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ANOTACE

Tato prace se zabyva kosmopolitné rozsifenou motolici jaterni (Fasciola hepatica). Jedna se
0 parazita napadajiciho jatra a jaterni zluCovody u Sirokého spektra definitivnich hostitel,
U nichZ zpisobuje zavazné onemocnéni nazyvané fascioldza. Znaény veterinarni vyznam maji
motolice jaterni pifedev§im u hospodaiskych zvifat — u skotu, ovci a koz. Zptsobuji u nich
vazné zdravotni potize projevujici se sniZzenim uZitkovosti a plodnosti, které vedou mnohdy
az K hromadnym uhynim zvifat. Ackoliv muze fascioléza zpusobovat velké ztraty
V jednotlivych chovech, chybi o soudasném vyskytu na uzemi Ceské republiky jakékoliv
konkrétnéjsi udaje. Prace pojednava o télni stavbé a vyvojovém cyklu. Upozoriiuje na
potencialni nebezpeci ndkazy hospodaiskych zvifat fascioldézou, které nasledné zpisobuje
rozsahlé ekonomické ztraty. Popisuje rozsifeni v Ceské republice od minulého stoleti az po
soucasnost, které je doplnéno o aktualni data ziskana formou dotaznikt, pitvami jater
a vySetfovanim trusu.

KLICOVA SLOVA

Fasciola hepatica, jaterni motolice, fascioldza, dotaznik, sedimentace, flotace, PCR

ANNOTATION

This work deals with cosmopolitan widespread common liver fluke (Fasciola hepatica). It is
a parasite that harms the liver and hepatic bile ducts of many definitive hosts. causes
fasciolosis, the severe disease with great veterinary importance especially in livestock — cattle,
sheep, and goats. The health problems are manifested by reduced yield and gravidity of
animals. Severe infection can lead to mass deaths of animals. Even when fasciolosis can
caused significant losses in individual breeds, information about the occurrence of in the
Czech Republic is not known well. Work deals with the body structure and the life cycle of.
Work also highlights the potential dangers of contagious livestock by fasciolosis that cause
significant economic losses. Work describes the evolution, of occurrence of in the Czech
Republic, from the last century to the present days. This information is supplemented with
actual data obtained from questionnaires, dissections of liver and examination of faeces.
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Fasciola hepatica, common liver fluke, fasciolosis, questionnaire, sedimentation, flotation,
PCR
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2 UvoD

Fasciola hepatica je celosvétove rozsiteny druh motolice parazitujici v jatrech a jaternich
zlucovodech savcli, u nichz zplsobuje zavazné onemocnéni, fasciolozu. Nejcastéji se
s fasciolozou setkavame u piezvykavcl, mizeme na ni narazit i u vsezravei, a to véetné ¢lovéka
(Heydarian et al., 2017; Parkinson et al., 2006). Velké zdravotni riziko pro ¢lovéka hrozi hlavné
Vv rozvijejicich se zemich s teplym a vlhkym podnebim, v nasich zemépisnych podminkach je
riziko nakazy ¢lovéka minimalni.

Tato prace je zaméfena piedevSim na ohrozeni hospodafskych zvifat motolici jaterni.
Infekce ve své chronické podobé vede ke snizovani dojivosti, porodnosti a celkového
zdravotniho stavu zvifete. V akutni podob¢ ¢asto dochazi i k uhynu zvifete. Fascioloza se
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et al., 2016).

Kazdoroéné dochazi celosvétové kvili této nemoci k velkym hospodarskym
a finan¢nim ztratam (Arbabi et al., 2018; Liba et al., 2017; Schweizer et al., 2011). Avsak
i pfes tento znamy fakt, neni soucasny vyskyt v Ceské republice, ale i v Evropé, fadné
zmonitorovan.

Hlavnim cilem mé prace se tedy stal ukol zjistit aktualni vyskyt tohoto parazita na
tizemi Ceské republiky. Pro zjisténi informaci bylo pouZito hned n&kolik zptisobti. Jako hlavni
prostfedek pro ziskani komplexnéjSich dat a vytipovani rizikovych lokalit byl vyuzit dotaznik,
ktery byl rozeslan chovatelim hospodatskych zvitat do celé Ceské republiky. Nasledovalo
pak terénni ovéfeni, které mélo potvrdit informace ziskané z dotazniku. Udaje byly také
doplnény o data ziskana z celoro¢niho monitorovani zachytti na jednéch konkrétnich jatkach.

Kromé pitvy jater byly pro zjisténi infekce motolicemi vyuZity klasické koprologické
ptistupy. V tomto ptfipadé byly vyzkouSeny dvé zdkladni metody, flota¢ni a sedimentacni. Pro
potvrzeni druhové pfisluSnosti ziskanych dospélcii byly nékteré vzorky analyzovany
molekuldrné — na trovni DNA. Pro tyto ucely byla vyuZzita polymerazova tfetézova reakce
a nasledné gelové agar6zova elektroforéza.



3 CILE PRACE

Tato prace byla vypracovana na oddéleni Parazitologie spadajici pod Ustav botaniky
a zoologie Masarykovy univerzity v Brn¢ a také ve spolupraci s doc. Ing. Jaroslavem
Vadlejchem, Ph.D. a Ing. Ivetou Angelou Kyrianovou, Ph.D. z Katedry zoologie a rybafrstvi
pod Fakultou agrobiologie, potravinovych a piirodnich zdrojii Ceské zemé&délské univerzity
Vv Praze.

Prace vznikla za finanéni podpory Grantové agentury CR (GA19-17269S)
a Ministerstva $kolstvi, mladeZe a télovychovy CR (LTC19018).

Hlavnim cilem prace bylo zjisténi vyskytu motolice jaterni (Fasciola hepatica)
v chovech skotu a malych piezvykavct na uzemi Ceské republiky.

Dildi cile jsou:

1. Zpracovat dostupnou literaturu tykajici se zakladnich informaci o morfologii, zivotnim
cyklu, vyskytu a patogenité motolice jaterni Fasciola hepatika.

2. Formou dotazniku zjistit soucasny vyskyt motolice jaterni v ekologickych chovech
hospodatskych zvifat na izemi Ceské republiky.

3. Osvojit si zakladni diagnostické techniky vyuzivané pro parazitologicka vysetfeni
Vv ramci projektl uskute¢iiovanych v laboratotfich na oddéleni Parazitologie (pitva,

koprologie, molekularni analyza).

4. Vyhodnotit celkovou aktudlnost dané problematiky.



4 PREHLED LITERATURY

4.1 Zarazeni do systému

Motolice jaterni (Fasciola hepatica) jsou fazeny do pocetného kmene parazitickych
plosténct Platyhelminthes, téidy Trematoda, podtiidy Digenea, fadu Echinostomida a ¢eledi
Fasciolidae (Volf a Horak, 2007).

4.2 Vyvojovy cyklus

Vyvoj F. hepatica je heteroxenni, coz znamena, ze se zivotniho cyklu se Gi¢astni vice
riznych hostiteli (mezihostitel a definitivni hostitel). Oproti jinym digenetickym motolicim,
jejichz vyvojové cykly mohou byt velice komplikované a zahrnuji i nékolik rtznych
mezihostitelt (napt. motolice rodu Alaria), ma F. hepatica pouze jednoho mezihostitele (Esch
et al., 2002; Forejtek, 2013; Volf a Horak, 2007). Jedna se o sladkovodni plicnaté plze z
Celedi plovatkovitych (Lymnaeidae). Pivodné se F. hepatica vyskytovala pouze na tizemi
Evropy, kde byla jejim mezihostitelem bahnatka mala (Galba truncatula) (Rondelaud et al.,
2004).

S postupnym rozsifovanim po celém svété se zacala adaptovat i na dalsi plovatkovité
plze. Napiiklad v Severni Americe se mezihostitelem stal plz Pseudosuccinea columella
spole¢n¢ s Fossaria bulimoides (Alba et al., 2018; Zukowski et al., 1991), v Australii
Austropeplea tomentosa (Rathinasamy et al., 2018). Do Jizni a Stiedni Ameriky byla
kolonisty dokonce zavleCena pfimo bahnatka mala, ktera se zde zacala ve velkych poctech
rozmnozovat (Mas-Coma et al., 2005).

Schéma vyvoje je znazornéno na obrazku 1 (Pipikova, 2015). Cyklus zacina v
jaternich zlu¢ovodech definitivniho hostitele, ve kterych dospéli jedinci kladou vajicka. Jeden
dospély cerv je schopen naklast 10 az 20 tisic vajicek za den (Taha et al., 2014). Vajicka dale
se Zlu¢i putuji do tenkého a tlustého stfeva a nasledné opousti télo spolecné s vykaly hostitele
(Dubinsky et al., 2015; Moazeni a Ahmadi; 2016; Volf a Horak, 2007). Diky srazkam se
vajicka dostavaji do vody, ve které se béhem par dni uvnitt vajicek zacnou vyvijet obrvené
larvy zvané miracidium. Cely vyvoj je ovlivnén mnoha riznymi factory — napiiklad
mnozstvim kysliku ve vod¢, vlhkosti nebo teplotou. V teplém prostiedi se miracidia lihnou po
9 az 10 dnech (v studeném po delsi dobg).

Po odklopeni vicka vajicka se miracidium uvoliuje do vodniho prostfedi a vyhledava
vhodného mezihostitelského plze (Kalbe et al., 2000; Wilson a Denison, 1970). Vyuziva k
tomu pohyb orientovany ke svétlu, pomoci chemickych latek produkovanych plzem ¢i podle
zemské gravitace — vyziva tedy fototaxi, chemotaxi ¢i geotaxi. Miracidium néma travici
soustavu a ma tedy na cely tento proces pouze omezené mnozstvi energie, a tedy i Casu
(Dubinsky et al., 2015; Volf a Horak, 2007). Nestihne-li najit svého hostitele véas, po 12-24
hodinach umira.



Pfi nalezeni vhodného plze pronika miracidium do jeho tkani, kde se pfeménuje na
dalsi larvéalni stadium nazyvané sporocysta. Sporocysta putuje télem mezihostitele do
slinivkojaterni zZlazy, kde se usazuje a nasledné roste a vyviji se. Stejn¢ jako miracidium nema
vyvinutou travici soustavu, zivi se vSak jiz absorbci latek z okoli.

V této fazi zivotniho cyklu se zac¢ina parazit pomnozovat nepohlavné. Ze zarode¢nych
bunék sporocysty se vyviji dalsi larvalni stadia oznaCovana jako redie. Redie jiz disponuji
Gisty a travicim systémem. Zivi se pfevazné tkaiovym mokem. V plzi vytvaii dvé genereace.
Prvni je nazyvana matetska, z jejichz zarode¢nych bunék vznikaji redie dcefiné, ve kterych se
formuje dalsi stadium nazyvané cerkarie.

Cerkarie opousti t€lo mezihostitele po 5-7 tydnech od nakazy v mnoha stovkach nékdy
az tisicich jedincich. Morfologicky se jiz podoba dospélci. Navic ma bicik, diky kterému se
pohybuje ve vode¢, kde vyhledava vodni rostliny (Dubinsky et al., 2015; Dreyfuss et al., 2004;
Volf a Horak, 2007). Po nalezeni rostliny cerkarie odhazuje bicik a obaluje se cystou, ¢imz se
pfeménuje na posledni larvalni stddium — adoleskarii (metacerkarii). Adoleskarie se ¢asem se
mohou z rostlin uvolnit a zacit volné plavat na hlading. V ptirodé mohou v této encystované
formé¢ prezit az nékolik mésici.

Pro tspésné dokonceni vyvojového cyklu je potieba, aby byla adoleskarie poziena
kone¢nym hostitelem. Travici enzymy v tenkém stfevé narusi obal adoleskarie a dochézi k
excystaci nedosp€lych motolic, které t€lem hostitele putuji do jater. Motolice mohou migrovat
i do jinych organt, napiiklad do oka, plic, michy ¢i ledvin a byt lokalizovany ektopicky
(Makay et al. 2007; Vatsal et al., 2006). Casto k tomu dochazi kdyz neni definitivnim
hostilem ptfezvykavec, ale naptiklad pravée ¢lovek.

Po dosazeni jater putuji nedosp€lé motolice jaternim parenchymem az 5-6 tydnti, béhem
kterych rostou. Svoji cestu nakonec konc¢i ve Zlu€ovodu hostitele, kde po 8-13 tydnech od
nakazy pohlavné dospivaji a zacinaji se rozmnoZovat. V definitnim hostiteli mohou ptezivat
az deset let.



Obrazek 1: Zivotni cyklus F. hepatica. 1 — Dospélé motolice Zijici ve ZzluGovodech definitivnich
hostiteld, 2 — vajicko, 3 — miracidium, 4 — cerkarie, 5 — adoleskarie (Pipikova, 2015).

4.3 Stavba téla

Obecné se uvadi, ze dospélé motolice dosahuji délky az 3 cm a $itky kolem 1,5 cm.
Morfometrické hodnoty byvaji zpravidla ovlivnény druhem definitivniho hostitele, ve kterém
se motolice vyviji a lokalitou vyskytu (Shafiei et al., 2014; Valero et al., 2001; Yakhchali
a Bahramnejad; 2015).

Télo dospélct je zplostélé, bez ¢lankl a nahnédlé (Volf and Horak, 2007). Podélné se
zuzuje k jednomu konci a svym tvarem piipomina kopinaty list (Obrazek 2A). Povrch téla je
tvofen syncytidlnim tegumentem s vystupujicimi ostny krytymi membranou.

Smyslové Ustroji je v disledku jejich parazitického zplsobu Zivota slabé vyvinuté,
stejné jako pohybové ustroji. Charakteristickym znakem jsou dvé ptisavky. Bfi$ni pfisavkou
se motolice ptichycuje k povrchu. Uprostied druhé, ustni ptisavky, se nachazi Gstni otvor,
ktery je zaroven 1 otvorem vyvrhovacim. Za ustnim otvorem je pfedhltan, svalnaty hltan, jicen
a stfevo se svymi slepymi vybézky. Diky svalnatému hltanu saje krev kone¢ného hostitele, ze
které ziskava potiebné ziviny. Motolice ovSem nepiijima potravu jen travicim ustrojim, ale
¢ast zivin piijima povrchem svého téla. Dycha anaerobné. Vylucovaci soustava je tvofena
plaménkovymi bunkami — protonefridiemi. Nervova soustava je tvofena dvojici mozkovych
zauzlin, z kterych vybihaji kratké provazce a 3 pary dlouhych provazct propojenych pti¢nymi
spojkami.

Nejvetsi cast té€la zabird rozmnozovaci soustava, kterd zahrnuje soufasné samici i
saméi organy, nebot’ je hermafrodit. Ma parova varlata a neparovy vajeénik. Vajicka maji
charakteristicky ovalny tvar, jsou nazloutld a na jednom pdlu maji vicko (operculum)
(Obrazek 2B). Prvni dozravaji spermie, pficemz spermiemi jiné motolice jsou oplodnéna
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vajicka. Nadbytecny material z ootypu je odstranén do vnéjsiho prostiedi Laurerovym
kanalem, ktery je jednou z ¢asti samici rozmnozovaci soustavy. Ke kopulaci slouzi déloha
zakoncend metraternem.

2A

Obrazek 2: A: Dospélci F. hepatica; B: Vajicko F. hepatica s vyznagenym vickem (Foto C. Motycka, 2019).

4.4 Fascioloza

Jak jiz bylo uvedeno, fascioloza (motoli¢natost) je celosvétové rozsifené onemocnéni
hospodaftskych zvifat, zejména skotu, ovci, a koz vyvolané v nasich podminkach parazitickou
motolici. Poté, co jsou larvy pozity spole¢né s kontaminovanou potravou (rostlinami) nebo
vodou, za¢ina inkubacni doba, ktera trva nékolik dni az mésicti. Nasleduje akutni, subakutni a
chronicka klinicka faze (Boray, 2017; Forbes, 2017; Jezkova, 2019).

Akutni faze za¢ina pronikanim nedospélych motolic do jater. Ty se nasledné pohybuji
jaternim parenchymem, dokud nedospéji a neusadi se v jaternich zlu¢ovodech. Béhem toho
dochazi k rozsahlému poskozovani jaternich buné€k, coz je doprovazeno intenzivnim vnitinim
krvacenim. Subakutni faze je reakci na poskozeni tkané, projevuje se zanéty jater a jejich
postupnou fibrézou a kalcifikaci. Chronicka faze zacina po usazeni motolic ve Zlu¢ovodech,
jejich dosazenim dospélosti a produkovanim vajicek.

Projevy fasciolozy zavisi pfedev$im na mnozstvi pozienych parazitl, 1isi se v ramci
riznych hostitelskych druhi a souvisi s celkovym zdravotnim stavem a vé€kem infikovaného
zvirete.

4,41 Fascioloza skotu

Akutni faze fasciolézy u skotu je extrémné vzacna (Adrien, 2013; Forbes, 2017),
onemocnéni tedy probihad nejcastéji ve své chronické form¢ (Boray, 2017; Jezkova, 2019).
Obecné totiz plati, Ze je skot vV porovnani s ovcemi ¢i kozami vici fascioldoze pomérné odolny.
Klinické ptiznaky jsou zaznamenavané piedevsim u telat, kterd jsou k infekci vnimavéjsi.

11



U vétSiny zvifat se vSak infekce projevuje subklinicky — to znamena, Ze se na Grovni stada
navenek prilis neprojevuje.

Dospélci se v jaternich zlu¢ovodech zivi krvi, coz vede k anémiim, které se mohou
projevovat charakteristickym otokem mezisani¢i (tzv. bottlejaw) a bledymi sliznicemi
(Forbes, 2017; Jezkova, 2019; Volf and Horak, 2007). Jedna motolice v téle skotu spotiebuje
denn¢ az 0,2 ml krve (Jezkova, 2019). Ostnaty povrch téla motolic zplisobuje drazdéni
zluGovodt, coz vede k jejich fibroze a kKalcifikaci. Fascioloza zpusobuje celkové snizeni
imunity hostitele a byva tedy doprovazena mnohymi dalSimi nemocemi. Pfikladem muze byt
sttevni Cervivost, ostertagidza a salmoneldza. Ziidka pak mutze dojit k ucpani zluCovodu,
zloutence a ohrozeni celkového zdravotniho stavu zvitete.

Pti masivnich infekcich (vice nez 200 motolicemi) mize dochazet ke snizeni
uzitkovosti az o0 40 % (Jezkova, 2019). Snizuji se hmotnostni prirtstky zvifat i produkce a
kvalita mléka. Infekce ovliviuje fertilitu u samic a narozena mlad’ata se vyznacuji snizenou
hmotnosti. Poskozeni jater vede K jejich konfiskaci na jatkach. Fascioloza u skotu je
diuvodem velkych ekonomickych ztrat po celém svété (Jaja et al., 2017; Schweizer et al.,
2011).

Zajimavosti je, Ze si skot pfiblizné 5 az 6 mésici po nakaZzeni vytvaii CasteCnou
imunitu proti tomuto parazitovi, ktera alespon snizuje zivotnost motolic, jejich pocet a slouzi
jako Caste¢na ochrana pted opakovanim nakazy (Garcia-Campos et al., 2019; Jezkova, 2019;
Mulcahy et al., 1999).

4.4.2 Fascioloza ovcei

Fasciol6za ptedstavuje pro ovce mnohem vétsi nebezpeci nez pro skot. Nemusi se jiz
objevit pouze jako chronické onemocnéni, ale také jiz jako akutni nebo subakutni onemocnéni
(Boray, 2017; Forbes, 2017; Jezkova, 2019).

Akutni fasciol6za nastava pii pozieni velkého poétu metacerkarii (vice néz 2 000)
béhem kratkého casového tuseku, coz byva spojovano s klimatickymi a sezdénnimi
podminkami (Boray, 2017; Bosco et al., 2015; Jezkova, 2019) Béhem dvou az Sesti tydnu
jsou nedospélé motolice stale migruji jatry, béhem c&ehoz silné poskozuji jaterni tkan a
dochazi k rozsahlé nekroze a vnitinimu krvaceni (Boray, 2017; Forbes, 2017; Jezkova, 2019).
Nemoc je kratkd, charakteristicka slabosti, ztratou chuti k jidlu, bolesti bficha a neochotou
k pohybu. Zvife po kratké dobé hyne.

Subakutni forma onemocnéni se objevuje u zvifat, ktera jsou postupné infikovana vice
jak 800 metacerkariemi v prub¢hu nékolika tydnt (Boray, 2017; Jezkova, 2019). Diky tomu
hosti hned nékolik stadii vyvoje motolice. Ovce trpi anémii, rychle ztradci na vdze a maji
nekvalitni vinu. Postizena zvifata maji postupné problém vstat, objevuji se bolesti v oblasti
jater, maji nafouklé bficho, nepfijimaji potravu a jsou nete¢na. K thynu dochazi béhem 8 az
10 tydnl v disledku tézké anémie a celkového selhani jater.
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Chronické onemocnéni se projevuje stejné jako u skotu ubytkem na véze kvuli stale
trvajicim prijmim, objevuji se otoky v mezisani¢i a bledost sliznic (Boray, 2017; Forbes,
2017; Jezkova, 2019). Ovcim se zhorSuje kvalita viny, maji problémy se zabfeznutim.
Samice, kterym se piesto podafi zabfednout, ¢asto umiraji kvili celkovému vycerpani. Také
mize dochazet ke Spatnému vyvoji plodu a jeho naslednému potratu.

4.4.3 Fascioloza koz

Nemoc probiha stejné¢ jako u ovci, jelikoz se vSak jedna spiSe o okusovace nez
spaseCe, ztidka spasou takové mnozstvi metacerkarii jako ovce (Boray, 2017; Jezkova, 2019).
Setkavame se u nich tedy spiSe s chronicka formou fascioldzy, ktera se opét projevuje
dlouhodobym stradanim, ztratou chuti k jidlu, nedostatkem energie, poklesem produkce
mléka a hubnutim. Zvifata maji otoky mezisanici, bled¢ sliznice a hubené télo s hrubou srsti.

4.4.4 Lécba fasciolozy

Lécba akutni fascioldzy neni nemozna, avsak i pres 1é¢bu mohou zvifata uhynout
(Boray, 2017, Forbes, 2017; Jezkova, 2019). U chronického onemocnéni je vétsi
pravdépodobnost pro uzdraveni zvifete, predchdzi tomu vSak zdlouhavé 1éeni.

vvvvvv

F. hepatica je odolny parazit, na kterého pisobi jen malé mnozstvi antiparazitik. Na
kazdé stadium parazita miva navic 1é¢ivo odlisny ucinek.

Triklabendazol slouZi proti dosp€lym 1 mladym motolicim. U ovci zabiji malé
motolice jiz od druhého dne poceti infekce, u skotu pak po dvou tydnech. Jako jediny 1¢k se
pouziva k 1écbé akutni fascioldzy. Jeho ucinnost je vysoka, likviduje pfes 90 % mladych a az
99 % dospelych jedinct.

Albendazol pisobi pouze proti dospélym jedinclim a vajickim ve Zlu¢ovodech. Jeho
ucinnost je 72-96 %. Zaroven plisobi proti oblym Cerviim a tasemnicim.

Closantel slouzi proti dospélym 1 mladym motolicim starSim déle nez 4 tydny. Jeho
ucinnost proti dospélym motolicim je az 100 %. U mladych jedinct je toto procento vsak
polovi¢ni, pouhych 50 %. Motolice, které po 1écbé dospé&ji zlstanou malé a jejich produkce
vaji¢ek bude niZsi.

Clorsulon slouZzi proti dospélym i mladym motolicim starSim déle nez 12 tydnu.
Utinnost je 97-99 %. Proti mlad§im motolicim vsak opét funguje nespolehlivé.

Rafoxanid zabiji jak dospélé, tak migrujici motolice. Uinnost proti dosp&lym
motolicim je ptes 90 %, proti migrujicim pies 50 %.
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Nevyhodou téchto 1éCiv je dlouhd ochranna lhiita na mléko a maso. VSechna vyse
uvedend antiparazitika jsou pouze na predpis. Nespravné pouzivani téchto 1éCiv muze
zapricinit jeste vetsi rezistenci jedinct (napt. Kelley et al., 2016).

445 Prevence

Prevence je nejlepsi zplsob, jak predchazet fascioloze (Jezkova, 2019). Mezi
nejjednodussi zplisoby patii nepast zvifata na vlhkych loukach zamotenych mezihostitelskymi
plzi — bahnatkami. Popfipad¢ je mozné tato mista vysusovat. Dilezité je téz nové zakoupena
zvifata umistovat do karantény. Jiz nakazena zvifata je dobré odcervovat v lednu proti
dospélym a mladym motolicim. V kvétnu pak proti dospélym, aby nedoslo k Sifeni nakazy.
Pokud je suchy rok, neni potteba preventivniho od¢ervovani. Naopak v piipadé¢ mokrého roku
je dulezité na podzim pouzit antiparazitika proti nezralym formam i v intervalech 4 tydnu.

4.5 Vyskyt na tizemi Ceské republiky

V 60. letech minulého stoleti byl vyskyt motolice jaterni na naSem tGzemi pomérné
vysoky (Zmuda a Chroust, 2001). Fascioléza se vyskytovala téméf ve 30 % obci byvalého
Ceskoslovenska. Napiiklad v Chrudimském okrese, ktery spada pod Pardubicky kraj, v této
dob¢ prevalence u skotu dosahovala i vice néz 50 %. Fasciol6za byla divodem znaénych
ekonomickych ztrat, proto bylo od poloviny 70. let zahajeno cilené a plosné tlumeni motolice
jaterni u ovci a skotu. Diky tomu Klesl vyskyt tohoto parazita od poloviny 80. let do po¢atku
90. let pod 1 %. Doslo k vyznamnému snizeni u skotu a ovci v tradi¢nich oblastech vyskytu,
tedy v zépadnich a jiznich Cechach. Praktické vymizeni bylo zaznamenano na jizni Moravé a
nizky staly vyskyt byl popisovan v severnich a severozapadnich Cechach ana severni
Moravé.

Studie, kterou publikovali Zmuda a Chroust (2001), popisuje vzestupnou tendenci
vyskytu u skotu v letech 1996 az 1999 v okrese Frydek-Mistek (Moravskoslezsky kraj). Pocet
nalezli Zivych motolic pfi veterinarni prohlidce na jatkach se zvysil z 1,33 % v roce 1996 az
na 9,45 % v roce 1999. Dlivodem byla povoden z ¢ervna roku 1997, pii niZ doslo k zaplaveni
rozsahlého izemi a zaneseni koryt ek, coz vedlo k podmaceni pastvin a luk i v nasledujicich
letech.

Model pravdépodobného vyskytu u mlééného skotu v Evropé byl vytvoien ve studii
z roku 2015 (Ducheyne et al., 2015). Tento model byl vytvotfen na zaklad¢é zachytt motolic na
nahodné& vybranych farmach v Belgii, Némecku, Irsku, Polsku a Svédsku pomoci dvou metod,
Random Forests (RF) and Boosted Regression Trees (BRT).

wevr

primérnd teplota v nejsus§im ctvrtleti, primérna teplota nejchladnéjSiho ctvrtleti, mnozstvi
srazek v nejsusSim cCtvrtleti, sezonni teplota a ro¢ni srazky. Pomoci této metody je
predpokladané riziko vyskytu na izemi Ceské republiky mirné az stfedni, viz obrazek 3.
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stiedniho infracerveného pasma, srazky v nejchladnéjsim ¢étvrtleti, teplota druhé poloviny dne
a minimalni teplota nejchladnéjsiho ctvrtleti. Pomoci této metody je predpokladané riziko
vyskytu na tizemi Ceské republiky mirné vy$si neZ u metody RF, viz obrazek 4.

Fasciola hepatica
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Obrazek 3: Pravdépodobny vyskyt (BRT). (Ducheyne et al., 2015)

15



5 MATERIAL A METODIKA

5.1 Sbér dat formou dotazniku

Jako stézejni metodu pro sbér dat jsem zvolil dotaznik, ktery byl zaméfen na
ekologické chovy domécich piezvykavcei, tedy skotu, ovci a koz, v Ceské republice. Praci
jsem zapocal sbérem kontaktnich udaji (telefonni ¢islo, e-mailova adresa, kontaktni osoba,
lokalita chovu na urovni kraje, typ chovanych zvirat), které jsou verejné dohledatelné na
internetovych strankach. Celkové se mi podafilo zajistit 628 kontakta.

Nasledujicim krokem bylo vytvofeni dotazniku v elektronické podobé, aby se mohl
rozeslat na jednotlivé emailové adresy. Pro vytvofeni dotazniku byla vyuzita aplikace
,Formulafe Google™ v ramci Google Disku. Dotaznik se celkové skladal z Sesti poli a oddilu
o souhlasu se sbérem informaci (viz piiloha 1).

Sest hlavnich bodt v dotazniku:

e Kontaktni email *povinné pole

e Kraj, do kterého spadate *povinné pole

e Dopliujici informace (napt. jméno a piijmeni, nazev farmy, telefonni Cislo, postovni
adresa)

¢ V minulosti jsem se setkal/setkala s ndkazou motolici jaterni (patologiemi jater
a Zlu¢ovodil) *povinné pole

e Pokud ano, u kterych zvifat konkrétné?

e Dotazy a pfipominky

Dotaznik byl nejen rozeslan na jednotlivé emailové adresy, ale také umistén na
webovou stranku zaméfenou na problematiku fasciolozy u hospodaiskych zvifat
(https://sites.google.com/view/fasciola-hepatica), na jejimz vytvateni jsem se ¢aste¢né podilel.
Text e-mailu poslaného chovatelim je uveden v pfiloze 2. Respondentim bylo nasledné
nabidnuto koprologické vysetieni (viz Koprologické vySetfeni).

5.2 Zisk biologickych vzorki — pitva jater

V ramci feSenych projekt na oddéleni Parazitologie MU byla domluvena spoluprace
0 dodani biologického materidlu pro experimentalni ucely s konkrétnimi jatkami, které se
nachéazeji v kraji Vysoc€ina. Podle nafizeni Evropské komise musi vzdy probéhnout kontrola
porazenych jateCnych zvifat a masa odpovédnym veterinarnim lékafem ¢i technikem.
U ptezvykavcl je na pfitomnost motolic kontrolovan povrch jater a nékolika fezy i jaterni
parenchym. Pokud bylo pfi prohlidce potvrzeno napadeni jaterni tkdné¢ motolicemi, byla
nasledné celd jatra co nejdiive dopravena do parazitologické laboratofe MU v Brné a
podrobena pitvé, piiloha 3, 4. Jedné pitvy jater jsem se v ramci prace SOC uéastnil.
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Biologicky material:

Jatra skotu infikovana motolici jaterni

Chemikalie:

Fyziologicky roztok (pH 7.8; 37 °C)
V 400 ml destilované vody rozpustit 8,4 g of NaCl, 100 mg KCI, 720 mg
Na2HPO4 a 120 mg KH2PO4. Upravit roztok na pozadované pH a doplnit
destilovanou vodou do objemu 500 ml.

Kohoutkova voda (odstata n¢kolik hodin)

Pristroje:

Vodni lazen vytemperovana na 37 °C
BéZné kuchyniské sito
Pitevni ntiz (Medin)

Pracovni postup pro izolaci dospélcii:

1.
2.
3.

Jatra noZzem natezat na platky o Sifce cca 2 cm a vizudln¢ zkontrolovat

V¢St jaterni Zlu€ovody nafiznout podélné a vymackat jejich obsah

Dospélce motolic pfenést pomoci pinzety do 50 ml zkumavek a tikrat promyt
fyziologickym roztokem zahtatym ve vodni lazni na 37 °C, ptiloha 6.

Ziskané dosp€lce spocitat a nasledné vyuzit pro potfebné experimenty ¢i zamrazit pii
—80 °C

Pracovni postup pro izolaci vajicek:

1.

521

Zkontrolované Casti jater prenést do kyble a dikladné promyt kohoutkovou vodou,
aby doslo k vyplachnuti vaji¢ek z jaterniho parenchymu

Obsah kyble prelit pies kuchynské sito do 1 I lahvi a nasledn€ provést sedimentaci (viz
Sedimenta¢ni metoda od bodu 3)

Vaji¢ka motolic ziskanych sedimentaci (ptiloha 5) uchovavat v kohoutkové vodé ve
tme pii 4 °C,

Veskerou jaterni tkan uzaviit do odpadkového pytle a zamrazit pro nésledné prevezeni
do kafilérie k asanaci

Meéreni koncentrace vaji¢ek

Biologicky material:

Vajicka motolic ziskanych sedimentaci

Pristroje:

Preparacni stereomikroskop SZX7 (Olympus)
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Pracovni postup pri méreni koncentrace vajicek:
1. Sedimentovana vajicka dikladné rozsuspendovat ve vodé opakovanym obracenim
zkumavky v ruce
Pipetovat 5 pl suspenze na hodinové sklicko
Spocitat vajicka pod stereomikroskopem pii celkovém zvétSeni 40x
Dvakrat opakovat kroky 1 az 3
Vypocitat primérnou koncentraci vajicek ze vSech méteni

ok wn

5.3 Koprologické vySetreni

Jde o vySetfeni trusu, diky kterému miZzeme piimou metodou potvrdit ¢i vyvratit
napadeni zvifete pomoci nalezu vaji¢ek, pripad¢ larev parazita. Aby byla zaruCena Cerstvost
a nekontaminovanost trusu, byl odebiran od jednotlivych zvitat technikou per rectum, a to
minimalné od 10 % zvifat z jejich celkového poctu ve stadé. Od kazdého zvifete byly
odebirdny dva vzorky, kazdy o hmotnosti minimalné¢ 5 g, které byly uklddany do
uzaviratelnych plastovych sackl oznacenych evidencénim cCislem farmy a ¢islem vzorku. Ke
kazdému vzorku bylo zaznamenano také identifikacni ¢islo zvifete z jeho usni znamky, aby
bylo mozné informovat chovatele o vysledcich vySetfeni u konkrétnich zvitat. Vzorky byly co
nejrychleji po odbéru prevezeny do parazitologické laboratore MU v chladicim pfistroji pti
teploté cca
4 °C. Polovina vzorkl byla uloZena v mrazédku pii teploté -80 °C, do jejich zpracovani
molekularnimi metodami. Druh4 polovina byla neprodlend zaslana na Ceskou zemé&dé&lskou
univerzitu v Praze, kde prob&hlo odborné vysetteni téchto vzorkl flotaéni metodou.

Z kazdé farmy byl z pastviny ¢i ze staje sesbiran i smésny vzorek trusu o hmotnosti
500 az 1000 g, ktery byl ptevdZen mimo chladici pfistroj. Tento vzorek byl téZ zaslan na
Ceskou zemédélskou univerzitu v Praze, kde byl vysetfen sedimentaéni metodou (ve tfech
opakovanich na vzorek).

5.3.1 Sedimenta¢ni metoda

v v v

Vyuziva hmotnosti vajic¢ek, kterou jsou téZsi oproti ostatnim sedimentiim a diky tomu
tedy klesaji ke dnu. Vyhody této metody jsou hlavné jednoduchost a nepotiebnost chemikalii.

Biologicky material:
o Cerstvy ovéi trus

Chemikalie:
e Kohoutkové voda (odstata nekolik hodin)

Pristroje:
e Tfeci miska
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e Cajové sitko

e Plastové konické odmeérky (tzv. Sampusky)
e Vodni vyvéva

e Mikroskop Olympus BX61

e Kuchynska vaha

e Odmérny valec

Pracovni postup:
1. Ptipravit 200 ml vody; navazit 10 g trusu
Homogenizovat trus v trose vody v tieci misce; doplnit zbytek vody
Precedit ptes Cajové sitko do Sampusky
Nechat sedimentovat 10 min
Odsat kapalnou ¢ast vodni vyvévou
Homogenizovat sediment v 200 ml vody
Opakovat krok 4 az 6 ttikrat a vice pro dosazeni pottebné ¢istoty sedimentu
Prohlédnout cely sediment pod mikroskopem

N GREWD

5.3.2 Flota¢ni metoda

Tato metoda je zalozena na flotaénim roztoku, ktery ma vétsi hustotu nez vajicka.
Vajicka tedy vyplavou na povrch roztoku, kde jsou zachycena. Tuto metodu vsSak
znevyhodiiuje velkd hmotnost vajicek, miize tedy dochazet k jejich vétSim ztrdtdm nez u
sedimentacni metody.

Biologicky material:
e Cerstvy ovéi trus

Chemikalie:
e Kohoutkova voda (odstata nékolik hodin)
e Flota¢ni roztok
o 1 1nasyceného roztoku NaCl + 500 g glukdzy; micha se na elektromagnetické
michacce pfes noc

Pristroje:
e Tteci miska
e Cajové sitko
e Kadinka
e 15 ml zkumavka
e Pasteurova pipeta
e Odmérny valec
e Kuchynské vaha
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e Kryci sklicko
e Podlozni sklicko
e Mikroskop Olympus BX61

Pracovni postup:
1. Pfipravit 56 ml vody; navazit 4 g trusu
Homogenizovat trus v trose vody v tieci misce; doplnit zbytkem vody
Ptecedit ptes Cajové sitko do kadinky
10 ml homogenitu prelit do 15 ml zkumavky a centrifugovat pii 250 x g po 5 min
Opatrné odlit supernatant, aby nedoslo k poruseni peletu
K peletu ptidat cca 5 ml flota¢niho roztoku a rozmichat pipetou
Zkumavku doplnit az Gpln¢ k jejimu okraji flotacnim roztokem a na hladinu umistime

No ook~ own

kryci sklicko
Centrifugovat pti 200 x g po 3 minuty
9. Opatrné ptesunout sklicko na podlozni a prohlédnout pod mikroskopem

®

5.3.3 Méreni koncentrace vajicek

Biologicky material:
e Vajicka motolic ziskanych sedimentaci

Pristroje:
e Preparacéni stereomikroskop SZX7 (Olympus)

Pracovni postup pri méreni koncentrace vajicek:
1. Sedimentovana vaji¢ka dikladné rozsuspendovat ve vodé opakovanym obracenim
zkumavky v ruce
Pipetovat 5 pl suspenze na hodinové sklicko
Spocitat vajicka pod stereomikroskopem pfii celkovém zvétSeni 40x
Dvakrat opakovat kroky 1 az 3
Vypocitat primérnou koncentraci vajicek ze vSech méteni

ok ownN

5.4 Molekularni analyza

5.4.1 lzolace DNA

DNA byla izolovana pomoci komeréniho kitu — DNeasy Blood & Tissue Kit.
Principem je, Ze se DNA absorbuje na silikdtové membrany v izolacnich kolonkach, kde je
precistovana promyvacimu pufry a nasledné je z membrany uvolnéna.
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Biologicky material:
e Dospéli jedinci

Chemikalie:
e Absolutni etanol (Penta)
e DNeasy Blood & Tissue Kit (Quiagen)
e Destilovana voda

Pristroje:
e Centrifuga 5415 R (Eppendorf)
e ThermoMixer Comfort (Eppendorf)
e Vortex Lab Dancer (IKA)

Postup:
1. Tkan o hmotnosti 24 mg nakrajet na malé kousky a vlozit do 1,5 ml zkumavky.
2. Prtidat 180 pl pufru ATL a 20 pl proteindzy K a inkubovat pii 56 °C O/N pi1 300 rpm,
dokud se tkan zcela nerozpusti.
3. Pridat 200 pl etanolu a dikladné promichat pomoci vortexu.

4. Pipetovat smé&s na kolonku vlozenou do 2 ml sbérné zkumavky. Centrifugovat pii
6000 x g po dobu jedné minuty. Vylit to, co proteklo, a vratit kolonku do sbérné
zkumavky.

5. Ptidat 500 pl promyvaciho pufru AW1. Centrifugovat pii 6 000 x g po dobu jedné

minuty. Vylit to, co proteklo, a vratit kolonku do sbérné zkumavku.

6. Pridat 500 pl promyvaciho pufru AW2. Centrifugovat pii 16 100 x g po dobu tii
minut. Vylit to, co proteklo, a vratit kolonku do sbérné zkumavky.

7. Ke kolonce nic neptidavat a centrifugovat znovu “na sucho” pii 16 100 x g po dobu tii
minut.

8. Prenést kolonku do nové 1,5 ml sbérné zkumavky.

9. Uvolnit DNA piidanim 100 pl vody do stfedu membrany v kolonce. Inkubovat po
dobu jedné minuty za pokojové teploty (15-25°C). Centrifugovat po dobu jedné
minuty pii 6 000 x g.

10. Opakovat krok 9 pro zvyseni vytézku DNA.

5.4.2 Meéreni koncentrace DNA

Koncentrace vzorki byla uréena spektrofotometrickou metodou zalozenou na
schopnosti DNA absorbovat UV zateni. Koncentrace je pak ptimo umérna mnozstvi
pohlceného UV zafeni.

Biologicky material:
e DNA izolovana z dospélct
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e DNA izolovana z dospélcu Fascioloides magna

Chemikalie:

e Destilovana voda

Pristroje:
e NanoDrop 8000 (ThermoScientific)

Postup:
1. Zapnout pfistroj a vybrat modul pro méfeni nukleovych kyselin
2. Ocistit rameno NanoDropu od necistot
3. Provést nastaveni nulové hodnoty BLANK pomoci destilované vody, v niz byla DNA
rozpusténa
4. Nanést 2 ul vzorku a zméfit jeho koncentraci DNA

5.4.3 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova fetézova reakce — PCR (z anglického Polymerase Chain Reaction)
slouzi k namnozeni ur¢itého tseku DNA (tzv. amplifikace). Je zaloZena na principu
opakovaného ohfivani a ochlazovani smési DNA polymerazy, volnych nukleotidli, vzorka
DNA a primert. K rychlému stiidani teplot se vyuziva termocykler, ve kterém se né€kolikrat
za sebou rychle opakuji tfi rizné faze. Prvni je denaturace, kdy pii teploté 94-98 °C dochazi
k rozpadu vodikovych mustkt v molekule DNA, coz vede k rozvolnéni dvousroubovice na
jednovlaknovou DNA. Dalsi fazi je annealing, kdy pfi snizené teploté 45-65 °C nasedaji
primery na specifické useky DNA, ¢imZ ohranicuji konkrétni usek DNA. Posledni fazi je
elogenace, pii které se k nasedlym primerim navaze DNA polymeraza, ktera za pomoci
volnych nukleotidd syntetizuje komplementarni vlakno DNA.

Biologicky material:

e DNA izolovana z dospélct
e DNA izolovana z dospélcii F. magna

Chemikalie:
e Druhové specifické primery (pfevzaté z diplomové prace Siegelova, 2012)
e PPP Master Mix (Top-Bio)
e Destilovana voda

Pristroje:
e Mastercycler epgradient S (Eppendorf)
e Centrifuga 5415 R (Eppendorf)
e Vortex Lab Dancer (IKA)
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Postup:
1. Pripravit smés 0 celkovém objemu 20 ul podle tabulky 1
2. Smés vortexovat a kratce centrifugovat.
3. Shodné ptipravit kontrolni vzorek nahrazenim templatové DNA destilovanou vodou
4. Smés inkubovat v termocycleru podle protokolu jak je uvedeno v tabulce 2

Tabulka 1: SloZeni smési pro PCR.

Reagencie Objem
PPP Master Mix 10 ul
Primer forward (10x) 2 ul
Primer reverse(10x) 2 ul
DNA 1 ul
Destilovana voda Sul

Tabulka 2: Teplotni program pro PCR.

Faze cyklu Teplota Cas Pocet opakovani
Pocate¢ni denaturace 94 °C 5 min 1x

Denaturace 94 °C 30 sec

Annealing 63 °C 30 sec 30x

Elongace 72 °C 2 min

Zavérecna elongace 72 °C 3 min 1x

5.4.4 Agarozova gelova elektroforéza

Jedna se o separacni metodu, kterd spociva v rozdélovani molekul ve smési podle
jejich molekulové hmotnosti pomoci stejnomérného proudu. DNA nesouci zdporny elektricky
naboj putuje od zaporné katody ke kladné. Pohyb probihd v agar6zovém gelu, jehoz pory
fungujici jako trojrozmérné sito. Proces probihd v pfislusSném pufru v elektroforetické
komiirce. Pufr udrzuje stalou teplotu, vede elektricky proud a optimalizuje hladinu pH.

Vzorky DNA se spole¢né s nanasecim roztokem a barvivem nanaseji do jamek v gelu.
Pomoci barviva navazaného na DNA lze nasledné zjistit, jak rychle se fragmenty DNA
pohybuji a v jaké vzdalenosti od startu se v daném okamziku nachazeji. Do jamek byva
nanasen téz tzv. marker molekulové hmotnosti, coZ je smés fragmentli o definované velikosti.
Vysledky jsou vyhodnocovany pomoci transiluminatoru.

Biologicky material:
e PCR produkty

Chemikalie:
e Agardza (Invitrogen)
e UltraPure™ 10x TBE Buffer (Invitrogen)

23



o Pro pracovni koncentraci 0,5x fedit 50 ml 10x koncentrovaného pufru TBE
v 950 ml destilované vody.
GoodView™ Nucleic Acid Stain (Beijing Genetech)
Economy DNA marker 100-500 coloured

Pristroje:

GelXL plus—Mini Gel Electrophoresis System (Labnet International)
G: Box (SynGene)

Mikrovlnna trouba

Erlenmeyerova banka

Analytické vahy

Postup:

1.

N GRrWDN

Pro 2% gel do erlenmeyerovy banky navazit 0,4 g agarozy a prilit 20 ml TBE pufru.
Vafit v mikrovlnné troubé€ 2 az 3 min do Uplného rozpusténi agardzy.

Vychladit ptiblizné na 60 °C a ptidat 0,8 pl barvy.

Nalit do formy na gel, vlozit hieben pro tvorbu jamek a nechat tuhnout asi 15 min.
Vytahnout hieben a gel ponoftit do TBE pufru v elektroforetické vang.

Do jamek pipetovat 10 ul PCR produktu a 5 pl markeru molekulové hmotnosti.
Uzavtit elektroforetickou vanu a spustit pti konstantnim napéti 100 V po 20 min.
Gel se separovanymi PCR fragmenty vyfotit pomoci transluminatou.
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6 VYSLEDKY

6.1 Sbér dat formou dotazniku

Celkové bylo kontaktovano 628 chovatelti z celé Ceské republiky. Email se vsak
dostal pouze k 566 z nich, jelikoz u 62 emailova adresa jiz neexistovala, nebo se email
nepodafilo dorucit z dvodu plné schranky a podobné. Zpétnych vazeb nakonec bylo 79.
Nejvice respondentil bylo z Libereckého a JihoCeského kraje, naopak nejméné z Hlavniho
mésta Prahy, Sttedoceského a Jihomoravského kraje, viz graf 1.

Pardubicky kraj; 6; Stredocesky kraj; 2;
8% 2%

Jihocesky kraj; 9; 11%

Kraj Vysocina; 7; 9%
| Karlovarsky kraj; 7;
9%

(

Zlinsky kraj; 7; 9

Olomoucky kraj; 7; Ustecky kraj; 6; 8%
Moravsl?cl;/glezk\'/ kraj; j
6; 8%
Jihomoravsky kraj; 2;
2% Kralovéhradecky
kraj; 6; 8%

Liberecky kraj; 9; 11%

Hlavni mésto Praha;
0; 0%

Graf 1: Povinna odpovéd’ &. 1: Kraj, do kterého spadate. Procentudlni znazornéni odpovédi respondentii podle ptislusnosti
k iednotlivym kraitim.
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S motolici jaterni F. hepatica se nesetkalo celkové 70 % respondentti a 10 % nemélo
0 ndkaze zadné informace. 20 % respondentdl mélo zkuSenost stimto parazitem, jak
znazornuje graf 2.

Jestlize jiz respondenti méli néjakou zkusenost, jednalo se prevazné o nakazeni skotu
ato ve 12 piipadech. U ovci se jednalo o 8 piipadt, u koz byly zaznamenany 3 ptipady
a u jelenovitych 2 piipady, viz graf 3.

Nevim
10% Ano

70%

Graf 2: Povinna odpovéd® ¢. 2: V minulosti jsem se setkal/setkala s nakazou motolici jaterni (patologiemi jater
a Zlu¢ovodi). Procentualni vyjadfeni odpovédi respondentti na danou otazku.

Jelenoviti

Skot

Kozy

Ovce

Graf 3: Povinna odpovéd’ €. 3: Pokud ano, u kterych zvifat konkrétné? Jednotlivé druhy zvifat, u nichz byla chovateli
zaznamenana nakaza jaternimi motolicemi.
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Dotaznik je stile mozné nalézt na webové strance https://lurl.cz/Nzucd, na které je
mozné se blize seznamit s danym tématem a nalézt zakladni informace o F. hepatica,
naptiklad o jejim vyvoji nebo o moznych hrozbach spjatych s nakazami. Soucasti webové
stranky je také vyukové video o zivotnim cyklu F. hepatica ¢i videa pofizena béhem pitvy
jater.

Dotazy o vyskytu motolice jaterni byly dodatecné zaslany i na kontaktni adresy jatek,
u kterych byly v minulosti zaznamenany rtizné jaterni patologie (informace byly poskytnuté
ze Statni veterinarni spravy). Celkem se jednalo o 22 jatek, pficemz se podafilo spojit se osmi
z nich. Ze zkontaktovanych jatek neméla zajem o spolupraci jen jedna z Jihomoravského
kraje. Ze Zlinského, Usteckého a Moravskoslezského kraje byla podana informace o nulovém
vyskytu za posledni roky. Pozitivni zachyty motolic potvrdila dvé jatka z Jihoceského, jedna
ze Stredoceského kraje a jedna z kraje Vysocina.

S jatky z kraje Vysocina byla navazana uzsi spoluprace kvili dojezdové vzdalenosti
do Brna a dohoda o kontaktovani nas v ptipadé pozitivniho zachytu F. hepatica v prib&éhu
kontroly jater po porazce odpovédnym veterinarnim lékafem ¢i technikem. V tabulce ¢islo 3
jsou uvedeny zachyty motolice jaterni u skotu ze zminénych jatek sledované v pribchu
jednoho roku — od tinoru 2019 do ledna 2020. Pozitivni zachyty F. hepatica byly opakované
potvrzeny v JihoCeském a Plzeiiském kraji. Infekce byla téz potvrzena u skotu dovazeného na
porazky ze Slovenské republiky.

Tabulka 3: Infekce jater u skotu. Udaje byly poskytnuty veterinirnim lékafem ¢&i technikem b&hem porazek skotu na
konkrétnich jatkach v prubéhu jednoho roku.

Datum zachytu Poéet infikovanych kust Kraj
6.3.2019 1x Jihocesky
19.3.2019 1x Slovensko
3.4.2019 1x JihoCesky
12.6.2019 1x Plzensky
23.10.2019 3x Slovensko
8.12.2019 1x Plzerisky
9.1.2020 1x Jihocesky
17.1.2020 5x Plzensky

6.2 Zisk biologickych vzorki — pitva jater

Pti porazce skotu na jatkach na Vyso€ingé byly 12. 6. 2019 potvrzeny veterinarnim
lékafem ¢i technikem motolice v jatrech. Jednalo se o jednu star$i samici ve véku 51 mésicd,
ktera byla na jatka ptivezena z Plzeniského kraje. Jatra byla nasledné co nejdiive pievezena na
Masarykovu univerzitu, kde byla pitvana. Pfitomnost motolic bylo mozné potvrdit jiz ze
samotné¢ho povrchu jater, kde byly viditelné patologické zmény, viz ptiloha ¢islo 3, 4.
Celkov¢ bylo v jatrech nalezeno 23 dospélcti (ptiloha ¢islo 6).

6.3 Méreni koncentrace vajicek ziskanych z oplachu jater

Jatra, ze kterych se ziskavala vaji¢ka, byla identicka s témi, ze kterych se ziskavali
dospélci. Narezané kousky jater zpitvy byly dikladné promyty vodou. Néslednou
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sedimentaci oplachu byla ziskana vajicka, ktera byla rozdélena do osmi skupin pro nasledné
experimenty. V kazdé skupiné byla spocitana koncentrace vaji¢ek (tabulka ¢islo 4). Vysledny
pocet vajicek F. hepatica z téchto konkrétnich jater byl primémé 8 174 vajicek na 1 ml.
Odhadem pak bylo celkové ziskano 81 740 vajicek.

Tabulka 4: Pocet vajicek ziskany z infikovanych jater skotu.

Skupina Pocet vajicek na 5 pl Primérny pocet vaji¢ek na 1 ml
1 28 36 27 6 066

2 39 32 37 7200

3 40 30 43 7533

4 38 34 56 8533

5 24 38 54 7733

6 45 42 47 8933

7 44 63 55 10 800

8 33 46 50 8 600

6.4 Koprologicka vySetreni

Odbéry vzorki trusu probihaly na podzim roku 2019 a to celkem na dvaceti farmach
V 9 krajich. V kraji Vysocina a ve Zlinském, JihoCeském, Jihomoravském, Pardubickém,
Moravskoslezském, Libereckém, Karlovarském a Olomouckém kraji. Osobné jsem se podilel
na odbérech na sedmi z nich.

Na kazdé farmé byl odebran smésny vzorek, tzn. vzorek tvofeny trusem pochézejicim
od vSech zvifat ve staddu. Jednalo se o 16 vzorkd ov¢iho trusu a dva vzorky tvofené smési
trusu ovci a koz. Tyto vzorky byly vySetfeny sedimentacni metodou na pfitomnost motolic na
CZU v Praze. Na MU jsem byl pfitomny u vysetfeni zbyvajicich dvou vzorkii sedimentaéni i
flotacni metodou. V ptipad¢ vzorkl z Jihomoravského kraje Slo o vySetfeni trusu ovci, koz a
skotu. V Jihoceském kraji se jednalo o smésny vzorek trusu ovci.

Celkem z 19 farem bylo odebrano 600 individualnich vzorkd trusu ovci, z toho 300
bylo uchovano na MU pro budouci molekularni analyzy a zbylych 300 vzorki bylo odeslano
na vySetieni flotacni metodou do Prahy. Na dvou farmach (z Libereckého
a Moravskoslezského kraje) bylo navic odebrano 22 individudlnich vzorkli trusu koz.
Polovina byla opét ponechana na MU a druhd polovina byla posldna do Prahy. Nejmensi
vySetiované stddo ovci Citalo 15 zvifat, nejvétsi pak 550 kust zvitat, median odpovidal 50
kustim ovci na stado.
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Ze vsech vysettenych vzorka byl pouze jeden vzorek pozitivni na ptitomnost vajicek
motolice, nejednalo se vSak o motolici jaterni, nybrz o motolici kopinatou Dicrocoelium
dendriticum (pfiloha 7). Pfitomnost vaji¢ek D. dendriticum byla zaznamenana v ovéim truse
vySetfovanym pravé na MU. Pro ovéfeni spravnosti byl trus dodatecné odeslan na vySetfeni
do Prahy, kde byly nase zavéry potvrzeny. Tento vzorek pochéazel z JihoCeského kraje. Dale
jsme ve vzorcich trusu identifikovali nékolik ¢lanki tasemnice Moniezia sp., vaji¢ka hlistic
rodd Trichuris, Nematodirus, Strongyloides, strongylidni hlistice a oocysty parazitickych
prvoku rodu Eimeria (ptiloha 8, 9).

6.5 Molekularni analyza

Z dospélce motolice jaterni ziskaného z pitvy jater byla izolovdna DNA podle
protokolu komer¢niho kitu. Analyza byla doplnéna o vzorek DNA motolice obrovské

vvvvvv

spektrofotometru dosahovala 58 ng/ul pro a 1 282 ng/ul pro F. magna.

Druhové specifické primery navrzené na oblast ITS2 regionu rDNA (tabulka 5) byly
pfevzaty z diplomové prace Veroniky Siegelové (2012). S témito primery a DNA obou druhti
motolic byla provedena PCR o celkovém objemu jedné reakce 20 pl. Vzniklé produkty byly
rozdéleny pomoci agarozové elektroforézy v 2 % gelu (obrazek 5).

Tabulka 5: Druhové specifické primery pro oblast ITS2.

Druh motolice Sekvence primeru Velikost amplikonu
F. magna Fw: 5 -CACTACTGTCGCTTTATCGTCG-3 89 bp

Rev: 5 -TGATCACGAAGGATACCGTCTT-3

Fw: 5 -CTTATGATTTCTGGGATAATT-3 119 bp

Rev: 5-GCACAAACCAATGACAAAGTG-3

500
400

300

500
400

300

200 200

100 100

Obrazek 5: DNA amplifikovand pomoci druhoveé specifickych primert. PCR produkty rozdéleny pomoci agarézové
elektroforézy (2 % agardzovy gel obarveny GoodViewTM Nucleic Acid Stain). M: hmotnostni marker (bp); 1: vzorek
F. magna; 2: vzorek F. hepatica; 3: kontrolni vzorek. (Foto C. Moty&ka, 2019)
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6.6 Konference

Data z dotaznikl a predstaveni problematiky byly predstaveny na dvou konferencich.
Jednou v Ceské republice, v hotelu Kouty v Rejékové u Ledée nad Sazavou pii
Helmintologickych dnech 2019 v obdobi 6. — 10. kvétna 2019. Druha konference se potadala
Vv Belgii, ve dnech od 27. do 29. srpna zde probihala konference Joint COMBAR — ACSRPC
meeting: Anthelmintic resistence in ruminants (pfiloha 10, 11).
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7 DISKUZE

Sbér dat formou dotazniku probihal zasilanim informacnich emaili s dotaznikem
jednotlivym chovatelim po celé Ceské republice. Kvili snazsimu piistupu ke kontaktim a
informacim na internetu byly zvoleny jako cilova skupina pro vyzkum ekofarmy. Byla zde i
vetsi pravdépodobnost zdjmu o danou problematiku, coz je dilezity faktor pro ptipadnou dalsi
spolupraci — tedy moznost terénniho vyzkumu praveé na téchto farmach.

Celkove¢ byl dotaznik dorucen na 566 adres a zpétna vazba byla zaznamendna pouze u
kazdého sedmého. Tento pocet odpovedi ptisuzuji promazdvani emaild bez jejich precteni
nebo neotevieni.

Osloveni chovatelé pochazeli ze vsech krajii Ceské republiky az na Hlavni mésto
Prahu. Z vysledkd je patrné, ze celkem 70 % chovatelti nemélo zadnou zkusenost s nalezem u
zvitat, z ¢ehoz miZzeme vyvozovat nizky ¢i nulovy vyskyt tohoto parazita v danych lokalitach.
20 % respondentl vSak zkuSenosti a nalezy mélo. Jednalo se o chovatele pfevazné z
JihoGeského kraje, zastoupeny byly farmy i z Jihomoravského, Usteckého a
Moravskoslezského kraje. Pievdzné Slo o ndkazu skotu a ovci. Objevila se 1 informace
0 mozné nakaze motolicemi u zvifat z fad jelenovitych. S vétsi pravdépodobnosti by se vSak
mohlo jednat o motolici obrovskou Fascioloides magna, ktera Castéji napada pravé tyto
hostitele (Kasny a Novobilsky, 2008).

Béhem vyzkumu bylo téz kontaktovano 22 jatek, pfi¢emz spojit se podafilo pouze se
sedmi z nich. Pozitivni nalezy pak potvrdila pouze jatka z Jiho¢eského, Stredoceského kraje a
kraje Vysocina. S jatky z kraje Vysocina byla navazana uZzsi spoluprace, diky ¢emuz mohly
byt sledovany zachyty motolice jaterni v pribéhu celého jednoho roku. Nejvice potvrzenych
nalezli z téchto jatek bylo ze zvifat pochazejicich z Plzeiiského kraje (7 infikovanych krav)
a dale z Jihoc¢eského kraje (3 infikované kravy).

Koprologicky vyzkum byl provadén na 20 farméch v deviti krajich Ceské republiky.
kterd snizZila 1 celkovy pocet navstivenych farem. Flotacni ani sedimenta¢ni metodou nebyl
potvrzen zadny nalez. A to dokonce ani v Moravskoslezském kraji, kde byl v minulosti
zaznamenan zvySujici se vyskyt tohoto parazita kvili zaplavovani rozsahlych Gzemi (Zmuda
a Chroust, 2001). Diivodem muze byt i fakt, ze v nasi studii byly vySetfovany piedevsim ovce
a kozy, zatimco Zmuda a Chroust se zamé&fuji pfedev§im na skot. Je znamé, ze se prib¢h
fasciolozy se u jednotlivych druhti definitivnich hostitelt lisi (Boray, 2017; Forbes, 2017,
Jezkova).

Pti shrnuti vysledkii vSech naSich studii, muzeme fici, Zze nejvétsi vyskyt byl
zaznamenan Vv JihoCeském a Moravskoslezském kraji. Nasledné¢ byl zvySeny vyskyt

zaznamenan také v Jihomoravském, Usteckém a Pardubickém kraji. Ve srovnanim
s vyzkumem vyskytu F. hepatica z 80. — 90. let 20. stoleti (Zmuda a Chroust, 2001), ktery
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uvadi zvyseny vyskyt pievazné na severni Moravé a v severnich Cechach. Nasledné jako
vysledky). Mizeme zde tedy potom mluvit o uréitém rozprostieni husté populace do dalsich
krajti Ceské republiky. K tomuto trendu mohlo dojit v diisledku nekontrolovanych pfesunt,
pfipadné sparkatou zmé&ii. Nyné&jsi nizsi vyskyt v nekterych krajich se tedy mutze také stat
jednou minulosti.

Pocet zachyti ovSem neni tak velky, jako tomu bylo v minulém stoleti (Zmuda
a Chroust, 2001). Tento fakt mohlo zpusobit dlouhodobé sucho, pii kterém se v krajiné
nevytvari periodické tiin€. Nasledna uspésnost vyvoje od vajicka az po dospé€lého jedince je
pak méné pravdépodobngjsi. Posledni roky vSak nedoslo pouze k poklesu poctu srazek
v Ceské republice, ale také k celoroénimu zvyseni teploty. Podle publikace, kterou vydali Fox
et al. v roce 2011, teplejsi zimy umoziuji snazsi preziti mezihostitelti v prostiedi. Kvuli tomu
ve svych zavérech upozornuji na nebezpeci rozsiteni v nasledujicich letech. Tento fenomén je
lze ofekavat na Britskych ostrovech, kterych se studie tyka, a to diky vysoké vlhkosti
a teplej$im zimam. V podminkach Ceské republiky se kvili nizsi vlhkosti nemusi dané zavéry
naplnit, coz podporuji i zavery této prace.

Ve studii, kterou publikovali Ducheyne et al. (2015) byl pomoci geografického
informaéniho systému (GIS) pfedpovézen nizky az stfedni vyskyt na uzemi Ceské republiky.
Je mozné, ze v roce 2015 tento odhad odpovidal realné situaci, ovSem kvuli sus§imu obdobi,
které nastalo po roce 2015 mohlo dojit k vétsSimu poklesu populace mezihostitelti i parazita
samotného.

Vyskyt ostatnich parazitl v trusu ovci a koz se také oproti minulym Iétim pohyboval
v nizSich hodnotich (Vadlejch, nepublikovand data), coz koresponduje se snizenym
vyskytem, ktery predpokladam ve svych zavérech.
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8 ZAVER

Motolice jaterni Fasciola hepatica je kosmopolitné rozsifeny druh parazita, ktery
napadd jatra a zluCovody definitivnich hostiteli a zplisobuje u nich zavazné, mnohdy i
smrtelné onemocnéni nazyvané fasciol6za. V Evropé se s fasciolozou setkavame predevsim u
hospodarskych zvitat — skotu, ovci a koz. K infekci zvifat dochazi po pozieni infek¢nich stadii
parazita ptichycenych na vegetaci ¢i volné plujicich na vodni hladiné. Klinicky prabé¢h
fasciolozy se lisi v zavislosti na druhu hostitele. Pro skot odolnéjsi vaci infekei je
charakteristicky chronicky prib¢h, u ovei a koz byva zaznamenén i akutni a subakutni prub¢h
spjaty s ndhlymi thyny zvifat. Vlivem infekce dochazi ke snizovéani uzitkovosti zvifat, jako
jsou napriklad nizS§i hmotnostni pfirastky, snizend produkce a kvalita mléka, ovlivnéna
plodnost samic, coz vede k velkym ekonomickych ztratam v chovech hospodatskych zvitat po
celém svété. Navzdory témto faktiim, neni sou¢asny vyskyt v Ceské republice piesnéji znam.

Hlavnim cilem prace bylo zmapovat aktudlni situaci vyskytu v Ceské republice a
porovnat tento vysledek s historickou a odhadovanou hodnotou. Pro tyto ucely byl vytvoien
adresat chovatelil, kterym byl nésledné rozeslan informacéni email s dotaznikem. Pro potvrzeni
ziskanych dat bylo s n¢kolika vybranymi chovateli domluveno koprologické vySetfeni trusu
na jejich farmach. Odebrané vzorky byly vysetfeny standardnimi koprologickymi metodami
(flota¢ni a sedimentadni) na Masarykové univerzité a ve spolupraci s Ceskou zemédélskou
univerzitou v Praze. Dal$i informace byly ziskany z jatek, kde dochazi ke kontrole jater pii
kazdé porazce. Zde jiz byl vyskyt n€kolikrat potvrzen veterindrnim lékatem ¢i technikem.
Tyto vysledky mi umoznily dotvoftit ucelenéjsi mapu vyskytu toho parazita.

Pii porovnavani vysledkl se star§imi pracemi bylo zjiSténo rozprostfeni do vice kraja
po celé Ceské republice. Také ale doglo k snizeni prevalence parazita v tradi¢nich oblastech
vyskytu. Budouci trend vyvoje je ovSem nejisty, jelikoz ho ovlivni mnoho faktort.

Zéavérem mohu fici, Ze osobné neocekavam Zzadné radikdlni zmény ve vyskytu
motolice jaterni u skotu a malych prezvykavci v chovech v Ceské republice. Fascioldza
neustale pfetrvava na naSem Uzemi v nizké mife, proto je riziko ndkazy u hospodaiskych
zvirat malé, ale stale realné.
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10 PRILOHY

Pledmét: Menitedng matolice jatemi

Dobirg den,
chit&li bychom Was upozomi na ma2nost navazani spaluprace.

Jsme skuping veoc 7 Prirooowedecks fakulty Masarykovy univerzity v Brmé. v ramaci
nEseho WZKUMNENs TAMEN S8 Zabyvame molokci jElemi Fasciols hepatica, Kierd
paraziuje v |atrech a Autovodech predeviim u ovel, koZ a skolu. V Soutasné dobeé
i jsou jEemi patologie ph pOrAfkach hAINE ZEFNAMENdvAny, nicMENE pm neni
Dotaznik wénovana odpovidajici pozemnost. Mabellce mohou oviviiavat zaravi, celkovou pohoou
| uMtkowost Vasich zvifal Prolo jsme se 180 problematice zatali wenoval a rad
bychom tuto siuael Ziepdill.

Budeme velice radi, kdyz nam vénujete nékolik minut pozornosti a odpovite vyplnénim

tohota dataznikis Pro nd8 wyzhum | pro pfipadné tumeni fasciolzy je nezbying ziskat data
DEUjemel o geopgrafickém mzsiteni parezita. Z ioheio dirvodu nds zajima, zda jste se ve Vagich
chovech pfi por&2kach hospodafskych zvitat mnesetkali s motolitnatosti. Zapoma
odpoved je pro nds stejné cennd jako Udaie o poziiivnich nalezech. Budeme velice
ra, koy2 nam venujele ndkolk minut pozomest, a v plipadé zajmuy nam edpovite
wypinénim krétieeho dotaznik (wplnéni VE&m opravdy zabere maximaing jen minubu).

*Povinné pole

Kontaktni email * fpea igoo gltormala7 ZSrqBEOUZIOMFL]
n i MNa této adrese pak nakemete také podrobnégEi nformace o mololici jplemi a ookazy
YaZevdpoved n@ danou problenatku:

hittpes: sites. qosgle. ooy ewlasciola-hepatica

) ) " Predng Vas chceme ujistt, 22 se jedna pouze o vizkumné a lsbaratomi ddely, jejich?
Kraj do kterého spadate wislupy budou SRONYMIZ0VANY & Nebudnll Mo byt SpOjovANY & KONKTEnIm chavem,
famnou ani majitelem.

Vyberte - Pokud byste mel jakykedy navh, plipominku & deporuteni, nevahefle se na mne
obratit

5 pozdravesm za celf tym,

DoE)inup'm informace (napf. jméno a prijmeni, nazev farmy, telefonni islo, Mgr. F "
postovni adresa)
Masarykova univerziia
Vase odpovéd gagrsnuz m“b";nll:v a zaoiogle
Kamenice 7335
625 DD Brnag
Priloha 1: ,,Formulaf Google* v ramci Google Disku. Pfiloha 2: Text e-mailu poslaného chovatelim.

Ptiloha 4: Detail jater skotu napadenych
F. hepatica. (Foto C. Moty&ka, 2019)
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Piiloha 5: Vajicka F. hepatica z oplachu jater. (Foto C. Moty¢ka, 2019)

Piiloha 6: Dospéli jedinci F. hepatica. (Foto C. Moty&ka, 2019)
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Piiloha 7: Vaji¢ka D. dendriticum. (Foto C. Motycka, 2019)

Piiloha 8: Clének tasemnice Moniezia sp.. (Foto C. Motycka, 2019)
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Piiloha 9: Vlevo vajitko Nematodirusu o velikosti 189 um. Vpravo vajitka strongylidni hlistice o velikosti 85 um. (Foto C.
Moty¢ka, 2019)

o

40



; 5 STRATEGIC PLAN FOR CONTROL OF RESISTANT 5 —x
", GASTROINTESTINAL HELMINTHS IN GRAZING 4%

ifl)t'\;:ll sty JAJL‘U’
OF e obvewies Pasave RUMINANTS IN THE CZECH REPUBLIC .
Jana lgova®, Nikol Reslova®, Lucie Skorpikova®, Pavel Roudnicky®, Jifi Viorel, larosiav Vadiejch?, Martin Kadng'

Degantren of Botay a0 Jockagy 30Uty of Sece, Nanph Ussenty Ao, Oech Reputitc
Vepanrae of Jackagy e Fatevie, Facuty of Agroboagy Foot 203 My Reawce, Coach Undvacty of U Sceacm, Pragus, Cnct fopdic

INTRODUCTION

Crech Republic lacks systematic and coordinated plan to tackle RESISTANCE IN THE CZECH REPUBLIC
emerging anthelmintic resistance (AR) in small grazing ruminants. Chroust et al. {1998, 2000} | : 4 ARS0%to 82

Monitoring of AR is limited to only few studies in which molecular 100% to L2

z & 0% to IVM
approaches are absent. In our new research project we aim to § ot al (2009) L AR up to 98% to &2

apply conventional and modermn dia tic methods to monitor g N | =

the parasite load, with a special 133: on the gastrointestinal st il tv.-'-“‘mz;‘\,‘.'.,_._m:;_,,,,

nematodes (GINs). We intent to map the occurrence of AR in  METHODOLOGY - FECRT, EHT, MALDT

sedected goat and sheep farms in the Crech Republic and define

~the risk factors related with the sslection for AR. As an outcome,
lfwe would like 10 deliver the recommendations to farmers which

“should result in improved grazing management, parasite control

© and sustainable use of anthelmintics.

.

N

« B0 sheep farms contacted
 Informational wob page for farmers dealing
with AR created (anty in Crect, sarry &) :
nttoss//sites. googie. comvieadanthe mintic
¥ Questionnaire for the identification of risk
assembled

¥ Samgling planned for the period from

- . ¥ ¢ b s 2 .
) » 5 ”‘ k - . ) ~' »

This research is supported by Ministry of Education, Youth and Sport of the Czech Republic (LTC19012) and COMROR
COST Action CA16230 {Combatting Anthelmintic Resistance in Ruminants) I\/.

Ptiloha 10: Poster z konference.
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Ptiloha 11: Poster z konference.
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