
literatury pro feseni

Samostatna prace zakti — vypracovani pracovniho listu 60 minut
Kontrola pracovniho listu — odpovédi, dodate¢né informace a zajimavosti, 20 minut

zavére¢né opakovani a uzavieni tématu, reflexe zaku, sebereflexe ucitele

5.1.1.1 Metody a formy vyuky

Pouzitou vyucovaci metodou (dle Lernera, 1986) je metoda reproduktivni, jejiz podstatou je
reprodukce diive osvojenych poznatkli a vybaveni zapamatovanych informaci, a ktera je zalozena
nateseni uloh zkonstruovanych ucitelem. Lze pfistoupit i metodé¢ problémového vykladu,
a to v pripadé, kdy by bylo vyplnéni pracovniho listu pro zaky piili§ obtizné. Vyukovou formu bych
na zakladé narocnosti tloh doporucovala predevsim individualni; skupinova forma vyuky neni

Vv tomto ptipad¢ zcela vhodna.
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5.1.1.2 Kli¢ové kompetence

r v

Z hlediska kli¢ovych kompetenci zaka rozvijime v ramci tohoto pracovniho listu hlavné:

e kompetence K uceni:

~
4

— Zaci vyhledavaji informace v ucebnicich a knihach.
— Zéci pracuji s odbornou terminologii a latinskymi nazvy (jen ndzvy patogent).
— Zéci urduji fotografie jednotlivych zastupcti parazitli pomoci uréovacich kli¢a.
e kompetence k FeSeni problémii:
— Z4ci posuzuji vyznam a dopady parazitt pro ¢lovéka a spoleénost.
— Zéci navrhuji feSeni pro omezeni §ifeni nakazlivych parazitarnich onemocnéni.
e kompetence komunikativni (rozvijeny v pfipad¢ umoznéni porady se spoluzakem):
— Zaci dokazi sucitelem i spoluzaky funkéné komunikovat o dané problematice

a srozumiteln¢ formulovat otazky a odpovédi.

5.1.1.3 Priiiezovd témata a mezipiedmétové vztahy

Prafezovym tématem je environmentalni vychova souvisejici hlavné s problematikou vztaha

organismu a prostiedi — v¢. cloveka. Mezipfedmétové vztahy se pak dotykaji predevsim:

e zemépisu — napi. znalost oblasti, které jsou postizené medicinsky vyznamnymi
parazitarnimi nemocemi;

e chemie — napt. voda jako prostiedi a jeji chemické vlastnosti, 1é¢iva a vakciny;

e c(astecné déjepisu — v SirSim kontextu kolonizace a jeji vliv na $ifeni nemoci, svétové

4

pandemie (mor), cesty Sifeni nemoci.

5.1.1.4 Analyza prekonceptit a vyukové cile

Protoze je pracovni list zaloZen na opakovani jiz nabytych znalosti souvisejici s probiranym ucivem
souvisejicim s parazitologii (v uz8im slova smyslu), analyza prekoncepti spociva ve zvladnuti
probirané latky. Vyukové cile se tedy s prekoncepty zna¢né propojuji a jsou vedeny jako cile nabyté
b&hem hodin, ve kterych se parazitologické ucivo probiralo. Pfi stanovovani vyukovych cilti jsem se
snazila o vyuziti Sir§iho spektra irovni myslenkovych operaci, diky kterym by zaci méli byt schopni

snaze pracovat s informacemi a efektivnéji se ucit.
Vyukove cile:

e Zak pozna, pojmenuje a systematicky zafadi hlavni zastupce paraziti.
o Zak uvede piiklady nejvyznamngjsich parazitarnich onemocnéni, jejich hostitelt a piivodci.
e 74k se orientuje v zakladnich pojmech souvisejicich s parazitologickym uéivem 6. roéniku

ZS8/1. roéniku osmiletych gymnazii.
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5.1.15

74k je schopen popsat vyvojové cykly vybranych paraziti.

74k dokéaze funkéné diskutovat s uitelem i spoluzéky v rozsahu probirané latky.

74k analyzuje piistupy prevence a 1é¢by u parazitarnich onemocnéni ¢lovéka a domacich
zvifat.

74k si ptipomene dillezitost hygienickych navyki (myti rukou atd.).

Zak vyvodi mozné dopady nevyznamnéjsich parazitologickych onemocnéni na spolecnost.
Doporucené ucebnice pro Zaky a pro ucitele

Andéra M. a Kolektiv autori (2019): Velka kniha Zivo¢ichi: Hmyz, ryby, obojZivelnici,
plazi, ptaci, savci. Bratislava: IKAR, Bratislava.

Koliba¢ J., Hudec K., Lastivka Z., Peiiaz M. (2019): Piiroda Ceské republiky: priivodce
faunou. Academia, Praha.

Pelikanova 1., Cabradova V., Hasch F., Sejpka J., Simonova P. (2014): P¥irodopis 6:
pro zékladni skoly a viceletd gymnazia: [nova generace]. Fraus, Plze.

Volf P., Horak P. (2007): Paraziti a jejich biologie. Triton, Praha.
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ZAVER

Ve své diplomové praci jsem se zaméfila na sezonni dynamiku blechy Ceratophyllus (Monopsyllus)
sciurorum u plcha velkého a na detekci bartonel u obou téchto hostitelti. U plcha velkého jsem
zaznamenala siphonapterofaunu skladajici se ze tfi druht blech — dominantni druh Ceratophyllus
(Monopsyllus) sciurorum a dva pravdépodobné nahodné se vyskytujici druhy Ceratophyllus gallinae
a Hystrichopsylla talpae.

Piitomnost blech u plchi se v prubéhu sezony statisticky signifikantné ménila s periodou
(dobou odchytu), pohlavni aktivitou jedincti i V ramci odbérovych lokalit. Pocetnost blech u plcht
pak prukazné€ ovliviioval pouze pribéh sezoény. V primeéru jsem zaznamenala vice samicich blech
C. sciurorum oproti saméim.

Prevalenci bartonel jsem sledovala u plchi velkych i na nich parazitujicich blechach
C. sciurorum. Prevalence v pribéhu sezony fluktuovala, bartonely byly detekovany Ccastéji
u samicich blech nez u samcich. Pfi srovnani dvou ekologicky rozdilnych lokalit se mi podafilo
potvrdit statisticky signifikantni vliv pohlavi blechy a interakce mezi lokalitou a periodou. Lokality
vykazovaly rozdilné vrcholy prevalence v pribéhu sezény.

Pii sledovani prevalence ze zvlast odebranych vzorkl z plchti a na nich parazitujicich blech
C. sciurorum byla patrna vyssi prevalence v krevnich vzorcich plchi oproti blecham. Na zakladé
sekvenace provedené ze vzorku plchu i blech se podafilo detekovat dva rizné druhy bartonel —
Bartonella grahamii-like a Bartonella sp. Toto zjisténi dokazuje, Ze bakterie detekované v blechach
C. sciurorum koluji priikazné i v plsich a podporuje to hypotézu, Ze plch velky slouzi jako rezervoar

pro bartonely a na ném parazitujici blechy jsou efektivnimi vektory pro jejich ptenos.
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PRILOHA I: pracovni list K parazitologickému u¢ivu — zadéani

OPAKOVACiI PRACOVNI LIST — PARAZITI CLOVEKA
PRIRODOPIS 6 — CVICEN[

Obr. A: Obr. B: Obr. C:

Obr. G: Obr. H: Obr. I:

1l. Vytvor spravné trojice. KdyZ nebudes védét, nahlédni do ucebnice, sesitu ¢i knihy.

PRENASEC PATOGEN ONEMOCNEN(
a) blecha Yersinia pestis malarie
b) anofeles ¢tyfskvrnny Borrelia mor
c) kliste Rickettsia skvrnity tyfus
d) moucha bodalka Plasmodium (zimnicka) spava nemoc

e) ves Trypanosoma lymska boreliéza



11, Vypln krizovku. Pojem, ktery ti vyide v tajence vysvétli a uved' alespon tii priklady. MizZes pouZit svUj sesit.

1. Jak se jinak oznac¢uje moucha bodalka? L ‘ -

2. Hlistice zijici hl. v tenkém stieve, dlouha az 20 cm. 2. |

3. Plosténec parazitujici v jatrech (hlavné ovci). 3. ‘

4. Larvalni stadium tasemnic. 4.

5. Pdvodce spavé nemoci. 5. | | |
6. Jaka hlistice zplisobuje onemocnéni elefantidza? 6.

7. Hlistice zpUsobujici intenzivni svédéni koneéniku. 7.

8. Vajicko od vsi. 8. ‘ | ‘ ‘

9. Parazit, ktery zpisobuje koZni chorobu — svrab. 9. \ \ |

10. Latka (alkaloid), ktera se vyuZziva k 1éChé malarie. 10.

11. Do jakého Fadu fadime klistata? ||

Tajenka: . Priklady: , , atd.

1IV. Odpovéz na otazky. Kdy7 nebudes védét, nahlédni do ucebnice, sesitu ¢i knihy.

1) Jaké dvé hlavni nemoci mize na élovéka prendset klisté obecné a jak se proti nim miiZeme chrénit?

2) Ve kterém stoleti propukla v Evropé nejvétsi morovd epidemie a z jakych diivodi se tak rychle sifila?

3) Na prvni strance pracovniho listu je v pravém hornim rohu u nadpisu obrazek utvaru typického pro jednoho
parazita. Kterému patfi a k ¢emu slouzi?

4) Na ,,Obrazku J“ vidis$ parazita mezi cervenymi krvinkami. O jakého zastupce se jedna a kdo je jeho pfenaseéem?
Pojmenuj nemoc, kterou zpusobuje a nejvétsi oblast vyskytu.

i

PV
\

( ' — Obr.J

5) Strucné popis zZivotni cyklus skrkavky détské.
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PRILOHA II: pracovni list k parazitologickému u¢ivu — feSeni

OPAKOVACI PRACOVNI LIST — PARAZITI CLOVEKA
PRIRODOPIS 6 — CVICEN[

Obr. G: Ves détska Obr. H: Blecha obecna Obr. I: Komar pisklavy

1l. Vytvor spravné trojice. KdyZ nebudes védét, nahlédni do ucebnice, sesitu i knihy.

PRENASEC PATOGEN ONEMOCNEN(
a) blecha Yersinia pestis malarie
b) anofeles ¢tyfskvrnny Borrelia mor
c) kliste Rickettsia skvrnity tyfus
d) moucha bodalka Plasmodium (zimnic¢ka) spava nemoc
e) ves Trypanosoma lymska borelidza

Odpovédi: a) blecha — Yersinia pestis — mor; b) anofeles ¢tyiskvrnny — Plasmodium — malarie; c) klisté — Borrelia burgdorferi s.|. — lymska
boreliéza; d) moucha bodalka — Trypanosoma gambiense/rhodiense — spava nemoc; e) ves — Rickettsia prowazeki — skvrnity tyfus



I, VypIn kiizovku. Pojem, ktery ti vyjde v tajence vysvétli a uved alespon tfi priklady. MGzZes pouZit svij sesit.

1. Jak se jinak oznaduje moucha bodalka? 1 ‘ T |S EJ- [T |S |E

2. Hlistice Zijici hl. v tenkém stfeve, dlouha az 20 cm. 2 | SEKJR K|A |V A ‘
3. Plosténec parazitujici v jatrech (hlavné ovci). 3. ‘ M| O}TlO|L| I |CI|E

4. Larvalni stadium tasemnic. 4 | BJoOju |B|E|L

5. Pavodce spavé nemoci. s [ TIR[Y[P]lAa|IN]O|s |0 [M[A]
6. Jaka hlistice zplsobuje onemocnéni elefantidza? 6 | S| VJAJL | O|V | E|C

7. Hlistice zpUsobujici intenzivni svédéni konecniku. #.7JRJO|U]|P

8. Vajicko od val. s HIN[1][D]aA

9. Parazit, ktery zpUsobuje kozni chorobu — svrab. s.lz|A|K|0O]|Z ‘ K ‘ A ‘
10. Latka (alkaloid), ktera se vyuziva k |é¢bé malarie. 0. CHfIJN| I |N

11. Do jakého Fadu fadime klitata? w|RJo]z]Tt]o]¢]]

Tajenka: EKTOPARAZIT = vnéjsi parazit; Zije na povrchu téla jiného organismu; napf.: komar, klisté, blecha, atd.

IV. Odpovéz na otazky. Kdyz nebudes védét, nahlédni do ucebnice, seditu ¢i knihy.

1) Jaké dvé hlavni nemoci miiZe na élovéka pFendset klisté obecné a jak se proti nim miZeme chranit?

- lymska borelioza, klistova encefalitida

- hlavni obrana spodivé v prevenci — do mist, kde se vyskytuji klistata si bereme svétly odév, pouZivdame repelent,
po prichodu z pfirody zkontrolujeme, zda klisté nemame, pfipadé ihned setrné odstranime

- proti klidtové encefalitidé se Ize branit oékovanim; proti lymské boreliéze zatim oékovéni pro élovéka neexistuje

2) Ve kterém stoleti propukla v Evropé nejvétsi morovd epidemie a z jakych divoda se tak rychle Sifila?

- 14. stoleti, vétsi mésta velmi husté zalidnéna, Spatné hygienické podminky

- blechy, které parazitovaly na krysach se infikovaly morovym patogenen — bakterii Yersinia pestis, kterd ucpava
travici trubici blech — ty z tohoto dlvodu hladovi, ma problém s nasatim krve hostitele a snaZi se proto opakované
sat na rlznych hosititelich, ¢imz zvySuje pravdépodobnost nakazy

3) Na prvni strance pracovniho listu je v pravém hornim rohu u nadpisu obrazek utvaru typického pro jednoho
parazita. Kterému patfi a k ¢emu slouzi?

- jde o SKOLEX — hlavicku tasemnice se ctyfmi prisavkami a hacky, které slouZi k pfichyceni ve stfevé hostitele

4) Na ,,Obrazku J” vidi$ parazita mezi ¢ervenymi krvinkami. O jakého zdstupce se jedna a kdo je jeho pfenaseéem?
Pojmenuj nemoc, kterou zpisobuje a nejvétsi oblast vyskytu.

( 7 - jedna se trypanozomu spavi¢nou — prvoka (bi¢ikovce) zplsobujici spavou
(._’ o nemoc, ktera je prenasena mouchou tse-tse
A Y - Clovék, ktery se touto nemoci nakazi trpi hore¢kami, hubne a ztraci silu
0 a stale spi — pokud se v¢as nezahdji |é¢ba, je nemoc smrtelna
- nejvice rozsifena v oblastech tropické Afriky

( «— Obr. J

5) Struéné popis Zivotni cyklus 3krkavky détské.

- samicka Skrkavky vytvari denné az 200 tisic vajicek, které se dostédvaji do téla hostitele zpravidla kontaminovanou
nedostatecné tepelné upravenou nebo neumytou potravou

- ve stfeve se z vajicek vyvinou larvy, které provrtavaji stfevni sténu a dostdvaji se do jater nebo do cév, odkud se
nasledné dostavaji krevni cestou do srdce a do plic

- v plicich rostou (do velikosti cca 3 mm) a nasledné pronikaji dychacimi cestami do dutiny dstni, odkud jsou
spolknuty a putuji do tenkého stieva, kde dospivaji v dospélého jedince

- cely cyklus trvd 2 —3 mésice

- podle aktualniho mista vyskytu skrkavky byva onemocnéni (askaridza) doprovazeno napt. zanéty jater, v plicni fazi
kaslem, zanéty plic, emboliemi, horeCkami a ve fazi dospélcl v tenkém strevé drazdéni jater, zlu¢ovodd, vyrazkami
(diky toxickym latkam, které vylucuji), poruchami traveni, nechutenstvim, zvracenim, krvavymi prajmy, v krajnich
pripadech i k perforaci stieva a infekci dutiny brisni
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