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ABSTRAKT

Toxocara canis je endoparaziticky geohelmint psovitych Selem. V Zivotnim cyklu
vyuziva paratenického hostitele (i clovéka) a pii napadeni nervové soustavy muiize zpusobit
vazné potize nazyvané cerebralni toxokaroza. Piesné mechanismy patogenniho ptisobeni larev
Toxocara canis Vv nervové soustavé nejsou znamy a experimentalni studie fesi spiSe akutni
fazi toxokarozy, proto jsme v piedlozené diplomové préaci charakterizovali pritbéh cerebralni
toxokardzy od akutni az po chronickou fazi u mysi.

V mozcich mysi byly nalezeny larvy parazita béhem celého sledovaného obdobi.
Larvy se vetkanich vyskytovaly jak jednotlivé, tak ve shlucich. Pfitomnost larev byla
pozorovana v oblastech mozku, které ovliviiuji jak pohyb, tak i pamét. Kolem larev ve tkani
nebylo nalezeno zadné viditelné poranéni ani zapalova reakce. Histologické vysetieni ale
ukézalo U vSech mysi pritomnost patologii, konkrétné lokalni nekrdzy, hemorhagie, zesilené
stény cév, infiltraty bunék v tkani 1 kolem cév a abnormadlni angiogeneze.

Mysi od 9. tydne po infekci vykazovaly neurologické ptiznaky se zvysujici se Cetnosti.
Byla sledovéna i tvorba specifickych protilatek. Pfitomnost neurologickych ptiznaki
nesouvisela se zménami jejich hladin. Hladina protilatek byla vyssi u reinfikovanych mysi

Vv porovnani s hladinou protildtek mysi s jednorazovou infekci.

Kli¢ova slova: Toxocara canis, larvalni toxokardza, neurotoxokaroza, cerebralni toxokaroza,

CNS, migrace, neurologické symptomy, histopatologie



ABSTRACT

Toxocara canis is endoparasitic geohelminth of canids. Inits life cycle it uses
paratenic host (even humans) and can cause severe problems called cerebral toxocariasis
when attacks central nervous system. The exact mechanism of pathogenicity in nervous
system is unknown and experimental studies examines rather the acute phase of toxocariasis,
therefore we characterized the course of cerebral toxocarosis in mice from acute to chronic
phase in this master thesis.

We found larvae of the parasite inthe brains of mice. The larvae in the tissues
occurred both, individually and in clusters. The presence of larvae was observed in regions
that affect both movement and memory. We did not find any visible injury nor inflammation
surrounding the larvae in the tissue. However, histological examination showed brain tissue
pathologies in all mice, namely local necrosis, hemorrhages, thickened vessel walls, cell
infiltrates in tissue and around vessels and abnormal angiogenesis.

The mice showed neurological symptoms  with increasing frequency
from the 9th week post infection. Production of specific antibodies was also monitored.
The level of antibodies in reinfected mice was higher compared to antibody levels of mice
with asingle infection. No correlation with the presence of neurological symptoms was

shown.

Key words: Toxocara canis, larval toxocariasis, neurotoxocariasis, cerebral toxocariasis,

CNS, migration, neurological symptoms, histopathology
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1 UvoD

Lidska spolecnost domestikovala psa, ktery s sebou kromé potéSeni a uzitku pfindsi i
nebezpeci v podobé paraziti a slouzi jako zdroj kontaminace prostiedi, ze kterého se ¢lovék
muze nakazit. Ve spoleCnosti cClovéka zije pes jako oblibeny domaci mazlicek
Vv domacnostech rozvinutych zemi, zaroven ale lidé a psi ziji pospolu v nekvalitnich
podminkach v rozvojovych zemich bez dostatecné trovné hygieny.

Rizikovou skupinou pro infekci parazitem jsou zejména déti, které jsou v pfimém
kontaktu s kontaminovanym prostiedim at’ uz pii hrach na piskovistich, tak i v béznych
dennich situacich. Nejen na déti maji vSak parazitozy dalezity dopad.

Jednim z paraziti pfenasenych psem je Toxocara canis (Skrkavka psi). Jedna se o
endoparazitického geohelminta travici soustavy psovitych Selem, ktery ve svém ptirozeném
zivotnim cyklu vyuziva i paratenickych hostitelil, véetné ¢lovéka.

Paratenicti hostitelé se mohou nakazit pozienim vajicek z prosttedi, nebo pozienim
larev v infikovaném mase jinych paratenickych hostiteld. Larvy vylihlé z vajicek nebo
uvolnéné zmasa po priuchodu Zaludkem penetruji stievo hostitele a migruji jeho télem
krevnim obéhem do rtiznych tkani, véetné mozku. Zde svym piisobenim mohou zpusobit
vazné patologie promitajici se jako klinické priznaky souborné pojmenované larvalni
toxokaro6za, pti napadeni mozku jako potencialné nejzavaznéjsi toxokardza cerebralni.

Jednd se o nebezpecné onemocnéni, které mize skoncit aZz smrti pacienta. Prestoze
zaznamenanych klinickych pfipadi cerebralni toxokarézy v porovnani s Vvysokou
séroprevalenci populace je pomadlu, z mnohych studii zaméfenych na migraci larev
Vv paratenickém hostiteli je jasné, Ze v ném pieZivaji dlouhodobé a Ze jejich vyznamné
mnozstvi je lokalizovano pravé v mozku. Rizika plynouci z dlouhodobé, i kdyz zdanlivé
bezptiznakové pritomnosti patogena v centralni nervové soustavé nelze podcenovat a jejich
studium je pfedmétem predloZzené diplomové prace.

Pfesné mechanismy patogenniho piisobeni larev Toxocara canis v mozku nejsou
znamy a experimentalni studie se zaméfuji zejména na akutni fazi toxokardzy. Z tohoto
divodu jsme se v predloZzené diplomové praci rozhodli charakterizovat prib&h cerebralni
toxokar6zy, od akutni aZ po pozdni chronickou fazi, ur€enim poctu a lokalizace larev,
popisem histopatologickych zmén a pozorovanim rozvoje piipadnych dalSich zmén

souvisejicich s pritomnosti larev v mozku u experimentalnich mysi.



2 LITERARNI PREHLED

2.1 Toxocara canis

Toxocara canis (Skrkavka psi) patii do kmene Nematoda, fadu Ascaridida. Rod
Toxocara spp. pojima krom¢ druhu Toxocara canis, parazita psovitych $elem, i dalsi druhy,
jako tfeba Toxocara cati, Skrkavku kockovitych Selem, nebo Toxocara vitulorum, parazita
skotu.

Jednd se o obligatn¢ parazitického geohelminta travici soustavy psovitych Selem.
Ve svém piirozeném zivotnim cyklu vyuZziva i paratenickych hostitelt, vcetné cloveka
(Roberts et al., 2013).

Toxokary jsou gonochoristické Skrkavky s pohlavnim dimorfismem, jejichz télo je
nesegmentované, bilé az krémové barvy s kruhovitym prifezem. Délka dospélych cervi se
pohybuje usamci od4 do 6 centimetrd ausamic od 6 do 15 centimetri. Vajicka maji
velikost cca 75 x 85 mikrometrd (Roberts etal., 2013). Ve vajicku ve vnéjSim prostredi
dochazi k vyvoji larev az po infekéni stadium L3. Velikost infek¢énich L3 larev je od 290
do 500 mikrometrd na délku a od 14 do 20 mikrometri na Sitku (Ash, Orihel, 2007; Garcia,
2007). V paratenickém hostiteli larvy L3 dale neméni svou velikost. Naopak v definitivnim
hostiteli dochazi k dal$imu ristu a pfeméné pies larvu L4 az do dospé€lého Cerva.

Povrch téla Cerva je pokryt odolnou kutikulou, kterd chrani epidermis pied naruSenim
travicimi $tavami hostitele, imunitnim systémem, nebo jinym poskozenim. Zajist'uje integritu
Cerva. Jedna se o multifunkéni bariéru mezi parazitem a prostiedim hostitele, ve kterém se
parazit nachdzi aumoziuje parazitovi interakce s okolim. Kutikula je tvofena tfemi
vrstvami — kortikalni, medianni a bazalni. Na povrchu kutikuly se nachazi lipidova
epikutikula anani jest¢ povrchova vrstva, tzv. glykokalyx, bohatd na proteiny. Dulezité
slozky kutikuly jsou nekolagenni kutikuliny a kolageny. Svlékani kutikuly oddéluje jednotliva
vyvojova stadia parazita (Page, Johnstone, 2007; Chisholm, Xu, 2012; Roberts et al., 2013).

Dospéli Cervi se zivi traveninou, bunkami ¢i krvi ze stfeva definitivniho hostitele.
Larvy migrujici tkanémi definitivniho i paratenického hostitele se zivi jeho bunkami, krvi
a tekutinami (Roberts et al., 2013), ale doposud neni zjisténo piesné slozeni jejich potravy.

Dospéla oplodnénd samice parazita lokalizovand ve stievé svého definitivniho

hostitele produkuje neryhovana vajicka, kterd odchazi do prostiedi s trusem. Tam vajicka zraji



2 az 6 tydnu, vyvijeji se v nich larvy a stavaji se infekénimi (Strube et al., 2013, Fan et al.,
2015). Po pozfeni hostitelem (definitivnim, nebo paratenickym) dochazi k vylihnuti larev
ve stieveé, k penetraci larev ze stteva do krevniho ob&hu a K t€lni migraci. U definitivniho
hostitele se pak larvy bud’ dostanou opét do tenkého stieva (t€lni migrace vede pies plice,
larvy jsou vykaslany do ustni dutiny, spolknuty a v tenkém stieve hostitele dochazi k dospéni,
reprodukci a uvolnéni oplozenych vajicek do prostedi), nebo se akumuluji v riznych tkanich.
O osudu larev rozhoduje hormonalni a imunitni stav hostitele, jeho vék a pohlavi (Fahrion
etal., 2008). Vyskytuje se tzv.vékova rezistence (¢im star$i je hostitel, tim je vé&tsi
pravdépodobnost, ze larvy zlstanou encystovany v tkani a nedokon¢i migraci do tenkého
stfeva).

Pro parazita je dialezité, zda je definitivnim hostitelem samec ¢i samice. Jsou-li larvy
zachyceny ve tkanich samce, jedna se proné oslepou vyvojovou cestu. Pouze
ve vyjimecnych piipadech, jako snizend imunita, nebo stres hostitele mtze dojit k reaktivaci
larev. U larev zachycenych ve tkanich samic dochazi k jejich reaktivaci, pokud fena zabiezne.
Fyziologické ahormonalni zmény umozni larvam migrovat do plodu v déloze, nebo
do mléénych Zzlaz, jedna se poté o transplacentarni a trasmamarni pienos. Zpusob pienosu
larev do sténat zavisi na fazi biezosti. Po porodu dochézi k dospéni Cervli ve stievé $ténéte
(Kramer et al., 2006; Roberts et al., 2013).

Pro nasi praci je dulezitéjsi co se déje s migrujicimi L3 larvami v téle paratenického
hostitele. Tyto larvy nedospivaji a zistavaji dlouhodobé infekéni v tkanich (Sasmal et al.,
2008). Larvy putuji krevnim obéhem do nejriiznéjsich organi a ¢asti téla, véetné jater, srdce,
plic, ledvin, mozku, o¢i ¢isvali. Diky tomu se infekce miize projevovat Sirokou skalou
ptiznakt, od nespecifickych projevli spojenych s mirnou zépalovou reakei, az po definované,
jako tfeba pneumonie, encefalitida, astma, hepatitida nebo kozni projevy. Soubor téchto
klinickych ptiznak je nazyvan larvalni toxokaréza. PiestoZe nedochazi k produkci vajicek, je
paratenicky hostitel, je-li sezran, ekologicky vyznamny jako zdroj infekce pro dalSiho
hostitele. Je-li pozien definitivnim hostitelem, larvy mohou dokon¢it sviij zivotni cyklus
a paratenicky hostitel tak pomaha parazita distribuovat v prostoru a ¢ase. Miize byt ale sezran
I jinym paratenickym hostitelem aVtomto piipadé¢ dochazi pouze k akumulaci larev
ve tkanich. Paratenickym hostitelem je Siroka Skala teplokrevnych obratlovctd od hlodaveu
(mysi, potkani a piskomilové) ptes ptaky (driibez, japonské kiepelky a holubi) a vétsi savce
(kralici, prasata a primati) az po ¢loveéka (Roberts et al., 2013; Strube et al., 2013; Bin et al.,
2016).



2.2 Larvalni toxokaroza

2.2.1 Klinické a epidemiologické studie

K diagnostice larvalni toxokarézy je vyuzivano sérodiagnostickych testd (ELISA,
Western Blot) nadetekci specifickych protilatek v krevnim séru ¢i v télnich tekutinach
(Stensvold et al., 2009; Maizels, 2013; Boldis et al., 2015), biopsie (Fillaux, Magnaval, 2013)
a zobrazovacich metod, napi. CT a MR vySetieni. (Riittinger, Hadidi, 1991; Xinou etal.,
2003).

Ptitomnost specifickych protilatek v krvi Sirokého spektra vySetfovanych lidi ukazuje,
ze Toxocara canis je Skrkavka s jednou s nejvysSich séroprevalenci, byt se hodnoty lisi
v zavislosti na prostiedi a na zvolené skupind (Uhlikov4, Hiibner, 1998 uvadi v Ceské
republice prevalenci az 36 %, Stensvold et al., 2009 zaznamenal 2,4% prevalenci v Dansku,
Nicoletti et al., 2008 zase 6,6% prevalenci mezi jinak zdravymi Italy, Jacquier et al., 1991
zjistil 2,7% prevalenci ve Svycarsku, Park et al., 2002 zjistil v Korei séropozitivitu 5,1 %
a Hakim et al., 1993 zaznamenal 19,6 % séropozitivnich lidi v Malaysii).

Kvili riznorodosti klinickych projevii je larvalni toxokardéza V soucasné dobé
rozdélovana na ¢tyfi zakladni formy (Fan etal., 2015). Jedna se o visceral larva migrans
(Inan et al., 2006; Ko et al., 2015), o¢ni toxokardzu, nazyvanou téz jako ocular larva migrans
(Schantz et al., 1980; Good et al., 2004), skrytou toxokar6zu (z anglického common, nebo téz
covert toxocariasis, Rasmussen etal., 1993) acerebralni toxokarézu, nebo téz
neurotoxokarozu (Béchli et al., 2004; Fillaux, Magnaval, 2013; Janecek et al., 2014; Fan
etal., 2015).

2.2.1.1 Visceral larva migrans

Visceral larva migrans je forma toxokardzy zpusobena velkym poctem infekénich
L3 larev vriaznych organech a mékkych tkanich. Typické klinické projevy jsou
hepatomegalie, eosinofiie a horecka, ale mohou byt doprovazeny méné Castymi projevy, jako
astma ¢i bolest koncetin (Inan et al., 2006; Chandrashekhara et al., 2010; Coskun, Akinci,
2013; Fillaux, Magnaval, 2013; Fan et al., 2015).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Uhl%C3%ADkov%C3%A1%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9787920
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=H%C3%BCbner%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9787920

2.2.1.2 Oc¢ni toxokaroza

Oc¢ni toxokar6za je forma, kdy jsou larvy pfitomny v ocich. Ke vzniku
klinickych pfiznaki staci infekce malym mnozstvim larev. Pfiznaky mohou byt od mirnych az
po vazné. Ve vétsing piipada postihuje tato forma toxokardzy pouze jedno oko. Vznik zanétu
V oku zapfi¢inéného piitomnosti larev mtize zpusobit poskozeni rohovky, zhorSeni zraku az

slepotu (Fillaux, Magnaval, 2013; Fan et al., 2015).
2.2.1.3 Skryta toxokaroza

Vysoka séroprevalence specifickych protilatek v populaci, ale zaroven relativné€ nizky
pocet zaznamenanych piipadd visceral larva migrans vedly kzavéru, ze existuji ijiné
klinické projevy toxokardzy, nez prave ty typické pro tuto jeji formu. Skrytd toxokardza se
vyznacuje nespecifickymi mirnymi pfiznaky, jako vyrdzka, slabost, dychaci obtiZe, bolest
bficha, ztrata vahy, bolest hlavy, nevolnost, poruchy spanku, nebo bolesti koncetin (Fillaux,
Magnaval, 2013; Fan et al., 2015). Je obtizné ji zaznamenat, protoze nespecifické klinické
priznaky nenaznaCuji pritomnost parazita, dokud nejsou provedena dal§i vySetfeni

(sérologické, zobrazovaci).
2.2.1.4 Cerebralni toxokaroza

Cerebralni toxokardza, nebo téZ neurotoxokardza je charakterizovana napadenim
centralni nervové soustavy larvami, nejen mozku jak mlze zavadét jedno z pouzivanych
oznaceni. Intensita projevil zalezi na mnoha faktorech, jako je infekéni davka, opakované
infikovani toxokarami ¢i imunitni stav hostitele (Fan etal., 2015). Klinické piiznaky jsou
encefalitida (Caldera et al., 2013), meningitida (Sick, Hennerici, 2014), meningoencefalitida
(Moreira-Silva et al., 2004), encefalomyelitida (Helsen et al., 2011), myelitida (Goffette et al.,
2000), vaskulitida (Sommer etal., 1994), hemorhagie aposkozeni neuroni vedouci az
ke vzniku epilepsie (Béachli et al., 2004; Kazek et al., 2006; Nicoletti et al., 2008; Fan et al.,
2015). Vyjime¢né se muze projevit i hemiplegie, tj. ochrnuti poloviny téla ¢i jiné poruchy
(Jagannath etal., 2009). S cerebralni toxokarézou téz souvisi neurologické poruchy
a behavioralni zmény (Scheid etal., 2008). Muze mit Spojitost s roztrouSenou skler6zou
(Sondergaard, Theorel, 2004) a schizofrenii (Kaplan et al., 2008; Khademvatan et al., 2014).
Napadeni centralni nervové soustavy parazitem miize zpusobit jeji patologické zmény
s vaznymi nasledky, které mohou vyustit az ve smrt pacienta (Moiyadi et al., 2007). Pravé

cerebralni toxokardza je predmétem zajmu piedlozené diplomové prace.
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Prestoze je séroprevalence v populaci vysoka, je zaznamenan minimalni pocet piipadi
cerebralni toxokar6zy u lidi. To nam poklada otdzku, jak je mozné, ze prestoze se velka Cast
populace s parazitem setkala, tak doposud bylo netmérné¢ malo zaznamenanych klinickych
pripadt.

Lze usuzovat, ze vysoka patogennost Cerva se objevuje pouze v urCitych piipadech
a ostatni projevy jsou velmi mirné, nebo zadné. Séroprevalence v populaci tedy neukazuje
vyskyt onemocnéni toxokarozou, ale ukazuje vyskyt Toxocara canis Vv prostiedi.

Larvy ptfitomny v mozku jsou pohyblivé, Zivi se a produkuji metabolity. Porovname-li
tuto skute¢nost napiiklad s vyskytem mnohem mensiho parazita Toxoplasma gondii v mozku,
ktery se ve tkani nepohybuje aani se tkani nezivi apfesto je dokdzano, Ze zplsobuje
behavioralni zmény ¢loveéka (Flegr, 2007; Flegr, Markos, 2014), tak se nabizi otazka, zda

larvy toxokary v dlouhodobéj$im horizontu opravdu neptedstavuji vazné nebezpedi.
2.2.2 Experimentalni studie zaméfené na cerebralni toxokardozu

Nejvhodnéjsim modelovym zvifetem na vyzkum lidské toxokardzy je prase. Jedna se
0 paratenického hostitele, ktery je ¢lovéku fyziologicky, imunologicky a biochemicky velmi
blizky (Willingham, Hurst, 1996). Na prasatech byla zkoumana migrace larev tkanémi. Larvy
v mozku prasat byly detekovany véetné patologickych zmén (Helwigh et al., 1999; Sasmal
et al., 2008).

Potkani a piskomilové, ktefi jsou téZ pouzivani jako modelova zvitata, se mohou lisit
v distribuci larev v jednotlivych tkanich. Dribez, holuby ¢i japonské kiepelky jsou pouzivany
V experimentech, protoze se muze jednat o potencialni zdroj infekce pro ¢loveka (Strube et al.,
2013). Vyuzivanym zvifetem je téz kralik (Bin et al., 2016).

Nejcastéji vyuzivanym modelovym zvifetem na vyzkum lidské toxokardzy je ale mys.
Mysi lze chovat ve velkém poctu, jsou schopny rychlé reprodukce a manipulace s nimi je
snadnd. Dalsi vyhodou je mnoZstvi vySlechténych kmenl se Sirokou Skalou definovanych
vlastnosti a souCasné role mySi v pfirozeném Zivotnim cyklu toxokary. Pfivyzkumu
toxokardzy lze snadno detekovat larvy Vv malych organech alze prib&zné pozorovat
neurologické a behavioralni zmény (Holland, Hamilton, 2013). V experimentech jsou
pouzivany vice imbredni kmeny mysi, jako BALB/c, A/J, CBA/Ca, C3H/HeN, C57BL/6j,
SWR nebo NIH, nez mysi outbredni (Hamilton et al., 2006).



2.2.2.1 Migrace larev do centrdalni nervové soustavy

Larvy migruji té€lem. Otazkou zistava, zda v tkanich paratenického hostitele domigruji
do urcité definitivni polohy, nebo podstupuji stalou migraci. Vyzkumy migrace larev
provadéné na ruznych experimentalnich zvifatech ukazuji, Ze po infekci jsou larvy nalézany
v riznych Casovych odstupech postupné v jatrech, plicich, srdci a nésledné¢ ve svaloving,
oc¢ich a nervové soustavé (Parsons, Grieve, 1990; Resende et al., 2015). Casové postupujici
nalezy v téchto organech naznacuji specifické roznaseni larev po téle. Dle Bardona et al.
(1994) dosahuji larvy v 9. tydnu po infekci v organech svou definitivni lokalizaci, odkud se
jiz déle neptemist'uji.

Larvy byly nalezeny v mozku u vsech kment mysi ve studii Hollanda a Hamiltona
(2013). V prubéhu infekce se jejich pocet v mozku mysi navySoval, pfi¢emz nejvyssi pocet
byl nalezen 35. den po infekci (pramérné 326 larev). Obecné nizsi pocet larev byl nalezen
u kmene NIH nez u ostatnich imbrednich kmenti. Pocty larev v mozcich outbrednich mysi
byly mezi jednici vice variabilni nez u imbrednich mysi (Holland, Hamilton, 2013). Janecek
et al. (2014) popisuji téz ptitomnost larev v mozku C57B1/6J mysi s infekéni davkou 2000
vaji¢ek T.canis od 2. do 98. dne po infekci (p.i.). Nejvyssi pocet larev zachytili v mozku
42. den p.i. Eid et al. (2015) pozorovali pocty larev v mozcich mysi ve 2., 5. a 12. tydnu p.i.
(infek¢ni davka 1000 vajicek T. canis, kmen mysi Swiss albino). Navic porovnavali pocty
larev u imunokompetentnich a imunosuprimovanych jedincti. U imunokompetentnich mysi
Vv 2. tydnu p.i. nasli v mozcich 6,5 % larev z infekéni davky, v 5. tydnu 9,09 % a ve 12. tydnu
10,69 % z infek¢ni davky. U imunosuprimovanych mysi byly pocty larev jesté vyssi, 9,7 %
z infekéni davky ve 2. tydnu p.i., v 5. tydnu p.i. 13,72 % a ve 12. tydnu p.i. dokonce 15,48 %
z infekéni davky. To ukdazalo, ze s postupujici dobou infekce dochézelo k navySovani poctu
larev v mozku. Imunosuprese zpusobila vét§i invazi v mozku, neZjaka se vyskytuje
u imunokompetentnich jedinct. Kolbekova et al. (2011a) pii pozorovani mysi s davkou 1000
larev na mys zjistila pfitomnost larev v mozku jiz od 60. hodiny p.i. Larvy v mozku byly
ptitomny az do konce experimentu v 17. dni p.i.

Aktivni pohyb larev hostitelem mize mit dva divody. Jednim z nich je, ze larvy
aktivné migruji za Zivinami, nebo lepSimi celkovymi fyziologickymi podminkami. Pokud by
se jednalo o cileny pohyb, tak je moznost, Ze jsou atrahovany gradientem né&jaké molekuly.
Tato otazka ziistava oteviend, protoze se doposud zcela pfesné nevi, ¢im se larvy béhem

migrace Zivi.



Druhym moznym diivodem je unik pied obrannymi systémy hostitele. Na cizorodé
latky a patogeny Vv téle hostitele ptisobi jeho imunitni systém, ktery se jich snazi aktivné
zbavit. Larvy toxokary se jakozto patogeni téZ musi chranit pied itokem. K ochrané jim sice
do ur¢ité miry slouzi odolna kutikula, ale neustala migrace jim umoziuje efektivni tnik
pfed imunitnim systémem hostitele.

Je nékolik moznosti, jak imunitni systém hostitele likviduje larvy. Prvni moznosti je
zachyceny v granulomech, které vznikaji jako obranny systém téla hostitele (Parsons, Grieve,
1990; Playfair, Bancroft, 2004; Fillaux, Magnaval, 2013). Larvy v tkanich na roztlakovych
preparatech bez pfitomnosti granulomu vykazovaly pohyb (Othman etal., 2010). Toto
pozorovani potvrzuje, Ze larvy nezaujimaji ve tkanich definitivni polohu, ale stidle migruji
tkani daného organu.

Na larvy mohou aktivné piisobit bunky nebo nebunééné komponenty imunity, které se
snazi parazita zbavit ptimym piisobenim, nebo jeho oznacenim pro imunitni systém. Takovéto
buiiky jsou napiiklad eozinofily. Eosinofilie, tj. zvySeny pocet eozinofilil je dilezitym znakem
reakce imunitniho systému hostitele na larvy. Larvy se umi utoku téchto komponent branit
tim, Ze obménuji povrch, aby se zbavily navazanych bunék, ptipadné protilatek, a tak i utoku

imunitniho systému hostitele (Maizels, 2013).
2.2.2.2 Patogenni puisobeni larev v centrdlni nervové soustavé

Spekuluje se o cilené neurotropni migraci larev Toxocara canis Vv paratenickém
hostiteli. Otazkou je, zda ptitomnost larev v nervové soustavé je vskutku zpisobena aktivni
cilenou migraci, nebo jsou do nervové soustavy larvy zanaSeny pasivné krevnim ob&hem,
v tenkych mozkovych cévach penetruji jejich stény a vnikaji do mozkové tkan€. Nutno
podotknout, Ze U jinych helmint bylo neurotropni chovani v hostiteli pozorovéano a dokazano,
napt. U Trichobilharzia regenti (Hradkova, Horak, 2002).

Mozek a stejné tak oci hostitele jsou imunoprivilegovanymi organy. V téchto organech
jsou tedy larvy caste¢né chranény pred pfimym tGtokem hostitelova imunitniho systému. To
nabizi k Gvaze variantu, ze larvy mohou byt do téchto organi zanaseny pasivné, ale maji zde
vetsi Sanci na preziti, zatimco larvy v ostatnich tkénich téla jsou postupné eliminovany,
aproto pravé vmozku dochazi k jejich dlouhodobému piezivani. Piestoze je mozek
imunoprivilegovany organ, i V ném dochazi k reakcim na pfitomnost poskozeni a patogend.

Reakci na rliznorodé patogeny (viry, bakterie, parazity) mohou byt zépalové reakce a rlizna



poskozeni (nekrozy, infiltraty bunék, mikrogliéza, ischemie a dal§i). Zadny z publikovanych
autorti v§ak nepozoroval zapalovou reakci kolem nalezenych larev (Maruyama et al., 1994;
Akao et al., 2003; Othman et al., 2010; Kolbekova et al., 2011a; Eid et al., 2015). Z toho tedy
plyne, Ze Toxocara ma vyvinuté mechanismy k uniku pied obrannymi systémy hostitele.

U infekei toxokardzy byly pozorovany mikroskopické zmeény, jako hemorhagie
(Cardillo et al., 2009; Janecek et al., 2014; Resende et al., 2015), 1éze (Dolinsky et al., 1981,
Resende etal., 2015), infiltraty bunék ve tkani ikolem cév, nekrdzy, méknuti tkang,
tzv. malacie, nahlouceni aktivovanych mikroglii a demyelinizaci, nateklé axony (spheroid)
a poskozeni axonu (Janecek et al., 2014), leukostaze v cévach a malé abscesy (Kolbekova
etal., 2011b). Zadny zexperimentti ale nesledoval histopatologické zmény komplexnd
a jejich pfitomnost a rozvoj v ¢asovych usecich infekce. Sledovani téchto zmén je provadéno
spise jako dopliikova metoda v experimentech.

Plsobeni toxokar nebylo pozorovano pouze z histopatologického hlediska, ale byly
provedeny i experimenty zkoumajici dopad ptitomnosti a pisobeni larev v mozku na chovani.
Dolinsky et al. (1981) sledovali u mysi vyskyt explorativniho chovani ve znamém prostedi
zaroven s odpovédi na nové podnéty, chovani v otevieném prostoru, schopnost uceni. Cox,
Holland (2001a,b) pozorovali dopad ruznych infekénich davek urGznych kment mysi
na chovani, stejn¢ tak irozdily chovani upokusnych mysi s jednordzovymi infekcemi
areinfekcemi. Cilem jejich z4jmu byly reakce nanové podnéty, sledovani vyvoje uceni
apaméti, pozorovani explorativniho chovani a aktivity apozorovani strachu jedinct
Vv definovanych situacich.

V experimentech byly zaznamenany i neuromotorické poruchy, které mohou ukazovat
na patologické dlouhodobé ptisobeni parazita v nervové soustaveé. Heuer et al. (2015) u mysi
zaznamenali $patnou koordinaci pohybu, problémy s udrzenim rovnovahy, ochrnuti poloviny
téla, oslabené koncetiny a pohyb v kruhu. Hamilton et al. (2006) zaznamenali u mysi ztratu
rovnovahy a koordina¢ni obtize. Akao etal. (2003) na piskomilech pozorovali problémy
Schuzi atoceni v kruhu. Pfestoze zaznamy o neuromotorickych poruchach béhem nakaz
existuji, nebyla zatim tato problematika zpracovana komplexné od ¢asné akutni az do pozdni

chronické faze infekce toxokarami v pravidelnych kratkych casovych intervalech.



3 CILE PRACE

Cilem experimentalni casti predlozené diplomové prace bylo charakterizovat
cerebralni formy larvarni toxokardzy U mysi v riznych fazich infekce.

Konkrétné¢ to znamenalo zjistit pocty a lokalizaci larev v mozku, popsat
histopatologické zmény v mozkové tkéani a pfipadné neurologické projevy a behavioralni
zmény u experimentalnich mysi.

V teoretické c¢asti prace jsme shrnuli zasadni poznatky o biologii Toxocara canis
se zaméfenim na patologii nakaz paratenickych hostiteld. Porovnanim ziskanych vysledki
s publikovanymi poznatky jsme se snazili upozornit na dalezitost a nebezpeci plynouci

Z nékazy timto parazitem pro ¢lovéka.
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4 METODIKA

4.1 Modelovy organismus

4.1.1 Hostitel

Pouzitymi modelovymi hostiteli byly dospélé mysi kmene BALB/c obou pohlavi.

4.1.2 Parazit

Pouzitymi parazity byly larvy L3 skrkavky Toxocara canis (Ascaridae) vylihnuté
in vitro a dlouhodobé¢ uchovavané v médiu RPMI 1640 (gibco; A 10491-01).

Larvy jsme ziskali dle metodiky Kolbekové etal. (2011a), tj. vyjmutim vaji¢ek
z dospélych samic Toxocara canis ziskanych odéervenim pst z utulku. Takto ziskana vajicka
byla uchovana v médiu RPMI 1640 (gibco; A 10491-01) az do dozrani. Nasledn¢ z nich byly
izolovany infekéni L3 larvy parazita za pouziti Baermannovy metody v CO: inkubatoru
pii 37°C podobu 12 hodin (Fan etal., 2004; Kolbekova etal., 2011a), které jsme dale

pouzivaly pro infekce mysi.

11



4.2 Experimentalni infekce

4.2.1 Skupiny mysi

Mysi byly rozdéleny na 3 skupiny:

v" Skupina I. — mysi pro jednorazovou infekci, 33 kust

<

Skupina Il. — mysi pro ¢asnou reinfekci (v 5. tydnu po infekci, p.i.), 10 kusi

v Skupina Ill. — mysi pro pozdni reinfekci (v 17. tydnu p.i.), 5 kust

Skupina pro jednorazovou infekci pojimala nejvétsi pocet jedinct, aby dostate¢né
pokryla rizné faze akutni i chronické infekce od 1. po 36. tyden. V této skupiné byli pouziti
samci i samice. V obou skupinach pro reinfekce byly pouzity pouze samice.

Mysi z 1. all. skupiny byly infikovany prubézné po mensich skupinach o4 az 10
kusech. Mysi z Ill. skupiny byly infikovany v§echny najednou.

V pribéhu celého experimentu byla vzdy k dispozici alespont jedna neinfikovana
kontrolni my§ kmene BALB/c ajeden kontrolni jedinec byl zpracovan histologicky

na zacatku experimentu.
4.2.2 Infek¢ni davka

Kazda mys byla infikovana infekéni davkou 1000 larev, v ptipadé reinfekci byla
myS$im stejnd ddvka podana pii prvnim i druhém infikovani.

Pro stanoveni poctu se larvy nechaly usadit v médiu na dné inkubaéni nadoby. Takto
sedimentované larvy byly pipetou odsany s 1 ml média RPMI 1640 (gibco; A 10491-01)
do Eppendorfovy zkumavky. Zde byly promichany a pipetovany v 10 kapkach po 1 ul
na podlozni sklo. Ve svételném mikroskopu byly spocitany zivé larvy v kazdé kapce,
vypocitan jejich praimérny pocet v 1 ul a nasledné piepocitan na 1000 ul. Dle potieby byly
larvy doplnény ze zasobniho média a znovu piepocitany. Kone¢ny pocet larev byl

zkoncentrovan na objem, ktery odpovidal davce 1000 larev v 10 ul pro jednu mys.
4.2.3 Podani infek¢éni davky

Infekce mysi larvami Skrkavek byla provadéna vzdy peroralné pomoci automatické

pipety (Eppendorf Research; 0,5 — 10 pl) se sterilni $pickou. Mysi pfidrzované za ocas a kazi
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byla do tlamy vsunuta $picka pipety a bylo ji pomalu podavano 10 ul média s larvami tak,
aby doslo ke spolknuti celého objemu.

4.2.4 Monitorovani mysi

Monitorovani mysi bylo provadéno v pribéhu celého experimentu u vSech
infikovanych mysi. Pfitomnost a rozsah piipadnych zmén byly porovnavany s kontrolni mysi.

Ze vsech infikovanych mys$i bylo pribézné ziskdvano sérum na stanoveni produkce
specifickych protilatek. Krev byla odebirana z ocasni cévy po nastiizeni $picky ocasu Cistymi
nizkami do Eppendorfovy zkumavky (200 pl). Séra byla ziskavana nejdiive ve 3. tydnu
po infekci a dale az do ukonéeni experimentu ve 3 — Stydennich intervalech.

Kontrola mysi probihala pravidelné jednou tydné. Pokud se u nich zacaly projevovat
fyzické, neurologické C¢ibehaviordlni zmény, byly kontrolovany castéji. Mezi fyzické
ptiznaky byly pocitany projevy jako siln¢ nahrbeny hibet, nacepyiena srst a zhorSené hojeni
ocasu po odbéru krve. Za neurologicko-behavioralni ptiznaky bylo povazovano béhani
v kruhu, zhorSend pohyblivost, Spatnd koordinace té€la, snizena celkova aktivita mysi
a castecné ¢i uplné ochrnuti.

Pozorované zmény byly zaznamenavany do protokolu, ptipadné byl pofizen
videozéznam.

Mysi, unichz byly neurologické ptiznaky pozorovény, byly v pozadované dobé
od infekce zpracovany ptednostné. ZhorSoval-lise stav mySi rapidné, necekalo se

na pozadovany termin, ale mys$ byla usmrcena a zpracovana ihned.
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4.3 Zpracovani materialu

4.3.1 Usmrceni a pitva

Usmrceni mysi bylo provedeno ve stanovené fazi infekce cervikalni dislokaci. Zadna
z ostatnich mys$i nebyla usmrceni pfitomna pro dodrzeni zdsad humanniho zachazeni
s laboratornimi zvifaty, tj. aby nedoslo ke stresovani ostatnich mysi.

Pied samotnou pitvou byla nejprve potvrzena smrt mysi silnym $tipnutim do koncetin
a ucha. Nasledné byla myS pfipevnéna ¢tyfmi pripinacky k podlozce za vSechny koncetiny
ventralni stranou téla vzhiru.

Bfisni dutina byla oteviena nastfihnutim kize ntizkami ve spodni ¢asti bficha, jejim
rozstiihnutim ke stehniim a nasledné byla odstranéna ktize stazenim pomoci pinzet smérem
K hlaveé. Pobfisnice byla rozstfizena a byla odstranéna ¢ast Zzeber a hrudni kosti, ¢imz byl
otevien piistup k organtim. Srdce a plice byly vyjmuty a piemistény stranou, aby se vytvofilo
sbérné misto pro odebrani co nejvétsiho objemu krve do Eppendorfovy zkumavky pomoci
Pasteurovy pipety. Pomoci pinzety anuzek byly vyjmuty slezina ajatra avlozeny
do Tris pH 7,6 (TBS 10x%; DiaPath; T0073) na Petriho miskach pro dalsi zpracovani.

Nésledovalo vyjmuti mozku nastfizenim ktize v zatylku a odhalenim lebky a ¢asti
patete. Skalpelem byla pietiznuta patet co nejblize k lebce. V misté odhaleni misniho kanalu
byla pomoci malych nlzek nastfizena lebka podél Sipového Svu frontdlnim smérem
apostupné¢ odstfihavana zaucelem odhaleni mozku s conejmenSim poSkozenim.
Po zptistupnéni byl mozek pinzetou vyjmut a dale zpracovan pro histologii. Ptipadné byl
mozek rozpilen, pro histologii byla pouzita jedna ¢ast a druha ¢ast pro stanoveni poctu larev.

v

Zbytky téla byly presunuty do sbérného mrazéku pro pozdéjsi likvidaci.
4.3.2 Zpracovani krve — nepfima ELISA

Nasbirana krev byla 10 minut centrifugovana na centrifuze tak, aby se oddélily krevni
elementy od séra a sérum bylo piepipetovano do ¢ist¢ Eppendorfovy zkumavky (200 pl),
oznaceno a zamrazeno pro pozdéjsi serologické vysetieni.

Pro detekci specifickych 1gG protilatek proti TES antigenu Toxocara canis v mySich
sérech byla pouzita metoda nepfima ELISA.

Tato metoda byla slozena z nékolika krokti a provadéla se na 96 jamkové desticce,

reakce vsech vzorki byly provadény v dubletech.
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V prvotnich pokusech byla metoda optimalizovana testovanim riiznych fedéni sér
a vynechavanim riznych krokl v kontrolnich dubletech (vynechani navdzani séra, vynechani
navazani sekundarni protilatky, vynechani navazani séra i sekundarni protilatky, vynechani
zviditelnéni reakce pomoci TMB, vSechny vynechané kroky byly nahrazeny odpovidajicim
objemem vymyvaciho roztoku), pfipadné testovanim riznych navazovacich a blokovacich
roztokd.

K méfeni byl pouzit zjistény optimalni protokol. Na kazdé pouzité¢ ELISA desti¢ce byl
vzdy pouzit alespon jeden vzorek séra neinfikované kontrolni mysi, podle kterého byl pokus
dale vyhodnocovan. Taktéz byla provadéna negativni kontrola pfitomnosti dubletu,
do kterého byl ptidan blokovaci roztok bez vzorku séra.

Po posledni reakci byla u vzorkli zmétena absorbance na ELISA readeru pii 450 nm
proti blanku, tj. jamce se 100 ul destilované vody.

Zjisténé hodnoty absorbance byly pfepocitany na nasobky Kku priméru hodnot
kontrolnich mysi. Za cut off pro stanoveni pozitivity jsme zvolili hodnotu dvojnasobnou

a vyssi dle metodiky Kolbekové et al., 2011b.

Pouzité chemikalie: PBS (Roti-Stock 10x PBS; Roth; R1058.1), Tween (Tween 20; Sigma-
Aldrich; P1379-25ML), Na,COs (Uhlicitan sodny bezvody p.a.; Penta; 011-005-00-2),
NaHCO3 (Hydrogenuhli¢itan sodny p.a.; Penta; 144-55-8), BSA (Albumine from bovine
serum; Sigma-Aldrich; A7906-50G), Goat serum (Sigma-Aldrich; G9023-5ML), TMB
(3,3°,5,5-Tetramethylbenzidine; Sigma-Aldrich; Ready-to-use; T0440-100ML), 1IN H2SO4
(Sulfuric acid; Sigma-Aldrich; 258105-100ML)

v Navazovaci roztok: Na2CO3 (3,03 g/l) + NaHCO3 (6 g/l) v destilované vodé (dH20);
pH 9,6

v" Vymyvaci roztok: 1x PBS + 0,05% tween

v Blokovaci roztok: 1x PBS + 0,05% tween + 1% BSA, piipadné s 1% koziho séra
(Goat serum)

v’ Antigen parazita: TES (Exkre¢né-sekre¢ni antigen Toxocara canis, ziskany sbérem
z kultivacniho média s larvami dle metodiky Watthanakulpanich etal., 2008),
piipraveny a K rutinni humanni diagnostice pouzivany v Narodni referenéni laboratofi
pro tkanové helmintézy VFN v Praze

v Sekundarni protilatka: HRP conjugated Anti-mouse IgG (Anti-mouse IgG whole
molecule-peroxidase antibody produced in goat; Sigma-Aldrich; A4416-.5ML)
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Redéni:
v Antigen: TES Toxocara canis 1:1000 v navazovacim roztoku
v Sérum: 1:100 nebo 1:200 v blokovacim roztoku

v Sekundarni protilatka: Anti-mouse IgG 1:10 000 ve vymyvacim, pfipadné blokovacim

roztoku

Mg¢ftici pristroj: ELISA reader (MRX Microplate reader; Dynatech Laboratories)

Postup:

Uvedena mnozstvi odpovidaji objemtim pro 1 jamku.

v' Navazani antigenu: 50 ul nafedéného antigenu v navazovacim roztoku pies noc
pti 4 °C

Vymyti: 3x 200 pl vymyvaciho roztoku

Blokovani nespecifickych vazeb: 200 ul blokovaciho roztoku 2 h pii pokojové teploté
Vymyti: 3x 200 pl vymyvaciho roztoku

<N X X

Navazani séra: 100 pl nafedéného séra v blokovacim roztoku 1 h pfi teploté 37 °C,

nebo ptes noc pii 4 °C

<

Vymyti: 3x 200 pl vymyvaciho roztoku

v" Navazani 100 ul nafedéné sekundarni protilatky ve vymyvacim roztokul h pii teploté
37 °C

v" Vymyti: 3x 200 pl vymyvaciho roztoku

v’ Zviditelnéni reakce: 50 pl substratu TMB, 5 min

v’ Zastaveni reakce: 50 ul IN H2S04

Reakce po ptidani substratu TMB byla modra, po pfidani 1N H2SO4 byla vysledna barva

reakce Zluta.

v’ Absorbance byla zméfena pii450 nm na ELISA readeru do 30 minut od pfidani
1IN H2SOs.

4.3.3 Zpracovani nativnich preparatu jater a sleziny

Kazdy organ byl nejprve zvazen na analytickych vahach. Hmotnost jater a hmotnost
arozméry sleziny byly zaznamenany a porovnany s hodnotami kontrolni mysi. Oba organy

byly prohlédnuty a ptipadné vyrazné makroskopické zmény (barva, tvar, velikost, pfitomnost
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nodulll) byly téZ zaznamenany. Roztlakové preparaty z organt byly mikroskopicky vysetieny
na pfitomnost larev.

AZ navyjimky bylo vysetfeno 10 roztlakovych preparata z jater a5 roztlakovych
preparatii ze sleziny. Standardni velikost vzorku byla stanovena zprimérovanim hmotnosti
10 vzorkt z jater a 5 vzorku ze sleziny. Pro jatra se jednalo o primérnou hmotnost 0,011 g
na jeden vzorek. Pro slezinu byla primérna hmotnost vzorku 0,010 g.

Zapocitany byly larvy zivé i mrtvé, byly-li jasné rozpoznatelné na roztakovém preparatu.

Odhad celkového poctu Cervii na organ byl ziskan prepocitanim na celkovou hmotnost organti.
4.3.4 Zpracovani mozku

Pro histologické zpracovani byly mozky fixovany v cca 8 ml Bouinova fixa¢niho
roztoku (Picroformalin acc. Bouin; DiaPath, P0104) po dobu nejmén¢ 24 hodin.

Pro stanoveni poctu ¢ervt jsme pouzili roztlakovou a travici metodu. Snazili jsme se
ovérit pouzitelnost a presnost téchto metod pro stanoveni viability a poctu Cervii a jejich
distribuci.

Pro tyto metody byla pouzita polovina mozku, ktera byla dale rozdélena na piedni

a zadni Cast v mist¢, kde mozecek nasedal na koncovy mozek.
4.3.4.1 Roztlakova metoda

Postup:
Pfedni a zadni ¢ast vySetfované poloviny mozku byla roztlatena samostatné mezi dvé velka
podlozni skla 7,3 cm x 10 cm a prohlizena ve svételném mikroskopu (zvétseni 100x). Pocty

larev byly zaznamenany a piepocitany na celou testovanou ¢ast mozku.
4.3.4.2 Travici metoda
Pouzité chemikalie: TrypLE (TrypLE Select 10x; gibco; A12177-01), PBS (Roti-Stock 10x
PBS; Roth; R1058.1)
v' Travici roztok: 2x PBS + 5% TrypLE

Postup:
Kazda testovana c¢ast mozku byla samostatné zhomogenizovana v jednorazovém
homogenizatoru (VWRT™ Pestle & microtube; 431-0098) atravena ve sklenéné zkumavce

V travicim roztoku minimalné 2 hodiny pii 37 °C. Natravena tkan byla naslednym dikladnym

17



protfepanim zkumavky mechanicky rozmélnéna. Dolitim 2 ml 2x PBS do zkumavky byl
zastaven proces dalSiho traveni. Natravena tkan sedimentovala na dno zkumavky a byla dale

zpracovavana.

Barveni:
Pro zvyraznéni ¢ervu pro pozorovani pod binokularni lupou byly testovany tfi barveni. Vitalni
barvivo Neutralni ¢erven bylo vybrano jako idealni pro barveni hlistic dle Thomas, da Cunha

Lana (2008). VyzkouSeny byly dalsi dv¢ barviva — Eosin Y a Sudan I11.
1. Barveni Neutralni Cerven

Pouzité chemikalie: Neutralni ¢erven (Neutralni ¢erven; Lachema)

Redéni: Roztok 0,01% Neutralni ¢erveti v dH20
2. Barveni Eosin Y

Pouzité chemikalie: Eosin Y (DiaPath; M00235), 70% ethylalkohol (etOH)
Redéni: 0,1% Eosin Y v 70% etOH

3. Barveni Sudan IIlI.

Pouzité chemikalie: Sudan I11., 95% etOH

Redéni: pro piipravu 100 ml barviciho roztoku bylo 73,5 ml 95% etOH oht4to ve vodni lazni
na teplotu 70 °C, poté bylo piidano 0,5 g prasku barviva Sudan Ill. Nakonec bylo dolito
26,5 ml dH20, ktera méla teplotu 75 —80 °C. Barvivo bylo promichano apied pouzitim

zchlazeno na pokojovou teplotu.

Spole¢ny postup pro vSechna barveni:

Natrdvend mozkova tkai v nafedéném travicim roztoku byla Pasteurovou pipetou piresunuta
na Petriho misku. Poté do ni bylo za pomoci Pasteurovy pipety po kapkach pfidavano barvivo
a lehkym krouzivym pohybem bylo smichano s roztokem. Mira pozadovaného zabarveni byla
kontrolovana pod binokularni lupou. Tento postup byl opakovan az do dosazeni
pozadovaného vysledku. Cely objem natravené tkan€ na Petriho misce byl poté

pod binokularni lupou prohlédnut a byla zaznamenana ptitomnost a pocet cervu.

Po testovani byla vybrana a dale pouzivana jako ptesnéjsi roztlakova metoda.

18



4.3.5 Zalévani vzorka do parafinu

Pouzité chemikalie: 100% etOH, 96% etOH, 70% etOH, xylen, nasyceny roztok parafinu
v xylenu (xylen — parafin), parafin (Paraplast; Leica; 39601006)

Postup:

Nejprve bylo potieba vzorek vyprat z fixaéniho Bouinova roztoku, coz bylo provedeno
pouzitim 70% etOH po dobu alespon 30 min.

Nasledovalo odvodnéni vzorku vzestupnou alkoholovou fadou, pfi¢emz uvedené Casy jsou
minimalni, doba V jednotlivych fazich byla dle potfeby prodlouzena do Gplného vymyti
preparatu od zluté kyseliny pikrové.

v' 70% etOH po dobu 30 minut
70% etOH po dobu 30 minut
96% etOH po dobu 20 minut
96% etOH po dobu 20 minut
96% etOH po dobu 20 minut
100% etOH po dobu 20 minut
100% etOH po dobu 20 minut
100% etOH po dobu 20 minut

AN N N N N

Po odvodnéni byl vzorek pieveden pies xylen do xylen-parafinu. Uvedené c¢asy nebyly

ptekroceny, aby nedoslo k poskozeni tkané.

v Xylen po dobu 15 — 20 minut
v" Xylen po dobu 15 — 20 minut
v Xylen — parafin po dobu 15 minut

Prosycovani parafinem bylo provadéno v inkubatoru pii teplotach mirné nad teplotou tani
parafinu, ktera je 56 °C. Doba druhého prosycovani parafinem byla v pfipadé potieby

prodlouzena ze 3 az na 24 hodin.

v" Parafin po dobu alespon 1 hodiny
v" Parafin po dobu alespon 3 hodin

Pro zaliti vzorku do parafinového blocku byl do silikonové formy nejprve nalit Cisty
roztaveny parafin, nasledné byl prenesen a umistén do parafinu pinzetou mozek a oznacen

pfiloZenym papirovym Stitkem.

19



v’ Zaliti do parafinového blo¢ku a tuhnuti

Ve formé byl cely parafinovy blocek ponechén nékolik hodin k tuhnuti pfi pokojové teploté.
4.3.6 Rezani vzorki

Po zaliti do parafinu byly vzorky nafezany na mikrotomu (Thermo scientific; Finesse
me +) nafezy o tloust’ce 4 um a preneseny na podlozni skla navlh¢ené destilovanou vodou,
nebo do vodni lazn¢ (Vodni lazen WB1; ZENA-R) a z ni nasledné nabrany podloznimi skly.

Po vysuseni vody byly vzorky pfipraveny na barveni.
4.3.7 Barveni histologickych preparatu

Na histologické fezy byly pouzity dvé barvici metody, a to barveni Hematoxylin-eosin
a Luxol fast blue.

4.3.7.1 Barveni Hematoxylin-eosin

Barveni histologickych preparati bylo provadéno barvivem Harrisiv hematoxylin
aEosin.
Pouzité chemikalie: Harrisiv hematoxylin (Sigma-Aldrich; SLBD 9194), Eosin Y (DiaPath;
MO00235), xylén, 100% etOH, 96% etOH denaturovany, 70% etOH, Kanadsky balzam
(ROTH; 8016.2)

Postup:
Natezané vzorky byly zality v parafinu, ktery bylo potieba odstranit pomoci xylenu. Doba

2 minut byla vZzdy dodrZena ptesné.

v" Xylen po dobu 2 minuty
v Xylen po dobu 2 minuty

Vzorek byl poté zavodnén sestupnou alkoholovou fadou a destilovanou vodou.

v' 100% etOH po dobu 1 minuty
v' 96% etOH po dobu 1 minuty
v' 70% etOH po dobu 1 minuty
v dH20 po dobu 2 minuty
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Po zavodnéni vzorku se mohlo pfejit k samotnému barveni, a to nejprve hematoxylinem
a poté eosinem. Mezi barvenim jednotlivymi barvivy bylo potfeba piebytecny hematoxylin
fadn¢ vyplachnout kohoutkovou vodou. Naopak ptrebytecny eosin byl vyplachovan vodou

destilovanou.

v Hematoxylin po dobu 2 minuty
v Vyplachnuti H,0

v" Namaéageni do eosinu 30 vtefin

v" Vyplachnuti dH20 po dobu 2 minuty

v Kratké oplachnuti dH20

Po barveni bylo potfeba vzorek opét odvodnit vzestupnou alkoholovou ftadou, pievést

do xylenu a zalit do kanadského balzamu.

v' 70% etOH po dobu 1 minuty
v" 96% etOH po dobu 1 minuty
v" 100% etOH po dobu 1 minuty
v" Xylen po dobu 1 minuty

v

Zamontovani do kanadského balzamu
4.3.7.2 Barveni Luxol Fast Blue

Barveni bylo provadéno barvivem Luxol Fast Blue a Cresyl fast violet.

Pouzité chemikalie:Luxol Fast Blue (Solvent Blue 38; Sigma-Aldrich; S3382-25G), 0,5%
nebo 1% Cresyl fast violet (Cresyl Violet acetate; Sigma-Aldrich, C5042-10G), roztok
uhli¢itanu lithitého (Lithium carbonate; Sigma-Aldrich; 62470-100G-F), kyselina octova
(Acetic acid 99,8%; Lachner; 10047-A9B), xylen, 100% etOH, 96% etOH, Kanadsky balzam
(ROTH; 8016.2)

Postup:

Nejprve bylo nutné ze vzorkii vyplachnout parafin pomoci xylenu.

v Xylen po dobu 2 minuty
v" Xylen po dobu 2 minuty

Vzorky poté byly ¢astecné zavodnény pouzitim 100% a 96% etOH.

v" 100% etOH po dobu 1 minuty
v" 96% etOH po dobu 1 minuty
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Nasledovalo barveni Luxol Fast Blue, které probihalo ve vodni lazni rozehiaté na 60 °C

po dobu 2 hodin a poté jesté 20 minut mimo vodni lazen, aby vzorky v barvivu vychladly.

v Luxol Fast Blue +5 kapek kyseliny octové po dobu 2 hodin pti 60 °C + 20 minut
chladnuti

Piebyte¢né barvivo bylo potieba oplachnout v destilované vodé
v Oplachnuti dH,0

Vysledné barveni bylo diferenciovano, aby byly obarveny pouze Zadouci struktury ve tkani.
Vzorky byly béhem diferenciace prubézné kontrolovany pod svételnym mikroskopem,
nebyla-li nemyelinizovana tkan dostate¢né odbarvena do bleda, byla diferenciace zopakovana.

Diferenciace byla zastavena oplachnutim vzorki v destilované vodé.

v' Diferenciace v uhli¢itanu lithitém po dobu 5 — 7 minut
v Oplachnuti dH.O

Dobu barveni Cresyl fast violeti bylo nutné dodrzovat presné, aby nedoslo k nedobarveni,
nebo naopak piebarveni tkané. Prebytecné barvivo bylo oplachnuto v destilované vodg,

ale pouze kratce, aby nedochazelo k pfilisnému vymyvani barviva.

v' 0,5% Cresyl fast violet' + 10 kapek kyseliny octové po dobu 1 minuty 30 vtefin,
nebo 1% Cresyl fast violet’ po dobu 10 vtefin
v Oplachnuti v dH20

Po barveni byl vzorek pieveden ptes 100% etOH a xylen a zalit do kanadského balzamu.

v 100% etOH po dobu 30 vtefin
v Xylen po dobu 1 minuty

v' Zamontovani do kanadského balzamu
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5 VYSLEDKY

5.1 Projevy u mySi v pribéhu onemocnéni

Pozorované mysi dlouhodobé nejevily neurologické ptiznaky, ty se zacaly projevovat
s postupujici dobou infekce. Jejich vyskytu vzdy predchdzel nastup fyzickych zmén,
tj. nahrbenost, nacepyiena srst a zhorseni hojeni po odbéru krve.

Neurologické priznaky byly rozdéleny na Sest kategorii podle zaznamenaného projevu
chovani u vSech mysi s jednorazovymi infekcemi i reinfekcemi. Nekteré mysi vykazovaly
pozvolny ndstup neurologickych zmén vramci az nékolika tydnd, ujinych se naopak
piiznaky objevily velmi rychle béhem par dnti. Popsané ptiznaky byly zaznamenany béhem
pozorovani v den (pfipadné béhem nékolika predchozich dni) usmrceni mysi.

Kategorie projevi neurologickych zmén byly vytvofeny nasledovné:

l. Snizend aktivita — do této kategorie byla mys zafazena, vykazovala-li zietelny
utlum aktivity. V nékterych piipadech byla aktivita snizena do takové miry,
ze mys se jiz nebyla schopna skoro pohybovat, neslo ale 0 ochrnuti.

. V odpocinkové poloze vaha pienesena silné vzad — tento jev piedchazel, nebo
se vyskytoval zaroven se ztratou rovnovahy (obrazek ¢. 1).

I1. Ztrata rovnovahy — do této kategorie jsme pocitali mysi S problémy udrzet
rovnovahu a se $patnou koordinaci téla.

IV.  ZhorSend pohyblivost zadnich nohou — ungkterych mysi byla pozorovana
zhorSend hybnost zadnich koncetin v riizné mife, ato jak jednostranné tak
I oboustranné.

V. ZhorSena pohyblivost poloviny téla — v nékterych piipadech mél jedinec jasné
postizenou pouze levou, nebo pravou polovinu téla.

VI.  Toceni v kruhu — jednalo se o jasné patologické neovladatelné chovani, kdy mys
béhala vysokou rychlosti (umozioval-li to jeji stav) v kruhu. Pozorovali jsme
toceni jak doprava, tak i doleva. Vzdy vSak myS$ béhala na jednu stranu po celou

dobou vyskytu této poruchy.

VSechny mysSi Vpozdni fazi infekce byly nahrbené, mély nacepyienou srst

(obrazek ¢. 1) a mely zhorSenou schopnost hojeni ran po odebirani krve z ocasu.
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Obrazek ¢. 1: Mys vykazujici fyzické zmény zpiisobené infekci — nahrbenost, nacepyrend srst a vaha

téla prenesend vzad.
5.1.1 Jednorazova infekce

V tabulce ¢. 1 jsou zaznamenany pozorované neurologické zmény vSech mysi
od 1. do 36. tydne p.i. sjednorazovou infekci. Poprvé se neurologické zmény objevily v 9.
tydnu p.i., a to pouze u jediné mysi. Dalsi mys se zménami se objevila az v 19. tydnu p.i. Cim
vice infekce postupovala, tim Castéji se zmény vyskytovaly, po 30. tydnu byly téméf u vSech
mysi.

Mys, ktera vykazovala neurologické ptiznaky jiz v 9. tydnu p.i. se pii zvednuti za ocas
siln¢ rozrotovavala télo kolem vlastni osy. Pfinésledném polozeni na podlozku nebyla
schopnd tuto rotaci ukoncit samostatné, ale kutalela se az do zastaveni Se 0 pevny objekt.
Tento jev byl pozorovan pouze u této jediné mysi.

Jedna z mysi zpracovanych ve 25. tydnu p.i. (v tabulce uvedena jako druha ze dvou)
vykazovala ndznaky toceni v kruhu smérem doleva, ale v tak nizké mite, kdy jesté nebyla

zatazena do odpovidajici kategorie.
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Tabulka ¢. 1: Neurologické priznaky mysi s jednordzovou infekci Toxocara canis zaznamenané v dobé

usmrceni. Pritomnost neurologickych priznakii oznacena +

Je(iiﬁgiég v S neurologickymi pfiznaky
Doba Bez ng;rz(ﬁ;’fé"ky‘:h | Vodpotinkové ' Zhorsend | oo o
usmreeni- Sm_ze_na })oloze Vaha ) Ztrat:jl p0hyb|’|VOSt S T Todeni
tydny p.i. aktivita | pfenesena silné | rovnovahy zadnich t&la v kruhu
vzad nohou

1 +

3 +

3 +

5 +

6 +

7 +

9 + + + +

9 +

11 +

13 +

15 +

17 +

19 + + +

21 +

23 +

25 + + +

25 + +

28 + +

30 +

31 + + + +

31 + + + +

32 + + + +

32 +

34 +

36 +

5.1.2 Reinfekce

V Tabulce ¢.2 jsou zaznamenany pozorované neurologické zmény mysi
reinfikovanych v 5. tydnu p.i. Poprvé se neurologické piiznaky vyskytly ujediné mysi

v 10. tydnu p.i. Ve 14. tydnu p.i. vykazovala zmény jedina mys. Navic zacinala projevovat

25



naznak béhani v kruhu. Od 15. tydne p.i. byly neurologické zmény zaznamenany u vSech

my$i. Obé dvé mysi v 15. tydnu p.i. mély siln€ snizenou schopnost pohybu, pouze lezely

a pietoceni z polohy na boku do polohy na bficho jim ¢inilo velké problémy.

Tabulka ¢. 2: Neurologické priznaky mysi s casnou reinfekci Toxocara canis zaznamenané v dobé

usmrceni. Pritomnost neurologickych priznakii oznacena +

Casna
reinfekce

Doba
usmrceni-

tydny p.i.

Bez neurologickych
ptiznaka

S neurologickymi pfiznaky

Snizena
aktivita

V odpocinkové
poloze vaha
pfenesena silné
vzad

Ztrata
rovnovahy

Zhorsena
pohyblivost
zadnich
nohou

Ochrnuti
poloviny
téla

Toceni
v kruhu

10

10

12

14

14

15

15

16

Mysi s pozdni reinfekci v 17. tydnu p.i. vykazovaly vSechny toceni v kruhu, ale jelikoz

Slo o prvni zachyty téchto neurologickych ptiznakt, tak az na jednoho jedince (zpracovany

ve 44. tydnu p.i., viz tabulka ¢. 3.) poumiraly. Z téchto mysi nejsou dalsi data.

Tabulka ¢. 3: Neurologické priznaky mysi s pozdni reinfekci Toxocara canis zaznamenané v dobé

usmrceni. Pritomnost neurologickych priznakii oznacena +

Pozdni Il oo
firfie S neurologickymi piiznaky
Doba Bez neurologickych V odpoginkové Zhor$ena Ochrnuti
, pfiznakd Snizena poloze vaha Ztrata pohyblivost i Todeni
usmrceni- S b - . , poloviny
; ; aktivita | pfenesena siln¢ | rovnovahy zadnich N v kruhu
ety o vzad nohou Lk
44 +
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5.2 Produkce specifickych protilatek v pribéhu onemocnéni

Vysetfovana byla séra ziskana jak z prubéznych odbéru, tak z pitev. Metoda byla
optimalizovdna béhem experimentu, ztoho divodu byla pouzitelnd pouze data ziskana

vySetfenim sér z pitev, jejichz mnozstvi bylo dostatecné pro opakované vysetieni.
5.2.1 Jednorazova infekce

Byla testovana séra od 1. do 36. tydne p.i. Jako pozitivni jsme dle stanovené cut off
hodnoty urc¢ili mysi od 3. do 36. tydne p.i.

Vysledky (graf ¢. 1) ukazaly, ze hladina protilatek byla zvySena u vSech infikovanych
mys$i. K naristu dochazelo do 11.tydne p.i. (nejvice do 7. tydne p.i.), poté se hladina
protilatek ustalila. Vyrazné vyssi hladinu protilatek oproti ostatnim méla mys ve 23. tydnu p.i.
Pro vylouceni chyby bylo sérum otestovano opakované na dal§i desticce. Vysledek byl
potvrzen jako spravny.

Mysi s neurologickymi pfiznaky (graf¢. 1, sloupce vyznadeny cervenou barvou)

nevykazovaly vyrazné odliSnou hladinu protilatek viici neurologicky zdravym mySim.

Graf ¢. 1: Narist hladiny protilatek v pritbéhu onemocnéni (relativni hodnota vypocitana jako pomér
namérené absorbance k priumérné absorbanci negativnich kontrol). Mysi s jednorazovou infekci

Toxocara canis. Pritomnost neurologickych priznakii vyznacena cervenou barvou sloupce.

9

8

Cuto
2

Hladina IgG - ndsobky v(ci kontrole

1 3 3 5 6 7 9 9 11 13 15 17 19 21 23 25 25 28 32 34 36
Tydny p.i.
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5.2.2 Reinfekce

Jako pozitivni jsme dle stanovené cut off hodnoty urcili mysi od 8. do 44. tydne p.i.

Séra mysi s ¢asnou ani pozdni reinfekci nevykazovala v priibéhu onemocnéni vyrazny
pokles aninarist, jejich hladina seod pocatku méfeni pohybovala mezi osmi
az desetinasobkem hodnoty pruméru hodnot kontrolnich mysi (graf ¢. 2). Rozdil v imunitni

odpovédi mysi neurologicky zdravych a vykazujicich neurologické piiznaky se neprokazal.

Graf ¢. 2: Narist hladiny protilatek v pritbéhu onemocnéni (relativni hodnota vypocitanad jako pomer
namérené absorbance k primérné absorbanci negativnich kontrol). Mysi s reinfekci Toxocara canis.

Pritomnost neurologickych priznakit vyznacena cervenou barvou sloupce.
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Hladina IgG - ndsobky vici kontrole

Imunitni odpovéd’ reinfikovanych mysi byla prokazatelné vyssi nez odpovéd’ mysi
s jednorazovou infekei. Jedinou vyjimkou byla my$ s jednorazovou infekci ve 23. tydnu p.i.,

jejiz imunitni odpovéd’ dosdhla hodnoty odpovidajici reinfikovanym mysim.
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5.3 Makroskopické hodnoceni jater a sleziny

5.3.1 Jatra

5.3.1.1 Jednorazovda infekce

Granulomy, které se jevily jako drobné bilé noduly ve tkani, byly na jatrech
pozorovany u vétSiny mysi s jednorazovou infekci od 3. do 36. tydne pi. Granulomy byly
pozorovany jak vcelém objemu jater ve vysoké hustoté, tak ijako ojedin€lé noduly
Vv okrajovych ¢astech lalokii organu.

Zjisténé hmotnosti jater mysi od 1. do 36. tydne p.i. zobrazené v grafu ¢. 3 ukazaly,
Ze V porovnani s kontrolou se zvétseni jater nevyskytovalo. Jeding u mysi v 6. tydnu p.i. byla
hmotnost jater vyrazné vys$i nez U mysi kontrolni a u ostatnich infikovanych mysi, tudiz
Ize tvrdit, Ze tato mys trpéla hepatomegalii.

Mysi s neurologickymi ptiznaky mély vétSinou vyrazné nizSi hmotnosti jater nez mys
kontrolni a primérné niz§i hmotnosti jater nezZ mysi bez neurologickych ptiznaki.

Hmotnost jater mysi z 19. tydne p.i. je sice v grafu ¢. 3 uvedena, organ této mysi vSak
byl méfen az n€kolik hodin po smrti narozdil od organt ostatnich mysi, proto je mozné,

ze nizkd hmotnost je zplisobena posmrtnymi zménami a ¢astecnou dehydrataci organu.
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Graf ¢. 3: Hmotnosti jater mysi s jednordzovou infekci Toxocara canis. Pritomnost neurologickych
priznakit vyznacena cervenou barvou sloupce, hodnota kontrolni mysi vyznacena Zlutou barvou

sloupce. I...mys zpracovaina nekolik hodin po smrti
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5.3.1.2 Reinfekce

Granulomy byly najatrech pozorovany u vétSiny mysSi s ¢asnou reinfekci
od 8. do 16. tydne p.i. Granulomy byly stejné jako u mysi s jednorazovou infekci pozorovany
jak v celém objemu jater ve vysoké hustoté, tak i jako ojedinélé noduly v okrajovych ¢astech
lalokti orgénu.

Mys s pozdni reinfekci granulomy na jatrech neméla.

Hmotnosti jater reinfikovanych mysi (8. az 44. tyden p.i.) byly vzdy nizsi
neZ hmotnost jater kontrolni mysi, viz graf €. 4.

Mysi s neurologickymi ptiznaky (jedna ze dvou mysi v 10. a 14. tydnu p.i., mysi v 15.,
a44. tydnu p.i.) mély nizs$i hmotnosti jater nez mysi bez neurologickych ptiznaki s jedinou

vyjimkou mysi v 16. tydnu p.i.
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Graf ¢. 4: Hmotnosti jater mysi reinfikovanych Toxocara canis. Pritomnost neurologickych priznakii

vyznacena Cervenou barvou sloupce, hodnota kontrolni mysi vyznacena zlutou barvou sloupce
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5.3.2 Slezina

5.3.2.1 Jednorazova infekce

U mysi s jednordazovou infekci nebyly pozorovany zadné makroskopické patologie
kromé zmény velikosti organu.

Grafy ¢.5 a 6 zobrazuji hmotnosti a délky slezin umysi s jednordzovou infekci
od 1. do 36. tydne p.i. Nejveétsi slezinu méla mys v 9. tydnu p.i. bez neurologickych ptiznakda.
Velikosti slezin mysi bez neurologickych pfiznakti byly vétsi nez velikosti mysi
s neurologickymi ptiznaky. Hmotnost a délka sleziny mysi ve 30. tydnu p.i. nebyla métena
z diivodu ptitomnosti kozni infekce a predpokladu probihajiciho zanétu, ktery mohl mit vliv

na velikost organu.
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Graf ¢. 5: Hmotnosti slezin mysi s jednordzovou infekci Toxocara canis. Pritomnost neurologickych
priznakit vyznacena cCervenou barvou sloupce, hodnota kontrolni mysi vyznacena zlutou barvou

sloupce. I...mys zpracovaina nékolik hodin po smrti
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Graf ¢. 6: Délka slezin mysi s jednordzovou infekci Toxocara canis. Pritomnost neurologickych

priznakii vyznacena cervenou barvou sloupce, hodnota kontrolni mysi vyznacena zlutou barvou
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5.3.2.2 Reinfekce

U mysi s reinfekei nebyly pozorovany zadné makroskopické patologie kromeé zmény
velikosti organu.

Hmotnosti a délky slezin reinfikovanych mysi od 8. do 44. tydne p.i. jsou zobrazeny
v grafech ¢. 7 a 8. Nejvétsi slezina byla zaznamenana u mysi v 8. tydnu p.i., tato mys nejevila
neurologické piiznaky.

Mysi s neurologickymi pfiznaky mély primérné mensi hmotnost sleziny nez mysi
bez neurologickych piiznakd.

Délka sleziny mysi reinfikované v 17. a zpracované ve 44. tydnu p.i. nebyla zméfena.

Graf'¢. 7: Hmotnosti slezin mysi reinfikovanych Toxocara canis. Pritomnost neurologickych priznakil

vyznacena cervenou barvou sloupce, hodnota kontrolni mysi vyznacena zlutou barvou sloupce
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Graf ¢. 8: Délka slezin mysi reinfikovanych Toxocara canis. Pritomnost neurologickych priznakii

vyznacena Cervenou barvou sloupce, hodnota kontrolni mysi vyznacena Zlutou barvou sloupce
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5.4 Vyskyt Cervii ve vySetfovanych organech

5.4.1 Jatra

5.4.1.1 Jednorazova infekce

Larvy vjatrech byly poprvé nalezeny ve 3.tydnup.i. avyskytovaly se az
do 36. tydne p.i. Jejich pocty se pohybovalv v rozmezi od 6 do 73 kusu, s vyjimkou 1., 3.
(jedna my$ ze dvou testovanych), 31. (jedna my$ ze dvou testovanych) a 32. tydne p.i., kde
7adné larvy nebyly nalezeny, viz graf ¢.9.

Nejvyssi pocet larev byl nalezen umysi zpracované v 34. tydnu p.i. Pocet larev

Vv prubehu infekce kolisal.

Graf ¢.9: Pocet larev Toxocara canis Vv jdatrech mysi s jednordzovou infekci v pozadovanych tydnech.
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5.4.1.2 Reinfekce

Larvy vjatrech byly pfitomny uvSech mysi reinfikovanych v 5. tydnu p.i.
a zpracovavanych od 8. do 16. tydne p.i. Rozsah poctu larev byl od 9 do 378 kust, viz
graf ¢. 10.

Larvy vjatrech mysi reinfikované v 17.tydnu p.i. azpracované ve 44. tydnu p.i.

se vyskytovaly v poctu 11 kusti. Organ byl provéfen 6 roztlakovymi preparaty (obrazek ¢. 2).
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A4

Nejnizsi pocet larev byl zjistén u jedné z mysi zpracované v 10. tydnu p.i. Nejvyssi
pocet larev byl nalezen u mysi zpracované v 8. tydnu p.i., tj. 3 tydny po reinfekci. Pocet larev

S postupujicim prib&hem infekce klesa.

Graf ¢. 10: Pocet larev TOXocara canis v jdatrech reinfikovanych mysi. Pritomnost neurologickych

priznakit vyznacena cervenou barvou sloupce
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Obrazek ¢. 2: Larva Toxocara canis nalezend v jatrech mysi s reinfekci v 8. tydnu p.i. Roztlakovd

metoda. Zvétseni 400 %.
5.4.2 Slezina
U zadné mysi s jednorazovou infekci nebo s reinfekci nebyly larvy ve slezing nalezeny.

5.4.3 Mozek

Pocty larev v mozcich mysi byly zjistovany dvéma metodami — travici a roztlakovou,
u nichz byla porovnavana zachytnost a spolehlivost. Z vysledki se travici metoda ukazala
jako nevhodna, protoze v porovnani s roztlakovou metodou vykazovala niz§i zachytnost.

Pocty byly zjistény u mysi s jednorazovou infekci z 1., 3., 15., 17., 19., 21., 23. a
25. tydne p.i. PoCty uvadéné umysi zpracovanych vyluéné travici metodou (15.
a 17. tyden p.i.) jsou neptesné vzhledem ke zjisténé nizké zachytnosti. Uvadime minimalni
mnozstvi zachycenych Cervi.

Rozsah poctu larev byl od 4 do 246 kus, viz tabulka ¢. 4 a graf ¢. 11.
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Nejnizsi pocet larev byl zjistén u mysi zpracované v 1. tydnu p.i. Nejvyssi pocet larev

byl nalezen u mysi zpracované v 19. tydnu p.i.

Larvy ve tkani byly sto¢ené, nebo se ve tkani pohybovaly, a to jak pomalu, tak i rychle.

Tabulka ¢. 4: Pocet larev Toxocara canis v mozku mysi s jednordzovou infekci.

Doba usmrgeni- Pocet laFeV v pfedni | Pocet lgrev v zadni | Pocet larev v celém Metoda
tydny p.i. ¢asti mozku ¢asti mozku mozku
1 4 0 4 roztlakova
3 58 14 72 roztlakova
15 NA 20 20+ Travici
17 60 NA 60+ Travici
19 162 84 246 travici + roztlakova
21 80 52 132 roztlakova
23 196 48 244 roztlakova
25 106 40 146 roztlakova
Graf ¢ 11: Pocet larev Toxocara canis vmozku mysi s jednordzovou infekci. Pritomnost

neurologickych priznakii vyznacena cervenou barvou sloupce. I...mys zpracovana nékolik hodin po

smrti
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Pocet larev v mozku s postupujicim pribéhem infekce mél stoupajici tendenci.
Larvy nalezené roztlakovou metodou byly na sklicku nachazeny jak samostatné, tak

ve shlucich o nékolika kusech (obrazek ¢. 3).

Obrazek ¢ .3: Larvy Toxocara canis Ve shluku nalezené v mozku mysi s jednordzovou infekci v 19.

tydnu p.i. Roztlakova metoda. Zvétseni 100 x.
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5.5 Histopatologické zmény v mozku

Pii makroskopickém pozorovani se mozky nejevily pozménéné v porovnani s mozkem
kontrolni mys$i. Zaznamenali jsme vSak makroskopické hemorhagie na kiife mozku, ato
pouze u dvou mysi v celém exparimentu, mys s jednorazovou infekci ve 25. tydnu p.i. a mys
s ¢asnou reinfekei v 15. tydnu p.i.

Byly pozorovany patologické zmény ve tkanich, jejich lokalizace a souvislost

s lokalizaci larev. Pozorované histopatologické zmény byly rozdéleny do Sesti kategorii.

l. Nekroza — vzdy byly pozorovany jen lokalni malé nekrotické oblasti se zbytky
tkan¢ (ptiloha ¢. 1 a 2)

. Hemorhagie — krvaceni ve tkani bylo zaznamenano malé lokalni ijako velka
loziska (ptiloha ¢. 3).

1. Zesilené stény cév — do této kategorie byly zafazeny cévy se zesilenym epitelem
(ptiloha ¢. 4).

IV.  Infiltrat kolem cév — byly-li buniky namigrované kolem stén cév (pfiloha ¢.5, 6
a’v).

V. Infiltrat bunék — kategorie, kdy burniky byly nahloucené v tkani (piiloha ¢. 8).

VI.  Angiogeneze — v nékterych ptipadech byly pozorovany cévy v neobvyklé hustoté

a usporadani (pfiloha ¢. 9).

Pocet pozorovanych larev se nafezech lisil, larvy byly na preparatech zachyceny
ojedinéle, nebo naopak ve vysokém mnozstvi az 19 larev na fez.

Cervi byli pozorovéni vzdy v nervové tkani, vyjimeéné v blizkosti velkych cév. Zadné
z pozorovanych posSkozeni se nevyskytovalo v bezprostiedni blizkosti zachycenych larev
(ptiloha ¢. 10 a 11).

Kolem larev nebyla pozorovana demyelinizace (piiloha ¢. 12), anijiné poskozeni
tkang. V preparatech byly zaznamenany neurony, u kterych se chromatin v jadie jevil jako

¢astécné zkondenzovany. Mohlo se jednat o za¢inajici pyknozu jadra (ptiloha ¢. 13).

5.5.1 Jednorazova infekce

V tabulce ¢.5 jsou zaznamenany histopatologické zmény u mysi s jednorazovou

infekci od 1. do 36. tydne p.i.

40



Nejcastéji vyskytujici se zmeénou byla nekroza, kterd nebyla viibec pozorovana pouze
u mysi v3., 5, 7. a28. tydnu p.i. aujedné ze dvou mysi ve 32. tydnu p.i. Naopak zesilené
stény cév nebyly u primarnich infekci pozorovany vibec.

Mys v 19. tydnu p.i. byla zpracovana az n¢kolik hodin po smrti, proto nelze urcit, jestli

nekrotickd tkan vznikla béhem Zivota, nebo az posmrtné.

Tabulka ¢.5: Pozorované histopatologické zmeény mysi s jednordzovou infekci Toxocara canis.

Pritomnost histopatologickych zmén oznacena +

Jecilal;)glilcz:gvé Histopatologické zmény

u§r?1?cb:n§- Nekroza | Hemorhagie sztgz;li%i kg)rlljitrjgv Igillglit Angiogeneze Cervi

tydny p.i.
1 + + +
3 +
5 + + + +
6 + + +
7 + +
9 + + + +
11 + + +
13 + + + +
15 + +
17 + + + +
19 + + +
21 + + + +
23 + + + + +
25 + +
28 +
30 + + +
31 + + +
31 + + + +
32 + + + +
32 + +
34 + + + +
36 + + +

5.5.2 Reinfekce

V tabulce ¢. 6 jsou zaznamenany histopatologické zmény u mysi s ¢asnou reinfekci

od 8. do 16. tydne p.i.
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Nejcastéjsi histopatologickou zménou byla nekroza, kterou neméla pouze mys
v 16. tydnu p.i., a infiltrat bun¢k, ktery nebyl pozorovan pouze u mysi v 15. tydnu p.i. Naopak
angiogeneze nebyla pozorovana u zadné z mysi. Piitomnost larev na fezech byla pozorovana

u vSech mysi kromé mysi v 8. tydnu p.i.

Tabulka ¢. 6: Pozorované histopatologické zmeny mysi s casnou reinfekei Toxocara canis. Pritomnost

histopatologickych zmén oznacena +

re(ijnafsenkie Histopatologické zmény

u,SIIIDIIC‘)Cbean!'- Nekroza Hemorhagie s%ée;gec%i ki?gﬂ:rjév Igf}lgit Angiogeneze Cervi

tydny p.i.
8 + + +
10 + + +
10 + + + + + +
12 + + +
14 + + + + +
15 + + + +
16 + + + + +

U mysi s pozdni reinfekci (tabulka ¢. 7) byla pozorovana nekréza a infiltrat bunék.

Larvy byly ptitomny.

Tabulka ¢. 7: Pozorované histopatologické zmény mysi s pozdni reinfekci Toxocara canis. Pritomnost

histopatologickych zmén oznacena +

Pozdni g B e
e Histopatologické zmény
Doba , | Zesilené | Infiltrat | Infiltrat : .
usmrceni- Nekroza | Hemorhagie N ; : . Angiogeneze Cervi
. ; stény cév kolem cév bunck
tydny p.i.
44 + + +
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6 DISKUZE

Toxokardza je zavazné onemocnéni a i pies relativné nizky pocet zaznamenanych
klinickych ptipadt séroprevalence populace ukazuje, ze setkani se Skrkavkou Toxocara canis
neni ojedin€lé. Vzhledem ke schopnosti napadnout centralni nervovou soustavu a zpusobit
cerebralni toxokarézu s velmi zavaznymi komplikacemi nelze tohoto parazita a jeho vliv
zanedbat. Tato problematika v souvislosti s poSkozenim nervové soustavy ma oblasti,
které zUstavaji neprozkoumany a na které jsme se zamérili i my.

Néami zvolenymi experimentdlnimi zvifaty byly mysi kmene BALB/c. Jedna se
0 imbredni kmen standardné pouzivany k vyzkumu toxokarozy (Hamilton et al., 2006). Mysi
jsou praktické svym snadnym chovem v laboratornich podminkach ve velkém mnozstvi
arychlou reprodukei, coz z nich déla vhodné modelové zvife pro na$ experiment, prestoze
(Willingham, Hurst, 1996), ale naro¢néjsi na chov v laboratornich podminkach.

Peroradlni podéani infekéni davky bylo zvoleno jako zpiisob, ktery nejvice odpovida
pfirozenému zpiisobu ndkazy. Nejcastéji je hostitel (definitivni i paratenicky) nakaZen
pozienim vajicek, ale vyskytuje se i nakaza pozitim larev (z infikovaného masa paratenického
hostitele, Sasmal et al., 2008; Dutraetal., 2014). Pro infekce naSich mys$i byly pouzity
vylihlé L3 larvy. Vyhoda pouziti larev narozdil od vajicek je ta, Ze pfi vypoctu infekéni
davky lIze urcit viabilitu larev. Diky tomu je poté vypocitana infekéni davka presnéjsi,
nez kdyby byla pouzita vajicka, u kterych nelze s takovou piesnosti urcit, jaké procento larev
vylihlych z dlouhodobé kultivovanych vajicek bude zivotaschopnych. Larvy jsou schopny
infikovat hostitele po peroralnim podani bez problému, nebot’ prichod travici soustavou je
¢ast jejich zivotniho cyklu, a to ve dvou ptipadech. Dostanou-li se po télni migraci do tstni
dutiny hostitele ajsou poté spolknuty, anebo jsou-li ve tkani hostitele pozieny dalSim
hostitelem.

Podani pomoci automatické pipety je snadnym a G€¢innym zptisobem podéni infekéni
davky, nebot’ mysi se po vsunuti $picky do Ustni dutiny do Spi¢ky zahryznou a pii pomalém
vypousténi infekéni davky ochotné polykaji. Timto zptisobem podéani navic Ize snadno ohlidat,
zda mys poziela celou infekéni davku.

Nami pouzita infekéni davka byla 1000 larev namys abyla zvolena na zakladée
porovnani publikovanych experimentll. Pfi pozorovani toxokar6ézy zruznych hledisek

(migrace larev do mozku, behavioralni zmény, imunopatologické zmény) pouzili stejné
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infekéni davky i Holland, Cox (2001), Kolbekova et al. (2011b) a Eid et al., (2015). Holland,
Cox (2001) pouzili pti pozorovani behavioralnich zmén i infekéni davky 100 a 3000 vajicek,
pri¢emz se ukazalo, ze davka 3000 vajicek je pfili§ vysoka. Maruyama et al. (1994) infikovali
mysi davkou 200 larev a béhem 120 dni experimentu nepozorovali zadné klinické piiznaky
infekce.

Nami pouzité mnozstvi larev jsme povazovali za dostate¢né, aby larvy byly schopny
piipadné vyvolat neurologické, fyzické i histopatologické zmény u mysi a nebyly okamzité
eliminovany imunitnim systémem. Zaroven toto mnozstvi larev ukazalo migracni cesty
v nami sledovanych organech v ramci naseho experimentu.

Jedna z nasich mysi, ktera nebyla zafazena do hodnoceni, byla infikovana davkou
500 larev. Slouzila jako kontrola, zda i poloviéni davka zpisobi u mysi neurologické zmény
a patologie, nebo ne a pokud ano, tak v jaké mife. Z mysi byly organy zpracovany stejnym
zpusobem jako u mysi v experimentu, tj. krev byla odebrana a zpracovana na zjisténi imunitni
odpovédi, jatra aslezina byly zméfeny a byly zjistény pocty Cervi, mozek byl rozdélen
napoloviny, jedna byla zpracovédna roztlakovou metodou, druhd byla =zafixovéna.
Histologické zpracovani nebylo prozatim uskutecnéno. Jak se ukézalo, tak 1 U této mySi byly
pozorovany neurologické piiznaky, a to ve 29. tydnu p.i.

Vyvstava otazka, zda je mozné, nebo dokonce pravdépodobné, aby se takovouto
infek¢ni davkou nakazil ¢loveék z prostiedi. Z imunologického vySetfeni pacientll nelze zpétné
zjistit, jak velkou infekéni davku lidé s pfitomnosti protilatek v krvi pozieli.

Jedna z variant nakazy je, ze ¢lovék muze byt vystavovan infekci vajicky, ktera
kontaminovala prostfedi. Zvysujici se pocet kocek a psu zijicich s lidmi ve méstech znamena
vyssi nebezpe¢i nakazy lidi vajicky Toxocara spp. (Boldis et al., 2015) Timto zpisobem se
¢loveék nakazi spiSe nizkou infekéni davkou, a to iopakovang, napf. pracuje-li v 1été
s kontaminovanou pidou. Druhou variantou nakazy je jednordzova infekce silnéjsi davkou,
coZ je spiSe neZ pozienim vajicek mozné pozienim tepelné neupraveného infikovaného masa
obsahujiciho L3 larvy.

Pribéh infekce v pfedloZzené diplomové praci byl sledovan u 48 infikovanych
a reinfikovanych mysi od akutni aZ po pozdni chronickou fazi.

Sledovat delsi casovy usek infekce helmintem je pro pochopeni vlivu na hostitele
atim ipro praktickou medicinu dulezité, protoze je-li nakazen, tak se klinické projevy
zpravidla objevuji az po rizné dlouhé dobé av case se mohou ménit. Postupny rozvoj
onemocnéni souvisi s vyvojem, migraci a lokalizaci parazita. V pfipad¢ toxokardzy jsme

predpokladali, ze béhem dostatecné dlouhého obdobi se mohou vyznamné projevit piipadné
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neurologické, fyzické i histopatologické zmény spojené s jednotlivymi fazemi infekce, které
se navic mohou liSit u jednordzovych infekci a reinfekci.

Rzni autofi mysi s toxokarézou pozoruji a zpracovavaji v rozmezi od nékolika hodin
do 150 dnii po infekci. Pfevazné se autofi zamé&fuji na rizné faze infekce, které nepravidelné
charakterizuji. N¢ktefi autofi uskuteciiuji pozorovéani v nékolikadennich intervalech (napf.
Resende et al., 2015 vySetfovali mysi 1., 3., 5. a 7. den p.i., Kolbekova et al., 2011a sledovali
mys$i od 6 hodin p.i. az do 17. dne p.i., tj. do 2. tydne p.i.). Jini autoii naopak pozoruji postup
toxokardzy s velkymi Casovymi odstupy (napt. Eid etal., 2015 zpracovavali mysi v 2., 5.
a12. tydnu p.i., Corréaetal., 2014 pozorovali mysi v 5., 10. a 20. tydnu p.i.). Pozorovani
dlouhodobych infekci bylo provedeno vrozmezi od 14. tydne p.i. (Janecek et al., 2014),
ptes 17. tyden p.i. (Maruyamaetal.,, 1994) a20.tydenp.i. (Corréaetal., 2014) az
po nejpozdéjsi 21. tyden p.i. (Heuer et al., 2015), vzdy se ale jednalo o ojedinéla pozorovani.
Doposud zadny publikovany experiment popisujici histopalogické a neurologické zmény
nepokryl kompletné rozmezi doby infekce tak, jak jsou pokryty v piedlozené diplomové praci.
Pro vétSinu publikovanych experimentll je standartni jednorazova infekce. Nasim cilem
pfi pouziti jednorazovych infekci ireinfekci bylo zjistit, zda ajaké jsou rozdily
u opakovaného vystaveni hostitele larvam po urcité dobé, kdy larvy zprvni davky jiz
podstoupily télni migraci a télo hostitele mélo ¢as na né dostate¢né zareagovat, a tim se
ptipadné chovat jinak po infekci druhou davkou larev.

Nas experiment pokryval ujednorazovych infekci 1. az36.tyden v jedno
a dvoutydennich intervalech, sjednim tfitydennim intervalem mezi 25. a 28. tydnem p.i.
U casnych reinfekci byl interval sledovani vyskytu toxokardézy od 8. do 16. tydne p.i.
U pozdni reinfekce byl zachycen pouze jeden okamzik infekce, a to 44. tyden p.i.

Jako zplisob usmrceni v poZadované fazi po infekci byla zvolena cervikélni dislokace.
Dalsi variantou zpracovani tkani je perfuze. Spocivd v nahrazeni krve hluboce uspanych
zvitat nejprve fyziologickym roztokem a poté fixazi. Tento zptisob vSak pro nase ucely nebyl
vhodny, protoze Toxocara canis je parazit s nejvétsi pravdépodobnosti migrujici do mozku
pomoci cévni soustavy. Jednim z naSich cilli bylo pozorovat lokalizaci Cervi, tudiZz jsme
potiebovali zachovat jejich piivodni loklizaci ve vnitinich organech, a ta by mohla byt perfuzi
naruSena. Pfi cervikalni dislokaci nedochédzi béhem procesu k mechanickému poskozeni nami
vysetfovanych organu (mozek, jatra, slezina). Problém, ktery mohl vzniknout touto metodou
usmrceni je pfitomnost vakuolizace mozkové tkan€ zjist€éna na nckterych histologickych
preparatech. Nejsme si jisti, zda tento nalez opravdu vznikl pravé zplisobem usmrceni,

ale preventivné nebyl zafazen do vysledku.
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Byt’ jsme Cervy nachazeli voln¢ v mozkové tkani v okoli velkych cév, neni vylouceno,
ze n¢ktefi byli situovani v drobnych kapilarach, jejichz epitel nemusi byt pod svételnym
mikroskopem vidét (Doc. Jirkovska, CSc., Ustav histologie a embryologie, 1.LF UK v Praze,
prosinec 2015, osobni sd€leni).

Pted usmrcenim byly mysi pravidelné monitorovany. Zajimal nas primarn€ rozvoj
poruch naznacujici poSkozeni centralni nervové soustavy. Doposud publikované experimenty
snazici se objasnit dasledky pfitomnosti larev v centralni nervové soustavé jsou spiSe nez
na neurologické projevy zameétfeny na behavioralni zmény, jako chovani infikované mysi
ve volném prostoru, CiSténi kozichu, reakce na nové podnéty, socialni chovani a poruchy
paméti (Cox, Holland, 1998; Holland, Cox, 2001; Hamilton et al., 2006).

Neurologické problémy byly zaznamendany spiSe jako ndhodné pozorovany jev v rdmci
rozsahlych behavioralnich studii a neni jim v€novana dostate¢na pozornost, napt. Heuer et al.
(2015) v prub&hu experimentu mysi kvili vyskytu vaznych neurologickych problému usmrtil
a pro svoje ucely snizil infekéni davku, aby se tak silnému rozvoji neurologickych ptiznaki
vyhnul. Sporadicky pozorované neurologické projevy zahrnuji napf. Spatnou koordinaci
pohybtli, problémy s udrzenim rovnovahy, ochrnuti poloviny téla nebo zadnich koncetin,
oslabené koncetiny a pohyb v kruhu (Heuer et al., 2015). Hamilton et al. (2006) pozorovali
ztratu rovnovahy a koordina¢ni obtize. Janecek etal. (2014) pozorovali umysi balan¢ni
problémy a snizenou agresi. U piskomild Akao et al. (2003) pozorovali houpavou chizi
a problémy s balanci, pohyb v kruhu jednim smérem, problém s udrzenim hlavy v pfirozené
pozici, ochrnuti zadnich nohou a nechtény tnik moci zvitat.

My jsme pozorovali patologické neurologické zmény bez provadéni behavioralnich
testll, sledovali jsme jejich nastup a rozvoj v Case a hledali souvislost pozorovanych zmén
S histopatologickym nalezem postizenych myS$i. Zaznamenali jsme vyskyt vétSiny
neurologickych problému, které pozorovali i vyse zminéni autofi. Na rozdil od pozorovani
Akaa et al. (2003; které ale provadél na piskomilech) nase mysi nevykazovaly problémy
s udrzenim hlavy v ptirozené pozici, ani inik mo¢i.

U mysi sjednorazovou infekci se pfiznaky poprvé objevily v 9. tydnu p.i.
Do 23. tydne p.i. Se neurologické ptiznaky objevily pouze u dvou mysi, v 9. a 19. tydnu p.i.
Od 23. tydne p.i. az do ukonéeni experimentu V 36.tydnu p.i. se neurologické ptiznaky
vyskytovaly téméf u vSech mysi. NejCastéji pozorovany neurologicky piiznak byla ztrata
rovnovahy (zaznamenali ji i Akao et al., 2003; Hamilton et al., 2006 a Heuer et al., 2015),
naopak nejméné pozorovany priznak bylo ochrnuti poloviny téla (pozorovali i Heuer et al.,

2015), které se projevilo pouze umysi v 9. tydnu p.i. Tato my$ navic jako jedind v celém
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experimentu po zvednuti z podlozky za ocas roztacela nekontrolovatelné své télo kolem
vlastni osy. Teoreticky by tento patologicky projev mohl byt podobny s problémy
infikovanych piskomili udrzet hlavu v pfirozené pozici (Akao et al., 2003).

Mysi s reinfekci vykazovaly od 15. tydne p.i. neurologické pfiznaky vSechny. Do této
doby se pfiznaky objevily ujedné mysi v 10. ajedné ve 14.tydnu p.i. NejcastéjSim
neurologickym projevem byla zhorSend pohyblivost. Nejméné Cast¢ zmény byly dvé —
zhorSena pohyblivost zadnich nohou a ochrnuti poloviny téla. Ob¢ tyto zmény se vyskytly
pouze U jediné mysi ve 14. tydnu p.i.

Béhani v kruhu, které se vyskytovalo u jednorazovych infekei i reinfekei bylo u vSech
mysi zfetelné neovladatelné. Dana mys se po celou dobu projevu této neurologické zmény
tocila jen jednim smérem. Nezaznamenali jsme vyznamné pievladajici vyskyt jednoho sméru
u riiznych mysi.

Fyzické zmény pozorované na mysich, konkrétné naCepyfena srst, nahrbeny hibet
a zhorSené hojeni ocasu po odbéru krve bylo nejpravdépodobnéji zplisobeno postupnym
vyCerpavanim organismu v disledku dlouhotrvajici infekce. Tyto fyzické zmény byly
zpocatku vzdy nenapadné a nastupovaly pozvolna.

Nami infikovana my$ davkou 500 larev vykazovala stejné fyzické (nacepyiena srst,
nahrbenost, zhorSené hojeni ocasu po odbéru krve) ineurologické zmény. Neurologické
potize se uni projevily v 29. tydnu p.i. Konkrétné¢ mys trpéla ztratou rovnovahy. Tim se
potvrdilo, Ze k vyskytu stejnych neurologickych ptiznaki sta¢i i polovi¢ni infekéni davka.

Pro detekci protilatek v mySim séru jsme pouzili metodu neptiméd ELISA (zkratka
z Enzyme-linked  immunosorbent assay). Jedna se ojednu  z nejpouzivanéjSich
imunologickych metod, jejiz princip spociva v interakci antigenu a protilatky a nasledném
zvyraznéni vazby zménou substratu na barevny produkt za katalyzy enzymu. Tato analyticka
metoda nam poskytla informaci o pfitomnosti a mnoZstvi specifickych IgG protilatek
proti parazitovi v mySim séru. Nevyhoda méfeni hladiny specifickych protilatek je
neschopnost z namétenych hodnot urcit fazi infekce (Boldis et al., 2015). Prub¢h protilatkové
odpovédi umysi larvalni toxokardzy byl jiz detailné prostudovan, napi. Kolbekova et al.
(2011b) zaznamenali narGst IgG protilatek umysi od 2. do 16. tydne p.i. jak u mysi
s jednorazovou infekci, tak 1reinfekci, pfi€emZ hodnoty reinfikovanych mysi byly oproti
myS$im s jednorazovou infekci ve stejném Case prokazatelné vyssi. Lescano et al. (2012; 2015)
m¢fil hladiny 1gG protilatek od 23. Nardst zaznamenaval do 90. dne p.i. a poté do 120. dne p.i.
nasledoval lehky pokles. Schoenardie et al. (2014) zaznamenali nartGstani IgG protilatek
od 15. do 90. dne p.i., do 105. dne p.i. doslo poté k lehkému poklesu hladiny IgG.
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Nasi snahou bylo pomoci detekce hladiny IgG protilatek dokreslit celkovy pribéh
infekce, ovéfit Gspésnost infekce jesté pred usmrcenim mysi a zjistit, zda napiiklad zvysena
hladina protilatek v krvi koreluje s pfitomnosti neurologickych ptiznakti u mysi.

Za cut off hodnotu pro stanoveni pozitivity mysi jsme zvolili hodnotu dvojnasobnou
a vyssi ku priméru hodnot kontrolnich mysi dle metodiky Kolbekové et al. (2011b). Pozitivni
U jednorazovych infekci byly vSechny mysi od 3. do 36. tydne. U reinfekci byly pozitivni
vSechny vySetfované mysi, ale sila imunitni odpovédi byla nékolikanasobné vyssi nez
U jednorazové infikovanych mysi. Primérna odpovéd’ mysi s jednorazovou infekci 1000 larev
byla 5,6x vy$§i nez hodnoty naméfené u kontrolni neifikované mysi. Primér imunitni
odpovédi mysi od 11. tydne p.i., kdy se odpovéd’ zacala zdat ustalena do 36. tydne p.i. byla
6,5% vys$$i nez hodnoty kontrolni mysi. Priimérna imunitni odpovéd’ mysi reinfikovanych
od 8. do 44. tydne p.i. byla 8,9x vys§i nez hodnoty kontrolnich mysi. Z vysledkd je vidét,
Ze dvojnasobna infekéni davka vyvolala siln€j§i imunitni odpovéd’, ne vSak uUmérné,
tj. dvojnasobné silnou.

Imunitni odpovéd” mysi s davkou 500 larev byla ve 29. tydnu p.i. 9% vyssi nez hodnoty
kontrolnich mysi.

U jednorazovych infekci dochazelo od 1.do 11. tydne p.i. K pozvolnému nartstu
hladiny protilatek, kterd se Casem ustalila. Infekéni davka 1000 larev zajistila, ze zivé larvy
byly pfitomny v organech béhem celé doby infekce (potvrzeno roztlakovymi preparaty), tudiz
pfedpokladdme, Ze imunitni systém reagoval najejich  pfitomnost. S nejveétsi
pravdépodobnosti by v pfipadé¢ thynu vSech larev v organismu mysi imunitni odpoveéd’
S postupujicim Casem slabla, ptestoze Lescano et al. (2015) u infikovanych mysi po oSetieni
antihelmintiky pozorovali narist hladiny 1gG protilatek. To vysvétluje jako reakcei na uvolnéni
antigenl z kutikuly uhynulych larev. U reinfikovanych mysi byly protilatky v sérech méfeny
az od 8. tydne p.i. Hladina zmétenych protilatek u reinfikovanych mysi byla stabilni od 8. az
po 44. tyden p.i.

Nebyly zjistény zadné rozdily v hladinach protilatek mysi s neurologickymi ptiznaky
a bez nich. Tim se ukazalo, Ze pfitomnost neurologickych pfiznakii v nasSich experimentech
nesouvisela se silou protildtkové imunitni odpovedi nasich mysi.

Pii toxokar6ze se mohou vyskytovat zvétSena jatra a slezina (Baldisserotto et al.,
1999).

Optickd kontrola a méfeni cerstvé vyjmutych jater a sleziny odhalila pfipadné

makroskopické patologické problémy mysi zpisobené migraci larev télem.
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Béhem naseho experimentu nebyly mysi vazeny, proto nebylo s jistotou mozné zjistit
z poméru celkové hmotnosti a hmotnosti jednotlivych organt (jatra a slezina) jejich ptipadné
zvétSeni. Hmotnosti organt infikovanych mysi byly porovnavany s organy kontrolni mysi.
U zadné z mysi v celém experimentu (az na jednu vyjimku, mys v 6. tydnu p.i.) nevykazovaly
zvétSeni organu proti kontrole.

Mysi s neurologickymi ptiznaky mély vSeobecné hmotnost organti nizs$i nez mysi
bez neurologickych pfiznakd, coz bylo snejvétsi pravdépodobnosti zpluisobeno vyS$im
vycerpanim a podvyzivou.

Hmotnost orgéni mysi s infekéni davkou 500 larev nebyla vyrazné odlisna
od hmotnosti organi mysi s infekéni davkou 1000 larev, ani se vyrazn¢ nelisila od hmotnosti
organu kontrolni neinfikované mysi. Vzhledem k tomu, ze hmotnost organti kontrolni mysi
byla vétsi nez U této infikované mysi, Ize predpokladat, Ze mys hepatosplenomegalii netrpéla.

Pfitomnost larev byla zji§tovana v jatrech a v mozku. Larvy zachyceny v jatrech byly
zivé 1 mrtvé (v granulomech), larvy zachyceny v mozku byly vzdy zivé. Rozdily mezi larvami
z téchto dvou orgdni byly pozorovany i v jejich pohyblivosti. Larvy zachycené v jatrech byly
stocené, nebo se velmi pomalu a obtizné pohybovaly tkani. Larvy zachycené v mozku byly
stoené, nebo se pohybovaly rychleji nez v jatrech arychle ménily svou lokalizaci
naroztlakovém preparatu (aktivni pohyb mozkouvou tkani wularev Toxocara canis
zaznamenali i Othmanetal., 2010). Jednoznaéné¢ vykazovaly vétsi Zivotaschopnost
v mozkové tkani v porovnani s tkani jaterni.

Larvy se vyskytovaly umysi jednorazové infikovanych iumysi reinfikovanych.
Uvadéné pocty larev zroztlakovych preparati provadénych z jater byly v porovnani
s roztlakovymi preparaty z mozku méné validni, protoze bylo z jater vySetfeno pouze 4,8 —
17,8 % organu. Roztlakovou metodou mozkové tkané jsme vysettili 50 % organu.

Vyrazné vyss§i pocty larev v jatrech byly umysi reinfikovanych. V mozku nebyly
pocty u reinfikovanych mysi zjiStovany.

Z roztlaki v mozku bylo zjisténo, ze larvy se v organu vyskytuji ve shlucich. Je
pravdépodobné, ze larvy jsou ve shlucich i v ostatnich organech, vcetné jater. To muze byt
divod, proc¢ se pocty larev v jatrech tak lisily (z 10 roztlaki mohly byt zachyceny mista
bez ¢ervii a naopak Cervi mohli byt v jiné ¢asti organt). Roztlakova metoda je doplikovou
metodou, kterd ma dokreslit pribéh infekce v té€le mysi. Piesngjsi by vSak bylo délat roztlak
celého organu, prave kvili zjisténi, ze Cervi se vyskytuji ve shlucich.

Larvy ve shlucich v mozkové tkani pozorovali i Kolbekova et al. (2011b), kteti navic

zjistili, Ze vyssi pocet larev v mozku je nachazen u mysi reinfikovanych (2x 1000 larev/ mys,
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reinfekce v 3. tydnu p.i.), nez u mysi s jednorazovou infekci (1000 larev/mys). Dle vysledkd,
které ukazuji, ze pocet larev v mozcich mysi s reinfekci byl po stejné dlouhé dobé po infekci
vyrazné vice nez dvojndsobny v porovnani s poCty larev z mozka mysi s jednorazovou infekci
Ize usuzovat, ze se nejednalo pouze o nartst zpisobeny zdvojnasobenim poctu larev v téle
hostitele. Prvni infekéni davka zjevné ovlivnila t€lo hostitele, takze larvy z druhé infekéni
davky ve vétsim mnozstvi namigrovaly do mozku.

Na histologickych preparatech se nami pozorovany pocet larev liSil. Larvy byly
pozorovany jako jednotlivci nebo ve shlucich v relativné vysokém mnozstvi az 19 larev/fez.
To potvrzuje naSe pozorovani z roztlakovych preparat, kde se Cervi téz vyskytovali jak
jednotlive, tak ve skupinach. Muzeme tedy vyloucit vznik shlukd cervi v roztlakovych
preparatech vlivem komprese tkang¢.

Vyskyt skupin ¢ervii mize byt zpusoben tim, ze ¢ervi béhem migrace obé¢hovym
systémem penetruji cévu. V misté penetrace je céva narusena, a tim je toto misto nejsnazsSim
vstupem pro dalsi ¢ervy. Tim dojde k vytvoreni shluku larev v téchto mistech. Dalsi moznou
hypotézou je, Ze Cervi se navzajem atrahuji, anebo jsou atrahovani gradientem néjaké
molekuly, a proto vytvati skupiny. Ke shlukovani ¢ervii mtize dochazet v mistech, ktera jsou
pro n¢ nutricn¢ vhodna nebo v mistech, kde struktura tkané¢ umoziuje snazsi pohyb larvam
a proto zde dochazi k jejich akumulaci.

Shluky larev zjisténé histologicky byly nachazeny zejména v oblasti mozku, ktera byla
dle atlasu mozku (Keith, Paxinos, 2008) ur¢ena jako internale capsule. Tato oblast mozkové
bilé hmoty je tvofena z vlaken, ktera souvisi s pifenosem informaci o pohybu. Poskozeni
riznych ¢asti této oblasti mozku mize vést k riznym porucham, ato k ochablosti rukou
a obliceje, k ataxii, nebo k poskozeni paméti ¢loveéka (Sullivan et al., 2010). U mysi bylo
pfi nakazach toxokarou doposud pozorovano jak poskozeni paméti (Holland, Cox, 2001;
Hamilton et al., 2006), tak ataxie. V nasem experimentu mysi téz vykazovaly ataxii
a ochablost az ochrnuti zadnich koncetin, naopak ochablost ptednich koncetin pozorovana
nebyla. Pozorovani ptipadné¢ho poskozeni paméti provedeno nebylo, takze nelze urcit, zda se
u nasich mysi poruchy paméti vyskytovaly.

Pted pouzitim roztlakové metody jsme pouzili metodu travici. Tato metoda nesniZzuje
zivotaschopnost larev. Narazili jsme na problém zviditelnéni larev pro uréeni jejich mnoZzstvi.
Vyzkouseny byly tfi barveni, ani jedno vSak nebylo dostatecné efektivni k presnému spocitani
vsech larev. Barveni neutralni Cerveni je sice vitalni a larvy v malém mnozstvi nezabije,
nepovedlo se nam vsak larvy timto barvenim zviditelnit. Dle ¢lanku Thomase, da Cunha Lana

(2008) bylo pouzito na barveni hlistic. Doslo k obarveni pouze zbytkl natravené okolni tkané
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a larvy nebyly obarveny. Sudan I1l. a Eosin Y nejsou vitalnimi barvenimi, takze larvy zabiji.
Presto ani pomoci téchto barveni se nam nepodafilo larvy zviditelnit.

Béhem pripravy histologickych preparati mohou vznikat zmény ve tkani v disledku
zpracovani, tzv. artefakty, které poté mohou vést ke Spatné interpretaci pozorovani. Béhem
mikroskopovani vzorku je proto nutné brat v ivahu vyskyt takovychto zmén (Chatterjee,
2014).

Artefakty mohou vznikat béhem rtznych Casti procesu zpracovani tkan€, v nasem
ptipadé napiiklad béhem vyjimani mozku pomoci pinzety, kdy i mensi komprese muze vést
K roztrhnuti tkané. Dalsi nebezpeCi skytd kontaminace b&hem fixace, naptiklad spdérami.
Casty problém jsou artefakty zptsobené mikrotomem, jako nerovnomérna tloustka fezu,
krabaceni fezu, piipadné potrhani fezu a mnoho dalSich (Chatterjee, 2014). Na kazdém fezu
bylo proto zvazovano, zda nejde o artefakt a vSechny pochybné zmény byly ze zavéru
hodnoceni vylouceny.

Natezech jsme v nékterych piipadech pozorovali artefakty jednoznacné, jako
zvrasnéni tkané, zbytky Spatné vyplachnutého barviva, nebo roztrzeni fezu béhem ftezani
na mikrotomu. Zaroven jsme pozorovali artefakty hlfe rozpoznatelné, jako rozvolnénd tkan
v disledku fezani, kterd v urcitych situacich mohla byt chybné zaménovana s nekroézou tkang.
Béhem mikroskopovani se na fezech dale vyskytovaly rozsahlé hemorhagie pod plenami,
které mohly byt disledkem zpusobu vyjmuti mozku z lebky (jednalo se o relativné velka
loziska, kterd vS§ak bc&hem makroskopického vySetfovani po pitvé nebyla zaznamenana),
nebo vakuolizace na nékterych fezech, ktera zase mohla byt zptisobena zplisobem usmrceni
mysi. Tyto tfi vyjmenované zmény proto nebyly pocitany do histopatologickych poSkozeni
zpusobenych infekei toxokarami.

Maruyama et al. (1994) nepozorovali zadné histologické zmény u mysi s davkou
200 larev, ani zadné zapalové reakce kolem larev v mozku. Othmanetal. (2010) u mysi
s infek¢éni davkou 1000 vajicek taktéZ nezaznamenali zadnou zapalovou reakci kolem larev
v mozku. Kolbekova et al. (2011a) pozorovali pouze piitomnost ¢ervil v bilé hmoté mozku
bez zapalovych reakci (infekéni davka 1000 larev). Makroskopické i histopatologické zmény
u mysi pozorovali Janecek et al. (2014). Histopatologické vysetfeni mozku ukazalo poskozeni
tkan¢ (mysi s infekéni davkou 2000 vaji¢ek), nejintenzivnéjsi 98. den p.i. Pozorované zmény
autorka popisuje jako meéknuti a odumieni tkané (malacia), nahlouceni aktivovanych
mikroglii a demyelinizaci, nateklé axony (spheroid), poSkozeni axond. Eidetal. (2015)
pfi histopatologickém vySetfeni mozk mysi infikovanych 1000 vajicky nepozorovali kolem

cervi zadnou zapalovou reakci. Heuer etal. (2015) pozorovali umysi (infekéni davka

51



2000 vajic¢ek) spheroidy naznacujici poSkozeni axond s nahloucenymi krystaly cholesterolu,
ohniskové nekrozy a lokalni demyelinizace. Resende et al. (2015) nalezli v mysich (infek¢ni
davka 1000 vaji¢ek na my$) mozcich lokalni hemorhagie.

V naSem pozorovani jsme zaznamenali ojedin€ély vyskyt patologickych
hemorhagickych lozisek na klite mozku, ktera byla zietelnd uz béhem pitvy. Tyto nalezy
krvaceni odpovidaji pozorovani Janecek et al. (2014, hemorhagie na mozkové kuie), pouze
nami pozorované hemorhagie byly mnohem mensiho rozméru a byly pozorovany ojedinéle.
Nase infek¢éni davka byla polovi¢ni. Je tedy mozné, Ze zavaznost makroskopickych zmén
na mozkové tkani souvisi s velikosti infek¢ni davky.

Kolem larev jsme nepozorovali Zadnou zapalovou reakce. Toto pozorovani souhlasi
s nalezy vSech vySe zminénych autort.

Némi nejcastéji pozorované histopatologické poskozeni mozkové tkan€ byla nekroza.
Nekroticka loziska a odumirani tkané pozorovali i Janecek et al. (2014) a Heuer et al. (2015).
Loziskové hemorhagie ve tkani, které jsme zaznamenali, pozorovali Resende et al. (2015).
Infiltraty bunék zminuji Janecek et al. (2014). Zesilené stény cév zadny z autorti nepozoroval.
Stejné tak ani perivaskularni infiltraty, angiogenezi nebo zkondenzovany chromatin v jadrech
neuronll. My jsme naopak na rozdil od pozorovani Janecek et al. (2014) a Heuer et al. (2015)
nezaznamenali ani demyelinizaci tkan¢ ani nateklé ¢i jinak poSkozené axony neuront.

Nase nalezy spole¢né s pozorovanim ostatnich autorti jasné dokazuje, Ze V mozcich
my$i s toxokar6zou dochazi k makroskopickym i mikroskopickym patologickym zménam.
Janecek et al. (2014) navrhuje hypotézu, ze mikroskopické hemorhagické 1éze mohou byt
zpusobeny larvami penetrujicimi artérie v kiife mozku.

Mikroskopické nalezy ukazaly ptitomnost larev, kolem kterych se ale nevytvati zadna
zanétliva reakce. Eid et al. (2015) navrhuji hypotézu, Ze absence infiltratd zapalovych bunék
kolem larev mize byt zpisobena tim, ze larvy mimetuji hostitelské antigeny a unikaji
pozornosti imunitniho systému hostitele. Dal$i variantou je, Ze nervova tkan inhibuje vznik
zapalu kvuli vlastni ochrané. Larvy dokazi obménit sviij povrch s navazanymi bunikami
¢i protilatkami a tim se vyhnout utoku imunitniho systému hostitele (Maizels, 2013). Zbytky
kutikuly ve tkani mohou stimulovat ptipadné zapalové reakce.

Vznik patologickych poskozeni v mozku a jejich ptesny dopad na hostitele zistava
stale dostatecné¢ neobjasnén. Vyskyt neurologickych ptiznakti v pozdnich fazich infekce

ukazuje na dlouhodobé pozvolné ptisobeni parazita na hostitele.
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[ ZAVER

Cilem této prace bylo charakterizovat cerebralni formu larvalni toxokar6zy v raznych
fazich infekce u mysi s jednorazovou infekci i u mysi reinfikovanych.

Nase pozorovani potvrdilo, ze toxokardza je doprovazena neurologickymi piiznaky,
které se zacinaji objevovat s postupem doby v pozdnich fazich infekce bez ohledu na jeji typ.
Poprvé byly tyto pfiznaky zaznamenany 9 tydnii po infekci a cetnost jejich vyskytu se
postupné navysovala.

VySetfenim organii, konkrétn¢ jater, sleziny a mozku jsme se ujistili, ze larvy
Toxocara canis podstupuji t€lni migraci a putuji do mozku svého paratenického hostitele.
Poéty Cervl zjisténé u mysi s jednorazovou infekei ukazaly, ze k akumulaci larev v mozku
dochazelo do 19. tydne po infekci, kdy pocet larev dosahl maxima. Nebyla prokazana
pozitivni korelace mezi mnozstvim larev v mozku a pfitomnosti neurologickych piiznakd.
Pritomnost neurologickych pfiznakd nema souvislost ani se specifickou imunitni odpovédi
mySsiho hostitele. Zjistili jsme ale, ze larvy byly €asto akumulovany v oblasti mozku, kteréd
ovliviiyje jak pohyb, tak i pamét’.

Kolem larev ve tkani nebylo nalezeno zadné viditelné poranéni ani zapalova reakce.
V mozcich vsak byly zjistény patologické zmény a poskozeni u vSech mysi bez zavislosti na
fazi a typu infekce. Jednalo se o lokélni nekr6zy, hemorhagie, zesilené stény cév, infiltraty
bunék v tkani 1 kolem cév a abnormalni angiogeneze. Nékteré neurony mély kondenzovany
chromatin.

Pfitomnost a pasobeni larev v mozku experimentalnich zvitat jednozna¢né zpusobuje
paratenickému hostiteli poSkozeni, které sti v nastup neurologickych ptiznakli a zhorSovani
celkového stavu. Tento proces je pozvolny, ale mé fatdlni nasledky. Je zndmo, Ze
séroprevalence u lidi je vysoka, ale otdzkou zlstava, do jaké miry je nase populace timto

parazitem ovlivnéna, a je proto je potreba proniknout do hloubky této problematiky.
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O PRILOHY

Seznam pfiloh:

Piiloha ¢.

Piiloha ¢.

Piiloha ¢.

Piiloha ¢.

Piiloha ¢.

Piiloha ¢.

Piiloha ¢.

Piiloha ¢.

Piiloha ¢.

Piiloha ¢.

Piiloha ¢.

Ptiloha €.

Piiloha ¢.

1: Mikrofotografie ze svételného mikroskopu. Mys. 10. tyden p.i. Mozek.
2: Mikrofotografie ze svételného mikroskopu. Mys. 13. tyden p.i. Mozek.
3: Mikrofotografie ze svételného mikroskopu. Mys. 10. tyden p.i. Mozek.
4. Mikrofotografie ze svételného mikroskopu. Mys. 15. tyden p.i. Mozek.
5: Mikrofotografie ze svételného mikroskopu. Mys. 16. tyden p.i. Mozek.
6: Mikrofotografie ze svételného mikroskopu. Mys. 13. tyden p.i. Mozek.
7: Mikrofotografie ze svételného mikroskopu. Mys. 16. tyden p.i. Mozek.
8: Mikrofotografie ze svételného mikroskopu. Mys. 17. tyden p.i. Mozek.
9: Mikrofotografie ze svételného mikroskopu. Mys. 31. tyden p.i. Mozek.
10: Mikrofotografie ze svételného mikroskopu. Mys. 10. tyden p.i. Mozek.
11: Mikrofotografie ze svételného mikroskopu. Mys. 14. tyden p.i. Mozek.
12: Mikrofotografie ze svételného mikroskopu. Mys. 25. tyden p.i. Mozek.

13: Mikrofotografie ze svételného mikroskopu. Mys. 25. tyden p.i. Mozek.
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Priloha ¢. 1. Mys s jednorazovou infekci Toxocara canis v 10. tydnu p.i. Mozek. Nekroza.

Luxol fast blue. Zvétseni 100x. Rez 4 um. Poskozeni thané oznaceno Sipkou
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Priloha ¢. 2. Mys s jednorazovou infekci Toxocara canis v 13. tydnu p.i. Mozek. Nekroza.

Hematoxylin-eosin. Zvétseni 1000%. Rez 4 um. Poskozent tkdané oznaceno Sipkou
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Priloha ¢. 3: Mys s reinfekci Toxocara canis v 10. tydnu p.i. Mozek. Hemorhagie v mozecku.

Hematoxylin-eosin. Zvétseni 200 x. Rez 4 um. Poskozeni tkané oznaceno Sipkou
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Priloha ¢. 4: Mys s reinfekci Toxocara canis v 15. tydnu p.i. Mozek. Céva se zesilenou sténou.

Hematoxylin-eosin. Zvétseni 1000%. Rez 4 um. Céva oznacena Sipkou
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Priloha ¢. 5. Mys s reinfekci Toxocara canis v 16. tydnu p.i. Mozek. Infiltrat kolem cévy.

Hematoxylin-eosin. Zvétseni 400%. Rez 4 um. Infiltrdt oznacen Sipkou
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Priloha ¢. 6. Mys s jednordzovou infekci Toxocara canis v 13. tydnu p.i. Mozek. Infiltrat

kolem cévy. Hematoxylin-eosin. Zvétseni 1000%. Rez 4 um. Infiltrdt oznacen Sipkou
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Priloha ¢. 7: Mys s reinfekci Toxocara canis v 16. tydnu p.i. Mozek. Infiltrat kolem cévy.

Hematoxylin-eosin. Zvétseni 1000%. Rez 4 um. Infiltrdt oznacen Sipkou
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Priloha ¢. 8. Mys s jednordzovou infekci Toxocara canis v 17. tydnu p.i. Mozek. Infiltrat

bunék. Hematoxylin-eosin. Zvétseni 400 x. Rez 4 um. Infiltrat oznacen sipkou
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Priloha ¢. 9: Mys s jednordzovou infekci Toxocara canis v 31. tydnu p.i. Mozek. Angiogeneze.

Hematoxylin-eosin. Zvétseni 1000%. Rez 4 um. Cévy oznaceny Sipkou
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Piiloha ¢ 10: Mys s reinfekei Toxocara canis v 10. tydnu p.i. Mozek. Cerv. Hematoxylin-eosin.

Zvétseni 400%. Rez 4 um. Cerv oznacen Sipkou
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Piiloha ¢ 11: Mys s reinfekei Toxocara canis v 14. tydnu p.i. Mozek. Cerv. Hematoxylin-eosin.

Zvétseni 400%. Rez 4 um. Cerv oznacen Sipkou
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Piiloha ¢ 120 Mys s jednordzovou infekci Toxocara canis V 25. tydnu p.i. Mozek. Cerv

ve thani bez porusené myelinizace. Luxol fast blue. Zvétseni 200x. Rez 4 um. Cerv oznacen

Sipkou
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Priloha ¢. 13: Mys s jednordzovou infekci Toxocara canis v 25. tydnu p.i. Mozek. Burnka

s kondenzovanym chromatinem. Luxol fast blue. Zvétseni 1000x. Rez 4 um. Buiika oznacena

Sipkou

73



