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Abstrakt

Motolice parazitujici v jatrech zplsobuji zavazna onemocnéni lidi i1 zvifat po
celém svété. Mezi medicinsky a veterinarné nejvyznamnéj$i patii zéastupci celedi
Fasciolidae, Opistorchiidae a Dicrocoelidae. Zastupci jednotlivych  celedi
s celosvétovym rozsifenim, napf. Fasciola hepatica, nebo vazani na urcitou oblast,
napi. Clonorchis sinensis, zptsobuji zavazna onemocnéni lidi a jsou davodem
milionovych ztrat v chovech hospodafskych zvifat. Vyznamni zéastupci celedi
Fasciolidae, F. hepatica a F. magna, se vyskytuji i na uzemi Ceské republiky, kde
parazituji u hospodaiskych zvitat i divoké zvéte. Tyto motolice maji obdobny Zzivotni
cyklus skladajici se z mezihostitele, plze z ¢eledi Lymnaeidae, a definitivniho hostitele.
MozZnost pifenosu ndkazy zvolné zijicich zvifat na dobytek a hojny vyskyt
mezihostitelskych plzi znaéné komplikuje kontrolu téchto helmint6z. V soucasnosti se
ke sledovani motoli¢natosti vyuziva celd fada diagnostickych metod a nové také
prediktivni modely vyskytu na zaklad¢ ekologickych a geografickych dat (geograficky
informacni systém). Teoretickd ¢ast této prace shrnuje zdkladni informace
0 nejvyznamnéjSich zéstupcich motolic parazitujicich v jatrech, jejich diagnostice
a lécbé se zamétenim na jedince vyskytujici se na naSem tizemi. V praktické casti byly
aplikovany molekularné biologické a imunologické metody pro diagnostiku motolic
v ramci projektl Helmintologické laboratofe Ptirodovédecké fakulty UK. Za ucelem
zjisténi nakazy fasciolidnimi motolicemi byly provedeny dva experimenty.
Koprologické vySetieni a nasledna molekularni analyza u zubrt (Bison bisonus)
importovanych do Ceské republiky a imunologické vySetfeni pomoci metod ELISA
aimunoblot u berani experimentalné infikovanych F. hepatica. U zubrd byla
mikroskopickym vySetfenim prokazdna ndkaza motolicemi, kterda méla byt nasledné
blize urcena molekuldrni analyzou. Prostfednictvim molekulérni analyzy se nepodatilo
urcit duh motolice. U experimentalné infikovanych beranti byla potvrzena zvysujici se
hladina protilatek IgG, jako odpoveéd’ na infekci F. hepatica, a tim potvrzena Gspésna
experimentalni infekce. Prace navic zahrnuje molekularni analyzu vyvojovych stadii
pta¢ich motolic z ¢eledi Schistosomatidae zpusobujicich cerkariovou dermatitidu,
uréujici méné b&zné druhy motolic na tzemi Ceské repuliky. Vyznamné je také

prokazani infekce Trichobilharzia regenti u labuté jako definitivniho hostitele.

Kli¢ova slova: Jaterni motolice, Fasciola hepatica, Fascioloides magna, PCR, DNA,

ELISA, koprologie, diagnostika



Abstract

Liver infecting flukes are causatives of the serious diseases of humans and
animals worldwide. In terms of veterinary and medical importance, members of families
of Fasciolidae, Opistorchiidae and Dicrocoelidae are considered as the most important.
Worldwide distributed representatives such as Fasciola hepatica as well as
representatives with local occurrence e.g Clonorchis sinensis causing serious diseases of
humans and animals and are responsible for million dollar losses in livestock breeding.
Highly pathogenic members of the family Fasciolidae F. hepatica and F. magna are
widely distributed also in Czech Republic, infecting domestic and wild ruminants.
Fasciola hepatica and Fascioloides magna possess similar lifecycle comprising the
intermediate host — snails of the family Lymnaeide and definitive host. Control of these
helminthoses is complicated by transmission from wild ruminants to livestock as well as
the wide distribution of the intermediate hosts. Currently the number of diagnostic
methods is used for monitoring of trematodosis as well as the new predictive
approaches based on ecological and geographical data (geographical information
system). The theoretical part summarizes the basic information about the most
important representatives of liver flukes, their diagnosis and treatment with special
focus on representatives occurring in the Czech Republic. In experimental part,
molecular and immunological methods have been applied within the projects of
Helminthological laboratory, Faculty of Science, Charles University in Prague. To
detect infection by fasciolid flukes, two experiments have been performed. Coprological
examination of bison (Bison bisonus) revealed the infection of one sample by
trematodes, however molecular determination of the parasite failed due to failure of the
basic principles of the molecular analysis. Successful experimental infection of lambs
with F. hepatica, have been confirmed by immunological methods (Elisa, Immunoblot)
showing increasing IgG antibodies. Molecular determination of developmental stages of
bird schistosomes causing cercarial dermatitis in Czech Republic confirmed infection of
rare species of schistosomes in Czech Republic. In addition unique infection of the
swan by Trichobilharzia regenti have been confirmed.

Key words: Liver flukes, Fasciola hepatica, Fascioloides magna, PCR, DNA, ELISA,

coprology, diagnostics
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1 Uvod

Jaterni motolice jsou endoparazité obratlovcti postihujici jatra a zluCové cesty.
Maji slozity vyvojovy cyklus skladajici se zjednoho ¢i vice mezihostiteld
a definitivniho hostitele (Volf, 2007). Mezi motolicemi existuje mnoho druht
parazitujicich v jatrech, znichZ nékteré jsou typické pro danou oblast (Clonorchis
sinensis, Opisthorchis viverrini) a jiné se vyskytuji po celém svété (Fasciola hepatica).
Kromé zvitfat mohou jaterni motolice infikovat 1 ¢lovéka. Odhaduje se, ze fasciolidni
motolice postihuji vice nez 17 miliont lidi po celém svété a financni ztraty ¢ini az

3000 000 $ (Almeida, 2003; Mas-Coma, 2009).

Tato prace se vénuje predev§im veterindrné a medicinsky vyznamnym druhiim
jaternich motolic se zaméfenim na motolice vyskytujici se na evropském kontinentu,
tzn. Fasciola hepatica a Fascioloides magna. Fasciola hepatica je kosmopolitni parazit,
ktery mize kromé domacich ptezvykavcii infikovat i clovéka a zplsobovat tak
onemocnéni — fasciolozu. Clovék se miize nakazit napt. konzumaci rostlin obsahujicich
pfichycena infek¢ni stadia motolic (metacerkarie) (Kaufmann, 1996). Fascioloides
magna je parazitem predevSim volné Zijicich prezvykavcd, pivodem ze Severni
Ameriky. V dusledku spoleéné pastvy vSak muze postihovat i domaci dobytek
(Erhardova-Kotrla, 1971). Vzhledem k tomu, Ze F. hepatica a F. magna jsou v Ceské
republice zaznamenavany stale cCastéji, mad smysl sledovat rizikové faktory, které
k vyskytu pftispivaji, napf. vyssi thrn srazek apod. Nekteré ztéchto faktorti lze
dlouhodobé monitorovat a korelovat s ovéfenymi zdznamy vyskytu motolic. Nasledné
je mozné tvorit prediktivni modely ptfedpovidajici vyskyt motolic a umoznujici piijeti

preventivnich opatieni (Novobilsky, 2007b; McCann, 2010).

Literarni reSerSe shrnuje zékladni informace o morfologii, zivotnich cyklech,
patogenité¢ a vyskytu vybranych druhii jaternich motolic. Dale zahrnuje dosavadni
poznatky z oblasti 1écby a diagnostiky se zaméfenim na molekularné-biologické
a imunologické metody. Experimentalni ¢ast prace zahrnuje aplikaci diagnostickych
metod v ramci projektd Helmintologické laboratoie Ptirodovédecké fakulty Univerzity

Karlovy v Praze.
Hlavnim cilem bakalaiské prace bylo utfidéni dostupnych udaji souvisejicich
s diagnostikou a predikci vyskytu trematodéz se zaméfenim na fasciolozu

a fascioloidozu. Cile jsou podrobnéji rozebrany v samostatné kapitole.



2 Soucasny stav

2.1 Nejvyznamnéjsi zastupci jaternich motolic

Jaterni motolice, zejména tii Celedi (Dicrocoeliidae, Opisthorchidae a
Fasciolidae — taxonomické zatazeni, viz obrazek 1), se vyskytuji témét po celém svété
(Jira, 1998). V n¢kterych oblastech zpusobuji znacné ekonomické ztraty u
hospodaiskych zvifat a je dokumentovano také mnozstvi nadkaz ¢lovéka s naslednymi
zdravotnimi komplikacemi (napf. cholangiokarcinom, anémie, poskozeni jater, ikterus).
Obecné se jednd o parazity traviciho traktu savcu, kteti ke svému vyvoji potfebuji
jednoho nebo vice mezihostiteld. Dospélci jsou lokalizovani v jaterni tkani nebo

zlu¢ovodech (Volf, 2007; Jira, 1998).

[  FASCIOLIDAE | OPISTHORCHIDAE | | DICROCOELIIDAE |

[ ECHINOSTOMIDA | 1  PLAGIORCHIDA |

| DIGENEA |

[ TREMATODA |

[  NEODERMATA |

[ PLATYHELMINTHES |

[ EUMETAZOA |

| ANIMALLA |

Obrizek 1 - Taxonomické zaiazeni nejvyznamnéjSich Celedi jaternich motolic. Rige:
Animalia, PodfiSe: Eumetazoa, Kmen: Platyhelminthes, Podkmen: Neodermata, Trida:
Trematoda, Podtiida: Digenea, Rad: Plagiorchiida, Echinostomida, Celed: Dicrocoeliidae,

Opisthorchidae, Fasciolidae (Manga-Gonzalez, 2014)
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2.1.1 Celed Dicrocoeliidae

Pocetna skupina motolic zahrnujici vice nez 400 druhii. Jsou to parazité riznych
druhli obojzivelniki, plazd, ptakt a savcld. Veterinarné a medicinsky vyznamna je
motolice Dicrocoelium dendriticum (motolice kopinata), jejiz zakladni charakteristika je

shrnuta v tabulce 1 (Manga-Gonzalez, 2014).

Tabulka 1 - Zakladni charakteristika motolice Dicrocoelium dendriticum: velikost, vyskyt,

mezihostitelé, definitivni hostitelé, lokalizace a piiznaky (Jira, 1998; Votava, 2003; Beck, 2015)

DICROCOELIUM DENDRITICUM

Velikost 5-15x1,5-2,5mm

Evropa (Rack, 2004; Ondriska, 1989)

Afrika (Ofori, 2015)

Vyskyt nékteré Casti Severni Ameriky (Goater, 2007; Colwell, 2010)
Saudska Arabie (Albogami, 2015)

Japonsko (Ohtori, 2014)

1. plz z rodu napt. Zebrina, Theba a Helicella

Mezihostitelé . . .
2. mravenec z rodu Formica, Tetramorium a Catagliphys
Definitivni o
I ovce, koza, skot, muflon, ¢lovék
hostitelé
Lokalizace zlucové cesty, zlucnik
Ptiznaky .o , . - -
L zvraceni, prijem, zacpa, bolesti v oblasti jater a slinivky
onemocneni

Vyvojovy cyklus D. Dendriticium je trojhostitelsky, zahrnuje dva mezihostitele
(suchozemského plze a mravence) a definitivniho hostitele (pfezvykavce, clovéka).
Vajicka produkovana dospélou motolici se uvoliuji s trusem definitivniho hostitele do
vnéjSiho prostiedi, kde jsou poziena plzem. Uvniti plze se z vajicka uvolni miracidia
(larvalni stadia), ktera se zde vyviji ze sporocysty do stadia redie a nasledné cerkarie.
P1z vylucuje sliz obsahujici cerkdrie, tento sliz je pozfen mravencem, ve kterém cerkarie

encystuji na infekéni stadia pro definitivniho hostitele (metacerkarie).
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Nékteré cerkarie migruji do nervové soustavy mravence a méni jeho pfirozené
chovani. Infikovany mravenec v disledku poskozeni nervové soustavy setrvava na
vegetaci, se kterou je pozien definitivnim hostitelem. Metacerkarie se uvoliuji
V duodenu definitivniho hostitele, migruji do jater a nasledné putuji do Zlu¢ovych cest.

Zde dospivaji, pfijimaji potravu a znovu produkuji vajicka (Jira, 1998).

2.1.2 Celed’ Opisthorchidae

Do této Celedi patii mensi motolice parazitujici zejména u ptaka a savcti. Dva
nejvyznamngjsi druhy, které ro¢n€ nakazi miliony lidi, jsou Clonorchis sinensis
(motolice zlucova) a Opisthorchis viverrini (motolice thajska) (King, 2001). Ob¢ jsou
klasifikovany jako karcinogeny I. tfidy zpusobujici cholangiokarcinom. Zasadni roli pfi
tvorbé cholangiokarcinomu mé& mechanické poskozeni epitelu zlucovych cest
motolicemi, disledkem ¢ehoz vznikd zanét a infekce. Dale je to také toxicky efekt
exkre¢né-sekreCnich produktd (ES), tzn. latek produkovanych dospélymi motolicemi.
K tvorbé tohoto karcinomu mize pfispivat také piezivani motolic v lidském organismu
az 26 let (Bouvard, 2009; Hong, 2012; Sripa, 2012). Zakladni charakteristika téchto

motolic je uvedena v tabulce 2.

Tabulka 2 — Zakladni charakteristika motolic Clonorchis sinensis a Opisthorchis viverrini:
velikost, vyskyt, mezihostitelé, definitivni hostitelé, lokalizace a piriznaky (Jira, 1998; Votava,
2003, Volf, 2007)

CLONORCHIS SINENSIS OPISTHORCHIS VIVERRINI

Velikost 15 x4 mm 8 x2mm

Jihovychodni Asie, Japonsko,
Vyskyt Jizni Korea (Qian, 2012;
Sithithaworn, 2012)

Jihovychodni Asie (Sithithaworn,
2012)

1. plz z rodu Bithynia, Melania | 1. plz z rodu Bithynia a Lymnaea

Mezihostitelé » . . » . .
czIhostiete 1 o ryba z ¢eledi Cyprinidae 2. ryba z ¢eledi Cyprinidae
Definitivni clovek, kocka tkan s . .
e V CLOVEK, Kotka, pes, po ’ ¢lovek, pes, kocka, prase, cibetka
hostitelé prase
Lokalizace zluCovod, Zlucové cesty zluCové cesty
Ptiznaky zvétSeni a bolest jater, inava, ztrata hmotnosti, zvraceni, prijmy,

onemocnéni | Zlu€ové kameny (komplikaci je karcinom jater)
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Vyvojovy cyklus obou motolic je prakticky stejny. Zahrnuje dva mezihostitele
(vodni plz a ryba) a definitivniho hostitele (¢loveék, masozravi savci). Dospéld motolice
ve zluCovych cestach produkuje vajicka, kterd jsou uvolnovana trusem do vnéjSiho
prostiedi a pozfena vodnim plzem. Cerkarie uvolnéna z plze plave ve vod¢, kde
vyhledava vhodnou rybu, jejiz kazi penetruje. Ve svaloviné se opouzdii (encystuje)
na dalsi vyvojové stadium, tj. metacerkdrie. Koneénym hostitelem jsou zejména

masozravi savci i ¢loveék, ktefi se mohou nakazit konzumaci syrovych ryb (Bouvard,
2009; Jira, 1998).

2.1.3 Celed Fasciolidae

Do této Celedi patii velké motolice parazitujici u savci (pfedevsim prezvykavci).
Mezi veterinarné a medicinsky nejvyznamnéjsi druhy patii F. hepatica, Fasciola
gigantica a Fascioloides magna. Piehled fasciolidnich motolic, jejich hostitelt a oblasti
vyskytu shrnuje obrazek 2.

Morfologie Distribuce Definitivni hostitelé

Asie f;ﬂ‘ ﬂ
Afrika 73 F ! I

Hawai

Kosmopolitni %W ﬂ

-

@ Fasciola gigantica [%

Lymmnaeidae

\

Fasciola hepatica

~ Fasciola Asie m
g jacksoni
@37
Planorbidae Fascioloid ! fiag Seremiﬁmerikﬂm%
ascioloides |% :

|I @‘} . e Evropa !

| ] magna

| 5 3

|

| Parafasciolopsis Evropa %

III fasciolaemorpha

——— Fasciolopsis buski @ Asie ‘ﬁ

- Protofasciola robusta Afrika @

Echinostoma

Obrazek 2 - Fylogenetické vztahy fasciolidnich motolic (Fasciola buski a Echinostoma patii

mezi motolice stfevni, kterym se tato prace nevénuje), jejich, morfologie, definitivni hostitelé

a geograficka distribuce (Lotfy, 2008)
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Zivotni cyklus fasciolidnich motolic je dvouhostitelsky, zahrnuje tedy
mezihostitele a definitivniho hostitele. Piikladem muze byt Zivotni cyklus F. hepatica

(obrazek 3).

metacerkarie
encystované na
vodnich rostlinach

@ © o ==

Sporocysta Redie Cerkarie e volné plavouci cerkarie

16

miracidium

2]

vajicka ve vodé

prodélavaji dalsi vyvoj

= infekéni stadium vaji¢ka odchazi se stolici gt P
A= diagnostikovatelné stadium ven z téla dospélci ziji ve Zlucovodech

18]

Obrizek 3 - Zivotni cyklus Fasciola hepatica (CDC, 2013)

Dospélé motolice jsou lokalizovany ve zlu¢ovodech, kde produkuji vajicka,
kterd se spolu s trusem uvoliuji do vnéj$iho prostfedi. Pro vyvoj potiebuji vhodnou
teplotu a vodni prostfedi, ve kterém ve vajicku dochazi k embryonaci a vytvofeni
miracidia (prvni larvalni stadium). Miracidium aktivné hledd mezihostitele (plze
z ¢eledi Lymnaeidae) a pronika do né&j. V mezihostiteli se z miracidia vyvine matetska
sporocysta, ktera dava vzniknout matetskym rediim, ty pak samostatné migruji do
organovych soustav plze a produkuji dcefiné redie, uvniti kterych se ze zarode¢nych
bun¢k formuji cerkarie. Cerkarie opousti mezihostitele a dostdvd se do vodniho

prostiedi, kde se miiZe usazovat na vodnich rostlinach.
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Pfilnutim na vodni rostlinu se opouzdii (encystuji) na metacerkarie (infekcni
stadia). Metacerkarie na vegetaci jsou pozieny definitivnim hostitelem a putuji do
traviciho traktu. Poté se z nich uvolni mlada motolice, kterd putuje z tenkého stieva do
jater. Fasciola hepatica dospiva ve ZzluCovodech, kde dochazi k pifijmu potravy,

rozmnozovani a naslednému vylucovani vajicek (Pybus, 2001).

Vyznamnym zastupcem této Celedi v tropickych oblastech je F. gigantica, jejiz
velikost je 75 x 3-12 mm. Mezi rizikové oblasti, kde je prevalence u zvifat vétsi nez

50 % a u ¢loveéka ¢ini 19 %, patii napt. Egypt (Grabner, 2014).

2.2 Fasciolidni motolice v Evropé

Tato prace se zamétfuje zejména na druhy vyskytujici se v Evropé a v Ceské

republice, tedy F. magna a F. hepatica (viz obrazek 4).

Fascioloides magna

: L '::Fa:sciola hepatica

Obrazek 4 - Fascioloides magna a Fasciola hepatica: Jedinci ziskani pitvou jater nakazeného

byka plemene Highland (foto Tomas Siegel)
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2.2.1 Fasciola hepatica

Zakladni udaje o F. hepatica shrnuje tabulka 3.

Tabulka 3 - Zakladni informace o Fasciola hepatica: velikost, vyskyt, mezihostitelé,

definitivni hostitelé, lokalizace, pfiznaky onemocnéni (Jira, 1998)

FASCIOLA HEPATICA

Velikost 20-30 x 8-13 mm
Vyskyt kosmopolitni
T plz z ¢eledi Lymnaeidae, (Galba truncatula, L. columella, L.
Mezihostitelé - . .
humilis nebo rod Fossaria, ¢i Stagnicola)
Definitivni . . . i, X
hostitelé ptezvykaveci (skot, ovce, jelenoviti), prase, clovek
Lokalizace zlucové cesty
Ptiznaky zvraceni, prijem, ikterus, cholelithidza, eozinofilie, leukocytdza,
onemocnéni jaterni cirhdza
Vyskyt

e nejvetsi prevalence u ¢lovéka v nékterych castech Jizni Ameriky — Peru, Ekvador
a Bolivie (napf. oblast Altiplano mezi jezerem Titicaca a udolim mésta La Paz, kde

je prevalence velmi vysoka — 72-100%) a to i pies vysokou nadmoiskou vysku
38004100 m. n. m. (Fuentes, 2001)

e vyskyt F. hepatica v Evrop¢, viz obrazek 5
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Obrazek 5 - Rozsifeni Fasciola hepatica v Evropé (2000 - 2016): Portugalsko (Santos, 2012),
Spanélsko (Mezo, 2008), Francie (Ménard, 2001), Belgie (Bennema, 2009), Svycarsko (Rapsch,
2006), Italie (Rinaldi, 2015), Nizozemsko (Moll, 2000), Némecko (Kuerpick, 2012), Rakousko
(Kudlacek, 2012), CR (Chroust, 2006), Slovinsko (Vengust, 2003b), Chorvatsko (Matanovié,
2007), Bosna a Hercegovina (Hodzi¢, 2013), Albanie (Xhemollari, 2012), Srbsko (Pavlovié,
2014), Recko (Teofanova, 2011), Bulharsko (Teofanova, 2011), Rumunsko (Gabrielli, 2014),
Ukrajina (Morozova, 2004), Polsko (Kiziewicz, 2013), Bé&lorusko (Semyenova, 2006), Svédsko
(Novobilsky, 2015), Dansko (Olsen, 2015), Velka Britanie (Charlier, 2014), Irsko (Bloemhoff,
2015)
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2.2.2 Fascioloides magna
Zakladni udaje o F. magna poskytuje tabulka 4.
Tabulka 4 - Zakladni informace o Fascioloides magna: velikost, vyskyt, mezihostitelé,

definitivni hostitelé, lokalizace a ptiznaky (Pybus, 2001; Erhardova-Kotrla, 1971; Leontovy¢,
2014)

FASCIOLOIDES MAGNA

Velikost 4-100 x 20-35 mm

Vyskyt Severni Amerika, Evropa

plz z ¢eledi Lymnaeidae, v Evropé (Galba truncatula, Radix
Mezihostitelé labiata), v Severni Americe (Fossaria parva, F. modicella,
Stagnicola palustris nuttalliana)

e specifi¢ti — napf. jelen lesni (Cervus elaphus), danék evropsky
(Dama dama), srnec obecny (Capreolus capreolus), jelen

Definitivni wapiti (C. canadensis), jelenec bé&loocasy (Odocoileus

hostitelé virginianus), karibu (Rangifer tarandus)

e nespecificti (napf. skot, lama, ktn),

e netypiCti (napf. ovce, koza)

Lokalizace jaterni parenchym
Ptiznaky , . . . y .
. ubytek hmotnosti, eozinofilie, poSkozeni jater
onemocnéni
Vyskyt

e Severni Amerika a Evropa (Pybus, 2001), v disledku dovozu zvifat zaznamenana
také v nékterych ¢astech Afriky (Boomker, 1977) a Australie (Arundel, 1982)

e na evropském kontinentu byla F. magna zaznamenana poprvé v Italii (Bassi, 1875)
a pozde¢;ji i v fadé dalSich evropskych zemich (viz obrazek 6)

o v Ceské republice tuto motolici podrobné studovala v 60. letech 20. stoleti
Erhardové-Kotrla, kterd identifikovala Ctyii hlavni oblasti vyskytu F. magna
(1. Ceskobudgjovicko a Tieboiisko, 2. Pisecko a Milevsko, 3. P¥{bramsko
a Rozmitalsko, 4. Novohradské hory a okoli) (Erhardova-Kotrla, 1971), v téchto
oblastech byl v roce 2002 proveden dalsi prizkum a nasledna 1écba (Chroustova,
2004)
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e Vposlednich letech byla F. magna objevena u skotu pochazejiciho z biofarmy
v jiznich Cechach (Leontovy¢, 2014) nebo v obci Obecnice na Pibramsku (Ka$ny,
2012), jsou hlasena i dalsi mista vyskytu, napfiklad na jihozapad¢ u hranic

s Némeckem, na severu u polskych hranic nebo v blizkosti Karviné (Kasny, 2012)

Obrazek 6 - Rozsifeni Fascioloides magna v Evropé: Itilie (Bassi 1875), CR (Erhardova-
Kotrla, 1971), Chorvatsko (Marinculi¢, 2002), Rakousko (Ursprung, 2006), Madarsko
(Majoros, 1994), Srbsko (Trailovi¢, 2016), Slovensko (Rajsky, 2002), Polsko (Pyziel, 2014),
Némecko (Pl6tz, 2015), Slovinsko (Vengust, 2003a)

Patogenita

Projevy a pribéh infekce zavisi na mnoha faktorech (v€k, zdravotni stav
lesni mize dlouho odoldvat ndkaze 1 ptes vysoky pocet parazitujicich motolic, u srnce je
tomu naopak. Pfi infekci dochazi prvotné k poSkozeni jaterniho parenchymu vlivem
migrace juvenilnich stadii motolic. Dospélé motolice indukuji tvorbu pseudocyst, ve
kterych se vyskytuji nejCastéji v parech a zivi se krvi. Na povrchu 1 uvnitf jater, ale také

na plicich nebo miznich uzlinach, mizeme v disledku parazitace rozeznat tmavy
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pigment (hematin) vznikajici jako vedlejsi produkt pfi traveni krve (Chroustova, 2004;
Pybus, 2001; Erhardova-Kotrla, 1971).

U hostitela definitivnich specifickych je pseudocysta propojena se zluCovody
a diky tomu pak mohou byt vajicka uvoliiovana do vnéjSiho prostiedi (napt. u jelena se
mohou objevit pfiznaky jako je ubytek hmotnosti, ¢i snizena kvalita parozi) (Erhardova-

Kotrla, 1971; Pybus, 2001; Leontovyc¢, 2014).

U hostitelt definitivnich nespecifickych (neboli dead-end host) je pseudocysta
silné opouzdrena, diky ¢emuz jsou Zluc¢ovody neprichodné a vajicka i tmavy pigment se
hromadi v pseudocysté (k $ifeni motolice nedochazi). Casto dochazi k t&zkému
poskozeni jater, nebo az k uhynu jedince. Pfiznaky byly studovany vzacné napf.
u experimentalné infikovaného skotu ¢i morcat, kde byla pozorovdna zvySend hladina
eozinofil®, ztrata hmotnosti a zvySené hladiny nékterych jaternich enzymii (AST, GMT)

(Pybus, 2001; Leontovyc¢, 2014).

U netypickych neboli aberantnich hostiteli dochdzi k nadmérmné migraci
juvenilnich motolic a tim 1 k t€Zkému poskozeni jaterni tkané, krvaceni nebo zanétu
pobfisnice. Definitivni hostitel umird zpravidla do Sesti mésici od nékazy. Jen ztidka
tedy dochazi k dospivani motolice a produkci vajicek (Pybus, 2001; Erhardova-Kotrla,
1971; Leontovyc, 2014).

2.3 Pribéh nakazy

Infekce fasciolidnimi motolicemi probihd ve dvou fazich — akutni a chronické.
Pii pozfeni kontaminované vody nebo potravy se do téla hostitele dostava infekéni
stadium motolice — metacerkarie, ktera putuje do gastrointestinalniho traktu. Z
metacerkarie se zde uvoliiuji juvenilni motolice, jenZ migruji pres sténu tenkého stieva
do jater, kde vyvolavaji zanét. Motolice zanechavaji Svou migraci rozeznatelné stopy.
V jaternim parenchymu pohlcuji krev hostitele, coz miiZze zpiisobovat napt. anémii. Tato
faze se nazyva akutni a nedochdzi vni kuvoliovani vajicek. V chronické fazi
onemocnéni se dospélé motolice dostavaji na misto jejich definitivni lokalizace a

zpusobuji mechanické poskozeni (fibroza, kalcifikace).
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2.4 Diagnostické metody jaternich motolic

V soucasné dob¢ se k diagnostice jaternich motolic vyuzivd mnoho zakladnich
I modernich technik. Obecn¢ lze metody délit na ptimé (koprologie, molekularni
analyza, pitva) a nepifimé (napi. prukaz protilatky proti parazitovi). Pfimymi metodami
prokazujeme piitomnost parazita nebo jeho vyvojovych stadii. Metody nepiimé slouzi
K prikazu parametrii souvisejicich s parazitarni infekci (napt. prikaz protilatek proti
danému parazitu). Vyuziti diagnostickych metod v akutni a chronické fazi onemocnéni

shrnuje tabulka 5.

Tabulka 5 - Piehled diagnostickych metod: detekce, vyhody a nevyhody (Pybus, 2001;
Kaufmann, 1996; Wensvoort, 1982; Novobilsky, 2007a; Jira, 1998)

Metoda E;:zilz(ii; Vyhody Nevyhody
Pitva chronicka faze presne urcent invazivni metoda

parazita

vajicka motolic nelze vzdy
spolehlive rozlisit, detekce
az po 10. tydnu infekce

neinvazivni metoda,

Koprologie | chronicka faze jednoduchost

Molekularni | akutni,

, J e citlivost, specifita snadna kontaminace vzorku
analyza chronicka faze

jednoduchost a

Biochemie chronicka faze v
rychlost vySetteni

nespecifita

akutni, jednoduchost,

Hematologie s e v
g chronicka faze | rychlost vySetieni

nespecifita

citlivost, detekce
V prvnich tydnech
infekce

akutni,
chronicka faze

omezena specifita (zkiiZzené

Imunologie
g reakce)

2.4.1 Pitva

v

Mezi nejdéle pouzivané a nejspolehlivéjsi diagnostické metody patii pitva
infikované zvéie. Pseudocysty a juvenilni, ¢i dospé€la stadia motolic v duodenu, jatrech

nebo zlucovodech jsou jiz na prvni pohled patrna.
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Hlavnim diagnostickym znakem F. magna je tmavy pigment, ktery se nachazi
zejména na jatrech, ale mize byt i na jinych organech bfiSni dutiny. Pfi infekci
F. hepatica lze pii pitv€ pozorovat rozsahlé kalcifikace zluGovodu (Kaufmann, 1996;

Pybus, 2001). Obrazek 7 ukazuje infikovana jatra motolicemi F. magna a F. hepatica.

Obrazek 7 - Infikovana jatra: A — pseudocysta zplisobena Fascioloides magna; B -
kalcifikované ZzluCovody Vv disledku infekce Fasciola hepatica (fotodokumentace Katedry

parazitologie PfF UK)

2.4.2 Biochemické vySetieni

Hodnoty jaternich enzymi patfi mezi zastaralej$i a Casto spiSe nespolehlivé
ukazatele onemocnéni. Vyssi hodnoty poukazuji na poSkozeni jater, které mize souviset
S parazitarni infekci, ale mohou mit také jiné pti¢iny (hepatitida, tumor) (Dorchies,
2007). Piiklady enzymu pouzivanych pii biochemickém vySetfeni jako laboratorni

ukazatele jaterniho poskozeni (Racek, 2006):

e Aspartataminotransferaza (AST) — vyskytuje se v fadé organu (jatra, myokard,
kosterni svalstvo, erytrocyty), zvySena aktivita v séru je znamkou rozpadu

jaternich bunék (hepatocyti)

¢ Alaninaminotransferdza (ALT) — nejvice obsaZena v jatrech (myokard a kosterni
svalstvo — niz$i aktivita), aktivita je v séru zvySena jiz pii malém poskozeni

hepatocytt
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e Laktatdehydrogenaza (LD) — do cirkulace je uvolnéna jiz pii malém tkanovém

poskozeni (jatra, myokard, erytrocyty)

e Alkalicka fosfatdiza (ALP) — obsazena v fad¢ organti (jatra, myokard, kosti,
plice), jeji hodnoty jsou zvySené pii mnoha onemocnénich, napf. virové

hepatitidy nebo nadory jater

e Gamma-glutamyltransferaza (GMT) — obsazena pievazné v jatrech a ledvinach,

zvySené hodnoty jsou typické pro poskozeni hepatobilidrniho traktu

e Glutamatdehydrogendza (GMD) — nachazi se v fadé organti (myokard, kosterni
svaly, mozek), ale nejvice specifickd je pro jatra (pfi poSkozeni dochazi

K masivnimu vzestupu jejich hodnot)

2.4.3 Hematologické vySetreni

Hematologické vySetfeni periferni krve mulze, stejné¢ jako vySetfeni
biochemické, poukazat na parazitarni onemocnéni. Napi. F. hepatica se pii migraci do
jaterni tkané zivi krvi, coz mize byt pfi¢inou anémie (snizeni hemoglobinu v krvi pod
referenéni mez, snizeny pocet erytrocyti a hematokritu), kterou Ize hematologicky
diagnostikovat. Nicmén€ anémie muize mit i jiné pfiiny (hemolyza, krvaceni) (Jira,
1998; Doubek, 2003). Dale lze provést vysetieni krevniho obrazu, s jehoz pomoci lze
stanovit hladinu protilatek IgE. Tyto protilatky se u zdravych jedinct nachazi pouze
V nepatrném mnozstvi a zvySené hodnoty jsou napi. u alergii nebo parazitarnich

onemocnéni (Toman, 2009).

2.4.4 Imunologické vySetreni

Imunologické metody slouzi k prikazu protildtek proti danému parazitovi.
Prikladem téchto metod je hemaglutinace, ELISA (Enzym-Linked-Immunosorbent-

Assay) a imunoblot:

e Hemaglutinace — navazani protilatek na antigen na erytrocytech hostitele (pokud je
reakce pozitivni, dojde k vytvoreni shluku erytrocytd, tzv. aglutinatu) (Barttnkova,
2005); metoda byla vyuzita napf. pro diagnostiku infekce F. hepatica

u experimentalné infikovaného skotu (Levieux, 1992)
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ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) — metoda zaloZzend na interakci
antigenu a protilatky (na antigen nebo protilatku je vzdy navdzén enzym, ktery
katalyzuje pfeménu substratu, pridaného do reakce, na barevny produkt),
Vv laboratofich jsou dnes vyuzivany specidlni diagnostické soupravy ulehcujici tuto
metodu (napi. SVANOVIR® F.hepatica-Ab ELISA od firmy Boehringer Ingelheim
Svanova, BIO K 201 souprava pro detekci fasciola-antigenu nebo BIO K 211 pro
detekci F. hepatica u skotu a ovci od firmy Bio-X Diagnostics); kromé krve mohou
byt k testu vyuzity i sliny, slzy nebo trus (Toman, 2009), ptiklady studii, kde byla
ELISA vyuzita, jsou shrnuty v tabulce 6

Imunobloting - metoda zalozena na identifikaci konkrétniho proteinu ve vzorku
(reakce antigen-protilatka), proteiny jsou separovany elektroforézou a nasledné
preneseny na nitrocelulézovou membranu (pfenos antigenu do pevné faze a fixovani
jednotlivych frakci), pfenos mize byt uskute¢nén difazi nebo pomoci
jednosmérného elektrického proudu (electroblotting) (Bartunkova, 2005), pfi
diagnostice fascioldzy je tato metoda velmi pfesnd a umoziuje v€as zahdjit 1écbu
(Escalante, 2011); existuje fada imunoblotovych souprav (napi. Fasciola WB IgG,
kvantitativni test pro jaterni motolice), pritomnost protilatek proti motolici je
vizualizovana na diagnostickém prouzku modrym zbarvenim (LDBIO Diagnostics:
Fasciola WB IgG); modifikaci je ,,dot blotting* (vyuziva vy¢isténé nativni antigeny
nebo uméle piipravené rekombinantni antigeny v tekuté fazi, které se nanaseji na
membranu filtraci — metoda je snazsi, ale nakladnéjsi) (Barttnkova, 2005), dot-blot
byl uzit napf. v Egypté pii diagnostice F. gigantica u nakazenych pacienti;
vysledky byly vizualizovany na membrané a podle zbarveni mohla byt urcena

pozitivita, ¢i negativita (Kamel, 2013)
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Tabulka 6 - MozZnosti vyuZiti ELISA testu pro detekci protilatek proti fasciolidnim
motolicim Vv krvi, trusu a mléku u experimentalné i pfirozené infikované zvéfe a ptiklady

jednotlivych studii

Detekce protilatek v krvi
(reakce na pritomnost exkre¢né sekrecnich produkti motolic)

e diagnostika skotu na jatkach na pfitomnost protilatek proti fasciolidnim druhiim
ve Vietnamu, citlivost metody zde byla 86,1 % a specifita 70 % (Anderson,
1999)

e detekce protilatek proti F. hepatica vséru u experimentalné i piirozené
infikovaného skotu, diagnosticka citlivost byla 98% a specificnost testu ELISA
byla 96% (Salimi-Bejestani, 2005a)

e sledovani humordlni imunitni odpovédi experimentdlné infikovanych koz na
ptitomnost F. magna a F. hepatica, metoda ELISA se ukéazala byt velmi citliva,
ale nespecificka pro rozliSeni téchto druhi (Novobilsky, 2007a)

Detekce antigenu F. hepatica v trusu

e detekce copro-antigenu F. hepatica ve vykalech experimentalné infikovaném
skotu — tento kvantitativni test je mnohem citlivéjsi nez mikroskopické vysetieni
trusu, je rychly snadno proveditelny a uziteny pro vetsi mnozstvi vzorki

(Abdel-Rahman, 1998)

e detekce copro-antigenu za pouziti monoklonalni protilatky MM3 — diagnostika
F. hepatica u experimentalné¢ infikovanych ovci a pfirozené infikovaného skotu,

metoda je spolehliva, vysoce citlivd a usnadiiuje vEasnou diagnézu (Mezo,
2004)

Detekce protilatek v mléku

e diagnostika F. hepatica ve vzorcich mléka méla v této studii 92% citlivost a
88% specifi¢nost (hladina protilatek v mléku koreluje s hladinou protilatek
V séru, proto je toto stanoveni vhodné jako alternativa pro stanoveni v séru)
(Salimi-Bejestani, 2007)

e diagnostika jaternich motolic v Rakousku pomoci ELISA v hromadné nadrzi
mléka také vykazovala pozitivni korelace s hladinou protilatek v séru, a proto
byla prokazana jako uzite¢ny kontrolni diagnosticky nastroj (Duscher, 2011)

e testovani protilatek proti F. hepatica pomoci ELISA ve vzorku odebrané¢ho ze
smésné nadrze mléka v Némecku (Kuerpick, 2013)

e detekce protilatek, proti F. hepatica, ELISA pouzitda na vzorek odebrany z
hromadné nadrze mléka v Irsku, studie prokazala, ze 78 % skotu na farmach,
bylo vystaveno jaterni motolici (Selemetas, 2015)
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2.4.5 Koprologie

Koprologické vysSetfeni je mikroskopické vysSetfeni vajicek ve stolici (Jira,
1998). Vysetieni je Setrné a jednoduché. Nevyhodou je, Ze vajicka v trusu je mozné
prokazat az 10 tydnti po infekci. Pro jaterni motolice se nejéastéji vyuziva sedimentacni
metoda, pii niZ vajicka parazita klesaji na dno zkumavky diky své specifické hmotnosti.
Optimalni mnozstvi vzorku pro koprologické vysetfeni je 10 g. UrCeni konkrétniho
druhu motolice neni vzdy jednozna¢né, napi. vajicka F. magna, F. hepatica

a F.gigantica nelze morfologicky spolehlivé rozlisit (Kaufmann, 1996).

2.4.6 Molekularni analyza

Molekularni analyza slouzi k identifikaci segmentu DNA parazita ve vzorku.
Metody molekularni biologie jsou vysoce citlivé a spolehlivé (Tavares, 2011). Nejprve
je nutné provést izolaci DNA, ktera bude slouzit jako matrice pro amplifikaci
konkrétniho tseku. Izolaci je mozné provést z vajicek motolic ve stolici, je vSak potieba
rozrusit sténu vajicka (napf. homogenizace pomoci ultrazvuku nebo keramickych

kuli¢ek) (Harmon, 2006).

Pomoci fenol-chloroformové extrakce miizeme izolovat DNA z tkané parazita
(Capuano, 2007). Principem je rozdéleni slozek smési do né€kolika fazi, pii¢emz faze
obsahujici DNA se odsaje a uchova k dal§i analyze (Smarda, 2005). V soudasnosti je
nejuzivangj$i metodou izolace adsorpce DNA na silikdtovy povrch. Prvnim krokem je
lyze bunc¢k (uvolnéni DNA), nésleduje vazba DNA na silikatovy povrch kolonky.
Tretim krokem je opakované proplachnuti navazané DNA promyvacim roztokem
a posledni krok je uvolnéni ¢isté DNA z kolonky pomoci elu¢niho pufru (Zvarova,

2012). Po izolaci DNA nasleduje amplifikace konkrétniho tiseku.

Hlavni metoda amplifikace DNA je PCR (polymerazova fetézova reakce) a jeji
modifikace (Tavares, 2011). PCR je zalozena na replikaci useku DNA. Principem je
opakovana fizend denaturace dvouvladknové DNA a nasledna renaturace jednovlaknové
DNA se specifickymi oligonukleotidy (primery), které jsou v reakéni smési v nadbytku
a slouzi pak dale pro syntézu nového tetézce. Amplifikace probihda v opakujicich se
cyklech, které maji tii zakladni kroky — denaturace (zahiati DNA a rozpad vodikovych

mustk®), hybridizace (dosednuti primerti) a elongace (syntéza nového fetézce) (Smarda,
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2005). Existuje také fada modifikaci, které se vyuzivaji v parazitologii (Tavares, 2011).

v

Nejznaméjsi jsou:

Real time-PCR — amplifikace sledovaného useku DNA v realném case (lze ho
sledovat v kazdém cyklu reakce), reakce vyuziva fluorescencnich barviv (aplikace
do vzorku), vznikly signal je pfimo umérny mnozstvi vzniklého PCR produktu;
hlavni vyhodou Real time-PCR je kvantifikace poc¢atecniho mnozstvi DNA/RNA
(Smarda, 2005)

LAMP (Loop-Mediated Isothermal Amplification) — velmi citliva metoda
vyuzivajici ¢tyf specifickych primertt specialné navrzenych pro rozliSeni Sesti
ruznych sekvenci genu, jednoduchd a dostupné i pro mensi laboratote; z divodu
izotermického pribéhu reakce neni potfeba ndkladného pfistrojového vybaveni
(thermocycler) (Notomi, 2000); technika mize mit velky potencial pro detekci
fasciolidnich druhi (je desetkrat citlivéjsi nez ostatni modifikace PCR) (Ai, 2010)

PCR-RAPD (Random Amplified Polymorhic DNA) — vyuzivana pro diferenciaci
nékterych fasciolidnich motolic (McGarr, 2007), vyuziva kratkych primert o délce
8 — 12 nukleotidl s nezndmou homologii k cilové sekvenci DNA, které nasedaji na
vice mistech DNA, vysledkem je amplifikace velkého mnozstvi kratkych
fragmentl DNA; metoda se vyuziva napft. pro taxonomické studie, produkty PCR-

RAPD se vyuzivaji napt. pro piipravu hybridizaénich sond (Smarda, 2005)

PCR-RFLP (Restriction Fragmenth Length Polymorphism) — metoda, pii které
jsou amplifikované produkty Stépeny restrikéni endonukledzou a nasledné
analyzovany elektroforézou (Smarda, 2005); mezi F. hepatica a F. gigantica tato

metoda sledovala nékolik odchylek mezi sekvencemi nukleotida (Marcilla, 2002)

HRM (High resolution melting) — metoda slouzici k detekci mutaci
a polymorfismi, zaloZena na rozpadu dvouvldknové DNA, ktera je fluorescencné
znacena (rozpad vlaken DNA zavisi na poctu vodikovych mustkd, tzn. na poméru
part bazi a je zaznamenavan se snizujici se intenzitou fluorescencniho zaieni)

(Gundry, 2003; Wittwer, 2009)
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2.5 Lécba

K 1é€bée fascioldzy a fascioloidozy se uzivaji antihelmintika podédvana nejcastéji
peroralni formou (krmné smési) a vyjimecné injekéné. Lékem prvni volby proti vétsiné
motolic je praziquantel, ale proti fasciolidnim druhtim je tento 1ék netacinny (Chai,
2013). Hlavni antihelmintikum je tedy triklabendazol, ktery 0c¢inkuje na juvenilni
I dospéla stadia motolic (Fang, 2014). V poslednich letech vsak stoupa rezistence vaci
1é¢ivim a vyvoj novych preparatii nedosahuje pozadovanych vysledkii a ucinkt
(Fairweather, 1999). Priklady 1é¢ivych pfipravka shrnuje tabulka ¢islo 7. 1 kdyz bylo
dosazeno jistého pokroku, u¢inna vakcina proti fasciolidnim motolicim stale neexistuje.
Hlavnimi kandidaty na vyrobu vakcin by mohly byt antigeny nachazejici se na povrchu
migrujicich motolic (Toet, 2014; Turner, 2016). U skotu, jemuz byla podana oc¢kovaci
latka zaloZend na rekombinantnim katepsinu L1, bylo pii poradzce prokdzdno sniZeni

parazitarni zatéze (Golden, 2010).

Tabulka 7 - Priklady 1é¢iv uZivanych proti motolicim: u¢inna latka, zpisob podani, vyziti na

druh zvéfe a ucinek (Fairweather, 1999; Lacey, 1988)

u J¢inna Zpt e .o
Pripravek Uc, pus'013 Vyuziti Ucinek
latka podani
i roraln¢
Flukiver Closantel PEFOTATNe, 1 oyce, skot
subkutanné
Seponver Closantel peroralné ovce, skot naruseni oxidativni
Closantel + - fosforylace a spasticka
Supaverm peroralné ovce , .
mebendazol paralyza motolic
Rafoxanid + (vysoce ucinné proti
Ranizole ivermektin + | peroralné ovce, koza dospelym motolicim a
levamisol dobie ucinné i na
danék, jelen, | motolice star¢ 6 — 8
Rafendazol Rafoxanid + 1 x srnce, tydnil)
. peroralné
premix mebendazol muflon,
kamzik
o kot, ov Suji
Valbazen Albendazol | peroralné SKo, ovee, narusuji proces tv?rby
koza mikrotubuld, tim ze
. Triklabendaz vyvolavaji jejich
0 1
Fasinex 10% ol peroralné ovce, skot depolymerizaci
. Clorsulon + o "
Flukiver . . subkutanné | skot naru$eni
ivermektin 1
Clorsulon + glykolytického
Seponver . . subkutanné | skot metabolismu motolic
ivermektin
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2.6 Predikce trematodoz

Pro dlouhodobou predikci vyskytu nékterych druhii motolic, véetné jaternich, je
zapotiebi identifikovat rizikové faktory a stanovit moznosti provedeni riznych opatieni

(Fox, 2012).

2.6.1 Rizika spojena s vyskytem a nakazou motolic

Riziko ndkazy motolicemi zvySuji zejména klimatické podminky (teplota
a srazky) vhodné pro vyvoj motolice a zivot mezihostitele (plze). Vyssi prevalenci
a distribuci fasciolidnich motolic zaznamendvame v oblastech, kde se primérna ro¢ni
teplota pohybuje v rozpéti 10-25°C (Freitas, 2014). Pl1zi se vyskytuji hlavné v bazinach
a stojatych i tekoucich vodach (Kuerpick, 2013). Pro dobytek proto piedstavuji riziko
pastviny, na kterych se nachéazeji vodni plochy, nebo sem maji piistup voln€ Zijici
ptezvykavci, ktefi mohou kontaminovat prostfedi svym trusem (Howell, 2015;
McCann, 2010; Foreyt, 1976). Motolice se mohou také piizplisobovat novym
podminkam, napf. F. hepatica vyskytujici se zejména v nizinach se miize pfizpusobit
i vy$§im nadmoiskym vySkam 3800-4100 m. n. m. (oblast Altiplano) (Mas-Coma,
2001). U motolic z ¢eledi Opisthorchidae ptedstavuje hlavni riziko konzumace
syrovych ryb (mezihostitelé), které jsou v nékterych zemich tradi¢nim pokrmem (Dang,
2008), nizka informovanost o nakaze (Sithithaworn, 2012) nebo hygiena. Ptikladem
mohou byt nékteré oblasti v Cing, kde jsou toalety postaveny v blizkosti rybnikii. Pokud
je tedy clovék nakazen motolici dostavaji se vajicka do vnéjsiho prostfedi vykaly
a blizky rybnik je vhodny pro jejich vyvoj (Lun, 2005). Na zaklad¢ rizikovych faktort

je poté mozno vytvofit prediktivni modely slouZzici ke sledovani vyskytu onemocnéni.

2.6.2 Geograficky informac¢ni systém

V poslednich letech se k mapovani motolic vyuzivaji riizné prediktivni modely
zalozené na klimatickych datech (Howell, 2015). Roku 2000 vznikl plan, ktery si kladl
za cil vytvofit celosvétovou sit' spolupracujicich zdravotnickych a védeckych
pracovnikll za Gcelem rozvoje pocitac¢ovych modeli umoziujicich predefinovat oblasti
s vyskytem onemocnéni. Jednim z nastroju, s jejichz pomoci je mozné tyto modely

generovat je geograficky informacni systém (Malone, 2001).
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Geograficky informacni systém (GIS) je pocitacovy informacéni systém slouzici
k ziskavani, analyze, modelovani a vizualizaci dat (Tucek, 1998). V soucasné dobé¢ se
vyuzivd mimo jiné k mapovani v oblasti zeméd¢lstvi, zivotniho prostfedi nebo ke
sledovani chorob a piedvidani mozného nebezpe¢i (Fuentes, 2001). Dulezitad je
I souvislost GIS a jinych pocitacovych systémt (CAM, DPZ, NDVI) poskytujicich data,

ktera jsou informacnim systémem zpracovavana.

e CAM (pocitacova kartografie) — sbér a zobrazovani kartografickych
a geografickych dat
e DPZ (dalkovy prazkum Zemé&) — uchovavani a zpracovavani digitalnich

leteckych a vesmirnych snimku (Tuéek, 1998)

e NDVI (Normalized Difference Vegetation Index) — vyskyt zivé vegetace v urcité

oblasti

V poslednim desetileti uplatnéni GIS v parazitologii a veterinarni medicing
vzrostlo, protoze umoziuje propojit vliv prostfedi a Sifeni nemoci, ¢imz se pro toto
pouziti stava unikatnim (Lyseen, 2014). Pro mapovani rizika fasciolozy lze vytipovat
oblasti dle riznych kritérii, jako jsou vodni plochy, charakter pidy, vyskyt dobytka
(Tum, 2004).

Predikce vyskytu motolic pomoci GIS analyzy byla provedena jiz v nékolika
statech. V dubnu 2000 byl sestaven plan pro vytvoreni celosvétové sité spolupracujicich
zdravotnikd a védct. Model by mél kontrolovat nemoci pienasené plzi (Malone, 2001).

Studie predikce vyskytu motolic dosahuji pozitivnich vysledkid s pomoci GIS.

Jedna ze studii byla provedena napt. v Némecku, kde je primérné ro¢ni teplota
2 —8 °C a roc¢ni thrn srazek 789 mm. Cilem této studie bylo vyhodnotit séroprevalenci
F. hepatica u dojnic. Vzorky z hromadné nadrze mléka byly odebrany ze vSech
spolkovych zemi Némecka a vySetieny pomoci ELISA. Vysledky vySetfeni napomohly
pti sledovani riiznych prostorovych faktorti (GIS), které by mohly ovlivnit vyskyt
fasciolozy. Pro GIS analyzu bylo tfeba zaznamenat poStovni smérovaci Cislo farmy, ve
které byl vzorek odebran, hustotu dobytka, klimaticka data, vyuZivany typ plidy a vodni
utvary nachdzejici se na farmé. Primérnd séroprevalence v Némecku byla 23,6 %.
V jednotlivych regionech se séroprevalence liSila v zavislosti na geografickém rozloZeni
(napf. ve Slesvicku-Hol3tynsku byla prevalence nejvyssi, coz miize souviset s tim, Ze se

jedna o pobiezni stat s vetsi vlhkosti pudy). Zjisténé rizikové faktory pro vyskyt
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F. hepatica byly napt. mnozstvi dobytka v jednotlivych farmach, vyskyt vodnich ploch,
nadmoiska vyska (Kuerpick, 2013). Oproti jinym studiim (Bennema, 2009) nem¢éla
vV Némecku teplota a srazky na vyskyt F. hepatica vyznamny vliv. Zasadnim
problémem vyplyvajicim z této studie je, ze na mnoha farmach neni fasciol6za vcas
rozpoznana a vét§inou neni ani Ié¢ena z diivodu vysokych nakladi na 1é¢bu (Kuerpick,

2013).

GIS analyza pro predikci vyskytu motolic byla pouzita také v Etiopii, kde
odhalila, Zze nejvyssi prevalence F. gigantica je v zapadni ¢asti nilského povodi a také,
ze riziko infekce F. hepatica klesa s klesajici nadmoiskou vyskou (u F. gigantica je
tomu naopak) (Asrat, 2007).

Dalsi priizkum byl proveden ve Svédsku s cilem identifikovat oblasti vyskytu
F. hepatica a charakterizovat rizikové faktory. U skotu na farmach byly odebrany
vzorky krve. Hladina protilatek ve vzorku byla stanovena pomoci ELISA. Farmy byly
identifikovany pomoci poStovniho smérovaciho ¢isla (s vyjimkou cca 12 %). Stado,
ve kterém byl diagnostikovan alespoil jeden pozitivni vzorek, bylo oznaceno jako
séropozitivni. Celkova séroprevalence byla 9,5 % (nejvyssi na jihu Svédska). Ziskané
udaje odhalily souvislost vyskytu F. hepatica s mnozstvim srazek a teplotou, ale zadné
dalsi faktory s vyznamngj$i korelaci s vyskytem fasciolozy nebyly identifikovany

(Novobilsky, 2015).

GIS analyza byla vyuzita také pro identifikaci vyskytu O. viverrini v Thajsku.
Riznym veékovym skupindm obyvatel byly odebrany vzorky stolice, které byly
mikroskopicky vySetieny. VySetfeni odhalilo pfitomnost O. viverrini v 20,4 % vzorkd,
pficemz nejvyssi prevalence byla na venkové u obyvatel ve véku 50-59 let. VétSina
pracovala v zemédélstvi. Studie odhalila, Zze né&které skupiny obyvatel jsou k infekci
nachylnéjsi. S vyssi prevalenci souvisi napt. niz8i vzdélani a nizké povédomi ohledné
kontaminované potravy (Wattanayingcharoenchaia, 2011). Dale GIS analyza odhalila
vysokou prevalenci soustfed’ujici se v oblasti podél udoli feky Mekong. Rozdilné
prevalence v povodi fek mohou byt vysvétleny odlisSnymi stravovacimi navyky
obyvatel. Prevalence byla vyssi v oblastech s nizs$i nadmotskou vyskou a tam, kde se

nachézela puda s vy$$im obsahem vody (Wang, 2013).
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2.6.3 Opatreni proti vyskytu motolic

Zakladem je spravna diagnostika a Uc¢innd terapie. Erhardova-Kotrla

zaznamenala v 60. letech 20. stoleti v Ceské republice oblasti s vysokou prevalenci

F. magna. Béhem let 2002—2004 bylo v téchto oblastech znovu provedeno vysetfeni pro

zhodnoceni soucasného stavu vyskytu. Prevalence v téchto oblastech byla 56,2 %,

aproto bylo piistoupeno k1écbé pripravkem Rafendazol premix, diky némuz

prevalence klesla (Chroustova, 2004). Jednotliva opatieni lze rozdélit na fyzikalni,

chemické a biologické.

fyzikalni — odvodiovani a vysouseni pastvin (Charlier, 2011)

chemické — pouziti moluskocidi (hubeni plzli) je v soucasnosti diskutabilni,
ptipravek Frescon (i€¢innd latka N-tritylmorfolin) byl uzit pro kontrolu infekce
F. hepatica u ovci, jiz pii jedné aplikaci dosahla ucinnost 90 %, ale pii pouziti
moluskocidit dochazi také k poSkozeni ekosystému; alternativou jsou

moluskocidy z rostlinnych extrakti (Hammami, 2011; Crossland, 1976)

biologické — introdukce plzu, ktefi eliminuji vyskyt mezihostitelského plze nebo
vysazeni pfirozeného predatora; napf. zavedenim plzi Zonitoides nitidus
a Oxychilus draparnaudi doslo k eliminaci Galba truncatula (mezihostitel

fasciolidnich motolic) jiZz po jednom roce (Rondelaud, 2006)
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3 Cile prace

1. Shrnuti zékladnich informaci souvisejicich s morfologii, zivotnimi cykly a
patogenitou vybranych druhli jaternich motolic. Zvlast¢ pak informace o
predikci vyskytu motolic se zaméfenim na vyuziti geografického

informacniho systému.

2. Souhrn dosavadnich poznatkl z oblasti 1écby a diagnostiky se zaméfenim na

molekularni a imunologické metody.

3. Aplikace diagnostickych metod v rdmci projektii Helmintologické laboratoie
Piirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy v Praze, vcetné osvojeni
zakladnich technik uzivanych pro parazitologické vysetieni (koprologie,

molekularni analyza, sérologie).
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4 Material a metodika

V ramci praktické casti predkladané prace byly zpracovany vzorky tii studii
souvisejici s projekty Helmintologické laboratofe Pif UK, pfi kterych byly vyuzity

koprologické, imunologické a molekularni analyzy.

1. Diagnostika motolic ¢eledi Fasciolidaec a Paramphistomidae v koprologickém

materidlu importovanych zubrti (VP Ralsko) a nasledné molekuldrni determinace.

2. Molekularni diagnostika ptacich motolic zptisobujicich cerkariovou dermatitidu na

koupalistich v CR (osvojeni laboratorni metody).

3. Sledovani protilatkové odpovédi experimentdlné nakazenych berani motolici F.

hepatica.

4.1 Koprologické vySetieni

Material ke koprologickému vySetfeni na pfitomnost motolic F. magna,
F. hepatica a P. cervi, byl ziskan z trusu volné zijici zvéfe. Vzorky trusu byly uchovany
V lednici a pouzity ke zpracovani. Ctyfi vzorky pochézely od zubri (Bison bisonus)
z roku 2015 vyskytujicich se v oblasti byvalého vojenského prostoru Ralsko (import
z Bélovézského pralesa, Polsko). Dalsi dva vzorky trusu pochazely z roku 2013 z jelent

lesnich (Cervus elaphus) chovanych v obote To¢na v Brdech.

Vsechny vzorky trusu byly zpracovany sedimenta¢ni metodou, ktera vyuziva
specifické hmotnosti vaji¢ek motolic sedimentujicich na dno nadoby. Byl odebran
vzorek trusu o velikosti vlasského ofechu (10 g), ktery byl poté rozmélnén s vodou pies
sito do sklenéné nadoby a zbaven tak nestravenych zbytkd potravy. Suspenze se nechala
10 minut odstat a vznikly sediment byl pouzit pro mikroskopické vysetieni (Olympus
CX 21). Z kazdého vzorku byly zhotoveny celkem Ctyfi nativni mikroskopické
preparaty. Pfi pozitivnim nalezu vajicek motolic byl odebran vzorek sedimentu do
1,5 ml polypropylenové zkumavky pro molekularni analyzu. Pozitivni nalez vajicek
motolic byl dokumentovan na mikroskopu BX 51 (Olympus) se snimaci kamerou

DP 70 (Olympus) pomoci softwaru DP Controller (Olympus).
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4.2 Molekularni analyza

V experimentu 1 byla analyzovana rizna vyvojova stadia ptacich motolic
(dospélci, wvajicka, miracidia) pochazejici z uhynulych labuti. Materidlem pro
molekularni analyzu Vv ramci experimentu 2 byly vzorky trusu s nalezem vaji¢ek

motolic.

4.2.1 Experiment 1: Molekularni diagnostika ptadich motolic

zptisobujicich cerkariovou dermatitidu na koupali$tich v CR

V ramci osvojeni si vybaveni laboratofe byla molekuldrni diagnostika
realizovana nejdiive se vzorky ptacich schistosom (T. regenti a T. szidati) jejichz

zivotni cykly jsou v helmintologické laboratoti dlouhodobé zavedeny.

Material znézornuje tabulka 8. Na zékladé morfologie, lokalizace a definitivniho
hostitele bylo piedpoklddano, ze vzorky budou obsahovat motolice celedi
Schistosomatidae. Monitoring vyskytu ptacich motolic z ¢eledi Schistosomatidae na
koupalistich v CR je souéasti vyzkumu Helmintologické laboratofe P¥F UK, ktery
zapocal vroce 2013. Jednd se o sledovani druhového sloZzeni ptacich motolic na
vybranych vetejnych koupaliStich s vyskytem cerkariové dermatitidy. Toto onemocnéni
je na uzemi CR vyvoldno predeviim motolicemi z rodu Trichobilharzia. U ¢lovéka
dochdzi pii opakované ndkaze ktvorbé koZznich puchyit a skvrn v dasledku
penetrujicich cerkarii do ktize, kde jsou likvidovadny imunitnim systémem a nejsou

schopné dalsiho vyvoje (Jira 1998).

Tabulka 8 - Material pro diagnostiku ptadich motolic: vyskyt, datum odbéru, zkoumany

parazit
e Zdroj Lokalita Material Datlem

vzorku odbéru
L Labut’ III Berounka vejee (seskrgb z stfeva) 7.1.2016
2 erv ve sliznici
3 vejce (seskrab ze stieva)
4 ) , . ¢erv ve sliznici
5 Labut’ 853 Senecky rybnik vejce (seskrab ze stfeva) 2.3.2016
6 cerv z cévy
T Labur 738 | Plzeiisko vejee (seSkrab ze stieva) | 3 3 594
8 Cerv ve sliznici
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9 Labut’ 850 | Bolevecky rybnik | miracidia v trusu 2.2.2016

10 Labut’ Praha-Barrandov [~ (nOSI,ll S.l 1zp1ce) 25. 2. 2016

11 ¢erv (nosni sliznice)

12 vejce (seskrab ze stieva)

13 Labut’ Plzensko vejce (seskrab ze stieva) | 20. 1. 2016

14 cerv (ve stievni sliznici)

15 , L vejce (seskrab ze stieva)

16 Labut’ 836 Ejpovice vejce (setkrab ze stfeva) 6. 1. 2016
Izolace DNA

DNA ze vzorki fixovanych v 96% molekularnim etanolu byla izolovana pomoci
izola¢niho kitu Exgene tissue SV mini (GeneAll), dle pftilozeného protokolu.
Koncentrace a Cistota izolované DNA byla méfena na spektrofotometru ND-1000
(NanoDrop®).

Celkovy objem reakéni smési byl 50 pl, jeji slozeni shrnuje tabulka ¢islo 9. Jako
marker pro molekularni analyzu byl uzit Gsek ITS-1, ITS-2 a 5.8 S region rDNA.
Primery uzité k PCR reakci byly — its5Trem (5'-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-
3 aitsdTrem (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') (Dvotak, 2002). Soucasti reakce
byla také pozitivni a negativni kontrola. Pozitivni kontrola obsahovala izolovanou DNA

z cerkarii Trichobilharzia szidati a T. regenti.

Tabulka 9 - Reaké¢ni smés pro PCR reakci pii diagnostice pta¢ich motolic

Reakéni smés

REDTaq® ReadyMix (Sigma-Aldrich) | 25 ul
Primer forward 1 ul
Primer reverse 1wl
Destilovand H20 13 ul
Izolovand DNA 10 pl

Program cycleru: poc€ate¢ni denaturace 95°C 5 min; 35 x (denaturace 95°C
1 min, annealing 50°C 45 s, elongace 72°C 2 min), terminalni elongace 72°C 10 min,

chlazeni 4°C (Dvorak, 2002).
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Gelova elektroforéza

Nejprve byl pfipraven 1,5% agarosovy gel, pro vizualizaci bylo pfidano barvivo
SYBR Green | (Invitrogen). Roztok byl nalit do elektroforetické vany s hiebenem. Do
prvni jamky gelu byl vzdy nanesen velikostni standard GeneRuler mix (ThermoFisher
Scientific). Do ostatnich jamek byly naneseny vzorky ziskané z PCR. Elektroforéza

probihala pfi napéti 120 V.

Vyhodnoceni sekvenace

Ziskané sekvence byly upraveny v programu Chromas ze softwarového baliku
DNASTAR® (Lasergene). Sekvence primeri byly odstranény a sekvenacni chyby
opraveny. Upravené sekvence byly srovnany s databazi NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov),

pro predbézné zjisténi druhu motolic.

4.2.2 Experiment 2: Diagnostika fasciolidnich motolic

V koprologickém materidlu importovanych zubru (VP Ralsko)

Izolace DNA

Ze sedimentu koprologického vysetteni byla izolovana DNA pomoci izola¢niho
kitu QIAamp® DNA Stool mini kit (QIAGEN). Byl oznacen jako nejvhodné;si volba
kizolaci DNA ztrusu (Sieglova 2012). Pfi izolaci se postupovalo dle ptilozeného
protokolu. Vzhledem Kk nizkému poctu vaji¢ek ve vzorku byla DNA eluovéana do
mensiho objemu (50 pl), nez uvadi protokol (200 pul). Koncentrace a Cistota izolované
DNA byla métena spektrofotometrem ND-1000 (NanoDrop®). DNA byla izolovana
také z negativnich vzorkd trusu, ke kterym byla ptidana vajicka F. magna, F. hepatica
asmeésny vzorek s F. magna i F. hepatica. Tyto vzorky piedstavovaly pozitivni

kontrolu izolace DNA.

Jako marker (specificka nukleotidova sekvence) pro molekularni analyzu byl
uzit ITS-2 (Internal Transcribed Spacer) region ribozomalni DNA o velikosti 364 bp,

podle kterého muzeme rozeznat jednotlivé druhy motolic. Na zaklad¢é odliSnosti
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v sekvenci ITS-2 byly pro rizné druhy motolic navrzeny a pouzity specifické primery
(forward a reverse) znazornéné v tabulce 10 (Kralova-Hromadova, 2008). Celkovy
objem reak¢ni smési (tabulka 11) pro PCR reakci byl 25 ul. Izolovana DNA a H,O byly
doplnény na zékladé¢ naméfené koncentrace. Jednotlivé vzorky byly testovany na
pritomnost F. hepatica, F. magna, P. Cervi, jejichz vajicka jsou morfologicky
nerozliSitelnd. Jako pozitivni kontrola byly pouzity vzorky trusu, k nimz byla pfidana
vajicka motolic F. magna a F. hepatica (kontrola izolace DNA). Dalsi pozitivni
kontrolu pfedstavovala DNA izolovana piimo z ¢ervu (F. magna, F. hepatica, P. cervi).

Tato kontrola hodnotila pribéh PCR reakce.

Tabulka 10 - Primery pouZité pro PCR reakci (Kralova-Hromadova, 2008)

Druh motolice Sekvence Amplikon

Fw: 5"-ACCAGTTATCGTTGTGTTG-3"

Fascioloides magna | pey, s+ CCGTCTTTAAACAACAG-3”

152 bp

Fw: 5-CTTATGATTTCTGGGATAATT-3’

Fasciolahepatica | pey. 5. CCGTCGCTATATGAAAA-3'

112 bp

Fw: 5'-CGCGTCTTGCTGGTAGCGCAGAC-3”
Rev: 5'- 161 bp
GTAACAGAACACCACAGTAGGTGATCA-3”

Paramphistomum
cervi

Tabulka 11 - Reakéni smés pro PCR

Reakéni smés

REDTaq® ReadyMix (Sigma-Aldrich) | 12,5 pl

Primer forward (dle tabulky ¢. 8) 0,5 ul

Primer reverse (dle tabulky ¢. 8) 0,5 ul

Destilovana H20 ruzné mnozstvi

Izolovanid DNA dle naméfené koncentrace

Takto ptipravené vzorky byly promichany a vlozeny do termocycleru C1000
(Bio-Rad). Program cycleru: pocate¢ni denaturace 94°C 5 min; 30 x (denaturace 94°C
30 s, annealing 55°C 30 s, elongace 72°C 2 min), termindlni elongace 72°C 10 min,

chlazeni 4°C.
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Gelova elektroforéza

Postup pfi elektroforéze byl stejny jako u experimentu 1.

4.3 Imunologicka diagnostika

Materialem pro imunologické vySetieni byla séra z beranli experimentdlné
nakazenych F. hepatica vramci projektu Farmaceutické univerzity UK v Hradci
Kralové. K vysetfeni byly pouZzity negativni vzorky sér pfed nakazou z 22. 1. 2016
a pozitivni vzorky sér po ndkaze z 11. 4. 2016. Berani byli oznaceni pismeny A, B a

C. K diagnostice byly vyuzity dvé metody - imunoblot a ELISA.

ELISA

Prvnim pouzitym antigenem byly koncentrované a piecisténé exkreéné-sekrecni
(ES1) produkty motolic F. hepatica, tzn. latky produkované dospélymi motolicemi do
kultivaéniho média (Jira, 1998). Druhym antigenem bylo nekoncentrované nepiecisténé
RPMI 1640 kultivacni médium (odebrané po 6 h inkubace dospélych Cervii F. hepatica)
s ES produkty (ES2). Antigen ES1 byl nafedén uhli¢itanovym pufrem (pH = 9,6) na
vyslednou koncentraci 0,6 pg na jamku. Dale byl pfipraven druhy antigen ES2
0 neznamé koncentraci, 5 ul na jamku. Oba antigeny byly ve 100 ul uhli¢itanového
pufru napipetovany do piislusnych jamek (tabulka 12) a inkubovany pies noc. Druhy
den byly z jamek vymyty nenavazané zbytky antigenu fosfatovym pufrem - PBS (0,1
M; pH = 7,2) s ptidavkem 0,05% Tween (Bio-Rad). Promyvani bylo provedeno tiikrat
po 1 min. Za ucelem zamezeni tvorby nespecifickych vazeb, byla desticka blokovana
roztokem 1% BSA s PBS a 1 h inkubovana pii pokojové teploté. Z desticky byly poté
odstranény zbytky blokovaciho roztoku a do jamek byla napipetovana primarni
protilatka (beranc¢i sérum) nafedéna v poméru 1:50 s PBS, celkem 100 pl (tabulka 12).
Desticka byla 3 hodiny inkubovana pii pokojové teploté. Po inkubaci byla desticka opét
téikrat promyta PBS (3x1 min) a nasledné byla piidana sekundarni protilatka (anti-sheep
IgG) nafedéna v poméru 1:1000 v PBS, celkem 100 pl. Inkubace probihala 1 hodinu pfi
pokojové teploté, desticka byla opét promyta (3x1 min) a do vSech jamek byl pridan
TMB substrat (tetramethylbenzidin), celkem 100 pl.
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Po ptidani substratu se ihned objevilo modré zbarveni. Absorbance byla métena

pfi 635 nm na piistroji Infinite M200 (Tecan).

Tabulka 12. Schéma ELISA experimentu (Ag: — antigen;-ES1 produkt; Ag. — antigen,-ES2-
RPMI médium; 1a — sérum z 11. 4. 2016; 1g — sérum z 22. 1. 2016; 2 — sekundarni protilatka)

1 2 3 4 5 6 7 8

A | beran A (Ag1 + 1a +2) | beran B (Ag1 + 1a + 2) | beran C (Ag: + 1a + 2)
B | beran A (Ag: + 1g + 2) | beran B (Ag: + 1g + 2) | beran C (Ag: + 1 + 2)
C pufr + 2

D pufr

E | beran A (Ag2 + 1a + 2) | beran B (Ag2 + 1a + 2) | beran C (Ag2 + 1A + 2)
F | beran A (Agz2 + 1g + 2) | beran B (Ag2 + 1g + 2) | beran C (Ag2 + 1g + 2)
G pufr + 2

H pufr

Imunoblot

Nejprve byl pfipraven antigen (35 pl ES1 produktd, ¢ = 0,7 pg/ ul). Do
zkumavky s antigenem bylo pfidano 15 pl fosfatového pufru a 12 pl vzorkového
redukujiciho pufru (s 50 mM DTT - dithiothreitol). Vzorek byl separovan
(elektroforéza) v 12% polyakrylamidovém gelu Mini Protean TGX Precast Gels (Bio-
Rad) pii 150 V za pouziti Mini-PROTEAN Tetra Vertical Electrophoresis Cell (Bio-
Rad). Jako marker byl pouzit Precision Plus Protein™ (Bio-Rad). Separované proteiny
v gelu byly nésledné elektrotransferovany na PVDF membranu pomoci blotovaciho
zatizeni Trans-Blot® Turbo™ Transfer System (Bio-Rad). Membrana s proteiny byla
blokovana (5% odtuénéné mléko, 2,5% BSA ve fosfatovém pufru s 0,05% Tween), aby
nedoslo k tvorbé nespecifickych vazeb. Z blokované membrany byly nésledné odfiznuty
standardy a zbytek obsahujici antigen byl rozfezan na 12 c¢asti. Tyto casti byly
pfemistény do vanicky dle tabulky 13. Do jednotlivych jamek byl pfidan 1 ml séra
izolovaného z experimentalné infikovanych berankt fedéného v poméru 1:100 PBS
s 2,5% BSA (inkubace 1 hodinu a 30 minut). Po inkubaci byly membrany promyty PBS
(3 x 5 min). Nasledn¢ byla pridana sekundarni protilatka (anti-sheep IgG) fedéna 1:1000
(inkubace 1 hodinu). Po inkubaci byly membrany promyty stejnym zpusobem jako
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v predeslém kroku a poté byly membrany vyvinuty pomoci kitu Opti-4CN (Bio-Rad) az
do vzniku ¢erného zbarveni vV mistech reagujicich proteind, poté byla reakce zastavena

pridanim destilované vody.

Tabulka 13 - Schéma imunoblotu (Ag: — antigen;-ES1 produkt F. hepatica; 1a — sérum z 11.
4. 2016; 1g — sérum z 22. 1. 2016; 2 — sekundarni protilatka)

1 | beran A (Agit 1a+2)

2 | beran A (Agit+ 1gt+2)

3 |pufr+2

4 | pufr

5 | beran B (Agit+ 1at+2)

6 |beranB (Ag:+1s+2)

7 | pufr+2

8 | pufr

9 | beran C (Agy + 1a+2)

10 | beran C (Ag: + 1g+2)

11 | pufr +2

12 | pufr
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5 Vysledky

5.1 Koprologie

Mikroskopickym vySetfenim trusu byl z Sesti vzorkl potvrzen jeden pozitivni
(vajicko motolice v trusu zubra). Celkova parazitémie byla nizka. Podaftilo se zachytit
pouze jedno vajicko na 4 mikroskopickych preparatech z daného vzorku (obrazek 8).
Jelikoz dle morfologie nelze sjistotou urcit druh motolice, byla u tohoto vzorku

provedena molekuldrni analyza.

Obrazek 8 - Vaji¢ko motolice z trusu zubra (dle morfologie se mize jednat o Fascioloides

magna, Fasciola hepatica, Paramhistomum cervi)

42



5.2 Molekularni analyza

5.2.2 Experiment 1: Molekularni diagnostika ptacich motolic
zptsobujicich cerkariovou dermatitidu na koupalistich v CR
U jednotlivych vzorki byla méfena koncentrace a Cistota izolované DNA.

Vysledky tohoto méfeni shrnuje tabulka 14.

Tabulka 14- Koncentrace a ¢istota izolované DNA z labutich vzorka

Cislo vzorku | Koncentrace (ng/ul) | A (260/280 nm) | A (260/230 nm)
1 38,9 1,9 1,37
2 6,9 1,85 0,41
3 1446 1,84 2,43
4 130,3 1,83 2,17
5 129,7 1,93 2,65
6 8 2,11 0,73
7 49,2 1,75 2,56
8 47,2 1,72 1,29
9 2,1 1,39 3,98
10 28,2 1,76 2,34
11 12,2 1,60 0,71
12 85,1 1,81 2,74
13 142,7 1,85 1,71
14 37,0 1,59 1,16
15 178,0 1,86 2,18
16 11,6 2,08 0,74

Gelova elektroforéza

Pomoci univerzalnich primeri pro celed Schistosomatidae se podafilo
amplifikovat pozadovany usek DNA u nékterych vzorka. Dle velikosti fragmentu nelze
jednoznacné urcit, o jaky druh motolice se jednd. Na obrazku 9 jsou znazornény
fragmenty, které byly vyfiznuty a odeslany k sekvenaci. Byly k ni odeslany i fragmenty

nenachazejici se ve specifické oblasti.
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Obrazek 9 - Elektroforéza z izolované DNA ptacich motolic: M (marker), 1.1,1.2 (DNA —
vejce seskrab ze stfeva), 2 (DNA — Cerv ve sliznici), 3.1,3.2 (DNA — vejce sesSkrab ze stieva),
4.1, 4.2, 4.3 (DNA — Cerv ve sliznici), 5 (DNA — vejce seskrab ze stieva), 6.1, 6.2 (DNA — Cerv
Z cévy), 7 (DNA — vejce seskrab ze stieva), 8.1, 8.2, 8.3 (DNA — Cerv ve sliznici), 9 (DNA —
miracidia v trusu), 10.1, 10.2 (DNA - vejce Vv nosni sliznici), 11.1, 11.2, 11.3 (DNA - &erv
Vv nosni sliznici), 12 (DNA — vejce seskrab ze stieva), 13 (DNA — vejce seSkrab ze stieva), 14.1,
14.2 (DNA — ¢erv ve stfevni sliznici), 15 (DNA — vejce seSkrab ze stfeva), 16 (DNA — vejce
seSkrab ze stfeva), PK1 (pozitivni kontrola Trichobilharzia regenti), PK2 (pozitivni kontrola

Trichobilharzia szidati), NK (negativni kontrola)

Sekvenace

Sekvenaci amplikoni o pozadované velikosti byly ziskdny DNA sekvence
daného vzorku, které byly pomoci algoritmu Basic Local Alignment Search tool
(BLAST) srovnany s databazi NCBI. Na zaklad¢ sekvence s nejvyssi podobnosti byl
piedbézné urcen rod a druh motolice, tabulka 15. Pro pfesné urceni druhu motolic by

byla zapotiebi fylogeneticka analyza, ktera pfesahuje ramec této prace.
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Tabulka 15 - Vysledky sekvenace DNA ptadich motolic (Cislo vzorku, shoda s NCBI

databazi, identifika¢ni ¢islo, sekvenéni shoda a vstupni material)

- Identifikaéni « . .
Cislo | gh0da s NCBI databizi gislo | Sekventni| - Vstupni
vzorku GenBank shoda material
1 | Jeémen (Hordeum vulgare) | KM217265.1 |  96% Z?gééjgkrab
2 E&g‘;ﬁ:};ﬁ:ﬁ;‘ama EFO71988.1 | 94% | &erv ve sliznici
Delndrltlobllhama KJ438954.1 95% |
3 pulverulenta vejce (seskrab
ze stieva)
Avian schistosomatid sp. 14 | JF734335.1 95%
4 Brukev (Brassica juncea) GQ202247.1 94% cerv ve sliznici
5 Neprob¢hla PCR vejee (seSkrab
ze stieva)
6 Allobilharzia visceralis EF071991.1 95% cerv z cévy
7 Neprobéhla PCR vejee (seSkrab
ze stieva)
8 Actinomucor elegans AY492087.1 99% ¢erv ve sliznici
9 Awan schistosomatid sp. 14 JE734335 1 99% miracidia v
isolate — trusu
Uncultured fungus clone 0 vejce (nosni
10 S44T 72 KU164607.1 99% sliznice)
11 | Trichobilharzia regenti KP271015.1 999, | Cerv (nosni
sliznice)
12 Neprobehla PCR vejee (seSkrab
ze stieva)
13 Neprobehla PCR vejee (seSkrab
ze stieva)
Avian schistosomatid sp. 14 | JE734335.1 99%
14 cerv (ve stievni
itohi i sliznici)
Dendritobilharzia KJ438954.1 99%
pulverulenta E—
Avian schistosomatid sp. 14 | JF734335.1 99% _
15 vejce (seSkrab
itahi i ze stieva)
Dendritobilharzia KJ438954.1 99%
pulverulenta E—
16 Dendritobilharzia EE071988.1 95% vejce (seSkrab

pulverulenta

ze stieva)
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5.2.1 Experiment 2: Diagnostika fasciolidnich motolic

V koprologickém materialu importovanych zubru (VP Ralsko)

Z pozitivniho vzorku trusu zubra se podafila izolovat DNA v dobré kvalité a
Cistot¢. Nameétfenou koncentraci izolované DNA znazornuje tabulka 16. Kromé
zkoumaného vzorku byla métfena i koncentrace DNA z trusu, do kterého byla ptidana
vajicka F. magna a F. hepatica. Tyto vzorky predstavuji pozitivni kontrolu, ktera

potvrzuje spravnost izolace DNA.

Tabulka 16 - Koncentrace a Cistota izolované DNA ziskané z koprologického materialu

vzorek Koncentrace Absorbance Absorbance
[ng/ul] (260/280 nm) (260/230 nm)

Izolovand DNA z trusu zubra 16,70 1,45 0,67
Izolovana DNA z trusu s F. 54,20 2.00 1,86
magna
Izolox_/ana DNA ztrusu s F. 53,20 1,99 1,90
hepatica
Izolovanid DNA z _trusu s F. 49,30 1,99 1,72
magna + F. hepatica

Gelova elektroforéza

Pomoci PCR se nepodatilo amplifikovat sekvence DNA a to ani u pozitivnich
kontrol, které predstavovaly DNA izolovanou z dospélych motolic F. magna,
F. hepatica a P. cervi Na gelu byl slabé viditelny pozitivni fragment pouze u vzorku
¢islo 8 (tzn. pozitivni kontrola F. magna), ostatni fragmenty vySly negativni.

Elektroforeticky gel znazornuje obrazek 10.
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[Rca.: 8.868 secl

Obrazek 10 - Elektroforéza koprologickych vzorku (Sipkou je oznaen pozitivni
fragment): M (marker), 1 - DNA z trusu zubra se specifickymi primery pro F. magna, 2 - DNA
z trusu zubra se specifickymi primery pro F. hepatica, 3 - DNA z trusu zubra se specifickymi
primery pro P. cervi, 4 - pozitivni kontrola izolace DNA — DNA z trusu s pfidanymi vajicky F.
magna, 5 - pozitivni kontrola izolace DNA — DNA z trusu s pfidanymi vaji¢ky F. hepatica, 6 -
pozitivni kontrola izolace DNA — DNA z trusu s ptidanymi vajicky F. magnaa F. hepatica
s primery pro F. magna, 7 - pozitivni kontrola izolace DNA — DNA z trusu s pfidanymi vajicky
F. magna a F. hepatica s primery pro F. hepatica, 8 - pozitivni kontrola priibéhu PCR — DNA
z dospélce F. magna, 9 - pozitivni kontrola pribéhu PCR — DNA z dospélce F. hepatica, 10 -
pozitivni kontrola prib&éhu PCR — DNA z dospélce P. cervi, 11, 12, 13 (negativni kontroly)

5.3 Imunologie

ELISA

Pomoci ELISA testu byla sledovana hladina protilatek IgG. Prostfednictvim
spektrofotometrického méfeni intenzity zbarveni jednotlivych vzorkl bylo prokazano,
ze od 1. do 12. tydne po infekci berant doslo k narustu protilatek 1gG. U berana A se
protilatky IgG zvysili o 25 %, u berana B o0 35 % a u berana C o 46 %. ZvySeni
protilatek znazornuje graf 1 (¢ast A a B).
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Graf 1 - Dynamika hladiny IgG v pribéhu experimentalni infekce Fasciola hepatica. A —
srovnani absolutnich hodnot protilatkovych odpovédi ve vzorcich sér jednotlivych berant
zaznamenanych pred nakazou a po nakaze, B — procentudlni rozdily mezi protilatkovymi

odpovéd'mi zaznamenanymi ve vzorcich sér jednotlivych berant pted nakazou a po nakaze

Imunoblot

Pozitivni vysledek se séry experimentalné infikovanych berant F. hepatica byl
zaznamenan také prostfednictvim imunoblotu (obrazek 10). V piipadé sér berani
12 tydn po infekci byly dobfe viditelné specifické reakce v oblastech 30 kDa
(oznacené Sipkou). Se séry beranti odebranymi pied infekci, byly zaznamenany pouze

nespecifické reakce napt. v oblastech 250 kDa.
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250 kDa
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Obrazek 5. Imunoblot sES antigenem Fasciola hepatica a séry experimentalné
infikovanych berani: M (marker), A, B, C (jednotlivy berani), 1 (protilatky z 11. 4. 16), 2
(protilatky z 22. 1. 16), 3 (kontrola - pouze sekundarni protilatka), 4 (kontrola - pufr), Sipkou

jsou vyznaceny specifické reakce

49



6 Diskuze

Hlavnim cilem prace bylo shrnout poznatky o diagnostice jaternich motolic
a predikci jejich vyskytu, pfiCemz nékteré z t€chto metod byly uplatnény v praktické
Casti prace za ucelem osvojeni si vybranych zakladnich diagnostickych postupt

vyuzivanych v parazitologii, helmintologii.

V ramci osvojeni si vybaveni laboratoie byl nejprve proveden experiment €. 1,
ktery se tykal diagnostiky ptacich motolic z ¢eledi Schistosomatidae. Tyto motolice
zpusobujici u ¢loveka cerkariovou dermatitidu jsou na PiF UK piredmétem dlouholetého
vyzkumu. Pfi opakované ndkaze u Clovéka dochazi k priniku cerkarii do kize, kde
hynou a zpusobuji alergické reakce (exantém) (Jira, 1998). Mezihostitelem téchto
motolic v CR jsou nejéastdji plzi z Geledi Lymnaeidae. Definitivnim hostitelem jsou
vodni ptéaci. Ackoliv je zndmo vice nez 100 druhi schistosomnich motolic, stale jsou
hlaSeny nové druhy. Dosud také neni zcela zndmé plné spektrum mezihostiteli a
definitivnich hostiteld (Brant, 2013). Tento experiment byl vénovan méné castym
motolicim pochazejicich z plzii z ¢eledi Planorbidae, z lokalit odkud byla hlasena

cerkariova dermatitida.

Pro experiment byly pouzity vzorky z uhynulych labuti - seskrab ze stieva
(vajicka dospélci), nosni sliznice (vajicka, dospélci), trus (miracidia), céva okolo
tenkého stieva (dospélci). Vzorky byly nejdiive prohlizeny pod mikroskopem nebo
lupou a nasledné molekularné analyzovany pro urceni konkrétniho druhu motolice.
DNA byla izolovana z 16 vzorkl a jeji koncentrace se znacné liSila. Pii amplifikaci
DNA byly pouZity specidlné navrZzené univerzalni primery, pomoci nichz je mozné
amplifikovat useky ITS-1, 5.8 Sa ITS-2 rDNA specifické pro celed” Schistosomatidae.
Z fotodokumentace vysledného elektroforetickém gelu bylo ziejmé, Ze se isek DNA
nékterych vzorki podatil amplifikovat. Dle velikosti fragmentli nebylo mozné urcit, o
jaky druh motolice se jednd, a proto byly vzorky vyfiznuty z gelu a odeslany do
sekvenacni laboratofe. Na zaklad¢ podobnosti nukleotidové sekvence byl predbézné
urcen rod a druh motolice. U vzorku €. 3 (vejce — seSkrab ze stfeva) byla na zakladé
sekvenace urCena motolice Dendritobilharzia pulverulenta. Po elektroforéze nebyly
jednotlivé amplikony odpovidajici tomuto vzorku pfili§ viditelné. Naopak koncentrace
izolované DNA byla oproti ostatnim vzorkim vysoka 144,6 ng/ul. Tento fakt

naznacuje, Ze pricinou vyssi koncentrace izolované DNA bude nejspiSe kontaminace
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mnozstvim hostitelské DNA. U vzorku ¢. 13 (vejce — seSkrab ze stieva) byla
koncentrace izolované DNA 142,7 ng/ul a PCR reakce vibec neprobéhla.
Dendritobilharzia pulverulenta byla uréena také ve vzorku ¢. 16 (vejce — seSkrab ze
stteva). Koncentrace izolované DNA sice byla jen 11,6 ng/ul, ale na elektroforetickém
gelu bylo zfetelné vidét, Zze se DNA podatila amplifikovat. Timto bylo potvrzeno, Ze
méfeni koncentrace izolované DNA je pouze orientacni a je tfeba brat v potaz povahu
vstupniho materidlu. Sekvenacni analyza odhalila 1 jiné druhy jako napf.
Trichobilharzia regenti (vzorek ¢. 11 — &erv v nosni sliznici), ktera v labuti v CR
doposud nalezena nebyla. Jde tedy o unikatni nalez. Ve vzorcich doslo také
k nespecifické amplifikaci DNA, napf. u je¢mene (Hordeum vulgare), vzorku ¢. 1.
JeCmen byl zfejmé soucasti potravy labuté, a protoZe byl materidlem tohoto vzorku
seSkrab ze stfeva, mohl zde byt pfitomen. U nékterych vzorkd amplifikace DNA
neprobéhla. Nemusely obsahovat DNA zkoumaného parazita nebo byla parazitarni
DNA v tak malé koncentraci, ze se ji nepodafilo zachytit. Divodem mohlo byt také to,
ze DNA byla degradovana (ptaci byli uhynuli n¢€kolik dni). Pro pfesné urcéeni druhu
motolice by byla zapotiebi fylogenetickd analyza, kterd piesahuje ramec této prace.
Tento experiment souvisi s vyzkumem, ve kterém byly zkoumany motolice zptsobujici
cerkariovou dermatitidu ziskané z plzi z celedi Planorbidae. Ziskané cerkarie byly
osekvenovany a dale byla provedena fylogeneticka analyza (Aldhoum, 2012).
K cerkariim z této studie byla v tomto experimentu pravdépodobné osekvenovana dalsi

vyvojova stadia.

V souvislosti s jaternimi motolicemi predstavuje koprologické vySetieni
zakladni neinvazivni metodu, kterou lze diagnostikovat vajicka motolic v trusu.
Nevyhoda této metody spociva vtom, Ze neni mozné diagnostikovat ndkazu
V prepatentni periodé, a Ze jednotliva vajicka nckterych druhti motolic, béZné se
vyskytujicich také v Ceské republice (F. magna, F. hepatica, P. cervi), nelze spolehlivé
rozliSit na zakladé morfologie (Pybus, 2001). Rozliseni dle morfologie bylo ovéfovano

v experimentu ¢. 2: Diagnostika motolic celedi Fasciolidae a Paramphistomidae

Vv koprologickém materialu importovanych zubrti (VP Ralsko).

Vzorky trusu ze zubri (VP Ralsko) a jelenti (obora Toéna v Brdech), poskytnuté
helmintologickou laboratoti PiF UK, byly zkoumdny na pfitomnost vajicek
fasciolidnich motolic F. magna, F. hepatica a motolice P. cervi. Tyto vzorky byly

zpracovany sedimentacni metodou. Ze sedimentu Sesti vzorkd byly zhotoveny nativni
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preparaty (z kazdého vzorku celkem c¢tyfi). Vajicko motolice bylo nalezeno pouze
v jednom vzorku (trus zubra). Je pravdépodobné, Ze s vétSim mnozstvim zkoumanych
preparatii by pravdépodobné vzrostl i poCet nalezenych vajicek. Nelze vyloucit, ze
v preparatech byla néktera vajicka pifehlédnuta. Vaji¢ko z pozitivniho vzorku bylo
vyfoceno a zméteno, ale ani tak nebylo mozné s jistotou urcit, o jaky druh motolice se
jedna. Z tohoto diivodu byla u vzorku provedena molekularni analyza, specifickd PCR
amplifikace, umoziujici spolehlivou druhovou determinaci, tzn. zda byl dany zubr
infikovan motolici F. magna, F. hepatica nebo P. Cervi, nebo se jednalo o smiSenou
nakazu (Tavares, 2011).

Prvnim krokem pii molekularni analyze je izolace DNA. DNA z pozitivniho
vzorku byla ziskdna pomoci izola¢niho kitu QIAamp® DNA Stool mini kit (QIAGEN).
Na rozdil od izolace DNA z dosp¢lého jedince bylo u koprologického materialu nutné
nejdiive rozrusit odolnou vaje¢nou sténu (Oberhauserova, 2010). DNA se podatilo
izolovat v dostate¢ném mnozstvi a Cistoté, avSak kromé DNA z vajiCek motolic
(minimalni mnozstvi) mize vysledny izolat zahrnovat i1 bakterialni, ¢i rostlinnou DNA
z materialu ptitomného ve vzorku (ve vzorcich byly napf. sledovany zivé larvy hlistic).
Z dtivodu provéteni spravného postupu byla DNA izolovana také z negativnich vzorkt
trusu, ke kterym byla uméle pfidana vajicka F. magna, F. hepatica a smésny vzorek
F. magna, F. hepatica - pozitivni kontrola izolace DNA. U téchto vzorkd byla naméfena
vyrazné vys$si koncentrace DNA. V trusu s F. magna 54,2 ng/ul a v trusu s F. hepatica
53,2 ng/ul. Koncentrace izolované DNA z trusu zubra s nalezenym vaji¢kem motolice
byla 16,7 ng/ul. Dalsim krokem byla PCR, pti které dochazi k amplifikaci vybraného
useku DNA s vyuZzitim specifickych primert. Aby byl potvrzen spravny prib¢h této
reakce, byly provedeny jesté dalsi tfi kontroly — DNA izolovana z dospélych motolic F.
magna, F. hepatica a P. Cervii uchovanych v molekularnim etanolu (96%, 4°C). Po
amplifikaci nasledovala gelova elektroforéza, pii niz dochazi k separaci DNA podle
velikosti a naboje na zakladé¢ pohyblivosti molekul v elektrickém poli. Z gelu bylo
ziejmé, ze se amplifikace nepodaiila. Nebyly zaznamenany zadné amplikony
predefinované velikosti. Jediny amplikon byl ziskan v ptipad€ pozitivni kontroly - F.
magna DNA z dospélce, amplikon byl vSak pravdépodobné syntetizovan ve velmi malé
koncentraci, a tak nebyl dobfe rozeznatelny na gelu. Pfi¢inou mohla byt napt. degradace
DNA ve vzorcich trusu zptisobena stafim vzorku (rok 2013, 2015). Pouzivany material

byl uskladnén v lednici. Pokud méla vajicka v trusu poskozenou vaje¢nou sténu, nebyla
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DNA nijak chranéna a mohlo dojit k jejimu poSkozeni. U vzorkl trusu pozitivnich
kontrol, do nichz byla pfidana Cerstva vajicka, nelze s jistotou stanovit, zda ve vSech
piipadech byl wuvnitf zivotaschopny zarodek, z néhoz lze DNA izolovat.
Zivotaschopnost embrya by bylo mozné ovéfit, napt. lihnutim vajicek, coZ je znatnd
zdlouhavy proces a v tomto pfipadé nebyl realizovan. Miracidium F. magna se z vajicka
do vn¢jsiho prostiedi dostava az okolo 28. — 31. dne. V laboratornich podminkach lze
vyvoj urychlit zménou teploty, vlhkosti a svétla (Erhardova-Kotrla, 1971). Dalsi
pti¢inou mohlo byt pouziti starych primerd, které pochazely uz z roku 2012. Tato chyba
byla vSak vyloucena, jelikoz test byl poté proveden s novymi primery a vysledek byl
opét negativni se slabé viditelnym fragmentem pozitivni kontroly F. magna (DNA
z dospélce). Hlavni pfi¢ina neuspésné amplifikace DNA z vajicek ve vzorcich trusu by
mohla byt v pouzitych chemikaliich. Zakladni slozkou REDTaq® ReadyMix (Sigma-
Aldrich), uzivaného pro PCR reakci, je Taq polymeraza (enzym umoznujici syntézu
DNA). Master mix dile obsahuje napi. Mg?* ionty nebo dNTP (deoxi-nukleosid-
trifosfaty). Neodbornou manipulaci s témito chemikaliemi mohlo v minulosti dojit k

degradaci jedné ¢i vice slozek reakéni smési.

Krom¢ molekularni diagnostiky byly provedeny také imunologické metody
(ELISA, imunoblot). Materidlem pro tyto analyzy byla séra z berani experimentalné
nakazenych motolici F. hepatica vramci projektu Farmaceutické univerzity UK

v Hradci Kralové.

K vySetteni byly pouzity vzorky sér tifi beranti z22. 1. 2016 (negativni)
a pozitivni vzorky z 11. 4. 2016.

Metoda ELISA je zaloZena na reakci antigenu s protilatkou, pfi¢emZ na jedno
Znich je kovalentné vazadn enzym. Po pfidani substratu enzym zprostiedkuje jeho
pfeménu na barevny produkt (Bartinkova, 2005). V tomto experimentu byly jako
antigeny vyuzity koncentrované exkrecné-sekrecni produkty motolice F. hepatica (ES1)
o znamé koncentraci a nekoncentrované, nepiecisténé kultivacni médium odebrané po
Sestihodinové inkubaci dospé€lct F. hepatica (ES2) s neznamou koncentraci. V jamkach
S navazanym antigenem ES1 nebyly zaznamendny mezi negativnimi a pozitivnimi
vzorky velké rozdily. Proteinovy vzorek mohl byt caste¢né¢ degradovan castou
manipulaci — rozmrazovani/zmrazovani. Z tohoto divodu byl pouzit také vzorek ES2,
u kterého sice nebyla doméiena koncentrace, ale zato by nemé¢l byt degradovan. Rovnéz

byly zahrnuty 1 kontroly tzn. pufr se sekundéarni protilatkou ptedstavujici slepy vzorek
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a samotny pufr. Intenzita zbarveni byla méfena pomoci spektrofotometru pti 635 nm.
Metodou ELISA byla potvrzena zvySujici se hladina protilatek IgG u vSech berant,
pficemz primérné zvySeni protilatek ve 12. tydnu po infekci bylo 35 %. V dalSich
tydnech infekce by pravdépodobné dale dochazelo ke zvySeni hladiny IgG protilatek.
To je potvrzeno naptf. ve studii humoralni imunitni odpovédi experimentalné
infikovanych koz F. magna a F. hepatica. Hladina protilatek proti F. hepatica zacala
stoupat od 2. tydne po infekci a vrcholu nedosahla ani v 17. tydnu. Tato studie také
potvrdila, ze ELISA je vysoce senzitivni metoda, avSak nemusi byt specificka, jelikoz
muze dochédzet ke zkiizené reakci mezi antigeny piibuznych druhG a séry jejich
hostiteltt (Novobilsky, 2007a). U koz experimentalné infikovanych F. hepatica doslo
K vyznamnému nartstu protilatek IgG ve 3. tydnu infekce. Nejvyssi hodnoty pak byly
zaznamenany mezi 9. a 11. tydnem (Martinez-Moreno, 1999). ZvySena hladina
experimentalné infikovaného skotu doslo ke zvySeni hladiny protilatek mezi 24
tydnem po infekci (Salimi-Bejestani, 2005b). V nékterych studiich provedenych
s fasciolidnimi motolicemi je u ELISA metody udavdna témé& 100% specifita a
senzitivita, napt. pii diagnostice protilatek proti F. gigantica (ElI Ridi, 2007).
V jamkéch, do nichZ byl pfidan pouze pufr, reakce neprobchla a byla zde namétena

minimalni absorbance, ¢imZ by méla byt potvrzena spravnost této analyzy.

Stejné vzorky séra byly testovany metodou imunoblot. Jako antigen byly vyuzity
pouze koncentrované ES1 produkty. V ptipadé negativnich sér z 22. 1. 2016 byly na
membranach zfetelné reakce v oblasti 250 kDa. Jelikoz v této oblasti doslo k reakci i u
pozitivnich vzorkii a u kontrolniho vzorku (pufr a sekunddrni protilatka), jednalo se
zfejmé¢ o nespecifické reakce sekundarni protilatky s nékterymi slozkami ES1 vzorku.
Specifické reakce byly zaznamenany u pozitivnich vzorkd v oblasti cca 30 kDa, ktera
by mohla byt specificka pro katepsin L, diive definovany jako jeden z dominantnich
exkre¢né-sekre¢nich antigenti (Dowd, 1994). Reakce v této oblasti potvrzuji i nékteré
dalsi studie, napt. ES F. hepatica testované se séry piirozené infikované¢ho skotu
(Meshgi, 2008) nebo ES F. hepatica testované se séry piirozen¢ infikovanych ovci
(Acici, 2015), kdy byly odhaleny specifické reakce v oblastech 14, 20, 24, 27, 33, 45 a
66 kDa.

Vtéto praci byly vyzkouseny vybrané zékladni metody vyuzivané

Vv parazitologii, helmintologii. Nékteré z nich jsou v urcitych pripadech pro diagnostiku
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nedostacujici napt. mikroskopické vySetieni trusu za ucelem druhové determinace
fasciolidnich motolic. Tyto komplikace vSak mohou napomoci feSit dobie
optimalizované molekularni a imunologické metody, kterymi Ize potvrdit, nebo
vyloucit, pfitomnost DNA daného parazita ve vzorku, popt. urcit piitomnost antigenu a
protilatky proti uré¢itému konkrétnimu druhu parazita. Je pravdépodobné, Ze tyto metody
se budou v budoucnu rozvijet a umozni vysokou miru standardizace s minimalnim

narokem na zkuSenosti vySetfovatele.
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[ Zavér

Prvnim cilem této prace bylo shrnuti zdkladnich informaci o jaternich motolicich
se zamétenim na fasciolidni druhy F. magna a F. hepatica. Na zaklad¢ jednotlivych
studii bylo zjiSténo, ze motolice mohou zpiisobovat zna¢né¢ ekonomické ztraty a
vyznamné poskozovat zdravi. Shrnuté poznatky také poukazuji na vyznamnost

predik¢nich metod, zejména na vyuziti geografického informacniho systému.

Druhym cilem bylo shrnout zdkladni poznatky v oblasti diagnostiky a 1éCby.
Ackoliv existuje mnoho diagnostickych metod i moznosti nasledné 1é¢by, diky nizkému
povédomi o nakaze a komplikovanym Zivotnim cyklim ziistavaji jaterni motolice v

mnoha zemich zdvaznym problémem.

Tretim cilem byla aplikace diagnostickych metod vramci projekti
Helmintologické laboratofe Piirodovédecké fakulty UK v Praze. V nékolika
experimentech bylo mozné vyzkouset riizné parazitologické techniky bézné uzivané pro

diagnostiku motolic. Vysledky experimentl jsou nasledujici:

1. Koprologicka diagnostika zubrii: Po koprologickém vysetieni bylo ve vzorku trusu
zubra nalezeno a vyfoceno vajicko motolice. U tohoto vajicka dle morfologie
nebylo mozné ur¢it druh motolice (F. magna, F. hepatica, P. cervi), proto bylo
pfistoupeno k molekularni analyze. Béhem molekuldrni analyzy vSak doslo
k problémuim s reagenciemi a motolice z ¢eledi Fasciolidae a Paramphistomidae se

nepodafilo determinovat.

2. Svyuzitim molekuldarnich metod bylo determinovano nékolik méné znamych
druhti ptacich motolic z ¢eledi Schistosomatidae, které jsou schopné infikovat
ptaci a sav¢€i hostitele 1 v nasich podminkach. Z vysledkt sekvenacni analyzy byl
potvrzen unikatni nilez motolice T. regenti u labuté v CR. Zivotni cykly motolic
Dendritobilharzia pulverulenta a Trichobilharzia filiformis (Avian schistosomatid

sp. 14 isolate) byly doplnény o unikatni sekvenéni data vajicek a miracidii.

3. Imunologickymi metodami ELISA a imunoblot byla sledovana protilatkova
odpovéd’ a potvrzena Gspésna experimentalni infekce berankti motolici F. hepatica

Vv ramci pokusu Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové.
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