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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmakologie a toxikologie

Kandidat: Mgr. Blanka Virtova

Skolitel: Prof. RNDr. Jifi Lamka, CSc.

Nazev rigorozni prace: Pribé¢h a vysledky kultivace modelového parazita motolice
jaterni (Fasciola hepatica) v ovci domaci (Ovis aries) pro potiebu biotransformacnich

studii

Mezi aktualné¢ parazitologicky a  farmakologicky zna¢n€¢ sledovanou
problematiku patii tzv. helmintorezistence, tedy odolnost paraziti va¢i bézné
vyuzivanym lé¢iviim ze skupiny anthelmintik vyvolana jejich dlouhodobym vyuzivanim
v chovatelské praxi. Mechanismy vzniku této odolnosti jsou pfedmétem rizné
zamétenych studii, mezi n€ 1ze zaradit i studie zamétrené na biotransformacni schopnosti
paraziti vcetné vlivu pouzivanych 1éCiv na aktivity biotransformacnich enzymu
paraziti. Pro potieby takovychto studii jsou bézné€ vyuzivani modelovi parazité
kultivovani ve svych ptirozenych hostitelich (hospodatskych ¢i laboratornich zvitatech),
ze kterych jsou pozdé&ji parazité izolovani a pienaSeni do ex vivo podminek; zde jsou
realizovana nékterd biochemicka Setfeni neproveditelna v in vivo podminkach. Soucasti
této rigordzni prace bylo podilet se na ziskdni motolice jaterni (Fasciola hepatica)
v ovci domaci (Ovis aries) pro nasledna biochemicka vysetfeni a podrobné zmapovat
parazitologické, biochemické a patofyziologické zmény v organizmu hostitele parazita.

V ramci experimentalni prace bylo pouzito 5 berani ovce domaci, kteii byli na
pocatku studie odCerveni monepantelem v davce 9,0 ml/ zvife a 3 z nich byli poté
nakazeni metacerkdriemi motolice jaterni (200 MC). U vsSech infikovanych beranii
doslo ke zvySeni hladiny protilatek IgG a eozinofili 2 tydny po infekci, produkce
vajicek F. hepatica byla zaznamenana od 10. tydne a 11. tydne po infekci. Na konci
studie byla zvifata usmrcena a izolovani dospélci motolice F. hepatica byli predani

Katedie biochemickych véd Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v HK.
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Title of rigorous thesis: The progression and results of the model parasite culturing
liver fluke (Fasciola hepatica) in sheep (Ovis aries) for the use of biotransformation

studies

Anthelmintic resistance (of parasites to commonly used drugs from the group of
anthelmintics caused by its long term use in breeding practice) is currently highly
discussed parasitological and pharmacological problematics. Mechanisms of origin of
this resistance are in great interest of many trials. Various studies are focused on
biotransformation abilities of parasites including the influence of drugs that are used for
the activity of parasite biotransformation enzymes. Model cultured parasites in their
natural hosts (economic or laboratory animals) are commonly used for purposes of these
studies. Parasites are later isolated and transmitted to ex vivo conditions as some of the
biochemical procedures, in vivo impracticable, are performed under these conditions.
Part of the thesis was to obtain liver fluke (Fasciola hepatica) in sheep (Ovis aries) for
subsequent biochemical examinations and detailed mapping of parasitological,

biochemical and pathological changes in the parasite host.

In this experimental work, 5 rams were used. They were dewormed with
monepantel suspension at a dose of 9.0 ml per animal and consequently 3 of them were
infected with metacercariae of liver fluke (MC 200). All infected rams showed
increased levels of IgG antibodies and eosinophils two weeks post infection. Production
of eggs F. hepatica was observed starting at the 10th week and the 11th week post
infection. At the end of the study the animals were euthanized, adult liver fluke
F. hepatica was isolated and handed over to the Department of Biochemical Sciences

Pharmaceutical Faculty UK.
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1. SEZNAM ZKRATEK

G. truncatula
EPG

ES produkty
FE hepatica
MC

WBC

TBCZ

Galba truncatula (bahnatka mald)

pocet vajicek na 1 gram vySetfovaného materialu
Exkre¢né — sekrecni produkty motolic

Fasciola hepatica (motolice jaterni)
metacerkarie

celkovy pocet bilych krvinek

triklabendazol
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2. UVOD

Fasciola hepatica (motolice jaterni) je celosvétové velmi rozsifenym parazitem
napadajicim pfedevSim jatra a ZzluCovody mnoha savcl, pficemz ani lidé nejsou
vyjimkou (Volf a Hordk 2007). Zpisobuje infekci zvitat, tzv. fasciold6zu (motoli¢natost)
(Kotrla et al. 1984). V evropskych podminkach je u ovci (Ovis aries) toto infekéni
onemocnéni dokonce jedno znejcastéjSich (Piedrafita et al. 2010). Projevuje se
pfedev§im hubnutim, prijmem a slabosti infikovanych zvifat. Lze pozorovat otoky v
hrudni a bfiSni ¢asti téla. Juvenilni motolice pfi svém pohybu naruSuji jaterni
parenchym, coz ma negativni vliv na funkci jater. Vznikaji zde degenerativni 1éze
nasledované proliferaci pojivové tkané a mize se vyvinout fibréza a cirhoza jater. Uz
pouha ptitomnost téchto paraziti ve tkanich plsobi na tkan velmi drazdivé. Pti vétsich
infekcich dochézi k ucpavani zlu€ovodli motolicemi a zpisobuji tak méstnani zluce a
dilataci zlu¢ovodl, mize dojit az ke kalcifikaci zluCovodi a vzniku Zlu€ovych kamend.
Toxiny vylu¢ované motolicemi mohou vyvolavat zanéty. A v neposledni fadé¢ mohou
metacerkarie (vyvojové stadium napadajici definitivniho hostitele) pii své cesté do jater
zavléci fadu patogennich mikroorganisml a jesté tak zhorsit celkovy pribéh nemoci
(Taylor et al. 2005; Bowman 2009; Kotrla et al. 1984). U chronicky nemocnych zvitat

se muze rozvinout i anémie (Zajac a Conboy 2012; Galtier a Alvinerie 1996).

V poslednich letech se casto hovofi o rozsirujici se rezistenci motolic na bézné
pouzivana anthlemintika, proto je z dlouhodobého hlediska pouzivani téchto latek
neudrzitelné. Zvysuji se 1 obavy z chemickych rezidui v potravinach a o vlivu takovych
sloucenin na Zivotni prostfedi (Dalton a Mulcahy 2001; Cooper et al. 2012). Neni to tak
davno, co Evropskd Ilékova agentura stanovila i maximalni limity rezdui pro
triklabendazol (TCBZ) v mléce u skotu a ovci. Pfedchozi limity byly nastaveny pouze
pro svalovinu, tuk, jatra a ledviny (EMA, 2012). Kviili vySe zminénym divodim se
hledaji nové cesty, jak Setrné a ucinn¢ parazity eradikovat. Do budoucna se jako velmi
nad¢jné jevi vakciny, které by tato kritéria splilovaly (Molina-Hernandez et al. 2015).
Vzhledem k vyskytu parazitii rezistentnich nejen na triklabendazol (TCBZ), ale dale

také diky klimatickym zméndm piiznivym pro piezivani mezihostitele (Galba
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truncatula) a pro rozvoj infek¢nich stadii parazita (metacerkarie), byly zaznamenany
trvale vysoké hladiny prevalence jaterni motolice po celé Evropé¢ (Piedrafita et al.,

2010).
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3. TEORETICKA CAST

3.1 Motolice jaterni (Fasciola hepatica)

Fasciola hepatica je kosmopolitnim parazitem jater a zlucovodii cetnych druha
piezvykavcll 1 monogastrickych savcei, to znamena i u lidi (Volf a Hordk 2007). Patii v
Evropé mezi nejcastéjs$i plivodce parazitarnich onemocnéni u ovci, vedle dalSich jako
jsou napt. Dictyocaulus viviparus, Haemonchus contortus, Teladorsagia circumcincta
(Piedrafita et al. 2010).

Mlad¢é motolice méfi v dob¢€, kdy pronikaji do jater, 1,0 — 2,0 mm. Kdyz
dozravaji ve zlu¢ovodech, dosahuji dospélé motolice velikosti 2,0 — 4,0 x 8,0 — 1,3 cm.
Maji listovity tvar a Sedohnédou az Sedozelenou barvu (Kotrla et al. 1984; Taylor et al.
2005). Predni cast téla je konickd a odlisna od zbytku téla, coz je typickym znakem této
motolice. Povrch (tegument) je pokryt vyCnivajicimi trny a pod nim lezi 3 vrstvy
svaloviny (Kotrla et al. 1984, Taylor et al. 2005) Na ventralni Casti téla je jasné zietelna
ustni a bfisni piisavka. Vajicka se vyznacuji zlutohnédou barvou, jsou tenkosténna a
ovalna s téméf totoznymi poly. Velikostné se pohybuji v rozmezi 130 — 145 x 65 — 90
um a jsou dvakrat veétSi nez napi. vajicka Trichostrongyla. Obsah je granularni a
vyplnuje témét cely prostor vajicka (Taylor et al. 2005).

Travici trakt je velmi dobie vyvinut a slouzi k aktivnimu pfijmu a zpracovani
potravy, jako zdroj zivin pro motolici F. hepatica je krev hostitele. Travici soustava
zaCind Ustnim otvorem, obklopenym ustni piisavkou, ktery je zaroven i otvorem
vyvrhovacim. Nasleduje predhltan (prefarynx), svalnaty hltan (farynx), jicen (esofagus)
a stfevo, ze kterého vybihaji postranni slepé vybézky.

Motolice jaterni je hermafroditem, v jednom jedinci se proto nachdzi samci i
sami¢i pohlavni orgadny (Volf a Hordk 2007). Parova varlata (testes) samcich organt
jsou usporadana za sebou a jsou ketickovité vétvena (Volf a Hordk 2007). Z nich pak
vybihaji vyvody (spermidukty), ty se spojuji a usti do semenného vacku, ktery je
napojen na kopulacni organ ze svaloviny. Sami¢i organy piedstavuje pouze jeden

vajeCnik (ovarium). Z né¢ho vybihd vejcovod (ovidukt), ktery se rozSifuje v ootyp
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obklopeny Mehlisovou zldzou (tzv. skotapecnou) a pokracuje dal v délohu (uterus).
Déloha je pak zakoncena tzv. metratermem, ktery zaroven i slouzi i pro kopulaci.
Zloutkové vacky (vitelaria) jsou uloZeny na ventralni i dorsalni strang. (Volf a Horak

2007; Kotrla et al. 1984).

3.1.1 Taxonomické zarazeni

Kmen: Platyhelminthes (ploSténci)

Ttida: Trematoda

Podttida: Digenea

Celed: Fasciolidae (Kotrla et al. 1984; Bowman 2009)

3.1.2 Zivotni cyklus

Vyvojovy cyklus motolice jaterni je komplikovany a zahrnuje dva hostitele
(Volf a Hordk 2007). Béhem vyvoje vznikaji pohlavni a nepohlavni generace (Bowman
2009). A dochazi tedy ke stiidani téchto generaci a hostiteld (Volf a Hordk 2007).
Mezihostitelem této motolice je v evropskych podminkéch pievazné Galba truncatula
(bahnatka mald), jejiz rozSifeni je celosvétové. Mimo Evropu jsou vyznamnymi vektory

1 dal$i obojzivelni $Sneci rodu Galba (Lymnea):

. tomentosa - Australie, Novy Zéland

. collumella - Stiedni a Severni Amerika, Australie, Novy Zéland
. bulimoides - Severni a Jizni Amerika, Karibik

. humilis - Severni Amerika

. viator - Jizni Amerika

. diaphena - Jizni Amerika

. cubensis - Jizni Amerika

NN N N N N NS

. viridis - Cina, Papua Nova Guinea (Taylor et al. 2005)
Mezi definitivni hostitele pak patii ovce, skot, kozy, kon¢, jeleni, lidé a jini savci

(Taylor et al. 2005; Samuel et al. 2001; Volf a Horak 2007).
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Obr. 1 Zivotni cyklus motolice jaterni

t lymnaeid snail

Ptevzato z: Bowman (1999)

Vajicka motolice jaterni jsou v definitivnim hostiteli odvadény zaroven s zluci
do lumen stfeva, odkud se dostavaji spolu s trusem do vn¢jSiho prostiedi (Bowman
2009, Kotrla et al. 1984).

Ve vnéjsim prostiedi se vyviji prvni larva (miracidium). Ta opousti obal poté, co
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se otevie vajecné vicko (operculum). Hlavnimi faktory vnéjSiho prostiedi limitujicimi
vyvoj vaji¢ek jsou obsah kysliku a teplota. Mezi zndmé faktory indikujici lihnuti
miracidii patii svétlo, zmény v osmotickych parametrech prostiedi a zména teploty.
(Volf a Horak 2007). Velmi dilezita je ale pravé vlhkost okolniho prostfedi, vyvin
miracidia pak trva zhruba 2 — 4 tydny (Bowman 2009). Miracidium je mikroskopicky
organismus o velikosti zhruba 0,01 - 0,35 mm pfipominajici ndlevnika. Na ptfedni ¢asti
ma umistény konicky sklerotizovany uvar (tzv. ,,stylet”), ktery napomaha priniku do
mezihostitele (Bowman 2009; Volf a Horak 2007). Povrch larvy je hojné pokryt pasy
ciliarnich bun¢k umoziujici aktivni pohyb. Oblasti bez cilii se nazyvaji mezibunééné
valy. Uvnitf téla miracidia se nachazi shluk zarodecnych bunck, ze kterych vznikaji v
plzi nepohlavnim rozmnozovanim dalSi generace. Tito jedinci pochézejici z jednoho
miracidia maji shodnou genetickou vybavu (jsou to klony).

Miracidium uvolnujici se z vajicek ma schopnost aktivné vyhledavat své
mezihostitele. Nepfijima potravu a vyuziva energetické zasoby, které béhem pomérné
kratké doby vycerpa (Volf a Hordk 2007). Kdyz tedy nenajde mezihostitele do 24 hodin,
larva zahyne (Bowman 2009). K orientaci v okolnim prostiedi vyuziva rizné receptory,
diky kterym rozpoznava molekuly vylu¢ované mezihostitelem (glykoproteiny). Reaguji
na svétlo, miracidia F. hepatica maji dvé pigmentované svétloivné skvrny, a smér
gravitatniho zrychleni. Vykazuji tedy pozitivni chemotaxi, pozitivni nebo negativni
fototaxi a geotaxi (Volf a Horadk 2007).

Miracidium se pfichyti na sténu plze a penetruje jeho télni sténou pomoci
sekretu apikalni zlazky obsahujiciho proteolytické enzymy. Béhem tohoto procesu
odvrhuje jiz nepotiebné cilidrni bunky. Buinky mezibunéénych vali expanduji a
membrany v misté¢ styku sousednich bunék zanikaji, vznikd povrchové syncitium
(neodermis). Z miracidia se v dany moment stavd primarni sporocysta, kterd se usadi
nejdiive v misté penetrace miracidia do mezihostitele, coz vétSinou pfedstavuje oblast
nohy, hlavy nebo plasté. Poté vétsinou migruje do dalSich tkéni a zlaz, a to predevSim
do jater (Bowman 2009, Volf a Horak 2007).

Sporocysta obsahuje zarodeéné buiiky a ma podobu ovalného vacku. Ziviny
pfijima pouze pomoci povrchového tegumentu, ktery je v kontaktu s tkanémi a télnimi

tekutinami mezihostitele. Dalsi generace larev, které se vyvijeji ze zarodecnych bunek,
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se nazyvaji redie.

Redie, na rozdil od sporocyst, disponuji travici soustavou s vakovitym stievem a
aktivné se zivi tkani plze, ale také vyvojovymi stadii jinych druhii motolic. Nicméné
¢ast zivin mohou pfijimat i povrchem téla. Pomoci vyristku na povrchu jejich téla se
mohou pohybovat, uvnitf téla se nachdzi embryonalni prostor se zdrode¢nymi bunikami,
ze kterych vznikaji dalsi dcefiné redie (az nékolik generaci). Pak dochéazi k produkci
ttetiho typu larev - cerkarii. Denné¢ muze vzniknout az n€kolik tisic cerkarii, ¢imz je
zajisténa disperze parazita v prostiedi. Z kazdé této cerkarie mize teoreticky vzniknout
jeden dospély jedinec motolice F. hepatica (Volf a Hordk 2007).

T¢lo cerkarie disponuje ocaskem a je zdkladem budouci dospélé motolice, nese
jiz nekteré jeji charakteristické znaky. Cerkarie maji vyvinutou travici soustavu a rizné
typy zlazovych bunék. Travici trakt vSak jesté neni funk¢ni, a tak zdroj energie
predstavuji zasoby glykogenu nastfddané behem ptedchoziho vyvoje. Déle jsou u
cerkarii jiz patrné plaménkové bunky exkrecniho systému a také zéklady pohlavnich
organi. Zvlastni sekre¢ni bunky (cystogenni zlazky) podél hltanu jsou Cisté larvalnimi
strukturami, které vylucuji cysty (metacerkarialni obaly), diky kterym mutze konecné
larvalni stadium ve vn¢jSim prostredi vyckavat pasouci se prezvykavce (Bowman 2009;
Volf a Horak 2007; Saumel at al. 2001).

Kdyz se cerkarie plné¢ vyvine béhem jednoho ¢i dvou letnich mésicii, opousti
aktivné télo mezihostitele do vnéjSiho prostiedi, kde ptisedaji k pevnému podkladu
(napft. vegetaci). Nasleduje odhozeni ocasku a pomoci cystogennich zlazek kolem sebe
utvoii cystu odolnou vii¢i vlivim vnéjsiho prostredi. Vyvijeji se tak do stadia, které se
nazyva metacerkdrie. Toto stadium se vyznacuje velkou odolnosti a je schopné prezivat
v prosttedi po dlouho dobu. Metacerkarie jsou pozieny spolu s vegetaci definitivnim
hostitelem. K excystaci dochdzi v tenkém stfevé definitivniho hostitele na zakladé
pusobeni vice faktort (kyseliny, oxid uhli€ity, Zlu¢, trdvici enzymy, zmény pH a teploty,
sekrety metacerkarii) (Bowman 2009; Volf a Hordk 2007). Nezralé motolice jsou pak
oznacovany pojmem marita (Bowman 2009).

V definitivnim hostiteli mohou larvy dlouho cestovat v riznych organech, nez
dosadhnou konec¢né lokalizace, a teprve potom pohlavné dospivaji (Kotrld et al. 1984).

Nékolik tydnt migruji pfimo v jaternim parenchymu a nakonec se usadi ve Zlu¢ovodech
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(Volf a Hordk 2007). Dospélci F. hepatica zde mohou vyprodukovat az 20000 vajicek

denn¢ (Kotrla et al. 1984). Kompletni zivotni cyklus motolice F. hepatica zahrnuje tedy

celkem 3 az 4 mésice pii ptiznivych podminkach (Bowman 2009).

3.1.3 Epidemiologie

Taylor et al. (2005) ve své publikaci popisuji faktory, které ovlivituji produkei

vysokého poctu metacerkarii, kterd je nezbytna pro vypuknuti fasciolozy. Mezi hlavni

faktory tedy patii nize zminéné:

1))

2)

3)

Dostupnost pfirozenych mist vyskytu mezihostitele (bahnaty malé): Galba
truncatula uptednostiuje zejména vlhké a bahnité prostiedi pred samotnou
vodou. Nejcastéjsi mista vyskytu predstavuji biehy piikopli a potokli, bazinaté
oblasti a okraje malych rybnikd. Po silnych destich a zaplavach mohou jako
docCasna stanovisté poslouzit 1 stopy od kopyt a vyjeté koleje od kol, ptipadné
kaluze. Podezielymi oblastmi mohou byt také pole s trsy rakosi. Optimalni pH
prostiedi pro tohoto plze je slabé kyselé (7 — 8), prilis kysel¢ hladiny pH jsou ale
Skodlivé, ty miizeme najit na piiklad v raSelinistich (Volf a Horak 2007; Taylor

et al. 2005)

Teplota: Primérnd denni/nocni teplota 10 °C a vySe je potiebnd pro
rozmnozovani plzl, veskeré jejich ¢innosti se zastavuji pii 5 °C. Tento rozsah je
také limitujici pro vyvoj vajicek Fasciola hepatica. Nicméné pokud venkovni
teploty stoupnou nad 15 °C a udrZzuji se nad touto hranici, nasleduje
mnohonasobné zvySeni poctu plzii a larvalnich stadii motolic (Taylor et al.

2005).
Vlhkost: Idealni podminky vlhkosti pro rozmnozovani plzi a pro vyvoj vaji¢ek

motolice F. hepatica uvnitf mezihostitele jsou dosazeny pti destich, kdy je

okolni prostfedi pln€ saturovano vodou. Tyto podminky jsou rovnéz dtlezité pro
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vyvoj vaji¢ek motolice jaterni, dale pro miracidia aktivné vyhledavajici plze a

pro unik cerkarii z plza (Taylor et al. 2005, Bowman 2009).

V mirném podnebném pasmu tyto podminky obvykle splituji pouze meésice v
rozmezi od kvétna do fijna (Taylor et al. 2005, Kotrla et al. 1984). K vyraznému naristu
poctu metacerkarii je proto mozné béhem dvou obdobi. Za prvé béhem letnich infekei
plzl, z nichZz se uvoliuji larvalni stddia motolic na pastviny od srpna do fijna. Tyto
infekce mezihostitell vznikaji z miracidia pochéazejici bud’ z vaji¢ek, které byly
vylucovany na ptelomu jara a zacatku léta infikovanymi zvifaty, a nebo z vajicek, ktera
prezila zimu. K vyvoji uvniti bahnatky dochazi béhem Iéta a cerkarie pronika tkanémi
plze do okoli pravé od srpna do fijna. Alternativné¢ mtize nastat ptipad, kdy larvalni
stadia motolice infikuji mezihostitele na podzim a pifeckaji uvnitf zimni obdobi.
Nasledné vyvinuté metacerkérie se proto objevi na pastvinach od kvétna do cervna. Jak
vajicka, tak metacerkdrie mohou prezit zimu, coz hraje dulezitou roli v epidemiologii.
Ztizené podminky k pfeziti maji metacerkarie pii vysoké venkovni teplot€¢ a v obdobi
sucha, kdy rychle ztraceji svoji infek¢nost, a to zejména pii procesu silaZzovani (nicméné
mohou ptezit i nékolik mésicti na sené) (Taylor et al. 2005).

Ve vétsiné evropskych zemi jsou vyznamné predevSim letni ndkazy a narGst
metacerkarii je zaznamenavan kazdorocné od srpna do fijna (Kotrla et al. 1984; Taylor
et al. 2005). Narust je pak nejvyssi v letech, kdy jsou letni srazky obzvlast’ vydatné.
Zimni infekce plzi jsou méné vyznamné, ale obcas mohou vést k vyskytu velkého poctu
metacerkarii béhem konce jara a pocatkem léta, zeyjména pokud predchozi mésice byly
destivé. V teplejSich oblastech, jako je naptiklad jih USA nebo Australie, méa prib¢h
zivotniho cyklu odliSnou sezonnost, ale epidemiologické principy zlstavaji stejné
(Taylor et al. 2005).

Vétsina z vySe uvedenych poznamek k ekologii plovatky G truncatula plati
zaroven 1 pro ostatni druhy rodu Lymnaea / Galba, které pienaseji parazita F. hepatica.
Diferenciace téchto druht je tkolem pro odborniky a je obvykle zalozena na
morfologickych charakteristikach, ackoli lze nyni vyuZzit i metody biochemické a
imunologické.

Situace se nepatrné liSi L. tomentosa, ktera je acCkoli kvalifikovana jako

24



semiakvaticky plz, tak je 1épe ptizplisobena podvodnimu zpiisobu Zivota v bazinatych
aspekt pro toho plze predstavuje teplota. Naptiklad ve vychodni Australii L. tomentosa
produkuje vajicka po cely rok, i kdyz mira reprodukce je fizena v zavislosti na teploté
(na nejnizsi Grovni je vzim¢). Niz§i zimni teploty také zplsobuji oddaleni lihnuti
vajicek motolice F. hepatica a zpomaluje larvalni vyvoj uvnitt mezihostitele, tudiz velké
mnozstvi metacerkarii se nejprve objevi koncem jara. Béhem Iéta a podzimu nastava
druha vlna metacerkarialni produkce odvozena od nové generace plzii. Vyhodou tohoto
obojzivelnika tedy je, ze muze zvysit sviij rozsah pomoci plavani vodnimi proudy.
Existuji ale 1 dikazy, Ze prevalence fascioldzy je vyssi v teplejSim klimatu po nékolika
mésicich sucha. Je to pravdépodobné zplisobené tim, ze se zvifata, jakozto definitivni
hostitelé, shromazduji kolem oblasti vodnich ploch a napajedel, kde se zvysuji i1 Sance

nakaZenych plza na preziti (Taylor et al. 2005).

3.1.4 Patogenita

Fasciola hepatica se vyznacCuje schopnosti pfezivat a Sifit se 1 v extrémnich
nehostinnych podminkach (napt. ve vysokych nadmotskych vyskach) (Mas-Coma et al.
2005).

Prestoze fascioloza je relativné dobie prostudovana, je jen malo zndmo o
interakcich mezi motolici F. hepatica a jejimi savCimi hostiteli na molekularni Grovni.
Tyto poznatky jsou obzvlast dilezité vzhledem k velmi odlisné odpovédi ovci oproti

skotu na toto onemocnéni. Akutni faze tohoto onemocnéni je typickd u ovei, zatimco

vvvvvv

Zavaznost fasciolozy je do zna¢né miry ovlivnéna infekéni davkou (tedy poctem
metacerkarii, kterou hostitel ptijal), dale stddiem vyvoje parazita, vékem a stavem
imunitniho systému hostitele (Behm a Sangster 1999; Taylor et al. 2005). Je prokazano,
ze ovce jsou velice citlivé na infekci zpiisobenou motolici F. hepatica, a to 1 kdyz je

infek¢ni tlak velmi nizky (Chauvin et al. 2001).
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Patogenita je v podstaté dvojiho typu. Prvni faze se vyznacuje migraci motolic
v jaternim parenchymu, to je spojeno s poSkozenim jater a krvacenim. Druhd faze se
popisuje vyskytem parazita ve zluCovodech, poskozenim Zlucovodii zpiisobené
kutikularnimi trny motolic a schopnosti dospélcti rozkladat hemoglobin hostitele

(Taylor et al. 2005).

Fasciol6zu mizeme rozdélit na akutni, subakutni a chronickou. Akutni infekce je
méné Castd a probihd 1 — 6 tydnii (Taylor et al. 2005; Dow et al. 1968) po pozieni
velkého poctu metacerkarii, obvykle pies 2000, a vede k tézkému posSkozeni jaterniho
parenchymu a masivnimu krvaceni, které je zplsobeno migraci nezralych motolic v
jatrech a rupturou cév (Taylor et al. 2005). V prubehu prvnich dvou tydnti po infekci
jsou jatra ovei pokryta vlaknitymi znackami na svém povrchu a krvacivymi stopami v
parenchymu, a to zejména v levém laloku. Kolem ctvrtého az patého tydne po infekcei
migracni stopy zezloutnou a je pfitomno krvaceni. U néckterych lalokii mize byt
pozorovana tkanova atrofie, fibrinovy povlak a také sklerotické zjizveni, coz naznacuje
hojeni ran (Behm a Sangster 1999). Vypuknuti akutni fasciolézy miize byt jesté
komplikovano soubéznou infekci Clostridium novyi, kterda zpusobuje nekrozu jaterni
tkan¢. Dnes je toto ale mén¢ bézné, protoze je vyuzivana vakcinace proti klostrididlnim

nakazam (Taylor et al. 2005; Bowman 2009; Kotrl4 et al. 1984).

V subakutni infekci jsou metacerkdrie hostitelem pfijimany po delSi dobu,
zatimco nékteré dospéji a proniknou do Zlucovodu, kde zptlisobuji zénét. Ostatni
motolice stale migruji v jatrech, kde poskozuji parenchym, ale ne tak zadvazné jako pii
akutni infekci. Jatra jsou zvétSena a na povrchu i1 uvnitt jsou viditelné cetné nekrotické a
hemoragické plochy. Krvaceni je ve tkani viditelné, ale k uplné ruptute dochazi ziidka.
Tento druh infekce probiha 6 az 10 tydnt po pozieni 500 — 1500 ks metacerkarii a
vétSinou se vyskytuje na podzim a v zimnim obdobi. Projevuje se t€Zkou anémii a
hypoalbuminémii. Pokud je nelécena, mize vést i k thynu zvifete. Nevede ale tak
rychle k uhynu jako u akutni infekce, ovce mohou vykazovat klinické ptiznaky nemoci
1 az dva tydny, pak nastava smrt. Pfiznakem je ubytek na véze, snizena chut k jidlu,
vyrazna bledost sliznic, zvétSend a hmatatelna jatra. Miize se vyskytnout i podcelistni

otok (zndmy jako ,,bottle jaw*) a ascites (hromadéni tekutiny v dutiné biisni) (Taylor et
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al. 2005; Kotrla et al. 1984).

Chronickéd fascioléza se vétSinou vyskytuje na prelomu zimy a jara a je
nejbeéznéjSim typem nemoci u ovci. Probihd 4 — 5 mésiclti po pozieni mirného poctu
metacerkarii (200 — 500). Hlavnim patologickym projevem je anémie a
hypoalbuminémie. Zvife mulze ztratit vice nez 0,5 ml krve na jednu motolici ve
zlu€ovodu kazdy den. Dochazi k uniku plazmatickych proteinti skrz poni¢enou sténu
zlucovodu (Taylor et al. 2005). Po zrani ve zlucovodu zde dospélci mohou pietrvavat i
nekolik let, coz zplisobuje fibrézu a sklerozu tkané (opét vyraznéjsi u skotu nez u ovci).
Stav infikovaného zvifete je charakterizovan nechutenstvim, ztratou produktivity a
celkovym neprospivanim (Behm a Sangster 1999), anémii (Galtier a Alvinerie 1996;
Roberts 1986), pak také hypoalbuminémii, hypoglykémii (Dargie a Berry 1979) a
eozinofilii (Chauvin et al. 2001). Dale fyziologické zmény u nakazenych zvirat zahrnuji
hypoglykémii (Phiri et al. 2007), lipidemii (Kozat a Denizhan 2010), snizeni hladiny
kyseliny askorbové v plasmé (Gameel 1982), zhorSeni rozkladu testosteronu v jatrech
(Fleming a Fetterer 1986), zvySeni hladiny Zeleza a Zelezo-vazebné kapacity (Gameel

1982) a proménlivy efekt na koagulaci (Joachim et al. 2003). Nicméné konkrétni

molekularni mechanismy téchto zmén nejsou zatim detailné prozkoumany.

Bunééné zmény v infikovanych jatrech jsou spojeny s naruSenim
mitochondrialniho elektronového fetézce, podstatnou ztratu aktivity cytochromu P450 a

obsahu glykogenu v levém jaternim laloku (Behm a Sangster 1999).

Cirkulujici protilatky proti F. hepatica jsou u ovci snadno zjistitelné.
V ptirozenych podminkach neni zatim zadny dikaz, ze by byly ovce imunni vici
reinfekci F. hepatica a pokud se takova infekce neléci, tak motolice piezivaji uvnitt téla
hostitele az do jeho smrti. Takze zavazna propuknuti fasciolozy cCasto postihuji dospélé
ovce, které jiz byly predtim vystaveny infekci. Naproti tomu, kdyz infekce propukne u
mladého skotu, obvykle se postupné vyviji ziskand imunita. Ta pak omezuje rozvoj
primarni infekce, zpomaluje nastup sekundarni infekce a nakonec snizuje pocty motolic
v definitivnim hostiteli. V endemickych oblastech se ¢asto objevuji ptipady dospélého

skotu, ktery nevykazuje klinické ptiznaky této nakazy, zatimco u dospélych ovci miize
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dochdzet kvuli fascioldze k t€Zkym ztratdm (Taylor et al. 2005). Tento trend potvrzuji i
experimentalni studie provedené u ovci, které ukézaly, ze lehké Casto se opakujici
infekce, podobné tém piirozenym, zptisobuji vaznéjsi jaterni léze daleko vice nez
nakaza vyvolana jednou infekéni davkou stejného celkového poctu metacerkariii. Tato
zjisténi mohou naznacovat, ze hlavni roli v patologii fasciolézi predstavuje jednak
mechanickd destrukce tkdné zplisobena pronikanim parazita, ale zaroven i imunitni

odpoveéd’ a nasledné hojeni (Perez et al., 2002).

Na konec je tieba ptipomenout, Zze F. hepatica muze infikovat celou fadu savcd,
vcetné koni, osld, jelend, prasat a kralikii (Taylor et al. 2005; Samuel et al. 2001), zubrti
(Virtova 2013; Samuel et al 2001) a je mozné, Ze tyto piipady, hostitelé mohou pusobit
jako rezervoary infekce. Lidé se mohou nakazit také, a to zejména z konzumace fefichy

(potocnice I¢ékarské) z infikovanych oblasti. (Taylor et al. 2005; Bowman 2009).

3.2 Metody vyuzivané k diagnostice fasciolozy

Diagndza fasciolozy probihd v prvni fadé¢ na zakladé klinickych pftiznakt
hostitele, 1ze vychazet 1 z rocniho obdobi a stavu pocasi v zavislosti na zivotnim cyklu
parazita, dalSim pfedpokladem je piedchozi vyskyt fasciolozy v dané oblasti, pokud je
identifikovano piirozené misto vyskytu mezihostitele (Taylor et al. 2005). Béhem
nakazy dochazi v téle definitivniho hostitele k fadé¢ zmén, které Ize sledovat a tim
padem je mozné parazita identifikovat. Infekce je nejcastéji detekovana postmortem,
tedy pii pitvé (Samuel et al. 2001, Taylor et al. 2005). Bézn€ jsou vyuzivdna i
hematologicka a koprologicka Setfeni za zivota hostitele a ta mohou byt doplnéna
dalSimi ptfesnéjSimi metodami (Taylor et al. 2005). Pfitomnost parazita se na piiklad
odrazi na vahovém pfirtistku, krevnim obrazu hostitele, ale také na biochemickych
parametrech, které poukazuji na (akutni i chronické) poSkozeni jaterni tkdn¢ a déle
dochazi i k tvorbé specifickych protilatek, které 1ze detekovat a kvantifikovat (Taylor et
al. 2005, Samuel et al. 2001; Chauvin et al. 1995; Raadsma et al. 2007; Presidente et al.
1975; Novobilsky et al. 2007b). V nasledujicim popisu bych se chtéla blize vénovat

metodam, které predstavovaly hlavni népln mé prace.
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3.2.1 Hematologické metody

Béhem nédkazy parazitem mtize v téle hostitele dochazet ke zméné slozeni krve,
nejcastéji se tyto zmeény odrdzi v hladin€ erytrocytii a jednotlivych typt leukocyta. U
infekei vyvolanymi hematofagnimi parazity mize dojit ke snizeni mnozstvi erytrocyti,
které miize vyustit aZ v akutni &i chronickou anémii. Casto sledovanym parametrem je
také zvySena hladina leukocytli (konkrétné eozinofilli), tento jev je pak oznacovan jako
eozinofilie Vzhledem k dostupnosti a finan¢ni nenaro¢nosti jsou pak nejvice vyuzivany
metody odectu hematokritu a stanoveni poc¢tu leukocytti (Taylor et al. 2005; Raadsma et
al. 2007; Chauvin et al. 1995; Vengust et al. 2003; Weiss a Wardrop 2010).

Principem urcovani diferencidlniho poctu leukocyti je zhotoveni krevniho
natéru, jeho fixace, panoptické obarveni a nasledné¢ jeho vyhodnoceni za pomoci
mikroskopu. Stanovuje se tak zastoupeni jednotlivych typa leukocytii (Pecka 2006).
Nejprve je nutné vyhotovit natéry dle metodického postupu, které¢ se vétSinou fixuji
metanolem. K barveni sklicek je pouzivano diferencialni barveni podle Pappenheima
(téZ je mozné se setkat s terminem Wright-Giemsa). Giemsovo barvivo obsahuje smés
nekolika barviv (methylenovou modf, eozin a azur-B), které barvi bazofilni struktury v
odstinech fialové, Cervené a rizové, acidofilni struktury barvi modie. Obarvené a
osusené¢ natéry se hodnoti mikroskopicky meandrovitym pohybem pod imerznim
objektivem pfti zvétSeni 1000x v okrajové tenké ¢asti natéru s rovnomérnym rozlozenim
bunék. Zhodnoti se 100 bunék leukocytarni fady a to jak pocetné, tak 1 jejich morfologie
— tzn. granulace, zabarveni cytoplazmy, charakter jadra, inkluze, vakuolizace, fragmenty
bunék, hola jadra, jaderné stiny atd. Vyhodou metody je finan¢ni dostupnost i moznost
opakovaného Setieni dle potieby (Pecka et al. 2010; MatySkova et al. 2013). V ramci

diagnostiky krevniho obrazu u ovci rozliSujeme tyto typy krevnich bunék:

- Lymfocyty ovci jsou malé az stiedni velikosti (7 — 15 pum), fadi se mezi
agranulocyty, tudiz v cytoplasmé nemaji obsazena granula. Tyto krevni elementy hraji
dalezitou roli pfi vytvareni specifické imunitni odpovédi. Jehnata se rodi s veétSim
pomérem granulocytil, avSak béhem 3 mésict jiz pocet lymfocytl jiz predstavuje 70 —

80 % celkového poctu bilych krvinek (WBC). V prabéhu let mize pocet lehce kolisat.
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Jadro lymfocytu je velké a miize vypliovat téméi cely prostor buiky (Hofej$i a

Barttinkova 2005; Weiss a Wardrop 2010).

- Neutrofily maji zrnitou strukturu a velikostné se pohybuji v rozmezi 10 — 15
um. Tyto buiiky obsahuji granula (primérni, sekundarni a terciarni), patii tedy mezi
granulocyty. Clenité jadro i granula jsou po obarveni fialové. Neutrofily maji schopnost
fagocyt6zi a obsahuji 1 fadu enzymii. Zvlastnosti je, Ze enzym lysozym, ktery je bézny u
veétSiny zivociSnych druhi, vSak cytoplasmé ov€ich neutrofili chybi (Hofejsi a

Barttinikova 2005; Weiss a Wardrop 2010).

- Monocyty jsou nejvétsi bilé krvinky (velikost 13 — 19 pm). Maji kulovity tvar,
ale ten muze byt Casto 1 nepravidelny. Pokud je na tyto bunky pouzito Whright-
Giemsovo barvivo, mohou byt v Sedé zbarvené cytoplasmé viditelna granula a velké
jaddro. Monocyt predstavuje jakysi prekurzor makrofigi a ma dilezitou schopnost
prezentovat na svém povrchu antigen (Hotej$i a Bartitkova 2005; Weiss a Wardrop

2010).

- Eozinofily (12 — 16 pum) — charakteristickym znakem eozinofilti po obarveni
Giemsou jsou jasn¢ ¢ervend, kulatd granula. V cytoplasmé ovcich eozinofilii 1ze nalézt
také jedinecné, husté krystalické struktury. (Hotejsi a Bartiiikova 2005; Weiss a
Wardrop 2010). Imunologicka odpovéd’ hostitele na probihajici parazitdézy je
charakterizovana eozinofilii (Chauvin et al. 2001; Raadsma et al. 2007; Chauvin 1996;
Weiss a Wardrop 2010). Dochézi tak ke zvySeni hladiny eozinofilti nad béZnou hranici,
kterd se u nenakazenych ovci pohybuje od 0- 10 % WBC (Weiss a Wardrop 2010).
Zvyseni poctu eozinofilli mize byt dokonce az nékolikanasobné (Matanovic et al. 2007,

Raadsma 1996).
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3.2.2 Imunologické metody

ELISA (z anglické zkratky Enzyme - Linked Immuno Sorbent Assay) je
imunoanalytickd metoda v praxi hojn¢ vyuzivana k detekci a kvantitativnimu stanoveni
primarnich protilatek proti antigentim parazitli z krevniho séra hostitele. Tato metoda
ma obecn¢ vice variant provedeni (napf. pfima, nepiimd, sendvicova), ale vSechny maji
spole¢ny zékladni princip a to ten, Ze se antigen nebo protilatka zakotvi na nerozpustny
nosi¢ (nejCastéji povrch mikrotitracni desticky) a dochdzi ke specifické interakci
antigenu a protilatky. To vSe probiha prostfednictvim inkubace a odd€lovani vazanych a
volnych reakénich slozek za pouziti promyvacich roztokl. Na jedno z reak¢nich ¢inidel
je kovalentné¢ navazdn enzym (peroxidaza ¢i alkalicka fosfatdza), ktery katalyzuje
pireménu substratu (chromogenni substrat). Na zékladée této enzymatické reakce dochazi
k barevné zméné, ktera tak umozni kvantifikovat miru reakce. Nejcastéjsi stanoveni pak
probihd spektrofotometricky nebo fluorometricky. Nespornou vyhodou této metody je

citlivost, rychlost a pfesnost (Crowther 2001).

Obr. 2 Zéakladni schéma metody (nepiima ELISA) pro detekci protilatek na antigen

parazita v krevnim séru hostitele

M=vazani antigenu parazita Navazani primarni Navazani enzymem Reakce enzymu se
protilatky krevniho znatens sekundarni substratem,
séra protilatky vizualizace a

RIS
\

promyti promyti

L X X

gﬂ@m

Ptevzato z: www.rockland-inc.com/elisa.aspx, upraveno
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Protilatky proti motolici jaterni mohou byt v séru detekovany 2 — 4 tydny po
infekci a jejich hladina mtize v prib¢hu kolisat. Pozitivni vysledky nemusi poukazovat
pouze na pravé probihajici infekci, ale také na expozici parazitem jiz v minulosti
(Taylor et al. 2005). Ve zvetejnénych pracich, které studuji prabéh infekce F. hepatica
v hostitelové organismu, se nejcastéji sleduji a méti protilatky typu IgG (Ruiz et al.
2003; Raadsma et al. 2007). Pro detekci protilatek proti £ hepatica ze séra nakazeného
hostitele jsou ve studiich Casto vyuzivany ES (exkrecné - sekrecni) produkty (Bossaert
et al. 2000; Chauvin et al. 2001; Novobilsky et al. 2007) nebo také extrakty z motolic
(Raadsma et al. 2007). Pouziti zminovanych ES produkti muize piinést az 100%
specifitu a senzitivitu (El Ridi et al. 2007). Nicméné vyskytl se i piipad, kdy byla
zaznamenana zkiizend reakce, jelikoz ES produkty nejsou druhové specifické.
Jednotlivé druhy motolic produkuji podobné antigeny, proto je od sebe za pouZiti tohoto
smésného antigenu nelze spolehlivé rozli§it (Novobilsky et al. 2007). Trendem
v diagnostice fasciol6zi je proto zaméfit se na co nejspecifictéjsi (imunodominantni)
markery infekce, mezi tyto antigeny jsou fazeny rekombinantni proteiny (konkrétné
napt. katepsin L) (Carnevale et al. 2001; Cornelissen et al. 2001; Ruiz et al. 2003). Ve
vSech téchto piipadech pouziti syntetickych proteini jakoZto antigenii byla zjiSténa

nejen vysoka citlivost, ale i vysoka specifita reakce.
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4. CILE PRACE

Dil¢imi cili rigordzni prace byly:

1) Vypracovat literarni reSerzi o fascioldéze ovci a stanovit zdkladni parametry
jejiho hodnoceni

2) Sledovat pribéh experimentalni ndkazy odpovidajicimi metodami a podrobné
tak mapovat parazitologické, biochemické a patofyziologické zmény
v organismu hostitele (odezvu na infekci)

3) Kultivovat a ptedat dospélé motolice F. hepatica pro naslednd biochemicka

vySetieni
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5. EXPERIMENTALNI CAST
5.1 Sledovana zvirata, lokalita jejich chovu

K experimentalni ndkaze byli vyuziti tfi beranci ovce domaci (Ovis aries)
plemeno Texel s daty narozeni 1. 3. 2014, 14. 3. 2014, 7. 5. 2014, kteti byli dovezeni do
farmy v Hofinévsi 3. 10. 2014. Dne 20. 2. 2015 byli do farmy umisténi dalsi dva
beranci. Pfed samotnym experimentem prosla zvifata 23. tnora 2015 vySetfenim na
parazitostatus. Vysetieni na ploché ervy bylo bez nalezu, mikroskopické Setieni na oblé
Cervy prokézalo vyskyt parazita rodu Trichuris. Beranci proto byli od¢erveni, 3. bfezna

byl poddn monepantel v davce 9,0 ml/zvite.

5.2 Vlastni experiment

Dne 23. 3. 2015 byly tfem berantim podany metacerkarie F. hepatica, kazdému
zviteti 200 ks. Ostatni dva berani byli pro projekt ponechéani jako negativni kontroly,
studie probihala po celou dobu zaslepen¢. Sledovani zvifat probihalo 17 tydna véetné 2
tydni predchézejicich infekci. Byly odebirany vzorky individualniho trusu s frekvenci
Ix tydné, kazdy vzorek byl ulozen zvlast’ do igelitovych rukavic, cely soubor byl pak
oznacen datem sbéru a kazdy vzorek Cislem zvifete. Material byl do doby vySetfeni
uloZzen v mrazaku pii teplot¢ -18 °C na Farmaceutické fakult¢ v HK. Soucasné¢ se
vzorky trusu byla zvifatim odebirana krev na ziskani séra, ale také krev na stanoveni
hematokritu a na zhotoveni krevnich natérii na podlozni sklicka. U vSech berankti byl
sledovan i vahovy pfirtstek, na ktery by méla mit infekce negativni vliv. Na konci
experimentu byla zvitfata vyfazena a z jater byly izolovany dospé€lé motolice F. hepatica,

ty byly pfedany Katedie biochemickych véd FAF HK.
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5.3 Metodika koprologického Setfeni

Individuélni vzorky trusu ovci byly sbirany s frekvenci 1x tydn€ a to od 12. 3.
2015 do 7. 7. 2015, tzn. 17 tydnh vCetn€ 2 tydni piredchézejici infekci. Vzorky byly
oznaceny terminem a zaroven i ¢islem berana (311 = beran €. 1, 319 = beran €. 2, 334 =
beran €. 3, 344 = beran €. 4, 355 = beran ¢. 5). Byly uchovavany oznacené v plastovych
saCcich na Katedie farmakologie a toxikologie v Hradci Kralové k néslednému
vySetieni. Byla zvolena kvantitativni ovoskopicka metoda (sedimentacni). Za pomoci
této metody bylo mozné vajicka motolic identifikovat a také stanovit hodnotu EPG

(pocet vajicek na 1g trusu vysetfovaného materidlu).

5.3.1 Pouzité pristroje, chemikalie a suroviny

- individudlni trus ovci

- laboratorni sklo (kddinky o objemu 100 ml, sklenéné tyCinky a misky, odmérny valec)
- pipety

- ttenka s tlou¢kem

- kovové sitko s otvory 1 mm

- rukavice a PVC sacky

- voda (z vodovodu)

- digitalni vahy KERN 440-43

- svételny mikroskop DN 45

- magneticka michacka

- podlozni mikroskopova sklicka

5.3.2 Modifikovana sedimenta¢ni metoda (kvantitativni ovoskopicka

metoda)

Pomoci cca 15 ml vody bylo rozmélnéno v tfeci misce 2,0 g trusu do kaSovité
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konzistence. Obsah tfeci misky byl pfenesen do sklenéné misky pies kovové sitko a
miska byla jesté 2x oplachnuta vodou z prvni kadinky. Sitko se zachycenym materidlem
se louhovalo pfiblizné 20 s v misce s vodou. Vznikld suspenze se pielila do prvni
kadinky a se sitkem a zbytky materialu byl cely proces louhovani zopakovan v druhé
misce. Obsah misky byl pak ptfenesen do druhé kadinky, obé suspenze v kadinkach se
nechaly 5 minut stit. Vodni vyvévou byla odstranéna vrchni vrstva roztoku z obou
kadinek a zbyly obsah z druhé kadinky se pielil do prvni kadinky. Nasledovala opé&t
sedimentace po dobu 5 minut a odstranéni vrchni ¢asti obsahu kadinky vyvévou. Tento
proces byl nékolikrat zopakovan, dokud nebyl vodni sloupec na sedimentem ciry. Poté
byl objem zredukovén na cca 20 ml a kadinka byla poloZzena na magnetickou michacku
za ucelem rovnomeérného rozmiseni suspenze (otaCky byly nastaveny v rozmezi 400 —
500/min). Automatickou pipetou se zkracenou Spickou byly zhruba v polovi¢ni hloubce
suspenze odebrany 3 vzorky, kazdy o objemu 167 pul, a naneseny na podlozni sklicko,
kde byly pozorovany pod mikroskopem pii zvétSeni 40x. Pomoci sklenéného
odmérného valce byl zméten presny objem zbylé suspenze (Anonym 1989).

Z kazdého vzorku trusu byly piipraveny 3 podlozni sklicka. Pocet vajicek byl
stanoven primérem vSech tifi nalezenych hodnot a z celkového objemu vySetiené

suspenze. Z tohoto vypocitaného mnozstvi byla stanovena i hodnota EPG.

5.4 Metodika hematologického Setfeni

Krevni roztéry byly provadény ve stejnych casovych intervalech jako u
piedchozich Setfeni, oznaCovani vzorka bylo totozné. Natéry byly zhotoveny ihned po
odbéru periferni krve, barveni probihalo na Katedte parazitologie v Praze. K diagnostice

byla pouZzita metoda stanovovani diferencialniho poctu leukocytt.

5.4.1 Pouzité pristroje, chemikalie a suroviny:

- Roztéry krve na podloznich sklickach zafixované methanolem (v dubletech)

- Giemsa (Fluka)
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- Voda (neupravovana z vodovodu)
- Svételny mikroskop s imerznim objektivem se zvétSenim 10x100 (Meopta 60962)

- Imerzni olej (Nikon)

5.4.2 Metoda vySetfovani krevniho obrazu

Metoda, pii které byl stanovovan diferencidlni pocet leukocyti, byla zalozena na
manudlni identifikaci krevnich bun€k pomoci svételného mikroskopu. Krevni natéry
byly provedeny ihned po odbéru krve (v dubletech od kazdého vzorku) a po zaschnuti
byly zafixovany metanolem. K barveni sklicek bylo pouzito komer¢ni barvivo Giemsa
nafedéné s vodou v poméru 1:9, proces barveni trval u vSech roztéri 40 minut. Poté
byla sklicka s roztéry oplachnuta pod tekouci vodou a po oschnuti pozorovana pod
imerznim objektivem mikroskopu pii zvétSeni 1000x. Urceni jednotlivych typa
leukocytth probéhlo na zéklad¢ jejich odlisné morfologie a barvitelnosti, ¢imz bylo
zjisténo jejich vysledné procentualni zastoupeni. Ve vzorcich bylo vyhleddno 100
leukocytli a bylo zaroven i pozorovano zastoupeni jednotlivych typt leukocyti podle
morfologie a barvitelnosti, pak bylo vypocteno jejich procentualni zastoupeni (Pecka

2006).

5.5 Metodika imunodiagnostického Setieni

Vzorky sér ovci byly odebirany s frekvenci ptiblizné 1x tydné a to 2 tydny pred
infekci, az do ukonceni studie. Vzorky byly oznaCeny terminem a zaroven i Cislem
berana (311 = beran ¢. 1, 319 = beran €. 2, 334 = beran ¢. 3, 344 = beran ¢. 4, 355 =
beran €. 5). Séra byla spolu s E/S produkty dospélych motolic F. hepatica ptevezena v
hluboce zmrazeném stavu na Katedru parazitologie Ptirodovédecké fakulty Univerzity
Karlovy v Praze, byla uchovavana v -76°C a zde byla vySetfena nepfimou metodou

ELISA.

37



5.5.1 Priprava exkre¢né — sekrec¢nich produkti

E/S produkty byly ziskany pfimo z motolic izolovanych z jater nakazenych ovci
a byly izolovany na Katedfe biochemickych véd UK v HK. Roztok s E/S produkty byl
zcentrifugovan (2x20 min, 4500xg, 4°C) a zkoncentrovan pies 3 kDa filtr (Amicon
Ultra). Piesna koncentrace protein E/S produktl byla zméfena za pomoci komeréniho
kitu Quanti-IT™ Protein Assay Kit a spektrofotometru Infinite M200 na &erné 96-
jamkové mikrotitratni desti¢ce. Vyslednd koncentrace pak byla odeCtena pfi
excitaci/emisi — 470/570 nm dle kalibra¢ni kiivky, ktera byla ziskdna zméfenim
proteinovych standardli z komeréniho kitu (0 — 5 pg/ul) s vyuzitim programu Magellan
na PC. Tyto exkre¢né-sekre¢ni produkty o koncentraci 0,6 pg/ul byly nasledné pouzity

jako antigen.

5.5.2 Pouzité pristroje, chemikalie a suroviny

- Individualni vzorky ov¢ich sér (= primarni protilatky)

- ES produkty ziskané z motolic z nakaZenych ovci o koncentraci 0,6 pg/ul (=antigen)
- Komer¢ni sekundarni protilatky (donkey anti-sheep IgG 1:5000 — Peroxidase antibody
produced in donkey, Sigma)

- Mikrotitra¢ni desticka 96-jamkova (Nunc, MaxiSorb)

- Multikandlova pipeta manudlni a digitalni, pipety s variabilnim objemem

- Plastové mikrocentrifuga¢ni zkumavky s vickem o objemu 0,5ml a 1 ml

- Laboratorni sklo (kddinky, odmérné vélce)

- Ttepacka a vortex mixer

- pH-metr

- Stopky

- ELISA reader

- Vlhké komurka

- PBS (0,1 M) a 0,05% Tween-20 (Polyoxyethylenesorbitan-monolaurat, BIO-RAD)

- SuSené mléko (Blotting Grade Blocker Non-fat dry milk, BIO-RAD)
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- 1M HCI (=zastavovaci roztok)
- TMB-substrat
- Na;COs3, NaHCOs

- Destilovana voda

5.5.3 Metoda ELISA

Do uhli¢itanového pufru o pH 9,6 (hodnota pH pfedem ovéfena na pH-metru)
byl pfidan antigen (E/S produkty motolic) o koncentraci 0,5 pg/jamka. Pomoci
multikanalové pipety bylo pfeneseno 100 pl do kazdé jamky mikrotitraéni desticky.
Vzhledem k po¢tu vzorkl sér byly pouzity 2 destiCky. Takto pfipraveny antigen se
nechal inkubovat ve vlhké komirce pfes noc pti 4°C. Nasledujici den se nenavazany
antigen 3x promyl roztokem 0,1M PBS (pH 7.,2) + 0,05% Tween (PBS-T) v objemu 120
ul na jamku. Pfipraveny roztok 5% mléka v PBS-T byl nanesen po 100 pl a desticky se
nechaly blokovat po dobu 1,5 hodiny na michacce pti pokojové teplote, aby se zamezilo
tvorbé nespecifickych vazeb. Po vyliti obsahu desticek byla nanesena primarni
protilatku (testovana ov¢i séra) a PBS-T. V dusledku pfedchozi optimalizace metody
bylo zvoleno fedéni 1:200. Nésledovala inkubace pti pokojové teploté po dobu 3 hodin
a poté opét promyti v PBS-T (3x). Do jamek byla pfenesena sekundéarni protilatka
(donkey anti-sheep IgG) v fedéni 1:5000, fedéni zvoleno opét na zakladé piedchozi
optimalizace metody. Sekundarni protildtka byla inkubovéna 1 hodinu pii pokojové
teploté. Po uplynuti doby bylo provedeno promyti desticek celkem 3x v PBS-T, pak byl
pfidan substrat TMB Sigma (100 pl na jamku) ustaleny na pokojovou teplotu, ktery na
jamky reagoval 2 minuty. Reakce byla zastavena ptidanim 100 ul 1M HCI a pomoci
spektrofotometru byla zméfena opticka denzita (OD) pii 450 nm. Ke zpracovani
vysledkl byl pouzit program Magellan.

Jelikoz byly méfené vzorky vzdy nanaseny v dubletech, byly vysledné hodnoty
do grafi priimérovany. V grafu byla zaznamenana 1 hodnota kontroly, ktera by odhalila

piipadné nespecifické vazby protilatek bez pritomnosti antigenu.
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6. VYSLEDKY

Vysledky jednotlivych vySetfeni spolu stabulkami a grafy jsou uvedeny

v nasledujici kapitole.

6.1 Vysledky koprologického Setieni

U individudlnich vzorki trusu byla pouzita sedimenta¢ni metoda pro zachyceni
vajicek motolice F. hepatica v prib&hu experimentu. Z tabulky €. 1 je patrné, Ze prvni
nalez vaji¢ek v trusu byl zaznamenan u berana ¢. 1 dne 1. 6. 2015, tedy 10 tydnu po
infekci (experimentalni ndkaza byla provedena 23. 3. 2015). U ostatnich nakazenych
zvitat (€. 3 a 4) byl zaznamenan vyskyt vajicek o tyden pozdéji 8. 6. 2015, 11 tydnli po
infekci. U kontrolnich beranti €. 2 a 5 byly nalezy kompletné negativni po celou dobu

studie.
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Tab. 1 Hodnoty EPG nélezii motolice F. hepatica u jednotlivych zvitat v pribéhu

experimentalni ndkazy

oznaceni zvirete

Beran | Beran | Beran | Beran | Beran
C. 2 ¢.3 ¢. 4

O«
=
O«
a1

datum
12.3.
23.3.
30.3.
7.4.
13.4.
20.4.
27.4.
4.5,
11.5.
18.5.
25.5
1.6. 157
8.6. 236
15.6. 407
22.6. 611 168 375
29.6. 515 253 246
7.7. 269 0 235 204
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Vysvétlivky: EPG = pocet vajicek/1g trusu

6.2 Vysledky hematologickych Setfeni

6.2.1 Stanoveni diferencidlniho poctu leukocyti

Pomoci mikroskopické diagnostiky byly ureny jednotlivé typy bilych krvinek a

jejich diferencialni pocet. Jednoznacné byly ureny nasledujici typy leukocyti:
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lymfocyty, neutrofily, monocyty a eozinofily. Pocty monocytl se v pribéhu studie témér
neliSily a pohybovaly se stale ve fyziologické hladin€. U poctu neutrofilt hladiny
kolisaly, avSak udrzovaly se také ve fyziologickych mezich a nebyl rozdil v tomto poctu
mezi nakazenymi a kontrolnimi zvifaty. Pocet lymfocyti byl prvni tyden po infekci
zvysen u vSech berant, od druhého tydne po ndkaze do konce studie vykazovaly krevni
roztéry niz§i hladinu u infikované skupiny oproti skupiné kontrolni. Ubytek poétu
lymfocyt byl zptisoben nariistem poctu eozinofilti od 7. 4. u infikovanych ovci, tedy
parametrem pii vysSetfovani krevnich roztéri. Detailni vysledky jsou uvedeny

v nasledujicich grafech.

Graf 1 Vyvoj procentualniho zastoupeni lymfocyti béhem experimentu
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Graf 2 Vyvoj procentualniho zastoupeni neutrofilii béhem experimentu
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Graf 3 Vyvoj procentualniho zastoupeni monocytii béhem experimentu
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Graf 4 Vyvoj procentualniho zastoupeni eozinofilli béhem experimentu

eosinofily
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6.2.2 Stanoveni hematokritu

Kazdy tyden byl na katedife Farmakologie a toxikologie v HK stanovovan i
pomér pevné a tekuté slozky krve, tedy podil erytrocyti a celkového obejmu krve.
Hodnoty hematokritu u infikovanych zvitat v pritbé¢hu studie postupné klesaly, coz je

typickym projevem infekce. Vyvoj je zachycen v nasledujicim grafu.

Graf 5 Vyvoj hematokritu v priabehu experimentu
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6.3 Vysledky méreni hmotnosti

Béhem studie byla kontrolovana hmotnost zvifat s frekvenci 1x tydné. Vyjimkou
byl termin 8. 6. 2015, kdy sledované ovce nebyly zvazeny. Z nasledujiciho grafu je
patrné, ze infekce méla negativni dopad na rtst a celkové prospivani nakazenych zvitat

v porovnani s plynulym nariistem hmotnosti u kontrolnich zvitat.

Graf 6 Vyvoj hmotnosti v priibéhu experimentu
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6.4 Vysledky imunodiagnostického Setieni

Pomoci nepiimé ELISA metody byly u vzorkt individualnich ovc€ich sér méfeny
hladiny protilatek typu IgG. Z divodu nepiesného oznacCeni vzorkii a prostorového
provedeni metody bylo vySetfeno 15 termint. Z grafu vyplyva, ze u kontrolnich zvirat
¢. 2 a 5 nedoslo ke zvySeni hladiny IgG v pribéhu studie. U ostatnich beranii (¢. 1, 3 a
4) bylo zaznamenéano vyrazné zvyseni hladiny IgG v odbérovém terminu 7. 4. 2015,
tedy 2 tydny po infekci. Maximalni hodnota byla namétfena u vSech zvitat v 8. tydnu po
infekci. Vysoka hladina protilatek se u nakazenych beranti udrzovala az do ukonceni

studie.
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Graf 7 Vyvoj hladiny protilatek IgG v prubehu experimentu méfené¢ho neptimou ELISA
metodou pfi optické denzit¢ 450 nm (antigen: E/S produkty o koncentraci 0,5 pug na
jamku, PP: ov¢i sérum v fedéni 1:200, SP: donkey anti-sheep IgG v fedéni 1:5000)
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6.5 Vysledky pitvy

Vytazena zvifata byla podrobena pitvé, pfi které byla odhalena zna¢na destrukce
jaterni tkang. Jatra byla celkové zvétSena a na fezech byla patrna obstrukce zlu¢ovodd.
Bylo izolovano 43 dosp€lych motolic F. hepatica z jater berana ¢. 1, 26 dospélcu
motolice z jater berana €. 2 a 23 ks motolic z berana ¢. 3. VSechny ziskané motolice
byly pfedany Katedré biochemickych véd Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v
Hradci Kralové.
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Obr. 1 Nalez dospélych jedincti motolice F. hepatica v jatrech infikované ovce

Foto: J. Lamka
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7. DISKUZE

Stézejnim cilem této rigorézni prace bylo sledovat odezvu v téle hostitelova
organismu (ovce domaci) na pravé probihajici infekci motolici Fasciola hepatica. Za
ucelem sledovani patologickych zmén v definitivnim hostiteli jsme zvolili nékolik
metod, které se nejcastéji vyuzivaji pfi hodnoceni a sledovani pribéhu parazitoz. Mezi
hlavnimi sledovanymi parametry experimentalni infekce byly: produkce vajicek
dospélymi motolicemi, hladina protilatek typu IgG v séru hostitele, diferencialni pocet
leukocytl na krevnich roztérech, hodnoty hematokritu a hmotnost sledovanych zvitat.

Koprologicka Setieni patii v parazitologii k nejbézné&ji pouzivanym (Taylor et al.
2005), a proto zvoleni sedimentacni metody bylo logickym krokem. Vyhodou
koprologie je moznost detekce parazita jeste za zivota definitivniho hostitele, nespornou
vyhodou je také jednoduchost metody a jeji financni nenaroc¢nost. V nasi praci jsme
vychézeli z kvalitativni sedimenta¢ni metody podle Chyli, kterou jsme modifikovali na
metodu kvantitativni. Vylucovani vajicek do trusu bylo mikroskopickym vySetienim
zaznamenano u berana €. 1 jiz 10. tyden po infekci, u ostatnich dvou beranii o tyden
pozdéji, tedy 11 tydnd po infekci. Z dostupné literatury jsme ovéfili, ze prepatentni
perioda (tedy doba zahrnujici vstup infek¢éniho stadia parazita do hostitelova organismu
az do doby vyzrani parazita, tzn. kladeni vaji¢ek) je u motolice F. hepatica zpravidla 8
az 10 tydnti (Samuel et al. 2001; Bowman 2009).

Diagnostika krevnich roztéri za pomoci mikroskopu odhalila jednotlivé
zastoupeni leukocytll v krvi v pribéhu infekce. Hlavnim sledovanym parametrem byl
pocet eozinofill. Zvysena hladina (dle Weisse a Wardopa (2010) nad 10 % celkového
poctu bilych krvinek), tzv. eozinofilie, je totiz typickym znakem probihajici infekce a
byla zaznamenana v mnoha studiich (Chavin e al. 1995; Chauvin et al. 2001; Raadsma
et al. 2007; Matanovi¢ et al. 2007). Od druhého tydne po infekci jsme mohli sledovat
patologicky zvySeny pocet eozinofilli u nakazenych ovci, tento trend pokrac¢oval az do
ukonceni studie. V pribehu jsme zaznamenali dva vyrazné narusty hodnot eozinofilie,
konkrétné¢ ve 3. a 8. tydnu po infekci. Podobny jev byl zaznamendn i1 v jiné

experimentalni studii (Raadsma et al. 2007), kdy maxima hodnot poctu eozinofilii bylo
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dosazeno ve 4. a 9. tydnu po infekci. Tento vykyv by mél odpovidat period¢ zivotnimu
cyklu motolice F. hepatica, kdy mladi jedinci nejdiiv migruji v jatrech hostitele a poté
se premist’uji do Zlu¢ovodu, kde pohlavné dozravaji.

Dalsi zvolenou metodou byla imunodiagnostickd metoda ELISA, kterd se
vyznacuje vysokou citlivosti pro detekci protilatek v séru, a to nejen u ovci (Santiago a
Hillyer 1988; El Ridi et al. 2007). Prvni zvyseni protilatek typu IgG bylo detekovano
v druhém tydnu po infekci u vSech nakazenych zvitat, maximalnich hodnot protilatky
dosahovaly v tydnu osmém. Uvadi se, ze protilatky jsou ze séra detekovatelné 2 az 4
tydny po infekci (Taylor et al. 2005), toto tvrzeni jsme tedy potvrdili. Ale na piiklad
Raadsma et al. (2007) ve své studii zaznamenali elevaci hladin protilatek IgG jiz
v prvnim tydnu po infekci.

Experimentalni nakaza méla také negativni dopad na riist a celkovou hmotnost
nakaZenych ovci, coz se projevovalo téméef nulovym vahovym piirdstkem oproti
neinfikované kontrolni skupin€. Je znamo, ze akutni i chronicka nédkaza motolici jaterni
ma dopady na hmotnost zvitat, vysledkem jsou Ubytky na vaze a celkové neprospivani
(Kotrl4 et al. 1984; Behm a Sangster 1999; Taylor et al. 2005). Negativné byl ovlivnén 1
hematokrit ovci, kdy hodnoty u nakazenych berani v prubéhu experimentu postupné
klesaly. Nizké hodnoty hematokritu naznacuji pravé probihajici infekci, rovnéz muaze
znacit 1 anémii (Galtier a Alvinerie 1996; Roberts 1968). Fyziologické rozmezi hodnot
hematokritu u ovci se pohybuje od 27 do 45 % (Weiss a Wardrop 2010). V naSem
experimentu téchto hodnot sledované ovce jiz nedosahovaly posledni dva tydny pied

ukonéenim studie.
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8. ZAVER

V teoretické Casti byla vypracovana literarni reserze, kterd se zabyva obecnou
charakteristikou motolice jaterni (Fasciola hepatica) ve vztahu k ovci domaci (Ovis
aries). Byly také stanoveny zdkladni parametry hodnoceni fasciolozy.

V ramci experimentalni ¢asti rigordzni prace byla zhodnocena experimentalni
nakaza berankli ovce domaci. Zvitata byla pted infekci odCervena a v prubéhu ndkazy
vysetiovana koprologickymi, imunologickymi a hematologickymi metodami. Na konci
studie byla zvifata utracena a z jater byly izolovany dospélé motolice, které byly
predany k dalSimu vyzkumu na Katedru biochemickych véd Farmaceutické fakulty
Univerzity Karlovy v Hradci Kralové. Z provedené studie vyplyva, ze prepatentni
perioda (interval mezi podanim metacerkarii a zacatkem produkce vajicek) je 10 az 11

tydnd, zvysenou hladinu protilatek IgG a eozinofili 1ze detekovat 2 tydny po infekei.
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