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1. Uvod a literarni piehled

Soricimyxum fegati Prunescu, Prunescu, Pucek et Lom, 2007, kterym se zabyva
magisterska prace, patii mezi myxosporea. Ttidy Myxosporea Biitschli, 1881 a Malacosporea
Canning, Curry, Feist, Longshaw et Okamura, 2000 jsou fazeny do kmene Myxozoa Grassé,
1970. Jsou to drobné¢ mnohobunééné organismy druhotné pozménéné parazitickym zptisobem
zivota. Zastupci tfidy Malacosporea jsou znami zejména jako paraziti sladkovodnich mechovek
(Bryozoa Ehrenberg, 1931). Pouze jediny druh - Tetracapsuloides bryosalmonae Canning, Tops,
Curry, Wood et Okamura 2002 je parazitem lososovitych ryb (Lom a Dykova 2006). Tiida
Myxosporea je druhove nesrovnatelné pocetnéjsi. Lom a Dykova (2006) uvadeji vice nez 2 200

popsanych druha 62 rodt.

Pro Zivotni cyklus myxosporei je typické stiidani dvou stadii — myxosporeového a
aktinosporeového ve dvou riznych hostitelich. Myxosporeova faze zivotniho cyklu probiha
nejcastéji v rybach a na jejim konci vznikaji spory (myxospory), které¢ jsou infekéni pro hostitele
aktinosporeového stadia. Myxospora je mnohobunécny utvar tvofeny nejcastéji dvéma (ale i
vice) valvogennimi buiikami, které vytvareji chlopné, nejcastéji dvéma (ale i vice)
kapsulogennimi buiikami, které tvoti poloveé vacky obsahujicich vymrstitelné polové vlakno a
jednou nebo dvéma sporoplazmami s haploidnimi jadry (Hausmann a Hiilsmann 2003). Poté, co
se myxospora dostava do vodniho prostiedi, mize byt poziena hostitelem budouci
aktinosporeové faze. Aktinosporeova faze zivotniho cyklu probiha nej€astéji v malostétinatcich
(Annelida: Oligochaeta), vzacnéji v mnohostétinatcich (Annelida: Polychaeta) nebo sumySovcich
(Sipuncula). Infekce krouzkovce za¢ina ve sttevnim traktu, kde polova vldkna umoziuji
prichyceni ke stievni sténé. Ze spory se uvoliiuje sporoplazma, ktera pronika do mezibunéénych
prostor stfevniho traktu hostitele. Nésleduje vegetativni a sexudlni vyvoj, ktery kon¢i produkei
spor aktinosporeového typu. Protoze béhem aktinosporeové faze probiha i sexualni vyvoj, jsou
Annelida oznaCovana za definitivni hostitele myxosporei. Aktinospora je triradialné soumérna.
Sestava ze 3 (a nasobkil 3) polovych vackl a 3 (a opét nasobkil 3) chlopni Casto opatfenych
plovéakovitymi vybézky. Aktinospory jsou uvoliiovany ze svého hostitele do vody, kde se pomoci
plovéakovitych vybézkl pasivné pohybuji ve vodnim sloupci. Pfi kontaktu s hostitelem své

myxosporeove faze vystieli spora polova vldkna, ta se uchyti na rybé€ a sporoplazma zacne



pronikat epidermis hostitele. Hostitelska specifita nékterych myxosporei byla prokazéana i ve fazi
vystteleni polovych vlaken (Yokoyama a kol. 2006). U nékterych druhti bylo zjisténo, ze

k infekei hostitele myxosporeového stadia dochazi pozienim infikovaného definitivniho hostitele
(El-Matbouli a Hoffmann 1989). Uvniti mezihostitele probih4 vegetativni rozmnozovani
(proliferativni faze) a sporogonialni faze béhem které se vyvijeji spory myxosporeoveého typu.
Presporogonialni (proliferativni) stadia migruji tkanémi hostitele a stiidaji nitrobunécénou a
mezibunécnou lokalizaci (Dykové a Lom 2007). Sporogoniélni faze probiha v misté konecné
lokalizace, ktera je u fady druhti specifickd (Molnar 1994). Sporogonialni stadia (plasmodium
nebo pseudoplasmodium) mohou byt lokalizovana v dutinovych organech a kanalcich
(coelozoické druhy) nebo ve vlastnich tkanich (histozoické druhy). Napadnym morfologickym
znakem myxosporeovych stadii vyvoje je pritomnost ,,buniky v buiice*, kdy somatické bunka
obaluje generativni buiikku. Produkci spor myxosporeového typu, které jsou infek¢ni pro
definitivniho hostitele kon¢i myxosporeova faze zivotniho cyklu. Od prvniho popsaného
zivotniho cyklu myxosporei (Wolf a Markiw 1984) byly objasnény vyvojové cykly nejméné 30
dalSich druhti (Kent a kol. 2001, Lom a Dykova 2006). Kromé nékolika vyjimek (Kaie a kol.
2007, Rangel a kol. 2009) jsou zivotni cykly s Gc€asti aktinospor popsany u myxosporidii ze
sladkovodnich (pfipadné anadromnich nebo katadromnich) druhii ryb. U nékterych druhti
myxosporidii se vzhledem k uspésnym experimentiim piedpoklada i moznost pfimého zivotniho

cyklu, tj. pfenos infekci mezi rybami (Diamant 1997; Redondo a kol. 2002; Yasuda a kol. 2002).

U naprosté vétSiny druht myxosporei byla popséna jen myxosporeova faze zivotniho
cyklu. Paprskoploutvé ryby zcela pievazuji ve spektru znamych hostitelii. Kromé 35 nélezt
v parybach jsou nalezy myxosporei v hostitelich z dalSich skupin obratlovcii spise ojedinélé.
Ttinéact druhti je popséano z obojzivelnikil a ¢tyii z plazti (vodnich zelv) (Eiras 2005). Ptaci byli
zahrnuti mezi hostitele myxosporei recentnim popisem Myxidium anatidum z domestikované

kachny (Anas platyrhynchos L.) (Bartholomew a kol. 2008).

Nahodné nalezy myxosporeovych spor ve stolici pacientl trpicich chronickymi prijmy
a u imunosuprimovanych pacientli byly vétSinou vysvétleny pasazi spor (obsazenych
v konzumovaném rybim mase) zazivacim traktem. Jakkoliv jde o nalezy provokujici, neexistuje
zatim zadny divod pro tvahy o ¢lovéku jako hostiteli myxosporeové faze zivotniho cyklu

(McClelland a kol. 1997; Boreham a kol. 1998; Moncada a kol. 2001).



Ve vyvoji poznatkll o zivotnich cyklech myxosporei maji mimofadny vyznam nalezy
myxosporei u terestrickych zivocichli. Za prvniho poznaného terestrického hostitele myxosporei
je povazovan krtek (Talpa europaea L.), i kdyZ u n&j nebyly nalezeny myxospory, jen utvary
podobné vyvojovym stadiim myxosporei (Friedrich a kol. 2000). Dalsim velkym ptekvapenim
byl ndlez myxosporei u rejskti obecnych (Sorex araneus L.) z Bialowiezského pralesa. V roce
2007 byl popsan novy druh Soricimyxum fegati Prunecu, Prunescu, Pucek et Lom, 2007 a
zachycena témeét celd myxosporeova faze zivotniho cyklu s vyraznymi projevy patogenity pro
hostitele (Prunescu a kol. 2007). Skutecnost, Ze u rejskti obecnych z Bialowiezského pralesa byl
popsan vyvoj myxosporidie od plasmodii po zralé spory iniciovala orientacni vysetfeni rejskl ze
t{ lokalit na Ceskobudg&jovicku. Ziskali jsme pozitivni vysledky a data, kterymi jsme mohli
korigovat a doplnit popis S. fegati (Dykova a kol. 2007). Zaroven jsme si uvédomili, ze pokusy o
feSeni otazek zivotniho cyklu této myxosporidie musi vychazet z detailnich znalosti bionomie
hostitelti. Pro shrnuti t€chto poznatki jsme pouzili zakladni Ceské prameny a prace zahrani¢nich

autort, ktefi se systematicky zabyvaji rejsky jako modelovymi objekty.

Rejsek obecny je zastupcem cCeledi Soricidae, ktera spolecné s jezky (Erinaceidae) a krtky
(Talpidae) tvoti fad hmyzozravci (Eulipotyphla). Hmyzozravci jsou drobni savci s obvykle
protazenou lebkou a pohyblivym rypackem, ktery je vybaveny mnozstvim smyslovych chlupi.
Na rozdil od zraku jsou hmat, ¢ich a sluch pro hmyzozravce velmi dilezitymi smysly.

O vyznamu ¢ichu pro jejich zpiisob zZivota svédci vyrazné ¢ichové laloky na mozku (Nowak
1999). Hmyzozravctim se podaftilo osidlit mnozstvi rtiznych biotopli. Kromé pozemniho zptisobu
zivota se nékteré skupiny adaptovaly trvalému zivotu pod zemi nebo vyhledavani potravy

ve vodé¢. Jejich potrava je zejména zivocCisSna, pievladd hmyz a jini bezobratli Zivo¢ichové.

rychly metabolismus, s tim souvisejici vysoka spotieba potravy a celoro¢ni aktivita i v mirném
pasmu (Aitchison 1987). Se sniZzenou dostupnosti potravy béhem zimnich mésict souvisi
mimotadny jev - tzv. Dehneliiv fenomén. Podstatou tohoto fenoménu je snizeni celkové
hmotnosti béhem zimy v dusledku snizeni hmotnosti nékterych organii (Gebczynski 1965).
Nékteré rody (Neomys, Blarina) produkuji nervovy jed, ktery pouzivaji pii lovu kofisti (Pucek
1959). Piekvapivou adaptaci na vyhledavani kofisti je pouzivani echolokace (Forsman a

Malmquist 1988).



Druhové zastoupeni rejskovitych je u nas je stejné jako v Polsku, na tizemi obou statu zije
7 druht tfi rodt (Andéra 2000; Aulagnier a kol. 2009). Stejné jako v Bialowiezském pralese
(Rychlik 2000) jsou na vétsin€ naseho uzemi nejhojnéjsi 4 druhy: rejsek obecny (Sorex araneus
L.), rejsek maly (Sorex minutus L.), rejsec vodni (Neomys fodiens Pennant, 1771) a rejsec ¢erny
(Neomys anomalus Cabrera, 1907). Na piihodnych lokalitach (trvale zamoktenych, s tekouci
nebo stojatou mélkou vodou), mohou zit vSechny 4 druhy spole¢né, sympatricky. Zastupci rodu
rejsec (Neomys) jsou semiakvaticti, potravu vyhledavaji na biezich vod nebo piimo ve vodé,
zatimco rejsek obecny a maly jsou terestri¢ti a potravu vyhledavaji mimo vodu. Odlisnosti ve
vyhledavani potravy jsou i mezi jednotlivymi druhy. Zejména v ptipad¢ rejska obecného a rejska
malého je rozdil ndpadny. Pfevaznou €ast potravy rejska malého tvoii hmyz a pavouci Zijici na
povrchu pudy nebo na vegetaci (Dickman 1988), zatimco rejsek obecny vyhledava potravu
zejména pod povrchem piidy a tomu odpovida i jeho nejcetnéjsi koftist - zizaly (Lumbricidae)
(Churchfield 1980; Churchfield a Rychlik 2006; Rychlik a Jancewicz 2002). SloZeni potravy se
muze menit v pritbéhu roku podle aktudlni dostupnosti riznych kofisti. Naptiklad v potravé
rejska malého se v zimnich mésicich objevuji také zizaly (Pernetta 1976). Zda se, ze praveé
rozdily ve zplsobu ziskavani potravy mezi jednotlivymi druhy, umoznuji jejich koexistenci na

stejnych lokalitach (Churchfield a Rychlik 2006).

cey

Dalsimi druhy rejskovitych zijicich na naSem tizemi jsou rejsek horsky (Sorex alpinus
Schinz, 1837), bélozubka $eda (Crocidura suaveolens Pallas, 1811) a bélozubka bélobticha
(Crocidura leucodon Hermann, 1780). Rejsek horsky je svym vyskytem omezeny na horské
oblasti a zde navic na chladné udoli s kamenitymi biehy potoki (Andéra 2000). Bélozubka seda
zije v nasich podminkach zejména synantropn¢, v xerotermnich lokalitach, ale také v okoli
potokll (Andéra 2000). Neobvyklé je také spektrum biotopi obyvané bélozubkou bélobtichou.
Vyskytuje se u nas na suchych kiovinatych stranich, i na vlhkych lokalitach, v okoli rybnikt a
potokii (Andéra 2000). Rejsek horsky a bélozubka bélobticha jsou relativné vzacni a setkat se s

nimi miizeme pouze na specifickych lokalitach.



2. Cile prace

Cile prace byly formulovany na zakladé vysledki orienta¢niho vySetfeni rejskti (Sorex araneus a
S. minutus) na ptitomnost infekci Soricimyxum fegati Prunescu, Prunescu, Pucek a Lom, 2007

nasledujicim zptisobem:

e overit hypotézu hostitelské specifity Soricimyxum fegati vysetfenim co nejvétsiho souboru
rejskovitych (Soricidae);

e pokusit se najit hostitele predpokladané aktinosporeové faze vysetfovanim potencialnich
hostitelti z lokalit, na kterych byla potvrzena ptitomnost S. fegati;

e podafi-li se ziskat dostatecny pocet zralych spor S. fegati, zaméfit se na ziskani

aktinosporeové faze zivotniho cyklu experimentalni infekci.



3. Material

3.1. Rejskoviti (Soricidae)

Odchyty rejskt (Soricidae) probihaly v obdobi od 2. 8. 2007 do 23.10. 2009. Vybér
lokalit vychazel ze souhrnu poznatkii o bionomii rejskovitych (Andéra 2000) a z vlastnich
zkuSenosti. VétSina odchytovych ploch se nachazela v okoli mensich vodnich toki. Podle
nomenklatury Natura 2000 (Chytry a kol. 2001) pattila vétSina vytypovanych lokalit k tzv.

moktadnim vrbinam, mokfadnim olSinam (Obr. 1) a Gdolnim jasanovo-olSovym luhGim.

Ptehled vysetfenych druht rejskovitych, pocty vySettenych jedinct a mista odchyti jsou
uvedeny v tabulce 1. Z druhi Zijicich na izemi Ceské republiky chybi mezi vySetfovanymi druhy
rejsek horsky a bélozubka bélobfichd. Oba druhy jsou zahrnuté ve vyhlasce ¢. 175/2006 Sb. o
ochran¢ ptirody a krajiny. Tato vyhlaska fadi bélozubku bélobtichou mezi ohrozené druhy a
rejska horského mezi siln€¢ ohrozené druhy. V ¢erveném seznamu ohrozenych druhti obratlovcl
je uveden jako druh zranitelny z diivodu svého reliktniho vyskytu pouze rejsek horsky (Plesnik a

kol. 2003).

Vétsina odchycenych jedincii pochdzela z n¢kolika vytypovanych lokalit (tabulka 1).
V roce 2007 byly odchyty provadény ve spolupréci s J. Zimou jr. a ziskany material poslouzil
zaroven k populac¢né-genetické studii sledujici vyznam piirodnich bariér (Zima 2008).
V odchytech na téchto lokalitach jsme pokracovali i v nasledujicich letech a ziskany material byl
shromazd’ovan i1 nadale pro populaéné genetické studie (Populacni struktura savcl v kontextu
fragmentace krajiny). Materidl ziskany z jednorazovych odchytl na jinych lokalitach, ndhodnych
nalezili a ze zahranici shrnuje tabulka 2. Nepodatilo se nam ziskat material z typové lokality
v Bialowiezském pralese. (Prace autort popisu S. fegati byla zaloZena na materialu, ktery byl
fixovén pro histologii a zpracovan v Rumunsku. Povoleni k odchytiim rejski se ndm nepodatilo

od polskych autorit ziskat).



Tabulka 1: Soubor rejskovitych ziskany opakovanymi odchyty ve vytypovanych lokalitach

Druhy Celedi Soricidae
2
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I okalita
o | 2| 8| 5| E| @ N
o 5 ? S 2 3 N
= 2 o ks} G 2 GPS soufadnice
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BorSov nad Vltavou
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9 3 1 13 50°6'58.75"N; 12°31'10.68"E
85 62 4 5 4 160 | Celkové pocty

Material ziskany opakovanymi odchyty rejskovitych na vytypovanych lokalitach v Ceské
republice (celkem 160 jedincti) jsme doplnili o rejsky ziskané z jednorazovych odchytii na tizemi
CR a o nahodné nalezy uhynulych jedincti (celkem 22 jedinci), véetné dvou piimo v arealu
Biologického centra AV CR. Zasluhou studentt PiF JU, ktefi provadéli odchyty drobnych
hlodavct pro koevoluéni studie a zasluhou pratel jsem navic ziskal material z 64 jedinct

odchycenych v zahranici. Prehled druht, pocty jedinct a zdroj materialu uvadim v tabulce 2.



Tabulka 2: Soubor rejskovitych z jednorazovych odchytti, nahodnych nalezii a ze zahranici

Druh &eledi Soricidae
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. 5 Cecile Reed
republlka Stellenbosch
Kamerun 5 Vaclav Mikes
Sp;gﬂzko 22 Jana Kvigerova
Italie e
Civitanova del Sannio, Brinzio 1 3 Jana Martlnu
S'°¥§i'385k° 2 1 Jana Kvigerova




Odchyt rejski byl provadén nejcasteji do padacich pasti (plastové nadoby; primér 9cm,
hloubka 15c¢m) (Obr. 2), které byly na vhodnych lokalitach rozmistény nelineédrné (v Sm
vzdalenostech). Padaci pasti byly kontrolovany po 12 hodinach (rano a vecer). Jiné zptisoby
odchyti (do sklapovacich pasti nebo zivochytek) byly sice vyzkousSeny ve stejnych lokalitach

jako padaci pasti, ale nebyly déle pouzivany pro jejich velmi malou uspésnost.

3.2.  Zizaly (Lumbricidae)

Zizaly vytypované jako potencialni hostitelé aktinosporeovych stadii Zivotniho cyklu
Soricimyxum fegati byly sbirany pouze na lokalitach, z nichz pochazeli rejsci infikovani touto
myxosporidii. Shromazd’ovani zizal pro vySetieni na pfitomnost aktinosporeovych stadii
zivotniho cyklu S. fegati probihalo dvéma zptisoby, metodou tzv. "tepelné extrakce" ze vzorki

pudy a sbérem provadénym piimo na vytypovanych lokalitach.

"Tepelna extrakce" zizal ze vzorkl pidy patii mezi tzv. etologické metody, které
vyuzivaji reakci zizal na podrazdéni nebo vyrazné zhorSeni prostiedi (Pizl 2002). Pro pouziti této
metody je Ustav pidni biologie AV CR (UPB) vybaven zafizenim (Obr. 3, 4), které z jedné
strany piidni profil pfivezeny z terénu ohifiva zZarovkou o vykonu 100W a z opacné strany je
dalsi ptidni ,,bezobratli“. Tyto organismy opoustéji piehiivajici se a vysychajici vrstvu ptdy.
Timto zptisobem lze zizaly odebirat v pritbé¢hu nékolika nasledujicich dnti (celkova doba extrakce
z&visi zejména na pocatecnim stavu/vlhkosti odebraného vzorku ptady). Nesporna vyhoda tepelné
extrakce je témef Uplné vytézeni vzorku pidy. K nevyhoddm patii asova naro€nost postupu a
nutnost prepravit k extrakénimu zatizeni velké objemy plidy, coz mize plsobit potize, zejména

jde-li o prepravu vzorki ptidy z nesnadno ptistupnych lokalit.

Jako velmi efektivni se ukazal sbér zizal pfi preryti pudy v ¢asti vytypované lokality.
Prevazna Cast zizal byla ziskana timto zpiisobem. Oba zplsoby sbéru samoziejmé limitovala
struktura ptidy a jeji vlhkost. S pis¢itou nebo zamokienou ptidou se manipulpvalo obtizné a

pocetnost zizal byla vyrazné¢ nizsi.



Zizaly byly sbirany celkem na &tyfech lokalitach (Bor$ov nad Vitavou, Haklovy Dvory,
Cejkovice a Kynsperk nad Ohi).

3.3. Roupice (Enchytraeidae)

Z pudnich malostétinatych vhodnych pro experimentalni infekce sporami S. fegati byla
zvolena roupice Enchytraeus crypticus Westheide a Graefe, 1992 z laboratorni kultury Ustavu
pudni biologie AV CR. Roupice spliiovaly potiebu "ndhradniho" (hypotetického/potencialniho)
hostitele aktinosporeové faze S. fegati prostého specifickych patogenti a umoziovaly pracovat s

minimalnimi infek¢énimi davkami spor.
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1. Mokfadni ol3ina u obce Ranice s vyskytem rejskil (S. araneus, S. minutus) a rejsct (N. fodiens a N. anomalus).
2. Padaci past na jedné z lokalit. 3, 4. Tepelné extraktory v arealu Ustavu ptidni biologie (Biologické centrum AV
CR).
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4. Metody

4.1. Diagnostika infekci Soricimyxum fegati priukazem spor

V roce 2007 jsme zacali vySetfovat rejsky z jihoCeskych lokalit pomoci nativnich
(roztlakovych) preparatd. Z jednotlivych organt (jater, ledvin, plic, srdce, sleziny, mozku a
svaloviny) kazdého potencialniho hostitele Soricimyxum fegati jsme vysetfovali 8-10 nativnich
preparatii. K vyhledavani spor ve zlucovych cestach a k celkovému parazitologickému vySetreni
rejskl jsme pouzili svételny mikroskop Olympus BX51 vybaveny Nomarského diferencialnim

interferencnim kontrastem. Veskeré nalezy jsme dokumentovali pomoci kamery DP70.

Nativni vySetfeni organii bylo systematicky dopliovano histologickym vysettenim, i kdyz
v mnoha ptipadech byly postmortalni zmény ve znacné pokrocilém stadiu. Tkanové excize byly
fixovany rychle penetrujicim roztokem podle Davidsona (smés ethanolu, formaldehydu, kys.
octové a glycerolu), odvodnény a prosyceny Histoplastem S (Serva). K barveni histologickych
fezl potizenych rota¢nim mikrotomem (Microm, Heidelberg) byl pouzit hematoxylin-eosin (HE),

trichrom podle Massona, Giemsa a vyjimecn¢ dalsi selektivni barveni.

4.2. Diagnostika infekci Soricimyxum fegati pomoci PCR, sekvenovani a analyza

genetické variability

Od zacatku listopadu 2007 byla od kazdého vySetiovaného jedince ukladana ¢ast jater do
96% ethanolu (EM-grade). Z takto fixované jaterni tkan¢ byly vzdy z n¢kolika mist odkrojeny
jeji malé &asti (~Imm?®) a po odpaieni zbylého ethanolu byla tkafi pomoci tekutého dusiku a
sterilni sklenéné ty¢inky rozmélnéna. Ze vzorki pfipravenych uvedenym postupem byly
extrahovany nukleové kyseliny pomoci JETquick Tissue DNA Spin Kit (Genomed), postupem

podle ndvodu vyrobce. Ziskana DNA byla uloZena v mraznicce pii -20°C.

V DNA extrahované z jaterni tkdn¢ byla pfitomnost myxozoi prokazovana pomoci dvou

po sobé nasledujicich amplifika¢nich reakei (nested PCR). V kazdé reakci byla pouzita jina
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dvojice primerti. Prvni dvojice, vnéjSich primerd, byla zastoupena univerzalnimi eukaryotickymi
primery (Barta a kol. 1997): Eribl (5'-ACCTGGTTGATCCTGCCAG-3') - forward
Erib10 (5-CTTCCGCAGGTTCACCTACGG-3') - reverse
V dalsi reakci byla pouzita dvojice primerii specifickych pro myxosporeovou SSU rDNA (Fiala
20006): MyxospecF (5'-TTCTGCCCTATCAACTWGTTG-3") - forward
MyxospecR (5'-GGTTTCNCDGRGGGMCCAAC-3") -reverse

Obé¢ reakce byly provadény v celkovém objemu 12,50 pl. Reakéni smés: 1,25 ul 10x Taq buffer complete (Top-Bio,
15mM MgCl,); 1,00 pul ANTP Mastermix (Invitek; 2 mM kazdé baze); 0,50 pl forward primer a 0,50 pl reverse
primer (25 pmol/ul); 0,50 ul Taq Purple polymeraza (Top-Bio, 1 U/ul); 8,25 ul PCR vody (sterilni deionizovana
voda) a 0,50 ul DNA. Amplifikaéni program se skladal u obou reakci z nésledujicich krokti: denaturace (95°C,
10min); 20 cyklt: 94°C (30 sek), 1. reakce: 48°C / 2. reakce: 52°C (60 sek), 72°C (60 sek); zavéreéna elongace
(72°C, 10 min).

Pti ptipravé vzorki pro sekvenovani tsekti SSU rDNA byl pouzit kromé vysSe uvedenych
jeste dalsi (forward) primer - Myxgen4F (5'-GTGCCTTGAATAAATCAGAG-3") (Diamant a
kol. 2004). Pomoci riznych kombinaci primert Erib1, Erib10, MyxospecF, MyxospecR a
Myxgen4F byly amplifikovany rizné dlouhé tseky DNA, z jejichz sekvenci byla ziskana

konecna sekvence vymezena primery MyxospecF - Erib10.

Reakce po nichZ nasledovala izolace PCR produktu byly provadény v celkovém objemu 25 pl. Reakéni smés: 2,50 ul
10x Taq buffer complete (Top-Bio, 15mM MgCly); 2,00 ul dNTP Mastermix (Invitek; 2 mM kazdé baze); 1,00 ul
forward primer a 1,00 pl reverse primer (25 pmol/ul); 1,00 pl Taq Purple polymeraza (Top-Bio, 1 U/ul); 16,50 pl
PCR vody (sterilni deionizovana voda) a 1,00 pl DNA. Amplifika¢ni program se ve vét§in¢ piipadt skladal

z nésledujicich krokt: denaturace (95°C, 10min); 4 cykly: 94°C (60 sek), 44°C (60 sek), 72°C (2 min); 32 cyklu:
94°C (60 sek), 48°C (60 sek), 72°C (2 min); zavérecna elongace (72°C, 10 min). V néterych ptipadech bylo nutné

pouziti dvou po sob¢ jdoucich reakci (nested PCR).

Vysledky amplifikacnich reakei byly kontrolovany elektroforézou na 1% agarézovém
gelu a pro obarveni DNA bylo pouzito ethidium bromid (PCR Ethidium bromid, Top-Bio)
v koncentraci 0,5 pg/ml. Vysledek separace amplifikovanych usekit DNA byl kontrolovan UV
lampou a dokumentovan pomoci kamery (Scion Corporation). DNA byla z agar6zového gelu
ziskéana pomoci kitu (JetQuick Gel Extraction kit, Genomed) podle postupu uvedené¢ho vyrobcem

a ulozena v mraznicce pii -20°C.
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PCR produkt byl ligovan do vektoru pDrive Cloning Vector (Qiagen®). Ligace probihala
60 min pii pokojové teploté v ligaéni smési: 0,5 ul T4 DNA Ligase (Invitrogen™); 1,0 ul 5x
DNA Ligase Reaction Buffer (Invitrogen™); 0,5 ul pDrive Cloning Vector (Qiagen®) a 3 pl PCR
produktu. Pfipravenym rekombinantnim plasmidovym vektorem byly transformovany
kompetentni bakterie E. coli DH5a (Invitrogen™). Bakterie (50 ul) byly po piidani k liga¢ni
smesi inkubovany 10 min na ledu. Nasledné byly ve vodni 14zni prudce zahtaty na 42°C tak, aby
doslo k teplotnimu Soku a po 30 sek byly vraceny zpét na led (na 2 min). Poté byly pteneseny do
200 ul SOC (2% trypton; 0,5% Yeast extract; 10 mM NaCl; 2,5 mM KCl; 10 mM MgCl,; 10 mM
MgSOy; 20 mM glukdza) média zahiatého na pokojovou teplotu a nasledujicich 45min
kultivovany v tiepacim inkubdatoru pii 37°C. Dale nasledovala kultivace na LB agar6zovych
plotnach (LB agar: 3 g Bacto-agar; 2 g Bacto-tryptone; 1 g Bacto-yeast extract; 2 g NaCl; 800 ug
ampicilinu; 200ml destilované H,O) na kterych bylo pted nanesenim bakterii rozetteno 40ul X-
galu (80 pg/ml) s IPTG (50 uM). Agardzové plotny s bakteriemi byly ulozeny do inkubatoru
(nastaveného na 37°C) na 14-16 hodin.

Namnozené kolonie bakterii nesouci plasmid (bilé kolonie - pravdépodobné obsahujici
cizorodou DNA vloZenou do plasmidu) byly pieneseny do 30 pl PCR vody a 10 min tfepany
v inkubatoru pii 37°C. Pfitomnost cizorodé DNA v plasmidu byla kontrolovana pomoci PCR a
nasledné agardzové elektroforézy, ktera umoznila zkontrolovat délku zaklonovaného useku

DNA.

Reakce probihala v celkovém objemu 13 pl. Reakéni smés: 1,25 pl 10x Taq buffer complete (Top-Bio, 15 mM
MgCly); 1,00 ul NTP Mastermix (Invitek; 2 mM kazdé baze); 0,50 ul forward primer a 0,50 pl reverse primer (25
pmol/ul); 0,50 pul Taq Purple polymeraza (Top-Bio, 1 U/ul); 7,25 ul PCR voda (sterilni deionizovana voda) a 2 pl
bunééné suspenze. Amplifikaéni program se skladal z nasledujicich krokti: denaturace (95°C, 10min); 20 cykli:

95°C (30 sek), 54°C (60 sek), 72°C (60 sek); zaveérecna elongace (72°C, 10 min).

Kolonie bakterii, u nichz se podaftilo prokazat uspésné zaklonovani potrebnych tisekti
DNA, byly dale kultivovany v 3 ml LB média s 12 pl ampicilinu v tfepacim inkubatoru pti 37°C
po dobu 14-16 hodin. Plasmidy z namnozenych bakterii byly izolovany pomoci JETquick
Plasmid Miniprep Kit (Genomed), kde bylo postupovano podle ndvodu vyrobce. Ziskané

plasmidy byly uchovavany v mraznicce pii -20°C.
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Sekvenace probihala na pfistroji ABI PRISM 3130x1 (Applied Biosystems) v laboratofi
genomiky (BC AV CR, v. v. i.) s vyuzitim plného servisu (v&etné ¢isténi produktéi pomoci
BDXT) a se sekvena¢nim kitem BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems, Foster City, CA). Pro sekvenaci byly pouzity nejcastéji primery M13F a M13R.

V ptipadech, kdy se podatilo zaklonovat tisek ohrani¢eny primery MyxospecF a Erib10, byly pro
sekvenaci pouzity také vnitini primery MyxospecR a Myxgen4F. V jednom ptipad¢ byly pro
nasledujici fylogenetickou analyzu piipraveny a osekvenovany 3 rizné klony celého useku

ohrani¢eného primery MyxospecF a Erib10. Oznaceny jsou 172a, 172b a 172c.

Ziskané sekvence tsekti SSU rDNA byly nejprve kontrolovany v programu Sequence
scanner software v 1.0 (Applied Biosystems). Ke kontrolni identifikaci sekvenci byl pouzit
algoritmus BLAST v databazi NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) a zaroven byly v
této databazi vyhledany sekvence SSU rDNA ptibuznych druht, které v nasledujici analyze
slouzily jako srovnavaci skupina (outgroup). Useky sekvenci byly spojeny do vysledné sekvence
pomoci programu Seqman (soucast komercniho baliku DNASTAR). Jako outgroup byly pouzity
sekvence nasledujicich druhii (v zdvorkach jsou uvedeni hostitelé a pristupové kody v databazi
GenBank): Chloromyxum truttae (Salmo salar, AJ581916), Sphaeromyxa hellandi
(Melanogrammus aeglefinus, DQ377693), Sphaeromyxa zaharoni (Pterois miles, AY538662),
Myxidium hardella (Hardella thurjii, AY688957), Myxidium chelonarum (Batagur smithi,
DQ377694), Myxidium truttae (Salmo salar, AF201374), Zschokkella nova (Carassius auratus
gibelio, DQ377690) a Myxidium anatidum (Anas platyrhynchos, EF602629). Alignment byl
vytvofen pomoci programu ClustalX2 ver. 2.0.11 (Larkin a kol. 2007). V programu BioEdit ver.
7.0.5.3 (Hall 1999) byl alignment vizualn€ kontrolovan a zkracovan o nejednoznaéné srovnané
useky a o useky vyrazné presahujici kratsi sekvece. V programu PAUP* 4b10 (Swofford 2003)
byla provedena Neighbor-joining (NJ) analyza. Vétve se zapornou délkou byly zkraceny na

nulovou délku.
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4.3. VySetfovani Zizal jako potencialnich hostitelii aktinosporeové faze Zivotniho cyklu

Soricimyxum fegati

Zizaly ziskané z lokalit, z nichZ byli odloveni rejskoviti infikovani S. fegati (v celkovém
poctu 1164), byly z Casti vySetfovany histologicky, z ¢asti pomoci PCR. Pro histologické
vySetfeni byly zizaly 5—7 dni ponechany v chladu (10°C) na vlhkém filtranim papite. Timto
zpusobem jsme docilili vyprazdnéni stieva a zabranili komplikacim béhem piipravy
histologickych feztl. Zizaly byly fixovany v natazeném stavu (v pfedem pfipravenych Zlabcich),
po myorelaxaci docilené chladem. Histologické zpracovani zizal rozdélenych po fixaci na
nékolik ¢asti bylo provedeno stejnym zplisobem jako zpracovani tkani rejskt (4.1.). Pravidelné
bylo vysetfovano pét semiseriovych fezll z kazdého histologického blocku, v podezielych

ptipadech mnohem vice.

Vyrazné vétsi ast nashromazdénych zizal byla vySetfena pomoci nested PCR za pouziti
stejné sestavy primeru jako v piipadé€ vySetfovani jater rejskii. DNA byla ziskdvana z rozmélnéné
tkan¢ zizal tak, aby soucasti vzorku byla i DNA ze zazivaciho ustroji. Tento postup ndm
neumozioval pfedchozi zatazeni zizal do druhii nebo alesponi rodti. Kvili snizeni ndkladi byla

DNA extrahovana vzdy z 5 jedinct najednou.

4.4. Experimentalni infekce

Pii kultivaci roupic (Enchytraeus crypticus) jako "nahradnich" (potencialnich/
hypotetickych) hostitelt aktinosporeové faze S. fegati jsme postupovali podle metodiky, kterou
popsal Kristtfek a kol. (1999). Mirné jsme modifikovali jen koncentraci agaru (1,3%) a teplotu
inkubace (10°C) s cilem prodlouzit délku Zivota roupic. Pro jednotlivé pokusy byla vzdy
pfipravovéana synchronizovand kultura, tj. kultura roupic pfiblizné€ stejného stafi jednordzovym
pfenesenim kokonil na cerstvou agarovou plotnu (Kristifek 2000). Na agar, ktery byl pravideln¢
zvlh¢ovan autoklavovanou vodovodni vodou, jsme ptidavali malé mnozstvi potravy (rozemleté a

autoklavované ovesné vlocky).

K prvnim infekénim pokustim, jejichz cilem bylo ovéfit design experimentd, byly ziskany
spory Zschokkella nova Klokacewa, 1914, myxosporidie fylogeneticky ptibuzné S. fegati.

Dostatecné mnozstvi spor bylo mozné ziskat opakované ze zlucovych méchyti amurt
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Ctenopharyngodon idella (Valenciennes, 1844) zpracovavanych na sadkach v Tteboni (Rybatstvi
Ttebon a.s.). Spory Z. nova byly promyty sterilni vodovodni vodou a uchovavany pti 4°C az do
zacatku infekénich pokust (nejdéle 6 dnit). Na agaroveé plotny se synchronizovanymi kulturami
E. crypticus (10 jedincii na misce) byly naneseny spory Z. nova v poétech 10°, 10* a 10° a poté
byly kultury udrzovany pii 10°C s pfidavkem minimalniho mnozstvi potravy a pravidelnym
vlh¢enim. Po 30 a 100 dnech byly roupice fixovany (i) roztokem podle Davidsona a zpracovany
parafinovou histologickou technikou, (i1) 3% glutaraldehydem a zalitim do pryskyfice (Spurr).
Vysledek pokusu, tj. pfitomnost/neptitomnost aktinosporeovych stadii v roupicich byla

kontrolovana v histologickych a polotenkych fezech.

Pro infekéni pokus se sporami S. fegati se podatilo ziskat pouze 100 spor S. fegati z jater
rejska obecného (S. araneus). Pokus byl proveden stejnym zptisobem jako predchozi se sporami

Z. nova. Kultura roupic (10 jedincit) byla zpracovana za 30 dnt po podani spor S. fegati.
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5. Vysledky

5.1.  Hostitelé Soricimyxum fegati

Ve vysetieném souboru rejskovitych, ziskanych na izemi CR v obdobi od 2.8. 2007 do
3.11. 2009, jsme diagnostikovali infekci S. fegati u 66 jedinct. Kromé jiz znamého hostitele,
rejska obecného, jsme prokazali infekei S. fegati také u rejska malého a bélozubky Sedé a

vyvratili jsme tak hypotézu hostitelské specifity vazané na jeden druh.

Morfometrické charakteristiky nativnich spor S. fegati z nové poznanych hostitelt se
nelisily od charakteristiky spor S. fegati z rejska obecného. Morfologii zralych spor z rejska

obecného dokumentuji Obr. 5-10.

V souboru rejskovitych, které jsme ziskali z rizn€ vzdalenych evropskych i
mimoevropskych lokalit (Tab. 2) se ndm podatilo pomoci PCR prokazat dal§iho hostitele,
bélozubku tmavou Crocidura russula (Hermann, 1780). Dva infikovani jedinci pochézeli ze
skupiny 22 bélozubek tmavych odchycenych v blizkosti Barcelony. Ve vzorcich, které byly k
dispozici pro nativni vySetfeni se nam nepodafilo najit spory. Porovnani nalezli u rejskovitych

z naseho uzemi se Span€lskymi se proto mtze opirat pouze o molekularni data.

Tab. 3: Prevalence S. fegati

" . Pocet | . ocet
Hostitelé S. fegati vySetfenych |nf|kovany_ch Prevalence
S. fegati
Sorex araneus 98 51 52,0%
Sorex minutus 70 14 20,0%
Crocidura suaveolens 10 1 10,0%
Crocidura russula 22 2 9,1%
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5. Zralé spory Soricimyxum fegati v plasmodiu (kontury oznacené ipkami) lokalizovaném v luminu zlu¢ovodu
rejska obecného. Méfitko = 20 um. 6. Dvé spory S. fegati vyvijejici se v pansporoblastu. 7-9. Morfologie zralych
spor S. fegati v riznych polohach a v riznych rovinach zaostteni. 10. Na povrchu chlopné spory jsou patrna Zebra
(oznacena Sipkami). Méfitko pro obr. 6-10 = 10 pm. Pfevzato z Dykova a kol. (2007)

5.2.  Prevalence infekci S. fegati ve sledovaném obdobi

Népadnym jevem pozorovanym béhem vysetfovani rejskovitych byla urcita sezonni
zavislost infekci S. fegati u vySetfovanych hostitelti. Pomér vySettenych jedinct a pocet nalezu S.
fegati béhem jednotlivych mésici ukazuje tabulka 4. Zelen¢ zvyraznéné jsou mésice, v nichz byla
zjisténa napadné vyssi prevalence infekci S. fegati ve srovnani s ostatnimi mésici. Dalsi pohled
na sezonnost poskytlo histologické vySetieni 158 potencialnich hostitelti. Celkem 5x byla v
histologickych fezech nalezena ¢asna plasmodia, piipadné i proliferativni stadia migrujici
parenchymem jater. Jeden z téchto péti nalezii pfipadad na konec dubna (rejsek obecny) dalsi ¢tyfi
na konec ¢ervna a prvni polovinu ¢ervence (2x rejsek obecny, 2x rejsek maly). Podobna zavislost

na sezon¢ roku byla patrna u utvaru, které pfipominaji xenomy mikrosporidii (viz dalsi
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podkapitola). Nalezy téchto stadii jsou rozdéleny na 2 obdobi v prubéhu roku a patrn€ souviseji i

s druhem hostitele (Tab. 4).

Tab. 4: Infekce S. fegati v jednotlivych mésicich roku*

Hostitel m | v | v | vi|vo|vim| x | X | Xt | X1
Sorex araneus 109 6/5 | /1 | 41 | 62 | 167 | 44 | 11 | 33
Sorexminutus | 11 | 6/5 | 3/3 9/2 s 3| 2

Pro zhodnoceni byla pouzita jen ¢ast souboru - rejskoviti z celoro¢né sledovanych lokalit.
* fimské Cislice v prvnim fadku tabulky udavaji mésice roku; ¢islo pfed lomitkem udéava pocet vysettenych
jedincti daného druhu béhem mésice, za lomitkem je uveden pocet jedinct infikovanych S. fegati

5.3. Histopatologické zmény vyvolané infekci Soricimyxum fegati u rejskovitych

Infekce S. fegati byla histologicky prokazana v intrahepatickych zlu¢ovodech 43
rejskovitych 3 druhti. V celém souboru vysetienych jedinci byla dominantni histopatologickou
zménou pusobenou S. fegati pericholangitis charakterizovana mononuklearnimi infiltraty s
pfevahou lymfocytl a monocytti (Obr. 11, 12). Intenzita infekei a rozsah zanétlivych zmén se u
jednotlivych hostitelti 1i8il, nebyly ale zjistény zadné rozdily v charakteru zmén vazané na druh
hostitele. U vSech vySetfenych jedincii bylo mozné najit zlucovody, které obsahovaly plasmodia

S. fegati ale nebyly na pfi¢ném ani podélném fezu obklopeny zanétlivou reakei (Obr. 13, 14).

Srovnanim velkého poctu fezil z velkého poctu infikovanych jedinct jsme dospéli k
zaveru, ze pritomnost/nepiitomnost a intenzita reakce hostitele nezavisi na velikosti a stadiu
vyvoje intraluminalnich plasmodii. Klicem k objasnéni patogeneze bylo ziskani materidlu z
casnych stadii rozvoje infekce. Ukazalo se, Ze reakci hostitele vyvolavaji Casna, tzv. proliferativni
stadia S. fegati, ktera se cirkula¢nim systémem dostavaji do jater, migruji jaternim parenchymem
a pronikaji ptes epitel zlucovych kanalkt do jejich lumina (Obr. 15). Absence tkanové reakce
pozorovana v okoli n€ékterych zlucovodu je vysvétlena skutecnosti, ze rostouci plasmodia se
svym tvarem ptizpisobuji Zlu¢ovym kanalkiim a vypliuji dlouhé segmenty kanalkli v¢etné téch,
které jsou zna¢né vzdalené od ptivodniho mista priniku casnych stadii a poskozeni stény
kanalku. VySetfeny material nam neumoznil posoudit zmény ve Zlu¢ovém méchyii. Zlutové

méchyte rejskll byly pfii pitveé prazdné a neobsahovaly zbytky plasmodii nebo zralé spory.
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11, 12. Plasmodia S. fegati v intrahepatickém zlu¢ovodu rejska malého. V okoli ZluCovodii je patrna reakce hostitele.
HE, x 295 (11), x 740 (12). 13. Absence reakce hostitele v okoli zZlu¢ovodu s plasmodiem obsahujicim spory. HE, x
740. 14. Reakce hostitele chybi i v okoli zluGovodu bé&lozubky Sedé. HE. 15. Casné stadium infekce S. fegati s
intenzivni reakei hostitele vyvolanou migraci proliferativnich stadii (Sipky) do zluc¢ovodi. HE, x 295 (14, 15).
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Kromé zmén v jatrech, jsme histologickym vySetfenim dalSich organt prokazali vyskyt
utvart, které se podobaly xenomiim mikrosporidii (Obr. 16). Byly nalezeny u 19 jedincii (13 S.
araneus, 5 S. minutus a 1 Crocidura suaveolens), pficemz u 7 jedincti byly souc¢asné nalezeny
spory S. fegati ve Zlu¢ovodech a u 4 proliferativni stadia v okoli zlu¢ovoda (podrobné v tab. 5).
Prostudovali jsme vice nez 50 utvart podobnych xenomtim, které se liSily velikosti a lokalizaci.
V zadném z téchto "xenoml" jsme nenasli zralé spory. Ve vSech jsme pozorovali hypertrofované,
nepravidelné jadro a uniformni vyvojova stadia. Tim se tyto utvary lisily od skutecnych
xenoparazitarnich Gtvartt mikrosporidii. Nejcasnéjsi stadia vyvoje téchto utvarti jsme nasli v
korové vrstvé nadledvinek a ve svalovych vlaknech myokardu. Byla obklopena jen tenkou

vrstvou pojivoveé tkané bez zndmek reakce hostitele (Obr. 17, 18).

Vétsina "xenomll" byla lokalizovéana ve sténach korondrnich cév (Obr. 20). Extrémni pocet
(4 "xenomy") jsme nasli v jedné koronarni cévé u C. suaveolens (Obr. 16). Mén¢ Casté byly nalezy
v jatrech, ledvinach, nadledvince (Obr. 19) a slinivce bfi$ni. Rozsah poskozeni cévnich stén
zpusobeny vyvojem "xenomu" se v jednotlivych ptipadech lisil, stejné jako intenzita reakce
hostitele. Ve dvou ptipadech jsme pozorovali, Ze vyvoj "xenomu" ve stén€ koronarni cévy
zpusobil vznik trombu (Obr. 21). Poznéni etiologie téchto zmén, tj. primarné potvrzeni/vylouceni

S. fegati jako pivodce, je pfedmétem samostatné studie zalozené na PCR a hybridizaci in situ.
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Tabulka 5.: Piehled nalezi "xenomt" a jejich lokalizace

Prakaz
Lokalizace "xenomu" S. fegati
v jatrech
v , n:
Druhy ¢eledi Soricidae szg?ncfem o?jiwyr?u ele é’ >| o g Q
Sl o|l=|56]|E&|E& o —
S|2|E|2|3|B| S| 8
T2 B | B2 el g S
c = g
Sorex araneus 7 5.8. 2007 / - N
Sorex araneus 23 11.8.2007| / + +
Sorex araneus 31 14.8. 2007 / +/- N
Sorex araneus 51 23.8. 2007 / + +
Sorex araneus 55 25.8. 2007 / + +
Sorex araneus 59 27.8.2007| / | / - N
Sorex araneus 60 27.8. 2007 /| - N
Sorex araneus 63 27.8.2007 | / | / - N
Sorex araneus 88 18.4. 2008 / + +
Sorex araneus 116 18.7. 2008 | / - +
Sorex araneus 127 14.8. 2008 / +/- +
Sorex araneus 132 2.9. 2008 [ | +/- +
Sorex araneus 178 19.6. 2009 / +/- +
Sorex minutus 33 15.8. 2007 / - N
Sorex minutus 84 1.4. 2008 / + +
Sorex minutus 89 18.4. 2008 / + +
Sorex minutus 97 30.4. 2008 / + +
Sorex minutus 131 2.9.2008 / - +
Crocidura suaveolens 67 29.8.2007| / | / - N

Vysvétlivky k tabulce 5: negativni vysledek (-), pozitivni (+), ¢asna plasmodia/proliferativni stadia
(+/-); N = nebylo vySetfovano, neni extrahovana DNA



16. Xenomim podobné ttvary ("xenomy") nalezené v koronarni cévé bélozubky Sedé. HE, x 145. 17, 18. Nejmensi
"xenomy" nalezené v srdecni svaloving rejskit malych. HE, x740.19. "Xenom" z nadledvinky rejska obecného
lokalizovany na rozhrani korové vrstvy a dfené. HE, x740. 20. "Xenom" prominujici do lumina koronarni cévy
bélozubky Sedé. HE, x740. 21. Trombus, ktery vznikl po naruseni stény cévy rustem "xenomu". HE, x 740.
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5.4. Prehled parazitologickych nalezi u rejskovitych
Nativni a histologické vySetfeni rejskovitych zaméfené primarné na detekci

myxosporeovych infekei pfineslo dalsi parazitologické nalezy, které dokumentuji Obr. 22-27 a

strucné je shrnuje nasledujici tabulka (tab. 6).

Tabulka 6: Prehled nalezl paraziti v histologickych fezech, lokalizace a prevalence

Parazit Lokalizace Injf(ieléci)r\]/;ni Prevalence'
Sorif‘gg%f“m jatra 39 25,0%
hcei'gg(':‘fm jétra, slezina 19 12,2%
Sarcocystis sp. ?E?;?}Yég? 8 51%
Adiaspora® jatra 1 0,6%
Cestoda jatra 3 2,0%
Cestoda stfevo’ 1 -
Trematoda stfevo® 5 -
Nematoda plice 9 5,8%
Nematoda strevo® 2 —

D prevalence byla pogitana z celkového poétu histologicky vysetienych rejskovitych (n=156)
? adiaspora - adiaspiromykoéza, piivodce Emmonsia crescens

%) histologické vy3etieni stfev bylo mozné pouze v n&kolika piipadech, proto neni uvedena prevalence stievnich
paraziti

Jediny nalez kokcidii ve stfevé rejska obecného (Obr. 22) Ize patrné vysvétlit skute¢nosti,
ze u naprosté vétsiny rejskovitych podlehl zazivaci trakt témét kompletni autolyze jesté pred
pitvou. Vyjimecny byl i nalez adiaspory v jatrech rejska obecného (Obr. 23). Ptesto, ze byla

vétSinou vySetena jen mala tkailova excize, nalezli jsme ve svaloving branice u 8 rejskovitych

25



Sarcocystis sp.. Masivni infekci u rejska obecného dokumentuje Obr. 25. Z nematodl nalezenych
v nativnich preparatech a v histologickych fezech jsme urcili pouze kapilarie Calodium
hepaticum (Bancroft, 1893) podle tvaru vaji¢ek. Zmény vyvolané kapilariemi (vétSinou v jatrech
a ve slezin€) byly mimotéadné rozsahlé a pro funkci organii zjevné zasadni (Obr. 24). Pivodce
tzv. verminoznich pneumonii (Obr. 26), které vétSinou postihly celé laloky plic, se nepodatilo
urcit. Rovnéz nematody ojedin€le nalezené ve stieve a dalSich organech (zaludek, jicen, ledviny,
plice a mozek) se nepodafilo determinovat. U tasemnic nalezenych ve stfevé rejska jsme

v histologickych fezech rozeznali ¢tyii kruhové piisavky (Obr. 27). Na naSem tizemi bylo

zaznamenano u rejska obecného vice druhti tasemnic né€kolika roda (Prokopi¢ 1956).
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parenchymu rejska obecného. HE x295. 24. Shluk vajic¢ek Calodium hepaticum v jatrech b&lozubky Sedé. HE, x295.
25. Masivni infekce Sarcocystis sp. ve svaloviné branice rejska obecného. HE x145. 26. Vermindzni pneumonie u
rejska malého. HE, x145. 27. Tasemnice ve stieve rejska malého. HE, x295.
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5.5. Vysledky vySetieni Zizal

Vysledkem histologického vysetfeni 69 zizal Sesti druhi: Dendrobaena octaedra
(Savigny, 1826); Lumbricus rubellus Hoffmeister, 1843; L. polyphemus Fitzinger,1833;
Aporrectodea rosea (Savigny,1826); Octolasion lacteum (Savigny,1826) O. tyrtaeum
(Savigny,1826) byl suspektni nalez aktinosporeovych stadii v luminu stfeva a v coelomové dutiné
dvou zizal (Obr. 28-33). Nalezené vicebunécné ttvary jsme nedokazali spolehliveé urcit ani
spojit s dalS§imi néalezy parazitarnich agens. Naznaky struktur, které (z popsanych
aktinosporeovych stadii) vzdalené ptipominaji Neoactinomyxum, ponechavaji determinaci

otevienou pro ptipadné pouziti molekularnich metod.

Vysetfeni vyrazné vétsSiho poctu zizal (1095) pomoci PCR diagnostiky neptineslo
pozitivni vysledky. Po zkusebnim pouziti univerzalnich eukaryotickych primert Erib1 a Erib10
(Barta a kol. 1997) nedoslo béhem PCR reakce k amplifikaci zadné eukaryotické DNA . Ke
stejnému vysledku jsme dospéli i pii pfipraveé reakéni smési s riizné nafedénou DNA (v pomérech

1:1, 1:2 a 1:3 s vodou).

Mezi ostatnimi nalezy zaznamenanymi v histologickych fezech dominovaly infekce
gregarin (Obr. 34). Rlzna stadia zivotniho cyklu Monocystis cf. lumbricoides byla zjisténa u
vétSiny vySetfenych Zizal (Obr. 35-38). BéZné byly i nélezy larev nematodi s reakci hostitele v

bezprostfednim okoli (Obr. 39, 40) a bunécné reakce vyvolané zranénim zizal (Obr. 41).
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28-32. Suspektni aktinosporeova stadia z coelomové dutiny histologicky vysettenych zizal. HE, x 740 (28, 29, 31)
a Giemsa, x740 (30, 32) Vsechna pozorovana stadia maji sféricky nebo subsféricky tvar, obsahuji vakuoldm i
polovym vackim podobné ttvary. Nejlépe definovany ttvar je vidét na obr. 29. (oznadeny Sipkou). 33. Podobné
suspektni utvary byly u jedné zizaly pozorovany i v luminu stfeva. HE, x295.
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34. Trofozoit gregariny s mukr

cf. lumbricoides. 35. Gametocysta se sporami v semenych vacceich Octolasion tyrtaeum, HE, x295. 36. Oocysty
nahradily tkan semenych vacku O. tyrtaeum, HE, x295. 37. Zral¢, svétlolomné oocysty, HE, x740. 38. Masivni
vyskyt sporozoitll, HE, x295. 39, 40. Larvy nematodd, O. lacteum, HE, x145. 41. Bunééna reakce ve stievé O.
tyrtaeum, HE, x740.
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5.6. Vysledky experimentalnich infekci

V histologickych a polotenkych fezech se po jediném infekénim pokusu nepodafilo nalézt
nic, co by nasvédcovalo Gspésné infekei S. fegati. Vzhledem k omezenému mnozstvi spor S.
fegati nemohly byt provadény experimentalni infekce opakované. Neuspésné byly i metodicky

zamétené pokusy se sporami Z. nova, ackoliv jejich infekéni davka byla podstatné vyssi.

5.7. Molekularni charakteristika S. fegati

Podafilo se nam ziskat 23 neuplnych sekvenci SSU rDNA S. fegati ze 4 druht
rejskovitych, pivodem z riiznych lokalit, v délce od 1143bp do 1702bp. Pti spojovani
jednotlivych usekt sekvenci nebyly v nékterych ptipadech jejich spolecné tiseky zcela totozné,
v téchto ¢astech jsou vysledné sekvence konsenzem dvou piekryvajicich se ¢asti. Tyto sekvence
je nutno povazovat za chimérické (tj. jejich koncové €asti jsou odvozeny od ne zcela totoznych
dil¢ich sekvenci). U téchto sekvenci nevime nic o variabilité¢ mezi nepiekryvajicimi se useky.
Proto byly pfipraveny i 3 celistvé sekvence riznych klonti ze stejného PCR produktu (Sorex
araneus 172; lokalita Kynsperk nad Ohti). Vychozi PCR produkt pro ptipravu téchto sekvenci
byl ohrani¢en primery MyxospecF a Erib10.

Pii upravach byl alignment zkracen na délku 1179bp. Genetické rozdily v sekvencich
SSU rRNA genti vSech analyzovanych izolati (bez outgroupu) se pohybovaly v rozmezi 0,3-7,9

% a byly rozptylené po celém osekvenovaném useku.

Fylogeneticka analyza sekvenci SSU rDNA metodou Neighbor-joining dokumentovana
na Obr. 42, a také srovnani alignmentu sekvenci pomoci programu BioEdit (Sequence Identity
Matrix) odhalilo vyraznou variabilitu (1,1-4,8 %) mezi klony 172a, 172b a 172¢ (Obr. 11). Tato
skute¢nost znemoznila vyvozovat z fylogenetickych pozic ostatnich sekvenci SSU rDNA
souvislosti mezi hostiteli, jejich populacemi a lokalitami. Pouze fylogenetické pozice
Spanélského nalezu Soricimyxum cf. fegati z C. russula a nejvétsi geneticky rozdil (7,9%)

napadné odlisuje tento material od vSech ostatnich.
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Chloromyxum truttae (AJ581916)

Myxidium anatidum (EF602629)

Sphaeromyxa hellandi (DQ377693)

Sphaeromyxa zaharoni (AY538662)

l Myxidium hardella (AY688957)

Myxidium chelonarum (DQ377694)

E Myxidium truttae (AF201374)
z

schokkella nova (DQ377690)

— . fegati- 197 (Crocidura russula, Spanélsko - Barcelona)
S. fegati - 167 (Sorex minutus, CR - Kyn$perk nad Ohfi)

S. fegati - 157 (Sorex araneus, CR - Kyn3perk nad Ohfi)

S. fegati - 175 (Sorex minutus, CR - Kyn3perk nad Ohfi)

S. fegati - 172a (Sorex araneus, CR - Kyndperk nad Ohfi)

S. fegati - 152 (Crocidura suaveolens, CR - Zahoréice)
S. fegati - 91 (Sorex minutus, CR - Haklovy Dvory)

- S. fegati - 97 (Sorex minutus, CR - Haklovy Dvory)

— . fegati-84 (Sorex minutus, CR - Haklovy Dvory)

(Sorex araneus, CR - Kyndperk nad Ohfi)

—— 8. fegati - 183 (Sorex araneus, CR - Podébrady)
f S. fegati - 79 (Sorex araneus, CR - Cejkovice)
S

. fegati - 89 (Sorex minutus, CR - Haklovy Dvory)

S. fegati - 156 (Sorex araneus, CR - Kynperk nad Ohfi)

|| S. fegati 155 (Sorex minutus, CR - Kyngperk nad Ohfi)

— S. fegati 166 (Sorex araneus, CR - Kyn$perk nad Ohfi)

S. fegati - 172b (Sorex araneus, CR - Kynaperk nad Ohi)

- Soricimyxum fegati (EU232760)

- S. fegati - 86 (Sorex araneus, CR - Haklovy Dvory)
— S. fegati - 96 (Sorex araneus, CR - Haklovy Dvory)
S. fegati - 85 (Sorex araneus, CR - Haklovy Dvory)

~ S. fegati - 78 (Sorex araneus, CR - Cejkovice)

— S. fegati - 76 (Sorex minutus, CR - Cejkovice)

8. fegati - 169 (Sorex araneus, CR - Kyndperk nad Ohfi)
0.01

42. Fylogeneticka analyza sekvenci SSU rDNA metodou Neighbor-joining. Klony (172a-172c) pochazejici

z jednoho PCR produktu jsou zvyraznény. Cislo umisténé za S. fegati oznacuje konkrétniho hostitele.
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6. Diskuse a perspektivy dalSi prace

Rejsek obecny je v pivodnim popisu Soricimyxum fegati z Bialowiezského pralesa
povazovan za jediného hostitele myxosporeové faze S. fegati (Prunescu a kol. 2007). Ke
stejnému zaveru jsme dospéli i po vysetieni prvniho souboru rejskit odchycenych na
Ceskobudgjovicku. V této fazi vyzkumu byla infekce S. fegati diagnostikovana u 10 z 24 rejsk

obecnych, zatimco vysledek vysetteni 29 rejskit malych byl negativni (Dykova a kol. 2007).

V dalsi fazi vyzkumu, kterou prezentuje piedlozend prace byl predpoklad hostitelské
specifity vyvracen zjisténim novych hostiteld S. fegati z ¢eledi rejskovitych. Prevalence zjisténé
na zékladé vySetieni srovnatelnych pocti rejskli obecnych (52%) a rejski malych (20%) svédéi o
tom, Ze rejska obecného (typového hostitele S. fegati) miizeme povazovat za typického hostitele

této myxosporidie.

Hodnoceni vyznamu nove¢ zjisténych hostiteld S. fegati je v souc¢asné dobé omezeno poétem
vySettenych jedinct, pfesto lze predpokladat, ze vEétsi spektrum hostitelti zvysilo
pravdépodobnost objasnéni zivotniho cyklu tohoto parazita. Vzhledem k tomu, ze jsme nezjistili
rozdily v reakci jednotlivych hostitelti na infekei S. fegati, neuvazujeme zatim o tzv. atypickych
hostitelich. Je zajimavé, ze u zadného z vySetienych hostitelt S. fegati jsme nezaznamenali tak
intenzivni zmény jaterniho parenchymu, jaké zndme z typového histologického materialu rejska

obecného z Bialowiezského pralesa.

Prekvapivy vyskyt myxosporei u terestrick€ho savct vyvolava fadu otazek, které se tykaji
zejména zpusobu jejich pfenosu mezi hostiteli. Nejjednodussi zptisob, tj. pfimy pfenos, je znacné
omezen prostiedim, ve kterém rejsci ziji. Pfimy zivotni cyklus nékterych myxosporei, ktery se
podarilo vyvolat experimentalné¢ pomoci predsporovych stadii (Diamant 1997; Redondo a kol.
2002; Yasuda a kol. 2002), by v ptipadé rejskii a terestrického prostiedi probihal obtizn¢ a patrné
by Soricimyxum nedosahovalo tak vysoké prevalence. Rejsci ziji velmi kratce, zpravidla se
nedozivaji druhé zimy (Andéra a Horacek 2005). Kazdoro¢né tedy dochézi k témét kompletnimu
nahrazeni populace rejskia dalsi generaci. Pfesto je prevalence S. fegati u rejska obecného
pomérné vysoka. To naznacuje, ze zpusob pienosu S. fegati musi byt velmi efektivni, vazany na

potravu, kterou rejsci vyhledavaji pernamentné.
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Pfi tivahach o zivotnim cyklu S. fegati vychazime z predpokladu, Ze u vétSiny druhti
patficich k vice nez 60 rodim tfidy Myxosporea existuje aktinosporeova faze, ktera probiha
v malostétinatcich (Annelida: Oligochaeta), vzacnéji v mnohostétinatcich (Annelida: Polychaeta)
nebo sumysovcich (Sipuncula). V naSich podminkéch pfichdzeji v ivahu pouze malostétinatei,
nejpravdépodobnéji pidni (Oligochaeta: Enchytraeidae, Lumbricidae). Efektivni zplisob pfenosu
muze velmi dobfe zajiSt'ovat zivotni cyklus zahrnujici aktinosporeovou fazi v hostiteli, ktery je

potravou rejskovitych. K predpokladané infekci by pak dochazelo alimentarni cestou.

Prenos S. fegati infikovanou potravou podporuje vyrazna disproporce mezi prevalencemi
zjiSténymi u rejska obecného a rejska malého. Oba druhy Ziji spole¢né na stejnych lokalitach
(Churchfield a Rychlik 2006). Detailni vyzkum jejich prostorové a ¢asové segregace prokazal
sice nevelké rozdily mezi rejskem obecnym a malym, ale potvrdil rozdilny zptisob vyhledavani
potravy (foraging behaviour) (Rychlik 2000; Rychlik 2005). SlozZeni potravy rejskii se vénovala
fada autorti (Rudge 1968; Pernetta 1976; Churchfield 1982; Churchfield a Rychlik 2006), n¢kteti
i na nasem Uzemi (Bauerova 1984; Andreas 1994). Ve zminénych studiich panuje shoda zejména
ve vyrazn¢ vys$im zastoupeni zizal v potrave rejska obecného. Rejsek obecny ziskava potravu
¢asto 1 pod zemi (Churchfield 1980) a tim se snadné&ji dostava k ZiZaldm. Rejsek maly vyhledava
potravu zejména na vegetaci a tomu odpovida i slozeni jeho potravy (pfevazn¢€ hmyz,
pavoukovci). Za kofisti se dokaze po vegetaci vySplhat nejméné 3m vysoko (Aulagnier a kol.
2009). V potrave rejska malého se zizaly objevuji jako dominantni slozka béhem zimnich mésicii,

kdy je typicka potrava rejska malého nedostupna (Pernetta 1976).

Vzhledem k tomu, Ze v potfadi druhym nejcastéji nalézanym parazitem v histologickych
fezech bylo Calodium hepaticum (tab. 6), zatadili jsme do spekulaci o zivotnim cyklu S. fegati i
analogii zivotniho cyklu tohoto nematoda. C. hepaticum je kospomopolitné rozsifeny parazit
hlodavct, popsany také u hmyzozravct (Volf a kol. 2007). K ispésnému pienosu na dalsiho
hostitele musi byt tkan obsahujici vajicka poziena jinym jedincem nebo Gpln¢€ jinym druhem
(kanibalismus, predace, nekrofagie) (Farhang-Azad 1977). Teprve pasaz zazivacim traktem
umozni uvoliovani vajicek do prostiedi, kde se stavaji infekénimi pro dalsi hostitele. Ti se
mohou nakazit pfimo jejich pozienim nebo pozienim paratenického hostitele, kterym byvaji

zizaly (Anderson 2000). Podobnym zptisobem by mohl byt zajistén také pienos S. fegati.
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Zdrojem infekce by teoreticky mohly byt i spory, které z jater rozkladajiciho se uhynulého rejska
poziel jiny zivocich. Pti koprologickém vySetfovani naprosté vétSiny rejskil, které bylo zamétreno
na kokcidie, nebyly dosud nalezeny myxospory (Kvicerova, osobni sdéleni). Tato skute¢nost
naznacovala, ze spory nemusi byt do prostiedi vylucovany s trusem nakazeného jedince.
Vzhledem k malému mnozstvi ziskanych spor jsme ale nemohli ovéfit, zda je flotacni metoda

pouzivana pro prikaz oocyst kokcidii pouZitelna i pro spory S. fegati.

Odhalena geneticka variabilita mezi mezi klony PCR produktu mize mit dvé rtizné
pric¢iny: a) mize byt zptisobena opakovanymi infekcemi riznych geneticky odlisnych "populaci”
S. fegati; nebo b) v ramci jednoho genomu S. fegati existuje variabilita v sekvencich SSU rRNA
genu. Na nesrovnalosti mezi jednotlivymi sekvencemi, pochdzejici z totozného hostitele (jedince)
nas v dalSich ptipadech upozornily také nejednotné prekryvy sekvenci, které jsme zjistili béhem
jejich spojovani. V téchto ptipadech ale nevime, jak vypada variabilita mimo ptekryvajici se

useky.

k obtizné manipulaci s jednotlivymi sporami (pfipadné s jinymi vyvojovymi stadii) je témef
nemozné vyhnout se riziku, Ze ziskané sekvence pochézeji z riiznych infekci geneticky odliSnych

S. fegati. Porovnani dalsich kloni PCR produktt z jinych hostitelti (jedincit) ndm mutize

napoveédet, co zplsobilo zminénou variabilitu.

Intragenomicka variabilita je u myxozoi zminovéana zejména u ITS-1 genii. Whipps a kol.
(2004) uvadeji 1,7 % variabilitu mezi klony z totozného vzorku DNA Myxobolus cerebralis. U
Tetracapsuloides bryosalmonae zjistili Henderson a Okamura (2004) relativné nizkou, pramérné
0,26 %, intragenomickou variabilitu. S variabilitou SSU rDNA se setkal Fiala (2006) v ptipad¢
sekvenci genti ze Sphaeromyxa hellandi a Zschokkella nova (rozdily 0,2-0,4 %, respektive
0,35-0,95 % mezi jednotlivymi klony). U S. fegati je zjisténa variabilita mezi klony vyrazné
vyssi (1,1-4,8 %) a to 1 ve srovnani s hodnotami u ITS-1 genti (Henderson a Okamura 2004,

Whipps a kol. 2004).

Ackoliv diky vySe zminénym problémiim ziskané sekvence neumoziuji spolehlivé

vzajemné porovnavani, sekvence SSU rDNA z S. fegati 197 (C. russula, Spanélsko) je napadné
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jin a miize zastupovat samostatnou linii (Obr. 42). Spanélska lokalita je kromé& zna¢né
vzdalenosti od ¢eskych lokalit také vyjimecnd v druhovém zastoupeni rejskovitych. Ve
vychodnim Spanélsku tplné chybi dalsi 3 dnes jiz znami hostitelé S. fegati (S. araneus, S.
minutus, C. suaveolens). Bélozubka tmava (C. russula) se ve svém arealu (sever Afriky: Maroko
- Tunisko a zapadni Evropa - Spanélsko aZ sever Némecka) setkava s ostatnimi hostiteli S. fegati
az severné od Pyreneji, s druhy S. minutus a C. suaveolens také na zapadnim pobiezi

Pyrenejského poloostrova (Aulagnier a kol. 2009).

Vzhledem k tomu, ze se ndm v pfedchozich letech podaftilo ziskat velké mnozstvi
materialu, jednim z nejbliz8ich pland je vyuzit tento material k ovéfeni genetické variability S.
fegati. K tomu bude potieba ziskat dalsi sekvence kloni PCR produkti a po jejich porovnani
rozhodnout, zda je gen pro SSU rRNA vhodny k analyze vnitrodruhové resp. mezidruhové
variability S. fegati. Dalsi moznosti by bylo ziskat pro analyzu jiné geny, naptiklad LSU r DNA.
S tim souvisi i ovéfeni vztahu $panélského nalezu z C. russula k ostanim. Zde bude dulezité
dikladnégj$i srovnani a ovéfeni, zda se skute¢né jedna o samostatnou linii reprezentujici piipadné
samostatny druh rodu Soricimyxum. Pokud by se vyjime¢nost $Spanélského nalezu potvrdila,
vyplyvala by z toho fada dalSich otazek ve vztahu k hostiteli a jeho arealu a zejména nutnost

ziskat a morfologicky charakterizovat spory.

Termin xenom se v souc¢asné dobé€ pouziva pro symbioticky vztah hostitelské buniky a
mikrosporidie (Lom a Dykova 2005). Mikrosporidie vytvari spolecné s hostitelskou buiikou,
v jejiz cytoplazmé prodélava cely svlij vyvoj, morfologicky a fyziologicky pozménény komplex
(Lom a Nilsen 2003, Lom a Dykova 2005). Lom a Dykova (2005) shrnuji ndlezy podobnych
utvart u ostatnich protistti. U myxosporei je jich znamo nékolik. Myxosporeovymi pivodci
"xenomil" jsou napiiklad Thelohanellus pyriformis v linovi (Tinca tinca) (Dykova a Lom 1987),
Myxidium lieberkuehni ve stice (Esox lucius) (Lom a kol. 1989). U krtka (Talpa europaea) byly
"xenomy" nalezeny v mozku u ptredpokladanych myxosporeovych infekci (Friedrich a kol. 2000).
Tvorba "xenomil" u myxosporei piestavuje narozdil od mikrosporidii a jejich xenomt pouze
variantu ¢asti jejich slozitého zivotniho cyklu (Lom a Dykova 2005). Stejné€ je tomu i v piipadé

nalezl "xenomui" u rejski.
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Autofi pivodniho popisu S. fegati pfitomnost ,,xenomu‘“ viibec nezminuji (Prunescu a kol.
2007) a ani nam se je nejprve nepodatilo odhalit (Dykova a kol. 2007). S ptibyvajicim poctem
vySetfenych rejskll zacal narstat i po€et nalezenych "xenomu". Dodate¢né byly "xenomy"
nalezeny pfi revizi typového materialu v histologickych fezech z jater rejskti obecnych

pochézejich Bialowiezského pralesa.

Prezaliti histologicky zpracovaného materialu, ktery obsahoval "xenomy" do pryskyfice a
vySetteni ultratenkych fezii neptineslo zadouci vysledek. Kvalita zpracovaného materialu
nedovolila odhalit znaky, které by jednozna¢né zatadily piivodce 1ézi k myxosporidiim.
Etiologickou diagnézu "xenomu" u rejskovitych uzavieme bud’ na zéklad¢ zpracovani Cerstvého
materidlu vhodného pro studium ultrastruktury nebo pomoci molekularnich metod po extrakci

DNA z deparafinované tkan¢ nebo hybridizaci in situ.

Neuspéchy pii vySetiovani zizal pomoci PCR diagnostiky zptsobilo pravdépodobné velké
mnozstvi nejriznéjSich inhibitorti amplifikace nukleovych kyselin v izolované DNA z zizal.
Postup, jakym byla DNA izolovana (rozméInéni tkané véetné obsahu zazivaciho Ustroji), zvySuje
pravdépodobnost pfitomnosti humidovych kyselin v koneéném produktu extrakce, které patii
mezi znamé¢ inhibitory PCR (Steffan a kol. 1988; Tebbe a Vahjen 1993; Wilson 1997). Protoze na
extrakci DNA jsme pouzili komer¢ni soupravu JETquick Tissue DNA Spin Kit (Genomed),
pfedpokladame, Ze ostatni v literatufe uvadéné inhibitory - hem, hemoglobin (Akane a kol. 1994;
Al-Soud a Rédstrom 2001) a kolagen (Kim a kol. 2000) byly béhem extrakce vylouceny a
dalSimu pouziti izolované DNA nijak nebranily. Tento nazor podporuje i standardni vyuzivani
zminéné soupravy v nasi laboratofi na izolace DNA ze vzork1, v nichZ jsou tyto latky také

pfitomny ve velkém mnozstvi a k inhibicim pfitom nedochazi.

Pii dalSim vySetfovani zizal na pfitomnost myxosporei pomoci PCR detekce bude nutné
postupovat tak, abychom co nejvice omezili pfitomnost humidovych kyselin v extrahované DNA.
Vylouceni zbytkl zeminy ze stieva zizal béhem jejich kultivace na vlhkém filtraénim papife by
mohlo byt velmi u€inné. Stejn€ jsme postupovali 1 pii ptiprave zizal pro histologicka vySetieni.
Béhem 4-5 dnli dochazelo k Giplnému vylouceni pivodniho obsahu zazivaciho ustroji. To by
znamenalo i vylouceni/zna¢nou redukci humidovych kyselin. Podobn¢ jako Rangel a kol. (2009)

bychom chtéli vyzkouset i vySetfovani coelomové tekutiny. Vyhodou jejich postupu je, Ze
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coelomovou tekutinu odebiraly z zivych polychaeti, takze bylo mozné dodatec¢né histologické
vySetieni. Pokud by se nedafila usp&S$na kultivace vétSiho mnozstvi Zizal, bylo by mozné
postupovat tak jako doposud, tj. extrahovat DNA z rozmélnéné tkang, s pouzitim jinych postupti

(Thakuria a kol. 2009).

I v ptipadé¢, ze by se zdafil molekularni prukaz aktinosporeového stadia, povazujeme za
nezbytné pokracovat v histologickém vySetfovani hypotetickych hostitela téchto stadii a ovérovat
suspektni nalezy pomoci molekularnich metod. Kromé poznani zékladni morfologie aktinospory
bychom histologickym vySetfenim zjistili, zda se aktinospory vyvijeji v epitelu zazivaciho traktu

nebo v coelomu.

Infek¢ni pokusy s S. fegati limitovalo mnozstvi spor, které se nam podafilo ziskat béhem
vysetfovani rejskovitych. Vzhledem k tomu, zZe zlu¢ové méchyie byly pii vySetrovani
rejskovitych prazdné, nebylo mozné spory ziskéavat stejn€ snadno jako spory Z. nova. V jediném
piipadé, kdy jsme pii prohlizeni roztlakovych preparati pozorovali "velké" mnozstvi spor, jsme
je uvolnili ze Zlu¢ovodu ve snaze zvysit pravdépodobnost jejich pozieni roupicemi. Nevyhnuli
jsme se tak ale dal$im ztratdm a i tato pfiprava infekéni davky se podepsala na kone¢ném

mnozstvi spor pouzitych v experimentu.

Ptes nezdary s kulturou Enchytraeus crypticus pouzitou v experimentalnich infekcich,
nezavrhujeme dal$i mozné vyuziti roupic jako nahradniho hostitele. Kultivace E. crypticus by
totiz v ptipad¢ uspé$né nakazy sporami S. fegati poskytla skvélou piilezitost pro studium
aktinosporeové faze. Roupice je mozné pozorovat na agarovych plotnach podobné jako
kontrolujeme améby béhem jejich kultivace. Priihledné télo roupic navic umoziuje pomérné
detalni prohliZzeni vnitinich orgéni a pravdépodobné by bylo mozné timto zpisobem pozorovat i
ptipadné zmény vyvolané S. fegati. Dalsi infekéni experimenty s roupicemi Enchytraeus
crypticus, bude mozné provadét pouze v ptipad¢ ziskani vétSiho mnozstvi spor. Pouhé pozieni
spor Z. nova a moznost jejich pozorovani v téle roupic by prispé€lo k dalsimu upiesnéni metodiky
pokusu se S. fegati. Stejné vyznamné by bylo vyzkousSet, zda by roupice piijimaly jako potravu

jaterni tkan. To by vyrazné zjednodusilo budouci infekéni experimenty s S. fegati.
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V tivahach o existenci zivotniho cyklu myxosporei v terestrickém prostiedi nelze
opomenout nalezy "xenomi" v mozku krtkti Talpa europaea L. (Friedrich a kol. 2000). Ackoliv
v "xenomech" nebyly nalezeny zralé spory, nalez u 30 z 55 vysetfenych krtkl je povazovén za
velmi dualezity a to 1 vzhledem ke slozeni potravy krtkli (Skoczen 1966). T¢ do zna¢né miry

odpovida i slozeni potravy rejska obecného.

Je skoda, ze se nam nepodafilo ziskat vétsi pocet rejscii (Neomys). Rod Neomys ma mezi
rejskovitymi nejsilngjsi vazbu na vodni prostiedi (Rychlik 2000). Ve vodé ziskava vétSinu
potravy (Churchfield 1985; Rychlik a Jancewicz 2002). Pokud se vyskytuji N. fodiens, N.
anomalus, S. araneus a S. minutus na stejné lokalité, odliSuji se zplisobem vyhledavani potravy
(Rychlik 2000; Rychlik 2005; Churchfield a Rychlik 2006). N. fodiens ziskava potravu v hlubsi
vodé, N. anomalus na mél¢inach a biezich a S. araneus s S. minutus hledaji potravu pfevazné
mimo vodu, pod zemi (S. araneus) nebo na vegetaci (S. minutus) (Rychlik 2000; Churchfield a
Rychlik 2006). Véfime, ze piipadny nalez S. fegati u rejscti by zasadnim zptisobem ovlivnil smér
dalsiho vyzkumu Zivotniho cyklu S. fegati.

V komunitach sympatricky Zzijicich rejskii bez ohledu na to, kterymi druhy jsou tvoieny,
je jejich vzajemna kompetice snizovana odliSnym zpisobem vyhledavani potravy. V nékterych
piipadech se i v geograficky vzdalenych komunitach vyskytuje druh, ktery je podobné¢ jako S.
araneus potravn¢ zameéten na zizaly (Ochdachi 1995; Churchfield a kol. 1999; Dudu a kol. 2005).
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7. Souhrn

V obdobi od 2.8. 2007 do 23.10. 2009 byl ziskan soubor 246 jedinct celedi rejskovitych

(Soricidae), z toho vlastnim odchytem 166 a 80 z jinych zdroji;

Ziskany material byl vySetien se zaméfenim na myxosporeové infekce Soricimyxum fegati

Prunecu, Prunescu, Pucek et Lom, 2007;

Infekce S. fegati byla diagnostikovana celkem u 66 rejskovitych (S. araneus 51, S. minutus 14, C.
suaveolens 1) z nichz druhy S. minutus a C. suaveolens piedstavuji nové hostitele u nichz byla

infekce prokdzana nalezem spor i tkanovych 1¢zi;

C. rusula je prezentovana jako dal$i novy hostitel, na zakladé sekvence SSU rDNA ziskané po

extrakci DNA z jaterniho parenchymu;

Popis zmén pusobenych S. fegati v jaternim parenchymu rejskovitych byl doplnén popisem

cévnich zmén, které pfipominaji xenomy mikrosporidii;
Bylo ziskéno 62 vzorki DNA S. fegati ze 4 druht hostitelti piivodem z 13 lokalit;

Bylo ptipraveno celkem 23 ¢aste¢nych sekvenci SSU rDNA, z nichz 3 reprezentuji 3 rtizné klony
ziskané z téhoz vychoziho vzorku DNA S. fegati;

Srovnani sekvenci 3 klont z téhoz vzorku DNA S. fegati upozornilo na ptekvapivé velkou

sekvencni variabilitu genu pouzitého pro molekularni charakteristiku S. fegati;

Analyza ziskanych sekvenci provedena metodou Neighbor-joining seskupila 22 sekvenci SSU
rDNA do klastri, v nichz nebylo mozné najit spolecného jmenovatele pokud jde o hostitele nebo
lokalitu. Jednim z divodt jsou nejasnosti ohledné vnitrodruhové variability. Samostatnou vétev

vytvorila sekvence DNA ziskana z jater C. russula;

Z hypotetickych hostitelti aktinosporeové faze Zivotniho cyklu S. fegati bylo vySetfeno celkem
1164 zizal (69 histologicky, 1095 molekularni metodou). Pouze u dvou jedincti jsme pfti

histologickém vysetfeni nasli aktinosporam podobné tutvary.
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