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Prace se zabyva zkoumdnim schopnosti Skeble asijské zachycovat
ve svém téle oocysty kryptosporidii (Cryptosporidium parvoum).
Teoreticka ¢ast objasiiuje problémy zptsobené kryptosporidiemi, resp.
jejich oocystami, v pitné vodé a ukazuje jedny z prvnich prokazanych
pfipadti interakce mezi mlzi a kryptosporidiemi. Praktickd cast
popisuje postup pokusti na mlzich, méfeni ziskanych vzorki a jejich
nésledné zpracovani. Experiment prokézal schopnost mlzii zachytit na
svych zabrach oocysty kryptosporidii. Tato schopnost je ovliviiovana
teplotou okolniho prostiedi. V systému dochazelo k postupnému
ubyvani oocyst, ktery byl sice relativné pomaly, ale Setrnéjsi nez jiné
metody pouzivané kjejich odstranéni =z pitnych vod. Zvoleny
modelovy druh- Sinanodonta woodiana se osvédcil jako velice vykonny

filtrator.
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UvVOD

1. Uvod

V ramci své stfedoskolské odborné ¢innosti jsem se rozhodla studovat interakci
mezi mlzi, resp. Skebli asijskou (Sinanodonta woodiana) a  kryptosporidiemi
(konkrétné druh Cryptosporidium parvum). Snazila jsem se zjistit, zda Sinanodonta
woodiana, coby pfirozeny filtrdtor ve sladkych vodach, pohlcuje i oocysty
kryptosporidii. Téchto vlastnosti by se poté dalo vyuZit kjejimu uplatnéni jako
biologického indikatoru ¢istoty vody nebo dokonce k odstrarovani kryptosporidii z
nadrzi. Tento vyzkum rozhodné neni samotcelny, nebot problematika patogennich
prvokt v pitnych vodéch je i u nds zdvaznym problémem.

Nemoc, kterou kryptosporidie zptisobuji, se nazyva kryptosporidiéza. Jedna se o
nelécitelné priijmové onemocnéni, které sice u zdravého ¢lovéka po nékolika dnech
samovolné odezni, ale u imunodeficitnich a imunosuprimovanych jedinci mize
zpusobit smrt.

Epidemie kryptosporidiézy jsou také zavaznym vodohospodarskym problémem.
Diky rezistenci klidovych stadii a vysoké infekénosti se tento prvok z pitnych vod jen
obtizné odstranuje.

Vysledky publikované ve svétové literatufe, tykajici se problematiky
odstratiovani oocyst Cryptosporidium parvum prfi tapravé vody jsou zatim
nedostacujici. Vzhledem k velké sloZitosti a ndro¢nosti analyz a mnoha faktoram
ovliviiujicim chovani oocyst pfi tpravé vody jsou vysledky jednotlivych pracovist
zatim jen obtizné srovnatelné. Stidle je velky nedostatek technologicky
interpretovatelnych vysledkt z laboratornich, poloprovoznich i provoznich pokust.
Dostupna data jsou nesystematicka a stale malo reprezentativni na to, aby bylo
mozno vyvozovat obecnéjsi zavéry (Frey a kol., 1998).

Sice jiz existuji zptlisoby, jak oocysty z vody spolehlivé odstranit, ale je to financ¢né i
Casove narocné.

Vlastni préci jsem provadéla v Laboratori lékarské a veterindrni parazitologie
Parazitologického tstavu AV CR v Ceskych Bud&jovicich, pod vedenim RNDr. Olega
Ditricha, CSc. Ten mi také navrhl mimo jiné toto téma a ja rada souhlasila, nebot mé

tato problematika velmi zaujala.
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2. Teoreticka cast- literarni piehled

2.1 Bivalvia (mlz)

MIZi jsou druhou nejpocetnéjsi skupinou ze sedmi tfid kmene Mollusca (mékkysi).
Vétsina zije v moftich, ptiblizné jedna tretina ve sladkych vodach.

Celkem je znamo asi 25 000 druht mlz4, z nichZ asi 20 druhi Zije na nasem tizemi.
Kromé skeble rybni¢né (Anodonta cygnea), vyskytujici se spise ve vodéch stojatych,
zije vmnasich potocich a fekach naptiklad velevrub malitsky (Unio pictorum)
s protdhle vejc¢itymi lasturami a vyrazné vyvinutym zamkem na vnitini sténé lastur.

V Sumavskych potocich se vyskytuje perlorodka fi¢ni (Margaritana margaritifera).

Jejich télo je chranéno lasturou, schrankou vylu¢ovanou plastém. V ni se jedinec
nachazi v poloze na boku. Pohyby lastur jsou zajistovany svéraci. Schranka byva
slabsi, jindy zesilend az masivni, vZdy se skldd4 ze tfi vrstev. Stavba stény misek
odpovid4d obecné stavbé schranek meékkyst, u nékterych skupin byva mohutné
vyvinuta perletova vrstva. Na vrcholu hibetni ¢asti jsou lastury kloubné spojeny
zamkem. Na povrchu lastury vidime soustfedné vrstevnice, které jsou dokladem

rastu Zivodicha.

Kvtli uzavfeni ve schrénce je télo ze stran zplostélé, bez ztetelné hlavy. Takto
zredukovand hlava jiZ neni nosicem smyslovych organd, tuto funkci prevzal okraj
plaste.

Noha je primarné velka, druhotné byva redukovand u pfisedlych forem. Je
vysunovana mezerou mezi pfednimi laloky plasté a slouzi k pohybu a cechrani
sedimentu. V noze byva byssova zlaza, produkujici pevnd vlakna k pfichyceni k
podkladu (byssova vldkna).

Zabry jsou silné modifikované. Péivodni lupinkovité Zébry (ktenidie) jsou vétsinou
nahrazeny nitkovitymi (filibranchie) nebo lamelovitymi (lamellibranchie) zabrami;
zabry mohou i zaniknout a namisto nich se objevuje pti¢na prihradka (septibranchie).
Kromé dychani slouzi zabry i k filtraci potravy (detritu, planktonu) z vody, mala ¢ast
mlz{ potravu vybira ze sedimentu nebo lovi vétsi kofist.

Voda se dostava do plastové dutiny otvorem pfi zadnim okraji (inhalantni otvor), v
jeho blizkosti se nachézi i otvor exhalantni, kterym voda plastovou dutinu opousti.

(viz.obr. 8 - ptilohy)
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Mezi dal$i vnitfni organy mlz{i patii mozkov4, télni a noZzni nervova uzlina; tsta
(postradajici radulu), zaludek, stfevo, fitni otvor; srdce, osrde¢nikova dutina a
pohlavni Zlazy.
MIZi jsou pfevazné gonochoristé a jejich vyvoj je nepfimy. Larva se u nékterych
druhti nazyva veliger, u jinych je parazitujici larva, glochidie. U hermafroditickych

zastupcti se rodi plné vyvinuti jedinci podobni dospélctim.

Zptisob zivota mlZti je rozmanity. Néktefi mlzi jsou volné pohyblivi, jini leZi na
dné ¢i ziji v norach pod povrchem dna, ve skaldch nebo ve dfevé. Zajimava je také
Usttice, ktera se ke svému podkladu pficementovavéd, nebo slavka, ktera se po

pfisednuti na misto pevné prichyti pomoci byssovych vlaken (Ryvolov4, 2005).

2.1.1. Sinanodonta woodiana Lea, 1834

Skeble asijska je celosvétove rozsifeny invazni druh, pochazi ptivodné z vychodni
a jihovychodni Asie. Rozsifeni v CR dosud neni zcela zndmo. Vyskyt byl zatim
prokazatelné zjistén ve ¢tyfech lokalitach, pfevazné na Moravé.

Zatazeni do systému je zaneseno v tabulce ¢.1.

Tab. ¢.1: Zatazeni v systému.

tfida Bivalvia Linnaeus, 1758 - mlzi

podtiida Eulamellibranchia Pelseneer, 1889 - listozabii
nadiad Palaeoheterodonta Newell, 1965

fad Unionoida Stoliczka, 1870

nadceled’ Unionoidea Rafinesque, 1820

celed™ Unionidae Rafinesque, 1820 - velevruboviti
podceled’ Anodontinae Rafinesque, 1820

rod Sinanodonta Modell, 1945 - $keble

druh Sinanodonta woodiana (Lea, 1834) - Skeble asijska
*Unionidae:

velevrub tupy Unio crassus Philipsson, 1788 - Cechy, Morava

velevrub maliisky Unio pictorum (Linnaeus, 1758) - Cechy, Morava

velevrub nadmuty Unio tumidus Philipsson, 1788 - Cechy, Morava

gkeble fi¢ni Anodonta anatina (Linnaeus, 1758) - Cechy, Morava

gkeble rybni¢na Anodonta cygnea (Linnaeus, 1758) - Cechy, Morava

gkeble plocha Pseudanodonta complanata (Rossméssler, 1835) - Cechy, Morava

Skeble asijska Sinanodonta woodiana (Lea, 1834) - neptivodni, Cechy, Morava
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Skeble asijska (Sinanodonta woodiana) Zije zahraband na dné stojatych a mirné

tekoucich vod, zejména v odstavnych ramenech a tinich, rybnicich a vétsich fekach.

Obr. é.1:

1- svalnata noha

2- smér pohybu zivocicha
3- dolni pfijimaci a horni
vyvrhovaci otvor

(zdroj: Biologie pro gymnazia,
J.Jelinek, V.Zich&k)

Télo ma ze stran zplostélé, s redukovanou hlavou. Je kryto dvouchlopriovym
plastém, vylucujicim 2 miskovité lastury shodné velikosti i tvarem. Mé&kké télo

7 Yz

Skeble je ulozeno uprostfed ve stfedni ¢asti dutiny, tvofené lasturami.

Yz Yz

U skebli povazujeme $irsi ¢ast jejiho téla za oddil hlavovy, uzsi ¢ast téla tvoii zad'.
Na uzsim konci téla jsou dva otvory: spodni otvor pfijimaci (inhalantni), jimZ je
okyslicend voda s mikroskopickou potravou nasavana do plastové dutiny a horni
otvor vyvrhovaci (exhalantni), ktery odvadi vodu a nestrdvené zbytky z kloakalniho
prostoru.

Svalnatd noha, umisténa v bfisni ¢asti téla, je ze stran zplostéla a sekerovita. Pti

lezeni a ryti do dna byva zpevnéna ptfitokem krve do krevnich dutin (erekce).

Travici trubice Skeble zac¢ind tstnim otvorem (mlzi nemaji slinné Zl4zy) a
pokracuje jicnem do Zaludku, obklopeného jatry (hepatopankreas). Pokracuje pak
stfevni klickou, sméfujici do hibetni ¢asti téla. Kone¢nik prostupuje osrde¢nikem a
asti v kloakalnim prostoru.

Srdce je uloZeno ve hibetni ¢asti téla v osrde¢nikovém vaku. Ma jednu komoru a
dvé predsiné. Cerpé okyslicenou krev ze Zaber a aortou ji vhani do hlavové &asti téla
a do utrob. Pfed navratem do Zaber se krev v metanefridiich zbavuje latek télu
skodlivych.

Krev mlz( obsahuje hemocyanin a je namodrala.

-10 -
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Dychaci astroji tvofi parové zabry, omyvané proudem okyslicené vody. Ty jsou
umistény po obou stranach téla.

Gangliova nervova soustava je vyrazneé bilaterdlné soumérna. Nervové uzliny jsou
vzajemné propojeny nervovymi vlakny. Skeble, stejné jako vétsina mlzfi, nema
vyvinuty o¢i. Zato maji smyslové tustroji c¢ichové - osfradium, parovou statocystu
(pro vnimani polohy téla) ve svalnaté noze a velké mnoZstvi smyslovych bunék,

rozloZenych po celém téle.

obr. €. 2: pricny fez Skebli
(zdroj: Biologie pro gymnazia, J.Jelinek, V.Zi¢kg
1- vaz spojujici obé lastury
2- lastura

3- stfevo

4- plast

5- zabry

6- srdce

7- pohlavni tstroji

8- nefridie

9- noha

10- plastova dutina

Skeble asijské je gonochoricky druh s vyvojem nep#imym. Jako véichni nasi velci
sladkovodni mlZi je oddéleného pohlavi. Spermie mlZ{i jsou nasavany do plastové
dutiny jiného jedince, v nizZ dochédzi k oplozeni vajicek. Larvy (tzv. glochidium,
viz.obr. €. 9 - piilohy) ziji ektoparaziticky. Maji lepkavé vlakno a malou ozubenou

skorapku. Urcitou dobu cizopasi na kiizi nebo Zabrach ryb.

2.2 Kryptosporidie

Jde o prvoky parazitujici primarné v bunkach gastrointestindlniho traktu, a to
mimo cytoplazmu. Hostitelem mohou byt savci, ptéci, plazy, nékteré druhy mohou

infikovat také ¢lovéka a pro Cryptosporidium hominis je ¢lovék primarnim hostitelem.

-11 -
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Kryptosporidie jsou fazeny do kmene Apicomplexa a v jeho rdmci jsou piibuzné
gregarinam.

Jako prvni popsal rod Cryptosporidium E. E. Tyzzer a to v roce 1910, kdy objevil a
pojmenoval druh Cryptosporidium muris v zaludku laboratornich mys$i. U ¢lovéka
byly kryptosporidie nalezeny aZ v roce 1976 u pacienti s imunosupresivni lécbou
nebo imunologickymi poruchami (Miesel et al. 1976, Nime et al. 1976).

Kryptosporidie by se daly rozdélit do dvou skupin podle mista, kde probiha
vyvojovy cyklus. Jedny se vyskytuji v Zalude¢nim epitelu, druhd skupina pak
v epitelu stfeva. Jiz podle tvaru oocysty se dd rozpoznat, ze které casti traviciho
traktu pochéazeji. Mensi a kulaté oocysty mGZeme nalézt v burikach stfevniho epitelu
(napt. C. parvum), vétsi a ovalné cysty jsou pak charakteristické pro epitel Zaludku
(napt. C. andersoni).

Kromé Sestnacti druhti kryptosporidii uvedenych v nasledujici tabulce existuje

velké mnoZzstvi genotypt, které by mohly byt v budoucnu popsany jako samostatné
druhy (Ryvolova 2005).

Tab. ¢.2: Pfehled popsanych druht kryptosporidii

DRUH KRYPROSPORIDIE AUTOR, ROK POPISU TYPOVY HOSTITEL INFEKCE
CLOVEKA
C. muris Tyzzer, 1910 Mus musculus ano
C. paroum Tyzzer, 1912 Mus musculus ano
C. meleagridis Slavin, 1955 Meleagris gallopavo ano
C. wrairi Vetterling et al., 1971 Cavia porcellus ne
C. felis Iseki, 1979 Felis catus ano
C. serpentis Levine, 1980 Elaphe guttata ne
C. bailey Current et al., 1986 Gallus gallus ne
C. saurophilum Koudela et Modry, 1998 Eumeces schneideri ne
C. andersoni Lindsay et al., 2000 Bos taurus ano
C. canis Fayer et al., 2001 Canis familiaris ano
C. hominis Morgan- Ryan et al., 2002 Homo sapiens ano
C. molnari Alvarez- Pellitero et al., 2002 Sparus aurata, ne
Dicentrarchus labrax
C. galli Ryan et al., 2003 Gallus gallus ne
C. suis Ryan et al., 2004 Sus scrofa ano
C. scophthalmi Alvarez- Pellitero et al., 2004 Scophthalmus maximus ne
C. bovis Fayer et al., 2005 Bos taurus ne

-12 -
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2.2.1. Cryptosporidium parvum Tyzzer, 1912

Cryptosporidium parvum je jednou ze stfevnich kryptosporidii schopnych infikovat
travici trakt a dychaci ustroji nejen zvitat, ale i ¢lovéka. Zptisobuje prajmova
onemocnéni- kryptosporididzu, ktera mtize v krajnim ptipadé koncit i smrti.

Infekéni formou C. parvum jsou vysporulované oocysty.

Ve svém zivotnim cyklu prochédzi C. parvum nékolika riznymi stadii a to vzdy
vjednom hostiteli. Ten pozfe ¢i inhaluje silnosténnou oocystu, zniz se uvolni
sporozoiti, ktefi napadaji a nasledné ni¢i epitel travictho a dychactho traktu.
Sporozoit se zméni v trofozoit, jeho jadro se poté déli a tim probihd nepohlavni
mnozeni za vzniku schizontt. U C. parvum jsou schizonti dvojiho typu a lisi se
poctem jader. Z jader vznikaji merozoiti.

Prvni typ schizonta md Sest az osm merozoitt, ti jej po dozrani opoustéji a infikuji
dalsi hostitelskou buriku.

Sexudlni rozmnoZovani muZe probéhnout pouze u merozoitd vzniklych ze
schizonta druhého typu. Ti jsou vzdy ¢tyfi a jeden takovy merozoit dava vznik
jednojadernému sam¢imu mikrogamontu. Z gamontti vznikaji gamety. Z oplozené
gamety makrogamonta vznikaji bud silnosténné nebo tenkosténné oocysty.
Tenkosténné oocysty zpusobuji autoinfekci a silnosténné odchazeji s trusem ven
z téla (Ryvolova 2005).

C. parvum se mnoZzi pouze v gastrointestindlnim traktu, ale dokdzZe velmi dlouho
prezivat ve vodéch, padach apod. Diky svym nepatrnym rozmértm (maji velikost
okolo 5 pm) a nizkym koncentracim (obvykle desitky az tisice jedincti na 100 litr() je
pfi tpraveé pitné vody tento organismus velmi tézko odstranitelny. Naopak, zna¢na
rezistence klidovych stadii umozZiuje jejich pfezivani a detekci i ve vzorcich, které

prosly slozitym zpracovanim.

Tab.3: Zatazeni v systému.

fise Protozoa (Goldfuss, 1818) R. Owen, 1858 - prvoci
podiise Alveolata Cavalier-Smith, 1991

kmen Apicomplexa - vytrusovci

rod Cryptosporidium

druh Cryptosporidium parvum

-13 -
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2.3. Kryptosporidiéza

Kryptosporidiéza je pomérné vzacné onemocnéni, kdy malé kokcidie infikuji a
destruuji mikroklky enterocytt. Parazit byl ptivodné povaZovan jen za pavodce
prajmu telat, pozdéji se potvrdily i infekce ¢lovéka.

Béznym Kklinickym obrazem kryptosporidiézy je tézky prijem vodnatého
charakteru, ktery obsahuje hlen, ale nékdy také krev. Imunokompetentni pacienti
pocituji pfi nemoci bolesti bficha, hlavy, trpi nechutenstvim, zvracenim a maji
zvysenou teplotu. Zpravidla se uzdravi spontdnné béhem 3-12 dni.

U imunosuprimovanych pacienti pribéh zavisi predevsim na stavu imunitniho
systému a celkové kondici, nékdy dojde i k extraintestindlni manifestaci (diseminace
parazita do jinych orgdnt majici epitelialni buriky) s postizenim plic, jater, slinivky

btisni nebo Zlu¢niku.

Pro kryptosporidiézu zatim neni zndma G¢innd terapie. Navic se poZiti oocyst
prakticky neda predejit. Oocysty parazita jsou zna¢né rezistentni na bézné uzivané
dezinfekéni prostfedky. Bézné hygienické zabezpeceni vody (chlorace) neni pfi
odstraniovani uvedenych prvoki viibec tcinné. Shrnutim tdajt uvadénych raznymi
autory porovnava Dolejs (1997) mnozstvi jednotlivych desinfekénich cinidel a
pottebnych dob kontaktu nutnych pro inaktivaci C. parvum. Potfebné davky resp.

doby kontaktu jsou pfili§ vysoké a pro bézné pouziti vétSinou mélo realné.

2.3.1. Epidemie kryptosporidiozy

Hlavni podil na kontaminaci vodnich zdroji prvokem Cryptosporidium parvum
maji pfedevsim hospodérskd zvitata a volné Zijici zvéf. Z jejich trusu jsou oocysty
odplavovany do podzemnich vod a dale do vodnich tokd. Riziko kontaminace vod
se zvysuje také napf. vyuzivdnim trusu hospodatskych zvitat k pfihnojovani poli.

Cetné zpravy o propuknuti epidemie kryptosporidiézy spojené s pitnou vodou
vseverni Americe, Velké Britdnii a Japonsku ukazuji, Ze voda jehlavnim
prostfedkem pro prenos kryptosporidiozy (Fayer 2004).

Jako infekéni dédvka se obvykle uvadi mnozstvi od pouhé 1 do 100 oocyst C.

parvum. Tento prvok mutZze u imunodeficientnich osob zptsobit Zivot ohroZzujici

-14 -



LITERARNI CAST
onemocnéni, mtze vsak infikovat i imunokompetentni jedince. Tato skute¢nost byla
potvrzena napt. pfi epidemii kryptosporidiozy v Las Vegas v roce 1994, ktera zasahla
predevsim HIV pozitivni populaci.

V soucasné dobé neexistuje zddnd tcinna lécba kryptosporidiézy. Nutna je vsak
podptrna terapie, spocivajici v rehydrataci organismu.

V Ceské republice byl ve vodéch zatim zjistén hojn&jsi vyskyt C. paroum. Zajimavé
vysledky ziskané v CR v Ceskych Budégjovicich publikovali Chmelik a kol. (1998).
Pozorovanim vyskytu kryptosporidiéz u déti ve véku 2 - 36 mésict se ukazalo, Ze
podil kryptosporidiézy na prdjmovych onemocnénich (11%) je srovnatelny
s podilem salmonely (11%) nebo rotaviru (13%). Srovnani poctu pacientt
s kryptosporidiézou u rtznych vékovych skupin vykazuje maximum u dvouletych
déti. Ohrozeny jsou pfedevsim déti ve véku do 5 let. Od Sesti let je uz cetnost

vyskytu kryptosporidiézy konstantni.

Pfitomnost C. parvum v pitné vodé predstavuje vyznamné zdravotni riziko. V
prabéhu 80. a 90. let byla popsdna fada epidemii kryptosporidiézy, predevsim v
USA a Velké Britanii. Nejznaméjsim pfipadem dokazujicim nebezpeci téchto prvoka
je velka epidemie v Milwaukee (USA, stit Wisconsin), ktera je nejvétsi dosud
popsanou epidemii svého druhu. Pfi této epidemii v roce 1993 prokazatelné
onemocnélo asi 400 000 lidi a nékolik desitek jich zemfelo (Mackenzie et al. 1995).

Z vysledkt analyz povrchovych vod na nékolika mistech v CR je zfejmé, Ze u nds
C. parvum piedstavuje vazny problém pro mikrobiologickou kvalitu vody. Je tfeba
dale pokracovat v monitorovani téchto prvoki v povrchovych zdrojich pitnych vod a
také sledovani jejich priichodu resp. jejich separace pfi tpravé pitné vody spolu s
naslednymi navrhy optimélnich technologickych postupti, =zajistujicich jejich

odstranéni.

2.4 Interakce mezi mlZi a kryptosporidiemi

Epidemiologicky vyznamnym problémem je vyskyt kryptosporidii v motskych
meékkysich. Odolné oocysty mohou prezivat pomérné dlouhou dobu i ve slané vodé.
Fayer et al. provedli v roce 1997 pokus, ve kterém byly tstfice vhofeny do slané vody
s oocystami. Po vySetfeni mlza bylo prokazano filtrovani oocyst (viz. obr.¢. 3)

V dalsich letech objevili oocysty i u komeréné chovanych mlzt.

Navzdory vSem nalezim kryptosporidii v mlzich doposud nebyly publikovany
zadné zpravy o kryptosporidioze zapii¢inéné konzumaci syrovych mlzi (Fayer et
Lindsay 2004).
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3. Material a metodika

3.1 Material

Jako material byli pouzity mlzi rodu Sinanodonta (S. woodiana) a oocysty
Cryptosporidium parvum vyizolované z trusu skotu, které byly Skeblim pfidany do
vody v akvariu.
hloubce kolem jednoho metru. Odbér probéhl na za¢atku kvétna roku 2006. Skeble
byly uskladnény v akvériich s odstatou pitnou vodou v mistnosti o teploté kolem
10°C. Jesté pred zacatkem pokusu byli mlzi vySetfeni na prfitomnost oocyst

kryptosporidii.

3.2 Metody

3.2.1. Piedpokus: Sledovani filtrace mlZi

Do akvaria naplnéného odstatou pitnou vodou bylo vloZzeno Sest Skebli
(Sinanodonta woodiana).

V pfedpokusu bylo pfidano v pfepoctu 1.6 milionu oocyst na jednoho mlze a
akvarium bylo pfemisténo do mistnosti o teploté kolem 10 °C. Cilem bylo ovéfit, zda
a v jakém méfitku jsou Skeble schopny filtrovat oocysty kryptosporidii.

Zabry jednotlivych gkebli byly vyplachnuty 10% roztokem PBS (fosfatovy solny pufr,
phosphate-buffered saline- 8 g NaCl, 0.2 g KCI, 1,44 g NEHPO, a 0,24 g KHPOy ) do
kterého se uvolnily oocysty. Tato tekutina byla nalita do ¢istych zkumavek a
zcentrifugovéna (15 minut, 2 500 otac¢ek/min). Na dné zkumavky se oocysty usadji,
veSkeré PBS stocime a znovu nafedime na 20ul. Oocysty byly pocitany v Biirkeroveé
komtirce na 25 ¢tvercich, ziskany pocet byl vynasoben 1000. Tim bylo docileno poctu

oocyst v1ml
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3.2.2. Pokus: Sledovani rychlosti filtrace za sniZené teploty

V samotném pokusu byly skeble umistény do chladiciho boxu o teploté 4 °C a do
odstaté pitné vody bylo pfidano 5 milionti oocyst na jednoho Zivocicha. Byla
zkoumdna rychlost filtrace skebli v prabéhu 12 dnt po pfidani oocyst a ovlivnéni
schopnosti filtrace pfi poklesu teploty. Metody tohoto pokusu byly identické

s pokusem predchozim.

4. Vysledky

4.1 Piedpokus:

sledovani filtrace za normalni teploty (10°C) v prabéhua 1 mésice

V predpokusu jsem ovéfovala schopnost mlzi nafiltrovat oocysty. Méfeni
probéhlo pouze 2x, protoZe jsem zkoumala tyto schopnosti nejen u skeble asijské (S.
woodiana), ale i u velevrubu malifského (U. pictorum) a Skeble rybni¢né (A. cygnea).

17. kvétna bylo pfidano 1.6 milionu oocyst na jednoho mlZze, 9. a 15. ¢ervna

probihala méfeni.

Graf ¢. 1: Vysledky predpokusu

——1752
35000 52006 3300
® 9.6.2006 0000 o
30000 mmo_.’)_rzm
15.6.2006 ® 27 000
25000 ® 25000
20000 - 20000 ® 21000
® 1800 017003
15000 - ) 16008 16000
14000 13000
10000 - ® 1100}
5000 -
0 - ) —
i (q\l o <t Lo \O — (q\l o i (q\l o < Lo \O
et et et et ] ] B> > > Nt Nt ] ] ] et
5 5 82 5 5 B # @ 9w B wm wm m m =
o= 1 =1 1 - - = = = g=p g=p B=p B=nl B=nl B=n
o o o o E E = = = 17 17 %) %) %) 0
ES) ES) o] o] e} e} [ < [} (o} (o} (o) (o) (o) (o}
> B B B B B E g g 2 & & & 92 g
< < < 2 2 2 < Q s ) ) 9} 9} 9] )
€ € 9§ € T € B B B &£ # & % £ 4
o o o o kY, kY, 2 5 5
> > > > > > = == ==
g £ £

-17 -



VYSLEDKY

4.2 Pokus:
Sledovani rychlosti filtrace za teploty 4 °C béhem 12 dnt

Pfi samotném pokusu jsem pocitala oocysty ze Zaber skebli za prvnich 12 dnfi.
16.1ijna 2006 bylo priddno 30 miliont oocyst kryptosporidii, v pfepoctu 5 miliont
na 1 skebli. Behem néslednych 12 dnti byl zjistovan pocet oocyst na Zabrach kazdého

jedince. 21.fijna uhynula Sinanodonta ¢.2.

Graf ¢. 2: Vysledky pokusu
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Tab. ¢. 3: Celkovy pocet oocyst na zadbrach skebli v prabéhu dvandcti dni.

Den odbéru Celkovy pocet oocyst na zabrach
1 0
2 16 000
3. 22300
4. 31 400
5
6
9

38 700
32 800
. 20900
10. 7100
12. 1100

Obr. €. 3: Oocysty na zdbrach mlze
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4.2.1 Jednotlivé grafy (hlavni pokus )

- narlst poc¢tu oocyst na zZabrach Sinanodonty woodiany

Graf ¢. 3:
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Graf ¢. 6:
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Graf ¢. 7:

8keble asijské 5
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Graf ¢. 8:
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5. Diskuse

Diky neustdle rostoucim ndrokéim na tzemi a zvysujicimu se znecisténi prirody
hrozi mnohym Zivocichim na nasem tizemi vyhynuti. Tato hrozba se netyka pouze
suchozemskych zvifat, ohrozeny jsou i mnohé vodni druhy, véetné mizd. Skeble
rybni¢na (Anodonta cygnea) patii mezi silné ohroZené druhy, perlorodka fi¢ni
(Margaritana margaritifera) a velevrub malifsky (Unio pictorum) jsou ze zakona
zatazeni mezi kriticky ohroZené druhy. Dalsi dva zastupci velevrubt (U. crassus a U.
tumidus) sice nejsou zakonem chranéni, ale jsou jesté vzacnéjsi nez dva vyse zminéné
kriticky ohroZzené druhy. BohuZel nejsou ohrozovény pouze ubyvanim jejich
pfirozeného prostfedi nebo znecisténim.

V poslednich letech se objevila hrozba ve formé introdukovaného druhu skeble
(Sinanodonta woodiana), ktery jim konkuruje. Skeble asijska se na nage tzemi dostala

spolu s rybami z Asie, na kterych jeji larvy (glochidie) cizopasi.

Patogennich prvoci v pitnych vodéch byvaji pomérné béznym jevem a predstavuji
zna¢ny problém. Neni ale viibec snadné zjistit ve vodé jejich pfitomnost. Pro
spolehlivou diagnostiku a zvlasté pro kvantifikaci je potteba filtrovat velké objemy
vody (standardné 1000 litrc1) a ve velkém objemu filtratu je pak pracné koncentrovat
(Ditrich et al. 2004).

Jak se vyjadfuje ve své bakalarské praci Kamila Ryvolova, bylo by mnohem snazsi
i ¢asové méné ndrocné, kdyby byla tato diagnostika provddéna na mlZzich z dané
nadrze. Je moZné, Ze by tato metoda byla jesté spolehlivéjsi, nebot se casto stava, ze
standardni testovaci metodou vyjdou vzorky negativné, ale vtkani mlza se
organismy nachézeji. Diivodem je vysokad schopnost mlze filtrovat, a to nejen jiz
zminéné kryptosporidie, ale i patogenni bakterie a viry. Tento poznatek by mohl byt
vyuzit v uplatnéni mlzt jakozto biologického indikatoru chemického, virového,
bakteridlntho nebo parazitdrniho zamoteni vody (Lowery et al. 2001; Fayer et al.
1998, 1999, 2003; Gomez-Couso et al. 2003).

Pokud by se mlzi méli v nasi zemi pouzivat jako bioindikatory, vyvstava dalsi
otazka, kterého zastupce si zvolit. V tu chvili se ndm nabizi napt. Skeble asijska
(Sinanodonta woodiana), ktera na nasem tizemi vytlacuje jiné kriticky ohroZené druhy.

Pokus s témito mlZzi probéhl dvakrat, poprvé na konci kvétna, podruhé v fijnu.
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Predpokus byl zaméfen predevsim na schopnost mlzi zachycovat ve svém téle
oocysty a tim sniZovat jejich pocet ve vodé v pribéhu delsi doby. Do vody
s oocystami imyslné nebyly prfidany zadné dalsi organismy, aby jim mlzi pfipadné
nedaly prednost. V pfedpokusu byly vyuzity i jiné druhy mlza (A. cygnea, U.
pictorum). Zajimavé je, Ze Skeble asijské byly, co se tyce nafiltrovdni oocyst,

nejvykonneéjsi.

Ve vlastnim pokusu jsem jiz pouze mapovala rychlost filtrovani skeble asijské za
snizené teploty béhem prvnich dvanacti dnt. Na grafu ¢. 2. je patrné, Ze mlzi
nafiltruji oocysty v nejvétsi mife béhem prvniho dne (az na Sinanodontu ¢.2, kterd
navic o nékolik dnti pozdéji uhynula), pozdé&ji uz jsou rozdily v poctu nafiltrovanych
prvokt zavislé na aktivité filtrace jednotlivych Zivocichi.

Za snizené teploty jsou Skeble kupodivu dost aktivni, ale v porovnani
s predkusem je pocet nafiltrovanych oocyst stale relativné nizky.

Bylo prokazano nafiltrovani oocyst a nédsledné jejich relativné rychlé ubyvani na
zabrach, jak je vidét na grafu ¢. 2. Tim tento pokus svymi vysledky ukazuje, ze mlzi
oocysty nejen filtruji, ale nejspiSe je i stravi. Jak jinak by dochédzelo k ubyvéani oocyst
na zadbrach mlza? Jedinou moZnosti je tbytek oocyst ve vodé, ktery mohl byt
zptsoben bud odstrafiovanim oocyst zvody diky mlzim, nebo pFipadnym
samovolnym rozpadem oocyst. Podminky, které byly pfi pokusu zajistény, nemohly
nijak vyrazné ovlivnit rozpad oocyst ve vodé a navic pokus trval pouze mésic. Za tak

kratkou dobu by k rozpadu oocyst dojit nemélo.

Myslim, ze tyto pokusy dostatecné prokédzaly schopnost mlzi filtrovat oocysty, a
diky houZevnatosti S. woodiana (za celou dobu pokusu doslo kjedinému thynu),
nadprimérné vykonnosti filtrace (viz. graf ¢.1) a tomu, Ze je na nasem uzemi
nepuavodni druh, by se dalo uvazovat nejen o jejim uplatnéni coby biologického
indikatoru kvality pitné vody, ale také k pozdéjsim laboratornim vyzkumdm.

Predtim je ale tfeba dikladné zvazit riziko jejtho pfemnoZeni v nddrZzich, nebot by

mohla vytlacovat ptvodni kriticky ohroZené druhy.
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6. Zaveér

Skeble asijskd (Sinanodonta woodiana) je vhodny modelovy druh pro popis
interakci s patogennimi organismy ve vodeé.

Mlzi jsou schopni nafiltrovat velké mnoZstvi kryptosporidii, s nejvétsi
pravdépodobnosti je i konzumuji. (Netroufdam si vSak tvrdit, jestli by
kryptosporidiim dali pfednost pfed béznou potravou.)

Tento proces je u Skeble asijské rychlejsi, nez naptiklad u Dreissena polymorpha (-
Ryvolova 2005) nebo u 8keble rybni¢né (Anodonta cygnea) a velevrubu malifského
(Unio pictorum) a je ovliviiovan teplotou (viz. str. 24).

Mlzi proto mohou byt uzivani jako indikatory pro stanoveni kryptosporidii,
pfipadné jinych parazitickych organismti, ve vodé.

K témto uceldm doporucuji pouzit kromé diive studovanych slavi¢ek (Dreissena
polymorpha) pfedevsim mnohem vétsi asijskou Skebli Sinanodonta woodiana, kterd je na
nasem tzemi také neptivodni, a proto by bylo moZné jeji vyuZiti i pro laboratorni

Ucely.
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8. Piilohy
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8.1 Obrazky Cryptosporidium parvum

Obr. €. 3: Oocysty na Zabrach mlze str.19

Obr. ¢. 4: Oocysty kryptosporidii vyplavené ze Zaber
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Obr. ¢. 5: Oocysty ve stievnim epitelu mlze

Obr. ¢. 6: Detail- stfevo mlZe s oocystami

_32-



Obr. €. 7: Vyvojovy cyklus kryptosporidie
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8.2 Obrazky skeble asijské ( Sinanodonta woodiana)

Obr. é. 1: Skeble zahrabana na dné str. 9
Obr. ¢. 2: Pricny fez skebli  str. 10

Obr. ¢. 8: Podélny fez Skebli (zdroj: Biologie pro gymnézia, J.Jelinek, V.Zical)

1- vstupni otvor
do plastové dutiny
s ¢ich. tstrojim
(osfradium),

2- plastova dutina,
3- svalové svérace,
4- Gstni otvor,

5- zaludek,

6- hapatopankreas,
7- stfevo,

8- fitni otvor,

9- nervova
soustava,

10- noha,

11- zaberni lupen,
12- srdce,

13- ledviny,

14- vyvrhovaci
otvor

Obr. ¢. 9: Parazitujici larva (glochidium)
(zdroj: Biologie pro gymnazia, 3
J.Jelinek, V.Zich&k)

1- svéraci svaly lasturek
2- prichytné trny
3- byssové vlakno
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fotografie Sinanodonta woodiana
(zdroj:Jifi Novak)

Obr. é.10:

Obr. é.11:

Obr. é.12:
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