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Abstrakt

Zastupci kokcidii (Coccidia) z ¢eledi Eimeridae jsou ¢astymi intracelularnimi parazity
v chovech plazi. U agam vousatych (Pogona vitticeps) se jedna nejCastéji o druhy
Isospora amphiboluri a Choleoeimeria pogonae s monoxennim zivotnim cyklem.
Najdeme je primarné v gastrointestinalnim traktu hostitele a mohou zptsobit zavazné
kokcidiozy 1 smrt zvirat.

Infek¢nimi agens kokcidii jsou odolné exogenni oocysty, které jsou vylucovany
s trusem a slouzi k infekci dalSich hostitelti. Jejich prenos probiha orofekalni cestou,
behem které jsou infekcni oocysty piijaty do téla nového hostitele s kontaminovanou
potravou ¢i vodou. Pii dlouhodobém ponechani zivého krmného hmyzu v terariich bez
pfistupu ke zdroji potravy se muze hmyz stat po konzumaci infikovanych vykalu
pasivnim vektorem infekce kokcidii.

Cilem prace bylo ovéfit schopnost krmného hmyzu pasazovat oocysty kokcidii
v jejich gastrointestinalni soustaveé a pokusit se determinovat rozdily béhem pasaze
mezi jednotlivymi taxony krmného hmyzu (Blattodea, Coleoptera, Orthoptera). Ve
vysledcich pokusu bylo prokazano pasazovani zivotaschopnych oocyst kokcidii z roda
Isospora a Choleoeimeria v travicim traktu krmného hmyzu. Nejvice oocysty
pasazoval cvréek Gryllus asimillis, dale Svab Blaptica dubia a nejméné byla zjisténa

pasaz u larvalniho stadia brouka Zophobas morio.

Klic¢ova slova: plazi, Pogona vitticeps, vektor infekce, krmny hmyz, Blaptica dubia,
Gryllus assimilis, Zophobas morio, kokcidie, Isospora amphiboluri, Choleoeimeria

pogonae



Abstract

Representatives of Coccidia (Coccidia) from the family Eimeridae are common
intracellular parasites in reptile breeding. In central bearded dragons (Pogona
vitticeps), the most common species are Isospora amphiboluri and Choleoeimeria
pogonae with a monoxenic life cycle. They are primarily found in the gastrointestinal
tract of the host and can cause severe coccidiosis and death in animals.

The infective agents of coccidia are resistant exogenous oocysts that are shed in
faeces and serve to infect other hosts. Their transmission is by the orofecal route,
during which infective oocysts are taken into the body of a new host with contaminated
food or water. When live feeding insects are left in terrariums for long periods of time
without access to a food source, the insects can become a passive vector of coccidia
infection after consuming infected feces.

The aim of this study was to test the ability of foraging insects to passage coccidian
oocysts in their gastrointestinal system and to attempt to determine differences during
passage between different taxa of foraging insects (Blattodea, Coleoptera, Orthoptera).

The results of the experiment showed the passaging of viable oocysts of coccidia
of the genera Isospora and Choleoeimeria in the digestive tract of feeding insects. The
cricket Gryllus asimillis passaged the most oocysts, followed by the cockroach
Blaptica dubia and the least passaging was detected in the larval stage of the beetle

Zophobas morio.

Keywords: reptiles, Pogona vitticeps, vector of infection, feeding insects, Blaptica
dubia, Gryllus assimilis, Zophobas morio, coccidian, Isospora amphiboluri,

Choleoeimeria pogonae
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Uvod

Plazi chovani v lidské péci maji vysoké prevalence gastrointestinalnich parazitd
(Jacobson a Gardner, 2021). Patfi mezi né ruzné druhy kokcidii (Coccidea),
kryptosporidii (Cryptosporidea), mikrosporidii (Microsporidia) a roupt (Oxyurida)
(Scullion a Scullion, 2009; Wolf et al., 2014; Machin, 2015). U bylozravych plazi
najdeme také jako soucast jejich komenzalni stfevni mikroflory nalevniky (Ciliata),
napiiklad druhy z rodu Nyctotherus nebo Balantidium (Wolf et al., 2014; Machin,
2015; Taylor et al., 2015). V gastrointestinalnich traktech plazi, zejména hadu je
mozné nalézt 1 strongylidni hlistice (Strongylidae) a Skrkavky (Ascaris). Tasemnice
(Cestoda), motolice (Trematoda) a vrtéjsi (Acantocephala) jsou parazité detekovatelni
slozitym a nékolikahostitelskym vyvojovym cyklim. Vzacn€ je mozné je najit u zvirat
noveé importovanych zvolné pfirody. VySetfenim trusu je mozné zjistit 1 vyskyt
,,pseudoparaziti“ neboli prechodnych organismi, pochazejicich z kofisti hostitele
(napf. roupi zrodu Syphacia od hlodavcl) nebo vné€jsiho prostiedi (Taylor et al.,
2015).

Prabéh infekce velké Casti z t€chto druht parazitd je asymptomaticky a zvire
zustava z pohledu chovatele zdravé. Pokud se nejedna o imunosuprimovaného jedince
(Chroust et al., 1998), zvite je dobie krmeno a neni ve stresu (Rataj et al., 2011; Taylor
et al., 2015), zavaznost vzniklych kokcidioz souvisi nejen s odolnosti a infek¢énosti
vyvojovych stadii paraziti a druhem jich vyvojového cyklu, ale i s celkovym
zdravotnim stavem hostitelskych zivoc¢ichii (Ras-Noryska a Sokol, 2015; Taylor et al.,
2015; Hallinger et al., 2019).

Kokcidie jsou veterinarné vyznamni parazitarni prvoci fadici se do kmene
Apicomplexa, ktefi béhem svého reprodukéniho cyklu tvoii odolné exogenni oocysty
slouZici k infikovani novych hostitela (Volf a Horak et al., 2007; Jacobson a Gardner,
2021). V chovech plazi nejcastéji najdeme druhy s monoxennim zivotnim cyklem
(Jacobson a Gardner, 2021) a rGznou mirou hostitelské specifity. Jednim
z nejvyznamnéj§ich pltivodel kokcididz jsou nejen v chovu plazii zastupci z rodu
Isospora. Tito parazité zpusobuji velké ztraty i v komercnich chovech prasat a zavazna

prijmova onemocneéni u psu a kocek (Fitte et al., 2023).




Prenos kokcidii probihd orofekalni cestou, kdy se infekcni oocysty z trusu
nakazenych zvifat dostavaji napt. s kontaminovanou potravou nebo vodou pies ustni
dutinu do nového hostitele (Kaluza a Konvalinova, 2023).

V chovech plazi se ve vétsing piipadi krmi farmove chovanym krmnym hmyzem,
ktery byva z velkochovi nakazen pouze entomogennimi druhy parazitd. Nejcastéji
u nich najdeme hromadilky (Gregarinea), ménavkovce (Amoebozoa), néalevniky
(Ciliophora) a roupy (Oxyurida; Thelastomatidea), ktefi jsou hostitelsky specificti pro
bezobratlé a pro obratlovce nepiestavuji riziko (Volf a Horak et al., 2007; Bassette
a Williams, 2022). Existuji ale dikazy i o pfenosu paraziti obratlovct hmyzem, ktery
nehraje zadnou roli v jejich zivotnich cyklech (Oyeyemi et al., 2016; Donkor, 2020),
to znamena, ze hmyz se muZze stat pasivnim vektorem infekce pro tyto parazity
(Bowman, 2014).

Pii Spatné zoohygiené v chovech terarijnich plazii a dlouhodobém ponechani
zivého krmného hmyzu plazi v ubikaci, kde hmyz nema k dispozici jinou potravu nez
vykaly zvifat, l1ze predpokladat, ze se krmny hmyz mize stat pasivnim vektorem
infekce pro kokcidie plazi, pokud jsou zvitata v chovu infikovana.

Prestoze vétSina druhtt krmného hmyzu neni koprofagni a vykaly se primarné
nezivi, je u mnoha druht prokazana tzv. fakultativni koprofagie, kdy je hmyz schopen
konzumovat vykaly, kdyz neni k dispozici jiny zdroj potravy (Kopanic et al., 2001).
Nejznaméjsi je tento jev u synantropné zijicich druhli hmyzu, napt. §vabu Blatella
germanica, Periplaneta americana a Shelfordella tartara, oblastech jejich prirozeného

vyskytu (Kopanic et al., 2001; Graczyk et al., 2005; Oyeyemi et al., 2016).




Cil prace

Cilem této diplomové prace bylo ovéfit u tii taxond krmného hmyzu (Blattodea,
Coleoptera, Orthoptera), ktery je vyuzivany v chovech plaz, jeho schopnost
v pasazovani oocyst monoxennich kokcidii z hlediska potencidlnich rizik pfenosu
téchto paraziti v travicim traktu zkrmovaného hmyzu a determinace rozdili v této

funkci mezi zastupci jednotlivych taxond.
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1 Literarni reSerse

1.1 Kmen Apicomplexa

Mezi vibec nejvyznamnéjsi parazity obratlovcd patii zastupci z monofyletického
kmene Apicomplexa, ktery je druhové nejpocetnéjsSim kmenem parazitickych protist
(Volf a Horak et al., 2007; Duszynski, 2021). Vétsina z 2 500 zatazenych druht do
tohoto kmene (Hausmann a Hilsmann, 2003) jsou endoparazité zijici v burikach
hostitele (Volf a Horak et al., 2007; Jacobson a Gardner, 2021).

Nazev kmene je odvozen od jejich charakteristického znaku, apikalniho
komplexu, coz je soubor nékolika morfologickych ultrastruktur (Chroust et al., 1998)
uplné pronikajicich do hostitelskych bunek. Tato stadia neboli zoity se dale déli na
sporozoity a mezozoity. Apikalni komplex je slozen ze skeletarnich utvar,
tzv. konoidd, s valcovitou strukturou ze spinalné stoCenych fibril a kruhové struktury
s funkci fidiciho centra, tzv. polarniho prstence. Dale v dutiné tzv. konoidu najdeme
rozptylené kulovité granule a dva typy sekre¢nich zlazek, rhoptrii kyjovitého tvaru
a vlaskovitych mikroném. Na povrchu zoitd je alveolus skladajici se ze tii
plazmatickych membran. V burikach vétSiny zastupci kmene Apicomplexa je dale
mimo vySe zminéné bunécné organely také apikoplast, zbytek plastidu obaleného
¢tyfmi membranami, ktery nemaji pouze zastupci hromadilek a kryptosporidii. Zoiti
vyhledavaji  hostitelské buriky aktivnim klouzavym pohybem za pomoci
aktin-myozinového komplexu navazaného na substrat, na némz se zoit pohybuje
pomoci vylouceni proteini z mikroném (Chroust et al., 1998; Volf a Horak et al.,
2007).

Vyvoj Apicomplex probiha ve slozitych vyvojovych cyklech se tfemi
rozmnozovacimi fazemi: merogonie, gamogonie a sporogonie. Tyto faze probihaji
v jednom (monoxenni) nebo i nékolika hostitelich (heteroxenni). Sporozoity, které uz
vnikly do hostitelskych bunék, rostou v parazitoformni vakuole a stavaji se meronty.
U nich po merogonii dochazi k asexualnimu rozmnozovani (RySavy et al., 1989), kdy
se deli na jednojaderné merozoity napadajici dalsi buniky hostitele. Tento proces muze
byt béhem cyklu nékolikrat opakovan a jednotlivé generace mohou byt fyziologicky
i morfologicky odlisné, pokud vznikaji v rozdilnych typech tkani. Béhem stadia
gamogonie se vnitrobunéné meronty stavaji nezralymi gametocyty, ze kterych
vznikaji po néjakém Case sam¢i mikrogamety a sami¢i makrogamety (Volf a Horak et

al., 2007).
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Tvorba spor a sporozoitd, tzv. sporogonie (Rysavy et al., 1989), zacina kopulaci
gamet, zygoty se obaluji silnosténnym obalem a méni na oocysty, ve kterych jsou dalsi
obaly, tzv. sporocysty. Uvnitf oocyst dochazi k bunéénému déleni a meiodze, ze kterého
vznikaji sporozoiti, ty poté opousti oocysty v travicim traktu nového hostitele (Volf
a Horak et al., 2007).

Do kmenu Apikomplexa jsou fazeny Ctyfi tiidy organismi: kokcidie (Coccidea),
kryptosporidie  (Cryptosporidea), hromadilky (Gregarinea) a hemosporidie
(Haematozoea) (Volf a Horék et al., 2007; Morrison, 2009; Bowman, 2014). Rozd¢leni
do téchto skupin je zaloZzeno prevazné na fenotypovych charakteristikach, tedy jejich
hostiteli nebo vektoru nakazy a druhu jejich cilovych tkani nebo organu, presné
evolucni vztahy a fylogenetické taxonomické zatazeni je v soucasné dobé stale nejasné

(Morrison, 2009).

1.1.1 Kokcidie (Alveolata; Apicomplexa; Conoidasida; Coccidia)

Kokcidie jsou intracelularni parazité se tfemi rozmnozovacimi fazemi (merogonie,
gamogonie a sporogonie). Jejich asexualni vyvojova stadia merozoiti a sporozoiti maji
od pocatku vyvoje vyvinuty vSechny organely apikalniho komplexu (RySavy et al.,
1989; Chroust et al., 1998). Systematicky jsou kokcidie rozdéleny podle toho, zda
u nich pred gamogonii dochazi nebo nedochazi k syzygii gametocytd (Volf a Horak et
al., 2007), tedy slouceni skupin gametocytd, tak aby u urcitych druht kokcidii vznikly
oplozeni schopné gamety (Barta, 2000). U fadu Adeleida, ktery parazituje pouze
u bezobratlych, gametogonii predchazi syzygie gametocyti a mikrogamet se tvori
pouze maly pocet, uvniti jejich oocyst najdeme velké mnozstvi (tfi az dvacet)
sporocyst se dvéma sporozoity (Volf a Horak et al., 2007).

Oproti tomu zastupcim fadu Eimeriida syzygie gametocyti schazi
a z mikrogametocyt se vytvaii velké mnozstvi mikrogamet. Jejich zivotni cyklus je
typicky stfidanim nepohlavnich a pohlavnich generaci, které se mohou vyvijet
v jednom (monoxeni) nebo 1 vice hostitelich (heteroxenni). Mezi zastupci z tohoto
fadu najdeme prevazné vyznamné parazity obratlovcu (RySavy et al., 1989).

Pfi pohlavnim rozmnozovani, tzv. gametogonii, po oplozeni vznika nepohybliva
diploidni zygota (oocysta), ktera kolem sebe vytvari silnou sténu a opousti hostitelskou
bunku. Poté nasleduje tzv. sporulace, to znamena, Ze se v oocysté béhem procesu
meidzy tvoii dalsi obaly — sporocysty a v nich vznikaji haploidni sporozoiti. Rychlost
sporulace ovliviiuje teplota, hladina kysliku a vlhkost v prostfedi. Oocysty mohou
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prezit zmrazeni az na -7 °C, ale nejsou schopny prezit vysuseni pfi teploté okolo 40 °C
pusobici po dobu delsi nez 24 hodin (Baker, 2007). Ke sporulaci u kokcidii muaze
dochézet uz v téle hostitele (napt. rod Goussia) nebo poté, co se oocysta dostane mimo
travici trakt do vnéjSiho prostredi (napf. rod Eimeria) (Bowman, 2014). V téle nového
hostitele se oocysta rozevira pomoci vrcholového otvoru neboli mikropyle
a sporocysty se oteviraji po rozpusténi Stiedova téliska, coz je zatka na vrcholu
sporocysty, nebo rozpadem §vii oocysty, pokud je jeji sténa slozena z chlopni (Volf
a Horak et al., 2007).

Druhy z fadu Eimeriida jsou rozdéleny do tii Celedi: Eimeriidae, Sarcocystidae
a Toxoplasmidae. Do c¢eledi Toxoplasmidae se fadi kokcidie s extraintestinalnimi
stadii a ve vétSiné piipadd i dvouhostitelskym vyvojovym cyklem, ve kterém jsou
z hostitele vylu¢ovany nesporulované a otevirajici se ve Svech chlopni. Kokcidie, které
jsou plné zavislé na dvouhostitelském cyklu a karnivornim hostiteli, patii do Celedi
Sarcocystidae. Jejich merogonie je omezena na mezihostitele, ktery je kofisti cilového
hostitele, ve kterém probiha gamogonie a sporogonie. Oocysty vychazi z definitivniho
hostitele jiz vysporulované a oteviraji se rozpadem $vi. Druhové nejbohatsi z tfidy
Coccidea je Celed Eimeriidae kam patii monoxenni druhy kokcidii. Oocysty opousté)i
hostitele nesporulované a oteviraji se rozpusténim Stiedova téliska (Volf a Horak,

2007).

Micropyle

Polarni
granulom

Sporozoit

“Residuum
sporocysty

Residuum
00Cysty

Obrazek €. 1: Popis oocysty kokcidie z celedi Eimeriidea (upraveno podle Taylor et al., 2015)
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Obrizek & 2: Zivotni cyklus kokcidii z &eledi Eimeriidea (upraveno podle Taylor et al., 2015)
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2 Kokcidie v chovech plazii
Vsechny druhy plazi vlidské péci infikuji kokcidie predevs§im z druhové
nejbohatsi Celedi kokcidii Eimeriidae. U zelv (Testudines) najdeme rody Eimeria
a Isospora a u krokodyla (Crocodilia) pak jeste€ i rod Goussia (Greiner, 2003). Tyto
infekce jsou ve vétsiné piipadi asymptomatické bez propuknuti kokcidioz (Jacobson,
2007) a jsou zjistovany po vySetieni trusu. U krokodyla se vzacné objevuji i piipady
uhynulych jedinct s prokazanymi lézemi na stievech, v plicich, jatrech a sleziné
(Ladds a Sims, 1990).

Velmi pocetné je zastoupeni kokcidii u Supinatych (Squamata) (Raiti, 2012),
nejCastéji se jedna druhy patfici do rodt Acroeimeria, Caryospora, Choleoeimeria
a Isospora, ze kterych jsou kazdoro¢né€ popisovany dal§i nové objevené druhy

(Jacobson, 2007; Yang et al., 2014).

2.1 Rod Acroeimeria (Alveolata; Apicomplexa; Conoidasida; Coccidia;
Eimeriorina)

Rod Acroeimeria byl pti svém objeveni na zakladé nedostatku informaci zarazen podle
charakteristiky zivotnich cykli, morfologickych ryst exogennich oocyst a struktury
raznych fazi vyvoje mezi kokcidie z rodu Eimeria, které byly poprvé popsané uz
v roce 1875 u hlodavcl a pozdéji i u ptakd. S rozsifenim molekularnich metod se
prokazalo, Ze tyto druhy kokcidii determinované u jestért jsou fylogeneticky spise
sesterskou skupinou rodu Eimeria (Megia-Palma et al., 2015). Do soucasnosti neni
plné vyteseno deleni plazich kokcidii morfotypu Eimeria, pouze byly rozdéleny podle
svych zivotnich cykli, morfologie exogennich oocyst a molekularni determinace na
rody Acroeimeria a Choleoeimeria (Megia-Palma et al., 2015).

Acroeimerie jsou monoxenni kokcidie sporulujici mimo télo hostitele s ovalnym
tvarem oocyst, u kterych nemusi byt patrna mikropyle. Maji Ctyfi sporocysty bez
Stiedova téliska, se dvéma sporozoity. Cilovym organem Acroeimerii je vystelkovy
epitel stfev, ve kterém probiha endogenni faze vyvoje meronti a gamogonie (Paperna
a Landsberg, 1989). Infekce kokcidii zrodu Acroeimeria probihaji zpravidla
asymptomaticky a mira jejich patogenity neni znama (McAllister et al., 1988).

Jednou z prvnich popsanych kokcidii z rodu Acroeimeria byla Acroeimeria lineri,
popsana z nékolika druhti gekont z Celedi gekonovitych (Gekkonidae) uz v roce 1988,

kdy byla plivodné pojmenovana Eimeria lineri (McAllister et al., 1988).

15




2.2 Rod Caryospora (Alveolata; Apicomplexa; Conoidasida; Coccidia;
Eimeriorina)

Rod Caryospora je tretim nejvétsim rodem kokcidii z Celedi Eimeridae. Druhy

z tohoto rodu infikuji dravé ptaky a plazy, a to pfedev§im hady, ze kterych jsou

nejcastéji popisovany nové druhy (Yang et al., 2014).

Jsou to parazité¢ tenkého stieva (Chroust et al., 1998) sporulujici mimo télo
hostitele (Norton a Peirce, 1985) a jejich infekce jsou zpravidla podminéné patogenni,
to znamena, ze mohou probihat bud asymptomaticky, nebo zpusobuji apatii,
nechutenstvi, krvavy prijem, svalové kieCe i nahlou smrt, zalezi na zdravotnim stavu
infikovaného zvitete (Yang et al., 2014).

Oocysty kokcidii z rodu Caryospora jsou sférické nebo subsférické a najdeme
v nich pouze jednu sporocystu s osmi vej¢itymi sporozoidy (Chroust et al., 1998).
Sténa oocysty byva hladka, bezbarva se tfemi vrstvami. Mikropyle, residuum oocysty

a polarni granulom chybi a Stiedovo télisko byva pfitomné (Viana et al., 2013)

2.3 Rod Choleoeimeria (Alveolata; Apicomplexa; Conoidasida; Coccidia;
Eimeriorina)
Choleoeimeria je monoxenni rod kokcidii, ktery je mozné najit ve zlucnicich,
zluCovodech a stfevnim epitelu nakazenych hadu, jestéra i krokodyli. Sporulované
oocysty Choleoeimerii maji Ctyfi sporocysty, které obsahuji dva sporozoity (Jacobson,
2007; Szczepaniak et al., 2009; Megia-Palma et al., 2015). Casto se v lidské péci
objevuji infekce patologicky vyznamného druhu kokcidie Choleoemeria pogonae
(Johnston et al., 2021) u agamy vousaté (Pogona vitticeps). Tento druh byl pivodné
popsan z jiného druhu agamy Pogona minor minor, ale je mozné ho najit u vétSiny
dalsich druhli z celedi Agamidae (Megia-Palma et al., 2015). Silna infekce
Ch. pogonae zpusobuje u nakazenych zvifat kokcididozu, u které jsou klinickymi
projevy zhorSeni kondice zvirat, dehydratace a apatie, zpusobené vyskytem lézi na
vnitfnich organech, zvétSenim zlu¢niku a naslednym ucpanim zlucovodu. Pti neléceni
muze mit tento stav za nasledek i smrt zvifete (Szczepaniak et al., 2016).
Sporulované oocysty maji cylindricky tvar, délka oocyst je 26,0 az 28,3 um, Sitka
14,0-16,5 um. Ve vsech oocystach maji Ctyfi sporocysty a polarni granule a zaroven
postradaji mikropyle a oocyst reziduum. Sporocysty jsou vejCitého tvaru o velikosti

9,0-11,0 um x 7,0-9,5 um a chybi u nich Stiedovo télisko (Yang et al., 2016).
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2.4 Rod Goussia (Alveolata; Apicomplexa; Conoidasida; Coccidia;
Eimeriorina)

Do rodu Goussia byly pavodné zatazovany tetrasporocystické druhy kokcidii
pochazejicich z ryb. V soucasnosti do tohoto rodu patfi oocystou morfologicky
odpovidajici kokcidie ze vSech poikilotermnich zivoc¢ichl (Jirka et al., 2002), kterych
bylo nalezeno jiz vice nez 50 druhti (Jirkd et al., 2009). Mezi plazy je mozné je najit
u krokodyld, 1 kdyz v nékterych pfipadech je mozné prokazat, ze jsou
tzv. pseudoparazity a pochazi z jejich kofisti, kterou jsou ryby (Greiner, 2003).

U rodu Goussia probiha jejich endogenni vyvoj ve zlu¢ovém méchyii a sporulace
oocyst nastava jiz v téle hostitele. VSechny druhy jsou charakteristické protahlymi
cylindrickymi oocystami a stény sporocyst jsou slozené ze dvou chlopni se zietelnym
Svem. Patogenita a klinické ptiznaky doprovazejici infekce tohoto druhu kokcidii

nejsou presné definovany (Jirka et al., 2002).

2.5 Rod Isospora (Alveolata; Apicomplexa; Conoidasida; Coccidia;
Eimeriorina)

Rod Isospora je druhym nejvét§im rodem kokcidii v ¢eledi Eimeriidae. Do soucasnosti
bylo nalezeno po celém svéte vice nez 80 druha infikujicich jestéry (Sauria) (Liu et
al., 2021). Zastupci tohoto rodu maji monoxenni zivotni cykly (Volf a Horak et al.,
2007) a byvaji specifické pro urcitou skupinu parafyletickych hostitelti (Lindsay et al.,
1997). Vyskytem se omezuji na epitel stfev a jejich oocysty po sporulaci obsahuji dvé
sporocysty, z nichz kazda ma uvnitf ¢tyfi sporozoity (Jacobson, 2007).

Isospory jsou velmi Castymi parazity australskych druhti jestéra z Celedi
Agamidae, které muaze infikovat i vice nez 13 druhti kokcidii (Liu et al., 2021).
V lidské péci se u popularniho druhu jestéra agamy vousaté setkavame nejcCastéji
s infekci kokcidie I. amphiboluri (McAllister et al., 1995; Jacobson, 2007). Tato
kokcidie byla poprvé popsana z druhu agamy Pogona barbata, ale ve vyzkumu autort
McAllister et al. (1995) bylo prokazano jeji masivni rozsifeni v chovech agam
vousatych v USA, které je spojeno s velkou umrtnosti mlad’at a subadultnich jedinca.
Kokcidioza zpusobena timto druhem kokcidie se projevuje rychlym ubytkem vahy
nakazeného zvifete, apatii a nechutenstvim, po kterém néasleduje bez vcCasné

rrrrrr

epitelem a oslabeni stény stiev (Jacobson, 2007).
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Isospora amphiboluri ma po sporulaci oocysty sférického tvaru na délku dlouhé
23,0-26,5 um a na Sitku 22,4-25,9 um. Sténa oocysty je hladka, dvouvrstva a zbarvena
svétle zluté. Polarni granule, reziduum oocysty a mikropyle jsou nezietelné.
Sporocysty jsou vejCitého tvaru o velikosti 15,2-18,0 x 8,9-11,2 um a je u nich
pfitomno malé Stiedovo télisko ve tvaru pulmésice. Kazda sporocysta obsahuje Ctyfi
vermiformni sporozoity velké 9,9-16,2 x 2,4-3,5 um s pfitomnym reziduem sporocyst
a centralné umisténym jadrem, které je obklopeno granularnim zbytkem (Liu et al.,

2021).
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3 Prehled nejcastéjSich metod diagnostiky kokcidii

Kokcidie a dalsi druhy paraziti je mozné u obratlovct detekovat nékolika zpusoby:
a Scullion, 2009). K urCovani jejich pfesnych druht se pak vyuzivaji dvé metody.
Prvni je morfologicka determinace, pro kterou je u kokcidii dilezita znalost poctu
sporocyst v oocyste€, sporozoiti ve sporocystach, druhu hostitele a jejich tkanova nebo
organova specifita (RySavy et al., 1989; Volf a Horék et al., 2007). V soucasnosti je
¢im dal Castéji vyuzivana druha metoda, a to molekularni determinace, u které probiha

urceni presného druhu parazita na zdkladé analyzy DNA (Taylor et al., 2015).

3.1 Koprologické metody

Koprologické metody jsou pro detekci gastrointestinalnich paraziti nejcastéji
vyuzivanou metodou ve veterinarni diagnostice. Hlavnim principem této metody je
neinvazivni vySetfeni trusu zvifete za pomoci mikroskopie. Detekovat je timto
zpusobem mozné dospélce, larvy i vajicka parazitickych helmiti a exogenni stadia
vyvoje parazitarnich protist, napt. oocysty kokcidii (Bowman, 2014).

Vzorky trusu se odebiraji do Cistych laboratornich zkumavek v jednorazovych
rukavicich co nejdiive po defekaci zvifat, tak aby doslo k co nejmensimu znecisténi
z vnéj§iho prostiedi. Velikost vzorku se odebira podle druhu zvitete, nebo pokud se
jedna o skupinu zvifat, odebiraji se smésné vzorky z raznych ¢asti ubikace zvirat.
Odebrané vzorky je nutné skladovat v chladu lednice a co nejdrive zpracovat. Také je
mozné je chemicky zafixovat, nejcastéji se jako konzervacni latky vyuziva dichroman

draselny (K2Cr207), formaldehyd (CH20) nebo ethanol (C2HsO) (Taylor et al., 2015).

3.1.1 Primy natér trusu

Jedna se o velmi rychly zpasob detekce parazitl, ke kterému se vyuziva Cerstvy trus,
ktery je smichan v pomeéru 1:1 s vodou, rozetien na sklicku a vySetfen pod svételnym
mikroskopem. Touto metodou je mozné diagnostikovat spise t€zsi infekce, vétSinou je
takto mozné dobie identifikovat vajicka helmiti a exogenni stadia paraziti. Po
uschnuti natéru je u nékterych druhti parazith mozné barveni na zviditelnéni

bezbarvych stadii (Bowman, 2014).
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3.1.2 Flotace

Zakladem flotaéni metody koprologického wvySetfeni trusu je princip vyplavani
exogennich stadii parazitd na hladinu zkumavky béhem centrifugace v kapalném
roztoku se specifickou hmotnosti, ktera je vyssi nez specificka hmotnost samotnych
vyvojovych stadii paraziti. Zkoumana je pak na sklicku pod svételnym mikroskopem
blanka odebrana z hladiny centrifuga¢ni zkumavky. Nejcastéji vyuzivanymi roztoky
pro flotaci jsou napt. Sheateriv cukerny roztok, chlorid sodny (NaCl) a siran zineCnaty
(ZnS0s4). Tyto roztoky maji sva specifika a vyuzivaji se podle toho, na kterého parazita
je vySetteni cileno. Pro detekci kokcidii vzhledem k jejich molekularni hmotnosti se

nejcasteji vyuziva Sheateriv cukerny roztok (Bowman, 2014; Taylor et al., 2015).
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4 Zaklady prevence vyskytu patogenu v chovech plazi

Zakladnimi podminkami zdravého chovu nejen plazd, ale vSech skupin zvirat, je
zajisténi optimalnich podminek v ubikacich (vhodny substrat a vybaveni, teplota,
osvétleni, relativni vzdusna vlhkost), pestra i vyvazena vyziva, vCetné vitamint
a mineral, a moznost projevu pfirozeného chovani. Dale je dilezité zajistit jako
prevenci proti vyskytu riznych onemocnéni véetné€ téch parazitarnich dodrzovani
karanténni doby pfi pfichodu novych zvirat, pravidelna koprologicka ¢i veterinarni
vySetieni a dostateCnou uroven zoohygieny v chovech (Novak et al., 2015).

Karanténa pfi ptichodu novych zvitat by méla trvat alespon 90 dni, coz by méla
byt pro prokazani gastrointestinalnich paraziti pomoci koprologické detekce
dostate¢na doba pii provedeni alespon tfi vySetfeni trusu v rozestupu 30 dni, ale
existuji 1 vyjimky. Napfiklad u hadi z celedi Boidae (hroznySovitych) by karanténa
mela trvat alespon Sest mésicu, protoze je u nich velké riziko virového onemocnéni
Inclusion body disease (IBD), zptisobujiciho uhynuti nakazenych hadui.

Zvitata v karanténé¢ by méla byt drzena v odd€lenych ubikacich s vlastnim
vybavenim, které je z lehce dezinfikovatelného materialti (napt. kov, sklo nebo
glazovana keramika). U druhti zvifat s vys§imi riziky prevalence virovych onemocnéni
by méla byt celd karanténni ubikace prostorové oddélena v jiné mistnosti chovu tak,
aby nedoslo k nakazeni ostatnich zvifat pii pfenosu viru vzduchem (Pasmans et al.,
2008).

Dalsim nezbytnym preventivnim opatfenim chranici chovy plaza pred vyskytem
patogent je asanace. Tento pojem zahrnuje soubor tfi opatfeni: deratizace — opatieni
proti nezadoucim divokym hlodavciim, desinsekce — opatreni proti skodlivym druhiim
Clenovct (roztoci, hmyz) a desinfekce — preventivni i ohniskova o€ista prostiedi proti
patogenim. Desinfekci je mozné provadét pomoci fyzikalnich metod (suché i vlihké
teplo, zafeni napt. germicidni lampy) nebo chemickych za pomoci vhodné zvolenych
desinfek¢nich prostiedkti (Kocourek a Kral, 1997; Novak et al., 2015).

Na vyvojova stadia gastrointestinalnich paraziti funguji naptiklad desinfekéni
prostfedky na bazi 4-chlor-M-kresolu a organickych kyselin (napf. Neopredisan) a 5%
ziedény roztok chlornanu sodného (bézné dostupné bélidlo pro domécnost). Dale je
mozné vyuzit 5% roztok c¢pavku, ktery je u€inny 1 proti kryptosporidiim
(Cryptosporidium). Infekéni oocysty piimo nezabiji, ale kdyz se po pouziti necha

alespon po dobu tfi dni zaschnout, dojde k jejich encystaci (Pasmans et al., 2008).
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5 Lécba kokceidii v chovech plazi

Pti detekci vyskytu kokcidii je mozné vyuzit dostupna antikokcidika i v chovech plaza
a predejit tak vzniku kokcidiozy, ktera mize mit za nasledek i smrt zvifete. Zavaznost
kokcididzy zavisi na druhu infikujici kokcidie a jeji patogenite, velmi ¢asto se jedna
o druhy kokcidii se specifickym druhem nebo rodem hostitele (napt. celed
Agamidae — Isospora amphiboluri) (McAllister et al., 1995; Jacobson, 2007).
Toltazuril a jeho metabolit ponazuril jsou antiprotozoalni slouceniny ucinné proti
nékolika rodim zkmene Apicomplexa, vCetné FEimeria, Isospora, Hepatozoon,
Toxoplasma a Sarcocystist. V Evropé jsou antikokcidika na bazi téchto latek dostupné
ve formé roztoku s komerénim ndzvem Baycox. Tyto latky jsou ucinné na
intracelularni faze vyvoje kokcidii, protoze zasahuji do déleni jadra, metabolismu
aminokyselin a mastnych kyselin a narusuji transport elektrolytt v mitochondriich. Na
oocysty ale nemaji vliv, proto je béhem terapie nutné zabranit autoinfekcim a dbat na

spravnou zoohygienu ubikace lé€eného zvitete (Gibbons, 2014).
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6 Prehled a biologie hlavnich skupin krmného hmyzu

Krmny hmyz je mezi chovateli souhrnné oznaceni velkého mnozstvi druhti
bezobratlych vyuzivanych ke krmeni terarijnich i akvarijnich druht zivocicht. Kromé
zastupcu primo ze tfidy hmyz (Insecta), ktefi jsou nej¢astéji vyuzivani ke zkrmovani,
se do této skupiny pfifazuji i druhy zkmene krouzkoved (Annelida)
a mekkysu (Mollusca), podkmene korysu (Crustacea), tfidy pavoukovct (Arachnida)
a podtiidy chvostoskokt (Collembola) (Kofinek, 1993; Bernard et al., 1997).

Mimo potravnich specialisti je velka Cast z plazii chovanych v zajeti primarné
insektivorni (Kofinek, 1993), do této skupiny je mozné zaradit z bézné chovanych
druhti plazi napftiklad gekoncika nocniho (Eublepharis macularius) nebo anolise
karolinského (Anolis carolinensis). U nékterych druht tvoii hmyz pouze ¢ast krmné
davky nebo je jen zpestienim potravy v dobé rozmnozovani, napt. agama vousata je
oznacovana za druh omnivorni, protoze mimo hmyzu pozira i ¢asti rostlin (Bernard et
al., 1997).

Vétsina chovatell krmi pouze nejbéznéji dostupnymi komercné chovanymi druhy
hmyzu, ke kterym se fadi rizné druhy §vabu (Blattodea), sarancat (Caelifera), cvrcka

(Gryllidae) ¢i broukt (Coleoptera) a jejich larev (Kofinek, 1993).

6.1 Rad $vabi (Insecta: Neoptera: Exopterygota: Blattodea)

Svabi jsou povazovani za jednu z nejstar§ich skupin hmyzu, poprvé se objevili béhem
obdobi svrchniho karbonu pfed 340 miliony let (Kofinek, 1993; Kovarik et al., 2000)
a dodnes si zachovali svou puvodni télesnou konstituci. T€lo maji ovalné, z vrchni
strany zplostélé, zbarvené v odstinech hnédé az rezavé. Hlava je pohybliva
v opisthognatnim postavent, takZe je kryta §irokym predohrudnim $titem. Ustni ustroji
maji kousaci na ventralni strané (Macek, 2001; Smrz, 2013).

Plochy nepohyblivy zadecCek pfiseda k hrudi a méa na sobé S§téty s velkym
mnozstvim smyslovych brv, které slouzi k orientaci. Prvni par kiidel maji nékteré
druhy pfeménény v koznaté krytky, které chrani spodni blanita kiidla, nebo mohou byt
kiidla zakména & u nékterych druhdi zcela chybi. Svabi 1étaji ziidka, spiSe rychle
béhaji. K tomu jim slouzi dlouhé silné nohy s volnymi ky¢lemi (Smrz, 2013).

Svabi se fadi mezi hmyz s proménou nedokonalou, to znamena, Ze béhem vyvoje
nemaji stadium kukly. Pafeni predchazi predehra, kterou zahajuji samci pomoci

vyméskovych zlaz na zadecku. V jeho pribéhu piipevni spermie ve spermatoforu
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k pohlavnimu otvoru samice. Ta pak uklada oplozena vajicka do ootéky (Macek, 2001,
Smrz, 2013) neboli vajecného pouzdra. Vejcorodé druhy maji pevné ootéky a samice
je po urcitou dobu nosi piipevnéné k zadecku. Vejcozivorodé druhy maji vajecny obal
spise blanity a ootéka ziistava v pohlavnich cestach samice az do vylihnuti mlad’at.

Zivorodé druhy vajeéné obaly nevytvaii a vajitka ukladaji do d&lohy. Lihnuti
nymf probiha synchronizovan€, nymfy polykaji vzduch a zvétSuji svij objem, ¢imz
oteviraji Svy ootéky. Hned po vylihnuti se svlékaji z prvni kutikuly a rozptyluji se po
okoli. Od dospélcu se lisi pouze ve velikosti a absenci kiidel (Macek, 2001).

Nejvétsi pocet druhti najdeme v tropickych destnych lesich, protoze preferu;ji
teplo a vlhko, ale §vabi jsou rozsifeni po celém svété v rozmanitych typech prostredi
(Kofinek, 1993; Smrz, 2013). Maji soumra¢nou az no¢ni aktivitu a dny travi v tmavych
ukrytech, vétSina druht je omnivorni. V celém tadu Blattodea je pres 4 000 druht
fazenych do péti Celedi, a to Blattidae, Blattellidae, Cryptocercidae, Blaberidae
a Polyphagidae, ale v chovech krmného hmyzu najdeme druhy pouze ze dvou celedi
(Kovarik et al., 2000; Macek, 2001).

Z celedi Blattidae se vyuziva v naSich oblastech svab turkistansky (Shelfordella
tartara) (Skrabalova, 2011) a §vab australsky (Periplaneta australasie) nebo §vab
americky (Periplaneta americana). Vzhledové se jedna o okiidlené mensi druhy §vabt
s dlouhyma nohama, ktefi rychle béhaji. Centrem vyskytu téchto druha jsou vlhké
tropické nebo subtropické oblasti a jsou oznacovany za vyznamné synantropni Skiidce
(Kovarik et al., 2000).

Dal§imi druhy chovanymi v zajmovych chovech a pro krmné tucely jsou
Svab (Phoetalia pallida), §vab argentinsky (Blaptica dubia), §vab madagaskarsky
sycici (Gromphadorhina — portentosa), S$vab  Sedy (Nauphoeta cinerea), $vab
smrtihlav (Blaberus craniifer) a Svab zeleny (Panchlora nivea) z Celedi Blaberidae.
Jedna se o vétSim druhy a ke zkrmovani je mozné vyuzit ve vsechny jejich velikosti
od nymf po dospélce. Svabi z této Celedi maji robustni stavbu téla a silné obrnéné
holen¢ urcené k hrabani. Jsou zivorodi a pochazeji ztropickych a subtropickych

oblasti (Kovarik et al., 2000; ékrabalové, 2011).

6.1.1 Svab argentinsky (Blaptica dubia)

Blaptica dubia je druh Svaba z Celedi Blaberidae a pochazi zJizni Ameriky.
V dospélosti dosahuje velikosti 38 az 42 mm s vyraznym pohlavnim dimorfizmem,
kdy samci maji kiidla presahujici zadecek na rozdil od zakrnélych kiidel u samic.
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Jedna se o v chovech dobfe se rozmnozujici zivorody druh Svaba, samice vypousti
z ootéky az 28 nymf, které dospivaji po zhruba v 10 mésicich zivota (Kovarik et al.,

2000).

6.2 Rad brouci (Insecta: Neoptera: Endopterygota: Coleoptera)
Brouci jsou nejpocetnéjsi skupinou hmyzu s vice nez 300 000 druhy (Macek, 2001).
Jejich typickym znakem je télo tvorené silnou chitinovou kutikulou vcetné prvniho
paru kiidel pfeménénych v krovky (Kovartik et al., 2000; Macek, 2001; Smrz, 2013),
které chrani letuschopny druhy par blanitych ktidel (Kovarik et al., 2000), prekryvajici
vrchni stranu nepohyblivych hrudnich ¢lankt a zadecCek. Jejich predohrud’ je napadné
zvétSena a kryje ji tvrdy predohrudni §tit (Macek, 2001). Vsichni zastupci fadu maji
ustni ustroji kousaci. Brouci osidluji vSechna prostfedi mimo mofi a miiZeme u nich
najit rizné potravni specializace (Kovarik et al., 2000).

Tenebrionidae, Cesky potemnikoviti, jsou jednou z nejpocetnéjSich Celedi brouka
s vice nez 20 000 druhy (Kovatik et al., 2000). V chovech pro krmné ucely se bézné
objevuji tfi druhy, od kterych se krmi jejich larvy: potemnik moucny (Tenebrio
molitor), potemnik brazilsky (Zophobas morio) a potemnik stajovy (Alphitobius
laevigatus). Vsechny druhy potemniki jsou v dospélosti nenapadni Cerni brouci,

pochazi z tropickych nebo subtropickych aridnich oblasti (Skrabalova, 2011).

6.2.1 Potemnik brazilsky (Zophobas morio)

Potemnik brazilsky pochazi z tropickych oblasti Jizni a Stfedni Ameriky, ale byl
zatazen 1 do teplejSich oblasti Asie a vychodni Evropy. Z vajicek se lihnou larvy
zlutohnédé barvy, které mohou byt az 5,5 cm dlouhé a vyuzivaji se ke krmeni
terarijnich zvifat. Larvy maji 11-18 instarQ, poté se z nich stavaji pohyblivé kukly.
Délka stadia kukly je 13—15 dni podle teploty okolniho prostfedi. Vylihli dospélci ziji
az 6 mésicu a jsou to mohutni ¢erni brouci o velikosti téla 3,8 az 5,7 cm (Rumbos

a Athanassiou, 2021).

6.3 Rad rovnokf¥idli (Insecta: Neoptera: Exopterygota: Orthoptera)
Rovnokiidli jsou velkou skupinou hmyzu s asi 4 200 rody, ve kterych je zahrnuto vice
nez 26 000 druht. Patii sem morfologicky napadny stfedné velky az velky hmyz

s prvnim parem kiidel pfeménénym v krytky, kryjicimi véjifovit€¢ slozena blanita
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kiidla. Charakteristickym znakem je schopnost vSech druhd vydavat zvuky
vzajemnym tfenim krytek nebo zadnich stehen o krytky (Kocarek et al., 2013).

Podle vzhledu se Orthoptera dé€li na dva zietelné oddélené podrady: kobylky
(Ensifera) a sarancata (Caelifera). Mezi kobylky (Ensifera) fadime mimo kobylek
a konikti i cvrcky. VSechny druhy tohoto podiadu jsou charakteristické delSimi
tenkymi tykadly (Casto jsou delsi nez jejich t€lo), dospélé samice maji viditelné plné
vyvinuté kladélko a jsou vSezravé nebo dravé (Kovarik et al., 2000; Kocarek et al.,
2013).

Oproti tomu sarancata (Caelifera) maji velmi kratka tykadla, samice nemaji trvale
viditelné kladélko a vétSina druht je bylozrava. Rozdil mezi nimi je také ve zptusobu
stridulace a umisténi sluchovych organt. Zastupci podiadu sarancat tfou kiidla o zadni
Cast stehen nebo zadeCek a sluchové organy maji umistény na stranach prednich ¢lanku
zadecku oproti kobylkam, které vydavaji zvuky tfenim kiidel o sebe a sluchové ustroji
maji v pfednich holenich (Kovafik et al., 2000).

Mezi viibec nejcastéji chovany hmyz ke krmnym Géelim nejen pro potieby zvirat
patii hlavné rizné druhy cvrcka z Celedi cvrckovitych (Gryllidae) (Kovatik et al.,
2000), naptiklad cvréek domaci (Acheta domestica), cvréek bananovy (Gryllus
assimilis), cvréek dvouskvrnny (Gryllus bimaculatus) a cvréek kratkokridly
(Gryllodes supplicans) (Skrabalova, 2011). Dale je chovano nékolik malo druht
z Celedi saranCovitych (Acrididae), a to sarancCe ste¢hovava (Locusta migratoria)

a saran&e viezrava (Schistocerca gregaria) (Skrabalova, 2011).

6.3.1 Cvrcek bananovy (Gryllus assimilis)

Cvrcek bananovy pochazi ze Severni Ameriky z teplych oblasti jizniho poloostrova
Florida a nejjizn&jSich Casti Texasu. Jedna se o pozemni druh z rodu Gryllus, jenz
v dospélosti dorusta velikosti 1,5 az 3,1 cm s tmaveé hnédym az Cernym zbarvenim téla.
Je to snadno chovatelny druh, ktery je vyuzivany ke krmeni i laboratornim vyzkumuiim,

ke studiu etologie, akustické komunikace a neurofyziologie (Walker, 2021).
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7 Material a metodika

7.1 Vzorky trusu
Odbér trusu byl proveden v malém domécim chovu agam vousatych (Pogona
vitticeps) s chovnou skupinou tii zvifat a prokazanou infekci kokcidii. Vzorky byly
odebirany v jednorazovych rukavicich za pomoci pinzety do zkumavek o objemu
S50ml s 4% konzervatnim roztokem dichromanu draselného co nejdiive po
vyprazdnéni zvifat, aby nedoslo k vysuSeni trusu a kontaminaci necistotami z okolniho
prostiedi. Skladovani vzorku probihalo pii teploté 6-8 °C nejdéle 2 tydny od odbéru.
Pred pouzitim k pokusu byly vzorky trusu ocistény centrifugaci. Do centrifugacni
zkumavky a po doplnéni vodou na 12 ml, byl trus centrifugovan 10 minut pfi
4 000 otackach. Tento postup byl opakovan dvakrat az tfikrat, aby doslo k uplnému

odstranéni konzerva¢niho roztoku.

7.2 Determinace kokcidii z pouzitych vzorku
UrCovani presného druhu kokcidii bylo provedeno dvéma metodami, a to
morfologicky a molekularné.

Morfologicka determinace nalezenych druht kokcidii v pouzitych vzorcich byla
provedena za zakladé porovnani se srovnavacimi tabulkami vytvorenymi z védeckych
praci pojednavajicich o kokcidiich nalezenych u zastupct Celedi Agamidae (tabulka
¢. 1 a2). Oocysty ze vzorkl byly méfeny na mikroskopu BX53 Olympus pii zvétSeni
400x pii soucasném portizeni obrazové dokumentace fotoaparatem Olympus DP73.

Molekularni determinace kokcidii ze ziskanych vzorkt nebyla soucasti této prace

a probéhla v ramci probihajici diplomové prace Ing. Jakuba Zahourka.
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Tabulka ¢. 1: Srovnavaci tabulka pro kokcidie morfotypu Isospora

druh oocysta sporocysta
hostitel . 1s velikost , polirni velikost
kokcidie tvar sténa tvar
(um) granulom (um)
Pogona
barbata Isospora subsféricky 2?5;_)(225;1 dvouvrstva, e veidity (112’_01;( i 11’;‘_
(Cannon,  amphiboluri a2 kulaty 23.26) hladka Jcity 12,
1967)
Diporiphora
australis Isospora 22,8 x 24,8 14,7 x 10,2
(Finkelman a sospora subsféricky (20-25 x hladka ne vejcity (14-15,5x
cannonit
Paperna, 22,5-27,5) 10-11,5)
1994)
Pogona
henrylawoni Isospora subsféricky 2?5;_)(225;1 dvouvrstva, e veidity (112’_01;( i 11’;‘_
(McAllister  amphiboluri  az kulaty 2326 hladka Jcity 12,
et al., 1995) )
Pogona
vitticeps Isospora subsféricky 2?5; )(255’1 dvouvrstva, e ity (1123,01;( ! ll’f
(McAllister  amphiboluri  az kulaty 2o 6)" hladka vejcity - 12)" -
et al., 1995) )
C’ZZZ%’ZZ us osor 242x239  hladka, 15,7x 10,2
(Liu et al arr; };t{;oluri kulaty (23-26,5 x Zlutava, ne citronovity (15,2-18 x
01) P 22,4-259)  dvévrstvy 8,9-11,2)
Tabulka €. 2: Srovnavaci tabulka pro kokcidie morfotypu Eimeria
druh oocysta sporocysta
hostitel < velikost " polirni velikost
kokcidie tvar sténa tvar
(nm) granulom (num)
Agama
sinaita Eimeria elipsoidni 344x22 dvouvrstva, , L, 11,4x7.6
. L . (29-40 x o neni elypsoidni (9,8-15 x
(Kasim et al., sinaitae protahlé 17.4-24.5) silna 6,7-9)
1988) e T
Gonocephalus 26,5 x 88%6.6
grandis Eimeria elipsoidni 12.4 dvouvrstva, ano (a2 3 ks) ovalny (é.9 < é_
(Maupin et cameronensis protahlé (25-28 x hladka Y 7)
al., 1998) 12-13)
Agama 202 x
yemenensis R S > . 7,6x 1,8
. Eimeria elipsoidni 17,6 dvouvrstva, . ol s,
(Al-Rasheid; {hlé 26315 . . neni pllmésicovité (7-8,1 x
Alyousif. yemenensae protahlé (26-31,5x Zlutava 1,622)
’ 15,5-19) ’
1998)
Pogona 272x
; S 15,1 . 12,5x 6,6
vittata - Choleoeimeria o iqni (056323 dvouvistva, ano vejiity (9.4-14.7
(Szczepaniak pogonae 136 hladka 5.3-74)
etal., 2009) Sl " X9
miigf{r)nnicrzmr Choleoeimeria 27x 152 10x8,5
cylindricky ~ (26-28,3x  dvouvrstva obcas ano vejcity O-11x7-
(Yang et al., pogonae
2016) 14-16,5) 9.5)
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7.3 Stanoveni poctu oocyst ve vzorcich

Zjisténi pocCtu oocyst ve vzorcich probihalo metodou stanoveni OPG (Oocyst Per
Gram) pomoci pocitani v Biirkerové komurce. Ze vzorku byl, u trusu az po jeho
oCisténi centrifugaci od konzervacniho média, odvéazen 1 g, ke kterému byl pfidan 1 ml
roztoku fosfatového pufru PBS. Takto pfipraveny roztok byl promichan a vlozen
pomoci pipety dle Pasteura na pocitaci plochy Birkerovy komarky. Zde byly oocysty
kokcidii pocitany pod svételnym mikroskopem pfi zvétSeni 200x v celkem 50 malych
¢tvercich (25 malych po sobé jdoucich Ctverct v kazdé ze dvou pocitacich plosek
komurky). Dle Biirkerova pravidla byly spocitany vSechny oocysty, které lezely nebo
se dotykaly dolni nebo levé strany Ctverce, a vynechany ty, které lezely nebo se
dotykaly horni a pravé strany (MUNI MED, 2023). Poté byl pomoci nasledujiciho

vzorce prepocitan pocet oocyst kokcidii na jeden gram ze vzorku (Kvac et al., 2007;

Gunnetti et al., 2012).
N
P = ( ) +X
10 000

P... poCet oocyst kokcidii v 1 gramu trusu

N... primérny pocet oocyst kokcidii na 1 maly ¢tverec
X...mnozstvi navazeného trusu v gramech

10 000...koeficient prepocitavajici 1 ml roztoku pii objemu komurky 1 pl v 1 ¢tverci

7.4 Krmny hmyz

K pokusu byly vyuzity bézné dostupné druhy krmného hmyzu z komercnich chovi.
Zastupcem taxonu Svabu (Blattodea) byl $vab argentinsky (Blaptica dubia), brouci
(Coleoptera) byli zastoupeni larvalnim stadiem potemnika brazilského (Zophobas
morio) a z Celedi rovnokfidli (Orthoptera) byl vybran cvréek bananovy (Gryllus

assimilis).

7.4.1 Zpracovani vzorku pro podani
Ocistény vzorek trusu se stanovenym OPG byl zvazen s presnosti na dvé desetiny
gramu a po smichani s ovocnou presnidavkou v poméru 1 : 1 (atraktantem pro lepsi

pfijimani vzorku) byl pfedkladan vytravenému pokusnému hmyzu.
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7.4.2 Priprava hmyzu a prubéh pokusu

Pokus probéhl pod zastitou Katedry biologickych disciplin. Hmyz byl pfed podanim
vzorku ponechén 3-14 dni bez pfistupu ke krmivu i tekutindm pro uplné vytraveni
a vyprazdnéni stfev. Po uplynuti této doby bylo 50 testovanych jedinct od kazdého
druhu rozdéleno do skupin po 10 kusech do testovacich plastovych boxu
s infikovanym vzorkem piesnidavky a trusu. Na jednoho jedince v testovaci skupiné
bylo podle druhu hmyzu podano 0,15-0,35 g smési. Cas nutny pro zkonzumovani

a zaplnéni travici soustavy byl odhadnut na 2 dny pro vSechny druhy hmyzu.

7.4.3 Pitva hmyzu

Po uplynuti doby urcené ke zkonzumovani vzorku, byl hmyz v kazdém z 5 pokusnych
boxd usmrcen a z jejich stiev byl vytvoren roztok, ktery byl nejprve zvazen a poté
centrifugovan po dobu 10 minut pifi 4 000 otackéach za minutu. Po sliti supernatantu
byl sediment smichan s 1 ml roztoku PBS na 1 g vzorku a bylo stanoveno OPG (oocyst

per gram) ze suspenzniho roztoku stfev krmného hmyzu.

7.5 Statistické zhodnoceni vysledku

Ke statistické analyze dat byla vzhledem k designu experimentu s pevnymi
i ndhodnymi efekty bez faktorialniho uspotradani vyuzita hierarchickd (Nested)
ANOVA. Pted testovanim byla ziskana data pro lepsi zpracovavani transformovana
pomoci arcsinové transformace, ktera se vyuziva v piipadé vysledki pokusu
v procentech nebo percentilech. Dale byl pro doplnéni hlavni analyzy vyuzit post-hoc
test ke zjisténi rozdill v pasazovani mezi jednotlivymi druhy hmyzu (McDonald,

2014).
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8 Vysledky

8.1 Morfologicka determinace druhu kokcidii

Ve vzorcich trusu byly nalezeny dva odlisné druhy oocyst plazich kokcidii (tabulka
C. 3, obrazek €. 3) s rozdilnym morfotypem. Prvni druh kokcidie byl podle vzhledu
a poctu sporocyst zafazen jako morfotyp Isospora a pti porovnani popisu se srovnavaci
tabulkou kokcidii nalezenych u zastupct Celedi Agamidae (tabulka ¢. 1) byl urCen jako
druh Isospora amphiboluri. Druhy druh byl zafazen mezi kokcidie morfotypu Eimeria
a po porovnani se srovnavaci tabulkou (tabulka ¢. 2) urCen jako Choleoeimeria
pogonae. U obou typu kokcidii byl nasledné druh potvrzen i molekularni determinaci,

ktera nebyla soucasti této diplomové prace.

Tabulka ¢. 3: Popis kokcidii ze vzorkia pouzitych v pokusu

typ oocysta sporocysta
hostitel  kokcidi ; y — ;
ostite okcidie podle tvar velikost (um) sténa polarni tvar velikost
rodu granulom (pm)
orfot 242x233 hladka, 11x 10,5
oo OZE kulaty (21-24x22-  rozligitelné ne vejgity  (8-16 x 8,5-
Pogona P 24.,5) dvé vrstvy 15)
vittata 28,3x 16,3 .y 8,5x7
morfouyp clipsoidni  (133-178x "0k dve ano vejtity  (6-13,8 x 6-
15,8-31) y 11)

Obrizek ¢ 3: Plazi kokcidie morfotypu Eimeria (nahoie) a Isospora (Zahourek, 2023)
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8.2 Vysledky pokusu

8.2.1 Analyza schopnosti krmného hmyzu pasazovat oocysty
Vysledek pokusu potvrdil schopnost tii druhd krmného hmyzu, a to Blaptica dubia,
Gryllus asimillis a Zophobas morio, pasazovat ve svém gastrointestinalnim traktu,
zivotaschopné oocysty kokcidii z roda Isospora a Choleoeimeria.

V tabulce ¢. 4 mizeme vidét, ze existuji rozdily v pasazovani sledovanych
kokcidii (Isospora amphiboluri a Choleoeimeria pogonae) mezi jednotlivymi druhy
krmného hmyzu, ale oba druhy kokcidii jsou v ramci jednotlivych druh@i krmného
hmyzu pasazovany stejné. Vzhledem ke v této souvislosti zji§téné hladiné

vyznamnosti p = 0,0159, ktera byla nizsi nez p > 0,05.

Tabulka ¢. 4: Porovnani schopnosti pasaze kokcidii u krmného hmyzu

Efekt ¢ Stupné pe Den. Syn.  Den. Syn.
(P/N) volnosti Chybasv  ChybaPC
Abs.&dlen  Pevny  4.128593 1 4128593  24.00000  0.055526  74.35405  0.000000

druh

F p

Pevny  0.841447 4 0210362  24.00000 0.055526  3.78852  0.015879

(parazit)

parazit Pevny  0.023856 1 0.023856  24.00000 0.055526 0.42964  0.518400
jedinec

(druh*pa  Nahod. 1.332627 24 0.055526  60.00000 0.071229 0.77955  0.746030
razit)

Chyba - 4.273722 60 0.071229 - - - -

8.2.2 Prumeérny pocet oocyst kokcidii v pasazi krmného hmyzu

Oba druhy kokecidii byly nejvice pasazovany v travicim traktu cvrcka Gryllus asimillis,
u kterého byla pasaz Isospora amphiboluri praimérné 17 % (s. d. + 24) a Choleoeimeria
pogonae 18 % (s. d. £ 3). Stredné kokcidie pasazoval druh $§vaba Blaptica dubia,
u kterého byla primérna pasaz 10 %, jak u druhu Isospora (s. d. = 4), tak
i Choleoeimeria (s. d. = 11). Nejmensi mira pasaze oocyst kokcidii byla zjisténa
u larvalniho stadia brouka Zophobas morio, kdy u druhu 1. amphiboluri byla praimérna

pasaz 3 % (s. d. £ 6) au Ch. pogonae pouze 2 % (s. d. + 3) (graf €. 1 a 2).
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Graf ¢. 1: Pasazovani oocyst u druhu kokcidie Isospora amphiboluri
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Graf €. 2: Pasazovani oocyst u druhu kokcidie Choleoeimeria pogonae
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8.2.3 Rozdily v pasazovani mezi jednotlivymi druhy hmyzu
Pfi analyze rozdilt v pasazovani mezi jednotlivymi druhy hmyzu, byl post-hoc testem
prokazan statisticky vyznamny rozdil v pasazi u kokcidie Isospora amphiboluri mezi
druhy hmyzu Blaptica dubia a Zophobas morio (p = 0.0243). Cvréek Gryllus asimillis
se v pasazovani od ostatnich druhti hmyzu statisticky nelisil, pravdépodobné z divodu
velkych rozdilt ve vysledcich mezi testovanymi skupinami cvrck béhem pokusu.

U druhu kokcidie Choleoeimeria pogonae nebyly béhem analyzy post-hoc testem
potvrzeny zadné statisticky vyznamné rozdily v pasazovani zivotaschopnych

oocyst mezi testovanymi zastupci hmyzu.

Tabulka €. 5: Post-hoc test pro Isospora amphiboluri

(H (2, N = 45) = 7.733044, p = 0.0209)

Zophobas morio Blaptica dubia Gryllus assimilis
R: 16.993 R:29.633 R: 22.433
Zophobas morio - 0.024281 0.754357
Blaptica dubia 0.024281 - 0.399831
Gryllus assimilis 0.754357 0.399831 -
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9 Diskuse

Pojmem vektor infekce jsou bé&zné oznaCovany zastupci z kmene clenovcu
(Arthropoda) a dalSich skupin bezobratlych, ktefi slouzi pro patogeny jako jejich
biologiCti zprostifedkovatelé. Nejznaméjsi je timto zpusobem S§ifeni virovych
onemocnéni, jako je naptiklad kli§tova encefalitida, lymeska borrelioza, zluta zimnice
a malarie (Rohacova, 2006; Hronovska, 2015), za pomoci zastupci z Celedi
komarovitych (Culicidae) nebo klist'atovitych (Ixodidae) (Bowman, 2014).

U parazitl je Casty pasivni pienos infekénich stadii pfes synantropni druhy hmyza
(napt. Musca domestica, Chrysomya putoria a Blatta germanica) (Graczyk et al.,
2005). Nejcasté€ji se jedna se o mechanicky zptsob prenosu, to znamena, ze hmyz
muze nést infekCni stadia paraziti na Gstnim ustroji a chloupcich na povrchu téla nebo
infek¢ni stadia paraziti mohou prochazet pfimo gastrointestinalnim traktem hmyzu
beze zmén v jejich infek¢nosti (Graczyk et al., 2005).

K tomuto pokusu byl pouzit komeréné dostupny hmyz ze tii rozdilnych taxont,
ktery je vyuzivan ke krmeni terarijnich plazl, pro zjisténi rozdili v pasazovani.
Jednalo se o §vaba argentinského (Blaptica dubia) z tadu Blattodea, larvalni stadium
potemnika brazilského (Zophobas morio) z tadu Coleoptera a cvrcka bananového
(Gryllus asimillis) z tadu Orthoptera.

Ve vzorcich trusu pouzitych v pokusu byly nalezeny dva druhy kokeidii,
Choleoeimeria a Isospora, coz jsou hostitelsky specifické druhy kokcidii jestéra
z Celedi Agamidae, a to Choleoeimeria pogonae a Isospora amphiboluri. Ve vyzkumu
Ras-Norysky a Sokola (2015) byla potvrzena infekce rodem Isospora u 37 %
zkoumanych vzorkii agam vousatych v Polsku a u 4 % rodem Choleoeimeria, v§echny
vzorky pochazely z jedincti bez jakychkoliv projevil infekce. Vyzkum Papiniho, et al.
(2011), ktery probé&hl v Italii prokazal prevalence gastrointestinalnich druha parazitt
u 57,4 % zkoumanych plazii z vyzkumu. Kokcidie byly nej¢astéji zastoupeny rody
Eimeria a Isospora, u 12,3 % ptipadu infekci byly nalezeny pouze kokcidie a u 3,6 %
infekci se jednalo o kombinaci infekce kokcidii s bicikovci (Flagellata) nebo hlisticemi
(Papini et al., 2011). Ve vysledcich studie Hallingera et al. (2019) se prokazaly vysoké
prevalence kokcidii zrodu Isospora v chovech agam v Némecku. Nejmladsi
infikované zvite v této studii bylo staré pouze dva mésice a nejstarsi oproti tomu mélo
25 let, u mladych zvifat podle vyzkumu cast€ji dochazelo k projevim klinickych

pfiznak( a propuknuti kokcidioz s nasledkem smrti (Hallinger et al., 2019). Pravé
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Casteji detekovany rod Isospora je povazovan za patologicky nejvyznamneéjsi
(Pasmans et al., 2008), a to nejen v chovech plazi, ale i v chovech hospodaiskych
zvitat, kde zptuisobuje znacné ztraty (Rataj et al., 2011; Fitte et al., 2023).

Nejméné oocyst bylo pasazovano pres travici trakt druhu Zophobas morio,
u kokcidie Choleoeimeria pogonae se jednalo primémé pouze o 2 % oocyst
a u Isospora amphiboluri o 3 %. Stfedni mira pasaze byla zjis§téna u druhu Blaptica
dubia, u kterého mély oba druhy kokcidii primérnou pasaz 10 %. Nejvétsi pocet
oocyst obou druhti kokcidii byl pasazovan pies travici trakt cvrcka Gryllus asimillis,
u kterého byla primérna pasaz kokcidie Choleoeimeria pogonae 18 % a 17 % u druhu
Isospora amphiboluri.

Z vysledku lze tedy predpokladat, Ze u terarijné chovanych plazi je potencialné
nejvetSim rizikem prenos oocyst kokcidii z traviciho traktu hmyzu, ktery poziel
infikovany trusu u druht z fadu rovnokfidlych (Orthoptera). Vzhledem k tomu, ze
z tohoto tadu se jako krmivo vyuziva nejen velké mnozstvi druht cvrckad, ale
i sarancata, je mozné, ze mezi jejich schopnostmi pasazovani existuji rozdily.

Na druhém misté je rizikovy prenos oocyst skrz §vaby (Blattodea). U §vabu je
jejich schopnost stat se vektory nakazy paraziti a patogent z hlediska chovu zvifat
i lidské bezpecnosti pomérné diskutované téma, protoze nékteré druhy Svabu jsou
Castymi synantropnimi Skudci. Nejhojnéjsi je vyskyt téchto skadct v teplejsich
oblastech a rozvojovych zemich. Studie Alzaina (2011) potvrdila, ze Svabi hraji
dulezitou roli v pfenosu riznych onemocneéni i parazitoz v Palestiné. Pro potieby této
studie bylo v lidskych obydlich odchyceno 200 jedinct, ze kterych 23,5 % Svabu
prenaSelo parazitické organismy. V Nigérii probéhla studie Oyeyemiho et al. (2016),
ve které autofi zjistovali poCty paraziti prenasenych Svaby a mouchami zijicimi ve
mesté. A zjistili, ze $vabi prenaseli az Sest druhi parazith (Ascaris lumbricoides,
Enterobius vermicularis, Ancylostoma spp., Trichuris trichiura, Enterobius histolytica
a Taenia spp.) oproti moucham, které prenaSely pouze Ctyfi druhy (Ascaris
lumbricoides, Ancylostoma spp., Trichuris trichiura, a Taenia spp.).

V pokusu Jarujareeta et al. (2019) byla potvrzena dilezita role §vaba amerického
(Periplaneta americana) v rozSitovani oocyst kokcidie Eimeria tenella mezi hejny
kurat v komer¢nich chovech. Oocysty byly nalezeny v travicim traktu $vabu i Ctvrty
den po jejich podani a byly infek¢ni 1 po vylou€eni v trusu hmyzu. Stejné tak byl

potvrzen pienos heteroxenni kokcidie Sarcocystis muris z trusu ko¢ek za pomoci dvou

36




druhti §vabu (Blatella germanica a Periplaneta americana) do jejiho mysSiho
mezihostitele po pozfeni infikovanych §vabu (Smith a Frenkel, 1978).

Nejmensi riziko infekce kokcidii 1ze predpokladat pti krmeni terarijnich chovanct
larvami Zophobas morio. Nizka mira schopnosti pasaze oocyst v travicim traktu larev
brouka z Celedi potemnikoviti (Tenebrionidae) mize byt ovlivnéna mnoha faktory, ale
existuji studie, ve kterych se v ramci larev v této Celedi brouku zabyvaji jejich
schopnosti stravit i polystyren a dal$i druhy plasti. Larvam potemnikd s tim pomaha
jejich vysoce vykonné traveni a bakterie stfevni mikrobioty (Yang et al., 2018; Yang
et al., 2020). Proto je mozné, Ze jejich zpusob traveni a piijmu potravy muze hrat roli
v narusSeni oocyst a poskozeni stény oocysty, ktera je nezbytna pro dlouhodobéjsi
setrvani oocysty mimo telo hostitele (Mai et al., 2009).

Ale 1 pfes potvrzenou nejniz§i miru pasaze oocyst kokcidii mohou potemnikoviti
brouci rozsifovat infekce patogend, jak bylo potvrzeno praci Dunforda a Kaufmana
(2006) u potemnika stajového (Alphitobius diaperinus) z Celedi Tenebrionidae, ktery
je schopny prenaset patogeny (napi. viry Markovy choroby, Newcastleské nemoci,
bakterie Salmonella typhimurium, Escherichia coli a Aspergillus spp. nebo i kokcidie
Eimeria spp.) v chovech dribeze, kde se tento druh brouka objevuje jako nezadouci
skidce.

Béhem statistické analyzy bylo zjisténo, ze oba druhy kokcidii byly v ramci
jednotlivych druhtd krmného hmyzu pasazovany stejné, ale byl prokazan rozdil ve
zpusobu pasazovani mezi jednotlivymi druhy hmyzu. Z analyzy rozdil v pasazi mezi
jednotlivymi druhy krmného hmyzu vyplynulo, ze u kokcidie Choleoeimeria pogonae
nejsou zadné rozdily ve zpliisobu pasazovani mezi riznymi druhy hmyzu. Oproti tomu
u kokcidie Isospora amphiboluri je rozdil v pasazi mezi druhy Blaptica dubia
a Zophobas morio. CvrCek Gryllus asimillis se od ostatnich druhi nijak statisticky
nelisil, pravdépodobné z divodu velkych rozdilid ve vysledcich mezi testovanymi

skupinami cvrcka béhem pokusu.
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Zavér

V této diplomové praci byla potvrzena schopnost krmného hmyzu pasazovat
zivotaschopné oocysty kokcidii v jejich travicim traktu a stat se tak pasivnim vektorem
infekce kokcidii v chovech plaza.

V bézné chovatelské praxi je hlavni podminkou pro rozsifeni infekce kokcidii
krmnym hmyzem jako vektorem dlouhodobé ponechani hmyzu v terariu s ptistupem
k trusu jiz na kokcidie infek¢nich plazd. Dilezitym faktorem, ktery tento zputsob
prenosu kokcidii v terariich mize vyznamné ovliviiovat, je piitomnost jiného
alternativniho zdroje potravy pro hmyz, nez je Cerstvy trus plazti (napfiklad ptritomnost
zivych rostlin, substratu, rostlinné slozky stravy pro omnivorni plazy nebo tfeba
ovocné kase pro nekteré druhy gekont a pfitomnost zbytkt t€l uhynulého hmyzu)
avyuzivana technologie chovu (zpusob krmeni, frekvence udrzby a zpusob
dezinfekce). I kdyz pro vSechny chovatele by na prvnim misté meéla byt jiz snaha
o chov bez pfitomnosti jakychkoliv paraziti, vhodnym zptusobem prevence je
dodrzovani karanténni doby u novych zvitat, dale preventivni koprologicka vysetfeni
trusu a 1écba zvitat se zjiSténou infekci.

Pravé vhodné€ zvolenou technologii chovu je mozné rizika infekce kokcidii
z krmného hmyzu minimalizovat vhodnym zptisobem krmenti, tj. pfedkladanim pouze
takového mnozstvi zivého krmného hmyzu, které jsou schopni béhem kratké doby
zkonzumovat, a pravidelnou zoohygienou, tak aby krmny hmyz nemél moznost se
s Cerstvym trusem plazu setkat a poziit ho.

Bez provedeni dalSich vyzkumi nelze presné fici, jak vyznamnou roli krmny
hmyz v rozSifovani infekci kokcidii muze hrat v chovech plazi. Tento pokus se
stejnym designem by bylo pfinosné provést znovu, ale s vét§im mnozstvim testovacich
skupin hmyzu, vice opakovanimi a pfipadné i s vice druhy hmyzu z jednotlivych Celedi
pro potvrzeni a rozsifeni vysledku zjisténych v této diplomové praci. Vzhledem
k tomu, ze neni znama mira infek¢nosti kokcidii z gastrointestinalniho traktu
pasazujictho hmyzu, by bylo vhodné provést také pokus testujici miru jejich

infek¢nosti pfimo po pozieni infekéniho hmyzu plazy.
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