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1. Abstrakt

Fascioloides magna (motolice velkd) je veterinarné¢ vyznamny endoparaziticky helmint
parazitujici u fady obratlovcll (priméarné prezvykavci), ktery svym hostitelim mize plsobit
vazné zdravotni problémy, jez Casto vedou az k jejich smrti. Mistem definitivni lokalizace
dospé€lci F. magna je jaterni tkan hostitele, kde v pseudocystach dlouhodobé piezivaji a
produkuji vajicka. Vajicka odchazi z pseudocyst pres zlu¢ovody do stfeva a nasledné opousti
télo hostitele spolecné s trusem. Diagnostika fascioloiddzy je doposud zalozena piedevsim na
postmortalnim vySetieni jater uhynulych hostitelii. Vhodnou alternativou mohou byt nékteré
piimé a nepfimé metody intravitdlni diagnostiky. S vyuZzitim téchto metod lze parazitozu
prokazat bud’ na zdklad¢ pfimého nalezu vajicek v koprologickém materidlu hostitele -
mikroskopicky, nebo nepifimo po izolaci parazitarni DNA a nasledné PCR - molekularné.
Molekularné diagnostické metody rovnéz umoziuji spolehlivé odliSeni nakazy F. magna od
dalsich pftipadnych trematoddz (pasobenych napi. Fasciola hepatica, Dicrocoelium
dendriticum, Paramphistomum cervi).

Klicova slova:
Trematoda, motolice, Fascioloides magna, diagnostika, molekularni techniky, koprologické
vySetieni, izolace DNA, PCR, molekularni markery, ITS1, ITS2

Abstract

Fascioloides magna (giant liver fluke) is veterinary important endoparasitic helminth
parasitizing in a number of vertebrate species (primarily in ruminants), causing them severe
health problems, often leading to death. The F. magna adults are mostly localized in the liver
tissue of the definitive hosts, where they survive in pseudocysts for a long time and produce
eggs. The eggs are released from the pseudocysts via the bile ducts into the gut and then leave
the host’s body together with faeces. Up to now, the diagnostics of fascioloidosis is primarily
based on the dissection of the host’s liver. The direct and indirect intravital diagnostic
methods could represent an appropriate alternative. Using the intravital diagnostic methods,
the parasitosis can be revealed either directly (microscopically) — by discovering the eggs in
the host’s faeces or indirectly (molecularly) — by isolation of the parasite’s DNA and the
subsequent PCR. The molecular diagnostic methods also allow the reliable differentiation of
F. magna infection from the other eventual trematodosis (caused by e.g. Fasciola hepatica,
Dicrocoelium dendriticum, Paramphistomum cervi).

Key words:
Trematodes, fluke, Fascioloides magna, diagnostic, molecular technics, coprological
examination, DNA isolation, PCR, molecular markers, ITS1, ITS2



2. Uvod

Fascioloides magna (Bassi, 1875) je endoparaziticky helmint rodu Fascioloides (Ward,
1917), fadici se do &eledi Fasciolidae, téidy Trematoda, podtiidy Digenea. Cesky nazev pro F.
magna neni zcela ustdlen, vedle ndzvu motolice velka se pouziva i oznafeni motolice
obrovska ("giant liver fluke", "large American fluke" ¢i "deer fluke™).

Piestoze fascioloiddza patii mezi veterindrné vyznamné parazitézy v Evropé i Ceské
republice, tak je této problematice, véetné moznosti diagnostiky a 1écby, vénovana minimalni

pozornost.

Cilem této prace je pfedevsim zhodnoceni teoretickych moznosti vyuziti mikroskopickych
a molekularnich metod pro intravitalni diagnostiku F. magna a diferenciaci fascioloidozy od

jinych trematodoz.
V této praci jsem si vytycila tyto dil¢i cile:

A. Utridit dostupnou literaturu tykajici se molekularni diagnostiky Fascioloides
magna, blizce prFibuzné motolice Fasciola hepatica (Linné, 1758), dale
Dicrocoelium dendriticum (Rudolphi, 1819), Paramphistomum cervi (Fischoeder,

1901) a pripadné dalSich parazitarnich organismi.

B. Na zakladé literarnich udaji navrhnout vhodné metody sbéru a zpracovani
koprologickych vzorku (izolace vajicek a DNA F. magna, F. hepatica, D.

dendriticum, P. cervi).

C. Pokusit se definovat vyuZitelnost (vyhody/omezeni) mikroskopickych a

molekuldarnich metod pro diagnostiku F. magna z koprologického materialu.



3. Charakteristika Fascioloides magna a komparativnich modeli

Zivotni cyklus F. magna zahrnuje dva hostitele — plze a savce (Swales 1935, 1936).
Spektrum mezihostiteld i definitivnich hostitelii je pomérné Siroké a lisi se v zavislosti na
oblasti vyskytu F. magna. V Severni Americe, kde je F. magna ptivodni, jsou nejc¢astéj$imi
mezihostiteli vodni plzi z celedi Lymnaeidae (napf. Lymnaea bulimoides techella, L.
caperata, L. modicella), v Evropé, kam byla F. magna introdukovana v 19. stoleti, je to
hlavn¢ Galba truntacula (bahnatka mald) ze stejné Celedi (Erhardova-Kotrla 1968a, Foreyt a
Todd 1978, Dunkel a kol. 1996, Galaktionov a Dobrovolskij 2003). Mezi mozné
mezihostitele se v Evropé¢ tfadi také Lymnaea palustris, Omphiscola glabra a Radix peregra,
jejichz vnimavost k nakaze F. magna byla prokazana experimentalné (Faltynkova a kol. 2006,
Rondelaud a kol. 2006, Dreyfuss a kol. 2007). Definitivnimi hostiteli F. magna jsou nejcasté&ji
piezvykavei. Clenime je na 3 zakladni typy: specifické definitivni hostitele (SDH),
nespecifické definitivni hostitele (NDH) a hostitele netypické (aberantni, NH) (Swales 1935,
1936, Pybus 2001, Polakova 2009 Bc. prace). Mezi SDH ftadime vétSinu druhd z Celedi
Cervidae (jelenoviti). Na tizemi Evropy jsou to predev§im Cervus elaphus (jelen lesni), Dama
dama (danék evropsky) a Capreolus capreolus (srnec obecny) (Erhardova-Kotrla 1971,
Novobilsky a kol. 2007). Mistem definitivni lokalizace F. magna je jaterni parenchym SDH,
kam migruji juvenilni motolice. Dostanou-li se v jatrech do blizkého kontaktu minimalné dvé
juvenilni motolice, pfestavaji migrovat a jaterni tkan hostitele kolem nich zacind tvofit
fibrozni pseudocystu (Swales 1935, Foreyt a kol. 1976). V SDH F. magna dokoncuje
vyvojovy cyklus a nasledné¢ dosp€lé motolice zacinaji produkovat infekceschopna vajicka
(Erhardova-Kotrla 1971, Novobilsky 2007). Vajicka z pseudocysty ve velkém mnozstvi
odchazeji kanalky, kterymi jsou pseudocysty napojené na zlu¢ovody, dostavaji se do tenkého
stteva a jsou vyluCovany spolecné s trusem (Foreyt 1996). Pseudocysty obsahuji kromé
dospélych motolic a velkého mnozstvi vajicek také typickou tmavohnédou tekutinu,
vznikajici jako disledek vylucovani metabolitii z traveni krve a zluc¢e (hematin a bilirubin),
které probiha ve stievé juvenilnich i dospélych motolic (Swales 1935, Pybus 2001, Chroust a
Chroustova 2004, Novobilsky a kol. 2007). Vyjime¢né mohou juvenilni motolice napadat
kromé¢ jater 1 jiné orgény hostitele, naptiklad plice, ledviny, pateini kanal. V téchto ptipadech
vSak nedochazi k tvorbé pseudocyst a motolice brzy hynou (Erhardova-Kotrla 1971, Pybus
2001).

V NDH jsou juvenilni motolice schopné migrovat az do jater, kde se opét tvofi

pseudocysty, které vSak nejsou propojeny se zlu¢ovody, vajicka nemohou odchazet do stieva



a prub¢h kompletniho zZivotniho cyklu parazita je tedy znemoznén (Swales 1935, 1936). NDH
v Ceské republice mohou byt zejména Bos taurus (tur domaci) a Sus scrofa (prase divoké),
ptilezitostné Alces alces (los evropsky) (Swales 1936, Pybus 2001). Nasledkem migrace
juvenilnich stadii parazita a tvorby pseudocyst kolem dospélych motolic dochazi v piipadé
SDH a NDH c¢asto k vyrazné degeneraci jaterniho parenchymu doprovazené zvétSenim jater
(Pybus 2001, Novobilsky a kol. 2007).

V téle NH juvenilni motolice trvale migruji, ¢imz hostiteli zpisobuji rozsahlad poskozeni
organi a tkani (Swales 1936). Mezi NH patfi zejména zastupci malych turovitych
prezvykavcu, napt. Ovis aries (ovce domaci) a Capra hircus (koza domaci) (Swales 1935,
Erhardova-Kotrla a Blazek 1970, Foreyt a Todd 1976, 1978, Novobilsky 2007).

Rozsah patogenniho piisobeni F. magna zavisi pfedev§im na typu (SDH, NDH, NH) a
druhu infikovaného hostitele. Nékteré druhy sparkaté zvéfe, jako napi. Cervus elaphus
(SDH), jsou vuci fascioloidéze odolngjsi, a i "silna" nakaza (200 ks dospélct F. magna) u
nich muze dlouhodobé probihat bez zjevnych priznakt, zatimco napt. pro Capreolus
capreolus (SDH) muze byt i "mirna" nakaza (5-10 ks dospélci F. magna ) fatalni (Zahot
1965, tustni sdéleni doc. MVDr. Dusana Rajského CSc., 2007, Technicka univerzita ve
Zvoleni, Slovenska republika). Infekci F. magna casto provazi také dalsi negativni ptiznaky,
kterymi mohou byt ubytek celkové hmotnosti hostitele a napf. 1 snizeni kvality parozi
(Erhardova-Kotrla 1971).

Kromé stabilnich ohnisek fascioloidézy vramci Ceské republiky (hlavné na tzemi
jiznich Cech) (Ulrich 1930, Erhardova-Kotrla 1971, Novobilsky a kol. 2007) se objevuji stale
nové lokality s vyskytem F. magna. Z hlediska postupujiciho Sifeni ndkazy F. magna
predstavuje vazny epizootologicky problém nejen pro volné€ Zijici zvéf, ale také pro oborova a
hospodatska zvifata chovana v ohroZenych oblastech (Spakulové a kol. 2003). Jeden ze sméri
naseho vyzkumu, tykajici se monitoringu F. magna, geografické Siteni ndkazy potvrzuje, a to
i proto, Ze 16¢ba (rafoxanidem a mebendazolem tj. Rafendazol premix) je u divoké zvéfe v CR
casto neefektivni (Novobilsky 2007).

Ptestoze F. magna pusobi v populacich zvéfe vyznamné Skody, je celosvétove

problematice diagnostiky fascioloid6zy v€novéana prozatim nedostate¢na pozornost.

3.1 Zivotni cyklus F. magna (Obr. 1)

Za vhodnych teplotnich podminek se ve vajicku po 4-7 tydnech vyvine obrvena larva

(miracidium), kterd ho opousti operkulatnim otvorem, aktivné vyhleddva mezihostitele a



pronika do n¢j. Nenalezne-li vhodného mezihostitele, tak hyne do 16-20 hodin (Yamaguti
1975). Miracidia, ktera proniknou do plze, odlucuji povrchovou vrstvu ciliarnich desti¢ek a
jejich telo dale kryje povrchové syncitium (tegument, neodermis). V plzi vznikd dalsi
vyvojové larvalni stadium (sporocysta). Sporocysty obsahuji zarodeéné buiky, které davaji
vzniknout jedné az Sesti matetskym rediim, ze kterych se vyviji redie dcefiné (Erhardova-
Kotrla 1968a, Novobilsky 2007). Vysledkem tohoto asexualniho mnozeni je produkce
larvalnich stadii (cerkarii), které aktivné opoustéji mezihostitelského plze. Ve vnéjSim
prostiedi se cerkarie encystuji na pevném podkladu (napt. vegetaci), ¢imz vznikd stadium
metacerkarie (Swales 1935, Erhardova 1971, Galaktionov a Dobrovolskij 2003). Metacerkarie
mohou prezivat ve vlhkém prostiedi az 2,5 mésice (Erhardova-Kotrla 1968b). Definitivni
hostitel se nakazi pozienim vegetace s metacerkdriemi. V tenkém stfevé se metacerkarie
uvoliuji z ochrannych obald, transformuji se na juvenilni motolice, které migruji stfevni
sténou a dal§imi tkdnémi az do jater, kde v pseudocystdch pomalu rostou a vyviji se

v dospélce, ¢imZ se Zivotni cyklus uzavira.

Obr. 1. Zivotni cyklus Fascioloides magna

\X\(‘G -
,-\ % metacerkérie
A

vajicka

\

Fascioloides magna.

mezihostitel
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3.2 Komparativni modely

Za ucelem ovéfeni vyuzitelnosti molekuldrnich metod pro diagnostiku fascioloidézy byly
vybrany komparativni modely motolic, jejichz vyskyt se v ramci Ceské republiky prekryva
svyskytem F. magna, které mohou podobné¢ parazitovat jak u volné zijicich, tak i
hospodaiskych zvifat, a jejichz vajicka jsou na zékladé koprologického wvySetfeni a
nasledného mikroskopického pozorovani obtizné rozlisitelna (Hood a kol. 1997, Pybus 2001,
Novobilsky a kol. 2007). Mezi tyto modely byly zafazeny; Fasciola hepatica (motolice
jaterni, ¢eled’ Fasciolidae) — blizce piibuzna F. magna, Dicrocoelium dendriticum (motolice
kopinata, c¢eled® Dicrocoeliidae) a Paramphistomum cervi (motolice jeleni, celed

Paramphistomidae).

3.2.1 Hlavni morfologické (diferenciacni) znaky F. magna a komparativnich druhi
motolic (Obr. 2 a Obr. 3)

Na zaklad€ morfologie 1ze dospé€lce F. magna snadno odlisit od komparativnich modela F.
hepatica, D. dendriticum a P. cervi. Dospélé motolice F. magna, piezivajici v jaternich
pseudocystach SDH, dosahuji rozméra 25-100 x 20-35 mm (Erhardova-Kotrla 1971, Pybus
2001, Chroust a Chroustova 2004, Novobilsky 2007). Télo dospélct je pokryto tegumentem
cervenohnédé barvy (Jones a kol. 2001, Pybus 2001, Novobilsky 2007). Svym vzhledem je F.
magna nejvice podobna F. hepatica ze stejné ¢eledi Fasciolidae. Hlavnimi diferencia¢nimi
znaky jsou; odlisné rozméry dospélych jedincti, absence hlavového vybézku na piednim konci
téla v piipadé F. magna, odlisné uloZeni vitelarii a varlat. U rodu Fascioloides jsou vitelaria
ulozend pouze na ventralni strané€, zatimco rod Fasciola je ma jak na ventralni, tak i na
dorzalni strané téla. Varlata ma F. magna umisténa vedle sebe, na rozdil od F. hepatica, ktera
je ma umisténa za sebou (Kearn 1998, Jones a kol. 2001, Spakulova a kol. 2003).

Dilezitym diagnostickym znakem nakazy je v piipad¢ vSech Ctyf vySe uvedenych druhi
motolic dikaz pfitomnosti vajicek v trusu SDH pii koprologickém vySetfeni. Vajicka F.
magna, F. hepatica a P. cervi si jsou velmi podobna nejen svym tvarem, ale i rozméry. F.
magna produkuje ovalna, zlutohnéda operkulatni vajicka o rozmérech 120-185 um x 70-90
um (Erhardova-Kotrla 1971, Pybus 2001, Spakulova a kol. 2003). Obsah vaji¢ka je stejné
jako v ptipadé¢ F. hepatica, D. dendriticum a P. cervi vyplnén ¢etnymi zloutkovymi granulemi
(Bonita a Taira 1996, Valero a kol. 2009).

Fasciola hepatica: Mistem definitivni lokalizace této motolice jsou nejcastéji zlucovody ovci,

skotu a dalSich savct (vCetné Clov€ka), juvenilni motolice mizeme vSak nalézt i pfimo

9



V jaternim parenchymu. Dospélci dosahuji rozméra 20-40 X 8-13 mm, télo ma Sedohnédou az
zelenohnédou barvu. Na piednim konci téla je zietelny hlavovy vybézek. Vajicko F. hepatica
je ovalného tvaru, zlutohnédé barvy, o velikosti 128—142 um x 68—82 pum (Erhardova-Kotrla
1971, Pybus 2001). Na jednom pdlu je opatiené operkulem ( Pybus 2001, Valero a kol. 2009).

Dicrocoelium dendriticum: Tato motolice parazituje pfedev§sim u piezvykavcl (nejcastéji u
Ovis musimon a O. aries), ale mize napadat i ostatni savce, vyjimecné i ¢loveéka (Mapes
1951, Erhardova-Kotrla 1971, Nilsson 1971, Cengiz a kol. 2010). Dospéli jedinci pfezivaji ve
zlu¢ovodech, zlu¢niku a ve slinivce (Pybus 2001, Duchacek a Lamka 2003). T¢lo D.
dendriticum dosahuje rozmérti 8-10 X 1,5-3 mm, ma kopinaty tvar a jejim télnim pokryvem
prosvitaji zfetelné¢ vSechny organy (Erhardova-Kotrla 1971). Operkulatni, asymetricky
ovalna, tmaveé hnéda vajicka D. dendriticum o rozmérech 36-45 um x 20-30 um jsou napadné

mensi a odlisna od F. magna, F. hepatica a P. cervi. (Mapes 1951).

Paramphistomum cervi: Na rozdil od vySe uvedenych motolic je tento helmint fazen mezi

parazity gastrointestinalniho traktu. Juvenilni stadia se nachazi ve dvanactniku a slezu, kde po
dobu 6-8 tydnd dospivaji, zatimco dospélé jedince nalezneme nejcastéji v bachoru nebo
v jednotlivych ¢astech predzaludki piezvykavea (Erhardova-Kotrla 1971). Dospélé motolice
dosahuji velikosti 10-15 X 2-5 mm a produkuji operkulatni vajicka o rozmérech 114-176 pm x

73x100 um (Olsen a kol. 1962, Burgu 1981).

Obr. 2. Dospélci: A — Fascioloides magna, B — Fasciola hepatica, C — Dicrocoelium

dendriticum (foto Parasitologia veterinaria, www.jcastella.uab.cat), D — Paramphistomum cervi

(foto Kaufmann, www.wurmkur-tiere.de).

A B C D

0.5cm

0.5cm
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Obr. 3. Vajicka: A - Fascioloides magna, B — Fasciola hepatica (foto Janssen,
www.rve.ac.uk), C — Patamphistomum cervi (foto Janssen, www.rvc.ac.uk), D — Dicrocoelium

dendrtiticum (foto Calvo and Pini, www.cdfound.to.it).

11


http://www.rvc.ac.uk/
http://www.rvc.ac.uk/
http://www.cdfound.to.it/

4. Moznosti diagnostiky infekce F. magna

Diagnostika F. magna je u SDH doposud zaloZzena zejména na postmortalnim patologicko-
morfologickém vySetieni jater odlovenych ¢i uhynulych jedinci a na ¢asto "anonymnim"
intravitalnim mikroskopickém vysetfeni vzorku trusu (tj. z nahodné odebraného vzorku trusu,
ktery nelze ptifadit ke konkrétnimu jedinci). Pro nasazeni efektivni 1éCby fascioloidozy by
vSak bylo vhodné F. magna diagnostikovat intravitaln¢ "neanonymné" (tj. ze vzorku trusu,
ktery lze pritadit ke konkrétnému jedinci), pfi¢emz spolehlivy a specificky diagnosticky test
nebyl zatim vyvinut.

Nejspolehlivéjsi metodou pro zachyceni infekce F. magna je pato-anatomické vySetieni
definitivniho hostitele s pfimym nalezem pseudocyst a motolic v jaternim parenchymu (Pybus
2001, Horackova 2007 diplomova prace). Jaterni pseudocysty jsou Casto dobie viditelné a
rozeznatelné uz piti prvnim ohledéani jaterni tkan¢ (Obr. 4). Kromé pifimého nalezu zivych c¢i
mrtvych motolic je dilezitym diagnostickym znakem vyskyt tmavého zabarveni, pigmentu,
na povrchu i uvnité organa bti$ni a hrudni dutiny, nejcastéji vSak pravé na jatrech (Swales
1935). Pfi infekcich definitivnich hostitelii dal§imi druhy motolic, vyskytujicich se v Ceské
republice (F. hepatica, D. dendriticum, P. cervi), tyto patologické zmény nastavaji vyjime¢né
(Chroust a Chroustova 2004).

Obr. 4. Jatra Cervus elaphus poskozena v disledku infekce F. magna (foto Kasny). PC;
pseudocysta.

10 cm
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Prestoze jsou intravitalni diagnostické metody pro nekteré z komparativnich modela
zahrnutych v této praci (F. hepatica a D. dendriticum) bézné pouzivany v klinické praxi, v
diagnostice infekce F. magna jednoducha, spolehliva a snadno reprodukovatelna intravitalni
metoda zatim chybi (Strauss a kol. 1999, Ubeira a kol. 1999, Broglia a kol. 2009). K
intravitalni diagnostice F. magna se vyuzivaji jak metody ptimé, tak nepiimé. Primé
diagnostické metody jsou zaloZeny na zachyceni vajicek F. magna pii koprologickém
vySetieni. Mezi neptimé diagnostické metody, dosud nevyuzivané pro zaznamendni nakazy F.
magna, tfadime napf. metody biochemické, hematologické, imunologické a molekularni
(Qureshi a kol. 1995, Olson a Tkach 2005, Horac¢kova 2007 diplomova prace, Novobilsky a
kol. 2007).

/4

4.1 Postupy a metody v diagnostice intravitalni primé

Mezi ptimé metody diagnostiky fascioloiddéz tadime piedevSim ndlez vajicek v trusu
hostitele. Zatimco ve vzorku trusu SDH je mozné nalézt vajicka F. magna, u NDH nejsou
pseudocysty propojeny zluCovody se sttevem a vylucovani vajicek do vnéjSiho prostredi je
znemoznéno. U NH juvenilni motolice F. magna neustale migruji a nedospivaji do stadia, kdy

by mohly vajic¢ka produkovat.

4.1.1 Sbér koprologického materialu volné v prirodé

Material pro ucely koprologického vySetfeni se odebird na lokalitach, kde se pohybuje
potencialné nakazena zveéi (SDH). Konkrétnimi misty idealnimi pro odbér trusu je okoli
krmnych zafizeni nebo migracni stezky, tj. mista zvySené koncentrace zvéfe. Vhodnym
obdobim pro sbér trusu jsou z téchto ditvodi zimni mésice se stabilni snéhovou pokryvkou.
Navic trus jednotlivych druht SDH odebrany v zimnim obdobi Ize spolehlivé rozliit (Obr.
5). Vzorky trusu je pak moZzné uchovavat v chladu (do 4°C) nebo zamrazené (-20°C) az po
dobu né€kolika mésicl, aniz by vajicka motolic pfitomnd v trusu degradovala. Metoda
nadhodného ("anonymniho") sbéru koprologického materidlu ma vSak tu nevyhodu, ze nelze
ptifadit urc¢ity vzorek ke konkrétnimu jedinci. Pokud je vzorek trusu pozitivni z hlediska
ptitomnosti vajicek, tak lze usuzovat, Ze je nakazeno vice jedincl z populace vyskytujici se v
oblasti, odkud vzorek pochazi. Cervus elaphus, Dama dama i Capreolus capreolus jsou totiz

stddova zvitata. Stado se chodi past vétSinou spole¢né a pro vSechny jedince tak existuje
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podobna pravdépodobnost, ze se v misté vyskytu metacerkarii F. magna nakazi (stni sdéleni

Ing. Adam Jirsa, Sprava NP Sumava).

Obr. 5. Trus specifickych definitivnich hostiteli: A; 23— Cervus elaphus (A;; samec, Az;
samice, Ags; letni trus)y, B - Dama dama, C — Capreolus capreolus
(www.freewebs.com/ivanhoracek/PDF/PNS-8.pdf).

4.1.2 Ziskavani koprologického materialu od konkrétnich jedincu

Odbér trusu z konkrétniho ("neanonymniho") jedince je realizovatelny prostfednictvim
piimého pozorovani nebo imobilizace jedince. Zatimco odbér na zéklad¢ ptimého pozorovani
stale pfinasi riziko zaménéni vzorku, je ptivod vzorku odebraného z imobilizovaného jedince
nezpochybnitelny. Odbér trusu imobilizovanému jedinci je pro nds moZny zejména diky

telemonitorovacimu projektu, ktery probihd v NP Sumava (www.npsumava.cz), s jehoz

spravou je na$ vyzkumny tym v kontaktu. V ramci tohoto projektu pracovnici NP Sumava
dlouhodobé znaci jeleni a srn¢i zvéf obojkem s integrovanym GPS-pfijimacem, ktery
umoziuje sledovat jeji presny pohyb a aktivitu (obojky jsou vybaveny dvéma pravouhle
orientovanymi senzory, které reaguji na zrychleni a registruji pohyby zvitete). Pfed nasazenim
obojku ¢i jeho vyménou je jedinec vzdy nejdiive imobilizovan narkotizacni sttelou a pfti této
ptileZitosti je mozné odebrat i vzorek trusu. Vedeni NP Sumava vyjadtilo ochotu podilet se
timto zpisobem na monitoringu fascioloid6zy a jejiho ptipadného vlivu na nakazené jedince.
Od této spoluprace si v budoucnu slibujeme predev§im moznost sledovat vliv ndkazy na
aktivitu konkrétniho jedince a jeho migraci dokumentujici pfipadné Sifeni parazita na dalsi

lokality.
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4.1.3. Zpracovani koprologického materialu

Pied vlastnim mikroskopickym vySetienim 1 pted aplikaci molekularné diagnostickych
metod je nutné odebrany koprologicky material vhodné zpracovat. Zatimco zpracovani
koprologického materidlu se pro u¢ely mikroskopického vysetteni omezuje pouze na zakladni
koncentracni metody, je priprava vychoziho vzorku (tj. izolované parazitairni DNA) pro

molekularné diagnostickou analyzu metodologicky naro¢néjsi.

Sedimenta¢ni metoda: Tato metoda vyuziva gravitace a hustoty roztoku k tomu, aby se

vajicka motolic koncentrovala - sedimentovala na dné nadoby. Trus se rozmicha s vodou,
zcedi se pies sitko, ¢imz se odd¢€li veétsi zbytky potravy (zachytavaji se v sitku) od menSich
¢asti s vajicky. Suspenze se necha odstat, aby mohla vajicka sedimentovat. Po 5 minutach se
ze dna nadoby pipetou odebere nékolik kapek vzorku, ktery se nanese na podlozni sklicko,
ptikryje krycim sklickem a prohlizi v optickém mikroskopu pii zvétSeni 100 - 400x
(Thienpont a kol. 1980, Anh a kol. 2008).

Pokud se s vyuzitim sedimentacni metody nepodaii vajiCka zachytit, doporuuje se

zopakovat koncentraci vajicek metodou flotacni.

Flota¢ni metoda: Metoda se Casto vyuziva k celkovému parazitologickému vySetieni trusu na

pritomnost parazitarnich utvari helmintézniho piivodu, véetné vajicek motolic (Yilmaz a
Godekmerdan 2004). Je zalozena na principu flotaénich roztoki, které maji vyssi specifickou
hmotnost nez vajicka. Pfi zpracovani vzorku trusu touto metodou se vajicka vyplavi na
povrch obsahu zkumavky a zkoncentruji se v povrchové blance. Jako flotacni médium se
pouzivéa naptiklad thiosiranovy nebo Sheatherliv roztok (roztok cukru o specifické hmotnosti
1,15 g/em®). Vzorek trusu se navlhéi nékolika kapkami vody, dikladné rozmélni a poté se
rozmichd v dal$im mnozstvi vody. Suspenze se zcedi pfes jemné sitko nebo giazu a
centrifuguje se 2 minuty pii nizkych otdckach (70 g). K sedimentu se pak ptfidd nékolik
mililitrli vody a smicha se s flotacnim roztokem tak, aby hladina dosahovala tésné pod okraj
zkumavky a vzorek se centrifuguje (300 g, 5 min). Po centrifugaci se opatrné dolije flota¢ni
roztok do zkumavky tak, aby bylo moZné na meniskus tekutiny pfiloZit kryci skli¢ko, na
kterém vajicka ulpi. Kryci sklicko pak ptiloZime na podlozni sklicko a mikroskopujeme, opét

pti zvétseni 100 - 400x (Faust a kol. 1938, 1939, Wobeser 1985).
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4.1.4 Mikroskopické vySetreni

Intravitalni diagnostika fascioloidozy je doposud zavisld pouze na mikroskopickém
vySetieni a klasifikaci vaji¢ek v koprologickém materialu SDH (Wobeser a kol. 1985, Foreyt
1996, Mas-Coma a kol. 1999). Vajicka F. magna jsou vsak nesnadno odlisitelna od vajicek F.
hepatica a P. cervi, ptipadn¢ D. dendriticum (Kaufmann 1996, Pybus 2001, Kralova-
Hromadova a kol. 2008). Navic jednotlivé druhy hostiteliit motolic (zejména F. magna i F.
hepatica) mohou mit vliv jak na morfologii dospélct, tak i vaji¢ek (zména velikosti i tvaru
vajicka), coz jesté vice komplikuje moznost mikroskopické diferenciace (Valero a kol. 2001,
Valero a kol. 2009). Obtizna diferenciace vaji¢ek jednotlivych druhd motolic je velkou
nevyhodou mikroskopického vySetieni. Na druhou stranu, nespornou vyhodou
mikroskopického vySetfeni je Casova nendrocnost a nizké finanéni ndklady. Vysledky
mikroskopického vySetfeni je vhodné potvrdit nepfimymi, avSak vysoce selektivnimi

diagnostickymi metodami, napf. molekularné.

4.2 Postupy a metody v diagnostice intravitalni nepiimé

Molekularni metody jsou v parazitologii ¢asto vyuzivany pro identifikaci a diferenciaci
jednotlivych parazitarnich organismi, véetné motolic (Kralova-Hromadova a kol. 2008, Lotfy
a kol. 2008). Témito metodami je teoreticky mozné diagnostikovat nakazu F. magna, F.
hepatica, P. cervi a D. dendriticum napf. na zakladé prukazu pfitomnosti DNA pochazejici
Z vajicek motolic v trusu SDH. Nize uvedené molekularni metody vzdy kombinuji metody
izolace parazitarni DNA a jejiho vyuziti pro identifikaci ndkazy pomoci napi. druhové

specifickych primert a PCR.

4.2.1 1zolace DNA

Nukleové kyseliny jsou ptitomny v jadie a v riznych bunéénych kompartmentech (napf.
mitochondrie, plastidy). Na zakladé zvolené metody je mozné izolovat DNA z konkrétniho
kompartmentu nebo z celé buiiky. Pti izolaci DNA je teba volit vhodnou metodu v zéavislosti
na typu bunék, ze kterych ma byt DNA izolovana, poZadované Cistoté a mnozstvi findlni
DNA. Existuje mnoho riznych metod purifikace DNA, ale jejich zakladni rysy jsou spole¢né.
Pro ziskdni obsahu vnitiniho prostfedi bunky je tfeba rozrusit (zlyzovat) cytoplasmatickou
membranu napiiklad slabymi neiontovymi detergenty (Alberts a kol. 1998, Smarda a kol.
2008). Za ucelem degradace a odstranéni proteinli z bunéénych lyzati se vzorek inkubuje,

napt. s proteinazou K.
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Mezi nejpouzivanéjs$i metody izolace DNA patii metody zalozena na fenol-chloroformové

extrakci a metody vyuZzivajici absorpce DNA na silikatovych membranach.

Izolace DNA z dospélcu fenol-chloroformovou metodou: Hlavnim principem metody je

nemisitelnost organického rozpoustédla (chloroformu) s vodnym roztokem bunééného lyzatu,
takze se smés, obsahujici vzorek, po dikladném protiepani rozdéli na dvé faze — horni vodnou
fazi obsahujici DNA a dolni fenol-chloroformovou s vysraZzenymi proteiny a dalS§imi zbytky
tkané (Alberts a kol. 1998, Smarda a kol. 2008).

Vstupni materidl pro izolaci DNA (napt. ¢ast dospélé motolice F. magna) je nutné nejprve
homogenizovat ve vodném prostiedi (pufru) s obsahem tensidu (napf. dodecylsiran sodny,
SDS), ktery rozpousti bunééné membrany. Lyza bunck a degradace proteinli je zajiSténa
inkubaci vzorku s proteinazou K a dithiothreitolem. Proteiny je pak mozné vysrazet
protiepanim v piitomnosti roztoku fenolu a chloroformu. Po protiepani se roztok centrifuguje
pro dokonal¢ oddéleni fazi (na rozhrani mezi fizemi se objevi bily prstenec sraZenych
proteintl). Horni vodna faze obsahujici DNA je pfenesena do nové Cisté zkumavky. Protoze i
stopové zbytky fenolu mohou interferovat s PCR, je nutné vzorek nakonec piecistit
protfepanim se samotnym chloroformem. Z piecisténého vodného roztoku je mozné DNA
dale vysrazet ptidanim 3M roztoku octanu sodné¢ho a koncentrovaného etanolu, ¢imz je po
centrifugaci ziskan pelet (precipitait) DNA pfitomny na dné¢ zkumavky. Promytim peletu
izolované DNA 70% etanolem jsou odstranény soli. Po odebrani a odpafeni zbytkového
etanolu lze DNA rozpustit ve vodé€, a takto upravenou uchovat pii -20°C, ¢i dale vyuzit
(Sambrook a kol. 1989, Capuano a kol. 2007).

Izolace DNA z dospélcti pomoci komerénich kitt: Izolace DNA pomoci vétSiny komerénich

kiti (napt. QIAamp DNA mini kit, QIAGEN) je zaloZena na procesu absorpce DNA na
silikdtové membrany v izolacnich kolonkach, nédsledném promyti a eluci DNA. Nespornou
vyhodou komercnich izola¢nich kitl je Casova a uzivatelska nenaroc¢nost, naopak nevyhodou

muze byt vyssi pofizovaci cena kitu.

Izolace DNA z vaji¢ek v koprologickém materialu: Vyhodou izolace DNA z koprologického

materialu je relativné rychld casova proveditelnost (n¢kolik hodin) a moZnost jeji realizace
v kazdé zékladn€¢ molekularné vybavené laboratofi. Metoda izolace parazitarni DNA

Z koprologického materidlu a nasledné PCR zatim nepatfi k rutinnim diagnostickym
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metodam, jeji vyuziti ve védecko-vyzkumné oblasti vSak stoupa (Verma 2003, Tang a kol.
2008).

Izolaci DNA z komplexniho koprologického vzorku znesnadnuje zejména velké mnozstvi
necistot, zlucovych soli a polyfenolickych ptimési, které¢ je nutné pied zapocetim izolace
DNA co nejvice eliminovat (Deuter a kol. 1995, Verma a kol. 2003). Pro odstranéni necistot
se pouzivaji absorp¢ni ¢inidla jako napi. InhibitEX matrix (QIAGEN). Pied¢istény vstupni
materidl je Casto nezbytné jesté dale zpracovat. V piipad¢ izolace DNA z vajicek motolic
ptitomnych v koprologickém vzorku (F. magna, F. hepatica, D. dendriticum a P. cervi) je
napf. nutné rozrusit stény vaji¢ek (napf. pfidainim detergentu ¢i mechanickou homogenizaci),
aby pak mohlo dojit i k degradaci proteint (napt. inkubaci pred¢isténého vstupniho materialu
v 70°C, po dobu 10 min za pfitomnosti proteinazy K). V dalSich krocich je nutné DNA
piecistit a zkoncentrovat. Vysledkem takové izolace je pak ziskani nejen parazitarni DNA
pochazejici z vajicek motolic, ale 1 DNA z jinych organismi ¢i jejich zbytkil pfitomnych
Vv koprologickém materialu.

Prestoze se tyto metody izolace DNA teprve rozvijeji, tak jiz byla publikovana fada praci
zabyvajicich se izolaci DNA mnoha druhii parazitarnich organismi ze smésnych
(koprologickych) vzorkii. Zatimco samotna izolace DNA je v dostupnych pracech popisovana
podobné, postupy piecisténi, zkoncentrovani a dalsi Gpravy vzorkl pied samotnou izolaci se
lisi. Deuter a kol. (1995) napt. testoval ¢tyfi typy absorpéni matrix (inaktivni BSA - bovine
serum albumin, celulézu, bramborovy S$krob a bramborovou moucku), které by mohly
absorbovat necistoty (napt. zlucové soli) a odstranit je béhem extrakce lidské chromozomové
DNA. Nejlepsich vysledkii bylo dosazeno s DNA ziskanou po absorpci necistot bramborovou
mouckou. Blank a kol. (2009) pred¢istoval vstupni material pro izolaci DNA z vaji¢ek
Schistosoma mansoni. Trus s vajicky S. mansoni byl nejdiive zhomogenizovan v piebytku 2
% roztoku NaCl a zcezen pies jemna sitka o velikostech ok 420 um az 50 pm, pficemz
Vv poslednim sitku s nejmensimi oky se vajicka S. mansoni (100 x 70 um) zachytila. Poté byly
vzorky precistény vzestupnou fadou 10%-70% Percoll roztoku. Po zavérecné centrifugaci se
na dné¢ zkumavky vytvofil pelet s vajicky, ktery byl opét promyt v 2% NaCl. DNA z vajicek
byla dale izolovana béznym postupem vhodnym pro izolaci DNA z Koprologického materialu.
Miiller a kol. (2007) popsal rychlou metodu izolace DNA z vajicek motolic celedi
Opistochorchiidae (Clonorchis sinensis, Opisthorchis viverrini, O. felineus), rovnéz bez
pouziti slozitych chemikalii. Trus byl inkubovan ve 2 ml mikrozkumavce s 2% roztokem
Triton X-100 a 25 mM KOH. Suspenze byla centrifugovana a sediment byl tfikrat promyt
roztokem 2% Triton X-100 a 25 mM KOH. K sedimentu s vajicky byl pfidan roztok
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sachar6zy/KCI o hustoté¢ 1.39 g/ml. Béhem nasledné centrifugace byla vajicka rozptylena
Vroztoku a oddélena od ostatnich sedimentujicich c¢asti koprologického materialu.
Supernatant obsahujici vajicka byl prenesen do nové 2 ml mikrozkumavky a byl doplnén
vodou az po okraj a opét centrifugovan. Pfidanim vody se snizila hustota roztoku a vajicka
sedimentovala ke dnu. Timto zplsobem piedCisténa vajicka byla homogenizovana a smés
centrifugovdna. Supernatant byl nasledné jeSté¢ povafen ve vodni lazni pro inaktivaci
hydrolytickych enzymti obsazenych v trusu. Takto upraveny vzorek byl jiz pfimo pouzit v
PCR reakci jako templat. Bylo zjisténo, Ze touto metodou je mozné amplifikovat DNA
Z jednoho vaji¢ka na 0,1 g vzorku trusu. Dyachenko a kol. (2008) izoloval vajicka tasemnic
(Echinococcus multilocularis, E. granulosus a Taenia spp.) z trusu pst. Vajicka tasemnic byla
zkoncentrovana standardni flotacni metodou, promyta 0,9% roztokem NaCl a centrifugovana.
Suspenze vaji¢ek byla smichana s 25 1M KOH a 1M dithiotreitol a inkubovana (65°C, 10
min), ¢imz bylo dosazeno zlyzovani vajicek. Zasadity lyzat byl zneutralizovan ptidanim 2 M
Tris-HCI (pH 8.3) a 10 M HCI. K suspenzi byl pfidan extrakéni pufr guanidinium thiokyanatu
a vzorek byl opét inkubovan. Poté byl ptidan 100% EtOH a kiemicitd suspenze. Vzorek byl
dale inkubovén, centrifugovan, nasledné opét promyt guanidinium thiokyanatovym pufrem a
dvakrat 70% EtOH. Poté byl supernatant odstranén a k peletu byl po vysuSeni ptidan TE pufr
(10mM Tris, ImM EDTA). Takto izolovana DNA byla pouzita pro PCR amplifikaci.

Parazitarni DNA F. magna, F. hepatica, D. dendriticum a P. cervi pfitomna v
koprologickém materialu pochazejici pfredev§im z vaji¢ek téchto motolic bude v budoucnu
izolovana pomoci QlAamp DNA Stool Mini Kitu (QIAGEN). Vytéznost DNA by mohla
zvysit 1 preinkubace trusu ve vodném prostiedi (14 dni, pfi teploté 25°C) az do vylihnuti
miracidii studovanych motolic, kterd je mozno zkoncentrovat pod svétlem, a pak pokracovat
ve vlastni izolaci DNA z téchto larvalnich stadii (ustni sdéleni RNDr. Marty Spakulové,
CSc.).

4.2.2 Molekularné diagnostické markery

MozZnost vyuziti molekularné diagnostickych markerti je ddna pfedpokladem existence
polymorfismu na urovni DNA jednotlivych druhli organismi. Takovymi markery jsou urcité
specifické nukleotidové sekvence v genomu daného organismu, které mohou byt variabilni
jak mezi jedinci rtiznych druhli organismti (mezidruhovéa variabilita), tak i mezi zastupci
konkrétniho druhu (vnitrodruhova variabilita), napf. useky jaderné ribozomalni a

mitochondrialni DNA (Nolan a Cribb 2005, Semyenova a kol. 2006).
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Ribozomy eukaryot se sklddaji ze dvou podjednotek — malé (40S) a velké (60S). Mala
jaderna ribozomalni podjednotka je tvofena 18S ribozomalni RNA (rRNA), zatimco velka
jaderna ribozomalni podjednotka je tvoiena 5SS rRNA, 5.8S rRNA a 28S rRNA. Piepisovany
usek ribozomalni DNA (rDNA) zahrnuje nékolik fragmentl, které na sebe tésné navazuji.
Jsou to " External Transcribed Spacer" (ETS), " Interernal Transcribed Spacer " (ITS napf.
ITS1 a ITS2) a regiony 18S, 5.8S a 28S (Obr. 6). Klastry rDNA kodujici strukturni ¢asti
ribozomu (ITS1, ITS2, 18S, 5.8S a 28S) jsou Casto vyuzivané v genetickych studiich (Hillis a
Dixon 1991). Na jejich zakladé¢ mizeme nejen identifikovat, ale i spolehlivé rozlisit jednotlivé
druhy organismti (v¢etné motolic napi. F. magna, F. hepatica, D. dendriticum a P. cervi).

Mitochondrialni DNA (mtDNA) tvoii kruhovou molekulu, kterd nese kromé genetické
informace mitochondrialni rRNA a transferové RNA (tRNA), vyuZivané pii mitochondridlni
transkripci a translaci, také genetickou informaci pro proteiny transportniho rétézce, napf.
Nikotinamid adenin dinukleotid dehydrogenazu (Nad) a Cytochrom c¢ oxidazu (Cox).
Mitochondridlni DNA je materndlné dédi¢na a nepodléhd tedy rekombinacnim zménam,
analyzy mtDNA, které umoznuji zaznamenat rozdily v jejich sekvencich, jsou proto vhodné
pro mapovani vnitrodruhové variability (Hu a kol. 2004, Semyenova a kol. 2006). Na zaklad¢
analyzy coxl a nadl geni koédovanych mtDNA je mozné také vystopovat historicko-
geograficky piivod populace dan¢ho druhu a ptipadné i1 fylogenetické vztahy v ramci urcité

taxonomické skupiny.

Obr. 6. Schematicky diagram jaderné ribozomalni DNA (F. magna) (upraveno podle
Kralova-Hromadova a kol. 2008). Seda — regiony pro které byly navrzeny univerzalni

primery, ¢erna - amplifikované useky, bilé Sipky - pozice pro nasedani primerd.

18S ITS1 S ITS2 288
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Obr. 7. Schematicky diagram ¢asti mitochondrialni DNA F. hepatica (upraveno podle Le
a kol. 2000, Kralova-Hromadova a kol. 2008). Cerna - regiony pro které byly navrzeny

univerzalni primery, Seda - amplifikované tseky, bilé Sipky - pozice pro nasedani primert.
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ITS1 rDNA (Internal Trancribed Spacer 1): ITS1 piedstavuje tsek jaderné ribozomalni DNA
(rDNA) mezi 18S a 5.8S podjednotkou (Obr. 6). Celkova velikost ITS1 regionu je 430 bp.
Druhove specificky fragment ITS1 F. magna ma velikost 127 bp (Kral'ova-Hromadova a kol.

2008). V databazi GenBank nalezneme F. magna ITS1 sekvence pod anota¢nimi ¢isly (a.n.
GB; EF534987, EF534988, EF534990, EF534991, Kralova-Hromadova a kol. 2008, Benson
a kol. 2008).

Kralova-Hromadova a kol. (2008) pouzila univerzalni primery, pomoci nichz je mozné

amplifikovat cely ITS1 region F. magna a sousedici ¢asti 18S a 5.8S podjednotek rDNA, o
celkové velikosti 571 bp (Cunningham 1997). S vyuzitim téchto primert byly ziskany
sekvence ITS1 z F. magna ze &tyf riznych geografickych oblasti (SR, CR, Kanady a USA),
ale jejich porovnanim nebyly nalezeny zadné odlisné nukleotidy. Itagaki a kol. (2005a,b) a
Mas-Coma a kol. (2001) ziskali sekvence ITS1 regionu druhové piibuzné F. hepatica z osmi
geografickych oblasti. AvSak ani porovndnim téchto sekvenci nebyl zjistén zadny
vnitrodruhovy polymorfismus, sekvence byly jako v pfipadé F. magna 100% identickeé.
Srovnanim ITS1 regiont obou druhi F. magna a F. hepatica byla vsak zji§téna mezidruhova
variabilita 6,9%. Kratka oblast uvnitt regionu ITS1, kterou se lisily F. magna a F. hepatica,
byla pro svou variabilitu vybrana pro navrZeni druhové specifickych primert (Kralova-
Hromadova a kol. 2008).

Geneticky fixované rozdily v sekvencich ITS1 obou motolic tedy umoziuji snadnou
diferenciaci druht F. magna a F. hepatica pomoci PCR s naslednou sekvenaci, ptipadné¢ PCR

v kombinaci s analyzou délky restrikénich fragmenti (viz nize PCR-RFLP).
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ITS2 rDNA (Internal Trancribed Spacer 2): ITS2 region F. magna o velikosti 364 bp se

nachazi mezi 5.8S a 28S rDNA podjednotkou (Obr. 6) a je rovnéz Casto vyuzivan jako marker
vhodny pro druhovou diferenciaci parazitickych helminti, véetné motolic (Luton a kol. 1992,
Adlar a kol. 1993, Hoste a kol. 1995, Kralova-Hromadova a kol. 2008, Bazsalovicsova a kol.
2010).

Adlar a kol. (1993) jako prvni publikoval nekompletni sekvence ITS2 rDNA F. magna
pochazejici z USA a porovnal je s ITS2 regionem F. hepatica ze ¢tyi riznych geografickych
oblasti. Srovnavané sekvence ITS2 o velikosti 239 bp se liSily ve 38 nukleotidech (tj. 13,2%).
Kralova-Hromadova a kol. (2008) amplifikovala 562 bp velky region zahrnujici cely ITS2
region (a. n. GB; EF534992, EF534993, EF534994, EF534995) a casti 5.8 a 28S rDNA F.

magna z populaci vyskytujicich se ve &tyfech rtiznych geografickych oblastech (SR, CR,
Kanady a USA). Amplifikované useky ITS2 F. magna byly 100% shodné a ziskané sekvence
byly identické také s ITS2 regionem F. magna pivodem z USA (a.n. GB; EF051080,
EF612487 Bildfell kol. 2007, Lotfy a kol. 2008) a Rakouska (a.n. GB; DQ683545, anotovano
Hoerweg a kol. 2006).

Sekvence kompletniho ITS2 regionu a casti 28S a 5.8S rDNA byly ziskany i1 z druhové
piibuzné F. hepatica pochazejici z osmi geografickych oblasti: Uruguaye, Australie,
Severniho Irska (a.n. GB; AB010974 a AB207148, Itagaki a Tsutsumi 1998, Itagaki a kol.
2005), Spanélska a Bolivie (a.n. GB; AJ272053, Mas-Coma a kol. 2001), Ciny a Francie (a.n.
GB; AJ557567, AJ557568, Huang a kol. 2004) a z Rakouska (a.n. GB; DQ683546, anotovano

Hoerweg a kol. 2006). Srovnanim téchto sekvenci F. hepatica byly objeveny C¢tyfi

nukleotidové substituce na vnitrodruhové Grovni. V praci Bazsalovicsova a kol. (2010) byly
porovnany dal$i ITS2 sekvence F. hepatica uvedené v databazi GenBank, v nichz vSak
nebyly objeveny Zzadné nové nukleotidové substituce.

Za ucelem zjisténi mezidruhové variability byly v praci Kral'ova-Hromadova a kol. (2008)
srovnany dostupné ITS2 sekvence F. magna s dostupnymi ITS2 sekvencemi F. hepatica.
Stupen mezidruhové variability dosahoval 11,3-11,9%, podobné jako v praci Adlar a kol.
(1993) (viz vyse). Podle usekd ITS2 regionu, které vykazovaly vyssi stupen mezidruhové
variability, byly navrhnuty druhové specifické primery pro F. magna (152 bp dlouhy usek) a
F. hepatica (112 bp) (Tab. 1).

Bazsalovicsova a kol. (2010) ziskala sekvenci ITS2 regionu P. cervi (286 bp), ve které
nebyl nalezen zadny vnitrodruhovy polymorfismus (a.n. GB; HM026462, v procesu anotace
Bazsalovicsova a kol. 2010). Stejnad autorka ziskala také sekvence ITS2 regionu D.

dendriticum (241 bp), ve kterych byly v porovnani s ITS2 regionem ulozenym v GenBank
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odhaleny 3 polymorfni mista (a.n. GB; DQ379986, Maurelli a kol. 2007, HM026461,
v procesu anotace Bazsalovicsova a kol. 2010). Na zakladé ITS2 regioni P. cervi a D.
dendriticum navrhla Bazsalovicsova a kol. (2010) pro tyto motolice druhové specifické

primery (Tab. 1), jejichz druhova specifita byla nasledné ovétena pomoci PCR analyzy.

Duikazem praktické vyuzitelnosti molekularnich metod je napt. prace Bildfell a kol.
(2007), ktery na zakladé¢ I1TS2 sekvence spolehlivé ur¢il dospélce F. magna, jehoZz nebylo
mozné morfologicky odlisit od F. hepatica. ITS2 sekvence F. magna byla navic opét shodna
jak s ITS2 sekvenci z F. magna pivodem z Oregonu (a.n. GB; EF051080, Bildfell a kol.
2007) tak s ITS2 sekvenci F. magna puvodem z Rakouska (a.n. GB; DQ683545, anotovano
Hoerweg a kol. 2006).

18S rDNA (mala podjednotka ribosomalni DNA): 18S je soucasti ribozomalniho genu,

sousedi s ITS1 regionem (Obr. 6) a zahrnuje velmi konzervativni usek rDNA.

Pouzitim univerzalnich PCR primert byl ziskan 1934 bp dlouhy tsek 18S rDNA genu F.
magna pochazejici z Ceské republiky (a.n. GB; EF534989, Kral'ova-Hromadové a kol. 2008),
ktery byl identicky se sekvenci 18S rDNA F. magna z Oregonu (a.n.GB; EF051080, Bildfell
a kol. 2007). Porovnanim této sekvence s regionem 18S rDNA genu motolice F. hepatica,
ktery sekvenoval Fernandez et al. 1998 (a.n. GB; AJ004969), byla zjisténa podobnost 99,3%.
Sekvence obou druhti se lisily pouze 1 deleci a 13 substitucemi v sekvenci F. magna
(Horackova 2007 diplomova prace, Kral'ova-Hromadova a kol. 2008). Na rozdil od ITS2, tato
minimalni sekvenéni diference (0,7%) 18S rDNA neumoziuje navrZzeni druhové specifickych

primert, a proto nemize byt vyuzita pro ucely mezidruhového odliSeni.

Cox1 mtDNA (Cytochrom ¢ oxid4za podjednotka I):

Garey a Wostenholme (1989) charakterizovali tiseky mitochondrialnich genti cox1 a nad1,
které byly pozdé&ji vyuzity pro porovnani vnitrodruhové variability F. hepatica. Le a kol.
(2000) ziskal kompletni sekvenci cox1 regionu mtDNA F. hepatica (a.n. GB; AF216697).
Tuto sekvenci nasledné¢ srovnala Kralova-Hromadova a kol (2008) s kompletnim
mitochondrialnim genomem Paragonimus westermani (a.n. GB; AF219379, lwagami a kol.
2003), a na zaklad¢ vysoce konzervativnich oblasti v tRNA genech navrhla primery pro
amplifikaci coxl u F. magna. Pomoci primeru specifickych pro coxl region mtDNA F.
magna byl amplifikovan usek dlouhy 1726 bp, pficemz samotna coxl sekvence je tvofena

1545 bp. Srovnanim cox1 regionu F. magna ze tii geografickych oblasti (SR, CR, USA) (a.n.
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GB; EF534996, EF534997, EF534998, Kral'ova-Hromadova a kol. 2008) bylo odhaleno 28

bodovych mutaci (tj. diference 1,9%). Sekvencni polymorfismus coxl geni mezi F. magna z
SR a CR a stejné tak z SR a USA byl 1%, vétsi sekvenéni diference (1,6%) byla zaznamenana
mezi F. magna z CR a z USA (Kralova-Hromadova a kol. 2008). Dva tseky, v ramci genu,

s Castéj$im vyskytem mutaci uvniti cox1 regionu byly vybrany pro dalsi populaéni studie.

Nadl mtDNA (Nikotinamid adenin dinukleotid dehydrogendza podjednotka I): Za ucelem

navrzeni primeri pro amplifikaci regionu nadl mtDNA F. magna byl opét porovnan
mitochondridlni genom motolic F. hepatica a P. westermani. Vysledkem amplifikace
S navrzenymi primery byl DNA fragment F. magna dlouhy 1094 bp, ktery zahrnuje i 903 bp
dlouhy usek nadl genu (Kralova-Hromadova a kol. 2008).

Kralova-Hromadova a kol. (2008), podobné jako v ptedchozich piipadech, porovnala
nadl sekvence F. magna ze tii geografickych oblasti (SR, CR, USA) (a.n. GB; EF534999,
EF535000, EF535001) a objevila 13 polymorfnich mist (diference 1,5%). Mezi F. magna

z CR a SR byl na zakladé sekvenci nadl prokazan nizsi stupen polymorfismu (0,9%), nez
mezi F. magna z CR a USA a stejné tak i Z SR a USA (1%). 8 ze 13 mist s vysokym stupném
polymorfismu se nachazelo blizko 3 konce.

Nadl (a také coxl) vykazuje vyssi stupen polymorfismu (1,9-2,3%), nez jaky vykazuji
ostatni sekvence genti F. magna (Kralova-Hromadova a kol. 2008). Ke stejnému zavéru
dospéla i Morozova a kol. (2004), ktera porovnavala cox1 a nadl se znamymi tseky genomu
tii raznych populaci F. hepatica. Pii vyzkumu, do kterého bylo zafazeno 20 populaci F.
hepatica, byla prokazana polymorfni diference nadl az 4,1% (2,3%, cox1) (Semyenova a kol.
2006). Podobné vysoky stupeil polymorfismu se ocekava i u F. magna, az budou do statistiky
zahrnuty sekvence nadl a coxl od vice jedinci F. magna zruznych populaci. Publikace
tykajici se tohoto tématu je momentdlné ve stadiu ptiprav (Ustni sdéleni RNDr. Kralove-

Hromadové, CSc).

4.2.3 Analytické molekularné diagnostické metody

PCR (Polymerase Chain Reaction): Principem polymerazové fetézové reakce je replikace

molekuly DNA. Pii PCR je tato replikace uméle navozena ve zkumavce (in vitro) a jeji
pribéh je kontrolovan zménami teplot. Podstatou PCR je cyklicky se opakujici enzymova
syntéza novych fetézcl vybranych usekii dvoufetézcové DNA ve sméru 5 —3°
prostiednictvim DNA polymerazy (Alberts a kol. 1998, Campbell a kol. 2008, Smarda a kol.
2008). Vyslednym produktem PCR jsou pak amplikony definované velikosti, jejichz
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pfitomnost a ptibliznou velikost (pocet bazi) vreakéni smési je mozné prokazat
elektroforézou v agar6zovém gelu. Za ucelem zjisténi nukleotidové sekvence je ziskand DNA
amplikonu sekvenovana.

Syntéza druhové specifickych tseki DNA (F. magna, F. hepatica, D. dendriticum a P.

cervi) bude provadéna zejména pomoci specifickych primert pro ITS2 region (Tab. 1).

Tab. 1. Primery pro ITS2 region

Druh motolice a publikace Primery pro ITS2 amplikon

Fascioloides magna Fw: 5"-ACCAGTTATCGTTGTGTTG-3"

Krilova-Hromadova a kol. (2008) | Rev: 5'-CCGTCTTTAAACAACAG-3’ 152 bp

Fasciola hepatica Fw: 5-CTTATGATTTCTGGGATAATT-3’ 112b
Kralova-Hromadova a kol. (2008) Rev: 5'-CCGTCGCTATATGAAAA-3’ P
Dicrocoelium dendriticum Fw: 5"-CCCCAGTCGGAAACGTCA-3’ 176 bp
Bazsalovicsova a kol. (2010) Rev: 5"-GATTAGAAGGCCGTATTTCGGA-3’
Paramphistomum cervi Fw: 5-CGCGTCTTGCTGGTAGCGCAGAC-3’ 161b
Bazsalovicsova a kol. (2010) Rev: 5"-GTAACAGAACACCACAGTAGGTGATCA-3’ P

PCR-RFLP (PCR-Restriction Fragmenth Length Polymorphism): Metoda zjisténi

polymorfismu délky restrikCnich fragmenti (RFLP) je pomérné¢ jednoducha a dobie
reprodukovatelna. Je zaloZzena na specifité restrikénich enzymt - endonukledz, které se od
sebe li§i tim, Ze rozpoznavaji rtizné kratké sekvence nukleotidii a nasledné nukleotidovou
sekvenci v tomto konkrétnim misté §tépi. Podstatou metody je evoluéné podminény vznik
mutaci, které vedou k vytvoreni nebo ztraté rozpozndvacich mist pro restrikéni endonukledzy,
nebo vznikaji jako dusledek pfitomnosti rizného poctu repetitivnich sekvenci, deleci ¢i
inzerci ve specifickych oblastech genomu jednotlivych druhd organismi. Prakticky je DNA
ziskana amplifikaci pomoci PCR vystavena G¢inklim specifickych restrikénich endonukledz a
rozdily ve velikosti restrikénich fragment jsou nasledné¢ detekovany rozdélenim smési
pomoci gelové elektroforézy. Na zdklad€ porovnani velikosti restrikénich fragment pak
miZzeme odlisit jednotlivé druhy motolic, jejichz ptfitomnost ve vzorku ptfedpokladame.

Analyza materndlné dédicné mtDNA pomoci RFLP je zakladem mnoha fylogenetickych
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studii a ovéfovani taxonomického clenéni druhu, slouzi také k urCovani hybridnich jedincii
(Alberts a kol. 1998, Hulak a kol. 2006, Campbell a kol. 2008, Smarda a kol. 2008).

S vyuzitim metody PCR-RFLP se Blair a McManus (1989) pokusili rozlisit jednotlivé
druhy motolic ¢eledi Fasciolidae (F. hepatica, F. gigantica a F. magna). U F. hepatica bylo
vysledovano 18 restrik¢nich mist, zatimco u zbyvajicich dvou druhti 17. U kazdého z vyse
jmenovanych druhli motolic nebyla pozorovana vice nez 2 specifickd restrikéni mista.
Kral'ova-Hromadova a kol. (2008) analyzovala metodou PCR-RFLP regiony ITS1 a ITS2 F.
magna ze ¢ty a F. hepatica ze dvou alopatrickych populaci. Analyza odhalila pfitomnost
odlisnych restrik¢nich mist v ITS1 sekvenci jednotlivych populaci F. magna a F. hepatica.
Moznost odlisit od sebe oba druhy motolic (mezidruhova variabilita) byla timto zptisobem
prokazana s vyuZitim ITS1 regionu, neni vS§ak mozZné od sebe odliSit motolice stejného druhu
pochézejicich z rtiznych populaci (vnitrodruhova variabilita). Analyzou ITS2 oblasti F.
magna a F. hepatica byla rovnéz odhalena odlisna specificka mista pro restrikéni enzymy a
také jejich neménny pocet (napf. v ITS2 regionu F. magna dvé mista pro endonukleazu Msel
a v ITS2 regionu F. hepatica pouze jedno). | s vyuzitim ITS2 v PCR-RFLP lze vSak opét
prokazat pouze variabilitu mezidruhovou. Také Marcilla a kol. (2002) vyuzil PCR-RFLP
analyzy pro diferenciaci druhti motolic (F. hepatica a F. gigantica). PCR-RFLP analyzu
zalozil na sekvenci regionu 28S rDNA. Sekvence 28S obou druhti se liSily pouze n¢kolika
nukleotidovymi substitucemi a v rdmci jednoho druhu byly vzdy shodné. PCR-RFLP analyzy
bylo vyuzito také v experimentech Marcilla a kol. (2002) s celou mtDNA F. hepatica, F.
gigantica a Fasciola sp. Rokni a kol. (2010) se pokousel odlisit Fasciola hepatica a Fasciola
gigantica analzyzou PCR-RFLP na zakladé ITS1 regionu. Jako vhodny se ukazal restrikéni
enzym Tasl. Zatimco v sekvenci ITS1 F. gigantica byla odhalena dvé §tépici mista pro Tasl,
v sekvenci F. hepatica bylo nalezeno pouze jedno. Odliseni motolic bylo v§ak mozné opét
pouze na mezidruhové urovni.

Z vySe uvedenych praci vyplyva, Ze PCR-RFLP analyza je vyuZitelna pro mezidruhové
rozliseni jednotlivych druhli motolic, ale s jejim vyuzitim neni mozné prokazat variabilitu

vnitrodruhovou.

PCR-RAPD (PCR-Random Amplified Polymorhic DNA): Na rozdil od PCR, metoda vyuziva

jen jeden kratky oligonukleotid jako primer pro amplifikaci DNA b&hem PCR. Vzhledem ke
kratké délce primeru (cca 10-15 bp) je redukovana také jeho specifita, a proto béhem PCR
primer nasedd na riznd komplementdrni mista v DNA. Jednotlivé druhy ptibuznych

organismtl, jejichz pfitomnost ve vzorku ptedpokladame, jsou posléze odliSeny na zakladé
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porovnani velikosti elektroforeticky separovanych amplikona ziskanych v PCR podle toho,
kolik a jak velkych useki DNA bylo amplifikovano. Metoda rovnéz umoznuje detekovat
velké mnozstvi polymorfismii, a proto mohou byt vysledky PCR-RAPD genetickymi markery
pro tvorbu genetickych map a méteni genetické vzdalenosti mezi populacemi (Roosien a kol.
1993, Simpson a kol. 1993, Smarda a kol. 2008).

McGarry a kol. (2007) provedl PCR-RAPD analyzu DNA 20 jedinci F. hepatica a F.
gigantica (primer 5-GTTCGCTCC-3") a ziskal fragment velky 568 bp pro F. hepatica (a.n.
GB; AY704404) a pouze 396 bp pro F. gigantica (a.n. GB; AY704405). Pro pozdéjsi PCR
byly navrzeny na zédkladé RAPD analyzy dvé specifické sady primert.
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5. Zavér

Tato prace shrnuje predevSim teoretické moznosti vyuziti molekularné diagnostickych
metod pro zachyceni ndkazy F. magna a komparativnich druhd motolic. Praktické vyuziti
téchto metod bude experimentalné provéeno béhem mého magisterského studia.

Jako nejvhodnéjsi metoda ziskani koprologického materialu z konkrétniho jedince se zatim
jevi odbér na zékladé ptimého pozorovani. Odbér trusu imobilizovanému jedinci se prozatim
nepodafilo realizovat. Pro zpracovani koprologického materidlu se zda byt dostatecna
sedimenta¢ni metoda doplnénd pfimym nalezem vaji¢ek motolic (napf. F. magna) béhem
mikroskopického vySetfeni. Nevyhodou mikroskopického vySetieni je vSak nesnadna
diferenciace vajicek F. magna zejména od vajicek motolic F. hepatica, P. cervi. Pro piesné
odliseni vajicek F. magna od dalSich motolic je proto vhodné vyuzit molekuldrnich metod. Z
literarnich udaji vyplyva, Ze je mozné izolovat DNA z parazitarnich Gtvart (vajicek motolic)
pfitomnych v pfedem zpracovaném koprologickém materidlu. Pro zjiSténi mezidruhové
variability lze vyuzit vSech péti molekularnich markert (ITS1, ITS2, 18S, Cox1, Nadl) ve
vSech tfech typech molekularnich analyz (PCR, PCR-RFLP, PCR-RAPD). Pfestoze
Vv budoucnu bude ovéfena vyuzitelnost vétSiny kombinaci markerti a metod, hlavni pozornost
chci zaméfit na amplifikaci ITS2 regionu pomoci PCR a srovnavani ziskanych
nukleotidovych sekvenci z jednotlivych druhi motolic (F. magna, F. hepatica, D.
dendriticum a P. cervi).

Kromé¢ vyse uvedeného se ve svém magisterském studiu checi zaméfit také na zavadéni
kompletniho zivotniho cyklu F. magna vV laboratornich podminkach a ve spolupraci
svedenim NP Sumava se chci pokusit vysledovat vliv nakazy F. magna na chovani
specifickych definitivnich hostiteld (C. elephus a C. capreolus) znacenych monitorovacimi

obojky.
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PRILOHA

Mapovani rozsifeni F. magna

Vyskyt F. magna v Ceské republice byl doposud zaznamenivan jako loZiskovity
(enzooticky) (Horackova 2007 diplomova prace, Novobilsky 2007, Novobilsky a kol. 2007).
Vzhledem k pfedpokladu dalsiho Sifeni F. magna na nové lokality je vhodné pravidelné
mapovani arealti vyskytu F. magna. Za timto ucelem jsme formou dotaznikt oslovili vétSinu
proskolenych osob a prohliziteld zvéfiny z celé CR (cca 4000 odbornikil), ktefi kontroluji
zdravotni stav odlovené zvéfe. Ziskané odpovédi byly zakresleny do mapy (Obr. 8) a
srovnany s diivéj$im mapovanim fascioloidéozy Novobilskym a kol. (2007) v letech 2003-
2005. Z grafického zobrazeni lokalit, na nichZ byla parazitbza zaznamendna, je patrna

tendence Sifeni F. magna na nova Gzemi, pfedevsim do zépadnich Cech.
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