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ABSTRAKT

    Notocotylus attenuatus je motolice parazitující v mezihostitelských plžích eledi

Lymnaeidae a u vodních pták  z ádu vrubozobých (Anseriformes), kte í jsou definitivní

hostitelé. Životní cyklus je dvouhostitelský a ve vn jším prost edí se tvo í metacerkárie.

Zvláštností životního cyklu je nep ítomnost stádia miracidia, které je ve vají ku nahrazeno

sporocystou. Pozoruhodný je i zp sob injikace sporocysty st nou st eva do hemocelu plže.

Mezi motolicemi je to ojedin lé. Z více jak 40 citovaných prací nelze však zjistit p edevším

esné mechanismy vývoje v mezihostiteli i tvorby metacerkárie ve vn jším prost edí.

Studium t chto fází vývoje lze však realizovat díky použití experimentálních hostitel

(plovatek a kachen) i možnosti kultivace in vitro.
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ÚVOD

Notocotylus attenuatus je monostomní motolice z kmene Platyhelminthes, t ídy Trematoda

a eledi Notocotylidae. Jedná se o tém  kosmopolitn  se vyskytujícího parazita p evážn

vodních pták . Jeho životní cyklus je možné definovat jako dvouhostitelský s tvorbou

metacerkárie ve vn jším prost edí. Velmi charakteristickou zvláštností životního cyklu

N. attenuatus je absence stádia miracidia. Ve vají ku se vyskytuje sporocysta, která je

injikována st nou st eva do hemocelu plže. To je mezi motolicemi ojedin lé. Z plž  se

uvol ují cerkárie, které se encystují na pevném podkladu. Na pr h encystace však existují

zné pohledy. Z metacerkárií se v trávicím traktu definitivního hostitele uvol ují jednotlivé

motolice a místem jejich parazitace jsou slepá st eva. Projevem jejich patogenního p sobení

je p edevším poškození epitelu st eva, a tím také nižší p ír stky na váze. V n kterých

ípadech m že dojít p i masivní infekci i ke smrti definitivního hostitele.

    Zvláštnosti životního cyklu i nedostate  popsané fáze ontogenetického vývoje vyžadují

další laboratorní studium tohoto parazita, které je realizovatelné i v podmínkách P F UK, a to

díky dostupnosti experimentálních hostitel  – plovatek a kachen.

    Cílem této bakalá ské práce je shrnout dosavadní poznatky o ontogenetickém vývoji

motolice N. attenuatus tak, aby navazující experimenty reflektovaly již známé údaje.
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1. VÝVOJ V MEZIHOSTITELSKÉM PLŽI

    N. attenuatus využívá ve svém životním cyklu, podobn  jako v tšina motolic, úzké

spektrum plž  jako první mezihostitele. T mi jsou pro N. attenuatus zástupci eledi

Lymnaeidae. U v tšiny motolic je invazním stadiem pro plže miracidium. Naproti tomu je

životní cyklus motolice N. attenuatus zvláštní a zajímavý tím, že se zde stadium miracidia

nevyskytuje.

    Plž se nakazí poz ením vají ka. Jeho obsah tvo í sporocysta, operkulátní výb žek a dv

bu ky vyskytující se vn  sporocysty (Murrills a kol. 1985a). V trávicí soustav  plže je

sporocysta pomocí operkulátního výb žku injikována st nou st eva do hemocelu, kde

následuje její další vývoj. Minimální doba vývoje v mezihostiteli je 59 dní (Wright a Bennet

1964).

1.1. Stavba vají ka a funkce jeho ástí
Pln  vyvinutá vají ka dosahují velikosti okolo 20 µm a jsou charakteristická p ítomností

asi 200 µm dlouhých filament na každém pólu. Filamenta jsou typická i pro vají ka ostatních

zástupc eledi Notocotylidae (Wittrock 1982). Vají ko má operkulum. Uvnit

embryonovaného vají ka se nachází sporocysta, operkulátní výb žek a dv  bu ky

lokalizované vn  sporocysty (Murrills a kol. 1985a). Schéma vají ka je znázorn no na obr.1.

Obr 1. Schématický ez vají kem motolice N. attenuatus.  A vaje né obaly, B operkulátní výb žek,
C sporocysta, D prostor okolo zárode né bu ky tvo ený výb žky tegumentu sporocysty, E zárode ná bu ka,
F glykogenní bu ka. (Murrills a kol. 1985a, upraveno).
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    Sporocysta (obr. 1C) je stadium, které se v plži dále vyvíjí a tvo í se v ní dce inné

sporocysty. Povrch sporocysty je tvo en tegumentem s množstvím spojených mikrovil .

Mikrovily se po n kolika dnech infekce v plži zv tšují. Na mikrovilech byly prokázány

navázané hemocyty plže a uvažuje se o jejich roli v ochran  proti obranným mechanism m

plže (Murrills a kol. 1988). Hemocyty se ale na mikrovily spíše vážou proto, že rozpoznávají

sporocystu jako cizorodý objekt. Hemocyty nebyly prokázány v prostoru mezi mikrovily,

protože to neumož ují velikostní pom ry. Tegumentální vrstva cytoplasmy obsahuje velké

množství volných ribozóm . Zano ená t la bun k povrchu obsahují klasické organely (jádro,

endoplasmatické retikulum, mitochondrie) a nevelké množství r zných m chý . U mladé

sporocysty, která opustila vají ko v podmínkách in vitro, nebyl pozorován pohyb

a ultrastrukturáln  nebyla prokázána svalovina (Murrills a kol. 1985b). Svalovina se ale

vyskytovala u sporocysty vyvíjející se v plži po týdnu (Murrills a kol. 1988). P inou je r st

a vývoj sporocysty a pot eba pohybu v plži. K tomu je vyvinutá svalovina nezbytná. Ve

sporocyst  se dále vyskytují zárode né bu ky (obr. 1E). Jsou ohrani eny výb žky povrchu

(obr. 1D). Obsahují volné ribozómy a -glykogen, který jim poskytuje výživu b hem vývoje.

Po mitotickém d lení se bu ky diferencují v jednotlivé  bu ky t l dce inných sporocyst.

    Operkulátní výb žek je další velmi charakteristickou sou ástí vají ka (obr. 1B).

Operkulátní výb žek je u báze spojen s vaje nou kapsulí a vybíhá od operkula kolem

sporocysty, p emž kon í op t v blízkosti spojení operkula s vaje nou kapsulí (Murrills a kol.

1985a). Jeho tvar je v pr ezu oválný. Slouží k injikaci sporocysty epitelem st eva do

hemocelu plže, p emž m ní sv j tvar a délku. Operkulátní výb žek v evoluci motolic z ejm

edchází existenci miracidia (Murrills a kol. 1985a). Nejsou ale informace, zda je n co

z operkulátního výb žku u miracidia zachováno.

    Mezi dv  bu ky vyskytující se vn  sporocysty pat í bu ka obsahující -glykogen (obr. 1F)

a bu ka obsahující ner zn jší typy inkluzí. Glykogenní bu ka obsahuje krom  velkého

množství -glykogenu také klasické bun né organely (jádro se shluky chromatinu,

endoplasmatické retikulum, nevelké množství mitochondrií a m chý  rozptýlených voln

v cytoplasm ). Tato bu ka poskytuje zásobní látky vyvíjející se sporocyst  a umož uje p ežití

vají ka ur itou dobu p ed poz ením plžem. Po uvoln ní sporocysty z stává ve vaje ných

obalech. Druhá bu ka obsahuje nejr zn jší inkluze velké asi 0,3-0,7 µm, které jsou nestejné

elektronové denzity. Dále obsahuje jádro, endoplasmatické retikulum a mitochondrie. Tato

bu ka je asociovaná s operkulátním výb žkem. P edpokládá se, že ob  tyto bu ky mají vliv

na vychlípení operkulátního výb žku z vají ka. Ten je u své báze spojen s vaje nou kapsulí
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a probíhá tém  pod celým jejím povrchem. Jednotlivé ásti vají ka se musí tedy p eskupit,

aby se operkulátní výb žek mohl dostat z vají ka (Murrills a kol. 1985b).

1.2. Líhnutí vají ka a vývoj dalších stádií
    Vají ko musí být plžem poz eno. Líhnutí vají ka probíhá ve st ev  b hem asi 10 vte in.

Nemusí nastat u všech vají ek, která se zdají pln  embryonovaná. Líhnutí zahrnuje otev ení

operkula a formování operkulátního výb žku v asi 75 µm dlouhou trubici, z jejíhož konce je

injikována sporocysta do hemocelu plže (Murrills a kol. 1985b). Líhnutí ve st ev  plže je

stimulováno reduk ními podmínkami a alkalickým pH, a také in vitro r znými medii.

Pr h injikace sporocysty do hemocelu ukazuje obr. 2. Operkulum se otev e (obr. 2A).

Operkulátní výb žek v po áte ní fázi formuje širší kónickou strukturu, do které se uvolní

sporocysta (obr. 2A a 2B). Zejména v po áte ních fázích se operkulátní výb žek protáhne

velmi vysokou rychlostí (až 650 µm/s) v trubici dlouhou okolo 140 µm a 3µm širokou (obr.

2C). Tato vysoká rychlost a úzký tvar umož uje perforaci st ny st eva plže. Sporocysta se

pohybuje z vají ka sm rem ke konci operkulátního výb žku (obr. 2D). Jakmile jej dosáhne,

Obr. 2. Schéma injikace sporocysty do hemocelu plže. A operkulátní výb žek formuje kónickou
strukturu po otev ení operkula, B uvol ování sporocysty z vaje ných obal  do operkulátního
výb žku, C protažení operkulátního výb žku, D zkrácení operkulátního výb žku po dosažení konce
sporocystou, E uvoln ní sporocysty do hemocelu plže, a operkulum, b sporocysta, c operkulátní
výb žek. (Murrills a kol. 1985b, upraveno).
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operkulátní výb žek se zkrátí na délku mezi 65-85 µm. Konec výb žku se protrhne

a sporocysta je uvoln na do hemocelu (obr. 2E).

    Následující vývoj od stadia mate ské sporocysty po stadium cerkárie citovaná literatura

popisuje velmi nedostate . O sporocystách a rediích existuje málo informací, protože jejich

výzkum je nesnadný a nebývají intenzivn  studovány (Niewiadomska 1995). Jednozna

není ani doloženo, kde k jednotlivým asexuálním množením dochází. Výskyt sporocyst v plži

Radix peregra byl studován po jednom a sedmi dnech od infekce (Murrills a kol. 1988). Po

jednom dni byly sporocysty prokázány voln  v hemocelu v nejbližším okolí st eva, tedy

v okolí místa injikace. Po sedmi dnech od infekce byly sporocysty navíc prokázány v plášti a

okolí hepatopankreatu. Sporocysty následn  nejpravd podobn ji proniknou do

hepatopankreatu plže a produkují generaci dce inných sporocyst. Citovaná literatura již

lokalizaci v hepatopankreatu neuvádí. Obecn  by vývoj následujících stádií m ly zajiš ovat

zárode né bu ky. Dle informací o jiných druzích motolic se po mitotickém d lení

zárode ných bun k v mate ské sporocyst  jednotlivé bu ky diferencují v bu ky sporocysty

dce inné. N které z stávají jako bu ky zárode né i ve sporocyst  dce inné. Uvoln ná stadia

dce inných sporocyst v hepatopankreatu dále rostou a vyvíjí se. Podobným zp sobem vznikají

v dce inných sporocystách stadia redií. Po ty jednotlivých generací nejsou stálé, nebo  má

parazit snahu tvo it jejich nejv tší po et.

    Zralé redie jsou v pr ru 1800 µm dlouhé a mají vyvinutou ústní p ísavku, vakovité

st evo a zárode né bu ky. V rediích se formuje 3-6 cerkárií (Našincová 1992). Tegumentem

redií prostupují ásti ty  typ  smyslových bun k, které byly popsány ultrastrukturáln

(Czubaj a Niewiadomska 1988).

    Z redií jsou uvol ovány cerkárie. Uvádí se, že jsou uvol ovány neúpln  zformované

a úplné zralosti dosahují mimo redie v hepatopankreatu plže (Ž árská 1964, 1986, Našincová

1992). Obecn  jsou cerkárie stadia adaptovaná p edevším na život ve vodním prost edí

a v tšinou jsou uvol ovány již pln  zformované, p emž asto nep ijímají potravu. Cerkárie

N. attenuatus by proto pro sv j další vývoj v hepatopankreatu plže musely p ijímat potravu,

nebo využívat vlastní energetické zásoby. Citovaná literatura neuvádí ani jednu možnost.

Neúpln  zformované cerkárie mají vyvinuty v p ední ásti t la dv  nepravidelné o ní skvrny.

Trávicí soustavu tvo í krátký jícen, který se za o ními skvrnami d lí ve dv  v tve st eva,

dosahující až k exkre nímu m chý i (Ž árská 1964). Exkre ní soustava je protonefridiálního

typu a skládá se z plaménkových bun k, dvou exkre ních kanálk , které vedou od p edního

konce t la do exkre ního m chý e na zadní konec t la, a od n ho vyús uje na povrch

rozdvojený exkre ní kanálek v p ední t etin  ocásku (Ž árská 1964, Našincová 1992).
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Nezformované cerkárie mají také kratší ocas a je možné odlišit jednotlivé cystogenní žlázové

bu ky (Ž árská 1986). Zformované cerkárie mají navíc vyvinuté t i o ní skvrny, základy

reproduk ní soustavy, delší ocas a posteriorn -laterální žlázy, které se vyskytují v t le

cerkárie na posteriorním konci sm rem k dorzální stran . Cystogenní žlázové bu ky nejsou již

viditelné, protože je p ekrývá hn dý t lní pigment (Ž árská 1964).

1.3. Spektrum mezihostitel
    Jako vhodní mezihostitelé pro vývoj motolice N. attenuatus jsou zástupci eledi

Lymnaeidae – Lymnaea stagnalis (Niewiadomska a kol. 1997), Radix auricularia (Našincová

1992), Stagnicola palustris (Ž árská 1964). Mnoho autor  také uvádí jako možného

mezihostitele plže Radix peregra (Wright a Bennet 1964, Radlett 1979, Evans 1981, Murrills

a kol. 1988, Väyrynen a kol. 2000).

    V systematice plž  rodu Radix  existují nejasnosti (Bargues a kol. 2001) a vzhledem k tomu

je nutné opatrn  p istupovat k astým informacím o výskytu v plži R.  peregra

    P estože je N. attenuatus asto p edstavován jako hojn  se vyskytující parazit, p i

vyšet ování plž  z p írody tomu tak nebývá. Z 243 plž L. stagnalis vylu ovali cerkárie

N. attenuatus pouze dva (Faltýnková 2005).

    V sezón  2006 se nám poda ilo získat mezihostitelské plže N. attenuatus zatím  ze  t í

lokalit: v plžích S. palustris v rybníku Švarcemberk a Hliní  na T ebo sku a v plžích

S. palustris a L. stagnalis v rybníku Žoldánka na Blatné.
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2. VÝVOJ VE VN JŠÍM PROST EDÍ

    Po uvoln ní cerkárie motolice N. attenuatus z mezihostitelského plže do vn jšího prost edí

je dalším krokem tvorba metacerkárie procesem encystace. Tvorba metacerkárie probíhá na

vhodném pevném povrchu, a ve srovnání s jinými skupinami motolic je tím nahrazena aktivní

penetrace cerkárie do definitivního hostitele nebo do druhého mezihostitele. Nej ast ji je

povrchem pro encystaci vegetace, protože tvo í potravu pro definitivní hostitele. T mi jsou

hlavn  vodní ptáci z ádu vrubozobých (Anseriformes). Metacerkárie encystované na vegetaci

a jiných pevných p edm tech vn jšího prost edí se také nazývají adoleskárie. Jiným vhodným

povrchem m že být ulita plže nebo st na nádoby v laboratorních podmínkách (Wright a

Bennet 1964).

    Encystace je v tšinou zahájena bezprost edn  po kontaktu cerkárie s vhodným povrchem.

Pokud není encystace zahájena ihned, stane se tak do hodiny nebo vzácn ji déle (Southgate

1971). P i encystaci asto metacerkárie tvo í shluky (Graczyk a Shiff 1994). Nákaza

definitivního hostitele je po poz ení t chto shluk  masivn jší. Metacerkárie se mohou vytvo it

za nep íznivých podmínek i bez kontaktu s pevným povrchem (Morley a kol. 2002).

2.1. Cystogenní žlázové bu ky
    Cystogenní žlázové bu ky jsou r znými autory ozna ovány nestejným zp sobem (Ž árská

1970, 1986, Southgate 1971). Také jsou uvád ny jiné po ty t chto bun k. Pro zjednodušení

byly n které bu ky ozna eny jako typ 1, 2, 3 a 4 (Southgate 1971). Dalšími typy jsou

posteriorn -laterální žlázy, orální žlázové bu ky a laterální bu ky. Tyto bu ky se vyskytují

Obr. 3 Schématický ez t lem cerkárie p ed uvoln ním obsahu cystogenních žlázových bun k.
A bu ky typu 1 a 2, B bu ky typu 3, C, D bu ky typu 4, E laterální bu ky, F exkre ní soustava,
G trávicí soustava. (Ž árská 1970, upraveno).



10

v parenchymu t la cerkárie (obr. 3). Jsou odlišitelné až u cerkárií, které již opustily redie

(Ž árská 1986).

    Cystogenní žlázové bu ky byly studovány z hlediska své ultrastruktury (Southgate 1971)

a histochemického složení (Ž árská 1970). Bu ky typu 1 a 2 se vyskytují v parenchymu na

dorzální stran  t la cerkárie. Bu ky typu 1 se vyskytují u nezralé cerkárie, která je ješt

v mezihostitelském plži, ve ty ech podélných adách a produkují asi 0,5 µm velká

elektronov  lucidní t líska ozna eny jako typ 1 (Southgate 1971). Bu ky typu 2 produkují

sekre ní granule typu 2. Oba typy bun k reagují pozitivn  po použití AB–PAS metody

(Alcian blue-Periodic acid-Schiff technika pro detekci kyselých mukosubstancí

a polysacharid ) . Granule se barví mod e, a to dokazuje p ítomnost kyselých mukosubstancí

s karboxylovými skupinami a skupinami se sírou, které jsou odolné proti p sobení r zných

enzym  (nap . hyaluronidáza). Cytoplasma se barví erven , ímž jsou prokázány

polysacharidy a neutrální mukosubstance. Dále se v granulích vyskytují proteiny s malým

množstvím tyrozinu a tryptofanu (Ž árská 1970).

    Bu ky typu 3 se vyskytují v parenchymu na ventrální stran  cerkárie v prostoru od ústní

ísavky k ocasu. Produkují sekre ní granule typu 3, které jsou od p edchozích dvou typ

ultrastrukturáln  odlišné. Skládají se z elektrondenzní ásti a z ásti, která se ultrastrukturáln

jeví jako pruhovaná. Pruhy vykazují variabilitu v ší ce a odstupu (Southgate 1971).

Histochemické techniky v granulích typu 3 neprokázaly p ítomnost mukosubstancí.

V proteinech byly prokázány aminokyseliny se sírou, tyrozin a tryptofan. Po použití Sudan

black B a Luxol blue metody se modro- erným zbarvením prokázaly lipidy (Ž árská 1970).

    Bu ky typu 4 se vyskytují na dorzální stran  pod bu kami typu 2 a na ventrální stran  nad

bu kami typu 3. Laterální bu ky se vyskytují na laterální stran  t la cerkárie. Sekre ní

granule bun k typu 4 vykazují variabilitu v obsahu i tvaru. Ultrastrukturáln  se granule jeví

jako pruhované, p emž mezi granulemi existuje rozdíl v ší ce, elektronové denzit

a prostorovém uspo ádání pruh . Ultrastrukturální stavba laterálních bun k nebyla zjišt na

(Southgate 1971). Cytoplasma bun k typu 4 a laterálních bun k obsahuje velké množství

glykogenu. Neutrální mukosubstance byly prokázány v laterálních bu kách metodou PAS.

Proteiny vyskytující se v bu kách typu 4 a laterálních bu kách obsahují tyrozin, tryptofan

a další aminokyseliny se sírou. Dále zde byly prokázány lipidy, které ale chybí v laterálních

bu kách (Ž árská 1970).

    Posteriorn –laterální žlázy jsou dv  žlázové bu ky. Sekre ní granule jsou dle TEM

uspo ádány ve ty ech adách. Mezi vn jší a vnit ní vrstvou je vždy vchlípená

cytoplasmatická membrána bu ky a tvo í úzký prostor. Do tohoto prostoru jsou uvol ovány
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sekre ní granule. Okolo t chto bun k je svalovina, která umož uje svojí kontrakcí regulovat

uvol ování granulí (Southgate 1971). Histochemická analýza zjistila p ítomnost neutrálních

mukosubstancí (Ž árská 1970).

    Orální žlázové bu ky jsou lokalizovány ve ventrolaterální ásti ústní p ísavky a mezi ústní

ísavkou a obloukem exkre ní soustavy. Tyto bu ky jsou kyjovitého tvaru a jejich p esný

po et nebyl determinován. Sekre ním produktem jsou amorfní, asi 0,2 µm velká t líska, která

jsou svým obsahem podobná sekret m posteriorn –laterálních žláz, protože také obsahují

neutrální mukosubstance (Southgate 1971).

2.2. Pr h encystace
Encystace probíhá standardn  na pevném podkladu. Cerkárie se k n mu p ichytí a její t lo

se zakulatí. Cystogenní žlázové bu ky všech ty  typ  postupn  migrují parenchymem

a svalovinou cerkárie, kde následn  jejich výb žek cytoplasmatické membrány splyne se

spodní membránou tegumentu a vytvo í se cytoplasmatický spoj, kterým jsou sekre ní

granule transportovány do tegumentu (obr. 4). Výjimku tvo í posteriorn –laterální žlázy

a orální žlázové bu ky, jejichž obsah je transportován p ímo do vn jšího prost edí bez pasáže

tegumentem. Posun granulí do tegumentu je usnad ován svalovou kontrakcí a z ejm

i mikrotubuly, které jsou podél transportního cytoplasmatického spoje (Southgate 1971).

Obr. 4. Transport sekre ních granulí do tegumentu. A svrchní membrána tegumentu, B spodní
membrána tegumentu, C okružní svalová vlákna D podélná svalová vlákna, E šikmá svalová vlákna,
F sekre ní t líska typu 1, G mitochondrie v tegumentu, H mikrotubuly, I cytoplasmatický spoj,
J sekre ní granule typu 2, K mitochondrie v cytoplasm  cystogenní bu ky, L hladké
endoplasmatické retikulum, M jádro. (Southgate 1971, upraveno).
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Tegument m že pojmout pouze ur ité množství sekre ních granulí. Jejich množství se

v tegumentu zv tšuje a granule nejblíže povrchu následn  splynou se svrchní membránou

tegumentu. Jejich obsah je exocytózou uvoln n na povrch. Tento typ sekrece se nazývá

apokrinní. Na povrchu dojde ke kontaktu mezi obsahy cystogenních žlázových bun k a jejich

následné fúzi (Southgate 1971). Tím jsou formovány st ny cysty (obr. 5).

    Sekrety bun k typu 1, 2 a 3 nejprve formují vn jší mukoidní obal a externí st nu cysty.

Externí st nu tvo í neutrální mukosubstance, proteiny s tyrozinem a tryptofanem a lipidy

(Ž árská 1970). P ed jejím dokon ením je od t la cerkárie odd len ocas, který je schopen se

jakou dobu ješt  samostatn  pohybovat (Ž árská 1970, 1986, Southgate 1971, Graczyk

a Shiff 1993a). Smyslem pohybu ocásku je odreagovat možné predátory metacerkárií (nap .

ryby, perloo ky). Následn  je formována granulemi typu 2 a 3 st ední st na a interní st na

cysty granulemi typu 4. Interní st na poskytuje nejv tší ochranu metacerkárii a ozna uje se

také jako keratinová vrstva. Metacerkárie je infek ní ihned po svém vytvo ení (Ž árská

1986).

Obr.  5.  Formování  st n  cysty.  A tegument, B okružní svalová vlákna, C podélná svalová vlákna,
D šikmá svalová vlákna, E externí st na cysty na dorzální stran , F elektronov  denzní ást externí
st ny, G st ední st na cysty, H spodní membrána tegumentu, I mikrotubuly, J mitochondrie
v cytoplasm  cystogenní bu ky, K jádro. (Southgate 1971, upraveno).
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2.3. R zné pohledy na pr h encystace
    Pr h encystace je popisován nejednotn  (Ž árská 1970, 1986, Southgate 1971, Graczyk

a Shiff 1993a). Rozdíln  je uvád n postup uvol ování granulí jednotlivých cystogenních

žlázových bun k do tegumentu, zp sob p ichycení k podkladu a formování všech st n cysty

etn  jejich po tu. Na dorzální stran  jsou t i vrstvy, na laterálních stranách p t vrstev a na

ventrální stran  dv  vrstvy (obr. 6) (Ž árská 1970). Southgate (1971) uvádí, že cysta okolo

metacerkárie je tvo ena t emi vrstvami a ventro-laterálním prstencem v interní st  cysty.

    Uvol ování sekre ních granulí do tegumentu je zahájeno už v mezihostitelském plži.

Bu ky typu 1 a 2 uvolní úpln  sv j obsah do tegumentu na dorzální stranu cerkárie

a sou asn  bu ky typu 3 uvolní ást svých sekret  do tegumentu na ventrální stranu cerkárie

ed opušt ním mezihostitelského plže (Ž árská 1970). Naproti tomu je uvád no, že pouze

bu ky typu 1 uvolní sv j obsah do tegumentu v mezihostiteli a bu ky typu 2 a 3 až ve

vn jším prost edí (Southgate 1971). Sekrety orálních žlázových bun k jsou uvoln ny do

dutiny ústní p ísavky také v mezihostiteli (Ž árská 1970, 1986).

    P ichycení k podkladu probíhá pomocí posteriorn -laterálních žláz a následného uvoln ní

jejich obsahu. Poté se cerkárie p ichytí pomocí ústní p ísavky (Ž árská 1970, 1986). Existují

informace, že encystace je zahájena poté, co se cerkárie p ichytí nejprve pomocí ústní

ísavky, p emž ale není uvedena ú ast posteriorn -laterálních žláz v zahájení encystace

(Graczyk a Shiff 1993a). Tvorba externí st ny cysty probíhá na dorzální a ventrální stran  po

odd lení tegumentu se sekre ními granulemi typu 1, 2 a 3, p emž ást sekret  bun k typu 1

Obr. 6. Schématický ez metacerkárií A externí st na na dorzální stran
B externí st na na ventrální stran  a st ední vrstva po celém obvodu
C interní vrstva na dorzální stran , D interní vrstva na ventrální stran  a na
laterální stran , E ventro-laterální prstenec, F široký okraj tvo ený ástí
sekrece bun k typu 1 a 2, G exkre ní soustava metacerkárie, H trávicí
soustava metacerkárie. (Ž árská 1970, upraveno).
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a 2 tvo í široké okraje na laterálních stranách (obr. 6F) (Ž árská 1970). Povrch je však tvo en

u motolic od stadia sporocysty tegumentem a nem že být odd len. Informaci o odd lení

tegumentu proto nelze považovat za správnou. Jiný pohled ukazuje, že sekre ní t líska typu 1

produkují externí st nu cysty na dorzální stran , která má dv ásti (Southgate 1971). První

ást je elektronov  lucidní, z fibrózního materiálu a druhá ást je tenká a elektronov  densní

(obr. 7A,B). Sekre ní granula typu 2 formují st ední vrstvu na dorzální stran  (obr. 7C) a tato

vrstva tvo í na laterálních stranách velmi široký okraj. Sekre ní granule typu 3 produkují na

ventrální stran  externí a st ední st nu cysty (obr. 8A,B). Na laterální stran  dochází

k áste nému smíšení obsahu bun k typu 2 a 3.

    Poté co je externí st na cysty dokon ena, cerkárie rotuje a uvol uje z bun k typu 3 zbytek

sekret  do tegumentu na ventrální stran . Ty tvo í st ední vrstvu, a ta jako jediná probíhá po

celém obvodu cysty (obr. 6B). Na ventrální stran  tyto sekrety splynou s externí vrstvou,

kterou již tyto bu ky tvo í svým áste ným vyprázdn ním na za átku encystace (Ž árská

1970). Toto pozorování nebylo ale potvrzeno ultrastrukturáln  a bu ky typu 3 tvo í pouze

st ny cysty na ventrální stran , nikoliv po celém obvodu cysty (Southgate 1971).

    Za pokra ující rotace cerkárie je formována i interní st na cysty. Bu ky typu 4 formují

Obr. 8. Externí a st ední st ny cysty na ventrální stran . A vn jší st na
cysty B st ední st na cysty. (Southgate 1971, upraveno).

Obr. 7. Externí a st ední st ny cysty na dorzální stran . A vn jší ást
externí st ny, B elektronov  denzní ást vn jší st ny C st ední st na.
(Southgate 1971, upraveno).



15

pouze tu ást, kde jsou lokalizovány (obr. 6C, D, E), tzn. dorzální bu ky formují dorzální

st nu, laterální bu ky formují tzv. ventro-laterální prstenec a ventrální bu ky formují

ventrální st nu, která je ale pohybem cerkárie rozprost ena i na laterální stranu (Ž árská

1970). Tvorba interní st ny cysty je také vysv tlována jiným zp sobem (Southgate 1971).

Sekre ní obsah bun k typu 4 je sice p emíst n do tegumentu v míst  lokalizace t chto bun k,

tedy na dorzální a ventrální stran , ale vlivem rotace cerkárie a z ejm  i mikrotubul , které do

tegumentu z bun k zasahují, je obsah v tegumentu smíšen. Poté je obsah uvoln n vn

tegumentu a formuje interní vrstvu, která je stejná po celém obvodu. Obsah laterálních bun k

a navíc áste ný obsah posteriorn –laterálních bun k je p es interní vrstvu uvoln n na ventro-

laterální pozici, kde tvo í tzv. ventro-laterální prstenec (Southgate 1967). Existuje tedy

minimáln  dvojí pohled na pr h encystace.

2.4. Vliv vn jších faktor  na tvorbu a p ežívání metacerkárie
    Tvorba metacerkárie a její následná schopnost p ežívání a infekce definitivního hostitele je

ovlivn na r znými faktory. Úsp šné dokon ení tvorby cysty je ovlivn no p edevším kvalitou

vody (Evans 1982, Morley a kol. 2002). T žké kovy v prost edí (nap . kadmium, zinek, m )

zejména v industriálních zemích vodu zne iš ují. Jejich ú inkem je zabrán no uvoln ní

obsahu cystogenních žlázových bun k. Parazit hyne p ed dokon ením encystace. Naopak po

dokon ení encystace je vliv chemických a jiných faktor  minimální (Morley a kol. 2002).

    Cerkárie se m že encystovat samostatn , a to i bez podkladu, nebo se více cerkárií

encystuje blízko sebe a tvo í shluky metacerkárií (Morley a kol. 2002). Metacerkárie se

vytvo ily samostatn  bez podkladu v experimentálních roztocích s nízkým obsahem kadmia

a zinku (Morley a kol. 2002). Nej ast jší je tvorba shluk  cyst, jejichž po et m že být až 35

na 1 cm2.  Prostor  mezi  cystami  je  tvo en  mukoidním  materiálem,  který  je  formován  na

po átku encystace. Jedná se hlavn  o glykoproteiny rozpustné ve vod , které p i riziku

vyschnutí zajiš ují ochranu a dlouhodobé p ežívání (Graczyk a Shiff 1994). Cysty ve shlucích

jsou schopné nákazy definitivního hostitele i 24 týdn  po encystaci. Tvorba shluk  cyst

indikuje, že cerkárie rozeznávají místo své encystace. Cerkárie, kterým byla um le

prodloužena doba volného pohybu ve vod  (nap . použitím míchadla v laboratorní kádince),

nebyly schopné tvo it shluky cyst a encystovaly se samostatn . Jejich schopnost p ežívání

byla snížena na 12 týdn  po encystaci, protože jejich externí st na cysty a mukoidní vrstva

byla velmi tenká (Graczyk a Shiff 1994). Expozice této cysty vzduchu snížila její

infekceschopnost na jeden den. Naopak cysty ve shlucích p ežijí expozici vzduchu t i dny.
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3. VÝVOJ V DEFINITIVNÍM HOSTITELI

    Metacerkárie vytvo ené ve vn jším prost edí musí být pro další vývoj poz eny definitivním

hostitelem. Definitivní hostitelé jsou p edevším vodní ptáci z ádu vrubozobých

(Anseriformes) (Wright a Bennet 1964). Metacerkárie se v trávicí soustav  ptáka excystují

a uvoln né motolice zaujímají místo své kone né lokalizace. Na rozdíl od n kterých jiných

druh  motolic N. attenuatus pro dosažení místa své parazitace i b hem parazitace p íliš

nemigruje (Radlett 1979).

3.1. Excystace a dosažení kone né lokalizace
Po perorálním poz ení metacerkárií následuje jejich posun jednotlivými ástmi trávícího

traktu ptáka, kterými jsou jícen, vole, žláznatý žaludek, svalnatý žaludek, dvanáctník a tenké

st evo (Graczyk a Shiff 1993a). Mezi koncem tenkého st eva a za átkem tlustého st eva je

jeden pár slepých st ev. Slepé st evo je dlouhé okolo n kolika centimetr  (McNab 1973).  P i

této dlouhé pasáži je metacerkárie chrán na odolnými st nami cysty nap . proti p sobení

zných enzym . Excystace je stimulována r znými faktory. T mi jsou žlu ové soli, trávící

enzymy, vhodná teplota, oxid uhli itý a pH (Smyth a Halton 1983).

    Úsp šné excystace m že být dosaženo také v r zných médiích in vitro. Ze vzorku 100 cyst

se excystovalo in vitro úsp šn  tém  79 % (Graczyk a Shiff 1993a). Optimální byl

následující postup: expozice cyst dv  hodiny v EDTA–20 (vodný roztok 1:2 EDTA-20 / voda)

15 minut ve sm si 1% kyseliny chlorovodíkové a 1% pepsinu (pH 2) a dv  hodiny ve sm si

0,5% trypsinu a 0,5% žlu ových solí. EDTA–20 je kationtový detergent, který rozpouští

lipoproteiny a lipidy, a spolu s enzymy zahajuje in vitro excystaci v místech p ímého p ístupu

k interní st  cysty (oblast okolo ústní p ísavky a odd leného ocasu). Vn jší vrstva je

následn  fragmentována a odstran na. Excystace poté pokra uje až do uvoln ní motolice.

    Excystace a lokalizace juvenilních a dosp lých parazit  ve slepém st ev  byla studována

experimentáln  v r zných asových intervalech (Radlett 1979). P i experimentální infekci 200

metacerkáriemi bylo nalezeno okolo 50 dosp lc  (Graczyk a Shiff 1993b) a p i infekcích 100

metacerkáriemi vykazoval po et nalezených dosp lc  variabilitu 3–100 (Wright a Bennet

1964). Excystace prob hla na za átku tlustého st eva, p emž první metacerkárie této

lokalizace dosáhla za t i hodiny po poz ení. První juvenilní jedinci byly zaznamenáni

v proximální oblasti slepého st eva až po ty ech hodinách, takže se aktivn  pohybují

k otvor m slepého st eva z místa své excystace (Radlett 1979).
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    Motolice se postupn  vyskytují v proximální, st ední a distální ásti slepého st eva.

Proximální ást slepého st eva obsahuje dlouhé klky a mezi nimi se vyskytují juvenilní

jedinci. Mohou být p ichyceni ústní p ísavkou a nebo se vyskytují voln . V této fázi jsou velcí

asi 350 m a nemají ješt  vyvinuté ventrální papily (MacKinnon 1982c). Klky poskytují

ochranu motolicím p ed jejich odstran ním vlivem peristaltiky a pohybu st evního obsahu.

Ústní p ísavkou p ijímají potravu v podob  narušených bun k epitelu st eva, ale nezp sobují

jeho výrazné poškození. V proximální ásti slepého st eva setrvají asi jeden den (Radlett

1979).

    Následn  se  mezi  druhým  a  t etím  dnem  vyskytují  ve  st ední  ásti  slepého  st eva.  Jejich

velikost je okolo 530 m a n kte í jsou rozší eni vzhledem k velikostním pom m i za klky

slepého st eva do jeho lumen. V této fázi je také patrný vývoj vaje níku, varlat a žloutkových

žláz (Radlett 1979).

    Od druhého dne se na ventrální stran  t la za ínají formovat ventrální papily (MacKinnon

1982c). Ventrální papily jsou v r zném po tu a uspo ádání typické pro v tšinu zástupc

eledi Notocotylidae. Je možné je využít i jako znak pro rozlišení jednotlivých rod .

Mediánní ada se objevuje jako první. Jejich r st je intenzivní mezi pátým a osmým dnem,

kdy je dokon en (Radlett 1980).

    Po et pln  vyvinutých papil je v mediánní ad  15 a v laterálních adách 14. Papily se

skládají hlavn  z pyriformních bun k a svaloviny. Povrch papil je kryt tegumentem a do

každé papily vybíhá exkre ní kanálek (MacKinnon 1982a). Pyriformní bu ky obsahují velké

množství mitochondrií a hemoglobinu. Histochemicky byly prokázány respira ní enzymy

(nap . sukcinát dehydrogenáza, glukóza-6-fosfát dehydrogenáza, cytochrom oxidáza)

(MacKinnon 1982b). Hemoglobin váže a uvol uje kyslík a je také schopen reoxygenace po

obnovení p ítomnosti kyslíku. Hemoglobin také zp sobuje r žové až ervené zbarvení

ventrální strany t la a laterálních okraj  (MacKinnon 1980).

    Jsou uvád ny r zné možnosti funkce ventrálních papil, a to nap . p i p ichycení na epitel

slepého st eva i absorbci n kterých látek ze st evního obsahu (Radlett 1979, 1980). Další

experimenty ale prokázaly, že N. attenuatus je schopen p ichytit se i na jiném povrchu než je

slepé st evo (st na laboratorní nádoby), p emž k tomu využívá hlavn  laterální okraje t la

(MacKinnon 1982a). Tvar t la je p itom konkávní. Také se nepotvrdila možnost funkce papil

v absorbci látek ze st evního obsahu, nebo  se nezjistila p ítomnost enzym  esteráz a fosfatáz

(esterázy hydrolyzují estery nižších mastných kyselin a fosfatázy hydrolyzují nukleotidy)

(MacKinnon 1982b). Hlavní funkcí papil je respirace, protože v papilách byly prokázány

respira ní enzymy a hemoglobin (MacKinnon 1982a). Když se papily zatáhnou do t la jsou
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v blízkosti jednotlivých orgán  a poskytují jim kyslík. Je tím také podporováno formování

vají ek v d loze (Radlett 1979).

    Motolice také od osmého dne zaujímají kone nou pozici v distální ásti slepého st eva. Zde

ní polohu i zp sob p ichycení. Klky jsou v této ásti ploché a krátké. Povrch je tém

rovný. N. attenuatus je p ichycen paraleln  se st nou slepého st eva v pravém úhlu ke klk m

(Radlett 1979).

    Pro pokra ování životního cyklu je nezbytné uvoln ní vají ek do vn jšho prost edí. Obecn

se vají ka tvo í v ootypu, kde splyne vaje ná bu ka se spermií. Žloutkové bu ky se podílejí

na tvorb  vaje ných obal . P i posunu kli kami d lohy pokra uje formování a vají ka jsou

v distálních kli kách d lohy pln  embryonovaná.

    O formování vají ek motolic z eledi Notocotylidae není p íliš mnoho poznatk  (Wittrock

1982). Studie o pr hu formování vají ek nebyla u motolice N. attenuatus dosud provedena.

U druhu Ogmocotyle indica ze stejné eledi Notocotylidae se vn jší a vnit ní vaje ný obal a

operkulum formuje v ootypu. Filamenta se za ínají formovat v proximálních kli kách d lohy

z obsahu žloutkových žláz. Operkulátní výb žek se za íná formovat pod operkulem a spojuje

se s vyvíjejícím se embryem také v proximální ásti d lohy. V distálních kli kách d lohy jsou

filamenta pln  vyvinutá a vn jší st na vají ka je širší (Coil 1966). Podobn  se také formují

vají ka motolice Desmogonius desmogonius z eledi Pronocephalidae (Coil a Reid 1965).

    První vají ka motolice N. attenuatus  byla nalezena voln  ve st evním obsahu distální ásti

slepého st eva 16 dní po infekci. Vají ka jsou spojena filamenty do shluk , a tak se i pohybují

st evním obsahem do uvoln ní. V jednom gramu trusu bylo možné nalézt až 160 vají ek p i

maximální produkci (Graczyk a Shiff 1993b). Nejv tší velikost dosp lce byla 3400 m.

Vají ka jsou ve vn jším prost edí poz ena plžem a cyklus se opakuje.
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3.2 Spektrum definitivních hostitel
    Nálezy dosp lc N. attenuatus jsou v eské republice uvád ny u následujících druh : Anas

platyrhynchos, A. clypeata (Vojtek 1981), Aythya ferina (Tenora  a  kol.  1987).  V  jiných

evropských zemích byl N. attenuatus zaznamenán p i r zných studiích parazitických helmint

definitivních hostitel  nap . na Slovensku u Anser albifrons (Macko a kol. 2002), v Srbsku

u Fulica atra (Kulišic  a  kol.  2004)  a  Nizozemí  u Somateria mollissima (Borgsteede  a  kol.

2005). N. attenuatus byl také nalezen ojedin le v Nizozemí u Motacilla alba, který je

zástupce ádu Passeriformes (Borgsteede a kol. 2000). Existuje i záznam o výskytu až v Jižní

Korei u A. platyrhynchos (Eom a Rim 1984). N. attenuatus se tedy vyskytuje kosmopolitn .

    Nevhodní definitivní hostitelé pro vývoj motolice N. attenuatus jsou hlodavci. Hlodavci

mohou být definitivní hostitelé jiných druh  (Vicente a kol. 1985). V hlodavcích však existují

podmínky pro excystaci, ale ne pro p ežití, protože nebyli nalezeni živí jedinci (Graczyk

a Shiff 1993b).
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ZÁV R

    V této bakalá ské práci byly shrnuty dosavadní poznatky o ontogenetickém vývoji motolice

N. attenuatus, z nichž nejd ležit jší jsou následující:

- V životním cyklu se nevyskytuje stádium miracidia, ale ve vají ku je sporocysta, která

je pomocí operkulátního výb žku injikována st nou st eva do hemocelu plže. Tento

zp sob je mezi motolicemi ojedin lý.

- Vývoj od stádia mate ské sporocysty po stádium cerkárie probíhá v hepatopankreatu

plže, p emž informace k této fázi vývoje jsou velmi nedostate né.

- Cerkárie se uvol ují z redií jako neúpln  zformované a své zralosti dosahují až dalším

vývojem v hepatopankreatu plže.

- Cerkárie tvo í ve vn jším prost edí metacerkárie, p emž p esný pr h encystace je

diskutabilní.

- Excystace metacerkárií probíhá v trávicí traktu ptáka,ale ani pro tento proces

neexistují solidní údaje.

- Dosp lci, parazitující se ve slepých st evech ptáka, jsou typi tí p ítomností ventrálních

papil, které plní funkci v respiraci.

    Na tuto bakalá skou práci bude navazovat práce diplomová. Pro naše studium motolice

N. attenuatus bude nezbytné zavedení laboratorního cyklu a první pokusy již v sou asné dob

probíhají. Snahou bude získávat infikované plže z p írody z r zných lokalit. Studium

v mezihostitelském plži by m lo p inést více informací o jednotlivých stádiích a v úvahu

ichází i jejich in vitro kultivace. Zam it bychom se cht li na proces transformace cerkárie-

metacerkárie-dosp lec, p emž lze provést in vitro excystaci a následn  parazity in vitro

kultivovat.
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