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Abstrakt

Do eledi Schistosomatidae pat í lidské schistosomy zp sobující schistosomózu, ale i

široké spektrum cizopasník  zví at (hlavn  pták ). Životní cyklus schistosom je dixenní, tedy

dvouhostitelský. Mezihostitelem je vodní plž. Definitivním hostitelem bývá pták nebo savec.

In vitro kultivace schistosom pomáhají udržet životní cyklus v laboratorních podmínkách,

charakterizovat vývoj a morfogenezi, a stanovit nutri ní požadavky parazita. V oblasti

imunodiagnostiky  mohou kultivace p isp t k identifikaci exkre -sekre ních a somatických

antigen . Schistosomy je možné kultivovat krátkodob  nebo dlouhodob . Krátkodobé

kultivace mohou usnadnit nap . vývoj diagnostických metod, chemoterapeutik a vakcín.

Dlouhodobé kultivace se mohou využít nap . k produkci v tšího množství parazit .

Abstract
The family Schistosomatidae covers not only human schistosomes, but also a wide

spectrum of avian parasites. The schistosomes have a two-host life cycle. The intermediate

host is a water snail and birds or mammals can serve as final host.

In vitro cultivation of schistosomes help to keep the life cycle under laboratory conditions,

characterize  development and morphogenesis, and determinate specific nutritional

requirements of parasites. In the area of immunodiagnosis it can contribute to identification of

excretory-secretory and somatic antigens. Schistosomes can be kept in short-term or long-

term cultures. The short-term cultivation can facilitate e.g. the development of diagnostic

methods, chemoterapeutic agents and vaccines.The long-term cultivation can applied for e.g.

mass production of parasites.



5

Obsah

1. Úvod ……………………………………………………………………………………    6

2. Životní cyklus zástupc eledi Schistosomatidae ………………………………………   7

    2. 1. Morfologie jednotlivých stadií zástupc eledi Schistosomatidae ............................ 7

    2. 2. Vývoj zástupc eledi Schistosomatidae v mezihostiteli .........................................  9

            2. 2. 1. Nalezení mezihostitele ................................................................................    9

            2. 2. 2. Penetrace miracidií a povrchové zm ny sporocyst  ...................................     9

            2. 2. 3. Migrace a vývoj sporocyst  ........................................................................     10

    2. 3. Vývoj zástupc eledi Schistosomatidae v definitivním hostiteli ............................  11

           2. 3. 1. Nalezení definitivního hostitele ...................................................................    11

           2. 3. 2. Penetrace a povrchové zm ny cerkárií ........................................................    11

           2. 3. 3. Migrace a vývoj schistosomul .....................................................................    12

                        2. 3. 3. 1. Migrace lidských schistosom .....................................................     12

                        2. 3. 3. 2. Migrace viscerálních druh  rodu Trichobilharzia .....................     13

                        2. 3. 3. 3. Migrace nazálních druh  rodu Trichobilharzia .........................     14

    2. 4. In vitro kultivace zástupc eledi Schistosomatidae ...............................................   15

            2. 4. 1. In vitro kultivace stadií schistosom z mezihostitele ...................................    15

                       2. 4. 1. 1. In vitro transformace miracidií ...................................................     15

                       2. 4. 1. 2. Získání a in vitro kultivace sporocyst .........................................     16

                       2. 4. 1. 3. Tká ová kultura .........................................................................      17

                                       2. 4. 1. 3. 1. Kultura bun k lenovc  .........................................      17

                                       2. 4. 1. 3. 2. Kultura bun k embrya Biomphalaria glabrata .....      18

                       2. 4. 1. 4. Inkubace orgán  získaných z mezihostitele ..............................      19

             2. 4. 2. In vitro kultivace stadií schistosom z definitivního hostitele ...................    20

                       2. 4. 2. 1. Penetra ní techniky ...................................................................      20

                       2. 4. 2. 2. In vitro inkubace a transformace cerkárií .................................       21

                       2. 4. 2. 3. Získání a in vitro kultivace schistosomul .................................       22

3. Záv r .........................................................................................................................          24

4. Seznam citované literatury  .........................................................................................       25



6

1. Úvod

Schistosomy jsou krevní motolice z kmene Platyhelminthes, t ídy Trematoda (motolice),

podt ídy Digenea a eledi Schistosomatidae.

Motolice jsou obvykle dorzoventráln  zplošt lé, výjimku tvo í eled  Schistosomatidae,

Didymozoidae a Paramphistomidae. V tšina zástupc  této t ídy jsou endoparaziti. Typickým

morfologickým znakem je p ítomnost  p ísavek (nej ast ji dv ).

Trematoda spolu s Monogenea a Cestoda pat í do monofyletické skupiny Neodermata.

Povrch t la této skupiny tvo í neodermis (= tegument) (krom  1. larválního stadia). Tegument

je syncytiální útvar a bývá kryt glykokalyxem. Povrch tegumentu tvo í vn jší membrána

(dvojitá u krevních motolic) a vrstva  bezjaderné cytoplasmy. Syncytiální vrstva vysílá

cytoplasmatické výb žky, jimiž se pojí k vlastním bun ným t m obsahujícím jádro

(subtegumentálním bu kám). T la subtegumentálních bun k se nachází pod lamina basalis a

pod svalovými vrstvami a zasahují až do parenchymu. Svalová soustava je málo vyvinuta.

Skládá se z podélné, okružní a šikmé svaloviny. Motolice nemají t lní dutiny, anus, dýchací a

cévní soustavu. Naopak mají  dob e vyvinutou trávicí, exkre ní a rozmnožovací soustavu.

tšina motolic jsou hermafroditi s výjimkou eledí Schistosomatidae a Didymozoidae.

Do eledi Schistosomatidae se adí Schistosomatium, Heterobilharzia, Schistosoma,

Bivitellobilharzia, Austrobilharzia, Orientobilharzia, Ornithobilharzia, Macrobilharzia,

Bilharziella, Jilinobilharzia, Gigantobilharzia, Dendritobilharzia, Trichobilharzia (Khalil

2002) a Allobilharzia (Kolá ová  a kol. 2006).  Rod Griphobilharzia izolovaný z krokodýla

byl d íve azen též do Schistosomatidae.

Cílem této práce je shrnout poznatky o in vitro kultivacích schistosom, porovnat složení

kultiva ních médií a vývoj stadií in vitro a in vivo na vybraných zástupcích eledi

Schistosomatidae.
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2. Životní cyklus zástupc eledi Schistosomatidae

Vývojový cyklus schistosom je dixenní, tedy dvouhostitelský. Mezihostitelem (MH) je

vodní plž, zde probíhá asexuální množení. Definitivním hostitelem (DH) je obratlovec (pták,

savec), kde dochází k sexuálnímu rozmnožování. Rod Trichobilharzia se rozd luje na druhy

viscerální (T. franki, T. ocellata  = T. szidati) a nazální (T. regenti) v závislosti na lokalizaci

dosp lc  v kapilárách viscerálních orgán  nebo nazální mukózy hostitele. Viscerální druhy

kladou vají ka do kapilár a t lo hostitele opouští vají ka ve výkalech nebo mo i. P i kontaktu

vají ek s vodním prost edím dojde k uvoln ní obrvených larválních stadií - miracidií.

U nazálních druh  jsou deponována do nazální mukózy a k líhnutí miracidií dochází již ve

tkáni. N která vají ka se nedostanou do vn jšího prost edí, z stanou uv zn na v tkáni, kde se

okolo nich utvo í granulom a jsou zni ena (Fried a Haseeb 1991; Horák a kol. 2002). První

larvální stadium (miracidium) se voln  pohybuje ve vod . Miracidium na základ  stimul

vyhledá MH. K pr niku do plže dochází pomocí penetra ních žláz, z nichž se uvol ují

proteolytické enzymy. B hem 24 hod po penetraci vzniká mate ská sporocysta. Z mate ské

sporocysty vzniká dce iná sporocysta, která  pozd ji produkuje furkocerkárie. N kolik stovek

cerkárií opouští každý den plže. Na základ  chemických stimul  cerkárie nalezne hostitele a

penetruje k ží. Poté se p em ní na schistosomulu a migruje t lem v závislosti na druhu.

2. 1. Morfologie jednotlivých stadií zástupc eledi

        Schistosomatidae

Vají ka

Vají ko nemá operkulum. V závislosti na druhu má r zný tvar a m že být opat eno trnem.

Miracidium

Miracidia mají povrch t la složený z epidermálních desti ek s ciliemi a mezibun ných

val . Na p ední ásti t la je apikální papila (terebratorium) s vývody penetra ních žláz. Dále

jsou vybavena nervovým, svalovým a exkre ním systémem a senzorickými papilami. Nemají

trávicí soustavu a jsou odkázána na zásoby glykogenu. U schistosom miracidia nejsou

vybavena o ní skvrnou. Uvnit  t la se nachází masa zárode ných bun k (okolo 20).
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Mate ská (MS) a dce iná sporocysta (DS)

Tvar sporocyst je prom nlivý. Povrch t la sporocyst je pokryt syncytiálním tegumentem

s mikrovilli, které tvo í interdigitace s hostitelskou tkání. Živiny jsou p ijímány celým

povrchem a musí se dostat  až k bu kám embrya cerkárie (Hansen 1976a). Sporocysty mají

svalovou soustavu. Tato stadia sekretují histolytické enzymy, které hydrolyzující  tká  plže.

Je asto obtížné rozeznat MS a DS v p irozen  infikovaném plži.

Po et jedinc  MS v Biomphalaria glabrata nep evyšuje osm (Kassim a Richards 1979),

u Oncomelania hupensis bylo napo ítáno až 32 larev (Jourdane a Xia 1987; cit. dle Jourdane

a Théron 1987).

Cerkárie

Cerkárie jsou složeny z t la a ocásku. Již jsou vytvo eny p ichytávací orgány (p ísavky).

Na povrchu tegumentu je ochranná vrstva glykokalyx (glykosaminoglykany, glykolipidy,

polysacharidy a glykoproteiny). Na sacharidové et zce se vážou lektiny a protilátky (Horák a

kol. 1998). Vn jší membrána tegumentu cerkárie je trilaminární. T lo obsahuje nervový,

svalový, trávicí a exkre ní systém a genitální primordium. Cerkárie mohou být vybaveny

receptory (nap . chemo- , foto- a  mechanoreceptory). Tato stadia mají dva páry

preacetabulárních žláz, t i páry postacetabulárních žláz, hlavovou žlázu a pár hlavových

penetra ních žláz pro pr nik tkání.

Dosp lci

Povrch je kryt tegumentem. Vn jší membrána tegumentu dosp lých erv  je

heptalaminární a bez glykokalyx. T lo obsahuje nervovou, svalovou, trávicí, exkre ní a

pohlavní soustavu. Schistosomy jsou gonochoristé s výrazným pohlavním dimorfismem.

U n kterých rod  (Schistosoma, Heterobilharzia a Schistosomatium) je samice uložena

v canalis gynaecophorus samce (Basch 1990). Další rody mohou mít redukovaný canalis

gynaecophorus (Giganthobilharzia) nebo m že zcela chyb t (Dendritobilharzia) (Morand a

Müller-Graf  2000). Sam í pohlavní soustavu tvo í  po etná varlata, vasa efferentia, vas

deferens, vesicula seminalis, ductus ejaculatorius a cirrus. Sou ástí sami í soustavy jsou

germária, ovidukt, receptaculum seminis, vitelária, ootyp, Mehlisovy žlázy, Laurer v kanálek

a d loha ústící genitálním pórem. Samice mají vysoký reproduk ní potenciál.
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2. 2. Vývoj zástupc eledi Schistosomatidae v mezihostiteli

2. 2. 1.  Nalezení mezihostitele

Uvoln ní miracidií z vají ek je stimulováno mnoha faktory prost edí. Podn tem k líhnutí

miracidií je nap . zm na osmotického tlaku a zvýšení sv telných stimul  (Meuleman a kol.

1984b; Xu a Dresden 1990; Kalbe a kol. 1997; cit. dle Horák a kol. 2002). Teplota vody

ovliv uje jejich dobu p ežívání.

Miracidia se orientují pomocí sv tla a gravitace (pozitivn  fototaktická a negativn

geotaktická). K plži jsou atrahována miraxony (MAGs - miracidia attracting glycoproteins)

(Kalbe a kol. 2000), což jsou exkre -sekre ní produkty plže. MAGs se u r zných druh

plž  liší glykosylací.

2. 2. 2. Penetrace miracidií a povrchové zm ny sporocyst

 Po nalezení vhodného mezihostitele pronikají miracidia do plže. V závislosti na druhu

preferují ur ité oblasti p i penetraci. Miracidia S. mansoni, S. haematobium a S. intercalatum

ve více než 70% penetrují do nohy a v ostatních p ípadech do tykadel nebo okraje plášt

(Jourdane a Théron 1987). Nicmén  u S. japonicum a Trichobilharzia australis se penetra ní

místa nachází po celé hlavo-nožní oblasti (Islam 1986; Jourdane a Xia 1987; cit. dle Jourdane

a Théron 1987). U 57% miracidií S. japonicum byl pozorován vstup žaberní dutinou,

ijímacím otvorem a rektem (Xia a Jourdane 1991).

Krátce po penetraci dojde k odvržení ciliárních desti ek expanzí mezibun ných val  pod

povrch. Miracidia ztrácí senzorické papily a dojde k vytvo ení neodermis. U S. mansoni

k tomuto procesu dochází b hem 3 hod (DiConza a Basch 1974). Odvržené ciliární desti ky

stimulují imunitní odpov  plže (Amen a kol. 1992).

hem 24 - 48 hodin po expozici B. glabrata miracidiím S. mansoni jsou n které

sporocysty zni eny, zatímco jiné pokra ují v normálním vývoji (Newton 1954; Pan 1963).
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2. 2. 3. Migrace a vývoj sporocyst

Vývoj MS m že pokra ovat blízko penetra ního místa (S. mansoni, S. haematobium)

nebo v preferovaných orgánech, nap . srdci (S. japonicum). Zralé MS S. mansoni vznikají za

12 - 14 dní p.i. v plži. Mezi 10. a 17. dnem p.i. MS migrují k hepatopankreatu. Po dalších 7 -

10 dnech p.i. produkují DS. N které DS byly nalezeny krom  hepatopankreatu i v ledvinách

(Buecher a kol. 1974). Pro srovnání MS Trichobilharzia australis se vyskytují od  7. dne p.i.

ve tkáni plicního vaku a ledvin a 10. - 12. den p.i. se zralé MS nachází v plášti a tkáních

sousedících s hepatopankreatem. DS i MS se vyskytují 24. den p.i. v hepatopankreatu a 29. -

46. den p.i. cerkárie opoušt jí plže (Islam 1986).

DS S. mansoni a S. haematobium opouští MS porušením tegumentu (Jourdane a Théron

1987). U S. japonicum  bylo pozorován únik DS porodním otvorem (Jourdane a Xia 1987; cit.

dle Jourdane a Théron 1987). Podle n kterých autor  DS m že migrovat aktivn  (Pan 1965;

Cheng a Bier 1972) tkání MH nebo pasivn  cirkula ním systémem (Meuleman 1972). Je

velmi pravd podobné, že larvy používají oba typy migrace. Cerkárie S. mansoni a S.

japonicum opouští DS porodním otvorem, ale tato struktura nebyla popsána u S. haematobium

a S. bovis (Capron a kol. 1965; Lengy 1962; cit dle Jourdane a Théron 1987).

Prepatentní perioda v plži je r zná (3 - 10 týdn ) v závislosti na n kolika faktorech,

zahrnujících i teplotu (Horák a kol. 2002). S rostoucí teplotou klesá délka prepatentní periody

a vývoj parazita je rychlejší (Zbikowska 2005).
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2. 3. Vývoj zástupc eledi Schistosomatidae v definitivním hostiteli

2. 3. 1. Nalezení definitivního hostitele

Cerkárie jsou obvykle negativn  geotaktické a pozitivn  fototaktické. Stimulem cerkárií

pro p isednutí a k setrvání na k ži H je nap . povrchová teplota (Cohen a kol. 1980),

ceramidy, cholesterol, L-arginin (Haas 1976; Granzer a Haas 1986; Haas 1994; Haas 2003).

L-arginin je zásadním stimulem pro S. mansoni (Granzer a Haas 1986; Haas a kol. 2002).

Vzhledem k tomu, že cerkárie nep ijímají potravu, hynou v p írodních vodách  b hem 2 -

3 dn  (Trichobilharzia sp.), pokud se jim nepoda í najít vhodného mezihostitele (Kolá ová a

kol. 2004).

2. 3. 2. Penetrace a povrchové zm ny cerkárií

 Nenasycené mastné kyseliny (k. linolová, k. linolenová) (Haas 2003), glukosylceramidy a

fosfolipidy (Haas a kol. 1997) stimulují sekreci penetra ních žláz, které pomohou narušit tká

a umožní pr nik parazita do tkán . Lidská k že obsahuje v tší množství mastných kyselin než

pta í, proto pta í schistosomy mohou penetrovat i do nekompatibilního hostitele (savce).

hem penetrace cerkárie odvrhne ocásek a v t le H se musí vyrovnat se zm nami nap .

teploty, koncentrace sacharid  a osmolarity (Skelly a Shoemaker 2000). Následn  se m ní

povrch. Trilaminární vn jší membrána se transformuje na heptalaminární. Nová membrána se

formuje  z malých membránových t lísek, které vznikají v subtegumentálních bu kách

(Abath a Werkhauser 1996). Krom  povrchu se m ní i metabolismus z aerobního na

anaerobní. Vznikají stadia zvaná schistosomuly.
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2. 3. 3. Migrace a vývoj schistosomul

Kožní schistosomuly jsou schopny podle chemických signál  (L-arginin, D-glukóza)

(Haas a kol. 2002; Grabe a Haas 2004) a teplotního gradientu hledat krevní išt

(McKerrow a Salter 2002). L-arginin m že schistosomula použít k produkci NO, který p sobí

rozší ení cév a tím usnad uje migraci. Nicmén in vitro nedokáže konverzi NO provést. Pro

orientaci v H tkáni je též d ležité vnímání intenzity sv tla (Grabe a Haas 2004). Migrující

schistosomula je negativn  fototaktická, v epidermis migruje paraleln  s povrchem mezi

stratum corneum a stratum germinativum, a poté sm uje do hlubších vrstev (Haas a kol.

2002).

2. 3. 3. 1. Migrace lidských schistosom

hem 24 hod p.i. p es 90% schistosomul S. mansoni a S. haematobium dosáhlo

epidermis. Nejvíce jedinc  bylo nalezeno v dermis po 48 hod p.i., dermálních cév dosáhli

okolo 72 hod p.i. V porovnání schistosomuly S. japonicum byly p ítomny v dermálních

cévách b hem 2 hod p.i. (He a kol. 2002).

Z k že migrují lidské schistosomy cévním a lymfatickým systémem p es pravé srdce do

plic. Nejvíce schistosomul S. mansoni a S. haematobium se v plicích vyskytovalo 6. den p.i.

(Rheinberg a kol. 1998). N které schistosomuly S. mansoni z stávaly v plicích až 35 dní p.i.

(Wilson 1987; cit. dle Haas a Pietsch 1991). Zatímco schistosomuly S. japonicum byly v

plicích nalezeny již za dva dny p.i. (He 1993) a nejvíce jich zde bylo 3. den p.i. (Gui a kol.

1995; Rheinberg a kol. 1998).

Z plic se schistosomuly p emis ují p es levé srdce do st eva, jater a podle druhu do cév

mo ového m chý e i st eva. Krom  intravaskulární migrace m že n kdy docházet i k

extravaskulární (mimocévní). Schistosomuly S. mansoni migrovaly v laboratorní myši z plic

do jater také p es pleurální dutinu a bránici (Wilks 1967).

S. japonicum migruje a dosahuje pohlavní zralosti rychleji ve srovnání s S. mansoni a S.

haematobium. S. japonicum klade vají ka 24. - 27. den p.i. oproti 30. - 35. dni p.i. u S.

mansoni a 60. - 63. dni p.i. u S. haematobium (He a Yang 1980; Burden a Ubelaker 1981).

Vají ka opouští t lo H výkaly nebo mo í, ale ást vají ek m že být diseminována do jater,

plic a jiných orgán .
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2. 3. 3. 2. Migrace viscerálních druh  rodu Trichobilharzia

Ve srovnání se S. mansoni migruje T. szidazi rychleji (Haas a Pietsch 1991).

Schistosomuly T. szidati opouští kachní k ži b hem 24 hod p.i. (Bourns a kol. 1973) až 3 dn

p.i. (Haas a Pietsch 1991), ale v nekompatibilním hostiteli mohou n které schistosomuly

stat až 4 dny (Haas a Pietsch 1991).

Z plic migrují viscerální druhy rodu Trichobilharzia pravd podobn  lymfatickým a

venózním ob hem do srdce a plicními kapilárami do sekundárních bronch , kde zp tn

invadují epitel.

V plicích a ledvinách kachny se vyskytovali ervi již od 19 hod p.i. a malý po et jedinc

až do 16. dne p.i. (Bourns a kol. 1973). Haas a Pietsch (1991) uvádí, že schistosomuly

T.szidati byly nalezeny v plicích 2. - 4. den p.i. V plicích myši byli ervi detekováni již po 10

hod p.i. (Haas a Pietsch 1991) a z stávali až do 6. dne p.i. (Haas a Pietsch 1991; Chanová a

kol. 2006). Podle jiných autor   z stávají ervi v plicích myši až 10 dní p.i. (Horák a

Kolá ová 2000). V nekompatibilním H jsou schistosomuly T. szidati lokalizované ve st

plicních alveol  (extravaskulárn ) (Chanová a kol. 2006) a n které schistosomuly se mohou

dostat i do jiných orgán  (nap . jater a st ev), ale v tšina jich uhyne v k ži (Appleton a Brock

1986).

Z plic schistosomuly dále pokra ují zp t p es srdce do mezenterických vén, kde dospívají.

Hodn erv   mezi 10. - 21. dnem p.i. bylo ve vénách a st evní tkáni kachny. Jedinci pohlavn

dospívali 7. den p.i. Nejvíce erv  bylo mezi 10. - 21. dnem p.i. ve vénách a st evní tkáni.

Samice kladly vají ka již 9. den, ale nejvíce se jich nacházelo ve výkalech 14. - 16. den p.i.

ást vají ek byla diseminována podobn  jako u lidských schistosom do r zných orgán

(Bourns a kol. 1973).
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2. 3. 3. 3. Migrace nazálních druh  rodu Trichobilharzia

Nazální druhy rodu Trichobilharzia migrují p es periferní nervový systém (PNS) a

centrální nervový systém (CNS) do krevního išt i tkán  nazální sliznice. Schistosomuly

T. regenti v kompatibilním H migrují periferními nervy, kde je lze detekovat již od 24 hod.

p.i., v prodloužené míše 2. den p.i. a v mozku 10. - 12. den p.i. (Hrádková a Horák 2002).

V nazální oblasti se vyskytují 13. den p.i. Vají ka produkují samice již 14. den p.i. (Horák a

kol. 1999). V nekompatibilním H se do mozku dostanou schistosomuly 3. den p.i. (Hrádková

a Horák 2002).
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2. 4.  In vitro kultivace zástupc eledi Schistosomatidae

Základem kultiva ních médií je fyziologický roztok, který osmolaritou odpovídá složení

vnit ního prost edí MH i H. Do médií je nutné p idat zdroj potravy (nap . sérum, erytrocyty).

Vliv na úsp šnou kultivaci má složení média, teplota a pH. K udržení hodnot pH se používá

pufr (HEPES). P ihlédnout se též musí k metabolickým nárok m parazita a zajistit vhodný

pom r hladin O2 a CO2. Kultiva ní média se musí m nit pravideln , protože vývojová stadia

produkují metabolický odpad. Pro zamezení p emnožení bakterií a plísní se p idávají do

média antibiotika i antimykotika, která jinak neovlivní kultivaci.

2. 4. 1. In vitro kultivace stadií schistosom z mezihostitele

ležitým krokem k úsp šné in vitro kultivaci je transformace miracidia. P i zajišt ní

vhodných kultiva ních podmínek a zdroje potravy dochází k vývoji dalších larválních stadií.

2. 4. 1. 1. In vitro transformace miracidií

Miracidia odvrhují povrch v r zných solných roztocích. In vitro p em na na mate skou

sporocystu probíhá relativn  snadno. D ležitým faktorem je osmolarita média  - nejmén  110

mOsm. Samotné médium (bez séra) nepodporovalo p em nu miracidia. Do médií se za alo

idávat sérum o optimální koncentraci 20% z výsledného objemu (% obsah séra v médiu) .

i dodání ko ského séra do média se nep em nila všechna miracidia S. mansoni. P i použití

lidského séra se skoro všechna transformovala b hem 3 hod (Basch a DiConza 1974). Pro

kultivaci T. ocellata byla použita r zná séra (lidské, ko ské, králi í, kachní), která dala

podobné výsledky. Po p idání fetálního telecí séra (FCS) došlo k odvržení povrchu rychleji.

es 90% miracidií za alo b hem n kolika minut až 2 hod m nit povrch. Transformace

probíhala i za použití hemolymfy infikovaných i neinfikovaných plž . Použitá hemolymfa

byla zcentrifugována a byly z ní odstran ny bu ky (Mellink a van der Bovenkamp 1985).
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2. 4. 1. 2. Získání a in vitro kultivace sporocyst

Do médií je nutno p idat zdroj potravy. Proteiny hemolymfy plže mohou být nahrazeny

sérem z obratlovce (Jones 1966). Existuje n kolik médií, která obsahují sérum, což je d ležité

pro r st sporocyst (nap . médium podle DiConza a Basch 1974, modifikované Schneiderovo

médium podle Hansen 1976a, médium podle Buecher 1974). P i p idání erstvé hemolymfy

do média došlo k zabití sporocyst  (Buecher a kol. 1974; Mellink a van der Bovenkamp

1985). Z ejm  p i preparaci došlo k uvoln ní toxických látek z bun k. Ani tepeln

inaktivovaná hemolymfa nepodporovala vývoj MS. P ítomnost tkání plže m že ovliv ovat

ežívání MS. P idáním celého cerebrálního ganglia z neinfikovaných plž  obvykle

podporovalo vývoj (Mellink a van der Bovenkamp 1985).

In vitro p ežití a r st MS je komplikovan jší v porovnání s transformací miracidií. MS

ur ené ke kultivaci je možno získat z miracidií in vitro, která odvrhnou povrch v médiu a

nebo z MS izolovaných z plže. DS ur ené ke kultivaci se mohou získat in vitro ze zralých MS

(DiConza a Basch 1974; Mellink a van der Bovenkamp 1985) nebo z MS izolovaných z MH

(DiConza a Basch 1974; Meuleman 1972). Dalším možným p ístupem získání DS je in vitro

kultivace MS s následnou implantací do MH (Basch a DiConza 1974). Lepších výsledk  bylo

dosaženo p i kultivaci DS získaných in vivo z MS. V médiu nevznikaly cerkárie, ale jen jejich

embrya (Buecher a kol. 1974; Hansen a kol. 1974; DiConza a Basch 1974; Hansen 1975,

1976b). Embrya cerkárií uvoln ná z DS se dále nevyvíjela (Mellink a van der Bovenkamp

1985). V n kterých p ípadech se vyvíjela in vitro, ale nedosáhla však zralosti a infek nosti

(Hansen 1975; Hansen 1976b; Basch a DiConza 1977).

DiConza a Basch (1974) p i kultivaci sporocyst S. mansoni použili médium dopln né

lidským sérem. MS se vyvíjely a rostly, ale DS nebyly produkovány. DS S. mansoni získané

in vivo z MS významn  rostly. Uvnit  sporocyst se formoval zárodek, ale sekundární DS

nebyly produkovány (DiConza a Basch 1974; Meuleman 1972).

Basch a DiConza (1974) použili k in vitro kultivaci MS S. mansoni médium podle Voge a

Seidel (1972), které se primárn  lišilo sacharidy, solemi, o n co vyšším pH (7 - 7,2 vs. 6,7 –

7), amonokyselinami (AMK) a osmolaritou. Následn  implantovali 6, 8, 10 denní MS do B.

glabrata. Infekce v implantovaných plžích byla nerozpoznatelná od p irozené infekce

miracidii. První cerkárie se objevily 30. - 39. den po implantaci bez ohledu na dobu kultivace.

Dalším médiem pro S. mansoni DS bylo 30% Schneiderovo médium s p idanou
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galaktózou, inaktivovaným FCS a fenolovou ervení. Výsledná osmolarita byla 163 mOsm,

pH 7 a 0,5 % CO2. Do média byly p idány reduk ní látky (obsahující -SH skupinu), které

snižují oxidativní poškození sporocyst. Osv ilo se použití dithiothreitolu (Glelandovo

inidlo) nebo cysteinu v kombinaci s glutathionem (Buecher a kol. 1974).

  Mellink a van der Bovenkamp (1985) použili pro MS T. ocellata modifikované základní

médium dle DiConza a Basch (1974). Získali rychlejší r st MS in vitro. DS nebyly

produkovány. MS p ežívaly 4 týdny, výjime  i 8 týdn . Médium obsahovalo dvojité

množství AMK ze základního média (BME = Basal Medium Eagle) bez L-glutaminu

(škodlivý ve vysoké koncentraci), vitamíny a 1% modifikované Schneiderovo médium

s p ídavkem solí (NaCl, KCl, MgCl2, Na2HPO4, CaCl2), glukózy, pufru, indikátoru (fenolové

erven ) a antibiotik (penicilinu a streptomycinu). Osmolarita základního média byla 110

mOsm. Kultivace probíhala p i 1,73 % CO2 a pH 7,2. Hlavní rozdíl od originálního média

DiConza a Basch (1974) byl ve složení AMK, absenci organických kyselin, množství

sacharid  a p ídatku antibiotik. Do základního média bylo p idáno inaktivované lidské sérum

(standardní médium). Osmolarita standardního média byla 135 mOsm. V závislosti na dávce

séra bylo pH 7,8 až 8, což je analogické s pH hemolymfy parazitovaného plže (pH 7,8).

2. 4. 1. 3. Tká ová kultura

2. 4. 1. 3. 1. Kultura bun k lenovc

Použití této kultury dokazuje, že médium nemusí mít p esné složení jako hemolymfa

(Schneider 1972; cit. dle Hansen 1976b). O použití tká ové kultury se zmi ují DiConza a

Basch (1973). Použili monoxenickou kulturu s bu kami ze lenovc  (z komá í linie) pro

kultivaci MS získaných z plže. Médium se skládalo z hydrolyzátu laktalbuminu v roztoku solí

(HS = Hank´s salts) dopln né inaktivovaným fetálním bovinním sérem (FBS), vaje ným

extraktem, bovinní frakcí A, penicilinem a streptomycinem (pH 6,8 - 7). MS byly získány z

B. glabrata 14 - 17 dní p.i. a udržované p i 26 C. Získané DS byly promyty v pufrovaném

roztoku solí (CBSS = Chernin balanced salt solution) (Chernin 1963) a inokulovány

k bun né linii (28 C). Vývoj zárode ných bun k DS byl pozorován 25. den p.i. Cerkárie se

nepoda ilo získat. Sporocysty p ežívaly až 35 dní. V kultu e bez bun k ze lenovc

sporocysty p ežívaly jen 7 dní.
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2. 4. 1. 3. 2. Kultura bun k embrya Biomphalaria glabrata

Další tká ovou kulturu lze získat  z embryí B. glabrata (Bge) (Hansen 1975; Hansen

1976b). Sporocysty m žou být udržovány axenicky v médiích (Bixier a kol. 2001), ale r st a

vývoj nastává jen p i p idání živých bun k (synxenicky) (Bayne a kol. 1978). Bge bu ky

poskytují vhodné fyziologické prost edí pro in vitro transformaci MS - DS.

Vývoj  miracidií na MS a MS na DS S. mansoni lze realizovat ve spole né kultu e Bge

bun k i jejich produkt  a kompletního média (C-Bge). C-Bge médium obsahovalo CBSS,

antibiotika, glukózu, trehalózu a FBS. Sporocysty v médium bez séra nep ežívaly déle než 12

- 14 dní. Spole ná kultura Bge bun k i jejich produkt  a C-Bge média vykazovala nejlepší

výsledky v p ežívání a r stu MS oproti C-Bge médiu samotnému. Zárodky DS se za aly

objevovat v MS b hem prvních 20 dn . Zralé DS se uvol ovaly p ibližn  za 30 - 45 dní od

za átku kultivace. In vitro vývoj DS byl srovnatelný s vývojem in vivo (Yoshino a Laursen

1995)

Pomocí spole né kultury Bge bun k a C-Bge média je možné zajistit i vývoj miracidií -

MS  a MS - DS S. japonicum. Miracidia byla promyta v CBSS obsahujícím glukózu,

trehalózu a gentamicin. Po transformaci byla umíst na do C-Bge média  s p idaným

inaktivovaným FBS a  gentamicinem. Transformace nastala b hem 48 hod. Produkce DS

trvala minimáln  11 týdn  místo 6 - 7 týdn  (Coustau a kol. 1997).

Bge linie podporuje i in vitro em nu miracidií na MS a MS na redie jaterní motolice

Fascioloides magna. Transformace miracidií byla závislá na p ítomnosti produkt  Bge bun k

(Laursen a Yoshino 1999).

Krátkodobou kultivaci vedoucí k produkci infek ních cerkárií S. mansoni popsali Kapp a

spol. (2003). Miracidia byla udržována in vitro s Bge bu kami nebo produkty Bge bun k v

médiu. V obou p ípadech byly produkovány MS. Dva dny staré MS byly transplantovány do

cephalopedálního sínu. Cerkárie byly získány za 6 týdn  po implantaci (jako v p írodní

infekci) a úsp šn  infikovaly k ka.

S. mansoni sporocysty získané ze spole né kultivace s Bge bun k a C-Bge média byly

injek  vpraveny do hepatopankreatu. O 5 - 8 týdn  pozd ji se za aly produkovat infek ní

cerkárie (Ivaschenko a kol. 1999).
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2. 4. 1. 4. Inkubace orgán  získaných z mezihostitele

Vývoj cerkárií pokra uje i ve fragmentech hepatopankreatu a gonád B. glabrata

inkubovaných v médiu. Lepších výsledk  se dosáhlo použitím CBSS s glukózou, trehalózou a

antibiotiky než s komplexním médiem, které obsahovalo lidské sérum, antibiotika,

embryonální extrakt z ku ete, hydrolyzát laktalbuminu a kvasinkový extrakt. Odstran ná tká

(19. - 20. den p.i.) obsahovala DS se zárodky cerkárie. Po 9. dni v kultu e se uvol ovaly

cerkárie, kterými bylo možno infikovat myši. Toto médium bylo vhodné i pro kultivaci

pozd jších larválních stadií (Chernin 1964).
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2. 4. 2. In vitro kultivace stadií schistosom z definitivního hostitele

Kultivace stadií z obratlovce umož ují vývoj z cerkárie, která penetruje k ží hostitele,

em nu na schistosomulu, dosažení pohlavní zralosti, vytvo ení páru dosp lých erv   a

produkci životaschopných vají ek samicí.

2. 4. 2. 1. Penetra ní techniky

Cerkárie je možno zbavit ocásku n kolika zp soby (nap . penetrací, mechanickým a

chemickým stresem).

K penetraci se dá využít nap . potkaní, myší, k í, kachní (Clegg 1965; Haas a Roemer

1998) a lidská k že (Haas a Roemer 1998; Bartlett a kol. 2000; He a kol. 2002; Whitfield a

kol. 2003). P i použití k že se vyprodukuje relativn  malý po et schistosomul. Lidskou k ži

lze inkubovat v médiu RPMI s FBS, lidským sérem, gentamycinem a fungizonem (37 C, 5%

CO2) (He a kol. 2002).

Dále je možno k penetraci použít ekvivalentu k že (LSE = living skin equivalent) (Fusco

a kol. 1993; Khammo a kol. 2002). LSE je složen z dermální vrstvy s lidskými dermálními

fibroblasty v kolagenní m ížce a epidermální vrstvy s  lidskými keratinocyty. Penetrace

nebyla pozorována v prvních 15 min expozice. Maximum penetrací prob hlo po 20 hod

(80%). Do LSE obohaceného kyselinou linolovou penetrovalo více cerkárií než do

neupraveného LSE. LSE byl inkubován v médiu (1:1 DMEM = Dulbecco´s Modified Eagles

Medium a F-12 obsahující fenolovou erve , bikarbonát sodný a gentamycin sulfát) p i 35 C,

6 - 8% CO2. Po átek penetrace LSE cerkáriemi byl zpožd n oproti penetraci k že, což je

ejm  zp sobeno odlišným množství lipid  a mastných kyselin ve stratum corneum LSE.

(Fusco a kol. 1993).

Ocásek cerkárie je možno nechat odstranit mechanicky, nap . pasáží p es injek ní jehlu

(Colley a kol. 1974; Basch 1981a; Basch a O´Toole 1982; Samuelson a Stein 1989; Wang a

kol. 2006) a  vortexováním (Ramalho-Pinto a kol. 1974). Využitím t chto dvou mechanických

metod lze získat velké množství schistosomul (Samuelson a Caulfield 1985; Gold a Flescher

2000).

Dalším zp sobem odstran ní ocásku je použití chemického stresu (Eveland a Morse 1975;

Wang a kol. 2006). Inaktivované lidské sérum (bez komplementu) podporovalo transformaci

u ásti cerkárií S. mansoni, nikoliv S. japonicum. Komplement v erstvém séru je d ležitý pro
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transforma ní proces povrchu cerkárie (Eveland a Morse 1975; Greenblatt a kol. 1979; Wang

a kol. 2006). V erstvém lidském séru  se 40 - 50% cerkárií S. japonicum p em nilo b hem 24

hod. S. mansoni p em na byla mnohem rychlejší (30 min) než S. japonicum. U S. mansoni

následn  komplement zabíjel schistosomuly, zatímco S. japonicum p ežívaly v in vitro kultu e

(Wang a kol. 2006).

2. 4. 2. 2. In vitro inkubace a transformace cerkárií

      Pro inkubaci cerkárií S. mansoni (uvoln ných z MH) lze použít laboratorn  p ipravené

rybni ní vody (APW). APW je roztokem solí (CaCl2, MgSO4, FeCl3, K2SO4) s osmolaritou

18 mOsm a  pH 7. Pro cerkárie, které byly získaly z  hepatopankreatu MH, je vhodné 120

mOsm PBS (NaCl, Na2HPO4) nebo 120 mOsm RPMI 1640 (Samuelson a Stein 1989).

Pro úsp šnou transformaci je t eba zajistit fyziologické stimuly a médium, které by

podporovalo tuto p em nu. Transformaci je možno podpo it  p idáním serotoninu (Basch

1981a, b; Samuelson a Caulfield 1985) a séra. Naopak inhibici p sobí APW, eserin sulfát a

EDTA (Samuelson a Caulfield 1985).

Cerkárie S. mansoni byly inkubovány p i 37 C po dobu 3 hod v roztocích s r znou

osmolaritou. K transformaci cerkárie na schistosomulu došlo již p i 120 mOsm PBS nebo

RPMI (Samuelson a Stein 1989). P i použití 120 mOsm PBS byla transformace o n co

pomalejší n ž v RPMI (Skelly a Shoemaker 2000). Nejvíce cerkárií se p em nilo p i použití

300 mOsm PBS nebo RPMI. Zvýšení koncentrace solí bylo siln jším stimulem než samotné

zvýšení osmolarity, protože p i použití 300 mOsm roztoku mannitolu došlo k transformaci jen

u 14% cerkárií (Samuelson a Stein 1989).
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2. 4. 2. 3. Získání a in vitro kultivace schistosomul

Schistosomuly pro následnou kultivaci i inkubaci lze získat izolací z DH (Cheever a

Weller 1958; Clegg 1965) nebo in vitro transformací cerkárie.

Pro kultivaci lze použít definované syntetické médium (DSM) obsahující RPMI 1640 a

F-12 médium, dopln né glutaminem, HEPES, penicilinem, streptomycinem a gentamycinem

(6% CO2 a 37 C) (Gold a Flescher 2000).

Ke kultivaci S. mansoni (získané po mechanickém odstran ní ocásku) bylo použito BME,

do kterého byl p idán hydrolyzát laktalbuminu, glukóza, lidské sérum, hormony (nap .

serotonin a inzulin) a další složky. Kultivace probíhala p i 36 C a 5% CO2. Schistosomuly

byly krmeny lidskými erytrocyty. Dosp lci tvo ili páry b hem sedmi týdn  kultivace in vitro.

Párování nastalo pozd ji než in vivo (Basch 1981a).

Po více než 2 m sících kultivace S. mansoni byla dosažena stálá produkce infertilních

vají ek asi u 10% kultivovaných erv . Vají ka m la polovi ní velikost a m la malý laterální

trn. Dosp lci m li málo vyvinuté vitelinní žlázy, germária a testes. Alternativní pokusy se

zm nou plynné fáze nebo p idání redukujících látek, antioxidant , steroidních hormon  a

specifických adsorp ních látek nebo extraktu z dosp lých erv  nezlepšily produkci vají ek

(Basch 1981b).

Signifikantní r st S. mansoni jako první ukázali Cheever a Weller (1958). Použili

schistosomuly získané z plic nebo jater infikované myši. Médium obsahovalo ko ské nebo

lidské sérum, HS, extrakt z ku ecího embrya a erytrocyty. Schistosomuly rostly relativn

pomalu a nedosáhly sexuální zralosti.

K dalším pokus m bylo použito podobné médium (médium I) s AMK (místo extraktu

z ku ete), dopln no hydrolyzátem laktalbuminu a Na2CO3 (p i pH 7,4, 7% CO2).

Schistosomuly byly získány z k že.V médiu se vyvíjeli samci se spermiemi a samice

s malými germárii bez vají ek v uteru (Clegg 1959; cit. dle Clegg 1965).

V  médium II (modifikované médium I) byly kultivovány schistosomuly S. mansoni

získané z  plic myši. Medium II obsahovalo inaktivované králi í sérum, roztok solí (ES =

Earle´s salt), králi í erytrocyty, hydrolyzát laktalbuminu, glukózu, penicilin, streptomycin a

Na2CO3 (p i 37 C, pH 7,4 a 8,8% CO2). Od média I se tedy lišilo nahrazením HS za ES,

zvýšením koncentrace hydrolyzátu laktalbuminu a Na2CO3. Vývoj probíhal do stadia, kdy se

tvo í protein vaje né st ny ve vitelinních bu kách. Tento proces vyžadoval 42 dní, oproti 30

dním v in vivo podmínkách v myši. Schistosomuly získané z k že se vyvíjely jen do stadia,
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kdy se tvo í testes a germária. Médium II obohacené o extrakt z ku ecího embrya, extrakt

z králi ích jater a glukózu nepodporoval vývoj dále než do stadia tvorby proteinu vaje né

st ny. Zvýšená koncentrace glukózy m la inhibi ní efekt, jelikož došlo ke zvýšené exkreci

kyseliny mlé né (Clegg 1965).

Schistosomuly T. ocellata získané penetrací kachní k ží nebo želatinovou membránou

byly kultivovány v médium II (Clegg 1965). Králi í sérum, erytrocyty byly nahrazeny

ku ecím nebo kachním sérem a homologními erytrocyty, dále byl p idán mykostatin (5%

CO2, pH 7,2 - 7,4 a 39 - 40 C). ervi trávili erytrocyty a maximum vývoje dosahovali 12. den

(Howell a Bourns 1974).

Schistosomuly S. mansoni a S. japonicum byly kultivovány v médiu NCTC - 109

(anorganické sole, aminokyseliny, vitamíny, glukóza a další složky) obsahující lidské nebo

králi í sérum. Schistosomuly dosp ly, ale samice neprodukovaly vají ka (Yasuraoka a kol.

1978).

Basch a O´Toole (1982) kultivovali Schistosomatium douthitti podle Basch (1981a). R st

in vitro byl rychlejší než u S. mansoni. Kultivovaní ervi S. douthitti byli menší než z H.

Vají ka m la normální velikosti tvar, ale nebyla životaschopná.

Injikování schistosomul, juvenilních jedinc  a pár  dosp lých erv S. mansoni do

mezenterické vény myši vedlo k plnému vývoji a kladení vají ek. Všechna uvedená stadia se

vyvíjela z cerkárie in vitro. Schistosomuly staré 2 hod nebo 13 dní byly injikované do H.

Starší ervi byli chirurgicky implantováni do myši. Páry dosp lých erv in vivo byly

schopní znovu klást životaschopná vají ka, když byli kultivováni in vitro. Ale ervi rostoucí

do dosp losti in vitro nebyli schopni produkovat životaschopná vají ka. Z ejm  postrádali

jaký stimul, který nem že být opat en pozd ji (Basch a Humbert 1981).

Získat životaschopná vají ka je možno též p i chirurgickém odstran ní S. mansoni

dosp lých jedinc  z cév H. Když byl separovaný erv z páru kultivován s p vodním

partnerem, došlo k pá ení rychleji než p i nahrazení ervem z jiného páru (Shirazia a Schiller

1982).

Lidské schistosomy jsou již dlouho studovány vzhledem k závažnosti onemocn ní, které

zp sobují. Zatímco výzkum pta ím schistosom byl tak trochu opomíjen a doposud je jen málo

popsaných pokus  vztahující se k in vitro kultivacím pta ích schistosom.
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3. Záv r

Schistosomy jsou známy jako lidský patogen v tropických a subtropických zemích.

Zp sobují nemoc zvanou schistosomóza. Na celém sv  je nakaženo 200 - 300 milionu osob

a ro  umírá kolem 200 - 300 tisíc. Nicmén  pta í schistosomy se vyskytují kosmopolitn  a

které rody byly popsány jako p vodci lidské cerkáriové dermatitidy, a nejen proto si

zasluhují naši pozornost.

Základem kultiva ních médií je fyziologický roztok, který osmolaritou odpovídá složení

vnit ního prost edí MH i H. Do médií je nutné p idat zdroj potravy (nap . sérum, erytrocyty).

Vliv na úsp šnou kultivaci má složení média, teplota a pH. K udržení hodnot pH se používá

pufr. P ihlédnout se též musí k metabolickým nárok m parazita a zajistit vhodný pom r

hladin O2 a CO2. P i zajišt ní t chto podmínek mohou v budoucnu i vitro kultivace mimo jiné

isp t i k omezení po tu používaných experimentálních zví at.

Na tuto bakalá skou práci bude navazovat diplomová práce. V naší laborato i používáme

pta í schistosomy Trichobilharzia szidati a T. regenti jako modelové organismy, které budou

použity ke srovnávacím studiím. Oba druhy se liší v nutri ními i ekologickými nároky. Cílem

bude definovat optimální složení kultiva ního média, které by umožnilo dlouhodobé p ežívání

a vývoj pta ích schistosom do dosp losti. In  vitro kultivace stadií z mezihostitele mohou

isp t k identifikaci neznámých pta ích schistosom. V oblasti imunodiagnostiky budou

charakterizovány exkre -sekre ní a somatické antigeny, které mohou hrát roli v interakcích

parazit-hostitel.
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