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2 UVOD

Onemocnéni vyvolana u prezvykavcl strongylidnimi hlisticemi jsou celosvétove
pri¢inou vyznamnych ekonomickych ztrat v chovech domacich ptezvykavci. U volné
zijicich pfezvykavci ma puasobeni téchto paraziti dopad na popula¢ni dynamiku a na
biologické fitness jedince (Albon et al., 2002; Gunn et al., 2003).

Spektrum druhti parazitujicich u volné zijicich druht je pfitom proménlivé v Case a
prostoru a mize byt vyznamné ovlivnéno atropogenimi introdukcemi novych druhi hostitela
(Hoberg a Zarlenga, 2016) V soucasnosti se tak v Evropé mnozi pocet zaznami o
dynamickém $ifeni a rostouci intenzité infekce neptivodniho druhu Ashworthius sidemi mezi
jelenovitymi (Lehrter et al., 2016; Kuznetsov et al., 2018; Kotodziej-Sobocinska et al., 2018)

Piestoze na tizemi Ceské republiky byl vyskyt tohoto parazita slezu asijskych
jelenovitych ptezvykaveil zaznamenén jiz v druhé poloviné 20. stoleti (Kotra a Kotrly,
1973), informace 0 jeho rozsifeni u mistnich druhd jelenovitych dosud chybi.

Pro identifikaci tohoto invazniho druhu je tieba spolehlivych diagnostickych metod.
Zatimco v diagostice hlistic u hospodaisky vyznamnych ptezvykavcii se stale vice uplatnuji
pokrocilé molekularni metody (Roeber et al., 2013; Santos et al., 2020). Detekce a
kvantifikace gastrointestinalnich hlistic volné zijicich druhl je zalozena pfevazné na
tradi¢nich metodach jako jsou pitvy, nebo koprologické vysetieni. Tyto metody v§ak nemusi
byt dostate¢né citlivé pro detekci neptivodnich druhi.

Strongylidni hlistice zptsobuji patologické zmény na sliznici gastrointestinalniho
traktu (GI) a mohou narusovat rovnéz jeho sekre¢ni ¢innost (Simpson et al., 2016; Scott et
al., 2017). Tyto zmény byly v ptedchozich dekadach porobn¢ studovany na experimentalné
infikovanych ovci a skotu (Simpson et al., 2016; Scott et al., 2017). Oproti tomu, vétSina
studii zaméfenych na jelenovité se v tomto ohledu omezuje na popisy klinickych piipada
napt. (Conti a Howerth, 1987; Boggiato, 2018). Patogennimu ptsobeni A. sidemi ve slezu
volné Zijicich prezvykavcl se dosud vénovalo jen nékolik malo studii, zamétenych na
netypického hostitele, zubra evropského (Demiszkiewicz et al., 2009; Osinska et al., 2010).

Dynamika infekce GI hlisicemi je u volné Zzijicih pfezvykavct ovlivnéna faktory
hostitele (vek, pohlavi, télesn kondice) a prostredi (teplota, vlhkost), které vykazuji sezonni
proménlivost. Znalost epizootologie parazitdozy a jeji sezonni dynamiky je nezbytna pro

kontrolu a navrhovani G¢innych opatieni proti Sifeni infekce. O sezoénni dynamice A. sidemi
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bylo dosud publikovdno jen omezené mnozstvi informaci, které byly navic ziskané

v klimaticky odlisném prostiedi (Ovcharenko, 1968; Drozdz, et al., 2003).

11



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Systematické razeni hlistic parazitujicich ve slezu

Hlistice podiadu Strongylida (fad: Rhabditida, tfida: Chromadorea) jsou mimoiadné
riznorodou skupinou parazitti, parazitujici napti¢ vSem skupinami terestrickych obratlovcu.
Predchuidci dnesnich strongylidnich hlistic byly pravdépodobné volné zijici rhabditidni
hlistice, které zacaly parazitovat u obojzivelnikt ptiblizné pied 350 miliony lety (Durette-
Desset, 1994). Celed’ Trichostrongylidae (Leiper, 1912) obsahuje kosmopolitné rozsitené
Gl parazity domacich a voln& Zijicich prezvykavci. Celed je obecné povaZovéna za
monofyletickou, nicméné na fylogenetické vztahy uvniti skupiny dosud neexistuje jednotny
pohled. Rada autord, naptiklad Gibons a Khalil (1982), nebo Durette-Desset (1983) uznavaji
na zakladé¢ morfologickych charakteristik Sest podceledi, které se podle autortt Hoberg a
Lichtenfels (1994) déli do dvou hlavnich vétvi. Prvni je tvofena podéeledi Cooperiinae,
Trichostrongylinae a Lybiostrongylinae, druhd sestava z podceledi Graphidiinae,
Ostertagiinae a Haemonchiinae. Pod¢eledi Haemonchiinae a Ostertagiinae, obsahujici
parazity slezu piezvykavci, véetné Ashworthius sidemi, jsou v tomto pojeti povazovany za
sesterské . Oproti tomu Durette-Dessett  (1999) v pozdéjsi revizi nadceledi
Trichostrongyloidea provedené na zakladé téméf padesati morfologickych charakteristik
povysila pod¢eled Haemonchiinae na samostatnou c¢eled” zahrnujici jednak rody
hematofagnich hlistic jako je Haemonchus, Ashworthius nebo Mecistocirrus, ale také

Vysledky nasledné molekularni analyzy ITS-2 regionu ribozomalni DNA (Chilton et
al., 2001) se vsak zna¢né liSily od vSech diive navrzenych fylogenetickych stromd. Podle
téchto vysledkti maji druhy rodu Haemonchus geneticky blize k zastupcim rodu Cooperia,
se kterymi tvoii sestersky klad a rod Spiculopteragia ma blize k rodu Trichostrongylus, nez
k ostatnim zastupcim diivejsi podceledi Ostertagiinae. Pro lepsi piehlednost je Vv této
diserta¢ni praci nadale pouzivano tradi¢ni déleni ¢eledi Trichostrongylidae na Sest podc¢eledi

podle autorti Hoberg a Lichtenfels (1994).
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3.2 Slezové hlistice jelenovitych

Celed Trichotrongylidae obsahuje &tyfi ekonomicky vyznamné rody hlistic
parazitujici U hospodaiskych ptezvykavci. Zatimco rody Cooperia a Trichostrongylus
obsahuji pfedevsim parazity tenkého stieva, druhy rodu Ostertagia a Teladorsagia parazituji
ve slezu. Infekce témito hlisticemi zpusobuji kazdoro¢n¢ vyznamné ekonomické ztraty
v chovech hospodaiskych zvitat. Dochazi k nim jednak poklesem produktivity a v nékterych
ptipadech i smrti zvirat, ale také vysokymi naklady na 1écbu anthelmintiky (Charlier et al.,
2015; Fanke et al., 2017).

Za nejvyznamnéj$i parazity domacich 1 sylvatickych ptezvykavceil jsou povazovany
zejména druhy parazitujici ve slezu (Levine, 1980; Hoberg, 2001). Pfestoze u volné Zijicich
ptezvykavct dosahuji trichostrongylidni hlistice obvykle nizsich intenzity infekce nez u
domacich, mohou hostitelské druhy postihovat jak na urovni télesné kondice a biologického
fitness jedince (Irvine et al., 2006; Zaffaroni et al., 2007), tak na Grovni populace (Gulland
et al., 1997; Albon, 2002; Gunn et al., 2003; Pedersen et al., 2015). U volné Zzijicich druht
tomu u hospodaiskych zvifat, coz je dano vlivy prostredi (Pursglove et al., 1976).

Jelenoviti jsou parazitovani Sirokym spektrem druhti slezovych hlistic, pfevazné
z podéeledi Ostertagiinae (Lopez-Neyra, 1947) a Haemonchiinae, pti¢emz tito paraziti ve
slezu tvoti spolecenstvi nékolika druht (Pato et al., 2013; Carrau et al., 2021), které zpravidla
predstavuji dominantni slozku gastrointestinalni nematofauny (Hoberg et al., 2001;
Manfredi et al., 2007; Santin-Duran et al., 2008).

Diverzita spole€enstev paraziti se mize v prub¢hu ¢asu vyrazné ménit, jak bylo
pozorovano napiiklad u zubrt evropskych (Bison bonasus) z Bélovézského pralesa
(Karbowiak et al., 2014a). Ke vzniku nového vztahu hostitel-parazit je nutny jednak kontakt
mezi novym parazitem a hostitelem, ale také jejich biologicka kompatibilita (Combes et al.,
2002). Co se tyce biokompatibility, paraziti mohou byt specialisty omezenymi na tzkou
skupinu hostitelii, nebo dokonce pouze jeden hostitelsky druh, nebo generalisty schopnymi
infikovat Sirokou $kalu mnohdy nepfibuznych hostitelskych druhi. Rada druhd hlistic
prezvykavci jsou v tomto ohledu generalisti (Zaffaroni et al., 2000; Winter et al., 2018).
Nékteré druhy z podceledi Ostertagiinae a Haemonchiinae jsou, vice ¢i méng, specifické pro
urcitého hostitele, avsak ve vétsing piipadl jsou znamé i prenosy téchto druhti na netypické

hostitele.
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Naptiklad druhy Ostertagia antipini nebo Mazamostrongylus dagestanica, které jsou
povazovany za typické parazity losa evropského (Alces alces) (Wyrobisz-Papiewska et al.,
2018), byly identifikovany i u sympatrickych srnct (Drézdz et al., 1992). Bariéry
znemoznujici setkani hostitele a jeho potencialniho nového parazita mohou byt piekonany
vlivem vyznamnych ekologickych zmén (Hoberg and Zarlenga, 2016), ale také lidskou
¢innosti pii zamérné ¢i nevédomé introdukci neptivodnich druhti hostiteld na nové lokality
(Kotodziej-Sobocinska, 2019). V pribéhu minulého stoleti se tak mezi evropskymi druhy

jelenovitych zacala §ifit alochtonni hlistice z pod¢eledi Haemonchiinae, A. sidemi.

3.2.1 Ashworthius sidemi

Rod Ashworthius (Le Roux, 1930) byl zaloZen pro hlistice morfologicky podobné
druhu Haemonchus contortus se symetrickym burzalnim lalokem a chyb¢jicim
gubernakulem. V soucasnosti je do tohoto rodu fazeno sedm druhli hematofagnich hlistic
parazitujicich pfevazné u turovitych a jelenovitych prezvykavci v Eurasii a Subsaharské
Africe (Hoberg et al., 2002), s vyjimkou druhu 4. tuenguangi (Yen, 1961) parazitujiciho u
zajicovitych a 4. ptriciapillitae, ktery byl jako jediny zastupce rodu Ashworthius nalezen na
zapadni polokouli, kde parazituje u kostarickych jelencii béloocasych (Carreno et al., 2001).

Druh Ashworthius sidemi (Shulz, 1932) byl ptvodné popsan u jelen sika
Dybowského (Cervus nippon hortulorum) na ruském Dalném vychod¢, pobliz Vladivostoku.
Jednd se o hlistici parazitujici primarné u asijskych jelenovitych. Znamé hostitelské
spektrum tohoto parazita zahrnuje populace jelentt wapiti sibifskych (Cervus canadensis
sibiricus) v jizni Casti centralni Asie, jeleny maral v pohofi Altaj na uzemi Kazachstanu
(Kostayev et al., 1969) a Sambary (Rusa unicolor) ze severniho Vietnamu (Dr6zdz, 1973).
V diisledku antropogenni introdukce byl areél vyskytu tohoto parazita rozsiten aZ po zapadni
Palearktickou oblast (Hoberg et al., 2002).

Do Evropy se A. sidemi dostal pravdépodobné jiz na ptfelomu devatendctého a
dvacatého stoleti spolu s jeleny sika, kteti byli zamérné€ introdukovani do fady Evropskych
zemi za UCelem zpestieni druhové skladby lovné zvéfe. Importovani jedinci naleZeli do
poddruhii jelen sika japonsky (C. nippon nippon) a jelen sika Dybowského (C. nippon
horulorum), pti¢emz zpocatku introdukce tyto poddruhy nebyly rozliSovany a v mistech

aklimatizace pravépodobné dochazelo k jejich kiiZeni (Bartos, 2009).
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Jelikoz archiv hlavniho evropského dovozce jelent sika nebyl dochovan (Bartos,
2003), vysledovat informace o pivodu evropskych jelentd sika je v soucasnosti velmi
obtizné. Spolecné s jeleny sika se 4. sidemi dostal na izemi Ukrajiny, Béloruska, byvalého
Ceskoslovenska a Francie (Kotrla a Kotrly 1973; Dvojnos a Pogrebniak, 1977; Ferté a
Durrette-Desset, 1989).

Zpocatku byli jeleni sika obvykle drZeni v obordch, nicméné jiz béhem prvni
poloviny 20. stoleti dochazelo k opakovanym unikiim a jejich zdmérnému vypousténi do
volné prirody. Mnozstvi obor bylo rovnéz poskozeno béhem 2. svétové valky, coz vedlo
k dal$im unikiim. Vzhledem k nizké hostitelské specificité tento parazit na novém Uzemi
zahy kolonizoval mistni druhy pfezvykavci. Ve Francii a na Ukrajin¢ se A. sidemi stal
vyznamnym parazitem srnce obecného (Capreolus capreolus) (Ferté et al. 2000; Kuzmina
et al. 2010). Spolu s migrujicimi jeleny evropskymi se A. sidemi dale §ifil do novych oblasti.
V Polsku nebyl tento parazit pozorovan az do konce devadesatych let minulého stoleti,
prestoze zde byla provedena fada studii helmintofauny voln¢ zijicich piezvykavca (Drozdz ,
1966; Dr6zdz et al. 1992; Drozdz et al. 1993). Pii vySetieni jelent sika v Sedesatych l1étech
minulého stoleti v Polsku byly identifikovany pouze druhy, které se bézné vyskytuji u
autochtonnich druhti (Dr6zdz , 1963). Nasledné byla vysoka intenzita infekce timto
parazitem zjiSt€éna u zubrd volné zijicich v oblasti Bukovskych vrchi (Bieczady) pfi
hranicich s Ukrajinou a Slovenskem (Dré6zdz et al. 1998) a pozd¢ji v také v Bélovézském
pralese (Dré6zdz et al. 2003), kde byl A4 sidemi identifikovan u jelent evropskych (Cervus
elaphus) (povazovanych témito autory za zdroj infekce) a u srncti obecnych. V nasledujicich
letech byly u zubrti evropskych na zminénych lokalitaich pozorovany znacné vysoké
intenzity infekce (Demiaszkiewicz, et al. 2009), coz fada autor povazuje za limitujici faktor
pro zachranné chovy tohoto ohroZeného druhu (Radwan et al. 2010; Karbowiak et al. 2014bj;
Kotodziej-Sobocinska et al. 2016). V soucasnosti podobnému riziku ¢eli ohroZené populace
tatranského poddruhu kamzika horského (Rupicapra ruicapra tatrica), jelikoz byl A. sidemi
nove zachycen i u jelenti evropskych a srncti obecnych v oblasti Vysokych a Zapadnich Tater
(Nosal et al. 2021). Hlistici 4. sidemi 1ze podobné jako pfibuzny druh H. contorus povazovat
za generalistu schopného infikovat Sirokou Skélu hostitelskych druht. Do soucasnosti tak
byl zjistén naptiklad u volné Zijicich lost evropskych (Demiaszkiewicz et al. 2013), nebo
faremné chovanych danki (Kowal et al., 2012). Kotrla a Kotrly (1976) pozorovali béhem
experimentalni infekce schopnost larev A. sidemi infikovat jehnata ovce doméci a dokoncit

v tomto hostiteli vyvoj.
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Pozd¢ji byl popsén rovnéz ptenos v pfirozenych podminkach, kdy byl A. sidemi
detekovan u skotu (Bos taurus) sdilejiciho pastvu s volné zijicimi pfezvykavci (Moskwa et
al., 2015). Na rozdil od ptibuzného druhu H. contortus, ktery u jelenovitych obvykle tvori
minoritni ¢ast nematofauny slezu (Pato et al., 2013), nabyva 4. sidemi ve slezu jelenovitych
vysokych intenzit infekce. V neddvnych studiich byl popsan jednak trend vzrlstajici
intenzity infekce na lokalitdch vyskytu A. sidemi (Demiaszkiewicz et al. 2017; Kotodziej-
Sobocinska et al. 2018), ale také dynamické Sifeni 4. sidemi na nova Gzemi (Kuznetsov et
al. 2018). Navic vzhledem k nedostate¢nosti metod pouzivanych pti diagnostice A. sidemi

existuje riziko dalSich antropogennich introdukci (Vadlejch et al., 2017).

3.2.1.1 Ashworthius sidemi na izemi CR

Na konci devatenactého stoleti byli jeleni sika poprvé importovani na uzemi Cech.
Dovezeni jedinci byly vypusténi na obote Kluk pobliz Podébrad (Kokes, 1970) a na oborach
Manétin a Ceminy na Plzefisku. B&hem druhé svétové valky a kratce po ni doslo k poskozeni
téchto obor a unikli jedinci se stali zakladem pro soucasnou populaci jelent sika v Zapadnich
Cechéach (Wolf a Vavrun&k, 1975; 1976). Moravska populace mé piivod v chovu jelent sika
na hradé Zadlovice na Sumpersku, ktery byl zruen kratce po druhé svétové valce (Babicka,
1977). Vyskyt A. sidemi na tizemi d¥iv&jiiho Ceskoslovenska byl zaznamenan jiz v 70.
Iétech minulého stoleti pii pitvé nékolika jelend sika ulovenych v Lanské obofe (Kotrla a
Kotrly, 1973). Nasledovala rozsahle;jsi studie helmintofauny sparkaté zvéfe v Cechach a na
Moravé (Kotrla a Kotrly, 1977), pii které byl A. sidemi zjistén také u jelent evropskych a
muflond (Ovis gmeini musimon) vystavenych kontaktu s jeleny sika. Na oborach Lany a
Opocno byl A. sidemi identifikovan, jako dominantni parazit jelend sika, avSak podrobngjsi
udaje o rozsifeni, prevalenci a abundanci nebyly publikovany. Béhem dal§iho monitoringu
parazitl srnce obecného, kterd byla provedena na Strakonicku (Vetyska et al., 1980), jiz byly
ve slezu vySetfenych zvifat nalezeny pouze autochtonni druhy hlistic. Dal$i informace o
vyskytu A. sidemi chybi az do roku 2016, kdy byl tento parazit nalezen béhem pitvy dvou
jedincti zubra evropského a dvou jedincti jelena evropského ulovenych v oboie Zidlov v
Libereckém kraji (Vadlejch et al., 2017). Do této obory byli v minulosti importovani zubfi

ey

z Polska, ktefi byli zdrojem infekce pro populace jelenovitych Zijicich na daném tizemi.
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3.2.1.2 Morfologie Ashworthius sidemi

Spoleénym  znakem
trichostrongylidnich hlistic je
redukovana Ustni kapsula,
ktera je u zastupcii podceledi
Haemonchiinae na dorsélni
stran¢ opatiena kutikularnim
zubem (neodont) (Durette-
Desset et al., 1985). U A.
sidemi ma tento zub tvar hacku

a dosahuje délky 10 — 15 pum.

Obrdzek 1: parici plahetka (bursa copulatrix) a spikuly
samciho jedince A. sidemi

U samct je patrna pafici plachetka bursa copulatrix tvofena tfemi laloky. Genitalni konus je

Siroky a kulaty se dvéma ventralnimi papilami (Kotrla a Kotrly, 1973). Pro rod Ashworthius

je typickym znakem podlouhly symetricky dorsélni lalok a absence gubernakula (Le Roux,

Obrazek 2:dospéla stadia A. sidemi.

1930). Vyznamnym znakem pro determinaci
druhu jsou pafici jehlice, tzv. spikuly, které
u A. sidemi délkou piesahuji 700 um a jsou
zbarveny Zlutohnéd¢. Jejich distalni konce
smétuji medidln€ a jsou pokryty prithlednou
kutikularni membranou (Pike, 1969). U
samic skrz kutikulu prosvitaji bila ovaria,
ktera se spirdlovité obtaceji kolem cervené
zbarveného stfeva. Vulva je kryta chlopni,

jejiz velikost mezi jedinci znacné kolisad. V

posteriorni ¢asti se télo samic zuzuje od analniho poru k tupému zakonéeni.Délka dospélych

jedinct A. sidemi se mize zna¢né lisit v zavslosti na hostiteli. Samci jsou obecné mensi, nez

samice (Kotrla a Kotrly, 1976) pozorovali u jelent sika sam¢i jedince dosahujici délky 17 —

26 mm, zatimco délka samic presahovala 30 mm.
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Oproti tomu jedinci identifikovani u zubra evropského v Polsku dosahovali mensich
rozméru. Délka samcii se pohybovala mezi 18 a 22mm, pficemz samice Se délkou vyrzné
neliSily od samct (20 — 24 mm). NizSich rozméri oproti t¢ém popsanym u jelent sika
doshovali také jedinci A. sidemi ziskani experimentalni infekci ovce domaci (Kotla a Kotrly,
1976) Na uzemi Ceské republiky byl navic popsan minoritni morfotyp, tzv. giganticka
forma u které samice mohou dosahovat az péti centimetri a samci jsou bézné delsi nez 30
mm (Vadlejch et al., 2017b). Kromé dospélci se v uréité fazi infekce v lumenu abomasa
nachazeji také juvenilni jedinci. Tito se od dospélct lisi do té miry, Ze byli plivodné popsani,
jako samostatny druh Ashworthius gagarini (Kostayev, 1969). Délka juvenili se pohybuje
okolo jednoho centimetru a pti makroskopickém prohlidce je Ize pomérné€ snadno zamenit s
dospélymi stadii zastupcii podceledi Ostertagiinae. Spikuly juvenilnich samci nejsou plné
sklerotizované, coz se projevuje jejich svétlej§im, az prihlednym zbarvenim. Lateralni
laloky kopula¢ni burzy svoji délkou neptesahuji lalok dorsalni (Drozdz, 1998). U samic je
napadny slaby vyvin délohy a absence vaji¢ek. Od samic druhti z podceledi Ostertagiinae je
1ze pomérné dobte odlisit na zdklad¢ pritomnosti neodontu a ponckud tupéjsiho zakonceni
posteriorniho konce s absenci typického kutikularniho krouzku (Lancaster a Hong, 1990).
Dospéli jedinci A. sidemi se morfologicky podobaji pfibuznému druhu H. contortus, od
kterého je 1ze rozlisit na zakladé n€kolika znakt. U samct jsou to predevsim spikuly, které
jsou u H. contortus kratsi (maximalné
450 — 500 um) a zakonéené nestejné
dlouhymi zpétnymi hacky
(Lichtenfels et al., 1994). x Na rozdil
od A. sidemi je u samcti H. contortus
pfitomno gubernakulum a dorsalni

lalok je asymetricky. Samice obou

druhti lze rozliSit na zakladé tvaru

neodontu, ktery ma v pfipadé A.

]

Obrdazek 3: spikuly samce druhu Haemonchus

100 pm

sidemi tvar hacku, zatimco u H.
contortus ma tvar hrotu kopi, rovnéz
cervikalni papily maji u H. contortus ostiejsi zakonceni (Lehrter et al., 2016). Kutikularni
hiebeny jsou u A. sidemi ve stejném poctu (30) jako u H. contortus, ale na rozdil od H.
controtus, u kterého dosahuji od hltanu zhruba do poloviny téla, u A. sidemi sahaji pouze do
jedné tetiny (Lichtenfels a Pillit, 2000).
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3.2.2 Haemonchus contortus

Rod Haemonchus, Cobb, 1898 obsahuje 12 druhi, z nichZz vétSina parazituje u
subsaharskych sudokopytnikii. Druhy, které béhem své evolucni historie kolonizovaly
zastupce podceledi Caprinae a Bovinae (H. contortus, H. placei a H. similis) jsou
Vv soucasnosti kosmopolitné rozsifené a zplisobuji vyznamné ekonomické ztraty v chovech
hospodatskych zvitat (Lichtenfels et al., 1994; Hoberg et al., 2004).

Vyskyt druhu Haemonchus contortus (Rudolphi 1803) byl dosud zaznamenan u
Ctyficeti roda piezvykavct nalezejicich do péti ¢eledi (Hoberg et al., 2004). Ackoliv je
pivod tohoto druhu spojovan s africkymi antilopami (Zarlenga a Hoberg 2016), v
soucasnosti se jedna o dominantniho parazita ovci a koz (Caprinae) (O"Connor et al. 2006),
jehoz kosmopolitni rozsiteni piredevsim disledkem lidské ¢innosti. V minulosti naptiklad
antropogenni introdukce ovce domaci (Ovis aries) béhem kolonizace Severni Ameriky
umoznila pfenos H. contortus na nearktické jelenovité, pfi¢emz v soucasnosti tato hlistice
pfedstavuje vyznamnou sSlozku parazitofauny severoamerickych jelenci béloocasych
(Hoberg et al. 2001; Barone et al. 2020). V mistech kontaktu mezi jelenovitymi, volné
Zijicimi a domestikovanymi zastupci Caprinae dochazi k mezidruhovému ptenosu H.
contortus, jak dokladaji studie druhové specifity a analyzy mtDNA hlistic parazitujicich u
alpskych volné Zijicich pfezvykavcil (Zaffaroni et al. 2000; Cerruti et al. 2010).

Infekce H. contortus je v oblasti zépadniho palearktu relativné castd u srnct
obecnych. Byla naptiklad zaznamenéana u srnct na severovychodé¢ Iberského poloostrova
(Pato et al., 2013), ve Francii (Ferté et al., 2000), v Polsku (Drozdz et al., 1992), v Ceské
republice (Vetyska et al., 1980), na Ukrajin¢ a v Turecku (Bolukbas et al., 2012). Prevalence
a intenzita infekce H. contortus je obvykle niz§i v porovnani s druhy typickymi pro
jelenovité, ale naptiklad u srncti na nékolika lokalitach zapadni a centralni Ukrajiny je tento
parazit dominantnim druhem (Kuzmina et al., 2011). Autofi Verheyden et al. (2020)
zaznamenali pozitivni korelaci mezi denzitou pasenych doméacich prezvykavci v krajiné€ a
mirou parazitarni zatéze u sympatrickych srncti. Celosvétové nartstajicim problémem je
rezistence H. contortus vici anthelmintikim (Kaplan et al., 2012; Rose et al., 2015). Volné
Zijici prezvykavcei v tomto ohledu mohou piisobit jako vektor rezistentnich linii (Megyesi et

al., 2019). Napftiklad u srncii ve Velké Britanii a v Mad’arsku byli identifikovani jedinci H.
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contortus nesouci ve své DNA alely zptsobujici rezistenci vuc¢i benzimidazolovym Ié¢ivim

(Chintoan-Uta et al. 2014; Nagy et al. 2017).

3.2.3 Podceled’ Ostertagiinae

V ramci holarktického regionu jsou za nejrozsifenéjsi a nejpatogennéjsi skupinu
trichostrongylidnich hlistic prazitujicich u jelenovitych tradi¢né povaZzovani zastupci
podceledi Ostertagiinae parazitujici ve slezu. Podceled’ Ostertagiinae je povazovana za
monofyletickou sesterskou vétev Haemonchiinae v ramci ¢eledi Trichostrongylidae (resp.
Haemonchiidae) (Hoberg a Lichtenfels, 1994; Durette-Desset et al., 1999).

Pro druhy této podceledi je typicka konfigurace paprskl parici plachetky typu 2-1-2
pro rody: Marschallagia (Orloff, 1933), Camelostrongylus (Orloff, 1933), Longistrongylus
Le Roux, 1931 a Ostertagia Ransom, 1907 a 2-2-1 typicka pro rod Spiculoptergia (Orloff,
1933), Mazamastrongylus Cameron, 1935 a Teladorsagia Andreeva a Satubaldin, 1954
(Durette- Desset et al., 1989). Dalsimi charakteristickymi znaky jsou pfitomnost dvou para
papil na ventralnich a lateralnich ¢astech genitalniho kuzelu (Chabaud et al., 1970) a
konfigurace kutikularnich hiebenti (synlophe) (Lichtenfels a Hoberg, 1993).

U srnct obecnych a jelent evropskych jsou v fadé studii jako dominantni uvadény
druhy Spiculopteragia spiculoptera a Ostertagia leptospicularis (Hoberg et al., 2001; Togni
et al. 2004; Wyrobisz-Papiewska, 2018). O. leptospicularis je hlistice rozsifena napii¢
zapadnim palearktem. Jde o parazita typického pfedevs§im pro srnce obecného, u kterého
obvykle pievazuje nad ostatnimi druhy gastrointestinalnich paraziti (Bolukbas et al., 2012;
Pato et al., 2013).

Druh Spiculopteragia spiculoptera syn S. boehmi dosahuje nejvyssi prevalence a
abundance u jelena evropského (Drozdz et al., 1993; 1994; Manfredi et al. 2007), ale byla
zaznamenana rovnéZ u turovitych, jako jsou zubii evropsti, kamzici horsti nebo kozoroZci
horsti (Capra Ibex) (Suarez a Cabaret et al. 1991; Demiazskiewicz 2014; Zaffaroni et al.,
2000).

Vyskyt druhi S. asymmetrica a Ostertagia Drozdzi je spojovan s danky evropskymi
(Santin-Duran et al., 2004; Rehbein et al. 2014), nicméné¢ v oblastech mediteranniho klimatu
mize namisto O. leptospicularis pfedstavovat dominantniho parazita jelena evropského

(Santin-Duran et al., 2008).
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Béhem pitev jelenovitych pfezvykavci jsou rovnéz ¢asto nachazeny druhy typické
pro ovce a kozy, jako je Teladoragia circumcincta, nebo pro skot, jako je O. ostertagi
(Vetyska et al., 1980; Togni et al., 2004; Pato et al., 2009).

Marshallagia marshalli, je typickym parazitem kamzikd horskych a kozorozcu
horskych (Wyrobisz-Papiewska et al., 2018), ptficemz v mistech kontaktu s jelenovitymi
dochazi k pfenosu tohoto parazita na jeleny evropské nasledné na srnce obecné (Zaffaroni et
al., 2000; Manfredi et al., 2007). Tento druh se vyskytuje rovnéZz v polarnich oblastech
severni Evropy a Ameriky, kde spole¢n¢ druhem Ostertagia gruenheri tvoii soucast
parazitofauny soba polarniho Rangifer tarandus (Dallas et al., 2000; Maniinen et al., 2014).
U tohoto hostitele byl pomoci molekularni analyzy mitochondrialni DNA popsan vyskyt
kryptického druhu Teladorsagia boreaeticus (Hoberg et al., 1999).

S jeleny sika byl do Evropy, pravdépodobné z Japonska, introdukovan druh
Spiculopteragia houdemeri. V kontinentalni Evropé byl tento parazit zatim zaznamenan u
jelent sika v Severnim Poryni-Westfalsku (Rehbein et al. 2003) a v Dolnim Rakousku
(Rehbein a Visser, 2007). Pomérné nedavno byla S. houdemeri pomoci multiplex PCR
identifikovana také na zemi Velké Britanie u ovci bez anthelmintické kontroly (Sinclair et
al., 2016). V Japonsku byla tato hlistice popsana jako S. yamashitai, pficemz zde parazituje
u jelend sika a sobt polarnich (Obayashi, 1966).

Pro hlistice z podc¢eledi Ostertagiinae parazitujicich u jelenovitych je typicka vysoka
prevalence, Casto dosahujici 100 % a zaroven relativné nizké intenzity infekce (Drozdz,
1995) Negativni dopady infekce témito hlisticemi u volné zijicich ptezvykavci jsou podobné
jako u hospodafiskych zvitat, v€etné zmén v pastevnim chovani, fyziologii hostitele a sniZzeni
celkové hmotnosti (Arneberg a Folstad, 1999; Boggiato et al., 2020).

Ptestoze jsou jednotlivé druhy hlistic z podéeledi Ostertagiinae obvykle typické pro
urcitého hostitele, Vv lokalitaich spole¢ného vyskytu vice druhii piezvykavcl muze byt
pozorovano sdileni téchto paraziti mezi jelenovitymi, ale dochazi rovnéz K pfenosiim na
turovitée (Winter et al. 2018, Wyrobisz-Papiewska et al. 2018). Naptiklad hlistice O.
leptospicularis se stala dominantnim druhem v populaci zubrG evropskych v Polsku na
uzemi Bélovézského pralesa. Tticet let po vypusténi téchto zubrl z obory do volné ptirody
zjisténa abundance O. leptosicularis ptevySovala abundanci O. ostertagi, druhu typického
pro tury (Bovinae) véetné zubra (Dré6zdz et al. 1989). Po kolonizaci mistnich zubra invaznim
druhem A. sidemi abundance O. leptospicularis prudce poklesla, zatimco abundance

typického druhu zistala nezménéna (Demiaszkiewicz, 2014). Zubii zde rovnéz ziskali
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hlistice O. antipini a M. dagestanica, které parazituji primarn¢ u losa evropského (Grandi et
al. 2018).

Vzhledem k nizké specifité vétSiny druhti gastrointestinalnich hlistic mize dochazet
rovnéz k pienosu zastupcii podceledi Ostertgiinae z jelenovitych na domaci prezvykavce.
Ptestoze jsou zdznamy o takovych infekcich spisSe ojedinélé (Borgsteede, 1982; Mulrooney
et al., 1991; Maniinen et al., 2014; Sinclair et al. 2016), 1ze ptedpokladat, ze k nim ve
skute¢nosti dochazi mnohem castéji, jelikoz pomoci metod intravitalni diagnostiky bézné

pouzivanych u hospodaiskych zvitat neni mozné spolehlivé identifikovat jednotlivé druhy.

3.2.3.1 Polymorfismus zastupcu podceledi Ostertagiinae

Znacéné rozdily v morfologii kopula¢nich organi samcii podceledi Otertagiinae vedly
k vytvoteni az 17 samostatnych rodt (Gibbons a Khalil, 1982). Souc¢asné vSak byl pozorovan
fenomén pravidelného spolecného vyskytu dvou druhti. Jeden z druhil v infrapopulaci vzdy
pfevazuje, pti¢emz procentudlni zastoupeni minoritnich druhu vzdy korelovalo s abundanci
majoritniho druhu. Z toto vztahu Drozdz (1995) vyvodil, Ze se ve skuteCnosti jedna o dva
morfologické projevy jednoho druhu, tzv. morfotypy. Morfologické rozdily majoritniho a
minoritniho morfotypu maji obdobny charakter napfi¢ druhy: spikuly majoritniho morfotypu
jsou vzdy $tihlé a pfidavnd membrana na kopulacni burze neni vyrazné sklerotizovana
(Lichtenfels a Hoberg, 1993). Naopak spikuly minoritniho morfotypu jsou robustnéjsi a
pridavna membrana tvoii sklerotizovany utvar ozna¢ovany, jako Sjobergtv organ (Asakawa
et al., 2010). Morfologické rozdily paficich orgdnii mezi obéma morfotypy jsou natolik
vyrazné, Ze pro minoritni morfotypy byly v minulosti zaloZeny samostatné rody. Hypotézu
existence polymorfismu v nasledujicich letech podpoftily vysledky molekularnich analyz.
Bylo tak napftiklad zjisténo, ze ITS-1 a ITS-2 sekvence ribozomalni DNA S. asymerica a S.
quarispiculata jsou identické (Santin-Duran et al., 2002). PfisluSnost ke stejnému druhu
byla potvrzena rovnéz u dvojic Marshallagia marshalli a Marshallagia occidentalis (Dallas
et al., 2000), Spiculoteragia spiculoptera a Spiculopteragia mathevossiani (Lienard et al.
2007) a S. houdemeri a S. andreevae (Sultan et al. 2012). Rody Skrjabingia (=Ostertagia),
Rindia (=Siculopteraia) a Apteragia (=Spiculopteragia) tak v soucasnosti nejsou
povazovany z platné taxony. Druhy Skrjabinagia kolchida, Rinadia mathevossiani, Rinadia
andreevae a Apteragia quadrispiculata jsou proto v této disertacni praci uvadény jako

minoritni morfotypy druhli: O. leptosicularis, S. spicuoptera, S.houdemeri a S.asymmetrica.
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V minulosti byl pozorovany ur€ity vliv sezony (Drézdz et al., 1992) a véku hostitelti
(Drozdz et al., 1987; Santin-Duran et al., 2004) na pomér zastoupeni jednotlivych
morfotypil, nicméné hlavnim faktorem je zfejmé intenzita infekce majoritnim morfotypem.
Pfi mirné infekci minoritni morfotypy Casto nejsou ptitomny (Yokohata et al., 2013). Druhy
rodu Camelosongylus, Longistronglus a Mazamastrongylus jsou povazovany za
monomorfni. Pfi¢iny vzniku polymorfismu dosud nejsou zndmy. Morfologické ur¢eni samic
je pomérné obtizné, zalozené na pritomnosti a rozmérech vulvalni chlopné a délce kaudalni
¢asti (vzdalenost od anélniho otvoru po Spicku casu). Tyto znaky jsou ale pomérné variabilni
v ramci druhu a dochazi k vyraznym piekryvim mezi druhy (Lancaster a Hong, 1990).
Spolehlivéjsim znakem pro urceni samic je konfigurace kutikuldrnich hiebent a
morfometrie pfepazky oddé€lujici oesophagus od stfeva (Lichtenfels a Hoberg 1993).
S pomoci téchto znakl je mozné samice rozlisit do jednotlivych druhii. Sami¢i morfotypy
nebyly identifikovany. Béhem experimentalniho kiizeni samic z laboratornich

monomorfnich linii majoritniho morfotypu se samci minoritniho morfotypu byly ziskéani

samci odpovidajici obéma morfotypiim bez znaki kiizeni (Suarez a Cabaret, 1992).

3.3 Jelenoviti v CR jako hostitelé slezovych hlistic

Celed’ Cervidae zahrnuje piiblizng 55 druhti v 18 rodech (Hassanin et al., 2012) a
(Ruminantia). Oblasti pfirozeného vyskytu zahrnuji Eurasii a oba americké kontinenty,
pfiCemZ aZz na vyjimky je jejich rozSifeni omezeno na severni polokouli. Zastupci
jelenovitych jsou adaptovani na rizné typy prostiedi. Unikatnimi morfologickymi znaky
jsou absence zlu¢niku a pfitomnost parozi. V soucasnosti se vétSina autorii na zakladé
molekulérnich analyz ptiklani k rozdéleni Celedi na hlavni skupiny: podceled’ Cervinae,
obsahujici tribus Cervini (jeleni), a Muntiacini (muntzakové) a podceled’ Capreolinae
sloZenou z tribii Capreolini (srnci), Alceini (losi), Odocoileini (jelenci), a rangiferini (sobi)
(Hassanin et al., 2012; Gutiérrez et al., 2017; Heckenberg, 2020). Tato dichotomie zaroven
odpovida star§imu déleni zalozeném na morfologii koncetin, konkrétné ptfitomnosti
latelarnich megapodii, které jsou zachované u eurasijskych jelent a asijskych muntzaki
(Plesiometacarpalia) a redukovdny u zastupci skupiny Telemetcarpalia odpovidajici

podceledi Capreolinae.
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Ptivodnimi druhy jelenovitych pro Ceskou republiku jsou srnec obecny a jelen
evropsky, ackoliv u jelena evropského doslo v minulosti k hybridizaci s nékolika dal$imi
poddruhy (Bartos et al., 2010) a v sou¢asnosti hybridizuje s jelenem sika (Bartos$ et al., 1981;
Putnové et al., 2021). Oba druhy se zna¢né 1isi svymi naroky na prostiedi. Jelen evropsky se
v piihrani¢nich horskych oblastech a pfilehlém podhiiti (Andéra a Cerveny 2009; Romportl
et al., 2017). Jelikoz je tento druh nejvice cenény z hlediska loveckych trofeji, je rozsifen
rovnéz jeho oborni chov. Oproti srnci obecnému jelen evropsky preferuje souvislé lesni
porosty, které poskytuji dostateény ukryt (Heurich et al., 2015) pfi¢emz dualezitd je rovnéz
vegetacni skladba. Jeleni preferuji oblasti s vyskytem pastvin a mytin s bohatym bylinnym
patrem (Mysterud et al., 2002; Andéra a Cerveny, 2009).

Béhem zimniho obdobi kdy snéhovy pokryv ve vysokych nadmotskych vySkach
znesnadnuje pohyb a pfistup k potravé sestupuji jeleni do nize polozenych oblasti, kde
prezimuji (Mysterud, 1999). V nizinach je vzhledem k fragmentaci lesniho typu krajiny
vyskyt jelentl spise vzacny, s vyjimkou luznich lesti (Andéra a Cerveny, 2009). Oproti tomu
srnec obecny je rozsifen napii¢ biotopy na celé plose CR. Pocetni stavy tohoto druhu za
posledni dekady vyrazné vzrostly a v souCasnosti se jedna o nejpocetnéjsi druh z Celedi
jelenovitych na evropském kontinenté. Piestoze byl povazovan za ,lesni“ druh, nejvétsich
poctit dosahuje v zemédé€lsky vyuzivané krajin€ s mirnym klimatem (Hagen et al., 2014;
Benjamin et al., 2022). U smcii a jelenii na tizemi diivéjsiho Ceskoslovenska byli
v minulosti zjistény typiéti paraziti slezu O. leptospiularis a S. spiculoptera a v mistech
kontaktu s danky evropskymi také S. asymmetrica (Kotrla a Kotrly, 1977; Vetyska, 1980).

Los evropsky byl na izemi dnesni CR vyhuben jiz v dob& vrcholného stiedovéku a
jeho soucasny vyskyt je disledkem rekolonizace jedinci migrujicimi z Polska zaznamenané
od 50. let minulého stoleti (Andéra a Cerveny, 2009). Losi preferuji vihké lesy doplnéné
mokfady a rybniky s bujnou pobfezni vegetaci. Kromé& migrujicich jedinci, kterych od
piedeslych dekad zna¢né ubylo, byl trvaly vyskyt mezi lety 2006 a 2009 zjistén pouze v okoli
Vodni nadrze Lipno a v jizni ¢asti Sumavy (Romportl et al., 2017). Jelikoz ma los v Ceské
republice status ohrozeného druhu, ktery nelze legaln¢ lovit, informace o parazitofauné
mistni populace prakticky neexistuji. Nalez typického parazita losa M. dagestanica (Rezag¢,
1987) u srnce obecného na Pardubicku naznacoval pfitomnost migrujicich jedinct tohoto
druhu.

Danék evropsky (skvrnity) je jednim ze tii neptivodnich druhii v CR. K introdukci

tohoto druhu doslo jiz v obdobi pozdniho stfedovéku, pficemz do 2. svétové valky se jednalo
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o Cisté oborni zvétf. V soucasnosti je danck rozsifen na vétsi casti tzemi, pfi¢emz oblasti
vyskytu tvoii souvislé plochy (Andéra a Cerveny, 2009). Preferuje nize poloZené oblasti
s nadmotskou vysku do 500 m. n. m. (Bartos et al., 2010). Dan¢k je u nas zaroven nejcastéji
ze vSech druht jelenovitych predmétem oborniho a intenzivniho faremniho chovu (Svrcula
et al., 2019). Autofi Kotrla a Kotrly (1977) uvadéji jako dominantniho parazita dankd v
oborach i ve volnosti druh S. asymmetrica pfi¢emz u téchto hostiteld pozorovali rovnéz
druhy typické pro jeleny a srnce.

Dal$im neptivodnim druhem jelenovitych je jelen sika (Sika nippon), ktery se
v soucasnosti dynamicky §ifi na uzemi CR. Tento druh byl introdukovan do nékolika obor
v Cechach a na Moravé, pfi¢emz od poloviny 20. stoleti dochazi k jeho expanzi z ohnisek
vyskytu v severozapadnich Cechach a severovychodni Moravé.

Oproti jelenu evropskému vykazuje vétsi schopnost mobility a niz8i naroky na
zalesnéni krajiny (Andéra a Cerveny, 2009). Do roku 2010 byl jelen sika zaznamenan téméf
ve viech krajich CR, s vyjimkou JihoGeského a Zlinského kraje (Dvoiak a Palyzova 2016).
Kromé¢ invazniho druhu A. sidemi byla jako druhy nejcastéjsi parazit slezu tohoto hostitele
zjisténa S. asymmetrica ziskana pravdépodobné na oborach sdilenych s danky (Kotrla a
Kotrly, 1977).

Jelenec béloocasy (Odocoileus virginianus) je puavodné nearkticky druh,
introdukovany do CR z Kanady v druhé poloving 19. stoleti. Hlavni oblast vyskytu lezi
v Brdské vrchoviné, mensi izolovanad populace se nachazi rovnéz v oblasti Chlumského
hiebene. Na Moravu byli v 80. létech minulého stoleti introdukovani jedinci poddruhu
(Odocoileus virginianus borealis) do né&kolik obor v Jihomoravském a Zlinském kraji
(Andéra a Cerveny, 2009). Pocetni stavy tohoto druhu spide klesaji v disledku
nevyhovujicich podminek (dostupnost vhodné potravy) a konkurence ostatnich druhi
jelonovitych (Bartos et al., 1999). Jelenci béloocasi na novém Uzemi ztratili své specifické
druhy slezovych paraziti, jako je naptiklad Ostertgia mossi, nebo Spiculopteragia odocoilei
(Hoberg et al., 2001). Na druhou stranu byli tito hostitelé kolonizovani celym spektrem
palearktickych druhli z podéeledi Ostertgiinae: O. letospicularis, S. spiculoptera a S.
asymmetrica (Kotrla a Kotrly, 1977).
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3.4 Patologie ashworthiézy

3.4.1 Abomasum

Slez (abomasum), neboli pravy zaludek je ¢tvrtym a poslednim segmentem tvoficim
slozeny zaludek prezvykavct, jeho funkce a anatomie je obdobna, jako u Zlaznatého zaludku
monogastri. Na rozdil od ptfedzaludkd zde dochazi piedev$im k traveni proteinti. U
okusovact, jako je naptiklad srnec obecny nebo los evropsky, je relativni hmotnost a
kapacita slezu niz8i nez u spasact (muflon), a u druhii s pfechodnym typem potravni strategie
(jelen evropsky, danék obecny) (Hofman, 1989). Vnitini Cast slezu 1ze rozd¢lit na oblast dna
(fundus), kde jsou secernovany travici enzymy a na pylorickou ¢ast, ve které je produkovan
pouze hlen. Sliznice fundu tvoii cetné zadhyby, ¢imz je zvySovana celkova vnitini plocha
slezu pro co nejvétsi kontakt s pasazovanou potravou. Pti naplnéni slezu dochazi ke zvyseni
pH na 6,0 — 7,0 coz stimuluje parietalni buiiky k produkci iontl kyseliny chlorovodikové, k
obnoveni kyselého pH 2,5, které je optimalni pro pfeménu pepsinogenu na pepsin. U
okusovact je sliznice slezu silngj$i nez u spasact a obsahuje vys$si mnozstvi parietalnich
bun¢k, coz umoziuje neutralizovat vysokou alkalitu slin, které naopak pomahaji udrzovat
optimalni pH béhem fermentace v bachoru (Hofman, 1989).

Za fyziologickych podminek je sliznice fundu slezu tvofena velkym mnozstvim
jamek (foveolae), které jsou zakonCeny mirn€ rozvétvenymi tubularnimi Zlazami. Svrchni
¢ast téchto jamek je vystlana buiikami produkujicimi mucinézni hlen. Tyto buiky jsou
dvojiho typu: pii povrchu se vyskytuji tzv. SMC (surface mucous cells) buniky produkujici
prevazné neutralni mucin MUCS5AC, zatimco hlubsi ¢ast, oznacovana jako kréek je osazena
tzv. MNC (mucouse neck cells) bunikami, coZ jsou v podstaté nezralé hlavni bunky, které
kromé pepsinogenu vylucuji mucin typu MUC6 (Ota a Katsuyama, 1992). Sliznice je tak
chranéna nékolika vrstvami hlenu, které spolu s hydrogenuhli¢itanovymi ionty a
hydrofobnimi fosfolipidy vytvareji gradient pH mezi kyselym obsahem slezu a povrchem
epitelu (Lichtenberger, 1999; Simpson, 2000). Kromé& ochrany pfed mechanickym a
chemickym poskozenim vlastni tkdn€¢ mohou muciny vyznamné ovliviiovat vnimavost nebo
pfipadnou rezistenci vii¢i gastrointestinalnim parazitim (Magalhaes et al., 2009; Hasnain et
al., 2013). Klicova je v tomto ohledu skladba oligosacharidii, které jsou navazany na
polypeptidové jadro O-glykosilaci. Vazba se tvoti mezi hydroxylovou skupinou threoninu,

nebo serinu a GalNac (N-acetylgalaktosamin) sacharidového fetézce, piipadné mezi GalNac
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a asparginem (Kobata, 1992). Naptiklad u mlad’at rezistentnich vii¢i gastrointestinalnim
hlisticim byla zjiSténa vyssi mira sulfatace mucinti (Hoang et al., 2010).

Pti bazi zlaz se nachézeji buiiky, které se svoji ¢innosti podileji na traveni. Jsou to
jednak zralé hlavni buiiky, které produkuji pepsinogen a parietalni buiiky, které do lumenu
uvoliuji ionty H" a CI-, ¢imz zajistuji kyselé prostiedi, ve kterém muize dojit k pfeméné
pepsinogenu na aktivni pepsin. Daéle je zde fada endokrinnich buné¢k, které prostfednictvim
svych produktd, jako napi. gastrin, nebo histamin, reguluji a koordinuji Cinnost travici
soustavy a zajistuji fyziologickou architekturu sliznice. VSechny tyto buiky jsou
obnovovany dozravanim kmenovych bungk, které se neustale tvoii v progenitorové zoné

kréku (Rinaldi et al., 2011).

3.4.2 Patologie trichostrongylidnich infekci

3.4.2.1 Primé piisobeni hlistic a makroskopicky viditelné patologie

Infekce slezu hlisticemi ¢eledi Trichostrongylidae 1ze obecné povazovat za vysoce
patogenni. Dochézi pfi nich k mechanickému poskozeni sliznice slezu a duodena, coz vede
k zané&tlivy reakcim a anemickym staviim, ale také k naruSeni exkre¢ni funkce buné¢k epitelu
slezu.

Zastupci podceledi Ostertagiinae zpiisobuji nejvaznéjsi poskozeni hromadnou
migraci larev tkani hostitele béhem svého vyvoje. Ostertagioza prvniho typu, je zpusobena
penetraci sliznice larvami tfetiho stadia kratce po pozieni infekcnich larev hostitelem a
objevuje se nejcastéji u mlad’at v pozdnim 1ét€ a na podzim. K ostertagiéze druhého typu
dochéazi po dosaZeni dospélosti a nasledném synchronnim vynofenim velkého mnoZstvi
larev ctvrtého stadia, ptipadné casnych stadii dospé€lct. Ostertagiéza druhého typu se
objevuje hlavné u na jate, u starSich jedinct, po obdobi pozastaveného vyvoje larev (Bellem
et al., 1993; Connan, 1991). Makroskopicky pozorovatelnym patologickym projevem
ostertagiozy je otok, zesileni sliznice a zejména ptitomnost typickych noduldrnich 1ézi, které
se tvofi v okoli infikované tkané (Conti a Howetrh, 1987). Ostertagioza je dobfe znama v
chovech hospodarskych prezvykavci, ale byva té€z pozorovana u jelenovitych, u kterych je

oznacovana, jako Fading elk syndrome (Woodburry a Parry, 2009; Boggiatto et al., 2018).
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Onemocnéni se projevuje vyraznou ztratou hmotnosti, ubytkem svalové hmoty a snizenou
kvalitu srsti (Orr et al., 1990).

Hematofagni druhy z pod¢eledi Haemonchiinae, mezi které patii i A. sidemi,
zpusobuji poskozeni sliznice pfedevsim v dospé€losti béhem sani krve. Typickym nélezem u
prezvykavci infikovanych H. contortus jsou hemoragické 1éze, ulcerace, nekrozy a eroze
sliznice (Peréz et al., 2001; Dutta et al., 2017; Jaheed et al., 2021). O patogennim vlivu A.
sidemi na sliznici slezu existuje dosud jen malo podrobnych informaci. Autofi
Demiaszkiewicz et al. (2009) pozorovali hyperémii a napadny otok sliznice slezu u mlad’at
jelena evropského infikovanych vét§im mnozstvim jedinct A. sidemi. Podrobnéjsi vySetieni
bylo provedeno pouze u zubri evropskych. U infikovanych jedinct byly na sliznici slezu
zjistény ptiznaky abomasitis, které se makroskopicky projevovaly hyperémii a celkovym
otokem. Histologické vySetieni zubrd infikovanych A. sidemi odhalilo pfitomnost
zanétlivého infiltratu tvotfeného ptfevazné lymfoidnimi bunkami a eozinofily pfiCemz
intenzita infiltrace téchto bun€k pozitivné korelovala s intenzitou infekce (Osinska et al.,
2010). V souvislosti s A. sidemi byla u zubrl zjisténa také zhorSeni nékterych krevnich
parametrd. Pocet Cervenych krvinek, mnoZstvi hemoglobinu a iroveii hematokritu negativné

korelovala s intenzitou infekce (Kotodziej-Sobocinska et al., 2016b).

3.4.2.2 Zmény v sekreci slezu a histopatologie

Kromé pfimého poskozeni tkan€ zplisoben¢ho migrujicimi larvami a sanim krve
dospélci mohou hlistice z ¢eledi Trichostrongylidae narusovat fyziologickou funkci slezu
nepiimo zménami sekrecni aktivity. Pti infekci slezovymi hlisticemi je bézné pozorovano
zvySeni pH v lumenu slezu (Hertzberg et al., 2000; Moradpour et al., 2013). K tomuto jevu
dochazi bezprostiredné po vynofeni larev Ctvrtého stadia a jejich nasledného dosazeni
dospelosti (Lawton et al., 1996; Simpson et al., 1996). Autofi Scott et al. (2017) pozorovali
nastup projevi zvyseného pH ve slezu jiz né€kolik hodin po transplantaci dospélych jedinct
T. circumcincta do lumen slezu ovci. Vzestup pH ma za nasledek naruseni traveni bilkovin,
jelikoz dochézi k omezeni pfemény pepsinogenu na aktivni pepsin. Zatimco larvalni stadia
hlistic zptsobuji poskozeni parietalnich bun¢k pouze v bezprosttednim okoli infikované
tkan¢, za pfitomnosti dospélcti dochdzi ke snizeni poctu parietdlnich bunék a
k degenerativnim zménam jejich morfologie (Scott et al., 2000). Klicovou roli v procesu

inhibice parietdlnich bun¢k pravdépodobné hraje produkce exkre¢né sekrecnich produktt
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(ESP) dospélymi parazity. Autofi Simpson et al. (1999) transplantovali do slezu ovci
dospélce T. cicumcincta uzaviené v poréznim obalu tak, aby nebyl mozny kontakt se sliznici
a zaroven mohlo dochazet k uniku ESP, naceZ pozorovali zvySeni pH v lumen slezu. Rovnéz
laboratorn¢ kultivované parictalni bunky vystavené ESP T. circumcincta vykazovaly
snizenou sekreci kyseliny (Mihi et al. 2013). Inhibici parietalnich byla v minulosti zjisténa i
pfi infekcei ovei druhem O. leptospicularis, typickym pro jelenovité (Hertzberg et al., 2000).
Pii koinfekci O. leptospicularis a O. ostertagi byly pozorovany vyssi hodnoty pepsinogenu
Vv krvi hovéziho skotu (Al Saqur et al., 1980).

Pti zvyseni pH ve slezu dochazi k vzestupu gastrinu v krvi infikovanych zvirat (Fox
et al., 1988). Tento jev nastava v dusledku ztraty negativni zpétné vazby. Hlavnim
aktivatorem G bun€k k produkci gastrinu je zvySené pH béhem pasdze traveniny. Po
vyprazdnéni slezu obnovené nizké pH stimuluje D buniky k produkei somatostatinu, ktery
funguje jako inhibitor G bunck. Trvale zvySené pH béhem infekci trichosrongylidnimi
hlisticemi tak zptisobuje hypergastrinemii (Lawton et al., 1996). To ma za nasledek zmény
v architektufe sliznice fundu, jelikoz gastrin se mimo jiné podili na udrzovani rovnovahy
mezi tvorbou a dozravanim buné¢k tvotfenych v progenitorové ¢asti kréku (Simpson, 2000).
Jednim z histologickych projevi zvySené sekrece gastrinu tak mize byt proliferace bunék
Vv oblasti kréku slezovych jamek a nésledna hyperplazie, ktera je béhem trichostrongylidnich
infekci Casto pozorovana (Rinaldi et al., 2011; Simpson et al., 2016; Scott et al., 2017).

Alteraci v sekreci slezu trichostrongylidni infekce ovliviiuji také mnozstvi a kvalitu
produkovanych mucind. Ve slezu ovci infikovanych hlistici H. contortus bylo pozorovano
snizeni neutralniho secernovaného mucinu Muc5AC a naopak zvySeni mnoZzstvi kyselého
mucinu Muc6 v hlubsich ¢astech sliznice (Newlands et al., 1990). Pii hemonchoze byla
pozdéji zjisténa snizena exprese genu pro tvorbu neutralniho mucinu MUC5AC. Rinaldi et
al. (2011) zaznamenali zvySenou expresi genu MUC6 pro tvorbu kyselého secernovaného
mucinu a membranovych mucint MUC1 a MUC20 béhem infekce skotu hlistici O.
ostertagi, pricemz pomér a lokalizace neutralnich a kyselych mucinti byly podobné jako
Vv pfedchozi zminované studii (Newlands et al., 1990). Zaroven byla pozorovana zvySena
exprese genu zapojenych do specifického typu syntézy mucini (fukosylace). K redukci
neutralniho mucinu Muc5AC v oblasti SMC a zvySeni kyselého mucinu v oblasti MNC bylo
pozorovano jak pti infekci vyvolané druhem H. contortus (Haemonchiinae), tak pti infekci
T. circumcincta (Osertagiinae). Navic tito autofi pozorovali snizené mnozstvi sulfatovanych
mucind, které mohou byt vyznamnym faktorem rezistence proti gastrointestinalnim

parazitim (Hoang et al., 2010). Autofi Scott et al. (2017) u ovci uméle infikovanych T.
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circumcincta sledovali vyse zminované zmény (zvySeni pH a gastrinu a zeslabenou reakci
PAS), které indikuji pokles neutralnich mucini v povrchové ¢asti slezovych jamek a naopak
zvySenou reakci ALC detekujici kyselé muciny v hlubsich ¢astech sliznice. Ke v§em témto
zménam doslo v fadu hodin od transplantace dospé€lych hlistic. V ptipad¢ infekce larvami se
zmény zacaly vyrazné projevovat az deset dni po infekci, coz odpovidalo dobé jejich
dosazeni dospélosti. Na zakladé uvedenych poznatkll je zfejmé, Ze k nejvyznamnéjSim
zménam postihujicim sekrecni ¢innost slezu piezvykavct dochazi za ptitomnosti dospélych
stadii trichostrongylidnich hlistic a to napfi¢ druhy. Zejména neutralni mucin Muc5AC tvoii
vyznamnou bariéru chréanici sliznici slezu pted autolytickym poskozenim a pfed vstupem
dalsich patogenti. Dopad A. sidemi, ani jinych druht hlistic parazitujicich u jelenovitych na

tvorbu tohoto mucinu dosud nebyl studovan.

3.5 Diagnostika ashworthiézy

Metody diagnostiky GI hlistic lze rozdélit na postmortdlni a intravitalni.
Postmortalni diagnostika zahrnuje prazitologickou pitvu Gl taktu, pfi které je mozné stanovit
absolutni intenzitu infekce, nebo jeji odhad na zaklad¢ ptimé determinace paraziti. Oproti
tomu intravitalni metody umoznuji detekci parazita a odhad intenzity infekce na zakladé
pfitomnosti propaguli parazita ve vykalech hostitele. Podle vyvojového stupné
diagnostikovanych propagacnich stadii se intravitdlni metody déale déli na ovoskopické pii
kterych je infekce diagnostikovdna na zéklad¢ pfitomnosti a poctu vajicek ve vykalech a
larvoskopické pii kterych jsou detekovany infekcni larvy vykultivované z vajicek, nebo
ziskané z prostiedi. Nastrojem pro diagnostiku mohou byt také nepiimé metody, odhalujici
infekci prazity na zakladé specifickych zmén v téle hostitele vyvolanych imunitni odpovédi,
nebo narusenim fyziologickych funkci hostitele.

Presna diagnostika je nutna jednak pro antiparazitarni kontrolu a prevenci infekce,
ale také pro studie epizootologie parazitoz (Gasser et al., 2008). Pomoci diagnostickych
metod lze ovefit parazitarni infekci u jedinct s klinickym projevy, ale také odhalit
subklinickou infekci, ktera ma negativni dopad na zdravi jak ve stddech domacich, tak
Vv populacich volné Zzijicich ptezvykavcl (Eysker a Ploeger, 2000 Gunn a Irvinne, 2003).
Zatimco intravitalni diagnostika GI histic parazitujicich u ekonomicky vyznamnych

prezvykavci zaznamenala v ptredeslych letech znacny rozvoj zejména diky zavedeni
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molekularnich metod, studie téchto parazitti u volné zijicich zvifat jsou ve vétsing piipadi

stale zalozeny na vysledcich parazitologickych pitev (Budischak et al., 2015).

3.5.1 Parazitologicka pitva

Stézejni metodou pro postmortalni diagnostiku helmintéz volné Zijicich
piezvykavci je parazitologicka pitva (Taylor et al., 2016). Na rozdil od intravitalnich metod
parazitologicka pitva umoziuje zjistit absolutni hodnou intenzitu infekce jednotlivych
paraziti, nicméné vzhledem k ¢asové naro¢nosti determinace GI histi je ale obvykle urCena
pouze cast infrapopulace a celkova intenzita je nasledné stanovena odhadem (Gaba et al.,
2006). Podle tcelu vysetieni je provadéna celkova pitva Gl traktu, nebo organova, pii které
je vySetten pouze predilekéni segment pro urcitou skupinu parazitii.

Uplna parazitologickd pitva zahrnuje vySetieni obsahu organu véetné vyplachu
sliznic a jejich rozvolnéni pro ziskani larvalnich stadii (Eyskyer a Kooyman, 1993) Pro A.
sidemi, je vhodné provést uplnou organovou pitvu, pii které jsou, krom& makroskopicky
viditelnych dospélct v lumenu slezu, zachycena i larvalni stadia zanotend ve sliznici. Diky
tomu je mozné sledovat sezonni vyskyt histotropnich larev v poméru k dospélym stadiim.
Pro tyto ucely se pouzivaji travici metody, pti kterych dojde k rozvolnéni sliznice a uvolnéni
larev do traviciho roztoku, ze kterého jsou posléze ziskavany pasdzi pres laboratorni sita 0
priméru oka 38 um a dekantaci zachyceného materialu (Hansen a Perry, 1994; McKenna,
2008).

Nevyhodou postmortalni diagnostiky je znac¢na logistickd narocnost ziskavani
biologického materialu a Casovd naroCnost pii samotném vySetfovani. Ziskdni
reprezentativniho vzorku populace volné Zijicich zivodichi mize byt limitovano
legislativnimi a etickymi normami. Sbéry vzork pro studie helmint6z jelenovitych jsou tak
¢asto omezeny na obdobi loveckych sezon nebo ptirozenou mortalitu, pti¢emz neni mozné
postihnout sezénni zmény v prevalenci a intenzité infekce (Irvine et al., 2006; Albery, 2018).
U lovené zvéfe mlze byt nésledna interpretace vysledkd pitev ovlivnéna zplsobem
ziskavani vySetfovaného materialu. Naptiiklad pfi prubérném odstielu jsou selektovani
jedinci s viditeln€é zhorSenym zdravotnim stavem. U téchto zvitat lze pii tom piedpokladat

vys$$i parazitarni zatéz (Burgoin et al., 2021). Legislativa navic umoziuje po ur¢itou dobu v
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roce lovit pouze nékteré veékové skupiny, nebo pohlavi, coz mize byt prekazkou pro studii

epizootologie parazitéz (Pato et al., 2013).
3.5.2 Ovoskopie

I pies rozvoj sérologickych a molekularnich metod zlistava po vice nez sto letech od
svého zavedeni nejbéznéjsi metodou pro intravitalni diagnostiku helmint6z koprologické
vysetfeni (Ward et al., 1997; Nielsen et al., 2021). Paraziti GI traktu uvoliuji propagacni
stadia v podob¢ vajicek, ktera odchazi do vnéjsiho prostiedi s vykaly. Do traviciho traktu se
spolknutim vykaslaného sputa dostavaji rovnéz vajicka ¢i larvy plicnich parazitii a spolu se
zlu¢i sem odchdzeji vajicka jaternich paraziti. Mikroskopické vySetfeni vykala tak
predstavuje pomérné levnou metodu, pomoci které lze detekovat propagacni stadia fady

endoparaziti a odhadnout intenzitu infekce (Taylor et al., 2016).

Pro u¢innou diagnostiku pomoci ovoskopie je tieba dodrzovat spravny postup sbéru
a uchovavani vzorka. Jednotlivé vzorky by mély byt vzdy Cerstvé, odebirané, pokud mozno
individualné piimo z rekta vySetfovaného jedince. Koprologické vySetteni vzorkli by mélo
nasledovat v co nejkrat$si dobé od jejich ziskani. Vzorky vykall je mozné kratkodobé
uchovavat v uzavienych saccich pii teploté¢ 4 °C (Rinaldi et al., 2011), nicméné zhruba po
tydnu dochazi k rozvoji plisni, jejichz hyfy vzorek znehodnocuji. Pti vysSich teplotach
(okolo 20 °C) a ptisunu kysliku dochazi k lihnuti larev a vzorek nasledné neni mozné pouZzit
pro ovoskopické vySetieni (Foreyt, 2001). Pfi mraZzeni dochazi k popraskani vajicek, proto
lze pro dlouhodobé uchovani pouzit pouze chemickou konzervaci 5 — 10% roztokem
formaldehydu, ptipadné Lugolovym roztokem. Konzervace formaldehydem vylucuje dalsi
pouziti vzorku pro koprokulturu a molekuldrni metody, jelikoZ pfi ni dochéazi k nevratnému

poskozeni DNA (Harmon et al., 2007).

V laboratornich podminkach se pro diagnostiku GI hlistic nejcastéji pouzivaji
flotacni metody, které¢ umoziuji koncentrovat reprezentativni vzorek vajicek paraziti z
vySettovaného materidlu. Principem téchto metod je suspenze vzorki v nasyceném
flota¢nim roztoku o vysoké hustoté, ve kterém maji vajicka hlistic vzhledem k své nizsi
hustoté tendenci stoupat k povrchu, kde mohou byt snadno odebirdna pro mikroskopické

vySetieni. Pocet vajicek v daném objemu suspenze vztazeny k celkovému objemu vzorku
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vykalii poskytuje informaci o poctu vaji¢ek v jednom gramu vysetfované¢ho vzorku (eggs
per gram, EPG) (Nicholls a Obendorf, 1994).

Univerzalnim néstrojem pro detekci a kvantifikaci infekce hlisticemi je

McMasterova metoda, umoznujici odecitat poCet vyflotovanych vajicek pomoci specialné
navrzen¢ho podlozniho sklicka opatfeného komtrkami (Gordon a Whitlock, 1939).
Dulezitymi parmetry této metody je volba flotacniho roztoku, respektive jeho relativni
hustoty, pomér fedéni vzorku, doba flotace a objem suspenze odebrané pro vySetieni
(Cringoli et al., 2004). Flota¢ni roztoky s vyssi relativni hustotou zachyti Sirsi $kalu vajicek,
ale zaroven 1 vét§i mnozstvi necistot. S rostouci relativni hustotou flota¢niho roztoku navic
roste riziko poSkozeni vajicek (Zajac a Conboy, 2012). Pro diagnostiku GI hlistic jsou podle
autort Cringoli et al. (2004) optimalni flota¢ni roztoky na bazi sachardzy o hustoté mezi 1,2
al,35gcm?®
V prubéhu let tato metoda prosla fadou modifikaci jako napt. FLOTAC a Mini-FLOTAC
zvySujicich citlivost a piesnost ptivodni metody (Cringoli et al., 2010; 2017).
Tyto metody jsou v souéasnosti pouzivané zejména pro posouzeni parazitarni zatéze
infikovaného hostitele, ovétfovani ucinnosti anthelmintické 1écby (FECRT) a pro detekci
rezistentnich linii hlistic parazitujicich u hospodatskych ptezvykavcu (George et al., 2017).
U volné 7zijicich ptezvykavci je s pouzitim ovoskopickych metod mozné kontinualné
sledovat sezonni dynamiku zatéze GI hlisticemi (Albery et al., 2018).

Vzhledem k morfologické uniformité vajicek trichostrongylidnich hlistic nejsou
flotaéni metody vhodné pro identifikaci jednotlivych druhti. U vétSiny téchto paraziti,
véetn¢ A. sidemi, jsou vajicka tenkosténna ovalného tvaru o velikosti 60 — 80 pum.
Determinace jednotlivych druhli na zékladé ovoskopie je diky tomu takika nemozna. Odlisit
lze pouze zastupce rodi Nematodirus a Marshallagia, jejichz vajicka dosahuji az
dvojnasobné velikosti oproti vajickiim ostatnich hlistic z podc¢eledi Haemonchiinae a
Ostertagiinae  (Lichtenfels a Hoberg, 1994). Vajicka druhu H. contortus je mozné
identifikovat pomoci znaceného lektinu (aglutinin) (Umair et al., 2016).

Flota¢ni metody mohou parazita spolehlivé detekovat pouze v patentni fazi infekce,
tedy v dobé, kdy samice produkuji vajicka (McKenna, 1981). Zjisténé pocty vajicek tak
Casto nekoreluji s mirou skute¢né parazitarni zatéZze (Budischak et al., 2015). Pii
vyhodnocovani vysledka koprologického vysetieni je vzdy potiteba zvazit bioticky potencial

konkrétniho druhu hlistice, ktery se mezi jednotlivymi druhy paraziti zna¢né lisi.
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U druh@ GI hlistic produkujicich velké mnozstvi vajicek, jako je npiiklad H.
contortus detekované EPG odrazeji intenzitu infekce 1épe, nez u druhti s nizkym biotickym
potencialem, jako je napiiklad O. ostertagi (Eysker, 2000; Gasser et al. 2008). V endogenni
fazi vyvojového cyklu trichostrongylidnich hlistic nastavaji obdobi, kdy jsou v hostiteli
pfitomna pouze larvalni stadia (prepatenni perioda, hypobidza). V takovych ptipadech
koprologicka vySetteni poskytuji faleSn¢ negativni vysledek. Ani pfitomnost dospélcti v GI
traktu vSak nezarucuje spolehlivost vysledku, jelikoz vajicka jsou casto vyluCovana v
nepravidelnych intervalech. Napiiklad béhem pitev slezu zubrii bylo nalezeno znacné
mnozstvi dospélych hlistic A. sidemi, zatimco koprologické flota¢ni metody detekovaly u

stejnych jedincti pouze zanedbatelné mnozstvi vajicek (Vadlejch et al., 2017).

3.5.3 Larvoskopie

Jelikoz vajicka jednotlivych druhli trichostrongylidnich hlistic nelze od sebe
spolehlivé odlisit, prakticky jedinou spolehlivou tradiéni metodou determinace je
identifikace na zaklad¢ infekénich larev (L3) (van Wyk et al. 2004). Tyto larvy je mozné
ziskat inkubaci vykali vySetfovanych zvifat. Klicovymi faktory pfi inkubaci larev jsou
vlhkost, teplota ptistup vzduchu a optimalni pH (Hubert a Kerboeuf, 1984). Hansen a Perry
(1994) uvadégji jako optimalni pro kultivaci larev Gl hlistic pfezvykavci inkubaci
Vv termostatu pii teploté 27 °C po dobu sedmi az deseti dnt, pficemz je nutna pravidelna
kontrola vlhkosti koprokultury. Pfi dostatecné teploté a vlhkosti se z vajicek obsaZzenych ve
vykalech vylihnou larvy, které se ptiblizné po tydnu vyvinou v infekéni larvy La. Ty je
mozn¢é z koprokultury ziskat Baermanovou metodou vyuZivajici pozitivni hydrotaxi larev.
Ziskané larvy 1ze moZné urcit na zaklad€ morfologickych a morfometrickych charakteristik
(van Wyk a Mayhew, 2013). Pii sbéru vykaltu z prostiedi je vysoce pravdépodobna jejich
kontaminace volné zijicimi druhy hlistic, coz znesnadiiuje dalsi diagnostiku. Faktorem
zkreslujicim odhad intenzity infekce je v pfipad€ pouziti koprokultury rozdilnd mortalita
mezi larvami rtiznych druhd hlistic (Dobson et al., 1992; Parraud et al., 2006; O"Connor et
al., 2006). Z tohoto divodu je pied pouzitim kultivaci larev z vykali volné Zzijicich
pfezvykavci nutné nejprve optimalizovat teplotu a dobu inkubace pro ptislusné druhy
parazitl. Namisto vykalil Ize pouZzit agarové médium, do kterého jsou pienesena separovana

a procisténa vajicka (Hubert a Kerboeuf, 1984). Pii této metod¢ se sndze udrzuje potiebna
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vlhkost, prokysli¢eni a umoziuje rovnomérné rozlozeni Zivin pro rand larvalni stadia,

nevyhodou je vSak pracnost a casova naro¢nost.

3.5.4 Imunologické a sérologické metody

Z dalsich moznosti diagnostiky gastrointestinalnich hlistic 1ze zminit imunologické
metody vyuzivajici detekce specifickych protilatek v krvi a sérologické metody, pti kterych
jsou sledovany zmény hladin protilatek. Testy na pfitomnost specifickych protilatek, jako je
napt. ELISA nebo Western blot mohou slouzit napiiklad k detekci H. contortus u ovci
(Zarlenga et al. 2016). U volné zijicich pfezvykavci jsou imunologické metody pouzivany
pro diagnostiku bakterialnich a virovych onemocnéni (Bréard et al., 2020). Pro diagnostiku
gastrointestinanich hlistic se tyto metody vSak nejevi jako vhodné z diivodu nizké citlivosti,
jelikoz pfti vyskytu ptibuznych druht hlistic ¢asto dochazi ke zktizené reakci (Johnson et al,
1996; Eysker et al., 2000), nicméné mohou byt vyznamnym ndstrojem pii studiich
imunologie parazitarnich nakaz (Zarlenga et al. 2016). Hlistice slezu Ize diagnostikovat na
zakladé zvysené hladiny pepsinogenu, jelikoZ za pfitomnosti t€chto paraziti vlivem naruSeni
funkce parietdlnich bun¢k dochazi ke vzristu pH, coz vede k pozastaveni pfemény
pepsinogenu na pepsin a naslednému uvolnovani pepsinogenu do krve. Podobnym
indikatorem infekce slezu hlisticemi mize byt vzestup hladiny gastrinu. Pouziti
sérologickych metod jako nastroje rutinni diagnostiky znemoZiluje znacnd obtiZnost

ziskavani vzorkl krve u volné Zijicich ptezvykavci.

3.5.5 Molekularni metody

Metody popisované v predeslych kapitoldch maji fadu a nedostatkli. Ovoskopické
metody poskytuji pouze informaci o celkové infekci trichostrongylidnimi hlisticemi,
pfi¢emZ neni mozna determinace jednotlivych druhti paraziti. Oproti tomu larvoskopické
metody umoznuji determinaci druhi, nicméné kultivace larev a jejich nasledné uréovani je
casov€ narocné a vyzaduje znacnou zkuSenost. Navic tyto metody nejsou plosné

standardizovany a kazda laboratot zpravidla pouZziva vlastni modifikované metody s riznou
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spolehlivosti a citlivosti (Kassai, 1999; Cringoli et al., 2004), coz znesnadiiuje porovnavani
vysledkl mezi laboratofemi (Roeber e al., 2013).

Pfesnd determinace na urovni druhu je nezbytna jak pro diagnozu, tak pro studium
epizootologie A. sidemi. Pro tyto ucely je mozné pouzit molekularni metody, které se
Vv soucasnosti pouzivaji k diagnostice hlistic u domacich prezvykavct (Gasser et al., 2008;
Roeber e al., 2013). Tyto metody jsou zalozené na polymerazové fetézové reakci (PCR —
polymerase chain reaction), pii které je amplifikovan druhové specificky fragment DNA
parazita. Pro diagnostiku Gl hlistic jsou jako geneticky marker nejéastéji pouzivany prvni a
druhy wvnitfni transkribovany mezernik (ITS-1, ITS-2), lokalizovany na jaderném
ribozomalnim DNA (rDNA). Nizké variabilita mezi jedinci a zaroven mezi jednotlivymi
populacemi ¢inni zZ téchto mezernikl idealni markery pro identifikaci na urovni druhu.

Pii multiplex-PCR je mozné amplifikovat vice fragmentti souc¢asné, coz umoziuje
detekovat pritomnost celého spektra paraziti z jednoho vzorku. Pro zachovani pfesnosti a
ucinnosti této metody je nutnd optimalizace poc¢tu cykld, poméru reaktantti a teploty
jednotlivych fazi cyklu (Henegariu et al., 1997). Multiplex-PCR je vyuZzivéana pfi diagnostice
Gl hlistic parazitujicich u domacich druhi pfezvykavct (Zarlenga a Higgins, 2001; Roeber
et al.,2017), ale stale castéji je pouzivana i pro parazity jelenovitych, namisto klasické
morfologické determinace, napiiklad pfi detekcei plicnivek rodu Dyctiocaulus (Hoglund et
al., 1999; Pyziel et al., 2015), hlistic rodu Elaphostrongylus parazitujicich v nervové
soustavé (Swistocka et I., 2021). V minulosti byly popsany rovnéz genetické markery pro
diagnostiku nékterych druhd hlistic parazitujicich ve slezu jelenovitych, naptiklad O.
leptospicularis  (von Samson-Himmelstjerna et al., 2002; Bisset et al., 2014) nebo
Spiculopteragia houdemeri (Sinclair et al., 2016). Protokoly pouZivané témito autory byly
navrzeny pro diagnostiku druhového spektra Gl hlistic ovci na mistech, kde dochazi ke
sdileni pastvy s volné zijicimi ptezvykavci, avSak metoda multiplex-PCR umoziujici

identifikovat celé spektrum hlistic slezu jelenovitych dosud nebyla optimalizovana.

3.5.5.1 Real-time PCR a HRMA

Metoda real-time PCR (gPCR) (Higuchi et al., 1992) umoznuje v realném case
sledovat, zda dochazi k amplifikaci fragmentu DNA a zaroven kvantifikovat mnozstvi
vzniklého produktu. K tomu slouzi barviva jako napt. SYBR green, nebo EvaGreen

s afinitou k dvouvlaknové DNA (dsDNA) (Becker et al., 1996; Wang et al., 2006). Po vzniku
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produktu se tato barviva navazi na amplikony, pfi¢emz vyzafuji intenzivni zelené svétlo.
V piipad¢ multiplex-PCR mohou byt pro identifikaci vzniku amplikont pouzity specifické
sondy, jako napt. TagMan. Intenzita fluorescenéniho zareni emitovana pii vzniku amplikon
je monitorovana optickym zafizenim, coz umoziuje v redlném case sledovat mnozstvi
vznikajiciho produktu (citace).

Pro relativni, nebo absolutni kvantifikaci amplikonii je klicova identifikace
kvantifikaéniho cyklu (Cq) ve kterém amplifikacni kiivka ptechazi do exponencialni faze a
zacina amplifikace cilového fragmentu. Pro kvantifikaci jsou porovnavany Cq standardi o
rizné koncCentraci templatové DNA s Cq testovanych vzorka.

Pokrocilejsi metodou je MT-PCR (multiplexed tandem PCR), ktera se sklada ze
dvou krokl: v prvnim jsou cilové sekvence amplifikovany pomoci multiplex PCR
v nékolika malo cyklech. V druhém kroku jsou ziskané produkty pouzity jako templat pro
nékolik nezavislych PCR pro kazdou detekovanou sekvenci (Stanley a Szewczuk, 2005).
Pouziti této metody umoziuje sledovani vétStho mnozstvi cilovych sekvenci, jelikoz
termocyklery pro multiplexni PCR obvykle disponuji pouze kandly pro ctyfi az Sest
fluorescencnich signalll. Zaroven odpada nutnost pouziti riznych sond pro kazdou cilovou
sekvenci, coz vyznamné¢ snizuje naklady. V praxi jsou metody qPCR a MT-PCR pouzivany
pro identifikaci a ¢astecnou kvantifikaci Gl hlistic u hospodaiskych zvitat (Bott et al., 2009;
Roeber et al., 2017; Rashid et al., 2018)

VysokorozliSovaci analyza ktivek tani, neboli High Resolution Melting Analysis
(HRMA) je metoda zaloZena na PCR a umozinuje piesnou diagnostiku. Pomoci této metody
lze detekovat alterace sekvenci, jako jsou delece, inzerce nebo jednonukleotidové
polymorfismy (SNPs) na fragmentech DNA amplifikovanych pomoci qPCR. Amplikony
jsou denaturovany postupné zvySovanou teplotou, pficemz teplota tani DNA (Tm) je
ovlivnéna délkou amplikonu a pomérem mnozstvi pard bazi GC a AT. Vazba tfemi
vodikovymi mustky mezi G a C je stabilngjsi, nezZ vazba dvéma mustky mezi A a T.
Amplikony s vyssim obsahem part bazi GC tedy maji vy$§i Tm. Béhem denaturace
amplikonu dochdzi k odlucovani barviva ze zanikajici dsDNA, coZ mé za nasledek postupné
slabnuti fluorescencniho signalu. Vyhodou této metody je jeji rychlost (odpadd nutnost
elektroforézy) a relativni jednoduchost. V praxi mize byt pouzita pro genotypizaci,

zjistovani mutaci a rovnéz pro determinaci hlistic (Demeler et al., 2013; Arbabi et al., 2020).
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3.5.5.2 Molekularni metody po diagnostiku A. sidemi

Autofi Ljunggren et al.(2007) osekvenovali fragment rRNA obsahujici regiony ITS-
1 a ITS-2 ziskany zlarev a dospélcti A. sidemi (Genbank EF467325). Na zakladé této
sekvence piipravili Moswka et al. (2014) specifické primery pro A. sidemi 5'-ACA ACA
TTA ACACCT GTT GCA TGT-3'(reverse) a 5-ACTGTA TCC GAA TAT ATA TCG
GAG-3'(forward), pomoci kterych lze A. sidemi s vyuzitim jednoduché PCR spolehlivé
prokazat jiz pii velmi nizké koncentraci DNA (0,1 pg/ul) ve vysetfovaném vzorku (Moskwa
et al., 2014). DNA je po mozné ziskat rovnéz z vyflotovanych vaji¢ek po procisténi a pti
pouziti metody extrakce DNA, pfi které jsou eliminovany inhibitory amplifikace (Roeber et
al. 2011).

Autofi Lehrter et al. (2016) sekvenovali geny kodujici podjednotku NADH
dehydrogenazy, lokalizované na mitochondrialni DNA A. sidemi a H. contorus, na zakladé
¢ehoz navrhli metodu pro piesné odliSeni obou druhti, véetné jejich larvalnich stadii pomoci
multiplex PCR. Zna¢nou nevyhodou tohoto protokolu je relativné vysoké mnozstvi DNA
(40 ng/ul) potiebné pro ucinnou diagnostiku. Vzhledem k zanedbatelné produkci vajicek A.
sidemi i pti vysokych intenzitach infekce (Vadlejch et 1., 2017) nemusi byt vzdy mozné
ziskat biologicky materidl pro testovani v pozadovaném mnozstvi. Spolehlivd metoda
intravitalni diagnostiky pro A. sidemi a H. contortus je pfi tom nezbytna, nebot’ flotaénimi
ani larvoskopickymi metodami nelze oba parazity od sebe odlisit. Taxonomicka identifikace
je mozna zejména na zaklad¢é samcich jedinct, obtiznéjsi je u samic a u larvalnich stadii je
témeéf nemozna. A. sidemi je pii tom hostitelky nespecificky druh schopny infikovat ovce a
skot (Kotrla a Korly, 1976; Moskwa et al., 2015). U voln¢ zijicich druhti pfezvykavct navic
byly pozorovany soucasné infekce obéma druhy (Ferté et al., 2000). Pokud jeden z druhti
Vv infrapopulaci vyrazn€ prevazuje, vzhledem k morfologické podobnosti miize béhem

postmortalniho vySetieni snadno dojit k pfehlédnuti koinfekce.

3.6 Epizootologie infekci trichostongylidnimi hlisticemi

Vyvojovy cyklus A. sidemi je, stejné jako u ostatnich trichostrongylidnich hlistic,
piimy. Dospélé samice ve slezu produkuji vajicka, kterd spolu s vykaly opousti télo hostitele.

Dalsi vyvoj probiha ve vnéjsim prostiedi, bez zapojeni mezihostitele. Pii dostatecné vlhkosti
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a vhodné teploté dochazi priblizné po dvou dnech k lihnuti larev. Larvy prvnich dvou stadii
se zivi bakteriemi, zatimco tieti, infekéni stadium, jiz nepfijimé potravu. Pfechod na vyssi
stadium je vzdy doprovazen svlekem kutikuly, pfi¢emz larva 3. stadia si ponechava kutikulu
predchoziho stadia, ktera tvofi jakysi ochranny plast, ktery ji umoziuje pieziti v
nepiiznivych podminkach vnéjsiho prostfedi. Larvy 1. a 2. stadia jsou pomérn¢ zranitelné.

Pti prilis vysokych teplotaich dochazi u larev k hyperaktivité, coz ma za nasledek
prili§ rychlé vycCerpani energetickych zasob. Za takovych podminek dosdhne infekéniho
stadia jen malé mnozstvi larev. Naopak pfi nizsi teploté¢ dochazi ke zpomaleni vyvoje a pfi
teploté nizs§i nez 10 °C dojde vétSinou k jeho zastaveni (Taylor et al., 2016). Naroky
preinfekénich stadii na teplotu se mezi druhy vyrazné 1isi. Zatimco optimum pro exogenni
vyvoj Haemocnhus contortus je 25 — 36 °C (O’Connor et al., 2006), larvy druhu
Teladorsagia circumcincta jsou schopny v subarktickém podnebném pasu dokondit
vyvojovy cyklus na pastvin¢ i béhem zimy (Waller et al., 2004; Maniinen et al., 2014).
Vlhkost prostiedi jednak zabranuje vyschnuti larev a zaroven umoziuje jejich migraci na
vegetaci. Infekéni larvy tretiho stadia jiz dokazi mnohem 1épe odolavat obéma teplotnim
extrémim a rovnéz desikaci. K infekcei hostitele dochazi pozfenim L3 spole¢né s vegetaci.
Pro zvyseni pravdépodobnosti ingesce hostitelem dohazi na pastvé k horizontalni disperzi
infekénich larev. Po pozieni hostitelem larvy odhazuji zadrzenou kutikulu L. stadia a
pronikaji do sliznice v predilekéni ¢asti Gl traktu, kde nasledné prodélavaji dva svleky. Tato
faze trva nekolik dni a 1i8i se mezi druhy. Naptiklad u O. leptopicularis se dosp€lci objevuji
v lumen slezu priblizné pét dni po experimenalni infekci (Hertzberg et al., 2000). Oproti
tomu u larev M. marschalli tento proces vyzaduje osmnact a v ptipadé O. ostertagi dokonce
21 dni (Fox et al., 1987; Taylor et al., 2016). Histotropni faze vyvoje muize byt znacné
prodlouzena, nebot’ u fady druhl trichostrongylidnich hlistic dochazi v téle hostitele k
pozastaveni vyvoje ve Ctvrtém, piipadné tfetim larvalnim stadiu (Sargison et al., 2007).
Tento jev se oznacuje jako hypobidza a zpravidla se objevuje pouze u Casti infrapopulace
daného parazita, které umoznuje preckat nepiiznivé obdobi (chladné zimy, obdobi sucha)
pii minimalni metabolické aktivité (Gibbs, 1986; Belem et al., 1993). K pokracovani vyvoje
do dospélosti a produkci vajicek poté dochazi v obdobi ptiznivém pro exogenni vyvoj nové
generace larev (nasledujici jaro). Parazit tak zaroveit mize synchronizovat vlastni vyvojovy
cyklus s reprodukénim cyklem hostitele tak, aby nejvétsi produkce vajicek ptipadla na
obdobi, kdy je na pastvin€ dostupné mnozstvi neimunizovanych hostiteli (Gibbs, 1986). V

dalsi fazi vyvoje je jednim z rozhodujicich faktorti schopnost parazita kontaminovat
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prostiedi svymi propagacnimi stadii. Bioticky potencidl trichostrongylidnich hlistic se
znaén€ lisi mezi jednotlivymi druhy. Zatimco napiiklad samice H. contortus produkuji
radove tisice vajicek, u zastupcii podceledi Ostertagiinae jsou to spise stovky (Waler et al.,
2005; Sargison et al., 2007). Popula¢ni dynamika parazita a jeho schopnost Sifeni mezi
sylvatickymi hostiteli je ovlivnéna jednak faktory prostfedi, ale také biologickymi faktory
(Kotodziej-Sobocinska, 2019).

Jak bylo popsano vyse, trichostrongylidni hlistice, v¢etné A. sidemi, prodélavaji
piimy vyvoj zahrnujici volné Zijici stadia. To ¢ini dynamiku infekce t€émito parazity silné
zavislou na sezonnich zménach teploty a vlhkosti. V mirném podnebném pésu, kde dochazi
ke stfidani ro¢nich obdobi, vykazuji populace GI hlistic u jelenovitych Zzijicich hostiteld
obvykle nizsi intenzity infekce béhem zimniho obdobi (Drézdz et al., 1992; 1993). Sezénni
dynamika hlistic slezu muze byt v nékterych ptipadech ovlivnéna krajinnym
managementem. Naptiklad autofi Santin-Duran et al. (2008) pozorovali u jeleni na
lokalité v centralnim Spanélsku dva vrcholy intenzity infekce hlisticemi slezu. Kromé
typického vrcholu béhem obdobi vyssich srazek byl pozorovan druhy vrchol béhem obdobi
sucha zplisobeny pravdépodobné uméelym zavlazovadnim. Znalost sezénni dynamiky je
nezbytnd pro spravné nacasovani aplikace 1éCiv a zavedeni preventivnich opatfeni tak, aby
bylo dosazeno co nejvyssi ucinnosti a zaroven bylo snizeno riziko vzniku rezistence.
Zatimco sezonni dynamice hlistic parazitujicich u domestikovanych ptezvykavct se vénuje
fada studii (Waller et al., 1981; Sweeny et al., 2022), pro parazity voln¢ Zijicich pfezvykavctu
existuje v tomto ohledu jen malo informaci.

Sezoénni dynamika se u jelenovitych muze lisit mezi riznymi vékovymi skupinami a
rovnéz mezi pohlavimi v zavislosti na behavioralnich rozdilech a riizné Gi¢innosti imunitniho
systému (Santin-Duran et al., 2008; Body et al., 2011). Dalsim dutilezitym faktorem pro Sifeni
parazita mohou byt parametry hostitelské populace jako je denzita a genetické predpoklady
pro vnimavost k infekci (Radwan et al., 2010). V neposledni fad¢ je tfeba vzit v ivahu
behavioralni faktory konkrétniho druhu hostitele, které mohou mit negativni vliv na intenzitu
infekce v populaci, jako je naptiklad tvorba zimnich stdd a agregace kolem krmnych
stanovist' (Kotodziej-Sobocinska et al., 2016a), nebo migra¢ni chovani nékterych druht
jelenovitych, které miize pomahat Sifeni parazita na znacné vzdalenosti (Drozdz et al., 2003;
Demiaszkiewicz et al., 2013).

Dosavadni omezené informace o sezonni dynamice A. sidemi byly ziskany v
klimaticky odliSném prostiedi Bukovskych vrchli a ruského Délného vychodu, navic u

hostitel?, ktefi nejsou typiéti pro CR (Ovcharenko, 1968; Drozdz, 2003). K infekci A. sidemi
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dochdzi podle Dr6zdz et al. (2000) od cervna do zéfi, kdy infrapopulaci parazita tvofi
ptevazné dospélci. Naopak v zimnich mésicich zjistili Ovcharenko (1968) u jelena siky a
Dro6zdz et al. (2003) u zubra evropského pouze larvalni a juvenilni stadia. Tyto vysledky
naznacovaly, Ze A. sidemi pfeckava zimni obdobi ve formé hypobidznich larev. Oproti tomu,
béhem helmintologické pitvy dvou jedinci zubra evropského a dvou jedinct jelena
evropského z obory Zidlov béhem zimy 2016, bylo nalezeno znaéné mnozstvi dospélych
hlistic A. sidemi a pouze n¢kolik larvalnich stadii (Vadlejch et al., 2017).
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4 CILE A HYPOTEZY

Obecnym cilem bylo definovat soucasné rozsifeni invazniho parazita Ashworthius
sidemi u jelenovitych na uzemi CR, zlepsit diagnostické metody ashworthidzy, ziskat nové
poznatky 0 patogennim pusobeni invazniho parazita a definovat sezonni charakteristiky

ashworthiézy v aktualnich klimatickych podminkach CR.

4.1 Diagnosika ashworthiozy

Predpokladem bylo, ze tradi¢ni koprologické metody nejsou dostateéné citlivé pro
detekci a kvantifikaci infekce vyvolané hlistici Ashworthius sidemi. Jednim z cila této
disertaéni prace proto bylo vyvinout citlivou a spolehlivou metodu umoziujici detekci A.

sidemi a odliseni tohoto parazita od morfologicky podobného druhu H. contortus.

Hypotéza 1a: Tradi¢ni koprologické metody mohou pii diagnostice ashworthiozy

poskytovat falesné negativni vysledek.

Hypotéza 1b: Pomoci vysokorozliSovaci analyzy kiivek tani (HRMA) 1ze spolehlivé
identifikovat hlistici A. sidemi.

4.2 Patologie

Cilem Vv této ¢asti disertacni praci bylo vyhodnoceni patologickych zmén ve slezu
jelenovitych zptsobenych trichostrongylidnimi hlisticemi se zvla§tnim zaméfenim na
invazni druh A. sidemi. Dil¢imi cili bylo: definovat makroskopicky viditelné 1éze na sliznici
slezu jelenovitych infikovanych A. sidemi a charakterizovat histologické a histochemické

zmény na parazitované tkani.
Hypotéza 2a: Infekce invazni hlistici A. sidemi je pro jelenovité hostitele silné patogenni.

Hypotéza 2b: Ashworthi6za ve slezu jelenovitych zplsobuje snizenou sekreci mucinu.
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4.3 Epizootologie ashworthiozy

Cilem této Casti diserta¢ni prace bylo vyhodnotit faktory, které ovliviiuji abundanci
invazni hlistice A. sidemi u jelenovitych a zjistit prab¢h sezéonni dynamiky ashworthiozy

v aktualnim klimatickych podminkach CR.
Hypotéza 3a: Sezénni dynamika ashworthidzy u jelenovitych je v aktualnich klimatickych
podminkach CR odlisna od priib&hu infekce pozorované v minulosti v Polsku a na Ruském

Délném vychodg.

Hypotéza 3b: Hypobidza neni v aktualnich klimatickych podminkach CR vyznamnou

strategii A. sidemi pro preziti zimniho obdobi.
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5 METODY ZPRACOVANI

5.1 Monitoring A. sidemi

5.1.1 Biologicky material

Ziskavani biologického materiadlu probihalo mezi lety 2016 — 2019 v honitbach a
oborach na tizemi Ceské republiky. Celkem byly ziskany Gl trakty ze 104 jedinci naleZicich
k péti riznym druhtim jelenovitych. Jednalo se 0 puvodni druhy, jako je srnec obecny
(n=40), dan€k obecny (n=31), jelen evropsky (n=20), ale byl ziskan material i z neptivodnich
druhi jako je jelen sika (n=10) nebo jelenec béloocasy (n=2). Vsichni studovani jedinci byli
uloveni v souladu se zakonem o myslivosti 449/2001 Sb. a v dobé lovu pro pfislusny druh
stanoveného aktudlni vyhlaskou. Dodatecné byl ziskan slez z jedince losa evropského, ktery
byl usmrcen béhem srazky s automobilem. Kazdy takto ziskany trakt byl opatfen
informacemi o véku, a pohlavi zvitete. Stafi zvifete bylo odhadnuto na zaklad¢ opotiebeni
zubll a u samcl na zakladé¢ stupné vyvoje parozi (Mysterud a Ostbye, 2006, Veiberg et al.,
2020). Na zékladé dat ziskanych z Ceského hydrometeorologického Gstavu byla na lokalité
v dob¢ odsttelu vzdy stanovena primérnd teplota vzduchu. Ziskané GI trakty byly v co

nejkratsi dob& po odstielu dopravovany do laboratoie na CZU pro dalsi zpracovani.

5.1.2 Parazitologicka pitva

Slezy byly podrobeny organové parazitologické pitvé podle standardni metody
(Wood et al., 1995). Nejprve byly slezy oddéleny od zbytku GI traktu pomoci pednt tak, aby
nedoslo k vyteceni obsahu a nésledné odstfiZzeny. VSechny slezy byly rozstfizeny podél
velkého zaktiveni a jejich obsah byl proudem vody vyplachnut do pfipravenych véder.
Ziskany obsah byl piecezen ptes laboratorni sito o velikosti otvorti 200 um a protékajici
tekutina nasledné pies jemnéjsi sito (150 pm), aby byla zachycena vSechna vyvojova stadia,
vcetné juvenilnich jedinci a larev. Takto ziskany materidl byl jemnym proudem vody

vyplachnut na kontrastné zbarvené tacy. Jednotlivd stadia hlistic byla pfevadéna do

fyziologického roztoku a po o¢isténi fixovana v 70% ethanolu.
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Pro ziskani uceleného piehledu o velikosti infrapopulace hlistic v jednotlivych
hostitelich a mife uplatnéni hypobidzy bylo nutné ziskat rovnéz larvy v histotropni fazi
vyvoje, které jsou zanoiené ve sliznici slezu. Za timto ucelem byla pouzita metoda podle
Hansen a Perry (1994). Sliznice slezu byla po vyplachnuti obsahu organu rozprostifena do
lazné teplého fyziologického roztoku tak, aby sliznice smétfovala vnitini stranou dolt a cela
jeji plocha byla ponofena v roztoku. Slez byl pies noc ponechan v inkubatoru pfi teploté 22
°C. Nasledujici den byla sliznice dikladné proplachnuta a zachycena tekutina spole¢né s
tekutinou z tacu byla pfecezena pres sito o velikosti otvorti 32 um. Zachyceny material byl
dekantovan v konickych nadobach a ziskany sediment byl fixovan v 70% ethanolu pro

pozd¢jsi mikroskopické vySetteni.

5.1.3 Determinace hlistic

Pfed samotnou determinaci byly pitevné ziskané hlistice prosvétlovany pomoci
roztoku fenolu a etanolu (80 dilt fenol na 20 dilt 96% etanolu), aby bylo mozné sledovat
charakteristické morfologické znaky. K determinaci byl pouZzit mikroskop Olympus BX51
opatfeny kamerou Promicam 3-3CP Sony Pregius a zobrazovaci software QuickPHOTO
MICRO 3.0.

Hlistice z ¢eledi Haemonchiinae byly urceny do druhu s vyuzitim determinacnich
klict a publikaci (Lichtenfels, 1994; Lehrter et al., 2016). V ptipad€, ze bylo zachyceno
mén¢, nez sto hlistic byli determinovani vSichni samci. Pokud pocet presahoval 100, bylo v
kazdém piipadé¢ urCeno minimalné¢ 10 % hlistic z podceledi Haemonchiinae. VSichni
nalezeni samci z podceledi Ostertagiinae byli determinovani na urovni morfotypu podle
Dr6zdz (1995). Samice hlistic z podceledi Ostertagiinae byly vzhledem k mimotadné
naroc¢nosti jejich determinace a nizké spolehlivosti urceni na zékladé morfologickych znakt
slouceny do jedné skupiny. Ze stejné¢ho ditvodu byly vSechny larvy ziskané z rozvolnénych

sliznic oznaceny, jako L4 bez bliz§i morfologické determinace.

5.1.4 Charakteristiky infekce

Pro popis infekce byly pouzity parametry podle (Bush, 1997). Prevalence jako podil

infikovanych jedincti urcitého druhu konkrétnim druhem parazita z celkového poctu
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vySetfenych jedinct vyjadieny v procentech. Abundance jako pocet parazita ur¢itého druhu
hostiteli, a biodiverzita vyjadfena jako pocet jednotlivych druhid parazitt v uréitém druhu

hostitele. Pro v§echny kvantitativni deskriptory byl zjistén 95% konfidenéni interval.
5.1 Diagnostika

Pro posouzeni G¢innosti bézné uzivanych flotacnich metod byly béhem pitvy piimo
z rekta vySetfovanych zvifat odebirany vzorky vykali, které byly nasledné vySetfeny
koprologicky. Vysledky téchto vysetieni byly poté porovnavany se skuteCnym poctem
dospélych hlistic nalezenych ve slezu. Pro ovéfeni zda existuje vztah mezi zjist€énymi pocty
vajicek v 1g vykali (EPG) a skuteénym pocem dospélych jedinci A.sidemi ve slezu
vySetfovanych zvifat byl pouzit Spearmeniiv korela¢ni test, provedeny v programu R 4.0.
Timto zpusobem byla testovana modifikovana Cornell-Wisconsinova metoda (Egwand a
Slocombe, 1982) vyuzivana pro vysokou analytickou citlivost (I EPG) a Koncentrovana
McMasterova metoda (Roepstorff a Nansen, 1998), umoznujici kvantifikaci infekce. Pro obé
metody byl pouzit flota¢ni roztok ptipraveny ze smési glukozy a chloridu sodného o findlni

relativni hustoté 1,28 g . cm™,

5.1.1 gPpCR-HRM

Molekularni analyze bylo podrobeno 45 dospélych jedincu A. sidemi a H. contortus
identifikovanych na zékladé morfologickych znakid a morfometrickych charakteristik.
Jednalo se o dvacet samct a 15 samic od kazdého druhu. Aby bylo dosazeno co nejvyssi
pravdépodobnosti odhaleni potencialni vnitrodruhové variability, byli tito jedinci ziskavani
z sirokého spektra hostiteldi, zahrnujiciho plvodni (jelen evropsky, srnec obecny) a
introdukované druhy jelenovitych (danék obecny, jelen sika) a vzacné druhy, jako jsou los
evropsky nebo zubr evropsky. Jedinci druhu H. contortus byli ziskani ze slezu muflonti, koz
bezoarovych, jelence béloocas¢ho, ovce a kozy doméaci. Hostitelé pochézeli z riznych
lokalit napti¢ CR (piiloha 1).

Pro otestovani uc¢innosi metody pro larvalni stadia byly kultivovany infekéni larvy
(L3) H. contortus. Pro tyto ucely byly pouzity vykaly ovci uméle infikované H. contortus,
které byly inkubovany pii teploté 27 °C po dobu sedmi dni. Vykultivované larvy byly z
koprokultury separovany Baermanovou metodou a do zpracovani uchovany v kohoutkové

vode pfi teploté 4 °C.
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5.1.1.1 Izolace DNA

Genomova DNA byla izolovana podle upraveného protokolu (Reslova et al., 2017).
Hlistice byly homogenizovany v 50 ul extrakéniho pufru (100 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA,
100 mM NaCl, 1% SDS, 1,5 mM dithiothreitol) obsahujiciho 0,06 mg proteinazy K. Lyza
prob&hla v termomixeru zapnutém ptes noc pii teploté 55 °C a pii 300 otackach za minutu.
K lyzatu byly ptidany 3 M acetatu sodného (1/3 objemu lyzatu), a nasledné 5 ul (20 mg/ml)
glykogenu spolu s isopropanolem (2/3 objemu lyzatu). Vzorky byly kratce vortexovany a
inkubovany pfti -80°C po dobu tficeti minut pro urychleni srazeni DNA. Po dvouminutové
centrifugaci pii 14 000 g byla opatrné odstranéna vodni frakce. Peleta obsahujici gDNA byla
vymyta 200 pl 70% etanolu za ucelem odstranéni zbytkii soli bez jejiho poruseni. Poté
probéhla dalsi centrifugace po dobu dvou minut pfi 14 000 g a poté byl odstranén
supernatant. Nakonec byla peleta DNA vysusSena a disociovana v 25 ul vody. Vsechny
vzorky byly ulozeny pfi -20 °C do dal$iho zpracovani.

gDNA larev (n=10) byla extrahovana podle stejného protokolu, jako u dospélct,
pticemz celkovy objem extrakce byl redukovan na 30 ul. VVzhledem k odolné kutikule larev
tretiho stadia byl do procesu lyzy tkani pfidan krok opakovaného mrazeni pii teploté -80 °C
a rozmrazovani (99 °C), pfi¢emz vytéZnost DNA zlstala nezménéna. Koncentrace, celkovy

vytézek a Cistota extrahované gDNA byly méteny Spektrofotometrem NanoDrop 8000

5.1.1.2 NavrZeni primeru pro qPCR-HRM a validace

Pro diferenciaci H. contortus a A. sidemi parazitujici u pfezvykavci na izemi CR
byla pouZita dvojice univerzalnich primerti 5'-GCA ATT CGT GGT AAA TAA CGCAG-
3"a 5-GGG TGT ATT GCT AWA ATA CTG CCT C-3’ cilici na sekvence ITS-1. Tyto
primery byly navrzeny podle dostupnych sekvenci (GenBank) pro H. contortus
(AB908961.1) a A. sidemi (EF467325.1).

Pro diferenciaci H. contortus a A. sidemi parazitujici u pezvykavci na uzemi CR
byla pouzita dvojice univerzalnich primerta 5'-GCA ATT CGT GGT AAA TAA CGCAG-
3"a 5-GGG TGT ATT GCT AWA ATA CTG CCT C-3’ cilici na sekvence ITS-1. Tyto
primery byly navrZeny podle dostupnych sekvenci (GenBank) pro H. contortus
(AB908961.1) a A. sidemi (EF467325.1).
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Pro ziskani primerd vymezujici sekvence s dostatecnou mezidruhovou variabilitou a
naopak co nevétsi vnitrodruhovou uniformitou byl pouzit software BLAST. Specifita
primeru byla ovéfena experimentalné pouzitim analyzy qPCR-HRM na spektru ptibuznych
druht hlistic parazitujicich v GI traktu piezvykavct zahrnujicim druhy T. circumcincta, T.
colubriformis, Nematodirus battus, Cooperia curticei, Chabertia ovina a Oesophagostomum

venulosum.

5.1.1.3 gPCR a HRM

Jako templat pro qPCR byla pouzita izolovana gDNA. Nasledné byla aplikovéana
HRM analyza pomoci termocykleru C1000 opatienym optickym modulem CFX96. Postup
a podminky reakce byly nastaveny podle protokolu Reslové et al. (2017). gPCR prob¢hla
v reak¢ni smési Kapa HRM Fast Master Mix (Kapa Biosystems). Tato smés obsahovala 2,5
mM Barviva Eva Green, MgCly, primery (kazdy 250nM) a 50ng DNA. Cela smés byla
fedéna vodou na celkovy objem 20 pl. qPCR probihala v nasledujicich krocich: inicidlni
denaturace pii 95 °C po dobu tfi minut nasledovana Ctyticeti péti cykly denaturaci pti 95 °C
po dobu péti vtefin. Annealing a extenze probihala za teploty 57 °C po dobu ¢tyficeti sekund
a na zavér prob&hlo ochlazeni na 40 °C po dobu tficeti sekund.

Po gPCR byl amplikon disociovan ve stejném termocykleru. Teplotni rozsah byl
nastaven na 70 — 87 °C s nartstem o 0.2 °C kazdych deset vtetfin. VSechny vzorky byly
testovany Vv duplikatu. Teploty tani vzorkd byly vyhodnocovany pomoci softwaru CFX
Manager 3.0 (Bio-Rad Laboratries). Hruba data reprezentovana kiivkami byla pomoci
matematické konverze (Palais a Wittwer, 2009) normalizovana pro dosazeni relativnich
hodnot v rozsahu 100 az 0 %. Fluorescen¢ni signaly pted a po teploté tani byly nastaveny na
71 — 73°C a 83 — 58°C. Nasledné byly vytvofeny grafy pro vyjadieni kiivek tani. Jako
referencni hodnota byl stanoven na zdkladé normalizovanych dat ziskanych ze samcich
jedinct A. sidemi stanoven median. S touto hodnotou byly porovnavany hodnoty vzorki.
ziskanych na dospélych samicich a larvach. Pro ovéfeni spravného urceni druhti hlistic na
zakladé¢ morfologicko-morfometrickych charakteristik byly sekvence pouzité pro qPCR-

HRM osekvenovany a porovnany s piislusnymi sekvencemi v databazi GenBank.
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5.2 Patologické vySetieni

Patologickému vysSetieni bylo podrobeno 21 slezti ziskanych béhem let 2017 a 2018
z dospélych jedincii jelenovitych infikovanych hlistici A. sidemi. Celkem Slo o pét jelenti
evropskych, pét jelent sika, pét srncii obecnych, pét dankl evropskych a jednoho losa
evropského. Po prokézani ptitomnosti A. sidemi byly sliznice prohlédnuty makroskopicky.
Viditelné 1éze byly méfeny a fotograficky zdokumentovany. Nasledn¢ byly ze zahybti fundu
odebirany vzorky tkané o velikosti 1xlcm. Prvni vzorek byl vzdy odebran z oblasti s
patrnymi projevy pusobeni hematofagnich hlistic (hemoragické 1éze) a druhy (kontrolni) z
oblasti bez makroskopicky viditelného poSkozeni. VSechny ziskané zorky byly fixovany
10% pufrovanym formalinem a odeslany na specializované histopatologické pracovisté. Zde
byly vzorky zpracovany tkanovym procesorem Leica ASP6025 a v automatické lince Leica
EG 1150H zality do parafinovych blo¢ki. Blocky byly krajeny na mikrotomu Leica RM2255
na platky o tloust’ce 2 — 5 um a poté barveny tfemi histochemickymi barvivy: hematoxylin
eosinem (HE) pro zéakladni ptehled o histopatologickych zménach, roztokem PAS (periodic
acid-Schif), pro detekci celkovych mucinii a Alcidnovou modti (ALC) pro detekei kyselych
mucind. Pro odhaleni pfipadné fibrotizace tkané byl pouzit Massontiv trichrom (TRI), ktery
ve tkani rozliSuje kolagenni vlakna. Z takto barvenych fezii byly pfipraveny trvalé preparaty.
Pro uceleny piehled o infrapopulaci paraziti byly zbylé sliznice inkubovany ve

fyziologickém roztoku pro ziskani larvéalnich stadii (viz kapitola 4.1.2).
5.3 Epizoologie
5.3.1 Vliv faktori hostitele a prostiedi na abundanci

Po posouzeni vlivu vnitinich a vn&jSich faktorti na abundanci A. sidemi byly pouzity
vysledky pitev vySetifovanych zvifat (kapitola 3.1.1). Na zakladé¢ odhadnutého véku byla
jednotliva zvitata rozdélena do tii skupin: 1) mlad’ata do jednoho roku (n=26), 2) rocci a
mladi jedinci (n=26) a 3) dospélci starsi nez tfi roky (n=47). Podle primérné mésicni teploty
v dobé odsttelu zvitat byly vytvoreny tfi kategorie: mrazivé meésice (<0 °C, n=31), teplejsi
mésice (0-5 °C, n=60) a teplé¢ mésice (5-16 °C, n=8). Abundance A. sidemi a druhi z
podceledi Ostertagiinae byly mezi jednotlivymi skupinami (druh, teplota, vékova kategorie,

pohlavi) porovnavéany neparametrickym Kruskal-Wallisovym testem.
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Dale byl pomoci mnohondsobné linearni regrese odhadnut efekt jednotlivych faktort
prostiedi (teplota, jako spojitd proménnd) a hostitele (druh, veék, pohlavi) na abundanci A.
sidemi a hlistic z podceledi Ostertagiinae. Pro dosazeni normality rozdé€leni ziskanych dat
byly hodnoty abundance A. sidemi a druhti z podéeledi Ostertagiinae slouc¢enych do jedné
skupiny logaritmovany. Model popisujici zavislost abundance na environmentalnich a
hostitelskych faktorech byl vybran na zdkladé¢ Akaikeho informacniho kritéria s korekei pro
malé vybéry (AICc). V pripad¢€ Zze dva a vice modelu spliiovaly zakladni predpoklad AAICc
< 2, byl vybran nejjednodussi model podle (Burnham & Anderson, 2002). Normalita
rozdéleni rezidui byla testovana pomoci Lillieforsova testu. Veskeré analyzy byly provedeny

s vyuzitim statistického programu R4.0. Pro vizualizaci dat byla pouzita rozsifujici funkce

ggplot2.

5.3.2 Sezonni dynamika ashworthiozy

Jelikoz legislativa CR neumoziiuje celoroéni odstiel sparkaté zvéfe ve volnosti a
rovnéz v oborach probihd odstfel nejcastéji v dobé lovu daného druhu, nebylo mozné
ziskavat informace o sezénnim vyskytu A. sidemi pouze z pitevnich nalezu. Pro zajisténi
dlouhodobého sledovani sezonni dynamiky tohoto parazita byla proto na zdkladé vysledkt
pitev vybrana obora s vysokou prevalenci (82,4 %) ashworthiozy, ze které byly od unora
2018 do tinora 2020 kontinualné ziskavany smésné vzorky vykalt pro koprokulturu. Ve
vykultivované smési larev byla pomoci JPCR metody prokazovana ptitomnost a intenzita
A. sidemi.

Sbéry byly opakovany v mési¢nich intervalech, pfi¢emz pii kazdém byl ziskan
pfiblizné 1 kg vykall. Ziskany material byl tfenim v ruce homogenizovan a smichén s
dostateCnym mnozstvim (3 — 4 polévkové 1zice) vermikulitu. Po dosazeni hrudkovité
konzistence byla smés vykald a vermikulitu v otevienych mikrotenovych sac¢cich umisténa
do inkubatoru, kde byly kultivovany larvy pfi teploté¢ 27 °C po dobu 7 dni. Po skoncéeni
inkubace byla koprokultura pfevedena do Baermanova aparatu, kde doslo k uvolnéni
infek¢nich larev z fekalniho materidlu a jejich zachyceni. Po 24 hodinach byla tekutina
obsahujici larvy vypusténa do konickych nadob a dekantovéna pti 4 °C. Sediment tvotreny
larvami byl nasledn¢ pro¢istén opakovanou Baermanizaci a fixovan 70% ethanolem. VVzorky

ziskané od inora do fijna 2018 byly zaroven vySetteny McMasterovou metodou.
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Ze ziskanych larev byla izolovdna DNA (podkapitola 3.1.1.1), kterd byla nasledné
pouzita, jako templat pro qPCR probihajici podle protokolu uvedeného v podkapitole
3.1.1.3. Ziskana data byla zpracovna softwarem CFX Manager 3.0.

Pro kvantifikaci amplifikovaného produktu byly pouzity relativni hodnoty
kvantifikacnich cyklt Cq vzorki ziskanych v jednotlivych mésicich. Jako vychozi hodnota
pro stanoveni relativni Cq byla pouzita minimalni hodnota Cqmin=100 % naopak maximalni

hodnota (40 cykli= 0%) indikovala, Ze nedoslo k vytvoteni produktu amplifikace.
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6 VYSLEDKY

6.1 Vysledky monitoringu

Parazitické hlistice byly identifikovany u 92 % vySettenych jelenovitych. Prevalence

detekovanych druhti parazitl je uvedena v tabulce ¢. 1. Median celkové abundance byl 95

jedinctl (95% KI =56 — 143,). Celkem bylo zachyceno témér 27 000 hlistic nalezicich do 8

druhd.

Tabulka 1 Prevalence hlistic zachycenych ve slezu hlavnich vySetrovanych druhit jelenovitych

béhem let 2016 a 2019

Druhy hlistic

Srnec obecny (n=40)

Jelen evropsky (n=20)

Hostitelé

Danek evropsky (n=31)

Jelen sika (n=10)

Prevalence % (K1) *

Prevalence % (K1)*

Prevalence % (K1) *

Prevalence % (KI) *

Celkova prevlence hlistic
Ashworthius sidemi
Haemonchus contortus

Ostertagia leptospicularis/kolchida

Spiculopteragia.

spiculoptera/mathevossiani
Spiculopteragia. asymmetrica

Spiculopteragia. houdemeri

98 (85-99)
75 (60-80)
12 (5-26)
73 (57-84)

45 (35-60)

10 (3-20)

20 (10-35)

95 (73-99)
65 (43-82)
40 (22-61)

40 (22-61)

5 (0.1-25)

5 (0.1-25)

83 (66-94)
74 (57-87)
48 (32-65)

3(0.8-17)

39 (24-56)

3(0.8-17)

99 (54-99)
80 (48-95)
10 (0.2-45)

30 (10-60)

20 (5-52)

40 (17-69)

*KI= horni a dolni mez 95% konfidenéniho intervalu.

Larvy ¢tvrtého stadia byly zachyceny pouze v sedmi procentech ptipadii ( 95% KI =

3 —13), pficemz dosahovaly poctli od jednoho do 26 jedinct. VéEtSina vySetienych slezi byla

parazitovana jednim (27 jedinctii ), dvéma (27 jedinci) nebo tfemi (30 jedincd) druhy

parazitickych hlistic. Druhové bohatstvi v pribéhu roku vyznamné kolisalo (p=0,04).

Zvitata ulovend béhem teplejSich mésict 5 — 16 °C byla infikovana vét§Sim mnozstvim druhi,

nez jedinci uloveni v zimé&. Nejvyssi pocet druhti hlistic byl zjistén u srnce obecného, ktery

se v tomto faktoru vyznamné lisil od ostatnich hostitelll (graf 1).
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Graf 1: diverzita druhii hlistic parazitujicich ve slezu vySetiovanych hostitelil.

Kruskal-Wallis, p = 0.021

F 0.013
1
0.026
I 1
a’j
A
2 47 -
U
o
L] ——
(=]
0o
2- u u
D .
danék los jelen Srmec jelen jelenec
evropsky evropsky evropsky obecny sika béloocasy

Ashworthius sidemi byl zjistén ve slezu 72 % (95% Kl = 63 — 80), pfi¢emz tvotil 80
% ze vsech zjisténych druht hlistic. Celkem bylo zachyceno 21 646 jedincu této hlistice. U
bézné se vyskytujicich druhii jelenovitych, jako je srnec obecny, jelen evropsky, danék
evropsky, nebo jelen sika tento parazit tvofil dominantni slozku helmintofauny slezu (graf
2).

Graf 2: Procentudlni zastoupeni druhii hlistic identifikovanych u jelenovitych v CR. (ndzvy

V zavorkdch oznacuji minoritni morfotypy).
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. Pfitomnost A. sidemi byla
Studované lokality

4 2 ® Ashworthius sidemi negativni

7 e L ehshwothussicempomont  poOtvrzena na deviti ze 14 sledovanych

g ® P
) ° lokalit. Median abundance tohoto parazita
B byl 19 jedinci (95% KI = 6 — 60), pricems
L "” . ‘m“\-ﬁ‘l‘ _ maximdlni intenzita (2 260 jedinci) byla
; B\D. o / pozorovana u tiilet¢ samice srnce
el S A obecného. Infrapopulace A.  sidemi

i 7 s sestavala prevazné z dospélych jedinct.
Obrazek 4 mapa lokalit zjisteného vyskytu A.sidemi Juvenilni jedinci se vyskytovali u 16 %
(95% KI = 10 — 25) vysetfenych zvitat a jejich poéty byly v rozsahu od jednoho do 81
jedinct. Abundance A. sidemi u jednotlivych vySetifovanych druhti znazornuje graf 3.

U 6 % (95% KI = 2 — 13) vySetfenych zvitat byl zjistén H. contortus, avsak smisena
infekce A. sidemi a H. contortus béhem této studie nebyla pozorovana. Nejcastéji
zachycenymi parazity byli zastupci podceledi Ostertagiinae (77% prevalence, 95% Kl = 67
— 84). Abundance téchto paraziti se pohybovaly v rozpéti od jednoho do 607 dospélca.
Median abundance byl 19 jedinct (95% KI = 11 — 25) Ostertagia leptospicularis spolu s
minoritnim morfotypem O. kolchida byl nejcastéji identifikovany druh z podceledi
Ostertagiinae. V této studii byl zjistén u 52 % vysettenych jelenovitych (95% Kl =43 — 63)
nasledovan druhem Spiculopteragia spiculoptera/S. mathevossiani, jehoz prevalence
dosahovala 32 % (95% Kl =23 — 42).

Tyto druhy byly cCasté predevS§im u srncti a jelent, zatimco Spiculopteragia
asymmetrica, jejiz celova prevalence byla 19 % (95% KI = 12 — 28), byla ¢astéjsi u jelent
sika a dankt (Tabulka 1). Spiculopteragia houdemeri parazitovala ve slezu jelend
evropskych, srncti, danka a jelenu sika s celkovou prevalenci 13 % (95% Kl = 8 — 21).
Minoritni morfotypy druht S. asymmetrica a S. houdemeri: Spiculoptertagia

quadrispiculata a Spiculopteragia andreevae nebyly béhem tohoto vysetieni detekovany.
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Graf 3: Abundance A. sidemi a zastupci podceledi Ostertagiinae zjisténé u jednotlivych druhii
Jjelenovitych.
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6.2 Dianostické metody, vysledky gPCr-HRM

6.2.1 Koprologické vySetreni vs. pitvy

V pribéhu zimniho obdobi 2017/2018 byly u vysetiované zvéte pitevné prokazany
relativné vysoké intenzity infekce dospélymi stadii A. sidemi, ptfi¢emz vzdy vice nez
polovinu dospélé infrapopulace tvofily samice s plné¢ vyvinutou pohlavni soustavou.
Navzdory tomu ob¢ testované flotaéni metody detekovaly jen velmi nizkou nebo dokonce
nulovou intenzitu infekce (Tabulka 2). Pfestoze byla v ovariich pozorovanych samic
mikroskopicky prokézana ptitomnost vajicek, nedochédzelo pravdépodobné k jejich
uvolnovani v takové mife, aby je pouzitymi metodami bylo mozné zachytit. Mezi hodnotami
EPG poskytovanymi McMasterovou a Cornell-Wisconsin metodou a intezitou infekce

nebyla zjisténa korelace (p > 0,1).
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Tabulka 2: Porovnani vysledkii koprologického vySetieni a vysledka
pitev jelenovitych, infikovanych A.sidemi béhem podzimu a zimy

2017/2018

Masic | Hostitel McMaster | Cornell-Wisconsin Intenzit_a infgkce

(EPG) (EPG) A. sidemi

X. Dan¢k 0 0 4

X. Danék 0 27 26
XII. Srnec 20 1 26
XIlI. Jelen sika 0 0 242
XIL. Jelen sika 0 0 3
XIlI. Jelen sika 0 0 26
XII. Jelen sika 0 0 17
XII. Dan¢k 0 0 926
XIl. | Danék 120 30 970
XIl. | Danék 20 7 743
XIl. | Danék 0 0 3
XIl. | Danék 60 0 6
XIl. | Danék 40 0 29

I Jelen sika 0 0 92

I. Jelen sika 40 0 582

I. Jelen sika 0 0 16

6.2.2 Vysledky qPCR-HRM

Pro sekvence A. sidemi byly na vystupnich grafech zobrazujicich ktivky tani patrné
dva specifické vrcholy denaturace pii teplot¢ 75,1 °C a pii 78,6 °C. Pro H. contortus
vykazovala kiivka Tm jeden specifiky vrchol pii 79,3 °C. Specifita pouzitych primert byla

nasledné ovétrena qPCR-HRM analyzou genomové DNA izolované zriznych druht

ptibuznych gastrointestinalnich hlistic prezvykavct.

V piipadé druhi Nemtodirus batus, Cooperia curticei a Oesophagstomum venulosum

nedoslo k tvorbé produktu. U druht T. circumcincta, Trichostrongylus colubriformis a

56




Chabertia ovina doslo k navazani primerd, teplota tani vyslednych produktt vsak byla
odli$na, nez u A. sidemi a H. contorus. (graf 4). Na zaklad¢ prabéhu kiivek znacicich slabnuti
fluorescenéniho signalu pii rostouci teploté byly oba sledované druhy, A. sidemi a H.
contortus jednoznaéné rozliSeny. Pro nazorné&jsi zobrazeni byla data ziskana od A. sidemi a

H. contortus prezentovana jako relativni zména signalu (graf 5).

Graf 4: vrcholy teploty tani (Tm) produktii qPCR: A. sidemi (Tm: 75.1 °C; 78.6 °C), H. contortus
(Tm: 79.3 °C), T. circumcincta (Tm: 80.5 °C), T. colubriformis (Tm. 80.6 °C), a C. ovina (Tm: 83.0
°C).
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Graf 5: Porovndni relativni zmény signalu pri denaturaci amplikonit A. sidemi a H. contortus
(prerusované krivky znaci median).
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Vysledny produkt amplifikace fragmentti ITS-1 obsahoval 290 parti bazi pro A.
sidemi a 281 part bazi pro H. contortus. Sekvenovani produktti ziskanych od vSech jedinct
A. sidemi poskytlo identické sekvence.
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Ve vSech téchto vzorcich byl zachovan heterozygotni genotp A/G na pozici 142, coz
odpovidalo piislusné sekvenci v databdzi GenBank (EF467325). Rovnéz vzorky H.
contortus poskytly identické sekvence odpovidajici sekvenci AB908961.1. Vysledky
sekvenovani potvrdily genetickou konformitu uvniti obou druhti a relevantni rozdil mezi
nimi, coz silné¢ podporovalo piedpoklad druhové specifity kiivek ziskanych z HRMA. Tato
metoda byla aplikovana rovnéz na samice a larvy H. contortus, pficemz kiivky vSech

analyzovanych vzorka odpovidaly referenénim kiivkam samcich vzorki.

6.3 Vysledky patologického vySetieni

6.3.1 Parazitarni zatéz

Ashworthius sidemi tvofil 96 % hlistic nalezenych ve slezech u kterych byly
sledovany patologické zmény, pfi¢emz intenzita infekce dosahovala hodnot mezi dvéma a
2 300 jedinci. V prevazné vétsing se jednalo o plné vyvinuté dospélce. V osmi slezech byli
zjisténi juvenilni jedinci s maximalni intenzitou 73 jedinct.. Ve vétsin€ vySetfovanych slezi
(87 %) byly rovnéz zjisténi zastupci podceledi Ostertagiinae v maximalni intenzité infekce
100 jedincu. V pievazné vétsing se jednalo o druhy z rodt Osteragia a Spiculopteragia,
pouze u losa evropského byl nalezen druh Mazamastronylus dagestanica. Larvy ¢tvrtého
stadia byly ziskdny pouze ze dvou vySetfenych sliznic, pficemz jejich pocty byly
zanedbatelné. Deset larev odpovidajicich podle popisu autorti Dr6zdz et al. (2000) druhu A.
siemi, bylo zjisténo u jednoho darika. CtyfFicet larev odpovidajicich morfologicky druhiim z

podceledi Ostertagiinae bylo detekovano ve tkani jednoho jelena siky.

6.3.2 Makroskopické zmény na sliznicich

Na vsech vysetfovanych sliznicich byly patrné 1éze a ptiznaky zanétu, jako naptiklad
otok, nebo rozsahlé¢ okrsky hyperémie. Zanét postihoval predevsim oblast fundu.
Pozorované léze nabyvaly rGzné intenzity a rozsahu od izolovanych policek petechii

velikosti 3 mm v priméru az po souvislé hemoragické okrsky o priméru nékolika centimetrti
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(obrazek 5). V antralni casti byly v nékolika piipadech pozorovany souvislé plochy

nodularnich 1ézi.

Obrdazek 5: sliznice slezu s makroskopicky viditelnymi [ézemi

(Sipka oznacuje hemoragicky okrsek).

6.3.3 Histologie

Ve vSech vzorcich tkani byl zjiStén zanét manifestovany infiltratem a patologickymi

zmé&nami, jako jsou napf. nekrozy nebo rozvolnéni zlaz. Tyto nalezy indikujici abomasitis

byly ptekvapivé pozorovany ve vSech
histologickych fezech bez ohledu na to, zda
vzorek pochdzel z oblasti slezu s viditelnymi
lézemi, nebo z oblasti bez makroskopicky
viditelného poskozeni. Pfitomnost hlistic ve
sliznici slezu nebyla pozorovana v zddném
vzorku. Zanétlivy infiltrat difusniho
charakteru byl tvofen pfevazné lymfocyty a
plasmatickymi bunkami, pricemz
prostupoval celou tkani sliznice. Agregace

Kulatobunééného infiltratu byly lokalizovany

s e A
Obrazek 6: cast sliznce slezu prostoupend
difusnim kulatobunécnym zanetem (trojuhelnik)
S agregaci pri bazi zldz (Sipka) a viditelnym
rozvolnénim tkané v oblasti jamek (asterisk).

pii bazalni laminé (lamina propria) a ve slizniénim vazivu (obrazek 6). U vice nez poloviny

vySetfenych vzorki infiltrat prostupoval celou sténou slezu vcetné vldken podslizni¢ni

svaloviny muscularis mucosa a tunica muscularis.
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V jednom vzorku srnce obecného byl pozorovan masivni nekroticky okrsek
ohrani¢eny kolagennimi vlakny. Vzorky tfi vySetienych jedinct vykazovaly erozi epitelu
slezovych jamek. U vzorkli odebranych z oblasti nodularnich 1ézi bylo pozorovano vyrazné
zesileni oblasti mucin produkujicich bunék kréku (MNC). Na vzorcich odebranych z mist
viditelnych 1ézi byly pozorovany ¢etné hemoragie v oblasti lamina propria.

Barveni Massonovym trichromem odhalilo pfitomnost kolagennich vlédken v oblasti
slizni¢ni tkdn€ u osmi vysetienych jedinct. Tkan¢ barvené PAS vykazovaly snizeny obsah

povrchovych polysacharidii, az jejich uplnou

ztratu. Zejména v oblasti SMC byly
~ pozorovany cCetné okrsky bez pozitivni
reakce na PAS s pouze s obfasnymi rezidui.
V oblasti krcku byla reakce na PAS slaba s
tendenci zesilovat v hlubsich ¢astech jamek
(obrazek 7). V této oblasti byla zaroven

 pozorovana silnéjSi reakce Alcidnovou

g

Obrizek T: bbv liz © modii (ALC). Ve vSech vzorcich dochézelo
itivni reak PAS b [ (Sipka).
postitvit reatee i arvent (Sipka) k prekryvu oblasti PAS a ALC pozitivity.

Rozsah ani intenzita pozorovanych zmén nekorelovaly s aktudlné zjiSt€nou intenzitou
infekce hlisticemi. RovnéZz mezi vzorky odebranymi z riznych hostitelskych druhii nebyl

pozorovan prokazatelny rozdil v intenzit€ nebo rozsahu patologickych zmén.

6.4 Vysledky studie vlivu faktori a sezonni dynamiky

6.4.1 Vliv faktori na abundanci infrapopulace

Na zakladé zvoleného modelu (tabulka 2) bylo zjisténo, Ze abundance A. sidemi neni
prokazatelné zavisla na Zadném ze sledovanych faktorti hostitele ani na prostredi.

Naopak u hlistic zpodceledi Ostertagiinae byla pozorovdna zavislost na
kombinovaném efektu hostitelského druhu a primérné mési¢ni teploty na lokalité
(w=0,445). Abundance téchto paraziti byl prokazatelné¢ vyS$$i u srncii oproti ostatnim
hostitelskym druhlim, pficemz béhem teplejSich mésict (>5°C) byla prokazatelné vyssi, nez

behem mésicl s primérnou teplotou pod bodem mrazu. U zadného z vySetfovanych druht
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hostiteli nebyl prokazan vliv véku, nebo pohlavi zvifat na abundanci trichostrongylidnimi

hlisticemi.

Tabulka 2:Vyber modelu pro ovéreni viivu faktorii hostiele a prostiedi na zjisténé abundance A.
sidemi.

Model Df | AlCc AAICc w

bez efektu testovanych faktori 2 447.8 0.00 0.405
vek hostitele 3 | 479.2 1.33 0.208
primérna teplota 3 | 479.7 1.87 0.159
vék hostitele + pramérna teplota 4 | 4810 3.19 0.082
druh hostitele 5 | 4824 4.54 0.042
pohlavi hostitele 6 482.7 491 0.035
druh hostitele + primérna teplota 6 483.4 5.63 0.024
vék hostitele + primérna teplota 6 484.1 6.29 0.017
vék hostitele + pohlavi hostitele 7 484.1 6.29 0.017
Pohlavi hostitele + primérna teplota 7 485.0 7.17 0.011

Df= stupné volnosti, AIC= hodnota Akaikeho informacniho kriterionu, w= vaha testu.

6.4.2 Sezonni dynamika

Nejnizsi hodnota kvantifika¢niho cyklu Cq (13,1; 100 %) byla zjiSténa ve vzorcich
larev ziskanych na pastviné v srpnu 2018 a 2019, cozZ indikovalo nejvétsi mnozstvi vajicek
A. sidemi na sledované obofe v téchto mésicich. Naopak ve vzorcich z unora a biezna 2018
a2019 a béhem ledna 2020 nedoslo k amplifikaci (Cq=40) a ptitomnost A. sidemi tak nebyla
potvrzena. Ze vzorkl ziskanych v roce 2018 bylo béhem qPCR ziskano vys$§i mozstvi
produktu oproti tém z roku 2019. Obé¢ sezony vSak vykazovaly podobny trend. Po inorové
a bfeznové absenci propagacnich stadii A. sidemi jejich mnozstvi béhem kvétna 2018 a
dubna 2019 prudce vzrostlo, pfi¢emz po dosazeni vrcholu béhem srpna byl pozorovan mirny

pokles, ktery byl vyrazny az v prosinci (Graf 6).
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Graf 6: relativni kvantifikace jedinecnych sekvenci pro A. sidemi ziskanych amplifikaci (qPCR).
Templatem byla gDNA, izolovana ze smésnych vzorkii larev které byly ziskavany na vytipované obore

v letech 2018-2020.
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unora do fijna 2018 zjisténé hodnoty trichostrolongylinich vajicek dosahovaly 60 - 320

EPG, pfi¢emz vzorky z Ginora, bfezna a dubna byly negativni (tabulka 3).

Tabulka 3 Vysledky koprologického vysetieni a PCR vykultivovanych larev ze smésnych vzorki
vykalit odebiranych na vytipované obore od unora do rijna 2018.

Sislo | masic McMaster PCR
Trichostrongylidni hlistice (EPG) | Ashworthius sidemi

1 I 100 -
2 " 0 -
3 v 0 -
4 vV 160 +
5 Vi 80 +
6 VI 60 +
7 VIl 120 +
8 IX 140 +
9 X 320 +
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7/ DISKUSE

7.1 Ashworthius sidemi v CR

V ramci této disertaéni prace byla provedena Uplna organova pitva 104 slezi
ziskanych z obor a honiteb nap#i¢ CR za éelem ziskani piehledu o soudasném rozsiteni A.
sidemi a ziskani biologického materialu pro dal§i vyzkum tohoto invazniho parazita.
Pievazna vétSina slezii (92 %) bchem tohoto monitoringu byla infikovana
kterych byly hlistice slezu identifikovany jako nejvice abundantni paraziti
gastrointestinalniho traktu (Hoberg et al., 2001). Slez je cCastéji nez ostatni segmenty
traviciho traktu infikovan vice druhy parazitd soucasné (Pato et al., 2013; Wyrobisz-
Papiewska et al., 2018; Carrau et al., 2021). Vétsina slezti vySetienych béhem tohoto
monitoringu byla infikovdna jednim az tfemi druhy hlistic nélezici do podceledi
Haemonchiinae a Ostertagiinae.

Autofi Kotrla a Kotrly (1977) uvadéji A. sidemi jako dominantniho parazita jelent
sika na oborach Lany a Opoc¢no, pficemz pozorovali pfenos na sympatrické muflony a jeleny
evropské. Dalsi vyskyt tohoto parazita nebyl zaznamenan az do roku 2016, kdy byl
identifikovan u nékolika jedinct jelena evropského a zubra evropského v Oboie Zidlov, kam
byli v minulosti importovani zubfi z Polska (Vadlejch et al., 2017). Na zaklad¢ vysledku
monitoringu provedeného v ramci této disertacni prace lze konstatovat, ze A. sidemi je
v soudasnosti na tizemi Ceské republiky znané rozsifen a to mezi Sirokou Skalou
autochtonnich hostitelti zahrnujici jelena evropského, srnce obecného, dafika evropského a
losa evropského. Tato expanze je pravdépodobné diisledkem zna¢ného vzriistu poctu jelena
sika a jeho §ifeni z ohnisek vyskytu v zapadnich Cechach (Wolf a Vavrutiek, 1975; 1976;
Dvoték a Palyzova, 2016).

Ashworthius sidemi byl nalezen v 72 % vySetienych slezd, pti¢emz tvofil 80 %
z celkového poctu zachycenych hlistic. Ve vétsiné ptipadi se vyskytoval jako soucast
smiSené infekce spolu s dvéma az tfemi druhy hlistic z pod¢eledi Ostertagiinae, které byly

zjistény v 77 % vySetienych slezil.
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Béhem tohoto monitoringu byl na uzemi Ceské republiky poprvé zaznamenan
vyskyt druhu Spiculoteragia houdemeri. Tento parazit byl nalezen u vSech sledovanych
druht s vyjimkou losa evropského a jelence béloocasého. K introdukci tohoto neptivodniho
parazita doslo pravdépodobné pfirozenou migraci jelent sika ze sousedniho Rakouska po
padu zelené opony, kdy byly odstranény vysoké ploty branici migraci zvéie (Rehbein et al.,
2007). Vétsina druhii hlistic detekovanych béhem monitoringu infikovala celé spektrum
vySetiovanych hostiteld s vyjimkou S. antipini a M. dagestanica, coz jsou typiéti paraziti
losa (Wyrobisz-Papiewska et al., 2018) a H. contortus, ktery byl nalezen pouze ve slezu
srnct a jelenci béloocasych. Nevyssi abundance zastupct podceledi Ostertagiinae a nejvyssi
druhové bohatstvi hlistic bylo v porovnani s ostatnimi druhy hlistic zjiSténo ve slezu srnce
obecného. To mohlo byt zptisobeno odliSnou potravni strategii tohoto druhu. Srnec, jakoZto
okusovac, pfijima potravu s niz§im obsahem vladkniny a celuldzy oproti jelenlim, nebo
dankim, ktefi maji blize ke spasaclim, v jejichz potravé jsou vice zastoupeny traviny
(Hofmann, 1989). U okusovacii a spasaci se rovnéz vyvinuly odli$né strategie obrany proti
infekci parazity. Zatimco u spdsacl hlavni obranou efektivni imunitni odpovéd’, okusovaci
uplatiiuji spiSe behavioralni mechanismy, které jim umoziuji vyhnout se infekei (Hoste et
al. 2010). Mezi tyto mechanismy patii tendence vyhybat se fekalné znecisténym plocham,
které predstavuji potencialni zdroj infekce, nebo tzv. self cure fenomén — vyhledavani rostlin
s anthelmintckym tu¢inkem, napf. luskovin bohatych na tfisloviny (Gunn et al. 2003;
Verheyden et al. 2020). V honitbach s vysokou denzitou vice konkurence schopnych druhti
jelenovitych a ve fragmentované agrikultuni krajiné mohou byt moznosti tohoto zpisobu
obrany pied parazity znacné omezené.

Mezidruhova kompetice o potravni zdroje navic u srncat zplsobuje ztratu télesné
hmotnosti a vyvolava stres (Richard et al. 2010; Ferreti a Fattorini., 2020; Horcajada-
Sanchéz et al. 2019), coZ muze zvySovat vnimavost vici gastrointestindlnim hlisticim. Srnci
vySetfovani v rdmci monitoringu byli podobné jako jeleni evropsti, parazitovani pro né
typickymi druhy O. leptospicularis a S. spiculoptera. Oproti jelenim byly ale u srnct Castéji
detekovany druhy S. asymmetrica a S. houdemeri ziskané pravdépodobné od sympatrickych
dank a jelent sika. Vysoké intenzity infekce a ptitomnost atypickych druht parazitii u srnct
byly diive pozorovany v Boreckém pralese, ktery srnci osidluji spole¢né s dalsimi druhy

sparkaté zvére (Drozdz et al. 1992).
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Na lokalitach, kde je umoznén kontakt s hospodarskymi zvifaty k druhovému
bohatstvi abomasalnich hlistic srnce obecného ptispél H. contortus.

Na lokalitach, kde je umoznén kontakt s hospodarskymi zvifaty k druhovému
bohatstvi abomasalnich hlistic srnce obecného ptispél i H. contortus. Pfitomnost tohoto
parazita u srnct byla v minulosti opakované pozorovana, pficemz ve vét§iné pripada tvofil
pouze zanedbatelnou slozku infrapopulace (Vetyska; Pato et al., 2013; Manfredi et al.,
2004). Naopak na nékterych lokalitach ve Francii a na Ukrajiné H. contortus u srncu
dosahuje vysoké prevalence a intenzity infekce napft. (Ferté et al., 2000; Kuzmina et al.,
2010). Otazkou zistava, zda jsou ve vsech piipadech zdrojem infekce hospodarska zvifata,
¢i zda dochazi k trvalému Sifeni v populacich srnct. Prestoze pfipady smiSené infekce A.
sidemi a H. contortus byly jiz v minulosti popsany (Kuzmina et al. 2010; Lehrter et al.,
2016), v prubéhu této studie nebyl spole¢ny vyskyt obou paraziti pozorovan v zadném
vySetfovaném slezu.

Jednim z moznych vysvétleni je, ze H. contortus, jakozto typicky parazit hostitel
z podéeledi Caprinae neni schopen dlouhodobé konkurence s A. sidemi, pokud neni na
lokalité¢ moznost kontaktu se zdrojem infekce v podobé mufloni nebo domécich malych
prezvykavci. Podobny vysledek mezidruhové kompetice byl nedavno pozorovan u ovci
domacich infikovanych typickym parazitem skotu, H. placei a typickym ov¢im parazitem
H. contortus (dos Santos et al., 2020).

Vysoka prevalence a abundance A. sidemi byla piekvapivé pozorovana u srncii na
lokalité Vojenského Ujezdu Hradistg, kde byl na konci v sedmdesatych let minulého stoleti
zaznamenan cetny vyskyt a vysokd abundance druhu H. contortus (Vetyska et al., 1981).
Soucasna absence tohoto druhu byla pravdépodobné zplsobena postupnou zménou
krajinného razu, ke které doSlo po ptechodu oblasti pod vojenskou spravu a vzniku
vojenského Ujezdu. B&hem vice nez padesati let probihajici sukscese byla nékdejsi
agrikulturni krajina postupné nahrazena lesem (Kopecky a Vojta, 2009). S vymizenim zdroje
infekce H. contortus a soucasnym Sifenim jelent sika (Dvorak a Palyzova, 2016) mistni
srnce kolonizoval A. sidemi.

Rada parazitologickych studii zaméfenych na neptvodni hlistici A. sdiemi se
v minulosti soustfedila pouze na tento druh a opomijela autochtonni druhy parazitujici ve
slezu jelenovitych. O A. sidemi jakoZto soucasti spolecenstvi druhti parazitujicich ve slezu
neexistuje mnoho informaci, nicmén¢ ty, které jsou k dispozici, vétsinou uvadeji tohoto
parazita jako dominantni druh dosahujici u jelenovitych vyssi abundance a intenzity infekce,

nez drauhy pivodni (Kuzmina et al., 2010; Kowal et al., 2012; Demiaszkiewicz et al., 2017).
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Tento jev byl pozorovan i béhem monitoringu provadéného v ramci této disertacni prace,
kde A. sidemi tvofil prevaznou vétsinu identifikovanych hlistic. Rovnéz maximalni hodnoty
abundance a celkova biomasa byly u toho parazita vyrazné vyssi nez u zastupcti podceledi
Ostertagiinae. U dankua vySetienych béhem tohoto monitoringu byla pozorovana tendence
k vyssi intenzit¢ infekce oproti ostatnim hostitelskym druhim. To mulze ¢&astecné
vysvétlovat fakt, Zze pfevazna vétSina danki v této studii pochazela z obory, kde byla
zaznamenana extrémné vysoka denzita odpovidajici spise faremnimu chovu. Korelace mezi
zvySenou denzitou zvifat a abundanci gastrointestinalnich parazitd byla v minulosti
zaznamenana naptiklad u srncti (Body et al., 2011). Bylo pozorovano, Ze agregace zvifat
behem podavani krmiva zvysuje socidlni stres, jehoz nasledkem muize byt oslabend imunita.
(Santin Duran et al., 2004; Forristal et al., 2012; Vadlejch et al., 2015). ZvySena vnimavost
zvifat vuci parazitim v disledku stresu spolu s vysokou pravdépodobnosti infekce na
omezeném prostoru mize vést k nardstu abundance a intenzity infekce. V populacich volné
zijicich zvitat s denzitou hostitelli nartistd virulence parazita, coz vede k postupné redukci
hostitelské populace a ustanoveni rovnovahy (Anderson, 1979). Tento vliv parazita na
populacni dynamiku hostitele mize byt silné¢ ovlivnén podavanim antiparazitickych 1é¢iv
(Pedersen et al., 2015).

Na sledované danci oboie probihala kazdoro¢ni dehelmintizace v lednu. Vyrazna dominance
A. sidemi a nizka diverzita parazitd slezu u vySetfovanych danku (graf 2) tak mohla byt
vysledkem rtizné vnimavosti jednotlivych druhi hlistic vii¢i anthelmintické 1é¢bé. Napiiklad
Sinclair et al. (2016) pozorovali vysSi diverzitu gastrointestinalnich paraziti (vcetné
pfitomnosti druhl typickych pro jelenovité) na ov¢i farmé v niz nebyla dlouhodobé
podavana anthelmintika.

Nejvyssi abundance byla zji§téna u srncti na obote Zidlov, na které jsou, kromé jelena
evropského a srnce obecného, chovani i zubfi evropsti. U zubrt byla v minulosti zjisténa
vysoka vnimavost vici A. sidemi (Karbowiak et al., 2014) a na dané lokalité i znacné vysoké
intenzity infekce v fadu tisicli jedinct této hematofagni hlistice (Vadlejch et al., 2017). Zubfti
a srnci tak mohou predstavovat vyznamny lokélni rezervoar infekce. Srnec obecny, jakoZzto
nejpocetndjsi a nejrozsitendjsi zastupce jelenovitych na tizemi Ceské republiky (Bartos et
al., 2010) mlZe vyrazné piispivat k lokdlnimu Sifeni parazita ve volné piirod¢ a navic je
potencialnim zdrojem infekce pro domaéci piezvykavce na mistech kde je umoznén kontakt
a sdileni pastvy. Vnimavost vici A. sidemi byla v minulosti potvrzena u ovci (Kotrla et al.,
1976) a skotu (Moskwa et al., 2015).
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Oproti tomu migratorni jedinci jelena evropského z ditvodu rozsahlého domovského
okrsku a migracim na dlouhé vzdalenosti hraji kli¢ovou roli Vv introdukeci parazita na nové
lokality vzhledem (Romportl et al., 2017). A. sidemi byl v ramci tohoto monitoringu
pozorovan na uzemi Narodniho parku Sumava v populaci jelent, ktefi podle spravy parku
¢aste¢n¢ migruji ze sousedniho Némecka, a také u losa evropského, jehoz migrace mezi
Polskem, Ceskou republikou a Némeckem byly jiz diive zaznamenany (Schonfeld, 2009).
Lze tedy predpokladat, ze dochazi k §ifeni A. sidemi i za hranice Ceské republiky podobné,
jako bylo nedavno pozorovano v piipadé¢ invazniho druhu motolice velké Fascioloides

magna zjisténé na zemi Bavorska (Rehbein et al., 2021).

(.2 Zdokonaleni diagnostiky ashworthiozy

Stupen patogenity a sezéonni dynamika se mize liSit mezi jednotlivymi druhy
gastrointestindlnich hlistic. Rovnéz pro terapii infekci vyvolanych riznymi druhy hlistic je
tteba zvolit odlisné piistupy (Irvine et al., 2006; Kemper et al., 2010). Z téchto divodu je
nutnd jejich piesna diagnostika. Determinace minimalné na trovni druhu je dilezita pro
mapovani rozsifeni parazitl, epizootologické studie a pro ovéfovani ucinnosti
anthelmintickych opatfeni. Intravitalni diagnostika hlistic je pfi tom stale zaloZena primarné
na mikroskopickém vysetteni, respektive na koprologii.

Vzhledem k morfologické uniformité vajicek trichostrongylidnich hlistic neni mozné
morfologicky spolehlivé odlisit druhy z pod¢eledi Haemonchiinae od zastupct podceledi
Ostertagiinae a uz viibec ne jednotlivé druhy mezi sebou. Navic na zakladé porovnani
vysledk pitev a dvou tradi€né pouZzivanych flotaénich metod Ize konstatovat, ze tyto metody
nejsou dostateéné citlivé pro detekci A. sidemi a mohou poskytovat falesné negativni
vysledky. V praxi muaze jako piiklad nasledki selhani tradi¢nich metod intravitalni
diagnostiky slouzit neddvna introdukce A. sidemi do obory Zidlov se zubry evropskymi
(Vadlejch et al., 2017). Urceni druhu na zadkladé morfologickych znaki je mozné pouze u
zaklad¢ larvalnich stadii (vanWyk a Myhew, 2013) a dospélych samci, kteti mohou byt
rozliSeni na zakladé rozdili v morfologii a rozmérech spikul a pfitomnosti nebo absence

guberndkula (Lichtenfels et al., 1994; Lehrter et al., 2016).
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Rovnéz samice je mozné identifikovat na zakladé specifickych morfologickych
znakt, nicméné cely proces urovani na zékladé morfologie je velmi ¢asové narocny a
pracny. Z toho diavodu jsou v soucasnosti stale vice preferovany molekuldrni metody
diagnostiky.

Pro detekci A. sidemi je vyuzivana jednoduchd metoda PCR zacilena na oblast
ribozomalni DNA vyzadujici naslednou vizualizaci elektroforetické separace a multiplex
PCR zacilend na mitochondrialni podjednotku (ND4) vyzadujici sekvenovani (Moskwa et
al., 2014; Lehrter et al., 2016). Diive navrzeny protokol (Lehrter et al. 2016) vyzadoval
vysoké mnozstvi DNA (optiméln€ 100 ng), pficemz tato metoda nebyla dostate¢né robustni
a citlivd pro jednotlivé larvy. Proti tomu pii pouziti gPCR-HRM bylo mozné odlisit H.
contortus a A. sidemi s pouzitim jedné zkumavky a jednoho paru primerd. Identifikace druht
byla zalozena na regionu ITS-1, ktery bézné slouzi jako marker pro odhaleni fylogenetickych
vztahit mezi druhy v ramci jednoho rodu a mezi blizce ptibuznymi rody u fady hlistic (Santin
Duran et al., 2002; Lienard et al., 2007). Pro gPCR byl zvolen fragment ITS-1, jelikoz je
dostate¢né¢ mezidruhove variabilni (pofadi nukleotidii v sekvenci, délka a obsah GC) a
zaroven vnitrodruhové konzervativni. Pro optimalizaci byly pouZity pouze larvalni stadia H.
contortus, jelikoz larvy A. sidemi nebyly v dobé experimentu dostupné. Protoze jednotlivé
larvy poskytuji pouze malé mnozstvi genomové DNA, byl vybran vhodny protokol navrzeny
autory Reslova et al. (2017). qPCR-HRM pfedstavuje uZiteCny nastroj ke zlepSeni

intravitalni diagnostiky A. sidemi.

Na zéklad¢ studie autort Moskwa et al. (2015) lze ptfedpokladat, ze v mistech
spole¢né pastvy volné Zijicich a domacich piezvykavci mlze dochazet k pfirozenému
ptenosu A. sidemi.

Ackoliv se jedna o jediny zdznam takového pienosu, je pravdépodobné, ze se ve
skute¢nosti jednd o mnohem castéjsi jev, ktery ale nelze bézn€ pouzivanymi metodami
diagnostiky odhalit vzhledem k uniformité vajicek a morfologické podobnosti dospélct. U
volné zijicich prezvykavcl jsou rovnéz znamy piipady smisené infekce A. sidemi a H.
contortus (Ferté e al., 2000), které je ale obtizné identifikovat pfi vysokych intenzitach
infekce. Metoda qPCR-HRM vzhledem ke své citlivosti a relativné snadnému pouziti miize

pomoci ziskat informace o skutecné Cetnosti téchto jevi.

68



7.3 Patologie Ashworthius sidemi a zmény v sekreci

mucinu

V ramci této disertacni prace bylo 21 slezt infikovanych invaznim druhem A. sidemi
podrobeno patologickému vySetfeni. Ve vétSin€ pripadii byla pozorovana koinfekce A.
sidemi a n¢kolika autochtonnich druht hlistic z pod¢eledi Ostertagiinae, piicemz A. sidemi
vzdy tvoril dominantni Cast infrapopulace. Ve ctrnacti procentech slezi byla nalezena
informace o dynamickém Sifeni a nardstu intenzity tohoto parazita u jelenovitych
(Demiaszkiewicz et al. 2017; Kuznetsov et al. 2018).

Vsechny vySetfené vzorky infikované tkané slezu vykazovaly znaky zanétu slezu,
pricemz intenzita zanétlivého infiltratu kolisala od mirné az po masivni. Zjisténé patologie,
zubrii evropskych v Polsku (Demiaszkiewicz et al. 2009; Osinka et al. 2010). Zanétlivy
infiltrat ve vySetfovanych vzorcich byl tvofen pievazné lymfocyty a plasmatickymi buitkami
se zanedbatelnym mnozstvim az Gplnou absenci eosinofild. Tento typ infiltratu je spojovan
spiSe se sekundarni infekci. Napftiklad u telat infikovanych hlistici O. ostertagi byl pocet
1994). Jelikoz byly v ram této disertacni prace vysetfovany vzorky dospélych jedinci, je
pravdépodobné, ze zachyceny stav byl vysledkem opakované infekce spiSe nez primarni
infekce. Absence eosinofilli pravdépodobné souvisela zanedbatelnym mnozstvim larev ve
tkani hostiteld, jelikoZ se eosinofily uplatiiuji predev§im v rané fazi infekce pti obrané proti
larvalnim histotropnim stadiim, spiSe neZ pfi boji s dospélymi parazity (Meeusen and Balic,
2000). Rovnéz pti experimentalni infekci ovei domacich hlistici T. circumcincta hladina
eosinofil ve sliznici slezu postupné klesala od desatého dne po infekci, coz odpovida dobg,
kdy dochézi k vyvoji v dospélce (Scott et al., 2017). Slozeni infiltratu a vyvojovy stupeii
zachycenych paraziti naznacuje spiSe chronickou fazi infekce.

V ¢asti vzorka (40 %) byla patrné inicidlni fibroza. Nahrazovani tkan¢ kolagenem
muZze mit rizné pticiny, ale obvykle se objevuje pii chronickych zanétech, jako jeden z
projevii imunitni odpovédi typu Th2, jejiz cytokiny IL-4, IL-5 a zejména IL-13 se uplatiuji
pfi procesu fibrogeneze (Wynn, 2004; Van Dyken and Locksley, 2013).
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Imunitni odpovéd’ typu dva se uplatiiuje béhem infekci helminty, vcetné hlistic
parazitujicich ve slezu, jako je naptiklad T. circumcincta (Diaz and Allen, 2007; Knight et
al., 2007). Pritomnost kolagennich vlaken mutze byt disledkem opravnych mechanismu
hostitele, avSak za podminek chronického zanétu muze fibrotizace tkané vést
k patologickym zménam (Gieseck et al., 2018).

Epitel slezu je u savcl pokryt vrstvou secernovaného mucinu ktery sestava z
proteinového jadra, ke kterému jsou glykosilaci pfipojeny oligosacharidy. Bunky ve svrchni
casti slezovych jamek a na povrchu lumen slezu produkuji pievazné neutralni mucin
Muc5AC, zatimco bunky v hlubsi ¢asti jamek (v kréku) produkuji kysely mucin Muc6 (Ota
and Katsuyama, 1992; Hoorens et al., 2011). U vSech vzorki vySetfenych béhem studie
patologii spojenych s A. sidemi byla patrna ztrata polysacharidi, projevujici se slabou, nebo
nulovou reakci na barveni PAS. Povrch lumen slezu tak na véts$in€ plochy zistal takika bez
ochranné vrstvy hlenu. Podobny pokles neutralniho mucinu byl diive zaznamenan u
hospodatskych zvifat experimentalné infikovanych trichostrongylidnimi hlisticemi, jako
jsou H. contortus, O. ostertagi, nebo T. circumcincta (Rinaldi et al., 2011; Simpson et al.,
2016; Scott et al., 2017). Tyto nalezy jsou v souladu se pozorovanym sniZenim exprese genu
Muc5AC pro tvorbu neutrdlniho mucinu v epitelu slezu u ovci infikovanych hlistici H.
contortus. Buiiky v hlubsich oblastech slezovych jamek (MNC) vykazovaly rizny stupen
pozitivity na PAS a ALC barveni. Pozitivni reakce na ALC Vv této oblasti indikovala
ptitomnost kyselého mucinu. Narist mucinu Muc6 v oblasti jamek a kréku zaznamenali
rovnéz autofi Simpson et al. (2016) u ovci infikovanych H. contortus a T. circumcincta a
Rinaldi et al. (2011) u telat infikovanych O. ostertagi.

Pro redukci povrchového mucinu existuji dvé protichlidna vysvétleni. Na jednu
stranu muze byt pokles mucinu disledkem snahy parazita o optimalizaci prostfedi pro
udrZeni infekce, jelikoz Muc5AC neni pouze bariérou proti mechanickému a chemickému
poskozeni slezu, ale slouzi rovnéz jako obrana proti fadé patogend vcetné helminti
(Lichtenberger, 1999). Napiiklad u mysi hraje mucin klicovou roli ve vypuzeni
gastrointestinalnich parazit (Sharpe, 2018). Rovnéz u prezvykavcei je odpoveéd’ organismu
na helminty posilena u¢inkem Muc5AC. U ovci rezistentnich k infekcei trichostongylidnimi

hlisticemi byla zji$téna silngjsi exprese Muc5SAC, nez u ovci k t€émto infekcim vnimavych
(Ingham et al., 2008).
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Rezidua neutradlniho mucinu pozorovana béhem tohoto vySetieni tak mohla indikovat
snahu o obnoveni normalni tvorby mucinu po vypuzeni vétSiny hlistic v pozdni fazi infekce,
coz naznacovaly i nizké intenzity A. sidemi v nékterych vySetfenych slezech. Redukce
povrchovych mucini byla patrnd 1 ve vzorcich ze zvifat infikovanych minimalnim
mnozstvim hlistic. Na druhou stranu Muc5AC umoziuje n¢kterym patogentim jako je napft.
Helicobacer pylori kolonizaci gastrointestinalniho traktu (Van den Brink et al., 2000; Van
de Bovenkamp et al., 2003). V minulosti bylo pozorovano Ze vystaveni trichostrongylidnich
hlistic jako napf. T. circumcincta, nebo H. contortus kyselému prostiedi, jaké je za
normalnich podminek udrzovano ve slezu, vede k jejich usmrceni (Rowe et al., 2009;
Hoorens et al., 2011). Vrstva hlenu tvofend neutralnim Muc5AC tak mize predstavovat
ochranny film poskytujici hlisticim ochranu pted pisobenim kyselé¢ho prostiedi slezu (Scott
et al., 2017). V takovém ptipadé by redukce povrchovych mucinti mohla byt obrannym
mechanismem organismu, ktery se timto zptisobem zbavi patogennich parazitt, ale za cenu
rizika autolytického poskozeni a otevieni vstupni brany pro dalsi patogeny.

Zmény v sekreci mucinu jsou pravdépodobné zpiisobeny inhibici cinnosti
parietalnich bunék ke které¢ dochézi bezprostiedné po objeveni dospélych stadii hlistic ve
slezu. Na této inhibici se podileji jednak exkrecné-sekrecni produkty, ale také mediatory
vyvolaného zanétu. (Simpson et al., 1999; Lawton et al., 1996). Vymizeni negativni zp&tné
vazby v podobé snizeného pH pro buniky produkujici gastrin zplsobi masivni nartst
produkce toto hormonu, ktery ma za nasledek proliferaci a naslednou hyperplazii v oblasti
kréku slezovych jamek. Zaroven je vSak pozastaveno dozravani téchto bunék v hlavni
parietalni buiiky. Béhem této studie bylo zjisténo pouze mirné zesileni v oblasti MNC
navzdory vyraznému snizeni produkCe mucinu. Vyjimku tvofily vzorky z oblasti
nodularnich 1ézi, kde byla patrna vyrazna hyperplazie oblasti MNC.

Pozorované patologické zmény byly s nejvétsi pravdépodobnosti disledkem
synergniho piisobeni A. sidemi a vyrazné mén¢ pocetnych hlistic z podceledi Ostertagiinae.
Ackoliv rozsah a intenzita patologii prekvapivé nekorelovaly s intenzitou infekce, mohlo
jednat o stav vyvolany mnohem siln€j§imi pocatecnimi infekcemi, které byly v pribéhu ¢asu
oslabeny starnutim infrapopulaci paraziti, plsobenim imunitniho systému, nebo

anthelmintickym zasahem.
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7.4 Sezonni dynamika infekce Ashworthius sidemi

Abundance hlistic A. sidemi zjisténé béhem pitev slezu v letech 2016 — 2019 nebyly
prokazatelné ovlivnény teplotou. Nejvyssi intenzita infekce zaznamenana u srnct ulovenych
v listopadu 2016 byla pravdépodobné zpiisobena akumulaci larev hlistic na pastving béhem
léta a ¢asné¢ho podzimu. S vyuzitim molekuldrni analyzy (qQPCR) smési larev ziskanych
z dan¢i obory bylo nejvétsi mnozstvi infek¢énich larev A. sidemi zjisténo v srpnu
S pozvolnym poklesem poctu béhem podzimu. Tyto vysledky jsou v souladu s dfive
pozorovanou sezonni dynamikou A. sidemi u zubrt v Polsku (Drézdz et al., 2003) a jelent
sika a jelenti maral na Ruském Dalném vychodé (Ovcharenko, 1968). Rovnéz nizka
prevalence a abundance juvenilnich jedinct A. sidemi zjisténa béhem pitev od pozdniho
podzimu do jara naznacuje, ze k nejvyznamnéjsi infekci dochazi béhem letniho obdobi.

Narozdil od vysledki vyse zminovanych autorti znaéné mnozstvi dosp€lcti nalezené
béhem pitev provadénych v zimnim obdobi v ramci této disertacni prace nepotvrzuje
vyznamnou roli pozastaveného vyvoje larev A. sidemi pro pieckani zimniho obdobi. Pocet
histotropnich larev L4 zachycenych béhem pitev byl zanedbatelny, podobné jako u zubrt a
jelentt evropskych (Vadlejch et al., 2017). Ptitomnost dospélych hematofagnich hlistic
behem zimy pfitom miiZe pro hostitele pfedstavovat znacnou z4téz bez ohledu na mnozstvi
vyprodukovanych  Naptiklad u zubrd parazitovanych A. sidemi byl pozorovan pokles
mnozstvi ¢ervenych krvinek, hemoglobinu a urovné hematokritu (Kotodziej-Sobocinska et
al., 2016b).

Pozastaveny vyvoj je u hlistic, které parazituji u jelenovitych méné Castym jevem,
nez je tomu v piipad¢ hlistic parazitujicich u hospodaiskych zvirat (Irvine et al., 2000; Gunn
a Irvine, 2003).

Halvorsen (1986) vyslovil hypotézu pozastaveného vyvoje larev béhem zimy jako
adaptace paraziti hospodatskych zvifat na zimni ustijeni zvifat, béhem kterého neni
umoznén vyvoj larev v prostiedi a nedochdzi tak k pfenosu infekce. Oproti tomu u hlistic
volné zijicich ptezvykavci zimni pfenos pravdépodobné hraje vyznamnéjsi roli vzhledem
k tvorb¢ zimnich stad a shlukovani béhem zimniho pfikrmovani (Kotodziej-Sobocinska et
al., 2016). Napiiklad u sobti polarnich dochazelo k infekci trichostrongylidnimi hlisticemi i
béhem arktické zimy (Halvorsen et al., 1999). Oproti tomu v obofe, kde byla v ramci této
disertacni prace kontinualné sledovana pfitomnost infekénich larev A. sidemi, byla béhem

unora a biezna opakovan¢ zaznamenana jejich absence. Vysledek tohoto vySetfeni byl
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pravdépodobné siln¢ ovlivnén pravidelnym podavanim anthelmintickych 1é€iv na konci
ledna, ackoliv postmortalni vysetfeni dankt provedené na této lokalité¢ v bfeznu 2018
odhalilo u $esti z osmi jedincti pfitomnost A. sidemi Vv intenzité infekce 415 — 1203 dospélych
stadii. Nahla absence infek¢nich larev tak mohla byt zplisobena kombinaci anthelmintické
intervence a piirozené nizkého biotického potencialu A. sidemi. Nizké az zanedbatelné
produkci vajicek A. sidemi nasvédCovaly rovnéz hodnoty EPG ziskané koprologickym
vySetienim smésnych vzorki vykald ze sledované obory (tabulka 3). Autofi Halvorsen et al.
(1999) odhadli, Ze pro dosazeni intenzity infekce v fadu tisicti jedinca strongylidnich hlistic
u sobtl polarnich je tfeba pozfeni asi dvaceti Sesti larev denné, coz tito autofi pripisovali
relativné dlouhé Zzivotnosti hlistic parazitujicich u volné Zzijicich prezvykavci, ktera
umoznuje postupnou kumulaci parazitl v gastrointestinalnim traktu hostitell.

Relativné nevyrazny vrchol ptfitomnosti vajicek, respektive larev na pastving a jejich
nizka produkce v prub&hu roku je v kontrastu s vysokou abundanci dospélci zjisténou
béhem pitev. Nezavislost abundance A. sidemi na teplotnich pomérech a absence hypobiozy
naznacuji, ze k infekci timto invaznim parazitem dochazi v prubéhu celého roku a to i pfi
relativné nizkém ptijmu infek¢nich larev.

Naopak abundance hlistic z podceledi Ostertagiinac ve slezu béhem tohoto
monitoringu kolisala s primérnou teplotou na lokalitach vyskytu hostiteld. Behem mésicii
s primérnou teplotou nad bodem mrazu byla abundance téchto hlistic prokazatelné vyssi,
nez v pribéhu chladnéjSich mésich (prosinec 2016, inor 2018 a leden 2019). Nizsi intenzity
infekce hlisticemi z podceledi Ostertagiine béhem zimy byly diive pozorovany u
jelenovitych v Polsku (Dréozdz et al., 1992; 1993) pravdépodobné jako disledek kombinace
postupného starnuti infrapopulace ziskanych béhem pastevni sezoény a sniZzeného pirenosu
béhem zimy (Stromberg et al., 1997). Vysledky pitev provadénych v ramci této disertacni
prace nepotvrdili efekt ziskané imunity na abundanci hlistic slezu, jelikoz tato abundance
nevykazovala prokazatelny rozdil mezi jednotlivymi vékovymi skupinami. Dopad efektu
veéku volné Zijicich ptrezvykavcl na Groven infekce hlistic z podceledi Ostertagiinae nebyl

vvvvvv

Santin Durdan et al., 2008) a molekuldrni analyze larev (Halvarsson et al., 2021).
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8 ZAVERY

Vysledky pitev jelenovitych prezvykavei z riznych ¢asti CR prokazaly ptitomnost
Sirokého spektra slezovych hlistic s pfevahou invazniho druhu A. sidemi.

Koprologické vysetfeni vzorkd odebranych béhem pitev jedinci infikovanych A.
Sidemi koprologickymi metodami poskytlo v nékolika piipadech fale$né negativni vysledky.
Zjisténé hodnoty EPG navic nereflektovaly skute¢nou intenzitu infekce.

Oproti tradi¢nim metodam diagnostiky metoda qPCR-HRM piedstavuje spolehlivy
nastroj pro detekci invazni hlistice A. sidemi a jejiho odliSeni od piibuznych druhd, jako je
H. contortus, bez nutnosti elektroforézy produktu a sekvenovani. NavrZzena metoda mize
slouzit jednak pro detekci smisenych infekci A. sidemi a H. contortus u volné Zijicich
prezvykavci, ale také pro posouzeni, zda a v jakém rozsahu dochazi k pfirozenému prenosu
A. sidemi do chovt hospodaiskych zvifat. Nasledujicim krokem pro zlepSeni diagnostiky
parazitdz u volné zijicich ptezvykavci by méla byt optimalizace metody multiplexni qPCR
pro $irsi spektrum hlistic parazitujicich ve slezu.

B¢hem patologického vySetfeni vzorku tkané slezu bylo pozorovano, ze A. sidemi
s prispénim hlistic z podceledi Ostertagiinaec zpusobuje u jelenovitych chronickou
abomasitis pti které zaroven dochazi ke sniZeni az uplnému zastaveni sekrece neutralniho
mucinu. Jelikoz tyto alterace byly pozorovany ve slezech Sirokého spektra jelenovitych, 1ze
predpokladat, ze infekce hlisticemi, a pfedevSsim invaznim druhem A. sidemi, muze
negativné ovliviilovat welfare voln¢ Zijicich jelenovitych, ale také snizovat produkci zvétiny
a trofeji ve faremnich chovech.
zjiSténa vyznamna role pozastaveného vyvoje larev v zimnim obdobi. Abundance
infrapopulaci A. sidemi nebyla prokazatelné ovlivnéna faktorem primérné mési¢ni teploty a
relativné vysoké intenzity infekce byly pozorovany rovnéz béhem zimy. Abundance A.
sidemi se rovnéz vyznamné nelisila mezi hostitelskymi druhy, pohlavimi, nebo vékovymi
skupinami vySetfovanych zvifat. To naznacuje vysokou schopnost A. sidemi §ifeni mezi
autochtonnimi druhy jelenovitych. Vysledky kontinualniho sbéru fekalnich vzorka danka
obecného na studované lokalit€¢ naznacuji, Ze k produkci propagacnich stadii dochazi
v prubéhu celého roku, v relativné malém mnozstvi s vrcholem v pozdnim 1ét€ s mirnym

poklesem zacatkem zimy.
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Vzhledem k nizkym hodnotam EPG a nevyraznému vrcholu produkce vajicek jsou
vysoké intenzity infekce ve slezu pravdépodobné diisledkem kontinudlni kumulace parazita
ve slezu hostiteld béhem roku. Zatimco migrujici jedinci jelena evropského a losa
evropského mohou zpusobovat introdukce A. sidemi na nova uzemi, srnec obecny, jakozto
nejpocetnéjsi a nejrozsitendjsi druh jelenovitych v CR miZe hrat vyznamnou roli v lokalnim
Sifeni a na mistech sdilené pastvy piedstavovat potencidlni zdroj infekce pro doméci

prezvykavce.
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PRILOHY

Priloha 1: piivod jedincii A. sidemi a H. contortus podrobenych analyze gPCR-HRM

Parazit
ID Druh Pohavi Hostitel Kraj

1M A.sidemi samec | zubr evropsky (Bison bonasus) Liberecky
2M A.sidemi samec | srnec obecny (Capreolus capreolus) Plzenisky
3M A.sidemi samec | dangk evropsky (Dama dama) Liberecky
4M A.sidemi samec | jelen evropsky (Cervus elaphus) Stredocesky
5M A.sidemi samec | jelen evropsky (Cervus elaphus) Plzetisky
6M A.sidemi samec | jelen evropsky (Cervus elaphus) Liberecky
™ A.sidemi samec | jelen evropsky (Cervus elaphus) Plzetisky
8M A.sidemi samec | jelen evropsky (Cervus elaphus) Liberecky
9M A.sidemi samec | srnec obecny (Capreolus capreolus) Plzetisky
10M A.sidemi samec | dangk evropsky (Dama dama)

Liberecky
11M H. contortus samec | muflon (Ovis gmelini musimon) Liberecky
12M | H. contortus samec | jelenec bé&loocasy (Odocoileus virginianus) Moravsko-Slezsky
13M | H. contortus samec | srnec obecny (Capreolus capreolus) Sttedocesky
14M | H. contortus samec | muflon (Ovis gmelini musimon) Liberecky
15M | H. contortus samec | koza bezoarova (Capra aegagrus) Liberecky
16M | H. contortus samec | srnec obecny (Capreolus capreolus) Stedocesky
17M | H. contortus samec | ovce domaci (Ovis aries) JihoCesky
18M | H. contortus samec | ovce (Ovis aries) JihoCesky
19M | H. contortus samec | koza bezoarova (Capra aegagrus) Liberecky
20M | H. contortus samec | srnec obecny (Capreolus capreolus) Sttedocesky
1F A.sidemi samice | jelen evropsky (Cervus elaphus) Plzensky
2F A.sidemi samice | jelen evropsky (Cervus elaphus) Plzensky
3F A.sidemi samice | jelen evropsky (Cervus elaphus) Liberecky
4F A.sidemi samice | jelen evropsky (Cervus elaphus) Liberecky
SF A.sidemi samice | zubr evropsky (Bison bonasus) Liberecky
6F A.sidemi samice | zubr evropsky (Bison bonasus) Liberecky
TF A.sidemi samice | los evropsky (Alces alces) Plzensky
8F A.sidemi samice | los evropsky (Alces alces) Plzensky
9F A.sidemi samice | srnec obecny (Capreolus capreolus) Karlovarsky
10F | A.sidemi samice | srnec obecny (Capreolus capreolus) Karlovarsky




11F | Assidemi samice | jelen evropsky (Cervus elaphus) Liberecky
12F | A.sidemi samice | jelen evropsky (Cervus elaphus) Liberecky
13F | A.sidemi samice | danék evropsky (Dama dama) Liberecky
14F | A.sidemi samice | danék evropsky (Dama dama) Liberecky
15F | A.sidemi samice | danék evropsky (Dama dama) Liberecky
16F | H. contortus samice | muflon (Ovis gmelini musimon) Liberecky
17F | H. contortus samice | jelenec béloosasy (Odocoileus virginianus) Moravsko-Slezsky
18F | H. contortus samice | srnec obecny (Capreolus cpreolus) Stredocesky
19F | H. contortus samice | muflon (Ovis gmelini musimon) Liberecky
20F | H. contortus samice | koza bezoarova (Capra aegagrus) Liberecky
21F | H. contortus samice | srnec obecny (Capreolus capreolus) Stredocesky
22F | H. contortus samice | koza domaci (Capra hircus) Stredocesky
23F | H. contortus samice | ovce domaci (Ovis aries) JihoCesky
24F | H. contortus samice | srnec obecny(Capreolus capreolus) Stredocesky
25F | H. contortus samice | srnec obecny (Capreolus capreolus) Plzenisky




