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1 Podstata a principy forenzniho vyuziti exotickych patogent identifikovanych
v ramci importtl exotickych zvirat

Nelegdlni obchod se zvifaty pfedstavuje jednu z nejvétSich hrozeb pro globalni biodiverzitu, lidské zdravi i
stabilitu ekosystém( (Rosen and Smith, 2010). Kazdorocné jsou miliony jedincli volné Zijicich i
domestikovanych druh(l zvifat nebo produkty z nich transportovany napfi¢ kontinenty za Ucelem chovu,
konzumace, tradi¢ni mediciny nebo jako zdroje trofeji. Pokud tento obchod probihd nelegalné, je skryty,
neregulovany a odehrava se v prostredi, kde je obtizné presné zjistit plvod zabavenych zvifat nebo
Zivocisnych produktll. Pravé urceni geografického plvodu je pritom klicové pro i) forenzni dokazovani v
pfipadech nelegalniho odchytu a pfevozu, ii) ochranu postizenych ekosystém{, protoZe teoreticky umoznuje
vratit zvifata zpét do vhodného prostiedi nebo podniknout akce na nejvice postizenych lokalitach, které by
vedli k snizeni nelegalnich aktivit, i iii) verejné zdravi, protoZe mnohé onemocnéni prenasena mezi zviraty i
ze zvitrat na Clovéka (zoondzy) jsou vdzané na specifické regiony a ekosystémy (Swift et al., 2007; Bezera-
Santos et al., 2021).

Kromé klasickych pfistupl, jako je genetickd analyza materialu odebraného z hostitelskych tkani, izotopova
analyza Zivocisnych vzorkd se stale vice pozornosti vénuje také vyuzZiti parazitl nebo sledovani parazitl
(v€etné vird a patogennich hub a bakterii) jako ,biologickych markerd” geografického plvodu (Gu et al., 2024;
Bezerra-Santos et al., 2023; Kanthaswamy, 2024; Kwak et al., 2024). Ti totiz ¢asto vykazuji specifické vzorce
rozsireni, vysokou miru koevoluce se svymi hostiteli a genetickou diverzitu, kterd odrazi regionalni plvod.
Rychly evoluéni vyvoj nékterych parazitujicich organizm jako napfiklad virl a bakterii a snadné hromadéni
novych mutaci pak umozZnuje také analyzy, které jsou schopné pomérné presné urcit pavod vzorkd, a to jak
z hlediska mista. V ptipadé vysetreni tkani, dokonce i ¢asu, kdy byl dany materidl odebran.

V této metodice se dale diskutuje nékolik zplsobu, jakymi Ize informace o parazitarnich infekcich vyuzit k
urceni geografického pulvodu zvifat nebo Zivocisnych produktll zabavenych pfi nelegalnim mezinarodnim
obchodu, vcetné jejich praktického pouZiti. Tyto metody ale maji také své limity, které je nutné pfi
vyhodnocovani vysledkl vzit do Uvahy.

1.1 Vyuziti exotickych parazitd identifikovanych v ramci importl exotickych zvirat

1.1.1 Parazité a hostitelé s ohledem na pozadavky forenzni prace, biologicka podstata

Parazitismus patfi k nej¢astéjsim formam souZiti organismu, obvykle definovany jako takové souZiti, ve
kterém Zije jeden organismus na ukor jiného. Ackoli tradi¢ni pohled na parazity akcentuje jejich negativni vliv
na organismus hostitele (parazit = patogen), ve skutecnosti je jen tézko definovatelnd hranice mezi
parazitismem a komensalismem. Bez ohledu na patogenitu a detaily vztahu parazitl a jejich hostiteld je
pfitomnost parazitll neoddélitelnd od Zivota v pfirodnich populacich. Struktura spolecenstva parazitl
(metapopulace) na urovni jedince, populace hostitele a druhu jako takového odrazi Sirokou skalu aspekt(,
zahrnujici pozici v potravni siti, vék, pohlavi, populacni hustotu a celou rfadu dalsich faktora.

1.1.2.Diverzita a hostitelska specifita parazitd

V odhadech diverzity parazitli obratlovcli se autofi shoduji na tom, Ze diverzita parazitl diverzitu jejich
hostitel(l zasadné prevysuje a Ze v podstaté kazdy jeden exemplar volné Zijiciho obratlovce je kolonizovan
jednim, obvykle vSak vice druhy parazitl. V praxi to soucasné znamena, Ze s importem Zivocicha z volné
pfirody spolu s nim importujeme i celou skalu symbiotickych organism0. Jejich vyznam zavisi od celé fady
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dil¢ich aspektl. Zatimco fada z takovych organisml nema velky prakticky vyznam, existuje hned nékolik
situaci, ve kterych je tfeba takovymto “nechténym” doprovodnym organismim vénovat pozornost:

e cela fada parazit( se u hostitele (= v nasem pfipadé importovany exoticky obratlovec) mlze projevit
jako primarni nebo sekundarni patogen s dopadem na zdravotni stav

e néktefiz takovych parazitickych organism mohou pfenést na dalsi jedince /druhy v zajeti chovanych
zvifat (véetné hospodarsky vyznamnych druh) a plsobit endemické infekce v chovech

e néktefi z takovych parazitickych organism( mohou proniknout do populace volné Zijicich Zivocichda
na uzemi CR a zplisobit pfipadné onemocnéni (emerging disease)

e tada z parazitickych organismi je schopna rliznymi cestami infikovat ¢lovéka a zpUsobit vice ¢i méné
zavazné onemocnéni (zoondza)

Problematika importovanych patogent jako takova spada do gesce Statni veterinarni spravy CR a je fe$ena
cestou a obecnych i specifickych opatreni definovanych v podminkach dovozu exemplara (Zakon ¢. 166/1999
Sh. - Zakon o veterinarni pécéi a o zméné nékterych souvisejicich zakon(; vyhlaska ¢. 176/2023 Sb. o zdravi
zvitat; Vyhlaska ¢. 299/2003 Sb.; Vyhlaska €. 379/2003 Sb. o veterinarnich pozadavcich na obchodovani s
Zivocisnymi produkty... a dalsi). Méné obvyklym druhlm zvifat (ryby, obojZivelnici, plazi, drobni savci) je
s vyjimkou rutinni kontroly na pohranic¢ni veterinarni stanici a povinné karantenizace vénovdna mala
pozornost. Ve finale se tak na Gizemi CR (pfipadné EU v $ir$im slova smyslu) dostavaji importovani obratlovci
s pestrou Skalou parazitickych organismu. Pochopitelné v podminkach ilegalniho obchodu je veskera kontrola
nulova. Takova situace nabizi necekanou $kalu biologického materialu, ktery mize byt, je-li spravné odebran,
analyzovan a zdokladovan, vyuzit v praxi pfi odhalovani komplikovanych pfipadi ilegalniho obchodu s volné
Zijicimi druhy Zivocich( a pti dokladovani ptivodu analyzovanych exemplait. Popisované stopy jsou, kvili své
biologické podstaté, velmi citlivé a nedodrzeni metodik odbéru vzorkl vede ke ztraté spektra informaci
vyznamnych pro forenzni praci. Interpretace takovychto dat neni jednoduchd a pro lepsi pochopeni jejich
podstaty nasledujici odstavce prindsi zakladni biologické informace, nezbytné pro posouzeni forenzniho
vyznamu toho kterého parazita detekovaného v ramci Setfeni pfi podezieni na ilegalni dovoz nebo plvod
importovanych jedincl volné Zijicich obratlovcd.

1.1.3 Vyvojové cykly parazitii s hledem na vyuzitelnost dat ve forenzni praci

Podminkou preZivani parazitli v populacich hostiteld je najit vhodného hostitele, rozmnozit se a prenést
potomstvo na jiného hostitele. Cely tento proces se obvykle nazyva vyvojovy cyklus. Rlzni parazité v populaci
hostitell cirkuluji v rGznych typech Zivotnich cykl(, které odrazeji ekologické podminky a vztahy plvodnim
prostiedi. Zivotni cykly parazit(l Ize v zdsadé popsat jako monoxenni a heteroxenni. Monoxenni parazité se
mezi svymi hostiteli pfenasi obvykle environmentalné odolnymi stadii (cysty, vajicka, larvy...) kontaminujicimi
vnéjsi prostredi. Heteroxenni parazité vyzaduji prenos prostfednictvim stridani hostitel, ve kterych se
nachazi obvykle jasné oddélné c¢asti vyvojového cyklu. Tento typ vyvoje se také nazyva nepfimy Zivotni cyklus.
Podle poctu hostitell se tito paraziti nazyvaji diheteroxenni (dixenni) nebo triheteroxenni (trixenni).

1.1.4 Parazité jako “biotagy” - biologicka podstata vyuziti

Rozsifeni vétSiny parazitl v sobé obvykle nese geograficky element. V pfipadé monoxennich parazitQ
specifickych pro hostitele, se geograficky rozsah rozsiteni vidy fidi rozsahem rozsifeni jejich hostitele. Mnoho
z téchto parazitli ma Zivotni cyklus natolik jednoduchy, Ze jej Ize dokoncit i v podminkach, ve kterych chovame
zvirata v lidské péci. Frekvence vyskytu (prevalence) a pocetnost u hostitelt chovanych v zajeti pak mlze byt
stejnd nebo dokonce vyssi nez u volné Zijicich hostitel(. Tyto typy parazitl maji omezenou, resp. takrka
nulovou hodnotu pro sledovani plvodu zvifat a dale nejsou popisovany.



Geografické rozsifeni parazitli s heteroxennim Zivotnim cyklem je vice vazano na konkrétni prostiedi, ve
kterém jsou pfitomny vSechny nezbytné komponenty. Obvykle to znamena nejen konkrétniho hostitele, ale
také konkrétni mezihostitele/vektory. Obvykle se jedna o slozky pfirozeného potravniho spektra nebo
krevsajici ¢lenovce, jejichz pfitomnost je Uzce spojena s konkrétnim prostfedim a ekologickymi podminkami.
Dalsi pfenos téchto parazitd vzdy zavisi na pfitomnosti/nepfitomnosti vsech slozek Zivotniho cyklu v daném
prostredi. Paraziti, ktefi z jakéhokoli divodu nejsou schopni dokondit Zivotni cyklus v umélych podminkach,
jsou kandidaty pro dalsi vyzkum jako tzv. biotagy a jsou zakladem nize popisovanych metodik.

Vyuziti parazitd jako biotagll se v biologickém vyzkumu rozvinulo spolec¢né s vyzkumem migrujicich
organisml (MacKenzie, 2002). Logicky se vétSina studii zabyva bud migrujicimi ptaky, nebo migrujicimi
morskymi Zivocichy (ryby i savci). Mezi jinymi byly publikovany studie potvrzujici plvod konkrétnich
subpopulaci migrujicich ryb s ekonomickym vyznamem (Williams et al., 1992, Lester a MacKenzie, 2009).
Studie o kytovcich se napriklad zabyvaji pfitomnosti tropickych vilejsi na velrybach, které migruji na dlouhé
vzdalenosti z tropickych oblasti do arktickych vod. Casto diskutovanymi jsou vysledky DNA barcodingu
hemosporidii u migrujicich ptak( (napf. Levin et al., 2013). A v neposledni fadé maiji velky vyznam tropicka
klidtata na migrujicich ptacich a také na obchodovanych plazech (nap¥. Capek et al., 2014).

1.1.5 Hlavni kritéria pro vyuZiti parazitli jako biotagt pf¥i dokladovani pivodu obchodovanych exemplara
volné Zijicich zvirat v mezinarodnim obchodu

V rozsahlé studii hodnotici metodiky rozliSovani mezi hady chovanymi ve volné ptirodé a v zajeti Lyons a
Natusch (2019, IUCN-SSC Boa and Python Specialist Group) sestavili seznam dulezitych atribut(, které je tfreba
vzit v Uvahu. Nékteré z nich souviseji s typy obchodu a chovem v dané zemi, jiné s logistickou narocnosti
implementace a spolehlivosti dané metody. Mezi nejdUlezitéjsi atributy definované v zahranic¢nich studiich,
zahrnujicich i parazity, tak patfi:

e ndklady na forenzni ¢innost

e narocnost na erudovanou pracovni silu/expertizu

e vhodnost pro zZivé jedince

e vhodnost jak pro velké, tak malé pocty sledovanych exemplari

e spolehlivost resp. vypovédni hodnota v pfipadé navazujicich trestné pravnich fizeni

Pfed analyzou jednotlivych skupin parazitd u jednotlivych skupin obratlovcu, které jsou predmétem zajmu,
je tfeba shrnout pozadavky, které by mély vybrané markery/biotagy splriovat. Tento postup je nezbytny jak
se zohlednénim skupiny forenzné vyznamnych parazitd, tak s ohledem na konkrétni typ hostitele (zadrzeného
Zivocicha) i pouZité metodologie. Pro Ucely této metodiky je hlavnim cilem forenznich postup( rozlisit mezi
zviraty, ktera pochazeji z volné Zijicich populaci (= pochazeji z volné ptirody), a témi, ktera se narodila v zajeti.
Je vSak tfeba vzit v Uvahu, Ze je tfeba rozliSovat i nékolik dalSich , podkritérii“: napfiklad potomci narozeni v
zajeti se mohou narodit bud' v geografické oblasti plvodu (= hadi farmy v jihovychodni Asii), nebo v umélych
podminkdch mimo ptirozeny areal (evropsti chovatelé). Dalsimi dUlezitymi kritérii jsou podminky a
chovatelské postupy v jednotlivych chovnych zafizenich, véetné sloZeni chovnych skupin (narozené v zajeti,
ulovené ve volné pfirodé, smisené), typu chovnych zafizeni (venkovni, vnitfni, smisené), prevladajiciho typu
krmiva atd. Tyto aspekty jsou dale diskutovany v zavérec¢nych metodologickych kapitolach.

Hlavni kritéria pro poufZiti parazitického druhu jako bioindikatoru plvodu lze shrnout (a diskutovat)
nasledovné

e vybrany parazit/biotag by se mél vyskytovat v konkrétnim a dobre definovatelném ekologicky a/nebo
geograficky ohrani¢eném arealu



e konkrétnim parazitem (nebo jeho stadiem) se lze nakazit pouze v pfirodnim (=plvodnim) prostredi,
obvykle v dlisledku konkrétniho vztahu mezi dravcem a kofisti nebo prenosem specifickym vektorem
(viz charakteristiky Zivotnich cykl( vyse)

e vybrany parazit/biotag by mél preZit relativné dlouhou dobu ve svém hostiteli

e konkrétni parazit musi byt rozlisitelny na zakladé stadii, ktera jsou sbirdna s minimalnim dopadem na
Zivé hostitele (obvykle z povrchu téla, vykalli nebo krve, o vyznam pitvy viz dale)

e dany parazit/biotag nesmi byt schopen prenosu z volné Zijicich zvifat na zvifata chovana v zajeti v
pfipadé jejich fyzické blizkosti

1.1.6 Cile pfedkladané metodiky s ohledem na forenzni vyuZiti parazitQ

Klasifikace obchodovanych zvirat podle CITES rozliSuje zvifata do kategorii na zakladé jejich pvodu a plvodu
rodicovské generace. Trvalé riziko falSovani plvodu obchodovanych zvifat vyzaduje pouziti Siroké skaly
technik, véetné stanoveni parazitl. Hlavnim cilem forenzniho pouZiti parazitologickych nastroja je rozliseni
mezi zvifaty chovanymi v zajeti (C, F, R) a zvifaty pochazejicimi z volné pfirody (W). Jak bylo uvedeno vyse a
dale, parazity, které lze pouiit jako biotagy, jsou ty, které nemohly dokondit svlj Zivotni cyklus v zajeti.
Hlavnim problémem ve vétsSiné situaci s doporuc¢enym forenznim parazitologickym nastrojem je presna
definice mistnich podminek v zafizeni plvodu. Ve vétsiné pripad( paraziti obecné nemohou pomoci rozlisit
mezi kategoriemi C/F/R. Na zakladé dostupnych Udajd tvofi v obchodé s druhy regulovanymi imluvou CITES
plazi az vice neZ 80 %. V souladu s prioritami CITES je moZno jako primarni cil doporuceny pro aplikace
navrzené metodologie pét vybranych skupin obchodovanych zvifat; pouZiti parazitd jako biotagt v forenznich
aplikacich je vSak mnohem Sirsi a v koncepci predlozenych metodik témér univerzalni.

V reakci na potreby vyvoje dalSich nastroji pro kontroly importu a obchodu s ohroZzenymi druhy a pro
odhalovani a dokumentaci mozné trestné cinnosti souvisejici s ilegalnimi importy zvolné pfirody si
predlozena metodika klade za cil:

e sumarizovat biologickou podstatu wvyuziti parazitickych organism( pfi dokladovani plvodu
obchodovanych exemplara volné Zijicich zvifat v mezinarodnim obchodu

e poskytnout kriticky pfehled hlavnich skupin vyuZitelnych organismu, véetné obrazové dokumentace
vyuzitelné pro identifikaci v ramci redlnych pfipadu

e poskytnout technické detaily vyuZitych diagnostickych metod, od odbéru vzork( az po jejich analyzu

e na zakladé analyzy dostupnych dat zaclenit do pouZitych metodik minimalizaci rizik lidské infekce

e na prikladu modelovych pfipadovych studii poskytnout navod pro feseni konkrétnich pfipad

Pfedkladand metodologie vychazi z metaanalyz literarnich dat z parazitologickych studii na dovezenych
exotickych obratlovcich a z vyzkumu realizovaného expertnim tymem forenzni parazitologie FAPPZ CZU, a to
jak u volné Zijicich obratlovcl v mirnych a tropickych oblastech, tak u zvifat ¢erstvé importovanych do zajeti
nebo dlouhodobé v zajeti Zijicich. Aby byla studie komplexni a univerzalni, byly taxonomické detaily
vynechany nebo nahrazeny odkazy na hlavni revize. Pokud neni uvedeno jinak, autorem poskytnutych
informaci a fotografii je David Modry a tym forenzni parazitologie FAPPZ CZU.



1.2 Mikrobialni profil mnohobunécnych organismit a jeho vyuziti v ramci forenzni praxe

1.2.1 Mikrobialni ,profil“ hostitele

Kazdy jedinec nebo populace jedincl nese unikatni soubor mikroorganizmu — tzv. mikrobiom (Lloyd-Price et
al., 2016). Soucasti mikrobiomu je i soubor vird, které na/v daném organismu Ziji — tzv. virom. SloZeni
mikrobiomu je vysledkem dlouhodobé expozice daného jedince jeho Zivotnimu prostfedi i vzajemnych
biologickych interakci mezi rGznymi jedinci. Vzhledem k této masivni kolonizaci mnohobunécnych Zivocichl
rGznymi mikrobidlnimi organismy se v posledni dobé prosazuje pojem ,holobiont”, ktery fika, Ze pro mnohé
interpretace biologickych procest, v€etné napfiklad forenznich analyz, je nutné chapat organismus nejen jako
soubor bunék daného jedince, ale i jeho mikrobialnich symbiont( (Rosenberg and Zilber-Rosenberg, 2018).

Pfesny vliv sloZeni mikrobiomu na zdravi a fitness jedince se intenzivné zkouma. Je znamo, Ze sloZeni
bakteridlnich spolecenstvi ma vyznamny vliv na mnoho aspekt( Zivota svého hostitele jako napftiklad
metabolismus, vyvoj imunitniho systému, reprodukéni Uspésnost, chovani a odolnost vicéi patogeniim
(Shapira, 2016). Pfesny vyznam viromu zatim neni pf¥ilis prozkoumany (Virgin, 2014). Jevi se ale, Ze vétsina
virll v ném predstavuje bakterialni viry, bakteriofagy, které infikuji symbiotické bakterie. Viry infikujici pfimo
hostitelské buriky jsou vyrazné méné ¢asté. Ocekdva se ale, Ze podobné jako bakteridlni mikrobiom, bude mit
i virom vyrazny vliv na svého hostitele (Lathakumari et al., 2025).

Diky velké variabilité mikrobiomu (véetné viromu) a jeho znaénému ovlivnéni Zivotnim prostfedim, ze kterého
dany jedinec pochazi, mlze analyza nékterych slozek souboru mikrobidlnich symbiontl vyskytujicich se na
daném organismu slouZit jako ,,otisk prstu” mista pQvodu (Franzosa et al., 2015; Cho & Eom, 2021; Robinson
et al.,, 2021). Pro pfesné urceni mista plvodu je ale nutné mit dobra srovnavaci data. Poté je mozné provést
statistické porovnani podobnosti mikrobiomd mezi jednotlivymi oblastmi a zkoumanymi vzorky a posoudit,
jestli a s jakou pravdépodobnosti je mozné vzorek pfifadit k té které oblasti. K témto analyzam je mozné
vyuzit i modely vytrénované na velkém mnoZstvi dat z rlznych oblasti pomoci strojového uceni (uméla
inteligence), které dokazou identifikovat vzorce v souborech infekci a pomoci s jejich interpretaci (Kumari et
al., 2022). V kombinaci s dal$imi forenznimi daty je mozné vyuZit data ziskana analyzou mikrobiomu pro
vicevrstvé uréeni plivodu zkoumanych vzorku jak z hlediska mista, tak i ¢asu jeho plvodu (Afshinnekoo et al.,
2015).

Vzhledem k vysokym narok({im na srovnavaci data a samotné statistické analyzy je ale vyuziti analyzy celého
mikrobionu ve forenzni praxi zatim velmi komplikované. Do budoucna se ale s masivnim rozsifenim novych
sekvenacnich technologii a modell umélé inteligence da ocekavat, Ze se tato situace zméni (He et al., 2022).
Vyuziti analyzy pfitomnosti jednotlivych slozek mikrobiomu, zejména medicinsky a veterinarné dulezitych
virll a bakterii, je ale moZzné uz nyni. Vzhledem ke specializaci tymu Ekologie, evoluce a epidemiologie
emergentnich virovych patogent (e* research team) na FTZ CZU se dale zaméfime pfedeviim na viry a jejich
vyuziti v ramci forenzni praxe.

1.2.2 Biogeografie virli

Mnoho virl je vazano na specifické prostredi, které urcuje napriklad i) pfitomnost rezervoarovych hostiteld
(napf. netopyfi, hlodavci, primati), ii) specifickych prenasec¢d (napf. komari rodu Aedes, klistata Ixodes), iii)
ekologické podminky, které ovliviiuji prenos (klima, vegetace, hustota hostitel(l) a dalsi (Noll et al., 2023).
Napftiklad virus Mayaro je prakticky omezen na tropické oblasti Jizni Ameriky a vyskyt infekce u zadrzeného
zvitete by silné naznacoval jeho plvod z tohoto regionu (Caicedo et al., 2021). Podobné je naptiklad virus
Krymsko-KonZské hemorhagické horecky vazan na oblast Starého svéta a jeho pfitomnost neni mozna ve
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vzorcich ze zvitat nebo zvifecich produktl s deklarovanym plvodem z Nového svéta (Hawman & Feldmann,
2023).

Geografickou stratifikaci je mozné pozorovat i u virll, které maji jinak globalni geografické rozsiteni.
V takovém pripadé mohou byt na rlzné geografické oblasti vazany rizné genetické varianty daného viru.
Napriklad jednotlivé kmeny viru zapadonilské horecky se lisi mezi Evropou, Afrikou a Severni Amerikou (Srihi
et al., 2021; Mencattelli et al., 2023). Pokud zadrZené zvife nese specificky kmen, Ize jeho plvod geograficky
ohranicit. Podobné tomu je i u viru slintavky a kulhavky, ktery se vyskytuje na velmi rozsahlém uzemi, ale
jeho jednotlivé kmeny maji oblast geografického vyskytu uz vyrazné uzsi (Brito et al.,, 2017). Prehled
geografického rozsireni jednotlivych vir(l a jejich specifickych variant shrnuje Tabulka 1.1

Pti vyhodnocovani vysledkl je ale nutné vzit v potaz, Ze geografické rozsireni jednotlivych virl se mize v ¢ase
ménit (Jones et al., 2008). Pro detekci virl ve zkoumaném vzorku se ale vétSinou pouZivaji metody, které
vedou nebo alespont mohou vést k detekci a nasledné sekvenaci virové genomové nukleové kyseliny. Takto
ziskané sekvence mohou byt nasledné pouzity ve fylogenetickych analyzach (Faria et al., 2018) (popsanych
nize v kapitole 3.3), jez umozni geograficky kontext blize specifikovat a kvantifikovat miru neurcitosti
provedené analyzy. Sekvence virovych gen( nebo celych genomu ¢asto odrazi evolucni historii zkoumanych
virl na daném geografickém Uzemi. Porovnanim virové sekvence s databazemi lze tedy zjistit, odkud dany
virovy kmen pochazi a ¢asto i v jaké priblizné dobé byl vzorek tento virus obsahujici odebran. Pfesné postupy,
které se témto analyzdm vénuji budou popsany dale v textu. Vzhledem k tomu, Ze tyto mikroorganizmy jsou
vétSinou velmi malé pro to, aby identifikace mohla probéhnout mikroskopicky, je nutné vyuzivat metod,
klasické mikrobiologie a virologie i molekularni genetiky nebo imunologie.

1.3 Novost navrzenych postupt

Pfedlozend metodika vychazi z literarnich resersi a rozsahlého terénniho a laboratorniho vyzkumu a pfinasi
postupy a feSeni nova pro forenzni vySetfovaci postupy. Navriené inovativni postupy vysSetfovani jsou
vyuZitelné v praxi Policie CR, Celni spravy i dalsich organt ¢innych v trestnim a spravnim Fizeni, a to zejména
v situacich, kdy klasické analyzy neposkytuji dostatek informaci k dokladovani mozné trestné ¢innosti spojené
s obchodem se zvifaty. S ohledem na fakt, Ze fada z popisovanych organizm( muze vyvolavat onemocnéni
Clovéka a zvirat a ma potencidl se v ramci obchodu se zvifaty Sifit, praktické uplatnéni navrzenych postupl
prinasi soucasné efekt prohloubené ochrany statniho Gzemi CR pFed zavle¢enim novych infekci.



Tabulka 1: Vybrané viry, jejich taxonomické zafazeni, hostitelé, zplisoby pfenosu a geografické rozsifeni.

Virus

Vesicular stomatitis virus
(Indiana vesiculovirus, VSV)

Sheeppox virus (SPPV) a
Goatpox virus (GTPV)

Lumpy skin disease virus
(LSDV)

African horse sickness virus
(AHSV)

Bluetongue virus (BTV)

Rift Valley fever virus
(RVFV)

West Nile virus (WNV)

Crimean—Congo
hemorrhagic fever virus
(CCHFV)

Mayaro virus (MAYV)

Taxonomické
zafazeni (Celed’, rod)

Rhabdoviridae,
Vesiculovirus

Poxviridae,
Capripoxvirus

Poxviridae,
Capripoxvirus

Sedoreoviridae,
Orbivirus

Sedoreoviridae,
Orbivirus

Phenuiviridae,
Phlebovirus

Flaviviridae,
Orthoflavivirus

Nairoviridae,
Orthonairovirus

Togaviridae,
Alphavirus

Hlavni hostitelé

skot, koné, prasata, vyjimecné
ovce, kozy a lamy

ovce a kozy

predevsim skot (Bos indicus a
Bos taurus) a vodni buvoly
(Bubalus bubalis), muze
infikovat i nékteré divoké
prezvykavce, jako jsou Zirafy,
impaly a jiné druhy antilop

konoviti (koné, osli, zebry)
domdci a divoci prezvykvci,
obzvlasté ovce, kozy, skot a

jelenoviti, mdzZe infikovat i
lamy, alpaky a velbloudy

domaci zvirata (skot, ovce,
kozy a velbloudi) rGzné druhy
volné Zijicich zvirat, lidé

ptaci, koné, lidé

Siroké spektrum domadcich i
volné Zijicich zvitat, lidé

primati, lidé

Zpusob pfenosu

pfimy kontakt, hmyzem (Lutzomyia

shannoni)

pfimy kontakt s infikovanymi zviraty,
aerosolové kapénky pfri blizkém kontaktu a
neprimy kontakt s kontaminovanymi
predmeéty, jako je podestylka nebo vybaveni

predevsim prostirednictvim hmyzu Ziviciho se
krvi, jako jsou komati, ovadové a klistata,
ktefi mechanicky pfenaseji virus mezi zvifaty

pakomarci neboli tiplici rodu Culicoides

pakomarci neboli tiplici rodu Culicoides

predevsim prostrednictvim komarich
kousnuti (zejména z rodu Aedes a Culex),
primym kontaktem s infikovanymi zviraty
nebo jejich tkanémi, tekutinami ¢i masem,
vertikalné v matky na plod

komari rodu Culex

predevsim prostfednictvim klistat (zejména z
rodu Hyalomma), ptimym kontaktem s
infikovanymi zviraty nebo jejich tkanémi,
tekutinami ¢i masem, primym kontaktem s
nakazenym pacientem

komati rodu Haemagoggus

Typické geografické rozsireni

endemicky Stfedni Amerika, sever Jizni
Ameriky, Mexiko; sporadické pfipady v USA

endemicky severni a vychodni Afrika, Stredni
vychod, Stredni/jizni Asie; u SPPV nové
epizootie i v EU (2022-2024)

endemicky Afrika, Blizky vychod, outbreaky v
jizni Evropé a jizni, jihovychodni a vychodni
Asii

Subsaharska Afrika; v minulosti i docasné
zavleceni do severni Afriky a Stfedomofi

globalné v oblastech s vyskytem tiplikd rodu
Culicoides; Evropa — vyrazna aktivita BTV-3 od
2023

Subsaharska Afrika, Arabsky poloostrov;
expanze v souvislosti s klimatem

Afrika, Evropa, Blizky vychod, Amerika,
Austrilie

stary svét (Afrika, Asie, jizni a jihovychodni
Evropa); expanze arealu vektort

tropicka Stfedni/lizni Amerika; pfipady a
importy v Karibiku; mozné sireni
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vice nez 70 druh(
sudokopytniktll, predevsim
skot, prasata, ovce a kozy,

primy kontakt s infikovanymi zviraty, jejich
sekrety nebo exkrementy; nepfimy kontakt

Foot-and-mouth disease Picornaviridae, P L prostiednictvim kontaminovanych objekt( rdzna endemicka napfic Asii, Afrikou; rozdily
) . divoka zvirata jako africky oy . . . ’ vt 9
virus (FMDV) Aphthovirus . . (fomity), jako jsou vozidla nebo krmivo; a ve vyskytu rtiznych serotypl
buvol (rezervoarovy hostitel), . o,
. S . . prenos vzduchem prostrednictvim
jelenoviti a antilopy, velmi .,
Sy vdechovani
vyjimecné lidé
domaci a divoka prasata
. . . . vysoce smrtelné onemocnéni), pfimy a nepfimy kontakt s infikovanymi . Cuy
African swine fever virus Asfarviridae, (vy o M o ), primy . p Y . . . Y Afrika; od 2007 masivni Sifeni genotypu Il v
. bezptiznakové u africkych prasaty, jejich télnimi tekutinami nebo . .
(ASFV) Asfivirus o 5 . . Ly . Evropé a Asii
druht divokych prasat (napft. kontaminovanymi predméty
prase bradavi¢naté - rezervoar)
divoci vodni ptaci, jako jsou primy kontakt s infikovanymi ptaky,
Avian influenza A (H5/H7 Orthomyxoviridae, kachny, husy a pobreZni ptaci, kontaminovanym prostfedim a casticemive celosvétové; v poslednich sezonach casty
aj.) Alphainfluenzavirus ~ domaci driibez, Siroké vzduchu, alimentdrné v kontaminovaném vyskyt v Evropé i Severni a Jizni Americe
spektrum savcd, lidé mléce
témeér vSechna savci zvifata, z globdlniho hlediska celosvétoveé (s vyjimkou
Rabies virus (RABV) Rhabdoviridae, pficemz primarnimi hostiteli predevsim prostiednictvim slin infikovaného nékolika ostrovi), vymycena v nékterych
Lyssavirus jsou psi, netopyfti, myvalové, zvitete, nejcastéji kousnutim statech (napt. v zemich zapadni a stfedni
skunci a lisky Evropy)
Siroka Skala domacich i
divokych zvirat, nejcastéji z respiracni kapénky prenasené vzduchem od
Canine distemper virus Paramyxoviridae, radu Selem, jako jsou psi, vici, infikovanych zvirat, pfimy kontakt s télnimi celosvétoveé; geograficka struktura u rliznych
(cbv) Morbillivirus lisky, myvalové a fretky, tekutinami infikovanych zvirat (napf. slinami) kmena
infikuje ale i koCkovité Selmy a pres kontaminované povrchy (fomity)
(napf. lvi)
pfimym kontaktem s infikovanymi zviraty,
Y - . jejich télesnymi sekrety (napfiklad z o¢i, nosu
. . . predevsim domdci ovce a kozy, , o , . . C une ,
Peste-des-petits-ruminants Paramyxoviridae, , , . ... aust)ana kratké vzdalenosti Afrika, Asie; Sifeni na zapad a na sever,
. e déle také skot, velbloudi, africti Y L, Ly, . , "
virus (PPRV) Morbillivirus . . prostrfednictvim respiracnich aerosol{, v poslednich letech outbreaky v Evropé
buvoli, antilopy a prasata. o Y . .
nepfimo prostfednictvim kontaminovaného
prostredi
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Equine infectious anemia
virus (EIAV)

Porcine reproductive and
respiratory syndrome virus
(PRRSV)

Swine vesicular disease
virus (SVDV)

Classical swine fever virus
(CSFV)

Newcastle disease virus
(NDV)

Retroviridae,
Lentivirus

Arteriviridae,

Betaarterivirus

Picornaviridae,
Enterovirus

Flaviviridae,
Pestivirus

Paramyxoviridae,
Orthoavulavirus

vsichni ¢lenové Celedi
konovitych (konég, osli, zebry
aj.)

prasata

domaci a divoka prasata

domaci a divoka prasata

Siroka skala ptacich druhd,
véetné domaci dribeze, jako
jsou kurata, kraty, husy a
kachny, ale také divokych
ptéakd, jako jsou pstrosi,
bazanti a holubi, vzacné lidé

predevsim prostrednictvim hmyzu Ziviciho se
krvi, jako jsou ovadi a pakomari, kteri funguji
jako mechanické vektory, kontaminovanymi
jehlami, injekénimi stfikackami nebo jinym
zdravotnickym vybavenim, méné ¢asto
vertikalné

pfimy a nepfimy kontakt, v€etné pfimého
kontaktu mezi prasaty, kontaminovanym
spermatem a prfenosem aerosolem

prfimym kontaktem s infikovanymi prasaty,
kontaminovanym prostfedim a pozitim
kontaminovanych zbytka

pfimy kontakt s infikovanymi prasaty a
neprimy kontakt prostfednictvim
kontaminovanych predmét(, krmiv a
Zivocisnych produktd

predevsim primym kontaktem s infikovanymi
ptaky nebo nepfimym kontaktem
prostfednictvim kontaminovanych
predmétl, potravin, vody a ¢astic ve vzduchu

celosvétové; fylogeografické vazby mezi
Evropou, Amerikou a Asii

PRRSV-1 prevaziné Evropa (ale i Asie), PRRSV-2
prevazné Asie; v EU se PRRSV-2 vyskytuje
omezené

drive Evropa a Asie; nyni témér eradikovano (v
poslednich letech jen velmi sporadické nalezy)

Asie (dominance 2.1), Evropa (pfevaha 2.x v
historickych ohniscich), Latinska Amerika drive
1.x, eradikované v USA, Kanadé, vétsi ¢asti
zdpadni Evropy, Austrdlii a na Novém Zélandu

celosvétové; rozdily ve vyskytu jednotlivych
genetickych variant
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2 Metodika detekce kandidatnich skupin parazitli s forenznim potencialem

2.1 Hemogregariny

2.1.1 Popis skupiny

Hemogregariny jsou vektory prenaseni jednobunécni parazité patfici do skupiny Apicomplexa, popsano je
vice nez 400 druh( z rlGznych hostitel( (Perkins et al. 2001). Jejich Zivotni cyklus probiha v krvi a tkanich
mezihostitel(, kterymi jsou savci, ptéci, ryby, krokodyli, hadi, jestérky a Zelvy (Desser, 1993; Smith, 1996).
Definitivnimi hostiteli a také vektory hemogegarin je Siroka skéala bezobratlych sajicich krev, véetné klistat,
roztocl, komard, jinych ¢lenovcl a pijavic (Desser, 1993; Smith, 1996; Davies a Johnston, 2000). Paratenicky
hostitel v Zivotnim cyklu je také mozZny u nékterych druh( vyZadujicich masozravost (Smith, 1996). U druh(
rodu Hepatozoon muze byt vyvoj dokoncen v ramci Zivotniho cyklu tfi hostitel( v poradi: komar-jestér-had
(Landau et al. 1972), komar-zaba-had (Smith et al. 1994; Smith et al. 1999), komar-hlodavec-had (Sloboda et
al. 2008, 2009) nebo pozitim infikované kofisti hady Zivicimi se hady. Kromé toho byl zaznamendan také
vertikdlni pfenos u ovoviviparnich had( (Lowichik a Yaeger, 1987; Telford, 1984).

Hemogregariny patfi k nejvice hostitelsky specializované skupiné parazitt v krvi plaz( a jsou dominantnimi
hemoparazity u hadd, Zelv a krokodyld (Telford, 1984). Navzdory velkému pocétu popsanych druhd zGstavaji
u vétsiny z nich neudplné informace o kompletnim vyvojovém cyklu, véetné znalosti o biologii, vektorech a
zplisobech pfenosu (Desser, 1993). Pfenadeci byly dosud identifikovani u méné nez stovky druhd. Zivotni
cyklus je typicky dixenni (u nékterych druhd s moznym zapojenim dalsiho paratenického hostitele), vektory
jsou krevsajici bezobratli (hlavné klistata, pijavice a komafi).

Zakladni aspekty vyuziti skupiny jako biotagu ve forenzni praxi

e vétSina druhl se pfenasi pouze krevsajicimi bezobratlymi ZivoCichy (=vektofi)

e vektofi se obvykle nevyskytuji v podminkach chovu v zajeti

e typicti vektofi maji geograficky omezené rozsiteni (napt. urcité druhy klistat)

e diagnosticky vyznamna stadia se vyskytuji v krvi a Ize je detekovat z krevnich natér(

e infekce je pravdépodobné celoZivotni (u druhu Hemolivia mauritanica u Zelv rodu Testudo byla
infekce zaznamendna az 9 let po importu) (Siroky et al., 2004, 2007)

Kritické limity vyuziti skupiny jako biotagu ve forenzni praxi

e u Zivorodych/vejcorodych hadd muzZe byt infekce pfenesena na potomstvo. Rozsah pfenosu neni
zndm. To mzZe predstavovat omezeni u nékterych hadl celedi Boidae.

e Zastupci rodu Hemolivia se prenasi poZitim infikovaného klistéte, které se odloucilo od infikované
7elvy. Zelva chovand v zajeti mize pozfit klisté, které spadlo z zelvy ulovené ve volné pfirodé. Je to
velmi nepravdépodobné, ale teoreticky mozné.

e Druhy rodu Hepatozoon se prenaseji komary (viz napf. Sloboda et al., 2008, 2009). Ve venkovnich
klecich v tropickém prostredi muze k pfenosu teoreticky dojit, ale nikdy to nebylo prokazano (ani
vylouceno).

2.1.2 Metodologie
2.1.2.1 Material a metodika odbéru

e Zivi zvifata: plna Zilni nebo kapilarni krev odebrana veterinarnim lékafem nebo opravnénou osobou
e Pitva: krevni koagulum nebo tkanovy vzorek (jatra, plice, slezina)
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2.1.2.2 Priprava pro diagnosticka vysetieni

e 7 plné krve bezprostiedné po odbéru zhotovit dva krevni natéry

e krevni natér obarvit standardnimi hematologickymi metodikami (Giemsa, DiffQuick)

e zbylou ¢ast krve, pripadné odebrané tkanové vzorky fixovat do 96% EtOH pro pozdéjsi izolaci DNA v

indikovanych pfipadech

2.1.2.3 Vlastni vysetfeni a identifikace

Mikroskopie: v pripadé poikilotermnich hostitelll mikroskopie barvenych natér odhali typické gametocyty

lokalizované v erytrocytech (ldentifikacni obrazkova tabule T1)

DNA analyza: DNA izolovand tradi¢nimi postupy s vyuzitim tkanovych izolacnich kitli, ndsledné PCR se
skupinoveé specifickymi primery (typicky HepF300 a HepR900) amplifikujicimi pfiblizné 600 bp 18S rDNA, poté
analyza sekvenci svyuZitim BLAST nebo fylogenetickd analyza sekvenci erudovanym molekuldrnim
fylogenetikem (de Oliviera et al., 2018; Maricic et al., 2023).

2.1.2.4 Dokumentace vysledk

e Fotodokumentace odbéru krve

e Nalez v krevnich natérech: mikrofotografie stadii pfi zvétSeni 1000x

e Archivované DNA sekvence

2.1.2.5 Archivace materialu

e Krevni natéry v plastovych nebo papirovych boxech pti pokojové teploté

e Krev fixovanou v EtOH kratkodobé v mrazicim boxu (-18 C), dlouhodoby bio-banking pti -80C

e Kryo-archivovana DNA

e Archivované DNA sekvence

Tabulka 2: Priklady forenzné vyznamnych druhG hemogregarin a jejich asociace s hostitelem.

Taxon doporuceny
pro forenzni vyuziti

Hostitel

Geogr. oblast

Poznamka pro forenzni vyuziti

Odkaz na literaturu pro
expertni stanovisko

Hemolivia
mauretanica

Testudo spp.

Balkan, S Afrika

Evropské Zelvy vilegalnim obchodu,
vysoka prikaznost plvodu z pfirody

Kvicerova et al., 2014

Hemolivia parvula Stigmochelys Jizni Afrika Africké Zelvy vilegdlnim obchodu, | Cook et al., 2015
pardalis vysoka prikaznost plvodu z pfirody

Hemolivia Rhinoclemmys | Stfedni Amerika Vysoka prikaznost plvodu z pfirody Zivticovd et al., 2024

pulcherrima pulcherrima

Hemolivia mariae Tiliqua rugosa | Australie Australsti scinkoviti  vilegdlnim | KviCerova et al., 2014

obchodu

Hepatozoon Python regius | Zapadni Afrika Vysoka prikaznost pdvodu z Afriky, | Sloboda et al., 2007

ayorghbor zejména ve spojeni s nalezem klistat

Haemogregarina Emys, Evropa, Blizky | Vodni Zelvy Ozvegy et al., 2015

t j M Vychod

stepanowt adremys yeno Dvorakova et al., 2014

Haemogregarina zelvy Jizni Amerika Jihoamerické vodni Zelvy vramci | de Oliveira et al., 2018

spp. ilegalniho obchodu

14



2.1.3 Zavér

S ohledem na vysSe popsané aspekty predstavuji hemogregariny jedineéné biotagy s velkym forenznim
potencidlem. Pfitomnost Hemolivia mauritanica u evropskych druht Testudo spp. je jasnym dikazem toho,
Ze tato zvitfata se nenarodila na Uzemi stfedni Evropy. Specifickym vektorem je klisté Hyalomma aegyptium,
typicky stredomorsky kli§té spojeny s volné Zijicimi populacemi Testudo (Siroky et al., 2005, 2006). Podobné
je pfitomnost hemogregarin, vyznamna u africkych Zelv. Tropické a subtropické druhy had( jsou infikovany
hemogregarinami r. Hepatozoon, prikladem takovych hostitell jsou krajty jako napf. Python regius, Morelia
spp., a hroznysi Corallus spp. atd. Podobna situace je také u varand, jak z Afriky, tak z tropické Asie. Spravné
zarazeni hemogregarin z plazt do druhd vyZaduje molekularni genotypizaci, ktera je dobfe zavedena (napf.
Kvicerova et al., 2014, Tomé et al., 2014, Cook et al., 2015). Druhy rodu Hepatozoon se vyskytuji také u savc,
jejich prediktivni hodnota je vsak niZsi, protoZze mohou byt prenaseni napf. blechami. U savcl jsou
molekuldrni data k dispozici predevsim pro druhy, které parazituji na Selmach. Vodni Zelvy jsou infikovany
zastupci rodu Haemogregarina, infekce se prendsi pijavicemi (Placobdella v Evropé) a je obvykle velmi
rozsifend (napf. Dvorakova et al., 2015). H. stepanowi se vyskytuje u evropskych druhl Emys a Mauremys v
celém arealu jejich rozsireni.

2.2 Hemosporidie

2.2.1 Popis skupiny

Haemosporidia je dalsSi diverzifikovand skupina apicomplex, kterd zahrnuje ctyfi Celedi: Garniidae,
Leucocytozoidae, Plasmodiidae a Haemoproteidae. VSichni tito prvoci jsou prenaseni vektory, ve vétsiné
pfipadu se jedna o dvouk¥idlé hmyzy Zivici se krvi. Hemosporidie se vyskytuji ve vsech tfidach suchozemskych
obratlovcl, véetné palearktické fauny. Hostitelska specifita je malo prozkoumana. Vzhledem k odlisnym
technickym aspektlm pouZitelnosti jako biotagy, hemosporidie jsou nize rozdéleny na zakladé jejich hostitel(
do sekci savcl, ptakld a plazd pro ucely této analyzy.

2.2.2 Hemosporidie u exotickych plazt

Rod Haemoproteus Kruse, 1890 zahrnuje parazitické prvoky obojzivelnikd, plazi a ptakd (Valkitnas, 2005,
ValkiQinas et al., 2010; Telford, 2009). Paraziti se vyznacuji pigmentovanymi gametocyty v erytrocytech a
absenci merontl v perifernich krvinkach (Lainson & Naiff, 1998).

2.2.2.3 Hemosporidie u exotickych ptaku

U ptakd se v krvinkach vyskytuji tfi rody haemosporididlnich protisti: Haemoproteus, Plasmodium a
Leucytozoon. Haemosporidie se prendseji krevsajicimi dvoukfidlymi hmyzem. Ve srovnani s extrémni
rozmanitosti haemosporidii (popisuji se stovky druh() jsou Udaje o hostitelské specificité omezené. Zjevné
existuje mnoho haemosporidii, které maji Uzké spektrum hostitel(i a Uzké geografické rozsifeni, ale existuiji i
jiné (napf. Plasmodium relictum), které povazujeme za generalisty infikujici Siroké spektrum hostitelll naptic
kontinenty. Podobné chybi také udaje o vektorech vétSiny druh(. Neddvno byla zavedena klasifikace
haemosporidii pomoci polymorfismu sekvenci cytochromu b a tato metoda je Siroce pouzivana (napfr.
Valkilinas, 2005, Valkitnas et al., 2010). Postupné se buduje spole¢na databaze (viz dale), ktera obsahuje
tisice sekvenci/¢arovych kddu. Je ziejmé, Ze tato metoda ma obrovsky potencidl pro forenzni aplikace u
obchodovanych ptakd.

2.2.2.4 Hemosporidie u savcu

Mezi protisty v krvi savcl maji ¢lenové rodu Plasmodium velkou prediktivni hodnotu u nékterych
obchodovanych savcl. Zejména u primatQ existuje nékolik druhl Plasmodium specifickych pro daného
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hostitele (souvisejicich s malarii u lidi), které se mohou prenaset pouze lokalné v oblasti vyskytu specifickych
komar( jako vektor( (Verhulst et al., 2012). Detekce maldrie byla nedavno zdokonalena a DNA Plasmodium
lze detekovat také ve vykalech zvitat (Liu et al., 2010). Takova pozitivni diagnostika nasledovana
sekvenovanim je pak jasnym dikazem puvodu primatua. Vysoka prevalence ve studovanych populacich goril
nizinnych (Mapua et al., 2015) a Simpanzd (az 80 %) (napf. Rayner et al., 2011) ¢ini z Plasmodium spp.
pomérné uziteCny marker, avsak vzhledem k omezenému mnozZstvi obchodovanych zvitat je SirSi pouziti
nepravdépodobné. Stejné principy lze aplikovat i na jiné savce.

2.2.3 Metodologie
.2.2.3.1 Material a metodika odbéru

e Ziva zvitata: pIna Zilni nebo kapilarni krev odebrand veterinarnim Iékafem nebo opravné&nou osobou
e  7iva zvifata (primati): trus
e Pitva: krevni koagulum nebo tkanovy vzorek (jatra, plice, slezina)

2.2.3.2 Priprava pro diagnosticka vysSetieni

oz plné krve bezprostfedné po odbéru zhotovit dva krevni natéry

e krevni natér obarvit standardnimi hematologickymi metodikami (Giemsa, DiffQuick)

o zbylou ¢ast krve, pfipadné odebrané tkanové vzorky fixovat do 96% EtOH pro pozdé;si izolaci DNA v
indikovanych ptipadech

e trus primatd fixovat zamrazenim nebo v EtOH pro pozdéjsi izolaci DNA v indikovanych ptipadech

2.2.3.3 Vlastni vysetieni a identifikace

Mikroskopie: v pripadé poikilotermnich hostiteld mikroskopie barvenych natérl odhali vyvojova stadia
lokalizované v erytrocytech (Plasmodium, Haemoproteus) nebo burikach bilé krevni fady (Leucotytozoon). U
ptakl mikroskopie barvenych natér( odhali vyvojova stadia lokalizované v erytrocytech (Plasmodium,
Haemoproteus) nebo bunkach bilé krevni fady (Leucotytozoon). U savcl vyvojova stadia lokalizované
v erytrocytech (Plasmodium) (ldentifikacni obrazkova tabule T1).

DNA analyza: DNA izolovana tradi¢nimi postupy s vyuzitim tkanovych izolac¢nich kit(, v ptipadé vzorka trusu
(primati) izolace odpovidajicim kitem. DNA izolovand z krve amplifikovdna pomoci PCR se skupinové
specifickymi primery (typicky HemNFI a HaemNR3 amplifikujicimi okolo 479 bp genu pro cytB, poté analyza
sekvenci s vyuZitim BLAST nebo fylogeneticka analyza sekvenci erudovanym molekuldrnim fylogenetikem.
V pfipadé sekvenci cytochrom B zptdkl moZnost wvyuZiti databdze MalAvi (http://mbio-
serv2.mbioekol.lu.se/MalAvi) slouZici jako UloZisté haplotypl sekvenci cytB. Kazda jedinecna sekvence je
povaZzovana za jedinecny haplotyp a je pojmenovana kddem. Databaze lze prohledavat také na zakladé
zkoumaného hostitele a jeji pouziti je bezplatné (Tamayo-Quintero et al., 2025, Olias et al., 2011). V ptipadé
DNA ze savcl nutnost vyuZiti série primer( pro 18SrDNA (Assis et al., 2016) poté analyza sekvenci s vyuZitim
BLAST nebo fylogeneticka analyza sekvenci erudovanym molekularnim fylogenetikem

2.2.3.4 Dokumentace vysledkt

e Fotodokumentace odbéru krve
e Nalez v krevnich natérech: mikrofotografie stadii pfi zvétSeni 1000x
e Archivované DNA sekvence

2.2.3.5 Archivace materialu:

e Krevni natéry v plastovych nebo papirovych boxech pfi pokojové teploté
e Krev fixovanou v etanolu kratkodobé v mrazicim boxu (-18 C), dlouhodoby bio-banking pfi -80C
e Kryo-archivovana DNA
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2.2.4 Zavér

Nalez hemosporidii v erytrocytech u plazii ma vysokou forenzni hodnotu s ohledem na jejich pldvod, obecné
je pfenos Haemoproteus u plazli chovanych v interiéru nepravdépodobny a zvifata, u nichz byly tyto stadia
zjistény v krvi, Ize povaZovat za pochazejici z volné pfirody. Hodnoceni zvifat chovanych na farmach v
tropickych oblastech ve venkovnich klecich mGze byt problematické, protoze krev sajici hmyz se k nim muze
snadno dostat a prenaset infekci. V pfipadé ptakl je nezbytna detailni analyza sekvenci DNA a identifikace
haplotypu cytB, idealné s vyuZitim databaze MalAvi. V pripadé savcl je praktické vyuzZiti narocné, limitované
obvykle na primaty z potencidlné ilegalnich zdrojd. S ohledem na zavaZnost této formy ilegalniho obchodu
vsak mlZe mit detekce plasmodii velmi vysokou hodnotu v dokumentaci pfipadu. MoZnost vyuZiti trusu
téchto zvifat k analyze DNA predstavuje extrémni vyhodu ve srovnani s technickymi a legalnimi aspekty
odbéri krve u zadrzenych primata.

2.3 Sarcosporidie (Sarcocystidae)

2.3.1 Popis skupiny

Dvojhostitelské kokcidie ¢eledi Sarcocystidae (predevsim Sarcocystis spp.) jsou jednobunécni parazité z radu
Apicomplexa, ktefi se prenaseji v rdmci vztahll mezi predatory a jejich a kofisti. Typickymi definitivnimi
hostiteli jsou dravi masozravi obratlovci, zejména hadi, néktefi jeStéri, dravi ptaci a sovy a masozravi savci.
Druhy rodu Sarcocystis vykazuji uréitou miru hostitelské specificity (a z toho vyplyvajici rozmanitost) jak na
urovni definitivniho hostitele (= predator), tak na Urovni mezihostitele (= kofist). U hadl rlizné druhy rodu
Sarcocystis cykluji ve vyvojovych cyklech had-hlodavec nebo had-jestér. Mezihostitel (hlodavec nebo jestér)
se nakazi poZzitim infekénich sporocyst, které se vylucuji ve vykalech hadld a kontaminuji prostredi. V
mezihostitelich se Sarcocystis spp. rozmnoZuje nepohlavné, vstupuje do svalovych bunék a tvofi cysty, ve
kterych paraziti zlstavaji Zivotaschopni po nékolik let, nékdy po zbytek Zivota. Sarcosporidie se vyskytuji také
u dravych ptakl a sov, kde se obvykle prenaseji mezi dravymi ptaky a hlodavci, nékteré také mezi dravci a
zpévnymi ptaky. Nelze-li vyloucit poZiti kofisti pochazejici z volné prirody, je pouZzitelnost pritomnosti
Sarcocystis jako predikce pivodu omezena.

2.3.2 Metodologie
2.3.2.1 Material a metodika odbéru

e  Zivd zvifata: trus
e pitva: obsah stfeva nebo svalova tkan

2.3.2.2 Priprava pro diagnosticka vysetieni

e  (Cerstvy trus pripravit pro vysetieni flotacnim postupem (A1.3)
e odebranou svalovou tkan mozZno vysetfit prostym roztlakovym preparatem, v pfipadé nalezu
svalovych stadii tkan pripravit k izolaci DNA

2.3.2.3 Vlastni vysetfeni a identifikace

Mikroskopie: mikroskopické vysetfeni vysledku flotacniho vySetieni pfi zvétSeni minimalné 400x, v pripadé
nalezu sporocyst fotodokumentace a pfiprava materialu k izolaci DNA (Pfiloha: Identifikacni obrazkova tabule
T1).

DNA analyza: DNA izolovana tradi¢nimi postupy s vyuZzitim tkanovych izola¢nich kitli (svalovina), v pfipadé
vzorkU trusu izolace odpovidajicim kitem. V izolované DNA amplifikace fragmentu 18SrDNA nebo 28SrDNA
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pomoci PCR se skupinové specifickymi primery (viz ptilohy v Lee and Muthu, 2021, poté analyza sekvenci
s vyuZitim BLAST nebo fylogeneticka analyza sekvenci erudovanym molekularnim fylogenetikem.

2.3.2.4 Dokumentace vysledkt

e Fotodokumentace vysledku flota¢niho vySetfeni - mikrofotografie sporocyst pfi zvétseni 1000x
e Archivované DNA sekvence

2.3.2.5 Archivace materialu

e Trus do 96% EtOH

e Trus fixovany v EtOH kratkodobé v mrazicim boxu (-18 C), dlouhodoby bio-banking pfi -80C
e Kryo-archivovana DNA

e Archivované DNA sekvence

2.3.3 Zaveér

Sarcocystis spp. jsou paraziti, ktefi maji vyznamny vyznam v forenznich vysettovanich, a jako takovi byli dfive
pouzivani (viz dalsi diskuse). Aby vsak bylo mozné jejich pfitomnost pouZit jako dikaz plvodu vysetfovaného
jedince z volné prirody, musi byt potvrzeno, Ze vySetfovany obratlovec nemél pristup k Zivym obratlovciim z
volného prostredi, podavanym jako potrava. Negativni vysledky vysetfeni vykald nemaji Zddnou hodnotu.
Pozitivni vysledky silné naznacuji plivod vysetfovaného jedince z volné pfirody, protoZe prenos v zajeti je
velmi nepravdépodobny. Vyse popsané situace vSak komplikuji skute¢nou forenzni hodnotu v situacich s
pravnimi dlsledky. Sarcocystis spp. |ze pouzit také pro forenzni Géely u rlznych obratlovc(, ktefi slouzi jako
mezihostitelé v Zivotnim cyklu. JelikoZ se cysty vyskytuji ve svalech, nelze je u Zivych zvifat detekovat. Naopak,
tkanové cysty Ize snadno pozorovat a izolovat z mrtvych jedinc béhem pitvy. | v téchto pripadech je obvykle
nutna molekuldrni identifikace a az na Uroven druhu pomoci analyz sekvenci DNA.

2.4 Motolice a tasemnice

2.4.1 Popis skupiny

Motolice (Digenea, trematodes) jsou obligdtné heteroxenni helminti obratlovcu, ktefi vykazuji obrovskou
rozmanitost ve vsech ttridach obratlovci. Jejich Zivotni cyklus je vidy heteroxenni a mizZe zahrnovat az tfi
rizné mezihostitele (nebo paratenické hostitele). U absolutni vétSiny druhl je Zivotni cyklus zavisly na
mékkysich (obvykle vodnich) jako prvnich mezihostitelich. Diky tomu lze Zivotni cyklus jen stézi dokondit
mimo pfirozené prostredi. Obratlovci mohou slouzZit bud'jako definitivni hostitelé, vajicka motolic se obvykle
vylucuji v trusu, nebo obratlovci (obvykle plazi a obojZivelnici) slouZi jako mezihostitelé, kdy jsou stadia
motolic (obvykle metacerkarie) pfitomna v tkanich a organech, u obojzivelnik( také pod k{zi. Popis enormni
rozmanitosti motolic jasné presahuje ramec této studie a jejich taxonomie vyzaduje vyskolené odborniky.
Veskera taxonomie je zaloZzena na morfologii helmintl odebranych z organ.

Tasemnice (Cestoda, cestodes) jsou helminti s typicky heteroxennim (obvykle dixennim) Zivotnim cyklem.
taxonomicky popis. Obratlovci mohou byt v Zivotnim cyklu tasemnic bud' definitivnimi hostiteli, nebo
mezihostiteli. V pripadé, Ze je obratlovec definitivnim hostitelem, jsou tasemnice lokalizovany ve strevé a
vajicka a proglotidy jsou (i kdyZz nepravidelné) vyluCovany v trusu, kde mohou byt detekovany a dale
zkoumany. V situaci, kdy konkrétni obratlovec slouZi jako mezihostitel pro konkrétni tasemnici, jsou larvalni
stadia, tzv. larvocysty, pfitomna v orgdnech, bfisni dutiné nebo podkozi. Zatimco larvy v organech nelze u
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Zivych hostitelll detekovat, subkutanni stadia pseudofylidnich tasemnic (nazyvanda plerocercoidy nebo
spargana, hlavné rodu Spirocerca) Ize detekovat v podkoznich zdufeninach a chirurgicky vyjmout. Tato
situace je charakteristicka a forenzné vyznamna pro hady dovezené z jihovychodni Asie. Odstranéni vyzaduje
zapojeni zkuseného veterinare a mlize byt pro vySetfované zvife skodlivé. V idedlnim pripadé by odstranéni
mélo byt provedeno na klinice za sterilnich podminek. Zkoumani a diskuse o rozmanitosti tasemnic jasné
presahuje ramec této analyzy. Rozsahlé seznamy druh( jsou k dispozici online (Caira et al., 2015). Pro tcely
forenzni parazitologie u obchodovanych zvirat maji vSak tasemnice zdsadni vyznam, a to kvdli jejich sloZitému
Zivotnimu cyklu a nemoznosti prenosu v podminkach chovu v zajeti. V pripadé hadl a varanl pfitomnost
tasemnic silné naznacovala plvod v pfirodé, coZ dobfe odpovida publikovanym tdajdm o zabavenych plazech
z Némecka a hadech dovezenych napt. do Ceské republiky.

2.4.2 Metodologie
2.4.2.1 Material a metodika odbéru

e  7iva zvirata: trus
e  Ziva zvifata: larvalni stadia tasemnic vyjmuta z podkoZzi
e pitva: obsah stfeva, télni dutiny, tkan organ(

2.4.2.2 Priprava pro diagnosticka vysSetieni

e Cerstvy trus pripravit pro vysetreni flotacnim a sedimentacnim postupem (A1.3, A1.4)

e stadia tasemnic vyjmuta z podkoZi material fixovat v 70% etanolu a pfipravit k identifikaci expertem
a/nebo izolaci DNA

e kompletni parazitologicka pitva provedend erudovanym parazitologem, v pripadé nalezu helmint( ze
skupin motolic nebo tasemnic materidl fixovat v 70% etanolu a pfipravit k identifikaci expertem
a/nebo izolaci DNA

2.4.2.3 Vlastni vySetfeni a identifikace

Mikroskopie: mikroskopické vySetfenivysledku flotacniho a sedimentaéniho vySetfeni pfi zvétSeni minimalné
200x, v pripadé ndlezu typickych vajicek fotodokumentace a priprava materidlu kizolaci DNA (Pfiloha:
Identifikacni obrazkova tabule T2). Dospélce motolic nebo tasemnic nalezené pfi pitvé je mozno dale
zpracovat, obarvit specifickymi postupy ve specializované helmintologické laboratofi a nasledné identifikovat
klasickymi taxonomickymi postupy. Analogicky se zpracuiji larvalni stadia tasemnic vyjmuta z podkozi.

DNA analyza: DNA izolovana tradi¢nimi postupy s vyuzitim tkarovych izolacnich kit (dospélci nebo larvaini
stadia motolic a tasemnic), v pfipadé vzorkd trusu izolace (obvykle ze sedimentu) odpovidajicim kitem.
Vizolované DNA amplifikace fragmentu 18SrDNA nebo dalSich genli pomoci PCR se skupinové specifickymi
primery (nutnd a priori konzultace s expertem na danou skupinu), poté analyza sekvenci s vyuZitim BLAST
nebo fylogeneticka analyza sekvenci erudovanym molekularnim fylogenetikem.

2.4.2.4 Dokumentace vysledkd

e Fotodokumentace vysledku flotaéniho a sedimentacniho vysetfeni — mikrofotografie vajicek pfi
zvétseni 400x

e Fotodokumentace z pitev

e Fotodokumentace nalezenych helminti

e Archivované DNA sekvence
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2.4.2.5 Archivace materialu

e Trus do 96% EtOH

e Trus fixovany v EtOH kratkodobé v mrazicim boxu (-18 C), dlouhodoby bio-banking pfi -80C

e Kryo-archivovana DNA

e Archivované DNA sekvence

e Trvalé mikroskopické mprepraty helmintd nebo jejich ¢asti

e Helminti fixovani v EtOH kratkodobé v mrazicim boxu (-18 C), dlouhodoby bio-banking pfi -80C

2.4.3 Zavér

Negativni vysledky vySetifeni trusu nemaji v pfipadé obou skupin Zadnou forenzni hodnotu. Pozitivni vysledky
(at uZ je to nalez vajicek v trusu nebo pritomnost helmintli obou skupin pfi pitvé) silné naznacuji ptvod
vySetfovaného jedince z volné Zijici populace v misté puvodniho vyskytu, protoZe prenos v zajeti je velmi
nepravdépodobny. Ackoli je presné urceni na zakladé vajicek v trusu Zivych zvifat témér nemozné, pro
forenzni Gclely to neni nutné. Ndlez tasemnic v trusu dravych plazG (hadi a varani) s vysokou
pravdépodobnosti vypovida o plivodu zvitete ve volné Zijici populaci. U had(l dovezenych z jihovychodni Asie
Ize v podkoZnich zdrutfeninach nalézt larvalni stadia pseudofylidnich tasemnic (spargana). Tato situace ma
vysokou forenzni hodnotu, protoZe plerocerkoidy se nemohou vyskytovat u jedincli narozenych v zajeti.

Ve vyjimecénych pfipadech mohou nékteré hymenolepidni a anoplocephalidni tasemnice (Hymenolepis in u
hlodavct, Oochoristica spp. u jestérd — napf. u leguanid zelenych Iguana iguana) dokoncit vyvojovy cyklus a
cirkulovat v populace hostitele v zajeti, diky moznosti vyuZiti bezobratlych mezihostitelG v ubikacich.
Vyznamnym faktem je, Ze tasemnice Hymenolepis nana a H. diminuta jsou béziné tasemnice u hlodavcU
chovanych v zajeti, véetné téch z kolonii hlodavcl pouZivanych jako potrava pro hady, jiné velké plazy a
masozravé ptaky. Pfitomnost typickych vajicek téchto tasemnic ve vykalech masoZravce je tedy pfipadem
pseudoparazitismu (= pasivni pfenos vajicek z potravy do vykal(l) a nema Zadnou forenzni hodnotu, rozliseni
musi provést zkuseny parazitolog.

2.5 Vrtejsi

2.5.1 Popis skupiny

ces

Vrtejsi (Acanthocephala) jsou paraziti, ktefi Ziji ve stfevech obratlovcl a - v rané fazi svého Zivotniho cyklu - v
bezobratlych. Typickym znakem je trnity vysunovatelny chobotek/proboscis, pomoci kterého se prichytéavaji
ke sténé stfeva hostitele (Yamaguti, 1963). Typickd vajicka, obsahujici larvu sjiz patrnymi trny, jsou
vyluéovana v trusu. Jakmile se vajicka s vyvijejici se larvou dostanou mimo definitivniho hostitele, musi byt
pohlcena clenovcem, ktery je jejich mezihostitelem. Mezi zndmé mezihostitele vrtejSi se suchozemskym
Zivotnim cyklem patfi hmyz (zejména Coleoptera a Orthoptera), isopodi a mnohonozky (Richardson 2006).
Mezihostitelé pro vrtejse Zivotnim cyklem ve vodnim prostfedi jsou obvykle desetinoZci nebo jini korysi.
Ackoli neni znam Zadny Zivotni cyklus vrtejsa, ktery by zahrnoval vice neZ jednoho mezihostitele z fadu
¢lenovcl, mlze se nékdy kromé definitivniho hostitele z fadu obratlovc( vyskytovat také paratenicky hostitel
z fadu obratlovcl. V paratenickém hostiteli ¢erv pronikd stfevni sténou a lokalizuje se v mezenteriu nebo
parenchymatéznich organech, kde zlistava v infekénim cystakantnim stadiu. Ackoli paratenicky hostitel
zjevné neni nezbytny, miZze presto hrat dlilezitou roli pfi pfesunu parazita na dalsi trofickou uroven, aby mohl
dokoncit svlj Zivotni cyklus. Pravé tato stadia maji vysokou forenzni hodnotu, nebot se vyskytuji pouze u
jedincl z volné pfirody.

20



Priklady vrtejsi u importovanych obratlovci:

e Oligacanthorhynchus, zaby

e Centrorhynchus, larvalni stadia v plazech

e Acanthocephalus Anuracanthorhynchus, Zaby, jeStéfi

e Paraprosthenorchis, luskouni Manis pentadactyla

e Sphaerechinorhynchus, kockovité Selmy a varani (V. salvator)

2.5.2 Metodologie
2.5.2.1 Material a metodika odbéru

e  Zivd zvifata: trus
e  Ziva zvifata: larvalni stadia vyjmutd z podkozi
e pitva: obsah stfeva, téIni dutiny, tkan organd

2.5.2.2 Priprava pro diagnosticka vysetieni

e  Cerstvy trus pripravit pro vySetfeni sedimentacnim postupem (A1.4)

e stadia vyjmuta z podkoZi - material fixovat v 70% etanolu a pfipravit k identifikaci expertem a/nebo
izolaci DNA

e kompletni parazitologicka pitva provedena erudovanym parazitologem, v pfipadé ndlezu vrtejsd
material fixovat v 70% etanolu a pfipravit k identifikaci expertem a/nebo izolaci DNA

2.5.2.3 Vlastni vysetfeni a identifikace

Mikroskopie: mikroskopické vysetteni vysledku sedimentacniho vysSetfeni pfi zvétSeni minimalné 200x,
v pfipadé nalezu typickych vajicek fotodokumentace a pfiprava materialu k izolaci DNA (Pfiloha: Identifikacni
obrazkova tabule T3). Dospélce vrtejst je mozno snadno identifikovat na zakladé chobotku s hacky, jedince
nalezené pri pitvé je moZno dale zpracovat, obarvit specifickymi postupy ve specializované helmintologické
laboratofi a nasledné identifikovat klasickymi taxonomickymi postupy. Analogicky se zpracuji larvalni stadia
vyjmuta z podkozi.

DNA analyza: DNA izolovana tradi¢nimi postupy s vyuzitim tkarovych izolacnich kit (dospélci nebo larvaini
stadia), v pfipadé vzorkd trusu izolace (obvykle ze sedimentu) odpovidajicim kitem. Vizolované DNA
amplifikace fragmentu 18SrDNA nebo dalSich genli pomoci PCR se skupinové specifickymi primery (nutnd a
priori konzultace s expertem na danou skupinu, phylogeneticka odlisnost vrtejst vyZaduje jiné sety primer()
(Zhao et al., 2024), poté analyza sekvenci s vyuZitim BLAST nebo fylogeneticka analyza sekvenci erudovanym
molekuldrnim fylogenetikem.

2.5.2.4 Dokumentace vysledkd

e Fotodokumentace vysledku sedimentacniho vysetfeni — mikrofotografie vajicek pfi zvétseni 400x

Fotodokumentace z pitev

Fotodokumentace nalezenych vrtejsi
Archivované DNA sekvence

2.5.2.5 Archivace materialu

Trus do 96% EtOH
Trus fixovany v EtOH kratkodobé v mrazicim boxu (-18 °C), dlouhodoby bio-banking pfi -80 °C

Kryo-archivovana DNA
Archivované DNA sekvence

Helminti fixovani v EtOH kratkodobé v mrazicim boxu (-18 C), dlouhodoby bio-banking pti -80 °C
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2.5.3 Zavér

Negativni vysledky vySettfeni trusu nemaiji v pfipadé vrtejsi zadnou forenzni hodnotu. Pozitivni vysledky (at
uZ je to nalez vajicek v trusu nebo pritomnost larvalnich stadii v podkoZi nebo pfi pitvé) silné naznacuji plvod
vySetfovaného jedince z volné Zijici populace v misté plvodniho vyskytu, protoZe prenos v zajeti je velmi
nepravdépodobny. Ackoli je pfesné urceni na zakladé vaji¢ek v trusu Zivych zvifat témér nemozné, pro
forenzni Ucely to neni nutné, z vajicek z trusu lze snadno izolovat i DNA a tu vyuzZit k fylogenetické analyze.
Larvalni stadia vrtejsti Ize v podkoZnich zdufeninach nalézt ¢asto u hadd dovezenych z jihovychodni Asie. Tato
situace ma vysokou forenzni hodnotu, protoZe takové larvy se nemohou vyskytovat u jedinct narozenych v
zajeti. Vzhledem k rozsahu hostitelll Ize vyskyt vrtejsi ocekavat hlavné u Zab, nékterych hadd, nékterych
druh(i varanu, nékterych ptakd a savcl. Nalezy u luskoun( jsou velmi zajimavé, protozZe tato zvirata jsou ¢asto
predmétem nelegdlniho obchodu.

2.6 Heteroxenni hlistice

2.6.1 Popis skupiny

Paraziti s povinnym heteroxennim (obvykle dixennim) Zivotnim cyklem se vyskytuji také mezi hlisticemi. Tyto
druhy maji velky vyznam pro forenzni parazitologii, protoze jejich zivotni cyklus se obvykle dokoncuje pouze
v pfirodnim prostredi, kde se vyskytuji specifické mezihostitelé.

Spiruridni hlistrice GIT

Rozmanita skupina spiruridnich hlistic zahrnuje typicky druhy, jejichZ Zivotni cyklus obvykle zahrnuje hmyz
jako mezihostitele. Hmyz se obvykle nakazi pozitim vajicek z prostiedi. Zivotni cyklus se dokonéi, kdyz
definitivni hostitel (=obratlovec) pozie infikovany hmyz. Logicky jsou infekce spiruridd bézné u hmyzozravych
nebo vSezravych hostitell. Pfitomnost vaji¢ek spiruridd ve vykalech vySetfovanych zvifat vidy naznacuje, Ze
se jednd o zvirata pochazejici z volné pfirody. Existuji vSak dlkazy, Ze nékteré heteroxenni hlistice primat(
(napf. Gongylonema) chovanych v zajeti mohou dokoncit svij Zivotni cyklus v Svabech, ktefi obyvaji klece
(klinické infekce primatQ Starého svéta hlasené z nékterych evropskych zoologickych zahrad). Vajicka
spiruridll jsou morfologicky velmi typicka a obsahuji sto¢enou larvu. Podrobné uréeni parazita neni obvykle
mozné kvali uniformité vajicek. Identifikace zaloZzend na DNA analyze je obtiZnd, protoZe referencnich
sekvenci je velmi malo.

Filarie

Specifickou skupinou nematod(li, které maji typicky heteroxenni Zivotni cyklus, jsou filarie (obvykle
zarazované do podradu Filarida v ramci fadu Spirurida). Jedna se o parazity pfenasené pouze krevsajicimi
vektory, typicky dvoukfidlymi hmyzem (Anderson, 2000). U plazli je kompetentnim pfenasecem vidy hmyz
Zijici v oblasti, kde se dany druh plaz(i vyskytuje. Pfenos u plazli chovanych v interiéru je velmi
nepravdépodobny, pokud nejsou plazi vystaveni komardm a podobnému hmyzu. Na zakladé publikovanych
udajli i terénniho a laboratorniho sledovani je prediktivni hodnota filarii ve forenznich vysetfovanich velmi
vysokd, vidy naznacuje plvod v pfirodé. Udaje o hostitelské specificité a diverzité filarii

jsou velmi vzacné. Nékolik dostupnych studii odhalilo vysokou diverzitu, a to jak u tropickych, tak u
palearktickych ptakd (Seghal et al.,, 2005). DNA barcoding umoznuje rozliSit druhy, avSsak mnoZstvi
srovnavacich sekvenci je velmi omezené a pokryva pouze zanedbatelnou ¢ast skutecné diverzity. Obecné
nelze vyloudit moznost, Ze filarie jsou prenaseny z volné Zijicich ptak( plvodem z Evropy na exotické ptaky
chované v zajeti. Proto ma pouhy nalez mikrofilarie v krvi ptak( pochybného plivodu relativné nizkou
hodnotu, pokud DNA barcoding neprokaze druhy/hap lotypy typické pro tropické zemé. V ptipadé savcl jsou

filarie relativné dobte prostudovanou skupinou u primat Nového svéta (Ehlers et al., 2023).
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2.6.2 Metodologie
2.6.2.1 Material a metodika odbéru

e  Zivd zvifata: trus

e Ziva zvitata: pIna Zilni nebo kapilarni krev odebrand veterinarnim Iékafem nebo opravné&nou osobou
e  Ziva zvifata - plazi: dospélci filarii vyjmuti z podkoZi veterinarnim Iékafem

e pitva: podkozi, télni dutiny, tkan organ

2.6.2.2 Priprava pro diagnosticka vysetieni

e Cerstvy trus pfipravit pro vysetieni flotacnim postupem (A1.3)

ez plné krve bezprostfedné po odbéru zhotovit dva krevni natéry

e krevni natér obarvit standardnimi hematologickymi metodikami (Giemsa, DiffQuick)

e zbylou ¢ast krve, pfipadné odebrané tkanové vzorky fixovat do 96% EtOH pro pozdéjsi izolaci DNA v
indikovanych ptipadech

e hlistice vyjmuté z podkozi - material fixovat v 70% EtOH a ptipravit k identifikaci expertem a/nebo
izolaci DNA

e kompletni parazitologicka pitva provedena erudovanym parazitologem, v pfipadé nalezu filarii (sténa
télni dutiny, cévy, podkoZi) material fixovat v 70% EtOH a pripravit k identifikaci expertem a/nebo
izolaci DNA

2.6.2.3 Vlastni vysetieni a identifikace

Mikroskopie: mikroskopické vysetfeni vysledku flotacniho vySetfeni pti zvétSeni minimalné 200x, v pripadé
nalezu typickych vajicek (vidy se stocenou larvou L1) provedeni fotodokumentace, pfipadné archivace
materialu pro izolaci DNA (Pfiloha: Identifika¢ni obrazkova tabule T2). Pti intravitalnim forenznim vysetfovani
ma mimoradny vyznam nalez filarii v podkoZi plazi (typicky u chameleon(l). Samotny nalez je velmi
charakteristicky a vysoce prlikazny. Dospélé jedince je mozno vyjmou a dale zpracovat, obarvit specifickymi
postupy ve specializované helmintologické laboratofi a nasledné identifikovat klasickymi taxonomickymi
postupy. Analogicky se zpracuji vyjmutd z podkozi nebo télnich dutin pfi pitvé. Larvalni stadia filarii (tzv.
mikrofilatie) Ize snadn detekovat v krevnich roztérech (Halla et al., 2014).

Larvalni stadia filarii (L1, mikrofilarie) detekujeme pomoci mikroskopie barvenych natér(, ktera odhali typické
L1 (Identifikacni obrazkova tabule T2).

DNA analyza: DNA izolovana tradi¢nimi postupy s vyuZzitim tkanovych izolacnich kitd (dospélci nebo larvalni
stadia). Vizolované DNA amplifikace fragmentu 18SrDNA nebo dalSich genli pomoci PCR se skupinové
specifickymi primery (nutna a priori konzultace s expertem na danou skupinu, fylogeneticka odlisnost filarii
plazd a savcl vyZaduje jiné sety primerQ) (Ehlers et al., 2023; Maia et al., 2014), poté analyza sekvenci
s vyuZitim BLAST nebo fylogeneticka analyza sekvenci erudovanym molekularnim fylogenetikem.

2.5.2.4 Dokumentace vysledkt

e Fotodokumentace vysledku flotaéniho vySetieni — mikrofotografie vajicek pfi zvétseni 400x

Fotodokumentace z pitev
Fotodokumentace odbéru krve

Nalez v krevnich natérech: mikrofotografie stadii pti zvétSeni 1000x
Archivované DNA sekvence

2.5.2.5 Archivace materialu

e Trus fixovany v 96% EtOH kratkodobé v mrazicim boxu (-18 °C), dlouhodoby bio-banking pfi -80 °C
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e Krevni natéry v plastovych nebo papirovych boxech pti pokojové teploté

e Krev fixovanou v EtOH kratkodobé v mrazicim boxu (-18 C), dlouhodoby bio-banking pti -80C

e Kryo-archivovana DNA

e Archivované DNA sekvence

e Helminti fixovani v EtOH kratkodobé v mrazicim boxu (-18 C), dlouhodoby bio-banking pfi -80 °C

2.5.3 Zavér

Negativni vysledky vySetieni trusu nebo krve nemaji v pfipadé zadnou forenzni hodnotu. Pozitivni vysledky
(at uz je to nalez spiruridnich vaji¢ek v trusu, pfitomnost larvalnich stadii filarii v krvi nebo dospélé filarie
v podkozi nebo pfi pitvé) silné naznacuji plvod vysetfovaného jedince z volné Zijici populace v misté
plGvodniho vyskytu, protoZe prenos v zajeti je velmi nepravdépodobny. Ackoli je pfesné urceni na zékladé
vajicek v trusu Zivych zvitat témér nemozné, pro forenzni Ucely to neni nutné, z vajicek z trusu lze snadno
izolovat i DNA a tu vyuzZit k fylogenetické analyze. Dospélci filarii v podkozi plazi (Foleyella spp.) typicky
hadovité prominuji a jsou patrné i pfi pouhé prohlidce jedince. Takové situace lze nalézt ¢asto u chameleon(
dovezenych z Afriky nebo Madagaskaru. Tato situace ma vysokou forenzni hodnotu, protoze tyto filarie se
nemohou vyskytovat u jedincl narozenych v zajeti.

2.7 Jazycnatky

2.7.1 Popis skupiny

Jazycnatky (Pentastomida) predstavuji jedine¢nou fylogeneticky dobfe definovanou skupinu endoparazit(,
ktefi ve skutecCnosti predstavuji odvozenou skupinu koryst prizplsobenych endoparazitickému Zivotu
v obratlovcich (Lavrov et al., 2004, Montes et al., 2025). Pouze nékolik taxon( jazyénatek se vyskytuje u ptakd
a savcl, vétSina taxon(l parazituje na plazech. Jazyénatky mohou vyuzivat plazy jako definitivni hostitele, v
takovém pfripadé se dospélci lokalizuji v plicich (nebo hornich dychacich cestach) a vajicka se vylucuji ve
stolici. VétSina druh, které se vyskytuji u dravych plaz(, je zjevné heteroxennich, plaz, ktery predstavuje
definitivni hostitele, se nakazi pozfenim infikované kofisti. Nékteré jazycnatky mohou plazy vyuzivat také jako
mezihostitele, jejich stadia se pak lokalizuji v télni dutiné nebo v organech a u Zivych zvifat je nelze detekovat.
Pecliva pitva obvykle vede k jejich detekci a identifikaci. Je nutné je radné odlisit od larvalnich helmint
(Tappe et al., 2011). Vajicka jazycnatek jsou snadno detekovatelnd ve vykalech jejich hostiteld pomoci
flotacnich/sedimentacnich technik, i kdyz obvykle nejsou pfitomna ve velkém mnoiZstvi. Vajicka jsou
charakteristicka pritomnosti ¢tyt pard hackd na koncetinach larvy uvnitf vajicka. Jednotlivé druhy nelze
rozlisit na zakladé morfologie vajicek. Nékteré jazyCnatky mohou infikovat i ¢lovéka, pficemz se prenaseji
vajicky z vykall hadl. Manipulace s takovymi vzorky vyZzaduje zakladni bezpeénostni opatfeni, aby se
minimalizovalo riziko infekce osob.

2.7.2 Metodologie
2.7.2.1 Material a metodika odbéru

e  7iva zvirata: trus

e mrtva zvifata: kompletni pitva s dirazem na prohlidku plic, dychacich cest a organl
2.7.2.2 Priprava pro diagnosticka vysetieni

e (erstvy trus pfipravit pro vySetfeni flotacnim i sedimentacnim postupem (A1.3, Al.4)
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e stadia vyjmutd zplic, dalSich orgdnl nebo podkozZi - materiadl fixovat v70% EtOH a pfipravit
k identifikaci expertem a/nebo izolaci DNA

e kompletni parazitologickd pitva provedend erudovanym parazitologem, v pfipadé nalezu vrtejst
material fixovat v 70% EtOH a pripravit k identifikaci expertem a/nebo izolaci DNA

2.6.2.3 Vlastni vysetfeni a identifikace

Mikroskopie: mikroskopické vysetieni vysledku flota¢niho a sedimentacniho vysetfeni pti zvétSeni minimalné
200x, v pfipadé nalezu typickych vajicek (vidy s larvou s patrnymi drapky) provedeni fotodokumentace,
pfipadné archivace materidlu pro izolaci DNA. P¥i intravitdlnim forenznim vySetfovani ma mimoradny vyznam
jak nalez vajicek v trusu (hadi, varani), tak nalez dospélcl v plicich nebo dychacich cestach pitvanych zvitrat
(typicky u hadl a krokodyld). Samotny nélez je velmi charakteristicky a vysoce prikazny. Dospélé jedince je
mozno vyjmou a ddle zpracovat, a nasledné identifikovat klasickymi taxonomickymi postupy.

DNA analyza: DNA izolovana tradi¢nimi postupy s vyuzitim tkanovych izolaénich kitl (jak dospélci, tak larvalni
stadia). V izolované DNA amplifikace fragmentu 28SrDNA, cox1 nebo dalsich genli pomoci PCR se skupinové
specifickymi primery (nutnd a priori konzultace s expertem na danou skupinu) (Montes et al., 2025), poté
analyza sekvenci svyuZitim BLAST nebo fylogenetickd analyza sekvenci erudovanym molekuldrnim
fylogenetikem.

2.5.2.4 Dokumentace vysledk

o fotodokumentace — makrofotografie nalezu pfi pitvé
e mikrofotografie vajicek pfi svételné mikroskopii
e Archivované DNA sekvence

2.5.2.5 Archivace materialu

e stadia jazyCnatek fixovana v 70/96% EtOH kratkodobé v mrazicim boxu (-18 °C), dlouhodoby bio-
banking pfi -80 °C

e Kryo-archivovana DNA

e Archivované DNA sekvence

2.5.3 Zavér

Jazy¢natky maji velky vyznam ve forenzni praxi u obchodovanych plaz(i. U krokodyll a Zelv se vyskytuji jen
ztidka (Celed Sebekidae, rody Sebekia, Alofia, Leiperia a ¢eled Subtriquetridae s jedinym rodem Subtriquetra),
u téchto zvirat vsak zdsadné naznacuji plvod zkoumanych zvifat z volné prirody. Jazyénatky jsou typické pro
mensi jeStéry (hlavné gekony, scinky, agamy), u nichz je béinym nalezem rod Raillietiela (Celed
Cephalobaenidae). Ve velké vétsiné pripadd se druhy Raillietiela vyskytuji pouze u plazli odchycenych ve
volné prirodé, existuji vsak urcité naznaky jejich pfrileZitostného prenosu u gekonl chovanych v zajeti
prostfednictvim hmyzu Zijictho v terariich. Dalsi skupinou hostitelli s typickym vyskytem jazy¢natek jsou
varani, véetné druhd z Afriky, Asie a Austrélie (Celed Sambonidae, rody Parasambonia, Sambonia/Elenia,
Waddycephalus). Zivotni cyklus vétsiny druh( neni znam, je viak pravdépodobné heteroxenni a piitomnost
vajicek naznacuje plvod ve volné prirodé. S ohledem na kritickou nutnost kontroly mezinarodniho obchodu
s vrany JV Asie je tato skupina patogen(l vyznamnou pom(ckou ve forenzni praci. Clenové poslednich dvou
Celedi pentastomidl jsou typickymi parazity vétsich hadl (Celed Porocephalidae, rody Porocephalus a
Kiricephalus, ¢eled Armilliferidae, rody Armillifer, Cubirea, Gigliolella). Pravdépodobné vSechny tyto druhy
jsou heteroxenni a mohou byt pouzity jako forenzni indikatory, jak je popsano vysSe. Nicméné hadi chovani v
zajeti, ktefi byli vychovani v pfirodnim prostfedi nebo krmeni stravou obsahuijici divoké krysy nebo jinou
divokou kofist, se mohou pravdépodobné nakazit stejnymi parazity jako jejich divoci pfibuzni. Pfitomnost
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larvalnich stadii u pitvanych jedincl je také velmi napadnd, ale opét plati, Ze infekce mize byt ziskana od
divokych jedincli chovanych ve stejném zafizeni. Takové situace musi byt feSeny pfipad od pfipadu, zasadné
mUzZe napomoci ndlez kombinace rliznych heteroxennich parazita.

2.8 Exoticka klistata

2.8.1 Popis skupiny

Klistata jsou paraziti¢ti ¢lenovci Zivici se krvi savc(, ptakd a plazi (zfidka obojzivelnik(), jejichZz celkova
rozmanitost dosahuje vice nez 800 druhU. AZ na nékolik vyjimek se jedna o ¢leny celedi Ixodidae (angl. Hard
ticks), ktefi se vyskytuji na obchodovanych zvifatech. Klistata maji v zasadé tfi typy Zivotniho cyklu, néktera
se Zivi pouze na jednom hostitelem béhem vsech tfi Zivotnich fazi (tzv. jednohostitelska klistata). Tento typ
klistéte zGstava na jednom hostiteli béhem larvalni a nymfalni faze, az do dospélosti, a samice opoustéji
hostitele po nakrmeni, aby nakladly vajicka. Jina klistata parazituji béhem svého Zivota na dvou rlznych
hostitel¢h (dvojhostitelska klistata). A koneéné, vétsina klistat vystfida béhem zivota tfi hostitele, jednoho v
kazdé Zivotni fazi (trojhostitelskd klistata). Zivotni cyklus viech druh klitat vyZaduje specifické podminky
vnéjsiho prostredi, trvda pomérné dlouho a aZ na nékolik vyjimek jej nelze dokoncit v ubikacich zvitat uvnitt
budov. Rizné druhy klistat maji omezeny geograficky areal, coz napomaha k odhadu geografického pivodu
jejich hostitele. Existuji studie o klistatech na exportovanych exotickych obratlovcich a stéhovavych ptécich,
které jasné ukazuji jejich hodnotu jako biotagl, vyuZitelnych ve forenzni praxi, vice viz Mihalca et al., 2015,
Pietzsch et al., 2006, Gonzalez-Acufia et al., 2005, a Burridge a Simmons, 2003.

Priklady klistat vyznamnych pro forenzni sledovani:

e Aponomma latum, plazi, Afrika, tropické oblasti

e Hyalomma aegyptium, suchozemské Zelvy, Balkan, Mediteran

e Aponomma komodoense, varan komodsky, JV Asie

e Aponomma gervasi, varan bengalsky, V. bengalensis, tropicka Asie
e Ambylomma helvolum, plazi JV Asie aZ po Australii

o Amblyomma exornatum, afri¢ti varani a hadi

o Amblyomma sparsum africké scuhozemské Zelvy r. Stigmochelys

2.8.2 Metodologie
2.8.2.1 Material a metodika odbéru

e  7iva zvirata: ddkladna prohlidka povrchu téla, klistata prisata na hostiteli. Pfi prohlidce se u jestérd
zaméfrit na okoli oci a uénich otvorQ, mezisanici, zahyby kdZe na krku a okolo koncetin, okoli kloaky.
U had(, savci a ptak( kdekoli po téle, u obojzivelnikd spiSe vyjimecné, typicky u ropuch.
e zasilky Zivych zvifat: nasata i nenasata klistata v prepravnich obalech
e mrtva zvifata, zvifeci klize: pfichycena klistata
2.8.2.2 Priprava pro diagnosticka vysetieni

e prfichycenad klistata jemnym tahem vyjmout a umistit do 96% EtOH
e prepravni obaly umistit do odpovidajicich plastovych sackl ¢i pytlQ, zajistit proti Uniku lezoucich
¢lenovcl

e prepravni obaly prohlizet po kratkém predchozim premraZeni, aby se zabranilo nechténému uniku
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e veskeré nalezené ¢lenovce fixovat v 70% EtOH a pripravit k identifikaci expertem a/nebo izolaci DNA
2.8.2.3 Vlastni vySetfeni a identifikace

Mikroskopie: vysetfeni mikroskopickych identifikacnich znak(l za pouzZiti stereomikroskopu, provedeni
fotodokumentace, pfipadné archivace materialu pro izolaci DNA (Ptiloha: Identifikacni obrazkova tabule T3).
Pti intravitalnim forenznim vysetfovani ma mimoradny vyznam nalez klistat pfichycenych na kzi plazd.
Samotny nalez je velmi charakteristicky a vysoce prikazny.

DNA analyza: DNA izolovand tradi¢nimi postupy s vyuzitim tkanovych izolacnich kit0 (jak dospélci, tak larvalni
stadia). V izolované DNA amplifikace fragmentu 18SrDNA, 16SrDNA, cox1 nebo dalsich gend pomoci PCR se
skupinové specifickymi primery (nutnd a priori konzultace s expertem na danou skupinu, poté analyza
sekvenci s vyuzitim BLAST nebo fylogeneticka analyza sekvenci erudovanym molekuldrnim fylogenetikem.

2.8.2.4 Dokumentace vysledkt

o fotodokumentace — makrofotografie pfichycenych nebo lezoucich klistat
e mikrofotografie stadii s vyuzitim stereomikroskopu
e Archivované DNA sekvence

2.8.2.5 Archivace materialu

e klistata fixovana v 70/96% EtOH kratkodobé v mrazicim boxu (-18 °C), dlouhodoby bio-banking pfi -
80 °C

e Kryo-archivovana DNA

e Archivované DNA sekvence

2.8.3 Zaveér

Negativni vysledky vySetfeni na pfitomnost kliStat nemaji Zadnou hodnotu, protoZe je relativné snadné
klistata odstranit mechanicky nebo zvitata osetfit paraziticidy, klistana na importovanych zvifatech nevydrzi
déle nez nékolik tydn(. Pozitivni vysledky, tj. nalezeni pfisatych klistat, silné naznaduji plvod vysetfovaného
jedince z pfirody, protoZe prenos a Zivotni cyklus v zajeti jsou velmi nepravdépodobné. Dosud jedinym
druhem pfenosnym v podminkach vnitifniho chovu je Aponomma komodoense, o kterém je znamo, Ze infikuje
skupiny komodskych varan(i chovanych v zajeti. Bézné palearktické kliSté Ixodes ricinus muze také parazitovat
na plazech, pokud maji pfistup do vnéjsiho prostredi. Je béZné u evropskych jestérek, ale u zvifat v zajeti se
obvykle nevyskytuje. Na zakladé zkuSenosti s klistaty na dovezenych a volné Zijicich exotickych plazech a
predchozich sledovani klistat na savcich kidZich, maji vysoky prakticky vyznam ¢tyfi situace:

(i) pfitomnost Hyalomma aegyptium na suchozemskych Zelvach, podobné Amblyomma sparsum na
africkych Zelvach

(ii) vyskyt A. latum/A. sparsum na africkych hadech, tato klistata jsou casto nalézdna na
impotovanych krajtach Python regius

(iii) klistata r. Amblyomma na importovanych/zadrzenych varanech z JV Asie

(iv) klistata se vyskytuji s vysokou frekvenci na ochodovanych surovych kazich volné Zijicich savci

Upozornéni: klistata plazi mohou pfenaset na ¢lovéka nékteré zavazné patogeny. V literatufe existuje zprava
o infekci personalu obchodniho centra s plazy bakterii Coxiella burnetti (patogen zpUsobujici Q-horecku). Na
zékladé dostupnych informaci se pacienti nakazili pfi odstrafiovani klistat z dovezenych plazl. Vzhledem k
tomu je dileZité pfi manipulaci s klistaty pouzivat dezinfekéni prostfedky a vhodné rukavice.
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2.9 Vsi a vSenky

2.9.1 Popis skupiny

Vsechny vsi z fadu Mallophaga a Anoplura jsou parazity ptak( nebo savcl a jako takové jsou zcela zavislé na
svych hostitelich, pokud jde o potravu i Zivotni prostredi. Vétsina savcl a ptakd reguluje pocet vienek a vsi,
které toleruji (coZ je obvykle velmi malo), pomoci vlastni péce o srst. Na hostiteli se vyskytuji vSechna
vyvojova stadia vSi a jednotlivé vSi a vSenky rychle bez hostitel hynou. Jednd se o hmyz s proménou
nedokonalou (hemimetabolii). VSi i vSenky byvaji velmi specifické pro svého hostitele, to znamen3, Ze jeden
druh obvykle parazituje pouze na jednom druhu zvifete nebo na malé skupiné blizce pribuznych druh( zvirat.

2.9.2 Metodologie
2.9.2.1 Material a metodika odbéru

e  7iva zvirata: dikladnd prohlidka povrchu téla, vsenky a vSi mohou byt pfimo na klZi nebo pfichycené
na koznich derivatech (chlupy, pefi).
e mrtva zvifata, zvifeci kZe: pfichycené vsenky pfip. vsi

2.9.2.2 Priprava pro diagnosticka vysetieni

e prfichycené ektoparazity jemnym tahem vyjmout a umistit do pastovych zkumavek (eppendorf),
pripadné odstfihnout i s chlupy nebo pefim
e veskeré nalezené ¢lenovce fixovat v 70% EtOH a pripravit k identifikaci expertem a/nebo izolaci DNA

2.9.2.3 Vlastni vysetieni a identifikace

Mikroskopie: vysetfeni mikroskopickych identifikacnich znakl za pouZiti stereomikroskopu, zhotoveni
trvalych preparatd v expertni laboratofi pro posouzeni detailnich identifikacnich znakld, provedeni
fotodokumentace, pfipadné archivace materidlu pro izolaci DNA. Pfi intravitalnim forenznim vySetfovani ma
vyznam nalez exotickych vsi a vSenek prichycenych na klzi trofeji a dermopreparat(.

DNA analyza: DNA izolovana tradi¢nimi postupy s vyuZitim tkanovych izolacnich kita (jak dospélci, tak larvalni
stadia). V izolované DNA amplifikace fragmentu 18SrDNA, cox1 nebo dalSich gentd pomoci PCR se skupinové
specifickymi primery (nutnd a priori konzultace s expertem na danou skupinu, poté analyza sekvenci
s vyuZitim BLAST nebo fylogeneticka analyza sekvenci erudovanym molekularnim fylogenetikem.

2.9.2.4 Dokumentace vysledkd

o fotodokumentace — makrofotografie pfichycenych nebo lezoucich vsi a vienek
e mikrofotografie s vyuzitim stereomikroskopu a svételného mikroskopu
e Archivované DNA sekvence

2.9.2.5 Archivace materialu

e Vsiavsenky fixované v 70/96% EtOH kratkodobé v mrazicim boxu (-18 °C), dlouhodoby bio-banking
pfi-80 °C

e Kryo-archivovana DNA

e Archivované DNA sekvence

2.9.3 Zavér

Zevni cizopasnici ze skupiny vsi a vSenek jsou vysoce diverzifikovanou skupinou s Uzkou vazbou na hostitele.
Jejich forenzni vyuZziti maze byt limitované faktem, Ze pfi importu mohou byt snadno odstranény za vyuziti

insekticidnich preparatd. Ve srovnani s klistaty je forenznim hodnota omezena.
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2.10 Exotické patogenni houby

2.10.1 Popis skupiny

V ére globdlniho obchodu, masového cestovniho ruchu a klimatickych zmén se hranice mezi ekosystémy
stavaji stdle propustnéjsimi. Exotické patogenni houbové patogeny zvifat — mikroskopické organismy s
biodiverzitu, hospodaiska zvifata i vefejné zdravi. Rada mykotickych patogenli ma znaény zoonoticky
potenciadl a predstavuje vyznamné riziko, zejména pro imunokomprimované jedince. Fungalni patogeny
zahrnuji dimorfni houby (napf. Blastomyces dermatitidis), dermatofyta (Microsporum gallinae),
chytridiomycety (Batrachochytrium salamandrivorans), oomycety (Pythium insidiosum) a oportunisticky
patogenni plisné (Saprolegnia ferax). Jejich spoleénym jmenovatelem je vysokd adaptabilita, schopnost
prezivat v nepfiznivych podminkdch a potencial vyvolat zavainé, casto smrtelné infekce u zvirat i lidi.

2.10.2 Metodologie
2.10.2.1 Material a metodika odbéru

e  Musi probihat za striktnich biosafety podminek (rukavice, maska FFP3, ochranné bryle). Vzorky se
odebiraji sterilnimi nastroji do sterilnich oball (napf. transportni média s 0,9% NacCl).

o zasilky Zivych zvifat, mrtva zvifata, zvireci klze

e pro odbér pouzit sterilni tampdn, skalpel, pinzetu, okamzité uzavfit, zabalit do sekunddrniho obalu s
absorbérem a etiketou (biohazard).

e skladovani: 4 °C (<24 h) nebo -80 °C pro dlouhodobé uchovani.

2.10.2.2 Priprava pro diagnosticka vysSetieni

e kultivace na Sabouraudové agaru nebo jinych médiich (napf¥. 25-30 °C, 2—-3 tydny) umoznuje izolaci
a identifikaci etiologického agens a testovani citlivosti na antifungdlni |éciva. Posuzuje se
makroskopicky vzhled kultury a mikroskopicky preparat obarveny napf. fenolovou modfri

2.10.2.3 Vlastni vysetieni a identifikace

Mikroskopie: ptima mikroskopie je rychla a cenové dostupna technika, ktera umozniuje pozorovat houbové
elementy (napf. hyfy, spory) v klinickych vzorcich (koZni Supiny, pefi, stéry) po zpracovani 10-20% KOH
roztokem. Orientacni metoda, ktera neumoznuje presnou identifikaci druhu

DNA analyza: PCR cili na specifické ¢asti DNA, jako je ITS, LSU, SSU, B-Tubulin nebo Calmodulin, a umoziuje
rychlou a presnou identifikaci druhu (napt. B. salamandrivorans nebo P. insidiosum pomoci Cox2 genu).
Sekvenovani ITS a porovnani s databazemi (napf. GenBank ptres BLASTn) potvrzuje identitu, ale vyZaduje
opatrnost kvlli mozinym chybam v databazich. Alternativou je LAMP (Loop-Mediated Isothermal
Amplification), ktera je rychlejsi a neni zavisla na sloZitém vybaveni, vhodnd pro screening na letisti.
2.10.2.4 Dokumentace vysledka

o fotodokumentace — makrofotografie pfipadnych koZnich zmén na importovanych zvifatech
o fotodokumentace — makrofotografie kolonii na kultivacnich pidach

o mikrofotografie stadii hub s vyuZitim svételného mikroskopu

e Archivované DNA sekvence

2.10.2.5 Archivace materialu

e material krdtkodobé v mrazicim boxu (-18 °C), dlouhodoby bio-banking pfi -80 °C
e Kryo-archivovana DNA
e Archivované DNA sekvence
29



2.10.3 Zavér

Exotické houby jsou Casto dovazeny spolu se zvifaty, kterd mohou slouzit jako vektory pro jejich Sifeni. K
tomu dochdzi predevsSim prostfednictvim obchodu se zvifaty, jako jsou plazi a obojzivelnici, nebo
prostfednictvim neumysiného zavleceni hub na zvifatech nebo souvisejicich materidlech, jako je ptida nebo
rostliny. Negativni vysledky vySetfeni na pfitomnost exotickych patogennich hub nemaji Zddnou hodnotu pro
ovéreni pGvodu jedinch. Vyskyt exotickych mikroskopickych hub které dosud nebyly hlaseny z CR (idedlné
identifikované pomoci zminénych DNA technik) miZe mit podplrnou hodnotu pro posouzeni plvodu
materidlu nebo jedince. Tyto organismy ale maji vysoky invazni potenciadl a ddsledna kontrola (napf.
obchodovani obojzivelnici) by méla byt soucasti souboru opatfeni k ochrané statniho Uzemi pred novymi
patogennimi hrozbami.

2.11. Zavérecna shrnujici doporuceni pro forenzni postupy a interperetaci jejich vysledki

Jakykoli obratlovec chovany ve standardnich podminkdch muizZe mit néjaké parazity a pritomnost parazitd
jako takova nema zadnou prediktivni hodnotu. Urceni/klasifikace nalezenych parazitt je klicovym krokem ve
forenzni diagnostice. Je tfeba mit na paméti, Ze Uplnd identifikace konkrétnich parazitd mUzZe byt z fady
dlvodul velmi komplikovana:

e ziskané stadia neumozniuji konecnou presnou diagndzu

e neexistuji Zddné Udaje o konkrétnich druzich hostiteld (velmi ¢asté)

e nalezeny parazit predstavuje druh novy pro védu (Casté)

e databaze genetického materidlu (napf. GenBank, MalAvi) neobsahuji konkrétni haplotyp
o naklady na vySetfeni jsou pfilis vysoké

o nebylo moZné ziskat odborny posudek pro konkrétni parazity

Pro forenzni ucely v3ak neni vidy nutné identifikovat druh parazita. Navic kroky, které predchazeji
identifikaci, nevyzaduji nutné odbornika na konkrétni taxon. Pfi diagnostice je tfeba postupovat podle
nasledujicich krokd; kvalita kazdého z nich ma velky vliv na dalsi krok. Jinymi slovy, pokud materidl neni radné
zdokumentovan a konzervovan, pozdéjsi zapojeni odbornikli nemdze pomaoci.

e odbér vzorkl vyskolenym personalem

e asistence veterinarniho Iékafe nebo technika v pfipadech, kdy je to Zadouci nebo dané legislativou
e vySetieni vzorkl specializovanymi laboratofemi pomoci vice ¢i méné rutinnich technik

e identifikace nalezenych paraziti odborniky

Obchodovana/kontrolovana zvifata mohou pochazet z riznych zafizeni a geografickych oblasti s riznymi
mistnimi podminkami. Pfitomnost parazitl u obchodovanych zvifat vidy odrazi moznost dokonceni jejich
Zivotniho cyklu, ktery v koneéném disledku zavisi na biologii konkrétniho taxonu/skupiny taxon( parazitt!
Negativni vysledky vysetifeni maji minimalni hodnotu z nasledujicich divodu:

e ive volné Zijicich populacich se vyskytuji jedinci bez zjistiteIné parazitarni infekce
e paraziti mohou byt odstranéni |écbou
e paraziti mohou postupné zmizet (obvykle do 3 let po odchytu ve volné prirodé, ale existuji vyjimky).
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Pritomnost parazitll lze vyuZit jako forenzni nastroj pro kaZdou skupinu obchodovanych organismu. Z
technického hlediska miize vyrazné pomoci odpovédét na otazku, zda byl konkrétni jedinec (!) odchycen z
volné Zijici populace v oblasti pfirozeného vyskytu daného druhu zvirete. Zvifata mohou byt smiSena a kazda
skupina m(iZze obsahovat jedince ulovené ve volné pfirodé i chované v zajeti. Navic v konkrétnich pfipadech
mUiZe presna identifikace nalezenych paraziti (obvykle pomoci DNA barcodingu a podobnych nastroji)
naznacit geograficky plvod parazit(. Databaze DNA barcodu se rychle rozvijeji, coZ zvySuje Sanci na pfesnou
identifikaci.
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Skupina Cilova skupina Material | Uskladnén | Metody Navazujici Foren | Riziko Riziko Riziko Poznamky
organizmti pro i pred primarni analyzy zni ovlivnéni | zavleceni | infekce
diagnosti | vySetifeni detekce skoére | (1-3) (1-3) clovéka
ku m (1-3) (1-3)
Sarcocystis hadi, masozravi trus 5°C max 10 | flota¢ni metoda, | izolace 2 2 3 3 nelze vyuZit u dravych ptaka
ptaci dni mikroskopie DNA/sekvenace kteti lovi volné Zijici zvirata
z pozitivnich nebo ktefi jsou jimi krmeni
vzork(
Hemogregariny | Ryby, Krev/kre | krevni mikroskopie izolace 1 3 3 0 nizsi forenzni skore
obojzivelnici plazi, | vni roztér: DNA/sekvenace v pfipadé zvifat
savci roztér pokojova z pozitivnich s deklarovanym pldvodem
teplota vzorkU z farem v oblasti plvodniho
krev: -18°C vyskytu
Hemosporidie Ryby, Krev/kre | krevni mikroskopie 1 3 3 0 Nizsi forenzni skore u ptaki
obojzivelnici plazi, | vni roztér: DNA/sekvenace s pobytem ve venkovnich
ptaci, savci roztér pokojova voliérach, nutnost
teplota sekvenace
krev: -18°C
Trypanosomy plazi Krev/kre | krevni mikroskopie izolace 1 3 3 0 nizsi forenzni skére
vni roztér: DNA/sekvenace | DNA/sekvenace v pfipadé zvifat
roztér pokojova z pozitivnich s deklarovanym pldvodem
teplota vzork( z farem v oblasti pdvodniho
krev: -18°C vyskytu
Heteroxenni obojzivelnici, Trus 5°Cmax 10 | flotaéni metoda, | izolace 1 2 3 0
helminti - plazi, ptaci, savci dni mikroskopie DNA/sekvenace
spirury z pozitivnich
vzork
Heteroxenni obojzivelnici, Krev 5°C max 10 | mikroskopie izolace 1 2 3 0
helminti — filarie | plazi, ptdci, savci dni DNA/sekvenace
v krvi z pozitivnich
vzork(
Heteroxenni chameleoni Podkozi 5°C max 10 | mikroskopie 1 2 3 0
helminti — filarie dni DNA/sekvenace
v podkozi
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Heteroxenni Ryby, Trus 5°Cmax 10 | flotacni metoda, | izolace
helminti — obojzivelnici, dni mikroskopie DNA/sekvenace
tasemnice ve plazi, ptaci, savci z pozitivnich
stfevé vzork(
Heteroxenni plazi Podkozi 96% etanol | mikroskopie Chirurgické vybaveni larv.
helminti — DNA/sekvenace Stadii z viditelnych zdurenin
tasemnice na povrchu téla
podkozi
Heteroxenni Ryby, Trus 5°C max 10 | Flotaéni/sedime | izolace
helminti - obojzivelnici, dni ntacni metoda, DNA/sekvenace
motolice plazi, ptaci, savci mikroskopie z pozitivnich
vzork(
Heteroxenni Ryby, Trus 5°C max 10 | Sedimentacni izolace
helminti — obojzivelnici, dni metoda, DNA/sekvenace
vrtejsi v trusu plazi, ptaci, mikroskopie z pozitivnich
vzork(
Heteroxenni plazi Podkozi 5°C max 10 | mikroskopie izolace Chirurgické vybaveni larv.
helminti — dni DNA/sekvenace | DNA/sekvenace Stadii z viditelnych zdufenin
vrtejsi v podkoZzi z pozitivnich na povrchu téla
vzork(
Jazyénatky/ hadi, varani, trus 5°Cmax 10 | flotacni metoda,
Pentastomida krokodyli dni mikroskopie
Vsi a vSenky Savci, ptaci z 96% etanol | mikroskopie
povrchu
téla
Exoticka klistata | ObojZivelnici, z 96% etanol | mikroskopie izolace mohou byt i mimo zvitata
plazi, savci ptaci povrchu DNA/sekvenace v pfepravnich obalech
téla
Exotické Savci, plazi, Stéry 5°C max 30 | kultivace, izolace obvykle jen u zvitat
mikroskopické obojzivelnici z povrch | dni mikroskopie DNA/sekvenace s viditelnymi kozZnimi lézemi
houby u téla z pozitivnich
vzork(

Forenzni skore 1-3, 1= nejsilnéjsi prikaznost pro plvod zvifete z volné prirody; Riziko ovlivnéni 1-3, 1= nejvyssi riziko cileného (terapeutického) ovlivnéni

Vv

Vv

(=eliminace); Riziko zavlegeni 1-3, 1= nejvy33i riziko moiného zavleceni a etablovani patogenu na Gzemi CR; Riziko ovlivnéni 1-3, 1= nejvy3si riziko nechténé

infekce ¢lovéka pfi manipulaci s Zivym materidlem
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3 Metodickeé pristupy pro vyuziti analyzy virovych infekci v ramci forenzni praxe

3.1 Shér, skladovani a prace se vzorky

Pfi sbéru a praci s jakymikoli biologickymi vzorky, je nutné predpokladat, Ze se jedna o vzorky, které mohou
potencionalné obsahovat rizna infekéni agens. Proto je nutné ke vzork( jako takovym pfistupovat. Vhodné
postupy z hlediska biologické ochrany pracovnikl i jejich pracovniho prostredi pfi praci s biologickymi vzorky
byly popsany v certifikované metodice ,Metodologie pro odbéry, biologickou bezpeénost a archivaci
biologického materidlu ze zvifat zadrieného v ramci ilegalniho obchodu pro ucely forenznich analyz”,
schvdlené v roce 2024.

Stejné tak je nutné dodrZet i vhodné postupy pro skladovani vzorkd. Ty musi byt jednak bezpecné, aby
zabranily mozné kontaminaci prostfedi skladovanymi vzorky a dale musi zabranit potencionalni nezadouci
degradaci skladovaného materidlu. Vhodné zpUsobu skladovani biologického materidlu pro dalsi analyzy byly
opét popsany ve vyse zminéné metodice.

Pro jednoduché shrnuti Ize Fici, Ze za Ucelem virologickych analyz je vhodné vzorky k pfimé detekci virovych
nukleovych kyselin skladovat v plivodnim stavu (v takovém pripadé je nutné dbat zvysené opatrnosti, protoze
vzorky zlstavaji infekéni a je nutno s nimi tak pracovat) nebo za pfitomnosti vhodnych fixac¢nich roztokd,
které v idedlni pfipadé inaktivuji virus, ale zachovavaji jeho nukleovou kyselinu intaktni. Takovymi Cinidly je
napfiklad etanol pro skladovani vzork(i urcenych na analyzu viri s DNA genomem nebo rlzna cinidla
zabranujici degradaci RNA (nap¥. RNAlater (Thermo Fisher Scientific) nebo DNA/RNA shield (Zymo Research)).
PFi vyuZziti téchto Cinidel je nutné dbat pokyn( vyrobce a dodrzovat doporucené koncentrace. Déle je nutné
zkontrolovat jestli sjejich vyuZitim skuteéné dochazi i kinaktivaci virl a dalSich infekénich agens
potencionalné obsaZenych ve vzorku a na zakladé téchto informaci se vzorky dale pracovat. Vzorky
skladované za ucelem detekce virové RNA je idedlni dlouhodobé skladovat pfi teplotach pod -70°C, vzorky
skladované za ucelem detekce virové DNA je pak mozné dlouhodobé skladovat pfi teplotach pod -20°C.
Vzorky urcené k detekci protilatek (sérum, plazma, tkdfiovy mok a jiné), je mozné skladovat pfi teplotach pod
-20°C.

3.2 Metody detekce virové infekce

Prvnim krokem pfi samotné analyze je prokazat pfitomnost virll v organismu. PouZivaji se jak pfimé, tak i
nepfimé metody.

3.2.1 Pfimé metody detekce virové infekce

Pfimé metody slouZi k prokazani pritomnosti viru ve vzorku. Jedna se napriklad o kultivaci viru, detekci
virovych nukleovych kyselin nebo virovych proteind. Pozitivni vysledek ukazuje, Ze testovany vzorek pravé
nyni obsahuje hledany virus nebo jeho casti. To ale nemusi nutné znamenat (s vyjimkou pozitivniho
kultivacniho testu), Ze virus je infekcéni. Vyhodou téchto metod, zejména detekce a (nasledné) sekvenace
virovych nukleovych kyselin je to, Ze se daji vyuzit k velmi detailni fylogeografické analyze vzorku, jak bude
ukazano nize.
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3.2.1.1 Kultivace viru

Pfitomnost viru ve vzorku lze prokdzat kultivaci viru na vhodnych tkanovych kulturach nebo pokusnych
zvitatech. Virus se projevi specifickymi ocekavanymi projevy, jako je napriklad omezeni schopnosti rlstu
bunék nebo vznik plak( v tkanové kulture. U pokusnych zvifat pak napfiklad specifickymi patologickymi
projevy nebo dokonce smrti pokusného zvitete. Pfi téchto pokusech je vidy nutné vybrat spravny pokusny
model a uvédomit si, Ze rlizné tkanové kultury stejné jako rlizna pokusna zvirata jsou permisivni pouze pro
urcité typy viru.

PFi pokusnych infekcich je nutné dbat zvySené opatrnosti, protoZze dochazi k mnoZeni virového potomstva a
tim padem i ke zvySeni rizik spojenych s infekci. Proto se takovéto pokusy mohou provadét pouze za
bezpeénostnich podminek, které jsou k danému pokusu potrebné. Pfi pokusech na zvifatech je pak nutné mit
i potfebna povoleni pro préci se zvifaty. Vzhledem k tomu, Ze pokusy, pti kterych dochazi k infikovani zvitrat
infekénim materidlem, nevyhnutelné vedou k jejich utrpeni, se od nich v sou¢asné dobé v maximalni upousti,
pokud je mozné najit za né adekvatni ndhradu.

3.2.1.2 PCR

PCR neboli polymerazova retézova reakce je specificka, rychld a citlivd metoda pro detekci pritomnosti
hledanych nukleovych kyselin ve zkoumaném vzorku. Prvnim krokem je obecné extrakce nukleovych kyselin
z odebraného vzorku. Ta se dé provést velkym mnoZstvim postupl s ohledem na to, o jaky typ vzorku se
jedn3, jestli oCekdavame pritomno vird s DNA nebo RNA genomem a podobné. Je nutné zvolit takovy postup
extrakce nukleovych kyselin, ktery co nejlépe odpovida nasim potfebam. Metoddm vhodnym pro extrakci
nukleovych kyselin z rGznych typa vzorki se vénuje metodika , Forenzné analytické metody pro ucely urceni
Zivocisného druhu u biologického materidlu ziskaného ze zvitat (obratlovcll) nebo jejich ¢asti”. Pfi pouziti
jakéhokoliv postupu je nutné sledovat pokyny vyrobce nebo autora protokolu a odchylovat se od nich pouze
v odGvodnénych pfipadech.

Nékteré forenzni vzorky mohou byt jiz pomérné vyrazné degradované a v takovém pfipadé je nutné zjistit,
jestli je ve vzorku obsazena alespon odpovidajici hostitelska nukleova kyselina (napf. pomoci PCR cilici na
specifické hostitelské ,,house keeping” geny), pokud ne, povedou dalsi pokusy o detekci virové nukleové
kyseliny pravdépodobné také k negativnim vysledklm, které ale nebudou mit Zadnou forenzni hodnotu.

Pokud byla extrahovanou kyselinou RNA, je nutné v prvnim kroku provést jeji zpétny prepis do molekuly DNA.
To leze provést budto ve specifickém kroku a naslednou komplementarni DNA (cDNA) skladovat pro dalsi
vyuziti, nebo v rdmci nasledné PCR reakce. Ve druhém pripadé je nutné pouzit molekularné biologické sady,

které jsou k tomuto postupu vhodné (vétsinou oznacované jako ,,one tube”, ,single tube” nebo ,one-step”
RT-(q)PCR sada).

Na ziskané DNA Ize nasledné provést PCR reakci. K detekci nukleovych kyselin rdznych virl Ize pouZit Sirokou
Skalu raznych komercnich nebo autorskych reakci. Tyto reakce lze rozdélit do mnoha typu od klasickych PCR
az po PCR v redlném case (real-time PCR). VSechny tyto reakce maji své specifické vyhody a nevyhody a pred
jejich zavedenim je nutné zvazit, které se hodi nejlépe. Vhodné je pouZit reakce, které jsou doporucené
Svétovou organizaci pro zdravi zvirat k detekci nukleovych kyselin jimi monitorovanych viri (WOAH 2024).
Obecné Ize fFici, ze je nutné vybrat takovou reakci, ktera je dostatecné citliva, kterd je schopna detekovat
zkoumany virus, a to véetné vsech jeho genetickych variant (existuji i PCR reakce navrzené tak, aby umoznili
odliseni rdznych virovych kmenu pouze na zékladé vysledku PCR bez nutnosti dalSiho sekvenovani), a zaroven
je dostatecné specifickd, aby nedochazelo k produkci falesné pozitivnich vysledkd. Tyto informace by méli byt
poskytnuty vyrobci pouzivanych reakci nebo autory studii, podle kterych je dana PCR provadéna.
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Vyhodou vyuZiti PCR reakci v detekci viri pritomnych ve vzorku je jejich pomérné nizka cena a vysoka citlivost
a specificita. Nevyhodou naopak je fakt, Zze se musime predem rozhodnout, jaky virus nebo alespon jakou
skupinu virll chceme hledat. Ve vzorku samoziejmé mohou byt pFitomné i jiné viry, které pomoci PCR
nedetekujeme, dokud se na né nezamérime.

Vysledné produkty PCR reakci, DNA molekuly o odpovidajici délce, je vhodné po reakci precistit a
osekvenovat. Tim se jednak potvrdi vysledek PCR reakce a dale mohou ziskané sekvence slouzit pro
fylogeografické analyzy, které jsou popsany nize.

3.2.1.3 Sekvenovani

V soucasné dobé se k detekci virovych nukleovych kyselin stdle castéji pouzivaji techniky sekvenovani nové
generace, kdy je prectena vSechna nukleovd kyselina pfitomna ve zkoumaném vzorku a nasledné se v ni
hledaji nukleové kyseliny potencionalné pritomnych patogen(. Vyhodou oproti PCR je fakt, Ze se nemusime
zaméfit pouze na urcity virus, ale detekujeme vSechny pfitomné viry. Nevyhodou byvala nizsi citlivost reakce.
Ta se ale da odstranit pfi pouziti dostatec¢né hloubky sekvenovani. Dal$i nevyhodou je pomérné vysoka cena
oproti PCR. Cena sekvenovani vzorkll pomoci metod nové generace ale rychle klesa a v pfipadé, Ze je
planovano ve vzorku hledat vétsi mnozstvi rGznych vird, a tudiz provadét vétsi mnozstvi PCR reakci, mGze byt
sekvenovani dokonce i ekonomicky smysluplnéjsi metodou.

Prvnim krokem pfi sekvenacnich analyzach je opét extrakce nukleovych kyselin ze vzorku. Znovu je nutné
rozhodnout se, jestli budeme provadeét extrakci (a nasledné sekvenovani) DNA nebo RNA. Nasleduje pfiprava
sekvenacni knihovny. Zde se postup vyrazné lisi podle pouzitych sekvenacnich platforem, planovanych analyz
a pozadovanych vysledk(l. Nasleduje samotné sekvenovani. Znovu je zde nutné fici, Ze existuje velké mnozstvi
rtznych sekvenacnich platforem, které jsou rtizné vhodné pro rizné sekvenacni projekty. Poslednim krokem
je vyhodnoceni ziskanych vysledkl. To je opét pomérné narocné. Pouzivd se mnoizstvi rdznych
bioinformatickych postup(, které odpovidaji pouzité sekvenacni strategii. V souc¢asné dobé je ale mozné
svoje poZadavky konzultovat s velkym mnoZstvi specializovanych odbornych firem, které jsou schopné cely
proces provést a dodat zanalyzované vysledky.

3.2.1.4 Rychlé testy na pFitomnost virového antigenu

V soucasné dobé je na trhu velké mnoiZstvi rychlych testl schopnych detekovat pfitomnost virového
antigenu. Tyto testy maji obecné o néco nizZsi senzitivitu a specificitu nez ostatni laboratorni testy, ale jejich
nespornou vyhodou je moznost jejich provedeni pfimo v terénu a také jejich pomérné mala ¢asova naro¢nost
(nizsi desitky minut) i nizka cena. V pfipadé pouZzivani téchto testl je potfeba vzit v dvahu moznost falesné
negativnich, ale i falesné pozitivnich vysledkd.

3.2.2 Nepfimé metody detekce virové infekce

Nepiimé metody se zaméruji na predevsim dikaz pfitomnosti protilatek proti viru v daném vzorku. V praxi
se vyuziva predevsim metoda ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay), kterd je rychla, efektivni a
kvantifikovatelna, nebo metoda western blot, kterd je oproti metodé ELISA pracnéjsi a pomalejsi, ale dava
presnéjsi a spolehlivéjsi vysledky. Nejspolehlivéjsi je obecné takzvany virus neutralizacni test, ktery ale
vyzaduje kultivaci samotného viru a proto je obtizné proveditelny pro viry, s nimiz je nutné pracovat za
podminek vysoké biologické ochrany, kdy ¢asto nejsou dostupné laboratofre, ve kterych by takovéto kultivace
Slo provadét.

Pozitivni vysledek v pfipadé nepfimych metod neznameng, Ze vzorek obsahuje virus, ale Ze zvife, ze kterého
byl vzorek odebran, se s virem v minulosti setkalo a vytvofilo si proti nému protilatky. Nepfimé metody proto
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postihuji Sirsi casové okno, ve kterém je mozné zkoumat pritomnost viru, a jsou vhodné i k prikazu patogen(
jejichz prevalence ve zkoumané populaci je pomérné nizka. Nicméné i koncentrace protilatek v téle ale
s postupem casu klesa. Rychlost poklesu zavisi na rGznych faktorech, jako napfiklad druh patogenu a
podobné, a proto ani negativni vysledky neznamenaji, Zze zvife se se zkoumanym patogenem béhem svého
Zivota nesetkalo. Presnou kvantifikaci poklesu protildtek v téle hostitele je nutné vidy predem zkoumat
experimentalné. Dalsi nevyhodou imunologickych nepfimych metod je, Ze mUZe dochazet k takzvané
zkrizené reakci, kdy dojde k zaméné protilatek proti jednomu patogenu za protilatky proti jinému pfibuznému
patogenu. Toto je inherentni vlastnost vSech testll zaloZzenych na detekci protilatek, je nutné znat mozné
zktizené reakce (vyrobce komercnich testl je musi pfed uvedenim testu na trh otestovat a reportovat
v instrukcich k provedeni testu) a pocitat s nimi. Opét je vhodné pouZivat predevSim ovérené postupy
doporucené Svétovou organizaci pro zdravi zvifat (WOAH 2024).

3.3 Fylogenetické analyzy

Jakmile je virus detekovdn a je osekvenovana alespon cast jeho nukleové kyseliny je moziné provést
fylogenetické analyzy, které porovnaji osekvenovany virus s ostatnimi viry v databazich a na zakladé
podobnosti sekvenci urci nejblizsi pribuzné viry. Vzhledem k tomu, Ze viry vétSinou mutuji pomérné rychle a
mutace jsou ndhodny proces, lisi se jednotlivé virové kmeny jak podle mista, tak i podle ¢asu odebrani vzorku.
Diky této odlisnosti muzZe byt fylogeneticka analyzy virl obsaZzenych ve vzorcich pouzita ke kvantitativnimu
odhadu mista plivodu vzorku a zaroven i k odhadu doby, ze které material pochazi.

3.3.1 P¥iprava vstupnich dat
3.3.1.1 Sekvencni data a metadata

Pfed samotnou analyzou je potfeba provést kontrolu kvality sekvenci. V pfipadé, Ze byly vzorky sekvenovany
pomoci klasického Sangerova sekvenovani, jde kontrolu kvality provést manualné pomoci inspekce ziskanych
chromatogram. V pfipadé, Ze sekvence byly ziskany nékterou z metod nové generace sekvenovani, je nutné
pouZit automatizovany software (napf. FastQC), ktery spocita kvalitu sekvence a pomuZe odstranit pomocné
useky jako naptiklad sekvenacni primery (Ohta et al., 2017). Pro nasledné analyzy je nutné pouzit pouze
kvalitni a spolehlivé sekvence. V opacném pripadé by bylo dosazeno vysledkl jiz od zacatku zatizenych
vyznamnou chybou.

Spolu se sekvenénimi daty studovanych vzork( je potfeba zaznamenavat i takzvand metadata, ktera ukazuji
i) misto odebrani vzorku (idedlné pomoci GPS souradnic, alternativné pomoci co nejpresnéjsiho popisu
lokality, napf. mésto nebo administrativni okrsek, kde byl vzorek odebran, minimalné stat) a pokud vzorek
cestoval, tak idealné i misto plvodu vzorku, ii) dobu odebrani vzorku (idealné na Grovni dn(, coz je dllezZité
pro rychle mutujici viry a vzorky odebrané v rdmci velkych podrobné sledovanych outbreakd, pokud to neni
mozné, tak alespon na Urovni mésice nebo roku) a iii) informace o hostiteli, ze kterého byl vzorek odebran
(idedlné na urovni typu tkané, véku, pohlavi, a druhu, pokud toto neni dostupné, je vhodné zaznamenat
alespon jakoukoliv dalsi vhodnou informaci). Zaznamenani dalSich metadat (napf. o zdravotnim stavu
hostitele, zplsobu prepravy a skladovani vzorku, metodach pouzitych k detekci patogenu a ke ziskani
sekvence atd.) je rovnéz vhodné a muze byt dale vyuzito béhem naslednych (meta)analyz, neni ale stéZejni
pro fylogenetické a fylogeografické analyzy.

3.3.1.2 Srovnavaci data
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Srovnavaci data Ize ziskat z verejné dostupnych databazi jako je naptiklad GenBank, GISAID a jiné. Vétsina
téchto databazi umoznuje prohledavat sekvence v nich obsazené pomoci rlznych metod. Nejcastéji
pouzivanou metodou je BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), ktery umoZzni vyhledat pfibuzné sekvence
i v ramci velkého mnoizstvi zcela odlisSnych sekvenci, predbéiné urcit, z jakého biologického druhu (nékdy i
poddruhu a v idedlnim pfipadé i lokality a ¢asu) muzZe sekvence ziskana analyzou daného vzorku pochazet a
zaroven poskytne zdkladni odhad o tom, jakd je pravdépodobnost, Ze v databdzi dané velikosti by stejné nebo
vice podobna sekvence byla nalezena pouze ndhodou (e-value) (Altschul et al. 1990).

Pro ndslednou analyzu je vhodné pouzit desitky nebo nizsi stovky srovndvacich sekvenci, které jsou vzajemné
odlisné a idealné pokryvaji celou genetickou, geografickou a casovou variability zkoumaného patogenu. Spolu
se sekvencnimi daty je nutné ziskat i potfebna metadata, kterd znovu popisuji ¢as a misto ziskani vzorku a
idedlné i informace o hostiteli, ze kterého byl virus izolovdn. Srovnavaci sekvence je proto vhodné
shromazdovat v souborech ve formatu ,,genbank” (koncovka .gb), ktery obsahuje veskera k nim dostupna
metadata a ze kterého lze tato metadata snadno vyexportovat. Vétsina programl pak umozriuje i Cist
sekvence uloZené v tomto formatu a prevadét je na pouze sekvencni formaty jako napriklad ,,fasta” (vétSinou
koncovka .fasta, .fas. .fst nebo jind podobna). Pfi prevodu dat z formatu genbank na format fasta dochazi ke
ztraté metadat a zachovava se pouze sekvence, vysledny soubor je sice mensi, ale proces je nevratny.

3.3.1.3 Zarovnani sekvenci (alignment)

Zarovnani sekvenci je mozné pfi malém mnoZstvi kratkych a podobnych sekvenci udélat ru¢né, vhodnéjsi je
ale pouzit néktery z volné dostupnych algoritmu jako je naptiklad MUSCLE (Edgar, 2004), MAFFT (Katoh et
al., 2002). Clustal (Chenna et al., 2003) a jiné. Po automatickém zarovnani sekvenci je nutné provést kontrolu
zarovnanych sekvenci a odstranit Spatné zarovnané useky jako jsou naptiklad konce alignmentu, rozsahlé
mezery a jiné. Po této manudlni kontrole je nutné ujistit se, Ze vSechny sekvence v alighnmentu (véetné mezer)
maji stejnou délku a Ze alignment neobsahuje nepovolené symboly (napfiklad pismena pro nestandardni
nebo degenerované nukleotidy). Pokud ano, je nutné takovéto Useky odstranit.

Samotny alignment je pak mozné uloZit ve formatu, ktery je poZadovan naslednym fylogenetickym
softwarem. Vhodné jsou formaty fasta (vétSinou koncovka .fasta, .fas. .fst nebo jind podobna), clustal (.seq),
phylip (.phy), nexus (.nex) nebo jiné. Tyto formaty jsou vzajemné prevoditelné.

3.3.2 Uvodni fylogenetické analyzy a kontrola éasového signalu

Na vyprodukovaném alignmentu je mozné za vyuziti rychlych fylogenetickych metod spoditat prvni verze
fylogenetickych stromU. Pred jejich vytvorenim je nutné zjistit, jaky substitu¢ni model mlze byt s na dany
alignment aplikovan. Toho jde dosdhnout za vyuZiti softwaru jako jModelTest (Darriba et al., 2012) nebo
napriklad v jednoduchém programu Mega. Nasledné lze prikrocit k samotnému vytvoreni orientacnich
fylogenetickych stromd. Vhodné jsou rychlé a jednoduché metody jako napfiklad RAXML (Stamatakis et al.,
2005), IQ-TREE (Trifinopoulos et al., 2016), PhyML (Guindon et al., 2010). Vysledky téchto analyz Ize jiz
opatrné interpretovat. Pokud je napfiklad zfejmé, Ze nds vzorek nalezi do skupiny virovych izolatd, které byly
svelkou mirou podpory sebrany na jednom misté v kratkém casovém uUseku, mlZeme odlvodnéné
predpokladat, Ze podobné tomu je i s nasim vzorkem. Nejedna se ale zatim o kvantitativni analyzu.

Vysledny fylogeneticky strom je mozné dale vyuzit k analyze ¢asového signdlu v nasich datech. Toho Ize
dosahnout pomoci ,root-to-tip“ regresni analyzy v softwaru TempEst (soucdast balicku BEAST) (Rambaut et
al., 2016). Tato analyza zjistuje, zda existuje linearni vztah mezi poétem mutaci v sekvenci a vzdalenosti
vzorku od kofene stromu a jeho pozici v rdmci stromu. Kladny vysledek naznacuje, Ze se mutace akumuluji v
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¢ase (coz do budoucna umoiZni pouzit data k ¢asové analyze). Pokud signdl neni dostatecny je nutné projit
jednotlivé vzorky, zkontrolovat, jestlinemohou v sekvencich nebo metadatech obsahovat néjaké chyby, které
by analyzu mohli zproblematizovat, popfipadé, jestli do analyzy nebyly zahrnuty vzorky z riznych vyvojovych
linii. Pokud takovéto problémy najdeme je nutné problematické vzorky z analyzy odstranit.

Analyza pomoci programu TempEst urcit, zda zaznamenany odbér vzorku skute¢né odpovida deklarované
dobé odbéru. Pokud bylo napfiklad zvire, ze kterého byl vzorek odebrdn, usmrceno vyrazné pozdéji, nez je
deklarovano (a plati na néj napftiklad regulace vyplivajici z CITES) a zaroven je infikovano virem, ktery se
v daném casovém okné rychle vyvijel, Ize oCekavat, Ze takovyto virus za danou dobu nasbiral urcité mnozstvi
mutaci. TempEst takovéto nesrovnalosti odhali a je schopny pfiblizné urcit dobu, v jaké cirkuloval virus s
odpovidajicim mnoZstvim mutaci, a tedy i dobu, kdy jeSté dané zvife muselo Zit a kdy bylo patrné usmrceno.
Timto zplsobem napfiklad mozné datovat dobu umrti kockovitych selem infikovanych FIV na zakladé mutaci
v sekvencich proviru ziskanych z tkani daného zvirete.

Podrobnosti pro nastaveni programu TempEst a vyhodnoceni vysledkd jsou dohledatelné v manudlu (BEAST
Developers, 2025).

3.3.3 Podrobné fylogenetické a fylogeografické analyzy v programech BEAUti a BEAST
3.3.3.1 Priprava XML souboru pomoci BEAUti

Program BEAUti (Bayesian Evolutionary Analysis Utility) je grafické uZivatelské rozhrani pro sestaveni .xml
vstupniho souboru pro program BEAST (Bayesian Evolutionary Analysis Sampling Trees) (Suchard et al.,
2018). Oba tyto programy jsou volné dostupné a jsou k dispozici verze pro rizné operacni systémy. Obecné
je vhodné pracovat vidy s nejaktudlnéjsi stabilni verzi programu. Tou je v dobé tvorby této metodiky (zari
2025) Baest X v10.5 a odpovidajici verze dalsiho softwaru.

Po instalaci je moZné jej otevfit program BEAUti a nahrat do néj dfive pfipraveny alignment ve formatu nexus.
Prvnim krokem analyzy je import alignmentu (File = Import data) (Obrazek 1). Nahrana data je nutné
zkontrolovat a ujistit se, Ze byla nahrana v poradku (zalozka , Partitions”) (Obrazek 2).

lzu-) Sta, L parter  Gensrate BEAST i

Obrazek 1: Zplsob vloZeni zarovnanych Obrazek 2: Kontrola vloZzenych dat v zaloZce
sekvencnich dat do programu BEAUTMi »Partitions”.
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V nahranych datech je potfeba definovat datum odbéru jednotlivych vzorkU (zélozka , Tips“). Pokud jsou data
odbéru zndma3, da se instruovat program, aby je zahrnul do analyzy, to se da udélat oznacenim okénka ,Use
tip dates”. Data jde vloZit manualné nebo vloZit ze souboru, ve kterém jsou obsaZzena, nebo je program umi
odecist ze jmen sekvenci. Format dat mGze byt v letech, mésicich nebo dnech. Pokud neni presny datum
znam, da se doplnit i nejistota (Obrazek 3).

Nasleduje volba substitu¢niho modelu (zalozka ,Sites“). Vhodny substitu¢ni model byl jiz dfive vybran a
pouZit pro vytvoreni prvnich orientaénich fylogenetickych stromi (Obrazek 4). Je mozné otestovat i nékolik
substitu¢nich modelll a podivat se, jestli vysledna topografie zlstava stejnd, coz ukazuje na silny signal
obsaZeny v datech a na vysokou spolehlivost vysledk.

|s;

Obrazek 3: ZpUsob vloZeni ¢asovych informaci Obrazek 4: Volba substitu¢niho modelu
do programu BEAUti v zalozce ,Partitions”.

o

Dalsim krokem je volba ,, hodinovych model(d“. Podle vysledkl z programu TempEst mUze byt vybran striktni
nebo relaxovany model popf. néktery z lokalné se ménicich modeld. Vybér komplikovanéjsich modell vede

ke zvyseni komplexnosti celé procedury a je vhodny pouze, pokud k nému jsou zadvaziné davody (Obrazek 5).

g

Patym a Sestym krokem je nastaveni demografického modelu a dalSich predpoklad (priors) (zalozky , Trees'
a ,,Prioirs”), ty Ize vétSinou ponechat v zdkladnim nastaveni. Ménit je je vhodné pouze, pokud k tomu jsou
opodstatnéné davody.

Pokud chceme do analyzy zahrnout i fylogeografickou analyzu, musime se v pfedposlednim kroku vratit
k zaloZce ,Traits” a importovat geografickd data. Ta mohou byt bud diskrétni (lokality) nebo spojitd
(geografické souradnice) (Obrazek 6).
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Obrazek 5: Volba hodinové modelu v Obrazek 6: Vlozeni geografickych informaci
programu BEAUti v zaloZce ,,Clocks”. v zéloZce ,Traits”.

Poslednim krokem je nastaveni MCMC modelu (v zéloZce ,MCMC”). Zde je nutné nastavit model tak, aby
doslo ke konvergenci. Délku retézce je vhodné nastavit v milionech az stamilionech opakovani a ukladat
zhruba kazdy 1000 az 10 000 vygenerovany vysledek. Tim je zajiSténo, ze po dobéhnuti analyzy dojde ke
konvergenci. PFiliS kratké analyzy ke konvergenci nevedou a neposkytnou tedy spolehlivy vysledek. P¥ilis
dlouhé analyzy vedou jen k zbyteénému naduzivani vypocetniho Casu, ale vysledek uz nezlepsi. Jak je vidét, i
pres to, Ze tento krok je pomérné zasadni, velmi tézko se odhaduje optimalni nastaveni. Proto se konvergence
po dokonceni analyzy testuje a pokud ji nebylo dosazeno, je nutné délku fetézce a intenzitu vzorkovani
upravit a analyzu spustit znovu.

h: - -
H
i
¥
H
e
i
B T o DR T

Obrazek 7: Volba MCMC modelu v programu
BEAULi v zaloZce ,MCMC"“.

Po nastaveni vSech parametr(l je mozné vygenerovat vysledny .xml soubor, ktery bude slouZit jako vstupni
data pro analyzu pomoc programu BEAST.

3.3.3.2 Spusténi MCMC analyzy a kontrola konvergence

Po vygenerovani .xml souboru je nutné nahrat tento soubor do programu BEAST a spustit analyzu. Priibéh
analyzy je mozné sledovat v prikazovém radku. Délka analyzy se m(iZze vyrazné lisit podle nastaveni a vykonu
pocitace, ale Ize ocekavat, Ze u komplikovanéjsich analyz mize dosdahnout az nékolika dni. Délku analyzy je
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mozné odhadnout tim, Ze nejdfive je spustén testovaci soubor s kratkym fetézcem a na zakladé délky analyzy
tohoto souboru je odhadnuto mnozstvi ¢asu potiebné a analyze findlniho souboru.

Tyto analyzy je mozné provadét jak na vlastnim pocitaci, tak i online a to i na bezplatné dostupnych
platformach jako je napriklad CIPRES (https://www.phylo.org/) (Miller et al., 2010). Pfed jejich vyuZitim je ale

11111

dat na verejnych serverech a podobné.

Po dokonceni MCMC analyzy v programu BEAST je nutné ovéfit jeji vysledky. Prvnim krokem je otevreni
vysledkll (soubor s oznacenim .log) v programu Tracer. V ném je nutné zkontrolovat sloupec oznadeny jako
ESS (, effective sample size”), je vhodné, aby vSechny hodnoty byly vyssi nez 200, minimalné 100 (Obrazek 8).

Obrazek 8: Vizualizace vysledk(l programu Tracer: Levy panel ukazuje spravné probéhlou
analyzu, u které doslo ke konvergenci dat (zdroj, pravy panel ukazuje analyzu
s nedostate¢nym poctem opakovani, kterd musi byt spusSténa znovu s delSim MCMC

3.3.4 Vizualizace a interpretace fylogenetického stromu

Dalsim krokem je vytvoreni souhrnného fylogenetického stromu. Toho Ize dosdahnout v programu
TreeAnotator. Vstupnim souborem, ze kterého se souhrnny strom sklada je soubor s koncovkou .trees. Dale
je nutné nastavit mnozstvi stromd generovanych na zacatku analyzy nez doslo ke konvergenci (,burn-in“),
tyto stromy jsou z dalSich analyz odstranény. Burn-in se obecné nastavuje na hodnotu 10% (vyjimecné i na
50%) vzorkU. Po nastaveni parametrd vygeneruje TreeAnotator béhem nékolika minut vysledny fylogeneticky
strom, ktery uloZi do zadaného souboru.

Tento fylogeneticky strom je mozni vizualizovat v rliznych programech. Obecné se doporucuje napfiklad
program FigTree, ktery neni soucasti balicku BEAST, ale ktery je rovnéz dostupny volné ke staZzeni ve verzich
pro rlizné operacni systémy. Tento program umoznuje zobrazit i délku mezi jednotlivymi uzly fylogenetické
stromu v jednotkach ¢asu a ukdzat nejistotu v ramci doby s jakou ten ktery uzel vznikl. To umozZni diskutovat
nejblizsi pfibuzné ndmi zkoumaného viru a kdy se zhruba vyskytoval jejich spole¢ny predek. Pokud je
k dispozici dostatek srovnavaciho materidlu a pokud se nejblizsi spolecny predek naseho vzorku a nékolika
dalsich blizce pfibuznych vzork( vyskytl nedavno v néjaké presné geograficky identifikované lokalité, da se
odlvodnéné predpokladat, Ze i nas vzorek pochazi z dané lokality.

3.3.5 Vysledky fylogeografické analyzy

Na zakladé vysledkt MCMC analyzy a s porovnanim s geografickymi daty Ize spocitat model Sifeni patogent
v prostoru. Ten, jak jiZ bylo zminéno vyse, miZe byt bud' diskrétni se zobrazenim jednotlivych prechodovych
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krokl (pfi zadani lokalit), nebo spojity (pfi zadani geografickych soufadnic). K vizualizaci Siteni jde vyuZit
software SPRED4, ktery umoznuje nacist soubory typu .trees a .log a pfemapovat je na migraéni toky mezi
jednotlivymi body. Vysledkem je pak mapa se smérovymi Sipkami ¢i, tepnami propojujicimi lokality, ktera se
da spustit i jako animace. Toho jde dosdhnout exportem dat do souboru typu .kml a naslednou vizualizaci
Casového Sifeni v Google Earth.

3.4 Limity analyzy

Stejné jako vsechny dalsi analyzy ma i analyza fylogeografického Sifeni patogen( své limity. Tim prvnim je
nedostatek srovndvaci dat nebo bias v nich. Analyzy totiZ spoléhd na data produkovand pravidelnym
epidemiologickym dohledem, jehoz kvalita se v rlznych ¢astech svéta a s ohledem na rlizné patogeny vyrazné
lisi. Nékteré patogeny jsou monitorované efektivné a existuje o nich velké mnozstvi genetickych dat, zatimco
jiné jsou vyznamné opomijené a dostupna data nemusi stacit na spolehlivou analyzu. Podobné to je i
s dostupnosti dat z rznych region(, kdy predevsim zemé globalniho jihu nemaji dostatek prostredk, které
by jim umoZznovali epidemiologicky dohled provadét. Dalsi zemé pak mohou Udaje védomé neposkytovat
(nebo dokonce poskytovat nepravdivé udaje), aby se vyhnuli ekonomickym. Tato fakta je tfeba brat v vahu
predevsim pti analyze vysledk( studie.
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Priloha 1: Zakladni metodologické postupy
parazitologické diagnostiky
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A.1.1 Priprava krevniho natéru

Al1.1.1 Zakladni informace

K detekci stadii intracelularnich a extracelularnich parazitl pfitomnych v periferni krvi hostiteld se pouzivaji
trvale obarvené tenké krevni natéry. Jedna se o rychlou a snadnou techniku, ktera se provadi ihned po odbéru
krve. Krevni natéry se pfipravuji na podloznich mikroskopickych skli¢kach. Po zaschnuti se skli¢ka fixuji, obarvi
a vysetfi pomoci svételného mikroskopu.

A1.1.2 Vybaveni

o mikroskopicka skla
e podlozka
e krabicka na skla

e metanol P.A.

A1.1.3 Postup

ek provedenikrevniho natéru jsou potreba dveé sklicka. Na podloZni sklo se umisti vzorek — kapka krve.
Druhé sklo se pouZije k rozetfeni kapky krve, zde lze pouZit jak bézné mikroskopické podlozni sklo,
kryci sklicko nebo specialni tenké sklicko urcené pro tyto ucely.

e pokud sklicko se vzorkem neni dokonale Cisté, otfete alkoholem. Sklicka drzte pouze za okraje.

e umistéte malou (!) kapku krve blizko konce skli¢ka.

e druhym sklem pod Uhlem asi 45 stupni se dotknéte krve jednim okrajem, tak aby krev kapilarni silou
roztekla podél okraje sklicka. Opatrné posurite Sikmé sklicko po celé délce podlozniho skla, aby vznikl
tenky natér krve. Upozoriiujeme, Ze krev je sklem tazena (ne tlacenal).
hHotovy natér musi byt rovnomérny, homogenni a stfedné tenky. Natér musi mit rovné dlouhé
hrany, mél by koncit pfed koncem sklicka a musi pfechazet na konci do rozvinéné hrany — tj. oblasti,
kde jsou krevni buriky dobre oddélené.

e vzorek nechte zaschnout na vzduchu a zafixujte ho ponotfenim do absolutniho metanolu na 5-10
vtefin.

e vzdy je vhodné vytvofit minim. 2 natéry; natéry jasné oznacit vhodnym popisovaéem rezistentnim k
alkoholu. Po zaschnuti vloZte do pfepravnich nddob na sklicka pro dalsi pouziti (napf. barveni).
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A1.2. Barveni krevnich natéria, zakladni

A1.2.1 Zakladni informace

Giemsovo barveni je klasické barveni krevniho natéru pro periferni krevni natéry. Cervené krvinky se
barvi rlizové, krevni desticky svétle rlizové, cytoplazma lymfocytl se barvi nebesky modfe, cytoplazma
monocytl se barvi svétle modre a chromatin jader leukocytd ma tmavé fialovou barvu. Tato barvici
technika je povaZovana za zlaty standard pro detekci intracelularnich a extracelularnich parazitQ v krvi
a je dobfe vyuzitelné pro zakladni forenzni pouzZiti a pro dokumentaci nalezu pred analyzou DNA.

A2.2 Typické vyuziti
detekce hemogregarin, trypanosom, hemospodidii, larvalnich stadii filarii v periferni krvi
A1.2.3. Vybaveni

e podlozka na barvici se skla
e barvici kddinka na barvivo
e barvici kadinka na metanol
e voda naoplach

e Giemsovo barvivo

e metanol P.A.

Al1.2.4 Postup

vysuseny kevni roztér zafixujte v absolutnim methanolu tak, Ze jej kratce (dvakrat) ponofite do
nadoby obsahujici absolutni methanol. Tento krok se vynech3, je-li natér fixovany bezprostfedné po
odbéru.

e vyjméte a nechte uschnout na vzduchu.

e barvéte zifedénym barvivem Giemsa (1:20, 5 %) po dobu 20 minut. Pro fedéni 1:20 pfidejte 2
ml zasobniho roztoku Giemsa do 40 ml pufrované vody v barvici kadince.
oOmyjte zbytek barviva kratkym oplachem sklicka pod mirnym proudem vody z vodovodu
nebo stfickou

e nechte uschnout na vzduchu ve svislé poloze



A1.3. Priprava materialu flotaénim vysSetienim

A1.3.1 Zakladni informace

Flotacni vySetfeni je zdkladni proces pfipravy vzorku trusu pro forenzni parazitologické vysetfeni a
dokumentaci nalezu. Prvni centrifugaci vzorku s vodou se odstrani ve vodé rozpustné pigmenty, volné
lipidy a jiné necistoty. Nasledujici odstredéni (=flotace) koncentruje cysty/oocysty/vajicka ze vzorku do
horni vrstvy flotacniho roztoku. Metoda s vyuzitim odstfedéni je citlivéjsi nez pasivni flotace. Specificka
hmotnost (hustota) flotaénich roztokl pro parazitologii se obvykle pohybuje v rozmezi od 1,15-1,33,
popisovana metody vyuZziva modifikovany Sheather(v roztok sachardzy.

A1.3.2 Typické vyuziti
detekce sporocyst heteroxennich kokcidii (Sarcocystis), detekce stadii helmintd, jazy¢natek
A1.3.3. Vybaveni

e tfeci miska s tlou¢kem

e stficka s vodou

e sitko

e nalevka

o flotaéni zkumavka 10 ml

e stojanek na zkumavky

¢ modifikovany Sheatherlv roztok (hustota 1,3)
e prenosova klicka

e podloZini a kryci skla

Al1.3.4 Postup

e vlozte ~3 g trusu (objem o velikosti ofechu) do tfeci misky, pfidejte ~30 mlvody z vodovodu
a obsah dlkladné promichejte.

e suspenzi precedte pres sitko a trychtyr do 10ml zkumavky.

e zkumavku odstredte po dobu 2 minut pfi 2000 otackdch za minutu, aby doslo k
sedimentaci.

e odstrante/slijte supernatant a sediment resuspendujte s Sheatherovym cukrovym
roztokem

e zkumavku odstfedte po dobu 2 minut pfi 2000 otackach za minutu, aby doslo k flotaci.

e preneste horni vrstvu na mikroskopické sklicko pomoci prenosové klicky, po zakryti krycim
sklem je vzorek pfipraven k vysetfeni mikroskopem, obvykle pti zvétSenich 100-400x

Pozndmka: Vhodnéjsi je se odstredivka s rotorem s vykyvnymi kosi.
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A 1.4. MIF (Merthiolate-lodine-Formaldehyd) sedimentace

A1.4.1 Zakladni informace

Sedimentacni vySetfeni je zakladni proces pfipravy vzorku trusu pro forenzni parazitologické vysetfeni
a dokumentaci nalezu. Tato technika je uréena pro velké a tézké vajicka parazitd, zatimco éter, ktery
je soucasti roztoku MIF, pomaha odstranit tuk a hlen ze vzorku trusu. Lugollv roztok je moZno pfidat
pro zvyseni kontrastu stadii parazitQ a jejich vnitfnich struktur.

A1.4.2 Typické vyuiiti
detekce vajicek helmintl (hlistice, motolice, tasemnice, vrtejsi) a jazy¢natek
Al1.4.3. Vybaveni

e tfeci miska s tlouckem

e stficka s vodou, sitko a nalevka

e flota¢ni zkumavka 15 ml s konickym dne, typ falcon
e stojanek na zkumavky

e plastova pipeta 0,5 ml (Pasteurova)
e podlozni a kryci skla

o éter

e glycerin

e merthiolat (Thiomersal)

e destilovana voda, vodovodni voda
e 38% formaldehyd

e  Lugollv roztok

Al.4.4 Postup

e pfipravte si MIF roztok, tzn. smichejte roztok 500 ml destilované vody, 400 ml 1% roztoku
merthioldtu, 50 ml 38% formaldehydu a 10 ml glycerinu

e vlozte vzorek trusu do treci misky, pfidejte vodu z vodovodu a obsah dlikladné promichejte

e suspenzi precedte pres sitko a trychtyr do zkumavky 15 ml s konickym dnem

e odstfedte 3 min pfi 1500 otadckach/min., odstrarite supernatant

e sediment smichejte s 5 ml roztoku MIF a 6 ml etheru v 15 ml zkumavce.

e odstiedte 3 minuty pti 1500 otackach za minutu.

e slitim opatrné odstrante supernatant

e Pasteurovou pipetou preneste sediment na sklicko mikroskopu, pridejte kapku Lugolova jodu
a zakryjte krycim sklickem

e vzorek je pripraven k mikroskopickému vysSetfeni; obvykle postupné vysSetfujeme cely
sediment
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Priloha 2: Prikladové modelové situace

K dokresleni vyse uvedenych metodickych pokyn( pro forenzni vyuziti parazitl pfi odhalovani
trestné cinnosti spojené s ilegdlnim obchodem s volné Zijicimi druhy obratlovc(l pfipojujeme
modelové situace, demonstrujici praktické situace vyuZiti navrzenych postupu.
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A2.1 Zadrzena zasilka krajt zelenych

A2.1.1. Modelovy pfipad

Mimo celni prostor (teraristicka burza v centru Prahy) zadrZena zasilka Zivych krajt zelenych Morelia
viridis, sestavajici z 10 dospélych kusu. Prodavajici udava plvod zvitat z vlastniho dochovu, hadi nejsou
oznaceni mikrocCipem a prodavajici nema k dispozici CITES doklady. Hadi zadrZeni a deponovani
v zachytném centru, kde byli umisténi jednotlivé do karanténnich nadrzi.

A2.1.2 Moiny postup odbéru materialu

Zevni prohlidkou posoudit pfitomnost ektoparazit(, pfipadné parazity v podkozZi. Osettujici veterinar
odebere vzorky krve ventralni ocasni Zily. BEhem prvniho tydne po zadrieni oSetfujicim personalem
odebrat trus od jednotlivé drienych hadl do sterilnich plastovych nadobek 20 ml a umistit do
chladnicky (4 C), do 3-5 dnl provést analyzy. V laboratofi alikvot o velikosti 2,0 g z kazdého vzorku
zamrazit (-18 C), zbytek vzorku parazitologicky vysetfit.

A2.1.3 Zakladni parazitologické vySetieni

Provést flotacni a MIF sedimentadni vysSetfeni vzorkd, vysledek vysetfovat svételnymi mikroskopem,
s béZnou digitalni fotokamerou. Casova néloz na 5-10 vzorkd 1,5-2 hodiny prace erudovaného
parazitologa ve vybavené laboratofi.

A2.1.4 Vysledek mikroskopického vysSetieni

Odebran a dorucen trus od 5 jedinc(, krev se nepodafilo odebrat z dlivodu agresivity zvirat

Had1 Had2 Had3 Had4 Had5
Flotacni vySetreni
Sarcocystis sp., sporocysty +++ + + - -
Caryospora sp., oocysty + + ++ + +
Nematoda, vajicka + ++ - - +
Tasemnice, vajicka + + - - ++
MIF sedimetace
Sarcocystis sp., sporocysty + + - - -
Nematoda, vajicka + + - - +
Tasemnice, vajicka + ++ - - +
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A2.1.5 Dokumentace

o Fotodokumentace vysledku flotaéniho a sedimentacniho vysetfeni — mikrofotografie stadii
parazit(
e Trus, bio-banking pfi -80 °C

A2.1.6 Interpretace

Nalez sporocysts kokcidii r. Sarcocystis a vajicek tasemnic r. Kapsulotaenia (viz obrazky) u 4 jedinca
vyznamné naznacuje ptvod hadl z volné ptirody. Technicky je vylouceno, Ze by se témito parazity
nakazila zvifata odchovana v zajeti v CR (jak deklaroval prodévajici). Nalezy oocyst r. Caryospora a
vajicek strongylidnich nematodd nemaji forenzni hodnotu, tito prazité se prendsi i v terdriich. U
jednoho z péti vysetfovanych jedincl nebyl nalez forenzné vyznamny (had €. 4).

A2.1.7 Mozna dalsi vysetieni

Zakladni vysetfeni ma vysokou indikativni hodnotu. Podpofit by jej bylo mozné DNA analyzou
detekovanych stadii r. Sarcocystis (18SrDNA) a srovnanim se sekvencemi v genové bance GenBank.
V praxi by to znamenalo izolaci DNA ze sedimentu zamrazenych vzork( komerénim izolacnim kitem,
PCR a sekvenovani v komercni firmé. U vSech jedincll by bylo vhodné odebrat krev (rutinni odbér
z ventralni ocasni Zily), pfipravit levni natéry a ty obarvit a vysetiit. Odebranou krev kryo-archivovat,
mozna vyuZitelnost i pro geneticka vysetieni hada.

A2.1.8 llustracni fotodokumentace k pfipadu

llustraéni dokumentace k interpretaci pfipadu A2.1: stadia parazitli v trusu, krajta zelena. 1. Vajicko
tasemnice Kapsulotaenia sp. s vysokou indikativni hodnotou; 2. Vajicka strongylidnich/rhabditidnich
hlistic a oocysty Caryoposra sp., vtomto pfipadé bez indikativni hodnoty; 3. Sporocysta Sarcocystis sp.,
indikujici plvod z pfirody.
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A2.2 Zadrzeny sokol stéhovavy

A2.2.1. Modelovy pfipad

Namdatkova kontrola vozidla na hraniénim pfechodu do Némecka odhalila jednoho jedince sokola
stéhovavého v prepravnim boxu. Ptak nebyl oznacen ani krouzkem, ani mikroéipem a udajny majitel
nema k dispozici CITES doklady. Sokol zadrZzen a deponovan v zachytném centru.

A2.2.2 Moiny postup odbéru materialu

Veterinarni |ékat provede zevni prohlidku na pfitomnost ektoparazitll, odebere krev z kfidelni Zily do
zkumavky s EDTA. Trus sokola oSetfujicim persondlem odebrat do sterilnich plastovych nadobek 20 ml
a umistit do chladnicky (4 C). V laboratofi alikvot o velikosti 2,0 g ze vzorku zamrazit (-18 C), zbytek
vzorku parazitologicky vysettit (flotacni a MIF sedimentacni vySetfeni). Z krve zhotovit 2-3 krevni
natéry, zbytek krve kryoarchivovat (-18 C).

A2.2.3 Zakladni parazitologické vysetieni
(a) Trus

Flotaéni a MIF sedimentacni vysetfeni dvou po sobé nasledujicich vzorkd trusu ze dvou dn(, vysledek
vysetfit svételnym mikroskopem s béinou digitalni fotokamerou. Casova nalo? 1 hodina ¢asu
erudovaného parazitologa ve vybavené laboratofi.

(b) Krev

Vybrany jeden krevni natér fixovat metanolem, obarvit dle Giemsy, vysledek vySetfit svételnym
mikroskopem s béZnou digitalni fotokamerou. Casova nalo? 1 hodina €asu erudovaného parazitologa
ve vybavené laboratofi.

A2.2.4 Vysledek zevni prohlidky na pfitomnost ektoparazitli: bez nalezu

A2.2.5 Vysledek mikroskopického vysetieni trusu

Vzorek 1 Vzorek 2
Flotacni vySetreni
Sarcocystis sp., sporocysty +++ +
Caryospora sp., oocysty + +
Spiruridni hlistice, Seratospiculum + +
Tasemnice, vajicka + +
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MIF sedimetace

Sarcocystis sp., sporocysty + +
Nematoda, vajicka + +
Tasemnice, vajicka + +

A2.2.6 Vysledek mikroskopického vysetieni krevniho natéru
V krevnim natéru larvalni stadia nematodd, identifikovana jako mikrofilarie
A2.2.7 Dokumentace

e Fotodokumentace vysledku flotacniho a sedimentacniho vysetieni — mikrofotografie stadii
parazit(

e Fotodokumentace stadii v krevnim natéru — mikrofotografie stadii parazit(

e Trus a krev bio-banking pfi -80 °C

A2.2.8 Interpretace:

Vysledek vysetreni trusu i krve odhalil relativné Siroké spektrum parazitd, vcetné parazitd typickych
pro volné Zijici sokolovité (sporocysty kokcidii r. Sarcocystis, vajicek tasemnic, Seratospiculum,
mikrofilarie), coZ vSe vyznamné naznacuje plvod dravce z volné pfirody. V tomto pfipadé ovsem nelze
vyloucit, Ze by se témito parazity nemohl nakazit sokol vyuZivany k sokolnictvi a drZeny napf. ve
venkovni voliéfe s pfistupem prenasecu filarii. Nalezeni parazité tak sice podporuji ilegdlni pivod
zvitete, presvédcivou dikazni hodnotu ale nemaji.

A2.2.9 Mozna dalsi vysetieni

Pravdépodobné nejsou potfebna, DNA analyzy parazitd by zfejmé neposunuly vypovédni hodnotu
vysledku.
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A2.3 Zadrzena zasilka suchozemskych zZelv

A2.3.1. Modelovy pfipad

Namatkova kontrola vozidla na hrani¢nim prechodu ze Slovenska odhalila 15 jedincl Zelv Zlutohnédych
Testudo graeca r@izného véku. Udajny majitel deklaroval Zelvy jako odchovy z vlastniho chovu
v Cechéch, se kterymi se navraci z dovolené na Slovensku, CITES doklady nema k dispozici. Zelvy nebyly
oznaceny mikrocCipem. Jedinci zadrZeni a deponovani v zachytném centru.

A2.3.2 Moiny postup odbéru materialu

Veterinarni lékaf nebo oSetfovatel v zadchytném centru do 24 hodiny po prevzeti provede zevni
prohlidku na pritomnost ektoparazitl, nalezené parazity fixovat jednotlivé v plastovych epruvetach
v 96% EtOH. Veterinarni IékaF odebere krev z ocasni Zily do zkumavky s EDTA. Zelvy umistit pfechodné
jednotlivé, trus Zelv nechat oSetfujicim personalem odebrat do sterilnich plastovych nddobek 20 ml a
umistit do chladnicky (4 C). V laboratofi alikvot o velikosti 2,0 g ze vzork(l zamrazit (-18 C), zbytek
kazdého vzorku parazitologicky vysetfit (flotacni a MIF sedimentacni vySetieni). Z krve zhotovit 2-3
krevni natéry, zbytek krve kryoarchivovat (-18 C).

A2.3.3 Zakladni parazitologické vysetieni
(c) Trus

Flotaéni a MIF sedimentacni vysetieni trusu z nékolika dnl od alespon 5 jedincl, vysledek vysetfit
svételnym mikroskopem s b&Znou digitalni fotokamerou. Casova naloz 2 hodiny ¢asu erudovaného
parazitologa ve vybavené laboratofi.

(d) Krev

Vybrany krevni natér od kazdého zvifete fixovat metanolem, obarvit dle Giemsy, vysledek vysetfit
svételnym mikroskopem s béZnou digitdlni fotokamerou. Casové naloz 2-3 hodiny ¢asu erudovaného
parazitologa ve vybavené laboratofi.

A2.3.4 Vysledek zevni prohlidky na pfitomnost ektoparazita

Na 6 jedincich nalezena dospéla klitata, identifikace erudovanym expertem jako Hyalomma
aegyptium.
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A2.3.5 Vysledek mikroskopického vySetieni trusu

Zelva 1 Zelva 2 Zelva 3 Zelva 4 Zelva 5
Flotacni vysetieni
Roupi, Oxyurida, vajicka +++ ++ ++ ++ +H++
Skrkavky Angusticaecum + ++ +
holopterum
MIF sedimetace
Roupi, Oxyurida, vajicka ++ ++ ++ ++ ++
Skrkavky Angusticaecum + + - - ¥
holopterum

A2.3.6 Vysledek mikroskopického vySetfeni trusu

V krevnim roztéru 9 dospélych Zelv stadia prvok{ uvnitf erytrocytd, identifikovana jako
hemogregariny. Po vySetieni expertem uzavieno jako gametocyty Hemolivia mauritanica.

A2.3.7 Dokumentace

e Fotodokumentace vysledku flotacniho a sedimentacniho vysetieni — mikrofotografie stadii
parazitl

e Fotodokumentace stadii v krevnim natéru — mikrofotografie stadii parazitl pfi zvétSeni 1000x

e Trus a krev bio-banking pfi-80 °C

A2.3.8 Interpretace

Vysledek vysetteni trusu spektrum parazitli béZznych pro tuto skupinu plazd. Ve vsech pripadech se
jednd o parazity s pfimym vyvojovym cyklem, relativné bézné v chovech suchozemskych Zelv i v CR,
tyto nalezy jsou s ohledem na plvod zvifat bez vyznamu. Nalez klistat H. mauritanica u 6 jedincud
doklada plvod Zelv z volné ptirody. Technicky je vylouceno, Ze by se témito klistaty nakazila zvirata
odchovand v zajeti v CR a drZené prechodné na Slovensku (jak deklaroval majitel). Nalez stadii prvok(
r. Hemolivia u 9 dospélych Zelv analogicky doklada plivod zvitat z volné Zijici populace. V kombinaci
vysledky dokazuji, Ze minimalné ¢ast transportovanych Zelv pochazi z ilegdlniho odchytu na Balkanég, a
to v uplynulych 2-3 tydnech (na zakladé nalezu pfisatych samic klistat).

A2.3.9 Mozna dalsi vysetieni

Pravdépodobné nejsou potrebnd, DNA analyza parazitd by mohla zvysit vypovédni hodnotu vysledku
o védecka data, neni ale nezbytna.
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A2.2.10 llustracni fotodokumentace k pfipadu

llustraéni dokumentace k interpretaci pfipadu A2.3: krevni prvoci - hemogregariny a klistata s
vysokym forenznim vyznamem, Zelva Zlutohnéda. 1. Stadia Hemolivia mauritanica v krevnich
burikach; 2. Klistata Hyalomma aegyptium, nalevo nasata samice.
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A2.4 Zadrzena zasilka krajt kralovskych nejasného ptlivodu

A2.4.1. Modelovy pfipad

Mimo celni prostor (prodejna v centru Prahy) kontrolovana CIZP skupina 3 dospélych krajt kralovskych
Python regius. Prodavajici udava pavod zvifat z vlastniho dochovu, hadi nejsou oznaceni mikro¢ipem a
prodavajici nema k dispozici CITES doklady. Hadi zadrZeni a deponovani v zachytném centru, kde byli
umisténi jednotlivé do karanténnich nadrzi.

A2.4.2 Moiny postup odbéru materialu

Zevni prohlidkou posoudit pfitomnost ektoparazitQ, pfipadné parazity v podkoZi. Osettujici veterinar
odebere vzorky krve ventrdlni ocasni Zily. BEhem prvniho tydne po zadrZeni oSetfujicim persondlem
odebrat trus od jednotlivé drienych hadl do sterilnich plastovych nadobek 20 ml a umistit do
chladnicky (4 C), do 3-5 dnl provést analyzy. V laboratofi alikvot o velikosti 2,0 g z kazdého vzorku
zamrazit (-18 C), zbytek vzorku parazitologicky vysetfit.

A2.4.3 Zakladni parazitologické vysetieni

Na povrchu téla vSech tfi jedincl nalezena klistata, identifikovana expertem jako Aponoma latum a
Hyalomma sp.. VySetfeni trusu nebylo provedeno, béhem 3 tydn( po zadrZeni hadi nedefekovali.

A2.4.4 Vysledek mikroskopického vySetieni krve

V krevnich roztérech v ervenych krvinkach identifikovdna stadia hemogregarin, uréena expertem
jako Hepatozoon ayorghbor, typicky parazit krajt kralovskych.

A2.4.5 Dokumentace

e Fotodokumentace - makrofotografie klistat na povrchu téla

e Fotodokumentace - makrofotografie klistat s vyuzitim stereomikroskopu
e Fotodokumentace - mikrofotografie stadii parazitd v krvi

e Trus, bio-banking pfi -80 °C

A2.4.6 Interpretace

Nalez klistat na vSech jedincich doklada plvod krajt z volné pfirody nebo z polovolného chovu

v tropické Africe. Technicky je vylouceno, Ze by se témito klistaty krajty nakazily v CR (jak deklaroval
maijitel). Nalez stadii prvoku r. Hepatozoon analogicky doklada plvod zvifat z volné Zijici populace.

V kombinaci vysledky dokazuji, Ze hadi pochazi z ilegalniho importu, a to v uplynulych 2-5 tydnech (na
zékladé nalezu prisatych klistat).

A2.4.7 Mozna dalsi vysetieni

Zakladni vysetfeni ma vysokou indikativni hodnotu. Podpofit by jej bylo moziné DNA analyzou
detekovanych stadii Hepatozoon sp. (18SrDNA) a srovnanim se sekvencemi v genové bance GenBank.
V praxi by to znamenalo izolaci DNA ze zamraZenych vzorkl krve komerénim izolaénim kitem, PCR a
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sekvenovani v komercni firmé. Krev kryo-archivovat, mozna vyuZitelnost i pro geneticka vysetieni
hadd.

A2.4.8 llustracni fotodokumentace k pripadu

llustraéni dokumentace k interpretaci pripadu A2.4: Krevni prvoci - hemogregariny s vysokym
forenznim vyznamem, krajta kralovska. 1. Dokumentace odbéru krve z ventralni ocasni Zily; 2. Stadia
Hepatozoon sp. v krevnich burikach. 66



llustraéni dokumentace k interpretaci pfipadu: Klistata s vysokym forenznim vyznamem, krajta
kralovska. 1. Klistata pfichycenda na téle kontrolovaného jedince; 2. Aponomma latum, 3. Amblyomma

sp.
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A2.5 Zadrzena zasilka madagaskarskych chameleont

A2.5.1. Modelovy pfipad

Mimo celni prostor (teraburza v centru Prahy) kontrolovan CIZP prodejce skupiny 10 dospélych jedinc(i
madagaskarskych chameleond r. Furcifer v plastovych boxech 500 ml. Prodavajici udava plvod zvirat
z vlastniho odchovu, zvifata nejsou oznaceni mikrocipem a prodavajici nema k dispozici CITES doklady.
Jeden jedince byl ¢erstvé uhynuly. Chameleoni zadrzeni a deponovani v zachytném centru, kde byli
umisténi jednotlivé do karanténnich nadrzi. Pfedan podnét SVS o podezieni z poruseni zakona na
ochranu zvifat proti tyrani cestou nevhodné manipulace a drZeni zvifat.

A2.5.2 Moiny postup odbéru materialu

Zevni prohlidkou posoudit pfitomnost ektoparazit(, ptipadné parazity v podkozi. Osetfujici veterinar
odebere vzorky krve ventrdlni ocasni Zily. BEhem prvniho tydne po zadrZeni oSetfujicim persondlem
odebrat trus od jednotlivé drzenych jedincl do sterilnich plastovych nadobek 20 ml a umistit do
chladnicky (4 C), do 3-5 dn( provést analyzy. V laboratofi alikvot o velikosti 2,0 g z kazdého vzorku
zamrazit (-18 C), zbytek vzorku parazitologicky vysetfit. Mrtvého jedince podrobit parazitologické
pitvé. Zvirata nechat identifikovat expertem do druhu.

A2.5.3 Zakladni parazitologické vysetieni

Na povrchu téla 5 jedincll patrna pfitomnost hadovité tvarovanych parazitl v podkozi, veterinarni
|ékar jednoho parazita vyjmul po kratké incizi skrz k(iZi. Vysetieni trusu nebylo provedeno, krev
odebrdana jen od 3 jedincl. Mrtvy exemplar podroben pitveé.

A2.5.4 Vysledek mikroskopického vySetieni krve

V krevnich roztérech larvalni stadia parazitickych hlistic identifikovand jako mikrofilarie Foleyella sp.
A2.5.5 Vysledek pitvy

Pokrocilad autolyza, v podkozi Zlutavé hlistice o velikosti 55-75 mm, identifikovani jako filarie.

A2.5.6 Dokumentace

e Fotodokumentace - makrofotografie nematod( nalezenych pfi pitvé
e Fotodokumentace - makrofotografie filarii plsobicich zdufeni na kazi
e Fotodokumentace - mikrofotografie stadii parazitd v krvi

e Trus, bio-banking pfi -80 °C

e Krev, bio-banking pfi -80 °C

e Barveny krevni roztér

e Nalezené hlistice, bio-banking pfi -80 °C
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A2.5.7 Interpretace

Nalez heteroxennich hlistic — filarii ve forme podkoznich stadii a mikrofilarii v krevnich natérech
doklada plvod vysetfenych jedincl zvifat z volné pfirody nebo z polovolného chovu na Madagarkaru.
Technicky je vylouceno, e by se témito parazity chameledni nakazili v CR (jak deklaroval majitel).
V kombinaci se stavem zvifat a absenci dokladi vysledky dokazuji, Ze zvifata v seznamu CITES Il pochazi
z ilegalniho importu.

A2.5.8 Mozna dalsi vysetieni

Zakladni vysetfeni ma vysokou indikativni hodnotu. Podpofit by jej bylo moiné DNA analyzou
detekovanych stadii filarii (18SrDNA, cox1) a srovnanim se sekvencemi v genové bance GenBank.
V praxi by to znamenalo izolaci DNA ze zamrazenych vzork( krve a zizolovanych hlistic komerénim
izolanim kitem, PCR a sekvenovani v komercni firmé. Krev kryo-archivovat, mozna vyuzitelnost i pro
geneticka vySetfeni hadd. Dovysettit zbyvajici jedince.

A2.1.8 llustracni fotodokumentace k pripadu
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llustracni dokumentace k interpretaci pripadu A2.5: Nalez filarii s vysokym forenznim vyznamem,
chameleon. 1-2. Mikrifularie fotografované in situ pfi pitvé; 3. lzolovand hlistice z télni dutiny
pripravena k fixaci v EtOH akryoarchivaci; 4. Filarie patrné pod klzi zabaveného Zivého exemplare, 5.
Mikrofilarie v obarveném krevnim natéru pripraveném z Zivého jedince.
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Priloha 3: Identifikac¢ni tabule, dalsi priklady
forenzné vyznamnych nalezu

20.0 ym

Identifikacni tabule T1. Pfiklady prvoku s forenznim vyznamem. 1-2. Sporocysty Sarcocystis sp. 71

vtrusu krajt; 3-4. Hemolivia mauritanica v krvi Zelvy Zlutohnédé Testudo graeca; 5.
Haemogregraina stepanowi v krvi zelvy bahenni Emys orbicularis; 5. Hepatozon ayorborg v krvi
krajty kralovské Python regius.



Identifikacni tabule T2. Vajicka helmintd v trusu. 1. Kapsulotaenia sp.,
proteocephladini tasemnice v trusu krajt r. Morelia; 2. Bothridium pythonis, Morelia
viridis, foto Jana Bulantova; 3. Duthiersia varani, V. exanthematicus, foto Jana
Bulantovad; 4. Oochoristica sp, I. iguana; 5. Spiruridni vajicka z varana, 6. Abbreviata,
Morelia viridis, foto Jana Bulantova.
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Identifikacni tabule T3. PodkoZni parasite s vysokym forenznim vyznamem. 1. typickd zdufenina s
larvou tasemnice uvnitf - plerocercoid, bicovka Ahaetulla prasina; 2. chirurgické vyjmuti plerocercoidu
prostfednictvim malého fezu, matwrial nasledné fixovat do 70 nebo 96% EtOH; 3. mikroskopie: kranialni
Cast larvy vrtejSe s typickymi trny; 4. chirurgické vyjmuti larvy acanthocephalan z importovaného

chrestySovce r. Trimeresurus.

73



Identifikaéni tabule T4. Klistata na dovezenych plazech. 1. Amblyomma sp., dovezeny
Varanus exanthematicus, foto Jana Bulantova; 2. Amblyomma cf. sparsum, volné Zijici
S. pardalis, Kena; 3. A. komodoense, V. komodoensis, chov v lidské péci, zoo; 4.
Hyalomma marginatum, Testudo graeca; 5. A latum za okem krajty Python regius
dovezené z Ghany.
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