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ABSTRAKT

Fasioloides magna je motolice parazitujici v jaternim parenchymu piezvykavcu. Jeji zivotni
cyklus je vazany na vlhké prostfedi a zahrnuje mezihostitele, jimiz jsou sladkovodni plzi
(Lymnaeidae). Siroké spektrum definitivnich hostitelti 1ze délit podle schopnosti tvorby
urcitého typu pseudocysty na specifické definitivni hostitele (jelen lesni, dan¢k evropsky, srnec
obecny), nespecifické definitivni hostitele (tur domaci, prase divoké ¢i los evropsky) a
netypické hostitele (ovce domdci a koza domaci). Vedle zaznami o pfirozenych infekcich
uvedenych hostitelti byly provadény také experimentalni ndkazy riznych druhi potencidlnich
hostitel v laboratornich podminkach, napt. kamzik horsky, lama krotka a ovce tlustoroha, ale
také u tradicnich laboratornich zvitat, mys, morce, potkan a kralik.

Béhem nejriiznéjSich typll onemocnéni probihd v hostiteli mnoho zmén, které lze
kvalitativné a kvantitativné stanovit. Podobné u fascioloidézy lze méfit nékteré zmény, které
jsou spojeny s pritomnosti parazita v hostitelové téle, napt. tvorba protilatek, zvySeni poctu
eozinofild, uvolilovani vajicek trusem, vnitini krvaceni nebo i poSkozeni jater. Pravé mira
poskozeni jaterni tkdné€ se odrazi predev§im v biochemickych parametrech méfitelnych z krve.
Jedna se nejen o jaterni enzymy, ale také dalsi slozky krve, které reflektuji celkovy zdravotni
stav hostitele, napt. krevni proteiny, lipidy, sacharidy, metabolity.

Za ucelem stanoveni vybranych parametrai spojenych s fascioloidozou bylo v ramci mé
experimentalni prace nakazeno celkem 10 kralikt (Oryctolagus cuniculus f. domesticus) (50,
150 a 300 MC). Uspé&iné byl infikovan jeden kralik, u néhoz byla nalezena jedna Ziva nedospéla
motolice. Jeji pfitomnost zptsobila zna¢né poskozeni jater, zvysSeni hladin protilatek IgG, IgM
a zaznamenan byl také narast GLDH a celkovych globulinti. U dal$ich tii kralikti byl zachycen
vyrazny narust protilatek IgG, IgM a eozinofilli, piestoze pii pitvé nebyly zZadné motolice

nalezeny.
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ABSTRACT

Fasioloides magna is a trematode parasitizing in the liver parenchyma of ruminants. Its life
cycle is associated with the humid environment and includes intermediate freshwater snail hosts
from family Lymnaeidae. According to the ability of host to form a certain type of a pseudocyst
during fascioloidosis, they can be,divided in three groups, specific definitive hosts (red deers,
fallow deers, roe deers), nonspecific definitive hosts (cattle, wild boars and elks) and atypical
hosts (sheeps and goats). Beside the natural infections also the experimental infections of other
potential host species has been realized (chamois, llama and bighorn sheep and traditional
laboratory animals such as mice, guinea pigs, rats and rabbits).

In the context of different diseases, many changes in infected organism can occur. These
can be qualitatively and quantitatively evaluated. Similarly, during fascioloidosis the changes
associated with the presence of the parasite in the host's body is possible to monitor, e.g.
antibody production, increase in the number of eosinophils, release of eggs in faeces, internal
bleeding, or the level liver damage. The liver damage is corresponding primarily to biochemical
parameters of blood, not only the liver enzymes, but also other blood components, like blood
proteins, lipids, carbohydrates or metabolites reflecting the health status of the host.

In order to evaluate the selected parameters of fascioloidosis, ten rabbits (Oryctolagus
cuniculus f. domesticus) were exposed to 50, 150 and 300 metacercariae of F. magna. Only one
rabbit was successfully infected and one live immature fluke was found in his body. The fluke
caused considerable damage in the liver and the increase of the levels of IgG, IgM, globulins
in general and GLDH and was recorded. In three other rabbits, the significant increase in IgG,

IgM and eosinophils levels was observed, although no fluke was found during the autopsy.

Key words:

Fascioloides magna, Oryctolagus cuniculus, host - parasite interaction, coprological

examination, ELISA, 1gG, IgM, hematocrit, blood count, liver enzymes and blood metabolites.
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1. UVOD

Fascioloides magna (Bassi, 1875), neboli motolice obrovska, je jaterni motolice ptibuzna
veterinarné i humanné velmi vyznamné motolici Fasciola hepatica (Linnaeus, 1758), ktera
je kosmopolitn¢ rozsitena (Pybus, 2001). Vyskyt motolice F. magna byl zaznamenan
v Severni Americe — ptivodni aredl rozsifeni, a v Evropé, kam byla v druhé poloving
19. stoleti zavlecena (Swales, 1935). Nyni se vyskytuje ptevazné ve stfedni Evropé a zda se,
Ze se jeji areal stale rozsituje (Novobilsky a kol., 2007a; Demiaszkiewicz a kol., 2015). Zde
se adaptovala na mistni divokou zvéf, predevsim jelena evropského (Cervus elaphus) a srnce
obecného (Capreolus capreolus) (Erhardova-Kotrla, 1971). Fascioloides magna zpisobuje
vazné onemocnéni zvané fascioloidoza, které miize vyustit az v uhyn hostitele (Foreyt,
1992). Jelikoz kromé¢ divoké zvéte napadd 1 hospodarskéd zvitata, zplsobuje tak znacné
ekonomicke ztraty (Erhardova-Kotrld, 1971), nebot’ napadeny dobytek miva snizeny vahovy
priristek (Chroustova a kol., 1980) a mize do nékolika mésici 1 uhynout (Swales, 1935;
Foreyt a Leathers, 1980).

Nejcastejsi zpsob diagnostiky této motolice je ¢asto na zaklade¢ vySetfeni trusu nebo
az dle vysledkd pitvy. U hospodaiskych zvifat vSak nejsou vajicka trusem vylu€ovana
z divodu uzavieni dospélych motolic do silnosténné pseudocysty (pt. u skotu) nebo proto,
7e motolice vubec nedosahuji pohlavni zralosti (pf. u ovci a koz) (Erhardova-Kotrla, 1971;
Pybus, 2001). Na tomto misté se tedy naskyta prostor pro vyuziti jinych intravitalnich metod,
které bud’ pfimo odhali pfitomnost parazita (napf. hladina specifickych protilatek) ¢i urci
miru poskozeni hostitelského organismu (napf. hladina jaternich enzymi). Pfitomnost
parazita v hostiteli se mtize promitnout do mnoha parametrii, které je mozné kvalitativné ¢i
kvantitativné stanovit, at’ uz jde o zminé€nou koprologii, vyvoj imunity, jak humoralni —
stanoveni protilatek pomoci ELISA metody, tak bunécné — stanoveni krevniho obrazu, nebo
o celkovy zdravotni stav hostitele — stanoveni hmotnosti, hematokritu, krevnich proteint,
lipidd, sacharidu a metabolitu z krevniho séra.

Jelikoz piibuzna motolice Fasciola hepatica ve volné pfirodé napada i divoké kraliky
(Li, 1952; Pybus, 2001), ktefi tak slouzi jako dulezity rezervoar nakazy (Olsen, 1948), mym
cilem bylo ovéfit, zda je prostiednictvim tohoto hostitele mozny pienos F. magna a béhem

experimentu zaznamenat vyse zminéné intravitdlné meétitelné projevy infekce.


http://agro.icm.edu.pl/agro/contributor/d6ea9d2c342ec80696550f3779df4c84

2. CILE PRACE

1. Na zéklad¢ dostupné literatury shrnujici spektrum znamych pfirozenych a
experimentalnich hostitelt Fascioloides magna charakterizovat aspekty vzajemné
interakce a stanovit zdkladni parametry jejiho kvalitativniho a kvantitativniho

hodnoceni.

2. Experimentalné ovéfit vyuziti zjiSténych parametri pro sledovani interakce
experimentalné infikovaného hostitele Oryctolagus cuniculus f. domesticus motolici

Fascioloides magna.



3. LITERARNI PREHLED

3.1. Motolice Fascioloides magna

3.1.1. Obecna charakteristika

Fascioloides magna (Bassi, 1975), motolice obrovska, je spole¢né s velmi vyznamnym
zastupcem, motolici jaterni (Fasciola hepatica, Linnaeus, 1758) a dalsimi motolicemi
(Fasciola gigantica, Fasciolopsis buski, Fasciola jacksoni), fazena do ¢eledi Fasciolidae,
podtiidy Digenea, tfidy Trematoda (Lofty a kol., 2008). Fascioloides magna se od ostatnich
zminénych motolic 1isi piedev§im svoji lokalizaci v definitivnich hostitelich - jaterni
parenchym, velikosti - az 10 cm, druhem nejcastéji parazitovaného definitivniho hostitele —
jelenoviti (Celed’ Cervidae) a také morfologicky (Erhardova-Kotrla, 1971).

Tvar téla motolice F. magna je dorzoventralné zplostély a ovalny bez konického
vybézku v predni ¢asti téla (Spakulova a kol, 2003). Velikost téla dospélce se pohybuje mezi
3 — 10 cm. Na ventralni strané jsou patrné dvé svalnaté piisavky; ustni a btisni (acetabulum)
(Obr. 1). Ustni piisavkou je ohraniGen tstni otvor, kterym zaéina dobfe vyvinuta travici
soustava. Ta poté pokracuje svalnatym pharynxem a nasledné se déli na dvé vétve stieva,
ktera se jest¢ mnohonasobné vétvi a kde dochazi k traveni hlavniho zdroje zivin — krve
(Erhardova-Kotrla, 1971; Pybus, 2001). Po degradaci a zpracovani erytrocytd dochazi
k vylouceni odpadniho produktu z téla motolice, tzv. hematin (Zelezity porfyrin), ktery ma
hnédortizovou barvu a je typickym znakem infekce motolice F. magna (Campbell, 1960).
Pohlavni soustava motolice F. magna se sklada ze samcich i sami¢ich pohlavnich organt (t;.
hermafrodit). Sam¢i pohlavni soustava obsahuje parova varlata (testes) umisténa vedle sebe,
z nichz vedou chamovody do semenné¢ho vacku (vesicula seminalis), ktery vyustuje
ve velmi napadny vychlipitelny cirrus (Erhardova-Kotrla, 1971). Samic¢i pohlavni soustava
je tvotfena jednim ,,vajecnikem* (germarium), ze kterého oocyt (zarodecna bunka) putuje
do prostoru zvaného ootyp, v némz probiha oplozeni a vyustuji Mehlisovy zlazy
(skofapecné) a vitelaria (zloutkové zlazy). Kefickovita vitelaria jsou velmi napadnou
strukturou umisténou pouze na ventralni strané téla dospélého cerva (Ward, 1917).
Zloutkové a skofapecné zlazy zajist'uji vyvijejicimu se vaji¢ku potiebnou ochranu a vyzivu.
Vajicko vybavené vickem (operkulum) je zZlutohnédé barvy a méti 124 — 175 um na délku a
81 — 117 pum na Sitku (Erhardova-Kotrla, 1971). Velikost vajicek pfiblizné¢ odpovida
rozmérum vajicek motolice F. hepatica (128-142 um a na Siiku 68-82 pum; Pybus, 2001),
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coz znesnadnuje jejich vzajemné rozliSeni. Charakteristika dalSich soustav v podstaté
odpovida obecnému popisu organovych soustav pro celou podtiidu digenetickych motolic.
Povrch téla je tvofen syncycidlnim tegumentem, tzv. neodermis, pod kterym je uloZena
okruzni, podélna a Sikma svalovina. Nervova soustava se sklada ze dvou hlavovych ganglii
spojenych pricnou spojkou, ze kterych vybihaji nevétvené nervové provazce do celého téla.
Vylucovaci soustava je tvofena protonefridiemi s plaménkovymi a kanalkovymi buiikami,
které¢ vyustuji exkreCnim poérem na povrch motolice (Erhardova-Kotrla, 1971; Hordk a

Mikes, 2007).

Obr. 1: Motolice Fascioloides magna (foto: M. Ka3ny).

3.1.2. Rozsireni

Fascioloides magna se ptivodné vyskytovala pouze na tizemi Severni Ameriky u zastupct
jelenovitych, zejména u jelena wapiti (Cervus elaphus canadensis) a jelence béloocasého
(Odocoileus virginianus). V druhé poloving 19. stoleti byla pravé spole¢né témito hostiteli
zavlecena do Evropy. Prvni zdznam tykajici se motolice F. magna v Evropé¢ a vlastné prvni
popis tohoto druhu viibec pochazi z Italie (Narodni park La Mandria v Turin¢), kde ji popsal
Bassi (1975) (Swales, 1935). Na tizemi Cech byla poprvé zaznamenana na konci 19. stoleti
u danka evropského (Ulrich, 1930). V dne$ni dobé je F. magna nalézana piedevsim
ve stiedni Evropé, a to na uzemi Ceské republiky (Novobilsky a kol., 2007a), Slovenska
(Rajsky a kol., 2002), Mad’arska (Majoros a Sztojkov, 1994), ale také Chorvatska
(Marinculi¢ a kol., 2002), Rakouska (Winkelmayer a Prosl, 2001) a Polska (Demiaszkiewicz
a kol., 2015).


http://agro.icm.edu.pl/agro/contributor/d6ea9d2c342ec80696550f3779df4c84
http://agro.icm.edu.pl/agro/contributor/d6ea9d2c342ec80696550f3779df4c84

3.1.3. Zivotni cyklus
Zivotni cyklus motolice F. magna je dvouhostitelsky (Obr. 2), zahrnuje mezihostitelského
zastupci jelenovitych (Erhardova-Kotrla, 1971). Vajicka vyprodukovana dospélci jsou
Z jater odvadéna zlucovody do stfeva, odkud se spolec¢né s trusem dostavaji do vnéjsiho
prostiedi. Ve vnéjSim vlhkém prostfedi dochdzi k embryonaci vajicka, kterd trva ptiblizné
4 tydny (pii 24 °C) (Swales, 1935; Spakulova a kol., 2003). Nasledujici larvalni stadium
oznacované jako miracidium se po odklopeni vicka (operkulum) uvoliuje z vajecné
skotapky do vodniho prostiedi a aktivné vyhleddva mezihostitele. Miracidium nepfijima
potravu a zasoba jeho energie vydrzi jen po nékolik hodin (8 — 12 hodin) (Campbell, 1960),
Cas pro vyhleddni mezihostitelského plze je tedy znaéné omezeny. K nalezeni plze
napomahaji miracidiu chemoreceptory, kterymi vnimé latky (hemolymfu) produkované
mezihostiteli (Campbell, 1960; Erhardova-Kotrla, 1971), a také velké mnozstvi
povrchovych cilii umoznujicich pohyb.

Jako mezihostitelé slouzi druhy sladkovodnich plzi rodu Lymnaeidae. V Severni
Americe se jedna predev$im o druh Pseudosuccinea columella, (Krull, 1933; Swales, 1935).
V Evropé¢ je nejcastéjsim mezihostitelem semiakvaticky druh Galba truncatula (Erhardova-
Kotrla, 1971). V nedavné dobé bylo zjisténo, Ze i nékteré druhy rodu Radix, napi. Radix
labiata (Leontovy¢ a kol., 2014) ¢i Radix peregra (Faltynkova a kol., 2006) mohou slouzit
jako mezihostitelé motolice F. magna. V téle plZze dochazi k nepohlavnimu mnoZeni parazita
pres stadia oznacované jako sporocysta, rédie, cerkarie. Z jednoho miracidia mize za cca
2 mésice vzniknout piiblizné 1000 cerkarii (Pybus, 2001; Spakulova a kol., 2003). Vyvinuté
cerkarie se aktivné uvoliuji z téla plze, pohybuji se ve vodnim prostfedi pomoci ocasku a
ulpivaji na rostlinné vegetaci, na které se encystuji a vytvori stadia zvané metacerkarie (dale
jen MC). Encystované metacerkarie jsou velmi odolné, mohou ve vlhkém prostiedi piezivat
i nékolik mésicti, aviak v suchém prostfedi hynou vétsinou do dvou tydnt (Spakulova a
kol., 2003). Infek¢ni pro definitivniho hostitele jsou pravé metacerkarie, které jsou pozieny
pfi spasani vegetace danym hostitelem (Chroustova a kol., 1980).

Jako definitni hostitel slouzi pomérné Siroké spektrum riiznych druhti prezvykavcii
(Tab. 1). V nasich podminkach je nejcastéji infikovana lesni zvér, predevsim jelen evropsky
(Cervus elaphus). Po pozieni se metacerkarie ve stievé encystuje a vzniklé stadium,
juvenilni motolice, migruje ptes sténu stieva bfiSni dutinou do jater (Erhardova-Kotrla,

1971; Spakulova a kol., 2003), coZ trva cca 2 tydny (Presidente a kol., 1980). V jaternim
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parenchymu se kolem 2 — 3 motolic vytvaii tzv. pseudocysta, vazivovy utvar z pojivové
tkané (velikost 5 — 10 cm) (Foreyt a kol., 1977). V této pseudocysté dochazi k pohlavni
zralosti, sexudlnimu rozmnozovani a dlouhodobému ptezivani dospélych ¢ervii. Motolice
mohou Vv definitivnim hostiteli pfezivat i nékolik let (Foreyt a kol., 1977; Novobilsky a kol.,
2007a). Produkovana vajicka jsou v idedlnim piipad¢ pres sténu pseudocysty odvadéna
prostupujicimi zlucovody do stieva a dale s trusem do prostiedi (Swales, 1935). Prepatentni

doba se pohybuje mezi 3 — 7 mésici (Erhardova-Kotrla, 1971; Foreyt a Todd, 1976).

Definitivni hostitel Dospél
‘ pelec

Mezihostitelsky plz

Obr. 2: Schéma zivotniho cyklu motolice Fascioloides magna (kresba: L. Jedlickova).

3.1.4. Patogenita
Patogenita motolice F. magna zavisi na celé fad¢ faktord. Mezi nejcastéjsi faktory se udava
druh infikovaného hostitele, kdy se negativni dopad na jednotlivé druhy a typy hostitelt
diametralné lisi. Napftiklad jelen dlouhodobé odoldva silné nakaze bez zjevnych ptiznakl
(Erhardova-Kotrla, 1971; Foreyt, 1996a), naopak srnec mtize uhynout jiz pii nizkém poctu
motolic (Erhardova-Kotrla, 1971; Kotrla a kol., 1984). Mezi dalsi faktory ovliviiujici
patogenni ucinek fascioloiddzy se tadi vek hostitele, aktualni kondice, vyziva a infekéni
davka metacerkarii (Kingscote, 1950; Foreyt a Todd, 1979; Pybus, 2001). Naopak hmotnost

a pohlavi nejsou podle vyzkumt nékterych autorii v mife patogenniho ucinku rozhodujici
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(Foreyt a Todd, 1975; Foreyt a kol., 1977). Bylo také prokazano, ze se stejnou
pravdépodobnosti jsou infikovana obé pohlavi, av§ak u samct probihda infekce intenzivnéji
(Erhardova-Kotrla, 1971; Pybus, 2001). Diky vSem témto znacn¢ proménnym faktorim se
projevy infekce pohybuji v Sirokém rozpéti od subklinického pribéhu az po thyn hostitele
(Foreyt, 2009).

K nejvyraznéj$im patologickym projevim fascioloidézy dochazi béhem migrace
nedospélych motolic bfiSni dutinou a jaterni tkdni, coz je doprovazeno zmeénami ve tkanich
a vznikem tzv. migracnich drah, v nichz jsou patrné zbytky degradované tkan¢, hemoragie
a krevni srazeniny (Erhardova-Kotrla, 1971; Foreyt, 1996a). Postupné byva poskozena
oblast ohranicena fibroézni (pojivovou) tkani, lemujici shluk odumielych bunék véetné bilych
krvinek, nazyvany 1éze (Kingscote, 1950). V nékterych tézSich pfipadech mohou léze az
kalcifikovat a okolni tkan se miize zménit v nefunkéni zjizvenou az cirhotickou (Erhardova-
Kotrla, 1971; Pybus, 2001). Mize také dochazet k odumirdni tkan¢, a tudiz k tvorbé
nekrotickych lozisek, coz mlze vést az k akutnimu zanétu pobitisnice (Foreyt, 1992, 1996a;
Rajsky a kol., 2002). Specifickym projevem infekce motolice F. magna je pfitomnost tzv.
tmavého pigmentu ( = odpadni produkt degradace hemoglobinu) (Capmbell, 1960).

V nékterych piipadech byly nalézany migrujici motolice 1 v jinych orgénech nez
Vv jatrech. Dal$im nej€astéji infikovanym organem jsou plice (Presidente a kol., 1980),
nasleduje pak biisni dutina (Foreyt a Todd, 1975), hrudni dutina, ledviny, slezina (Conboy
a Stromberg, 1991), branice (Swales, 1935) a dokonce i pateini kanal (Thacker, 2002) ¢i
svalovina (Chroustova a kol., 1980). Pii téchto lokalizacich vétSinou nedochazi k tvorbé
pseudocysty a motolice nejen, Ze nedospivaji, ale také dlouhodobé neptezivaji (Erhardova-
Kotrla, 1971; Presidente a kol., 1980).

Ve vétsing pripadi, zejména u jelena evropského (Cervus elaphus), probiha infekce
bez viditelnych klinickych projevil (Foreyt a Todd, 1979; Conboy a kol., 1988; Foreyt, 1992;
Pybus, 2001), ale n¢kdy se vyskytuji piiznaky jako odmitani potravy (nechutenstvi), ubytek
na vaze (az anorexie) a celkova slabost (Foreyt, 1992, 1996a; Rajsky a kol., 2002).

3.1.5. Piirozeni definitivni hostitelé - kategorie
Jak jiz bylo v uvodu feceno, F. magna napada Siroké spektrum definitivnich hostitelt. AvSak
jejich vnimavost ¢i tolerantnost k nédkaze se u jednotlivych druhti znacné 1isi, coz se mize
projevovat bud’ tvorbou konkrétni jaterni pseudocysty nebo absenci tvorby jakékoliv

pseudocysty. Dosud neni znamo, zda je tvorba pseudocysty stimulovana parazitem, nebo



zda se jedna Cist¢ o obrany proces hostitelského organismu — uzavieni parazita. (Foreyt,
1992, 1996a). Praveé podle schopnosti a zptisobu uzavieni motolic do pseudocysty mizeme
rozdé¢lit hostitele do tii kategorii, které byly jiz dfive navrzeny v praci Pybus (2001) a
upraveny (Kasny a kol., 2012).

3.15.1. Specificti definitivni hostitelé

U této kategorie hostiteli dochazi k tvorbé tenkosténné pseudocysty kolem motolic
nachazejicich se v jaterni tkéni (Pybus, 2001). Tloustka stény této tzv. oteviené pseudocysty
méfi pouze 1,00-1,75 mm a je tvotena kolagennimi fibrily, které ostfe oddé€luji pseudocystu
od okolni tkané. Je také prostoupena krevnimi kapilarami, ze kterych motolice
pravdépodobné ziskavaji krev (Swales, 1935). Dullezitym faktorem pro Sifeni motolice je
pak propojeni pseudocysty se ZluCovody, coZ umoziluje uvoliiovani vyprodukovanych
vajicek, ale i tmavého pigmentu a dalSich odpadnich latek do stfeva a dal do vnéjsiho
prostiedi (Swales, 1935; Erhardova-Kotrla, 1971; Chroust a Chroustova, 2004).

Hlavnimi zéstupci této kategorie hostitelt jsou piedevsim evropské a severoamerické
druhy z ¢eledi Cervidae (jelenoviti). V plivodnim arealu vyskytu motolice F. magna se jedna
zejména o jelena wapiti (Cervus elaphus canadensis), jelence b&loocasého (Odocoileus
virginianus) (Erhardova-Kotrla, 1971), jelence usSatého (Odocoileus hemionus) a soba
polarniho karibu (Rangifer tarandus caribou) (Swales, 1935). V evropskych podminkéch se
motolice adaptovala na na§ nejbéznéjsi druh, jelena evropského (Cervus elaphus)
(Erhardova-Kotrla, 1971), ale je také bézné nalézana u danka evropského (Dama dama)

(Ulrich, 1930) a srnce obecného (Capreolus capreolus) (Zahot, 1965).

3.1.5.2.  Nespecificti definitivni hostitelé
U zastupci této kategorie dochazi k tvorbé pseudocysty (tzv. uzaviené pseudocysty)
(Swales, 1935), ktera je typicka velmi silnou sténou (10 — 23 mm) (Lankester, 1974; Swales
1935). Sténa pseudocysty v nepravidelnych vybézcich prechdzi do okolni tkané (Swales,
1935; Kennedy a kol., 1999). Diky této nadmérné produkci vazivové tkané tvotici sténu
pseudocysty dochazi ke ztraté priachodnosti zZlu¢ovodu prostupujicich pseudocystu, a proto
vyprodukovana vajicka ani tmavy pigment nemohou odchéazet dal do traviciho traktu
hostitele a hromadi se uvniti pseudocysty (Swales, 1935; Foreyt a Todd, 1973; Chroustova
akol., 1980). Z téchto divodt nehraji tito hostitelé vyznamnou roli v Sifeni parazita (Swales,

1936; Pybus, 2001). Na druhou stranu bylo zaznamenano, ze pfi zna¢ném poskozeni jaterni
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tkan¢ béhem silné infekce, muze dojit k uvolnéni vajicek do zlucovodi, a tudiz k uzavieni
cyklu (Swales, 1935; Erhardova-Kotrla, 1971; Foreyt a Todd, 1974).

Tato kategorie hostitelll zahrnuje nejen zastupce hospodarskych zvirat, jako je tur
domaci (Bos taurus) (Swales, 1935), prase domaci (Sus scrofa f. domestica) (Foreyt, 1979),
¢i kan (Equus caballus) (McClanahan a kol., 2005), ale také voln¢ Zijici prase divoké (Sus
scrofa) (Foreyt a Todd, 1975), lama krotka (Lama glama) (Conboy a kol., 1988), bizon
(Bison bison) (Cameron, 1923) a los (Alces alces) (Kingscote, 1950).

3.1.5.3.  Netypicti hostitelé

Netypicti hostitelé jsou charakterizovani vysokou citlivosti na nédkazu, ktera casto vyustuje
ve fatdlni nasledky, az thyn jedince (Swales, 1935). Tento fakt je pravdépodobné zplisoben
neschopnosti hostitele tvofit vazivovou bariéru kolem migrujicich motolic, ¢imz dochazi
K jejich trvalé migraci, a tim k rozsifujicimu se poskozeni jaterni tkané (Foreyt, 1992).
Nektefi z napadenych hostiteltl této kategorie mohou uhynout uz do nékolika mésicii po
infekci (Swales, 1935). Jen velmi ziidka se stava, Ze motolice v tomto typu hostitele
pohlavné dospéje a za¢ne produkovat vajicka do vnéjsiho prostiedi, ¢imZ se uzavie cyklus
(Foreyt, 1990). Obecné zéstupci této kategorie v Sifeni motolice F. magna nijak vyznamnég
nefiguruji pravé diky neschopnosti dosazeni pohlavni zralosti (Foreyt a Todd, 1976).

Hlavnim zastupcem netypickych hostitell je ovce domaci (Ovis aries) a koza domaci
(Capra hircus) (Olsen, 1949). Daly by se sem v8ak zatadit i jiné druhy, jejichZ vnimavost
k nakaze byla ovéfovana pouze experimentalné, napt. ovce tlustoroha (Ovis canadiensis)
(Foreyt, 1996b), kamzik horsky (Rupicarpa rupicarpa) (Erhardova-Kotrla, 1971), ale také
laboratorni modely jako kralik, morce (Swales, 1935; Foreyt, 1979; Conboy a Stromberg.,
1991), potkan (nepublikovéno) a mys (Foreyt, 1979).



Tab. 1: Seznam definitivnich hostitelt a jejich zafazeni do kategorii.

kategorie druh hostitele citace (pi.)
Jelen wapiti (Cervus elaphus canadensis) Erhardova-Kotrla, 1971
Jelenec béloocasy (Odocoileus virginianus) Erhardova-Kotrla, 1971
Jelenec usaty (Odocoileus hemionus) Swales, 1935
Specifiéti | Jelen evropsky (Cervus elaphus) Erhardova-Kotrla, 1971
definitivni | Dangk evropsky (Dama dama) Ulrich, 1930
hostitelé | gnec obecny (Capreolus capreolus) Z&hot, 1965
Sob karibu (Rangifer tarandus) Swales, 1935
Tur domaci (Bos taurus) Swales, 1935
Bizon (Bison bison) Cameron, 1923
Kuan domaci (Equus caballus) McClanahan a kol., 2005
Nespecificti .
Los evropsky (Alces alces) Kingscote, 1950
definitivni
. Prase divokeé (Sus strofa) Foreyt a Todd, 1975
hostitelé
Prase domaci (Sus scrofa f. domestica) Foreyt, 1979
Lama krotka (Lama glama) Conboy a kol., 1988
Ovce domaci (Ovis aries) Olsen, 1949
Koza domaci (Capra hircus) Olsen, 1949
Kamzik horsky (Rupicapra rupicapra) Erhardova-Kotrla, 1971
Netypicti . .
Ovece tlustoroha (Ovis canadensis) Foreyt, 1996b
hostitelé
Kralik domaci (Oryctolagus cuniculus f. dom.) | Swales, 1935
Mys laboratorni (Mus musculus ) Foreyt, 1979
Morce domaci (Cavia aperea porcelus) Swales, 1935
3.2. Interakce parazit — hostitel

Predmétem zdjmu piednich parazitologickych tymii, ale 1 ekologii a evolu¢nich biologt je
sledovani interakce mezi parazitem a hostitelem, a to jak na Grovni jedinct, tak celych
populaci. Tento vztah mizeme studovat jak z pohledu dlouhodobého (evoluce, ekologie) tak
kratkodobého (biologickd zdatnost jedince). V ramci dlouhodobého pisobeni obou
zminénych strategii (parazit, hostitel) se studuje predevsim tzv. zavod ve zbrojeni a vliv
parazita na rozsifeni a velikost populace hostitelského druhu (Hurtrez-Bousses a kol., 2001;

Flégr a Svobodova, 2007). V kratkodobém métitku je mozné sledovat interakci parazit-
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hostitel na Grovni dané populace (jak parazita, tak hostitele) ¢i jednotlivce. Znaény vyznam
ma patogenni pusobeni parazita, ktery svoji pfitomnosti v hostitelském organismu ovliviuje
ruzné fyziologické procesy ¢i zptsob obrany hostitele proti parazitovi. Napiiklad u infekce
motolici F. magna muze mit hostitelova obrana podobu vyvolani silné imunitni odpovédi,
ale také vytvofeni mechanické zabrany v podobé pseudocysty vedouci ke snizeni

negativniho plsobeni migrace parazita (Swales, 1935; Erhardova-Kotrla, 1971).

3.3. Méritelné parametry infekce

Béhem infekce parazity dochazi v téle hostitele Kk fadé zmén, které lze kvantitativné ¢i
kvalitativné¢ hodnotit, coz mlze pfimo ¢i nepiimo parazita diagnostikovat. Pfitomnost
motolice F. magna v hostitelském organismu byva nejcastéji odhalena az na zakladé¢ pitvy
(Pybus, 2001). Avsak obecné existuje velké mnozstvi metod intravitalni diagnostiky, tj.
za zivota hostitele, které je mozné aplikovat pravé za Gcelem odhaleni nakazy F. magna.
Nekterymi metodami Ize nejen odhalit, ale n€kdy i pfimo urcit druh parazita - nalez vaji¢ek
Vv koprologickém materialu a definovani jejich morfologickych parametri (Wobesser a kol.,
1985). Jiné metody odrazi ptitomnost parazita pouze nepiimo, avsak mohou dokreslovat
celkovy zdravotni stav hostitele a prib¢h infekce. Je znamo, Ze ptitomnost napiiklad
migrujicich juvenilnich motolic F. magna Vv jaterni tkédni se odrazi na biochemickych
parametrech métitelnych v krevnim séru hostitele (Foreyt a Todd, 1979; Presidente a kol.,
1980; Stromberg a kol., 1985; Conboy a Stromberg, 1991; Severin a kol., 2011). Dale
pii kontaktu parazitarnich molekul s imunitnim systémem hostitele dochazi k tvorbé
specifickych protilatek (Novobilsky a kol., 2007b), které lze také zméfit v krevnim séru.
Svoji pfitomnosti a zivotnimi naroky parazit ovliviiuje i mnozstvi a slozeni hostitelovy krve
projevujici se v krevnim obrazu (Swales, 1936; Qureshi a kol., 1990; Presidente a kol.,
1980).

V nize uvedenych kapitolach jsou podrobnéji rozepsany diagnostické metody a
kvalitativni a kvantitativni parametry, které odrazi prubch parazitarni infekce, vztazeno

pfedevsim k infekci motolici F. magna.

3.3.1. Hmotnost
Vahovy ptirtstek je odraz celkového zdravotniho stavu jedince. Proto i béhem parazitarniho
onemocnéni je hmotnost hostitele uréujicim znakem projevu parazita. Ubytek na vaze

z davodu infekce motolici F. magna ma negativni dopad nejen na zdravi divoké zvére
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(Erhardova-Kotrla, 1971; Foreyt, 1992; Spakulova a kol., 2003), také na ekonomickou
stranku v chovech s hovézim dobytkem, ktery nedosahuje jatecni hmotnosti (Chroustova a
kol., 1980). SniZeni vahového pfirtstku u ovci z divodu infekce motolici F. hepatica
zaznamenal také ve svych experimentech Raadsma kol. (2007) a Phiri a kol. (2007). AvSak
zména hmotnosti mezi infikovanymi a neinfikovanymi hostiteli nebyva nutna, jak ukazuji
mnohé experimentalni pokusy jak s F. magna (Foreyt a Todd, 1979; Conboy a Stromberg,
1991), tak F. hepatica (Vengust a kol, 2003).

3.3.2. Koprologie

Koprologické vySetfeni na zakladé mikroskopického pozorovani vzorku trusu je zékladni
diagnostickou metodou, kterou je mozné odhalit ptimo pfitomnost parazita. Diky své ¢asové
a finan¢ni nenédrocnosti doprovdzené minimalnim mnozstvi specidlniho vybaveni je tato
metoda nejrozsifenéjsi parazitologickou diagnostickou metodou (Wobesser a kol., 1985;
Foreyt, 1996b). V ptipadé motolice F. magna neni v souvislosti s determinaci vaji¢ek mozné
spolehnout se pouze na mikroskopické vySetieni, ponévadz vajicka F. magna jsou obtizné
morfologicky odlisitelna od jinych motolic (Fasciola hepatica, Fasciola gigantica,
Paraphistomum cervi) (Pybus, 2001; Kaufmann, 1996; Rieu a kol., 2007). U kategorie tzv.
nespecifickych definitivnich hostiteld je pritkaz vajicek zna¢né omezen a u tzv. netypickych
hostiteldi zcela znemoZnén (z vySe uvedenych diivodll). Proto lze koprologické vySetfeni
v pifipadé infekce F. magna aplikovat jen u tzv. specifickych definitivnich hostiteld,
U ostatnich kategorii je nutné aplikovat jiné diagnostické metody.

WV v

Jelikoz vajicka motolic jsou t&€z§i nez voda, vyuziva se ke zvySeni jejich zachytu
kol., 1980; Anh a kol., 2008). Naopak flotacni metody se vyuzivaji u parazitarnich stadit,
kterd maji niz8i hustotu nez okolni prostiedi (napf. zachyt oocyst kokcidii), a které je
charakterizovano konkrétnim flota¢nim roztokem o dané hustoté (Tab. 2) (Faust a kol., 1938,
1939; Wobeser a kol., 1985). Vysledkem mize byt stanoveni EPG (Eggs Per Gram) ¢i OPG
(Oocyst Per Gram) napt. McMasterova metoda (Henriksen a Aagaard, 1976; Bauer a kol.,
2010). McMasterova pocitaci desticka pracuje s jasn€¢ definovanym objemem pozorovaného

vzorku a diky pocitaci siti dochazi ke snadnéjSimu s¢itani hledanych objekta.
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Tab. 2: Typy flotacnich roztoku.

nazev chemikalie hustota

Sheatherova metoda C12H22011 1,27 g/cm?®

Faustova metoda ZnS0Oq4 1,18 g/cm?®

Fiillebornova metoda NaCl 1,22 g/cm?®

Kozék-Magrova metoda | MgSOs + ZnSO4 + C3HgOs | 1,274 g/lcm®

Brezova metoda MgSQO4 + Naz2S203 1,292 g/cm?®
3.3.1. Imunologie

Imunologické metody jsou velmi Casto pouzivany zptusob vedouci ke zjisténi pfitomnosti
parazita v téle hostitele. Mezi nejpouzivanéj$i metodu patii ELISA (Enzyme - Linked
Immuno Sorbent Assay), kterd diky své citlivosti umozZiuje nepiimé, ale relativné
spolehlivé, stanoveni pfitomnosti ur¢itého druhu parazita. Prostfednictvim této metody jsou
detekovany protilatky v krevnim séru. Princip této metody spociva ve spektrofotometrickém
stanoveni mnozstvi primarnich protilatek (napt. IgG) navazanych na specificky antigen
parazita (Obr. 3). S vyuzitim znaCenych sekundarnich protilatek specificky reagujicich
s danou primarni protilatkou je nasledné¢ mozné sledovat kvantitativni miru reakce

(Porstmann a Kiessig, 1992).
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navazani antigenu navazani primarnich navazani sekundarnich vizualizace vazby
parazita na povrch 96 protilatek z krevniho protilatek obsahujici pomoci reakce
jamkové desticky séra na antigen enzym na protilatky substratu s enzymem
primarni za zmény barvy
Enzym (peroxidaza)
. . Primarni protilatky krevniho
Antigen parazita (Ag) séra proti antigenu parazita
/ \ Sekundarni protilatka proti
protilatce primarni
bezbarvy modry
CH, CH;, CHy CH,
NHZQ—QNHz + H0, _ Peroxidiza NH + 2H,0
Y= —
CH; CH, CH, CHs
2,2',5,5'Tetramethyl -benzidine
(TMB)

Obr. 3: Princip nepfimé ELISA metody pro detekci protildtek v krevnim séru na antigen parazita
(http://bioutils.unige.ch/experiences/exp_elisa.php, upraveno). A: Postup navazani jednotlivych
slozek reakce. B: legenda jednotlivych znalek. C: schéma reakce vizualizace — pfeména

bezbarvého TMB pomoci enzymu (peroxidaza) vazaného na sekundarni protilatku.

Jako referen¢ni antigen se v sérodiagnostice motolic velmi Casto pouzivaji riznym
zpusobem piipravené a oSetiené jejich exkreéné - sekreéni produkty (E/S produkty), coz je
smes latek, které jsou jednak vylu¢ovany pies exkre¢ni por (mocovina a amoniak; Smyth a
Halton, 1983), dale latky sekretované sttevnimi bunikami (peptidazy — cysteinové, serinove;
Dalton a kol., 2004) ¢i cystogennimi Zlazami (elastiny, kolageny a keratiny, Dixon, 1966).
E/S produkty byly v minulosti mnohokrat vyuzity i pro zjisténi ptitomnosti fasciolidnich
motolic (Sinclair a Wassall, 1988; Pfister, 1990; Ferre a kol., 1997; Sanchez-Andrade a kol,
1998; Martinez-Moreno a kol., 1999; Bossaert a kol., 2000; Chauvin a kol., 2001). Nékteré
z téchto testli vykazovaly az 100% specifitu a senzitivitu (napt. El Ridi a kol., 2007).

Na druhou stranu mezidruhova diferenciace zalozend na komplexni smési E/S
produkti je casto doprovazena zkiizenymi reakcemi (Novobilsky a kol., 2007b), proto se
vyzkum zaméfuje na charakterizaci jednotlivych unikatnich imunogennich slozek E/S
produkti, na jejichz zéklad¢ (napi. rekombinantni proteinovy antigen ¢i synteticky antigenni
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peptid) by bylo mozné odlisit i jednotlivé druhy. Rekombinantni protein pouzil Carnevale a
kol. (2001) pro diagnostiku motolice F. hepatica u experimentaln¢ infikovanych ovci.
Konkrétné byl pouzit katepsin L (34 a 38 kDa), histolyticky enzym patiici mezi cysteinové
proteinazy (Dalton a kol, 2003). Také Ruiz a kol. (2003) ve své praci vyuzil cysteinové
proteinazy o velikosti 28 a 34 kDa, jako referen¢ni antigeny pro detekci protilatek ze sér
experimentalné¢ infikovanych koz motolici F. hepatica. Podobné¢ u experimentalné
infikovanych koz motolicemi F. magna a F. hepatica charakterizoval Novobilsky a kol.
(2007b) druhove specifické cysteinové proteinazy, o velikosti 40 a 120 kDa z E/S produktd
F. magna a 80 a 160 kDa z E/S produktu F. hepatica, které nevykazuji zkiiZzenou reaktivitu.
Rekombinantné ptipravena thioredoxin—glutation reduktaza (92 kDa) byla pouzita také jako
uéinny antigen pro detekci F. hepatica u kralika (Maggioli a kol., 2011). V ptipadech vyuZiti
syntetickych peptidil ¢i rekombinantnich proteinovych antigenti byla také potvrzena vysoka
specifita a senzitivita pii vySetieni sér piezvykavct infikovanych F. hepatica ¢i F. gigantica
nepiimou ELISA metodou (Cornelissen a kol. 2001; Raina a kol. 2006; Maggioli a kol.,
2011).

Vyvoj protilatek u infikovanych definitivnich hostiteli motolici F. magna piipadné
F. hepatica byl zaznamenan v mnoha pracich, a to nejen u experimentalné infikovanych
zvirat, ale také u volné zijicich. Naptiklad Martinez-Moreno a kol. (1999) u experimentalné
infikovanych koz motolici F. hepatica zaznamenal signifikantni nartst 1gG jiz ve téetim
tydnu infekce. Kozy byly opakované vystavovany infekéni davee MC, a tak byla nejvyssi
hodnota IgG zaznamenana mezi 9. a 11. tydnem experimentu (z celkové délky 25 tydna).
Nejcastéji métitelnymi protilatkami jsou IgG, méfené ve vétsing publikaci zabyvajicich se
imunodiagnostikou fasciolozy (Paz a kol., 1998; Bossaert a kol., 2000; Ruiz a kol., 2003).
Kromé protilatek IgG byly méteny naptiklad i IgA u ovci s F. hepatica, pficemz v porovnani
s IgG byla hladina IgA mnohem niz§i. Narast obou imunoglobulint nastal jiz v 2. tydnu
experimentu, ale po 8. tydnu zacinala hladina IgA mirné klesat oproti IgG (Ferre a kol.,
1997). Také byly méteny protilatky IgM u fasciolézy ovci a skotu. Béhem tfimési¢ni
experimentalni infekce ovci byl zaznamenan nértst specifickych protilatek IgM vzdy
po 2 tydnech od inokulace MC (Chauvin a kol., 1995). Na druhou stranu nebyl zaznamenan
signifikantni nartst IgM u skotu vystaveného 1300 MC 1 ptes statisticky vyznamny narast
monoklonalnich IgG od 3. tydne (Clery a kol., 1996). O imunitni reakci na infekci motolice
F. magna méfené pomoci ELISA metody je velmi malo publikaci. Imunitni odpovédi

u experimentaln¢ infikovanych koz se zabyval ve své praci Novobilsky a kol. (2007b), ktery
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méfil vyvoj celkovych imunoglobulinti. Nardst polyklonalnich protilatek byl zaznamenan
jiz od 2. tydne po infekci a stale v pribéhu experimentu hladina Ig stoupala az do ukoncéeni

v 17. tydnu.

3.3.2. Hematologie
Hematologie je védni obor, ktery se zabyva studiem krve a krvetvorby. Krev je slozena ze
dvou zakladnich slozek, krevnich bunék (erytrocyty, leukocyty a trombocyty) a krevni
plazmy, coz je tekutd slozka tvofena z vody, organickych (bilkoviny, glukdza, vitaminy,
hormony a enzymy) a anorganickych latek (soli). Organické i anorganické latky jsou
udrzovany v relativné stalych koncentracich, které se v dasledku riznych podminek, véetné
patologickych zmén, mohou ménit (Kozék, 2001; Doubek a kol., 2003).

Vlivem pfitomnosti parazita v téle hostitele miize dochazet ke zmén¢ sloZeni krve, a
to predevSim v mnozstvi erytrocytli a jednotlivych typl leukocytii. Pokud je parazit
hematofag, miize dojit ke snizeni mnozstvi erytrocytii vyust'ujici az v akutni ¢i chronickou
anémii. Naopak hostitelovou reakci na pfitomnost parazita je zvysena produkce leukocyti,
konkrétné eozinofill (Presidente a kol., 1980; Roberts, 1968; Foreyt, 2009). Proto i tyto dva
parametry ovlivnéné ptitomnosti parazita v hostitelském téle je vhodné sledovat. Jednou
z nejdostupngjSich a nejméné finanéné narocnych hematologickych metod je odecet

hematokritu a krevniho obrazu.

3.3.21.  Hematokrit
Hematokrit je definovan jako procentudlni zastoupeni cCervenych krvinek v celkovém
mnozstvi krve. Méfeni lze provést s pouzitim kapilary, jejiz vnitini sténa je pokryta

antikoagula¢ni latkou (Casto heparinem), kdy po centrifugaci je pak mozné rozlisit tii vrstvy;

Cv v

v Vv

otaceni. Mezi t€émito vrstvami je mozné rozeznat tenky svétly pruh tvofeny leukocyty (tzv.
buffy coat) (Donner, 1985; Doubek a kol., 2003, 2007). Zvysena hodnota hematokritu miize
znacit hypoxii nebo dehydrataci. Naopak snizeni hematokritové hodnoty znamena ve vétSiné
piipadi anémii, ktera mlze byt zpltisobena bakteridlni infekci, pfitomnosti krevsajicich
parazitl, pisobeni toxini ¢i nedostatenym piijmem zivin, apod. (Kozak, 2001; Doubek a
kol., 2003).
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a experimentalni nadkazy hostitele fasciolidnimi motolicemi. SniZend hladina hemoglobinu
¢i erytrocyti byla zjisténa béhem experimentalni infekce F. hepatica piedevsim u ovci
(Matanovi¢ a kol., 2007; Foreyt, 2009) a skotu (Lotfollahzadeh a kol., 2008), ale i
u experimentdlné¢ infikovaného jelence béloocasého (Presidente a kol., 1975) ¢i bizona
(Foreyt a Drew, 2010). Naopak Nansen a kol. (1975) u infikovaného koné nezaznamenal
pokles erytrocytl; udava, ze kin je relativné odolny viic¢i migrujicim juvenilnim stadiim
motolic F. hepatica, a pravé proto nebyl pfi méfeni hematokritu stanoven zadny projev
anémie, a to i pies nalez dospélych motolic ve zlu¢ovodech.

I kdyZ je anémie charakteristickym rysem spiSe u F. hepatica (Roberts, 1968), tak i
u hostiteltt motolice F. magna byla anémie pozorovana a to pfedevs§im kvuli krvaceni z tkani
zpusobeném migraci juvenilnich stadii, napt. u jelence béloocasého (Foreyt a Todd, 1979;
Presidente a kol., 1980). Presidente a kol. (1980) odhaduje, Ze anémie vznikla na zakladé
krvaceni v bifisni dutin¢ experimentaln¢ infikovanych jelencti béloocasych.

Fyziologickd hodnota hematokritu za normdlniho stavu laboratorniho krélika se

pohybuje v rozsahu 33 — 57 % (Ozkan a kol., 2012).

3.3.2.2. Krevni obraz

Stanoveni krevniho obrazu je vedle hematokritu zakladnim vySetfenim krve, které urcuje
pocet a vlastnosti krevnich bun€k. V dnedni dobé¢ existuje celd fada specialnich zptsobl
stanoveni zohlednujici nejen mnozstvi, tvar a velikost jednotlivych buné¢k a slozek krve, ale
také jejich urcité vlastnosti, jimiz jsou naptiklad stiedni objem erytrocytu, primérna
hmotnost, koncentrace hemoglobinu v erytrocytu, distribu¢ni kiivka erytrocyti a
trombocytl nebo pocet a objem trombocytl (Kozak, 2001; Doubek a kol., 2003). Zakladnimi
parametry krevniho obrazu jsou pfedevsim (Pecka, 2006):

e pocet Cervenych krvinek (RBC)

e pocet bilych krvinek (WBC)

e mnozstvi hemoglobinu (HGB)

e hematokrit (HCT)

Nedilnou soucasti krevniho obrazu je diferencialni pocet bilych krvinek, ktery stanovuje

zastoupeni jednotlivych typt leukocytt (Pecka, 2006).
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e Lymfocyty

Lymfocyt je nejmensi bila krvinka (velikost 7 — 15 um) kolujici v krvi, ktera je fazena mezi
agranulocyty — v cytoplazmé se nenachazeji granula. Jeji jadro je velké a vypliuje téméft
celou buniku. Lymfocyty se podileji na tvorbé specifické imunitni odpovédi. B lymfocyty
produkuji imunoglobuliny a T lymfocyty obecné reguluji imunitni systém vylu¢ovanim
cytokint (tj. signalni proteiny navozujici déleni a diferenciaci bun¢k imunitniho systému).
Cast téchto bungk (B — lymfocyty) je schopna pieménit se na buiiky pamétové, které tak
zajistuji trvalou imunitu (Schalm, 1961; Moore, 2000; Hotejsi a Bartiinkova, 2005).

e Neutrofily
Jsou nejpocetnéjSimi krevnimi butikami savct (velikost 10 — 15 pm). Patii mezi granulocyty,
coz znamena, ze maji ve své cytoplasme granula. Ta jsou po obarveni Giemsovym barvivem
vyrazné fialova a obsahuji také rizné hydrolytické enzymy. Zralé neutrofily maji jadro velmi
segmentované, oproti jadru ¢asnych stadii, které je protahlé, oznaGované jako tzv. tycka.
Neutrofily slouZzi k obrané proti bakteriim, které dokdzou fagocytovat. Podileji se na obrané
organismu béhem akutni faze bakteridlni infekce (Schalm, 1961; Moore, 2000; Hofejsi a

Barttiikova, 2005).

e Monocyty
Monocyty jsou nejvétsi krevni buiiky (velikost 15 — 18 um), ¢asto maji nepravidelny tvar
s mnoZstvim vybézkl. Nékteré monocyty patii mezi agranulocyty, n€které v§ak mohou mit
V cytoplasmé azurofilni granula. V periferni krvi je monocyt viceméné nefunk¢ni bunkou,
ponévadZz zde funguje pouze jako prekurzor makrofagii. Pokud ale z krve vstoupi pies
endotel do tkéni nebo télnich dutin, tak se transformuje v aktivni makrofag, ktery je schopen
fagocytovat mikroorganismy. Monocyty hraji dilezitou roli, protoZe jsou schopné
prezentovat na svém povrchu antigen (jsou tzv. antigen prezentujici buiky = APC) (Schalm,

1961; Moore, 2000; Hoftejsi a Bartiinkova, 2005).

e Eozinofily
Eozinofily (velikost 12 — 16 um) patii stejn¢ jako neutrofily mezi granulocyty, maji vSak
granula po obarveni Giemsou do odstinti ¢ervené, jsou také veétsi nez granula neutrofilt.
Hraji dalezitou roli v obran¢ proti mnohobunéénym parazitiim a v regulaci alergickych a

zanétlivych procesii. Maji totiz v granulich obsazeny toxické latky (bazické proteiny,
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fosfatazy, peroxidazy), které po uvolnéni mohou piispét k likvidaci patogena (Schalm, 1961;
Moore, 2000; Hoftejsi a Bartitkova, 2005)

Pomeér jednotlivych typl leukocytl je mezidruhové i vnitrodruhové variabilni. Rozpéti jejich
mnozstvi a velikosti u kraliki (v experimentalni ¢asti prace byli vyuziti jako hostitelé

F. magna) je uvedeno v Tab. 3. spole¢né s moznymi variabilnimi tvary.

Tab. 3: Intervaly velikosti a procentualniho zastoupeni jednotlivych typ( leukocytd v krvi krélika

(Lester a kol., 2005) s ndzornym zobrazenim jejich variability. Svételny mikroskop, 1000x zvétSeni,

imerzni olej.
Lymfocyty —
7—15pum
/
43-80%
10 um 10 um
~ \
Neutrofily - ’
'.’l - J-.-‘;:"‘..
1015 pm S i
3470 % K 4 S
10 pm 10 pm
Monocyty
15-18 pm
0-4% Y
**’/ 10 um
Eozinofily . o (‘l
- =)
1216 um w §
0-2% |0 G X
10 um 10 um
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Jak jiz bylo uvedeno vyse, hematologické vysetieni krve je doplitujici metodou, ktera
muize upozornit na pfitomnost paraziti v infikovaném organismu. ZvySena hladina
eozinofili byla zaznamenana i béhem piirozenych i experimentalnich infekci helminty,
véetné motolic F. hepatica a F. magna. U experimentalné infikovanych ovci motolici
F. hepatica byla velmi zvysena hladina eozinofilli zméfena jiz béhem 3. tydne experimentu,
kde mira eozinofilie korelovala s mnozstvim infekéni davky metacerkarii (Chauvin a kol.,
2001). V pruméru Sestkrat zvySeny pocet eozinofili zaznamenal Matanovi¢ a kol. (2007)
u experimentalné infikovanych ovci. Mirna eozinofilie byla zjiSténa také jako reakce
na motolici F. magna v 8. tydnu experimentu u jednoho ze 7 jelenci béloocasych
infikovanych 100 MC (Presidente a kol., 1980). Ve své praci Conboy a Stromberg (1991)
uvadi signifikantni nariist poctu eozinofili u experimentalné infikovanych telat motolici F.
magna od 2. tydne experimentu az po jeho ukonceni v 26. tydnu, a to aZ na osminasobek
poctu eozinofilll ve srovnani s hodnotami u negativnich kontrol. Také u infikovanych morcat
byl zaznamenan Ctyinasobny nartst eozinofild oproti kontrolam (Conboy a Stromberg,

1991).

3.3.3. Biochemie

Velmi dilezitou soucésti klinického obrazu je vySetfeni krevniho séra na mnozstvi
ruznorodych latek. V rdmci biochemického vySetieni se nejcastéji stanovuji hladiny proteinti
(albumin, globuliny), sacharidli (glukéza), lipida (cholesterol, triacylglyceroly), ale také
nebilkovinnych dusikatych latek (mocovina, kreatinin, kyselina mocovd), enzymu
(aminotransferdzy, laktat-dehydrogenaza, alkalickd fosfatdza, gama-glutamyltransferaza,
glutamat-dehydrogendza) a krevnich metabolitli (bilirubin) (Murray, 2002; Hoftejsi a
Bartankova, 2005; Racek, 2006; Doubek a kol., 2007).

e Albumin

Albumin je produkovén v jaternich buiikach (hepatocytech) a v krevni plasmé tvoii vice nez
polovinu vSech plazmatickych proteinti. Jeho nejdilezitéjsi funkci je udrzovani onkotického
tlaku (= osmoticky tlak tvofeny plazmatickymi bilkovinami), ale také transport riznorodych
latek; latky télu vlastni (bilirubin, mastné kyseliny, kyselina mo€ova, nékteré vitaminy) a
latky cizorodé (IéCiva — penicilin, kyselina acetylsalicylovd atd.). Dale albumin hraje
dualezitou roli pii udrzeni acidobazické rovnovahy a v boji proti volnym radikdltiim v ramci

extracelularniho antioxidac¢niho systému. Pokles hladiny albuminu (tzv. hypoalbuminémie)
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hepatocytti, nebo naopak zvySenim syntézy pii akutnich zanétech a nadorovych onemocnéni,
¢1 v disledku ztrat pii onemocnéni ledvin. Klinickym projevem hypoalbuminémie jsou

vyrazné otoky (Murray, 2002; Hotejsi a Bartinkova, 2005).

e Globuliny

Globuliny jsou skupinou proteint, které 1ze na zakladé pohybu v elektrickém poli rozdélit
na 3 frakce: a, B a y — globuliny. Frakce o je tvofena v hepatocytech, které slouzi prevazné
jako transportni proteiny. § — frakce se sklada z proteinii riznych funkci; transferin pfenasi
zelezo, hemopexin vaze hem, dale sem patii i C — reaktivni protein (CRP) ¢i C3 a C4 slozky
komplementu. Nejvétsi podil v y — frakci maji imunoglobuliny, které se uplatiuji jako
protilatky v ochrané organismu pfed patogeny. Na zakladé odlisného tézkého fetézce lze
rozeznat pét tfid imunoglobulind. IgG protilatky jsou nejpocetnéjsi imunoglobuliny, které
vznikaji proti rozpusténym antigenim (vyprodukovanym toxinim ¢i produktim lyze
degradovaného patogena). Protilatky IgA se vyskytuji nejen v plasmé, ale také na sliznicich,
kde chrani organismus predev§im pifed bakteriemi. IgM protilatky jsou produkovany
bezprosttedné po infekci viry ¢i bakteriemi. Jejich tvorba je v prubéhu infekce nahrazena
tvorbou ,,pozdné&jSich* protilatek IgG. IgD protilatky jsou v plasmé& obsaZené v nepatrném
mnozstvi a jejich konkrétni funkce neni jasna. Posledni typem protilatky je IgE, jehoZz
pritomnost casto koresponduje napi. S alergickymi reakcemi (Murray, 2002; Hofejsi a
Bartlinkova, 2005).

Celkovad hyperimunoglobulinémie zplsobend zvySenou syntézou je reakce

na ptitomnost ciziho imunogenniho agens v organismu (Doubek a kol., 2007).

o Glukoza

Glukoéza je monosacharid, ktery ma pro organismus velmi dilezitou funkci, a to jako rychly
zdroj energie. Do krevni plasmy se glukoza dostava ze tfi zdroji: z piijimané potravy
absorpci ve stfeve, z jaterniho glykogenu nebo tzv. glukoneogenenzi (tvorba glukédzy
z nesacharidovych latek — z aminokyselin). Hladina gluko6zy v krvi mirné€ kolisa v zavislosti

na ptijmu Zivin, ale je zaroven ptisn¢ kontrolovana (Racek, 2006; Doubek a kol., 2007).

21



e Cholesterol

Cholesterol je lipid, ktery se vyskytuje pfedevsim jako stavebni slozka membran zivocisnych
bungk, ale také ptispiva k tvorbé steroidnich hormonti. T¢lo si dokéze syntetizovat vlastni
cholesterol v hepatocytech, ale pfijima ho i v potravé. Nadbytecny cholesterol se vylouci
z t€la Zlu¢i bud v podob¢ ZluCovych kyselin ¢i v nezménéném stavu. Zména hladiny
cholesterolu ma mnoho pficin, jednou z nich muze byt i rozpad jaternich bunék (Murray,

2002; Racek, 2006).

e Triacylglyceroly

Triacylglyceroly jsou lipidickou smési esterti glycerolu s rliznymi mastnymi kyselinami,
ktera tvoii zasobarnu energie v podob¢ tukové tkané. Tvorba triacylglycerolli probiha nejen
v tukové tkani, ale také v jatrech a tenkém stfevé. V hepatocytech syntetizované
triacylglyceroly jsou v krvi navdzany na proteiny. V krvi je jejich koncentrace ovlivnéna
mnozstvim tuku v potravé, hormony (inzulin, glukagon) a mnozstvim jaternich enzymu

(Murray, 2002; Racek, 2006; Doubek a kol., 2007).

e  Mocovina

Mocovina je dusikata latka a kone¢ny metabolit degradace bilkovin, jenz je produkovan jatry
a odsud putuje do krve, kde jeji hladina je relativné konstantni, nasledné je vylou¢ena
ledvinami v podobé moci. Kromé vyluCovani ma 1 antioxida¢ni ucinek, a tak spolu
s albuminem je hlavnim antioxidantem chranicim organismus pfed volnymi kyslikovymi
radikély. ZvySena hladina mocoviny v krvi zna¢i nejen nadmérnou fyzickou zatéz, nadmérny
pfijem bilkovin v potraveé, zhoubné novotvary, zvySenou produkci hormoni, ale muize
souviset také s masivnim krvacenim do gastrointestindlniho traktu. Naopak k poklesu

mocoviny v krevni plasmé dochézi napt. pii selhani ledvin ¢i poklesu funkci jater (Murray,
2002; Doubek a kol., 2007).

e Kreatinin
Kreatinin je produkovan hepatocyty a transportovan krvi ptevazné do svalovych bunék. Zde
slouzi jako zasobarna energie, ktera je vyuzita pii pocatecni svalové aktivité. Jeho zvySena
koncentrace v krvi mtize byt zplisobena nejen mnozstvim svalové hmoty, ale také

chronickou nefunk¢nosti ledvin (Murray, 2002).
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e Kyselina mocova

Kyselina moc¢ova je odpadni latka, ktera vznika odbouravanim latek z degradovanych bunck
tkani a slozek potravy. Pied jejim kone¢nym vyloucenim je piefiltrovana v ledvinach, kde
dochazi az k 90% resorpci. Zvysena produkce kyseliny moc¢ové miize nastat pii nadmérné
konzumaci masnych produktl, zvySené fyzické ndmaze, snizené funk¢nosti enzymu a také
zaniku velkého mnozstvi bun€k (anémie, degradace tkan¢) (Murray, 2002; Doubek a kol.,
2007).

e Aspartataminotransferdza

Aspartataminotransferaza (AST) spolu s nize uvedenou ALT umoziuji pfenos amino-
skupiny mezi aminokyselinou a ketokyselinou. Produkce AST probih4 v rznych organech
(napf. v jatrech, v kosternim a srdeCnim svalstvu, ledvinach, slezin€¢). AST je
cytoplazmaticky enzym, ktery se za normdlnich podminek vyskytuje mimo builku jen
ve velmi omezeném mnoZstvi, proto zdznam i lehce zvySeného mnoZstvi AST znaci
poskozeni bun¢k. Kromé poskozeni jater (hepatitida, infekéni a toxické poskozeni, sepse,
kolika a cirh6za) mize zvySeni AST v krvi znacit poskozeni vSech ostatnich tkani, kde

probiha syntéza (Murray, 2002; Racek, 2006; Doubek a kol., 2007).

e Alaninaminotranferdza

Alaninaminotransferaza (ALT) se velmi podobd AST, vyskytuje se vSak nejvice
V hepatocytech. Pti poskozeni jater dochadzi k navySeni obou aminotransferaz, avSak zvyseni
hladiny pouze u ALT poukazuje na poskozeni jeding jater, oproti AST, ktera se zvySuje
pfi poSkozeni i jinych orgédnii. Proto se stanovuje pomér AST/ALT, ktery muize odhalit
poskozeni hepatocytii (oproti jinym organtim) pii hodnoté nizsi nez 1 (Murray, 2002; Racek,
2006; Doubek a kol., 2007).

o Laktatdehydrogendza

Laktatdehydogenaza (LD) je také cytoplazmaticky enzym slouzici k pfeméné pyruvatu
na laktat béhem glykolyzy. Podle odlisné struktury lze odliSit 5 izoenzymt, které jsou
produkovany ve vSech organech, i kdyz s riznou preferenci. V krevni plazmé jsou nejvice
zastoupeny izoenzymy, které jsou produkovany jatry a srde¢ni svalovinou. Pfi¢inou zvySeni

hladin LD mtize byt hemolyza (i arteficialni), infarkt myokardu, onemocnéni svalii, anémie
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a také onemocnéni jaterniho parenchymu (Murray, 2002; Racek, 2006; Doubek a kol., 2007).

o Alkalicka fosfatiza

Alkalicka fosfataza (ALP), enzym metabolizujici estery kyseliny fosfore¢né, je lokalizovan
v membranach, kde slouzi 1 k transportu nékterych latek. Tvoti se ve vSech tkanich, nejvice
V jatrech, ledvinach a kostech. Pravé izoenzymy pochazejici z hepatocytli jsou rozpusténé i
Vv krevni plasmé¢, kde jejich nadmérnd hladina odrazi hlavné onemocnéni jater a zlucovych

cest, coz muze vést az k cirhdze (Murray, 2002; Racek, 2006; Doubek a kol., 2007).

o Gama — glutamyltransferdaza

Gama — glutamyltransferdza (GMT) je enzym, ktery je syntetizovan v epitelidlnich buiikach
zlucovych cest, hepatocytech, enterocytech, buiikach sleziny a ledvin. Vyskytuje se
v membranach danych bunék, a proto je jeho funkce transportni (pienos y-glutamylového
zbytku) a antioxidacni (udrzuje koncentraci glutathionu). Do krve se vSak uvoliiuje pouze
izoenzym z bungk jater a zluGovodd, proto pii zvySeni hladiny GMT v krevni plazmé
naznacuje onemocnéni jater (napf. cirhdza, nador) ¢i obstrukci Zlu¢ovoda (Murray, 2002;

Racek, 2006; Doubek a kol., 2007).

o Glutamatdehydrogendza

Glutamatdehydrogenaza (GLDH) je mitochondridlni enzym dosahujici nejvyssi produkce
vV jaternich bunkach, je 1 v bunkdch myokardu, ledvin, mozku, kosternim svalstvu a
leukocytech. Podili se na metabolismu glutamatu. V krvi se GLDH vyskytuje
v zanedbatelném mnoZstvi. Ke zvySeni hladiny dochazi zejména pii nekroze hepatocytl

(Murray, 2002; Racek, 2006; Doubek a kol., 2007).

e Bilirubin
Bilirubin je kone¢nym produktem pifi odbourdvani hemu z erytrocytii. Bilirubin je
metabolizovan pouze v jaternich bunikéach, tudiz bilirubin vznikly v jinych tkdnich musi byt
nejprve presunut do jater krevnim feciSt€ém. V krvi béhem transportu do jater je vazany
na albumin, tzn. nekonjugovany bilirubin. Az v hepatocytech je konjugovan s kyselinou
glukuronovou a v této formé je vylu¢ovan zluci do stfeva. Pfi onemocnéni jater ¢i zlucniku
dochazi ke zvyseni jeho hladiny v krvi (Murray, 2002; Racek, 2006; Doubek a kol., 2007).

Tim, ze vétSina téchto biochemickych parametri odrazi funkc¢nost jater, je snahou
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parazitologickych tymii dané parametry méfit, a to nejen béhem experimentalnich infekci,
ale 1jako doprovodny udaj pfi klinické diagnostice. Biochemické vysetfeni krve doprovazelo
mnoho piirozenych i experimentalnich infekci, a to pfevazné motolici F. hepatica
(Wensvoort a Over, 1982; Yang a kol., 1998; Martinez-Moreno a kol., 1999; Bossaert a kol.,
2000; Vengust a kol., 2003; Matanovi¢ a kol., 2007; Raadsma a kol., 2007). Existuje pouze
nékolik malo publikaci zabyvajici se zménou jaternich enzymu v pritbéhu infekce motolici
F. magna (Foreyt a Todd 1979b; Presidente a kol., 1980; Stromberg a kol., 1985; Conboy a
Stromberg, 1991). Experimentalni infekce, béhem nichz byly méfeny biochemické

parametry, jsou podrobné&ji probirany v nasledujici kapitole.

3.4. Experimentalni infekce fasciolidnimi motolicemi

Experimentalni infekce byly realizovany pro velké mnozstvi jednotlivych druhii hostiteld, a
to jak divoké zvére, tak hospodarskych zvitat. Nékteré experimentalni infekce motolici
F. magna slouzily pouze k ovéfeni vnimavosti daného hostitelského druhu k infekei (Foreyt,
1979, 1992, 1996ab) (Tab. 4), u jinych byly b&hem experimentu zjistovany i ruzné
parametry, které odrazely pribéh infekce (Conboy a Stromberg, 1991; Severin a kol., 2011)
(Tab. 5). Jelikoz publikace 0 stanovovani biochemickych parametri béhem fascioloidozy
(infekce F. magna) jsou ve velmi omezenemém mnozstvi, jsou v Tab. 6 zpracovany
informace 0 zménach téchto parametrti také béhem infekce piibuzné motolice F. hepatica.

Laboratorni modely (tj. mor¢e, mys, kralik, potkan) byly také experimentalné
infikovani. Napt. Foreyt (1979a) motolici F. magna uspésné infikoval 36 morcat z 52 (69%),
V jejichz jatrech a bfisni dutiné byly nalezeny nedospélé motolice. S podobnym vysledkem
vysla i infekce 15 mysi, kdy byly nalezeny opét nedospé€lé motolice v 6 z nich, coz odpovida
40% uspésnosti infekce (Foreyt, 1979). Vyssi tspéSnost infekce vykazovali infikovani
kralici, u kterych byla aspé$nost na 67 % (Foreyt, 1979) a 100 % (Swales, 1935). Swales
(1935) infikoval 7 mladych kralikti 10 — 15 MC, ve kterych nalezl v bfiSni dutiné celkem 6
motolic (7,5 %). I kdyz publikace pojednavajici o experimentalni infekci potkana motolici
F. magna doposud neexistuje, byl v nasi laboratofi takovy pilotni experiment v roce 2011
uskute¢nén. U dvou potkant vystavenych infekéni davce 25 MC byly pfi pitvé nalezeny
celkem 3 nedospélé motolice v biisni dutin€, proto uspesnost infekce ¢inila4 a 8 %. U téchto
hostiteli nebyly méfeny zadné biochemické parametry, kromé infekce morcat, kdy doslo

ke zvyseni hladiny AST, ale nikoliv ALT a GMT (Conboy a Stromberg, 1991).
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Tab. 4: Vytah dat z experimentalnich infekci motolice F. magna u riznych druh( hostiteld pro zjisténi

vnimavosti daného hostitele bez provedeni biochemickych analyz.

ocet TS| (e uspesnost B G zivotni il vejce
hostitel P hosti- | hosti- | P /nalezené . pokusu ! citace
MC o . | infekce ; stadium | 7 - v trusu
tell tell motolice (tyden)
Jelenec 6 més - 2% 0 < Foreyt a Todd,
e 40 - 500 5 et 32 (23232) 4,1% dospélec | 5-51 ano 1976
0,
Jelenec | 5o | smes | 6 | 199% 1 5000 | juvenil [10-19| ne | Foreyt, 1992
usaty (6z6)
Jelen 100% 0 <
- 250 1 rok 3 (323) 4,3% | dospélec 6 ano Foreyt, 1996a
Dan¢k 100% o < Erhardova-
— 100 2 roky 1 1z1) 32,0% |dospélec| 182 ano Kotrla, 1971
Tur ) 3 més - 82% 0 , i Foreyt a Todd,
domaci 10 - 500 8 let 11 9711) 5,7% dospélec | 12-46| ne 1976
Prase 2-10 64% 0 . .
domaci 50 - 250 tydnii 25 (16 7 25) 5,0% juvenil | 9-21 ne Foreyt, 1979
Lama 14 100% 0 , Foreyt a Parish,
Krotka 250 |dospéla| 1 1z1) 1,2% | dospélec| 36 ne 1990
Ovce i 6 més - 53% 0 Lo i Foreyt a Todd,
doméci 8 -200 1 rok 15 (87 15) 4,7% juvenil | 5-41 ne 1976
Koza 4-8 86% 0 . . Foreyt a
domici | 20 |mesici| | | (6ze7) | 2% | Juvenil |13-301 mne || opihers 1980
Kamzik 100% 0 N Erhardova-
s 320 6 let 1 (1z1) 7,8% dospélec 20 ano Kotrla, 1971
Ovce 3 més - 100% 0 . .
flustorohd 50 - 100 25 let 3 (323) 16,8% | juvenil |15-28| ne Foreyt, 1996b
0
celkem |y | 3 | 8™ | 3006 | juvenil | 9-21| ne | Foreyt 1979
1 70 (2z3)
Kralik 100%
- — 0, 1 1 -
10-15 | (-) 7 (72 7) 7,5% juvenil | 4-15 ne Swales, 1935
y celkem 40% 0 . .
Mys 59 (---) 15 (62 15) 11,0% juvenil | 5-6 ne Foreyt, 1979
s 69% . .
10 dospéla| 52 (36 252) 15,0% juvenil | 9-18 ne Foreyt, 1979
Morce 50%
10-25 | (--) 2 1z 02) 3% juvenil | 1-4 ne Swales, 1935
, 100% . . _
Potkan 25 3tydny | 2 222) 6,0% juvenil | 8-13 ne nepublikovano

26



Tab. 5: Experimentalni infekce motolici F. magna pro zji§téni zmén klinického obrazu v pribéhu

infekce u rGznych druhu hostiteld.

ocet pocet uspesnost kvt WIC - dlelie arametr arametr
hostitel p hosti- | P /nalezené | pokusu P metry P netry citace
MC . infekce : , zménéné | nezmeénéné
telll motolice | (tyden)
albumin .
43% 0 - Presidente a
Jelenec 500 / (3ze7) 0,05% 13 () glozguny, kol., 1980
béloocasy
50 - 100% 0 : : Foreyt a Todd
500 6 (626) 2% 43 | 1 globuliny | albumin 19790
* GLDH
LD, ALT, aI?quEiln
Jelen ptiro- 47 57,4% () () A?:l—l’ki Me,T’ mocovina, | Severin a kol,
evropsky | zené (27 ze 47) v kreatinin, 2011
proteiny, TAG
globuliny cholestérol
| glukdza
Conboy a
0,
Tur domaci | 1000 6 100% 0,92% 26 (---) AST Stromberg
(6 z6) GMT
1991
AP, AST,
ALP, GMT
Ovce '~ | Stromberg a
domfei | 190 | BB | &) ) 18 () aloumin, 17 ) "1 9g5
bilirubin,
Kreatinin
Conboy a
y 90 % 0 ALT
Morce 20 41 (37 ze 41) 10,6% 16 1T AST GMT Strggngblerg
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Tab. 6: Experimentalni infekce motolici F. hepatica pro zjisténi zmén klinického obrazu v pribéhu

infekce u rGznych druhu hostiteld.

pocet uspésnost e G| gon arametr arametr
hostitel | pocet MC | hosti- iy fek /nalezené | pokusu parametry | parametry citace
telil Infekce motolice (tyden) zmenene nezmenene
100% 0 1 GLDH, Chauvin a
150-300 14 (14 ze 14) 19% 13 GMT () kol., 1995
100% 0 1 GLDH, Ferre a kol.,
150 16 (16 z 16) 42,7% 16 GMT () 1997
100% 0 1GLDH, Raadsma a
250 9 | (979 | 476% | 10 GMT =) | ol 2007
lukoza ..
100% 0 lg Phiri a kol.,
150 - 300 9 929) 54,5% 22 1 GLDH, (--) 2007
GMT
Ovce | AST,
domaci mocovina,
sirozens | 100 20% () () l:li)aljmilzl celkové Matanovi¢
p (20 z 100) t GMT proteiny | a kol., 2007
glukoza,
globuliny
” N 11,6% ALP, ALT, | Xhemollari
pfirozené | 224 | 5" oogy| () (=) | TLD | AST GMT | akol., 2014
1 GMT, .
” M 46% - Hodzi¢ a
piirozené 63 (297 63) (---) (---) TBI_I, AST kol., 2013
DBil
Martinez-
0,
d'(f;ii .| 200400 | 20 (21002 200) 21% 25 | TOMT () Moreno a
kol., 1999
100% 0 TGLDH, Bossaert a
500 8 | 828 | ¥ 25 GMT =) | ol 2000
100% Wensvoort
Tur 1000 8 (828) 6% 4-20 T1GMT (--) a Over,
domaci 1982
24 % 1 AST, Lotfollahza-
prirozens | 116 | gq") 1"16) ) () GMT, () deh a kol.,
ALP 2008
. TAST,
Biwvol 1200 5 (1502 g") 0,25% 26 GLDH, (=) Ya”f’ggé‘o' g
GMT
Jelenec 100 - 6 17% 0 5% 6-15 T AST, | ALT, ALP, | Presidente a
béloocasy 2500 (1z6) 7 globuliny | bilirubin kol., 1975
e, | e
Dané€k v . 30% ALT, s Vengust a
evropsky prirozene 62 (19z 62) () () mocovina, Ag EIE)LHD, kol., 2003
glukoza GMT
o 10% 0 Nansen a
Kin 400-800| 10 (1210 3% 10-25 () AST kol., 1975
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4. METODIKA

4.1. Chov a piiprava experimentalnich organismu

4.1.1. Chov mezihostitelskych plzi
K ziskani infek¢nich stadii, metacerkarii motolice Fascioloides magna, byl vyuzit chov
prirozenych mezihostitelskych plzi udrzovany v laboratornich podminkach — sladkovodni
druh Pseudosuccinea columella pochazejici z USA (Oregon, feka Columbia) a udrzovan
Vv laboratornich podminkach jiz od roku 2010. Plzi byli chovani v akvériich s odstatou
kohoutkovou vodou a krmeni 3x tydn& hlavkovym salatem. Cast mladych plzi o velikosti
2 — 4 mm byla vystavena expozici 10 miracidii po dobu 5 hodin. Po 100 dnech infekce byli
plzi vypitvani pod stereomikroskopem a uvolnéné cerkarie byly sesbirany pipetou a
pieneseny do odstaté vody, kde doslo k jejich encystaci. Az do infekce byly metacerkarie
uchovany v Petriho miskach s odstatou vodou v lednici pfi teploté 4 °C. Kazdych 14 dni

byla metacerkariim vyménéna voda a zkontrolovana jejich morfologie.

4.1.2. Zivotaschopnost metacerkarii
Pfed samotnou infekci kralikii byla ovéfena Zivotaschopnost metacerkarii pomoci dvou
excystacnich medii. Prvni médium (Freid a Stromberg; 1985) bylo namichéno tésné pred
pouzitim Cerstvé v Petriho misce (= 3,5 cm) a piedehiato na 42 °C v termostatu (Melag).

Pt této teploté probihala 1 nasledna excystace metacerkarii.

Slozeni média:
e 0,5% trypsin (Sigma)
e 0,5% 7Zlucova stl (Sodium taurocholat hydrat, Sigma)

e pH=28,1 (upraveno NaHCO5)

Druhé excystaéni médium bylo pfipraveno na zakladé protokolu z Queen's
University Belfast, School of Biological Sciences, v Severnim Irsku (osobni sdéleni Ananda
Chakroborty) (dale oznacované jako ,,Belfast®). Toto médium obsahovalo dvé smési, které

se tésné pred pouzitim smichaly dohromady.

29



Smeés A: Smés B:

e 5mldH.0 e 4,75 ml dH20
e 0,9% NaCl e 250 ul IN HCI
e 1,2% NaCOs e 40 mg L-cystein

e 40 mg Sodium taurocholat hydrat

Vzniklé smési byly jesté oddélen¢ zahtaty v termostatu na 37 °C a tésné pred
pridanim MC smichany dohromady. Toto vysledné medium bylo stale uchovavano pii 37 °C
1 béhem excystace.

Metacerkarie byly pfidany do obou excysta¢nich medii a udrzovany v termostatu
(42/37°C pro dané excystaéni médium) za tmy po dobu 30 minut. Poté byly pod
stereomikroskopem zkontrolovany a vylihlé juvenilni motolice pfemistény do piedem
vyhtatého média RPMI na 37 °C (Lonza). Po zkontrolovani byla media s MC opét vloZena
do termostatu a pravidelné kontrolovana v intervalu 10 minut po celkovou dobu dvou hodin.
Po uplynulém c¢ase byly spocitany vylihlé juvenilni motolice a vypocitana primérna

Zivotaschopnost metacerkarii.

4.1.3. Chov kraliki
Béhem dvou experimentt byli vyuziti krélici dvou plemen. V prvnim experimentu byli
infikovéni brojlerovi krélici hybridni kombinace HYplus (VUZV Praha Uhiinéves, V.v.i.),
ktefi byli umisténi na Ceské zemédélské univerzité (CZU) v Suchdole v Praze v laboratornim
chovu experimentalnich zvirat. Kralici byli chovani za stalych laboratornich podminek
(svételna perioda 12 hodin, teplota 18 °C + 2 °C). V druhém experimentu byli zahrnuti do
pokusu kralici plemene Novozélendsky bily (Velaz), ktefi byli umisténi nejprve
v laboratornim chovu katedry Parazitologie na PfF UK, kde byli chovani za stejnych
svételnych a teplotnich podminek (svételna perioda 12 hodin, teplota 18 °C + 2 °C).
Nasledné vsak byli z divodu rekonstrukce chovu pfesunuti (po 5 tydnech experimentu)
do provizornich prostor, kde nemohla byt zcela zajisténa stalost pfedchozich laboratornich
podminek. Ve vSech piipadech byli kralici chovani jednotlivé v klecich s neomezenym
ptistupem k pitné vode¢ a krmivu (Kompletni krmna smés pro vykrm kralika bez antikokcidik,
Velaz). Dané klece mély dno v podob¢ rostu, kterym tekuté i pevné produkty kralikt

propadavaly na tac pod klect, tudiz kralici méli znemoznén ptistup k t€émto odpadim.
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4.2. Vlastni experimenty
Experimenty byly v obou ptipadech zahajeny v dobé¢, kdy byli kralici ve véku 10 tydni.
Odpocitany pocet metacerkarii spoleéné s malym mnozstvim vody byl vpraven jednotlivym
krélikim pipetou piimo do dutiny Ustni, pfi¢emz adekvatni imobilizaci bylo zajisténo, aby
kralici dany objem tekutiny spolkli. V prvnim experimentu byly vzorky odebirany v den
infekce. Z davodu lepSiho zachyceni trendu normalnich fyziologickych hodnot vSech
méfenych parametrii byla pfi druhém experimentu kralikiim infek¢ni davka metacerkarii

vpravena az tieti tyden po zahdjeni experimentu.

4.2.1. Experiment 1
Do experimentu bylo zahrnuto celkem 6 kralik®i (hybridni kombinace HYplus, VUZV Praha
Uhfinéves, v.v.i.), 3 samci a 3 samice. Ctyfi kralici (2 samci a 2 samice) byli ve véku 10
tydnt infikovani po 50 metacerkariemi motolice F. magna a 2 kralici (1 samec a 1 samice)
byli ponechani jako negativni kontroly (0znaceni v Tab. 7). Metacerkarie byly az do dne
infekce (cca 4 mésice) uchovavany v lednici (4 °C) a jejich zivotaschopnost nebyla
ovéfovana. Podani infek¢éni davky bylo provedeno 1. den experimentu ihned po 1. odbéru

krevnich vzorkd. Experiment probihal 12. tydnd.

Tab. 7: Oznaceni kralika v experimentu €. 1.

samec samice
50 MC K1 K2 K4 K5
(-) kont K3 (---) K6 (---)

4.2.2. Experiment 2
Do druhého experimentu bylo zahrnuto celkem 10 kraliki (NZW, Velaz), vSichni samci.
Sest kralik bylo ve véku 12 tydni infikovano 150 nebo 300 metacerkariemi motolice
F. magna a 4 kralici zGstali jako negativni kontroly (Tab. 8). Metacerkarie vyuzité k infekci
byly rizného stafi (7 mésici a 1 mésic). Jejich Zivotaschopnost byla zméfena v obou
excystacnich médiich. Experiment probihal po dobu 15. tydnd, pficemz kralici byli
infikovani az ve 3. tydnu experimentu z davodu del$itho zaznamu pfirozenych

fyziologickych hodnot vSech parametri.
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Tab. 8: Oznaceni kralik(l v experimentu €. 2.

150MC | K1 [ K2 [ K3 [ ()
300MC | K4 | K5 | K6 | ()
() kont | K7 | K8 | K9 | K10

4.2.3. Optimalizace druhého experimentu
Pro zvyseni pravdépodobnosti uspésnéjsi infekce a zlepSeni méteni jednotlivych parametra
interakce mezi parazitem a hostitelem doslo k optimalizaci druhého experimentu oproti

experimentu prvnimu V nize uvedenych bodech:

e NavySeni poctu infikovanych kralikii i kontrol

Ke zvysSeni pravdépodobnosti uspesné nakazy byl infikovan vyssi pocet kralikli, soucasné
byl vice vyrovnan pocet infikovanych (n = 6) a kontrolnich kralikii (n = 4), coz umozni

ptipadné statistické vyhodnoceni (Conboy Stromberg, 1991; Chauvin a kol., 1995).

o  Umisténi kraliki
Z davodu vhodnéj$i manipulace s odebranymi vzorky a zabranéni moznému ovlivnéni

parametrit béhem prepravy vzorkid byl cely experiment realizovan na PiF UK, kde vzorky

nebyly vystavovany nadmérnym teplotnim vykyvim a mechanickému pohyblim.

o  Pohlavi kraliki

Jelikoz samci jsou obecné nachylné€jsi k riznym infekcim a onemocnénim, které u nich
probihaji Casto intenzivnéji nez u samic v dusledku hladiny testosteronu, byli do druhého
experimentu zahrnuti pouze samci (Erhardova-Kotrla, 1971). Také nékteré hematologické
parametry mohou byt odliSné mezi pohlavimi, napt.: hematokrit, hemoglobin ¢i mnozstvi

granulocytt (Ozkan a kol., 2012).

e NavySeni poctu metacerkarii
Za icelem zvyseni pravdépodobnosti dosazeni uspésné infekce byla zvysena infekéni davka
MC. Dale byly podany také rizné davky MC (150 a 300), aby byly omezeny ptipadné thyny
z duvodt nadmérné infekéni davky, soucasné zamezeny netspésné infekce z divodu velmi

nizké infek¢ni davky.
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e Excystace MC

Pied samotnou infekci byly MC excystovany in vitro v excysta¢nich médiich, aby byla

ovéfena jejich zivotaschopnost.

o Délka trvani experimentu

Doba experimentu byla prodlouzena 0 2 tydny pied infekci, aby bylo mozné piesnéji zachytit
pramérné hodnoty sledovanych parametrii daného kralika jesté pred infekci. Kralici nebyli

infikovani 1. den experimentu, ale az pti 3. odbéru (. 3. tyden experimentu).

e Zména specializovaného pracovisté

Spoluprace s vice specializovanym a odbornym pracovistém na Ustavu l1ékarské biochemie

a laboratorni diagnostiky na 1. LF UK umoznila ziskani relevantnéj$iho souboru dat.

e Stanoveni biochemie ze séra

V prvnim experimentu byly biochemické parametry méfeny z plazmy, kde ptfidana
antikoagulacni aditiva (heparin/EDTA) ovliviiovala hodnoty naméfenych parametru, proto

byly v druhém experimentu parametry méfeny ze séra bez aditiv.

e Manipulace se vzorky

Béhem odbéri a skladovani doSlo ke sniZzeni nezadoucich vlivli na vzorky vhodnéjsi
manipulaci a skladovanim. Pfed odbérem krve bylo misto vpichu vydesinfikovano etanolem
a peclivé vysuseno (pfipadny zbytek etanolu by zpusobil lyzi erytrocytl a tim zménu
méfenych parametril). Cerstvé odebrand krev byla po dobu dalsich odbérii ostatnich kraliki
chranéna pted svétlem, protoze nékteré parametry jsou citlivé na svétlo (bilirubin). Ziskané

sérum bylo pro biochemické vysetfeni uchovavano v mrazaku (-80 °C).

4.3. Odbéry vzorkii kralikiim

Kazdému kralikovi byly pravidelné jednou tydné béhem celého experimentu odebirany
vzorky. Odbéry vzorkli probéhly vzdy se stejnym cCasovym sledem jednotlivych ¢innosti.
Kralikim byl odebiran trus (sesbiran ze zachytnych plat) o hmotnosti cca 4 g, ktery byl
nasledné ulozen do 15ml plastovych centrifuga¢nich zkumavek a uchovan v lednici pfi
teploté 4 °C az do doby zpracovani. Dale byli kralici vazeni na kuchyniské vaze (Toro,
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max. 10 kg, pfesnost 2 g). Nejpodstatnéjsim odbérem vzorkl byl odbér krve z usni cévy
(v. vermicularis marginalis) (Joslin, 2009) pomoci venepunk¢ni jehly (Venofix G25,
B. Braun) opatfené kiidélky a 30 cm hadic¢kou zajistujici bezpecny odbér krve i ve chvili
pohybu kralika, jak znazoriiuje Obr. 4. Pfed odbérem krve bylo nutné kralika imobilizovat
pevné stazenou latkou kolem téla (rucnik). Déle oholit ucho strojkem ¢i ziletkou a
vydesinfikovat misto vpichu 96% etanolem. Osvédcilo se cévu rozsitit zahfatim a tfenim
rukou, nasledné byla napichnuta a byl odebran adekvatni objem krve do Iml stiikacky
(dvojdilna injekéni stiikacka, B-Braun). Celkem byly vzdy odebirany 2 ml krve, které byly
timto zptsobem ziskdny nadvakrat (po 1 ml krve). Po nasati byla jehla od hadicky ustfizena,
aby nedoSlo pfi pfesunu krve do 1,5ml plastovych mikrozkumavek k destruktivnimu
pasirovani krevnich bun€k znova ptes jehlu.

Pro rtizné typy analyz bylo zapotiebi ziskat nejen sraZzenou krev na sérum, ale také
nesrazenou krev na plasmu (Tab. 9). Jako antikoagulacni faktor byl vyuzit pfedev§im
heparin (Heparin solution salt, Sigma), nebo 2% roztok EDTA (Sigma). Pied odbérem bylo
do stiika¢ky nabrano odpovidajici mnozstvi aditiva; tj. 25 ul/l ml krve pro heparin a
100 pl/1 ml krve pro EDTA. Po piesunu krve ze stéikacky do mikrozkumavky byla nesrazena
krev jesté peclivé promichana (nikoliv protfepana, aby nedos§lo k mechanickému poskozeni
krevnich bun¢k). Po vyjmuti jehly z cévy bylo misto vpichu komprimovano a nasledné
zastiikano ,,néplasti ve spreji* (Urgo). Odebrana krev byla minimalné 30 minut udrZovéana
ve tmé za pokojové teploty, nez doslo k jeji nasledné centrifugaci (1200xg, 10 minut).
Po centrifugaci bylo pfesunuto mnozstvi séra a plasmy (cca 500 pl) do mikrozkumavky a

uchovano v mrazaku pfi teploté -18 °C (-80 °C) do nasledného zpracovani.
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Obr. 4: Odbér krve kralika. A: Napichnuti usni cévy (v. vermicularis marginalis) pomoci venepunkéni
jehly opatfené kfidélky. B: Venepunkéni souprava ke kratkodobé injekci, infuzi, nebo transfuzi
Venofix safety G25 oranzova, primér jehly 0,50 mm, délka hadi¢ky 30 cm. C: Odbér 1 ml krve

do stfikacky pfes hadi¢ku zajistujici bezpecny odbér.

Tab. 9: Analyzované vzorky béhem 1. a 2. experimentu.

- hmotnost ~ hmotnost

$ | trus $ | trus

E E

oS 1 ml srazené — sérum S

g | krev £ | krev | 2 ml srazené — sérum
i 1 ml nesrazené — plasma | W

4.4, Hmotnost

U vSech kralikt byl také béhem obou experimentt sledovan vahovy ptirastek, ktery
mohl byt negativné ovlivnén infekei. Kralici byli kazdy tyden vazeni na osobni vaze (10 kg,

+20Q).

4.5. Koprologie
45.1. Sedimenta¢ni metoda
Vzorky trusu o hmotnostech cca 4 g uchovavané v lednici (4 °C) v 15 ml plastovych
centrifuga¢nich zkumavkach byly temperovany 30 minut v pokojové teploté. Kazdy vzorek
trusu byl nejprve rozmélnén $pejli ve vode€ a procezen pies jemné sitko do plastové kadinky

pro zachyceni hrubych komponentd. Vznikla smés se nechala minimalné 15 minut v klidu
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usadit, nez doslo k sedimentaci, v€etné vajicek motolic. Nasledn€ bylo Pasteurovou pipetou
odebrano malé mnozstvi sedimentu, pfemisténé¢ho na podlozni skli¢ko a ptiklopeno krycim
sklickem o velikosti 2x4 cm. Takto piipraveny vzorek byl pozorovan pod svételnym
mikroskopem na nejmensi zvétSeni (40x) po celé své ploSe. Pti pozitivnim nalezu byl takto
vytvoteny preparat z daného vzorku zhotoven 1 krat a pozorovan, pii negativnim 3 krat.
Zbytek sedimentu v 15 ml plastové centrifuga¢ni zkumavce byl uchovan v lednici pti 4 °C

pro nasledné vysetteni trusu flotacni metodou.

45.1. Flota¢ni metody
V obou nize uveenych flotaénich metodach byl pouzit flotaéni roztok, ktery zajistoval
zvySeni hustoty vysledné smési natolik, Ze doslo k vzlinani leh¢ich parazitarnich objektli na
hladinu. Pfiprava roztoku probihala ve sklenéné kadince, do které byla pfidana voda se
sachar6zou (C12H22011) v poméru 2:3. Za zvySené teploty a stalého michani byla sachar6za
rozpusténa ve vodé. Hustota vysledného roztoku byla po vychladnuti zméfena hustomérem
(Sklarny Kavalier), kde hodnota méla dosahovat 1,27 g/cm®. Pii dlouhodobgjsim skladovani
flota¢niho roztoku v lednici pii 4 °C bylo nutné ptidat jesté¢ 0,5% formalinu, aby nedoslo

ke znehodnoceni roztoku mikroorganismy.

45.1.1.  Sheatherova metoda
Sediment piecezeného trusu byl po vyjmuti z lednice (4 °C) centrifugovan (KRD, NUVE
NF 800), 9800xg, 5 minut a supernatant byl opatrné separovan. Takto zkoncentrovany
sediment zaujimal cca 1 ml objemu v 15 ml centrifuga¢ni zkumavce. Poté bylo ptidano 14
ml flotacniho roztoku (tj. 1 cm pod okraj falkony), ktery byl se sedimentem peclivé
promichan $pejli. Vznikla smés byla po dobu 5 minut opét centrifugovana (9800xg). Po
centrifugaci bylo do centrifugacni zkumavky pfidano malé mnozstvi flotacniho roztoku, tak
aby jeho hladina byla na hornim okraji zkumavky vypoukld. Na vrchol centrifugacni
zkumavky se poloZilo kryci skli€ko (2x2 cm), aby ptipadna stadia parazitl méla po vzlindni
(20 min) moznost ulpét na sklicku. Nasledné bylo kryci sklicko odejmuto, polozeno

na sklicko podlozni a pozorovano pod mikroskopem.

45.1.2. Koncentrovana McMasterova metoda
Postup této metody je v ivodu totozny s jednoduchou flotaéni metodou: Sediment trusu byl

centrifugovan (5 minut, 9800xg) a oddélena tekutda cast byla separovana. Takto
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zkoncentrovany sediment zaujimal také 1 ml objemu v 15 ml centrifuga¢ni zkumavce. Dale
byl vSak flota¢ni roztok ptfiddn pouze do objemu 4 ml a rozmichan se sedimentem
v homogenni substanci. Touto substanci byly Pasteurovou pipetou naplnény obé komurky
McMasterovy pocitaci desticky, jez se nechaly 3 — 5 minut usadit, aby pfipadné parazitarni
objekty (napf. oocysty kokcidii) mély opét moznost vzlinat a byl poté umoznén odecet
pod svételnym mikroskopem. Pocitany byly pouze ty parazitarni objekty, které se nachazeji
uvnitt vyznaceného c¢tverce pocitaci sité. Vypocet objektli na gram trusu lze vypocitat
na zaklad¢ zndmé hmotnosti vstupniho trusu, mnozstvi vody, ve kterém byl trus rozmichan,
mnozstvi flotaéniho roztoku a objemu pocitaci komiirky (4 0,15 ml). Vyslednou hodnotu
OPG (= oocyst per gram) ziskdme vynasobenim poctu oocyst v obou komurkach ¢islem 20,
protoze 4 ml fekalni suspenze v centrifuga¢ni zkumavce ptedstavuji 2/3 g trusu, ktery byl

pouzit, a proto vySetieny objem 0,3 ml v McMasterové desti¢ce predstavuje 1/20.

4.6. Imunologie
Pro detekci specifickych protilatek ze sér byla vyuzita nepfima ELISA metoda (z angl.
Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). Jako antigen byla pouzita smés exkreéné-

sekre¢nich produktii motolice F. magna (E/S produkty).

4.6.1. Priprava exkrecné-sekrec¢nich produktu
Exkreéné sekreéni produkty byly ziskany z motolic izolovanych z infikovanych jater
sparkaté zvéte. Nejprve byly dospélé motolice oplachnuty ve fyziologickém roztoku (10mM
PBS, 150 mM NaCl, pH 7,8) a nasledn¢ kultivovany v RPMI 1640 médiu (Sigma), béhem
niZ motolice uvoliovaly E/S produkty do média. To bylo nésledné centrifugovano (2x20
minut, 4 500xg, 4 °C) a zkoncentrovany pies 3 kDa filtr (Amicon Ultra). Takto pfipravena
smés E/S produktti byla aZ do pouZziti skladovana v mrazéku pfi -18 °C. Pfed pouZitim bylo
provedeno kontrolni méfeni koncentrace proteinid E/S produktli pomoci komeréniho kitu
Quanti-IT™ Protein Assay Kit (Invitrogen) a spektrofotometru Infinite M200 (Tecan)
v 96-ti jamkové mikrotitracni ¢erné desticce (Nunc). Vysledna koncentrace E/S produktt
byla odecitana pii exicitaci/emisi —470/570 nm podle kalibra¢ni kifivky, kterd byla vynesena

na zaklad¢ zméfenych proteinovych standardii z kitu (0 — 5 pg/pl).
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4.6.2. ELISA
Antigen (tj. E/S produkty) byl nafedén uhli¢itanovym pufrem (0,1M; pH = 7,2) na vyslednou
koncentraci 0,5 pug na jamku. Dale byl po 100 ul rozpipetovan do 96ti jamkové desti¢ky
(Nunc, MaxiSorb), ve které¢ byl pfes noc ve vlhké komtirce pfi teploté 4 °C inkubovan. Zbyly
nenavazany antigen byl poté 3x vymyt fosfatovym pufrem (PBS, 0,1 M, pH = 9,6)
s pridavkem 0,05% Tween (Tween 20, Polyoxyethylenesorbitan-monolaurat, BIO-RAD).
Aby nedoslo k tvorbé nespecifickych vazeb, byla desticka blokovédna roztokem 5% suSené¢ho
mléka (Blotting Grade Blocker Non-fat dry milk, Bio-Rad) nafedénym PBS-T, ato 1 hodinu
pti pokojové teploté¢ ve vlhké komirce za stalého michani. Dale byl antigen v jamkach
po dobu 3 hodin inkubovan s primarnimi protilatkami (krali¢i séra), které byly nafedény v
PBS-T v poméru 1:200. Po opétovném promyti v PBS-T byly do jamek pipetovany
sekundarni protilatky po 100 ul na jamku (Anti-Rabbit IgG (whole molecule) — Peroxidase
antibody produced in goat / Anti-Rabbit IgM (u-chain specific) - HRP conjugate produced
in goat, Sigma), které byly predtim nafedény v poméru 1: 5000 s PBS-T. Inkubace probihala
1 hodinu ve vlhké komtrce za stdlého michani na michacce, pfi pokojové teploté. Vysledné
vazby mezi peroxidazou znacenymi sekundarnimi protilatkami a primarnimi protilatkami
sér byly vizualizovany pomoci substratu TMB (3,3" 5,5 tetramethylbenzidin, eiquid
substrate system for ELISA, Sigma), ktery v mnozstvi 100 ul na jamku reagoval po dobu 5
minut s peroxidazou sekundarni protilatky, poté byla reakce zastavena 100 ul 1M kyseliny
chlorovodikové. Absorbance byla méfena na spektrofotometru Infinite M200 (Tecan) pii
vlnové délce 450 nm. Naméfené hodnoty byly priimérovany, ponévadz od kazdého vzorku
byly vzdy namichany a méfeny totozné dvojice — dublety. Hodnoty byly zobrazeny v grafu,
kde byly vyjadieny i hodnoty kontrol, z nichZ bylo moZno odecist ptipadné nespecifické

vazby (tzn. vazba primarnich ¢i sekundarnich protilatek bez pfitomnosti antigenu).

4.7. Hematologie
4.7.1. Hematokrit
Ihned po odbéru krve byla z plastové 1,5ml mikrozkumavky nasata jeSté nesrazena krev
do tenkych heparinizovanych kapilar o délce 75 mm a priméru 1,5 mm (Brand). Kapilary
byly uzavieny modelinovou zatkou (souprava pro uzavirani kapilar, Brand) a uchovany
pfi pokojové teploté do nasledné centrifugace. Centrifugace v hematokritové centrifuze
(Thermo scientific, Pico 17) po dobu 3 minut pii 16250xg, byla provedena ptiblizné do dvou

hodin po odbéru. Odecet procentualniho zastoupeni pevné a tekuté slozky krve kazdého
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vzorku probihal s vyuzitim stupnice, ktera byla bud’ pfimo soucasti krytu centrifugy, nebo
nati$téna na specialni Sablon¢. Od kazdého vzorku byly nasaty dvé kapilary a hodnoty byly

pramérovany.

4.7.2. Krevni obraz
Krevni obraz, konkrétné¢ pocet jednotlivych typid bilych krvinek, byl stanovovan
mikroskopicky z obarveného krevniho roztéru. Krevni roztér od kazdého vzorku byl
zhotoven v dubletech ihned po odbéru krve. PouZivana podlozni skla byla pfedem odmasténa
VvV roztoku obsahujici etanol a ether v poméru 1:1 a méla zbrouSenou stranu pro trvalé
oznaceni vzorku. Po zaschnuti byly krevni roztéry fixovany na 5 minut v metanolu a
po opétovném zaschnuti ponofeny na 40 minut do Gimsova barviva. Giemsovo barvivo
obsahuje smés nékolika barviv (methylenovou modf, eozin a azur-B), které barvi bazofilni
struktury v odstinech fialové, ¢ervené a rizove, acidofilni struktury barvi modfe. Pro barveni
Giemsou byl vyuzit komeréné dodavany roztok (Fluka), ktery byl pted pouzitim 10x natedén
vodou. Po obarveni byly vSechny krevni roztéry oplachnuty pod tekouci vodou a pozorovany
pod svételnym mikroskopem na 1000x zvétSeni s imerznim olejem (Olympus CX21).
V kazdém pozorovaném vzorku bylo vyhledano celkem 100 leukocytl, pficemz byly
zaznamenavany jejich jednotlivé typy (Pecka, 2006). Urceni jednotlivych typt leukocytt
probéhlo na zakladé jejich odlisné morfologie a barvitelnosti, ¢imz bylo zjisténo jejich

vysledné procentudlni zastoupeni.

4.8. Biochemie
Z krevni plasmy/séra byly méfeny hladiny jaternich enzymi a krevnich metaboliti, které
mohou byt ovlivnény piitomnosti motolic v jaterni tkani (Tab. 10). Méfeni téchto parametrt
v obou experimentech probihalo na specializovanych pracovistich (Katedra veterinarnich
disciplin na CZU, Ustav lékatské biochemie a laboratorni diagnostiky na 1. LF UK), kde je
ke stanoveni hodnot vyuZivan biochemicky analyzator pracujici na zaklade¢
spektrofotometrie. Odebrané krevni vzorky byly do piedani specialistovi uchovavany

v mrazéku (-18 °C ¢i -80°C).
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Tab. 10: Méfené biochemické parametry. Fyziologické hodnoty prevedeny do jednotek

odpovidajicich jednotkam vysledk(l parametrd zméfenych v daném biochemickému analyzatoru
(Hewitt a kol., 1989; Ozkan a kol., 2012; medirabbit.com; asaplab.com)

jednot- fyziologické hodnoty pro kralika dle zdroje
¢. parametry zkr.
ky Hewit Ozkan Medirabbit | Asaplab
1 celk.proteiny TP o/l (--) 45-122 50-75 6079
2 albumin ALBU o/l (--) 23-43 25-40 35-45
3 globuliny GLOB o/l (--) (--) 25-40 22 - 38
4 glukoza GLU | mmol/l | 45-10,2 | 3,8-10,7 4,2-89 4-8
5 cholesterol CHOL | mmol/l (--) (--) 01-2 0,28-1,6
6 triglyceroly TAG | mmol/l (--) (--) 1,4-1,76 (---)
7 mocovina UREA | mmol/l (---) (--) 9,1-255 (--)
8 kreatinin CREA | umol/l 12 - 146 60 - 140 53-124 70 —200
9 kys. mocova UA pumol/1 (--) (--) 88 - 380 (--)
aspartatamino-
10 AST uKat/l (---) 0,1-033 | 0,17-1,63 | 0,27 -1,67
transferaza
alaninamino-
11 ALT uKat/1 (---) 0,08-0,15 | 0,92-4,33 | 0,53-2,15
transferaza
laktat
12 LD pKat/1 | 0,98-6,5 (---) 2,2-4.2 (---)
dehydrogenaza
alkalicka
13 ALP uKat/1 | 0,28-3,2 | 0,2-0,43 0,17-16 | 0,65-2,18
fosfataza
gama-glutamyl
14 GMT | upKat/l 0-0,23 0,1-0,52 0-0,12 0,2-0,37
transferaza
glutamat-
15 GLDH | pKat/l (---) (---) (---) 0,03-0,17
dehydrogenaza
16 | ptimy bilirubin | DB umol/l (--) 0,85-1,71 --- (---)
17 | celk. bilirubin B umol/I (--) 0,71-5,13 3,4-85 1-8
4.9, Pitva kralika

VSsichni experimentalni krélici byli usmrceni pfimou ranou do zatylku, kdy doslo ke zlomeni
spodiny lebecni. Dale byli vykrveni bodnou ranou do srdce vpravenou pod klicni kosti.
Vytékajici krev byla zachycovana do plastovych centrifuga¢nich zkumavek. Po stazeni kiize
byli kralici pitvani. Bfi$ni a hrudni dutina byla oteviena pfimym fezem po celé své délce.
Obnazené vnitini organy byly prohlizeny a jakékoliv zmény byly dokumentovany.
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Po celkovém prohlédnuti byly jednotlivé organy vyjmuty a jeSt¢ jednou podrobné
prohlédnuty. Pfedevsim jatra, branice, slezina a bfi$ni dutina byly zkontrolovany, zda v nich
nedoslo k patologickym zméndm v disledku infekce. Vyjmuta jatra byla nakrajena na cca
2cm platky, aby bylo mozné zachytit a fotografovat patologické zmény. Nalezené motolice
byly vyjmuty z jaterni tkané a pfemistény do kultivaéniho média RPMI, které bylo
predehiato na 37 °C. Stéle Zijici motolice byla udrzovana v tomto médiu par hodin (3 h)
za ucelem sledovani produkce vaji¢ek. Poté byla fixovana v Bouinové roztoku (Sigma) a
uchovana v lednici pii teploté¢ 4 °C do histologického zpracovani. Také tkan¢ vykazujici
patologické zmény byly po vyfiznuti fixovany v 10 % formalinu ¢i v Bouinové roztoku
(Sigma) a uchovany v lednici. Pouzité fixaze bylo vzdy piiblizné 10x vice nez fixované

tkané.

4.10.  Histologie

Pro histologické zpracovani byla celd motolice nejprve promyvéna 70% etanolem
do uplného vymyti fixaze. Dale nasledovalo odvodnéni tkané etanolovou fadou o vzestupné
koncentrace (75 %, 96 %, 100 %). V kazdé koncentraci byl vzorek promyvan 3x po dobu
20 minut. Odvodnéna tkan byla vlozena do xylenu na 2% 15 minut pro celkové projasnéni
vzorku. Poté byly vzorky pievedeny do smési xylen/parafin na 15 minut. Néasledné prosyceni
vzorkll parafinem probihalo v termostatu pii teplot¢ 56 °C. PouZivany parafin byl 3%
vymeénén, nejprve po 1 hoding, pak znova po 12 hodinach a nakonec opét na posledni hodinu.
Celkem byl tedy vzorek v parafinu 14 hodin. Poté nasledovalo zaliti vzorku ¢istym
parafinem do silikonové formy a uloZeni v pokojové teploté do uplného zatuhnuti. Kréjeni
takto vytvofenych parafinovych blo¢ki na 4um tlusté fezy probihalo na mikrotomu
(Shandon Finesse ME) s vyuzitim kovovych ¢epelek (Thermo Scientific). Tyto tenké fezy
byly napindny na vlazné vodni hladin€ a pfesunuty na podlozni sklo (na boku brouSené),
které bylo pfedem odmasténo ve smési etanol, éter v poméru 1:1. Na pfedehtaté plotné
(55 °C) byly zhotovené histologické fezy ponechany do tiplného pfilnuti.

Pro obarveni nafezanych tkani bylo pouZzito barveni hematoxylin-eozin. Ehrlichtiv
kysely hematoxylin byl pfipraven smichanim 2 g hematoxylinu, 100 ml 96% etanolu, 10 ml
koncentrované kyseliny octové, 100 ml glycerinu, 100 ml destilované vody a 3 g siranu
hlinito-draselného (KAI(SO4)2). Hematoxylin barvi zasadité struktury (bunétna jadra)
do modra. Barveni kyselych struktur (cytoplasma) 1% eozinem (Polysciences, Inc.) zméni

jejich barvu na odstiny rizové.
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Pfed vlastnim barvenim se musela skli¢ka s jednotlivymi fezy nejprve odparafinovat,
a to predehfatim v termostatu (52 °C) po dobu 20 minut a nasledné¢ v xXylenu na 30 minut,
pficemz v poloviné ¢asu byl xylen vyménén za Cisty. Déle nasledovalo zavodnéni tkané
sestupnou etanolovou fadou o koncentracich 100 %, 96 % a 75 %. V jednotlivych
koncentracich etanolu byly vzorky ponechany 2 minuty a nakonec byly na stejnou dobu
pfemistény do destilované vody. Prvni obarveni probihalo v Ehrlichové kyselém
hematoxylinu po dobu 5 minut, nasledovalo promyvani pod tekouci vodou z kohoutku
do doby, nez pod svételnym mikroskopem byly jasné viditelné obarvené struktury. Dale byly
vzorky ponofeny na 30 vtefin do 1% eozinu a poté opét promyty pod tekouci vodou do doby,
nez doslo k optimalnimu kontrastu mezi obéma barvami viditelnému pod mikroskopem.
Pied zamontovanim do DPX média (Mountant for histology, Sigma) bylo potieba vzorky
odvodnit vzestupnou etanolovou fadou (75 %, 96 % a 100 % etanol), vzdy 2 minuty a
nasledné opét projasnit 2x Vv xylenu, také vzdy 2 minuty. Zamontované histologické fezy
tuhly pfi pokojové teploté a pak byly prohlizeny pod svételnym mikroskopem (zvétSeni 40%
—400x%) (Olympus BX51) a vyfotografovany v programu Olympus DP Controller.
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5. VYSLEKDY

5.1. Zivotaschopnost MC

Zivotaschopnost metacerkarii uchovanych 7 mésict v lednici pti 4 °C v odstaté vodé byla
meéfena zejména v piipadé druhého experimentu. Avsak i Cerstvé, 1 mésic staré metacerkarie
byly pro kontrolu také podrobeny zkouSce zivotaschopnosti. Byla pouzita ob¢ excystacni
media. Pfi pouziti prvniho excystatniho média (Fried a Stromberg, 1985) byla
Zivotaschopnost ovétovana u 60 MC (z kazdé v€kové skupiny 30 MC), kde se excystovala
do dvou hodin pouze 1 MC z kazdé vékové skupiny. Zivotaschopnost byla stanovena na 3
%. V ptipad¢ druhého excystacniho média (,,Belfast™) bylo kontrolovano opét po 30 MC
z obou vékovych skupin. Do dvou hodin doslo K vylihnuti 12 MC ze skupiny 7 mé&si¢nich
MC (40% zivotaschopnost) a 6 MC ze skupiny 1mésiénich MC (20% Zivotaschopnost)
(Obr. 5). Procento excystovanych MC vyjadiuje Tab. 11. Zivotaschopnost byla stanovena
na vyslednych 30%.

Tab. 11: PoCet uspésné excystovanych metacerkarii rdzného stafi (1 a 7 mésicd) v rlznych

excystaCnich médiich. V kazdé excystované varianté bylo zahrnuto 30 MC.

,,Belfast Fried a Stromberg, 1985
7 mésicu staré MC | 12/30 1/30
1 mé&sic staré MC | 6/30 1/30
up
r : od /' i
: b
?~ e A /9
FER,, Tl
:%'/'/ ,',._-":,
200 pm

Obr. 5: Vylihla juvenilni motolice ze stadia metacerkarie pomoci excystaéniho média. UP - ustni

pfisavka, A - acetabulum, EG - exkreéni granula.
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5.2. Hmotnost
Me¢éteni hmotnosti kazdého kralika probihalo pravidelné kazdy tyden, pii¢emz celkovy vyvoj
hmotnosti ani vahového pfirGstku (narGst g za tyden) u infikovanych kralikd se nelisil
od negativnich kontrol. Hmotnost se v prubéhu obou experimenti pohybovala od 1997 g

+ 242 g ze dne zahajeni experimentu do 4765 g + 291 g ze dne ukonéeni experimentu.

5.3. Koprologie
5.3.1. Sedimentacni metoda

Sedimenta¢ni metoda byla pouzita v obou experimentech pro zachyceni uvoliiovanych
vajicek motolice F. magna a ptipadnych jinych parazitéz. Vajicka F. magna ani jinych
paraziti nebyla v zadném z pozorovanych vzorkl prvniho experimentu nalezena. V druhém
experimentu byla nalezena u vétsiny kralikd vaji¢ka roupa Passalurus sp. (Obr. 6) a oocysty
kokcidie Eimeria spp. (Obr. 7). Na zaklad¢ probéhlé sporulace, které se dosahlo opozdénym
vysetfenim trusu o nékolik tydnti, bylo mozné urcit 2 druhy eimerii. Diky tomu mohly byt
podle diferencia¢niho kli¢e urceny jako Eimeria magna a Eimeria perforans (Coudert a kol.,
1995).

50 um @)

Obr. 6: Nalezena vajicka roupa Passalurus v trusu vSech kralikd z obou experimentu.

E. magna E. perforans 50 um
50 pm

Obr. 7: Nalezené oocysty kokcidii Eimeria magna (A) a Eimeria perforans (C) v trusu vSech kralikd

z druhého experimentu uréené podle klice (B).
44



5.3.2.

Sheatherova flotaéni metoda

Tato flotacni metoda byla pouzita pro zjiSténi parazitarnich objektd v obou experimentech.

V prvnim experimentu bylo u kralika s oznacenim K4 v 8. tydnu experimentu nalezeno jedno

vaji¢ko roupa Passalurus. V nasledujicich odbérech byla vaji¢ka postupné nalézana u vSech

kralikd. Kromé& vaji¢ek roupa byly v trusu nalezeny oocysty eimerii, avSak nikoliv u v§ech

kralikd a ve stejném mnozstvi (Tab. 12).

Tab. 12: Nalez vaji¢ek roupa Passalurus a oocyst kokcidii Eimeria Sheatherovou flotaéni metodou

v trusu kralikd z prvniho experimentu. * desitky oocyst, *** tisice oocyst (nepocitatelné mnozstvi —

odhad).

kralik /odbér 1. 12.13. 4. |5 6.7 (8|9 [10.]11. |12
Passalurus] 0 (0O | 0| O | O0O|O|O|O0O|0O] O]9 |40
“ Eimerie |O|O|*|0|0|0|0|0|O0O|O0O]O0]|O
Passalurus] 0 (0O | 0| O0O|0|0O|0O|0|0] 0 ]10]|2
2 Eimerie |0 [0 | 0|0|0 [0 |0|0O|O0O||** 0|0
Passalurus| 0 (O | * | * | 0|0|O|O0O|O|1 |73
o Eimerie |O | 0|0/ O0O|0O|0|0O|O0O]O]O0O]|O0]O
Passalurus] 0 (O | 0| O |O0O|O|O|1 0] 0] O0]2
4 Eimerie |O | 0|0/ O0O|0O|0|0O|O0O]O]O0O]|O0]O
ks Passalurus| 0 |0 | 0| 0| 0| 0|0 |0|015|5 |4
Eimerie |O | 0[O0 |0 |0|0|0|0]|0] 0 |**0
- Passalurus| 0 (O | O0O|O|O0O|O|O]O|Of1 0O
Eimerie |O | 0| 0|0|0O|O0O|0|0O|O0O|O0O]O0]|O

U druhého experimentu bylo u vSech kraliki v prvnich tydnech experimentu

nalézano velké mnoZstvi eimerii, jejichZ pocet béhem experimentu klesal az do Uplného

vymizeni. Na druhou stranu bylo postupné nachazeno malé mnoZstvi vajicek roupl

(Tab. 13).
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Tab. 13: Nalez vaji¢ek roupa Passalurus a oocyst kokcidii Eimeria Sheatherovou flotaéni metodou

v trusu kraliki z druhého experimentu. * desitky oocyst, ** stovky oocyst, *** tisice oocyst

(nepocitatelné mnozstvi — odhad).

kralik / odbér 1. | 3. | 5 |7.]9 |11 |13. | 15

Passalurus| 0 | 0| 1 |00} 2 | O | O

“ Eimerie |***| 9| * 0|0 0 | 0] O

Passalurus| 0 | O 1 (36| 0| 0 |**

“ Eimerie * 8 6 |1,4| 0 0 0

Passalurus| 0 | 0| O |72 3 | 0O | *

s Eimerie 5 O |*™*| *|8| 0 0 0

Passalurus| 0 | O 1 (00|10 /|0

4 Eimerie FrogFx > 0100 0 0

KE Passalurus| 0 | 0| 4 |0 /4| 0 | O | *

Eimerie | *** | * 5 [ 9]0 0 0 0

- Passalurus| 0 | O | O |1 (21| 4 | * | 5

Eimerie *> 11 8 |10l 0|00

K7 Passalurus| 0 | O | O | *[1 ] 0O | O | O

Eimerie * 1 | **10[0)| O 0 0

K8 Passalurus| 0 | 0| O |2 (0| O | 2 | 2

Eimerie *|/* * |0]0| O 0 0

Ko Passalurus| 0 | 0| O |[O|O|] O | O | 8

Eimerie * 110 0 |O|O| O 0 0

K10 Passalurus | O 0 0O |3,0| 1 0| *

Eimerie | *** | 0 * 14,010 0 0
5.3.3. Koncentrovana McMasterova flota¢ni metoda

Trus kralikii z druhého experimentu byl podroben také koncentrované McMasterove flotacni

metod¢. Pomoci pocitaci McMasterovy komurky bylo pro zjisténé kokcidie vypocitano OPG

(oocyst per gram), jak je uvedeno v Tab. 14.
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Tab. 14: Vyvoj poctu oocyst kokcidii Eimeria v 1 gramu trusu kraliki béhem druhého experimentu.

Stanovené hodnoty jsou v OPG (oocyst per gram).

odbér

> 1. 3. 5, 7. 9. | 11. |13.]15.

E 10680 | 5280 | 280 | O 0 |0 ] O
K2 38400 | 1680 | 20800 | 5240 [1760| 0 [ O | O
K3 3320 0 35040 {3440 80 [80 | O
K4 80 |160{ 0 [0 O
K5 34000 | 2920 | 5480 [ 200 | 0 | 0 [ O
K6 28800 | 9840 320 | 40 | 40 [ 0] O
K7 86000 | 7240 240 0 o [o]oO
K8 84000 | 27200 | 37200 | 200 0 o [o]o
K9 22000 | 3160 160 0 0 o [o]foO
K10 ‘ 21720 | 2280 (1000 | 0 | O

54. Imunologie

Po skonceni kazdého experimentu byly u vSech odebranych krevnich sér zméfeny hladiny
protilatek, jak chronické faze (IgG), tak protilatek akutni faze (IgM) pomoci nepifimé ELISA
metody.

54.1. Experiment 1
V prvnim experimentu doSlo k vyznamnému nartstu protilatek u kralika K5, a to jak
protilatek chronické faze, tak akutni. Hladina protilatek IgG se vyznamné zvySovala
od 5. tydne infekce a udrzela se v nejvyssich hodnotach az do ukonceni experimentu
(Graf 1). Navyseni téchto protilatek bylo v§ak naméfeno i u kralika K2, u které¢ho bylo jiz
od 4. tydne experimentu zaznamenano zvySeni produkce IgG, kdy mezi 4. a 5. tydnem
experimentu byla hladina IgG na maximalni hodnoté a nésledujici tyden doslo k mirnému
poklesu. Oproti kralikovi K5 mél kralik K2 celkové nizsi hladinu IgG, avSak oproti
nenakazenym kontroldm stale vyznamnou. Hodnoty namétené u ostatnich kraliki se béhem
celého experimentu nelisily od negativnich kontrol. Protilatky akutni faze IgM se navysily
pouze u kralika K5 a to od 4. tydne experimentu. Maximalni hodnota byla naméiena mezi

6.a 7. tydnem a po 9. tydnu zacaly tyto protilatky klesat na témét ptivodni hodnoty (Graf 2).
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Graf 1: Vyvoj hladiny protilatek IgG v prabéhu prvniho experimentu. Méfeno nepfimou ELISA
metodou pfi optické denzité 450 nm (antigen: E/S produkty, 0,5 ug / jamka; primarni protilatky: krevni
sérum, fedéni 1:200; sekundarni protilatky: Anti-Rabbit IgG (whole molecule) produced in goat,
fedéni 1:5000); ¢erné kfivky — kralici vystaveni 50 MC, Sedé kfivky — negativni kontroly (K3 a K6);
Cervena Sipka — zvySena hladina IgG infikovaného kralika K5 od 5. tydne experimentu; oranzova

Sipka — zvySena hladina IgG infikovaného kralika K2 od 4. tydne experimentu.
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1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10. 11. 12. tyden

Graf 2: Vyvoj hladiny protilatek IgM v prabéhu prvniho experimentu. Mé&feno nepfimou ELISA
metodou pfi optické denzité 450 nm (antigen: E/S produkty, 0,5 ug / jamka; primarni protilatky: krevni
sérum, fedéni 1:200; sekundarni protilatky: Anti-Rabbit IgM (p-chain specific) - HRP conjugate
produced in goat, fedéni 1:5000); Cerné kfivky — kralici vystaveni 50 MC, Sedé kfivky — negativni
kontroly (K3 a K6); Cervena Sipka — zvy3Sena hladina IgM infikovaného kralika K5 od 5. tydne

experimentu.
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5.4.2. Experiment 2

V pribéhu druhého experimentu byly opét zméfeny hladiny protilatek IgG a IgM. Pfi tomto
méieni byla zjiSténa zvysena produkce protilatek IgG u kraliki, ktefi byli vystaveni infek¢ni
davce 300 MC. Rostouci hladina protilatek IgG byla zaznamenana jiz od 2. tydne po infekci
(tj. 4. tyden experimentu). U kralikt, kteti byli infikovani 150 MC, nebyl oproti negativnim
kontrolam zaznamenan témét zadny narist IgG protilatek (Graf 3). Protilatky IgM byly
vyznamné navysené pouze v kratkém cCase (4 tydny) a to u kralika K4 a K5, kteti byli
vystaveni 300 MC. U kralika K4 byl zaznamenéan kratkodoby nartst IgM v 11. tydnu a
u kralika K5 v tydnu 9. — 13. (Graf 4). V sérech ostatnich kraliki nebyla zaznamenana
jakéakoliv zména hladiny IgM protilatek.

Graf 3: Vyvoj hladiny protilatek IgG v pribéhu druhého experimentu. Méfeno nepfimou ELISA
metodou pfi optické denzité 450 nm (antigen: E/S produkty, 0,5 ug / jamka; primarni protilatky: krevni
sérum, Fedéni 1:200; sekundarni protilatky: Anti-Rabbit IgG (whole molecule) produced in goat,
fedéni 1:5000); Cerné kfivky — kralici vystaveni 300 MC, Cervené kfivky — kralici vystaveni 150 MC,
Sedé kfivky — negativni kontroly (K7 — K10); ¢erna Sipka — zvySené hodnoty IgG infikovanych kralikd

300 MC od 5. tydne experimentu.
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Graf 4: Vyvoj hladiny protilatek IgM v prabéhu druhého experimentu. Méfeno nepfimou ELISA
metodou pfi optické denzité 450 nm (antigen: E/S produkty, 0,5 ug / jamka; primarni protilatky: krevni
sérum, fedéni 1:200; sekundarni protilatky: Anti-Goat Anti-Rabbit IgM (u-chain specific) — HRP
conjugate produced in goat, Fedéni 1:5000); ¢erné kfivky — kralici vystaveni 300 MC, &ervené kfivky
— kralici vystaveni 150 MC, Sedé kfivky — negativni kontroly (K7 — K10); modra Sipka — zvySené
hodnoty IgM infikovaného kralika 300 MC K4 od 5. tydne experimentu; zelena Sipka — zvySené
hodnoty IgM infikovaného kralika 300 MC K5 od 11. tydne experimentu.
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5.5. Hematologie
55.1. Hematokrit

Hematokrit, pomér pevné a tekuté slozky krve, byl stanovovan pravidelné¢ béhem obou
experimentll kazdy tyden. AvSak zadné odlisné hodnoty u infikovanych kralika oproti

kontrolam nebyly zaznamenany (Graf 5, 6).
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Graf 5: Vyvoj hematokritu v priibéhu prvniho experimentu méfeny v heparinizovanych kapilarach

stogenych v hematokritové centrifuze po dobu 3 minut pfi 16250xg. Cerné kfivky — kralici vystaveni
50 MC, Sedé kfivky — negativni kontroly (K3 a K6).
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Graf 6: Vyvoj hematokritu v prdb&hu druhého experimentu méfeny v heparinizovanych kapilarach

stogenych v hematokritové centrifuze po dobu 3 minut pfi 16250%g. Cerné kfivky — kralici vystaveni

300 MC, Cervené kfivky — kralici vystaveni 150 MC, Sedé kfivky — negativni kontroly (K7 — K10).
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5.5.2. Krevni obraz
Pocet jednotlivych leukocyti byl stanovovan mikroskopickym odecitinim na zaklade
odlisné morfologie bunék po obarveni Giemsovym barvivem (Tab. 3). Z velkého mnozstvi
ruznych typl krali¢ich leukocytl byly jasné diferencovany 4 typy: lymfocyty, neutrofily,
monocyty a eozinofily (Obr. 8).

Obr. 8: Diferenciace jednotlivych typu leukocytll z krevniho roztéru obarveného Giemsou a

odecitané pod svételnym mikroskopem. L — lymfocyt, E — eozinofil, N — neutrofil.

Pocet lymfocytil, neutrofilli a monocytl se v pribéhu experimentli vyznamné nelisil
mezi infikovanymi kraliky a kontrolnimi kraliky. Doslo vSak k vyznamnému navyseni
hladiny eozinofil u kralika K5 z prvniho experimentu a u kralika K4 a K5 z experimentu
druhého (Graf 7, 8).
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Graf 7: Vyvoj procentualniho zastoupeni eozinofili bé&hem prvniho experimentu. Cerné kivky —
kralici vystaveni 50 MC, Sedé kfivky — negativni kontroly (K3 a K6); ¢ervena Sipka — zvySeny pocet

eozinofill infikovaného kralika K5 od 11. tydne experimentu.
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Graf 8: Vyvoj procentualniho zastoupeni eozinofilii b&hem druhého experimentu. Cerné kfivky —
kralici vystaveni 300 MC, Cervené kfivky — kralici vystaveni 150 MC, Sedé kfivky — negativni kontroly
(K7 — K10); modra Sipka — zvySeny pocet eozinofilu infikovaného kralika 300 MC K5 mezi 7 az 13.
tydnem experimentu; zelena Sipka — zvySeny pocet eozinofil(l infikovaného kralika 300 MC K5 mezi

9 az 15. tydnem experimentu.
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5.6. Biochemie

Béhem experimentd bylo z krevni plazmy (1. experiment) ¢i ze séra (1. a 2. experiment)
stanovovano celkem 17 biochemickych parametri (Tab. 10). V prvnim experimentu byly
parametry méfeny vSem pokusnym kralikim. Avsak béhem celého experimentu zadny
Z parametri nevykazoval vyznamné zmény mezi kraliky vystavenymi MC a kraliky
kontrolnimi. Pouze hladina GLDH a globulinti byla mirné zvySena u infikovaného kralika
K5, v jehoZ poskozenych jatrech byla nalezena motolice, viz nize (Graf 9, 10). Béhem
druhého experimentu nebyly zaznamenany zddné rozdily v méfenych biochemickych

parametrech mezi infikovanymi kraliky a kontrolami.

Graf 9: Vyvoj hladiny gama-glutamatdehydrogenazy u kraliki béhem experimentu 1. Cerné kfivky —
kralici vystaveni 50 MC, Seda kfivka — negativni kontrola (K6). Naméfené hodnoty GLDH u negativni
kontroly K3 nejsou zahrnuty v grafu, nebot’ vykazovaly posun z optimalnich mezi tak, Zze by ovlivnily
vypovédni hodnotu grafu (tj. hodnoty kolem 1,5 uKat/L); ¢ervena Sipka — zvySena hladina GLDH
infikovaného kralika K5 od 7. tydne experimentu.
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Graf 10: Vyvoj hladiny globulind u v8ech kralik b&hem experimentu 1. Cerné kfivky — kralici

vystaveni 50 MC, Sedé kfivky — negativni kontroly (K3 a K6); ervena Sipka — mirné zvySena hladina

globulint infikovaného kralika K5 od 7. tydne experimentu.
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5.7.

Pitva kraliku

Pii pitvé vSech krélikii zahrnutych do obou experimentll byly vSechny vnitini organy

Vv dutin€ bfiSni prohléhnuty a jatra nakrdjena na ptiblizn€ 2cm platky. V prvnim experimentu

pitva kralikti odhalila zna¢né poSkozeni jater u kralika oznaceného K5 (Obr. 9). Jaterni tkan

a branice vykazovaly specifické projevy pritomnosti motolice: migracni tunely, krvaceni,

destruovanou tkan, obstrukci zlucovodi. Pti krajeni téchto jater na platky byla nalezena

jedna 1 cm velka motolice lokalizovana volné v jaternim parenchymu (Obr. 10). Ta byla

prenesena do kultivaéniho média RPMI pfedem vyhiatého na 37 °C a udrzovana pfti Zivoté

po nékolik hodin (3 h) a nasledné fixovana v Bouenové fixazi. Poté bylo kultiva¢ni médium

prohlizeno pod svételnym mikroskopem pro pritkaz vajicek, a tudiz dospélosti motolice.
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Obr. 9: PoSkozena jaterni tkan kralika K5 zplusobena pfitomnosti jedné motolice Fascioloides magna
po 12. tydnu infekce. A: Patologie na levém jaternim laloku a na branici; B: PoSkozeni na ventralni
strané levého jaterniho laloku; C: Postizena branice se zndmkami krvaceni; D: Rez fibrotizovanym

Zluéovodem. K - krvaceni, D - destruovana tkan, Z - obstrukce ZluSovodu (foto: M. Kasny).
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Obr. 10: Nalez motolice Fascioloides magna u kralika K5. A: Nalezena motolice v poSkozenych
jatrech infikovaného kralika; B: Fascioloides magna po vyjmuti z jater v kultivaénim médiu RPMI,
velikost 1 cm; C: Prostor v jaternim parenchymu, ve kterém byla motolice nalezena. Z - fibrotizované

Zluéovody, M - motolice Fascioloides magna, UP - Gstni pFisavka, P - prostor (foto: M. Kasny).

U kralika K2 byla nalezena pouze nepatrna bila oblast pojivové tkan¢ (Obr. 11), ale
zadné rozsahlejsi poskozeni nelezeno nebylo, ani na jinych organech ¢i v bfisni dutiné.
Zadna motolice nebyla objevena. Nalezeny maly ttvar podezielé pojivové tkané by viak
s ptisobenim motolice ve tkani mohl souviset. U vSech ostatnich kraliki jatra ani jiné organy

nevykazovaly piitomnost motolice F. magna.

Obr. 11: Mala oblast pojivové tkané na povrchu jater nalezena pfi pitvé infikovaného kralika K2 (foto:
M. Kasny).
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U zadného infikovaného kralika z druhého experimentu v jatrech ani v jinych
organech nebyla nalezena motolice. Pouze u kréalika (K5) bylo patrné mirné poSkozeni
jaterni tkdné (Obr. 12), avSak Zadna motolice nebyla, ani v jinych organech, nalezena.

Destruovana tkan na povrchu jater znaci, Ze zde motolice alespon kratkodob& migrovala.

Obr. 12: Mirné poSkozena jatra kralika (K5) z druhého experimentu vystaveného infekéni davce
300 MC. D — destruovana jaterni tkan, ZI — Zluénik (foto: M. Kagny).

5.8. Histologie
Nalezena motolice po vyjmuti z jater infikovaného krélika K5 z prvniho experimentu byla
jeste po dobu nékolika hodin (cca 3 hodiny) kultivovana v RPMI médiu. Toto médium bylo
po odebrani motolice do fix4dze zcentrifugovano (1 minutu, 2000xg) a pozorovano
pod svételnym mikroskopem (zvétseni 40x). Zadné vaji¢ka nebyla pozorovana, proto byla
motolice histologicky zpracovana, aby se ovéfilo, zda se jedna opravdu o nedospélé stadium.
Na obarvenych fezech byly kromé zakladnich organt (pfisavky, hltan, stfevo) viditelné 1
zéklady budoucich vitelarii. AvSak pohlavni organy jako takové ¢i vytvarejici se vajicka

nebyly pozorovany (Obr. 13).
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Obr. 13: Histologicky fez motolice F. magna (lateralné) z infikovaného kralika K5 z prvniho
experimentu. Bouenova fixaz, 4um fezy, barveni hematoxylin-eozin, zvétSeni 40x. A: celkovy
lateralni fez; B: Vyiez histologického fezu v oblasti umisténi vitelarii. UP — Ustni pfisavka, H — hitan,

S —stfevo, T —tegument, V — vitelaria, K — pozifend krev hostitele.

5.9. Shrnuti vysledki

Jelikoz bylo méfeno vétsi mnozstvi parametri u kazdého kralika, jsou vysledky shrnuty

V nize uvedené tabulce (Tab. 15).
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Tab. 15: Shrnuti zmén v méfenych parametrech u kazdého kralika z obou experimentd. Nezménéné
parametry zobrazeny nejsou. (-) — negativni kontroly, (x) — nezaznamenana zmé&na parametru oproti

kontrolam, ( v ) — zaznamenana zména parametru oproti kontrolam.

poCet | oznaCeni | nalez | poSkozena o .
o ] . IgG | IgM | eozinofilie | GLDH | globulily
MC kralika | motolice jatra
K1 X X X X X X X
50
“ K2 X X v X X X X
@ 0 K3 - - - - - - -
£ K4
g | 50
L K5 v v v v v v v
0 K6 - - - - - - -
K1 X X X X X X X
150 K2 X X X X X X X
K3 X X X X X X X
o~ K4 X X v v v X X
é 300 K5 X v v v v X X
b K6 X X v X X X X
3
I} K7 - - - - - - -
K8 - - - - - - -
0
K9 - - - - - - -
K10 - - - - - - -
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6. DISKUSE

Cilem této diplomové prace bylo ovéfit u kralikd experimentalné infikovanych motolici
Fascioloides magna zménu vybranych kvalitativnich i kvantitativnich intravitalné
méfitelnych parametrd, jakozto projev pfitomnosti parazita v hostiteli.

Mezi nejbézngjsi intravitalni metody v parazitologii patii riizné typy koprologického
vySetieni zalozené zejména na sedimentaci (napt. vajicka motolic) ¢i flotaci (napf. oocysty
kokcidii). Vajicka ¢i jina ontogenetickd stadia nékterych druhil parazitd se vSak z riznych
divodt nemusi vzdy dostavat se stolici hostitele do vnéjsiho prostiedi, jako je tomu napf.
u motolice F. magna, kdy je infikovan napf. tur domaci (nespecificky definitivni hostitel)
(Erhrdova-Kotrla, 1971). Z téchto divodii se zde nabizi prostor pro vyuziti dalSich metod,
které by v podobnych ptipadech umoznily spolehlivé odhalit pfitomnost parazita béhem
zivota hostitele, nikoliv az pfi pitvé (napf. méfeni hladiny protilatek nebo molekularni
diagnostika ze vzorku krve). Nejnovéjsi studie navic naznacuji, ze motolice F. magna je i
vV dnesni dob¢ stale se Sifici parazit (Demiaszkiewicz a kol., 2015). Jelikoz tato motolice
Skodi nejen divoké zvéfi, ale jak jiZ bylo zminéno, také hospodarskym zvifatim (Leontovy¢
a kol., 2014), je velmi dilezité znat veskeré detaily souvisejici s projevy ndkazy a odchylky
od normalniho zdravotniho stavu hostitele, na kterych lze nasledné postavit spolehlivou
diagnostiku onemocnéni.

Detailni monitoring Sirokého spektra parametrd, které je mozZné sledovat
u infikovaného hostitele, nam kromé diagnostickych moZnosti pfinasi i obrazek o pribéhu
onemocnéni a umoznuje nam tak 1épe pochopit biologickou podstatu vztahu mezi parazitem
a hostitelem. Na zdklad€ znalosti zmén sledovanych parametri souvisejicich s infekci je pak
také mozné presné€ji odhadnout napft. potencial Sifeni neptivodnich parazitarnich druhti. V mé
bakalarské praci bylo shrnuto, ze spektrum definitivnich hostiteld dvou pfibuznych motolic,
F. magna a F. hepatica se ¢astecné prekryva, pticemz v piipadé F. hepatica mize slouzit
k sifeni nakazy i kralik (Oryctolagus cuniculus; Olsen, 1948; Li, 1952; Pybus, 2001). Proto
byla realizovana tato studie sméfujici k prozkoumani parametri souvisejicich
s fascioloidozou u kralika jakozto potencialniho hostitele F. magna v Ceské republice, ktery
je u nas hojné rozsifen (Andéra a Cerveny, 2008). S ohledem na srovnani vysledkd se
pro experimentalni ndkazu motolici F. magna zdal byt kralik vhodnym druhem definitivniho
hostitele také z divodu predchozich realizaci podobnych laboratornich studii (Swales, 1935;

Foreyt, 1996b). Kralik je idedlnim experimentdlnim hostitelem také pro svou velikost,
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snadny chov, optimalni manipulovatelnost a moznost pravidelného odbéru adekvatniho
mnozstvi krve.

Celkove se jednalo o dva nezavislé experimenty, mezi nimiz byl Casovy odstup a kde
vysledky prvniho experimentu poslouzily k optimalizaci experimentu nasledného.
Vysledkem prvniho, pilotniho, experimentu byl jeden Gspésné infikovany kralik, u které¢ho
byla béhem pitvy nalezena jedna ziva motolice. S vyuzitim téchto vysledkt byl uskute¢nén
vylepSeny druhy experiment. AvSak ani pies mnohé Upravy podminek se ve druhém
experimentu nepodaiilo v téle infikovanych kraliki nalézt juvenilni stadia ¢i dospélé
motolice F. magna.

Prvni experiment se odehraval na CZU, kde nam byli doporuceni brojlerovi kralici
hybridni kombinace HYplus. V druhém experimentu, ktery probihal na PfF UK, bylo
do experimentu vybrano plemeno Novozélandsky bily (NWZ), jakozto nejbézné&jsi plemeno
uréené pro laboratorni chov, a také z divodu referenci v literatufe pojednavajicich
0 experimentalni infekci tohoto plemene motolici F. hepatica (Ceban-Hernandez a kol.,
2012). Ob¢ zvolena plemena kraliki byla outbredni (= geneticky jedine¢ni jedinci), coz
mohlo také ovlivnit vnimavost k nakaze (Dorman a kol., 2004). Zména umisténi kraliki
mezi obéma experimenty, z CZU na P¥F UK, méla pozitivni vliv zejména na rychlost uloZeni
a zpracovani vzorkt. V obou experimentech bylo zvoleno mensi mnozstvi kralikl z ddvodu
omezené kapacity chovu, ¢asové a financni ndro€nosti béhem odebirdni a analyzovani
vzorkll. Zvoleni byli co nejmladsi jedinci, hned po odstavu, aby byla zajiSténa jejich vyssi
vnimavost vici nakaze (Foreyt, 1979; Pybus, 2001).

V obou experimentech bylo zvoleno mensi mnozstvi kralika (6 a 10 ks) kvuli
omezené kapacité chovu, Casové a finan¢ni narocnosti béhem odebirani a analyzovani
vzorkd. Vybrani byli co nejmladsi jedinci (10 a 12 tydnil), hned po odstavu, aby byla
zajiSténa jejich vyssi vnimavost vii€i nakaze (Foreyt, 1979; Pybus, 2001).

Metacerkarie uréené k infikaci kraliki byly ziskany pitvou infikovaného plze,
z divodu nedostate¢ného spontanniho vylucovani. Po pitvé byly cerkérie pieneseny
do odstaté vody, kde se samovolné encystovaly na stén¢ Petriho misky. U takto ziskanych
metacerkarii byla pfed infekci ovéfovana Zivotaschopnost MC ve dvou excistacnich
médiich. V médiu Fried a Stromberg (1985) dochazelo k excystaci pouze u 3% MC a pouziti
tohoto média se nam jevilo jako nevhodné. S vyuzitim druhého excystacniho média (navod
byl ziskén od kolegli z Queens University Belfast), bylo dosazeno lepSich vysledka, 30%

excystovanych MC. Rozdilnost v Gi¢innosti obou médii mohla spocivat naptiklad v rizném
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slozeni a pomért jednotlivych chemikalii. Dle méteného procenta excystace MC se zda, Ze
staifi MC (1 a 7 mésic) nemélo na uspésnost excystace vliv. Tento fakt podporuji také
informace ze studii (Ferre a kol., 1997; Martinez-Moreno a kol., 1999), kdy autofi dokladaji
vysokou infekceschopnost MC i po 5-ti mésiénim skladovani u experimentalné
infikovanych ovci a koz motolici F. hepatica. Na druhou stranu existuje znaéné mnozstvi
praci o experimentdlnich infekcich riznych druhli hostiteli motolicemi F. magna a
F. hepatica, kde o tak zasadnim parametru, jakym je Zivotaschopnost metacerkarii, neni ani
zminka (napt. F. magna: Swales, 1935; Erhardova-Kotrla, 1971; Foreyt a Todd, 1979b;
Conboy a Stromberg, 1991; F. hepatica: Presidente a kol., 1975; Nansen a kol., 1975;
Wensvoort a Over, 1982; Chauvin a kol., 1995; Ferre a kol., 1997; Yang a kol., 1998;
Raadsma a kol., 2007).

Dalsi experimentatoii aplikovali jiné zplsoby ovéfeni Zivotaschopnosti. Naptiklad
Foreyt a Tood (1976) pouzili na ovéfeni zivotaschopnosti MC infekci morcat, které
po n¢kolika tydnech (4 — 8) vypitvali a z poctu nalezenych motolic stanovili Zivotaschopnost
MC. V dalsi praci Foreyt (1992 a 1996ab) povazoval za zivotaschopné ty MC, u kterych
vidél pohyb plaménkovych bunek protonefridii. Phiri a kol. (2007) vybral pro infekci ovci
motolici F. hepatica takové MC, které mély zrnity vzhled vnéjsi stény.

Pro ucely prvniho experimentu byla ptipravena davka 50 MC pro kazdého kralika.
Infekéni davka byla zvolena na zakladé publikovanych tidaji tykajicich se experimentalnich
infekci raznych druhli hostiteld (Swales, 1935; Foreyt, 1979; Ceban-Herndndez a kol.,
2012). Jelikoz uspésnost infekce prvniho experimentu byla velmi nizka (0,5%), byl v druhém
experimentu pocet MC navysSen na 150 a 300 kust. Rozdilna infekéni davka byla zvolena
pro zajisténi co mozna nejvyssi uspésnosti infekce a soucasné vyvarovani se tthynu hostitele,
tak jako v jinych experimentech (Presidente a kol., 1975; Foreyt a Todd, 1976; Foryet,
1979ab; Chauvin a kol., 1995; Foreyt, 1996b; Phiri a kol., 2007).

Doba experimentu byla stanovena na 12 a 15 tydnii (Swales, 1935; Ceban-Hernandez
a kol., 2012), béhem které juvenilni motolice obvykle dosdhnou jaterni tkané a za¢nou
dospivat. Jelikoz nalezena motolice byla nedosp€la (experiment 1), je otazkou, zda tato doba
nebyla kratka, jelikoZ u kralikli je zndma velmi dlouha migrace btisni dutinou, nez dosahnou
jater — vice nez 4 mésice (Swales, 1935). Na druhou stranu je zdokumentovana i velmi kratka
doba potiebnd pro dosazeni jater, napi.: u jelence béloocasého byly jiz po 2 tydnech
od infekce nalezeny v jatrech nedospélé motolice (President a kol., 1980).

Pied zapocetim samotného experimentu byly na zéklad¢ prostudované literatury
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vybrany rizné meéfitelné parametry, které odrazi ptitomnost parazita v hostiteli. Dilezitym
faktorem téchto kvalitativné 1 kvantitativné méfitelnych parametrt byla predevsim moznost
jejich stanoveni v prabéhu infekce (tzn. intravitalné¢ béhem zivota hostitele). Specialni
pozornost byla vénovana nejen parametrim, které mohou slouzit k pfimé diagnostice
(vySetteni trusu, zméfeni hladin protilatek), ale také jako doprovodny odraz celkového
zdravotniho stavu jedince, pfedev§im odrazejici miru poSkozeni jaterni tkané (Murray a kol.,
2002).

Jeden ze sledovanych parametri odrazejicich celkovy stav jedince byla hmotnost,
konkrétné&ji vahovy pfirtistek. Je znamo, ze pii infekci motolici F. magna mtze dochdzet
ke snizeni vahového ptirtstku ¢i k poklesu celkové hmotnosti (Erhardova-Kotrla, 1971;
Foreyt, 1992, 1996a; gpakulové a kol., 2003), ktera mtze vyustit aZ v anorexii (Rajsky a
kol., 2002). Na druhou stranu existuji i zaznamy o silnych infekcich motolici F. magna, které
nem¢ly zasadni vliv na hmotnost hostitelti (Foreyt a Todd, 1979; Conboy a Stromberg,
1991). V tomto piipad¢ se jednalo o experimentalné infikovaného tura doméaciho (Conboy a
Stromberg, 1991) nebo o experimentalné infikovaného specifického definitivniho hostitele,
jimz byl jelenec béloocasy ((Foreyt a Todd, 1979). V naSich experimentech s kraliky jsme
nezaznamenali zadné zmény v piibyvani na vaze mezi infikovanymi a neinfikovanymi
kraliky, a to ani u tspé$né infikovaného kralika K5 z prvniho experimentu. Toto Ize vysvétlit
tak, Ze tento kralik, i pfes znané poSkozeni jaterni tkanég, byl stile v dobrém zdravotnim
stavu a diky stdlému piijmu vyvaZzené potravy nemél problémy dany deficit vyrovnat.

V pribéhu experimentii bylo provadéno také zakladni korpologické vySetfeni
(sedimentace a flotace), a to jak za ti¢elem zachyceni eventualnich vaji¢ek motolic, tak
doprovodnych parazitarnich infekci. U kralikd je béZna piitomnost kokcidii a roupt
(Griffiths, 1971). Oba druhy téchto paraziti jsou vSak lokalizovani ve stievé (kromé jaterni
kokcidie Eimerie stiedai) a pokud se intenzita nakazy drzi na nizké urovni, tak by pfitomnost
téchto druhd neméla zasadné zkreslovat parametry méfeni (Griffiths, 1971; Papeschi a kol.,
2013). Na druhou stranu Hana a kol. (2011) uvadi, Ze nalezeny mirné patogenni druh
Eimeria magna, mize ovlivnit nékteré parametry, jako je hmotnost (), hematokrit (|) a
hladina jaterniho enzym ALP (7). Ani u jednoho z téchto parametrii vSak nebyla v pribehu
naSeho experimentu zaznamendna zZadna zmeéna. Infikovani kralici nebyli na kokcidiozu
1éCeni z ditvodu obavy z mozného vlivu pfipravku na uspeéSnost uchyceni a piezivani
motolic.

V prvnim experimentu byly ke konci pokusu nalézdny u vSech kraliki roupi
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(Passalurus sp.) a u vétsiny (4 z 6) kokcidie rodu Eimeria. Jelikoz oocysty eimerii nebyly
nalezeny u vsech kralikli, mizeme uvazovat nejen o pozitivité¢/negativité¢ danych kraliku, ale
také o moznosti nepravidelného vyluovani oocyst, ktera je u kokcidii znama (Gallazzi,
1977; Nosal a kol., 2006). Je zajimavé, ze nejvyssi pocet oocyst byl zaznamenan prave
u kralikti K2 a K5, ktefi vykazovali zvySenou imunitni odpovéd’ proti motolici F. magna
tvorbou protilatek IgG. Tyto vysledky mohou naznacovat, ze se obé infekce (kokcidiemi a
motolicemi) mohou vzajemn¢ ovliviiovat (Christensen a kol., 1987).

Ve druhém experimentu byl zaznamendn opacny trend, kdy bylo v trusu
vySetfovanych kralikt jiz od pocatku experimentu zaznamenavano velké mnozstvi eimérii
(az 3 x 10° OPG). Hodnota OPG méla v priibéhu experimentu klesajici trend, az oocysty
zcela vymizely. Tyto vysledky mohou souviset s rozvojem imunitniho systému sledovanych
kralika v ¢ase (Gomez-Bautista a kol., 1987; Pakandl, 2009), a také s piechodem infekce
do latentni faze (Papeschi a kol., 2013). Pravé Papeschi a kol. (2013) uvadi snizujici se
uvolnovani oocyst od maximalni hodnoty OPG kolem 50. dne od narozeni (necelé 2 mésice)
az po uplné vymizeni do 4. mésice veku, coz ptiblizné odpovida trendu v nasem druhém
experimentu.

Nalezy roupt (Passalurus sp.) v prubéhu experimentti mély oproti kokcidiim opac¢ny
trend, v trusu byli roupi nalezeni az pozd&ji po zahajeni experimentl, coZ naznacuje
pravdépodobnou infekci z chovného prostfedi. Roupi jsou velmi Castymi parazity prave
Vv laboratornich chovech kralika (Sparrow, 1976; Rinaldi a kol., 2007).

Podobné jako v pracich zaméfenych na sledovani prubéhu infekce u F. hepatica,
napft. Chauvin a kol. (1995) a Clery a kol. (1996), byly méteny hodnoty ¢asnych a pozdnich
protilatek, kdy byla vyuZita optimalizovand nepfima ELISA metoda. Jako antigen byly
pouzity E/S produkty z dospélcti F. magna. Vysledky z prvniho experimentu jasné ukazuji
zvySeny narist IgM u infikovaného kréalika K5, u n€hoz byla nakonec pfi pitvé nalezena
jedna ziva motolice F. magna a zna¢né€ poSkozena jatra. Nartast hodnot IgM koreluje take
s vysledky experimentt infikovanych potkanti a ovci motolici F. hepatica (Poitou a kol.,
1993; Chauvin a kol., 1995). I v ptipadé IgG doslo v pribéhu experimentu k nardstu hodnot
u kralika K5 a k mirnému nartstu i u kralika K2, u n€hoz pfi pitvé motolice nalezena nebyla.
Ztejmé se v tomto piipade projevila pouze ¢astecna kompatibilita parazita s hostitelem a
infekce byla pravdépodobné potlatena imunitnim systémem. Zajimavé rovnéz je, ze doslo
ke zvyseni hladin pouze protilatek IgG nikoli vsak IgM. K takovému vysledku vsak dospél

i Clery a kol. (1996), ktery u Gspé&sn¢ infikovaného skotu zméfil signifikantni nartist pouze
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1gG, nikoliv IgM. Béhem druhého experimentu byly hladiny protilatek IgG zvySené u vSech
kralika, kteti byli vystaveni 300 MC. Kralici, ktefi byli infikovani jen 150 MC, nevykazovali
zadné zmény oproti negativnim kontrolam. Je tedy pravdépodobné, ze u kralikti vystavenych
davce 300 MC doslo také ke kratkodobému vyvoji a migraci juvenilnich motolic, které vSak
opét nedosahly jater a brzy uhynuly. Tuto domnénku podporuje i zjisténi, ze u kralika
vystavenych davce 150 MC nebyly zaznamendny zddné zmény v hladin€ protilatek IgM a
IgG, ani béhem pitvy nebyly zaznamendny zadné patologické zmény tkéni hostitele.
Protilatky IgM byly u 2 z 3 kralikd vystavenych 300 MC (tj. K4 a K5) zvySeny pouze
kratkodobé. Kratkodobé zvyseni IgM je také zavislé na polo¢asu odbourdvani z téla, které
je rychlejsi nez u IgG protilatek (Murray a kol., 2002).

Hematokrit nebyl u Zadného kralika zménén, coz odpovida zjisténi, Ze zadny
z kralik nevykazoval znamky anémie. U netspé$né infikovanych kralikd je pochopitelné,
ze anémii trpét nemohli, ale u kralika K5 z prvniho experimentu, u néhoz byla nalezena ziva
motolice a zjiSténa poSkozena jatra, pripadné také u kralika K5 z druhého experimentu
s lehce poskozenymi jatry, je s podivem, Ze také nevykazovali sebemensi zmény poméru
Cervenych krvinek k plazmé. S nejvétsi pravdépodobnosti poskozeni nebylo nakolik
rozsahlé, aby se dana ztrata krve pfi vnitfnim krvaceni projevila v hodnotach hematokritu.

Vyrazna eozinofilie byla opét zaznamendna u kralika K5 z prvniho experimentu a
docasné zvySeni poctu eozinofilli vykazovali také kralici K4 a K5 z druhého experimentu,
kteti byli vystaveni infekéni davce 300 MC a u kterych byl zaznamenan narist protilatek
nejen 1gG, ale i IgM. Tyto souvislosti opét podporuji hypotézu, ze télem kraliki K4 a K5
Z druhého experimentu po urc¢itou dobu motolice migrovaly.

Posledni velmi dileZitou skupinou métenych parametri odrazejici aktivitu parazita
Vv jatrech jsou predev§im hodnoty jaternich enzymi. Veskeré biochemické parametry byly
stanovovany na specializovanych pracovistich, nebot’ vybaveni pro takovou analyzu neni
Vv nasi laboratofi dostupné. V prvnim experimentu byly méfeny parametry z plazmy, kde byl
jako antikoagulant ptfidavan heparin. Postupné bylo zjisténo, ze ptidavek heparinu zkresluje
mefeni bilirubinu, ktery byl opakované méten v hodnotach 0 umol/l, pfestoze by se jeho
fyziologické hodnoty u kralika mély pohybovat v intervalu 3,4 — 85 umol/l
(medirabbit.com). Kdyz byla provedena porovnavaci zkouska riiznych antikoagulantti a séra

ze stejného vzorku bez antikoagulantu, byl prokazan zna¢ny vliv aditiv (Tab. 16).
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Tab. 16: Namérené odliSné hodnoty bilirubinu ze stejného vzorku s jinymi aditivy

vzorek naméfena hodnota

s heparinem | 0 umol/l
SEDTA 0,8 umol/l

sérum 4,7 umol/l

V prvnim experimentu byly parametry méteny pribézné v casovych odstupech 2 — 4
tydnti, zatimco ve druhém experimentu byly parametry méfeny najednou po ziskani vSech
vzorkd. Timto bylo eliminovano mozné zkresleni hodnot pii pouziti analyzatoru v riznych
Casech a za jinych podminek (vlhkost, teplota, kalibrace ptistroje). Do doby analyzy byly
vzorky uchovavany pfi -80 °C.

Ne vSechny méfené parametry odrazeji piimo poskozeni jaterni tkang, ale n€které
zZ nich pouze dokresluji celkovy zdravotni stav hostitele (napt. globuliny, kreatinin, kyselina
mocova, glukdza). Toto Siroké spektrum parametri bylo zvoleno nejen na zaklade¢ literatury
(Stromberg a kol., 1985; Vengust a kol., 2003; Matanovi¢ a kol., 2007; Severin a kol., 2011),
ale také z nastaveni analyzatoril, kdy bylo optimalnéjs$i zmétit vétSi mnozstvi parametrt.
Hodnoty biochemickych parametri, piedevsim jaternich enzym, nebyly u vétSiny kraliki
zménény, coz lze vysvétlit tim, Ze k Zadnému poSkozeni jater nedoSlo. Nejnachylné;si
na patologické pusobeni parazita v jatrech, napf. F. hepatica, je dle literatury GLDH
(Chauvin a kol., 1995; Ferre a kol., 1997; Yang a kol., 1998; Bossaert a kol., 2000; Raadsma
a kol., 2007; Phiri a kol, 2007). V této souvislosti existuje pouze jedind publikace
pojednavajici o nartistu GLDH u pfirozené infikovanych jelenti motolici F. magna (Severin
a kol., 2011). Dal§im mirné se zvySujicim parametrem u kralika K5 byla hladina celkovych
globulinli, coz odpovidd nartstu zméfenych protilaitek ELISA metodou. K navySeni
globulintl doslo 1 béhem experimentalni infekce jelence béloocasého motolici F. magna
(Foreyt a Todd, 1979) ¢i motolici F. hepatica (Presidente a kol.,1975).

DalSimi dalezitymi projevy poskozeni jater jsou zvySené hodnoty GMT, AST, ALT,
ALP a LD, jejichz zména vSak nebyla ani u kralika K5 z prvniho experimentu zaznamenana.
Zmeéna téchto parametrii byla zaznamenana u piirozené infekce jelenit motolici F. magna,
kde byly jatra zna¢né€ poskozena diky pfitomnosti velkého mnozstvi motolic, dochazelo
k enormnimu navy$eni GMT, AST, ALT a LD (Severin a kol., 2011). V nasem experimentu
(nalez jedné motolice) k takovému rozsahlému poskozeni jater nedoslo. Jsou vSak znamy i

experimenty, kde i1 pfes uspéSnou infekci motolici F. magna nebyly naméfeny zmény
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V jaternich enzymech, napfi. hladina AST se nezménila u infikovanych jelencti béloocasych
(Presidente a kol., 1975), skotu (Conboy a Stromberg, 1991), ovci (Stromberg a kol., 1985).
Pouze u experimentalné infikovanych morcat motolici F. magna doslo k vyznamnému
zvyseni hladiny AST (Conboy a Stromberg, 1991). Ani v ptipadé¢ GMT nebyl zaznamenan
narust u infikovaného skotu, mor¢at (Conboy a Stromberg, 1991) a ovci (Stromberg a kol.,
1985). I v ptipad¢ infekci motolici F. hepatica byly odhaleny rtizné hladiny zminovanych
enzymu, napt. AST se u infikovanych jelencii béloocasych zvySovala a ALT byla beze
zmény (Presidente a kol., 1975), av8ak u infikovanych dankt tomu bylo pravé naopak
(Vengust a kol., 2003).

Na zéklad¢ publikovanych idaji a také naSich zjisténi vyplyva, ze zména hladin
biochemickych parametri sice odrazi miru poskozeni jaterni tkané a muze slouzit
ke sledovani priub&hu, v optimalizované podobé snad i diagnostice onemocnéni, avSak
vyznamnou roli hraje zna¢nd druhova variabilita a také aktudlni stav imunitniho systému
jedince.

Z vyse diskutovanych vysledkt se zda byt také patrné, ze krélik za té€chto podminek
neni vhodnym hostitelem pro vyvoj a reprodukci motolice F. magna nebo ze
pravdépodobnost nakazy je velmi nizka. Tomuto zji§téni odpovida i experimentalni infekce
kralika Foreytem (1979a), kdy infikoval 3 kraliky 70 MC, ptficemz po uplynuti teoretické
prepatentni periody (60+ dni) pouze 2 z nich obsahovali jednu motolici. Takova ,,amrtnost*
MC mohla byt zplisobena riznymi faktory, avSak velmi pravdépodobnou se zda byt pomérné
nizké pH Zaludku kralika (1 — 2) (Davies a Davies, 2003) oproti typickym pifezvykavym
hostiteltiim jako je skot nebo ovce, kde pH ptedzaludkd je v rozmezi 5,5 — 7 (Chilliard a kol.,
2009) a slezu 2 — 3 (Ash, 1959). Naptiklad pH Zaludku jelena wapiti je 2,5 (Waldrup a
Mackintosh, 1993). Vétsina metacerkarii tak mohla byt eliminovana jiz v zaludku a jen
zlomek z nich mohlo mit Sanci penetrovat sténu stfeva a pokracovat télni dutinou do jater.

Na druhou stranu nase neuspés$nost infikovat kraliky mohla spocivat i v kvalité¢ MC,
které¢ mohly mit snizenou schopnost se vyvinout v hostiteli. Jednim z divodi mohla byt
snizend zivotaschopnost v diisledku dlouhodobéjsiho uskladnéni (1-7 mésicti). Toto je vSak
nepravdépodobné, jelikoZ pro rizné publikované experimentalni infekce byly pouzity MC 5
mésica staré (Ferre a kol., 1997; Martinez-Moreno a kol., 1999). A dokonce Griffiths a
Christensen (1974) uvadi, ze v experimentu uspesSne pouzili MC staré 393 dni (skladovany
ve 4 °C). V neposledni fadé¢ by mohla byt sniZend uspéSnost experimentalni infekce

vysvétlena také snizenim odolnosti MC vzniklé béhem manipulace ptfed inokulaci (pocitani,
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vybér, pfesuny, odejmuti od stény Petriho misky). Nezanedbatelnym faktorem je zptisob
podani metacerkarii, béhem kterého i ptfes dikladnou imobilizaci hostitele a kontrolu
prazdné $picky mohlo dojit ke spolknuti jen ¢asti infekéni davky. Toto by se dalo v piistich
experimentech fesit vpravenim infekéni davky do zelatinové kapsle, ktera by byla podana

na koten jazyka kralika.
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7. ZAVER

Tato diplomova prace se zabyva experimentalni infekci kralika (Oryctolagus

cuniculus f. domesticus) motolici Fascioloides magna, béhem kterych byly sledovany rizné

kvalitativni a kvantitativni projevy interakce mezi parazitem a hostitelem.

DosaZené vysledky:

Na zaklad¢é dostupné literatury byly vybrany meéfitelné parametry, které¢ odrézi
piitomnost motolice Fascioloides magna v experimentaln¢ infikovaném hostiteli,
v nasem ptipadé kralikovi (Oryctolagus cuniculus f. domesticus). Konkrétné se
jednalo o hmotnost, koprologické vySetfeni, stanoveni protilatkové odpovédi,
hematokrit, krevni obraz, stanoveni hladin jaternich enzymii, krevnich metabolita

a dalSich slozek.

V prvnim experimentu se podafilo uspésné infikovat jednoho kralika (davka 50
MC), u néhoz byla pfi pitvé zaznamenana zna¢né poskozena jatra, v nichz byla
nalezena jedna nedosp€ld motolice. V druhém experimentu nebyly v kralicich
infikovanych davkou 150 ani 300 MC nalezeny zadné motolice, pouze jeden kralik

mél mirné poskozena jatra.

Z méfenych parametrii z obou experimentl nebyly stanoveny zmény u zadného
kralika v hmotnosti a hematokritu. U vSech ostatnich analyz byly zaznamenany

tyto vysledky:

o Z vySetfeni trusu sedimentacni a flota¢ni metodou byly zaznamenany
vajicka roupa Passalurus sp. a oocysty Eimeria spp. v obou
experimentech. U eimérii byla stanovena hodnota OPG a urceny

konkrétni druhy (E. magna, E. perforans).

o Vyvoj protilatek IgG a IgM byl pozorovan v obou experimentech, avsak
nikoliv u vsech kralikd vystavenych infekéni davce. Kromé vyrazného

zvySeni u uspé$né infikovaného kralika K5 byly protilatky zvySené i u
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jinych, netspésné infikovanych, kralikti, u kterych nejspise doslo

k potlaceni infekce.

o Zvysena hladina eozinofili byla zaznamenana opét u uspésné
infikovaného kralika K5, avSak i u dalsich kraliki (K4, K5) z druhého
experimentu, ktefi kromé zvysené hladiny IgG méli zvySenou hladinu i
IgM, coz opét znaci aktivitu imunitni odpovédi proti motolici F. magna.

U jinych typt leukocytli nedoslo ke zméné¢ jejich poctu.

o Ze vSech biochemickych parametrti doslo k nardstu pouze dvou hodnot
- GLDH a globulinti, a to opét u uspésné infikovaného kralika KS5.
Zvysena koncentrace GLDH v séru odrazi zna¢né poskozeni jaterni tkané

a hladina globulinti tvorbu protilatek.

Fascioloidoza zpusobuje u kralikli méfitelnou bunéénou i humoralni imunitni
odpovéd’ a pokud dosdhne motolice jater, kde zpusobi poskozeni, dojde i ke
zménam hladin predev§im jaternich enzymil. Usp&snost infekce kralikt byla velmi
nizka a zadna pohlavné dospéla motolice nebyla zaznamenana. To znamena, Ze
kralik zfejm¢ neni vhodnym definitivnim hostitelem, ktery by slouzil jako

rezervoar infekce motolice F. magna, jak je tomu u ptibuzné motolice F. hepatica.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

1. LF UK
ALP
ALT
APC
AST
CRP
Czu
DB/TB
E/S produkty
EDTA
ELISA
EPG
GMT
HCT
HGB
K1- K10
K1 - K6
LD

MC
NZW
OPG
PBS-T
PiF UK
RBC
SPF
SzU
TAG
TP

UA
VUZV
WBC

1. 1ékatska fakulta Univerzity Karlovy
alkalicka fosfataza
alaninaminotransferaza

antigen prezentujici bunky
aspartatanimotransferaza

c-reaktivni protein

Ceska zemédélska univerzita

ptimy bilirubin / celkovy bilirubin
exkre¢né-sekrecni produkty
antikoagulant kyselina ethylendiamintetraoctova
Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
pocet vajicek na gram trusu
gama-glutamyltransferaza

hematokrit

mnozstvi hemoglobinu

oznaceni kralikli z druhého experimentu
oznaceni kralikll z prvniho experimentu
laktatdehydrogenaza

metacerkarie

novozélandsky bily

pocet oocyst na gram trusu

fosfatovy pufr s 0,05% Tween 20
Piirodovédecka fakulta Univerzity Karlovy v Praze
pocet Cervenych krvinek

specific patogen free

Statni zdravotni Gstav

triacylglyceroly

celkové proteiny

kyselina moc¢ova

Vyzkumny ustav zivo¢isné vyroby

pocet bilych krvinek
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