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Abstrakt
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Nazev diplomové prace: Pribéh a vysledky kultivace modelového parazita

motolice jaterni (Fasciola hepatica) v ovci domdci (Ovis aries)

Fascioléoza je parazitirni onemocnéni zplisobené motolici jaterni
(Fasciola hepatica). Tato parazitéza je vyznamnym onemocnénim hospodarskych
zvitat, volné zijici zvéfe a v nékterych Castech svéta i ¢loveéka. Plsobi snizeni
uzitkovosti a plodnosti zvifat, ubytky hmotnosti a vysoké ekonomické ztraty

v chovech.

Cilem této prace bylo detailn¢ popsat prib¢h experimentalni infekce ovci
infikovanych metacerkdriemi F. hepatica. Konkrétn¢ byly sledovany zmény
v krevnim obrazu, vylucovani vajicek trusem a odpovédi imunitniho systému

nakazenych jedincii. Zjisténé hodnoty byly porovnany s jiz provedenymi studiemi.

Pro prikaz fascioldozy u experimentalné nakazenych ovci byla vyuzita
koprologicka sedimenta¢ni metoda, diferencidlni stanoveni leukocyti z krevnich
natérl, stanoveni hematokritu a imunologickd metoda ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assays). K experimentu byly pouzity tfi jehnice plemene Texel

infikované 200 metacerkariemi.

Diferencidlni diagnostika leukocyti poskytla nej¢asnéjsi prikkaz o prubéhu
a stavu experimentalni infekce, kdy jiz od 3. tydne po nadkaze lze sledovat zvySeni
hladiny eozinofili. U hematokritu doSlo k pozvolnému poklesu hodnot u vSech
zvitat az o 1/4. K prvnimu vyluovani vajicek motolice trusem nastal
10. —11. tyden od nakaZeni. V 11. tydnu po infekci byla namétena zvySena hladina
protilatek IgG v priméru o 35 %. Po 16 tydnech studie byla zvifata utracena

a z jejich jater byli izolovani dospélci F. hepatica pro ucely dalsi studie.



Abstract
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Title of diploma thesis: The progression and results of the model parasite culturing

liver fluke (Fasciola hepatica) in sheep (Ovis aries)

Fasciolosis is a parasitic disease caused by liver fluke (Fasciola hepatica).
This parasitosis is a significant disease in livestock, wild animals and in some parts
of the world in humans. It causes a decrease in livestock performance and fertility,

weight loss and high economic losses in livestock.

The aim of this work was to describe in detail the course of artificial
infection of sheep infected with F. hepatica metacercaria. Specifically, changes
in blood count, egg excretion, and response of the immune system of infected
individuals were monitored. The observed values were compared with the studies

already performed.

The demonstration of fasciolosis in artificially infected sheep was
performed using the coprological sedimentation method, the differential
determination of leukocytes from the blood layers, the determination of hematocrit
and the immunological method ELISA (enzyme-linked immunosorbent assays).
Three lambs of Texel breeds infected with 200 metacercaria were used for

the experiment.

Differential leukocyte diagnostics provided the earliest evidence of the
status and condition of the artificial infection, where elevation of eosinophils can
be observed from the 3™ week after the infection. Hematocrit showed a slow
decrease in all infected animals up to 1/4. The first excretion of eggs occurred in
the 10™ and 11" week of the infection. In the 11% post-infection week, elevated IgG

antibody levels were detected by 35 %.



After 16 weeks of the study, the animals were discarded and F. hepatica

adults were isolated from their liver for further studies.
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1. Seznam zkratek

C. novyi

G. truncatula
EDTA

EPG

ES produkty
ELISA

F. hepatica
GGT

GLDH
TCBZ

Clostridium novyi

Galba truncatula
ethylendiaminotetraoctova kyselina
eggs per gram

exkrecné sekrecni produkty
enzyme-linked immunosorbent assays
Fasciola hepatica
gama-glutamyltransferaza
glutamatdehydrogenaza
triklabendazol



2. Uvod

Endoparazitézy ptezvykavci jsou celosvétové vyznamnou skupinou
onemocnéni, jak z veterinarniho, tak i humanniho hlediska. Pravé sem fadime
1 onemocnéni pusobené zastupcem tfidy motolic - motolici jaterni
(Fasciola hepatica). Motoli¢natost hospodaiskych a volné Zzijicich zvifat miize
predstavovat, zvlasté pak v nckterych oblastech, velmi zavazny problém
(Kasny et al. 2010). Také lidska fascioléza v nékterych castech svéta
(napf. v Bolivil) je pro svou vysokou prevalenci vaznym problémem

(Parkinson et al. 2007).

Vyvoj motolice jaterni je zavisly na mezihostiteli, jimZ je plZ bahnatka mala
(Galba truncatula). Definitivnimi hostiteli v Zivotnim cyklu téchto motolic se pak
stavaji predevsim velci bylozravi savci (napf. ovce, skot aj.) a také jim muze byt

i clovek (Forejtek et al. 2013).

Zavaznost onemocnéni zavisi hlavné na mnoZzstvi pozienych infekénich
stadii. Pozienim velkého poctu dochdzi k akutnimu pribéhu onemocnéni, ktery
muze vést az k ndhlému uhynu zvifat. Pfi pozfeni menSiho mnozstvi motolic
dochdzi k chronickému pribc¢hu onemocnéni projevujicim se napf. anemii
a poklesem uzitkovosti. U ovci kon¢i fascioldéza cCasto uhynem. U skotu byva
priabéh onemocnéni bez vnéjsich ptiznakt (Kassai 1999, Taylor et al. 2005).
Mimo uhynu jsou dal$i ztraty zpusobeny snizenim vytézku mléka a snizenim

plodnosti, dale snizenou produkci masa a konfiskaci jater (Schweizer et al. 2005).

Teoretickd ¢ast této prace struéné shrnuje nejbéznéjsi endoparazitézy ovce
domaci. BliZze se zamétuje na pivodce fasciolozy - motolici jaterni, jeji Zivotni
cyklus, mezihostitele a plisobeni na organismus definitniho hostitele. Nasledné jsou
uvedeny mozZnosti prevence a léCby této parazitdozy a diagnostické metody.
V experimentalni ¢asti je sledovan vliv motolice jaterni na organismus in vivo.

Modelovym organismem se staly jehnice plemene Texel.

Pro evidenci stavu experimentalni infekce bylo vyuZito laboratornich
metod, konkrétné koprologické sedimentacni metody, hematologického vySetieni

a sérologického vySetteni.



3. Teoreticka c¢ast

3.1. Ovce domaci (Ovis aries)

Experimentalnim zvifecim druhem této studie byla ovce doméci. Vybrani

jedinci byli uméle infikovani F. hepatica a nasledné byl sledovéan pribéh infekce.

3.1.1. Systematické zarazeni

Rige: Zivogichové (Animalia) Kmen: Strunatci (Chordata) T¥ida: Savci
(Mammalia) Rad: Sudokopytnici (4rtidactyla) Podiad: Prezvykavi (Ruminantia)
Celed’: Turoviti (Bovidae) Rod: Ovce (Ovis) Druh: Argali (Kuchtik 2007)

3.1.2. Chov ovei

Ovce domaci je chovana pro svllj mnohostranny uzitek a vysokou odolnost
vici klimatickym podminkam. Nejen Ze poskytuje produkty k lidské spotiebé jako
maso, mléko, vinu a dalsi vedlejsi produkty - lanolin, stfeva, 11}, ale je 1 nedilnou
soucasti pii upravé krajiny a vypasani mist, kam se jind zvifata ani zeméd¢lské

stroje nedostanou.

Mezi nejéast&jsi plemena s masnou uzitkovosti chovana v Ceské republice
patii plemena Texel, Suffolk, Charolais, skombinovanou uzitkovosti je
to napt. Cigdja a Sumavska ovce ¢ Romanovska ovce. Pro produkei viny jsou
chovany ovce plemene Merino a pro produkci mléka napt. Vychodofrizska ovce

(Skoupa 2014).

Ovce patii mezi piezvykavce. PieZvykovanim travi zhruba jednu tietinu dne.
Hlavni slozku potravy tvoii travnaté porosty a jetelina (Kottferova et al. 2008).
Chov v letnim obdobi probih4 hlavné na pastvinach, s tim jsou spjaty i veterinarni
ukony nutné k minimalizaci rizik spojenych s nemocemi rizného plvodu

a zdravotnimi problémy (Skoupé 2014).
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3.2. Nejcastéjsi endoparazitozy ovce domaci

Parazité zat¢zujici chov ovci maji celkové negativni vliv na uzitkovost,
zivotaschopnost jehnat, produkci a reprodukci ovei a zvySuji nachylnost
k infekcim. Mezi vyznamné parazitologické nalezy se fadi motolice, tasemnice,
plicni, stievni a slezova cervivost (Hordk 2012). Dal$imi parazity, postihujici
predevsim mlad’ata do 3 mésict véku, jsou Skrkavky. Také se miizeme u ovci setkat

s kokcidiozou (Skoupa 2014).

3.2.1. Tasemnic¢natost

Piivodcem onemocnéni je tasemnice rodu Moniezia (Hordk 2012).
Parazituji u ovci, koz, skotu a u lesni zvéte (Volf a Hordk 2007). Jsou lokalizovany
v tenkém stievé jedince (Kassai 1999). Rostou rychlosti az 8 cm za den
a v dospélosti méti az 4 m. Zraly ¢lanek, ve kterém se nachézi vajicka, je vylucovan
trusem do prostfedi. Pfenos probiha pies mezihostitele kontaminovanou pastvou
(Horak 2012). Tato tasemnice zpusobuje koliky, prijmy, ztratu uzitkovosti
az thyny mladat (Volf a Hordk 2007). Kterapii se pouziva niklosamid,

praziquantel, benzimidazolova anthelmintka (Kassai 1999).

3.2.2. Plicni ¢ervivost

Onemocnéni je vyvolano plicnivkami z rodi Miillerius a Protostrongylus.
Jedna se o malé Cervi, kteti napadaji dychaci Ustroji hostitele. Zplsobuji zanéty
plicni tkané, kasel a rozvoj sekundarni infekce Pti diagnostice nalézame v trusu
postizenych zvitat larvicky pavodce. K 1écbé se pouzivaji 1éCiva ze skupin

benzimidazoll a makrocyklickych laktonti (Hordk 2012).
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3.2.3. Slezova a stievni ¢ervivost

Jedna se o vyznamnou parazitézu zplisobenou oblymi cervy z né€kolika
rodl.. Heamonchus a Ostertagia parazituji ve slezu. Trichostrongylus, Nematodirus,
Bunostomum napadaji tenké stievo. Chabertia, Oesophagostomum a Trichuris
parazituji v tlustém a slepém streve. Jsou to vlaskoviti az nitkoviti ¢ervi zptisobujici
akutni zanét stiev, prijem, ztratu chuti k jidlu a thyny jehnat béhem 2 — 3 dnt.
Stejn¢ jako u plicni Cervivosti Ize 1€Cit pomoci anthelmintik ze skupin

benzimidazoll a makrocyklickych laktonti (Hordk 2012).

3.2.4. Motoli¢natost

Onemocnéni piezvykavcli zpusobené druhy F. hepatica, Dicrocoelium
dendriticum a Paramphistomum spp. Zastupci téchto druhl napadaji jatra
a zluCovody a zplsobuji tim anemii, Ubytek na vaze a Zloutenku. Maji slozity
vyvojovy cyklus (Horak 2012). Tato prace se vénuje pravé jednomu z téchto
vyznamnych druhi motolic, a to motolici jaterni (F. hepatica). Proto je jeho

podrobnéj§imu popisu vénovana nasledujici kapitola.

3.3. Motolice jaterni (Fasciola hepatica)

Parazitem vybranym pro tuto studii je motolice jaterni (F.hepatica).

3.3.1. Systematické zarazeni

Kmen: Platyhelmintes, Ttida: Trematoda, Podttida: Digenea, Rad: Echinostomida,
Celed: Fasciolidae, Rod: Fasciola, Druh: Fasciola hepatica (Svobodova et al.

2013)
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3.3.2. Charakteristika jednotlivych stadii

Motolice jaterni se vyskytuje celosvétove, prevlada v mirnych oblastech
a vyssi nadmotské vysce v tropickém a subtropickém pasmu. Infekce probiha
pozienim kontaminované pastvy nebo sena. Pfenos z matky na mladé v déloze je

mozny, ale ne tak Casty (Kassai 1999).

Konenym hostitelem jsou piedev§im ovce a ostatni prezvykavci,
ale nalezena bylaiu psa, kocky, kralika, kon¢ a dalSich savct (Sedlak a Tomsickova
2006). Také u volné zijicich zvirfat zejména u muflond, jelent, srnci zvéte,
ale i u divokych prasat se miizeme s fasciol6zou setkat (Forejtek ez al. 2013). Tento
druh motolice mé velky vyznam pro veterinarni medicinu a ekonomiku chovii

(Zajac a Conboy 2012).

Vajicka motolice jaterni maji ovalny tvar a jsou zlutohnéda. Velikost vaji¢ek
je 130 - 150 um a na Sitku 60 - 90 pm. Kazdé¢ vajicko ma rozlisitelné vicko -
operculum (Hendrix 2006). Pod mikroskopem lze pozorovat stavbu vajicka.
Tenka sténa ohranicuje vajicko a témet celé je vyplnéno granuly (Taylor et al.
2005). Pti vylouceni se kazdé vajicko skladd z oplodnénych bunc¢k a shluku

zarodecnych bunék (Bowman ef al. 1999).

Dal$im stddiem je miracidium, které méii 0,01 - 0,35 mm. Na téle miracidia
se nachazi apikalni papila nazyvana téZ terebratorium slouzici k pfisati na plze.
Na povrchu je pokryto cilidrnimi buiikami napomahajici k pohybu. Nékdy muze
mit miracidium 1 stylet — utvar, ktery usnadiiuje prinik do mezihostitele
(Bowman et al. 1999, Volf a Horak 2007). Miracidium muze disponovat az dvéma
pigmentovanymi svétlo¢ivnymi skvrnami a receptory napomahajici k nalezeni
mezihostitele. Miizeme u n¢j pozorovat chemotaxi, fototaxi a geotaxi
(Volf a Hordk 2007). Toto stddium ma rudimentdlni exkre¢ni systém a shluk
zarodecnych bunck (Bowman et al. 1999). Uvnitt téla vznikd nepohlavnim
rozmnozovanim dal$i generace, pretvaii se do matetské sporocysty, ktera je ovalna
az protahld a obsahuje pouze zarodeéné bunky. Ziviny tedy pfijima celym
povrchem téla a musi tak byt v kontaktu s tkdnémi plze (Volf a Hordk 2007). Kazda
zarodec¢na burika se rozmnoZzuje délenim a stava se zarode¢nym vakem vyvijejicim

se v dalsi stadium — redie (Bowman et al. 1999).
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Redie je larvélni stadium majici Ustni pfisavku, travici soustavu a embryonalni
prostor se zarode¢nymi bunikami (Taylor ez al. 2005, Volf a Hordk 2007). Larva je
protahlého tvaru, na jejim povrchu nalezneme vyrustky, jimiz si pomaha pii pohybu

(Volf a Horak 2007).

Cerkarie ma diskoidni tvar téla s dlouhym ocaskem o velikosti desetin
milimetru az 1 mm (Bowman et al. 1999, Volf a Hordk 2007). Objevuji se u ni jiz
urcité rysy dospélce jako napft. Gstni a bfiSni ptisavka, hltan, Gsta, sttevo, exkrecni
systém a zaklad reprodukéniho aparatu (Bowman et al. 1999). Nalezneme u nich
ruzné zlazové bunky napi. cytogenni zlazy k tvorbé metacerkéridlniho obalu.
Mohou mit i smyslové organy jako chemoreceptory ¢i ofni skvrny urcené
k orientaci na hostitele (Volf a Hordk 2007). Pozdéji ztraci ocasek a probiha jejich
encystace na vodnich rostlindich a zamokiené travé. Tim prechdzeji v infekéni

stadium metacerkarie (Svobodova et al. 2013, Bowman ef al. 1999).

Metacerkarie je posledni larvalni stadium. Jsou obklopeny odolnymi
vrstvami polysacharidového a skleroproteinového charakteru, které je chrani pred
vlivy vnéjsiho prostiedi. Muze u nich probihat dalsi vyvoj vnitinich organt (Volf

a Horak 2007).

Mladé motolice jaterni, Bowman et al. (1999) a Taylor et al. (2005) toto
stadium nazyvaji marita, mefi v obdobi prostupu do jater pouze 1 - 2 mm. Tvar téla

nedospélého jedince je podobny lanceté (Taylor et al. 2005).

Dospéla motolice jaterni ma dorzoventralng zplostélé telo listovitého tvaru
Sedohnédé barvy, méti 2 - 3 cm na délku a je Siroka az 1 cm. Na téle se nachazi dvé
pfisavky — na pfednim konci okolo ust je Ustni pfisavka a ventralné umisténd je
btisni ptisavka (Kassai 1999). Dospélci jsou z prevazné ¢asti tvoreni reprodukénimi
organy, a to jednim vaje¢nikem a dvéma varlaty, ktera jsou dendriticka. Usta jsou
spojena prostfednictvim jicnu k parovému slepému sttevu. Slepé stievo je slozité

vétvené ve dva tubularni vaky (Bowman et al. 1999).
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3.3.3. Vyvoj motolice jaterni

F. hepatica je hermafrodit s nepfimym zivotnim cyklem (viz Obr. 1), ktery
je komplikovany (Kassai 1999). Mezihostitelem je obojzivelny plz rodu Lymnaea
(Sedlak a Tomsickova 20006).

Dospéla motolice jaterni se vyskytuje v zlu¢ovodech hostitele. Jeji vajicka
jsou nejprve vyloucena do zZlucée a s ni odplavena do zlu¢ového méchyte (Bowman

et al. 1999).

Se zlu¢i se dostavaji do stfeva a poté s vykaly do vnéjSiho prostiedi
(Taylor et al. 2005, Bowman et al. 1999). Na rozdil od vajicek hlistic se z jediného
vajicka motolice miize vyvinout az n€kolik set dospélcti, coz je klicové pro jejich

zivotni cyklus (Taylor et al. 2005).

Vajicka motolice jaterni se $ifi trusem do prostiedi a ve vlhké ptidé nebo
ve vodé se vyvijeji v obrvené miracidium (Sedldk a Tomsi¢kova 2006). Vyvoj
vajicek ovliviiuji faktory vnéjsiho prostredi, jimiz jsou dostupnost kysliku a teplota.
Lihnuti miracidii ovliviiuje 1 svétlo, osmotické parametry prostiedi a také teplota
(Volf a Horak 2007). Pii letnich teplotach je toto stadium dostatecné vyvinuto
a pfipraveno k vylihnuti po 2 - 4 tydnech (Bowman et al. 1999). Nejrychlejsi vyvoj
trva pouhych 9 dni, a to pfi teplote 26 °C (Kassai 1999).

Miracidium opousti vajicko otevienim opercula (vicka), nasledné plave
a vyhledava vhodny druh plze (Taylor ef al. 2005). Mezihostitelem je vétSinou jen
jediny druh plZe. U motolice jaterni se jim stava Galba truncatula z rodu Lymnaea,

¢esky bahnatka pfeZivajici na podmécenych pastvinach (Volf a Hordk 2007).

Pokud se miracidiu nepodafi nalézt vhodného plze do 24 hodin, spotiebuje
své energetické zdsoby a hyne (Bowman ef al. 1999). Pii uspésném nalezeni
mezihostitele se dostdva miracidium do téla plZe a narusi télni sténu pomoci sekretu
z apikalni zlazky, ktery obsahuje proteolytické enzymy (Volf a Hordk 2007). Ztraci
cilie z povrchu téla a migruje do gonad nebo travici zlazy plze. Vytvaii se z néj
sporocysta (Taylor et al. 2005). V zarodecnych bunkéach se vyviji dal$i generace
larev, které se uvolni po prasknuti stény. Tato generace se nazyva redie

(Volf a Horak 2007).
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Vredii se vyviji dalsi stddium larvy - cerkédrie (Bowman et al. 1999).
Nepohlavni vyvoj v plzi je taktéz zavisly na teploté a trva 2 az nékolik mésict

(Kassai 1999).

Infikovany plz uvoliiuje az nékolik set cerkarii do vodniho prostiedi (Sedlak
a Tomsickova 2006). Kdyz je cerkarie pln€ vyvinuta, opousti /umen redie a dostava
se zplze do okolniho vodniho prostiedi. Po kratkém pluti migruje v malé
vzdalenosti nad vodni iroven na povrch rostlin, encystuje se, ztraci ocasek a stava
se metacerkarii (Bowman et al. 1999). Cytogennimi zldzkami probihd encystace

velice rychle a je hotova béhem 1 hodiny.

Cysta metacerkariim poskytuje dobrou odolnost vii¢i vnéjsimu prostredi.
Nejvétsim rizikem je pro né vyschnuti (Volf a Hordk 2007, Smyth a Halton 1983).
Cekani na koneéného hostitele miize ve vihkém prostiedi trvat i nékolik mésicti
(Sedlak a TomSickova 2006). Stadium metacerkarie je jiz infekénim stadiem
pro definitivniho hostitele (Bowman et al. 1999). Vyvoj z miracidia k metacerkarii

trva 6 - 7 tydnt, pii neptiznivych podminkach i né€kolik mésict (Taylor ez al. 2005).

Po pozifeni metacerkarie probihd excystace v travicim traktu definitivniho
hostitele plsobenim mistnich faktor napf. kyseliny, zluce, enzymi
nebo samotnych sekretd metacerkarie (Volf a Hordk 2007, Smyth a Halton 1983).

Mladé motolice prostupuji sténu tenkého stieva a jater 4 - 6 dni (Kassai 1999).

Nedospéli jedinci se zivi pievazné jaternimi buitkami a krvi (Smyth a Halton
1983). Po 6 - 8 tydnech migrovani v jaternim parenchymu vstupuji do zlucovodu,
dospivaji a zacinaji vylucovat vajicka (Bowman et al. 1999, Beesley ef al. 2017).
Prepatentni perioda (obdobi mezi napadenim definitivniho hostitele parazitem
a prvnim zachytem infek¢nich stadii parazita) trva 6 - 12 tydnii (Kassai 1999). Cely
cyklus probiha 3 - 4 mésice pii idealnich podminkidch (Bowman et al. 1999).
V praxi se setkdvdime se dvéma obdobimi, pii kterych propukd infekce
metacerkariemi. Prvni obdobi tzv. letni infekce nastava od srpna do fijna. S druhym
obdobim infekce se setkdvdme hlavné v oblastech s mirnéj§i zimou.
Na téchto uzemich se v prostfedi metacerkarie vyskytuji od kvétna do cervna.
V oblastech  stuz§i zimou  probiha  vétSinou jen letni infekce

(Kassai 1999, Taylor ef al. 2005).
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Obr. 1 Zivotni cyklus motolice jaterni

Ptevzato z: Smyth a Halton 1983

3.3.4. Mezihostitel

Mezihostitelem jsou plzi zrodu Galba (Lymnaea), z nichz nejb&éznéjsi
v Evropé je bahnatka mald (G. fruncatula). Je to obojZivelny plz vyskytujici
se po celém svéte (Taylor et al. 2005). Jako dalsi potencialni mezihostitelé v Evropé
jsou hlé&seni také Lymnea palustris, Omhiscla glabra, Radix balthica, Succinea spp.
a Potamopyrgus antipodarum. Nalez v téchto druzich mize byt ndhodny nebo
nemusi nutn€ vést k produkci cerkarii, ale pfesto mohou slouZit jako rezervoary

infekce (Beesley et al. 2017).

G. truncatula dortsté velikosti 0,5 cm, generacni obdobi trva 4 - 5 tydnt
nebo déle, zalezi na teplotnich podminkach (Kassai 1999). Za jeden rok miize mit
az 3 generace potomstva a jeji Zivot trva piiblizné 1 rok (Welter-Schultes 2012).
Nekteti plzi pteziji 1 v suchych bazinach (estivace) nebo v ledu (hibernace),

(Kassai 1999).
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Nejcastéji tyto plze nalezneme v mélcinadch stojatych vod, v pomalu
tekoucich malych potocich, ve vétSich vodach jen na krajich, kde mtze byt
pfichycena na vodni rostliny ¢i kameny. Najdeme je napf. 1 v cisterné na vodu
¢1 ve vlh¢ich lesich a na zamoktenych loukéch. Toleruje prostiedi do pH 9,6.
Nadmérmneé kyselé prostiedi ji Skodi (Taylor et al. 2005, Horsak et al. 2013,
Welter-Schultez 2012). VIlhké prostfedi potiebuje bahnatka k rozmnozovéni
(Welter-Schultez 2012). K uspésné reprodukci je také potifeba vhodna teplota.
Optimalni teplota pro vyvoj bahnatky je mezi 15 aZ 22 °C, pro reprodukei je nutna
teplota vyssi nez 10 °C, pti 5 °C se jeji vyvoj zastavuje (Taylor et al. 2005).

Volf a Hordk (2007) se také zminuji o fyziologickém ovlivnéni
mezihostitele tzv. parazitarni kastraci. Timto procesem piesméruje parazit ¢ast
energic mezihostitele uréenou pro reprodukci na rdst a obranu organismu.
Tim prodlouzi prezivani svého hostitele a zvysi tak pocet potomstva, které

vyprodukuje za jeho Zivot. Kastrovani jedinci byvaji vEtsi nez starsi plzi.

Bahnatka mald (viz Obr. 2) je vyznamnym pfenaseCem parazitarnich
onemocnéni. Slouzi jako mezihostitel nejen pro motolici jaterni, ale i dal$im

druhiim paraziti (Horsék et al. 2013, Welter-Schultez 2012).

Mezi jiné druhy vyskytujici se mimo Evropu patii napf. L. tomentosa
v Australii a na Novém Z¢landé, L. humilis v severni Americe, L. viator, L.

diaphena a L. cubensis v jizni Americe (Taylor et al. 2005).

Obr. 2 Bahnatka malé (G. truncatula)
Prevzato z:

http://www.molluscs.at/gastropoda/index.html?/gastropoda/parasites/fasciola.html
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3.3.5. Klinické priznaky fasciolézy u definitivnich hostiteli

Motolice zplsobuji poskozeni organismu nckolika mechanismy -
mechanicky destrukci parenchymu a krevnich cév jater nedospélymi jedinci a iritaci
epitelidlnich §vi zluCovodl dospé€lci. Svymi sekrety a exkrety pusobi toxicky
na organismus. Zapfiinuji ztraty krve jejim sanim a hemoragiemi na jatrech
(Kassai 1999). V prvni fazi onemocnéni probiha migrace mladych motolic jaternim
parenchymem, vdruhé fazi jsou dospélci pfitomni v  ZluCovodech

(Taylor et al. 2005).

U ovci probihd fascioléza ve formé akutni, subakutni nebo chronické
(Taylor et al. 2005). Manifestace ptiznaki zavisi na migraci vyvijejiciho
se parazita, po¢tu pozienych infekénich stadii a na imunitni odpovédi hostitele

(Caffrey 2012).

Akutni forma je charakterizovana pozienim vét§tho mnozstvi metacerkarii
v kratkém casovém tseku (Kassai 1999). Tato forma je spojena s narusenim tkané
zpusobené migraci nedospélych jedinch skrz sténu dvanactniku, peritonea,
jaterniho obalu a parenchymu (Caffrey 2012). V akutni form¢ probiha traumaticka
hemoragickd hepatitida s nalezem mitochondridlnich enzymt destruovanych
hepatocyti (aspartataminotransferaza, glutamatdehydrogenaza,
sukcinatdehydrogenaza) v plasmeé. Charakteristickymi symptomy jsou peritonitida,
nechutenstvi, snizeni hmotnosti, ascites, bledé sliznice, horecka, neochota
k pohybu, dyspnoe, bolestivosti bfisni dutiny a zvétSeni jater. Nahly thyn piichazi
do 2 - 5 tydnl po masivni infekci zapfi¢inéné krvacenim v jatrech. Tato forma
nastava vzacné (vyhradné u ovci) a trva jen nékolik dni (Kassai 1999, Taylor et al.

2005).

wrwe

v delS$im casovém intervalu oproti akutni fazi. Neékteré motolice se jiz dostavaji
do zluCovodl, kde ptsobi cholangitidu, dals$i jeSté provrtavaji parenchym.
Tato forma probiha asi 6 - 10 tydni. U postizenych zvitat se vyskytuji anemie,
hypoalbuminemie, az tthyn. Pfiblizné 1 - 2 tydny pted thynem se objevuji pfiznaky
onemocnéni jako ztrata hmotnosti, nechutenstvi, zvétSena a bolestiva jatra.
Subakutni forma se nej€astéji projevuje na konci podzimu a v zimé (Taylor et al.

2005).
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U chronické formy pozorujeme u nemocnych zvifat postupnou ztratu
hmotnosti, nechutenstvi, anemii spojenou s bledosti sliznic a hypoalbuminemii.
S infekci je také spojen edém lokalizovany pod celisti (bottle jaw), (Taylor et al.
2005). Edém je zpusoben poklesem hladiny celkové bilkoviny v krvi
pod 40 - 50 g/l a albuminu pod 20 - 30 g/l z divodu krvaceni (Doubek 2010).
Vyskyt gama-glutamyltransferazy v plasm¢ indikuje chronické poSkozeni
zlucovoda. Chronicka forma trva nékolik mésici (Kassai 1999). Obdobi
manifestace onemocnéni ptripada hlavné na prelom zimy a jara (Taylor et al. 2005).

Pribéh nemoci zavisi také na celkovém stavu zvifete (Kassai 1999).

K fascioloze patii i1 riziko fatalniho onemocnéni klostridalni nekrotickou
hepatitidou také nazyvanou ,,black disease*. Onemocnéni propuka, pokud jsou
v téle jedince pritomny spory bakterie Clostridia novyi. Jaterni 1éze, zpilisobené
migraci mladych motolic, mohou aktivovat spory C. novyi. Trauma pak tvoii
prostiedi pro mnozeni spor a sekreci toxinli do téla (Kassai 1999, Bowman et al.
1999, Riviere a Papich 2009). Dnes je toto onemocnéni mén¢ Casté diky vakcinaci

proti klostrididlnim infekcim (Taylor ez al. 2005).

3.3.6. Terapie a prevence

Fasciolozu 1ze kontrolovat podanim anthelmintik definitivnim hostitelim
a dodrzovanim vhodnych zoohygienickych opatfeni. Pro zabranéni infekce
motolicemi jsou dulezitd preventivni opatfeni, mezi kterda nezbytné patii
odvodiiovani pastvy, redukce populaci mezihostitelskych plzt, dodrZzovani hygieny
napajeni a dehelmintizace zvifat v zimnim obdobi (Illek a Jirasek 2014,

Volf a Horék 2007).

V praxi se vyuzivaji vodohospodarské tipravy nebo chemické tlumeni plzi,
které ovSem svou nespecifi¢nosti narusuje cely ekosystém. Dale jsou také zndmy
moluskocidni UCinky extrakti nckterych rostlin  (Celed Euphorbiaceae
a Phytoloaccaeae) ai¢inné je i zavedeni prirozenych predatort plzi. I zde se ovsem
setkavame s otdzkou, zda-1i nemtze dojit k naruSeni rovnovahy celého ekosystému

(Volf a Horak 2007).
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Anthelmintika se podéavaji nejen lécebné, ale i preventivné. Léciva proti
motolicim se déli dle chemické struktury do péti skupin: 1. halogenované fenoly,
2. salicylanilidy, 3. benzimidazoly, 4. sulfonamidy, 5. fenoxyalkany (Novobilsky
a Koudela 2005). Na ptelomu dubna a kvétna jsou podany 1éCiva ptlisobici proti
dospélym motolicim. Mezi tato 1éCiva patfi triklabendazol, nitroxynil, klosantel,
rafoxanid, oxyklozanid, klorsulon (Taylor et al. 2005, Riviere a Papich 2009).
V fijnu se pieléci celé stado antitrematody zasahujicimi stadia motolic zijici
v parenchymu jater. V lednu se pouziji 1éCiva proti nedospélym i dospélym stadiim.
Dale se také v letech s nadmérnymi srazkami doporucuje podani 1é¢iv proti starSim

stadiim motolic v ¢ervnu a proti nedospélym stadiim ¢tyii tydny po fijnové davce.

Pti akutnim pribéhu onemocnéni se zvirata piesunou mimo kontaminované
pastviny. Mohou byt uzaviena do stije nebo pfesunuta na jinou pastvinu, kde
se nevyskytuji metacerkarie (Kassai 1999). V terapii fasciolézy se zatim nejlépe

osvédcil TCBZ (Novobilsky a Koudela 2005)

Boray et al. (1983) testovali ve své praci efektivitu podani raznych davek
TCBZ. TCBZ poskytuje vysokou efektivitu proti nedospelym i dospélym stadiim
F. hepatica v z&vislosti na davce. Davka 5 mg/kg spolehliveé usmrtila dospéla stadia
12 tydnl stard. Na stddia mlad$i musela byt pouzita vyssi davka TCBZ.
Az stoprocentnini u¢innost proti 2, 4 a 6 tydennim motolicim vykazovala davka

10 mg/kg a davka 15 mg/kg plsobila s vysokou t¢innosti uz 1. den po infekci.

Mechanismus u¢inku TCBZ a ostatnich benzimidazoli spoc¢iva v naruseni
vyuZitelnosti B-tubulinu motolici. NavaZe se na misto pro kolchicin a naruSuje tak
tvorbu mikrotubuli. NaruSuje funkci vylucovacich organli, mitotickou aktivitu
spermatogenetickych bunék a zarodeénych bunék (Riviere a Papich 2009,
Novobilsky a Koudela 2005). Dal§im pouzivanym benzimidazolem je albendazol
(Bowman et al. 1999). Mezi dalsi pouzivana 1€Civa patii klosantel a nitroxynil. Tato
1é¢iva eliminuji stadia motolice stard 4 - 6 tydni a je nutné, aby lécba byla
po 4 az 6 tydnech zopakovéana. Pokud neni moznost stddo piestéhovat na jinou

pastvu, opakuje se 1écba kazdé 3 tydny po dobu 6 tydnti (Taylor et al. 2005).

Pti subakutni a chronické formé se pouzivaji 1éCiva efektivni proti stadiu

o stafi 6 a vice tydnil (nitroxynil, klosantel, rafoxanid, TCBZ), (Kassai 1999).
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Opét je nutné premisténi na jinou pastvinu. Pokud neni tato moznost, tak po 4 a 8

tydnech se zopakuje 1écba kvili dospivajicim motolicim (Taylor et al. 2005)

Ovce a kozy, na rozdil od skotu, mysi a potkanti, neziskavaji rezistenci vici
opakujicim se infekcim (Smyth a Halton 1983, Raadsma et al. 2007). U skotu
dochdzi k fibrotickym zménam jaterniho parenchymu, coz brani migraci
nedospélych motolic do zlucovoda, a tak dochazi k eliminaci sekundarni infekce

(Kassai 1999).

3.3.7. Helmintorezistence

Rezistence helmintll na 1éCiva zplsobuje vdzné problémy ve veterinarni
mediciné a také ohrozuje zdravi Clovéka (Prichard et al. 2007). Rezistenci
na anthelmintika se rozumi existence vice jedincti v rdmci populace helmintt, kteti
jsou schopni snaset terapeutickou davku lé¢iva ve srovndni s citlivou populaci
stejného druhu parazita (Novakova a Koudela 2006). Uplné rezistence je dosaZeno,
kdyz maximalni davka léciva, kterou hostitel toleruje, nema zadny efekt na parazita

(James et al. 2009).

Anthelmintika zatim zlistdvaji hlavnim prostfedkem kontroly hlistovych
infekcei u zvitat 1 lidi. Pretrvavajici zavislost na téchto 1é€ivych ptipravcich ptispiva
k selekénimu tlaku na parazity, coZ vede k vzniku rezistentnich jedinct (Prichard

et al. 2007).

Rezistence se muze jednak vyvinout pii ¢astém pouzivani stale stejného
anthelmintika, ale jeji vznik hrozi 1 pfi opakovaném uZivani 1é¢iv patticich do stejné
skupiny anthelmintik, proto je vhodné lé¢iva stiidat (Taylor et al. 2005, Kassai
1999). Dale se miize rozvinout i pii podavani 1é¢iv v nizsi koncentraci nez je u¢inna

davka (James et al. 2009).

Existuje n€kolik mechanismli utvéafeni rezistence. Mlze dojit ke zméné
cilové struktury ucinné latky, také mohou byt pozménény metabolické drihy
parazita, coz vede k pfeméné latky na neti¢innou formu, déle dochazi i k zménam
distribuce 1é¢iva v napadeném jedinci, takZe je pfesmérovano mimo mista infekce
nebo dochazi k amplifikaci cilovych gent branicich U¢inku le¢iva (Wolstenholme

et al. 2004).
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Ackoli rezistence motolic na 1é¢iva dosud nedosahla takové trovné, jako je
tomu napf. u nematod, existuje jiz rezistence pro salicylanilidy, rafoxanid
(Wolstenholme et al. 2004). TCBZ je jediné 1éCivo, které ptsobi jak na nezralé
migrujici formy, tak i na dosp€lé jedince F. hepatica. Proto se stal 1ékem volby.
Jeho nadmérné uzivani nevyhnutelné¢ vedlo ke vzniku rezistence. Rozsifena
rezistence na 1€k znacn¢ ohrozuje kontrolu fasciol6zy u hospodarskych zvirat a lidi.
Mechanismy, které jsou zakladem rozvoje rezistence, nejsou znamy (Kelley et al.
2016). V praxi se setkavame s absenci rychlého a spolehlivého testu pro detekci
rezistence. Nejpouzivanéjsi je pravdépodobné metoda faecal egg count reduction
test (FECRT) spocivajici v poctu vajicek pred a po 1écbé. V tadé studii je pouZzita
metoda egg hatch assay (EHA) — test lihnuti vaji¢ek a coproantigen reduction test
(CRT) zalozeny na detekci antigeni v trusu infikovanych zvifat.
Beesley et al. (2017) zdaraziuje dulezitost rozpoznani jednonukleotidovych
polymorfismi a molekularné biologickych metod k porozuméni biologie motolice.
Znalosti genomu paraziti jsou piinosem v boji proti infekcim zplsobenych

helminty.

3.3.8. Fascioldza u ¢lovéka

Rozsiteni fasciolozy u Cloveéka je v nékterych venkovskych oblastech zemi
s extrémni chudobou napf. vjiZzni Americe a v Irdnu vaZnym problémem.
Prevalence neni pfimo spojena s vyskytem u hospodarskych zvifat a lidi (Kassai
1999). Clovék se nakazi pozienim rostlin s opouzdienym parazitem, méné jiz
kontaminovanym ovocem nebo vodou. NejcastéjSim zdrojem ndkazy ¢loveka jsou
syrove salaty z vodnich rostlin (Sedlak a TomsSickova 2006). MoZny je také pienos
konzumovanim pokrmi pfipravenych ze syrovych jater infikovanych nedospélymi
motolicemi. Juvenilni jedinci se mohou pfichytit v hitanu a drazdénim zpisobit
bolesti v misté uchyceni, edém a krvaceni. Souhrnné se tyto symptomy nazyvaji

halzoun (Volf a Hordk 2007).

Mezi nejcastejsi symptomy lidské fascioldzy patii stievni potiZe, bolestivost
v misté jater, Zloutenka z obstrukce ZzluCovodli doprovdzena hypereozinofilii

a anemii, hmotnostni bytek (Kassai 1999, Volf a Horak 2007).
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U cloveka byly popsany i motolice vyskytujici se v plicich nebo dé€loze,
ptipadné i v podkozi. Do téchto mist se mohou dostat jak migraci, tak krevni cestou

(Volf a Horak 2007).

3.4. Diagnostika

K prikazu fasciolézy mohou pfispét klinické symptomy projevujici
se u infikovanych zvifat, sezonni vyskyt, pfedpoveéd pocasi, vyskyt onemocnéni

v dané lokalité v ptedchozich letech a vyskyt stanovist’ plzl (Taylor et al. 2005).

Fascioloza je tradicné diagnostikovana predevSim detekei vajicek
ve vykalech. Tato metoda je vSak pouzitelnd po uplynuti prepatentni periody

(Beesley et al. 2017).

Ukazatelem epitelialni destrukce v jatrech jsou vyssi hladiny GLDH a GGT
v krvi. ZvySeni poc¢tu leukocyti, hypereozinofilie, snizeni hladiny hemoglobinu
a hodnoty hematokritu jsou rovnéz projevem onemocnéni (Raadsma et al. 2007,

Kassai 1999, Taylor et al. 2005).

U uhynulych zvifat je vhodné uskutecnit pitvu se zaméfenim na vySetfeni
jater a Zlucovodu (Kassai 1999, Taylor et al. 2005). Pti pitvé mohou byt nalezena
zvétSena hemoragickd jatra pokrytd fibrindznim exudatem, rozsahly rozpad
a koagulativni nekroza jaternich bunék a hojné infiltrace zanétlivych bunék.
U chronické infekce je pozorovana destrukce sliznice zlu¢ovodii a pritomnost

dospélych motolic v Zlu€ovodech ( Kassai 1999, Rahko 1969).

K monitorovani infekce jsou pouzivany také imunodiagnostické metody
(Beesley et al. 2017). Pro stanoveni protilatek v séru byla v této préaci zvolena

ELISA.

3.4.1. Koprologie

Pro koprologické vySetieni jsou preferovany odbéry vzorkil pfimo z rekta.
Idedlni je mnozstvi okolo 5 g (Taylor et al. 2005). VySetfeni trusu probiha

sedimentacni metodou (Svobodova et al. 2013).
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Pfi této metodé se koncentruje trus i vajicka na dné¢ tekutého media, obvykle
vody. Sedimentace se nepouziva bézné kvili znecisténi vzorku a tim ztizenému
vyhledani vajicek, ale u vaji¢ek motolic ma nejlepsi uplatnéni, protoze jeji vajicka
jsou tézsi a nekdy 1 VEts nez u oblych parazitii

(Taylor et al. 2005, Bowman ef al. 1999).

Kvantitativni vySetfeni trusu nam udava pocet vajicek na gram trusu.
Vysledkem je pfiblizna situace zavaznosti infekce, protoze exkrece vajicek probiha

v

vylu¢ovanim vajicek (Hendrix 2006, Kassai 1999).

3.4.2. Hematologie

Motolice se zivi krvi, narusuje parenchym jater a zptisobuje krvaceni. Tyto
vlivy maji dopad na biochemické a hematologické parametry krve. V této praci bylo
pouzito stanoveni diferencidlniho poctu leukocyti a stanoveni hematokritu.
Hematologickymi metodami stanovime zastoupeni krevnich elementd, z nich
typickym ukazatelem parazitozy je hypereozinofilie. Hemtaokrit (podil erytrocyta
na objemu krve) se sniZuje se ztratami krve
(Doubek 2010, Taylor et al. 2005, Raadsma et al. 2007). Pro stanoveni

diferencidlniho poctu leukocytii byly zhotoveny krevni nétéry.

Eozinofily v krevnim nétéru rozeznavame dle kulovitého tvaru bunky
obsahujici uvnitf velk4 granula a centralni krystaloid. Barva zrn je naervenald az
pomerancova. Jadro je tvofeno dvéma segmenty podobné tvaru bryli. Eozinofily
maji velmi malou populaci. Vyvoj v kostni dfeni probihd 2 — 6 dni a pak
se v krevnim ob&hu vyskytuji jen 6 — 12 hodin, v tkani maximalné 10 dni (Doubek
2003, Toman 2009). Eozinofily se mnoZi zejména pfi parazitarnich a alergickych
onemocnénich a u chronickych zéanéth. Fagocytuji imunitni komplexy
a mnohobunétné parazity pak zabijeji toxickymi produkty. Obsahuji lipidy,
plazminogen, myeloeroxiddsu, histamin a histamindzu. Eozinofily patii mezi
granulocyty. Granulocyty jsou leukocyty s jadrem riizného tvaru a obsahuji granula.
Fyziologick4 hodnota u ovce doméci je 0 - 1 x 10%/1, 1 - 6 % (Doubek 2003, Jelinek
a Koudela 2003).
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Do skupiny granulocytli, pozorovanych v preparatu, fadime i neutrofily
a bazofily. Neutrofil ma okrouhy tvar s lehce fialovymi a rizovofialovymi kulatymi
granuly. Tvofi az 90% granulocytl v krvi. Produkce se zvySuje pii zanétlivych
infek¢nich procesech, kdy rychle pronikaji do tkani postizenych zanétem a pohlcuji
mikroorganismy, ptfedev§im pak opsonizované (oznacené protilatkou). Je to hlavni
bunécna populace pfi akutnim bakteridlnim zanétu. Fyziologické hodnotyu ovce
domaci jsou 0,7 - 6 x 10%/1, 20 — 50 %. Bazofil je rovn&Z okrouhlého tvaru. Jadro
byva Casto o dvou segmentech a cytoplasma je vétSinou Sedofialova. Zrna jsou
velkd tmavomodra az ¢ernd. Jsou to induktory zanétu, reguluji propustnost cév,

sekreci hlenu, hladkou svalovinu (Doubek 2003, Jelinek a Koudela 2003).

Granulocyty maji rizné obranné funkce nespecifické imunity. Vyvoj
probihd v kostni dieni v nékolika trovnich. V dob¢ zralosti vstupuji do ob&hu.
Typicky se v jejich cytoplasmé objevuji Cetnd granula. Granulocyty Ziji pouze

nékolik hodin.

Lymfocyty a monocyty patii do skupiny agranulocytti. Lymfocyty maji
kulaty tvar a velké jadro s malym mnozstvim modie zabarvené plasmy. Mezi hlavni
populace patii T- a B-lymfocyty. Zajistuji specifickou imunitu. 2 - 9 x 10° /1,
50 - 70%. Monocyt je nepravidelného tvaru s lalocnatym jadrem umisténym ve
sttedu ¢i excentricky a ma Sedomodrou cytoplasmou. Plni roli makrofagq.
Fyziologické rozmezi u ovce domaci je 1 — 4 % (Doubek 2003, Toman 2009,
Jelinek a Koudela 2003).

3.4.3. Imunologie

Pro detekci motolic v organismu je pouZivana sérologickd metoda ELISA.
Patii mezi nejcitlivejsi testy, jejiz princip stoji na imunoenzymatické reakci (Toman
2009). ZjednoduSen¢ ji miizeme popsat tak, ze antigen se navdze do jamek
sérologické desticky, oznaCi se enzymem a piidd se vySetfované sérum.
Za ptitomnosti specifické protilatky v séru s ni antigen reaguje a dojde ke zméné
barvy roztoku (RySkova 2000). K detekci se da pouzit nejen sérum, ale i slzy, sliny

¢1 extrakt z vykalt (Toman 2009).
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Protilatky proti F. hepatica jsou v séru detekovany 2 — 4 tydny po infekci,
hladiny mohou v pritbéhu infekce klesat nebo stoupat. Dokonce pozitivni vysledek
vysetieni nemusi znamenat akutni infekci, nybrz vystaveni organismu infekci diive

(Taylor et al. 2005).
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4. Cile

Mezi cile této diplomové prace patii:

1. Vypracovani reSerSe o motolici jaterni (F. hepatica)

2. Aktivni podil na realizaci experimentéalni studie

3. Zajisténi pribézného sbéru experimentalnich vzorkli (exkrementy, krev) a
jejich laboratorni zpracovani (ovoskopie, diferencidlni stanoveni leukocytu,
meéteni hematokritu, ELISA)

4. Zpracovani dat ziskanych pfi experimentalnich vySetienich

5. Izolace dospélcti motolice z jater infikovanych jedinct a jejich poskytnuti pro
dalsi studie (Katedra biochemickych véd FaF UK HK)

6. Vypracovani vlastni diplomové prace
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5. Experimentalni ¢ast

5.1. Materialy

5.1.1. Experimentalni zvirata

Ke studii byly pouzity tfi jehnice ovce doméaci (Ovis aries) plemene Texel
z hospodarstvi Dibaq a. s., Helvikovice 90, kraj Pardubicky, registrac¢ni ¢islo
hospodarstvi 53019547. Jehnice byly oznaceny znamkami CZ 75 575/953 (¢. 575),
CZ 75 591/953 (€. 591) a CZ 75 615/953 (€. 615). Datum narozeni téchto jehnic
bylo 22. 2. 2015 (€. 575), 26. 2. 2015 (¢. 591), 20. 4. 2015 (¢. 615), ptivezeny
na farmu v Hofinévsi byly dne 6. 1. 2016. Pfed experimentdlni ndkazou
metacerkariemi F. hepatica dne 18. 1. 2016 a 28. 1. 2016 byly koprologicky

vySetfeny na pfitomnost vaji¢ek motolic.

5.1.2. Experimentalni nakaza

Dne 4. 2. 2016 byly jehnicim peroralni suspenzi podany metacerkarie
o davce 200 ks metacerkarii/zvife. Viabilita metcerkarii nebyla z technickych
divodii stanovena. Metacerkarie pochéazely z laboratorni produkce metacerkarii
citlivého kmene F. hepatica v Ridgeway Research, Velka Britanie. Cely experiment
trval 18 tydni, z toho prvni dva tydny byly pfedinfekcni. Po celou dobu studie byly
1x tydné odebirany vzorky trusu. Odbér probihal z rekta do igelitové rukavice,
jednotlivé vzorky byly oznaceny cislem zvifete, vlozeny do uzaviratelného sacku
a popsany datem odbéru. Odebrany material byl uchovan pii teplot¢ -18 °C
v mrazicim boxu na Katedfe farmakologie a toxikologie FaF UK v HK. V den sbéru
jednotlivych vzorka trusu byla experimentalnim zvifatiim odebirana také periferni
krev. do dvou hemosek. Vjedné hemosce byla krev oSetiena
ethylendiaminotetraoctovou kyselinou (EDTA) v druhé hemosce byla krev bez
oSetfeni. Pozdé&ji byla tato krev vyuZita k ziskani séra pro imunologické vySetient,

ke stanoveni hematokritu a pro pifipravu krevnich natéra.
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Na konci studie byla zvifata utracena a z jater izolovani dospélci motolice

F. hepatica. Tyto si pievzala Katedra biochemickych véd FaF UK v HK.

5.2. Metodika koprologického vySetreni

Vzorky pro koprologické vySetieni jednotlivych ovci byly odebirany 1x
tydné. Prvni dva odbéry probéhly 18. 1. 2016 a 28. 1. 2016. U téchto vzorkt byla
sledovéna negativita trusu na vajicka motolice jaterni. V dal$im tydnu probé¢hla
infikace ovci, posledni sbér vzorkt se konal 23. 5. 2016, tedy 16 tydni po infikaci.

Vzorky byly oznacovany terminem a konkrétnim ¢islem jehnice.

Vzorky trusu byly uchovavany v plastovych saécich na Katedie
farmakologie a toxikologie v Hradci Kralové k naslednému vysSetieni. Vajicka se
kvili své specifické hmotnosti usazuji na dné€ nadoby, proto byla zvolena
kvantitativni ovoskopickd metoda (sedimentacni). Touto metodou byla sledovdna
a identifikovana vajicka motolice ve vzorcich a poté byla stanovena hodnota EPG

(pocet vajicek na 1g vySetfovaného materialu).

5.2.1. Pouzité pomiucky, pristroje

» vzorky trusu jednotlivych ovci

A\

laboratorni sklo (kaddinky 100 ml, sklenéné ty€inky, misky, odmérny
valec)

tienka s tlouckem

kovové sitko s otvory 1 mm

pipety

rukavice a PVC sacky

voda (vodovodni)

digitalni vahy KERN 440-43

magnetickd michacka

podlozni mikroskopova sklicka

V V V V V V VYV VYV VY

svételny mikroskop DN 45
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5.2.2. Modifikovana sedimentacni metoda (kvantitativni ovoskopicka

metoda)

Do ttenky byly vneseny 2,0 g trusu a 15 ml vody. Obsah tienky byl rozmisen
na kaSovitou konzistenci. Po rozmélnéni nasledovalo pfeneseni obsahu z tfenky
ptes kovové sitko do sklenéné misky. Poté byla miska vyplachnuta 2x vodou
z prvni kadinky. Kovové sitko se louhovalo asi 20 s ve sklenéné misce s vodou.
Po 20 s byl vylouhovany obsah sklenéné misky pieveden do prvni kadinky
a zopakoval se cely proces znovu s druhou kédinkou naplnénou vodou. Obsah
misky byl pfemistén do druhé kadinky. Ob¢ kadinky se ponechaly 5 minut stat.
Po 5 minutdch byla vrstva nad sedimentem odsata pomoci vodni vyvévy z obou
kadinek. Obsah obou kadinek byl umistén do prvni kadinky, doplnén vodou a opét
byl ponechan 5 minut sedimentovat. Poté byla znovu odstranéna vrstva
nad sedimentem. Proces byl opakovan do doby, kdy vrstva nad sedimentem zistala
¢ird. Obsah kadinky byl upraven dekantaci na 20 ml suspenze. Do kadinky
se suspenzi bylo vloZeno michadlo a byla postavena na magnetickou michacku
(rozmezi otacek bylo 400 - 500 ot/min). Tim doslo k rovnomérnému rozptyleni
Castic obsazenych v suspenzi a vzniklo homogenni prostfedi pro odbér.
Automatickou pipetou nastavenou na objem 167 pl byl zhruba v polovi¢ni hloubce
suspenze odebran 3 krat vzorek, ktery byl postupné nanesen na podlozni sklicko.
Sklicko bylo vlozeno pod mikroskop pii zvétSeni 40x a naneseny obsah byl
sledovan. Zbyly obsah kadinky byl zméfen v odmérmém valci a zaznamenan
(Anonym 1989). Pro kazdy vzorek trusu byla pfipravena 3 podlozni sklicka.
Zjistény pocet vajicek byl zprimérovan, vynasoben celkovym objemem vySetfené
suspenze a vydélen dvéma (hmotnost vzorku trusu byla 2 g). Z téchto hodnot byla

urcena hodnota EPG.

5.3. Metodika hematologického vySetieni

V totoznych ¢asovych periodach jako u pfedchozi metody byla odebirdna
krev ze zevni hrdelnice (vena jugularis externa) pro zhotoveni krevnich natért.
Krev byla odebirana do hemosek s antikoagula¢ni latkou - EDTA. Oznafovani

vzorkl bylo totozné jako u pfedchozi metody.
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Zhotoveni a barveni natéru jednotlivych vzorkl probéhlo hned po odbéru
a dodani do laboratofe Katedry farmakologie a toxikologie FaF HK.

Pro diagnostiku byla vyuzita metoda stanovovani diferencialniho poctu leukocyti.

5.3.1. Pouzité pomiicky, pristroje

» Hemoska

A\

Kyselina etylendiaminotetraoctova (EDTA)

» Roztéry krve na podloznich skli¢kach zafixované methanolem (po dvou
sklickéach od kazdého vzorku)

» Giemsa (Fluka)

» Voda (vodovodni)

» Svételny mikroskop s imerznim objektivem se zvétSenim 10x100 (Meopta
60962)

» Imerzni olej (Nikon)

5.3.2. Metoda vySetfovani krevniho obrazu

Stanovovani diferencidlniho poctu leukocytli probihalo vizualné pomoci
sveételného mikroskopu individualni identifikaci krevnich bunék. Provadéni
krevnich natéri bylo uskute¢néno ihned po odbérech krve a vzdy ve dvou
provedenich od kazdého vzorku. Kapka krve byla aplikovana na kraj podloZniho
sklicka a ptilozenim druhého podlozniho sklicka byla rozprostiena pod thlem
30 - 45 stupna po sklicku rovnomérnym pohybem. Vznikl tak natér, ktery pokryval
polovinu az dv¢ tretiny sklicka. K zafixovani natéru po zaschnuti byl pouZzit
methanol. Krevni natér pfed obarvenim musi byt naprosto suchy, aby nevznikaly
artefakty (Allison a Meinkoth 2008). Po fixaci se provedlo barveni natéra za pouziti
komer¢niho barviva Giemsa nafedéné¢ho s vodou v poméru 1:9. Barveni trvalo
u vsech roztérii 40 minut. Potom se sklic¢ka s roztéry oplachla pod tekouci vodou.
Pozorovani poc¢tu a typu leukocytl bylo zaznamenano po oschnuti sklicek.
Byl pouzit imerzni objektiv mikroskopu pii zvétSeni 1000x. Bylo napocitano

100 leukocytli a zaroven zjiSténo procentualni zastoupeni jednotlivych typi.
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Jednotlivé typy leukocyti byly rozliSeny diky jejich odlisné morfologie

a barvitelnosti. Poté bylo vypocteno jejich procentudlni zastoupeni (Pecka 2006).

5.3.3. Stanoveni hematokritu

Hematokrit stanovujeme za pomoci odstiedéni sloupce nesrazlivé krve.
Ten se rozdéli dle specifickych hmotnosti na jednotlivé slozky krve. Sloupec, ktery
je nazyvan PCV (packed cell volume) tvoii ¢ervené krvinky nahromadéné nejnize.
Nad sloupcem cervenych krvinek se hromadi v tenké vrstvé leukocyty a trombocyty
a nejvyse se pak nachazi krevni plazma (Reece 1998). Hematokrit byl stanovovan

kazdy tyden pfi odbérech krve u vSech jehnic.

5.4. Metodika sérologického vySetieni ELISA

Krev, ze které bylo ziskdno sérum, byla jehnicim odebrana 22. 1. 2016
a 11. 4. 2016. Kazdy vzorek byl oznacen terminem odbéru a Cislem zviiete (575,

591, 615).

E/S produkty motolic F. hepatica a ziskana séra byla odvezena
ve zmrazeném stavu na Katedru parazitologie Ptirodovédecké fakulty UK v Praze,
kde byla uchovavan pii teploté -76 °C. Poté probchlo vySetfeni sér nepiimou

metodou ELISA.

5.4.1. Pouzité pomucky, pristroje

» Jednotlivé vzorky sér jehnic (= primarni protilatky)

» E/S produkty motolic ziskanych z nakazenych ovci o koncentraci 0,6 pg/ul
( = antigen)

» Komer¢ni sekundarni protilatky (donkey anti-sheep IgG 1:5000 -
Peroxidase antibody produced in donkey, Sigma)

» Mikrotitracni desticka 96-jamkova (Nunc, MaxiSorb)

ELISA reader

v

» Multikanalova pipeta manualni a digitalni, pipety s variabilnim objemem
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» Plastové mikrocentrifugacni zkumavky s vickem o objemu 0,5 ml a 1 ml

» Laboratorni sklo — odmérny valec, kadinka

» Vlhka komirka

» Tiepacka a vortex mixer

» pH-metr

» Stopky

» PBS (0,1 M) a 0,05% Tween (Polyoxyethylenesorbitan-monolaurat,
BIO-RAD)

» Susené mléko (Blotting Grade Blocker Non-fat dry milk, BIO-RAD)

» 1M HCI (=zastavovaci roztok)

» Na2CO03, NaHCO3

» TMB-substrat (tetramethylbenzidin)

» Destilovana voda

5.4.2. Metoda ELISA

Pro tuto metodu byly pouzity dva antigeny. Prvni z nich byly koncentrované
a precisténé exkrecné-sekrecni produkty motolice F. hepatica (ES1). Druhy antigen
byl nekoncentrovany a nepieciStény RPMI 1640 medium — odebrané po 6 h
inkubace dospélych F. hepatica — s ES produkty (ES2). Koncentrace antigenu ES1
byla 0,6 pl na jamku po nafedéni uhli¢itanovym pufrem (pH = 9,6). Druhy antigen
byl pfipraven na 5 pl na jamku. Oba antigeny byly ve 100 pl uhli¢itanového pufru
napipetovany do pfisluSnych jamek a inkubovany ptes noc. Druhy den pomoci
fosfatového pufru — PBS (0,1M; pH — 7,2) s ptidavkem 0,05 % Tween (Bio-Rad)
byly zjamek nenavdzané zbytky antigenu vymyty. Promyvani bylo opakovéano
tiikrat po 1 min. Desti¢ka byla blokovana roztokem 1 % BSA s PBS a inkubovana
1 h pti pokojové teploté, aby se predeslo tvorbé nespecifickych vazeb. Zbytky
blokovaciho roztoku byly odstranény z desticky a do jamek bylo napipetovano
celkem 100 pl roztoku obsahujiciho natfedéné primarni protilatky (sérum jehnice)
v poméru 1:50 s PBS. Desticka byla uchovana pti pokojové teplot¢ po dobu
3 hodin. Poté byla desticka tfikrat promyta PBS a nésledovalo pfidani sekundarni
protilatky (anti-sheep IgG) nafedéné v poméru 1:1000 v PBS a o celkovém objemu

100 pl.
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Modré zabarveni se objevilo po pfidani substratu a méfila se absorbance

vzorkd pfi 635nm na pfistroji Infinite M200 (Tecan), (Jezkova 2016).
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6. Vysledky

6.1.Koprologické nalezy

Pro vySetfeni vzorkii trusu jednotlivych jehnic byla vyuzita sedimentacni
metoda. Ve vzorcich jsem pozorovala pfitomnost vajicek F. hepatica. Prvni prikaz
vaji¢ek byl zaznamenan dne 11. 4. 2016, a to v 10. tydnu po infekci u jehnice €. 591
a u dalsich dvou jehnic ¢. 575 a €. 615 o tyden pozdéji, tedy 11. tyden po infekei.

Ptehled vSech nalezt je uveden v Tab. 1.

Tab. 1 Hodnoty EPG (pocet vajicek/1g trusu) z koprologického vySetfeni trusu

EPG nalez u jednotlivych ovci

datum
vzorkovani ¢. 575 ¢. 591 ¢. 615
22.1. 0,0 0,0 0,0
28.1. 0,0 0,0 0,0
8.2. 0,0 0,0 0,0
15.2. 0,0 0,0 0,0
22.2. 0,0 0,0 0,0
29.2. 0,0 0,0 0,0
7.3. 0,0 0,0 0,0
14.3. 0,0 0,0 0,0
21.3. 0,0 0,0 0,0
28.3. 0,0 0,0 0,0
4.4. 0,0 0,0 0,0
11.4. 0,0 16,0 0,0
18.4. 56,7 46,7 49,3
25.4. 79,3 73,3 31,0
2.5. 240,5 1440 84,0
9.5. 180,0 62,8 36,0
16.5. 204,2 99,2 93,2

23.5. 208,3 40,0 42,0
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6.2. Hematologicka vySetreni

6.2.1. Stanoveni diferencialniho poctu leukocyti

Mikroskopicky byly vySetfeny krevni natéry pfipravené v kazdém tydnu
v prubéhu infekce. Béhem pozorovani natéri byla zaznamenana piitomnost
jednotlivych typt leukocytli — lymfocytl, neutrofild, eozinofilii a monocyti. Bylo
zjiSténo procentudlni zastoupeni jednotlivych typu. Hladina eozinofild byla
nemeénila, ve 3. tydnu po infekci, byl pozorovan vyrazny nartist hladiny eozinofilt
u vSech tii testovanych zvitat. Jejich mnozstvi po prudkém nartistu nasledné klesal,
stale se ale pohyboval nad predinfekéni hodnotou (viz Obr. 3).
Lymfocyty (viz Obr. 4) a neutrofily (viz Obr. 5) u vSech ti zvirat kolisaly v prib&hu
infekce a pohybovaly se i mimo fyziologické meze uvadéné v literatufe. Pocet
monocytll se v prubéhu studie témét neménil a zistaval ve stejném rozmezi jako

pred infekci. Z technickych diivodi nebyly vyhodnoceny krevni natéry z 16. tydne

infekce.
% .
30,6 Eozinofily
25,0 24,5
20,0 5N
/N7.0 17,7
15,0 \4 15,3
11,3
10,0 g 10,5 10,0
4.2.2016 || 7, A
50 | infekce 52 g,g \?\ \ 40
10 T a2 \
> 2,0 \Y 3,8
0,0 o003 07 L0 N0
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Obr. 3 Podil eozinofili (% predinfekéniho stavu) na leukogramu v pribéhu

experimentalni infekce
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Obr. 4 Podil lymfocytl (% predinfekéniho stavu) na leukogramu v prib&hu

experimentalni infekce
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experimentalni infekce
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6.2.2. Stanoveni hematokritu

Hodnoty hematokritu v prabéhu infekce klesaly, oproti predinfek¢nimu
stavu dosahly poklesu o ptiblizné 1/4. Grafické znadzornéni nalezli u vSech ovci je

uvedeno v Obr. 6.
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Obr. 6 Vyvoj hodnot hematokritu v pribéhu studie

6.3. Sérologické vySetreni

Za pouziti nepfimého ELISA testu byla sledovdna hladiny protilatek v krvi
jehnic (viz Obr. 7), vyuzity byly vzorky odebrané pied infekci a z 11. tydne
po infekci. Do 11. tydnu infekce vzrostly hladiny protilatek 1gG v krvi v rozpéti
0 25 - 46 % (Jezkova 2016).
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Obr. 7 Rozdily v relativnim zastoupeni protilatek ve vzorcich sér jednotlivych

jehnic pfed ndkazou a po ndkaze méfené metodou nepiimou ELISA

6.4. Vysledky pitvy

Pti ukonceni studie dne 25. 5. 2016 byla vSechna zvifata utracena a jatra
podrobena pitvé. Byly sledovany zmény na jaternim parenchymu a ve Zlu€ovodech.
Jaterni parenchym byl viditelné¢ narusen dospélci motolice jaterni a Zlucovody
obstruovany taktéz dospelymi jedinci tohoto parazita. Z jater jehnice ¢. 575 bylo
vyjmuto 78 ks dospélych motolic, 40 ks dosp€lcti z jehnice €. 591 a u jehnice €. 615
bylo nalezeno 41 ks dospé€lych motolic (viz Obr. 8). Veskery ziskany material byl
poskytnut Katedfe biochemickych véd Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy

v Hradci Krélové pro biotransformacni studie.



40

Obr. 8 Jatra infikované ovce snalezem dospélci F. hepatica pii pitve

(foto J. Lamka)
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7. Diskuze

Teoreticka Cast této prace shrnuje jiz znamé informace o motolici jaterni,
jejim zivotnim cyklu, jednotlivych vyvojovych stadii, mezihostiteli, mozné
prevenci, terapii motolicnosti a vyuzivanych diagnostickych metodéch.
V experimentalni Casti probéhla infikace jehnic plemene Texel metacerkariemi
citlivého kmene F. hepatica z laboratorni produkce Ridgeway Research, Velka
Britanie a poté nasledovalo pravidelné odebirani vzorki, sledovani pritbéhu nédkazy
a odpovédi organismu. Sledovani nakazy u ovci probihalo pomoci vybranych
diagnostickych postupi pouzivanych k zjisténi fasciolézy. Bylo pouzito
ovoskopické vysetieni, stanoveni hematokritu, stanoveni diferencidlniho poctu

leukocytl a stanoveni protilatek metodou ELISA.

Mezi nejcastéjSi  konvencni metody diagnostiky fasciolézy patii
koprologické sedimentacni vysetfeni. Je to béznéd diagnosticka metoda pouzitelna
pouze po ukonceni prepatentni periody. S pomoci kvalitativni metody podle Chyli,
kterd byla pro ucel této prace modifikovana na kvantitativni, byly vySetfeny
vSechny fekalni vzorky odebrané¢ pted a béhem infekce. Modifikace spociva
v pripraveé suspenze ze sedimentu, ktery byl klasicky ptipravovan, iprava metodiky
byla jiz dfive vyuzita v jiné diplomové praci (Virtova 2015). Prvni vyskyt vajicek
byl zpozorovan v exkrementech hostitele 10. - 11. tyden po infikaci, coz koreluje
jak s literarnimi tdaji (Calvani et al. 2018, Kassai 1999), tak i1 s vysledky shodn¢
koncipované studie jiné fakultni autorky (Virtova 2015). Vysledky koprologického
vySetfeni byly do tabulky uvedeny v hodnotach EPG, jejich hodnota béhem infekce
kolisa (Kassai 1999). V ptipad¢ vajicek zadrzenych v Zlu€ovém méchyii se miize

fale$na pozitivita objevit i po 2 tydnech od uspésné 1éby (Beesley ef al. 2017).

Hematologickymi vysetfenimi byly sledovany reakce organismu hostitele
na probihajici parazitozu. Infekce helminty jsou spojovany s eozinofilii liSici se dle
stddia a druhu parazita (Carranza-Rodriguéz et al. 2018). Krevni natéry ukazaly
signifikantni zvySeni hladiny eozinofilii u vSech testovanych zvitat ve 3. tydnu
infekce. Je nutné podotknout, Ze prvni odbér vzorkl nasledoval z organizacnich
divodil jiz 3 dny po umélé infikaci, nikoli tyden, proto je rozdil ve vysledku

vzestupu eozinofilil v porovnani s uvedenymi studiemi.
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Studie Virtové (2015) a Raadsma et al. (2007) uvadi vzestup eozinofill ve
2. tydnu po infikaci a také popisuji dalsi dva vzestupy v prubéhu infekce. Tyto
vykyvy pfisuzuji odpovidajicimu prubéhu zivotniho cyklu motolice - migraci
mladych motolic v jatrech a poté jejich premisténi do zluCovodu. V této praci byly
zaznamenany dal$i vzestupy v 7. tydnu po infekci u jehnice €. 575 a v 10. tydnu u
jehnice €. 615. Mimo tyto vykyvy méla hladina eozinofilti po dosazeni maxima ve
3. tydnu infekce spiSe sestupnou tendenci. Nékteré hodnoty se dostaly ke konci
studie az na nulu. V tomto piipadé tedy mizeme fict, ze diagnostickd metoda neni
vhodnou vypovidajici metodou. Pro terénni podminky, kdy nevime ptfesnou dobu
infikace, tyto hodnoty nemusi byt smérodatné. Navic se eozinofilie projevuje nejen
u parazitdz, ale je pfitomna i napf. u hematologickych malignit, myositidy,
pneumonie, koznich nemoci a dokonce se fyziologicky vyskytuje béhem fije u fen

(Doubek 2003).

Fyziologickd hladina neutrofild u ovei marozmezi 20 — 50 %
(Doubek 2003). V pribéhu této studie byly zaznamenany nékteré hodnoty pod
timto rozmezim. Naopak v jiné studii byla pozorovana hladina neutrofild vyssi
(Matanovi¢ et al. 2007). Zhang et al. (2005) a Virtova (2015) nepozorovali v jejich
experimentech Zadné vyznamné zmeény v poctech neutrofilli. Hladina neutrofili
neni pro toto onemocnéni rozhodujici. Neutrofilni granulocyty vétSinou odpovidaji
na akutni bakteridlni zanét hlavné ve sliznicnim a ob&hovém systému

MV

interindividudlnimi rozdily hostiteld.

Dal$im parametrem krve, ktery byl ovlivnén infekci, byl hematokrit.
Fyziologické hodnoty hematokritu ovci dle Doubka (2010) jsou 0,27 - 0,45.
U v8ech zvitat oproti pfedinfekénimu stavu dosdhly hodonoty hematokritu na konci
studie poklesu o pfiblizné 1/4. Nejniz8i hodnota byla 0,25 u jehnice ¢. 575
v 11. tydnu po infekci. Vyrazné nizkd hodnota hematokritu miZe naznacovat
zavaznost infekce a predpovidat az fatdlni komplikace u hostitele.
Matanovi¢ et al. (2007) ve své praci uvadi, Ze piirozené¢ infikované ovce
s hodnotami hematokritu 10 % zili, zatimco Hawkins (1984) uvedl uhyn u uméle
infikovaného hostitele pti 15 % hodnoté hematokritu. Z toho vyplyva, ze zavisi
na délce obdobi pfijmu metacerkarii, jelikoz juvenilni jedinci nemigruji najednou,

ale postupn¢ (Matanovi¢ et al. 2007).
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Postupny pokles hodnot u vSech jehnic poukazuje na ztraty krve zapticinéné
motolicemi v jatrech. Raadsma et al. (2007) ve své studii uvadi strmy pokles

hematokritu v 9. tydnu infekce.

Infekce fasciol6zou je charakterizovana také zvySenim hladiny protilatek
IgG, ktera je prvn¢ detekovatelnd 2 - 4 tydny po infekci a dosahuje vrcholu mezi
8. a 10. tydnem po infekci (Beesley et al. 2017, Taylor et al. 2005). K detekci
protilatek v nasi studii byla pouzita imunologickd metoda ELISA. Testovano bylo
predinfekéni sérum a sérum z 11. tydne infekce za pouziti exkre¢né - sekrecnich
produkti motolice jaterni jakozto antigeni. Metoda potvrdila narGst hladiny
protilatek v priméru o 35 % v 11. tydnu (Jezkova 2016). Pokud by méfeni
pokracovala i v dalSich tydnech infekce, pravdépodobné by dochazelo k dal§imu
nartistu ptfipadné udrzeni vyssi hladiny protildtek v séru, jako je tomu v praci

Virtové (2015).

Sérologické metody umoziiuji ¢asnou detekci fasciolozy, ale cirkulace
protilatek mize v krvi pretrvavat nékolik mésicti po uspésném odcerveni. Sérologie
pouze potvrzuje expozici hostitele parazitovi, ale ne vzdy poukazuje na aktudlni
infekci. RozliSeni zvifete s infekci od 1é€eného zvitete je rozhodujici pro posouzeni

ucinnosti 1écby (Arifin et al. 2016).

Kombinace koprologického vysetfeni s imunologickym je doporu¢ovanym
postupem pii diagnostice fasciolozy. Vysledky mohou poskytnout presnéjsi

informace o realné parazitarni situaci (Matanovi¢ et al. 2007).
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8. Zavér

V prvni ¢asti diplomové prace jsem nejprve uvedla obecné informace
k experimentalnimu zvifeti, ovci domaci, a jejim endoparazitézam, ze kterych jsem
se nasledné zamétila na zpracovani informaci o fascioldze a jejim ptivodci motolici
jaterni (F. hepatica). Prace pokracovala v druhé ¢asti vlastnim experimentem. Po
dovezeni tfi jehnic plemene Texel a jejich koprologickém vysSetfeni na negativitu
pritomnosti motolic, prob¢hla infikace metacerkariemi a nasledujicich 16 tydnti byl
zajistovan odbér vzorkli pro vysetieni koprologickou, hematologickou
a sérologickou metodou. Po ukonceni studie byla zvifata usmrcena a pii pitve byli
izolovani dospélci F. hepatica. Tito dospélci byli poskytnuti pro dal§i vyzkum
na Katedru biochemickych véd Farmaceutické fakulty UK v Hradci Kralové. Studii
jsme potvrdili, Ze prepatentni perioda trva 10 — 11 tydni. Fasciol6za byla také
potvrzena zvySenim eozinofilie 3. tyden po infekci. Hodnoty hematokritu se béhem
studie postupné snizovaly u vSech tii jehnic. V tydnu pied infekci (22. 1. 2016)
a v 11. tydnu infekce byla provedena ELISA s jednoznaénym zvySenim hladiny

protilatek IgG v rozpéti o 25 — 46 % u vSech testovanych zvitat.
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