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SOUHRN

Bylo vysetfeno 31 vzorkl trusu od kockodanu Cervenozelenych (Chlorocebus aethiops
pyvgerythrus) voln€é Zzijicich v izolovaném ostrovnim ekosystému Rubondo s cilem
determinovat pfitomné intestinalni parazity a potvrdit ptedpokladanou pfitomnost Blastocystis
sp. Pouzity byly koprologické postupy s mikroskopickym vySetfenim a molekularni vySetieni
metodou PCR. Mikroskopicky byly nalezeny hlistice 7richuris sp. (35,5%), Strongyloides sp.
(9,7%), blize neurcena strongyloidni vajicka (3,2%), Ascaris sp. (3,2%) a prvoci Entamoeba
sp. (3,2%) a lodamoeba (3,2%). Molekularnim vySetienim PCR byla potvrzena pfitomnost
Blastocystis sp., prestoze mikroskopicky se jeji pfitomnost potvrdit nepodafilo. Zjisténé

vees

ucenlivych (Pan troglodytes).

ABSTRACT

A total of 31 faecal samples of wild vervet monkeys (Chlorocebus aethiops pygerythrus)
living in isolated island ecosystem of Rubondo (Tanzania) were examined. The aim was to
determine intestinal parasites and to prove hypothetical presence of Blastocystis sp.
Coprological methods with microscopic examination were used as well as the method of PCR
molecular examination. By microscopic examination following helmints were found:
Trichuris sp. (35,5%), Strongyloides sp. (9,7%), undetermined strongyloid eggs (3,2%), eggs
of Ascaris sp. (3,2%) and protozoa Entamoeba sp. (3,2%) and lodamoeba (3,2%). By
molecular investigation PCR the presence of Blastocystis sp. was proved. Our results were

compared with data on parasites of syntopic introduced chimpanzees (Pan troglodytes).
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1. UVOD

Studiem paraziti u primati se dlouhodobé zabyva mnoho vyzkumnych skupin. Zjisténa
data jsou dulezita nejen pro bliz§i poznani zivota téchto zvifat z pohledu veterinarniho,
fyziologického nebo etologického, ale i pro zkoumani moznych zoonotickych prenosu
umoznénych fylogenetickou pfibuznosti lidi a ostatnich primati. Toto ohroZeni zdravi lidi, ale
i zvitat pti zpétné infekci, se stale zvétsSuje kvuli rostouci hustoté lidské populace.

K prenosiim paraziti dochazi i pfi nepfirozeném zasahu lidi do prostiedi, pfikladem mohou
byt introdukce zvifat na nova stanovisté. Introdukovani Zzivocichové si pifinaSeji vlastni
parazitarni infekce a zanasi je mezi populace puvodnich druht. Dochazi k rozsifeni
hostitelského spektra parazita, souziti puvodnich zvifat s neptivodnimi zptusobuje i prenosy
parazita diive druhové uzce specifickych na nové hostitele.

Tato prace se zabyva parazity intestinalniho traktu kockodana cCervenozeleného
v Tanzanii, a diskutuje moznosti mezidruhového pienosu mezi puvodnimi kockodany a
introdukovanymi Simpanzi zijicimi na stejném ostrove.

Vedle vlastniho vyzkumu se prace opira o odbornou literaturu, na jejimz zakladé popisuje
moznosti pfenostl parazitd mezi vybranymi primaty a lidmi zijicimi v jejich okoli.

V celé praci pro usnadnéni pouzivame vyraz primati pro zastupce podiadu poloopic i

vysSich primat vyjma podceledi lidé.

1.1. Parazité primata

Endoparazité u primatd nejCast€ji napadaji gastrointestinalni trakt. Nejvice nalézanych
parazit patii mezi Nematoda (tab. 1). Typickymi stfevnimi parazity jsou zastupci rodd
Trichuris, Strongyloides, Subulura, Enterobius, Oesophagostomum, Physaloptera a Protozoa
rodd Entamoeba, Giardia. Zastupci ttidy Trematoda se vyskytuji v mensi prevalenci,
naptiklad Dicrocelium dentriticum, z ttidy Cestoda je to napiiklad rod Bertiella
(YAMASHITA 1963, GILLESPIE et al. 2004).

Parazité gastrointestinalniho traktu byli vramci vyzkumi vySetfovani nejCastéji u
Simpanzl (napi. HASEGAWA et al. 1983, MUEHLENBEIN 2005) a paviani (MUNENE et
al. 1998),
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dale pak u goril (LANDSOUNS- SOUKATE et al. 1995), ko¢kodanti (McGREW et al.
1989), gueréz (GILLESPIE et al. 2005), mangabeji (MURIUKI et al. 1998).

Tab.1: Diverzita helmintu u vysSich primata podle Natural History Museum

v Londyné (upraveno, dle Vitona, 2004)

Parazit Pocet parazitickych roda Pocet parazitickych druhu
Celkovy pocet 68 133

Nematoda 41 88

Cestoda 9 15

Trematoda 15 27

Acanthocephala 3 3

Spektrum a prevalence vyskytu parazith u primatd jsou ovlivnény mnoha faktory,
napiiklad rocnim obdobim, pohlavim, vékem jedince nebo preferovanou stravou jedince
(napt. PHILLIPPI & CLARKE 1992, VITONE et al. 2004). Vyznamné rozdily nachazime i
pfi porovnani prevalence parazitil u voln¢ zijicich a zajatych zvirat, napriklad MUNENE et al.
(1998) zmitiuje rozdily mezi zajatymi a voln€é zijicimi kockodany diadémovymi
(Cercopithecus mitis) a paviany anubi (Papio anubis). U vSech skupin se nachazeli shodni

parazité, vyrazné rozdily vSak byly nalezeny v prevalenci odli§né€ zijicich populaci. Volné

vees

vees

Dalsim z faktora ovliviiujicich vyskyt endoparazitu je vliv ro¢niho obdobi. Vliv srazek na
pfitomnost parazitd byl sledovan napiiklad u Simpanze ucenlivého (Pan troglodytes)
v Mahale Mountains NP (Tanzanie). Zde doslo ke zvySeni prevalence Oesophagostomum sp.
béhem obdobi destt (KAWABATA & NISHIDA 1991; HUFFMAN et al. 1997), v Kibale
NP (Uganda) doslo taktéz ke zvyseni prevalence Troglodytella abrassarti, Endolimax nana,
Strongyloides fulleborni béhem obdobi destti (KRIEF et al. 2005). Naopak McGREW et al.
(1989) na Mt Assirik (Senegal) nezjistili zadné zmény v prevalenci parazitli Simpanzil vlivem
rocniho obdobi.

V praci PHILLIPPI & CLARKE (1992) byla u makaka v Puerto Rico zjisténa nejnizsi
prevalence vyskytu potencialné patogennich druht helmintd (7richuris trichiura,
Strongyloides fulleborni, Trichostrongylus sp.) v nejteplej§ich mésicich roku.

Vliv nadmoftské vysky si pro svou studii vybrali APPLETON & HENZI (1992), ktefi
studovali paviany Cajka (Papio cynocephalus ursinus) v Natalskych horach jizni Afriky. Zde
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sledovali zmény v prevalenci paraziti ve specifickych horskych podminkach a také na konci
zimy. Vysledky této prace nepotvrdily zasadni vliv tohoto faktoru na studované parazity.

Dalsi rozdily ve frekvenci vyskytu paraziti v trusu, tentokrat podle velikosti socialni
skupiny, véku nebo pohlavi sledovala jiz vySe zminénéa prace PHILLIPPI & CLARKE (1992)
u makakul rhesus (Macaca mulatta). Autoti zjistili, ze skupiny slozené z mladych a starych
jedinci maji vyssi prevalenci vyskytu potencialné patogennich parazitt (Balantidium coli,
Entamoeba histolytica, Giardia lamblia, Trichuris trichiura, Strongyloides fulleborni,
Trichostrongylus) nez dospélci. Skupiny s gravidnimi a kojicimi samicemi mély vice
nepatogennich paraziti. Kromé makakt sledovaly také paviany babuin (Papio cynocephalus),
viestany plastikové (Alonatta palliata), mangabeje plastikové (Cercocebus albigena) a
kockodany diadémové (Cercopithecus mitis). U makaka byla zjisténa nejvyssi prevalence
vyskytu Strongyloides papillosus (nebo fulleborni) a Oesophagostomum bifurcum u jedinct
do 3 let a také u samci. Balantidium simile a Giardia lamblia se nejCastéji vyskytovalo u
makakt ve v€ku 4 - 6 let a nad 12 let. U samct byla potvrzena celkové vyssi prevalence

vyskytu sledovanych paraziti nez u sledovanych samic.

vees

vvvvvvvv

ve stejném arealu a tedy vyuzivajici stejné zdroje (PHILLIPPI & CLARKE 1992).

Vliv velikosti téla, stravy, ale i délky svételného dne byl potvrzen i u primati v praci
VITONE et al. (2004) ktera doklada, ze typ stravy ovliviiuje prevalence hlistic v travicim
traktu. Zjistil také, ze samotaisky zpusob Zzivota zvySuje druhovou rozmanitost parazitd v
travicim traktu.

Dalsi srovnavaci testy vyskytu paraziti u primatd podle biotopu, socialnich kontakti,

hustoty populace a typu stravy provedli NUNN et al. (2003).

1.1.1.Jednobunecni parazité vyskytujici se u primata

Mezi prvoky, ktefi se vyskytuji u primatdi mizeme =zafadit napiiklad nalevnika
Balantidium, prabi¢ikovce Giardia, ménavky lodamoeba, FEntamoeba krevni kokcidie
Plasmodium a jiné. NejCastéji zminované druhy jsou Balantidium coli, Gardia lamblia,
Entamoeba coli, Entamoeba histolytica. U Simpanzi je béznym komenzalem nalevnik
Troglodytella abrassarti, pticemz u goril byly popsany dalsi ¢tyfi druhy nalevniki fazené do

tii rodd Gorillophilus, Troglodytella a Prototapirella. (MURRAY et al. 2000, JURASEK &
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DUBINSKY 1993, LANDSOUND- SOUKATE et al. 1995, MURIUKI et al. 1998,
FREEMAN et al. 2004, GILLESPIE et al. 2005).

1.1.2.Blastocystis sp.

Blastocystis sp. (ptiloha III., obr.g) patii mezi nejméné prozkoumané parazitarni prvoky
Sifené vodou. V poslednich letech se podatilo prokézat jejich kosmopolitni vyskyt, ktery je
monitorovan pro lékafské i veterinarni dopady pusobeni blastocyst. Vzhledem k malé
velikosti cyst (3- 5 um) i vakuolarnich forem (4- 6 um) je velmi obtizné blastocysty
detekovat, vySetfované vzorky mohou byt fale§né oznaceny za negativni (LEELAYOOVA et
al. 2002). Pti vySetfeni mohou byt také snadno zaménény nebo nenalezeny, pokud nejsou
vySetfovany v dostateCné silné koncentraci (QUADRI et al. 1989, ZAMAN 1996, MOE et al.
1999, OK et al. 1999, TAAMASARI et al. 2002). Asi nejvhodnéj§i metodou studia blastocyst
jsou molekularni metody, které maji vétsi diagnosticky potencial a umoziuji ziskat nové
informace 1 ohledné taxonomie a zoonotického potencialu (TAN 2004).

Blastocysty jsou polymorfni, protozoarni organismy. Nejcastéj§i formou je vakuolarni, ale
znama je 1 forma granularni, cysticka, nevakuolarni nebo multivakuolarni. Velikost buiiky se
pohybuje od 2 do 200 pm, nejcastéji 4- 15 um (STENZEL & BOREHAM 1996).

Cysty blastocyst jsou odolné vuci tlaku vody, nicméneg jsou citlivé vici extrémné vysokym
teplotam, chladu a béznym desinfekénim prostiedkim (ZAMAN et al. 1995, MOE et al.
1996). Vakuolarni a granularni formy jsou naopak citlivé na rychlé zmény teplot, hypotonické
a hypertonické prostredi a expozici na vzduchu (MATSUMOTO et al. 1987, ZIERDT 1991).

Blastocysty se mnozi binarnim délenim, schizogonii a pucenim (GOVIND et al. 2002).
Vzhledem k riznorodosti bun€k a nedostatku vhodnych modelovych organismi je zivotni
cyklus blastocyst stale nejasny (TAN et al. 2002). Pravdépodobny prubéh tohoto cyklu
vytvoril ve své praci TAN (2004). Infekce u lidi a zvifat zacind pozfenim cyst s potravou.
Tyto cysty se vyviji ve vakuolarni formy, nasleduje binarni déleni. Neékteré buriky se encystuji
a zralé postupuji pomoci vnéjsi vlaknité vrstvy travicim traktem do vnéjSiho prostiedi. Zde
jsou pozieny novym hostitelem.

Nejasné je také to, zda jsou blastocysty patogeny, komenzalové nebo oportunisté. Klinické
symptomy infekci blastocyst jsou nespecifické. Diky predchozim studiim je vSak zfejmé, ze
Blastocystis je velmi Casty parazit s celosv€tovou distribuci, prestoze je jen malokdy
pozorovatelny béznymi mikroskopickymi metodami (PEGELOW et al. 1997, CIRIONI et al.
1999, TAAMASRI et al. 2002, HERWALDT et al. 2001, WINDSOR et al. 2002).



1.1.3.Helminti vyskytujici se u primatu

U primatd nejCastéji parazituji zastupci kmene Nematoda. Mezi nematody vyskytujici se
v gastrointestinalnim traktu primatd patii rody Irichuris, Strongyloides, FEnterobius,
Oesophagostomum, Trichostrongylus, Ascaris, Necator a dalsi. NejCast&ji diagnostikovany
byly druhy Trichuris trichuira, Strongyloides fulleborni, FEnterobius vermicularis,
Oesophagostomum spp. (napt. YAMASHITA 1963, McGREW et al. 1989, MUNENE et al.
1998, GILLESPIE et al.2005).

1.2 Parazité koc¢kodani (rod Cercopithecus a Chlorocebus)

U kockodant se vyskytuji paraziti typicti pro gastrointestinalni trakt primati: co se tyce
prvokd jedna se o prabiCikovce Giardia lamblia, a ménavky Entamoeba histolytica a
lodamoeba butschlii; z hlistic je to Trichuris trichiura, Strongyloides fulleborni, Enterobius a
dalsi, z motolic Dicrocoelium dentriticum, z tasemnic Bertiella (napt. McGREW et al. 1989,
APPLETON et al. 1994, GILLESPIE et al. 2004).

KARERE & MUNENE (2002) vysetiovali volné zijici kockodany Brazzovy
(Cercopithecus neglectus). Spolu s béznymi rody helmintl byla zaznamenana pfitomnost
prvokll Entamoeba coli ve 100% vySetfovanych vzorki a piibuzny druh Entamoeba
histolytica u 71,8% vysetfovanych vzorki.

PHILLIPPI & CLARKE (1992) wvySetfovali intestinalni parazity u kockodana
diadémového (Cercopithecus mitis) a mangabeje plastikového (Lophocebus albigena), zijici
ve stejném arealu a mimo jiné mezi nimi potvrdili moznost pfenosti nalezenych paraziti.
Stfevni parazity u kockodana diadémového (Cercopithecus mitis) studoval také APPLETON
et al. (1994) na jihu Afriky. U poddruhu Cercopithecus mitis erythrarchus bylo potvrzeno
devét helmintd a zadny prvok, u poddruhu Cercopithecus mitis labiatus Sest helmintd a pét
prvokda.

Porovnani vyskytu parazitd v travicim traktu kockodant obecnych v zajeti a volné Zijicich
ostatnich primati provedl MUNENE et al. (1998). U kockodanti byla prokazana nejvyssi
prevalence u prvoka Entamoeba coli a u hlistic Trichuris trichiura a Strongyloides fulleborni
u vSech vySetfenych vzorkl. Prevalenci vyskytu gastrointestinalnich parazitd u kockodana
cernolicého (Cercopithecus ascanius) sledoval GILLESPIE et al. (2005) v neporuSenych a
kacenych lesich narodniho parku Kibale. V obou typech lest byli nalezeni shodni parazité,
prevalence vyskytu paraziti u kockodant z kaceného lesa vSak byla vyssi nez u neporuseného

lesa. Zde byly naopak nejcastéji objeveny druhy Giardia lamblia a Chilomastix mesnili.
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Stfevni parazity u volné zijiciho kockodana obecného (Chlorocebus aethiops) a ko€kodana
husarského (Erythrocebus patas) studoval McGREW et al. (1989) v Senegalu v Africe.
Nalezeni byli pfevazné hlisti rodu Strongyloides, ddle v mensi prevalenci Necator sp., u
kockodana husarského 1 Streptopharagus a Trichuris. Vyskyt prvoka Entamoeba coli byl
prokazan u obou kockodant ve vétsiné vysetfovanych vzorkl, v mensi prevalenci byl zjistén
druh lodamoeba butschli.

V zapadni Ugandé byli vysetfovani kockodani cCernolici (Cecropithecus ascanius),
diadémovi (Cercopithecus mitis) a obecni (Chlorocebus aethiops), nalezeny byly tasemnice
rodu Bertiella a motolice celedi Dicrocoeliidae, hlistice rodu Oesophagostomum a
Strongyloides (GILLESPIE et al. 2004).

U kockodant potvrdil pfitomnost blastocyst LEGESSE & ERKO (2004) nebo PARKAR et
al. (2006), ktery vysetioval vzorky pomoci PCR.

Dalsimi, i kdyz méné se vyskytujicimi parazity u kockodant jsou kokcidie Cyclospora
cercopitheci nebo trichomonady Pentatrichomonas hominis (EBERHARD et al. 1999,
LEVINE 1970).

1.3.Vyuziti kockodanti pro vyvoj vakcin v biomedicinském vyzkumu

Kockodani jsou pro svou podobnost slidskou anatomii, imunologii a fyziologii ¢asto
uzivani jako modelové organismy pii vyzkumu vakcin proti leishmanioze a trypanozomiaze.
Proto také tyto protozoarni infekce patti k nejlépe prostudovanym. NGOTHO et al. (2006)
popisuje vyvoj vakciny proti druhu 7rypanosoma brucei rhodesiense na kockodanu obecném
(Chlorocebus aethiops). STERNBERG et al. (1998) popsal typické imunopatogenni jevy
bézné pro onemocnéni trypanozomiazou také u kockodant obecnych (Chlorocebus aethiops),
infikovanych 7rypanosoma brucei.

Trypanosoma se vyskytuje u koc¢kodanti i v normalnich podminkach, naptiklad HERDER
et al. (2002) pomoci metody PCR potvrdil rizné druhy rodu 7rypanosoma (1. brucei, T.
vivax, 1. simile, 1. brucei gambiense, 1. congolense lesniho 1 savanového typu) ve stfedni
nicticans). Jako rezervoar tohoto parazita byli prokazani i vySetfovani hlodavci, Selmy nebo
mangabejové.

Dals$im onemocnénim, pro jehoz vyzkum jsou koc¢kodani obecni laboratorné vyuzivani je
leishmaniodza. Jeji kozni i organova forma byla sledovana pro vyvoj novych 1éka a vakcinace
vpraci OLOBO et al. (2001). Popisované symptomy po nakazeni visceralni formou

Leishmania  leishmania donovani a Leishmania leishmania infantum zahrnovaly anemii,
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vyskytovala se také granulozni zanétliva loziska rizného stupné na vnitfnich organech a
kostni dieni. BINHAZIM et al. (1993) doklada, ze nejvice degenerativnich zmén probiha na
slezing.

Prenosem Leishmania donovani mezi lidmi a kockodany se zabyval ve své praci
GICHERU et al. (1995), ktery u tohoto druhu potvrdil skrytou formu onemocnéni bez
zjevnych symptomt u infikovaného jedince. Zkoumany byly také imunologické interakce
dvou parazitickych druhti Leishmania donovani a Leishmania major na deviti pokusnych

kockodanech zelenych (GICHERU et al. 1995, GICHERU et al. 2001).

1.4.Charakteristika studovaného hostitele kockodana obecného (Chlorocebus
aethiops)

Kockodan obecny (Chlorocebus aethiops) patii do podfadu vysSich primati
(Anthropoidea), nadceledi  uzkonosych (Cercopithecoidea), cCeledi kockodanoviti
(Cercopithecidae), podceledi kockodani (Cercopithecinae). Obyva mista od 45° zemé&pisné
Sitky az k rovniku a do nadmortské vysky 3000 metri. Je rozsifen v celé Africe. Délka téla je
u samcu 38 - 62 cm, u samic 50 - 65 cm, délka ocasu 48 - 75 cm. Hmotnost u samic je 3,5 - 5
kg, u samct 4 - 8 kg. Oblicej tvori Cerna maska, s bilym Celem a licemi, srst je Seda, s olivove
Gernym nadechem. Konec ocasu je &erveny, tlapy jsou tmavsi neZ trup a kon&etiny. Sourek je
tyrkysovy nebo modry.

Tito kockodani tvori skupiny v poctu 5 az 76 jedinci, nejcastéji kolem 25 ¢lent. Mladi
samci odchazi z matefskych skupin do nejblizsi tlupy v sousedstvi, samice ve skupiné
zustavaji. Pohlavni dospélost nastava u samic do tfetiho roku a u samca do ctvrtého roku
zivota. Biezost trva 175 — 200 dnt a rodi se jedno mladé, které t€lesné dospiva piiblizné ve
dvou letech

Ziji v prosvétlenych lesich, nebo blizko vodnich tokt, na které jsou vazani. Stejnym dilem
se pohybuji jak ve vétvich, tak 1 po zemi. Jsou velmi dobfe adaptovani na permanentni
slune¢ni zafeni, vysoké teploty nebo dehydrataci a béhem extrémniho sucha nebo hladu
snizuji svou reprodukéni aktivitu. Potravu tvoii listy 1 semena rostlin (Acancia sp., Albizia
sp.), ovoce (fiky), vyhonky, plody, naté¢ a hmyz. Diky své ostrazitosti a dobrému zraku se
dokazi vyhnout predatorim, kterymi jsou orli, leopardi nebo dalsi Selmy (KINGDON 2003).

Poddruhy kockodana obecného:

Chlorocebus aethiops aethiops- kockodan bélozeleny

C. a. diamdjamensis- koCkodan damd’am



C. a. pygerythrus- kockodan ¢ervenozeleny
C. a. sabaeus- kockodan zeleny

C. a. tantalus- koc¢kodan tantalus

Obr.1: Mapka arealu vyskytu poddruhi kockodana obecného (upraveno, podle
Kingdon 2003).

Chlorocebus (aethiops)

- sabagus
- fantalus

_. aeihiopis
B ovoentius
- tfamdiamensis

1.5.Parazité Simpanzii (rod Pan)

Soupis vSech nalezenych parazitl a komenzala pro Simpanze (Pan) vytvorili MEYERS &
KUNTZ (1965, 1969, 1972).

Nicméné vyzkumem stfevnich paraziti u volné zijicich Simpanzi (Pan troglodytes
schwenfurthii, Gombe, Tanzanie) se poprvé zabyval FILE et al. (1976). U vySetfovanych
jedincti bylo nalezeno Sest helmintd (Probstmayria gombensis, Strongyloides fulleborni,
Necator sp., Oesophagostomum sp., Abbreviata caucasica, Trichuris sp.) a dva prvoci
Troglodytella abrassarti, druhy nebyl determinovan.

Ve volné prirodé jsou u Simpanzd nejbéznéjsi prvoci rodt FEntamoeba, lodamoeba,
Endolimax, z hlistic jsou to rody Oesophagostomum, Strongyloides, Trichuris, Physaloptera,
Ancylostoma, Necator aj. Méné Casté jsou tasemnice (Bertiella) a motolice (Dicrocoelium,
Concinnum). (napt. McGREW at al. 1989, KAWABATA & NISHIDA 1991, LANDSOUD-
SOUKATE et al. 1995, HUFFMAN et al 1997, ASHFORD et al. 2000, MURRAY et al.
2000, KRIEF et al. 2005, MUEHLENBEIN 2005).
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Kromé typickych stfevnich helmintd jsou u Simpanzii velmi Casto pozorovani nalevnici
rodu Troglodytella, druh Troglodytella abrassarti je u Simpanzt ucenlivych (Pan troglodytes)
typickym zastupcem. NejvySsi prevalence nalevnika 7roglodytella byla prokazana u
Simpanz(i Pan troglodytes schweinfurthii v narodnim parku Kibale v Ugandé. Druh
Troglodytella abrassarti byl ptitomen v 97,3% vzorki (MUEHLENBEIN 2005).

Nekteré prace se zabyvaly také vlivem ro¢niho obdobi na parazity u studovanych
Simpanzl. Zmény v prevalenci a intenzité infekce hlisticemi u §Simpanzi béhem obdobi sucha
a dest’i sledovali MCGREW et al. (1989), KAWABATA & NISHIDA (1991), HUFFMAN et
al. (1997) a KRIEF et al. (2004), viz kapitola 1.1.

Minimum praci bylo doposud zaméfeno na vyzkum intestinalnich paraziti Simpanzi
bonobo (Pan paniscus) ve volné piirodé. Byly studovany pouze populace v Lomako Forest
(DUPAIN et al. vtisku) a Wamba (HASEGAWA et al. 1983) v Demokratické Republice
Kongo. Mezi nejcastjsi parazity patfili hlistice Strongyloides sp., Oesphagostomum sp. a
zastupci z Celedi Ancylostomatidae. VétSina vzorkd obsahovala nalevniky rodu
Troglodytella. Piestoze jsou nasSe znalosti o parazitech Simpanzech bonobo (Pan paniscus)
vyrazné¢ mensi nez o parazitech Simpanze ucenlivého (Pan troglodytes), ukazuje se, ze na
rozdil od Simpanze ucenlivého u néj byla zji§téna zvySend prevalence motolic: 55%

(HASEGAWA et al. 1983), 23% (DUPAIN et al. v tisku).

1.6 Pienosy paraziti mezi lidmi a ostatnimi primaty

Prenos infek¢nich onemocnéni ze zvirat na ¢lovéka a obracené je obecny fenomén a netyka
se pouze primati. Diky fylogenetické piibuznosti hostitelt je vSak pocet infekCnich agens
prenasenych mezi primaty a clovekem vétsi nez v ramci kterékoli jiné skupiny ZzivocCichu.
Zmény v piirozenych populacich primat, fragmentace biotopi a narust a Sifeni lidské
populace vedou ke zvysené mife kontaktl mezi volné zijicimi primaty a clovékem a
prenasené infekce mohou mit potom vyrazny dopad jak na populace primati tak na populace
lidské. Choroby ptivodné pouze lidské, jako détska obrna, tuberkuldza, svrab nebo respiracni
onemocnéni, se tak stale Castéji objevuji u primatd (WOLFE et al. 1998). Jako priklad
vyznamnych patogent prenaSenych z primati na clovéka muze slouzit virus ebola nebo
tasemnice rodu Bertiella (CHAPMAN et al. 2005).

Pfenos parazitarnich onemocnéni mezi primaty a lidmi byl sledovan v né€kolika pracech.
Naptiklad LEGESSE & ERKO (2004) studovali na ¢tyfech lokalitach v Etiopii populace
paviana anubi (Papio anubis) a ko¢kodant zelenych (Chlorocebus aethiops), které vyuzivaly

stejné vodni zdroje jako mistni obyvatelé. U téchto primat byli nalezeni parazité Blastocystis
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hominis, Cryptosporidium sp., Cyclospora sp., Trichuris trichiura, FEntamoeba coli,
Trichostrongylus sp. a dalsi, ktefi by mohli byt pfenaSeni na domorodé obyvatelstvo.
Sledovani primati méli pristup k lidskym obydlim, odpadim i zdrojim vody a mohlo tedy
dochazet k oboustrannym kontaminacim.

Prevenci prenost chorob se zabyvali WALLIS & LEE (1999), kteti ve své praci zmiruji
habituaci a reintrodukci jako faktor usnadiujici prenos infekci mezi lidmi a primaty. Na
nekolika lokalitach (Tanzanie, Uganda, Rwanda, Kena, Costa Rica) sledovali infekce
byl jako nejvétsi problém urCen svrab (Sarcoptes scabiei), ktery se vyskytoval u 31%
populace. Studovani paviani byli oznaceni jako hostitelé motolice Schistosoma mansoni, jejiz
primarni hostitel je ¢loveék, nicméné primati mohou byt jejim rezervoarem.

Mezi nejintenzivnéji studované primaty, co se tyCe prenost chorob, patii horské gorily
(Gorilla beringei beringei) , do jejichz biotopu ¢im dal Castéji zasahuji lidé svoji Cinnosti.
Obzvlasteé neustale rostouci ekoturismus piinasi spolu s turisty i nové infekce. V neposledni
fadé maji vliv na rozsifeni infekci také zaméstnanci rezervaci a narodnich parkt. NIZEYT et
al. (2002) naptiklad uvadi, ze 15 kryptosporodiézou nakazenych pracovnikd z 19 clent
personalu narodniho parku mélo intenzivni kontakt s mistnimi gorilami, ale jen deset z nich
dodrzovalo hygienické pozadavky. Vtomto parku Dbyla studovana piitomnost
Cryptosporidium parvum, jehoz genotyp 2 zpusobuje t€¢zké prijmové onemocnéni jak lidi, tak
i u horskych goril. Autor poukazuje také na to, Ze k omezeni Castych pfenost onemocnéni by
staCilo dodrzovani hygieny a vnitinich predpist parku. Jako prvni studoval Cryptosporidium
sp. u volné zijicich horskych goril pravé NIZEYT et al. (1999), ktery popsal vyskyt tohoto
parazita u 73% lidoopt.

PrenaSeni infekce mezi lidmi a habituovanymi gorilami ve své praci popisuje také
GRACZYK et al. (2002a). Poukazuje na pienos Giardia duodenalis genotypu A usnadnény
ekoturismem v Ugand¢. Dalsi studie zaméfena na tyto pfenosy je z NP ve Rwandé, kde bylo
nalezeno 19 mrtvych goril s poskozenymi jatry. U deseti z nich byla potvrzena Capillaria
hepatica, ktera byla prokazana i u kockodant a Simpanzi v tomto NP. V tomto piipadé nebyl
hlavni pficinou styk goril s lidmi, ale pfedevsim pfitomnost parazitarnich rezervoari piimo v
dané lokalit¢ (GRACZYK et al. 1999).

Prenos parazita miize byt ovlivnén i faktory geografickymi, ekologickymi nebo socialnimi,
jak zminuje GRACZYK et al. (2002b) u mikrosporidie FEncephalitozoon intestinalis,
zpusobujici antropozoondzy ve spole¢ném biotopu lidi i goril.

vees

ASHFORD et al. (1990). Nalezl 16 parazitl, ale pouze jeden spoleCny druh Strongyloides
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SJulleborni. LILLY et al. (2002) ve své praci studovali parazity u goril nizinnych (Gorilla
gorilla gorilla), Simpanzi Cego (Pan troglodytes troglodytes), mangabeju Stihlych
(Cercocebus agilis) a lidi v Dzanga-Ndoki National Park ve Stfedoafrické republice. Nejvice
prevalentni byli Strongyloides sp. u goril v (90% ptipadt). Entamoeba coli, Balantidium coli
a lodamoeba butschlii byli vysoce prevalentni u vSech tii druhd sledovanych primata.
Entamoeba histolytica se vyskytovala ve 100% studované populace mangabeju. Strongyloides
sp., Entamoeba histolytica a trichomonady se soubézné vyskytovali také u lidi, ktefi se zviraty
pfisli do styku.

V kazdém pfipadé je ale tfeba zminit, ze Gdaje o hostitelské specifit¢ a o prenosech
paraziti mezi riznymi druhy primati jsou velmi kusé. Jesté vyznamnéjsi je potom fakt, ze
v podstaté ve vSech piipadech je identita paraziti z riznych druhti primati (véetné Clovéka)
hodnocena pouze na zakladé nalezu morfologicky identickych stadii a vlastni pfenos byl

prokazan jen ojedinéle.

1.7 Introdukce Simpanzii a dalSich druhii na ostrov Rubondo

Kockodani, ktefi byli v nasi praci studovani, 1 Simpanzi, se kterymi jsme je srovnavali,
pochazeji z izolovaného ostrovniho ekosystému Rubondo, viz kapitola 1.1.

V 60. letech, kdy stavy nékterych africkych savcu klesaly, rozhodla se Frankfurtska
zoologicka spole¢nost vyuzit ostrov Rubondo jako utocisté pro tato ohrozena zvitata. Ostrov
byl bezpeCny, bez predatori, s pfirozenou hranici a velkym mnoZstvim neobsazenych
ekologickych nik. Informace o vypusténych jedincich jsou bohuzel neuplné, jejich dalsi
sledovani bylo minimalni a soucasny stav populaci téchto druhi neni vétSinou dostatecné

znam.

Vycet introdukovanych druhu zvifat:

(1) 16 nosorozcti dvourohych (Diceros bicornis), vypusténi v letech 1964-1965, jednalo
se pravdépodobné o 7 samcti a 9 samic ze Serengeti.V roce 1993 definitivné vyhubeni
pytlaky.

(2) 12 ziraf (Giraffa camelopardalis), vypustény v roce 1965, puvod a pohlavi neznamé.
Zirafy se vyskytuji pouze na jihu ostrova, novému prostfedi se velmi dobie
pfizpusobily a jejich pocty vzrustaji

(3) 20 guaréz plastikovych (Colobus guareza), vypusténi v roce 1967, jednalo se o 5
samcu a 15 samic z Mount Meru. Guarézy jsou pozorovany predev§im na jihu ostrova,

novému prostiedi se velmi dobfe prizptsobily a jejich pocty taktéz vzristaji.



(4)

12
5 antilop koriskych (Hippotragus equinus), vypustény v roce 1967, 2 samci a 3 samice,
puvod neznamy.Tyto antilopy vymfely kvuli nevhodnému biotopu.

(5)14 antilopek pizmovych (Neotragus moschatus), vypustény v roce 1971, jednalo se o 4

(©)

()

(8)

©)

samce a 10 samic z Mount Meru. Antilopky jsou pozorovany pouze vyjimecné,
nicméné se zda, ze populace je stabilni a novému prostedi dobfe prizpiisobena.

4 dikobrazi, druh neznamy, vypusténi v roce 1972, puvod a pohlavi neznamé.
Introdukce byla neuspésna.

6 slont africkych (Loxodonta africana), 2 samci a 4 samice, v letech 1972 a 1973.
Nyni je populace odhadovana na 30 i vice jedinct,

37 papouski Sedych (Psittacus erythacus) v roce 2000.a 13 dalsich v roce 2001, ktefi
pochazeli z chovi v Nairobi. Pét papouskd zahynulo béhem introdukce. U
introdukovanych papouskt bylo pozorovana hnizdéni.

V letech 1966 az 1969 bylo vypusténo také 17 Simpanza (9 samic, 8 samcll). Zvifata
ve veku od 4 do 12 let pochéazela z evropskych zoologickych zahrad, do kterych ale
pfiSla zvolné piirody. Néktefi jedinci pochéazeli z oblasti Sierre Leone a Guinee,
jednalo se tedy o poddruh Pan troglodytes verus. Simpanzi, ktefi byli v rozdilném
psychickém i fyzickém stavu, byli vypusténi ve dvou skupinach, dale pak byli
vypusténi samostatné dva samci. Zvifata byla pfikrmovana pouze po dva mésice a
nasledny monitoring populace byl minimalni. Nektefi Simpanzi atakovali mistni
obyvatelstvo, a proto jeden nebo dva samci museli byt odstfeleni (GRZIMEK 1970,
BORNER 1985). Nicméné navzdory nepfiznivym okolnostem, bylo jiz v 70. a
80.letech ziejmé, ze Simpanzi se novému prostiedi prizpisobili, zacali se rozmnozovat
a vytvorili zivotaschopnou populaci (BORNER 1985). Podle poslednich vyzkumu
tvori populaci 40 jedinct druhé az Ctvrté generace a dal se rozrista (MOSCOVICE et
al. 2007, PETRZELKOVA osobni sdélent).



13
1.8.Cile prace

1) Provést koprologické vysetfeni vzorkd trusu kockodani ziskanych na ostrové

Rubondo

2) Co nejpresnéji determinovat nalezené parazity

3) Porovnat spektrum paraziti kockodana Cervenozeleného (Chlorocebus aethiops

vees

vees

5) Diskutovat moznosti pfipadnych zoonotickych pfenost nalezenych paraziti mezi

primaty a ¢lovékem
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2. MATERIAL A METODIK A

2.1 .Charakteristika studovaného tizemi

VySetiované vzorky trusu kockodana cervenozeleného (Chlorocebus aethiops pygerythrus)
pochazely z ostrova Rubondo ve Viktoriiné jezere v Tanzdnii (2° 18" s.8., 31°50'v.d.). Viastni
ostrov ma rozlohu 240 km’ a spolu s dalSimi mensimi ostrovy a casti jezera byly vyhldseny v
roce 1977 za ndrodni park. Ostrov lezi ve vysce 1134 m nad morem a asi 70% lokality je
zalesnéno. NejcastéjSimi druhy stromii galeriového lesa jsou Croton sylvaticus, Drypetes
gerrardii a Lecaniodiscus fraxinifolius, v hojném poctu jsou zastoupeny liany (MOSCOVICE
et al. 2007). Pobrezi je lemovano papyrovymi bazinami. Ve vnitrozemi se objevuji volnd
travnatd prostranstvi, predevsim v jizni casti. Rocni uhrn srazek je asi 1200 mm, s vrcholem
v mésicich brezen - kvéten a listopad - prosinec. Priimérnd rocni teplota se pohybuje
v hodnotdch 19 - 26°C. Mezi pitvodni druhy savcii, které se na ostrové vyskytuji, patii
sitatunga (Tragelaphus spekei), leson (Tragelaphus scriptus) a hroch obojZivelny
(Hippopotamus amphibius). Kockodan cervenozeleny (Chlorocebus aethiops pygerythrus) je
jedinym pitvodnim druhem primdtit na ostrové. Bohuzel doposud neexistuji Zadnd data o
presném rozsireni, odhadech pocetnosti Ci ekologii této ostrovni populace. Na ostrov bylo

introdukovano nékolik dalsSich druhi, viz 1.7.

2.2 Metodika sbéru dat

Vzorky trusu kockodana cCervenozeleného (Chlorocebus aethiops pygerythrus) byly
sbirany v prvni poloviné roku 2006 a to predevsim v okoli lidskych obydli (sprava NP,
turistické chatky, daim FZS), v mensi mife pak v lese béhem sledovani Simpanzt. Vzorky tedy
pochazeji od vice skupin a vice jedinct, pficemz byla vénovana pozornost tomu, aby jeden
jedinec nebyl vzorkovan vicekrat. Cerstvy trus od jednotlivych kotkodand byl sbiran do
igelitovych sacka. Co nejdiive po navratu do tabora byly vzorky o velikosti liskového ofechu
fixovany 10% formaldehydem do 8 ml vzorkovnic. Ke vSem formalinovym vzorkiim byly

pfipraveny paralelni etanolové vzorky. Vzorkovnice byly oznaCeny datem a mistem nalezu.

2.3.Vysetifovani vzorki

Vysetfeni vzorku se provadélo mikroskopickymi a molekularnimi metodami v laboratofich

VFU Brmo.
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Nejprve byly vzorky podrobeny koprologickému vySetfeni flotatni metodou, poté
sedimenta¢ni metodou MIF. V piipade potreby bylo pouzito barveni Lugolovym roztokem.
Takto ziskana stadia paraziti byla morfologicky posouzena svételnou mikroskopii, s vyuzitim
Nomarskiho kontrastu a fotografovana digitalni kamerou Olympus DP 70. Molekularni

metody zahrnovaly izolaci DNA a vySetfeni metodou PCR ve vzorcich.

2.3.1.Mikroskopické metody

Homogenizace vzorku pro vySetieni

Formalinové vzorky vytfepeme do tfeci misky, pfidame fyziologicky roztok.. Poté je
rozmélnime pies jemné sitko do konické vzorkovnice. Takto homogenizovany roztok
odstfedime po dobu 5 minut pfi 2000 otackach za minutu. Vznikly supernatant slijeme a dale
pouzivame pouze sediment, ktery doplnime 10% formaldehydem do objemu 10 ml. Z tohoto
objemu odebreme 2 ml do zkumavky pro vySetfeni metodou MIF a 2 ml do zkumavky pro

cukernou flotaci vzorku.

Flotace

Flotace trusu je nejCastéji pouzivana koprologickd metoda, sjejiz pomoci provadime
celkové parazitologické vySetieni trusu na parazitdzy protozoarniho a helmintézniho ptvodu.
Je zaloZena na principu pouziti flotanich roztoku, které maji vyssi specifickou hmotnost nez
bézné parazitické utvary. Pfi zpracovani vzorku se rizna stadia parazitd vyplavi na povrch

obsahu zkumavky a zkoncentruji se v povrchové blance.

Postup

Do zkumavky ke 2 ml homogenizovaného vzorku pfilijeme po horni rysku destilovanou
vodu . Odstfedime 2 minuty pii 2000 otackach za minutu. Supernatant odlijeme, doplnime
modifikovany Sheathertiv roztok o hustoté 1,3 po horni rysku a znovu odstiedime, opét 2
minuty pii 2000 otackach za minutu. Pro mikroskopické vySetfeni sbirame klickou

povrchovou blanku.

Metoda vySetfeni vzorku MIF
Jde o mertiolat-jod-formalinovou koncentracni metodu, kde je principem fixace, barveni a

koncentrace parazitu.
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Postup
Do zkumavky nalijeme 2 ml pfedem homogenizovaného vzorku, pfidame 5 ml MIF
roztoku, 6 ml etheru a 1 ml Lugolova roztoku. VSe protfepeme, centrifugujeme 2 minuty pfi
1500 otackach za minutu. Poté uvolnime vznikly prstenec a slijeme az po sediment, ktery

prohlizime pod mikroskopem.

Pfiprava roztoku MIF:

50 ml vody
5 ml 40% formaldehydu
40 ml 0,1% roztoku methiolatu sodného

1 ml glycerinu

Slozeni Lugolova roztoku:

1 g krystalického jodu
2 gKI
100 ml vody

3.2.Molekularni metody

Paralelni vzorky fixované v 96% etanolu jsme zhomogenizovali v tfeci misce a rozdélili na
tfi Casti. Jednu tfetinu vzorku jsme pouzili na izolaci DNA pomoci fenol- chloroformové
extrakce, druhu tfetinu vzorku jsme pouzili na izolaci DNA komeréné vyrobenym kitem a
posledni tfetina byla archivovana. Vzorky byly pted izolaci oCi§téné od etanolu promyvanim

PBS pufrem.

Fenol- chloroformova extrakce

Postup pro izolaci celkové DNA

1. Pelet (rozmélnény trus, zcentrifugovany) resuspendujeme 3 ml NET 50, s 30% N-
Lauroylsarcosinatem (Applichem) v celkové koncentraci 3 mg/ ml a pronazou E
v celkové koncentraci 25 mg/ ml. Inkubace 1 h na ledu. Roztfepeme
Kombinace: 2 ml NET 50, 40ul pronaza, 240 ul N- Lauroylsarcosinat
3 ml NET 50, 60 pl pronédza, 360 ul N- Lauroylsarcosinat
4 ml NET 50, 80 pl pronaza, 380 ul N- Lauroylsarcosinat
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. Kroztoku DNA, RNA a proteini pifidame stejny objem fenolu, tiepeme (lehce
promichame) 10 min. Roztfepeme.

. Centrifugujeme 10 min, odebirame vzniklou vodni fazi do ¢isté mikrozkumavky.
Tento krok s fenolem opakujeme az do uplného vymizeni proteinové vrstvy v
interfazi. Poznamka: Na dné je sediment, stfedni ¢4st vodnata a nejvrchnéjsi bila
zpénena Cast, ktera se odebira.

. Pfidame smés fenol- chloroform (1:1) toto diikladné michame 10 min. Centrifugujeme
10 min a opét odebereme vodni fazi do Cisté mikrozkumavky.

. Pfidame jen chloroform a dikladné michame 10 min, centrifugujeme, odebereme
vodni fazi.

K této smesi pridame 1/ 10 objemu 3M acetatu sodného (amonného) a 2x (2-3) objem
Et OH o laboratorni teploté (+ 1 ul glykogenu)
Promichame a nechame srazet cca 10 min v -70°C
Centrifugujeme 15 min/ 14 000 otacek. Sediment oplachneme 200 ul ledovym 70%
Et OH a centrifugujeme 5 min/ 14 000 otacek. Odsajeme prebytec¢ny ethanol.
. Pelet vysu§ime (Gplné odpateni ethanolu) a rozpustime v TE pufru nebo PCR vodg,

cca 50 pul.

QIAamp DNA Stool Mini Kit (50) (QIAGEN)

Postup
1. Do vzorkovnice doplnime ASL buffer

2. Roztfepeme do uplné homogenizace

3. Inkubujeme 5 min pfi 70°C, roztfepeme

4. Centrifugujeme 1 min na plny vykon

5. Do 2 ml mikrozkumavek ptelijeme obsah, sediment vyhodime

6. Do kazdého vzorku vlozime tabletu na procisténi

7. Homogenizujeme roztfepanim, do rozpusteni tablety

8. Inkubujeme 1 min pfi laboratorni teploté

9. Centrifugujeme 3 min na plny vykon

10. Odpipetujeme cely supernatant do nové 1,5 ml mikrozkumavky, pelet vyhodime
11. Centrifugujeme 3 min na plny vykon

12. Do novych mikrozkumavek odpipetujeme 25 pl proteindzy, pfidame supernatant a

600 pl buffru AL
13. Rozttepeme 15 sec

14. Inkubujeme 10 min pii 70°C
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15. Ptidame 600 pl 96% etanolu, roztfepeme

16. Cely lyzat dame po Castech do kolon s filtrem, vzdy centrifugujeme 1 min na plny
vykon a nasledn€ doplnime zbytek lyzatu

17. Ptidame 500 pl AWI1, centrifugujeme 1 min na plny vykon, vyménime spodni cast
kolony

18. Na filtr pfidame 500 pl AW2, centrifugujeme 3 min, zcentrifugovanou kapalinu
vylijeme a znovu centrifugujeme 2 min, na sucho

19. Filtr vlozime do nové 1,5 ml mikrozkumavky, na membranu napipetujeme 200 pl
AE

20. Inkubujeme 5 min pii pokojové teploté a centrifugujeme 1 min na plny vykon

21. Filtr vyhodime, spodni ¢ast kolony s DNA uchovame

Piiprava gelu
1. Do Ehrlenovy baiky odvazime 0,45 g agardzy (Serva) a odmeétime 60 ml TAE

2. Smés v mikrovinné troubé ohtfivame az do bodu varu a obCas promichame, dokud
neni Cira

Smés zchladime pod tekouci vodou

Poté ptipipetujeme 1 ul Ethidium bromidu (Tp Bio) a smes promichame

Poté nalijeme do formy na gel a vlozime hieben

Agardzovy gel se necha tuhnout 15 min

N o kW

Poté odstranime hieben a vlozime gel do elektroforézy, kam jiz mizeme aplikovat

vzorky

Gelova elektroforéza

1. Na parafilm odpipetujeme 1 pul loading bufferu a ptidame 15 ul vzorku DNA

2. Promichanou kapku vneseme do dirky v agar6zovém gelu

3. Elektroforéza probihala pti 70 voltech a 20- 25 minut

Agardzovy gel jsme sledovali pod UV svétlem Vilber-Lourmat (SCHOELLER) a
fotograficky zdokumentovali fotoaparatem Vilber-Lourmat (SCHOELLER)
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PCR
Je polymerazova tetézova reakce, pomoci niz dochazi k namnozeni stejného useku DNA.
Sekvence, které chceme znasobit, oznacujeme na zacatku i1 konci pfidanim specifickych

primerd.

Amplifikace 188 SSU u blastocyst:
Slozeni reak¢ni smési je uvedeno pouze v objemovych jednotkach. DNA je extrahovana s

pouzitim kitu High pure PCR template preparation kit (ROCHE DIAGNOSTIC, GmbH).

Sterilni miliQ H,O doplnit do S0 pl
PCR pufr 5ul

MgCl, 4 ul

DNTP mix 2,25 ul

Taq polymeraza 0,5 ul

F- primer MedlinA 2,25 ul
R-primer BhRDr 2,25 ul

DNA 3ul

Nastaveni teplotniho cyklu:

Ix 94°C 4 min pocateCni denaturace

30x 94°C 1 min denaturace
56°C 1 min nasednuti primeru
72°C 2min 30 s polymerace

Ix 72°C 10-60 min zaveéreCna polymerace

PouZité primer Pouzili jsme univerzalni a specifické primery pro amplifikaci 600 bp od 5'
konce useku malé podjednotky SSU- rDNA.

MedlinA (Medlin, 1989)-univerzalni eukaryoticky

5-CTG GTT GAT CCT GCC AG-3

BhRDr (Noel, 2005)-specificky pro Blastocystis sp.

5-GAG CTT TTA ACT GCA ACA ACG-3
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3. VYSLEDKY

Celkem bylo vySetfeno 31 vzorki trusu od kotkodan@i Gervenozelenych (Chlorocebus

aethiops pygerythrus). Nalezeni byli prvoci rodi Jodamoeba (ptiloha 111, obr.a), Entamoeba
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(ptiloha III, obr. b) a hlistice rodu 7richuris (ptiloha III, obr.c), strongyloidni vajicka (pfiloha
I, obr.d), blize nespecifikované ameéby, Strongyloides (ptiloha III, obr.e) a Ascaris (ptiloha
II., obr. f). Pét vzorkd bylo potvrzeno jako pozitivni v obou koprologickych metodach,
osmnact bylo negativnich v obou metodach a osm bylo bylo pozitivnich pouze flota¢né nebo
metodou MIF. Vice parazitarnich rodi spole¢né bylo nalezeno v péti vzorcich.
Makroskopicky viditelni parazité nalezeni nebyli. Pomoci molekularnich diagnostik byl
potvrzen predpokladany vyskyt Blastocystis, ktery nebyl mikroskopickymi technikami viibec
zachycen. Pomoci PCR byly blastocysty potvrzeny ve dvaceti dvou vzorcich (pfiloha L.).

3.1.Vysledky mikroskopického vySetieni

Potvrzeno bylo 10 vzorkt pozitivnich pfi vysetfeni flotaci a 8 pozitivnich pfi vySetfeni
metodou MIF. V nasledujici tabulce srovnavame prevalence vyskytu paraziti v nami
vySetfovanych vzorcich s prevalencemi v pracich jinych autora (tab. 2). Porovnali jsme také
vysledky naSich vySetfeni kockodanu s vysledky pfedchozi studie kockodanti z Rubonda a
s vysledky vySetfeni Simpanza (také z Rubonda), (tab. 3).

Tab. 2: Srovnani prevalence paraziti u kockodana cervenozeleného (Chlorocebus
aethiops pygerythrus)na riznych mistech. (') ostrov Rubondo, mé vysledky, (%)
GILLESPIE et al, 2004, (') MURIUKI et al., 1998, (*) MUNENE et al., 1998, (°) McGREW
et al., 1989, (°) LEGESSE et al., 2004.

R s - - gl N

Oblast / = = ks K §0 =

. N < (] (] o o

Parazit E 5‘3 N 2 3 2

Balantidium coli 29,3% 30%
Blastocystis hominis 34,2%
Entamoeba
19.5%  25.4%
histolytica

Entamoeba sp. 3,2% 25,4%

Entamoeba coli 74% 75% 61%

lodamoeba sp. 3,2%




lodamoeba butschlii

Cyclospora sp.

Cryptosporidium sp.

Physaloptera sp.

Enterobius sp.

Necator sp.

Strongyloides sp.
Strongyloides
fulleborni
Strongyloidni

vajicka
Streptopharagus sp.
Trichuris sp.

Trichuris trichiura

Ascaris sp.
Schistosoma

mansoni

Pocet vzorku

9,7%

3,2%

3,5%

3,2%

31

42% 16,3%

2%  22,8%

17%

58%  47.1%

4,9%

12 123

25%

22%

29.3%

6%

10%

6%

69%

44%

36,6%

50%

50 16 41

22

Tab. 3: Srovnani prevalence parazitu kockodana cCervenozeleného a Simpanze
uéenlivého na Rubondu. (') Hasegawa et al., nepublikovano, (°) Mé vysledky, ()

Hagesawa et al., nepublikovano.
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Primat / C a C. a.
Parazit P troglodytes' pygerythrus® pygerythrus®
Troglodytella abrassarti 56%
Entamoeba sp. 3,2%
Entamoeba spp. 21,2% 77,8%
lodamoeba sp. 3,2%
lodamoeba butschlii 1%
Strongyloides sp. 7,7% 9,7% 44,4%
Ascaris sp. 3,2%
Strongyloidni vajicka 3,2% 11,1%
Strongylida sp. 1,9%
Streptopharagus sp. 11,1%
Trichuris sp. 2.8% 35,5% 77,8%
Protospirura muricola 5,7%
Subulura sp. 1%
Anatrichosoma sp. 1%
Enterobius anthropopitheci 5,7%
Syngamidae spp. 11,1%
Pocet vzorki 104 31 9

3.2. Vysledky molekularnich vySetieni

Vsech 31 paralelnich etanolovych vzorkl bylo vySetieno fenol-chloroformovou extrakci a

komer¢né vyrabénym kitem. Nasledné byly vzorky zpracovany pomoci PCR.
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Vzorky, u kterych jsme izolovali DNA fenol-chloroformovou extrakci byly pozitivni

pouze ve Ctyfech pripadech (pfiloha II., obr. A, obr. B). Vzorky, u kterych jsme izolovali

DNA pomoci komercné vyrabéného kitu byly pozitivni ve dvaceti dvou pripadech (ptiloha II.,
obr. C, obr. D).

Jelikoz doslo pii manipulaci v laboratofi k poskozeni popisti zkumavek, provedli jsme

PCR u nékterych vzorkt znovu (piiloha II., obr. E).
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4. DISKUZE

Stfevni parazité u volné Zzijicich kockodani obecnych (Chlorocebus aethiops) byli
studovani pouze nékolika autory a tato prace tak pfinasi dalsi poznatky o stfevni fauné téchto
primatd. Kromé samotné pfitomnosti riznych rodd paraziti naznaCujeme i mozné pirenosy
paraziti mezi introdukovanymi a pavodnimi druhy primata.

Pro tuto praci bylo vySetfeno 31 vzorkd trusu od volné zijicich kockodant, bylo
detekovano 6 parazitarnich rodud, ztoho 4 hlistice a 2 prvoci. Stejné jako v jinych pracich,
které studovaly stievni parazity kockodanli obecnych (Chlorocebus aethiops), bylo i zde
nalezeno nejvice helmintu.

Nejvyssi prevalence byla potvrzena u rodu Trichuris, ktery se vyskytoval ve 35,5%
vzorkt. Pii vySetfeni, které provadél HASEGAWA (nepublikovano) u kockodant
cervenozelenych na Rubondu pred nami, byla zjiSténa prevalence 77,8%. Podobné hodnoty
publikovali u ko¢kodana obecného i dalsi autofi. Naptiklad GILLESPIE et al. (2004) v lesich
zapadni Ugandy, kde se tento rod vyskytoval u kockodanti obecnych ve 42% vzorki nebo
MURIUKI et al. (1998), ktery doklada 7richuris sp. ve 47,1% vSech vysetfenych vzorkd od
kockodant z Keni. LEGESSE & ERKO (2004) diagnostikoval ve Ctyfech lokalitach v Etiopii
u 41 vysetfovanych kockodanti 36,6% vzorki pozitivnich na tohoto parazita. MUNENE et al.
(1998) zjistil u kockodanti obecnych chovanych v zajeti v Institutu vyzkumu primatt v Keni
50% prevalenci druhu 7richuris trichiura. Nalezené hodnoty tedy odpovidaji hodnotam
udavanym jinymi autory. Jelikoz jsou si vajicka druht@i rodu 7richuris morfologicky velmi
podobna, nebyli jsme schopni nami nalezeného parazita blize urcit. KliCem k piesné
determinaci by bylo sledovani pfitomnosti perikloakalni papily u samcich dospélcu, které je
pfi terénnim sbéru trusu obtizné ziskat. (BEER 1976, ITOH et al. 1988, TENORA et al. 1993,
SPAKULOVA 1994, LANFREDI et al. 1995)

Rod Strongyloides byl prokazan v 9,7% vySetfovanych vzorkl. Tato prevalence je vyrazné
niz§i nez publikovana data. McGREW et al. (1989) uvadi 69% pozitivnich vzorki a
MURIUKI et al. (1998) 16,3% potvrzenych nalezii druhu Strongyloides fulleborni. Tento
druh urcil také GILLESPIE et al. (2004) ve 42% pripadd. Jelikoz u Simpanzi zijicich na
Rubondu byla prevalence Strongyloides sp. také pouze 7,7% HASEGAWA (nepublikovano)
je mozné, ze se tento parazit na ostrové Rubondo vyskytuje u tamnich populaci primati méné.
Nicméné predchozi vysSetieni HASEGAWA (nepublikovano) u kockodant Cervenozelnych
dokladaji prevalenci 44,4%.
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Ostatni parazité byli identifikovani pouze jednou v raznych vzorcich. Jedna se o hlistice
rodu Ascaris, ktera byla u kockodana obecného zaznamenana poprvé, strongyloidni vajicka a
prvoky rodu lodamoeba a Entamoeba. McGREW et al. (1989) popisuje Entamoeba coli v
75% a lodamoeba butshlii ve 25% vzorka od koCkodani. MUNENE et al. (1998) doklada
Entamoeba coli u 74% vzorkl zajatych koCkodant. LEGESSE & ERKO (2004) uvadi ve své
praci piitomnost Entamoeba coli u kockodant v 61% pripadd. VSichni autofi tedy udavaji
mnohem veétsi prevalence, nez bylo nalezeno v nasich vzorcich. U Simpanzi z Rubonda je rod
Entamoeba ptitomen v 21,2% vzorka a lodamoeba sp. pouze v 1% ptipadu. Spolecné nizké
prevalence rodu lodamoeba opét naznacuji mensi vyskyt téchto paraziti na ostrove, rozdilné
hodnoty u rodu Entamoeba by mohly byt zplusobeny Spatnou zachytnosti pouzitych
mikroskopickych metod.

Molekularnimi metodami jsme se snazili zachytit pfitomnost Blastocystis sp., ktera byla
predpokladana, nicméné mikroskopicky nebyla potvrzena ani vjednom vzorku. Divodem
absence blastocyst mize byt celkova nizka zachytnost koprologickych metod, ale i
morfologie bunek blastocyst. Maji velmi tenkou bunécnou sténu a mohou snadno prasknout
behem centrifugace. Mozné je 1 popraskani vlivem osmotického tlaku po pifidani cukru pfi
flotaci. Mikroskopické a molekularni metody srovnéaval naptiklad STENSVORD et al. (2006)
pii detekci blastocyst, nebo FAYER et al. (2003) pfi detekci tfi druhti mikrosporidie rodu
Encephalitozoon. V pract STENSVORD et al. (2006) byly porovnavany metody PCR a
formol ethyl acetat koncentrovana technika (FECT), pficemz PCR bylo vyhodnoceno pro
detekci blastocyst v obou pracich jako jednozna¢né vhodné&jsi. Mnoho dalSich autora
komentuje mikroskopické vysetieni pro blastocysty jako nevyhovujici, a to praveé kvuli nizké
zachytnosti (PEGELOW et al. 1997, CIRIONI et al. 1999, TAAMASRI et al. 2002,
HERWALDT et al. 2001, WINDSOR et al. 2002). Mikroskopicky zachytili Blastocystis
hominis ve 34,2% vzorku Cerstvého trusu u kockodana obecného LEGESSE & ERKO (2004).

V ramci molekularnich metod jsme porovnavali také vhodnost dvou riznych metod izolace
DNA. Prvni metodou byla izolace pomoci komercniho kitu, druhd metoda byla fenol-
chloroformové extrakce. Pouziti kitu bylo vyhodnoceno jako vhodnéjsi, nebot’ nase vySetieni
prokazalo po PCR specifickymi primery pro rod Blastocystis 22 pozitivnich vzorka pfi izolaci
DNA kitem a jen 4 pozitivni vzorky pfi izolact DNA fenol- chloroformem. Tento vysledek je
nejspi§ dan tim, ze komercni kit je jiz specialné slozen pro vySetfeni trusu a jeho zachytnost je
tedy vyssi, nez u mén¢ specifické fenol- chloroformové extrakce. Pfitomnost blastocyst u
kockodanii metodou PCR pii izolaci DNA pomoci kitu zminuje také prace PARKAR et al.
(2000), ktery vysetfoval vzorky Cerstvé i kultivované, od riznych druhil zvifat z Australie a

Thajska. V této praci byl pro izolaci DNA pouzit jako nevhodnéjsi stejny komeréni kit, jaky
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jsme pouzivali my, tedy QIAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen). Izolaci DNA pomoci fenol-
chloroformové extrakce provadéli TAN et al. (2006) pfi studiu kultivovanych blastocyst z
lidskych hostiteld. Metoda extrakce se v této praci osveédcila.

Pro PCR jsme pouzili univerzalni eukaryoticky primer MedlinA (Medlin, 1989) a
specificky primer pro blastocysty BhRDr (Noel, 2005). Tyto primery jsme zvolili, protoze se
osveédCily 1 pii pfedchozich vySetfenich a vykazovaly dobré vysledky. Stejny specificky
primer, tedy BhRDr pro amplifikaci 600 bp SSU-rDNA zizolath pouzili predevsim pro
fylogenetické analyzy vzorkii SCICLUNA et al. (2006). I v této praci se primer pro potvrzeni
piitomnosti blastocyst osvedcil.

Kromé vlastniho popisu spektra paraziti gastrointestinalniho traktu u kockodant bylo
cilem mé prace také srovnani jejich parazitofauny s parazitofaunou syntopicky se
vyskytujicich Simpanzi. U obou druht téchto primati z ostrova Rubondo byli nalezeni tito
spoleCni parazité: ménavky rodu lodamoeba a Entamoeba, hlistice rodu Strongyloides a
Trichuris, nicméné bez molekularniho vySetfeni nelze urcit, zda jde o totozné parazity
(PETRZELKOVA 2006, HASEGAWA nepublikovano).
ostrové je ziejmy rozdil v distribuci jednotlivych parazith. Zatimco hlistice jsou u Simpanzi
zastoupeny jen v malych prevalencich 7richuris sp. (2,9%) a Strongyloides sp.(7,7%), prvoci
tvoti naprostou vétsSinu. NejCasté]i zastoupeny je komenzal 7roglodytella abrassarti, ktery se
vyskytoval u 56% Simpanzi. Tento nalevnik se vyskytuje vyhradné pouze u Simpanzi a u
goril (FREEMAN et al. 2004, MUEHLENBEIN 2005). Dale byl identifikovan rod
lodamoeba v 1% a Entamoeba v 21, % vzorki. Oba tito parazité se u vySetfovanych
kockodanti nachazeli pouze v 3,3% piipadi. Pouze u Simpanzi byl také nalezen druh hlistice
Enterobius anthropopitheci, ktery se vyskytuje pouze u rodu Pan, a to v prevalenci 5,8%.
Enterobius sp. byl zjistén také u kockodani v Keni v prevalenci 10% (MUNENE et al. 1998).

U srovnavanych Simpanzi z Rubonda byli nalezeni tfi pro Pan troglodytes nové se
vyskytujici parazité Protospirura muricola, Anatrichosoma sp. a Subulura sp
(PETRZELKOVA et al. 2006). Tito parazité byli u kockodant popsani jiz diive. Druh
Protospirura muricola byl nalezen u kockodana obecného v Kongu (VUYLSTEKE 1956),
Subulura sp. byla potvrzena u kockodana diadémového (Cercopithecus mitis kolbi) v Keni
(CAMERON 1930) a Anatrichosoma sp. se vyskytovala u nékolika druhii ko¢kodant, napf.
koCkodana husarského (Erythrocebus patas) nebo kockodana obecného (Chlorocebus
aethiops) (ORIHEL 1970). Tito parazit¢ se u nami vySetfovanych kockodani vibec
nevyskytovali a nebyla tudiz prozatim potvrzena domnénka, ze kockodani slouzi pro druh

Protospirura muricola jako rezervoar. Dal§im rezervoarem by mohli byt hlodavci, pfipadné je
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mozné, ze se Simpanzi nakazili P. muricola pted vypusténim béhem doby stravené v zajeti
(PETRZELKOVA et al. 2006).

JelikozZ se nepodafilo ziskat vice vzorkl z lesa, pochazi vétSina materialu z mist v blizkosti
lidskych obydli. Tato skuteCnost mize ovliviiovat nejen prevalence nalezenych paraziti, ale
zvySuje 1 moznost vyskytu zoonotickych parazitarnich rodi. Nicméné ve sbérech v lesich se

bude v budoucnu pokracovat.
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5. ZAVER

e Vysetfeni trusu volné zijicich koCkodanti Cervenozelenych (Chlorocebus aethiops
pyvgerythrus) prokazalo pritomnost intestinalnich paraziti FEntamoeba, lodamoeba, blize
nespecifikované améby, Trichuris, Strongyloides a blize nespecifikovana strongyloidni

vajicka.

e Nejcast€ji byla pomoci mikroskopického vySetieni diagnostikovana hlistice 7richuris.

¢ Pomoci PCR jsme potvrdili ptitomnost prvoka Blastocystis u vySetfovanych kockodant.

¢ U kockodant a Simpanzu, se kterymi jsme naSe vySetieni srovnavali, byli nalezeni tito

spoleCni parazité: Entamoeba, lodamoeba, Trichuris a Strongyloides.
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PRILOHA I.

Detekovani parazité u vySetfovanych vzorku trusu kockodana obecného
koprologickymi metodami a metodou PCR. Pfitomnost Blastocystis je pro veétsi
pfehlednost tabulky zobrazena pouze znaménkem +. K: Kageye, v blizkosti obydli
zamestnanci Tanzanskych NP, F: v blizkosti stanového hotelu Flycatcher, T: v blizkosti

turistickych chatek, N: Naykutukula, oblast vyskytu Simpanzi.

cislo lokalita koprologické metody PCR
vzorku nalezu flotace MIF izolace izolace
DNA kitem | DNA pomoci
F-CH
1 K Strongyloi nespecifikov. +
des améby

2 F Trichuris +

3 K

4 F +

5 K Entamoeba +

6 F +

7 F + +
8 K Trichuris nespecifikov. +

améby

9 K +

10 F

11 F

12 K

13 K

14 K

15 K

16 F Trichuris Strongyloide

s

17 F

18 F +

19 F Strongyloi
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20 F
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PRILOHA II.

Detekce PCR blastocyst v trusu kockodanti obecnych

Vvsledky gelové elektroforézy pri izolaci DNA fenol-chloroformovou extrakeci,

pozitivni kontrola pfedstavuje potvrzenou DNA Blastocystis sp. vyizolovanou kitem z trusu

§impanzl ze ZOO Liberec

12 34 56 78 9 101112 13 14 1516

500

Obr.A: Detekce Blastocystis v trusu kockodanu obecnych
1- 15: DNA ze vzorku trusu kockodant obecnych (vzorky ¢islo 1-15), 16: DNA marker.

1 2 34 56 78 9101112131415 1617

500

Obr. B: Detekce Blastocystis v trusu kockodanu obecnych
1-15: druha cast DNA ze vzorkd trusu kockodanti obecnych, (vzorky cCislo 16-30) 16:

pozitivni kontrola, 17: DNA marker.
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Vysledky gelové elektroforézy pri izolaci DNA komerénim kitem, pozitivni kontrola

predstavuje potvrzenou vyizolovanou DNA kitem z trusu §impanzii ze ZOO Liberec

12 34 56 7889 1011121314 1516 17

500

Obr. C: Detekce Blastocystis v trusu kockodanii obecnych
1-16: DNA ze vzorku trusu koCkodana obecnych (vzorky 1,2, 4, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, x, X,
13, 15, 16, 26) 17: DNA marker.

12 34 5 6 78 910 1112 13 14 15 16

200

Obr. D: Detekce Blastocystis v trusu kockodanii obecnych
1-14: DNA ze vzorku trusu ko¢kodana obecnych (vzorky 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25,
27,28, 29, 30, 31) 15: pozitivni kontrola, 16: DNA marker.



Nahradni gelova elektroforéza

1 2 3 4 5 6 7 8 9

500

Obr. E: Detekce Blastocystis v trusu ko¢kodanu obecnych

45

1-6: DNA vzorki trusu kockodant obecnych (vzorky 2, 3, 5, 14, 26, 31) 7, 8: pozitivni

kontrola, 9: DNA marker



PRILOHA III.

Obr.a: lodamoeba- cysta

Obr. b: Entamoeba- cysty
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Obr. c: Trichuris- vajicko

Obr. d: Strongyloidni vajicka
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Obr. e: Strongyloides- vajicko s larvou

Obr. f: Ascaris- vajicka s larvami
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Obr. g: Blastocystis- vakuolarni forma (z kultivace, foto: David Modry)
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