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1. Uvod

Ceska republika, stejné jako dal$i zemé EU, se dlouhodobé potyka s problémy spojenymi
s environmentalni kriminalitou, jako je napfiklad pytlactvi, paSovani produktl spojenych
nezakonnym lovem zvifat nebo ilegalni obchod s témito zvirfaty jako takovymi (predevsim
exotic¢ti ptdci, plazi, obojzivelnici, ¢lenovci). Do téchto aktivit se zapojuji jak jednotlivci, tak i
celé organizované skupiny. Vysledkem environmentalni kriminality neni jen poSkozeni
Zivotniho prostredi, ubytek ohrozenych druhl zvifat a jejich genetické variability, ktera
podminuje dalsi preziti téchto zvitat v pfirodé, ale i Sifeni infekénich onemocnéni. Napfriklad
koronavirus SARS-CoV-2, plUvodce onemocnéni COVID-19 se pravdépodobné vyvinul diky
nelegalnimu obchodu se zvitaty v Ciné, zatimco virus opicich nestovic, dal$i patogen, s jehoz
epidemii se lidstvo v neddvné minulosti potykalo, byl v minulosti spojen predevsim
s obchodem s exotickymi zvitaty v USA. | pfes to, Ze celni sprava i dalsi slozky statu se v posledni
dobé vySetfovani environmentalni kriminality vénuji se zvySenou pozornosti, vnima celkové
Ceska laickd i odborna verejnost tuto ¢innost jako nedostatecnou a mnozZstvi pachatel(, které
se podafi odhalit jako neimérné malé. Divodem jsou predevsim objektivni problémy spojené
s odhalovanim tohoto druhu trestné cinnosti, véetné nedostatku ,know-how” a to jak na
urovni existence vhodnych metodologickych pfistupt, tak i na Urovni jejich pouzivani.

Vysledkem ndrodnich i mezindrodnich policejnich operaci je obvykle velké mnozstvi
zadrZzeného biologického materialu. At uZ se jednda o suroviny, produkty, ¢asti tél zvifat nebo
Zivé jedince, tento biologicky materidl vyZaduje velmi specifickou manipulaci a dalsi
zpracovani, aby se predesSlo znehodnoceni nebo kontaminaci tohoto materidlu. Pravé
elementarni nedodrzeni striktnich metodik je mnohdy pfFi¢inou neuspéchu naslednych
technologicky narocnych forenznich ptistupl zaloZzenych na analyzach DNA. S ohledem na
mnohdy nejasny zdroj zadrzeného materidlu plvodem z tropickych zemich a komplikovanou
manipulaci pfi pfepravé (souvisejici s ilegalni podstatou vySetfované ¢innosti) pfi podobnych
zasazich hrozi vyznamné riziko prenosu infekci na ¢leny zasahuijicich slozek statni spravy a dale
do populace v CR. Podobnd rizika pak souvisi s pfenosem infekénich agens na volné Zijici
zvirata.

Komplexita environmentalni kriminality a jeji vyjimeéna podstata a rozsah vyzaduje zasadni
rozsifeni metodickych pristupl a spolupraci napti¢ slozkami statu a odbornymi institucemi
s laboratorni expertizou. Problematika vyuZiti exotickych patogent, stejné jako otazky
bezpecnosti manipulace s biologickym materidlem patogen( s ohledem na exotické patogeny,
je v CR zcela nova problematika.

Zadrzeny biologicky material predstavuje rozsahly zdroj informaci vyuzitelnych pfi dokladovani
jeho pavodu v ramci dlikaznich fizeni (geograficky ptvod, odliseni ilegdlné odchycenych a od
v zajeti narozenych CITES exemplaf(, identifikace do druhi). Tyto metody jsou aplikovatelné
predevsim v situacich, kdy urceni materidlu a identifikace jeho pldvodu umozni odhalit
pripadnou trestnou ¢innost. Nové vyuzivanym pristupem ve forenznich diagnostikach je vyuziti
patogent detekovanych v zadrzeném materidlu, at uz se jedna o Ziva zvitata, mrtvé jedince



nebo ¢asti jejich tél. Tyto metodické pristupy jsou i pres fadu nespornych vyhod a vysokou
indikativni hodnotu jen omezené vyuzivany, predevsim pravé kvuli nutnosti nezbytné expertizy
pfi analyzdch a praci s takovym materialem. Pravé pfi obchodu s Zivymi jedinci ohrozenych
druh( zvitat je vyuZiti parazitl jako bio-indikatoru plvodu zvirat velmi vhodné, nebot ukazuje
nejen geografickou oblast plvodu, ale i ekologicky kontext, z kterého dany jedinec pochazi,
napf. tropicky plaz zadrZeny v rdmci transportu. Rychle se rozvijejici metodologie DNA/RNA
analyz v biologii umoznuje aplikace i ve forenzni praxi. Jejich aplikace obvykle ale neumoznuje
forenzni analyzy definujici plivod jedince. Zejména v pfipadé mezinarodnich chranénych druhd
(CITES) je ptitom odliseni v zajeti odchovanych zvifat od ilegalné odchycenych naprosto klicové
V téchto pripadech je moZno vyuzit spektrum patogenl (obvykle heteroxenni parazité a
vektory prendsené patogeny), které maji vysokou indikativni hodnotu pro odhaleni jedincu
pochdzejicich z volné prirody. Dosavadni vyuziti dokumentuje mj. studie z Némecka (Moré et
al., 2014). Podobnym zplisobem jsou vyuZitelné tyto techniky u Sirokého spektra jinych druh.

V CR zdsadné chybi povédomi o bezpe&nostnich hrozbéach souvisejicich s obchodem s takovym
materidlem a metodologie eliminujici rizika kontaktu slozek Ministerstva financi pfi rutinni
praci zahrnujici biologicky material z exotickych zvifat. V CR nenf pfi zasazich zainteresovanych
slozek statu (Policie, Celni sprava, Ceské inspekce Zivotniho prostfedi — CIZP) uplatfiovana
zadna definovand metodika ochrany pred infekcemi, a to ani v situacich, kdy podstata
vySetfované cinnosti nebo zabaveného materidlu sama o sobé indikuje vysokou miru
bezpecnostniho rizika ve formé prenosu infekci (biologicky material neznamého puvodu
z exotickych zvifat, Ziva zvifata ze tfetich zemich bez pfislusné dokumentace a pod (viz napf.
Rush et al.,, 2021). Z podstaty véci a s ohledem na legislativu EU takovy material spliuje
minimalné uroven biologické ochrany BSL2, v indikovanych pfipadech dokonce BSL3. Vytvoreni
spoleéné metodologie zahrnuijici tato rizika je pro CR zcela nové, a i v ramci EU vyjime&né.



2. Cil metodiky

Tato metodika vznikla jako vysledek projektu VK01010103-V1 v ramci grantu VK01010103,
Metodologie identifikace a dalSich forenznich analyz biologického materidlu a patogent z
volné Zijicich a exotickych ZivoCichl podpofeného v ramci 1.VS OPSEC. Metodika je prvnim
dil¢im vystupem souboru metodickych doporuceni, ktery ve findle poskytne uceleny pohled
na problematiku odbéru a vySetfovani materialu, véetné navazujicich laboratornich analyz.

Cilem této metodiky je poskytnout ve sjednocené, pravné i metodicky spravné formé navod,
jak provadét odbéry biologického materidlu ze zvifat a zvitecich produktl zadrzenych v rdmci
ilegalniho obchodu pro ucely pozdéjsich genetickych, mikrobiologickych a parazitologickych
forenznich analyz. Metodika byla vypracovana vroce 2023 a veskerd pravni i expertni
biologickd doporuceni proto odrazeji stav platny v této dobé. Pro pozdéjsi pouziti je nutné
respektovat zmény v pradvnim systému i nové ziskané poznatky v oblasti biologickych véd, fidit
se aktualné platnou pravni legislativou a zohlednit také novéjsi biologické poznatky.

Pti préci s biologickym materidlem je nutné uvédomit si dvé dllezité skutecnosti: Za prvé,
jakykoliv biologicky material m(iZze potencidlné obsahovat infekéni mikroorganizmy a proto je
nutné k nému pristupovat s obezietnosti a odpovidajicim stupném predbézné opatrnosti,
omezit manipulaci s nim na nezbytné nutné uUkony a vyuZivat béhem této manipulace
vhodnych prostfedkd osobni ochrany. Za druhé, zajiStény biologicky materidl muize hrat
dllezitou roli v pozdéjSim vySetfovani. Proto je nutné z néj spravnym zpusobem odebrat
potfebné vzorky, s takto odebranymi vzorky sprdvnym zpisobem manipulovat a spravnym
zpUsobem je uchovavat. Predevsim je potieba dbat na to, aby nedoslo k znehodnoceni vzorku
napfiklad jejich pfirozenym biologickym rozkladem nebo kontaminaci jinym biologickym
materialem (véetné materidlu pochazejiciho od lidi, kteri se vzorky manipuluji), a dale na to,
aby stémito vzorky bylo manipulovano tak, Ze nemuZe dojit k uniku potenciondlné
nebezpeénych mikroorganizmf, které tyto vzorky mohou obsahovat.

Metodika je uréena pro kohokoliv, kdo bude odebirat vzorky biologického materidlu pro
pozdéjsi genetické, parazitologické nebo mikrobiologické forenzni analyzy. Mize se jednat o
pracovniky Celni spravy CR, Policie CR, Ceské inspekce Zivotniho prostfedi nebo dal$ich organt
statni spravy ¢i odbornikd, ktefi byli témito orgdny zmocnéni nebo povéreni k odbéru vzorkd.
Metodika je zaloZzena na soucasném stavu pozndni, neni direktivnim dokumentem, a proto je
mozné se od ni, v odlvodnénych pripadech, pti odbéru vzorku odchylit. V takovém pripadé
musi mit pracovnik odebirajici biologicky vzorek k takového odchylce dobry a dostatecné
podloZeny divod.



3. Metody pro odbér biologického materialu

3.1 Bezpecnost pri praci s biologickym materialem

Pti praci s jakymkoliv biologickym materidlem je nutné si uvédomit, Ze tento material maze
obsahovat nebezpecné infekéni organizmy a je k nému tedy pottreba pfistupovat s obezfetnosti
a predbéinou opatrnosti. Pokud to neni nezbytné nutné, pro odbér vzorkd, je vhodné omezit
manipulaci takovym materidlem na minimalni mnoiZstvi nezbytné nutnych uUkonl a vidy
vyuzivat vhodnych prostredk( osobni ochrany. Pravidla pro nakladani s potencidlné infekénim
biologickym materidlem (za potencidlné infekéni by mél byt povazovan kazdy material, u
kterého neni prokazano jinak) stanovi rGizné pravni predpisy Ceské republiky a Evropské unie.
Témi jsou predevsim zakon €. 262/2006 Sb. (Zakonik prace), zakon ¢. 309/2006 Sb. (zakon o
zajisténi dalsich podminek bezpecnosti a ochrany zdravi pfi praci), nafizeni vliady ¢. 361/2007
Sh. (nafizeni vlady, kterym se stanovi podminky ochrany zdravi pfi praci), vyhlaska ¢. 432/2003
Sb. a dalsi, a to v¢etné jejich pozdéjsich znéni a aktualizaci.

Vsichni pracovnici, ktefi ptichdzeji do styku s potencionalné nebezpecnym biologickym
materidlem by méli prochdzet pravidelnymi zdravotnimi prohlidkami. Jejich soucasti by mélo
byt i pravidelné ockovani téchto pracovnikl proti vybranym patogen(m, které snizuje jak riziko
jejich vlastni infekce, tak i toho, Ze by sami mohli byt dalS$im zdrojem, ze kterého se patogen
muZze ddle Sifit.

Pokud neni stanoveno jinak, odbér biologickych vzorkii muze provadét pouze adekvatné
proskolena osoba, ktera pfi odbéru vzorkl dodrzuje vSechny postupy v oblasti bezpecnosti
prace. Témi je predevsim vyuZivani vhodnych osobnich ochrannych pracovnich prostredka,
dodrZovani spravnych pracovnich postupl vedoucich ke zvySeni standard( bezpecénosti prace,
dodrzovani hygienickych postupl vedoucich k zamezeni infekce pracovnik( a k jejimu dalSimu
rozsireni.

Pokud neni divod ocekavat, Ze vzorek by obsahoval nebezpecné patogenni mikroorganismy,
je moZné vzorek odebirat na misté kontroly, s vyuzitim zakladnich osobnich ochrannych
pomlcek, napft. chirurgické rukavice, chirurgické rousky, idealné respirator. Doporucit Ize také
ochranu obliceje, predevsim o¢i, s vyuzitim oblicejového Stitu nebo bryli.

Odbér vzorkl by mél byt provadén v prostredi, ze kterého lze po manipulaci se vzorkem snadno
odstranit vSechny potencionalné pfitomné patogenni mikroorganizmy. Pracovni plochy, na
kterych je vzorek odebiran, by mély byt z materidlu odolného k pouZivanym Ccisticim
prostiedkiim, nemély by na nich byt pukliny, mezery ¢i jiné netésnosti, do kterych se mlize
potencionalné ¢ast odebiraného biologického materialu vsaknout. K ocisténi pracovnich ploch
je vhodné pouzivat dezinfekéni ¢inidla na bazi lihu nebo chléru (pozor, mize zplsobovat korozi
na povrsich z nerezové ocele) o vhodné koncentraci, podle doporuceni vyrobce. Tyto
prostfedky je pak vhodné stfidat, aby nemohlo dojit k potencionalnimu vyvoji rezistence
mikroorganizm( na dany dezinfekéni prostredek. Idedlné by bylo vhodné po skonceni
manipulace prostor, ve kterém jsou vzorky odebirany, osvitit germicidni UV lampou.



Nastroje pouZzité k odbéru vzorku, stejné jako pouZité a kontaminované osobni ochranné
pracovni pomucky, mohou byt potencidlnim zdrojem infekce. Je vhodné pouZivat jednorazové
pomlcky a ihned po pouZiti je bezpecné osetfit, napf. ponofenim do vhodného dezinfekéniho
roztoku a nasledné predat k odborné likvidaci. V pripadé, Ze jsou nékteré pomucky pouzivany
opakované, je nutné zajistit po kazdém pouziti jejich dikladnou sterilizaci.

Po praci s potencionalné nebezpecnym biologickym materidlem je nutné dodrzovat zakladni
pravidla hygieny jako je dlkladné myti rukou za vyuziti dezinfekénich mydel a podobné.
Spravnd hygiena je nutna predevsim v pfipadé, kdy dojde ke kontaktu mezi biologickym
materidlem a pokozkou pracovnika, ktery se vzorkem naklddda. Pokud nedojde k poskozeni
pokozky a neni divod se domnivat, Ze vzorek mlzZe obsahovat nebezpeéné mikrobialni
patogeny, staCi misto kontaktu ihned dukladné omyt pomoci dezinfekéniho mydla a
oplachnout dostate¢nym mnozstvi vody. Pokud doslo k poSkozeni pokozky, je nutné ranu
vycistit pomoci dezinfekéniho €inidla, zastavit pfipadné krvaceni a ihned kontaktovat |ékare a
konzultovat s nim dalSi postup.

Pokud je dlivod ocekdvat, Ze vzorek m(iZe obsahovat nebezpecné patogenni mikroorganizmy,
nemélo by byt stimto vzorkem manipulovano v mistech, kde mulze hrozit Unik téchto
mikroorganizm( do prostredi. V takovémto pfipadé by mél byt vzorek zabezpecen zabalenim
do nepropustného obalového materialu tak, aby s nim béhem adjustace bylo manipulovano
o moZna nejméné a vzorek byl nasledné prevezen k dalSimu odbéru biologického materidlu
do specializované laboratore.

3.2 Metody odbéru biologickych vzorki pro pozdéjsi genetické vysetieni

Narodni i mezindrodni legislativa vztahujici se k mezindrodnimu obchodu s komoditami
zivocisSného plvodu ve své podstaté pracuje jen s taxonomicky uréenym materidlem (napf.
seznamy CITES) a identifikace kontrolovaného nebo zadrzeného materialu ¢i Zivych zvirat do
druhu je prvnim a klicovym krokem. Nespravné nebo neuplné (at uz cilené nebo necilené)
uvedeni druhu zvifete, z néhoZz materidl pochazi (nebo zvifete jako takového) je jednim
z nejcastéjsich problému kontroly obchodu s témito komoditami. Geneticka vysetieni mohou
pomoci nejen k urceni biologického druhu, a to i v pfipadé materialQ, u kterych takovéto uréeni
neni mozné pomoci morfologie (napr. mleté maso), avsak jejich vyuziti je daleko Sirsi. V pripadé
dostatec¢ného srovnavaciho materialu mohou byt vyuZita napfiklad k identifikaci konkrétnich
jedinci nebo mohou pomoci suréenim mista plvodu daného biologického materidlu
s presnosti na desitky nebo nizsi stovky kilometr(.

Podstatou genetickych vySetfeni je detekce a nasledna analyza nukleovych kyselin.
Deoxyribonukleova kyselina (DNA) je dvouretézcova nukleova kyselina, ktera je nositelkou
dédi¢nosti u bunécnych organismd. DNA je pfitomna ve formé relativné stabilnich
makromolekul, které Ize detekovat spektrem diagnostickych postupt. S ohledem na vysokou
citlivost pouzitych metod je pfi odbéru vzorkd nutné postupovat s maximalni opatrnosti a
predejit moznému znehodnoceni vzorku kontaminaci cizorodou DNA. Dale je nutné odebrat
dostatecné mnozstvi materidlu pro pozdéjsi analyzy, cozZ se lisi typem odebiraného vzorku.
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PoZadavky na jednotlivé typy materidld budou uvedeny niZe. V neposledni fadé je nutné
materidl spravné skladovat, aby nedoslo k degradaci v ném obsaZené DNA.

3.2.1 Odbéry vzorku pro forenzni analyzy z pfedmétu ZivocisSného plivodu

3.2.1.1 Odbér celého predmétu

Cely dUkazni pfedmét je vhodné uchovat v ptipadé, Ze neni pfilis velky nebo vzorek nemuze
byt bezpecné odebran mimo laboratof. Je vhodné cely zabaveny predmét predat laboratofi,
kterd z néj odebere vzorek k extrakci DNA. Pfedmét by mél byt po odebrani vzorku navracen
dozadujicimu organu. Samotné zabaleni pfredmétu vychazi z jeho podstaty, mélo by vSak vidy
zamezit kontaminaci povrchu cizorodymi molekulami.

3.2.1.2 Odbeér casti predmétu

Odebrat vzorek diikazniho predmétu je vhodné v pfipadé, Ze:

a. predmét je prilis velky pro dalsi manipulaci nebo predmét z jakéhokoli diivodu nemuze
byt zapujcen laboratofi,

b. se predpokladd, ze predméty jsou plvodem z riznych oblasti (kaviar, Ulomky kosti,
vyfezavané predméty, sosky apod.), vtomto ptipadé je vhodné odebrat vétsi pocet
vzorkd pro determinaci druhu nebo plivodu materialu.

Pfedmét, ze kterého je odebirdan vzorek, by mél byt nezaménitelné fotograficky
zdokumentovan (metitko, poradové Cislo, Cislo jednaci atd.) pfed samotnym odbérem vzorku
k extrakci DNA. Nasledujici zpUsoby odbéru lze vyuZzit u vétsiny druhl materiald:

a. odbér stéru pomoci Stéticky
i.  muzZe byt vyuzZito u Zivych zvirat, skvrn, v pripadé ¢erstvého masa, nebo pokud nelze
¢ast odstfihnout
ii. stéry se doporucuje odebrat minimalné dva, pro pripadné opakovani extrakce DNA
iii. pokud je to mozné, méla by zlstat ¢ast plivodniho materidlu tzv. neovzorkovana
(pro pripadné opakovani odbéru)
b. odbér ¢asti materidlu odstfizenim/odlomenim
i. velikost odstfizku/Ulomku zalezi na druhu materidlu, celkové velikosti a
predpoklddaném obsahu DNA, napf. vystaveni UV zareni ¢i vysoka teplota snizuje
obsah a kvalitu DNA, kdy minimalni objem by mél byt 1cm?3
ii. pokud je materidlu dostatek, doporucuje se odebrat material minimalné dvakrat
c. oskrabani povrchu predmétu
i. zhladkych povrchl lze pomoci skalpelu oskrabat organicky materidl na kousek
navazovaciho papiru
ii. pokud je to mozné, méla by zUstat ¢ast plivodniho materialu tzv. neovzorkovana (pro
pfipadné opakovani odbéru).
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Technické doporuceni — pokyny pro sterilizaci nastrojt

Nastroje pouzivané k odbéru vzorkd musi byt pfed pouZitim sterilizovany pomoci:

a.

dezinfekénich ubrouskll napusténych chlornanem sodnym (Cistici prostfedkem
obsahujicim chlornan sodny a hydroxid sodny, napf. Savo) ¢i pfimym postfikem a
naslednym oplachnutim destilovanou vodou

zaru, kdy se nejdfive pouzije 96% etanol, do kterého ndstroj ponofime a poté jej
sterilizujeme v plamenu (kahan, sirky, zapalovac).

Sterilizaci opakujeme po kazdém odbéru vzorku. Pokud na nastrojich ulpi zbytky odebraného
materialu, je vhodné nastroj vycCistit pomoci detergentu a kartdcku, poté na cca 5 minut
ponofit do bélidla, oplachnout destilovanou vodou a nechat uschnout.

Technické doporuceni — skladovani materialu pro genetické analyzy

a.

Tkané (vcetné tepelné upraveného masa Ci Cerstvého masa Ci klize) Ize odebirat do
zkumavek a fixovat 96% etanolem. Poté skladovat pti pokojové teploté mimo dosah
sluneéniho zareni nebo, pokud je to mozné, v mrazaku pfi -20 °C.

Suché materialy (prasky, susené maso, kosténé materialy, kGizi, chlupy, Supiny) je treba
skladovat ve zkumavkach ¢i uzaviratelnych saccich na suchém misté, mimo dosah
slunecniho zareni. Ke vzork(im je vhodné pridat nékolik kuli¢ek silikagelu.

Stéry Ize po vysuseni skladovat jako jiné suché materialy, pfipadné lze stéticku umistit do
zkumavky, fixovat etanolem a skladovat pfi pokojové teploté ¢i v mrazicim boxu.

Krev nejlépe fixovat antikoagulantem (EDTA, heparin...) a skladovat pti pokojové teploté
nebo v lednici pfi +4 °C.

Pokud si nebudete jisti zpisobem skladovani, ve vétsiné pfipadl je moziné odebrany
materidl zafixovat ethanolem a uchovavat stejnym zplsobem jako tkané.

3.2.2 Manipulace s rtiznymi typy materidlti a odbér vzorku z téchto materiall

3.2.2.1 Materidly ZivociSného plivodu a vyrobky z nich

1.

skvrny (krev a jiné tekutiny)

a. Skvrny na pevnych materialech mohou byt odebrany pomoci stéticky nebo oskrabany
pomoci sterilniho skalpelu.

b. Skvrny na mékkych a savych materidlech je potfeba odstfihnout (extrakce DNA bude
provedena pfimo z materialu).
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2.

4.

5.

c. Odebrany vysuseny vzorek skladovat ve zkumavkach nebo uzaviratelnych saccich pfi
pokojové teploté. V ptfipadé, Ze vzorek neni kompletné suchy, fixovat etanolem a
skladovat pfi pokojové teploté nebo v mrazdku pfi-20 °C.

chlupy

a. Chlupy je nutné odebirati s chlupovou cibulkou, ktera se poté pouziva k extrakci DNA.

b. Extrakci lze provést i z chlupu samotného, ale vytéznost je minimalni.

c. Odebrané chlupy poté uchovavat ve sterilnich uzaviratelnych saccich se silikagelem pfi
pokojové teploté nebo v -20°C.

d. Jsou-li chlupy pokryté tekutinou (krev, sérum apod.), lze zbytky tekutiny odebrat
pomoci Stéticky nebo smyt pomoci PBS (fosfatového) pufru.

e. Stéticky uchovavat pfi pokojové teploté a piipadné pouzity PBS pufr ve zkumavkach
pii -20°C.

a. nejvhodnéjsi na extrakci DNA jsou obrysova pera, se silnym brkem)

b. pokud lze na peru najit zbytky tkdné, je tfeba odebrat a pouzit k extrakci DNA tuto tkan

c. pokud se na konci pera nachdzi zbytek krve, opét je vhodné krev pouZit k extrakci DNA

d. k extrakci DNA z brku bez krve/tkané se pouZivd membrana z vnitrku brku

e. mensi prachova pera se pouZivaji k extrakci DNA celd, potfeba je odebrat minimalné
jedno celé prachové pero

f. brka, pokud jsou jesté v kliZi, je nutné vytrhnout (nestrihat), ¢imz je zachovana Spicka
brku, pro izolaci a pfipadnd opakovani odebrat 3—4 pera

g. odebrany materidl skladovat v uzaviratelnych saccich nebo mikrozkumavkach se
silikagelem, pfi pokojové teploté

zuby, kosti, parozi, slonovina

a. zuby se bud rozdrti celé nebo se odvrta drfen z vnittku zubu (méla by mit vétsi
vytéZnost nez sklovina a zubovina), je potieba ziskat cca 1-1,5 ml prasku

b. z vétsich kosti, zub(l apod. Ize odvrtat prasek a pouzit jej k extrakci, zamérit se na mista,
kde neni kost dutd, pripadné tam, kde vedly cévy

c. paroii lze odfiznout pomoci pilky nebo pilniku
k extrakci se v prvnim kroku pouzije demineraliza¢ni pufr (s proteinazou)
pokud se na kosti nachazi zbytky tkané, Slachy, vazy nebo je zachovald kostni dfen, jsou
tyto tkdné vhodnym zdrojem DNA a maji vétsi vytéznost nez kostni tkan

f. slonovina je velmi tvrdd a musi byt ve vétsiné pfipadl odvrtdna vhodnymi ndstroji, je
potfeba odvrtat cca 2—-3 cm (1,5 g), zalezi na tom, nakolik Ize predmét ze slonoviny
poskodit; je vhodné predat laboratofi cely predmét a ta zajisti ziskani potfebného
mnozstvi materidlu (cca 300-500 mg na izolaci)

g. odebrany materidl je tfeba skladovat v uzaviratelnych saccich se silikagelem
(odlomené ¢asti) nebo zkumavkach (prasek) pfi pokojové teploté

rohy, drapy, paznehty a dalsi keratinové derivaty

a. v pripadé drapa (obzvlast z mensich zvitat) je mozné je predat do laboratore vcelku
nebo odebrat tenkou vrstvu keratinu z ¢asti drapu, ktera je bliz prstu

b. keratinové derivaty lIze navrtat nebo z nich odlomit/sloupnout/odstfihnout kousek a
uchovdvat tyto vzorky ve zkumavkach nebo uzaviratelnych saccich

13



c. v pripadé pouZiti vrtaku, je vhodné sniZit otacky a odebrat ,spiralky”, které vzniknou
odvrtavanim materidlu
d. je potfeba odebrat cca 2-3 cm (1-3 g) rohoviny (odvrtat nebo odlomit) a material
uchovavat ve zkumavkach nebo uzaviratelnych saccich pfi pokojové teploté
6. Supiny
a. je potfeba odebrat 1-2 Supiny (u mensich druhd zvifat i vice), prednostné odebirat
Supiny se zbytky kiiZze, pokud jsou Supiny ve vice balenich, odebrat z kazdého baleni
alespon jednu
b. uchovavat ve sterilnich uzaviratelnych saccich se silikagelem pfi pokojové teploté,
pokud je to mozné, tak pfi -20 °C
7. kaZe a koZeSina
a. pomoci sterilnich ntZek ustfihnout kus koZesiny (cca 5 cm?), k izolaci DNA je potfeba
cca 200 mg, pokud mozno odebrat véts$i mnozstvi materialu, pro vice izolaci
b. pokud je potfeba kozeSinu co nejméné poskodit, je mozné pomoci sterilni pinzety
vytrhnout chlupy s chlupovymi cibulkami z koZeSiny (nestfihat)
c. skladovat v uzaviratelnych saccich se silikagelem pfi pokojové teploté nebo ve
zkumavkach s 96% etanolem pfi pokojové teploté nebo pfi -20°C
8. trus, guano
a. odebrat cca 1-1,5 ml guana do zkumavky
b. zafixovat vzorek 96% etanolem a uchovavat pti -20 °C, kratkodobé i pti pokojové
teploté

3.2.2.2 Potraviny

1. kaviar
a. pokud se vajicka (jikry) jevi vzhledem jako homogenni, staci odebrat dvé jikry z baleni,
idedlni je vSak odebrat 5—10 kusl pro ptipadné opakovani extrakce
b. pokud se vzhledové jevi jako heterogenni, tj. Ze mohou pochazet z jinych oblasti nebo
od rGznych druh( ryb, je potfeba odebrat minimalné pét jiker z kazdého baleni
c. fixovat vzorek 96% etanolem a uchovdvat pfi -20 °C (kratkodobé pfi pokojové teploté)

2. maso

a. oplachnout PBS pufrem, sterilnim skalpelem odstranit vrchni vrstvu tkané (kvali
kontaminaci) a z vnitfnich vrstev svalu odfiznout cca 2-3 cm? tkané (cca 0,1 g pro
izolaci); v pripadné celych zvifat je mozné odstfihnout periferni ¢asti (ucho, Spicku
ocasu, jazyk)

b. stejny postup muze byt pouZit i u suSeného masa

c. cCerstvé nebo tepelné opracované maso fixovat 96% etanolem a uchovavat pfi -20 °C
(krdtkodobé pti pokojové teploté), susené maso skladovat v uzaviratelnych saccich
nebo zkumavkach se silikagelem pfi pokojové teploté
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3. alkoholické napoje
a. pokud jev alkoholickém napoji naloZené zvire (zpravidla plaz), je mozné k uréeni druhu
odebrat nékolik milimetr(, idedlné 2—3 cm? tkané, napt. z perifernich ¢asti tél, nékolik
Supin
b. vzorek oplachnout PBS pufrem a fixovat 96% etanolem, uchovdvat pfi -20 °C
(kratkodobé pti pokojové teploté)

3.2.2.3 Tradicni ¢inska medicina

1. prasek, tablety a jiné suché pfipravky
a. odebrat do zkumavky cca 1-1,5 ml prasku
b. uchovavat v suchu, pokojové teploté, neni potifeba mrazit

2. extrakty, maceraty, krémy
a. odebrat do zkumavky cca 5 ml
b. uchovavat je Ize pfi pokojové teploté, neni potfeba mrazit

3. Zlug, Zluéniky
a. odebrat minimdlné 1-1,5 ml prasku &i krystalk(; v pripadé celych Zluénik(i odstfihnout
2-3 cm?tkané
b. skladovat v uzaviratelnych saccich se silikagelem nebo ve zkumavkach pfi pokojové
teploté

3.2.3 Odbéry vzorkt pro forenzni analyzy ze Zivych zvirat

Legdlni, obdobné jako ilegdlni obchod se zvifaty mlze v indikovanych pfipadech vyZadovat
odbéry biologického materidlu pro genetické analyzy. Zakladni principy se technicky vyznamné
nelisi od postupl odbérl vzork( z materidlu nezivého. Klicovou odliSnosti je fakt, Zze v radé
pfipadl jsou pouZité postupy dotéeny dalSimi legislativnimi normami, a to predevsim
ustanovenimi zakona €. 166/1999 Sb., o veterinarni péci a o zméné souvisejicich zakond (tzv.
veterindrni zakon). Ten mj. urcuje (§ 59a) odbornou zpUsobilost pracovnik( provadéjicich ukony
veterinarni péce, mezi které odbéry materidlu ze Zivych zvitat (biopsie tkani, krev) patti.

3.2.3.1 Odbér tkani (biopsie)

a. Odbér tkané ze Zivych zvirat (= obratlovcl) je invazivni zakrok, ktery by mél provadét
vzdy odbornik se vzdélanim v oblasti manipulace a odbérl vzork( ze Zivych zvifat
(zdkon €. 166/1999 Sb.)

b. U vétsich druht zvitat Ize k odbéru tkané pouzit bioptickou jehlu a odebrany kousek
tkané premistit do zkumavky.
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c. U mensich obratlovcl, sohledem na invazivitu zakroku, je vhodné odbér tkané
nahradit odbérem jiného materialu (krev, bukalni stér, trus — viz nize)

d. Odebrand tkan je tfeba fixovat 96% etanolem a skladovat pfi pokojové teploté nebo pfi
-20 °C.

3.2.3.2 Odbeér krve

a. Krev je cennym a relativné snadno dostupnym biologickym materidlem. | tak je jeji
odbér postupem invazivnim a odbér krve ze Zivych zvifat vidy provadi odbornik se
ziskanou zpUsobilosti k manipulaci a odbéru vzork( ze Zivych zvitat (zakon ¢. 166/1999
Sb.)

b. Misto vpichu pfed a po odbéru je tfeba dezinfikovat.
Krev odebranou pomoci odbérové jehly je nutné skladovat ve zkumavkach
s antikoagulantem pfi pokojové teploté nebo v lednici pti 4 °C; vzorky srazené (i
nesrazené krve je mozno fixovat i 96% etanolem nebo mrazenim.

d. Kfixaci a uskladnéni malého mnozstvi krve (véetné jiz srazené), Ize vyuzit kartu Flinders

Technology Associates (FTA). Tu je tfeba skladovat v uzaviratelném sacku na suchém
misté, mimo dosah slunecniho svétla.

3.2.3.2 Odbér bukalniho stéru

a.

Odbér bukalniho stéru u Zivych zvifat provadi odbornik zaskoleny na manipulaci
s Zivymi zvifaty.

Bezprostfedné pred odbérem bukalniho stéru by odebirané zvife nemélo poZivat
potravu, ani naptiklad olizovat jiné zvite, aby se zabrdanilo kontaminaci stéru.

Sterilnim vatovym tamponem lze odebrat buriky z vnitfni strany tvari nebo dasné, v
pfipadé nutnosti pouZit tupy nastroj k otevieni tlamy (dfevénou Spachtli, IZici apod.).
Odebrany a vysuSeny tampodn lze skladovat pfi pokojové teploté ¢i v lednici pfi +4 °C.
Cerstvy stér na konci vatového tampénu Ize odlomit do zkumavky, fixovat etanolem a
skladovat pfi pokojové teploté ¢i pii-20 °C.

3.2.3.3 Vyuziti vzorki trusu pro genetické analyzy

a.

Trus zvifat obvykle obsahuje dostatecné mnozstvi hostitelské DNA vyuzZitelné pro
forenzni analyzy. Pokud mozno trus sbirejte co nejéerstvéjsi, nejlépe s pomoci sterilnich
rukavic, sterilni pinzety &i jinych sterilnich nastroju.

Nasbirany trus fixujte 96% etanolem a skladujte pfi pokojové teploté nebo v mrazaku
pfi -20 °C. Poptipadé lze trus vysusit na filtraénim papire, premistit do zkumavek a
skladovat se silikagelem pfi pokojové teploté.

16



3.2.3.4 Ostatni typy vzorku

1. Ryby

a.

Pfi stéru z povrchu téla pomoci sterilni stéticky nebo tampdnu — jemné setrete sliz
z povrchu téla, smérem od Zzaber k ocasni ploutvi. Stér pred extrakci skladujte ve
sterilni zkumavce pfi -20 °C.

UstFiZeni ¢asti ocasni ploutve (0,5 cm pramér). Takovyto vzorek Ize skladovat vysuseny
na filtracnim papire Ci v papirové obadlce (pfi pokojové teploté) nebo lze fixovat 96%
etanolem ve zkumavce, pfi pokojové teploté nebo pfi-20°C.

Pokud neni mozné vzorkovat pfimo zvifata, odeberte vzorek vody z nadoby, ve které
jsou ryby umistény — cca 50 ml vody do sterilni zkumavky. Nasledné je tfeba vzorek
dlkladné promichat a odebrat z nddoby 1,5-15 ml vody. Vzorek je nutné ihned zmrazit
na -20 °C nebo zafixovat pomoci acetatu sodného a 96% etanolu (15 ml vody, 1,5 ml
acetatu a 33 ml etanolu). Pfed laboratornim zpracovanim uchovdvat vzorek pfi teploté
- 20 °Cv podminkach bez pfistupu svétla a zpracovavat nejdtive po 24 hodinach. Tento
postup predpoklada, Zze v nadrzi neni smés vice druh( ryb a mél by jej tak provadét
pracovnik zkuSeny v identifikaci.

2. Obojzivelnici (Cervofi, ocasati, Zaby)

a. Bukalni stér provedte sterilni Stétickou v tlamé po dobu minimalné 5 vtetin. Skladujte
stér pred extrakci ve sterilni zkumavce pfi - 20 °C nebo v suché obalce.

b. Stér z téla pomoci sterilni stéticky nejlépe zhotovte ze spodni strany téla (smérem od
zadnich koncetin k pfednim). Skladujte stér pfed extrakci v 96% etanolu pfi - 20 °C.

c. Pokud neni mozné vzorkovat pfimo zvifata, je moiné odebrat vzorek vody z nadoby,
ve které jsou obojzivelnici umisténi (viz ¢ast 1. c).

3. Plazi

a. Pfi stéru z kloaky vlozte stérku do kloaky cca 5 mm hluboko a krouzivymi pohyby
setrete buriky ze sliznice kloaky. Stér uchovavejte v 96% etanolu pfi -20 °C.

b. Ze svleCené kliZe (exuvie) je mozné odebrat maly kousek (zvlast vhodné u drobnych ¢i
jedovatych druht). Ze svle¢ené klize plaza odstfihnéte pfiblizné 5 cm? a skladujte v
suchu v uzaviratelném sacku, pti pokojové teploté az do extrakce.

c. Vejce vzorkujeme v pfipadé vylihnutého mladéte nebo z neZivotaschopného vejce.
Pinzetou odebrat blanku zevnitf vejce — priblizné 1 cm, skladujeme v suchém sacku se
silikagelem nebo ve zkumavce s 96% etanolem.

4. Ptaci

a. Pefi lze vzorkovat z vypelichanych per nebo opatrné jednim pohybem vytrhnout
nékolik per z horni ¢asti hlavy nebo prsou. Vzorek je tfeba uchovavat v uzaviratelném
sacku se silikagelem pfi pokojové teploté.

b. Vejce je tfeba vzorkovat v pfipadé vylihlého mladéte nebo je-li vejce neZivotaschopné.

Pinzetou odebrat blanku zevnitf vejce (pfiblizné 1 cm), a uskladnit v suchém sacku se
silikagelem nebo ve zkumavce s 96% etanolem.
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5. Savci
a. Chlupy: vytrhnout 10-15 chlupl s chlupovym vackem (nestfihat). Uchovavejte v sacku
se silikagelem pfi pokojové teploté.
b. Nehty a drapy je tfeba ustfihnout pfiblizné v délce 1-1,5 cm a uchovavat v sacku se

silikagelem. Uchovavejte v suchu v pokojové teploté. Pred extrakci DNA pak sterilnim
noZzem nakrajet na 1,5 mm kousky.
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3.3 Metody odbéru vzorkl pro pozdéjsi parazitologické vysetieni

Parasitismus patfi k dominantnim formam koexistence organism a je obvykle klasifikovan jako
souziti, kdy jeden organismus Zije na ukor druhého. Podle dostupnych odhadi diverzita
parazitl zfejmé prevysuje diverzitu jejich hostitell a neni tak nijak prekvapivé, Ze zirejmé kazdy
druh zvitete je kolonizovan jednim, nebo ¢astéji i vice druhy parazitQ. Hlavnim atributem
diverzity parazitd je jejich asociace s konkrétnimi druhy hostitel(i, ozna¢ovana jako hostitelska
specifita. Ta je obvykle definovdna jako Uzka v situacich, kdy je konkrétni druh parazita nalézan
jen u jednoho nebo nékolika pribuznych hostitel(i. Zatim co parazité s tzv. jednohostitelskym
nebo pfimym vyvojem nevyzaduji vice neZ jednoho hostitele, vicehostitelské druhy parazita
cykluji v rizné komplikovanych vyvojovych cyklech mezi riznymi druhy hostitel(.

Geografické rozsiteni téchto vicehostitelskych parazitQl je potom casto evolu¢né vazano na
konkrétni prostredi, ve kterém tento vztah vznikl a kde existuji jeho komponenty. Takové druhy
parazitl se potom typicky vyskytuji u zvifat pochdzejicich z volné pfirody a jsou vyuzitelné
v situacich, kdy je puvod Zivocicha z néjakych dlvodl nejasny nebo iumysiné uvedeny odlisné
od reality. Zdokumentovana pfitomnost parazitd toho typu je pak forenznim ndastrojem
vyuzZivanym v zahranici pro dokumentovani ilegalniho obchodu se zviraty.

Pro odbéry vzork(l pro parazitologicka vysetreni jsou logicky prioritizovany postupy s minimalni
invazivitou pro sledovaného jedince, jako je vySetfeni a odbéry z povrchu téla, dostupnych
sliznic, odbéry trusu, ptipadné moci. V indikovanych ptipadech je mozné pfistoupit k odbériim
krve nebo jiného bioptického materidlu. Specifickou soucasti materialu odebraného pro
forenzni Ucely jsou vzorky parazitickych ¢lenovci z povrchu téla zvifete (blechy, klistata, vsi a
vienky).

3.3.1 Odbéry vzorkl pro parazitologické analyzy z predméti ZivociSného
plvodu

Material a predméty ZivociSného plvodu (tkdané, kize) mohou obsahovat zbytky
mikroskopickych endoparazitli (nebo jejich DNA) vyuZitelné pro analyzy plvodu. Nejcastéji
vyuzitelnym materidlem je svalovina, vnitfni organy nebo jejich ¢asti a jakykoli dal$i materidl
obsahujici krev nebo télni tekutiny. Ve vétSiné pripad( postupujeme stejné jako pfi odbéru
materidlu pro genetické analyzy zacilené na genetické urceni hostitele dle nasledujicich
postupll. KiZe, kozesiny a vzorky pefi pak mohou obsahovat vnéjsi parazity (= parazitické
¢lenovce).

1. Organy, tkané, krev a dalsi télni tekutiny

a. Vzorky odebirame dle jejich podstaty pomoci Stéticky, pinzety nebo sterilniho
skalpelu, ptipadné injekcni stfikacky nebo jednorazové plastové pipety idealné
s pridanym silikagelem.

b. Pochazi-li vzorek z vysuseného materialu, je mozné jej skladovat ve zkumavkdach
nebo uzaviratelnych saccich pfi pokojové teploté. V pfipadé, Ze vzorek neni
kompletné suchy, fixovat 96% etanolem a skladovat pfi pokojové teploté nebo
v mrazaku pti-20 °C.
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c. Vzorky tkani je mozné fixovat soubézné i v 10% formalinu (= 4% formaldehyd) pro
pfipadné histologické vysettfeni. Vzorky fixované timto zplsobem ale prakticky
nejde dale vyuZit k molekularné biologickym vysSetfenim.

2. Pefi, chlupy a kidzZe zvifat

a. Vzorky koznich derivatl nebo povrch neposkozené kliZze prohlizime s vyuzitim lupy
nebo stereomikroskopu.

b. Vizudlné detekovatelné ¢lenovce nebo ¢asti jejich tél sesbirdme jemnou pinzetou
preparacni jehlou nebo podobnym nastrojem.

c. V pfipadech, kdy jsou pozorovani ¢lenovci pevné prichyceni na koZnich derivatech
(napf. vsi a vSenky na srsti nebo vienky a pérovi roztoci na pefi), odebirdme vzorek
odstfizenim chlupl nebo ¢asti per.

d. Pochazi-li vzorek z vysuSseného materidlu, je mozné jej skladovat ve zkumavkach
nebo uzaviratelnych saccich pti pokojové teploté. V pripadé, Ze vzorek neni
kompletné suchy, fixovat 96% etanolem a skladovat pfi pokojové teploté nebo
v mrazaku pfi-20 °C.

3.3.2 Odbéry vzorkl pro parazitologické analyzy z Zivych pripadné mrtvych
celych zvirat

V podstaté kazdy Zivy organismus muZe byt kolonizovan rizné Sirokym spektrem parazitickych
organizmu. Jejich identifikace muze prinést velmi cenné poznatky, material pro parazitologicka
vySetfeni vyZzaduje specifické postupy odbéru a skladovani (a naslednych analyz). V pfipadé
prace s uhynulym jedincem (napf. pti Uhynech v ramci hromadnych zasilek mensich druhd
obratlovc(l) se pro vySetfeni do laboratore odesila cely jedinec. V ptipadech, kdy je materidl
mozno dorucit béhem téhoZ nebo nasledujiciho dne, se kadaver zvifete ve vhodném obalu jen
schladi na 4-5 °C a prepravuje na ledu nebo v chladicim boxu. Delsi skladovani a preprava je
mozné jen ve zmrazeném stavu.

Zakladni principy se vyznamné nelisi od postup(i odbérl vzorkd z materidlu nezivého. Odbéry
ze zivych zvifat metodicky rozliSuji invazivni a neinvazivni postupy. V pfipadé invazivnich
odbér(i jsou pouZité postupy dotéeny dalSimi legislativnimi normami, a to predevsim
ustanovenimi zakona ¢. 166/1999 Sb., o veterinarni péc¢i a o zméné souvisejicich zakon( (tzv.
veterindrni zakon). Ten mj. urcuje (§ 59a) odbornou zpUsobilost pracovnikl provadéjicich ukony
veterinarni péce, mezi které odbéry materidlu ze Zivych zvirat (biopsie tkani, krev) patfi.
S ohledem na bezpecnost a welfare zvirat, ktera jsou predmétem Setfeni, je treba zajistit, ze
vSechny ukony budou aktualné provadény pro dany druh pomoci nejsSetrnéjsi znamé metody.

V pripadé zadrzenych jedincti a jejich prechodného umisténi (napf. v zachranném centru) by
odbér biologickych vzorki mél byt soucdsti vstupni a pokracujici veterindrni péce o zadrzena
zvifata. Zejména v takovych pripadech je tfeba potifeby mozného forenzniho Setfeni zohlednit
a ¢ast odebranych vzork( spravnym zplGsobem uskladnit.
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Nékteré druhy parazith mohou ohrozit zdravi nebo Zivoty deponovanych zvifat a jejich
likvidace, resp. terapie souvisejicich stav( a je zakladnim kamenem veterindrni péce o takovato
zvitfata. V téchto ptipadech je nutné vzorky odebrat pred zacatkem aplikace antiparazitarni
terapie!

3.3.2.1 Odbér tkani (biopsie)

Odbér tkani pro parazitologicka vysetreni je invazivni metoda, ke které je mozno sahnout jen
v krajnich pfipadech.

a. Odbér tkané ze Zivych zvitat (= obratlovc() je invazivni zakrok ktery by mél provadét
vzdy odbornik se vzdélanim v oblasti manipulace a odbér( vzorkl ze Zivych zvitat
(zékon & 166/1999 Sb.)

b. U vétsich druht Ize k odbéru tkdné pouZit bioptickou jehlu, odebrany kousek tkané
pfemistéte do zkumavky.

c. U mensich obratlovcl je s ohledem na invazivitu zakroku odbér tkané vhodné
nahradit odbérem jiného materialu (krev, bukalni stér, trus — viz nize)

d. Odebrand tkan je tfeba fixovat 96% etanolem a skladovat bud' pfi pokojové teploté
nebo pfi-20 °C.

3.3.2.2 Odbér krve

a. Krev je cennym a relativné snadno dostupnym biologickym materidlem. Obvykle je
odebirana jako soucast klinické diagnostiky. | tak je jeji odbér postupem invazivnim
a odbér krve ze Zivych zvirat by mél provadét vidy provadét odbornik proskoleny
na manipulaci a odbér vzorkd z Zivych zvirat (zakon ¢. 166/1999 Sb.)

b. Misto vpichu ptfed a po odbéru je nutné vydezinfikovat.

Krev odebranou pomoci odbérové jehly uchovavat ve zkumavkach
s antikoagulantem pfi pokojové teploté nebo v lednici pfi 4 °C; vzorky srazené Ci
nerazené krve je mozno fixovat i 96% etanolem nebo mrazenim.

d. Kfixaci a uskladnéni malého mnozstvi krve (véetné jiz srazené) lze také vyuZzit kartu
Flinders Technology Associates (FTA) a poté ji vloZit do uzaviratelného sacku a
ponechat na suchém misté, mimo dosah slunecniho svétla.

e. Kidentifikaci parazitl a odhadu jejich mnoiZstvi je vhodné zhotovit i krevni roztér
standardnimi postupy, tj. na mikroskopické sklicko.

3.3.2.3 Podkozni parazité

Pritomnost larvalnich stadii helmintl v podkozi zvifat je s ohledem na identifikaci plivodu zvirat
jednou z klicovych indikaci plvodu z volné pfirody.
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Pritomnost parazitl v podkoZni tkani obvykle doprovazi formovani rlzné velkych
zduteni s pevnym nebo fluktuujicim obsahem.

Parazity ztakovychto povrchovych zmén vyjme veterinarni lékaf po jemném
nastfizeni kGize a vybaveni obsahu léze.

Odstranéné helminty nebo jejich ¢asti fixujeme v 96% etanolu pro pozdéjsi
identifikaci.

3.3.2.4 Parazité z povrchu téla

Paraziticti ¢lenovci a dalSi ektoparazité patfi k nejcennéjSim forenznim nalezim a jejich
pfitomnost na kiZi a koznich derivatech (Supiny, chlupy, pefi atd.) zvifat je jednou z klicovych
indikaci pavodu zvifete z volné prirody. Vysokou indikativni hodnotu maji napft. klistata, larvy
dvoukfridlého hmyzu a pijavice.

a.

Pritomnost parazitickych ¢lenovcli nebo jinych vnéjsich cizopasnik( obvykle odhali
veterindrni Iékar pfi vstupni veterinarni prohlidce.

Pro kontrolu povrchu kiiZze je vhodné vyuzit lupu; zvife musim byt patficné
znehybnéno, aby se vyloucila moznost jeho poranéni, pfipadné poranéni vysetfujici
osoby.

Pozornost je tfeba vénovat veskerym zahybUm kdre, uSnimu otvoru a jeho okoli,
zevnimu zvukovodu savcl, okoli oci, okoli analniho otvoru a genitdlu. V ptipadé
sledovani Zelv je nezbytné zkontrolovat i prostor pfi bazi krku, koncetin a ocasu,
ktery je obvykle velmi tézko dostupny. Pravé na téchto mistech jsou pfichycena
klistata nebo u vodnich plaz( pijavice.

Vizudlné detekované clenovce nebo casti jejich tél sesbirdme jemnou pinzetou
preparacni jehlou nebo podobnym nastrojem. Pfi odstrariovani pevné prichycenych
¢lenovcu je treba je neposkodit.

Jsou-li pozorovani ¢lenovci pevné pfichyceni na koznich derivatech, napt. vsi a
vsenky na srsti nebo vSenky a pérovi roztoci na pefi, Ize odebrat vzorek odstfizenim
chlupl nebo ¢asti per

Je-li moznda doprava do specializované laboratore v ramci téhoZz dne, odebrané
¢lenovce je mozné vkladat do zkumavek nebo uzaviratelnych sackd pfi pokojové
teploté. V pripadé delSiho transportu fixovat ve vhodnych epruvetach 96%
etanolem a skladovat pfi pokojové teploté nebo pfti -20 °C.

3.3.2.5 Odbéry vzorkl trusu pro parazitologické analyzy

Trus zvifat je klicovym materidlem pro neinvazivni sledovani vyskytu vnitfnich parazitd
v organizmu zvifete. Trusem se do vnéjsiho prostredi dostavaji stadia parazitQ traviciho traktu,
stejné jako parazité dychaciho aparatu, jater a krevniho systému.

a. Trus pro parazitologicka vysetieni je tfeba sbirat Cerstvy, jesté pred jeho vyschnutim,
s pomoci sterilnich rukavic, sterilni pinzety Ci jinych sterilnich nastroja.
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b. U mensich zvifat odebirame cely exkrement, u vétsich zvirat pak objem odpovidajici
odhadnuté hmotnosti 5-20 gramd.

c. Vzorek odebraného trusu je vhodné dopravit do laboratofe k dalSimu vysetifeni
v Cerstvém stavu, po prechozim zchlazeni na 4-5 °C.

d. Pred vlastnim parazitologickym vySetfenim je vhodné alikvotni ¢ast vzorku uchovat pro
pozdéjsi genetické analyzy, a to fixaci 96% etanolem. Takovy vzorek je mozno skladovat
pfi pokojové teploté nebo pfi-20 °C.

3.3.2.6 Ostatni typy vzorkd

V pfipadé skupinovych nebo individudlnich zasilek zvifat mda klicovy vyznam kontrola a
pfipadné uschovani prepravnich oball. Ty obsahuji cenné vzorky trusu, koZni derivaty (srst,
peri, exuvie plazli) a v neposledni radé i ektoparazity, zvlasté clenovce, ktefi opustili povrch
téla zvirat. Vysokou indikativni hodnotu pro forenzni sledovani maji napf. klistata a pijavice.

a. Vizualné detekovatelné ¢lenovce Ci jiné ZivocCichy, nebo ¢asti jejich tél, je potfeba
sbirat jemnou pinzetou, preparacni jehlou nebo podobnym nastrojem. P¥i
odstranovani pevné prichycenych ¢lenovcl je tfeba je neposkodit.

b. Je-li moZna doprava do specializované laboratore v ramci téhoz dne, odebrané
¢lenovce je mozné vkladat do zkumavek nebo uzaviratelnych sackd pfi pokojové
teploté. V pfipadé delSiho transportu fixovat ve vhodnych epruvetdch 96%
etanolem a skladovat pti pokojové teploté nebo pfi -20 °C.

c. Vysokou pozornost je tfeba vénovat kontrole materialu, kterym jsou pfepravni boxy
vybaveny, stejné jako prepravnim obalim jako takovym. Kli¢ova je dukladna
kontrola zahybU a skulin v kartonovych nebo drevénych obalech apod.

d. V ptipadech, kde je to mozné, je do specializované laboratore vhodné dopravit
obaly nebo materidl z pfepravnich boxU, uzavieny v nepropustnych plastovych
saccich. V takovych pripadech je tfeba vénovat maximalni pozornost zabranéni
uniku pohyblivych ¢lenovc(, s vyuZitim vicendsobnych obald.

3.4 Metody odbéru vzorku pro pozdéjsi mikrobiologické vysetieni

Mikrobiologicka vysetfeni mohou pomoci s fesenim rlGznych problémi. Mimo odhaleni
potencionalné nebezpecnych mikroorganizm( je lze provadét i za dalSimi ucely. SloZzeni
mikrobidlnich populaci (takzvany mikrobiom) na povrchu i uvnitf tél rGznych jedinct je velmi
specifické, a to jak na Urovni druh, tak i na drovni populaci, a dokonce i jedinct. Nékteré slozky
mikrobiomu jsou ziskavany béhem narozeni nebo velmi brzy po ném a ukazuji tedy na ptvod
daného jedince. Tyto slozky se mohou lisit v zavislosti na lokalité odkud jedinec pochazi a
mohou odliSovat i jedince chované v zajeti o jedincl z volné ptirody. Jiné slozky mikrobiomu
jsou velmi proménlivé a ukazuji na neddvné zachazeni s biologickym materidlem nebo
zkoumanym zvifetem, mohou pomoci odhalit kontakt mezi riznymi materidly nebo rlznymi
jednici a podobné.
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PFi odbéru vzorku pro mikrobiologicka vysetfeni u Zivych zvifat jsou prioritizovany postupy
s minimalni invazivitou pro sledovaného jedince, jako je vySetfeni a odbéry z povrchu téla,
dostupnych sliznic, odbéry trusu, pfipadné moci. V indikovanych pfipadech je mozné pfistoupit
k odbérim krve nebo jiného bioptického materidlu. Specifickou soucdsti materidlu
odebraného pro forenzni Ucely jsou vzorky mikroorganizm z parazitickych ¢lenovct z povrchu
téla zvirete (blechy, klistata, vsi a vSenky).

K mikrobiologickému vysSetfeni je moziné vyuZivat Siroké spektrum metod od pfimého
pozorovani danych mikroorganizmi za vyuZziti rGznych mikroskopl, pres kultivaci téchto
mikroorganizm( v laboratofi, az po rGzné molekularné biologické a biochemické analyzy.
Vzhledem k jejich robustnosti, velké vypovidajici hodnoté a pomérné snadnému provedeni se
posledni dobé nejcastéji vyuzivaji pravé tyto molekuldrné biologické a biochemické analyzy.
NejvyuzivanéjSim je genetické vysetfeni téchto mikroorganizm(. NiZe popsana metodika
odbéru a skladovani vzorkl pocita s jejich pozdéjsim genetickym vySetifenim.

Dllezitou véci, kterou je nutné si vtéto souvislosti uvédomit je to, Ze ackoliv vSechny
eukaryotické mikroorganizmy, bakterie a ¢ast virll pouzivaji k ukladani genetické informace
pomérné stabilni molekulu DNA, nékteré viry, a to véetné vyznamnych lidskych a zvifecich
patogenll, pouzivaji molekulu RNA. Ta je méné stabilni a pokud se do budoucna planuje
vySetfit vzorek i na takovéto RNA viry, je nutné jej odebirat a skladovat odpovidajicim
zplGsobem.

3.4.1 Odbéry vzorktl pro mikrobiologické analyzy ze Zivych zvifat

3.4.1.1 Odbér tkani (biopsie)

a. Odbér tkané ze Zivych zvitat (= obratlovc() je invazivni zakrok ktery by mél provadét
vzdy odbornik se vzdélanim v oblasti manipulace a odbér(i vzorkl ze Zivych zvitat
(zdkon ¢. 166/1999 Sh.)

b. U vétsich druht Ize k odbéru tkdné pouzit bioptickou jehlu, odebrany kousek tkané
pfemistéte do zkumavky.

c. U mensich obratlovcl je s ohledem na invazivitu zakroku odbér tkané vhodné
nahradit odbérem jiného materialu (krev, bukalni stér, trus — 3.4.1.2-4)

d. Odebranad tkan fixovat 96% etanolem a skladovat bud' pfi pokojové teploté nebo pfi
-20 °C.

e. V pfipadé planovaného vysetieni RNA vir( je vzorek nutno co nejdfive hluboce
zmrazit (na teplotu okolo -80°C). Pokud toto neni mozné, vzorek je tfeba odebrat
do specidlnich roztoku, které zvysuji stabilitu RNA a uchovdvat jej v nich podle
instrukci vyrobce.

3.4.1.2 Odbér krve

a. Krev je cennym a relativné snadno dostupnym biologickym materidlem. | tak je jeji
odbér postupem invazivnim a odbér krve ze Zivych zvirat by mél provadét vidy
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provadét odbornik proskoleny na manipulaci a odbér vzork( z Zivych zvifat (zakon
¢. 166/1999 Sb.)

Misto vpichu pred a po odbéru je tfeba vydezinfikovat.

Krev odebranou pomoci odbérové jehly skladovat ve zkumavkach
s antikoagulantem pfi pokojové teploté nebo v lednici pfi 4 °C; vzorky srazené Ci
nerazené krve je mozno fixovat i 96% etanolem nebo mrazenim.

K fixaci a uskladnéni malého mnozstvi krve (véetné jiz srazené) Ize také vyuzit kartu
Flinders Technology Associates (FTA). Tu poté skladovat v uzaviratelném sacku na
suchém misté mimo dosah slunec¢niho svétla.

V pfipadé planovaného vysetfeni RNA virl je z odebrané krve nutné co nejdfive
separovat sérum, a to nasledné hluboce zmrazit (na teplotu okolo -80°C). Pokud
toto neni mozné, je nutné sérum odebrat do specidlnich roztoku, které zvysuji
stabilitu RNA a uchovdvat je v téchto roztocich podle instrukci vyrobce.

3.4.1.3 Odbér bukalniho stéru

Odbér bukalniho stéru u Zivych zvifat provadi odbornik proskoleny na manipulaci
s Zivymi zvifaty.

Bezprostiedné pred odbérem bukalniho stéru by odebirané zvife nemélo pozivat
potravu, ani napfiklad olizovat jiné zvite, aby se zabranilo kontaminaci stéru.
Sterilnim vatovym tamponem lze odebrat burky z vnitfni strany tvari nebo dasné,
v pfipadé nutnosti pouZzit tupy nastroj k otevieni mordy/tlamy (dfevénou Spachtli,
IZici apod.).

Odebrany a vysuseny tampdn lze skladovat pri pokojové teploté i v lednici pfi +4
°C. Cerstvy stér na konci vatového tampoénu Ize odlomit do zkumavky, fixovat
etanolem a skladovat pfi pokojové teploté ¢i pfi -20 °C.

V pfipadé planovaného vysetieni RNA virQ je vzorek nutno co nejdfive hluboce
zmrazit (na teplotu cca -80 °C). Pokud toto neni mozné, je nutné vzorek odebrat do
specialnich roztokd, které zvysuji stabilitu RNA a uchovavat jej v téchto roztocich
podle instrukci vyrobce.

Dalsi variantou je odbér bukalnich stér( do specidlnich médii, které jsou primo
urceny k dalsi analyze na RNA viry.

3.4.1.4 Vyuziti vzorkl trusu pro mikrobiologické analyzy

a.

Trus zvifat obvykle obsahuje dostatecné mnozstvi hostitelské i mikrobidlni DNA a
RNA vyuzZitelné pro forenzni analyzy. Pokud je to moiné, trus sbirejte co
nejcerstvéjsi, nejlépe s pomoci sterilnich rukavic, sterilni pinzety ¢i jinych sterilnich
nastroju.

Vzorek trusu je potreba fixovat 96% etanolem a skladujte pfi pokojové teploté nebo
v mrazaku pfi -20 °C. Popfipadé Ize trus vysusit na filtraénim papife, pfemistit do
zkumavek a skladovat se silikagelem pfi pokojové teploté.
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c. V pfipadé planovaného vysetfeni RNA vir(l je vzorek nutno co nejdfive hluboce
zmrazit (na teplotu cca -80 °C). Pokud toto neni mozné, je nutné vzorek odebrat do
specialnich roztok(, které zvysSuji stabilitu RNA a uchovavat jej v téchto roztocich
podle instrukci vyrobce.

3.4.2 Odbéry vzorki pro mikrobiologické analyzy z materidli ZivociSného
plvodu

V pfipadé odbérl vzork( z materidlu biologického plvodu je nutné si uvédomit, Ze vysoce
zpracované materidly, napf. vy€inéné klze nebo vysoce zpracované potraviny atd., jiZ nebudou
pravdépodobné obsahovat Zadné mikroorganizmy, které by pochazely z plvodniho
biologického zdroje. Naopak Cerstvy biologicky material (napft. sirové maso, kaviar atd.) muize
stdle obsahovat mikroorganizmy o podobném slozeni jako u zivého jedince.

a. Pri odbéru takovychto vzorkd se postupuje podobné, jako pfi odbéru tkani z Zivych
zvirat

b. Pfi odbéru hlenu nebo jiného mukdzniho materidlu se postupuje jako pfi odbéru
bukdlniho stéru

3.4.3 Odbér environmentalnich vzorku

K mikrobiologickému vysetfeni jde pouzivat i environmentalni vzorky, které pochazi z mist, kde
se zkoumany jedinec po néjakou dobu nachdzel. V takovém pripadé je nutno zvazit, zda
v konkrétnich podminkach nemohlo dojit ke kontaminaci vzorkd i od jinych jedinc(, ktefi toto
prostiedi sdileli nebo ktefi se vyskytovali v jiném, blizkém a ¢aste¢né propojeném prostiedi.
V nékterych pfipadech, napf. pfi planovaném vyuziti mikrobiomu pro identifikaci jednice Ci
jeho Zivotni historie, je moznost takovych kontaminaci tak dulezita, ze environmentalni vzorky
vyuzit nejde nebo pouze v pfipadé, Ze je kontaminace vyloucena. V takovém pfipadé je tedy
vhodné odebirat environmentdlni vzorky pouze z prostfedi (napf. kleci), které bylo pred
umisténim zkoumaného jedince dlkladné vycisténo. V jinych pfipadech, naptiklad pti detekci
patogenll u zvifat, které spolu byla v predchozim tésném kontaktu, je naopak vyhodou
odebirat smésny vzorek obsahujici vzorky pochazejici s nejvyssi pravdépodobnosti od vSech
téchto zvifat a v pfipadé pozitivniho nalezu pak se vSemi zvifaty nakladat jako by
byla infikovana.

3.4.3.1 Odbér vody

a. Vodu odebirame s vyuzitim sterilni pipety.

b. Je vhodné odebrat vzorek obsahujici i mozné usazeniny na dné nadrze
K analyzam odeberte alespon 1ml vzorku vody, pokud mozno, odeberte z jedné nadrze
vice vzork

d. Odebranou vodu a skladujte ve sterilnich zkumavkach bud' pfi pokojové teploté nebo
pfi -20 °C.
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e.

V pripadé planovaného vysetfeni RNA virl je vzorek nutné co nejdfive hluboce zmrazit
(na teplotu okolo -80 °C). Neni-li moZno zajistit tuto adjustaci, je tfeba vzorek odebrat
do specialnich roztok(, které zvysuji stabilitu RNA a uchovavat jej v téchto roztocich
podle instrukci vyrobce.

3.5 Dokumentace a znaceni vzorku

Pti odbéru vzorkl je vidy nutné zjistit co nejvice doplfiujicich informaci k danému vzorku.

a.

b.

Dulezitymi informacemi jsou informace o osobé, kterda material prevdzela nebo
prechovdvala nebo jej odesilala ¢i které byl uréen, Gdaje o zemi plvodu materidlu, o
transportni cesté, o délce transportu, o druhu zvirete, ze kterého materidl pochazi
(pokud je deklarovan nebo jej lIze zjistit na misté morfologicky), o typu a mnoiZstvi
odebraného vzorku a podobné.

Je vhodné doplnit tyto sebrané informace o fotodokumentaci materialu, i odebraného
vzorku.

Odebrané vzorky je nutno radné oznacit spravnym, unikatnim a pfredem domluvenym
zpUsobem znaceni, ktery zarudi pozdéjsi jednoznacnou identifikaci vzorku, umozni
spojeni vzorku s ostatnimi sebranymi informacemi a vylouci jakoukoliv zaménu vzorku
za jiny. Znaceni musi byt dostate¢né trvalé, aby preckalo prevoz i dlouhodobé
skladovani vzorku.

K oznacdovani vzork( prepravovanych nebo uloZenych v etanolu je nezbytné pouZivat
znaceni odolavajici u¢inkim etanolu. Pro tyto tcel jsou k dispozici specialni popisovace
nebo Ize vyuzit Stitky s ¢drovym kédem.

27



4. Technické prilohy

4.1 piehled spotiebniho materiadlu k zajisténi odbéru vzorkd

Dostatecné technické vybaveni je nezbytnou soucasti realizovanych odbéru. V pripadé odbéra
vétsiho mnozstvi vzorkl nebo vzorku z vétsiho mnozstvi jedincl je tfeba pocitat s tim, Ze vlastni
nastroje pouzitelné pro odbéry jsou vyuZitelné jen pro jednoho jedince. Sety nastrojt tak musi
obsahovat vétsi pocty kusu. Pfed kazdym odbérem je tfeba zajistit nejen mikrobiologickou
sterilitu, ale vyloucit také pfitomnost kontaminativni DNA.

Odbérové nastroje:

e sterilni ndzky chirurgické rovné 15-18 cm
e sterilni nGzky o¢ni rovné 10-12 cm

e anatomicka pinzeta 12-16 cm

e anatomicka pinzeta jemnd 10-12 cm

e skalpelové Cepelky

e bioptickd punkéni jehla

e injekéni stiikacky 1,2, 5a 10 ml
e injekénijehla22 G

e injekénijehla21G

e inzulinova stfikacka s jehlou

Spotiebni plast:
e plastové zkumavky typu eppendorf nebo podobné 1-2,5 ml
e plastové odbérové zkumavky o objemech 5-50 mi
e PET sacky s uzavérem (zip), rizné velkosti
e odbérové zkumavky s EDTA

Chemikalie:
e 96% ethanol
e silikagel

e roztoky zvysujici stabilitu RNA (napt. RNAlatter nebo RNAshield)
e sterilni virové transportni médium
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Ostatni:
e sterilni vatové tampony
e sterilni rukavice, rousky, respiratory, bryle, oblicejové stity a dalsi OOPP
o filtracni papir
e FTA karta
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5. Srovnani novosti postuptl a popis uplatnéni metodiky

V soucasné dobé neexistuje zadny jednoduchy systém efektivniho postupu odbérd materidlu
ze zadrzenych nebo nalezenych Zivocich( spadajicich pod ochranu CITES, organy statni spravy.
V Ceské republice je podle zékona €. 100/2004 Sb. specialnim kontrolnim orgdnem pro CITES
Ceska inspekce Zivotniho prostfedi (CIZP), kterd je €lenéna na teditelstvi v Praze a deset
oblastnich inspektorati (Praha, Brno, Plzeri, Ceské Budé&jovice, Usti n. L., Liberec, Hradec
Kralové, Havlick(v Brod, Olomouc a Ostrava). S ohledem na odbornou naroc¢nost kontrol a
nutnost specializace byla v roce 2003 problematika CITES vyclenéna do samostatného utvaru
na reditelstvi CIZP, ktery se vénuje pouze problematice ochrany ohrozenych druh( Zivocichl a
rostlin. Kontrolni ¢innost je zaméfena na mezindrodni transakce (dovozy a vyvozy) i na
vnitrostatni aktivity (prodej, chov, odchyt, sbér z pfirody atd.).

Celni organy jsou podle natizeni (ES) ¢. 338/97 a zakona ¢. 100/2004 Sb. také, vedle inspekce,
opravnény provadét kontrolu exemplari pti celnim dohledu v okamziku dovozu, vyvozu,
zpétného vyvozu a tranzitu. Ve spoluprdci s orgdnem veterindrni spravy nebo organem
rostlinolékarské péce celni orgdny také kontroluji, zda exemplar odpovida udajiim uvedenym
na dokladech CITES a stanovenym veterindrnim a rostlinolékarskym podminkam. Celni organy
jsou opravnény zadrZet exemplare, pokud zjisti poruseni nafizeni (ES) ¢. 338/97 nebo zdkona
¢.100/2004 Sb. anebo v pripadé pochybnosti. Po zadrZeni exemplare celni organy neprodlené
informuji inspekci. Bez specialnich znalosti ¢i dostupného jednotného metodického postupu je
problematika jednoznacné determinace zdlouhava a aby se vyloucilo riziko nespravného
postupu a omyll je tfeba nasledné ucasti odbornikd. Pro efektivni, jednoduchou a pfesnou
determinaci chybi ovérené nastroje (zoologické klice, prirucky, certifikované metodiky, atlasy,
manuadly). Poptavka ze strany celnich orgdn( tedy existuje, Ize o¢ekdvat zdjem i od dalSich
statnich orgdn(, dale univerzit vyucujicich prislushou problematiku, navic se zahrani¢nim
presahem, a to nejen do sousednich statl EU.

6. Ekonomické aspekty

Metodika nastavuje zdsady prace s biologickym materidlem ziskanym ze zvirat pro forenzni
ucely s cilem regulace environmentalni kriminality souvisejici s obchodem s ohroZzenymi druhy
zivoCich(. Vycisleni pfimého ekonomického dopadu neni realné. Spravné vyuzivani popsané
metodologie zvysi Uspésnost realizovanych analyz a ve findle se tak promitne do snizené
ekonomické narocénosti popisovanych forenznich postupa.
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