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Abstrakt

Diplomova prace se =zabyva zalude¢nimi motolicemi patficimi do celedi
Paramphistomidae, které jsou Castymi parazity prezvykavcui. Jejich nedospéla stadia
mohou zptsobovat zdvazné patologické zmény v zazivacim traktu hostitele a pii
masivni infekci mize dojit i k usmrceni hostitele. Dospélci vyvolavaji infekce
sliznice bachoru s naslednou nizsi produkci. Vyskyt a diverzita téchto motolic nejsou
Vv soucasné dobé systematicky sledovany.

Cilem této prace je popsat vyskyt a diverzitu zaludecnich motolic u skotu
v Ceské republice a Rakousku.

Praktickou ¢asti je vysetieni trusu skotu bez trzni produkce mléka z riznych stad
na piitomnost vajicek pomoci standardnich parazitologickych metod, optimalizace
PCR metody pro ptimou detekci motolic z trusu, provedeni genotypizace nalezenych
motolic, zpracovani vysledkll pfislusnymi statistickymi metodami a porovnani

S publikovanymi udaji.

Klicova slova: Skot; parazitologické vySetfeni; motolice; vyskyt; genotypizace



Abstract

The thesis deals with gastric woodlice of the family Paramphistomidae, which are
common parasites of ruminants. Their immature stages can cause severe pathological
changes in the host's digestive tract, and massive infection can lead to host death.
Adult parasites cause infections of the rumen mucosa, resulting in lower production.
The prevalence and diversity of these flukes is currently not systematically
monitored.

The aim of this study is to describe the occurrence and diversity of gastric flukes
in cattle in the Czech Republic and Austria.

The practical part consists of examination of dairy cattle faeces from different
herds for the presence of eggs using standardised parasitological methods,
optimization of a PCR method for direct detection of flukes from the faeces,
genotyping of the flukes found, processing of the results using appropriate statistical

methods, and comparison with published data.

Key words: Cattle; parasitology; examination; fluke; occurrence; genotyping
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Uvod
Celed Paramphistomidae je skupina endoparazitti fazenych do tiidy Trematoda.
Definitivnimi hostiteli této celedi jsou obojzivelnici, plazi, ptaci, ryby a savci. Za
veterinarné vyznamné jsou povazovany druhy s definitivni lokalizaci v bachoru,
¢epci, €1 zluCovodech, které jsou rozsifené celosvétové. Vazné problémy s touto
¢eledi jsou hlaseny v subtropickych a tropickych oblastech. V Evropé neni motolice
bachorova povazovéana za klinicky vyznamného parazita, v posledni dobé vsak jeji
prevalence prudce vzrostla a bylo hldSeno nékolik propuknuti klinické nékazy
paramphistomy u domadcich pfezvykavcl, zejména skotu. Francie, Velka Britanie,
Irsko, Belgie, Portugalsko a Spanélsko zaznamenaly obrovsky narist vyskytu tohoto
parazita a zdUraziuji vyznam kontrolnich opatfeni. Obecné je motolice bachorova
povazovana za klinicky vyznamnou pouze tehdy, pokud jsou ptfezvykavci pii pastve
vystaveni masivni zatézi infekénich stadii. Nezrald stadia, kterd migruji v duodenu,
mohou zpusobit klinické ptiznaky, jako je slabost, prijem a imrtnost. Dale ovliviiuji
plodnost, kvalitu masa, produkci mléka, coz zptisobuje vysoké ekonomické ztraty.

Diagnostika bachorovych motolic se nejcastéji provadi konvencnimi
koprologickymi technikami na zdklad¢ vnéjSich projevli onemocnéni, protoze rychla
imunologickd metoda, kterd by vedla i kodhaleni infekce v rané fazi, zatim neni
dostupna. Projevy nakaz jsou spole¢né¢ pro fadu parazitdrnich, bakteridlnich
a virovych infekei. Vajicka v trusu béhem patentni periody mohou byt u nékterych
druhli detekovatelna pouze v nékterych castech roku. Také podobnost vaji¢ek
s vajicky motolic celedi Fasciolidae a podobnost mezi druhy paramphistomnich
motolic mize mit za nasledek pouziti neucinné 1é¢by. Z tohoto diivodu se pracuje na
roz$ifovani molekularnich metod k identifikaci druht.

Cilem této prace je popsat vyskyt a diverzitu bachorovych motolic u skotu
v Ceské republice a Rakousku. Vysetiit trus skotu z riznych stad na piitomnost
vajiCek téchto motolic pomoci standardnich parazitologickych metod. Provést
pfimou detekci motolic z trusu pomoci PCR metody a genotypizaci nalezenych

motolic.




1 Literarni prehled

1.1 Motolice ¢eledi Paramphistomidae

1.1.1 Taxonomické razeni

Pivodci onemocnéni motolic nad¢eledi Paramphistomidae Fischoeder, 1901 jsou
amphistomy, které zpisobuji onemocnéni domacich i volné Zijicich pfezvykavcu.
Radem celedi Paramphistomidae je Plagiirchiida, rozdélena na dvé podéeledi
Paramphistominae a Orthocoeliinae (Lotfy et al., 2010). Nadceled
Paramphistomoidae se sklada ze stovek druht, které patii do 12 rodu (Shylla et al.,
2013).

1.1.2 Morfologicka charakterizace

Pro motolice ¢eledi Paramphistomidae je typicky tvar podélné ovalny, valcovity.
Velikost dospélych motolic je variabilni a pohybuje se v rozmezi délky 3-20 mm
a $ifky 1,5-7 mm. Dospélé motolice bachorové vypadji na povrchu bachoru jako
maly ruzovi Cervi, zatimco nedospéli jedinci pifipominaji drobna zrnka ryze na
slizni¢nim povrchu stieva (Tandon, 2014). Typickym organem paramphistomnich
motolic je ptisavka na ventralni stran¢ téla. Tato bfisni (ventralni) piisavka, zvana
také jako acetabulum, slouzi k pfichyceni a usti u ni vyvody pohlavnich organt
(Anuracpreeda et al., 2012). Dospéli jedinci ¢eledi Paramphistomidae jsou nejcastéji
lokalizovani v zaludku ¢i ptedzaludcich hostitele, a to pifedev§im v bachoru, proto
jsou v anglickych textech oznacovani jako ,,rumen flukes“ (,,bachorové motolice®).
Vyjimkou jsou rody Gigantocotyle sp. a Explanatum sp., jejichz metacerkarie
migruji sténou stfeva a pronikaji do jater. Nezrald motolice tuneluje jatry, nez
vstoupi do zlu¢niku a Zlu¢ovyh cest, kde dosahne zralosti (Igbal et al., 2014).

1.1.3 Druhy

Plvodci tohoto onemocnéni parazitujici u hovéziho dobytka, pochédzeji nejcastéji
z rodu Calicophoron, Cotylophoron, Explanatum, Gigantocotyle a Paramphistomum
(Kilani et al., 2010).

Druhy rodu Calicophoron

Calicophoron daubneyi
Jedna se o prevazujici druh v Evropé postihujici pfezvykavce. Studie z Irska
prokazala, Ze u skotu je tiikrat vyssi pravdépodobnost nakazy nez u ovci (Naranjo-

Lucena et al., 2018). Dalsi studie dale prokazala, ze C. daubneyi dosahuje vétsi
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velikosti, ma del$i zivotnost a produkuje u skotu vice vaji¢ek nez u ovci (Sargison
etal., 2016). Jak dlouho mohou paramphistomy zit uvniti kone¢ného hostitele neni
znamo, ale predpoklada se, ze u starSich zvifat dochazi k akumulaci dospélého
C. daubneyi (Huson et al., 2017). Dospé¢lci jsou 0,5-1 cm dlouzi, rizové barvy
a hruskovitého tvaru. Nejveétsi parazitdrni zatézi postihuji bachorovou sini. Vajicka
jsou velkd 130-180 x 76-95 um, operkulovitd a morfologicky podobna vajickiim

Fasciola hepatica, ale jsou bezbarva a nejsou zbarvena zlu¢i (Horak, 1971).

Druhy rodu Cotylophoron

Cotylophoron cotylophorum

Rozliseni larvalnich stadii C. cotylophorum od F. hepatica jesté¢ v hlemyzdi je
pomérn¢ snadné, jelikoz C. cotylophorum nema tzv. o¢ni skvrnu, je zbarven do
stfibrné barvy a ma hrubé granuly (Gomenz et al., 1973). T¢lo dospélce ve tvaru
fazole je dlouhé 12-13,68 a 4-4,7 mm Siroké. Tvar vajicka je vejcity. Vyskytuji se
vSak variace, kdy jsou vajicka zcela vejCitd, coz dava vajickim tvar pyramidy.
Vajicko je pti pohledu mikroskopem prihledné o velikosti 125-135 x 65-68 um
(Krull, 1934).

Cotylophoron macrosphinctris

Tento druh byl poprvé zaznamenan v bachoru buvola  afrického.
NejcharakteristictéjSim znakem tohoto druhu je pfitomnost silného genitdlniho
svérace, kterym se odliSuje od dosud zndmych druhii této celedi. T¢lo dospélé
motolice je hladké, kuZelovité, na pohled mirn¢ ohnuté k ventralni plose. Délka téla
je 5,5-7,2 mm, nejvétsi Sifka na trovni acetabula 1,5-2,5 mm, dorzoventralni rozmér
2,5-3,0mm. Vajicka jsou tenkosténnd, operkulovitého tvaru o0 velikosti
100-150 x 6070 um (Sey et Graber, 1979).

Cotylophoron marajoensis
Dospély jedinec tohoto druhu ma hruskovité, hladké té€lo mirného zakiiveni
0 rozmérech 3,42-7,54 x 2,62-3,42 mm, maximalni Sitka k urovni varlat. Vajicka

jsou o velikosti 80-140 x 40-60 um (Eduardo, 1985).

Cotylophoron panamensis
T¢lo dospélce je konické, ventrdlné zakiivené s perletoveé bilou barvou o délce

4,3+ 0,4 (3,7-5,0) mm a Sifce 2,1 + 0,3 (1,7-2,5) mm na urovni acetabula. Vaji¢ka
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operkulovitého a eliptického tvaru o rozmérech 91,6 + 7,0 (77,3-109,3) x 49,2 + 3,6
(40,0-56,0) um. C. cotylophorum se od C. panamensis lisi tim, ze ma genitalni
piisavku bez svéraCe, tenkou genitalni papilu a zuzuje se k volnému konci.
Cotylohporon jacksoni, Cotylophoron fuelleborni, Cotylophoron bareilliensi
a Cotylophoron travassosi se morfologicky 1isi od Cotylophoron panamensis tim, ze
maji jicnovy bulbus a vitelaria neni dorzalné-medialné splyvajici a svalstvo stény

jicnu je silné (Eduardo, 1985; Alarcon et Velasquez, 2009).

Druhy rodu Paramaphistomum

Paramphistomum cervi

V soucasné dobé¢ jsou ndlezy této motolice u nasi zvéfe vesmés ojedinélé (jizni
Cechy, jizni Morava). Je viak rozsifena ve vétsiné evropskych zemi. Morfologicka
identifikace P. cervi byva provedena na zakladé velikosti a tvaru motolice a polohy
pfedni a zadni piisavky (acetabula). Ve studiich Yamaguti (1952), Eduardo et al.
(1987) a Sey (1982) ma P. cervi svétle rizovou barvu. Barva je zptisobena vlastnim
hemoglobinem. Jsou 5-13 mm dlouhé, 2—5 mm Siroké, s ventralni stranou ponékud
konkévni, zatimco dorzdlni strana je konvexni. Ma dvé pfisavky, pfedni ustni
prisavku a zadni vétsi ventralni ptisavku. Na povrchu jsou dva typy banatych
senzorickych papil, kazdd o priméru 10-15 pm na bazi s bradavkovitymi hroty;
jeden ma nahote kratké rasinky. Shluky papil na ventralni ploSe a kolem piednich
ptisavek jsou vétsi co do velikosti a poctu; zatimco na dorzalni ploSe je jich malo
(Panyarachun et al., 2010). Jako hermafrodit ma samci i samic¢i reprodukéni systémy.
Varlata jsou mirn¢ lalo¢natd a jsou umisténa pred vajecnikem. Vajicka maji Cirou
skofapku a méfi asi 140 x 80 p; soudkovita s operkulem na jednom konci. V prvnich
fazich déleni obsahuje 48 blastomer, obklopenych asi 50 tukovymi burnikami (Olsen,
1974).

Paramphistomum leydeni

Jedna se o druh, ktery je nejcastéji detekovanym druhem celedi Paramphistomidae
vV Evropé¢ (Gordon et al., 2013). Dospélci jsou 0,5-1 cm dlouzi, razovi
a hruskovitého tvaru a nejvétSi parazitdrni zatéZ se nachazi v bachorové sini.
Ptipojuji se acetabulem k mensim, kuzelovitym papildm v bachoru a také v hlubsi

¢asti vostinovych bunék retikula. Vajicka jsou velka (130-180 x 76-95 um), ovalna
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a morfologicky podobna vajickim F. hepatica, jsou ale bezbarva a nemaji zluci

zbarvenou barvu (Dreyfuss et al., 2004).

Paramphistomum ichikawai

Na jizni Morav¢ byl objeven prvni nalez ve stfedni Evropé u 1-1,5 roku mladého
skotu P. ichikawali jiz roku 1978. Dospély jedinec je dlouhy 4-6,8 mm a 1,5-2,0 mm
Siroky. Vajicka jsou hladka, bezbarva o velikosti 114-123 x 61-66 um (Kotrla et
Chroust, 1978).

Paramphistomum microbothrium

V Africe je P. microbothrium nejvice rozsifen ze vSech druhti motolic. Dospélci
tohoto druhu jsou ovalného tvaru s hladkym povrchem a bilo-Sedé barvy. Jejich
délka je 130—170 pum a Sitka 70-100 pm. Tento druh se nejvice vyskytuje v Africe
a Indii ainfikuje kromé domacich zvifat i ¢loveéka. Jako jeden z mala druhi ma

I 1ékatsky vyznam (Horak, 1962).

1.2 Rozsii‘eni a prevalence motolic ¢eledi Paramphistomidae u skotu

1.2.1 V Ceské republice

V Ceské republice byly dosud u zvéfe a domacich prezvykavcd detekovany druhy
P. cervi, P. microbothrium a P. ichikawai (Kotrla et Kotrly, 1982; Kotrla et Chroust,
1978). Oblasti vyskytu jsou piedev§im na jizni Moravé a v jiznich Cechach (Kotrla
et al. 1984; Kotrla et Kotrly 1982; Jurasek et Dubinsky 1993). Vyskyt motolic ¢eledi
Paramphistomidae na tzemi Ceské republiky neni neobvykly, avsak této
problematice neni a nebyla vénovana vyrazné&jsi pozornost, az na par autorti (Chroust

1964; Kotrla et Chroust 1978; Kotrla et Kotrly, 1982; Kvac, 2003; Pavlasek, 1995).

1.2.2 V Rakousku

Historie nalezti druhi paramphistomnich motolic u divokych pfezvykavcl
v Rakousku uvadi pouze P. cervi u jelena obecného, srnce obecného a muflona
(Kutzer et Hinaidy, 1969; Prosl, 1973) a na zaklad¢ histologického zaznamu
P.leydeni u jelena obecného (Eduardo, 1982). Nedavna molekularni studie
Wiedermann et al. (2021) prokazala v jednom chovu v Tyrolsku prvni nalez
C. daubneyi. V soucasné dobé¢ je infekce motolici bachoru u skotu v Rakousku velmi
vzacna (Wenzel et al., 2019).
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1.2.3 V Evropé
V Evropé dosud nebyli ptivodci tohoto onemocnéni povazovani za ekonomicky
vyznamné (Eduardo, 1983) a historicky se véfilo, ze infekce je méné Casta (Eslami
et al., 2011). Navzdory tomu, Ze byly v Evropé ¢asto hlaseny, byly infekce motolice
bachorové povazovany zjevné za zcela neobvyklé a za malo nebo vibec klinicky
vyznamné (Forbes, 2021). Rostouci pocet zprav z kontinentalni Evropy, Britskych
ostrovi a Irska za posledni dvé desetileti naznacCuje rostouci prevalenci
paramphistomnich infekci u domacich prezvykaveu. V této souvislosti byla
z Francie, Spojen¢ho kralovstvi a Irska hldSena ohniska onemocnéni (akutni stfevni)
u skotu i ovci (Huson et al. 2017; Wenzel et al., 2019; Forbes, 2021). Vyskyt infekce
motolici bachoru se natolik v poslednich nékolika desetiletich dramaticky zvysil
vV mirnych oblastech zdpadni Evropy, ze mnoho studii prevalence identifikovalo
motolici bachorovou jako b&znou parazitozu piezvykavci v mirném evropském
Klimatu (Gonzales-Warleta et al., 2013). Historicky se ptfedpokladalo, ze infekce
motolice bachoru v Evropé jsou zptisobeny hlavné P. cervi (nebo druhy, které byly
pozd&ji povazovany za synonyma P. cervi), ale nedavna molekularni studie
prokazala, ze C. daubneyi by mohl byt pfevladajicim druhem. Pro tento vyzkum byly
analyzovany dospélé motolice bachorové, izolované z 23 kust skotu pochazejiciho
z deseti farem v Némecku (Sasko (1), Badensko-Wiirttembersko (4), Bavorsko (5))
a jedné farmy v Rakousku (Tyrolsko), aby se stanovily dil¢i sekvence. Motolice péti
zvifat (dojnice ze tfi farem v Bavorsku) byly urCeny jako P. leydeni a motolice
18 zvifat (dojnice nebo skot z provozl krav a telat z osmi farem v Sasku (1),
Badensku-Wiirttembersku (4), Bavorsku (2) a Tyrolsku (1)) byly identifikovany jako
C. daubneyi. Na zékladé molekularni analyzy dospélych motolic bachorovych
odebranych ze skotu byl potvrzen bézny vyskyt C. daubneyi v Némecku a odhaleny
prvni definitivni nalezy P. leydeni v Némecku a C. daubneyi v Rakousku
(Wiedermann et al., 2021).

Nejvyssi prevalence v Evropé je v Irsku a ve Velké Britanii, kde se nékaza
v minulosti vyskytovala ojediné€le. V soucasné dobé je v téchto zemich popisovan
Casty vyskyt C. daubneyi. V letech 2010 az 2013 byla v Irsku popsana prevalence
této motolice v rozmezi 40-50 % (Toolan et al., 2015). Uroven je 29-36 % ve
Spanélsku (Gonzalez-Warleta et al., 2013; Diaz et al., 2007) a 59 % ve Walesu
(Jones et al., 2016). Dalsi druhy motolic byly nalezeny v Srbsku — P. microbothrium

(Pavlovi¢ et al., 2012, 2014). V Nizozemsku rutinni testovani vSech vzorki trusu
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pfijatych Oddélenim zdravi zvifat v obdobi 2009-2014 odhalilo vyskyt u 15,8 %
skotu (Ploeger, 2017). Zpravy o vyskytu motolic rodu Paramphistomum pochazeji
pirevazné z Francie, kde parazitoze vyvolané témito motolicemi byla vénovana
zna¢na pozornost, kdy se prevalence pohybovala okolo 61 % (Silvestre et al., 2000;
Szmidt-Adjidé et al., 2000). V Némecku byly motolice v letech 1950 az 2000
zjistény pouze prilezitostné (Wenzel et al., 2019), ovsem nedavné poznatky vyvolaly
podezieni 0 mozném Sifeni (Bauer et al., 2015; May et al., 2019). V Mad’arsku byly
napiiklad nalezeny P. cervi, P. leydeni, P. ichikawai a C. daubneyi (Sey, 1991).
Nejnovejsi poznatky potvrzuji pfitomnost bachorovych motolic u skotu v Polsku,
piedevsim P. cervi (Kobak et Pilarczyk, 2012; Pilarczyk et al., 2019).

Jako mozn4 pfi¢ina zvySeni prevalence v Evropé je uvddéna zména zemédé€lstvi
ve smyslu zvySeného ekologického zemédé€lstvi a tim extenzivni kultivace
a zvySujici se podmaceni pastvin z divodu ochrany ptirody (Mage at al., 2002;
Foster et al., 2008; Ploeger et al., 2017).

1.2.4 Ve svété
Motolice ¢eledi Paramphistomidae jsou celosvétove rozsifené s primarnim vyskytem
v subtropickych a tropickych oblastech. Vysoka prevalence je podle Brotowidjoyo et
Copeman (1979) v Australii, dle Sanguankiat et al. (2016) v Asii a dle Ahmad et al.
(2013) v Africe. Vzestup vyskytu je zaznamenan v mirném klimatickém pasmu
(Martinez-lbeas et al., 2016).

Ve vychodni Australii byla podrobné studovana prevalence C. calicophorum
a P. ichikawali, které jsou tam rozSifené. Nejvyssi intenzita napadeni a klinické
pfiznaky se projevily zejména po zaplaveni pastvin mohutnymi srdZzkami (Rolfe
etal.,, 1991). Oba tyto druhy byly také identifikovany o né€kolik let pozdé&ji
umasného skotu ze stejné oblasti (Spence et al., 1996). V Indii je nakaza
paramphistomy povazovana za vazny problém kvili vysokému vyskytu. Skot je zde
¢asto infikovan C. cotylophorun (Singh et Lakra, 1971). Dale byly hlaseny ptipady
skotu infikované¢ho P. cervi v Thajsku (Anuracpreeda et al., 2008) a v Kambodzi
s prevalenci 45-95 % (Dorny et al., 2011).

V Africe se nejcastéji vyskytuji motolice rodi Calicophoron a Cotylophoron.
Postizeni jsou jak domestikovani, tak divoci pfezvykavci. Studie provedena na

alzirskych jatkach odhalila prevalenci C. daubneyi u skotu v rozmezi 1,2-12,1 %
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(Titi et al., 2010). Studie provedena v Egypt¢ zjistila vyskyt Paramphistomum spp.
u skotu v 7,3 % a buvolt v 10 % (Haridy et al., 2006).

Na americkych kontinentech se P. cervi vyskytuje u skotu v rozmezi mezi
3,3-96,7 % v Mexiku (Rangel-Ruiz et al., 2003) a P. leydeni v Argentiné (Sanabria
et al., 2011). V Uruguayi je prevalence Paramphistomum spp. podle koprologickych
vySetieni u skotu 7 % u jednotlivych zvifat a 69 % na urovni stada (Sanchis et al.,
2013). V Severni Americe je P. cervi hlasen u alja$skych karibu a lost (Dieterich,
1981). Dalsi ptipady jsou hlaSeny z mirného pasma Kanady (Lankester et al., 1979;
Kennedy et al., 1985).

V Eurasii bylo detekovano P. leydeni u pizmond, ovci dallovych nebo horskych
koz (Nikander, 1992). Hostitelé a geografické rozsifeni bachorovych motolic
u piezvykavet z kanadské a gronské Arktidy zdastavaji prakticky neprozkoumani.
Nékteré rysy zivotniho cyklu motolic rodu Paramphistomum, lihnouci se pouze nad
13 °C, a dlouha doba vyvoje cerkérii pii 20 °C v mezihostitelich hlemyzdt muze
omezit pocetnost a distribuci tohoto parazita v severnich zemépisnych Sitkach. Za
povsimnuti stoji vyskyt Paramphistomum spp. u sobt v ruské tajze. Druhy rodu
Paramphistomum jsou typicky povazovany za parazity tropickych oblasti a nedavny
zvySeny vyskyt u domadcich hospodafskych zvifat v severnéjSich zemépisnych
Sitkach  (DeWaal, 2010) mize odrazet zmény v geografické distribuci,
pravdépodobné spojené s klimatickymi zménami. Je tfeba pokracovat v dalSim

pruzkumu a inventarizaci v Arktidé.

1.3 Vyvojovy cyklus

Pro motolice celedi Paramphistomidae je mezihostitel nezbytny, proto jsou
charakteristické tzv. diheteroxenickym cyklem (Deplazes et al., 2020). K dokon¢eni
svého vyvoje (Obrazek 1) potiebuji motolice dva hostitele — dvouhostitelsky
vyvojovy cyklus. Mezihostiteli motolic ¢eledi Paramphistomidae jsou plzi z ¢eledi
Planorbidae nebo Lymnaeidae (Campiao et al., 2010; De Nunez et al., 2011).

Ve vajicku se vyviji miracidium, které po 10-20 dnech opousti (Willmott,
1951). Miracidia opousti vajicko pouze ve vodnim prostiedi pii teploté nad 10 °C
a ve vné&j$im prostiedi pfezivaji maximalné 24 hodin (Dunn et al., 1987). Pokud se
vSak teplota zvysi na vice néz 36 °C, vede to ke zkraceni zivotnosti a sniZeni
aktivity. PIn¢ vyvinuta miracidia se lihnou po pusobeni svétla a zvySeni teploty.

U P. cervi je to od 13 °C, ale vyssi teploty kolem 22 °C jsou vhodnéjsi (Kraneburg,
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1977). Normaln¢ miracidia plavou pifimo vpied. Kdyz jsou vsak v blizkosti
mezihostitele, pohybuji se po malych eliptickych drahach (Horak, 1971) a aktivné do
hostitele pronikaji (Dunn et al.,, 1987). V mezihostiteli probihd asexualni
rozmnozovani s reprodukci tzv. cerkarii (Malek, 1971; Burgu, 1981). KdyZ jsou
cerkarie pln¢ zralé, vylihnou se z mezihostitele za ptfedpokladu urcité venkovni
teploty. Napiiklad pro P. cervi je minimalni teplota 18 °C (Kraneburg, 1977).
Mezihostitelé jsou vystaveni dennim teplotnim vykyvim mezi 6 °C a 20 °C, coz
navic zvysuje aktivitu cerkarii C. dubneyi (Abrous et al., 1999b). Infikovani plzi
mohou prezit az rok a vylucovat cerkarie (Horak, 1971). Po opusténi mezihostitele se
cerkarie encystuji a davaji vzniknout metacerkarii tzv. adoleskarii, ktera ve vnéjSim
prostiedi muze piezivat az nékolik mésicd (Burgu, 1981; Malek, 1971).
Zivotaschopnost metacerkarie se sniZuje suchem a kontaminaci plisni (Horak, 1971),
stejné jako poskozenymi obaly cyst ¢i po zmrznuti ve vodé. (Kraneburg, 1977).

Dalsi faze vyvojového cyklu motolice probiha v definitivnim hostiteli po poziti
krmiva kontaminovaného metacerkariemi na pastviné¢ (Horak, 1971). V teplejSich
oblastech se mohou zvitata nakazit metacerkariemi po cely rok (Arias et al., 2011).
Po poziti infekéni metacerkdrie koneCnym hostitelem jsou tedy excystované larvy
uvolnény do slezu, odkud migruji do dvanactniku a pokracuji ve vyvoji po dobu
3-6 tydnl. Jejich pfitomnost a migrace pies tenké stfevo miZze zplsobit znacné
Skody (Hendrix et al., 2006). Nezrala stadia mohou absorbovat velké ¢asti stievni
stény, coz vede k nekroze (Hendrix et al., 2006). Migrace juvenilnich stadii P. cervi
do bachoru skotu za¢ina kolem 34. dne po infekci a kon¢i kolem 70. dne (Kraneburg,
1978a). Nez se dostanou do bachoru, musi dosahnout ur¢ité velikosti (Horak, 1967).
V bachoru se dospé€lé motolice druhu C. duabneyi usazuji nejrad&ji v predni ¢asti
bachoru a na ptechodu mezi bachorem a jicnem (Gonzalez-Warleta et al., 2013),
zatimco C. microbothrium se vyskytuje piedev§im na bachorovych pilitich
(Mavenyegwa et al., 2005).

Vseobecné motolice této celedi migruji vzdy z tenkého stieva do bachoru ¢i
zlu¢ovodu dle charakteristiky druhu, kde po dosazeni dospé€losti produkuji vajicka,
ktera jsou s trusem vylucovana (Martinez-1beas et al., 2016). Prepatentni perioda je
podle Chinone et Itagaki (1977) 7—13 tydnt, dle Kraneburg (1978b) je to 7-16 tydni.
Hendrix et al. (2006) uvadi, ze jakmile motolice parazitujici v bachoru plné dozraje,
parazit migruje zpét do bachoru a retikula, kde se ptichyti na bachorové papily. Po

nekolika tydnech pfitomnosti v bachoru a retikulu je dospéla motolice schopna zacit
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produkovat vajicka, ktera definitivniho hostitele opousti spolu s vykaly. Nejrychle;jsi
vyvoj s nejvysS§i rychlosti vylucovani vajicek C. microbothrium byl pozorovan
u skotu ve srovnani s ovcemi ¢i kozami (Horak 1967). Toto mnozstvi vSak prevysuje
P. cervi u srn¢i zvéte (Kraneburg, 1978b). Proto jsou divoci prezvykavci Casto
povazovani za rezervoar téchto motolic (O’tole et al., 2014), i kdyz se v ur€itych
zkoumanych oblastech navzdory infikovanému skotu nepodatilo nalézt zadnou zvér
pozitivni na motolici (Gonzales-Warleta et al., 2013). V chladnégjsich oblastech tento

parazit pravdépodobné také hibernuje v mezihostitelich (Kraneburg, 1977).

Mezihostitel {plz) — )4

Obrazek 1 Zivotni cyklus motolice bachorové, Calicophoron daubneyi (Upraveno dle Huson et al.,
2017).

Neembryonizovana vajicka prochazeji z bachoru, pfes gastrointestinalni trakt a na pastvu v trusu
hostitele (1). Vajicka se za pfiznivych podminek prostiedi (pfiméfena teplota a vlhkost) vylihnou (2)
v miracidia a najdou vhodného hostitele (plze) (napt. Galba truncatula) (3). V mezihostiteli (4) se
parazit mnoZzi nepohlavné a vyviji se prostiednictvim 3 larvalnich stadii (4a sporocysty, 4b redie, 4c
cerkarie), nez se voln¢ plovouci cerkarie uvolni z mezihostitele a encystuje na vegetaci (5).
Metacerkarie zistavaji dormantni, odolné vi¢i mirnym zméndm prostiedi, dokud nejsou pozieny
definitivnim hostitelem (piezvykavcem) (6). Parazité pak excystuji v duodenu tenkého stieva (7), kde
se nezralé motolice Zivi submukoézou, dokud nejsou piipraveny zahdjit migraci do bachoru. V bachoru
se zrald motolice pevné pfichyti na sténu bachorové papily prostfednictvim svalového acetabulu
a uvolni vajicko do obsahu bachoru (8).
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1.3.1 Mezihostitelé
Celed Lymnaeidae (Rafinesgue, 1845)

Celed” Lymnaeidae je celosvétové rozsifenou eledi mékkyst, do které patii druhy
nejbézngjsich sladkovodnich plzi v Ceské republice. Jejich vyznam tkvi i v tom, Ze
vétsina téchto plza slouzi jako mezihostitelé mnoha helmintd, a proto se kromé
malakologu zabyvaji jejich studiem i parazitologové. Nejéastéji slouzi jako prvni
mezihostitel motolic a v mensi mife jako mezihostitelé nékterych hlistic. Uvadi se, Ze
se podili na vyvojovém cyklu pfinejmensim 71 druhti motolic (Bargues et al., 2001).

Nejznaméjsim druhem je Galba truncatula, ktera se vyskytuje na uzemi celé
Evropy a Asie. Byla introdukovana do Jizni Ameriky, kde se dobie adaptovala
(Gloer, 2002). Vzhledem k tomu, ze C. duabneyi se vyskytuje piedevsim v Evropé
(Gonzalez-Warleta et al., 2013; Jones et al., 2017a; May et al., 2019), hlavni tézisté
jeho mezihostitele je na tomto plzi (Augot et al., 1996; Rondelaud et al., 2007; Jones
et al., 2017b). Galba truncatula ma Sirokou ekologickou valenci a vyskytuje se vzdy
na hranici vody a souSe. Velmi vydatné srazky mohou smyt stadia plzii a vajicek
motolic a v dasledku toho nemuze dojit k dalsi infekci (Rapsch et al., 2008;
Iglesias-Pineiro et al., 2016). V podminkach Ceské republiky obyva tento druh
lokality v nadmoiskych vyskach od 100 do 800 m n. m. (Erhardova-Kotrla, 1971).
Ve stiedni a zapadni Evropé je populace nejvys$si v pozdnim 1ét¢ a na podzim
(Deplazes et al., 2020), avsak v ptipad¢ intenzivnich veder v letnich mésicich muze
velka ¢ast populace tohoto plze vymftit (Schade-Weskott, 2019). V Jizni Americe se
vSak adaptovala na daleko vys$S§i nadmoiské vySky (napf. na ndhorni ploSiné
Altiplano v Andach, jejiz praimérna vyska ¢ini zhruba 4000 m n. m. (Mas-Coma et.
al., 2005). Druh je obojetného pohlavi. Potravou mu jsou fasy a dentrit. Za jeden
kalendaini rok muize mit G. truncatula dv¢ az tfi generace (Beran, 2002).

S ohledem na svoji funkci mezihostitele je zvlastni G. truncatula i tim, ze je
mezihostitelem i jaterni motolice Fasciola hepatica. Dokonce se stava, Ze se
u mezihostitele mohou nachazet oba parazité soucasné (Jones et al., 2015). K tomu
vSak dochazi pouze v piipadé, ze se ob¢& miracidia vyskytnou v definovaném
casovém obdobi (Augo et al., 1996). Podle toho je jeden ze dvou druhti dominantni
avyviji se vtravicim traktu mezihostitele, zatimco druhy musi ptejit do jinych
organi a tam se vyvine jen nékolik redii (Rondelaud et al., 2007). Tato piirozena

smiSend infekce je vSak velmi vzacna. Cim vétSi je mezihostitel, tim vyssi je
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pravdépodobnost infekce F.hepatica atim niz$i je pravdépodobnost infekce
C. daubneyi (Iglesias Pineiro et al., 2016).

Vi€t pienosu parazitdrnich onemocnéni celé fady motolic a hlistic
(Erhardova-Kotrla, 1971), bojovali chovatélé proti G. truncatula jiz v 60. letech
pomoci aplikace moluskocidii na pastviny, coz bylo uc¢inné pouze na jednu pastevni
sezonu. (Willomitzer et al., 1976). Od jejich pouzivani se muselo odstoupit, jelikoz

pusobily i na jiné druhy mékkysi a bezobratlych (Balbo et al., 1989).

Celed Planorbidae (Rafinesgue, 1815)

Celed’ Planorbidae je ¢eled’ sladkovodnich plzti majici celosvétové rozsifeni. Ziji ve
sladké vodé, ale nékolik druh@i je schopno piezit i ve vodé brakické. Celed
Planorbidae je druhové nejpocetnéjsi skupinou vodnich plzi z podtiidy Pulmonata
a celosvétové zahrnujici zhruba 250 druht (Strong et al. 2008). Z druhi
vyskytujicich se na naSem tzemi jsou to z taxonomického hlediska predevsim
zéstupci rodd Anisus a Gyraulus. Vodni plZi rodu Anisus jsou v Ceské republice
zastoupeni péti druhy: pomérné béznym druhem A. vortex, velmi vzacnym druhem
A. vorticulus a dale A. spirorbis, A. leucostoma a A. septemgyratus (Anderson, 2005;
Gloer et Zettler, 2005). Vsechny tyto druhy obyvaji stejné biotopy (periodické ting,
ptipadné periodické okraje trvalych tini) (Beran, 2002), ekologicky se lisi tim, ze
A. leucostoma je méné naro¢ny na kvalitu biotopu a ma vétsi ekologickou valenci.
Druh A. septemgyratus byl u nas objeven teprve v roce 1998 na jizni Moravé (Beran
et Horsak, 2002).

Na rozdil od ostatnich mékkysu, kteti maji jako krevni barvivo hemocyanin,
¢eled’ Planorbidae ma hemoglobin, ktery jim dava jejich nacervenalou az ¢ervenou
barvu, a také jim umoZznuje efektivngjs$i dychéani kysliku, diky ¢emuz vydrzi pod
vodou mnohem déle neZz plovatka bahenni. Je to plicnaty druh, takze dycha
I atmosféricky kyslik. V dobie okysli¢ené nadrzi vSak nemusi dlouhou dobu vibec
vylézat k hlading, aby si doplnil zasobu kysliku (Hudec et al., 2007). V okoli
dychaciho otvoru (zvenku nebo piimo uvnitt plastové dutiny) maji piivésky, které
jim slouzi k doplitkkovému (pfechodnému) dychéani. Takze v okyslicené vodé¢ vydrzi
velmi dlouho a nemusi se nadechovat u hladiny. Nékteti tak mohou dychat cely zivot
a nikdy k hladin¢ nejdou, napt. Ancylus fluviatilis (Vaught, 1989). Jejich stravou jsou

fasy, dentrit, zbytky odumfelych rostlin a zivocichli. Dospéli jedinci si radi
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pochutnaji na jikrach. Vzhledem k tomu, Ze zdravou rostlinu nikdy nenapada, je ve
vodnich zdrojich velmi vitany (Jufickova et al., 2001).

Stejné jako G. truncatula muze i Lymnaea glabra slouzit jako mezihostitel pro
C. daubneyi a F. hepatica a stejné tak mize byt infikovana obéma parazity soucasné.
Pti smiSené infekci se cerkarie obou druhi motolic mohou vylucovat soucasné.
Naproti tomu se ukazuje, ze produkce metacerkarii obou motolic je u L. glabra nizsi
nez u G. truncatula, coz ukazuje na stale netplnou adaptaci paraziti na plze

(Vignoles et al., 2017).

1.3.2 SmiSena infekce ¢eledi Paramphistomidae s Fasciola hepatica

Smisena infekce C. daubneyi s F. hepatica je Casto popisovana v literatuie (Arias
etal., 2011; Bellet et al., 2016; Iglesias-Pineiro et al., 2016; Naranjo Lucena et al.,
2018; May et al., 2019). Divodem smisené infekce je obvykle spole¢ny mezihostitel
a souvisejici podobna epidemiologie (Rinaldi et al., 2009; Arias et al., 2011; Gordon
et al., 2013; Toolan et al., 2015; Bellet et al., 2011, 2016; Sargison et al., 2016;
Jones et al., 2017a).

1.3.3 Definitivni hostitelé

Druhy parazitujici u hospodarskych zvirat a vysoké zvéie jsou charakterizovany
nizkou hostitelskou specifitou a maji fadu spoleénych definitvnich hostiteltl, jako
Jjsou domaci a volné Zijici prezvykavci, ale i prasata (Hassan et Juyal, 2006; Dada-
Adegbola et al., 2004). Vysoka zvét cCasto piedstavuje rezervoarové hostitele
(O’Toole et al., 2014; Cauquil et al., 2016).

Prvni lidsky ptipad infekce Paramphistomatidae byl zaznamenan ve Venezuele.
Piipad s klinickym pribéhem patii desetileté divce ze statu Portuguesa, kterd méla
rok klinické ptiznaky: bolesti bficha, nevolnost, zvraceni a prijem, ve kterém se
nachazely vejéité struktury dospélych jedinct. Vyziva divky byla nedostatecna na
bilkoviny a kalorie, a samotna potrava pochazela z okoli feky pobliz domova, ktery
se nachazel v oblasti se Spatnymi socialné-hygienickymi podminkami a byl obklopen
ryzovymi poli s velkymi plochami, které jsou v pribéhu roku vystaveny povodnim

(Longa et al., 2010).

1.3.4 Biotopy vyskytu
Vyskyt motolic zavisi na nékolika faktorech. Patii mezi né¢ druhy definitivnich

a prechodnych hostitelti (Rolfe et al. 1991), potencial motolic infikovat tyto hostitele
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(Dinnik, 1954, 1964; Horak, 1967), topografie a biologicky potencial mezihostitell
(Dinnik, 1964; Horak, 1971, Rolfe et al., 1991, Swart et Reinecke (1962a, 1962Db),
pastevni navyky a také klima (Rolfe et al., 1991).

Riziko nadkazy motolicemi zvySuji zejména klimatick¢é podminky (teplota
a srazky) vhodné pro vyvoj motolice a zivot mezihostitele (plze). Vyssi prevalence
a distribuce motolic je zaznamenavana v oblastech, kde se primérna rocni teplota
pohybuje v rozpéti 10-25 °C (Freitas, 2014). Plzi se vyskytuji hlavné v baZinach
a stojatych i tekoucich vodach (Kuerpick, 2012). Pro dobytek proto predstavuji riziko
pastviny, na kterych se nachazeji vodni plochy, nebo sem maji pfistup volné Zzijici
prezvykavci, kteti mohou kontaminovat prostfedi svym trusem (Howell, 2015;
McCann, 2010; Foreyt, 1976). Motolice se mohou také ptizplisobovat novym
podminkam, napt. motolice vyskytujici se zejména v niZinach se mlze piizpiisobit
I vy$§im nadmoiskym vyskam 3800-4100 m n. m. (oblast Altiplano) (Mas-Coma,
2001).

Sezonni produkce vajicek je pozitivné ovlinéna v obdobi déstu, jelikoz znaéné
mnozstvi srdzek ma vyznamny vliv na reprodukéni soustavu samciho i samiciho
pohlavi. K nakaze zvifat dochazi ptedev§im v obdobi zaplaveni pastvin, kdy je
reprodukéni soustava dobfe vyvinuta a déloha je naplnéna vajicky (Nikander et

Saari, 2009; Swarnakar et al., 2014).

1.4 Klinické priznaky onemocnéni a patogenita
Rozlisuji se stfevni a bachorové faze onemocnéni paramphistomy (Deplazes et al.,
2020). Strevni infekce je z hlediska klinického onemocnéni vyznamnéjsi, protoze
juvenilni formy motolice poSkozuji stfevni sliznici pfichycenim do stieva svym
acetabulem, coz vede k destrukeci stievnich klku a infekci stievni stény (Rolfe et al.,
1994). Projevy a prubéh infekce zavisi na mnoha faktorech, jako je vek, zdravotni
stav hostitele a jiné (Pybus, 2001).

Infekce paramphistomnimi motolicemi se nejcastéji poprvé objevuje mezi
1. a 2. rokem véku (Yeneneh et al., 2012; Forbes, 2018). Uvadi se, Ze dospéli domaci
prezvykavci maji mnohem vyssi prevalenci ve srovnani s mladymi zvitaty (Howell,
2011; Kanyari et al., 2009; 2010; Keyyu et al., 2005; 2006; Nzalawahe et al., 2014;
Pfukenyi, 2005b; Vassilev 1999). To je pficitano dlouhé dob¢ expozice u dospélych
jedinct, kterd vede k imunité proti patogennim G¢inkiim nezralych amphistom, ale

zralé amphistomy si stale zachovavaji vysokou kapacitu produkce vajicek (Horak,
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1971). Dosp¢lé motolice nejsou spojeny s klinickou nakazou amphistomy, avSak
velmi patogenni jsou juvenilni formy, které ve sliznici duodena svymi ptisavkami
zpusobuji nekrozy a vyvolavaji hemoragicky zapal, proto je patogenita spojovana
s nedospélymi s (Mavenyengwa et al., 2010). Dosp¢€lé formy lokalizované v bachoru
jsou zvitaty dobie snaSené a jen zfidka vyvolavaji potize (Kva¢, 2003). Patogenita
paramphistomnich motolic je dana predevsim migraci juvenilnich stadii tkanémi
tenkého stfeva a predzaludky, které se prichytavaji na jejich stény (Horak, 1971).
Patologicko-anatomické zmény se nachazeji v migra¢nich drahach motolic v tenkém
stfevé a slezu, a také v mistech uponu v bachoru. Sliznice stfeva je zarudla, otekla
a objevuji se useky petechialnich krvaceni. Hluboko mezi klky Ize nalézt mladé
motolice. Abomasalni sliznice je kataralné zanicena v oblasti pyloru. V mistech
pfipojeni biisni pfisavky vznikaji knoflikovité vyb&zky sliznice bachoru a atrofie
klkii. Poskozeni papilarniho téliska v mistech pfipojeni mize vést k atrofii a nekroze
nebo vyristktiim papilarniho téliska a bunééné infiltraci submukoézy (Deplazes et al.,
2013), ¢i infiltraci zanétlivych bunék (Fuertes et al., 2015). Postizené zvife po 3 az
4 tydnech od nakaZeni trpi prijmy s krvavymi hleny (Kvag¢, 2003). Jedinec je
dehydratovany, trpi nechutenstvim a vlivem $patného vstiebavani potravy i ubytkem
hmotnosti, coz vede k celkovému oslabeni organismu (Dorny et al., 2011). Snizeni
dojivosti béhem klinické ndkazy paramphistomy je spojeno s pachnoucim prijmem
(Mohan, 2011). Yogeshpriya et al. (2011) uvadi anestrus béhem klinické nakazy
paramphistomy. V dasledku vysoké intenzity nakazy dochazi i k ¢astym thynim
infikovanych jedincti (Kumar et al., 2016).

Akutni a subakutni ndkaza paramphistomy je vSak pozorovana béhem migrace
motolic bachoru v duodenu a slezu, a mize byt spojena s klinickymi piiznaky.
Klinicky pribéh zavisi na veéku, intenzit¢ napadeni a typu patogenu. Po
nashromazdéni az 50 000 metacerkarii za experimentalnich podminek muze strevni
nakaza paramphistomy zpusobit t€Zkou kataralni enteritidu (Boray, 1969a; Millar
etal.,, 2012). Dospéli jedinci motolic hostiteli nezptsobuji v chronické fazi
(Rojo-Vazquez et al., 2012). Dospéli jedinci parazitujici ve zlu¢ovodech mohou
zpusobit napt. fibrozu Zlu¢ovoda (Ahmedullah et al., 2007; Haque et al., 2011).

1.4.1 Imunitni reakce
Po ptekonani infekce je navozena imunita, kterd do zna¢né miry brani opctovné

kolonizaci a migraci bachorovych motolic ve stfevni sliznici (Mason et al., 2013).

22



Dale byla také prokazana rezistence na reinfekci u skotu (Horak, 1967) bez
simultdnnich studii na bunéfnych efektorovych systémech, které charakterizuji
ziskanou rezistenci. Mavenyengwa et al. (2008) uvadi, ze imunitni odpovéd’ na
reifenkce C. microbthrium u skotu zahrnuje eozinofily a zirné bunky, které jsou
zaméfeny na nezralé motolice. Dospéli jedinci plsobi jako staly zdroj infekce, ale
klinickd nakaza paramphistomy zlstadva problémem pro mlada zvifata, pficemz
dospéli jedinci spasajici stejné pastviny nevykazuji zddné klinické u¢inky navzdory
pokracujici produkci vajicek (Boray 1959; 1969; Butler et Yeoman 1962; Rolfe
etal., 1991). Amphistomy mohou v definitivnich hostitelich ptezivat az dva roky,
¢imz poskytuji prakticky staly zdroj infekce pro nasledujici generace plzovych
mezihostiteld (Keyyu et al., 2005, 2006).

Pfukenyi et al. (2005a) pozorovali vyznamné vys$i prevalence u biezich
a laktujicich krav ve srovnani s byky, voly a zaprahlymi kravami. Podobné Howell
(2011) uvadi vyznamné vyssi prevalenci u samic skotu ve srovnani se samci. Rozdily
mezi pohlavimi by pravdépodobné mohly souviset se vzorci pastvy, pohlavnimi

hormony a lé¢ebnymi rezimy.

1.5 Diagnostika

Aby byla zvolena spravna 1écba, prvnim krokem je diagnostika. U motolic je
hlavnim poZadavkem moznost vySetieni v jakékoliv fazi nakazy. Pro jednotlivé
skupiny a druhy motolic je tedy nezbytné zvolit vhodnou metodu diagnostiky, a to
pomoci hodnot sensitivity a specifity (Anderson et al., 1999).

Zatimco diagnostika infekce motolic bachoru je zaloZena na dikladné prohlidce
predzaludki na dospélé jedince, detekci vajicek ve vykalech nebo na zjisténi
nedospélych motolic ve stolici nebo pfi pitvé, identifikace motolic na urovni druhu je
naro¢na. (Forbes, 2021). Morfologické rozdily, které¢ vyzaduji jemné strukturni
zkoumani (svételnd a elektronovd mikroskopie), jsou pomérn¢ jemné a nachylné
k ovlivnéni podminkami, kdy byly motolice odebrany. Druhova identita a taxonomie
paramphistomii vyskytujicich se pii infekci piezvykavci, specificnost mezihostitele
a zivotni cyklus byly tedy pfedmétem intenzivnich diskusi v 70. a pocatkem 80. let
avedly k nékolika ptipadim zdmény, chybné identifikace a vytvafeni synonym
(Odening et Grifner, 1979; Sey, 1980, 1982; Odening, 1983). Prace za poslednich
15 let vsak ukazaly, Ze tyto problémy Ize feSit pomoci metod molekularni

identifikace (Mitchell et al., 2021).
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Pro diagnostiku motolic ¢eledi Paramphistomidae se v soucasné dobé pouzivaji
koprologické metody, kdy vajicka zjistujeme mikroskopickym vySetfenim trusu
(sedimentacné-koncentracni metody). Je nutna diferencialni diagnostika od vajicek
F. hepatica a Fascioloides magna (Dyk et Zavadil, 1981; Jurasek et al., 1993), které
jsou men$i a maji i jiné zbarveni (slamové zluté). Dalsi metodou je vySetfeni
predzaludkl porazenych, mrtvych nebo utracenych zvifat. Ve Spanélsku bylo
zjisténo, Ze testovani trusu neodhalilo vSechny infekce, které byly pozdé&ji potvrzeny
vySetienim piedzaludkt (Gonzalez-Warleta etal., 2013). V dalSich studiich
srovnavajicich koprologickou metodu a vySetfeni predzaludki, se vsak nepodaftilo

stanovit zadné vyznamné rozdily v piesnosti (Malrait et al., 2015).

1.5.1 Koprologicka diagnostika
Koprologicka diagnostika je jednou z nejvice pouzivanych metod k diagnostice
motolic diky rychlému provedeni (Rieu et al., 2007; Sargison et al., 2016).
Nevyhodou je prepatentni perioda motolic a mozna zaména vajicek v identifikaci
druhu motolic, coz muze vést ke zvoleni nevhodné 1é€by (Gordon et al., 2013).
Délka prepatentni periody byla popsana jen u nékterych druhi paramphistomnich
motolic, napt. C. calicophorum - 11-13 tydnu (Durie, 1956), P. ichikawai - 7 tydnd
(Horak, 1971), P. microbothrium - 8-16 tydnu (Horak, 1971).

Metody, které zjist'uji pfitomnost parazita v téle hostitele, jsou metody flotacni,
sedimenta¢ni a metody natéru. Metoda urcujici pocet vajicek na gram trusu (EPG =

Eggs Per Gram), je metoda McMasterova (Vercruysse, 1992).

Flota¢ni metody

Flota¢ni metoda se Casto vyuziva k celkovému parazitologickému vySetfeni trusu na
pfitomnost parazitarnich Utvari, véetné vajicek motolic (Yilmaz et. Godekmerdan,
2004). Ptikladnou metodou je metoda FLOTAC, pfi niz se vajicka vyplavi na povrch
obsahu zkumavky a zkoncentruji se v povrchové blance, jelikoZz vajicka maji nizsi
specifickou hmotnost neZ flotacni rztoky. Jako flotacni médium se pouzivé naptiklad
roztok thiosiranu, chlornan zine¢naty, dusi¢nan sodny ¢i Sheathertiv roztok. Podle
Faust et al. (1938) a Wobeser (1985) se vzorek trusu navlh¢i par kapkami vody,
dikladn¢ rozmélni a rozmicha v dal§$im mnozstvi vody. Suspenze se zcedi pres
jemné sitko nebo gazu a centrifuguje se 2 minuty pii nizkych otackach. K sedimentu

se pak pfida n¢kolik mililitrii vody a smicha se s flotacnim roztokem tak, aby hladina
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dosahovala tésné¢ pod okraj zkumavky a vzorek se centrifuguje. Po centrifugaci se
opatrné dolije flotacni roztok do zkumavky tak, aby bylo mozné na meniskus
tekutiny pfilozit kryci sklicko, na kterém vajicka ulpi. Vyhodou flotacnich metod je
dobré ocisténi vajicek a moznost vysetieni velkého mnozstvi trusu, oproti metodam
natéru a McMasterové metodé (Cringoli et al., 2010).

Druhou metodou fadici se mezi koprologické metody u paramphistomnich
motolic u piezvykavci je flotaéni metoda mini-FLOTAC, ktera byla testovana
u skotu s nakazou C. daubneyi a nasledné byla doporuc¢ena jako vhodna metoda pro
koprologickou diagnostiku patentni faze nakazy paramphistomnimi motolicemi

u prezvykavcu (Malrait et al., 2015).

Sedimenta¢ni metody

Tato metoda vyuziva gravitace a hustoty roztoku k tomu, aby se vajicka motolic
sedimentovala na dn¢ nadoby. Podle Thienpont et al. (1980), Anh et al. (2008) ¢i
Adedokun et al. (2008) se trus rozmicha s vodou a nasledn¢ zcedi pies sitko, ¢imz se
vetsi zbytky potravy zachytdvaji v sitku od menSich ¢asti s vajicky. Suspenze se
nechd odstat, aby mohla vajicka sedimentovat. Po 5 minutdch se ze dna nadoby
pipetou odebere nékolik kapek vzorku, ktery se nanese na podlozni sklicko a ptikryje
sklickem krycim (Wongsawad et al., 2009; Truant et al., 1981). Pokud se s vyuzitim
sedimentacni metody nepodaii vajicka zachytit, doporucuje se zopakovat koncentraci
vajicek metodou flota¢ni (Demelash et al., 2016). Jelikoz vajicka bachorovych
motolic vypadaji podobné jako F. hepatica, je velmi obtizné je rozeznat pod
mikroskopem. Mozné je ptidat methylenovou modf, vyuzivanou jako kontrastni
latku, ktera mize pomoci vrozeznani vajiek od sedimentu (De Wall, 2010).
V koprologické diagnostice paramphistomnich motolic se sensitivita a specifita
sedimentacnich metod hojné vyuziva i ve védeckych pracich, ackoliv nebyla nikdy
pfimo testovéna.

Je vSak nutné poznamenat, Ze ackoli principy ziistavaji stejné, sedimentace se
v kazdé laboratofi provadi jinak. Existuji rozdily v mnoZstvi stolice (pouzité jako
vychozi vzorek), v dobé sedimentace vzorku a ptislusné velikosti ok sita. Dale ve
zpusobu odstranéni supernatantu, kdy EPG se vypocitava ¢i nikoliv. Prvnim
ptikladem je ucebnice parazitologie pro veterinarni medicinu, kde se 5-10 g trusu
smichd s vodou na homogenni suspenzi a poté se precedi ptes sito o velikosti ok

250-300 um do zkumavky. Sedimentac¢ni proces probiha jednou nebo dvakrat po
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3 minutach (Deplazes et al., 2020). Pro lepsi homogenizaci vzorku byly pifidany
sklenéné kulicky. Vzorek byl prolit pfes sito o velikosti ok 150 um a dale
sedimentovan tfikrat po dobu 20 minut. K takto ziskanému sedimentu byla pfidavana
voda, dokud nebylo ziskano 10 ml. Z toho byl zkouman 1 ml pod mikroskopem
a vypocteno EPG (Iglesias-Pineiro et al., 2016). Druhym piikladem je irska studie,
ve které byly pouzity jako vychozi vzorek 3 g trusu, kdy prvni sedimentace trvala
10 minut. Dale byl supernatant odlit po opakované sedimentaci po 5 minutach
a nasledn¢ byla znovu prilita voda, dokud nebyl supernatant po sedimentaci Ciry.
Sediment byl smichan se dvéma kapkami methylenové modfi a kvalitativné vySetien
V Petriho misce na vyskyt vajicek (Toolan et al., 2015). Vysledky byly
kategorizovany jako 0 (negativni) +, ++ a +++ (Zintl et al., 2014). Tietim piikladem
je studie z Walesu, kdy bylo pouzito 20 g trusu, smichano s vodou a nejprve proseto
pres sito o velikosti ok 300 pm, dale 150 pm a nakonec ptes 45 pm. Material, ktery
ztstal na 45 pm situ byl pfenesen do zkumavky a sedimentovan po dobu 7 minut.
Supernatant byl odsat a tento postup byl opakovan tiikrat az ctyfikrat. Cely sediment
byl obarven methylenovou modii a nalit do Petriho misky. Nakonec byla vaji¢ka pod

mikroskopem spocitana (Jones et al., 2017a).

Natérové metody

Natérové metody spocivaji v tenkych natérech vzorkl trusu na podlozni sklicko, coz
je velmi snadné a rychlé, netrpi-li zvife prijmem. Vyhodou je potfeba velmi malého

vzorku trusu. (Kongs et al., 2001).

McMasterova metoda

Tato metoda navazuje na flota¢ni metodu, kdy postup je stejny jako u flotace, ovsem
tekutina z hladiny se vlije do McMasterovy komurky (Taylor, 2010). Flota¢nim
roztokem mize byt napf. tetrajodortutnatan draselny, ktery je viak toxicky. Ctverce
v ni obsazené umoziuji vypocitat mnozstvi vyvojovych stadii paraziti v gramu trusu
pod mikroskopem. Pomoci vyznacenych Ctvercl jsou vajicka spoctena a nasledné
pivedena na EPG. Tato metoda je velmi rychld, jednoduchd a umoznuje vypocitat
intenzitu infekce (Pereckiene et al.,, 2007). Jeden experiment této metody na
paramphistomni motolice urcil sensitivitu 94 % a specifitu 100 %, coz dokazuje
vhodnost pro diagnostiky (Rieu et al., 2007). Vzhledem k tomu, Ze vajicka motolic

jsou pomeérné t€zka, je nutné pouzit flotani kapalinu s mé€rnou hmotnosti nad 1,35.
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Byla pozorovana vyznamné korelace mezi pocty EPG a zavaZnosti infekce. Nalez
vice nez 100 vajicek na gram trusu byl zndmkou toho, ze bachor nebo retikulum
obsahovalo vice nez 100 dospélych motolic. Malrait (2015) pouzila hrani¢ni hodnotu
200 EPG k rozliseni tézké infekce (vice nez 201 dospélych bachorovych motolic
vV bachoru) od mirngjsich infekci. Podle McMasterovy metody (10 vajicek na
gram —EPG) se rozliSuje sila infekce na nizkou (10-100 EPG), stiedni
(100-499 EPG) a tézkou (nad 499 EPG) (Sancho, 2013). Mage et Dorchies (1998) ve
své studii pozorovali, ze pii slabé intenzit¢ nakazy 1-12 dospélymi jedinci v téle
hostitele byla hodnota EPG 7-15, zatimco pii silnéjsi intenzit¢ (29-628 dospélcit)
byla primérna hodnota EPG 41,5. Mnozstvi vajicek ve vykalech vSak nevypovida
nic o patogenit¢ infekce, protoze ptiznaky jsou primarn¢ zptisobeny nezralymi stadii.
Kontrola trusu béhem nezralych stadii mizZe vést k faleSné negativnimu vysledku. Je
to dano tim, ze nezrald stadia vajicka nevylucuji. U tézce infikovanych zvitat je

mozné v trusu zjistit cervené nezralé¢ bachorové motolice.

1.5.2 Molekularni diagnostika

Molekularni metody jsou v parazitologii casto vyuzivany pro identifikaci
a diferenciaci jednotlivych parazitarnich organismi, vcéetné¢ motolic. Témito
metodami je teoreticky mozné diagnostikovat nakazu napt. F. hepatica a P. cervi na
zaklad¢ prikazu pritomnosti DNA pochazejici z vajicek motolic v trusu
hostitelského organismu (Kralova-Hromadova et al., 2008). Nejprve je nutné provést
izolaci DNA, kterd bude slouzit jako matrice pro amplifikaci konkrétniho useku.
Izolaci je mozné provést zrozruSenych stén vajicek motolic ve stolici, napf.
homogenizace pomoci ultrazvuku nebo keramickych kuli¢ek (Harmon, 2006).
Vyhodou je identifikace druhu jiz malého mnozstvi DNA. Nevyhodou je sezonni
produkce vajicek (Hanna et al., 1988; O’Toole et al., 2014). V soucasné dob¢ jsou
molekularni metody navrhovany piedevsim pro identifikaci druhti paramphistomnich

motolic (Itagaki et al., 2003; Yan et al., 2013).

1.5.3 Imunologicka diagnostika

Imunologicka diagnostika slouzi k prikazu protilatek proti danému parazitovi
(Yamchi et al., 2016). U motolic ¢eledi Paramphistomidae se jedna o vyznamnou
metodu z divodu sezénni produkce vajicek (Saifullah et al., 2012) a odhaleni

juvenilnich stadii (Kaur et al., 2009, 2013). Nevyhodou byvaji poztstatky protilatek
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v séru hostitele, které zde mohou zlstat po jiz vylééené nakaze, anasledkem je
falesny pozitivni vysledek (Guobadia et Fabgemi, 1995; Castro et al., 2000).
Piikladem  téchto metod je hemaglutinace, ELISA  (Enzym-Linked-
ImmunosorbentAssay), imunoblot a stale se testuje nékolik metod imunologické
diagnostiky téchto motolic (Kaur et al., 2009; Saifullah et al., 2012; Shameem et al.,
2016). Vyznamnym pfinosem by byla metoda, ktera by detekovala pfitomnost
protilatek i v prepatentni fazi (Diaz et al., 2006).

1.5.4 Biochemické vySetreni

Hodnoty jaternich enzymu patii mezi zastaralejsi a Casto spiSe nespolehlivé ukazatele
onemocnéni. VysSi hodnoty poukazuji na poSkozeni jater, které miZe souviset
S parazitarni infekei, ale mohou mit také jiné pfiCiny (hepatitida, tumor) (Dorchies,

2007).

1.5.5 Hematologické vysetieni

Hematologické vysSetieni periferni krve muze, stejné¢ jako vySetfeni biochemicke,
poukazat na parazitarni onemocnéni. Piikladem mize byt F. hepatica, ktera se pti
migraci do jaterni tkané zivi krvi, coz muZze byt pfi¢inou anémie, kterou lze
diagnostikovat v disledku snizeni poctu erytrocytti, hematokritu a hemoglobinu
(Doubek, 2003). Dalsi moznosti je vySetfeni krevniho obrazu pro stanoveni hladiny
protilatek IgE, které se u zdravych jedinc nachazi pouze v nepatrném mnozstvi

a zvysené hodnoty jsou diisledkem parazitarnich onemocnéni (Toman, 2009).

1.6 Prevence alécba

Spravny plan hospodafeni s pastvinami, ktery =zajisti, ze kravy nezlstanou

vvvvvv
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snizit infekéni tlak. Pokud jsou ve stad¢ infikované dojnice a na jednotlivych
pastvinach jsou mezihostitelska stanovisté, doporucuje se systém stiidani pastvin,
kdy se zvirata stfidavé premistuji na infek¢ni a neinfekéni pastviny (Boray, 1971),
coZ by mélo v maximalni moZzné mife zabranit kladeni vaji¢ek na infekéni pastviny
(Knubben-Schweizer et al., 2011). Zda mtze dojit k infekci také pti zkrmovani silaze
kontaminované metacerkariemi, nelze podle soucasného stavu veédy zodpovédét

(John et al., 2019). Drastické snizeni Sanci sladkovodniho plze na preziti zajisténim
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dobrého odvodnéni pastvin s vysokou hladinou vody také vyznamné snizi infekce
motolice bachoru. Ochrana zvifat pied nakazou za¢ina dislednym od¢ervenim vsech
nov¢ nakoupenych, nebo jen pifehnanych jedincti ptfed zarazenim do zékladniho
stada. Pfedchazeni tohoto onemocnéni docilime tim, Ze se dobytek nebude past na
zamoktenych pastvindch a nebude mit moznost se napdjet z prirozenych vodnich
tokd, ve kterych se nachazi potencialni mezihostitelé (Volf et Horak, 2007), stejné
jako tomu dala za pravdu nedavna studie provedena Edinburskou univerzitou, ktera
odhalila, jak rozsahly vliv intenzivnich pohybt zvifat ma na Sifeni infekce (Sargison
et al., 2019). Dalsim preventivnim opatfenim je dobré ususeni zamokienych porostti
a pice nebo silazovani. Cerstvy hnij z promofenych chovii zasadné nepouZivat
K hnojeni pastvin a luk. Hntij musi byt fadné uloZen, ptipadné kompostovan a pouzit
az tieti rok mimo areal luk a pastvin (Willomitzer et Chroustova, 1976; Jurasek et al.,
1993). Na zaklad¢ tohoto vysledku je kromé preventivnich opatieni samoziejmeé
nutnd fadna kontrola paraziti, jako je boj s mezihostitelem prostiednictvim snizovani
hladiny vody. Jednotliva opatfeni proti vyskytu motolic 1ze rozd¢lit na fyzikalni,
chemické a biologické.
e fyzikalni — odvodinovani a vysouseni pastvin (Charlier, 2014),
e chemické — pouziti moluskocidi (hubeni plzli) je v soucasnosti diskutabilni,
ptipravek Frescon (U€¢innd latka N-tritylmorfolin) byl uZzit pro kontrolu infekce
F. hepatica u ovci, jiz pfi jedné aplikaci dosahla u¢innost 90 %, ale pii pouziti
moluskocidii dochazi také k poskozeni ekosystému; alternativou jsou
moluskocidy z rostlinnych extrakti (Hammami, 2011; Crossland, 1976),
e biologické — introdukce plz, kteti eliminuji vyskyt mezihostitelského plZe nebo
vysazeni pfirozeného predatora; napi. zavedenim plzi Zonitoides nitidus
a Oxychilus draparnaudi doslo k eliminaci G. truncatula (mezihostitel

fasciolidnich motolic) jiz po jednom roce (Rondelaud, 2006).

Studie Arias et al. (2013) sledovala uc¢innost Albendazolu, Netobiminu, Klosantelu
a Oxyklozanidu pfi 1é¢bé motolice bachorové Calicophoron daubneyi u pfirozené
infikovanych krav. Oxyklozanid a Klosantel, oba podédvané perordln€, byly v této
studii povazovany za ucinné. Literatura doporucuje Oxyklozanid — registrovany pro
1é¢bu motolice jaterni — jako ,,molekulu volby* pro 1é€bu zralé motolice bachorove.
Davka Oxyklozanidu pouzivana pfi 1écbé infekei bachorovou motolici je vySsi nez

registrovana davka pro infekce motolici jaterni. Rolfe et Boray (1987) a Alzieu et al.
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(1999) studovali ucinek riznych davek Oxyklozanidu na dospélé a nezralé motolice
v bachoru. Eliminace nezralych motolic vhodnou anthelmintickou terapii je hlavnim
cilem a v tézkych piipadech miize byt zivot zachranujici, pokud je 1écba zahajena
v€as v prubéhu onemocnéni. Déle bylo prokazano, Zze morantel citrat v davce 6 mg
morantelové baze/kg télesné hmotnosti je z 99,5 % uCinny proti nezralym
paramfistomiim. Kromé& toho se uvadi, ze Bithionol (25-100 mg/kg télesné
hmotnosti), Niclofolan (6 mg/kg té€lesné hmotnosti), Niclosamid (50-100 mg/kg
télesné hmotnosti) a Resorantel (65 mg/kg télesné hmotnosti) maji 95% ucinnost
proti nedospélym motolicim u ovci a koz. Bithional mtize byt toxicky pro kozy pii
zvySenych ucinnych davkach. Oxyklozanid (15 mg/kg télesné hmotnosti) mé o néco
méné konzistentni rozsah ucinnosti 85 % az 100 % proti nedospélym motolicim, ale
je také 100% ucinny proti zralym stadiim (Vihan, 2010). Aplikace pravé 15 mg/kg
télesné hmotnosti dokézala snizit EPG u dojnic v Australii (Spence et al., 1996).
Nezadouci ulinky, které se Casto vyskytuji v disledku zvysenych davek nebo
pfedavkovani, jsou ztrata chuti k jidlu, prijem a ztrdta hmotnosti (Forbes, 2018).
Kombinace Oxyklozanidu a Levamisolu podavana peroralné snizuje koncentraci
imunoglobulinu (IgG) v krvi skotu a potlacuje vyluCovani vajicek ve stolici
C. daubneyi po dobu nejméné deseti tydnt (Diaz et al., 2006). U&innost této
kombinace potvrzuje nékolik autorti (Foster et al., 2008; Murphy et al., 2008),
také dokaze 1écit akutni ndkazu paramphistomy a je U€innd 1 proti dospélym
motolicim druhu C. Calicophoron (Rolfe et Boray, 1987). Sey (1989) povazoval
Albendazol v davce 20 mg/kg télesné hmotnosti za vysoce ucinny, zatimco Rolfe et
Boray (1994) nevidéli témét zadny Gcinek. Podani Albendazolu v davee 10 mg/kg
télesné hmotnosti neprokazalo zadny ucinek proti C. daubneyi (Arias et al., 2013).
U mlééného skotu mély Albendazol a Netobimin tc¢inek 0 az 26 % v testu snizeni
poctu vajicek Vv trusu. Lepsich vysledkt bylo dosazeno u Closantelu a Oxyklozanidu
s hodnotami FECR 97-99 %, takze Arias et al. (2013) doporucovali podavani
Closantelu v téch zemich, kde Oxyklozanid neni dostupny. Closantel ov§em nebyl
ucinny proti juvenilnim stadiim v davce 7,5 mg/kg télesné hmotnosti (Rolfe et
Boray, 1987). Osetfeni odCervovacim prosttedkem se ovSem doporucuje pouze
Vv ptipad¢, Ze to vyzaduje kontrola trusu. Dosud nebyly registrovany zadné piipravky
pro 1é¢bu nakazy paramphistomy, vyjma Oxyklozanidu, ktery byl v literatufe popsan
jako G¢inny. AvSak spoléhat se na jediny 1€k pii 1écbé této potencidlné smrtelné

parazitarni infekce neni udrzitelné, protoZe vznik populaci motolice bachorové
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rezistentni vuéi 1ékiim po monoterapii Oxyklozanidem by byl nevyhnutelny.
Bithionol sulfoxid byl hlaSen jako vysoce ucinny, ackoli byla hlaSena rezistence
motolic bachoru k tomuto 1éku (Prasitirat et al., 1997). Dalsi moznosti je zalivka
suspenzi hexachlorethan-bentonit-voda, ktera je vysoce u¢inna proti dospélym
parazitiim. Ve zkratce 1écby s hlaSenym tuspéchem (Gcinnost > 90 %) jsou tedy
Resorantel, Oxyklozanid, Clorsulon, Ivermektin a kombinace Bithionalu
a Levamisolu (Bowman et Geirgi, 2009; Georgiev et Gruev, 1979; Gupta et al.,
1981).

VétSina  dulezitych komerénich anthelmintik se ukazuje jako prakticky
nepouzitelna, vcetné Albendazolu, Praziquantelu, Nitroxynilu, Triclabendazolu,
Profenofosu a Netobiminu. Piipravek Niklosamid ma vysokou tu¢innost (99 %) proti
nedospélym motolicim, ale ne proti dospélym motolicim, naopak sloucenina
2-terciarni-butylbenzthiazolu (CGA 72630), Hexachlorofen a Resorantel jsou vysoce
ucinné proti dosp€lym i nedospélym motolicim (Rolfe et Boray, 1987; Rolfe et
Boray, 1988). Plumbagin vykazuje vysokou u¢innost na dospélé motolice (Saowakon
et al., 2013). Tato situace ponechava chovatelim zvifat k boji s nemoci jen malo
moznosti. Agronomické pfistupy ke kontrole motolic parazitujicich v bachoru skotu
by byly pravdépodobné stejné¢ ucinné jako ty u motolice jaterni, protoze pouzivaji
stejného mezihostitele. V disledku toho by byla prospésna vakcina, ktera by
zabranila infekci motolice bachoru a/nebo omezila poskozujici stfevni patologii.
Vzhledem k tomu, ze diagnostika motolic v bachoru je obtizna ve fazi, kdy se mohou
vyskytnout zdvazné symptomy, ockovani by bylo cennym pfistupem, jak se témto
zavaznym piipadim vyhnout. V tomto sméru se vSak udélalo jen malo kromé jediné
studie, ve které byl k vakcinaci telat pouzit rekombinantni hemoglobin P. epiclitum,
nicméné nebyl pozorovan zadny ochranny ucinek (Dewilde at al., 2008). Celkové 1ze
fici, Ze 1é¢ba bachorovych motolic se doporucuje pouze od 100 EPG (Malrait et al.,
2015) nebo kdyz se objevi klinické ptiznaky (Naranjo-Lucena et al., 2018). Aby
nedochézelo k produkénim ztratdm, je vhodné oSetfovat dojnice v obdobi stani na
sucho (Charlier et al., 2014).

Nedavno byla hodnocena ué¢innost extraktt 1é¢ivych rostlin proti amphistomtm.
Ethanolovy extrakt Punica granatum, bézn¢ znamy jako granatové jablko, je vysoce
ucinny proti amphistomim u pfirozené infikovanych ovci (Lalhmingchhuanmawii
etal., 2014). Autoti dospéli k zavéru, ze rostlinny extrakt by mohl byt uspésné pouzit

jako anthelmintikum k 1é¢bé amphistomii u domacich ptezvykavci. Za dalsi
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anthelmintickou rostlinu je povazovana Accacia concinna, ze které byly pouzity
lusky na vyrobu specialni pasty (Priya et Veerakumari, 2017). Jiné studie také
ukazaly, Ze extrakty z téchto 1é¢ivych rostlin jsou G¢inné proti amphistomtim (Elango

et Rahuman, 2011; Kamaraj et al., 2010).

1.7 Imunitni odpovéd’ a rezistence

Vétsina parazitii vyvolava u svého konecného hostitele urcity stupen imunity, coz ma
za nasledek rovnovdhu mezi parazitickou populaci a hostitelem. Zatim neni
stoprocentné jasné, zda se tento jev tyka i napadeni motolicemi. Podle Chauvina
etal. (2012) to neni uplné ptipad motolice bachorové. Ferreras et al. (2014) také
naznacuji, ze opakovana expozice motolic bachoru nenabizi Z4dnou ochranu proti
opakované infekci. Opakované, zavazné napadeni motolicemi v bachoru mize vést
k nahromadéni poctu bachorovych motolic. Naproti tomu Knubben-Schweizer
(2018) ve svém vyzkumu zjistila, ze nasledné malé infekce u starSich zvifat vedou
k ¢astecné imunité. Jiné studie v terénnim pozorovani naznaéuji, ze piedchozi
vystaveni hospodaiskych zvifat motolicim poskytuje ochranu pfed masivnimi
infekcemi, které by typicky zpisobily akutni nakazu paramphistomy (Devos et al.,
2013). Naptiklad béhem letalniho onemocnéni zplsobené P. ichikawai u jehnat
vystavenych stejné infikované pastviné jako ovce dospélé, méla jehnata maélo
nezralych stfevnich paraziti a nebyla touto chorobou postizena (Boray, 1969). Tato
zjiSténi jsou podpofena experimentalnimi studiemi, ve kterych byly ovce, skot a kozy
uspésné imunizovany metacerkariemi P. microbothrium, dosahujici > 99% ochrany
proti této infekci (Horak, 1965, 1967). Je zajimavé, Ze tyto studie ukazaly, Ze
imunizace dospélymi motolicemi podavanymi oralné, aby se zavedla infekce pfimo
v bachoru, nebyla u¢inna, a Ze ochrannd imunita vyZaduje vystaveni duodena
antigenu odvozenému od nové excystované juvenilni motolice. Naproti tomu se
ukazalo, ze zatéz motolicemi v bachoru hostitele roste s vékem (Ferreras etal.,
2014), coz naznacuje, ze ochrannd imunita nemusi byt v polnich podminkach

rozsirena.
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2 Cile

V diplomové praci jsou stanoveny nasledujici cile:

C1: Popsat vyskyt a diverzitu bachorovych motolic u skotu v Ceské republice
a Rakousku.

C2: Vysettit trus skotu z riiznych stad na ptitomnost vajicek téchto motolic pomoci
standardnich parazitologickych metod.

C3: Provést pfimou detekci motolic z trusu pomoci PCR metody a genotypizaci
nalezenych motolic.

C4: Posoudit ucinnost podavanych anthelmintik, pfipadné zaznamenat rezistenci

paraziti na n¢které z nich.
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3 Material a metodika

3.1 Material

3.1.1 Sbér a uchovani vzorku

Sbéry vzorkil v Ceské republice a Rakousku byly provadény celoro¢né v rtiznych
intervalech v roce 2021 a 2022 vzdy po piedchozi domluvé s chovateli. Vzorky byly
odebirany na pastvinach nebo ve stajich vzdy Cerstvé, ithned po vykaleni ¢i pfimo
zrekta jedince, a nasledné¢ vkladany do plastovych uzaviratelnych kelimkd.
V Rakousku byly odbéry vzorkli provadény i na jatkach, a to bud’ pfimo z rekta,
nebo ihned po porazeni zvifete. Kelimky byly fddné oznaceny usnim cislem zvifete
a poté uchovany v chladu pii teploté¢ mezi 4-8 °C. Po odbéru byly vzorky vzdy co
nejrychleji  vysetfeny pfislusnou metodou. V piipadé, ze vzorek nebyl na

amphistomni motolice pozitivni, nebyl jiz dale uchovavan a byl zlikvidovan.

3.1.2 Zdroj materiali
Zdrojem materiala byl trus masného i mlééného skotu, chovaného pievazné na
pastving, tak ale i ustijeného, nehledé¢ na pohlavi a plemeno, star§iho vice jak

12 mésicu.

3.2 Metody

3.2.1 Laboratorni a mikroskopické vysetieni trusu

Kazdému vySetieni vzorki piedchdzela fadna pfiprava v oznacovani kelimkd,
zkumavek a Petriho misek pro kazdy vzorek tak, aby nedochazelo k jejich vzajemné
zameéneé. Po kazdém piecedéni vzorku trusu, byla sestava sitek rozebrana a fadné
vymyta, stejn¢ jako dalsi pomiicky, které by mohly byt kontaminovany od vzorku

predeslého.

Pracovni postup:

Navazit 1 g trusu ze vzorku.

Rozmichat vzorek pomoci dievéné 1ékaiské Spachtle s 50 ml vody.

Precedit pies sestavu sitek a nasledné promyvat studenou vodou.

Pomoci stficky a trychtyiku vymyt ¢asti sitka s nejmensimi oky do zkumavky.
Uzaviit zkumavky a nasledné vlozit do centrifugy po dobu 5 minut.

Odsat nezceteny prebytek vody pomoci plastového kapatka.

N o a A w D e

Vylit vzorek ze zkumavky a jeji vyplach na Petriho misku.
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8. Pozorovat v mikroskopu pfi zvétseni 10x ¢i 20x.

3.2.2 Stanoveni intenzity infekce a ucinnosti anthelmintik ve vybranych
chovech

V piipadé, Ze byl vySetiovany vzorek pozitivni na pfitomnost vaji¢ek motolic, byla

na Petriho misce spoctena veskera vajicka a intenzita infekce byla stanovena jako

pocet vajicek na gram trusu (EPG).

Uginnost anthelmintik byla hodnocena podle testu redukce poétu vaji¢ek v trusu
(FECRT). Individualné byly odebrany vzorky trusu den pted 1é€bou (DO0) a 14 dni po
1écbé (D21). Kazdy hostitel slouzil jako vlastni kontrola FECRT. FECRT byl
vyjadien jako rozdil aritmetickych priméri mezi hladinami EPG pied oSetfenim a po
oSetfeni s 95% hranici spolehlivosti, jak doporucuje World Association for the

Advancement of Veterinary Parasitology (Coles et al., 1992).

3.2.3 Genotypizace
Izolace DNA

Izolace DNA byla provedena dle zavedené metodiky pouzivané v laboratofi Skolitele

a byl pouzit komer¢ni kit Exgene Stool DNA mini (GeneAll Biotechnology, Korea).

Pracovni postup:

1. Vzorek trusu (piiblizné¢ 200 mg) dat do Safe-Lock-Tube, ptidat sklenéné
a zirkonové kulicky o priméru 0,5 mm (pfiblizn€ 200 pl).

2. Ke vzorku trusu pfidat 1 ml FL pufru, vzorek zhomogenizovat a uvolnit DNA
pomoci beat beateru 1 minutu pfi rychlosti 5,5 m/s (Fast Prep 24 Instrument,
MP Bio, CA, USA).

3. Nasledné inkubovat 5 minut pfi laboratorni teploté, poté centrifugovat 5 minut
pti 16 000 g.

4. Veskery supernatant pfenést na EzPass kolonku.

5. Centrifugovat 1 minutu pii 16 000 g, odpad ze sbérné zkumavky vylit.

6. Na kolonku napipetovat 100 pul EB pufru, inkubovat 1 minutu pfi laboratorni
teploté a znovu centrifugovat 1 minutu pii 16 000 g.

7. Vyhodit bilou kolonku a do sbérné zkumavky ptipipetovat 500 ul PB pufru,
pipetovanim promichat.

8. Veskery obsah sbérné zkumavky ptenést na MiniSpin column.

9. Centrifugovat 1 minutu pii 16 000 g, odpad sbérné zkumavky vylit.
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10. Napipetovat 500 ul NW pufru na stied kolony.

11. Centrifugovat 1 minutu pii 16 000 g, odpad ze sbérné zkumavky vylit.

12. Centrifugovat 1 minutu pti 16 000 g.

13. Odstranit filtrat a pienést kolonu na Cistou eppendorfku.

14. Na kolonu napipetovat 200 pl EB pufru, inkubovat 1 minutu pfi laboratorni
teploté a centrifugovat 1 minutu pii 16 000 g.

15. Odstranit kolonu a purifikovanou DNA skladovat pii teploté -20 °C.

Polymerazova fetézova reakce — PCR

Vyizolovand DNA byla pouzita pro amplifikaci ¢asti genu kdédujiciho ITS rRNA.
Jako negativni kontrola byla pouzita PCR voda a jako pozitivni kontrola DNA
vyizolovana z dospélce Paramphistomum cervi ziskané¢ho z pfirozené infikovaného
byka a porazeného na jatkdch ve Francii (dospé€lci byli ziskdni v ramci
mezilaboratorni spoluprace). PCR reakce byla provedena ve 20 pl, z toho 10 pul byl
HS-Taq premix (GenAll, Korea) obsahujici 2U HS-Taq DNA polymerazy, 200 uM
dNTPs, reakéni pufr (2,5 mM MgCl2), loading dye a stabilizator. Do reakce bylo dale
pfidano 7 ul PCR vody, 200 mM specifick¢ého forward a reverse primeru a 2 pl
DNA. PCR reakce probéhla v 35 cyklech slozenych znasledujicich kroki.
Denaturace DNA pii 95 °C po dobu 45 sekund, nasedani primerti (annealing) pfi
55 °C po dobu 45 sekund. Nésledné se teplota zvySila na 72 °C, pii které se
prodluzoval fetézec DNA (extension) po dobu 1 minuty. Prvnimu cyklu predchazela
pocatecni denaturace pii teplot¢ 95 °C po dobu 3 minut a posledni cyklus byl
nasledovan finalni extenzi pii 72 °C po dobu 10 minut. Pro amplifikaci bachorovych
motolic byly pouzity primery uvetejnéné v publikaci Rinaldi et al. (2005) a Itagaki
et al. (2003), a pro amplifikaci F. hepatica primery uvetejnéné v publikaci Kralova-
Hromadova et al. (2008).

Gelova elektroforéza

PCR produkty byly analyzovany a vyzualizovany ve 2% agardzovém gelu. Pro
vizualizaci byl pouzit ethidium bromid (EtBr). Vizualizace byla provedena pomoci
UV zéifeni transiluminatorem (Ultra-Lum Inc, USA). Jednotlivé gely byly
zdokumentovany (Gel Logic 112, program Carestream 1-877-747-HELP, USA).

36



Chemikalie:

50x TAE pufr (242 g Tris baze; 47,1 ml ledové kyseliny octové; 100 ml 0,5 M
EDTA o pH 8,00),

agarosa (Serva Electrophoresis, Germany),

ethidium bromid (10 mg/ml, Sigma Aldrich, USA),

DNA Ladder — 100 bp (Fermentas International Inc., Canada).

Pracovni postup:

1. 1x TAE pufr smichat s agarézou.

2. Pufr sagarozou rozpustit v mikrovinné troubé (veskeré vlocky agardzy jsou
rozpustény) a ochladit pod tekouci vodou na teplotu cca 45 °C.

3. Do tekutého gelu napipetovat 2 pul EtBr a opatrné promichat.

4. Gel nalit do predem pfipravené¢ formy s hiebeny a ponechat ztuhnout pfi
laboratorni teplot¢.

5. Po ztuhnuti hiebeny opatrné¢ vyndat a gel vlozit do elektroforetické vany
naplnéné 1x TAE pufrem.

6. Do prvni jamky napipetovat DNA Ladder (10 pl) a do dalSich jamek PCR
produkty.

7. Separovat PCR produkty (napéti vrozmezi 70-120 V) po dobu potiebnou
K separaci jednotlivych fragmentii DNA.

8. Vysledek elektroforézy  vizualizovat pomoci UV  transluminatoru
a dokumentovat pomoci kamery.

Izolace z gelu

PCR produkty vizualizované gelovou elektroforézou vhodné k osekvenovéni byly

vyizolovany pomoci Gen Elute (Sigma) podle ndvodu dodaného vyrobcem kitu.

Pracovni postup:

1.

Vyftiznout fragment DNA (PCR produkt) z gelu cistym skalpelem a dat do
pfipravené 1,5 ul mikrozkumavky.

K fragmentu gelu piipipetovat Gel Solubilization Solution v objemu 300 pl Gel
Solubilization Solution na 100 mg gelu.

Inkubovat 10 minut pii 50 °C, kontrolovat rozpousténi a promichat kazdé¢ 2-3
minuty béhem rozpousténi. Po inkubaci - rozpusténi musi byt roztok zbarven

zluté.
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4. 'V mezicase zahtat Elution Solution na eluci na 65 °C.

5. Sestavit Binding Column G, napipetovat 500 ul Column Preparation Solution
a centrifugovat 1 minutu pii 13 200 g.

6. Pfipipetovat ke vzorku 150 ul isopropanolu a pipetovanim promichat.

7. Prepipetovat veskery objem vzorku na kolonu (Binding Column G)
a centrifugovat 1 minutu pii 13 200 g. Kolona pojme 700 pl, vzorky s vétSim
objemem nanaset a centrifugovat postupne.

8. Po centrifugaci vylit odpad ze sbérné zkumavky a opét pouzit s kolonou.

9. Napipetovat 700 pl Wash Solution G a centrifugovat 1 minutu pii 13 200 g.

10. Vylit odpad ze sbérné zkumavky a opét ji pouzit s kolonou.

11. Centrifugovat 1 minutu pfi 13 200 g bez ptidavku jakychkoli roztokd.

12. Otocit zkumavku v centrifuze o 180° a centrifugovat znovu 3 minuty pfi
13 200 g.

13. Kolonu dat do nové 1,5 ml mikrozkumavky a napipetovat 30 ul Elution Solution
pfedehiatého na 65 °C piimo na stfed kolony. Inkubovat 1 minutu a poté
centrifugovat 1 minutu pii 13 200 g.

14. Ziskanou DNA skladovat pti -20 °C.

3.2.4 Sekvenovani a genotypizace

Sekvenovani PCR produktu bylo provedeno pomoci ABI BigDye Terminator
v 3.1 Cycle Sequencing Kit v komerénich formach za pouziti primert pouzitych pro
amplifikaci fragmentu. Nukleotidové sekvence byly analyzovany pomoci programu
ChromasPro a sefazeny v programu BioEdit. Ziskané sekvence byly porovnéany
se sekvencemi uloZenymi v databazi GenBank. Sekvence ziskané v této praci
asekvence ziskané z GenBank byly vzdjemné sefazeny pomoci MAFFT
verze 7 online server sautomatickym vybérem sefazovaci strategie (Mafft,
http://mafft.cbrc.jp/alignment/server/). Zarovnané sekvence byly nasledné ru¢né
doopraveny v programu BioEdit a byly provedeny fylogenetické analyzy za pouZiti
MEGA 7.0. Fylogenetické vztahy byly vytvofeny pomoci metody Maximum
likelihood (ML) substituénim modelem, ktery nejlépe vyhovuje testovanym
souboriim sekvenci na zédkladé Bayesidnského informacéniho kritéria. Podpora vSech

vétvi byla ziskana 1 000 bootstrapovymi replikacemi.
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3.2.5 Statisticka analyza a hodnoceni uc¢innosti anthelmintik

Utinnost anthelmintik byla hodnocena na zakladé testu redukce poétu vajicek ve
stolici (FECRT - Faecal Egg Count Reduction Test). Individualné byly odebrany
vzorky trusu den pted 1écbou (DO0) a 21 dni po 1écbé (D21). Kazdy hostitel slouzil
jako vlastni kontrola FECRT. FECRT byl vyjadfen jako rozdil aritmetickych
praméri mezi hladinami EPG pfed oSetfenim a po oSetfeni s 95% hranici
spolehlivosti, jak doporuc¢uje World Association for the Advancement of Veterinary

Parasitology (Coles et al., 1992). Vypocéty byly provedeny v softwaru R 4.1.0.
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4 Vysledky

4.1 Vyskyt motolic ve vySetifovanych chovech

Celkem bylo v ramci predlozené prace odebrano 2133 vzorka trusu hovéziho
dobytka od 158 chovatelii. Z toho 1414 vzorki bylo ziskano ze 118 chovii z Ceské
republiky a 719 vzorki od 40 chovatelti z Rakouska. V prubéhu vysetfovani nebyly
od chovatell hlaseny zaddné klinické ptiznaky probihajici infekce jak fascioloidnimi,
tak amphistomnimi motolicemi. Mikroskopické vysSetfeni trusu prokazalo pfitomnost
vaji¢ek amphistomnich motolic pouze v 5 chovech v Ceské republice (Tabulka 1).
Vajitka F. hepatica byla detekovana v jednom chovu (CZE104) v Ceské republice
(Tabulka 2). Piehled vsech chovii, ve kterych nebyla detekovana vaji¢ka motolic pfi
mikroskopickém vySetieni trusu, je uveden v ptiloze (Tabulky P1 a P2). Procento
infikovanych zvifat amphistomnimi motolicemi se v jednotlivych chovech
pohybovalo od 30 do 100 %. Nejnizsi intenzita infekce, ktera byla detekovana, méla
hodnotu 1 EPG. Nejvyssi hodnota 405 EPG byla detekovana v chovu CZE23, kde
byla soucasné zjiSténa nevys$i primérna intenzita infekce (98 EPG). Procento
pozitivnich jedinct na ptitomnost vajicek F. hepatica bylo v chovu CZE104 12,5 %.
VSechna zvitata, u kterych byla detekovana F. hepatica, méla soucasné infekci

amphistomnimi motolicemi.

Tabulka 1 Piehled chovli a vzorki pozitivnich na piitomnost vaji¢ek amphistomnich motolic.

Potet vySetienych Amphistomni motolice

Farma e . ) .
/pozitivnich Primér (EPG) Maximum (EPG) Minimum (EPG)
CZE23 35/33 98 405 5
CZE36 9/5 17 47 2
CZE43 2317 6 20 1
CZET70 30/30 18 68 1
CZE104 40/40 80 146 13
137/ 115

Tabulka 2 Piehled chovi a vzorki pozitivnich na p¥itomnost vaji¢ek Fasciola hepatica.

Pocet vySetienych Fasciola hepatica

Farma e s ) . .
/pozitivnich Primér (EPG) Maximum (EPG) Minimum (EPG)
CZE23 35/0 0 0 0
CZE36 9/0 0 0 0
CZE43 23/0 0 0 0
CZE70 30/0 0 0 0
CZE104 40/5 6 12 2
137/5
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4.2 Genotypizace

7 kazdého chovu, kde byla detekovana vajicka motolic, byly pro genotypizaci
vybrany 3 ndhodné vzorky. Molekularni analyzy genu kodujiciho ITS2 rRNA
prokazaly piitomnost C. daubneyi ve vsech sledovanych chovech. Ziskané sekvence
byly vzajemné identické jak na urovni chovu, tak mezi chovy. Porovnanim ziskanych
sekvenci se sekvencemi ulozenymi v GenBank jsme prokazali, Ze nami ziskané
sekvence jsou 100% shodné se sekvenci C. daubneyi (KP201674). VSechny
sekvence F. hepatica ziskané z chovu CZE104 byly vzajemné identické a soucasné
identické se sekvenci F. hepatica (MG569981) ulozenou v GenBank.

4.3 Ut¢innost pouZivanych veterinarné lé¢ivych preparati

Byla sledovdna ucCinnost veterindrnich 1éCivych ptipravkll (anthelmintik)
pouzivanych proti bachorovym motolicim. V chovech, kde byl detekovan vyskyt
C. daubneyi, respektive Fasciola hepatica, byly pouzity tfi rdzné VLP s riznymi
ucinnymi latkami. Ve 3 chovech byl pouZzit Ivomec super v doporu¢eném davkovani
odpovidajici 200 mg Ivermektinu a 2 mg Clorsulonu na kilogram Zzivé hmotnosti.
V jednom chovu byl pouzit VLP Aldifal s uc¢innou latkou Albendazolum v davce
10 mg ucinné latky na kilogram Zzivé hmotnosti. V poslednim chovu byl pouzit
Distocur v davce 10 mg uc¢inné latky Oxyclazanide na kilogram zivé hmotnosti
(Tabulka 3). Vysledky FECRT vySetieni prokazaly, ze pouziti VLP Ivomec super
a Aldifal nebylo ucinné pii 1é¢bé infekce zpusobené C. daubneyi. Ve tiech ze Ctyt
sledovanych chovt doslo pti kontrolnim sledovani ke zvySeni primérného poctu
EPG v chovu (P > 0,05). Také nedoslo ke zméné prevalence, tedy po¢tu nakazenych
zvitat. V chovu CZE23 doslo k 3% poklesu EPG (P > 0,05). V chovu CZE104, kde
byl pouzit VLP Distocur jsme zaznamenali 100% t&innost. Zadné zvife z chovu po
aplikaci tohoto VLP nebylo po 21 dnech od aplikace pozitivni na pfitomnost vaji¢ek
C. daubneyi (Tabulka 3). Soucasné byla zjisténa i 100% ucinnost proti F. hepatica,

ktera byla pted aplikaci zjiSténa u 5 zvifat.
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Tabulka 3 Uginnost aplikace veterinarng 1é&ivych piipravka (VLP) Aldifal, Ivomec super a Distocur
proti Calicophoron daubneyi.

Farma

CZE23
CZE36
CZE43
CZE70
CZE104

Pocet vySetirenych
/pozitivnich

35/33
9/5
23/7
30/30
40/40
137/ 115

Pred oSetifenim

Pramér
(EPG)
98
17
6
18
80

VLP

lvomec super
Aldifal

lvomec super

lvomec super
Distocur

Po oSetieni

Priamér
(EPG)
95
20
10
21
0
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5 Diskuse

Motolice  Celedi ~ Paramphistomidae  zpusobuji ~ veterindrn¢  vyznamné
gastrointestinalni parazitarni onemocnéni, které u hospodafskych zvifat mize
zpusobovat velké ekonomické ztraty (Ozdal et al., 2010). Dlouhou dobu bylo toto
onemocnéni opomijené, ale v posledni dobé se ukazuje, Zze se jedna 0 vyznamnou
pticinu ztrat v produkci hospodaiskych zvifat (Anuracpreeda et al., 2008). Toto
onemocnéni motolicemi je celosvétové rozsifené, ale vyskytuje se predevsim
Vv tropickych a subtropickych oblastech (Ayaz et al., 2013). V Evropé se motolice
¢eledi Paramphistomidae vyskytuji endemicky a nejrozsifenéj$im druhem je P. cervi
(Melaku et Addis, 2012). V Ceské republice jsou endemické oblasti na jizni Moravé
avjiznich Cechiach. Vyskyt tohoto Onemocnéni neni tedy neobvykly, aviak
problematice téchto motolic neni a nebyla vénovana vyraznéj§i pozornost.
V poslednich 15 letech nebyly v Ceské republice publikovany zadné prace zabyvajici
se touto problematikou. Az na vyjimky, vétSina praci pochdzi z obdobi pied rokem
2000 (Kotrla et Kotrly 1982; Kvac 2003; Pavlasek 1995).

Celkova prevalence ve vysetiovanych chovech na tizemi Ceské republiky byla
v nasi studii 4,2 %. To je vyrazné méné&, nez popisuje Hromadova (2012), ktera uvadi
prevalenci 14,5 % a Kva¢ (2003), ktery detekoval vajicka bachorovych motolic
v189% vySettenych chovech. V Evropé je nejvyssi prevalence nakazy
hospodarskych zvifat ve Francii a Velké Britdnii. NejrozsifenéjSim druhem je
C. daubneyi, ktery se hojné vyskytuje i ve Spanélsku &i Italii (Ferreras et al., 2014).
V lIrsku byla prevalence této motolice v rozmezi 40-50 % (Toolan et al., 2015).
Urovei prevalence je 29-36 % ve Spanélsku (Gonzalez-Warleta et al., 2013; Diaz et
al., 2007) a 59 % ve Walesu (Jones et al., 2016). Dalsi druhy bachorovych motolic
byly nalezeny v Srbsku — P. microbothrium a P. cervi v Polsku (Kobak et Pilarczyk,
2012; Pavlovi¢ et al., 2012, 2014). V Nizozemsku rutinni testovani vSech vzorku
trusu zvifat v obdobi 2009-2014 odhalilo vyskyt u 15,8 % skotu (Ploeger, 2017).
Zpravy o vyskytu motolic rodu Paramphistomum pochazeji prevazné z Francie, kde
parazitéze vyvolané témito motolicemi byla v€novéna znacnd pozornost, kdy se
prevalence pohybovala okolo 61 % (Abrous et al., 1996; 1999a-c, 2000a-b;
Degueurce et al., 1999; Silvestre et al., 2000; Szmidt-Adjidé et al., 2000). V
Némecku byly motolice v letech 1950 az 2000 zjistény pouze piilezitostné (Wenzel

etal., 2019), ovsem nedavné poznatky vyvolaly podezfeni o0 mozném S§ifeni (Bauer et
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al., 2015; May et al., 2019). V Madarsku byly naptiklad nalezeny P. cervi, P.
leydeni, P. ichikawai a C. daubneyi (Sey, 1991). Nejnovéjsi poznatky potvrzuji
pfitomnost bachorovych motolic u skotu v Polsku (Pilarczyk et al., 2019). VSechny
tyto zem¢ zduraziuji vyznam kontrolnich opatieni (Malrait et al., 2015).

Kotrla et Kotrly (1982) uvadéji vyskyt P. cervi, P. ichikawai, P. daubneyi (dnes
znamé jako C. daubneyi) u skotu na uzemi Ceské republiky, pii¢emz druh
P. daubneyi byl nalezen pouze u muflona. Na rozdil od vySe zminéné studie, v nasi
praci jsme detekovali pouze C. daubneyi. V jednom chovu byla detekovana smiSena
infekce C. daubneyi a F. hepatica. Tato smisena infekce C. daubneyi s F. hepatica se
vyskytuje velmi Casto (Arias et al., 2011; Bellet et al., 2016; Iglesias-Pineiro et al.,
2016; Naranjo Lucena et al., 2018; May et al., 2019), proto tedy ani v nasem piipadé
neni neobvykla. Divodem smiSen¢ infekce je spolecny mezihostitel obou dvou druhit
motolic a obdobny zptsob pienosu infekce (Rinaldi et al., 2009; Arias et al., 2011;
Gordon et al., 2013; Toolan et al., 2015; Bellet et al., 2011, 2016; Sargison et al.,
2016; Jones et al., 2017a).

Podle Wenzel et al. (2019) je v soucasné dob¢ infekce motolici bachoru u skotu
v Rakousku velmi vzacna (Wenzel et al., 2019), jak muzeme potvrdit i Vv nasi praci.
Stejné¢ jako u C. daubneyi, tak i vyskyt F. hepatica je vazan na existenci
sladkovodnich ploch pro vyvoj mezihostiteld (Kassai, 1999; Rommel et al., 2000).
Mira zamotfeni uskotu je velmi proménlivd, a to i v ramci jednotlivych zemi.
V izolovanych prostiedich, jako napf. na alpskych horskych farmach, muze
prevalence dosahnout vice nez 90 % (Ducheyne et al., 2015; Rinaldi et al., 2015).
V Rakousku jsou hlavni endemické oblasti F. hepatica v zapadnich spolkovych
zemich (Supperer, 1957; Kutzer et Hinaidy, 1969; Auer et Aspock, 2014), pticemz
jsou zamotena jak domdaci zvifata, tak zvéf. V jedné ze soucasnych studii byla
nejvyssi diverzita zjiSténa v Tyrolsku, které je povazovano za hlavni endemickou
oblast F. hepatica v Rakousku (Auer et Aspock, 2014). To lze také piicist
pfevladajicim podminkam chovu. Zapadorakouské spolkové zemé, zejména
Tyrolsko, Vorarlbersko a Salcbursko jsou alpské regiony, které se vyznacuji malymi
farmami, zatimco vychod rakouské zemé, zejména Dolni Rakousko, se vyznacuji
rovinatou pidou s velkymi zemédé€lskymi podniky. Také srazky jsou mnohem vyssi
v zapadnim Rakousku. V Evropé byla v minulosti a stale je F. hepatica zna¢né
roz$itena. V Evropé jsou uvadény odhady prevalence 37 % v Belgii, 50 % Némecku

a 61 % Spanélsku (Mezo et al., 2008; Bennema et al., 2009; Kuerpick et al., 2012).

44



V Dansku byl zaznamenan narust ro¢ni prevalence stada z roku 2011 - 25,6 % na
2013 - 29,3 % a stale roste (Olsen et al., 2015). Vysledky jedné studie prevalence
infekce F. hepatica u skotu v provincii Lublin mezi lety 2005 a 2008 ¢ini 21,24 %
(Koztowska-L06j, 2011). Ve Spojeném kralovstvi byla hlasena 48% az 76%
prevalence motolice u dospélého mlé¢ného skotu (Salimi-Bejestani et al., 2005;
McCann et al., 2010), coz je dano piedpokladem disledku vlh¢ich 1ét a teplejsich
zim (Mitchell, 2002; Pritchard et al., 2005; Kenyon et al., 2009; Fox et al., 2011).
Kromé toho existuji zpravy o rezistenci vici bézné pouzivanym anthelmintikiim,
kvili nimz je motolice hrozbou pro zdravi zvifat, dobré zivotni podminky
a zemédelskou produktivitu (Sargison et Scott, 2011; Daniel et al., 2012; Gordon
etal., 2012; Sargison, 2012; Hodgkinson et al., 2013). V Ceské republice
v padesatych letech 20. stoleti byl vyskyt F. hepatica pomérné casty. U zvitat
v horskych oblastech se prevalence pohybovala okolo 80 % a u zvifat v nizinach
34 %. V sedmdesatych letech doslo k vyraznému snizeni vyskytu F. hepatica, a to
v disledku plosné eradikace tohoto parazita. To mélo za nasledek, Ze v osmdesatych
letech 20. stoleti byla F. hepatica povazovana za utlumenou ana nékterych
lokalitach dokonce za eradikovanou (Hovorka, 1963; Zaji¢ek, 1987). V soucasné
dobé se F. hepatica vraci zpét do mist, kde byla kdysi rozsifena (Zmunda et Chroust,
2002). Nase prace ukazala, Ze rozsifeni této motolice neni pfili§ ¢asté. Tato motolice
byla detekovana pouze v jednom chovu a s relativné nizkou prevalenci. Cast&jsi
vyskyt bachorovych motolic oproti F. hepatica v této praci lze vysvétit Castym
pouzivanim u€innych VLP.

Ivomec Super je velmi cCasto pouzivany piipravek na bazi Ivermektinu
potencovany Clorsulonem, ktery zajiStuje uc¢innost proti jaternim motolicim (Horak
etal., 2012; Fantova et al., 2012). Aplikace Ivomecu ma velmi dobry ucinek proti
F. hepatica (USKVBL, 2017), nicméné aplikace tohoto VLP neméla zadny vliv na
extenzitu a intenzitu infekce C. daubneyi v této praci. Nami dosazené vysledky jsou
v souladu se zjisténim Hromadové (2006) a Juraska et al. (1993), podle nichz jsou
tyto pfipravky netcinné proti infekci Paramphistomum sp.

Dalsim velmi ¢asto pouzivanym VLP proti parazitarnim infekcim je Albendazol,
zastupce benzimidazolovych anthelmintik. Tento pifipravek ma Siroky rozsah ucinku,
ktery zahrnuje nematoda, cestoda a také trematoda. Uziva se hlavné u pfezvykavci.
Je, spolu se svym aktivnim metabolitem (albendazol-sulfoxid, rikobendazol), u¢inny

proti dospélym jedincim i vétsin€ vyvojovych stadii véetné vajicek Cervu (Solana
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etal., 2002). V humanni mediciné je uzivan k 1é¢bé echinokokozy, cysterkozy,
askariozy, nekatordézy a filaridzy (Velik, 2005). Pripravky registrované pro
veterinarni pouziti s obsahem albendazolu jsou pouze Albex 10% a Aldifal 10%.
U obou je cilovym druhem zvifat skot a ovce a jsou uréeny pro 1ébu a prevenci
motoli¢natosti (dosp€lci a larvalni stadia F. hepatica a Dicrocoelium dendriticum),
gastrointestinalnich a plicnich nematodéz a monieziézy u ovci (Aldifal 2,5 %)
a u skotu (Aldifal 10 %). Vysledky nasi prace prokazaly, ze pouziti Aldifalu pti 1é¢bé
C. daubneyi nebylo v chovu G¢inné, a Ze pii kontrolnim sledovani téz doslo ke
zvySeni primérného poctu EPG a nedoSlo ke zméné prevalence. Lonskd studie
Babjak et al. (2021) zkoumala u¢innost Abendazolu na farm¢ skotu s dlouhodobym
uzivanim a pravidelnou pfitomnosti fasciolézy. Vysledky potvrdily sniZenou
ucinnost (77,0-81,8 %) Albendazolu proti F. hepatica na zakladé doporuceni
WAAVP piedevSim na gastrointestinalni parazity. U trematod se bézn¢ uvadi 90%
ucinnost (Fairweather et Boray, 1999), i kdyz FECRT dosud nebyl standardizovan.
Fairweather et al. (2020) dale uvadi, ze G¢innost 71-90 % muze byt povazovana za
dostate¢nou pro 1éky jako Albendazol nebo Oxyklozanid. I kdyZ procentualni snizeni
nepiesahne 90 %, Albendazol mize snizit zatéz motolicemi na uroven, ktera bude
piinosna z hlediska ekonomiky a zdravi zvifat (Forbes, 2013; Fairweather, 2011).

Ptipravek Distocur se pouziva pii 1é€bé fasciolozy zpiisobené dospélymi stadii
F. hepatica, ktera jsou citliva na Oxyklozanid a paramphistomé6zy. Také vykazuje
dobrou ucinnost proti dospélym esophagostomum a nékterym tasemnicim
(Thysaniezia, Moniezia, Stilesia), jak popisuji piibalové letaky. Umoznuje 1é¢bu
biezich samic (bez teratogennich u¢inkl) a neméni laktaci. Nami byl pouzit v chovu
pozitivnim na C. daubneyi a zaroven na F. hepatica. Vysledky prace ukéazaly 100%
ucéinnost tohoto preparatu proti C. daubneyi a F. hepatica.

VétSina parazitli vyvolava u svého konecného hostitele urcity stupen imunity,
coZ ma za nasledek rovnovahu mezi parazitickou populaci a hostitelem. Zatim neni
stoprocentn¢ jasné, zda se tento jev tykd i napadeni motolicemi. Podle Chauvina
etal. (2012) to neni upln¢ piipad motolice bachorové. Ferreras et al. (2014) také
naznacuji, Ze opakovana expozice motolic bachoru nenabizi Z4dnou ochranu proti
opakované infekci. Naproti tomu Knubben-Schweizer (2018) ve svém vyzkumu
zjistila, Ze nasledné malé infekce u starSich zvifat vedou k castecné imunité. Jiné
studie v terénnim pozorovani naznacuji, ze pfedchozi vystaveni hospodaiskych zvirat

motolicim poskytuje ochranu pfed masivnimi infekcemi, které by typicky zplsobily
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akutni onemocnéni paramphistomy (Devos et al., 2013). Tato zji$téni jsou podpoifena
experimentalnimi studiemi, ve kterych byly ovce, skot a kozy uspésné imunizovany
metacerkariemi P. microbothrium, dosahujici > 99% ochrany proti této infekci
(Horak, 1965, 1967). Je zajimavé, ze tyto studie ukazaly, Ze imunizace dospélymi
motolicemi podavanymi oraln¢, aby se zavedla infekce piimo v bachoru, nebyla
ucinnd a ze ochrannd imunita vyzaduje vystaveni duodena antigenu odvozenému od
nové excystované juvenilni motolice. Naproti tomu se ukazalo, ze zatéz motolicemi
V bachoru hostitele roste s vékem (Ferreras et al., 2014), coz naznacuje, Ze ochranna
imunita nemusi byt v polnich podminkach rozsifena. To potvrzuji nase vysledky
z chovi, kde byl detekovan vyskyt C. daubneyi. Pti konzultacich s chovateli bylo
zjisténo, ze infekce C. daubneyi se v jejich chovu objevuji opakované. Zvifata po
pteléceni VLP Distocur byla po 6 mésicich opétovné pozitivni (data nejsou ukazana).

Dospéli jedinci pusobi jako staly zdroj infekce, ale klinickd nakaza
paramphistomy zlstdva problémem pro mlada zvifata, pti¢emz dospéli jedinci
spasajici stejné pastviny nevykazuji zadné klinické Uc¢inky navzdory pokracujici
produkci vaji¢ek (Boray 1959, 1969; Butler et Yeoman 1962; Rolfe et al., 1991),
stejné jako tomu bylo u naSich pozitivnich kust, u kterych nebyly pozorovany zadné
klinické ptiznaky infekce.

Riziko nédkazy motolicemi zvySuji zejména klimatické podminky (teplota
a srazky) vhodné pro vyvoj motolice a Zivot mezihostitele (plZze). Vyssi prevalence
a distribuce motolic je zaznamenavana v oblastech, kde se primérna ro¢ni teplota
pohybuje v rozpéti 10-25 °C (Freitas, 2014). Plzi se vyskytuji hlavné v bazinach
a stojatych i tekoucich vodach (Kuerpick, 2013). Pro dobytek proto piedstavuji riziko
pastviny, na kterych se nachazeji vodni plochy, nebo sem maji pfistup volné zijici
prezvykavci, jako je danci, jeleni, srn¢i zvéi a mufloni, ktefi mohou kontaminovat
prostiedi svym trusem (Howell, 2015; McCann, 2010; Foreyt, 1976). Velmi
zajimavym vysledkem byl v na$i studii mléény skot na Znojemsku, ktery byl
pozitivni na C. daubneyi i pfes to, Ze byl ustdjen a chovan na hluboké podestylce.
Prevalence v tomto chovu byla 30,43 %. Tento skot byl krmen pouze silazi a mozna
nakaza je tedy metacerkariemi, které piezily proces silazovani. Jelikoz jsou plodiny
pro tuto silaz péstovany na polich v blizkosti lesi, moZnym rezervoarem je tedy
jeleni a srn¢i zvér, ktera se v této oblasti hojné vyskytuje. Tento zdroj nakazy
potvrzuji i studia Dyka et Zavadila (1981), Willomitzera et Chroustové (1973)

a Juraska (1993), podle kterych je nutné dbat zvySené pozornosti pfi zkrmovani sena
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1 sildZe, nebot’ v nekvalitné konzervované pici mohou invazni stadia ptezivat velmi

dlouhou dobu.
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Z.aveér

Bylo prokazano velmi nizké procento chovu s nakazou amphistomnich motolic
a Fasciola hepatica v Ceské republice.

V chovech s vyskytem C. daubneyi byla zjisténa vysoka prevalence v ramci
stada.

Veterinarni 1é¢ivé pripravky Aldifal a Ivomec byly neucinné vici bachorovym
motolicim. Naopak ptipravek Distocur dosahoval 100% ucinnosti pii 1écbé
bachorovych i jaternich motolic.

V jednom sledovaném chovu dojeného skotu, kde zvifata neméla piistup na
pastviny, byla prokazana infekce zptisobena C. daubneyi.

V zadném chovu s vyskytem jak bachorovych, tak jaternich motolic, nebyly

pozorovany klinické ptiznaky onemocnéni.
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Prilohy

Tabulka P1 Seznam chovii bez nalezu vaji¢ek motolic v trusu vySetfovaného skotu v Ceské
republice.

Pocet Amphistomni motolice Fasciola hepatica
Farma vySetfenych prymgr Maximum Minimum  Pramér Maximum Minimum
/pozitivnich (EpG)  (EPG) (EPG) (EPG)  (EPG) (EPG)
CZE1l 21/0 0 0 0 0 0 0
CZE2 5/0 0 0 0 0 0 0
CZE3 3/0 0 0 0 0 0 0
CZE4 50/0 0 0 0 0 0 0
CZE5 80/0 0 0 0 0 0 0
CZE6 1/0 0 0 0 0 0 0
CZE7 13/0 0 0 0 0 0 0
CZE8 8/0 0 0 0 0 0 0
CZE9 36/0 0 0 0 0 0 0
CZE10 2/0 0 0 0 0 0 0
CZE11 9/0 0 0 0 0 0 0
CZE12 2/0 0 0 0 0 0 0
CZE13 4/0 0 0 0 0 0 0
CZE14 2/0 0 0 0 0 0 0
CZE15 1/0 0 0 0 0 0 0
CZE16 5/0 0 0 0 0 0 0
CZE17 1/0 0 0 0 0 0 0
CZE18 9/0 0 0 0 0 0 0
CZE19 9/0 0 0 0 0 0 0
CZE20 10/0 0 0 0 0 0 0
CZE21 2/0 0 0 0 0 0 0
CZE22 5/0 0 0 0 0 0 0
CZE24 1/0 0 0 0 0 0 0
CZE25 7710 0 0 0 0 0 0
CZE26 4/0 0 0 0 0 0 0
CZE27 3/0 0 0 0 0 0 0
CZE?28 1/0 0 0 0 0 0 0
CZE29 1/0 0 0 0 0 0 0
CZE30 4/0 0 0 0 0 0 0
CZE31 30/0 0 0 0 0 0 0
CZE32 8/0 0 0 0 0 0 0
CZE33 5/0 0 0 0 0 0 0
CZE34 4/0 0 0 0 0 0 0
CZE35 22/0 0 0 0 0 0 0
CZE37 1/0 0 0 0 0 0 0
CZE38 6/0 0 0 0 0 0 0
CZE39 16/0 0 0 0 0 0 0
CZE40 11/0 0 0 0 0 0 0
CZE41 5/0 0 0 0 0 0 0
CZE42 4/0 0 0 0 0 0 0
CZE44 4/0 0 0 0 0 0 0
CZE45 4/0 0 0 0 0 0 0
CZE46 1/0 0 0 0 0 0 0
CZE47 25/0 0 0 0 0 0 0
CZE48 3/0 0 0 0 0 0 0
CZE49 1/0 0 0 0 0 0 0
CZE50 1/0 0 0 0 0 0 0
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Tabulka P2 Seznam chovii bez nalezu vaji¢ek motolic v trusu vySetifovaného skotu v Rakousku.

Pocet Amphistomni motolice Fasciola hepatica
Farma vySetfenych ~prgmgr Maximum Minimum  Primér Maximum Minimum
/pozitivnich  (EpG)  (EPG) (EPG) (EPG)  (EPG) (EPG)
AUT1 18/0 0 0 0 0 0 0
AUT2 16/0 0 0 0 0 0 0
AUT3 24/0 0 0 0 0 0 0
AUT4 8/0 0 0 0 0 0 0
AUTS5 16/0 0 0 0 0 0 0
AUT6 18/0 0 0 0 0 0 0
AUT7 4/0 0 0 0 0 0 0
AUTS8 4/0 0 0 0 0 0 0
AUT9 4/0 0 0 0 0 0 0
AUTI10 24/0 0 0 0 0 0 0
AUTI11 16/0 0 0 0 0 0 0
AUTI12 12/0 0 0 0 0 0 0
AUT13 12/0 0 0 0 0 0 0
AUT14 99/0 0 0 0 0 0 0
AUT15 18/0 0 0 0 0 0 0
AUT16 53/0 0 0 0 0 0 0
AUT17 6/0 0 0 0 0 0 0
AUTI18 26/0 0 0 0 0 0 0
AUTI19 14/0 0 0 0 0 0 0
AUT20 10/0 0 0 0 0 0 0
AUT21 4/0 0 0 0 0 0 0
AUT?22 8/0 0 0 0 0 0 0
AUT23 8/0 0 0 0 0 0 0
AUT24 8/0 0 0 0 0 0 0
AUT25 8/0 0 0 0 0 0 0
AUT26 1/0 0 0 0 0 0 0
AUT27 8/0 0 0 0 0 0 0
AUT28 1/0 0 0 0 0 0 0
AUT?29 6/0 0 0 0 0 0 0
AUT30 12/0 0 0 0 0 0 0
AUT31 12/0 0 0 0 0 0 0
AUT32 1/0 0 0 0 0 0 0
AUT33 8/0 0 0 0 0 0 0
AUT34 22/0 0 0 0 0 0 0
AUT35 92/0 0 0 0 0 0 0
AUT36 16/0 0 0 0 0 0 0
AUT37 56/0 0 0 0 0 0 0
AUT38 10/ 0 0 0 0 0 0
AUT39 8/0 0 0 0 0 0 0
AUT40 18/0 0 0 0 0 0 0




