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Abstrakt

Mnoho druh@i motolic predstavuje vyznamné patogeny lidi a zvirat, a proto jsou
predmétem intenzivniho vyzkumu. Uspésna kultivace motolic je asto nezbytnym vychozim
bodem pro navazujici experimenty zaméiené na odhaleni vyznamnych biologickych procesii,
uplatnujicich se v rtiznych fazich Zivota téchto organismi, ¢i pro experimenty testujici 1é¢iva
urcena k eliminaci motolic. Tato bakalarska prace shrnuje dosud zndmé dostupné informace
tykajici se in vitro kultivaci motolic a vurcitych ptipadech prokazuje, Ze byla této
problematice v ramci tfidy Trematoda dosud vénovana nedostateénd pozornost. Na rozdil
od doby cca pred 100 lety, kdy kultivaéni experimenty teprve zacinaly, jsou dnes dostupné
technologie, umoznujici pracovat v naprosto sterilnich podminkach a dokonce in vitro
kultivovat bunécné linie ziskané z motolic. Néktera kultivaéni média plivodné€ urcena
pro bunééné kultury jsou dnes jiz bézné dostupna a postupné se ukazalo, Ze jsou vhodna
rovnéz i pro kultivaci celych motolic. Navzdory témto moznostem se prozatim nepodatilo
souvisle kultivovat zadného ze zastupcii motolic od stadia vajicka po plné vyvinutého
dospélce produkujiciho vaji¢cka, na druhou stranu vSak bylo dosazeno dil¢ich tspécht
v podobé uspésného vyvoje jednotlivych stadii z nékterych fazi zZivotniho cyklu rtznych
motolic.

Klicova slova: kultivace, motolice, in vitro, Fasciolidae, Schistosomatidae

Abstract

Many of Trematode species are serious pathogens of human and animals; therefore they
are the subjects of intensive investigation. The successful in vitro cultivation of these
organisms could represent the first step for further sophisticated experiments focused
on characterization of crucial biological processes related to the particular phases of fluke life
cycle or for the studies focused on testing the anthelmintic effect of various compounds. This
thesis reviews majority of information published in relation to in vitro cultivation
of Trematodes. It shows that for many Trematode families is our knowledge of culturing
methods very limited. In contrast to the first attempts to cultivate some species
of Trematodes about 100 years ago, nowadays we dispose of technologies enabling to
cultivate particular live cells isolated from different tissues of flukes. Some of the cultivation
media originally used for cell cultures are now commercially available and they were
successfully used for cultivation of whole worms. Nevertheless, we still haven’t been able to
continuously cultivate a Trematode species by using an egg at the beginning and finish with
fully developed adult producing eggs. However, there are some partially successful
experiments in which development of particular life stages of some flukes has been achieved.

Key words: cultivation, Trematoda, in vitro, Fasciolidae, Schistosomatidae
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Seznam zkratek

Média:

BGE médium - kultivaéni roztok obsahujici produkty bunééné kultury Biomphalaria
glabrata

BME - Basal médium Eagle (predchiidce MEM)

C-BGE médium — BGE médium + 10 % FBS

CBSS — Chernin's Balanced Salt Solution

DMEM- Dulbecco's Modified Eagle Medium

DMEM/F-12 — Dubecco's Modified Eagle Medium + Nutrient Mixture F-12
EBSS — Earle's Balanced Salt Solution

HBSS — Hank's Balanced Salt Solution

IMDM - Iscove's Modified Dulbecco's Media

L-15 — Leibovitz's L— J15 Medium

MEM — Minimum Essential médium (Eagle)

MEMSE-J — Minimal Essential Medium for development of S. japonicum eggs
MSM — Minimal Salts Medium

PSGtr — kultivaéni roztok, blizici se slozenim hemolymfé G.truncatula

SCM - serum—free Schistosoma Culture Medium, médium 169 bez pridavku séra
SDM - Schneider's Drosophila Médium

SF-900 II SFM — kultivaéni médium optimizované pro rtst buné€k Spodoptera frugiperda
SM — Schistosoma Medium

TBSS — Tyrode's Balanced Salt Solution

NCTC-109 — National Cancer Tissue Culture

NCTC-135 — National Cancer Tissue Culture

RPMI-1640 — Roswell Park Memorial Institute

Buriky:

AAL bunky — buniky Aedes albopictus

BGE burniky — embryonélni linie bunék Biomphalaria glabrata
BLR 3A — Rattus norvegicus liver, fibroblasty z jater krysy
ED25 — lidské buriky pochéazejici z jaterniho endotelu

SF9 bunky — buriky Spodoptera frugiperda

Ostatni:

APW - Artificial Pond Water, laboratorné pripravena rybni¢ni voda

BEE — Bovine Emryo Extract, extrakt z bovinnich embryi

BSA — Bovine Serum Albumin, bovinni sérovy albumin

CAM - Chorioallantoic Membrane, membrana chorioallantois

CDLC - Chemically Defined Lipid Concentrate, komer¢né dostupna lipidova emulze
CEE — Chicken Embryo Extract, extrakt z kurecich embryi

ConA — Concanavalin A z druhu Canavalia ensiformis, lektin

FBS — Fetal Bovine Serum, extrakt z bovinniho plodového séra

LAH - laktalbumin hydrolyzat

MAGs — Miracidia Attracting Glycoproteins, glykoproteiny vylu¢ované vodnimi plzi
NHS — Normal Human Serum, lidské krevni sérum

SSW - Sterile Sea Water, sterilizovana morstka voda

WGA — Wheat Germ Agglutinin, zdruhu Triticum vulgaris, lektin

Zkratky objevujici se pouze v tabulce (viz internetovy odkaz):
AMP, ATP - adenosin monofosfat, adenosin trifosfat

BHI — Brain Heart Infusion

FMN - flavin mononukleotid

HEPES - 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethansulfonové kyselina
TWEEN 80 - polyoxyethylensorbitan monooleat

Internetovy odkaz na tabulku shrnujici sloZzeni médii uvedenych v praci:
tabulka
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1. Uvod

S rozvojem modernich biologickych védnich disciplin, jako jsou molekularni biologie a
bioinformatika, dochazi k postupnému zvySovani narokii na standardizaci ziskani a pripravy
vychoziho materialu — biologického vzorku. Problémy spojené se standardizaci pfipravy by
do jisté miry mohly byt feSeny optimalizovanymi metodami experimentalnich infekci a
kultivaci jednotlivych modelovych organismi ¢i jejich stadii v definovanych zivnych médiich,
tedy in vitro, za stanovenych podminek.

Termin in vitro kultivace (z latiny, ,ve skle“) oznacuje zptisob provedeni kultivaéniho
experimentu v laboratornich podminkach, kdy jsou timto zptisobem udrZovéany zZivé bunky
nebo cely organismus v kultivaénim médiu, ¢asto napt. ve zkumavkach. Takto miiZzeme
zjednodusit velmi slozity systém interakei, fungujici za normalnich podminek v Zivém
organismu, na nékolik regulovatelnych faktorti. Zjednoduseni vsak zaroven nese i riziko
moznych nespravnych interpretaci vysledki a chybnych zavéri extrapolovanych zin vitro
experimentii na pomeéry v prirodé.

In vitro kultivace parazitarnich organismii ma v soucasnosti velky vyznam predevsim
pro zajisténi dostatecného mnozstvi standardné pripraveného biologického vzorku,
pro vyzkum interakce parazit-hostitel, nebo pro testovani ucinku léc¢iv. Umoznuje také
detailnéjs$i porozuméni Zivotnim cykliim kultivovanych organismi a v neposledni fadé nam
teoreticky skyt4d moznost obejit se béhem experimentalni prace s parazity bez hostitelskych
organismi, jejichz chov by byl v laboratornich podminkach velmi obtizny.

Problematika kultivace motolic je zna¢né rozpracovana u druhu Schistosoma mansoni
z Celedi Schistosomatidae, avSak pro mnohé dalsi skupiny motolic, jejichz zastupci jsou casto
vyuzivani jako experimentalni parazitirni modelové organismy, zistavaji informace

omezené; takovym prikladem jsou i zastupci celedi Fasciolidae.

Hlavni cil prace
V navrzené praci by mély byt utfidény dosavadni poznatky souvisejici s transformaci a

kultivaci motolic.

Dil¢i cile této prace
e Zpracovat dostupnou literaturu tykajici se kultivace motolic, se zamérenim na celed
Fasciolidae
e Pokusit se navrhnout postup experimentalni infekce mezihostitelskych plzi, in vitro
transformace metacerkarii na dosp€lé jedince, a kultivace juvenilnich ¢i dospélych

motolic Fascioloides magna.



2. Celed’ Fasciolidae

Celed Fasciolidae (kmen: Platyhelmintes, podkmen: Neodermata, tfida: Trematoda,
podtrida: Digenea, rad: Plagiorchiida, podrad: Echinostomata) zahrnuje devét zastupct:
Fasciola hepatica, Fasciola gigantica, Fasciolopsis buski, Fascioloides magna, Fasciola
jacksoni, Protofasciola robusta, Parafasciolopsis fasciolaemorpha, Fasciola nyanzae a
Tenuifasciola tragelaphi (Lotfy et al., 2008; Olson et al., 2003).

Minimélné ¢tyrfi z vyjmenovanych motolic jsou obzvlast vyznamné z hlediska huméanni
nebo veterinarni mediciny:

Fasciola hepatica (30 x 15 mm) je kosmopolitné rozsifend, parazituje zZlucovody
bylozravych savcli, predevsim ovci (Ovis aries), ale mize napadat i ¢lovéka. Larvalni vyvoj
dokonéuje napf. vplzich Galba truncatula, Omphiscola glabra nebo Lymnaea viridis
(Dreyfuss et al., 2007; Lee et al., 1995; Dreyfuss and Rondelaud, 1994; Acosta-Ferreira et al.,
1979; Thomas, 1883).

Fasciola gigantica (35 x 15 mm) parazituje ve Zlu¢ovodech a Zlu¢niku prezvykavceu i lidi
na uUzemi jihovychodni Asie a severni Afriky. Za mezihostitele ji mize slouzit napft.
G. truncatula, Lymnaea natalensis, ¢i Lymnaea rufescens (Soliman, 2008; Dar et al., 2003;
Torgerson and Claxton, 1999; Madsen and Monrad, 1981; Rao, 1966).

Fasciolopsis buski (40 x 15 mm), jihoasijska motolice, dokonéuje Zivotni cyklus v tenkém
strevé prasat domacich (Sus scrofa f. domestica), ovsem nakazit se mize i clovek.
Mezihostiteli jsou napt. Segmentina hemisphaerula, Planorbis soenosus a Segmentina
largillierti (Lo, 1967; Buckley, 1939; Nakagawa, 1922).

Fascioloides magna (100 x 30 mm) pochazi ze Severni Ameriky, kde je jejim hlavnim
hostitelem jelenec béloocasy (Odocoileus virginianus) a jelen wapiti (Cervus elaphus
canadensis). Snimi byla transportovana do Evropy, kde se adaptovala na jelena
lesniho (Cervus elaphus), danka evropského (Dama dama) a srnce obecného (Capreolus
capreolus), ktefi jsou zde jejimi hlavnimi definitivnimi hostiteli. Dospélé motolice jsou
lokalizovany v pseudocystach v jaternim parenchymu téchto hostiteli. Cerkarie mohou byt
produkovany napi. plzi G. truncatula, Stagnicola palustris a O. glabra
(Rondelaud et al., 2007; Dreyfuss et al., 2007; Pybus, 2001; Chroustova, 1979; Foreyt and
Todd, 1976; Swales, 1935).

2.1 Zivotni cyklus fasciolidnich motolic

Jedna se o dvouhostitelské motolice, jejichz zivotni cykly jsou si velmi podobné.
Klarvalnimu vyvoji vyuzivaji nejéastéji mezihostitele z céeledi Lymnaeidae, pripadné
Planorbidae, a jako definitivni hostitele savce, predevsim kopytniky (Lotfy et al., 2008; Pybus,
2001).



Obr. &. 1: Zivotni cyklus F. hepatica (Roberts et al., 2009).
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Zivotni cyklus fasciolidnich motolic (p¥iklad F. hepatica, Obr. &. 1)

Dospélci (a) ziji vjaternich zlucovodech, kde nakladou vajicka (b). Ta se dostavaji
spolecné se zluci do tenkého stfeva a nasledné s trusem do vody. K dal§imu vyvoji pottebuji
dostatecnou vlhkost a teplotu (optiméalné kolem 25°C). Ve vhodnych podminkéch se lihnou
obrvena miracidia (c) béhem dvou az tfi tydnt. Miracidia musi do nékolika hodin aktivné
vyhledat plziho mezihostitele a vniknout do néj v oblasti plastové dutiny. Pfitom se zbavuji
epitelialnich desticek s ciliemi.

Z miracidii se vyvinou v plicnim vaku nebo volné v té€lni dutiné plZze mladé sporocysty (d),
které nasledné migruji do hepatopankreatu a pokracuji ve vyvoji. Uvniti dospélych sporocyst
jsou patrné redie (e), které se zté€la sporocysty po case uvolni a Ziji v hepatopankreatu
samostatné. Redie ¢asto obsahuji také stadia dcerinych redii. Ty po opusténi materskych redii
zacnou zvétSovat svou velikost a uvnitt jejich tél se formuji ze zarodeénych bunék cerkarie (f).
Jesté nedospélé cerkarie opousti dceriné redie a dospivaji v hepatopankreatu plze. Cely vyvoj
od miracidia po cerkarie trva v zavislosti na teploté prostredi asi 18 az 60 dni. Zralé cerkarie

opoustéji mezihostitele (g) a encystuji se na vegetaci ponorené ve vodé (h).



S vegetaci pozfenou definitivnim hostitelem (i) se cysty dostavaji do zaludku a tenkého
stieva hostitele. Asi za dvé az tfi hodiny od pozreni cyst se metacerkarie uvniti obali zacnou
aktivné pohybovat, natahuji se a smrstuji. Po dalSich 20 minutach se prichyti tstni ptisavkou
k Sirsi strané stény cysty a mechanickym pohybem podpofenym nejspise sekreci enzymii
vytvori otvor, kterym se protahnou ven.

Mladé motolice (j) pronikaji béhem 24 hodin ptes strevni sténu, migruji bri$ni dutinou a
prisavaji se k peritoneu na povrchu jater a pronikaji do jaterniho parenchymu. Druhy az tteti
tyden po infekci jsou na jatrech infikovanych ovci zaznamenatelné stopy po migraci v oblasti
tésné pod peritoneem. Motolice pak pokracuji v migraci do nitra organu.

Svou cestu kon¢i F. hepatica ve zlucovodech definitivniho hostitele béhem 8. az 10. tydne
od infekce, zde dospiva (a) a zacina vylucovat vajicka primérné 9. az 10. tyden po infekci

(Dow et al., 1968; Dixon, 1966; Dawes, 1962, 1961; Roberts, 1950; Thomas, 1883).

2.2 Kultivace motolic c¢eledi Fasciolidae

Pro zavedeni uspésné in vitro kultury je nezbytné nejprve objevit zasadni chemické a
fyzikalni faktory ovliviiujici preziti, rist a vyvoj kultivovaného organismu. Minimalné
od 20.let 20. stoleti, nejvice v60. az 80. letech, byly provadény mnohdy rozsahlé
experimenty, které mély za cil odhaleni téchto dilezitych faktort, definovani jejich optim a
jejich zavedeni v kultivaénich metodach. Kritickym parametrem je v tomto ohledu predevsim
slozeni kultiva¢niho média. Déle je nutné zajistit optimalni pH média, teplotu kultiva¢niho
prostredi a sloZeni atmosféry.

Kultivace mnohobunéénych organismi, kterymi jsou i motolice, s sebou nese i mnoho
technickych prekazek. Patti mezi né vliv mikroprostredi kultiva¢niho systému, jako je tvar a
velikost nadoby, mnozstvi média, zptisob jeho promichavani a frekvence jeho vymény a pocet
jedinct kultivovanych spoleéné v jedné nadobé - vlivem jejich nahromadénych metaboliti ma
totiz napi. pH tendenci prudce kolisat. Pti kazdé kultivaci je potieba pracovat piisné sterilné,
jelikoz média predstavuji idealni Zivné prostiedi pro nejriznéjsi mikroorganismy, jako napf.
bakterie a plisné (Davies and Smyth, 1978).

O kultivaci fasciolidnich motolic bylo publikovdno pomérné malo informaci a v této

oblasti nebylo prozatim dosazeno zZadnych mimotradnych aspéchfi.

2.2.1 Kultivace larvalnich stadii fasciolidnich motolic

Kultivace larvalnich stadii predstavuje cenny nastroj pii studiu molekularnich interakei,
uplatiujicich se béhem larvalniho vyvoje motolic, jako je napt. vnimavost plze k nakaze.
V souvislosti s kultivaci larvalnich stadii fasciolidnich motolic text niZe shrnuje problematiku
in vitro kultivace vaji¢ek, miracidii, sporocyst, redii, dcefinych redii a cerkarii. Aktualné je
dostupné jen omezené mnozstvi publikovanych vysledki experimentii, které popisuji

kultivace larvalnich stadii zastupcti celedi Fasciolidae.



Vajicka

Dtive, neZ je mozné zacit experimentovat s larvalnimi stadii motolic, je nezbytné stanovit
vhodné in vitro podminky pro lihnuti vajicek. Vajicka lze ziskat napt. dekantaci trusu
infikovaného definitivniho hostitele nebo po jeho pitvé izolaci ze Zluéovodl ¢i pseudocyst.
Primo z kultivovanych dospélych fasciolidnich motolic je mozno ziskat pouze omezené
mnozstvi vajicek (Ractliffe et al., 1969).

K zah4jeni vyvoje vyzaduji vajicka jak v ptirodé, tak v in vitro podminkach teplotu 23-
26°C a vlhké prosticedi, idealni je pouziti odstaté kohoutkové vody. V takovych podminkach
trva embryonace vajicka F. hepatica, F. gigantica i F. buski ptiblizné 11-25 dni, u F. magna
kolem 30 dni. Dalsi vyrazné snizZeni teploty ale proces zpomaluje, napi. miracidia F. hepatica
se z vaji¢ek lihnou pri 16°C az po 2-3 mesicich a teplota pod 10°C vyvoj vajicek zastavuje
(Ghosh, 1985; Kuntz and Lo, 1967; Roberts, 1950; Swales, 1935; Thomas, 1883).

Na aktivaci miracidii uvniti vajicek fasciolidnich motolic ma nejspis vliv parcialni tlak
kysliku v prosttedi a teplota (Schwabe et al., 2012; Friedl, 1960). PIné vyvinuté miracidium
vykazuje kontrakéni pohyby a opousti vaji¢ko v misté opercula (Thomas, 1883). Lihnuti byva
indukovano napft. snizenim z laboratorni teploty na 16-20°C, nebo naopak zvySenim teploty
po premisténi vajicek skladovanych vlednici pfi teploté 4°C na ptiblizné 22°C (Gold and
Goldberg, 1976; Swales, 1935).

Miracidia

Volné plovoucim larvalnim stadiim, miracidiim, je v literatuie obecné vénovana pomérné
velkd pozornost, zejména s ohledem na kli¢ovy moment v ramci jejich kratkého zivota a
vlastné i celého zZivotniho cyklu motolice — na nalezeni mezihostitele. Dilezitou roli
vrozeznani specifického plziho mezihostitele hraji pro miracidia druhové specifické
glykoproteiny MAGs, vylucované plzi do vody (Kalbe et al., 2000). Miracidia fasciol musi
nalézt vhodného mezihostitele béhem piiblizné 8-24 hodin, neZ jsou spotfebovany zasobni
latky. Do téla mezihostitelského plze vnikaji nejcastéji pifimo v oblasti plastové dutiny (Swales,
1935; Thomas, 1883).

Transformaci miracidii fasciolidnich motolic na sporocysty v podminkach in vitro byla
dosud vénovana jen omezena pozornost. Miracidia F. hepatica se pokouseli stimulovat
k vyvoji ve sporocystu napt. Georgieva et al. (2012) v médiu podobného slozZeni, jako méa
hemolymfa plze Galba truncatula (PSGtr) s 0,001% obsahem lektinti ConA nebo WGA.

Preména miracidia F. magna ve sporocystu byla v laboratornich podminkach pozorovana
jiz v roce 1955 (Campbell and Todd, 1955), neda se vsak jesté hovorit o in vitro kultivaci.
Béhem experimentu védci zjistili, Ze po kontaktu miracidia s plzem Stagnicola reflexa, ktery
neni s timto druhem motolice plné kompatibilni, miracidia do plZze nepronikala a pouze se
na kratkou dobu prichytila na jeho téle. Nicméné i tento kratky kontakt se substancemi

na povrchu plze stacdil k indukei transformace miracidii na sporocystu, ktera probéhla béhem



24 hodin pfimo vevodnim prostiedi. Na zakladé tohoto zjisténi autori odhadli, Ze
k transformaci ve sporocystu je zdsadni pfitomnost substanci produkovanych mezihostitelem
do vodniho prostredi a pritomnych na povrchu jeho téla. Laursen a Yoshino (1999)
transformovali miracidia F. magna na sporocysty v CBSS médiu smichaném v poméru 1:1
s CBSS médiem pres noc inkubovanym sBGE burikami, nebo pouze s frakei takto

inkubovaného média, obsahujici latky > 30 kDa.

Sporocysty, redie a produkce cerkarii

Tato cast larvalniho vyvoje byva nejcastéji zkouména prostiednictvim experimentéalné
infikovanych mezihostitelskych plzii, ktefi jsou vystavovani riznym podminkdm prostredi a
na zavér experimentu cCasto usmrceni a pitvani. Pfimy sbér prirozené nakazenych plzi
z prirody je komplikovan nejéastéji prilis nizkou prevalenci fasciolidnich motolic. Jak jiz bylo
feceno vySe, fasciolidni motolice vyuzivaji k larvalnimu vyvoji nejéastéji zastupce celedi
Lymnaeidae, ptipadné Planorbidae. Plz G. truncatula je jako experimentalni model infekei
motolicemi F. hepatica, F. gigantica i F.magna vyuzivan nejcastéji, miracidia vSech tii
druhti jsou vtomto mezihostiteli schopna zahajit i dokonéit sviij dalsi vyvoj vedouci
k produkeci metacerkarii (Faltynkova et al., 2006; Dar et al., 2003; Osborn et al., 1982).
Z dtvodu problematického chovu semiakvatickych plzt G. truncatula je pro chov F. magna
vyuzivan také akvaticky plz Pseudosuccinea columella (Fried and Stromberg, 1985).
Zavhodny objekt experimentalni infekce F.buski je povazovan plz S. hemisphaerula
(Sey et al., 1989; Lo, 1967).

Sporocysta F. hepatica dosahuje 14 dni po infekci mezihostitelského plze délky o,5-
0,7 mm a sporocysta F. magna je 8-15 dni po infekci velka 0,3-0,4 mm (Erhardova-Kotrla,
1971; Thomas, 1883). Nasledujici stadium matetské redie F. hepatica méii 1,3 — 1,6 mm.
Materské redie F. magna obsahujici vyvinuté dcefiné redie maji rozméry 0,87 x 0,21 mm,
F. buski 1-1,5 x 0,23 mm a u F. gigantica dosahuji délky 2,13-3,4 mm (Dinnik and Dinnik,
1964; Swales, 1935; Nakagawa, 1922; Thomas, 1883). Béhem 14 az 63 dni po infekci plze
mohou z mateiskych redii vznikat az 3 generace dcerinych redii, v nichz se zakladaji cerkarie
(Rondelaud et al., 2009).

Rychlost larvalniho vyvoje sporocyst, redii a cerkarii zavisi zejména na teploté prostiedi,
ve kterém mezihostitelsky plz Zije. K produkci cerkarii F. hepatica zplze G. truncatula
chovaného pti 25°C dochazi béhem 18 dni od nékazy miracidii, vliv nizsi teploty ale vyvoj
cerkarii vyrazné zpozdi, napt. pri 18 az 20°C vyvoj trva kolem 56-57 dni (Osborn et al., 1982;
Roberts, 1950). Cerkarie F. gigantica jsou pripraveny k uvolnéni do vodniho prostredi asi
50dni po infekci plze L. natalensis chovaného pri pokojové teploté, F. buski tvori
v plzi S. hemisphaerula chovaném pri 22-24°C cerkarie po 46-59 dnech a F. magna dokonci
larvalni vyvoj v G. truncatula pri teploté 20°C béhem 42 dni a (Erhardova-Kotrla, 1971;
Kuntz and Lo, 1967; Rao, 1966).



O in vitro kultivacich larvalnich stadii fasciolidnich motolic je znamo jen maélo.
Augot et al. (1997) kultivovali redie F. hepatica, ziskané z infikovaného plze G. truncatula,
v médiu L-15 s poupravenymi hodnotami tak, aby vice odpovidalo fyziologickym podminkadm
plzi hemolymfy. Materské redie prvni i druhé generace kultivované vtomto médiu
produkovaly v malych poctech redie dcefiné a od 29 dne po zavedeni kultury dochazelo
pii 22°C i k produkei cerkarii.

Redie F. magna prezily 8 dni v Ringerové roztoku obsahujicim 0,1% hydroxyprolin pti
20°C bez znamek dalsiho vyvoje (Friedl, 1961). Laursen a Yoshino (1999) kultivovali
sporocysty F. magna hned po jejich invitro transformaci z miracidii v C-BGE médiu
s bunnkami B. glabrata (BGE) pii 26°C. Po 12-16 dnech byly uvnitf sporocyst patrné
pohyblivé redie, které je opoustély po 14 az 20 dnech od pocatku kultivace sporocyst. Tyto
redie vSak byly vyprodukovany pouze 1% vSech sporocyst a kazda sporocysta dala vznik
maximalné jedné samostatné redii. Takto ziskané redie prezily v médiu minimélné 60 dni a

dorostly velikosti 0,16-0,17 mm, dale se vSak nevyvijely.

2.2.2 Kultivace juvenilnich a adultnich stadii fasciolidnich motolic
Standardizované in vitro podminky pfedstavuji idealni prostfedi pro provadéni
experimentii zameéfenych na studium fyziologickych, biochemickych ¢i molekularnich
pochodii mladych a dospélych motolic. Uspé$na kultivace juvenilnich motolic umoziiuje také
dalsi zkoumani jejich vyvoje, zatimco kultivaci dospélych motolic lze za standardizovanych

podminek teoreticky zajistit zisk Zivotaschopnych vajicek.

Excystace metacerkarii in vitro

Po tisp€sné experimentalni infekci modelového mezihostitelského plze postupné dochazi
k produkei cerkarii a naslednému zformovani metacerkarii, které ziistavaji prichyceny napft.
na sténéch akvaria ¢i jiném pevném podkladu.

In vitro excystaci metacerkarii je mozné v praxi aplikovat nejen jako krok predchazejici
kultivaci juvenilnich motolic, ale také napr. jako zkousku Zivotaschopnosti metacerkarii,
které chceme dale vyuzit k experimentalni infekei laboratornich zvirat.

Excystace metacerkarii fasciolidnich motolic je proces, zahrnujici fazi aktivace a fazi
uvolnovani metacerkarii z cysty (Dixon, 1966). K aktivaci je zapotiebi vysoké koncentrace
CO. (v bachoru ovci, koz a krav je to pres 40 %, podobné i v tenkém stieve koni, kralikt a lidi)
a dale redukéni prostiedi (redukéni potencial v bachoru i tenkém stievé hostiteld je obecné
negativni, s hodnotami kolem -300 mV) a teplota kolem 37°C. K zahajeni druhé faze, tedy
opousténi cyst, je nutné metacerkarie stimulovat roztokem zluci. Aktivované metacerkarie
poté za¢nou narusovat stény cysty mechanicky a ptisobenim sekretii obsahujicich histolytické
enzymy. Na zavér se metacerkarie protahuji vzniklym otvorem do vnéjSiho prostredi ven

(Dixon, 1966, 1964).



Nejlépe byla prozkoumana vinvitro podminkidch excystace u F. hepatica.
V historicky prvnim experimentu zaznamenavajicim in vitro excystaci metacerkarii
F. hepatica byl testovan roztok o podobném sloZeni jako Zaludeéni a duodendlni Stavy.
Na zékladé vysledkdl byla formulovidna hypotéza, Ze knatréveni stény cysty dochazi az
v duodenu a ne v zaludku (Wright, 1927; dle Dixon, 1966); v izolovanych stievnich tekutinach
psa se po 135 minutach excystovalo 65% metacerkarii F. hepatica (Vogel and Brand, 1933;
dle Dixon, 1966), a ve stfevni tekutiné kralika se po 17 hodinach excystovalo 84 %
metacerkarii (Hughes, 1959; dle Dixon, 1966).

Wikerhauser (1960) experimentalné excystoval metacerkarie F. hepatica za pouziti dvou
roztokli, 0,5% pepsinového a 0,4% trypsinového. Nejprve cysty vystavil plisobeni
pepsinového roztoku, kdy doslo k ¢astecné degradaci vnéjsi vrstvy stény cyst. Poté je vlozil
do trypsinového roztoku s primési 20% volské zZluéi a do 3 h se uvolnilo az 80 % metacerkarii.

Dixon (1964) vrozsahlych experimentech zhodnotil vliv riiznych faktori na prtbéh
excystace. Jako dtlezité faktory pro aktivaci metacerkarii uvnitt cyst urcil pritomnost
redukénich cinidel, tedy 0,48% roztoku cysteinu, nebo 0,69% roztoku dithioni¢itanu
sodného (Na,S.0,) v HBSS médiu. Roztok obsahoval také 10 % ovéi Zluci, kterou autor
potvrdil jako nejvyznamnéjsi faktor indukujici vlastni proces uvolnovani zcyst, k cemuz
dochézelo bezprostiedné po preneseni cyst do EBSS média. O dva roky pozdéji Dixon (1966)
na své poznatky navéazal a opét potvrdil sviij predpoklad, Ze excystace probiha ve dvou
krocich — aktivaci a uvolnéni metacerkarii. Ovéi Zlué opét v 10% koncentraci byla ptridana az
do EBSS média, optimalné experiment probihal pri atmosfére 40-60% CO.. Sewell a Purvis
(1969) se pokusili nahradit vexcystaénim médiu 7lué 1,2% syntetickym taurocholatem a
zjistili, ze s pridavkem 0,69% Na.S.0, smés predstavuje uc¢innou kombinaci pro zahajeni
excystace. Experimentalni pfistupy publikované v pracich Dixona (1966) i Sewella a Purvise
(1969) revidovali Smith a Clegg (1981), kterym se podarilo s vyuzitim poupravené metody
Dixona (1966) stabilné ziskavat po 3 hodinach az 85 % excystovanych metacerkarii. Nejdiive
inkubovali metacerkarie v médiu, které spliiovalo podminky potiebné k aktivaci metacerkarii,
tedy pri zvySené teploté 37°C, vysokém parcialnim tlaku oxidu uhli¢itého (probublani ¢istym
CO. podobu 30s) a vredukénich podminkach navozenych 0,35% Na.S.0,. Jako médium
stimulujici uvolnéni motolice z metacerkaridlni cysty pouzili HBSS s10 % krali¢i zludi.
Vysledkt Sewella a Purvise (1969) se jim podatilo dosahnout jen ¢aste¢né, v 7 experimentech
se do 5 hodin excystovalo 60 % metacerkarii, ale v dalSich 5 testech excystace nenastala viibec
nebo po 8 az 12 hodinach.

Tielens et al. (1981) sestavili specialni ,aktiva¢ni aparaturu“ (Obr. ¢. 2A) a ,excystacéni
véz“ (Obr. ¢. 2B), ve které uvoliiovani z cyst probihalo standardizovanym zptisobem. Cysty
byly nejdrive vlozeny mezi dvé sklicka do kapky upraveného média EBSS, které bylo pouzito i

vnasledném kroku aktivace metacerkarii. Jemnym trenim sklicek byla odstranéna



nejsvrchnéjsi vrstva cysty. Metacerkarie byly nasledné preneseny do lahve (Obr. ¢. 2A)
s EBSS médiem upravenym podle Dixona (1966). Za Gcéelem aktivace byl trvale udrzovan
pomér 60 % CO. a 40 % N. v médiu a teplota 38°C. Aktivované metacerkéarie byly preneseny
do excystaéni véze. V horni ¢4sti (Obr. ¢. 2Ba) byly inkubovany v EBSS médiu s 10% ov¢i Zluéi
pii teploté 38°. Excystovani jedinci se aktivné pohybovali smérem k prepdzce — sitce
oddélujici dalsi oddéleni véze. Po piechodu pies bariéru sitka se tak dostavaly do aerobniho
prostiredi (Obr. ¢. 2Bb), protoze médium (bez pridavku Zluc¢i) bylo zespodu prosycovano
vzduchem (Obr. ¢. 2Bc). Timto zptsobem lze v kratké dobé excystovat velké mnozstvi

metacerkarii a ziskat znaény pocet juvenilnich motolic se snizenym rizikem kontaminace.

Obr. ¢. 2: Aparatura pro excystaci metacerkarii (lahev na tkanové kultury) (A) a excystaéni

véz (valec z plexiskla, sloZeny ze 3 ¢asti oddélenych plastovou sitkou) (B) (Tielens et al., 1981).
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Pro excystaci F. gigantica lze vyuzit podobné postupy jako v pripad€ F. hepatica, coz
potvrdily vysledky experimentii kolektivu védcti Hanna, Jura a Ballawy (1975). Aplikaci jejich
postupti bylo in vitro excystovano az 90 % metacerkarii uvolnénych z cyst po 2 hodinach
inkubace a predchozim mechanickém odstranéni svrchnich vrstev cysty. Jako aktivacni
redukéni ¢inidlo pouzili 0,2% L-cystein hydrochlorid ve fyziologickém roztoku s 20% hovézi
zludi.

Excystaci u F. magna zkoumali Fried a Stromberg (1985). Nejprve cysty inkubovali
ve 20% roztoku chlornanu sodného (NaClO) v rybni¢ni vodé. Po prasknuti vnéjsi stény byly
cysty a preneseny do EBSS média obsahujiciho 0,5% roztok smési zlucovych soli a 0,5%
roztok trypsinu; do 2 hodin se excystovalo 100 % metacerkarii.

Dalsi zminky v literatute se tykaji pouze nevyjasnéného druhu Fasciola sp., ktery vznikl
pravdépodobné krizenim F. hepatica a F. gigantica (Itagaki et al., 2005). Tymu japonskych

védcti (Kawano et al., 1987) se podafilo v nékolika fazich postupné excystovat 64 %
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metacerkarii b€hem asi 18 hodin. Nejprve byla provedena inkubace 18 h ve vodé pti pokojové
teploté s naslednym tfenim cyst v kapce vody mezi dvéma skli¢ky. Dale byly cysty oSetfeny
0,2% roztokem HCI s 1% pepsinem pii teploté 37°C. Aktivace probéhla ve dvou krocich,
nejdiiv byly metacerkérie inkubovdny 1 h ve vodé probublavané 5% oxidem uhliéitym
s 0,35% Na.S.0, a poté byly cysty preneseny do upraveného HBSS média (Smith and
Clegg, 1981) a inkubovany v atmosféfe obsahujici 5 % oxidu uhli¢itého po dobu 18 h.

Po preneseni do ¢istého média HBSS se zacaly metacerkarie z cyst uvoliiovat.

Transformace metacerkarii fasciolidnich motolic na juvenilni stadia

Kultivaci dospélych fasciolidnich motolic v in vitro podminkach predchézi transformace
metacerkarii (které byly ziskdny bud’ z prirozené, nebo z experimentalné infikovanych plzi;
viz vySe) a nasledna kultivace juvenili az do stadia dospélce.

Béhem vyvoje F. hepatica od metacerkarie po dospélce in vivo bylo pozorovano napft.
postupné vétveni stireva, nejprve na dvé vétve a postupné vznika asi 13 postrannich laloki
na kazdé vétvi stfeva. Po tfech az osmi dnech od excystace v tenkém stievé hostitele se vétvi i
gonady, tvoii se testes, pozd€ji jsou viditelna i ovaria a vaje¢né zldza. Z rudimentu bunék
uskupenych do tvaru presypacich hodin, pozorovatelného uz u cerkarii, se tvofi cirrus a
uterus (Dawes, 1962, 1961).

Bylo prokéazéano, ze F. hepatica dospiva v prirozenych podminkach po 63-70 dnech,
F. gigantica a F. buski priblizné po 9o dnech a F. magna asi 7 mésici po infekei (Mas-Coma
et al., 2005; Gupta, 1992; Foreyt and Todd, 1976; Dow et al., 1968).

Wikerhauser (1960) udrzel vin vitro systému juvenilni jedince F. hepatica tésné
po excystaci az 42 hodin v TBSS médiu. Wikerhauser spolu s Cvetni¢em (1967) testovali vliv
pritomnosti bunéénych kultur z riiznych tkani savéich hostitel na vyvoj juvenilnich motolic.
Juvenilni motolice prospivaly 1épe v pritomnosti bun€k, v nejlepsim pripadé se vSak darilo
motolice udrzet nazivu 14 dni, navic bez patrného riistu nebo vyvoje. O rok pozdéji se stejnym
autortim podatilo prodlouzit preziti cervii na 29 dnti diky casté vymeéné kultiva¢niho média a
buneék, vyvoj v§ak nepozorovali. Zjistili, Ze esencialni je pritomnost bunék v kultuie nezavisle
na jejich tkanovém pivodu (Wikerhauser et al., 1968).

Davies a Smyth (1978) dosahli u jedinct kultivovanych v médiu NCTC-135 s pridavkem
50% kuteciho séra a ovcich erytrocytii znatelného ristu i vyvoje travici soustavy. Po tydnu uz
bylo patrné rozdéleni caeca na dva laloky a po dvou tydnech i sekundarni vétve. Rozvoj
genitalii se ale zastavil brzy po zahajeni kultivace a motolice prezily jen 18 dni (Davies and
Smyth, 1978). Autori (Davies and Smyth, 1978) experiment opakovali s pridavkem 50% séra
ziskaného z jiného kutete v médiu a nékteri cervi prezili az 51 dni, avSak bez vyvoje.

Smith a Clegg (1981) se pokouseli kultivaéni metody déale standardizovat, a proto
pracovali ve sterilnich podminkach. Metacerkarie byly inkubovany v médiu RPMI-1640,

obsahujicim 50% lidské krevni sérum a 2 % lidskych erytrocytti a vykazovaly rychly rist,
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CasteCny vyvoj uteru a cirru a primordii testes. Pokus byl ukoncen po 2 tydnech, kdy prezivala
pouze polovina chovanych motolic. Nékolik cervti vSak jiz dosahovalo velikosti 7 x 3,5 mm,
priéemz byl jiz pln€ vyvinut uterus, cirrus a vytvorila se vitellaria u dvou jedinct byla k vidéni
i spermatozoa. Ovaria ziistala u vSech jen rudimentarni a k produkci vajicek nedoslo.

U dalsich druhii motolic ztéto celedi jsou informace sohledem na juvenilni stadia
FBS a v pritomnosti telecich bunék ze slinivky minimalné 60 dni, pti¢emz béhem prvnich
25 dni zvétsi velikost téla az ¢tyrikrat (Hanna and Jura, 1976; Hanna et al., 1975).

Znalosti kultivace juvenilnich motolic F. magna jsou prozatim velmi omezené. Fried a
Stromberg (1985) udrzeli pri Zivoté cerstvé excystované metacerkarie v Lockeho roztoku

pri 42°C jen 24 h.

Kultivace dospélcu fasciolidnich motolic ziskanych z definitivniho hostitele

Na jatkdch nebo prti pitvé definitivnich hostiteli je mozné ziskat dospéla stadia
fasciolidnich motolic. Takové jedince lze vyuzit pro né€které dalsi biologické experimenty nebo
i k ziskani vaji¢ek. Casto je véak mnohem vhodnéjsi mit k dispozici populaci ¢ervii stejné
starych, ktefi byli vykultivovani v totoZnych podminkach.

Prvni pokusy o kultivaci dospélych jedinci F. hepatica nebyly prili§ tspésné a motolice
prezily vin vitro podminkach nanejvys 12 hodin (Miiller, 1923; Flury and Leeb, 1926;
Weinland and Brand, 1926; dle Clegg, 1956). Stephenson (1947) ze svych rozsahlych
experimentii odvodil optimalni kultiva¢ni podminky — témi jsou pridavek monosacharid
radéji nez disacharidi, pH 8,4-8,6, teplota 36°C a aerobni prostiedi. V alkalickém Ringerové
roztoku obsahujicim 2,28% borax a 0,53 % glukozy prezivali dospélci F. hepatica asi
60 h (Stephenson, 1947). Dawes (1954) publikoval kratky piispévek o kultivaci dospélct
F. hepatica v Hédon-Fleig médiu s 0,1% glukézou, v némz cervi prezivali 12 dni. Ve své praci
zdlraznil nutnost vybéru zarucené zivych cervii urcenych ke kultivaci a pokusil se také o
jejich sterilni odbér z jater. Clegg (1956) vylepsil Dawesovu (1954) metodu ziskavani dospélcii
F. hepatica zjater o dalSi stupné sterilizace a motolice kultivoval pomoci ,dialyzac¢ni
trubicky” vyrobené z celul6zy, tzv. cellulose tubing (Obr. ¢. 3). Tuto trubi¢ku umistil dovnitf
sklenéné zkumavky s Hédon-Fleig médiem s 0,1% glukozou. Semipermeabilni dialyzaéni
membrana byla prodéravéna pomoci Spendliku, aby se z média dostalo k motolici vice Zivin.
Zkumavka byla béhem experimentu umisténa horizontalné. V tomto aparatu céervi prezivali
asi 19 dni (jeden jedinec dokonce 34 dni) a po celou dobu vykazovali stile stejnou miru
aktivity, coz je v kontrastu s cervy udrzovanymi jen volné ve zkumavce, kteri byli abnormalné

aktivni béhem prvnich 24 hodin, avSak hynuli uz po nékolika mélo dnech.
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Obr. ¢. 3: Kultivace dospélcti F. hepatica v dialyzacni trubicce (podle Clegg, 1956).

cotton plug double tube
S e
i —
K — e e T
vaccine cap

Slozeni kultivaéniho média se pokousel zdokonalit Rohrbacher (1957), ktery pouzil vlastni
médium s 20% extraktem zjaterniho maceratu a 1% extraktem komeréné dostupnych
substanci z jater (Crude Liver Extract). Dospélci F. hepatica se v tomto prostredi pti 37°C a
pH média 8,5 dozili az 3 tydni. Z pridavanych monosacharidii je podle Rohrbachera (1957)
nejvhodnéjsi glukéza nebo fruktoza, motolice vSak prezivaly i v roztoku obsahujicim glycerol.
Pridavek cholesterolu, pyruvatu, nebo glutamatu jejich Zivot zkracoval a galakt6za, sacharoza,
maltéza, ribéza a sorbitol se ukazaly byt naprosto nevhodné. Wikerhauser a Cvetnic (1967)
zjistovali vliv pfitomnosti bunék rtizného typu z nékolika druhi definitivnich hostiteld nejen
na mladé motolice, ale i na dospélce F. hepatica. Zjistili, ze nezavisle na ptvodu a typu
bunéénych kultur prezivaly dospélé motolice v jejich ptritomnosti prekvapivé krat$i dobu (2
dny) nez v ¢istém médiu (5 dni).

V médiu EBSS s 30% telecim sérem a 10% teleci krvi jsou schopni dospélci F. hepatica
klast vajicka, ktera jsou vSak pravdépodobné neplodna (Ractliffe et al., 1969). Lehner a
Sewell (1979) potvrdili vhodnost pouziti teleciho séra v kultivaénim médiu EBSS ve vyssich
(80%) koncentracich a navrhli udrzovat dospélé F. hepatica v aparatufe s nepretrzitym
proudem vzduchu.

Idedlni médium prezivani dospéleci F. hepatica vin vitro podminkach je podle
Fostera (1970) EBBS obohacené o 36% LAH a komer¢né dostupné smési 3.6% MEM Vitamin
Solution, 3.6% L-glutamin a 7.2% MEM Amino Acid Concentrate, pii pH média 6.9 a teploté
28°C. Na jatkach ziskani jedinci v tomto médiu piezili i 16 dni. Autor v§ak poskytuje jen malo

podrobnosti o vyhodach své metody.

3. Celed’ Schistosomatidae

Celed Schistosomatidae (kmen: Platyhelmintes, podkmen: Neodermata, tfida:
Trematoda, podtrida: Digenea, tad: Diplostomida, podrad: Diplostomata), zahrnuje
v soucasnosti 14 uznavanych rodd (Austrobilharzia, Bivitellobilharzia, Heterobilharzia,
Macrobilharzia, Ornithobilharzia, Schistosomatium, Schistosoma, Gigantobilharzia,

Dendritobilharzia, Bilharziella, Trichobilharzia, Jilinobilharzia, Allobilharzia a
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Anserobilharzia) a kolem 100 druhfi, priblizné 30 savcich a 67 ptacich (Brant and Loker,
2013; Olson et al., 2003).

NiZe v textu se budu bliZe zabyvat jen dvéma nejvyznamnéjsimi a nejprozkoumanéjsimi
druhy:

Schistosoma mansoni (6-12 x 1 mm samci, 10-16 x 0.2 mm samice) je rozsifena na zemi
Afriky, Arabského poloostrova a Jizni Ameriky. Dospélci parazituji v portilni zile a
mezenterialnich cévach clovéka. Dale mohou v pfirodé infikovat i nékteré druhy
zvirat (Gryseels et al., 2006; Martins, 1958).

Schistosoma japonicum (6-12 x 0.8 mm samci, 12-20 x 0.3 mm samice) se vyskytuje
na tzemi Ciny, Filipin a Indonésie, je schopn4 infikovat mnoho druh@ saveti, jako jsou psi,
opice, prasata, kozy, ovce, dobytek a hlodavce, vdzné zdravotni problémy ptisobi i lidem.
Dospélci S. japonicum jsou lokalizovani predevSim v portalni Zzile definitivnich

hostitelt (Gryseels et al., 2006; Ho, 1963).

3.1 Zivotni cyklus éeledi Schistosomatidae

Zastupci Celedi Schistosomatidae jsou dvouhostitelské motolice s oddélenym pohlavim
avyraznym pohlavnim dimorfizmem, vyhledavajici jako mezihostitele vodni plze.
U S. mansoni slouzi jako mezihostitel rod Biomphalaria, a u S. japonicum je to
Oncomelania spp. Vyvoj tyto motolice dokoncuji ve vaskuldrnim systému endotermickych

definitivnich hostitelti (Gryseels et al., 2006).

Zivotni cyklus ¢eledi Schistosomatidae (piiklad S. mansoni, Obr. &. 4)

Dospéli jedinci S. mansoni (e) ziji v zilach odvadéjicich krev ze stiev hostitele smérem
do jater. Samicky nakladou vajicka (a), ktera migruji do lumen stfeva. Odsud jsou vyluéovana
do vnéjsiho prostiedi a po kontaktu s vodou je vyvolana aktivace miracidia (b) a jeho lihnuti.
Miracidium aktivné vyhledava sladkovodniho mezihostitelského plze (c), pricemz se Fidi
svételnymi a chemickymi signaly. V plzim mezihostiteli podstoupi miracidium v misté, kudy
vniklo do jeho téla (nejcastéji v plastové dutiné a oblasti hlavy nebo nohy) vyvoj ve stadium
sporocysty, ktera ze svych zarodeénych buné€k dava vznik dcefiné sporocysté vyvijejici se dale
v hepatopankreatu. Po 4-6 tydnech od nakazy plze vznikaji v téle dceriné sporocysty shluky
bunék budoucich cerkarii (d). Cerkarie musi po opusténi plze ve vodnim prostiedi najit
vhodného definitivniho hostitele do 24-48 hodin, pronika do jeho téla ktizi a ztraci ptritom
ocasek a glykokalyx. Schistosomula, jak se nyni stadium nazyva, méri kolem 118 x 32 um.
Po minimalné 3 dnech migruje z kiize krevnim fecistém pies plice do jater, kam se dostava
8. dnem po infekci. Po 10 dnech se spojuji vybézky stireva, nasleduje vyvoj testes a uteru a
tvorba spermatozoi. Vyvoj ovarii za¢ina po 28 dnech, kdy se dospélci sparuji s jedinci

opa¢ného pohlavi a migruji do drobnéjSich mezenterickych cév. Samice produkuji po
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35 dnech vajicka (Gryseels et al., 2006; Wilson et al., 1978; Cheng and Bier, 1972; Smithers
and Terry, 1965; Chernin, 1964; Stirewalt, 1963).

Obr. &. 4: Zivotni cyklus schistosom (Roberts et al., 2009).

'?/ Male

. ]

i I -
/ . -
i A
I’JAE = e
|

w mating ‘
le) /

P a2 ¥, b Sl N .
/"” ——— i
i Adult schistosomes | :

|
Embryonated egg

Penetrates — = <'|_-J_,___'~_J'__'- ==

unbroken skin T @ | 1 ]

Egg hatches

Biomphaiaria spp.

Bulinz  Oncometania

3.2 Kultivace motolic ¢eledi Schistosomatidae
S ohledem na in vitro kultiva¢ni experimenty motolic bylo zdaleka nejvice pozornosti
vénovano praveé zastupcim motolic z ¢eledi Schistosomatidae, pfedevsim S. mansoni.
Nékolik mélo experimentii bylo kromé S. mansoni a S. japonicum zaméfeno také
na kultivace dalSich druhii schistosomnich motolic, napr. zastupce rodu Austrobilharzia,
Trichobilharzia a Schistosomatium (ChanovA et al., 2009; Basch and O’Toole, 1983; Chu and
Oie, 1964).

3.2.1 Kultivace larvalnich stadii z mezihostitelskych plza
Jak jiz bylo zminéno, larvalni stadia vyvijejici se v mezihostitelskych plzich jsou dilezitou
soucasti zivotniho cyklu motolic, pfi¢emz se vyzkumu biologie larvalnich stadii druhi z celedi

Schistosomatidae (miracidium, sporocysta a cerkarie) stale vénuje velky pocet védeckych
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skupin. Nejjednodussim zplisobem zajisténi larvalnich stadii schistosom jsou experimentalni
infekce typickych mezihostitelskych plzii, at uz ziskanych z ptirody ¢i z laboratorniho chovu.
U S.mansoni je to predevsim B.glabrata, a vpripadé S.japonicum plz
O. hupensis (Yang et al., 2007; Schreiber and Schubert, 1949). V nasi laboratofi dlouhodobé
udrZujeme laboratorni cyklus 2 druhti ptacich motolic Trichobilharzia regenti a T. szidati.
Uspésna transformace a kultivace larvalnich stadii vin vitro podminkich vSak mize
zajistovat urcité vyhody.
Vajicko

K lihnuti miracidii schistosom jsou vyzadovany podminky vyrazné odliSné od poméri,
které jsou v téle definitivniho hostitele, kde by miracidium nemélo Sanci na preziti. Témi jsou
sniZeni teploty na optimum kolem 34°C, osmolalita vody kolem 50 mOsm dani pritomnosti
moci nebo soli vevodé a koncentrace kysliku. Takové podminky vétSinou neni obtizné
v laboratofi zjistit. Ve tmé dochézi obecné k vyraznému zpomaleni lihnuti; u S. japonicum
indukuje svétlo az 60% nartst poctu lihnoucich se vajicek. Lihnuti je u S. mansoni pasivni
proces, iniciovany nejspi§ osmotickym tlakem vodniho prostiedi (Samuelson et al., 1984;

Sugiura et al., 1954; Magath and Mathieson, 1946).

Miracidia, sporocysty a produkce cerkarii:

Po opusténi vajicka ma miracidium jen omezeny ¢as pro nalezeni vodniho plze. Miracidia
S. mansoni vyzaduji ve vod€ pritomnost sodnych iontd, jinak se prestavaji béhem 5-10 minut
pohybovat (Samuelson et al., 1984). Pri vyhledavani mezihostitele miracidium reaguje na
svétlo, teplotu vody a plzem produkované makromolekuldrni latky (Haberl et al., 1995;
Haas et al., 1991; Samuelson et al., 1984). Miracidia schistosom se transformuji do stadia
materské sporocysty pri teplotach kolem 24°C ptiblizné za 40 dni od infekce plze. Cerkarie se
vyvinou pri teplotach 24-30°C po asi 30-70 dnech od vniknuti miracidia do plze, pri¢emz pri
vysSich teplotich dojde sice kurychleni vyvoje, ale také ke sniZzeni doby preziti plze
(Yang et al., 2007; Schreiber and Schubert, 1949).

O in vitro transformaci miracidii S. mansoni ve sporocysty se jako jedni z prvnich
pokouseli Targett a Robinson (1964) ve tkanovém extraktu L. stagnalis, v némz sporocysty
nasledné prezivaly az 63 hodin; v jednom ptipadé doslo i k vyvoji zarodecnych bunék uvniti
sporocysty. Muftic (1969) zkousSel miracidia umistit do sterilni hemolymfy plze B. glabrata
s piridavkem miniméalné 0,001 % substance podobné a-ekdyzonu, izolované z mladych
B. glabrata. Podle publikace se podarilo dosahnout vyvoje az po cerkarie, autor vsak
poskytuje jen velmi sporé informace o priibéhu i vysledcich experimentu. Zadnému dalsimu
védci se zatim nic podobného nepodarilo. Voge a Seidel (1972) pozorovali transformaci
miracidii a vyvoj sporocyst S. mansoni v upraveném BME médiu s pridavkem 20% kornského
séra. Béhem tydne doslo kodvrzeni cilidrnich desticek, protazeni té€la, dediferenciaci

nervového systému, ztraté terebratoria, formaci vakuoly vzadni c¢asti téla a nartstu
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sporocysty na 180-300 x 28-40 um. TotézZ testovali i v médiu EBSS se 7% konskym sérem
v monoxenické kultutfe obsahujici mysi fibroblasty nebo opi¢i ledvinové burky. V tomto
pripadé si larvy udrzely vejcity tvar téla a po 12 dnech vyrostly na 200x40 pum. Cely
experiment byl ukoncen po 3 tydnech, kdy sice sporocysty Zily, ale nedochézelo jiz k ZAdnému
dal§imu ri@istu a vyvoji. Samuelson et al. (1984) transformoval 70-90 % miracidii
ve sporocysty za pouziti riznych médii: BME upraveného podle Voge a Seidel (1972), dale
RPMI-1640, MEM a HBSS. VsSechna se ukazala byt podobné vhodna, ale
ke kompletni iispésné transformaci byl nezbytny aspon kratky kontakt miracidii s APW, tedy
laboratorné ptipravenou rybni¢ni vodou o piesné daném sloZeni.

Yoshino a Laursen (1995) nejprve transformovali miracidia S. mansoni v CBSS médiu a
mladé matefské sporocysty poté prenesli do BGE média s burikami BGE. Béhem prvnich
20 dni sporocysty az ¢tyfnasobné vyrostly a béhem 30-45 dni kultury se vyvinuly dcefiné
sporocysty. Ivanchenko et al. (1999) si pro kultiva¢ni experiment opattila sporocysty in vitro
transformaci miracidii, ktera nechala pres noc v médiu F s 1% BSA. Ziskané mladé sporocysty
kultivovala spole¢né s bunikami BGE v médiu pripraveném z médii F, DMEM/F-12 a BGE
v poméru 1:1:2 a s pridavkem 5 % produktu Serum Plus a 5 % FBS. B€hem prvnich 7 dni se
sporocysty obalily plzimi bunikami aZ na trojnasobnou velikost. Do 5 tydni od zacatku této
kultury se uvniti materskych sporocyst vyvinuly i dcefiné sporocysty.

Bixler et al. (2001) ziskal i kultivoval sporocysty S. mansoni podle Ivanchenko (1999), ale
bez ptidavku Serum Plus. Namisto toho pouzil 10 % FBS a celé médium filtroval pres buriky
BGE; béhem 3-4 tydnti se u 98 % sporocyst vyvinuly dcefiné sporocysty. Timto byla ziskana
spolehlivdi metoda umoziujici produkei dcefinych sporocyst bez pritomnosti bunék
mezihostitele. Bender et al. (2002) navézal na praci tymu Bixlera a Ivanchenko (2001; 1999)
a odhalil toxickou slozku hemolymfy, ktera komplikovala predchozi kultivace sporocyst —
volné radikaly vznikajici travenim hemoglobinu. Jejich Géinky se podatilo neutralizovat
pridanim katalazy do kultiva¢niho média.

Sporocysty S. mansoni, ziskané pitvou z infikovanych B. glabrata 40 dni po infekci,
kultivovala Chernin (1964) vmédiu CBSS stkanémi travici trubice ¢i ovotestis plze a
po tydnu doslo k vyvoji cerkarii. V dalsi ¢asti experimentu chtéla autorka ovérit, zda dochazi
k vyvoji cerkarii i uvniti sporocyst ziskanych z plzii v poloviénim ¢ase vyvoje nez v pripadé
prvniho experimentu. Za tim tcelem byly pfi stejnych podminkach pouzity sporocysty
ziskané jiz 19 nebo 20 dni po infekci plze. Tentokrat doslo k uvolnéni jen nékolika mélo
cerkarii ze sporocyst po 9-13 dnech kultivace.

DiConza a Hansen (1973) dosahli u dcerinych sporocyst v HBSS médiu obohaceném
00,65% LAH, 10% FBS, 10% ultrafiltrat ze slepicich vajec a 0,01% BSA v pritomnosti
komarich bunék (Aedes albopictus, AAL) ristu sporocyst a po 25 dnech i vyvoje zarodecnych

shlukii bunék, znichz vznikaji cerkarie. DiConza a Basch (1974) dale zkouseli dcefiné
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sporocysty S. mansoni kultivovat v axenické kultufe v médiu bohatém na aminokyseliny,
vitaminy a organické kyseliny s 20% lidskym sérem (NHS). Po tydnu pozorovali nartst
sporocyst z ptivodnich 150 x 10 um na 350 x20 um a po dvou tydnech dosahly nékteré délky
350-400 pm. Tou dobou se zadaly formovat malé shluky zarodeénych bunék cerkarii a
sporocysty byly v této fazi vyvoje implantoviny do neinfikovanych plzii B. glabrata, kteri
po 20-46 dnech zacali produkovat cerkarie. Buecher et al. (1974) umistil matefské sporocysty
S. mansoni do 30% SDM média s ptidavkem 10% FBS a 0,2% galaktozy. Pro preziti a vyvoj
sporocyst je dle né€j zasadni nizkd koncentrace kysliku, idedlné kolem 1 %, a zvySena
koncentrace CO2 na 0,5 % v kombinaci s pridavkem thiolové slozky do média, optiméalné
0,10mM dithiothreitol, nebo 1,50mM smés cysteinu a glutathionu.

Hansen (1975) kultivoval mateiské sporocysty S. mansoni izolované z B. glabrata s BGE
ve smési médii M-260 a S-301. Média smichal v poméru 1:1 a pridal 0,5 % FBS a 4,5 %
hemolymfy z B. glabrata infikovaného miracidii S. mansoni (pozd€ji oznacovano jako BGE
médium). Po 12 dnech mérily sporocysty 370 x 60 um, doslo k formaci shlukd zarode¢nych
bunék cerkarii a plaménkové bunky vykazovaly aktivitu. Nejvétsi sporocysty, méfici i 700-
1500 x 90-155 um, prezily v kultuie i 38 dni a po nasledné implantaci do B. glabrata byly
schopné dokoncit larvalni vyvoj do 53 dni.

Voge a Seidel (1972) experimentovali kromé miracidii S. mansoni za stejnych podminek
také s miracidii S. japonicum. Po preneseni miracidii do kultivaéniho média s BGE dochazelo
k odvrhovani ciliarnich desti¢ek, béhem 5 tydnt vSak k zasadnimu vyvoji nedoslo a velikost
matefskych sporocyst ziistala priblizné stejna (160 x 72 um). Na rozdil od téchto vysledki
Coustau et al. (1997) tspéchu dosihl. Umistil miracidia S. japonicum do BGE média
s bunkami BGE a transformace v materské sporocysty zacala béhem 48 hodin, pficemz
po 11 tydnech nachazel v médiu samostatné dceriné sporocysty, které Zily i 14 dni a dorostly
primérné délky 770 x 48 um. Oproti kultivacim S. mansoni vSak nedoslo k obklopeni
sporocyst BGE buntkami a vyvoj probihal vyrazné pomaleji nez v primarnim
mezihostitelském plzi Oncomelania hupensis. Na tyto experimenty se netuspésné navazaly
tymy Peng et al. (2002) nebo Ye et al. (2007), kdyZ se pokousely izolovat kulturu bunék
O. hupensis (dle Ye et al., 2013).

Transformacemi miracidii S. japonicum v matefské sporocysty v riznych médiich se
zabyval Kawanaka et al. (1985). S kultiva¢nimi médii EBSS, MEMSE-J a RPMI-1640
s pridanym 10% FBS dosahl po 48 h 81-84% transformace. Kultivace pokracovala jesté 16 dni,
kdy v EBSS médiu prezivalo 83 % jedinci a v MEMSE-J 100 %. Pozdéji bylo zjisténo, Ze
sporocysty S. japonicum preziji v médiu RPMI-1640 s 10% krali¢im sérem a pridavkem
serotoninu az 48 dni (Mei and Zhou, 1988, 1989; dle Ye et al., 2013). Zhu et al. (2012)
pridaval do RPMI-1640 média 1% roztok proteini izolovanych z hlavové ¢asti a nohy plze

O. hupensis, coz pozitivné ovlivnilo rychlost ristu i dobu preziti sporocyst az na 58 dni.
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Jinym smérem se vydal Jiang et al. (2011; dle Ye et al., 2013), kdyz miracidia inkuboval
v médiu SF-9o0 II SFM spole¢né s oocyty hmyzu Spodoptera frugiperda (tzv. SF9 buiiky);
po 1 dni byly v transformovanych sporocystach viditelné shluky zarodeé¢nych bunék a béhem
dvaceti dnii se sporocysty obalily SF9 burikami, ale nebyly pozorovany dalsi znamky vyvoje.

Jak jiz bylo fefeno vySe, jsou dostupné informace pro ostatni druhy schistosomnich
motolic prozatim kusé. Vhodné médium podporujici transformaci miracidii i nasledny riist a
vyvoj sporocyst ptac¢i motolice Trichobilharzia ocellata objevili Mellink a Bovenkamp (1985).
Pouzili médium podle DiConza a Basch (1974) sptidavkem 20% NHS nebo kormského,
krali¢iho ¢i kachniho séra o osmolalité 110 mOsm, ide4lné 135 mOsm. Nasledna kultivace
sporocyst se darila pouze s pridavkem 20% NHS nebo FBS, pfi¢emz pritomnost kachniho
séra pusobila na ¢ervy toxicky. Po 10 dnech kultury mérily sporocysty 700 x 40 um, poté se
rist zastavil a sporocysty jen prezivaly dalSich 3-7 tydnt. Materské sporocysty ziskané
z plzich mezihostiteld prezily za stejnych podminek 3 tydny a béhem prvnich 25 h zacdala
produkce dcetinych sporocyst, které bez dalsiho riistu nebo vyvoje prezivaly po dobu 2 tydnti.
Dcefiné sporocysty ziskané piimo z plzich mezihostitelG v kultufe zastavily embryonaci a
prezily 5 az 6 tydnt. Doslo ale k dozrani cerkarii, jejichZ embrya byla zaloZena jesté za zivota
sporocysty v plzi.

Pro miracidia a nasledné i materské sporocysty Trichobilharzia ocellata navrhl
Schallig et al. (1990) pouziti jednoduchého kultivaéniho média MSM, vyznacujiciho se
absenci latek jako jsou napf. aminokyseliny, vitaminy, které by mohly interferovat
s biochemickymi analyzami. Miracidia se transformovala ispésné v matei'ské sporocysty,

které vsak prezily v nasledné kultuie jen nékolik dni.

3.2.2 Kultivace stadii z definitivnich hostitela

V téle definitivnich hostiteld schistosom se vyskytuji vyvojova stadia schistosomuly a
dospé€lé motolice. Na schistosomuléach se provadi mnohé imunologické studie, studie genové
exprese a testovani 1éciv a vakein, jelikoZ jsou z hlediska boje proti parazitim zranitelnéjsi
nez dospélci (Damian, 1987). To je také jeden z diivodd, proé¢ je vénovana velki pozornost
ziskavani schistosomul transformacemi cerkarii. Kdyz si predstavime, jak nahlou zménu
prodéld cerkarie pfi transformaci na schistosomulu (prechod zvnéjsiho prostredi
do vnitiniho prosttedi v téle hostitele) s naslednym spusténim mnoha fyziologickych procest,
tak lze predpokladat, Ze transformace cerkarii a kultivace schistosomul neni snadnou
zalezitosti.
Transformace cerkarii a nasledna kultivace schistosomul:

Mnoho védct se v minulosti potykalo s definici schistosomuly a v experimentech byly
organismy transformované z cerkarii posuzovany podle né€kolika znak. Patfi mezi né ztrata

ocasku, schopnost prezit ve fyziologickém roztoku (nikoliv ve vod€), vyprazdnéni
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preacetabularni zlazy, ztrata glykokalyx a aglutina¢ni reakce v séru (Brink et al., 1977;
Stirewalt et al., 1966). Schistosomuly pro dalsi experimenty ziskdme nejlépe transformaci
cerkarii ziskanych zinfikovanych mezihostitelskych plzii, dosud se totiz nepodarilo
transformovat cerkéarie ziskané z in vitro kultivaci larvalnich stadii schistosom.

Pocateéni neprilis ispésné snahy o ziskani schistosomul S. mansoni z cerkarii zahrnovaly
napft. stimulaci stejnosmérnym elektrickym proudem 25 mA o rtznych napétich a v riiznych
intervalech (Stirewalt et al., 1966). Postupné bylo navrzeno nékolik metod vhodnych
k ziskavani schistosomul, které se daji rozdélit obecné na prianik kize laboratornich

definitivnich hostiteli S. mansoni, mechanické oddéleni ocasku a kultivaci v médiu.

e Transformace cerkarii prunikem kiize laboratorntho definitivniho hostitele

Stirewalt et al. (1966) navrhli zatizeni ke sbéru schistosomul, vzniklé tpravou aparatu
uréeného pro krmeni hmyzu. V aparature byla natazena pokozka izolovana z bticha mysi a
cerkéarie, které pokozkou pronikaly, se dostavaly do sbérného média HBSS. Uspé$nost
metody c¢inila 30-40% transformovanych cerkarii. Pozdé€ji byl experiment zopakovan
za stejnych podminek, védci se zamérili na faktory ovlivitujici prinik do kize a zjistili, ze
vyznamné zalezi na rozdilu teploty vodného roztoku obsahujiciho cerkarie a sbérného média,
do néhoz se cerkarie po priniku kiizi dostavaji (Stirewalt and Uy, 1969). Optimalné by teplota
vodného roztoku méla byt 28°C a teplota sbérného média 37°C. Dilezity je také pocet cerkarii
ve vodném roztoku, typ kozni membrany a sloZeni sbérného média. James and Taylor (1976)
sbirali schistosomuly 3 h po priiniku cerkérii mysi kéizi do EBSS s piidavkem LAH. Uspé$nost

metody ¢inila 51 %. Stejnou metodu zopakovali s podobnym tspéchem i Brink et al. (1977).

e  Transformace cerkarii mechanickym odstranénim ocdasku

Opakovanou centrifugaci cerkarii S. mansoni pii pokojové teploté ¢i 0-5°C a jejich
néslednou inkubaci pii 31°C v HBSS se pokouseli realizovat Gazzinelli et al. (1973). Podle
autort by dostate¢nym stimulem pro zahéjeni vyvoje ve schistosomulu méla byt teplota a
tésny kontakt s ostatnimi cerkariemi pri centrifugaci, kterym by doslo k mechanickému
oddéleni ocaskii. Metodu vylepsili Ramalho-Pinto et al. (1974), kdyZ cerkarie zbavené ocaskt
pomoci vortexovani ve studené vodni suspenzi prenesli do morceciho séra, vnémz je
inkubovali po dobu 80 minut pti teploté 37°C. Schistosomuly ziskali s ispésnosti 90-100 %.
Pozdéji byl experiment zopakovan, avsak jen s 19,4% tspésnosti (James and Taylor, 1976).
Tiba et al. (1974) odstranili ocasky cerkarii S. mansoni opakovanim vortexovanim cerkarii a
nasledna kultivace v médiu 199 pti 30°C na 40 minut vyvolala vyprazdnéni preacetabularni
zlazy. Cela preména ve schistosomulu byla dokonana dalsi inkubaci v médiu 199 pii 37°C
po dobu 60 minut. Brink et al. (1977) nejprve cerkarie imobilizovali v ledové 1azni, a nasledné
je vHBSS médiu opakované vortexovali a inkubovali v EBSS s0,5% LAH. Cervi ztratili

glykokalyx, ale nedoslo k vyprazdnéni preacetabularni zlazy.
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Jinou cestou se vydali Colley a Wikel (1974), kteri zvolili pasirovani cerkarii pres injek¢ni
jehlu. Po 10-14x pasézich dali cerkarie inkubovat do RPMI-1640 s 2% NHS pii 5% atmosfére
CO. a 37°C. James a Taylor (1976) experiment opakovali s 96% tuspésnosti, kdyz jej rozsirili
onaslednou inkubaci 40 minut prfi 30°C vEBSS. Sdalsi variantou metody prisel
Basch (1981a), ktery cerkarie nasaval 12x pres jehlu a po oddéleni ocaskii z roztoku pomoci
centrifugace umistil cerkarie do BME s 5% NHS v 5% atmosféire CO,. Milligan a Jolly (2011)
vydali protokol, popisujici témér 100% ziskavani schistosomul S. mansoni. Nejprve cerkarie
imobilizovali na ledé ve tmé, a poté je asi 20x pasirovali pres jehlu. Nasledovala inkubace
v RPMI-1640 s 5% FBS pii 37°C a 5% atmosféire CO,. Schistosomuly vydrzely nasledné nazivu
az 6tydnl. Coultas a Zhang (2012) vyzkouSeli metodu podle protokolu (Milligan and
Jolly, 2011) se zavérem, Ze je velmi Uc¢inni, podobné jako nemechanicky zpisob, ktery

provedli paralelné.

e Transformace cerkarii inkubaci v médiu

Cerkarie S. mansoni se mohou vyvijet ve schistosomuly i bez pouziti mechanickych
prostiredkt. Stirewalt (1970) zjistila, Ze pro penetraci cerkarii S. mansoni ktzi hostitele
prredstavuji dtlezity stimul lipidy z kiize. K vyvoji schistosomul S. mansoni z cerkarii navic
neni potfeba piimy kontakt tkané hostitele, jak vyplynulo z pokusi, kdy byly cerkarie
uzavieny v difdznich komiirkach implantovanych do peritoneédlni dutiny mysi, v nichz doslo
k jejich transformaci ve schistosomuly (Eveland, 1972).

Stimulac¢ni vliv lipidi se vramci rozsidhlé studie rozhodla otestovat skupina védcii
Gilbert et al. (1972) se zavérem, ze nejdilezitéjsi frakei lipidG predstavuji pro cerkarie
fosfolipidy a transformace cerkarii ve schistosomuly se tedy d4 navodit cerstvym sdjovym
lecitinem v koncentraci mezi 0,05-0,5 mg/ml vody s 50-80% tspésnosti transformace, nebo
vajecnym lecitinem fedénym 51x vodou s tcinnosti 9o %. Podle védci, kteii se experiment
snazili zopakovat (James and Taylor, 1976; Eveland and Morse, 1975) ale schistosomuly
v takovych roztocich rychle hynou.

Diilezitym stimulem ke konverzi cerkarii se ukazala byt pritomnost séra v médiu, kdy se
priinkubaci v EBSS s50 % kralictho séra uspésné vyvijely schistosomuly vykazujici
senzitivitu na vodni prostfedi, bez ocaskii, s vyprazdnénymi preacetabuldrnimi zldzami a
bez glykokalyx (Eveland and Morse, 1975). Brink et al. (1977) zkouSel cerkarie inkubovat
v EBSS s 50% éerstvym krysim sérem; béhem dvou hodin ztratily glykokalyx a ocasky.

Coultas a Zhang (2012) vyzkouseli transformaci cerkarii ve schistosomuly inkubaci
v RPMI-1640 s L-glutaminem a pridavkem 5% FBS pii 37°C po dobu ¢tyt dni. Tuto metodu
doporudili jakoZto snazsi v porovnani s metodou mechanické transformace védct Milligan a
Jolly (2011).

Transformaci cerkarii S. japonicum ve sporocysty se zabyva podstatné méné literatury.

Nemechanicky lze cerkarie transformovat v médiu NCTC-109 s obsahem 50 % NHS, kdy by
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mélo dojit do 8 hodin k vyprazdnéni preacetabularnich zlaz a ke ztraté cerkarialnich ocaski a
do 72 hodin by mélo jiz byt pfitomno 70-80 % transformovanych schistosomul (Yasuraoka et

al., 1978).

e Transformace cerkarii dalSich zastupct celedi Schistosomatidae

Cerkarie havajské ptac¢i motolice Austrobilharzia variglandis transformovali pres
oskrabanou kuteci kiizi Chu et al. (1962) s ispésnosti az 60 %. Cerkarie pronikaly pres kizi
do kuteci plazmy, ve které byly inkubovany pfi teploté 37°C dva dny.

Chanova et al. (2009) transformovali cerkarie Trichobilharzia regenti a T. szidati
mechanickym zptisobem — pasirovanim pres jehlu a naslednou inkubaci pii 37°C nebo 39°C
v médiich BME, IMDM, RPMI-1640, L-15 nebo SCM s 10% FBS.

Kultivace schistosomul

Bylo u¢inéno mnoho pokusti o in vitro vyvoj mladych motolic, at uz ziskanych predchozi
transformaci cerkarii vlaboratornich podminkich, nebo vyoperovanych ztéla predem
nakaZenych laboratornich modelovych zvirat, predevsim mysi (Mus musculus) a kieckt
zlatych (Mesocricetus auratus). V nasledujicim textu jsou zminény kultiva¢ni pokusy tykajici

se S. mansoni a S. japonicum; jsou rozdéleny podle ptivodu kultivovanych schistosomul.

e Schistosomuly ziskané z kiize mysi

Clegg (1965) ziskal z mysi kiize schistosomuly S. mansoni pil hodiny po nékaze, poté je
umistil na EBSS s 50% pridavkem krali¢iho séra, 1% krali¢ich erytrocyti, 0,5 % LAH a
0,1% glukdzy. Pro kultivaci pouzil aparaturu dialyzacnich trubidek, kterou testoval uz
v pripad€ F. hepatica (Clegg, 1956, viz kapitola 2.2.2), dovnitf trubi¢ky umistil schistosomulu
i erytrocyty. Po 6 dnech se u schistosomul vyvinula testes a ovaria, dalsi vyvoj ale neprobéhl.

Larvy S. japonicum, ziskané z klize mysi ptl hodiny po infekei, byly az 41 dni udrZzovany
nazivu v médiu 199 s ptidavkem FBS a krali¢ich erytrocyti, b€hem této doby doslo pouze

k vyvoji testes a ovarii (Lin et al., 1985, 1983; dle Ye et al., 2013).

e  Schistosomuly ziskané z plic mysi

Clegg (1959) zkousel kultivovat plicni schistosomuly S. mansoni, ziskané z mysi 7 dni
po infekci, v médiu shodném s tim, které pouzili Cheever a Weller (1958) pro larvy ziskané
zjater mysi (viz niZe). Roztok si vSak upravil pouzitim 50% kralictho séra a krali¢ich
erytrocyti. Navic se pro zdarny vyvoj ukéazala byt nezbytna pritomnost LAH, ktery byl pouzit
v koncentraci 0,25 %. Po 4 tydnech se usamct vyvijela testes obsahujici spermatozoa a
u samic maléa ovaria, ktera se vsSak jiz nevyvijela. Pozd€ji Clegg (1965) pouzil EBSS s 50%
kralicim sérem, 1% kralicimi erytrocyty, 0,1% glukézou a 5% LAH; u schistosomul byl

zaznamenan 42 dni od zacatku kultury i vyvoj vitellarii.
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e  Schistosomuly z portalni zZily kireckit a mysi

Schistosomuly S. mansoni, ziskané po 11 dnech po infekei krecku zlatych, udrzel pri Zivoté
az 58 dni Robinson (1957) v TBSS s 33% konskym sérem a 0,2% glukézou. Schistosomuly
ziskané zlaboratorné infikovanych mysi po 16-18 dnech byly kultivoviny v médiu HBSS
s 50% konskym sérem a 10 % CEE, v némz se zacali po 1 mésici kultivace jednotlivi jedinci
parovat s ¢ervy opa¢ného pohlavi (Cheever and Weller, 1958).

Schistosomuly S. japonicum z portalni zily mysi, staré 18 dni, se vyvijeji v médiu M-841
s pridanymi zvétSenymi svétlymi erytrocyty inkubovanymi v 0,38% NaCl (tzv. ghost cells).
V takové kultuie motolice zacaly po 45 dnech produkovat neplodna vajicka (Hua et al., 1988;

dle Ye et al., 2013).

e  Kultivace schistosomul ziskanych in vitro transformaci cerkarii

Ne vSechny metody transformace cerkarii jsou ve vysledku rovnocenné a ziskané
schistosomuly se mohou liSit schopnosti dospé€t béhem néasledujici in vitro kultivace
(Brink et al., 1977).

Tiba et al. (1974) zkouseli kultivovat schistosomuly S. mansoni ziskané vortexovanim
kombinovanym s néslednou inkubaci pfi vySSich teplotich vupraveném médiu
EBSS (Clegg, 1965), ve kterém dochazelo po 40 dnech kpérovani cervi. Ziskané
schistosomuly byly po injikaci do Zil mysi schopné pokracovat ve vyvoji. Stejnych vysledkii
parovani schistosom dosahli i Yasuraoka et al. (1978) s médiem NCTC-109 a 50% krali¢im
sérem.

Porovnani vyvoje schistosomul ziskanych riiznymi transformaénimi in vitro metodami
provedl Brink et al. (1977). Schistosomuly S. mansoni ziskané priinikem mysi kiize dosahly
stavu propojeni stfevnich vybézki po 12 dnech v poctu 50-70 %. Oproti tomu schistosomuly
mechanicky ¢i v séru transformované tohoto stavu dosahly 12. den pouze v poctech 25-50 %.
Vsechny byly kultivovany v médiu EBSS s piidavky podle Clegg (1965), ale s lidskym sérem
misto krali¢tho. Médium EBSS obohacené podle Clegg (1965) pouzili i Michalick et al. (1979),
kdyz kultivovali schistosomuly ziskané z cerkarii transformaci ve stejném médiu. Stavu
spojeného stteva dosahlo jen 33 % cervii po 34 dnech.

Jinym zpilisobem problematiku pojal Basch (1981b), ktery vyuzil ke kultufe mechanicky
transformované cerkarie S. mansoni. Vlozil je do média BME s ptidavkem 0,1% LAH,
10% lidského séra, erytrocyti a smésici hormond (tzv. médium 169). Ke spojeni stfevnich
vybézkli doslo 11. den a k vytvoreni part dochazelo od 50. dne kultivace. V navazujicim
experimentu dospélci udrzovani v médiu uz od stadia cerkarie produkovali v 10 % pripadia
vajicka, ktera byla ale jen mala a bez obsahu zarodec¢nych bunék (Basch, 1981a). Clemens a
Basch (1989) zjistili, ze 0,025% pridavek transferinu z 90 % saturovaného zelezem namisto

séra ma na kulturu schistosomul pozitivni vliv v podobné mirte jako sérum.
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Mechanicky transformované schistosomuly S. japonicum kultivoval Ye et al. (2012)
v DMEM s 10% FBS a lidskymi jaternimi endotelidlnimi burtikami (ED25), pozitivné ovliviiuji
vyvoj cervu.

e  Kultivace schistosomul dalSich zastupcti z ¢eledi Schistosomatidae

Schistosomuly S. haematobium izolované z portalni zily a mezenterickych cév krecka
zlatého a dalsi, ziskané in vitro prinikem mysi kiize, byly kultivovany v EBSS upraveném
podle Clegg (1965), ale s pouzitim séra a erytrocyti od lidskych darcti namisto kralicich.
Stadia spojeni stievnich vybézkia schistosomuly dosahly po 22 dnech a 31. den se u sameckt
objevila i spermatozoa. Kdalsimu vyvoji vSak nedoslo az do ukonceni experimentu
po 75 dnech (Smith et al., 1976).

Cerkarie T. ocellata ve schistosomuly transformovali Howell a Bourns (1974)
20 minutovou inkubaci v EBSS ohi4tém na 40°C a naslednym pienesenim cerkarii na pruhy
vlhkého celofanu prekryvajici kiizi izolovanou z tiidennich kachnat. Schistosomuly prezivaly
22 dni v EBSS médiu s pridavky podle Clegg (1965), se zménami v koncentraci LAH
na 0,25 % a pouzitim kachniho ¢i kuteciho séra s odpovidajicimi erytrocyty.

Chanova et al. (2009) se vénovali vyvoji schistosomul Trichobilharzia szidati a T. regenti,
ziskanych mechanickou transformaci cerkarii. Testovali média, ktera jsou v dnesni dobé
komer¢éné dostupna: RPMI-1640, BME, IMDM, L-15 a SCM (médium 169 bez piidavku séra).
Do vSech médii pridali 10 % BSA a erytrocyty, ptipadné homogenizovanou nervovou tkan
u T. regenti. Jako nejvhodnéjsi se ukazalo byt médium SCM, i kdyz u schistosomul obou
motolic nedoslo k vyvoji reprodukénich organi.

Schistosomuly Schistosomatium douthitti je mozno kultivovat v médiu 169 az po jedince
produkujici vajicka, ktera jsou v§ak nefertilni (Basch and O'Toole, 1983).

Kultivace plicnich schistosomul A. variglandis, izolovanych zplic rybakt (Sterna),
v médiu 199 s pridavkem 25% kuieciho séra, 2% kurecich erytrocytii a 10% CEE vedla jen
ke zvétSeni jejich velikosti az trojnasobné béhem dvou tydni (Chu et al.,, 1960). Chu a
Oie (1962) zkouseli testovat vyvoj schistosomul ziskanych z ktize holubi v médiu 199 se 40 %
koniského séra, 10% BEE a holubimi erytrocyty. Po mésici bylo stéle nazivu 70 % organismd,

které vyrostly na nékolikanasobek ptivodni délky.

Dospélé motolice z ¢eledi Schistosomatidae in vitro

Dospélé S. mansoni ziskané z portalniho systému mysi 6-8 tydni po infekei cerkariemi
preziji v ¢istém konském nebo volském séru 14-18 dni (Ross and Bueding, 1950). V médiu
HBSS s pridavkem 5% konského séra, 5% BEE, 45% bovinni plodové vody a mysich
erytrocyti umoznuje ¢erviim preziti az 87 dni, avSak tito neprodukuji vajicka (Senft and
Weller, 1956). Robinson (1960) pouzil ke kultivaci dospélych jiz sparovanych cervii konské

sérum s pridavkem 0,1 % glukozy. Nékteri jedinci vydrzeli v parech i nékolik dni a béhem
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prvnich 10dni vykladli primérné 150-200 vajicek, jejichz Zzivotaschopnost vsak nebyla
ovéfena. Ve specidlné konstruovaném aparatu (Obr. ¢. 5) prezivaly schistosomy
v médiu TBSS s 33,3% morcecim sérem i 14 dni a kladly az 62 vajicek denné. Aparatura se
skladala ze zasobniku média (Obr. ¢. 5B), napojeného sklenénou trubici na komtirku (Obr. ¢.
5D) obsahujici na dné 4 nizké sklenéné nadobky. Tato kultivaéni komtirka byla ptiklopena
sklenénym vikem a propojena se zasobni lahvi pomoci polyethylenové hadicky, coz umoznilo
vyrovnani tlaku vzduchu mezi obéma nadobami. Zasobni lahev byla naplnéna kultivacnim
médiem tésné pod vystup sklenéné trubic¢ky propojujici obé nadoby a kultivaéni komirka
s nddobkami byla naplnéna médiem asi ¥4 cm nad vrchol malych nadobek uvnitt komtrky.
Vymény média byly provadény injekéni stiikackou z ramene sklenéné spojovaci trubice (Obr.
¢. 5C). Cervi byli umisténi po jednom paru do kazdé nadobky v kultivaéni komtirce. Vstup

vzduchu byl umoznén diky injekéni strikacéce zavedené skrz vicko zasobni nadoby (Obr. €. 5A).

Obr. ¢. 5: Aparat pro dospé€lé S. mansoni (upraveno podle Robinson, 1960).
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Dalsi kultiva¢ni aparaturu (Obr. ¢. 6) pro dospélé S. mansoni navrhl i Clegg (1961), ktery
vyslovil nazor, Zze opozdéni vyvoje schistosom vin vitro podminkach oproti situaci
v definitivnim hostiteli je zptisobeno inhibi¢nim efektem metaboliti vylucovanych cervy,
predevsim kys. mlééné. Kultivacni médium proto bylo odvadéno ze zasobniku (Obr. ¢. 6A)
uzkou kapilarou (Obr. ¢. 6B) postupnym odparovanim vody pies celofinovou membranu
(Obr. ¢. 6D). Rychlost toku zavisela na mife vyparu pres tuto membranu, coZ bylo dano
relativni vlhkosti a teplotou okolniho vzduchu a tpravou plochy membrany. Ve vodnim
zasobniku (Obr. ¢. 6C) byla udrZzovana mal4d bublinka vzduchu (Obr. ¢. 6E) ve vstupu
do kapilary, ktera oddélovala médium od vody. Toto zarizeni, napojené na nepfretrzity proud

7% CO,, by mélo skodlivé metabolity ihned odvadét od kultivovanych cervii.
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Obr. ¢. 6: Zatizeni pro dospélce S. mansoni (upraveno podle Clegg, 1961).
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3.3 Kultivace bunék izolovanych z rtuznych zivotnich stadii schistosom

Pro tucely nékterych experimenti neni nutné kultivovat celé cCervy, ale miiZe postacit
kultivace jejich bunék ¢i tkani. Kultury bunék ¢i tkani ziskanych ze schistosom maji
potencialné velké vyuziti pro mnohé bunécné, molekularni ¢i imunologické studie. Dosud
vSak nebyly takové bunééné linie rutinné zavedeny, i kdyz bylo zaznamenino nékolik
pilotnich pokusii. Buniky je mozno izolovat ze tkani cerva napi. pouzitim ostrych ntzek,
skalpelu ¢i elektronickych pristrojii rozrusujicich tkané s néslednou inkubaci kust tkané
vroztoku obsahujicim trypsin ¢i specidlni krabi kolagendazu (Bayne et al., 1994;
Hobbs et al., 1993; Weller and Wheeldon, 1982).

Jako jedni z prvnich se pokusili o kultivaci bunék z dospélych S. mansoni v médiu Weller
a Wheeldon (1982). Buriiky trypsinizovanych cervii prezily minimalné 28 dni v médiu 1779,
které si autori sami navrhli. Bunky vSak prezily, jen pokud byl udrzen fyzicky kontakt
s fragmentem rodicovské tkdné obsahujicim zivé buriky.

Hobbs et al. (1993) ziskal buriky z juvenilnich S. mansoni 18 dni po nakaze mysi a prenesl
je na Cisté médium SM, kde prezily az 4 tydny. Kdyz byly soucasné kultivovany s buné¢nou
linii z mySich jater (BRL 3A), zvysila se schopnost bunék prezit az na 6 mésici. Dale
s buntkkami z juvenilnich motolic ziskanych 12-21 dni po infekci mysi experimentovali Bayne a
Barnes (1997), kteri testovali médium BME upravené podle Basch (1981b) zaroven s kulturou
BRL 3A bunék. Za takovych podminek vydrzely burky S. mansoni nazivu az 8 mésicu.

Bunky ziskané ze tkani sporocyst S. mansoni byly kultivovany ve smési média F a SM
vpomeéru 1:1 spiidavkem 10% FBS. Nejdéle byly schopné prezit bunlky zarodecné a
u plaménkovych bunék byla pozorovdna aktivita po dobu 30 dni, kontrakéni pohyby
svalovych bunék byly patrné i 35 dni od nasazeni kultury. Pozitivni efekt mél na burnky
pridavek hemocytt B. glabrata nebo BGE (Bayne et al., 1994). (1997) vylepsili tuto metodu

o pridavek albuminu obohaceného o lipidy do média a néslednou filtraci kultivaéni smési
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médii pres SF9 bunky. V takovych podminkach byly udrzovany pfi zivoté i buriky dcetinych
sporocyst S. mansoni (Bayne and Barnes, 1997).

Bunky ziskané zdospé€lcii S. japonicum je mozno kultivovat v médiu DMEM/F-12 a
schistosomuly v médiu 199, oboji s 10% telecim sérem (Dong et al., 2002).

Bylo dosazeno také pasirovani bunék S. japonicum odvozenych od miracidii, cerkarii a
30 dennich dospélcti, kultivovanych na RPMI-1640 s10% FBS obohaceném o blize

nespecifikované ristové faktory (Liu et al., 2006; Zhang et al., 2002; dle Ye et al., 2013).

4. Kultivace zastupcu dalsich ¢eledi motolic

Trida Trematoda je rozdélena do podtrid Aspidogastrea a Digenea, pricemz Digenea dle
soucasné nomenklatury zahrnuji dva rady, Diplostomida a Plagiorchiida. V ramci Trematod
najdeme vice nez 140 ¢eledi (Olson et al., 2003). Pokusy o kultivaci jednotlivych vyvojovych

stadii motolic z mezihostiteld ¢i definitivnich hostiteld byly zaznamenany u 21 celedi.

podtrida Digenea, irad Diplostomida
V tomto fadu Digenei byla nejvice experimentalné zkoumana kultivace zastupct celedi

Schistosomatidae (viz vyse) a Diplostomatidae (viz nize).

podtiida Digenea, ad Diplostomida, podiad Diplostomata

® (Celed Diplostomatidae

Motolice Diplostomum spathaceum parazituje u ptakd, jeji metacerkarie ziji v ocich
sladkovodnich ryb. Tato motolice se stala predmétem experimentii védci Kannangara a
Smyth (1974), ktefi zjistili, Ze pro kompletni vyvoj od metacerkarie ve vajicka kladouci
dospélce je nezbytny pridavek vajecného Zloutku nebo alikvotu maceratu kompletniho
slepiciho vejce. V médiu NCTC-135 s primési 14 % vajecného zloutku, 14 % vajecného bilku a
nékolika kapkami 10% CEE a 1% kvasinkového extraktu doslo ke kladeni vajicek béhem 10-
12 dni, avSak jen vmalém mnozstvi. Leno a Holloway (1986) kultivovali metacerkarie
na CAM 5-12 dennich kufecich embryi se ziskem 13 % dospélcti. Jeden cerv ztohoto
experimentu vyprodukoval vaji¢ko, které bylo schopné embryonace. Irwin a Saville (1988)
zvysili Gspésnost vyvoje v dospélce na 20-30 % pri kultivaci metacerkarii pod allantois
kutecich embryi pridanim kufeciho séra. Opét vsak pouze jediny c¢erv nakladl jedno
Zivotaschopné vajicko.

Metacerkarie Diplostomum phoxini dokoncuji sviij vyvoj bézné v ptacich. Prvni pokus
o kultivaci metacerkarii ziskanych z mozku mezihostitelské ryby — stirevle Phoxinus phoxinus
provedl Bell a Hopkins (1955) v TBSS s 1% glukézou a 20-45 % konského séra; motolice
prezivaly 5-6 dni. Velkych pokrokii dosahli Kannangara a Smyth (1974), kdyZ za stejnych
podminek, jaké vyuzili pro kultivaci D. spathaceum, doslo v ptipad€ D. phoxini ke kladeni
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vajicek jiz po 4 dnech kultivace. Zjistili také, ze pti 4°C je mozno metacerkarie uskladnit
v TBSS médiu na dobu delsi nez 2 mésice.

Posthodiplostomum minimum parazituje predevSim u ptakid, metacerkarie se vyskytuji
v rybach. Metacerkarie tohoto druhu se podaftilo kultivovat po dobu 1 mésice v TBSS médiu,
fedéném vpoméru 5:3 vodou a spridavkem nékolika kapek séra z mladych kurat a
kvasinkového extraktu. Na konci kultiva¢ni periody (1 meésic) nékteti jedinci produkovali
neziva a deformovana vajicka. Pii pokusech o kultivaci na CAM umirali ¢ervi brzy po zah4jeni
experimentu (Ferguson, 1940).

Motolice Fibricola seoulensis parazituje predev§im u hlodavct, je ale schopna infikovat i
clovéka (Sung Tae Hong, 1984). Jeji metacerkarie, ziskané pitvou infikovanych hadt
Rhabdophis tigrinus, vykazovaly po 16 dnech kultivace vyvoj reprodukénich organi
srovnatelny se stavem po 2-3 dnech in vivo. Pro kultivaci bylo pouZzito médium NCTC-109
nebo NCTC-135 s pridavkem 20 % vajecného zloutku, ¢asti macerovaného vejce, ¢i 0,5 %
komercéné dostupného kvasinkového extraktu. Pti experimentech in ovo (tedy v neoplozenych
slepicich vejcich) na kufeci CAM doslo i ke kladeni vaji¢ek, ktera v§ak byla deformovana. Zivé,
infekceschopné metacerkérie této motolice lze skladovat az 200 dni v HBSS nebo TBSS

pri teploté 4°C (Seo, 1989).

e Celed Strigeidae

Jedn4 se obecné o motolice ptaki, ptipadné savci zZivicich se rybami, obojzivelniky, plzi ¢i
plazy.

Metacerkarie zvané tetrakotyly druh@i Apatemon cobitidis proterorhini a Cotylurus
erraticus se pokouseli in vitro kultivovat Stewart et al. (2003) v NCTC-135 médiu s 50%
kurecim sérem a 25% vajecnym bilkem. Po 5 dnech kultury dochézelo k vyvoji dospélcii, kteti
produkovali vajicka, ta vSak neobsahovala zarodeéné burky.

Magnus a Johnson (1985) ziskali kultivaci tetrakotyli Cotylurus flabelliformis po 72 h
ovigerni jedince, vajicka vSak nebyla schopna embryonace. Pouzili médium NCTC-135
s piidavkem 50% kuteciho nebo kachniho séra.

Podobnych vysledkt bylo dosazeno u Cotylurus strigeoides na NCTC-135 se 40% kuiecim
sérem a 20% extraktem hlenu z kufeciho streva. Vajicka se zacala objevovat po 6 dnech,
ovSem byla opét abnormalni a tedy nezivotaschopna (Fried et al., 1978).

Pomérné dobte rozpracovali problematiku kultivaci Basch et al. (1973), kdyZz navazali
na experimenty Voge a Jeong (1971) pri kultivaci tetrakotylt Cotylurus lutzi v médiu NCTC-
135. Drive pouzivané 50% kureci sérum vsSak nahradili pridavkem 40% kuteciho séra a 20%
extraktu z kufeciho srdce, jater, svali, stievni stény nebo extraktu hlenu ze stiev. Timto
zpisobem se podatilo po 1-3 dnech ziskat dospélce, ktefi kladli vétsi pocet vajicek, z nichz asi
10 % bylo morfologicky v poradku, ovSem k lihnuti miracidii dochazelo pouze v pritomnosti

20% extraktu strevniho hlenu. Miracidia byla po vylihnuti schopna infekce B. glabrata.
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V plzich déale dochazelo klarvalnimu vyvoji az po stddium cerkarie, kterymi byl Gspésné
experimentalné infikovan ptadi definitivni hostitel — zebticka Taeniopygia guttata.
e Celed Clinostomatidae

Metacerkéarie ptaci motolice Clinostomum marginatum, ziskané z rybich mezihostiteld,
byly kultivované v médiich TBSS, TBSS bez obsahu sodiku a MEM. Nevykazovaly po 4-
5 dnech kultivace zadny vyvoj, ale cervi vpraveni na kureci CAM pri experimentech in ovo

migrovali do vajecného bilku, kde jich dospélo 6,5 % (Larson and Uglem, 1990).

e Celed Leucochloridiomorphidae

Motolice Leucochloridiomorpha constantiae bézné parazituje ve Fabriciové burze ptaka.
Metacerkarie jsou schopny dospét pii kultivaci na kureci CAM a nasledné produkuji vajicka
s vyvinutymi miracidii, vyvoj je vSak pomalejsi nez v pripadé in vivo (Fried and Holmes,
1979; Harris et al.,, 1972). Metacerkarie mohou dospivat i vmédiu NCTC-135 s20 %
vajeéného zloutku (Fried and Contos, 1973). U dospivajicich jedinci kultivovanych v médiu i
na CAM bylo pozorovano v 50-100 % pripadd parovani Cervi, prestoze L. constantiae je

hermafroditni motolice (Fried and Roberts, 1972).

e (Celed Brachylaimidae

V této celedi bylo experimentovano s motolici Amblosoma suwaense, ktera primarné
parazituje ve stfevé kachen. Metacerkarie v in vitro podminkach produkovaly embryonace
schopné vajicka uz po 4 dnech kultivace v NCTC-135 médiu s 20% pridavkem zloutku

ze slepicich vajec (Schnier and Fried, 1980).

e  (eled Cyathocotylidae

Kultivaéni experimenty s metacerkariemi motolice Cyathocotyle bushiensis byly
realizovany v médiu NCTC-135 s 20% pridavkem vaje¢ného Zloutku. Béhem 3 dnii zacali ¢ervi
produkovat Zivotaschopna vajicka. Za pouziti 50% kureciho séra namisto zloutku byli cervi
ovigerni az 8. den, dosahovali vSak mnohonasobné velikosti v porovnani s kultivaci

v pritomnosti Zloutku (Fried and Ramundo, 1987).

podtrida Digenea, ¥ad Plagiorchiida

Do 1adu Plagiorchiida je zarazovana vétSina podfadi tridy Trematoda, priéemz
publikované kultivacni experimenty jsou zameéreny predev§im na podrady Echinostomata a
Xiphidiata.
podtifida Digenea, rad Plagiorchiida, podirad Echinostomata

Nejprostudovanéjsi jsou zhlediska kultivaci ztohoto podrfadu zastupci celedi

Fasciolidae (viz vyse) a jim blizce ptibuzné celedi Echinostomatidae (viz nize).

28



e Celed’ Echinostomatidae

Jedn4 se predevsim o ptaéi motolice. Na zdkladé kultivaénich experimentti bylo zjisténo,
Ze matefské sporocysty Echinostoma caproni preziji az 17 tydnt v kultute s BGE burikami
v BGE médiu s pridavkem 10% FBS. Béhem kultivace probihal ve sporocystach zarodec¢ny
vyvoj, kprodukci dal$i generace vsak nedochazelo, a to i pres to, ze E.caproni je
v experimentalné infikovanych plzich B. glabrata schopna dokonéit larvalni vyvoj (Ataev et
al., 1998). V dalsich experimentech bylo prokazano, zZe metacerkarie této motolice se vyvijeji
azZ po dospélce produkujici vajicka na kuteci CAM Sestidennich embryi v 17-22,5 % pripada
(Fried and Rosa-Brunet, 1991; Rosa-Brunet and Fried, 1992). Na kufeci allantois nartstaji
cervi do vétsich rozmeéra a dospivaji diive nez je tomu v pripadé CAM, procento ovigernich
plzt vsak zlistalo podobné, 18-24 % (Chien and Fried, 1992).

U dalsiho echinostomniho zéastupce Echinostoma revolutum byly metacerkarie opét
kultivovany na kutfeci CAM, kde dospivaly jen céasteéné. Stejnym zplisobem kultivovani
preovigerni dospélci vsak vyvoj dokondili a béhem 7-14 dni kladli vajicka (Fried et al., 1968).
Nezvyklého vysledku dosahli Fried a Pentz (1983), v jejich experimentech byl totiz pohlavni
vyvoj na CAM dokonéen za stejnou dobu jako vyvoj v kufatech. Cervi kultivovani na CAM
vSak doséahli podstatné mensiho vzriistu, nez méli ti izolovani z kutat. V médiu NCTC-135
s 40 % kufeciho séra a 10% extraktem stfevniho mukusu kufete dosahuje E. revolutum
béhem 8 dni riistu a vyvoje reprodukcénich orgdnii srovnatelného srilistem a vyvojem
v kuratech po 2 dnech od infekce (Fried and Kim, 1989). Dospélci ziskani z kurat 13-15 dni
po infekei kladli vajicka na dvojfazovém médiu tvoreném 1:1 smési 0,8% agaru a DME s 10%
FBS béhem 48 hodin. PrestoZe se jedna o hermafrodity, tvorily echinostomy v médiu pary
(Fried and Vates, 1984).

Dalsi experimenty vramci této Celedi byly provedeny srediemi Himasthla elongata
(dospélci parazituji u vodniho ptactva, které se nakazi pozienim rtznych druhi skebli). Redie
byly kultivovany v médiu L-15 fedéném sterilni motskou vodou, kde prezivaly 70-163 dni
pii14°C a produkovaly cerkarie (Gorbushin and Shaposhnikova, 2002). Vtomto
experimentu se cerkarie po encystaci spontanné do 2 tydni excystovaly a dale se vyvijely
do stadii juvenilnich motolic.

Lloyd a Poulin (2011) zjistili, Ze redie Acanthoparyphium spp. preziji v médiu L-15 s 20%

kufecim sérem az 29 dni.

e (Celed Psilostomatidae

U metacerkarii ptaci motolice Sphaeridiotrema globulus lze vin vitro podminkach
dosdhnout vyvoje dospélci kladoucich vajicka po 126 dnech; vajicka jsou schopna
embryonace. Nejvhodnéjsim médiem se ukazalo byt NCTC-109 s 20% vajec¢ného Zloutku a
teplota 41°C. Vyvoj byl vSak ve srovnani s pfirozenymi podminkami (produkce vajicek

po 68 h) vyrazné opozdén (Berntzen and Macy, 1969).
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e Celed Philophthalmidae
V pokusech s rediemi rodu Philophthalmus tyto prezivaly az 56 dni v médiu ziskaném
smichanim médii F a L-15 vpomeéru 1:1 s pridavkem 20% kureciho séra pfi osmolalité

954 mOsm (Lloyd and Poulin, 2011).

e Celed Cyclocoelidae

Dospélé motolice Cyclocoelum microstomum parazituji ve vzdu$nych vaccich ptaki.
Experimenty byly provadény s rediemi ziskanymi transformaci miracidii v médiu slozeném
7 0,9% roztoku NaCl s pridavkem 18,75% kralicitho séra, 20% CEE a 16,25 % roztoku dle
Carrikera (1946). Redie byly kultivovany na dvoufizovém médiu, kde pevnou fazi
predstavoval 2% agar, a vodnou jiz zminéné médium, pouzité uz k transformaci miracidii.

Redie prezivaly pouze 12 dni bez rtistu a vyvoje (Ingersoll, 1956).

e Celed Paramphistomatidae

Zastupci rodu Paramphistomum spp. jsou béZnymi a rozsSifenymi parazity piezvykavea.
O kultivaci dospélct izolovanych zbachoru experimentalné nakazenych ovci se pokousel
kolektiv Huesca-Guillén et al. (2007). Dospélci vjejich experimentech prezivali
v Rohrbacherové médiu (Rohrbacher, 1957) aZz 11 dni. Metacerkarie excystované podle

postupti Smith a Clegg (1981) prezily nasledné v Hédon-Fleig médiu 10 dni.

podtrida Digenea, rad Plagiorchiida, podiad Xiphidiata
Ztéto skupiny byli kultivovani hlavné zastupci celedi Paragonimidae, mezi kterymi

najdeme i pro ¢lovéka patogenni motolice.

e (Celed Paragonimidae

Zastupci této vyznamné celedi zpravidla parazituji v plicich savet véetné cloveéka, kteri se
nakazi pozfenim infikovaného mezihostitelského koryse.

Metacerkarie nejvyznamnéjs$iho druhu této cCeledi, Paragonimus westermani, dosahly
po 203 dnech kultivace v TBSS s 25-50% koci¢im sérem a erytrocyty az dvanactinasobné
velikosti a mély vyvinuty uterus a testes (Yokogawa et al., 1955). Podobny pokus realizoval i
Kannangara (1974) v médiu NCTC-135 s 40% lidskym sérem, 2% kvasinkovym extraktem,
10% CEE a lidskymi erytrocyty a také na dvoufazovém médiu s krevnim agarem. V obou
pripadech musel byt experiment predcasné ukonéen z dtivodu kontaminace uz 43. den, touto
dobou vsak jeden z ¢ervii jiz zacal produkovat nezrala vajicka.

Druh Paragonimus miyazakii byl in vitro kultivovan v médiu NCTC-109 s 30% kralicim
sérem, 50% vaje¢nym zloutkem a kralicimi erytrocyty od stadia metacerkarii a béhem 172 dni
se vytvarel u metacerkarii uterus a testes (Hata et al., 1987).

Metacerkarie Paragonimus ohirai vmédiu NCTC-109 se 30% psim sérem, 10%
kvasinkovym extraktem a s pridavkem psich erytrocyti dokazaly dospét a produkovat

nezivotaschopna vajicka. Za stejnych podminek a ve stejném médiu prezivali dospélci
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P. ohirai ziskani pitvou nakazené krysy az 60 dni, béhem kterych taktéz kladli vajicka (Hata
et al., 1987).

e Celed Microphallidae

Uspés$nou kultivaci motolice Microphallus turgidus, parazitujici u vodnich ptakd, zavedli
Pung et al. (2009). Metacerkarie tito autori ziskavali z mezihostitelské krevety Palaemonetes
pugio a kultivovali je v RPMI-1640 s 20% konskym, pripadné telecim sérem pii 37°C. Po 10-
12 dnech zacali dospélci produkovat vajicka. Miracidia ztakto ziskanych vajicek byla
infekceschopna a experimentalné se jimi podarilo nakazit prvniho mezihostitele — plze
Spurwinkia salsa a nasledné cerkariemi dokonce i mezihostitelskou krevetu.

Podobné tspésné byly i kultivacni pokusy s ptaéi motolici Maritrema novaezealandensis.
Ovigerni jedinci byli ziskdni kultivaci metacerkérii (izolovanych zkrabi rodu
Macrophthalmus a Halicarcinus) v médiu NCTC-109 s 20% nebo 40% kufecim sérem jiz
po2 dnech kultury pri teploté 40°C (Fredensborg and Poulin, 2005). Dale bylo
experimentalné zjisténo, Ze sporocysty této motolice je mozné udrzet v zivotaschopném stavu
42 dni v médiu smichaném z médii F a L-15 v poméru 1:1 s pfidavkem 20 % kuieciho séra a

osmolalité 954 mOsm (Lloyd and Poulin, 2011).

e Celed Brachycoeliidae
Grano-Maldonado a Alvarez-Cadena (2010) tspésné kultivovali in ovo metacerkérie
druhu Cymatocarpus solearis, motolice parazitujici morské Zelvy. Po 24 dnech byla v uteru

nalézana vajicka bez patrnych zmén v morfologii.

e Celed Gymnophallidae

Motolice Parvatrema timondavidi se vyviji v ptacich i savcich, v prirodeé je jejim castym
hostitelem ustti¢nik (Haematopus ostralegus). Metacerkarie mohou byt kultivovany v médiu
NCTC-109 s 20% kuiecim sérem nebo FBS pii teploté 37°C nebo 41°C az do stadia ovigernich
dospélcti béhem cca 144 h (Yasuraoka et al., 1974).

podtrida Digenea, ad Plagiorchiida, podiad Opisthorchiata
Zpodradu Opistorchiata je vénovano nejvice pozornosti cCeledim Heterophyidae a

Opistorchiidae, které jsou vyznamné z pohledu humanni mediciny.

e (Celed Heterophyidae

Metagonimus yokogawai je vyznamny zastupce této celedi, parazituje ve stievée
rybozravych savel a ¢lovéka. Tento druh motolice byl kultivovan od stadia metacerkarii
po dospélce, kteii po 12 dnech méli v déloze vajicka, vitellaria vSak nebyla plné vyvinuta.
Ke kultivaci byla pouzita smés média NCTC-109, 40% CEE a 30% lidského séra pti 37,5°C.
Podle autorii je kvyvoji vitellarii nezbytné oplozeni jinym jedincem, prestoZe se jedna

o hermafroditni druh (Yasuraoka and Kojima, 1970).
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Haplorchis taichui parazituje u savci véetné cClovéka. Tento druh motolice je mozné
pomeérné uspesné kultivovat ve dvoufazovém médiu RPMI-1640 s 15% krevnim agarem

od metacerkarii az po dospélce, ktefi béhem 6 dnti tvori vajicka (Chaithong et al., 2001).

e Celed Opisthorchiidae

Uddin et al. (2012b) zkousSeli experimentalné testovat schopnost prezivani dospélych
motolic vyznamného druhu Clonorchis sinensis, ktery v prirozenych podminkach parazituje
ve zluc¢ovodech rybozravych obratlovct véetné ¢lovéka. Pro kultivaci se jako vhodné médium
osvéd¢ilo RPMI-1640 a IMDM pii teploté 37°C, ve kterych bylo mozné udrzet dospélé
motolice izolované z prirozené infikovanych hostiteli az 114 dni. Kultivace byla opakovana za
pouziti IMDM, v némz dospélci produkovali vajicka jiz od prvniho dne v poctech kolem 5 000
vajicek na ¢erva za den. Po 21 dnech vsak doslo ke sniZeni produkce na méné nez 100 vajicek
a od 90. dne vajicka neobsahovala miracidia (Uddin et al., 2012a).

Dal$im vyznamnym druhem motolice z této éeledi je Opisthorchis viverrini, parazitujici
podobné jako C. sinensis u rybozravych savet i ¢lovéka. Pitvou experimentalné nakazenych
kreckt zlatych byly ziskany dospélé motolice, které prezivaly asi 50 dni v médiu BME s 5%
lidskou zlu¢i nebo 1% lidskym ¢i kie¢éim sérem. Kladeni vajicek vsak ustalo po 10-14 dnech

kultivace (Tuti et al., 1982).

podtrida Digenea, Fad Plagiorchiida, podirad Bucephalata
V ramci podfadu Bucephalata byl uéinén jediny kultiva¢ni pokus, a to u zastupce celedi
Bucephalidae Bucephaloides gracilescens, motolice specificky vyhledavajici jako definitivni

hostitele morské d’asy, Lophius piscatorius (Eydal et al., 1998).

e Celed Bucephalidae

Metacerkarie B. gracilescens dospivaly a kladly abnormalni vajicka po 14 dnech kultivace
vNCTC-135 médiu s25 % kureciho séra, 25 % vajecného zloutku a 25 % bilku
pri 18°C (Halton and Johnston, 1983).

podtirida Aspidogastrea

Vramci této podtridy byl proveden pravdépodobné jediny experiment, kdy Cleave a
Williams (1943) zkousSeli udrzet v in vitro podminkach nazivu dospé€lé motolice Aspidogaster
conchicola z celedi Aspidogastridae, izolované z dutin perikardia a ledvin musli Obovaria
olivaria a Leptodea fragilis. JelikoZ se jedna o parazity musli, hadd, ryb i Zelv, byla kultivace
provadéna v hemolymfé musli pfi teploté 2-9°C. V tomto prostiedi motolice prezivaly 30-

72 dni.
5. Zaver
U zadného zastupce tfidy Trematoda se dosud nepodarilo kultivovat vSechna jeho stadia

souvisle od vajicka az po dospélce produkujiciho opét zivotaschopna vajicka.
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Dil¢ich tspécht vsak bylo dosaZzeno u kultivaci jednotlivych vyvojovych stadii z riznych
fazi zivotniho cyklu nékterych druhti motolic. Nejvétsiho pokroku bylo dosaZeno pfti in vitro
kultivaci larvalnich stadii F. magna a S. mansoni. Z miracidii ziskanych z mezihostitelskych
plzi a transformovanych v kultiva¢nim médiu byly dale ziskany aZ redie a dcefiné sporocysty
(Ivanchenko et al., 1999; Laursen and Yoshino, 1999; Yoshino and Laursen, 1995).

Vyvoj od stadia metacerkarie po dospélce produkujiciho Zivotaschopna vajicka byl
zdokumentovan napt. u D. spathaceum, C. lutzi, L. constantiae, A. suwaense, E. caproni, S.
globulus, M. turgidus, C. solearis a C. bushiensis (Grano-Maldonado and Alvarez-Cadena,
2010; Pung et al., 2009; Fried and Rosa-Brunet, 1991; Irwin and Saville, 1988; Fried and
Ramundo, 1987; Leno and Holloway, 1986; Schnier and Fried, 1980; Fried and Holmes,
1979; Basch et al., 1973; Berntzen and Macy, 1969). Zrejmé nejveétSiho tspéchu dosahl
Basch et al. (1973), kdyz jeho tym in vitro kultivoval z metacerkarii C. lutzi az ovigerni
dospélce a miracidii z vajicek téchto dospélct infikovali mezihostitelského plze a nasledné
cerkariemi ptaciho hostitele, ve kterém cervi dospéli.

Co se tyka celedi Fasciolidae, tak se v pfipadé F. magna podaiilo dosahnout v in vitro
podminkach témér kompletniho larvalniho vyvoje od miracidii po redie, které vsak
neprodukovaly cerkarie (Laursen and Yoshino, 1999). Uspésna byla i kultivace cerkarii F.
hepatica, ziskanych zexperimentilné infikovanych mezihostitelskych plzi. Motolice se
podatilo in vitro udrZet az do stadia dosp€lce. Takto kultivovani cervi méli jiz vytvoreny
vajeéniky, vitellaria a testes produkujici spermatozoa, avsSak k produkei vajicek nedochazelo
(Smith and Clegg, 1981). Dospélce F. hepatica se podarilo v in vitro podminkach udrzet pri
zZivoté nejdéle 3 tydny (Rohrbacher, 1957).
vyvojem jednotlivych vyvojovych stadii ve srovnani s prirozenym vyvojem v zivém hostiteli.
V pripadé S. mansoni se dokonce zjistilo, Ze in vitro transformované schistosomuly se od
schistosomul ziskanych izolaci zhostiteld li§i (napf. schopnosti pfijimat rtzné
makromolekularni latky a Grovni exprese nékterych genti) (Thornhill et al., 2010; Chai et al.,
2006). I v tomto ohledu maji tedy in vitro metody jesté stale znac¢né rezervy.

Pres mnozstvi dostupné literatury jsou znalosti in wvitro kultivaci stile znacné
nekompletni, pficemz ve vétSiné experimenti bylo dosazeno pouze castecnych uspéchi.

Proto toto téma i nadale ziistava velkou vyzvou.
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Navrh postupu kultivace F. magna
Na zakladé prostudované literatury a predbéznych experimentalnich pokusii v nasi
laboratofi je niZe navrZen postup pro kultivaci F. magna — modelovy organismus, kterym se
budu zabyvat v pribéhu magisterského studia.
Vajicka a larvalni vyvoj:
o zisk vajicek: dekantaci splachu pitvanych jater infikovanych zvirat nebo jejich
trusu
¢ skladovani: pfi 4°C 12-15 tydnt (Campbell, 1961)
o zahijeni embryonace: vajicka umistime v tenké vrstvé do odstaté kohoutkové vody
o teploté 19-25°C, vodu je nutné vymeénovat vzdy po 3 dnech
e lihnuti miracidii: po 2-3 tydnech dochéazi k lihnuti miracidii, vhodna je stimulace
lihnuti umisténim vaji¢ek na 2 h do lednice a poté do vody o pokojové teploté
e skladovani miracidii: pii 4°C asi 6 tydnti (Foreyt and Todd, 1978)
e experimentalni infekce plzi: G. truncatula nebo P. columella, miracidia v poctu 1-
4 na jednoho plZe, expozice cca 30 minut
¢ chov infikovanych plzii: v akvariu pfti teploté 20°C, produkce cerkarii béhem 4-6

tydnti, prichyceni na sténach akvaria nebo na pevném podkladu

Excystace metacerkarii:
¢ skladovani metacerkarii: pii 4°C i nékolik mésict
e podminky excystace: protokol Fried a Stromberg (1985):
o inkubace ve 20% roztoku NaClO v rybni¢ni vodé, dokud nepraskne vnéjsi
sténa cyst
o promyticyst a jejich propasirovani pres sito 325-mesh
o inkubace v médiu EBSS s 0,5% roztokem trypsinu a 0,5% smési zlucovych

soli, pH 8,1-8,2, 42°C, asi2 h

Kultivace juvenilnich motolic:
e kultivace excystovanych cervii dle protokolu pro F. hepatica Smith a Clegg (1981):
o médium RPMI-1640 s 50% lidskym sérem a 2% lidskych erytrocyti a
pridavkem antibiotik (50 jednotek/ml penicilinu a streptomycinu), 37°C,
8% CO,; pravidelna vyména média
Kultivace dospélcii:
e kultivace dospélcti v médiu dle postupu pro F. hepatica Rohrbacher (1957):
o Rohrbacherovo médium s 20% extraktem z jaterniho maceratu, 1% smési

Crude Liver Extract a ptidavkem antibiotik (1000 jednotek/ml penicilin a

2,5 mg/ml streptomycin), pH 8,5, 37°C; vyména média 1x tydné.
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