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Anotace:

The ability of the giant liver fluke (Fascioloides magna) to expand the spectrum of its
potential intermediate hosts, especially to use the aquatic snail Radix peregra, was
investigated. Rediae and cercariae of F. magna were found in 20 out of 1,328 Galba
truncatula and 5 out of 4,921 R. peregra snails from two localities in Western and Central
Bohemia. The susceptibility of R. peregra to the F. magna infection was confirmed by
finding larval stages of the parasite. Fully formed (mature) cercariae, as well as mother and
daughter rediae, were obtained from 130 R. peregra snails challenged with miracidia of F.
magna. The first mother rediae were recovered 35 days post infection, whereas cercariae were
found 119 days p.i. The infection was successful only in small R. peregra snails (shell height
1-8 mm). The 1,940 bp long region of the 18S rRNA gene of F. magna from the Czech
Republic was sequenced. Its comparison with that of F. hepatica revealed a rather low
interspecific sequence variation (0.9 %). A phylogenetic analysis has shown monophyly of
the Fasciolidae and a separate position of F. magna among fasciolids, which supports the

validity of the genus Fascioloides.
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1. Uvod

Motolice obrovska (Fascioloides magna (Bassi, 1875)) cizopasi v jaternim parenchymu
volné zijicich a hospodaiskych zvirat. Je pivodcem onemocnéni prezvykavct i sparkaté zveie
zvaného fascioloidéza. Jedna se o veterindrné vyznamného parazita, a to predevs§im kvuli jeho
znaéné patogenité (Kassai 1999).

Tato plivodem severoamericka motolice je v soucasné dob¢ 1 ve svém puvodnim areédlu
motolice obrovskéd zavleCena v 19. stoleti, se krom¢ stabilnich ohnisek objevuji stale nové
lokality s jejim vyskytem. Proto tento parazit piedstavuje vazny epizootologicky problém
nejen pro volné zijici zvéEf, ale také pro hospodarska zvirata chovana v ohroZenych oblastech
(Spakulova et al. 2003). Jelikoz se jedna o nejvice patogenni motolici vyskytujici se v nasi
republice a v Evrop¢ viibec, je problematika fascioloidozy stale aktudlni i u nés. V 60. letech
bylo popsano n¢kolik lokalit s vyskytem motolice obrovské, piedevsim v jiznich a sttednich
Cechach (Erhardova-Kotrla 1968). Recentni vyzkumy prokazaly rozsifeni tohoto parazita i na
tizemi zapadnich Cech (Novobilsky et al. 2006).

Ve spolupraci s védeckymi pracovniky a doktorandy Ustavu parazitologie Veterinarni a
farmaceutické univerzity v Brn¢ (B. Koudela, D. Modry, L. Hirtovd, A. Novobilsky) bylo
v roce 2003 zahajeno studium nékterych aspektii epizootologie a biologie motolice obrovské
v obofe Zahradka v Sedlisti u Nepomuku, kde existuje ohnisko akutni fascioloidozy. Udaje o
vyskytu larvalnich stadii motolice ze zminéné lokality a dalSich ohnisek vyskytu v jiznich
Cechach byly prezentovany v bakalaiské praci ,,Vybrané aspekty biologie motolice obrovské
(Fascioloides magna)“ obhdjené v roce 2004 (Horackova 2004). Predkladana prace navazuje
na piedchozi studium a zaméfuje se predevSim na ziskani novych poznatkii o biologii a
vyskytu larvalnich stadii motolice obrovské. Cast vysledki této prace byla publikovana (viz
ptiloha, publikace ¢. 1). MUj podil na této publikaci zahrnuje vétSinu terénnich odbért a
nasledné vySetfeni mekkysi a rovnéz velkou ¢ast experimentalnich nakaz.

Soucasné nalezy motolice F. magna u definitivnich hostiteli v Mad’arsku, Rakousku a
Chorvatsku (Majoros a Sztojkov 1994, Marinculi¢ et al. 2002, Ursprung 2002) naznacuji, Ze
areal motolice obrovské se stale rozsituje. Tato expanze motolice obrovské vyvolava otazku
mozného rozsifeni dosud velmi uzkého spektra jejich mezihostitelti v Evropé€, kde byla jako
jediny pfirozeny mezihostitel doposud zjiSténa pouze bahnatka mala (Galba truncatula)

(Erhardova-Kotrla 1968). Uspé&sné experimentalni nédkazy plovatky druhu Lymnaea palustris



(Chroustova 1978, 1979), nalez cerkdrii v uchatce toulavé (Radix peregra) na dvou lokalitach
v zapadnich a stfednich Cechach (Faltynkova et al. 2003, 2006) a usp&$né experimentalni
nakazy plze druhu Omphiscola glabra (Rondelaud et al., 2006) naznacuji schopnost F. magna
adaptovat se 1 v Evrop€ na SirSi spektrum mezihostitell, stejné¢ jako je tomu v Severni
Americe. Je tedy dulezité sledovat vyskyt larvalnich stadii motolice obrovské v ptirozenych
mezihostitelich v pfirod¢, ale rovnéz experimentalné oveEfit moznost vyvoje tohoto parazita
v potencidlnich mezihostitelich, ktefi se vyskytuji sympatricky s bahnatkou malou.

S vyvojem novych molekularné-diagnostickych metod je dalezité znat nejen biologii
parazita, ale také ziskat co nejvice udajii o jeho molekuldrnich charakteristikach, zvlasté
jedna-li se o parazita s veterinarnim vyznamem.

Nekteré ze ziskanych poznatkii jiz byly publikovany ve védeckych Casopisech (viz.
pfiloha - publikace €. 1 a 2).

Predkladana prace méla cile uvedené v nasledujici kapitole.



2. Cile prace:

1. Zjistit daje o souCasném vyskytu larvalnich stadii motolice obrovské (Fascioloides
magna) v mezihostitelich v Ceské republice.

2. Pomoci experimentalnich ndkaz potencidlnich mezihostiteld (plzi rodu Radix)
prokazat ¢i vyvratit moznost vyvoje motolice obrovské v téchto mekkysich.

3. Ziskat kompletni nukleotidovou sekvenci malé (18S) podjednotky genu pro rRNA
druhu Fascioloides magna a porovnat ji se sekvencemi vybranych zastupcii digenetickych

motolic, pfedev§im zastupct celedi Fasciolidae.



3. Literarni prehled

3.1. Systematické zarazeni

Motolice obrovska patii podle souc¢asného systému do kmene Platyhelminthes, tiidy
Trematoda, podtiidy Digenea a celedi Fasciolidae. Je fazena do rodu Fascioloides Ward,

1917.
3.2. Zemépisné rozsireni

3.2.1. Evropa a dalSi kontinenty

Motolice obrovska se ptivodné vyskytovala pouze v Severni Americe, kde je rozsifena
predevsim v severovychodni ¢asti USA, vjizni Kanad¢ v oblasti Velkych jezer, na
Labradorském poloostrove, podél Mexického zalivu, feky Mississippi a na severozapadnim
pobiezi statu Washington. K hlavnim hostitelim zde patii jelenec virzinsky (Odocoileus
virginianus), jelen wapiti (Cervus elaphus canadensis) a sob karibu (Rangifer tarandus
caribou) (Swales 1935, Pybus 2001). Do Evropy byla zavlecena v 2. poloving¢ 19. stoleti
spolu s jelenem wapiti a jelencem virZzinskym, ktetfi byli dovazeni do parkii, zoologickych
zahrad a obor (Erhardova-Kotrla 1971). Pies sviij severoamericky ptivod byl parazit poprvé
popsan Bassim (1875), ktery jej nalezl u jelend v kralovském parku blizko Turina, kam byli
importovani jeleni wapiti. Nékaza jelenti vedla k thynu napadenych zvifat.

Do dne$ni doby je znamo 8 evropskych statd, odkud byl hlaSen vyskyt motolice
obrovské. Znamé jsou nalezy z Némecka (Salomon 1932), Polska (Slusarski 1955), Spanélska
(Almarza 1935), Rakouska (Pfeiffer 1983), Slovenska - prvni nalez v roce 1988 (Rajsky et al.
1994) a vnedavné dobé také z Madarska (Majoros a Sztojkov 1994) a Chorvatska
(Marinculi¢ et al. 2002). Soucasné udaje naznacuji centrum vyskytu motolice predevsSim
v povodi Dunaje ve stfedni Evropé (Ursprung et al. 2002, 2003, 2006).

Ojedinélé nalezy motolice F. magna pochéazeji i z jinych kontinentli, ale ve vSech
ptipadech se jednalo o infikovana zvifata importovanad z USA nebo Kanady. V Jizni Africe a
Australii byl popsan nalez parazita u importovan¢ho skotu (Boomker a Dale-Kuys 1977,

Arundel a Hamir 1982) a na Kub¢ u importovaného jelena wapiti (Lorenzo et al. 1989).



3.2.2. Ceska republika

Na tizemi dne$ni Ceské republiky byla motolice obrovska poprvé zjisténa jiz v letech
1927-1930 Sprehnem, ale nalezy nebyly publikovany (Erhardova-Kotrld 1968). V dalsich
letech byla F. magna sporadicky nachazena u jelenti lesnich (Cervus elaphus) a srnci
obecnych (Capreolus capreolus) v riznych ¢astech republiky (Kotrly a Pav 1959, Erhardova-
Kotrla 1971). Teprve v 60. letech minulého stoleti doSlo k vyraznému roz$ifeni motolice u
sparkaté zvéfe a vytvofeni permanentnich ohnisek v Ceské republice. Parazit byl zji§tén
v jiznich Cechach, kde se vyskytoval v oblasti Tieboniska, Novohradskych hor a okoli,
Ceskobudgjovicka a v okoli Bechynd. Rovnéz byl nalezen ve stiednich Cechach na tizemi
Milevska, Pisecka, Ptribramska a Rozmitalska (oblast Brd a Hiebenll) (Erhardova-Kotrla
1971). Sou¢asny nalez motolice na Sumavé (oblasti Kiemelné, Zelezné Rudy a Prasil)

naznacuje roz$ifovani aredlu vyskytu této motolice (Novobilsky et al. 2006 ).

3.3. Vyvojovy cyklus

Motolice obrovskd ma, stejné jako ostatni motolice, relativné slozity dvouhostitelsky
vyvojovy cyklus. Spektrum mezihostitelli i definitivnich hostitell je pomérné Siroké, pticemz
se vyrazn¢ 1i$i druhové spektrum v Severni Americe a v Evropé (Erhardova-Kotrla 1968).

Ve vajickach, ktera se dostavaji do vnéjsiho prostedi spolu s trusem, se za vhodnych
teplotnich podminek a v dostatecné vlhkém prostfedi po 4-7 tydnech vyvine obrvené
miracidium, které po opusténi operkularniho vajicka vyhledava mezihostitele a aktivné do ngj
pronika. Nenajde-li vhodného mezihostitele, hyne do 16-20 hodin (Yamaguti 1975).

V mezihostiteli dochazi k asexualnimu mnoZeni parazita. Vysledkem tohoto mnozeni je
produkce cerkarii, které aktivné opousteji mekkyse a encystuji se na povrchu rostlin jako tzv.
adoleskarie. Tato vyvojova stadia ptezivaji ve vlhkém prostiedi 2-2,5 mésice. V suchém
prosttedi naopak hynou do 18 dni (Erhardova-Kotrla 1968).

Definitivni hostitel se nakazi pozfenim vegetace s adoleskéariemi. V jeho travicim traktu
se adoleskarie uvoliiuje z ochrannych obalii a pronika stfevni st€énou do jater, kde pomalu
roste a vyviji se v dospé€lce. Po dosazeni dospélosti (3-5 mésiclt) zacne motolice uvolnovat
vajicka, kterd se spolecné se zluc¢i dostavaji do ZluCovodii a postupné zazivacim traktem ven

z téla hostitele (Erhardova-Kotrla 1971).



3.3.1. Vyvoj v mezihostiteli

Vyvoj v plzi trva asi 42-44 dni v laboratornich podminkdach, zatimco v ptirodé¢ az 75 dni.
Prvni infekce plzi se objevuji obvykle v kvétnu nebo, v pifipadé dlouhé zimy, v Cervnu.
Jednotlivd vyvojova stddia motolice obrovské mohou v mezihostiteli i pfezimovat
(Erhardova-Kotrla 1968).

Po odhozeni brv se miracidia méni v téle plZe ve sporocystu. Sporocysty se vyskytuji
nejcastéji v plasti, plastové duting, noze, kolem zazivaciho ustroji, v bilkovinnych zlazach
a plicnim vaku. Sporocysta roste a formuji se v ni matefské rédie (nejvyse 4-6 kust, zpravidla
ale jen jedna). Mezi 8.-15. dnem od nékazy plze se mateifska rédie prudkym pohybem uvolni
ze sporocysty, kterd nasledné¢ odumird (Erhardova-Kotrla 1968).

Matetské rédie cestuji tkanémi plzi. Nejcastéji jsou nalézany v ledvinach, plicnich
vacich, samicich pohlavnich organech a kolem fitniho otvoru. Uvnitf jejich téla se tvori
dcefiné rédie, které opoustéji matetskou rédii 30.-32. den od napadeni plze. Jedna mateiska
rédie obsahuje 4, nékdy az 6 dcefinych rédii (Erhardova 1961).

V dcefinych rédiich se ze zarodecnych bunék tvofi cerkarie (zpravidla 6-10 zarodk).
Vsechny zarodky vSak obvykle nedozravaji. Cerkarie opoustéji dcefiné redie a migruji do
hepatopankreatu a pohlavnich organt plze, kde dokoncuji svlij vyvoj. Aktivnimi pohyby plze
jsou pak vytlatovany do vnéjSiho prostiedi. Za 10-20 min dochazi k jejich encystaci na

rostlinach, kamenech ¢i na vodni hladin€ (Swales 1935, Erhardova 1961).

3.3.2. Spektrum mezihostitel

Mezihostitelé motolice F. magna patii do Celedi Lymnaeidae (Rondelaud et al. 2006).
Tato Celed predstavuje jednu z nejvyznamnéjsich skupin vodnich mékkysh, nebot’ fada druhti
hraje roli jako mezihostitel medicinsky i veterindrné vyznamnych druhi motolic, ale i hlistic
(Bargues et al. 2001).

Na americkém kontinenté bylo dosud zjisténo nasledujicich 10 druhtt mekkysa, kteti
mohou slouzit jako mezihostitelé motolice F. magna: druhy Lymnaea bulimoides techella, L.
caperata, L. modicella, L. parva a L. palustris nuttalliana byly popsany jako pfirozeni
mezihostitelé, zatimco plzi L. columela, L. ferruginea, L. palustris, L. stagnalis a L. umbrosa
byli infikovani experimentalné (Dunkel et al. 1996).

V podminkéch Evropy je spektrum mezihostiteli odlisné, jedinym dosud zjist€énym
mezihostitelem v pfirodnich podminkéch je bahnatka mala (Galba truncatula) (Erhardova-

Kotrla 1968). Plze druhli Radix peregra a R. ovata se sice podafilo experimentalné infikovat
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miracidii F. magna, avSak vyvoj parazita se zastavil ve stadiu matetskych rédii (Erhardova-
Kotrla 1968). Nakazami plze R.peregra se zabyvali recentné 1 Faltynkova et al (2006), kteti
zaznamenali vyvoj F. magna v téle mékkyse az do stadia pln¢ vyvinutych cerkdrii. Dalsi
druhy, u kterych byly provadény experimentalni nakazy Erhardovou-Kotrlou (1968), t;.
Lymnaea palustris, Physa acuta, Succinella oblonga a Succinea putris, se nepodarilo nakazit
viubec. U dvou z 507 jedinci plze L. stagnalis miracidia UspéSné pronikla do tkani
mezihostitele, ale vyvoj prob¢hl jen do stadia sporocysty (Erhardova-Kotrla 1968).

Naproti tomu Chroustova (1978, 1979) uspésné infikovala mladé plze druhu L.
palustris. Ze 725 pokusnych plzi ptezilo infekci 400 a v 172 jedincich (tj. u 43%) prob¢hl
kompletni vyvoj motolice F. magna. Infekceschopnost uvolnénych metacerkarii z téchto plzi
autorka potvrdila naslednou infekci morcat. Tyto vysledky naznacuji, Ze by tento plz mohl
slouzit jako mezihostitel F. magna 1 v ptfirozenych podminkach. Nakaza L. palustris
v ptirodnich podminkach ovSem doposud zaznamenana nebyla, a to ani v oblastech kolem
Dunaje u Vidné, kde je F. magna bézné rozsifena v populaci jelenti evropskych a L. palustris
se zde hojn¢ vyskytuje (Ursprung et al. 2003).

Rondelaud et al. (2006) experimentalné infikovali vodniho plze Omphiscola glabra, u
kterého byl rovnéz potvrzen kompletni vyvoj az do spontanniho uvolnéni cerkarii. Tento plz
se vSak vyskytuje pouze v zadpadni Evrop¢, kde F. magna nebyla doposud nalezena.

V ptirodnich podminkéch byly rédie a cerkéarie motolice obrovské nalezeny také u plze
Radix peregra (v 6 plzich z 7277 vySetfenych) Faltynkova et al. (2006). Tento nalez
naznacuje moznou adaptaci parazita na tento druh mékkyse.

Jelikoz spektrum druhti mezihostitell Severni Ameriky je vyrazné $irSi nez v Evropé,
piredpoklada se, ze dalsi druhy mekkysi celedi Lymnaeidae by se mohly postupné stat
vhodnymi mezihostiteli pro vyvoj F. magna v Evropé (Rondelaud et al. 2006). VyfeSeni
otazky piipadnych dalsich mezihostitelii motolice obrovské v Ceské republice lze povaZovat
za vyznamné také z hlediska epizootologie fascioloidézy, nebot’ ptipadnd adaptace parazita na

nov¢ druhy mékkysa by mohla piispét k jeho dalSimu rozsiteni ve stiedni Evropé¢.

3.3.3. Taxonomie plzi rodu Radix

Podle nejnovéjsi studie (Bargues et al. 2001), zaloZzené na analyze DNA (useku ITS2
ribozomalni RNA), mizeme rozlisit 6 platnych druht rodu Radix: R. ampla, R. auricularia,
R. labiata, R. lagotis, R. peregra (=R. balthica a =R. ovata) a Radix sp. V Ceské republice je
uvadén vyskyt druhtt R. auricularia, R. labiata a R. lagotis (Bargues et al. 2001). Vzorky

mékkyst druhu R. ampla pochazejici z Ceské republiky nebyly ve zmifiované studii zahrnuty.
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Vyskyt ve stfedni Evropé diive uvddéného druhu R. peregra se omezuje jen na zépadni
Evropu (Island, Francie, Spanélsko, Nizozemsko) (Bargues et al. 2001).

Podle délky ITS2 sekvenci autofi usuzuji, ze rod Radix, spolu s rodem Galba, patti mezi
nejstars$i taxony. Vysledna fylogenetickd analyza pfislusnych sekvenci ukazuje na blizkou

ptibuznost obou rodu, pfi¢emz nejodvozenéjsim druhem je R. auricularia.

3.4. Molekularni charakterizace

Podle nejnovéjsi studie Olsona et al. (2003) se jevi na zéklad¢ studia kompletnich
sekvenci genli pro malou i velkou ribozomalni podjednotku (18S a 28S) rRNA vybranych
zastupct jednotlivych Celedi digenetickych motolic jako nejptibuznéjsi k celedi Fasciolidae
celed’ Echinostomatidae a dale Celedi Philophthalmidae, Psilostomatidae a Cyclocoelidae.

Dosud byly uvetejnény pouze dvé DNA sekvence motolice obrovské. Adlar et al. (1993)
ziskal tplnou sekvenci ITS2 useku vzorku amerického klonu motolice F. magna. Casteénou
sekvenci ITS2 spolu se sekvenci 5.8S tseku evropského klonu F. magna se podafilo ziskat
Hoerwegovi et al. (2006).

Recentné byly ziskany kompletni sekvence tseka ITS1, ITS2 a dvou mitochondrialnich
genll - podjednotky 1 cytochrom c¢ oxidazy (coxl) a nikotinamid dehydrogendzy (nadl)

(Kralova-Hromadova et al. submitted).

3.5. Diagnostika

Pro efektivni diagnézu, u¢innou 1éCbu a kontrolu parazitirniho onemocnéni je nezbytné
znat druhovou pfisluSnost parazita. Pro klinickou praxi je zasadni vyvinout jednoduchou a

snadno reprodukovatelnou metodu identifikace parazita.

3.5.1. Diferenciace F. magna od jinych jaternich motolic

Typickym diferencia¢nim znakem odliSujicim druh F. magna od ostatnich jaternich
motolic je napadné vétsi rozmér téla. Morfologicky je mozno F. magna odlisit od druhi
Fasciola gigantica a F. hepatica, které se nachazeji ve zlu¢ovodech nebo zlucovém méchyfti,
absenci hlavového vybézku — kénu na prednim konci téla. DalSim rozliSovacim znakem je

poloha varlat. U druhu F. hepatica lezi varlata jedno za druhym, zatimco motolice F. magna
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ma varlata ulozena vedle sebe. Hlavnim diferencia¢nim znakem rodti Fascioloides a Fasciola
je vsak ulozeni Zloutkovych trsii. U rodu Fascioloides jsou Zloutkové trsy pouze na ventralni
strang, zatimco rod Fasciola je ma jak na ventralni, tak na dorzalni strané téla (Spakulova et
al. 2003).

Odlisna je také lokalizace juvenilnich jedinc. Zatimco druh F. hepatica a dalsi
z jaternich motolic, motolice kopinatd (Dicrocoelium dendriticum — Celed’ Dicrocoeliidae)
jsou nachéazeny ve zluCovych cestach, F. magna je lokalizovana pfimo v jaternim parenchymu

(Erhardova-Kotrla 1971).

3.5.2. Primé diagnostické metody

Ptimé diagnostické metody jsou zalozeny jednak na diagnostice dospélct a vajicek jimi
produkovanych, jednak na pfitomnosti larvalnich stadii v mezihostitelich.

Nejcastéji pouzivanou metodou, kterd je nejdostupnéjsi a nejméné financné nakladna, je
koprologické vySetfeni trusu definitivnich hostiteld. Metoda spoc¢iva v nalezu vajicek v trusu
sedimentacni metodou. Nevyhodou této metody je vSak znacna podobnost vajicek s vajicky
motolice F. hepatica, jez se nedaji odliSit s naprostou jistotou.

Spolehlivd je metoda patoanatomického vySetfeni definitivniho hostitele s pfimym
nalezem motolice v jaternim parenchymu nebo ptfipadné i v jinych organech. Typickym
znakem je pfitomnost hnédocerného pigmentu na povrchu i v parenchymu jater, a také v
dal§ich organech bfisni dutiny. Tento pigment se nevyskytuje u Zadného jiného druhu
motolic. Stejné tak pfitomnost fibréznich kapsul v jatrech s dospelymi motolicemi a tmavou
tekutinou s vajicky je pro F. magna patognomicka.

Dalsim zpisobem je diagnostika vyvojovych stadii motolice v mezihostiteli. Tato
metoda je zalozena na morfologické determinaci cerkarii uvolnénych z plze, pfipadné rédii.
Cerkarie F. magna jsou gymnocefalniho typu stejn¢ jako F. hepatica. Stavbu téla vSech
larvalnich stadii F. magna popsali detailné¢ Erhardova-Kotrla (1971) a Swales (1935).
Nevyhodou této metody je vsak jeji nejednoznacnost. Jednotliva vyvojova stadia motolic F.

magna a F. hepatica jsou totiz znacn¢ morfologicky podobna.

3.5.3. Nepiimé diagnostické metody
V soucasnosti se k diagnostice parazitoz stale Castéji pouzivaji metody zalozené na

imunologickych a molekularné-biologickych principech. Jednd se o biochemické,
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hematologické, imunologické a molekuldrni metody. Mezi hlavni ptistupy patii imunologické
vySetieni krve, geneticka analyza izoenzymu a analyza DNA.

Blair a McManus (1989) se pokusili rozlisit jednotlivé druhy motolic celedi
Fasciolidae (F. hepatica, F. gigantica a F. magna) na zaklad¢ specifickych restrikénich mist
pro restrikéni endonukledzy. U F. hepatica bylo sledovano 18 restrikénich mist, zatimco u
zbyvajicich dvou druht 17. U kazdého z vySe jmenovanych druht motolic nebyla pozorovéana
vice nez 2 specificka restrikéni mista.

Vzijemné porovnani na zdkladé¢ analyzy sekvenci ITS2 umoZznilo kvantifikovat
mezidruhové a mezirodové rozdily fasciolidnich motolic. Zatimco F. hepatica a F. gigantica
se lisily v 2,8% sekvenci, rozdil mezi F. hepatica a F. magna byl 13,2% (Adlard et al. 1993).

Jelikoz na morfologické trovni (pifedevsim u vyvojovych stadii) je Casto té¢zké rozlisit
motolici F. hepatica od F. magna, bylo vénovano znacné Usili vyvoji dostatecné citlivé a
informativni metody rozliSujici mezi vySe zminénymi druhy.

Rognlie et al. (1994) vyrobili DNA sondu, vyuZivajici reverzni polymerazovou
fetézovou reakci (RT-PCR), vazici se na malou ribozomalni podjednotku rRNA genu
motolice F. hepatica, kterd vSak nebyla druhové specifickd, nebot” se véazala i na DNA
motolice obrovské. Sondu specificky rozpoznavajici pouze druh F. hepatica se podatilo
vyvinout Kaplanovi et al. (1995). Jedna se o fragment (124 bazi) repetitivni DNA, ktery
hybridizuje specificky s DNA motolice jaterni, nikoliv vS§ak DNA F. magna nebo DNA nebo
mezihostitele. Vysokou citlivost této metody ovéfili autofi 1 v praxi. Béhem dvouleté studie se
jim podafilo prokéazat 100% senzitivitu (metoda byla schopna detekovat i jediné miracidium

F. hepatica) a vice nez 99% specificitu.
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4. Metodika

4.1. Prehled lokalit

Studované lokality (mapa €.1) vybrané pro sbér mékkyst se nachdzeji v stfednich,
jiznich a zapadnich Cechach. Jedna se lokality, u kterych byl potvrzen vyskyt dospélct
motolice Fascioloides magna (Novobilsky et al. 2006).

Mapa ¢&. 1. Prehled lokalit sbéru mekkysi.

Obora Aglaia
VVP Jince .

Obora .
Zahradka . .Blatné

Ponésicka
obora

4.1.1. Obora Zahradka

Obora patii Lesiim mésta Rokycan. Nachazi se v zapadnich Cechach u obce Sedlisté,
okres Plzeii-jih, v ptedhiii Brd, v nadmoiské vySce 570 m. Jeji rozloha €ini 40 ha. Pievazuje
zde smiseny les tvofeny smrkem (Picea abies) a bukem (Fagus silvatica), ktery se stfida
s lesnimi pastvinami. Oborou protékaji dva poticky hloubky do 30 cm, které ani v letnim
obdobi nevysychaji (obr. 1). Navic oborou prochazi mensi odvodiovaci kanal, ktery je pfi
nedostatku srazek vyschly. Vodotece se ve svém pribchu vétvi a vytvari nékolik slepych

ramen a dva malé rybniky. V celé obofe prevladaji vlhka, zastinéna mista. V obofe jsou od
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roku 1994 chovani daici skvrniti (Dama dama). SouCasny stav zvétre je 5 kusil a od roku
2006 piiblizné 30 kust muflont (Ovis musimon). Primérnd prevalence vyskytu motolice
obrovské u definitivnich hostitelil je 85% (Novobilsky et al. 2006). Byli zde nalezeni mekkysi
4 druht.

Obr. 1. Obora Zahradka — jeden ze dvou potokt protékajici oborou.

PRI, | e
. 13
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4.1.2. Ponésicka obora

Ponésicka obora lezi v Budé&jovické panvi, na pravém biehu Vltavy, severné od Hluboké
nad Vltavou. Zaujimd rozlohu 1960 ha a jeji primérnd nadmotiskd vyska je 550 m. Lesni
porost je pfevazné smiseny. Pievlada zde buk lesni, dub letni (Quercus robur) a z jehlicnant
dominuji hlavné smrkové porosty. Zalesnéné plochy se stiidaji s kultivovanymi loukami (obr.
2) a lesnimi pastvinami.

Oborou protékaji dva vétsi potoky, Bedrnd (sttedem obory od severu k jihu) a
Libochova (v dolnim konci obory, vychodo-zépadn€), v jejichz okoli se Casto vyskytuji
baziny a slepa ramena slouzici ke kalisténi zvéfe. DalSimi vodnimi zdroji jsou Stary rybnik
(v jizni Casti obory), né€kolik jezirek a fada malych potackl po celé obote (obr. 3).

Stav zvéte v soucasné dobé je 150 kust jeleni a kolem 100 kust srnci zvéfe.

Byly zde nalezeny 4 druhy mékkysu.
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Obr. 2. Ponésicka obora — jedna z luk slouzicich k dokrmovani zvéfte.

Obr. 3. Pongsicka obora — pramen Cerného potoka (typicka lokalita vyskytu
plze Radix peregra).
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4.1.3. Vojensky vycvikovy prostor (VVP) Boletice

VVP Boletice se nachazi v jiznich Cechach, jihovychodné od mésta Cesky Krumlov.
PtevaZnou ¢ast uzemi o rozloze 22 000 ha zaujimaji jehliCnaté lesy, které se sttidaji
s loukami a pastvinami, ¢asto zna¢n€¢ podmacenymi (obr. 4). Primérna nadmotska vyska je
700 m. Vodnimi zdroji jsou ¢etné potoky a vodni nadrze souzici ¢asto jako vojenské cvicebni
plochy.

Mekkysi byli nalézani prevazné v blizkosti pramenist’ potokt, v kalistich a louZich na
podmacenych loukéch ¢i v okoli vodnich nadrzi.

Celkem zde bylo nalezeno 7 druhii mekkysi.

Obr. 4. VVP Boletice — podmécena louka.
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4.1.4. Vojensky vycvikovy prostor (VVP) Jince

VVP Jince je pomérné rozsahlé¢ Uzemi o rozloze 26 000 ha zaujimajici velkou Cast
Brdské vrchoviny. Primérna nadmotska vyska je 700 m. Jedna se o z velké Casti zalesnéné
uzemi s pfevahou jehli¢nant (pfedevsim smrku — 60% a borovice (Pinus sylvestris) — 30%).
Cetné jsou malé i vét§i vodni plochy (obr. 5), potoky a odvodiiovaci kanaly a podmadené
louky. Lokality, na kterych byli sbirani mékkysi, se vétSinou nachazely v blizkosti vétSich
vodnich ploch (slepa ramena, pritoky, odtoky) nebo se jednalo o vlhka mista v lesnim porostu
— pramenisté, kalisté.

Byly zde nalezeny 3 druhy mékkysu.

Obr. 5. VVP Jince — jedna z Cetnych vodnich ploch.
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4.1.5. Okoli Ti'eboné

Navstivené lokality jithovychodné od mésta Treboné se nachazeji v nadmotské vysce
kolem 440 m. Jedna se o mensi rybniky, potoky vytékajici z rybnikl ¢i stoky a tiné v jejich
okoli. Pro celou oblast je typicky hojny vyskyt moc¢alli a bazin, které se stfidaji s pomérné
hustym lesnim porostem, kde pievazuji listnaté stromy s hojnym vlhkomilnym travnim
podrostem (obr. 6).

v o

Na téchto lokalitach bylo nalezeno celkem 8 druhti mékkyst.

Obr. 6. Okoli Trebon¢ — husty lesni porost.

3 R >t Y

4.1.6. Obora Aglaia

Obora se nachazi ve stiednich Cechach jizné od hlavniho mésta Prahy. Byla zaloZzena
v 70. letech minulého stoleti. Na rozloze 521 ha jsou chovani jelenci virzinsti, jejichz chov ma
na Dobfissku dlouholetou tradici. Prvni dovozy této zvéie ze Severni Ameriky jsou datovany

do 50. let 19. stoleti. SoucCasny stav zvéte je pfiblizné 55 kusu. V obote se stfidaji louky a
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pastviny s lesnim porostem (obr. 7), tvofenym pievazné listnatymi stromy s pievahou dubu.
Oborou protékaji dva mensi potoky. Dal§imi vodnimi zdroji jsou malé rybnicky.

Celkem zde byly nalezeny 3 druhy mékkysi.

Obr. 7. Obora Aglaia — pastvina.

-

4.1.7. Zamecky park Blatna

Jednd se o oboru — park o rozloze pfiblizn€ 40 ha, naleZejici k zdmku Blatna. Jsou zde
chovani danci skvrniti v po¢tu asi 20 kusti. Vodnimi zdroji je soustava rybnikd bohaté
porostlych vodni vegetaci obklopujici téméf cely aredl zamku a ¢ast parku. Parkem dale
protékaji dva mensi potoky (obr. 8). Pro pfipadné zachyceni vétsStho mnozstvi srdzek je
v celém aredlu parku vybudovana sit’ kamennych odvodilovacich kanal. Listnaté lesni
porosty se zde stfidaji s travnatymi pastvinami (obr. 9). Lokalita se nachazi v nadmotské

vysce 500 m. Byly zde nalezeny 3 druhy mékkysu.
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Obr. 8. Zamecky park Blatna — jeden z potokt protékajici oborou.

Obr. 9. Zamecky park Blatna — pastvina s pasoucimi se danky skvrnitymi.
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4.1.8. Okoli Novych Hradi

Lokality v okoli Novych Hradl se nachazeji v nadmotské vysce kolem 480 m. Pro celé
uzemi je charakteristicky vyskyt mnoha rybnikli a potokt, které jsou vzajemné propojené;
pfevazuje zde lesni porost, a to jak smiSeny, tak smrkovy les. M¢kkysi byli sbirani na
nasledujicich lokalitach:

Dobra Voda — potoky v lese zapadné od obce Jakule nedaleko zdvodu na vyrobu pitné
vody Dobra Voda s bahnito-pis¢itym dnem o hloubce do 20 cm.

Jakule — potok severovychodné od obce Jakule (naproti pile), z ¢asti zastinény,
s travnatymi biehy. Dno je hlinito-pis¢ité, hloubka do 20 cm.

Kapinus — Oborsky rybnik — strouha u Oborského rybniku u pstrosi farmy s bohatou
vodni vegetaci, z ¢asti zastinéna. Jeji hloubka dosahuje az 100 cm.

Byfov — podmacena louka pfiléhajici k Byniovskému rybniku.

Na téchto lokalitach byli nalezeni mekkysi 7 druhi.

4

4.2. Sbér a vySetieni mékkysi

Mekkysi byli sbirdni od ¢ervence roku 2004 do srpna roku 2006. Celkem bylo nasbirdno
6826 jedincti 14 druht (tabulka 1). Jelikoz druhové uréeni mekkyst rodu Radix (predevs§im
rozliSeni druhti R. labiata (Rossmaessler, 1835), R. lagotis (Schrank, 1803) a R. peregra
(Miiller, 1774)) na naSem Uzemi je stale nejasné (feSenim tohoto problému se zabyvaji
studenti PfF UK), budu v této praci, z diivodu zachovéni kontinuity a souladu s ostatnimi
autory, uzivat pro mekkySe rodu Radix (s vyjimkou R. auricularia, dobfe odliSitelného na
zéklad¢ morfologie ulity) souhrnné pojmenovani Radix peregra.

M¢ekkysi byli sbirani ruéné z bahnitého dna, kamenli a voln¢ plovoucich rostlin,
ptipadné byli z rostlin seSkrabovani cednikem. Pfepravovani byli v plastovych nadobkach a
v laboratofi byli nasledné umisténi do kadinek nebo l1ékovek s odstatou vodou. Ptfes noc byli
mekkysi nasviceni stolni lampou kvili stimulaci pozitivné fototaktickych cerkarii (vyplouvaci
metoda).

Vyplavané cerkarie byly pozorovany pod svételnym mikroskopem (Olympus BXS51).
Cast cerkarii byla fixovana horkym 4% roztokem formaldehydu pro dal§i morfologické
studium a méfeni, ¢ast byla fixovana Cistym alkoholem pro nasledné molekularni studium.

Pro zjisténi vSech vyvojovych stadii byli v§ichni mékkysi pitvani pod binokularni lupou.
Zjisténa vyvojova stadia byla izolovana, poté pozorovana ve svételném mikroskopu a ¢ast

fixovana 4% horkym roztokem formaldehydu nebo ¢istym alkoholem. Morfologie vSech
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larvalnich stadii byla studovana na do¢asnych preparatech a na fixovanych jedincich. Pomoci
kresliciho zafizeni byly zhotoveny jejich ndkresy. Fotografie larvalnich stadii byly zhotoveny
pomoci digitalni kamery Olympus DP70 a programu Quick PHOTO MICRO 2.1.
(PROMICRA) Mg¢teni byla provadéna na fixovanych jedincich; méteno bylo vzdy 20 jedinct,

rozmeéry jsou uvedeny v mikrometrech.
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Tabulka 1. Piehled poctu mekkysi na jednotlivych lokalitach.

Okoli

5 ST Obora Ponésicka VvVPpP Vvp Okoli . Obora .
Celed Diuhineiig Zahradka obora Boletice | Jince | Tieboné I\I{I?;);c; Aglaia LGS || (Lo
Lymnaeidae | Galba truncatula
(Miiller, 1774) 442 83 637 108 11 1 46 1328
Lymnaea stagnalis
(Linnaeus, 1758) >2 ! 6 59
Radix ampla
(Hartmann, 1841) 12 12
Radix auricularia
(Linnaeus, 1758) > 13 6 24
Radix peregra
(Miller, 1774) 969 2465 924 467 1 9 68 18 4921
Stagnicola palustris 6 6
(Miiller, 1774)
Planorbidae | Anisus leucostomus
(Miller, 1813) 30 30
Bathyomphalus
contortus 65 65
(Linnaeus, 1758)
Gyraulus albus
(Miiller, 1774) 10 12 44 27 93
Planorbarius corneus
(Linnaeus, 1758) 2 8 10
Segmentina nitida 4 4
(Miiller, 1774)
Physidae Physa acuta 57 57
(Draparnaud, 1805)
Physa fontinalis
(Linnaeus, 1758) 16 16
Sphaeriidae | Pisidium casertanum 30 6 155 9 1 201

(Poli, 1791)
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4.3. Experimentalni nakazy

Vajicka motolice obrovské pouzita k experimentalnim ndkazam byla ziskana pitvou
jater dvou odstfelenych kust jeleni zvéfe ve VVP Jince. V fijnu 2004 se jednalo o jelena
evropského odstieleného nedaleko obce Jince a na podzim roku 2005 o lai jelena evropského
odstfelenou na uzemi naleZici k obci MiroSov. Vajicka byla zbavena zbytkid jaterni tkdné
opakovanym proplachnutim odstatou vodou. Vajicka byla nasledn¢ kultivovana v Petriho
miskach o priméru 7,5 cm s odstatou vodovodni vodou pii laboratorni teploté 22-26°C.
Vyska sloupce vody kolisala mezi 1-1,5 cm. Voda byla pravidelné¢ vyménovana.

K experimentalnim nédkazadm byli pouziti m&kkysi druhu Radix peregra (Miiller, 1774)
(celkem 1457 kusti) a jako kontrolni skupina plzi Galba truncatula (Miiller, 1774) (21 kusi).
Plzi R. peregra pochézeli z PonéSické obory a z laboratorniho chovu, meékkysi G. truncatula
z lokalit VVP Boletice. VSichni mékkysi pouziti k ndkaze byli prosti pfirozené nakazy.
Dospéli jedinci druhu G. truncatula byli vySetfeni na pfitomnost cerkarii motolic vyplouvaci
metodou, zatimco u jedinct druhu R. peregra byla absence piirozené nakazy zarucena stafim,
resp. pivodem jedinct (k ndkaze byli pouZiti pouze jedinci vylihli v laboratofi).

K pokusiim byli pouziti dospéli i juvenilni jedinci plze R. peregra (tabulka 2). U druhu
G. truncatula se jednalo pfevazné o dospélé jedince velikosti 3-7 mm.

Vylihla, volné plovouci miracidia motolice obrovské byla pfenesena (v poctu 3-40
miracidii/mékkyse) Pasteurovou pipetou do Petriho misky o priméru 2 cm s odstatou vodou a
nasledné k nim byli pfidani mékkysi. Po 1-5 hodinach byli mékkysi pfeneseni do oznacenych
kadinek s odstdtou vodou a udrzovani v teploté 17°C. M¢kkysi byli pravidelné krmeni listy
hlavkového salatu a byla jim pravidelné vyménovana voda.

Pro zjiSténi GspéSnosti ndkazy byli plzi vySetieni vyplouvaci metodou. Nasledné byli
vsichni prezivsi mekkysi vypitvani (viz tabulka 2). Nalezena vyvojova stadia byla pozorovana
pod svételnym mikroskopem, piipadné prokreslena pomoci kreslicitho zafizeni a fixovéana

¢istym alkoholem ¢i 4% horkym roztokem formaldehydu.
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Tabulka 2. Piehled mékkyst experimentalné nakazenych miracidii motolice Fascioloides

magna.
g Ptz.ce't Velikost Inf’ekcm Doba expozice Pitva
Druh mékkyse | pouzitych i) davka (o) (dny po nikaze)
mékkysi (miracidia) y yp

Radix peregra 29 1,5-15 10-40 1 54,70,116
Radix peregra 222 1-6 3-5 2-5 35-131
Radix peregra 1206 1-8 3 2-3 118-235
Galba 21 3-7 3 2 37,105, 113
truncatula

4.4. Molekularni metody

4.4.1. Biologicky material
K analyze byla pouzita genomova DNA izolovana z dosp€lce druhu Fascioloides

magna. Motolice byla ziskana z jater experimentalné nakazené kozy domaci (Capra hircus).

4.4.2. 1zolace DNA

K izolaci DNA byl pouzit vzorek fixovany v 96% etanolu. Po vysuSeni (12 hodin pfi
37°C) byla celkova DNA extrahovana pomoci komeréniho kitu JETQUICK Tissue DNA Spin
Kit firmy GENOMED dle navodu vyrobce.

4.4.3. Polymerazova retézova reakce (PCR)

Gen kodujici RNA malé ribozomalni podjednotky (18S) byl amplifikovan metodou
PCR za pouziti nasledujicich primert: 18S-E forward
5'- CCGAATTCGTCGACAACCTGGTTGATCCTGCCAGT - 3'a Worm-B reverse
5'- CTTGTTACGACTTTTACTTCC - 3' (Littlewood a Olson 2001). Celkem 25 pl reakéni
smési pripravené do 0,5 ml eppendorfek obsahovalo 2,5 ul 10x Taq PCR pufru (Top-Bio), 1
ul 2,5 mM DTP (Top-Bio), 0,5 ul (koncentrace 100 pmol/ul) forward a 0,5 pl (koncentrace
100 pmol/ul) reverse primeru, 0,2 pul Taqg DNA polymerazy (Top-Bio), 2 ul geonomové DNA
a 18,3 pl sterilni bidestilované vody.

Amplifikace genu byla provadéna v pfistroji T3 Thermocycler (Biomera) za
nasledujicich podminek: pocatecni denaturace pii 95°C trvala 5 minut a byla nasledovéana 30
cykly 94° C (1 min), 54°C (1 min), 72°C (2 min). Zavérecna elongace trvala 10 minut pfi
72°C.
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4.4.4. Agarozova elektroforéza

PCR produkty byly rozdéleny na 1% agardzovém gelu (Sambrook et al. 2001). Gel byl
piipraven rozmichdnim agarézy v 0,5 x TAE pufru (242 TRIS; 57,1 ml kyseliny octové; 100
ml 0,5 M EDTA; 1000 ml vody; pH = 8,0) a rozvafenim v mikrovinné troubé. Po ochlazeni
zhruba na 50°C byl nalit do pfipravené formy s vlozenym hiebenem a ponechan ptiblizné¢ 20
minut tuhnout. Ztuhly gel byl vloZen do elektroforetického tanku a ptelit pufrem (0,5 x TAE).
Do vzniklych jamek bylo naneseno 25 ul vzorku. Pro odecteni velikosti produktu byl pouzit
marker 2-Log DNA Ladder (New England Biolabs, Inc.). Elektroforéza probihala pii napéti
70 V po dobu 35-45 minut. Pfitomnost produktu byla detekovana na UV transiluminatoru
(TFX-35.M Viber Lourmat). Fotodokumentace gelti byla potfizovdna pomoci digitalni kamery

a pocitacového programu Kodak Digital Science 1D.

4.4.5. 1zolace DNA z gelu
Pozadovany PCR produkt byl vyfiznut z gelu pomoci skalpelu. DNA byla z gelu
izolovana pomoci komercniho kitu QIAquick Gel Extraction Kit firmy QIAGEN dle navodu

vyrobce.

4.4.6. Sekvenovani

Vybrany isek DNA byl sekvenovan pomoci automatického sekvenatoru CEQ™ 8000
(Beckman Coulter) v Laboratofi genomiky Biologického centra AV CR. Pro sekvenovani
byly pouzity oligonukleotidové primery 18S-E forward, Worm-B reverse a vnitini primery
18S-8, Ael-5, 18S-11F, 18S-5, 18S-11 a Pace-A pfevzaté z prace Littlewooda a Olsona
(2001). Primery byly vybrany tak, aby ziskané sekvence pokryly cely gen v obou smérech
(obr. 10).

Obr. 10. Schéma potadi primert.

18S-E 18S-8 Ael-5 18S-11F 18S-5

—) —) —) —) —)

| 188 |
< < <
Pace-A 18S-11 Worm-B
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Sekvenacni reakéni smés obsahovala 6 pl 2,5x sekvenacniho pufru, 2 pl smési
nukleotidit DTCS, 1 ul primeru (koncentrace 100 pmol/ul), 5 ul DNA a byla doplnéna sterilni
bidestilovanou vodou do objemu 20 pl. Sekvencni reakce byla provadéna na piistroji T3
Thermocyclcer (Biometra) za nasledujicich podminek: 96°C (20 s), 54°C (20 s), 60°C (4
min). Tento cyklus byl béhem reakce zopakovéan tticetkrat.

Pfed vlastnim sekvenovanim byly k reakéni smési pfidany 2 pul 100 mM EDTA a

nasledn¢ byla celd smés precisténa Sephadexem.

4.4.7. Analyza sekvenci

Kontrolni identifikace sekvenci byla provedena pomoci databdze NCBI BlastSearch
(http://www.ncbi.nml.nih.gov). Fragmenty byly kompletovany v programu SeqMan
(DNAStar), zatimco alignment byl vytvofen pomoci programu Clustal W (Thompson et al.
1994) a nasledné editovan pomoci BioEdit (Hall 1999).

Jako nejvhodnéjsi substitucni model byl na zakladé¢ hodnoty Akaike Information
Criterion (AIC) pomoci MODELTESTu (Posada and Crandall 1998) vybran General time-
reversible (Waddell and Steel 1997) model s gamma distribuci v 8 kategoriich (GTR+[s+1) a
invarianty. Na zdklad¢ parametri navrzenych MODELTESTem byl metodou maximalni
vérohodnosti (maximum likelihood, ML) v programu PAUP* 4.10b (Swofford 1998)
zkonstruovan fylogram s maximalni hodnotou logLk. Boostrapovd podpora jednotlivych
vétvi byla vypoctena na zékladé 1000 opakovani metodou ML (PhyML, vyse uvedeny model)
a maximalni parsimonie (MP, PAUP* 4.10b) za pouziti heuristického algoritmu TBR a
nahodného piidavani sekvenci. Udaje o vSech pouzitych sekvencich ziskanych z Genové

banky (GenBank) jsou shrnuty v tabulce 3.

Tabulka 3. Sekvence 18S rDNA ziskané z Genové banky a pouzité v této praci.

Celed’ Druh Cislo v genové bance

Fasciolidae Fasciola hepatica AJ004969
Fasciola gigantica AJ011942
Fasciolopsis buski L06668

Echinostomatidac | Echinostoma caproni L06567
Echinostoma revolutum AY222132
Drepanocephalus spathans AY245762
Euparyphium melis AY222131
Mesorchis denticulatus AY245768
Paryphostomum radiatum AY?245708
Petasiger phalacrocoracis AY?245709
Microparyphium sp. AY245758

Psilostomatidae Psilochasmus oxyurus AY?222135
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5. Vysledky

5.1. Vyskyt vyvojovych stadii motolic v mezihostitelich na sledovanych lokalitach

Larvalni stadia motolice Fascioloides magna byla nalezena na dvou z osmi sledovanych
lokalit. V obote Zahradka byly nalezeny rédie a cerkarie motolice F. magna ve 20 plzich
Galba truncatula (4,5%). Redie F. magna byly nalezeny u 2 plza R. peregra (0,2%) (tabulka
7). Ve VVP Jince byly nalezeny soucasné rédie a cerkarie F. magna u 3 plzii druhu R.
peregra (1,4%) (tabulka 5).

Na sledovanych lokalitach bylo kromé vyvojovych stadii F. magna nalezeno celkem
dalSich 15 druhd motolic v 328 (4,8%) mékkySich 9 druhii. Nejcastéj$simi druhy byly
Plagiorchis neomidis Brendow, 1970 (2,9%) a Haplometra cylindracea (Zeder, 1800) (1,0%).

Nékresy larvalnich stadii motolic, u nichZ bylo mozné ziskat udaje o jejich morfologii,
jsou na obrézcich 11 a 12. U dalSich druhti byl jejich pocet pfili§ nizky nebo byly vzhledem
k thynu mezihostitele ve Spatném stavu.

Nejveétsi druhova bohatost motolic byla zaznamenana na lokalitich VVP Boletice a
VVP Jince (tabulky 4, 5), kde byly nakazeny 3, resp. 2 druhy mékkyst 6 druhy rédii a
cerkarii. V Ponésické oboie bylo nalezeno 5 druhti cerkarii (tabulka 6), stejné jako v obofte
Zahradka (tabulka 7). Na lokalitach v okoli Novych Hradd, v okoli Tfebon¢ a v obote Aglaia
byla zaznamenana nakaza 2 druhy motolic (tabulky 8-10). V zameckém parku Blatna nebyla

nalezena Zadné vyvojova stadia motolic.

Tabulka 4. Prehled vyskytu larvalnich stadii motolic ve VVP Boletice.

Druh motolice ‘g;(;)i"lfl‘l’le Mezihostitel Vysetfenych | NakaZenych Prezf;: ;:nce
AL;}v;:ﬁicg;ciit’erlngo ?:1 3mm0r cerkarie Gyraulus albus 44 1 2,3
Asymphylodora sp. 1 rédie Radix peregra 924 3 0,3
Haplometra cylindracea | cerkérie Galba truncatula 637 2 0,3

(Zeder, 1800) rédie Galba truncatula 637 1 0,2
Notocotylus sp. cerkarie Galba truncatula 637 1 0,2
Paramphistomum sp. rédie Gyraulus albus 44 2 4,6
Plagiorchis neomidis cerkarie Radix peregra 924 12 1,3

Brendow, 1970 rédie Radix peregra 924 1 0,1
Celkem 1718 23 1,3
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Tabulka 5. Piehled vyskytu larvalnich stadii motolic ve VVP Jince.

. Vyvojové . . etz 5o Prevalence
Druh motolice stadium Mezihostitel VySetrenych NakaZenych (%)
Austalapatemon burti L ,

(Miller, 1923) cerkarie Radix peregra 367 1 0,3
Fascioloides magna 4 L .

(Bassi, 1875) rédietcerkarie | Radix peregra 367 3 0,8
Haplometra cylindracea cerkarie Galba truncatula 108 6 5,6

(Zeder, 1800) cerkarie Radix peregra 367 19 5,2
Echinoparyphium cerkarie Radix peregra 367 15 4,1
recurvatum ‘o .

(Linstow, 1873) metacerkarie | Radix peregra 367 1 0,3
Plagiorchis neomidis cerkarie Radix peregra 367 54 14,7

Brendow, 1970 metacerkarie | Radix peregra 367 5 1,4
Trichobilharzia regenti

Horak, Kolarova et cerkarie Radix peregra 367 1 0,3

Dvorak, 1998
Celkem 481 105 21,8

Tabulka 6. Piehled vyskytu larvalnich stadii motolic v PonéSické obote.

Druh motolice Vyvojové Mezihostitel Vysetirenych | NakaZenych Prevalence
stadium y y y (%)
Echinostoma revolutum - . . .

(Frolich, 1802) cerkarie Radix auricularia 13 2 15,4
Haematoloechus P | cerkarie Gyraulus albus 12 3 25,0
(variegatus?)

Haplometra cylindracea L .

(Zeder, 1800) cerkarie Radix peregra 2465 7 0,3
Plagiorchis neomidis - .

Brendow, 1970 cerkarie Radix peregra 2465 72 2.9
Trichobilharzia franki s . . .

Miiller a Kimming, 1994 cerkarie Radix auricularia 13 2 15,4
Celkem 2573 86 3,3
Tabulka 7. Piehled vyskytu larvalnich stadii motolic v obote Zahradka.
Druh motolice Vyvojové Mezihostitel Vysetirenych | NakaZenych RESS
stadium y y y (%)
Echinoparyphium
recurvatum cerkarie Radix peregra 969 1 0,1

(Linstow, 1873)

L rédie Radix peregra 969 2 0,2
F‘(’g‘:::f’fg; 5”; agna rédie Galba truncatula 442 18 4,1
’ rédietcerkarie | Galba truncatula 442 2 0,5
Haplometra cylindracea | cerkérie Galba truncatula 442 10 2,3

(Zeder, 1800) cerkarie Radix peregra 969 23 2,4
Paryphostomum sp. rédie Radix peregra 969 2 0,2
Plagiorchis neomidis cerkdrie Radix peregra 969 52 5,4

Brendow, 1970 metacerkdrie Radix peregra 969 1 0,1
Celkem 1426 121 8,5
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Tabulka 8. Prehled vyskytu larvalnich stadii motolic v okoli Novych Hrada.

. Vyvojové . . A %z Prevalence
Druh motolice stadium Mezihostitel VySetfenych | NakaZenych (%)
Notocotylus attenuatus | cerkérie Stagnicola palustris 6 1 16,7
(Rudolphi, 1809) rédie Lymnaea stagnalis 6 1 16,7
Notocotylus sp. rédie Physa fontinalis 16 1 6,3
Celkem 56 3 5.4
Tabulka 9. Piehled vyskytu larvalnich stadii motolic v okoli Tieboné¢.
Druh motolice Vivojové Mezihostitel VySetienych | NakaZenych Prevalence
stadium y y y (%)
Haematoloechus SP- | cerkéric Bathyomphalus 65 1 1.5
(variegatus?) contortus
Paramphistomum sp. rédietcerkarie | Physa acuta 57 1 1,8
Celkem 294 2 0,7
Tabulka 10. Pfehled vyskytu larvélnich stadii motolic v obofe Aglaia.
Vivojov Prevalence
Druh motolice é Mezihostitel Vysetirenych | NakaZenych (%)
stadium °
Australapatemon burti .
(Miller, 1923) cerkarie Gyraulus albus 27 1 3,7
Haplometra cylindracea cerkarie Galba 46 1 2,2
(Zeder, 1800) truncatula
’ cerkarie Radix peregra 68 1 1,5
Celkem 142 3 2,1
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Obr. 11. A — Australapatemon burti (Radix peregra, VVP Jince), B — Haematoloechus sp.
(variegatus?) (Gyraulus albus, Ponésicka obora), C — Australapatemon minor (Gyraulus
albus, VVP Boletice), D — Echinoparyphium recurvatum (Radix peregra, VVP Jince),
méftitko 100 um.
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Obr. 12. A — Asymphylodora sp.1 (Radix peregra, VVP Boletice), B — Notocotylus
attenuatus (Lymnaea stagnalis, okoli Novych Hradl), C — Haplometra cylindracea (Radix
peregra, obora Zahradka), D — Plagiorchis neomidis (Radix peregra, Ponésicka obora),
méfitko 100 pm.
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5.1.1. Popisy nalezenych larvalnich stadii motolice Fascioloides magna

Rédie Fascioloides magna (Bassi, 1875) (obr.13)
Mezihostitelé: Galba truncatula (1,4%)
Radix peregra (0,04%)

Morfologie: Té€lo rédii je protdhlého tvaru. V piedni ¢asti se nachdzi vyrazny svalnaty
hltan (u dcefinych rédii mensSich rozmér). Za nim je (u matefskych rédii) dobie patrny
kruhovy limec. Stfevo je vakovité, slepé zakoncené, dosahujici do tfetiny az poloviny téla
rédie. Obsah stfeva ma nazelenalou barvu. V zadni ¢asti téla se nachazi dvojice lokomoc¢nich
vybézkl. T¢lo rédie obsahuje zarodecné koule nebo jiz vyvinuté cerkarie (dcefiné rédie)
s dobie viditelnymi tmavymi cystogennimi bunkami.

Poznamka: Morfologie rédii se shoduje s popisy uvedenymi v praci Erhardové-Kotrlé

(1971).

Cerkarie Fascioloides magna (Bassi, 1875) (obr. 13)
Mezihostitelé: Galba truncatula (0,2%)
Radix peregra (0,06%)

Morfologie: T¢lo cerkarie protdhle kulovité, 195-304 (242) dlouhé, 188-276 (227) Siroké.
Ocasek delsi nez télo, 791-956 (832) dlouhy, 42-78 (63) &iroky. Ustni piisavka mensi neZ
bfisni, pramér 42-66 (55). Bfisni ptisavka ve stfedu téla, primér 43-74 (53). Predhltan kratky,
hltan svalnaty, jicen kratky, pfed bfiSni pfisavkou se rozdvojuje na dvé slepé stfevni vétve,
které nejsou kvili pfitomnosti ¢etnych Zlaz vidét. Exkre¢ni méchyt dvoudilny, kulovity;
soucasti exkre¢niho systému laterdlni sbérné kanaly, od ustni k bfiSni pfisavce naplnéné
napadnymi svétlolomnymi granuly. Zaklady pohlavnich organt, tmavé zbarvené bunky mezi
hltanem a bfiSni prisavkou, mezi bfisni pfisavkou a koncem téla tmaveé zbarvené bunky
neznamého urceni. Po stranach téla tmave zbarvené cystogenni zlazové bunky.

Poznamka: Cerkarie svou morfologii odpovida popisu Ehardové-Kotrlé (1971).
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C D

Obr. 13. Fascioloides magna A — mateiska rédie (Radix peregra, obora Zahradka), B —
nezralé cerkdrie (Galba truncatula, obora Zahradka), C, D — zralé cerkarie (Galba
truncatula, obora Zahradka), métitko 100 um.
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5.2. Experimentalni nakazy

Oba druhy pokusnych plzi byly Uspésné nakazeny miracidii motolice Fascioloides
magna. Z celkového poctu 310 vySettenych plzti Radix peregra bylo 130 (42%) plza
infikovanych, z 10 plzit Galba truncatula byla GspéSnad nakaza pozorovana u 7 (70%) plzt
(tabulka 11). V Radix peregra se motolice vyvinula az do stddia pln¢ vyvinutych cerkarii,
které byly poprvé pozorovany 119. den po ndkaze. Tyto cerkarie ovSem po stimulaci svétlem
a teplem samovolné neopoustély télo plze. Mateiské rédie F. magna byly u plzi R. peregra
pozorovany uz 35. den po nakaze. Infekce plzi R. peregra byla GspésSna jen u juvenilnich
jedinct (1-8 mm). Rovnéz v plzi Galba truncatula byly 105. den po nadkaze pozorovany plné
vyvinuté cerkarie, které, stejné jako u plze R. peregra, po stimulaci svétlem a teplem
samovolné neopoustély télo plze. Pozorovana vyvojova stddia motolice F. magna (obr. 14) se

ve své morfologii shodovala s vyvojovymi stadii nalezenymi v mezihostitelich v pfirod¢.

Tabulka 11. Vysledky experimentalni nidkazy mékkySt miracidii motolice obrovské
(Fascioloides magna).

Velikost Pocet Pocet
Druh mékkySe pouzitych | vySetfenych | Pozitivni | Rédie | Cerkarie
(mm) ‘1 rvo SRR
mékkysSu | mékkySu

Radix peregra 1,5-15 29 28 0 - -
Radix peregra 1-6 222 152 63 60 3
Radix peregra 1-8 1206 130 67 13 54
Galba 3-7 21 10 7 3 4
truncatula
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Obr. 14. Vyvojova stadia motolice Fascioloides magna ziskana experimentalni nakazou

mekkysSe Radix peregra. A — matetska rédie, B — dcefind rédie s vyvinutymi cerkdriemi,

C—nedospéla cerkarie, D — dospéla cerkarie.

38



5.3. Molekularni charakterizace

Byl ziskdn 1940 bp dlouhy usek 18S rRNA genu motolice Fascioloides magna.
Sekvence byla uloZena v genové bance (GeneBank) pod ¢islem EF534989. Porovnanim této
sekvence se sekvenci 18S rRNA genu motolice Fasciola hepatica (Accession No. AJ004969;
Fernandez et al. 1998) byla zjisténa podobnost 99,1%. Sekvence obou druha se liSily 2

delecemi a 15 nukleotidovym substitucemi v sekvenci F. magna (obr.15).

Obr 15. Nukleotidova divergence mezi genem18S rRNA Fascioloides magna
a Fasciola hepatica.

pozice 14 167 291 330 616 684 691 772 773
F. magna - A C T A A C T C
F. hepatica  C G T C C G T C T
pozice 782 809 1182 1234 1677 1881 1935 1936

F. magna - A C G T C A A

F. hepatica T T T A C T G T

Pfiddnim sekvenci 18S rRNA genu dalSich motolic zceledi Fasciolidae,
Echinostomatidae a Psilostomatidae dostupnych v Genové bance byla vytvofena matice o
celkem 13 sekvencich. Jako outgroup byl zvolen druh Psilochasmus oxyurus z ¢eledi
Psilostomatidae, nebot’ tato Celed’ je podle souc¢asného systému nejodvozenéjsi (Olson et al.
2003).

Analyzou této matice metodou maximum parsimonie (MP) byl ziskdn kladogram, ktery
svou topologii odpovidal kladogramu ziskanému analyzou matice metodou maximum
likelihood (ML) (obr.16). Dle tohoto kladogramu se jevi celed Fasciolidae jako
monofyletickd. Motolice Fascioloides magna tvoti jasné¢ oddélenou vétev. Sesterskou skupinu
tvoii zastupci rodu Fasciola, zatimco motolice Fasciolopsis buski tvoii samostatnou vétev na

bazi ¢asti fylogenetického stromu nalezici ¢eledi Fasciolidae.
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Fasciola hepatica

Fasciola gigantica
Fasciolidae
70/ -
Fasciolopsis buski
80/76
1001100 I:Drepanocephalus spathans
Mesorchis denticulatus
100/100
Euparyphium melis
95/93 _I s
87/67 Petasiger phalacrocoracis Echinostomatidae
Paryphostomum radiatum
100100 rEchinostoma caproni
Echinostoma revolutum
Microparyphium sp.
Psilochasmus oxyurus | Psilostomatidae

Obr. 16. Fylogeneticky strom zkonstruovany metodou maximum likelithood v programu
PhyML - 50% majority consensus. Model GTR+I+I (8 kategorii). Gamma shape parametr =
2,000, podil invariant = 0,204, likelihood logLk = -4505,44536. Bootstrap — pocet opakovani
1000. Hodnota bootstrapu z ML/MP.

40



6. Diskuse

6.1. Vyskyt larvalnich stadii Fascioloides magna

Na sledovanych lokalitach bylo v letech 2004-2006 nalezeno 25 pozitivnich plzi (2,0%)
dvou druhl obsahujici vyvojova stddia motolice F. magna. Svou roli, v pomémé vysoké
prevalenci vyskytu larvalnich stadii motolice obrovské, zde jisté sehral celkovy pocet
nasbiranych mekkysi, ptedevsim plzt Galba truncatula (1328 ks) a Radix peregra (4921 ks).
Ten byl vyrazné vyssi, predevsim v piipad¢ druhu G. truncatula, ve srovnani s rokem 2003,
kdy bylo sledovani na tizemi Ceské republiky nové zahajeno — viz. data prezentovani
v bakalatské praci ,,Vybrané aspekty biologie motolice obrovské (Fascioloides magna)*
(Horackova 2004). Vyznamny je také fakt, ze bylo sledovano celkem 8 lokalit s Castym
vyskytem motolice F. magna u zvéte (Novobilsky et al. 2006).

Motolice F. magna byla nalezena ve dvou druzich m&kkysu, G. truncatula a R. peregra.
Tyto druhy mé&kkysa byly nalézdny na vSech sledovanych lokalitach v nejhojnéjSim poctu.
Dle Berana (2002) patfi oba tyto druhy k nejroziifendj$im vodnim mékkysim v Ceské
republice. Plze G. truncatula dokonce oznacil jako nejfrekventovangjsi druh v CR vyskytujici
200-300 metri n.m., pficemz vyskyt v oblastech nad 800 m.n.m. je pouze ojedinély.
Faltynkova et al. (2006) poukazuji na to, ze tito plzi obyvaji spole¢né biotopy, piicemz
populace R. peregra jsou oproti G. truncatula pocetnéj$i. Tomu odpovidaji 1 vysledky
prezentované v této praci.

Nalez rédii a cerkarii motolice F. magna v plzi G. truncatula (4,5%) pouze v obofe
Zahradka se da vysvétlit faktem, Ze v této obofe je stalé ohnisko vyskytu F. magna u
definitivnich hostiteli s primérnou prevalenci 85% (Novobilsky et al. 2006). Vzhledem
k pomérné malé rozloze této obory a vhodnym podminkdm pro vyskyt mekkysia G.
truncatula se jedna o idedlni lokalitu pro uspésny cyklus F. magna a umoziuje potencidlni
rozSiteni spektra mezihostiteli o druh R. peregra (Faltynkova et al. 2006). Vysokou
prevalenci nakazy mekkyse G. truncatula motolici F. magna na této lokalité uvadi Faltynkova
et al. (2003). Z celkem 75 jedincl plze G. truncatula nasbiranych v priabéhu roku 2002 byl
v 26 ptipadech (35%) zaznamenan vyskyt larvalnich stadii . magna.

I ptes pomérné vysoky pocet vysetfenych mekkyst druhu G. fruncatula na lokalitach
VVP Boletice (637) a VVP Jince (108) nebyly zaznamenany zadné pozitivni nalezy motolice

F. magna. Hlavnim diivodem negativnich nélezli bude ziejmé charakter t€chto lokalit. V obou
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pfipadech se jedna o znac¢né rozlehld Gzemi, coz vzhledem k ohniskovosti vyskytu motolice
v populacich mezihostitell — tedy, ze vyskyt parazita je omezen na kratky ¢as a maly prostor,
muze sehrat vyznamnou roli v nalezeni motolice v plzich. Za této situace je totiz pomérné
obtizné takovéto loZisko ndkazy odhalit. Nizké prevalence ndkazy prezentuji ve své studii i
Sattmann a Horweg (2006). Z celkového poctu 10 059 plzt G. truncatula nasbiranych
v letech 2004 a 2005 v narodnim parku Donau-Auen, kde se motolice F. magna bézné
vyskytuje v populacich vysoké zvéfe — prevalence 30-100% (Ursprung 2005), byly pouze 3
plzi (0,03%) pozitivni.

Z dalsich nalez(i uvadi Erhardova-Kotrla (1971) prevalenci ndkazy motolici F. magna u
plzti G. truncatula na Ptibramsku v polesi Hlubos 0,5-4,5 % a v obofe na Dobftissku 0,3-
2,5%. Celkové pocty nasbiranych plzi byly ovSem pomérné vysoké. Na lokalitach v polesi
Hlubo$ nasbirala v dubnu roku 1962 celkem 963 plzli, v obofe na Dobtissku dokonce 1214
kusit plze G. truncatula. Naproti tomu na lokalitich v okoli Novych Hradl nalezla
z celkového poctu 700 nasbiranych plzi G. trucatula larvalni stadia motolice F. magna pouze
u jednoho plze. Chroust a Chroustova (2004) uvadéji z celkového poctu 258 nasbiranych a
vySetfenych plzi G. truncatula b&hem let 2002 a 2003 pét pozitivnich, z ¢ehoz tfi plzi
obsahujici vyvojova stadia F. magna byli nalezeni na lokalitdich v okoli Novych Hradi a dva
v PonéSickeé obofe.

Vyvojova stadia motolice F. magna jsem také nalezla ve tiech plzich (0,06%) Radix
peregra. Tento nalez potvrzuje domnénku moZzného rozsifeni spektra vhodnych mezihostiteli
motolice F. magna na uzemi Ceské republiky a Evropy vibec. Motolice F. magna byla
nalezena jednak v obofe Zahradka (0,2%) a dale na jedné z lokalit ve VVP Jince (1,4%).
V oboie Zahradka se pozitivni ndlez motolice v plzi R. peregra vyskytl uz vroce 2002
(Faltynkova et al. 2003). Tito autofi nalezli cerkdrie F. magna v jednom plzi (0,2%) R.
peregra). Nalez rédii a cerkarii motolice F. magna na uzemi VVP Jince vSak doklada, ze
vyskyt larvalnich stadii F. magna u plze R. peregra neni vazén pouze na lokalitu Zahradka,
tedy Ze i vyvoj motolice v tomto druhu mekkyse neni specifitou pouze této, pro Uspeésné

dokonceni vyvojového cyklu motolice idedlni, lokality.

6.2. Experimentalni nakazy

Experimentalni nakaza mekkyst miracidii motolice Fascioloides magna byla uspésna
jak u plzt Galba truncatula, tak u Radix peregra. Vysoka (70%) GspéSnost nakazy plze G.
truncatula odpovida skutecnosti, ze tento druh mékkyse je v podminkach Evropy hlavnim

pfirozenym mezihostitelem pro motolici F. magna. Tuto skuteCnost dokladaji také
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experimenty provedené Erhardovou-Kotrlou (1971), kterd zaznamenala uspéSnost nakazy u
plze G. trunacatula v praméru 93%.

Larvalni stadia motolice F. magna byla pozorovina u 42% experimentalné
nakazenych plzi R. peregra. 1 kdyz je procento nakazenych mekkysi nizs$i nez u bahnatky
malé, jednd se o pomérn¢ vysokou uspéSnost ndkazy, zejména ve srovnani s predchozimi
studiemi provedenymi na tomto druhu mékkysSe. Ve své bakalaiské praci ,,Vybrané aspekty
biologie motolice obrovské (Fascioloides magna)“ z roku 2004 jsem nezaznamenala zadného
pozitivniho experimentalné nakaZzeného plze R. peregra. Erhardova-Kotrla (1971) zjistila
v pfipadé experimentalni ndkazy cca 42% pozitivnich plzii R. peregra. Tento udaj vSak
pochézi z pitev provedenych dva dny po infekci miracidii F. magna, jednd se tedy o procento
invadovanych plza, nikoli o plze, ve kterych probéhl (alesponi CasteCny) vyvoj motolice.
Prevalence nékazy plzi po 5 aZz 92 dnech, kdy se jiz vyvinuly sporocysty a rédie, byla
pon¢kud nizsi (40%).

V plZi R. peregra se v ptipadé mych pokusii motolice vyvinula az do stadia plné
vyvinutych cerkarii. Pfesto, Ze tyto cerkarie po stimulaci svétlem a teplem samovolné
neopoustély télo plze, jednd se o vyznamné zjisténi, které, vzhledem k naleziim motolice F.
magna u plze R. peregra na dvou lokalitdich v pfirodnich podminkéch, miize naznacovat
schopnost vyvoje parazita v tomto hostiteli, tedy jeho adaptaci na dal$i druh velice hojného
mezihostitele. Schopnost vyvoje motolice F. magna v mékkysi R. peregra az do stadia
matefskych rédii uvadi dle svych experimentl také Erhardova-Kotrla (1971).

Mateiské rédie motolice F. magna byly u plziit R. peregra pozorovany 35. den po
nakaze, zatimco pln¢ vyvinuté cerkarie az 119. den pfi teloté¢ 17°C. Pifi srovnani s tdaji
Erhardové-Kotrlé (1971) a Swalese (1935), ktetfi uvadéji vyvoj motolice v mezihostiteli 42-
44, resp. 49-58 dni, je doba celkového vyvoje motolice F. magna v plzi R. peregra pomérné
dlouha. Dlouha doba vyvoje motolice v tomto druhu mékkySe ziejmé odrazi fakt, ze tento
mezihostitel neni tak vhodny jako G. truncatula. Erhardova-Kotrlda (1971) pozorovala u
experimentaln¢ nakazeného plze R. peregra matetské rédie F.magna jiz 10. den po nakaze,
ale rovnéz po 92 dnech po ndkaze nasla matefské rédie, ve kterych ovSem nepozorovala Zadna
dalsi vyvojova stadia (dcefiné rédie ani cerkarie). Delsi prepatentni periodu (69-77 dni), nez u
piirozeného mezihostitele . magna v Evropé G. trunacatula, u experimentaln¢ nakazené¢ho
plze Omphiscola glabra miracidii F. magna uvadéji Rondelaud et al. (2006).

Celkova doba vyvoje motolice v mezihostiteli je rovnéz dana také vyzivou
mezihostitele. Kendall (1949), Kendall a Ollerenshaw (1963) a Belfaiza (2004) uvadéji, ze

Spatn¢ vyzivovani meékkysi obsahuji menS$i mnozstvi rédii a cerkarii a vyvoj v téchto
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mekkySich trvd déle. Je mozné, ze listy saldtu, kterymi byli plzi v prabéhu celého
zhorSeny télesny stav, a tim i1 pomalejsi vyvoj parazita v nich . Tuto hypotézu podporuje i
skutecnost, ze pln€ vyvinuté cerkarie F. magna byly i1 u experimentalné nakazenych plzi G.
truncatula pozorovany az 109. den po nakaze. Dalsim moznym divodem zpomaleni vyvoje
motolice v mékkysich mohla byt pfili§ nizka teplota prostiedi (17°C), ve kterém byli mekkysi
uchovavani. Pfi této teploté pravdépodobné dochézi k poklesu metabolismu u mékkyse, a tim
také ke zhorSeni podminek pro vyvoj parazita v mezihostiteli a zpomaleni jeho vyvoje.
Prodlouzeni doby vyvoje parazita v mezihostiteli s klesajici teplotou zjistili napt. Roberts
(1950), Davtian (1956) a Chowaniec (1961). Za kritickou teplotu, pii které dochézi
k zastaveni vyvoje motolice v mezihostiteli, udava Roberts (1950) 5°C, zatimco Kendal
(1951) povazuje za kritickou teplotu 10°C.

Infekce plzi R. peregra byla Gispé€Sna jen u juvenilnich jedincti (1-8 mm). Podobnych
vysledkt doséhli Rondelaud et al. (2006), kterym se nepodafilo experimentalné nakazit plze
Omphiscola glabra o velikosti 12-14 mm miracidii motolice F. magna, zatimco uspesSnost
nékazy plzii mensich nez 2 mm byla téméz 63%. Usp&iné experimentalni ndkazy miracidii F.
magna provedla u plze Lymnaea palustris Chroustova (1979). U 39% plzii zaznamenala plné
vyvinuté, aktivné se pohybujici cerkarie. Velikost plzi pouzitych k ndkaze byla 0,5-1,5 mm.
Zavislost uspéSnosti nédkazy (invazeschopnosti miracidii F. magna) na velikosti plze
studovala u R. peregra také Erhardova-Kotrld (1971). Procento pozitivnich plzi v ptipade
jejich experimentd klesalo s nariistajici velikosti, resp. stafim plze. Zatimco mekkysSi o
velikosti ulity 4 mm byli v 92% pozitivni, uspéSnost ndkazy u jedinct o velikosti 15 mm byla
pouze 20%.

S timto fenoménem také souvisi vysokd mortalita juvenilnich plzi vystavenych
miracidiim. Z celkového poctu 1457 plzii R. peregra pouzitych k nidkaze ptezilo do doby
vySetfeni na pifitomnost larvalnich stadii F. magna jen 310 (21%). Vysokou mortalitu (41%)
juvenilnich jedinct L. palustris nakazenych miracidii F. magna uvadi 1 Chroustova (1979),
stejn¢ jako Rondelaud et al. (2006), kteti pozorovali vysokou mortalitu (73%) u juvenilnich
plzt O. glabra menSich nez 2 mm. Vysoka mortalita mladych jedinct vystavenych nakaze
miracidii F. magna muze byt zplsobena vysokym poctem miracidii pouzitych k nakaze
Rondelaud et al. (2006). Autofi pozorovali vyss§i umrtnost plzi po pouziti uz dvou miracidii
k ndkaze jednoho plze.

Vnimavost juvenilnich jedinct R. peregra vii¢i ndkaze miracidii motolice F. magna by

mohla byt déna stavem jejich imunitniho systému, ktery v mladém véku plze neni
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pravdépodobné jeste tolik vyvinut, jako je tomu u dospélych jedincii. Uvazime-li navic fakt,
7e R. peregra neni pfirozenym mezihostitelem motolice F. magna, kterd tedy neni na tento
druh plze doposud dostatecné adaptovana, sehrava rozvoj imunitniho systému plzi ziejme

klicovou roli v tspe€Snosti nebo neuspesnosti ndkazy.

6.3. Molekularni charakterizace

Porovnanim sekvenci 18S rRNA genu motolic Fascioloides magna a Fasciola
hepatica byla zjiSt€na nizké interspecificka sekvenéni variance (pouze 0,9%). Toto zjiSténi
odpovida faktu, ze 18S rRNA sekvence vzdalené ptibuznych digenetickych motolic vykazuji
nizkou variabilitu (Olson a Tkach 2005). Nizkd variabilita, avSak mirné vyss§i nez v celém
useku 18S motolice F. magna, se vyskytovala ve variabilni oblasti V4 (2% sekvenéni
rozdilnost). I pfes toto zjiSténi neni mozné, kvili poctu a rozmisténi polymorfnich mist
v useku 18S, navrhnout druhové specifické markery pro piipadné odliSeni motolic celedi
Fasciolidae. Odliseni obou druhtt F. magna a F. hepatica metodou PCR-RFLP pouzitim
specialnich restrikénich enzymt naopak umoznuji useky ITS1 a ITS2, recentné osekvenované
Kralovou-Hromadovou et al. (submitted). Zde byla zjiSténa interspecifickd variabilita 6,9%
resp. 11,3%. Adlard et al. (1993) uvadé;ji variabilitu v nukleotidovych sekvencich ITS2 oblasti
F. magna a F. hepatica 13,2%. Variabilni oblasti byly také zji§tény uvnitf mitochondrialnich
genil cox1 a nadl. Téchto oblasti by mélo byt v budoucnu vyuzito pro populacni studie F.
magna (Kralova-Hromadova et al. submitted).

Vysledky fylogenetické analyzy sekvence 18S rDNA motolice F. magna a dalSich
vybranych motolic potvrzuji spravnost systematického postaveni motolice F. magna jakozto
samostatného rodu v ramci Celedi Fasciolidae. Topologie mnou sestrojené¢ho fylogramu se
shoduje s odpovidajici ¢asti fylogramu vytvofeném na zaklad¢ analyzy sekvenci malé
ribozomalni podjednotky (18S rRNA) a ¢asteénych sekvenci velké ribozomalni podjednotky
(D1-D3 1usek 28S rRNA genu) uvetejnénych v praci Olsona et al. (2003). Zastupci Celedi
Fasciolidae (Fasciola gigantica a F. hepatica) zde tvofi samostatnou vyvojovou vétev,
pfi¢emz sesterskou skupinou, stejné jako v této predkladané préci, jsou zéstupci Celedi
Echinostomatidae (Euparyphium melis a Echinostoma revolutum).

Barker et al. (1993) analyzovali hypervariabilni D1 doménu 28S rRNA genu dvanacti
digenetickych motolic vcetné vSech zastupct celedi Fasciolidae, kterd je zde prezentovana
jako monofyletickd. Ve dvou fylogramech sestrojenych metodou maximalni parsimonie
v programu PAUP 3.0L je postaveni motolice F. magna totozné jako ve

fylogramu prezentovaném v této predklddané praci. Ve fylogramu s vyjadienymi
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bootstrapovymi hodnotami je ovSem motolice F. magna tazena jako sesterskd skupina
motolice Fasciolopsis buski. Tato vétev ovSem neni dostateCné siln¢ podpoiena (hodnoty
bootstrapu pouze 46%). Stejné¢ je tomu 1 v piipadé fylogramu sestrojeném metodou
neighbour-joining v programu PHYLIP 3.4. I zde tvofi sesterskou skupinu motolici F. magna
motolice F. buski, avsak opét s velmi slabou podporou (bootstrap 50%).

Diky pomérné silné podpofe (boostrap 66 resp. 69%) vétve vyclenujici motolici
F.magna jako samostatnou skupinu v ramci Celedi Fasciolidae prezentované v této praci se

pfiklanim ke spravnosti tohoto postaveni motolice F. magna v ramci fasciolidnich motolic.

46



7. Z.avér

e Larvalni stddia motolice Fascioloides magna byla nalezena na dvou zosmi
sledovanych lokalit ve dvou druzich mékkysa. V obofe Zahradka byly nalezeny rédie
a cerkarie motolice F. magna ve 20 plzich Galba truncatula (4,5%) a rédie u 2 plzi
Radix peregra (0,2%). Ve VVP Jince byly nalezeny soucasné rédie a cerkdrie F.
magna u 3 plzi druhu R. peregra (1,4%).

* PIzZ R. peregra byl uspé$né nakazen miracidii motolice F. magna. Z celkového poctu
310 vySetfenych plzit R. peregra bylo 130 (42%) plzi infikovanych. Motolice se
v tomto hostiteli vyvinula az do stddia plné vyvinutych cerkarii, které byly poprvé
pozorovany 119. den po nédkaze. Mateiské rédie F. magna byly pozorovany 35. den po
nakaze. Infekce plzii R. peregra byla ispé$na jen u juvenilnich jedinct (délka ulity 1-8
mm).

* Schopnost vyvoje motolice F. magna v plzi R. peregra byla prokadzana jak nalezy
z ptirody, tak GspéSnymi experimentalnimi nakazami tohoto mékkyse. Prezentované
vysledky ukazuji na moznost adaptace F. magna na nové mezihostitele v Ceské
republice.

* Byl ziskdn 1940 bp dlouhy usek 18S rRNA genu motolice Fascioloides magna.
Porovnanim této sekvence se sekvenci 18S rRNA genu motolice Fasciola hepatica
byla zjisténa podobnost 99,1%. Dle sestrojeného fylogenetického kladogramu se jevi
celed’ Fasciolidae jako monofyletickd. Motolice F. magna tvoii jasn€ oddélenou vétev
a jeji sesterskou skupinu tvoti zastupci rodu Fasciola. Na bazi fylogenetického stromu

se nachazi motolice Fasciolopsis buski.
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9. Priloha
Publikace ¢. 1:

Faltynkova A., Horackova E., Hirtova L., Novobilsky A., Modry D., Scholz T. (2006): Is
Radix peregra a new intermediate host of Fascioloides magna (Trematoda) in Europe? Field
and experimental evidence. Acta Parasitologica 51: 87-90.

Abstract

Rediae and immature cercariae of the giant liver fluke, Fascioloides magna, a pathogenic and
important parasite of game animals, were found in 6 out of 7,277 Radix peregra (Gastropoda,
Lymnaeidae) from two localities in Western and Central Bohemia, Czech Republic. In one of
these localities a relatively high infection of Galba truncatula (26 out of 76) with mature
cercariae of F. magna was detected. R. peregra, which is dominant over Galba truncatula,
has never been reported as the natural intermediate host of F. magna. Its potential
susceptibility to F. magna infection was confirmed experimentally with 67 snails of R.
peregra (out of 371) infected. The present data indicate the capability of F. magna to expand
the spectrum of its intermediate hosts and demonstrate the potential epizootiological
importance of lymnaeid snails, other than G. truncatula, for transmission of the parasite in

Europe.

Publikace ¢. 2.

Novobilsky A., Horackova E., Hirtova L., Modry D., Koudela B. (2006): The giant liver
fluke Fascioloides magna (Bassi 1875) in cervids in the Czech Republic and potential of its
spreading to Germany. Parasitology Research 100: 549-553.

Abstract

The giant liver fluke Fascioloides magna is an important parasite of cervids in Europe. From
September 2003 to December 2005, faecal samples and livers of red deer (Cervus elaphus)
and fallow deer (Dama dama) were investigated to determine the current distribution of the
fluke in the Czech Republic. Faecal samples were collected from 20 different areas, and livers
of hunted deer were dissected from each locality to confirm F. magna infection. The
prevalence of F. magna in examined areas determined by coprological examination varied
from 4% to 95%. Moreover, new foci of F. magna infection were discovered in all localities
in the Sumava mountains where F. magna was observed; this has epizootiological importance
due to the possibility of the spread of F. magna into the German

territory (Bavaria).
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