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Abstrakt

Motolice rodu Trichobilharzia jsou typicky dvouhostitelsti parazité vyuzivajici vodni
plze jako mezihostitele a ptaky jako definitivni hostitele. Infekéni stddia volné
plovouci ve vodé jsou v8ak schopna penetrovat i kiizi savce, v¢etné ¢loveka, a tim
vyvolavat hypersenzitivni reakci zndmou jako cerkariovd dermatitida. Infekce
neurotropnim druhem T. regenti vyvolava u kachen zvySeni hladiny protilatek tfidy
IgY specificky rozpoznévajicich urcité parazitarni antigeny. V této praci byly
stanoveny tyto parametry u dvou dalSich ptibuznych, viscerdlnich druhu, T. szidati a
T. franki, a soucasné byly charakterizovany zkiizené reaktivity protilatek v sérech
nakazenych kachen vici heterolognim antigenim pomoci ELISA a Western blotu.
Protilatky kachen nakazenych T. szidati vykazovaly velmi nizkou reaktivitu
s antigeny vSech tii parazitarnich druhu, na rozdil od protilatek kachen nakaZenych
T. franki i T. regenti. Dfive identifikované siln¢ imunogenni antigeny T. regenti byly
zhodnoceny jako druhové nespecifické pro vSechny hodnocené druhy trichobilharzie,

avSak pouzitelné pro diagnostiku ndkazy ptacimi motolicemi U voln¢ Zijicich jedinct.

Klicova slova: Trichobilharzia, antigen, protilatka, kachna, ELISA, Western blot

Abstract

Flukes of the genus Trichobilharzia are typical parasites using aquatic gastropods as
intermediate hosts and birds as definitive hosts. However, infectious stages in open
water are able to penetrate the skin of a mammal, including humans, and thereby
induce a hypersensitivity reaction known as swimmer’s itch. Infection with
neurotropic species T. regenti in ducks induces an increase in level of IgY antibody
which recognize certain parasitic antigens. In this work, these parameters in two
other relative but visceral species, T. szidati and T. franki, and cross-reactivity of
antibodies in serum of infected duck against heterologous parasitic antigen by ELISA
and Western blot were characterized. Antibodies of ducks infected with T. szidati
showed very low reactivity with all three parasitic antigens in compare to ducks
infected with T. franki or T. regenti. The previously identified strongly immunogenic
T. regenti antigens have been evaluated as species non-specific for all trichobilharzia
species studied, but useful for avian fluke infection in wild individuals diagnosis.

Keywords: Trichobilharzia, antigen, antibody, duck, ELISA, Western blot
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1. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

DPI dny po infekci

SDS-PAGE sodium dodecyl sulfate—polyacrylamide gel electrophoresis
TGS Tris-Glycine-SDS pufr pro elektroforézu
PBS Phosphate Buffered Saline

PBS-T Phosphate Buffered Saline + Tween
ELISA Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
TMB 3,3',5,5'-tetramethylbenzidin

0D450 opticka denzita pti vinové délce 450 nm
kDa kilo Dalton; atomova hmotnostni konstanta
PVDF polyvinylidene difluoridova membrana

Ig imunoglobulin

IgY ptaci imunoglobulin tfidy Y



2. UVOD A CILE PRACE

Motolice rodu Trichobilharzia jsou na nasem uzemi béZné se vyskytujici parazité
vodniho ptactva, pfedev§sim fadu vrubozobi (Anseriformes). Jejich komplikovany
dvouhostitelsky zivotni cyklus, zahrnujici také akvatické plicnaté plze, je striktné
vazany na vodni prostiedi, kde se s nimi miize do kontaktu dostat i koupajici ¢i brodici
se Clovek. Infekeni juvenilni stadia zvand cerkérie sice v lidské kuzi pod tlakem
imunitniho systému hynou, vyvolané zanétlivé reakce vsak Casto vedou k bouflivym
alergickym a velmi nepiijemnym projeviim tzv. cerkariové dermatitidy. Krom¢ toho
mohou infekce trichobilharziemi zptisobovat poskozeni riznych organii pfirozenych
ptacich hostiteld, ktera mohou vést i k thynu nebo ke snaz§imu uloveni napadenych

jedinct predatory.

V piirozeném prostiedi je velmi obtizné sledovat prevalenci téchto nakaz mezi
definitivnimi hostiteli. Ptaci ¢asto nevykazuji zadné zdravotni obtize a vyuzivané
zpusoby spolehlivé detekce probihajici infekce jsou pouze dva: vySetfeni trusu
na pritomnost vajicek parazita a pitva. Doposud nebyla vyvinuta spolehlivd, méalo
invazivni molekularni ¢i imunologicka metoda, kterou by bylo mozné monitorovat
vyskyt téchto parazit v ptacich na urcité lokalit€, rozsahlej$im tizemi ¢i v jednotlivych
sezonach.

Jednou z potencialné moznych pouzitelnych metod je stanoveni hladiny
specifickych protilatek v séru pfi urcité nakaze, nebo piimo reakce protilatek z krve
infikovanych jedinci s konkrétnimi parazitarnimi antigeny. Jedna se o malo invazivni
metodu, ktera se bézné¢ pouziva naptiklad pii diagnéze rtznych infek¢nich

onemocnéni lidi.

Obecnym cilem mé diplomové prace tedy bylo otestovat moZnosti
imunodiagnostiky trichobilharzioz u ptakt. Pro experimenty byly vybrany kachny
domaci (Anas platyrhynchos f. domestica), jako piirozeni definitivni hostitelé
trichobilharzii, a 3 nejb&znéjsi druhy téchto paraziti, se kterymi se Ize na izemi Ceské
republiky setkat — Trichobilharzia regenti, Trichobilharzia szidati a Trichobilharzia
franki. Zivotni cyklus prvnich dvou druhti je udrZovan v laboratofi Katedry
parazitologie PfFUK. Diky znalosti lokalit a kontaktim s majiteli ¢i provozovateli
ptirodnich koupali§t' bylo mozné zaclenit do pokust i T. franki, kterd je béznym
druhem v ptirodnich podminkach



Pro posouzeni potencidlu detekce nakaz trichobilharziemi pomoci
imunodiagnostickych metod byly stanoveny tyto cile:

1. Studium ¢asového pribéhu protilatkové odpoveédi experimentalné nakazenych
kachen proti vybranym druhim schistosom rodu Trichobilharzia vyskytujicich se
v CR (T. regenti, T. szidati, eventueln& T. franki) pomoci metod ELISA a Western
blot.

2. Studium zkiizené reaktivity protilatek kachen infikovanych jednotlivymi
druhy trichobilharzii s antigeny cerkarii v§ech tfi druhii parazitd.

cey

3. Detekce protilatek proti antigentim trichobilharzii v krvi divoce Zijicich
vrubozobych (napft. labuti).

4. Vyhodnoceni imunodiagnostického potencialu antigent cerkarii ptacich

schistosom reagujicich se séry ptakli na imunoblotech.

5. Ptipadna identifikace specifickych a senzitivnich antigend ptacich schistosom
s potencidlem pro imunodiagnostiku pomoci proteomickych metod.



3. LITERARNI PREHLED

3.1 Motolice ¢eledi Schistosomatidae

Motolice (Trematoda: Digenea) jsou vyhradné parazitickou skupinou Zivoc¢ichu kmene
Platyhelminthes (plosténci), jejichz zivotni cyklus vzdy zahrnuje alespont jednoho
mezihostitele (Obr. 1). Mezihostitelem je, aZz na vyjimku ¢eledi Aporocotylidae, mekkys,
nejcastéji plz. Definitivnim hostitelem je pak, az na vyjimku podttidy Aspidogastrea,
obratlovec. Celed” Schistosomatidae patfi mezi dvouhostitelské motolice s cykly
vazanymi na vodni prostiedi. Jejich mezihostiteli jsou vodni plzi a definitivnimi hostiteli
ptéci ¢i savci, tedy vyluéné teplokrevni obratlovci.

Tyto motolice jsou vyjimeéné jednak tim, ze maji rozliSené pohlavi, a jednak se
v dospélosti nalézaji piedevsim v krevnim systému obratlovéiho hostitele. Mezi savéimi
zastupci téchto paraziti nalézame krevnicky (rod Schistosoma), vyznamné lidské
patogeny tropd a subtropti zpusobujici zavazné onemocnéni zv. schistosoméza. Cela
Celed’ zahrnuje 14 rodd, ptak jako definitivni hostitel figuruje u deseti z nich. Jsou to rody
Allobilharzia, Anserobilharzia, Austrobilharzia, Bilharziella, Dendritobilharzia,
Gigantobilharzia, Jilinobilharzia, Macrobilharzia, Ornithobilharzia a Trichobilharzia
(Horék et al., 2014).

Rod Trichobilharzia zptsobuje u ptaki, zejména vrubozobych z ¢eledi Anatidae
(kachnoviti) obdobné onemocnéni jako Schistosoma u lidi (Wojcinski et al., 1987;
Bolhuis et al., 2004), nicmén¢ je z medicinského hlediska vyznamny i pro savce, véetné
Clovéka, kvuli ptisobeni kozni alergické reakce, tzv. cerkariové dermatitidy a potencialni
schopnosti pronikat i do dalSich organi (Horak et al., 2008; Horék et al., 2015; Machacek
et al., 2018).

3.1.1 Zivetni cyklus rodu Trichobilharzia

Vajicka uvolnéna ze samicky motolice pronikaji tkanémi z krevniho fecisté do lumen
stieva, v ptipadé nazalnich druhli zistavaji v nosni sliznici (Horédk et al., 1998a). Zde
dochazi také ke kvantitativnim ztratam zachycenim vajicek ve tkani, kde jsou posléze
indukovany zanétlivé reakce vedouci K jejich eliminaci imunitnim systémem (Horék
et al., 2002). Vajicko obsahuje jiz vyvinutou larvu (miracidium), ktera jej opousti ve chvili
kontaktu s vodou. Zivotnost miracidii se pohybuje okolo 20 hodin (Neuhaus, 1952a), kdy
museji nalézt vhodného mezihostilele, pficemz tento vybér je druhoveé vysoce specificky,
vymezeny ¢asto na jeden konkrétni druh vodniho plze, experimentalné nékdy s nizsi
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afinitou i k druhim blizkym (Kock, 2001). Konkrétné¢ se jedna o lymnaeidni plze,
physidni plze a jeden ptipad pleuroceridniho plze (pro T. corvi z Asie) (McMullen &
Beaver, 1945).

Uvnitf mékkySe se miracidium transformuje na matei'skou sporocystu. Ta produkuje
naslednou generaci dcefinych sporocyst nepohlavni cestou z pluripotentnich zarode¢nych
bunék. V dcefinych sporocystach posléze rovnéz dochazi k asexudlnimu mnoZeni a
produkci dalSich generaci dcefinych sporocyst, které nakonec stejnym zplisobem
produkuji juvenilni staddia zvana cerkarie. Ty mezihostitele opoustéji do vodniho
prostiedi. Prepatentni perioda infekce v plzi je 3—10 tydnti, zejména v zavislosti na druhu
motolice a teploté prostiedi (Horak et al., 2002). Denné se z jednoho plZze uvolni primérné
pres 2 500 cerkarii, v extrémnich ptipadech az téméf 30 000. Tato stadia velikosti
necelého milimetru jsou tedy vyznamnou soucasti biomasy vodniho prostiedi (Soldanova
etal., 2013).

Cerkarie pak aktivné vyhledavaji vhodného definitivniho hostitele prostifednictvim
reakci na fyzikalni podnéty (Feiler & Haas, 1988a) a chemicke signaly (Graczyk & Shiff,
2000; Feiler & Haas, 1988b), ptficemz délka jejich zivota je asi 1-1,5 dne (Neuhaus,
1952a). Po penetraci ktize hostitele ztraci cerkarie silny glykokalyxovy obal a ocasek a
transformuje se na schistosomulum (Horak et al., 1998b). V piipad¢ visceralnich druht
schistosomula migruji télem hostitele az do plic, kde je lze nalézt ve vzdusném prostoru
pridusek mezi 1. a 16. dnem po infekci (Bourns et al., 1973; Ellis et al.,1975; Haas &
Pietsch, 1991; Horak & Kolafova 2000). Juvenilni ¢ervi opét vstupuji do krevniho fecisté
a putuji do dalsich organii, dokud nedosdhnou své finalni lokalizace. Pti primoinfekcich
Ize ptaci i lidské schistosomy v kompatibilnim hostiteli zaznamenat v jatrech, ledvinach,
i navracené do plic (Ellis et al., 1975; Wilson & Coulson, 1986), pti opakovanych
infekcich se vyskyt mimo plice a finalni lokalizaci zasadné snizuje (Ellis et al., 1975).

V posledni fazi se dosp€lci nalézaji v misté své konecné lokalizace a uvoliluji vajicka.
Visceralni druhy lze nalézt v cévach oblasti travici soustavy a jater, nazalni druhy se
nachazeji v oblasti ¢ichové sliznice. Dospéli ¢ervi maji nitkovité, drobné télo (20-100 pm
v pruméru) o délce n€kolik milimetrt (Hordk et al., 2002) Vajicka visceralnich druht
téchto motolic se objevuji v trusu ptakt od 9. dne po infekci, nejvice mezi 14. a 19. dnem
a nadale jejich mnozstvi klesa (Rau et al, 1975). Celkova délka zivota dospélct neni
jednoznac¢na a data pochazi pouze z mala dlouhodobych experimentd, kdy napiiklad
jedinci T. ocellata (= T. szidati, viz Rudolfova et al., 2005) byli nalezeni v jatrech kachen
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i 370 dni po infekci (Bourns et al., 1973). Vaji¢ka jsou vylu¢ovana pouze v kratkém
rozmezi nékolika dni (Meuleman et al., 1984; Horak et al., 2002).

Oproti tomu neurotropni nazalni motolice T. regenti migruji v téle po penetraci kize
perifernimi nervy a michou az do mozku a 13. den po infekci dosahuji oblasti sliznice
nosni dutiny. Jejich Zivotnost je 23-25 dni (Horék et al., 1999), nicméné detailni poznatky
jsou zaloZeny pouze na studiu T. regenti jako jediného zndmého druhu s touto specifickou

migracni strategii.

Obr. 1. Obecné schéma Zivotniho cyklu motolice rodu Trichobilharzia. Z ptaka jsou do vodniho prostiedi
uvoliiovana vajicka (a), ze kterych se velmi rychle lihne larva miracidium (b). Miracidium aktivné
vyhledavd a penetruje druhoveé specifického mezihostitele, vodniho plze (c). Po né¢kolika cyklech
asexualniho mnozeni se z plze za¢nou uvolilovat pohybliva stadia, cerkarie (d), které opét aktivné
vyhledavaji definitivniho hostitele, vodniho ptaka (e), kterym je zpravidla zastupce &eledi Anatidae.

Uvedena méfitka jsou v pm. (upraveno podle Hordk & Kolarova, 2001)
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3.1.2 Trichobilharzia spp. v CR

Motolice rodu Trichobilharzia Skrjabin & Zakharov, 1920 popisem T. kossarewi, jsou
Vv ramci své eledd nejéastéji nalézanymi druhy na tizemi Ceské republiky, zarovei se
jedna o nejrozsahlejsi rod této ¢eledi a vzhledem k medicinskému vyznamu a skute¢nosti,
Ze jsou u nas velmi roz§ifené, i s nejvyssi preferenci vyzkumu. Definitivnimi hostiteli jsou
v podminkach CR vodni ptaci fadu vrubozobi (pfedeviim &eledi kachnoviti) a
mezihostiteli vodni plzi ¢eledi plovatkoviti (Lymnaeidae). V globalnim métitku jsou
spektra hostitelt $irsi (Horak et al., 2002). Prevalence nakazy u mezihostitelti se pohybuje
maximalné v jednotkach procent, ackoliv se objevuji extrémni piipady (az 50 %). Oproti
tomu u definitivnich hostitelii je ndkaza pomérné Casta, prevalence v desitkadch procent
(Rudolfova et al., 2002; Horék et al., 2002; Horak & Kolafova, 2005), coz znamena, ze
tyto pta¢i motolice nejsou nijak vzacné. Také unikatni nalez doposud nepopsaného druhu
Trichobilharzia sp. v konipasu bilém (Rudolfova et al., 2006) ptedpovida, ze seznam
popsanych druhti zdaleka neni kompletni. Takovéto ojedin€lé nalezy v jinych, dosud
nepopsanych hostitelich jsou ovsem velmi diskutabilni, dokud se jedna pouze o jednotlivé
zachyty. Naptiklad nélez jednoho miracidia v nosni sliznici lysky ¢erné (Gruiformes)
mohl byt pouhou kontaminaci z vnéjsiho prostiedi (Rudolfova et al., 2002).

Kromé tii nejcastéjSich druht, T. szidati, Neuhaus, 1952, T. franki,
Miuller & Kimmig, 1994 a T. regenti, Horak, Kolafova & Dvotak, 1998, je u nas také
nalézana T. filiformis pii cilenych pitvach labuti, nicméné zivotni cyklus tohoto druhu je
tfeba podrobné&ji prozkoumat.

3.1.2.1 Monitorovani vyskytu pta¢ich schistosom

Vzhledem K $ifi zaznamu o vyskytu ptacich schistosom v ramci Evropy lze pfedpokladat,
7e se tito parazité nalézaji ploSn¢ bez zasadnéjSich omezeni. Predpokladem pro vyskyt na
urcité lokalité je kromé vodniho prostiedi pfitomnost vhodnych hostiteltt pro udrzeni
zivotniho cyklu. Nekteré druhy ptacich schistosom maji tzkou specifitu i k definitivnimu
hostiteli, napt. T. filiformis je nachazena vyhradné u labuti. Protoze je ale specifita
k mezihostitelskym plzim vyznamné Gzka, toto stddium cyklu je ziejmé nejzasadnéjsi
z hlediska moznosti setrvani druhu motolice v dané oblasti. Respektive urcité druhy plzi
na lokalité uréuji potencial vyskytu pislusnych druht trichobilharzii.

Mobilita ptakd, definitivnich hostiteld, hraje vyznamnou roli v §ifeni infekce i v jeji
redistribuci, a to nejen vlastnim postavenim v ramci zivotniho cyklu parazita, pokud nesou

nakazu a schopnost vylucovat infek¢ni stadia, ale i zavlékdnim infikovanych, ptipadné
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novych druhi plzi, napiiklad na konéetinach nebo vodnich rostlinach (Wesselingh et al.,
1999). Z hlediska spektra parazit tedy mohou migrujici ptaci zasadné ovliviovat lokality
na své tazné cesté. Genetické analyzy potvrzuji souvislost §ifeni pta¢ich motolic s trasami

ptakt mezi hnizdisti a zimovistém (Lawton et al., 2014).

Diky vyznamu téchto motolic v humanni a veterinarni mediciné je intenzivni
monitoring 1 v zajmu Siroké vefejnosti. Kvuli jistym uskalim nalezu a identifikace
puvodce onemocnéni je proto tieba 1épe porozumét ekologii potencidlnich druht a znat

piesné zivotni cykly.

Pro pfesny monitoring rozsifeni ptac¢ich motolic na daném uzemi nelze podminky
zobecnovat na zakladé nékolika izolovanych zachytl. Rozsifeni hostitell je
nerovnomérné i V ramci jedné vodni plochy, roéni doby, i mezi jednotlivymi sez6nami.
Mapovani pouze na zakladé védeckych vyzkumu je velmi nesystematické a nedostatecné
a vyznamn¢ muze pomoci spoluprace s komunitou lidi ptichazejicich do kontaktu s vodou
formou dotaznikt a 1ékatskych ¢i hygienickych hlaseni (Gordy et al., 2018). Kontrola na
lokalit¢ pak primarné zachycuje vyskyt vodnich plzd, které je mozné testovat na

pritomnost infekce vylu¢ovanim cerkarii.

Cerkarie rodu Trichobilharzia lze relativné snadno identifikovat jako ocelatni
furkocerkarie (La Valette, 1855). Kromé& této typické, ne vSak zcela jedinecné
charakteristiky jsou specifické napiiklad i stavbou penetracnich zlaz (Ligasova et al.,
2011), velikosti, nebo vlastnimi charakteristickymi pohyby, ale v ramci rodu je urceni
zalozené pouze na zakladé¢ morfologie diky velké uniformité vzhledu téméf nemozné.
V piipadné pozitivity infekce u plze je pak ptivodce casto urc¢en podle druhu mezihostitele
(diky uzké hostitelské specifité). Avsak kvuli nizké prevalenci infekce u mezihostitelt a
moznosti infekce v prepatentni fazi je tato metoda velmi nespolehliva. Riziko falesné
negativniho vysledku mize snizit mikroskopické vySetfeni hepatopankreatu (Curtis &
Hubbard, 1990; Bei et al., 2001) nebo odhaleni parazitarni DNA v hemolymf& plzt

pomoci molekularnich metod (Steiger, 2018).

Samotné cerkarie 1ze také efektivné nachéazet ptimo ve vodnim prostiedi pomoci pasti
s chemickymi atraktanty (Shiff et al., 1993; Graczyk & Shiff, 2000) nebo ze vzorku vody
pomoci PCR (Hertel et al, 2002; Jothikumar et al, 2015). Tato metoda, pfestoze je velmi
citliva, je spolehliva asi jen z 25 % vzhledem k nerovnomérnému rozloZeni paraziti
Vv celém objemu vodniho télesa v Case i prostoru (Schets et al, 2009), ale v dnesni dob¢

doznavéd znaného pokroku. Molekuldrni metody jsou také uzitecnym nastrojem pro
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determinaci fylogenetickych vztahti jednotlivych druhti (Jouet et al., 2008), a lze tak
odhalit i druhy nové, pokud se ke vzorku nenajde piesna shoda se zndmym referenénim
druhem (Chrisanfova et al, 2009).

Dalsi moznosti je morfologicka nebo molekularni identifikace dospélct ¢i vajicek
ziskanych pitvou ptaktl, ptipadné pouhé vysetieni jejich trusu na pfitomnost vajicek,
potazmo lihnoucich se miracidii visceralnich motolic (Appleton, 1986). Definitivni
hostitelé vykazuji mnohem vyssi prevalenci nékaz, a tak patologické vysetteni poskytne
pozitivni vysledek s vétsi pravdépodobnosti. V takovém piipadé vSak nelze uréit misto
puvodu nakazy, pouze ptfitomnost ve vySetfovaném hostiteli, obzvlast, pokud se jedna
o migrujici druhy. Nemigrujici ptaci obyvajici lokality s vyskytem trichobilharzii, a tim
padem permanentné¢ vystaveni moznosti ndkazy, jsou infekcemi postizeni Castéji a
v mnohem vétsi mife (Horak et al, 2002). Tato piima detekce je vSak jednoznacné zavisla
na pfitomnosti parazita, tedy na délce jeho zivota, ptipadné na délce patentni periody.

3.1.2.2 Moznosti kontroly

Utinna kontrola vyskytu ptagich motolic a jejich redukce je mozn4, zv1asté pokud je znam
piesny a kompletni zivotni cyklus parazita a jeho podminky. Cilem boje proti nim pak je
tento cyklus narusit ¢i rovnou pietnout, nebo neumoznit jeho stabilni udrzovani. Znamena
to tedy, Ze je potieba zasahnout do vztahi populace hostiteli a mezihostitelti. Zbaveni se
vodnich plzi a pfipadna néhrada této slozky ekosystému dané lokality alternativnimi
druhy se zda byt snazsi variantou, nebot’ ptaci se mezi lokalitami pohybuji volnéji ve vétsi
mife a zasahy omezujici jejich vyskyt nejsou z hlediska ekologické stability prostiedi
piipustné a uskute¢nitelné v legislativnim radmci. Na druhou stranu i jediny nakazeny plz
miiZe zpusobit nepiijemné onemocnéni pro plavce nebo ndkazu celych populaci ptaki na
dané lokalit¢.

Zpusob, jak eliminovat nakazu hostiteld, bylo vyvinuto mnoho. Od pfirozenych
predatoru plzd, jako jsou n€které moluscivorni ryby (téeba lin), nebo predatorti volné
plovoucich stadii motolic, ktera mohou slouzit jako zdroj potravy pro celou §kalu vodnich
zivoc¢ichti (Berg, 1973), pies vyuzivani chemie a l1é¢iv, az po dalsi zpusoby biologického
boje. V minulosti byl napfiklad v Michiganském jezete hojné uzivan siran méd’naty jako
moluskocid (Blankespoor & Reiming, 1991). Po desitkach let aplikace vSak riziko
cerkariové dermatitidy stale ptetrvavalo, zacala se objevovat rezistence, a navic mnozstvi
méd’natych latek méa nezanedbatelny dopad na Zivotni prostfedi. Nizkd ucinnost

moluskocidnich latek je zplisobena vysokym reprodukénim a disperznim potencidlem
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plzti a obtiznosti postihnout celou populaci v daném objemu vody. Jako mnohem ucinnéjsi
se ukédzala pfima pribézna lécba piitomnych definitivnich hostiteld, vodniho ptactva,
praziquantelem (Blankespoor et al., 2001).

V biologickém boji lze vyuzit kompetice mezi populacemi riznych druhi plz
(Marszewska et al, 2018), antagonismu mezi druhy parazitujicich motolic v jednom
mezihostiteli (Lim & Heyneman, 1972), nebo i jinych druhl parazitujicich organismd,
jako napfi. krouzkovec Chaetogaster limnaei zijici v ur€itém vztahu s nékterymi druhy
vodnich plzii a ovliviiujici jejich pfipadnou infekci (Ibrahim, 2007). Dale také napf.
mikrosporidie napadajici larvalni stadia motolic v plzich (Berg, 1973) nebo spektrum
toxickych metaboliti bakterie Bacillus thurigiensis fungujicich nejen proti hmyzim
prenasectm jinych onemocnéni, ale pasobicich i na plze a uvolnéné cerkarie (Horak et al.,
1996). Kombinaci riznych zplsobii 1ze docilit 1 maximalni Gspésnosti; napiiklad na
Martiniku v Karibiku byla lidska motolice Schistosoma mansoni zcela vymycena
prvotnim vyhubenim hostitelskych plzii a ndslednym nasazenim nekompatibilniho,
konkurujiciho druhu plze (Pointier & Jourdane, 2000).

Pro ptfedchazeni vyskytu ptaCich motolic v rekreacnich oblastech je zasadni
pravidelna péde o lokalitu. U¢inné je napiiklad odstrafiovani vodnich rostlin, vifeni
hladiny motorovym ¢lunem, ptehrabovani a ryti dna a zimni vypousténi, coz mé zasadni
vliv na populace vodnich plzt (Leighton et al., 2000). A samoziejmé v neposledni fad¢ je
vyznamna spoluprace a informovanost vefejnosti. Informace podavané mnozstvim lidi
prichazejicich do kontaktu s potencialni nakazou mohou zasadné ovlivnit postoj biolog,
vlastnikti objektu i politikti vii¢i moznym rizikim (Gordy et al., 2018). Proto ma i nas
Statni zdravotni Ustav na svych strankach dotaznik "Zdravotni problémy vzniklé v
dusledku koupani nebo kontaktu s koupaci vodou" (https://1lurl.cz/BMGTC), diky
kterému zvySuje dohled nad hygienickymi pozadavky veiejnych koupalist’ i ptirodnich

nadrzi.
3.2 Patologie nakazy schistosomami

Z lékatského hlediska je diagnostika nakaz v ramci ¢eledé Schistosomatidae vyznamna
ptredev§im u dvou rodd, a to Schistosoma a Trichobilharzia. Zastupci rodu Schistosoma
jsou lidské krevni motolice vyskytujici se v 78 zemich tropického a subtropického pasu,
v zavislosti na vyskytu specifického mezihostitele (https://1url.cz/jMkVx). Nejzasadnéjsi
z epidemiologického hlediska jsou druhy Schistosoma mansoni, Schistosoma japonicum

a Schistosoma haematobium. Primarni lokalizace dospélct je vazana na oblast soustavy
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trdvici (S. mansoni, S. japonicum), nebo urogenitalni (S. haematobium). Hlavnim
patogennim agens jsou jejich vaji¢ka indukujici zanét v tkani ve svém okoli, ve které se
vlivem imunitni reakce tvofi granulomy. Zptsobuji tak poskozeni organi a vyvolavaji tim

chronické onemocnéni zvané schistosomoza.

Zéastupci rodu Trichobilharzia se vyskytuji celosvétové s vyjimkou polarnich oblasti
(Hoeffler, 1982). Zptisobuji obdobné onemocnéni u ptaki a pro ¢loveka predstavuji riziko
jejich cerkarie, které jsou schopné nespecificky penetrovat i do kiize savcl a zpisobovat
kozZni problémy (tzv. cerkariova dermatitida, vice kap. 3.2.1). Opacna varianta motolice
infikujici nespecifického hostitele, tedy nakaza ptaka lidskymi schistosomami, neni zvIast’
studovana. Bylo vSak potvrzeno, ze cerkarie S.mansoni Vv ptaci pokozce umiraji
(Coutinho-Abath & Jampolsky, 1957 v Clegg, 1968). Lokalizace dospélcu trichobilharzii,
jak jiz bylo zminéno, je bud’ gastrointestinalni oblast ¢i nasalni sliznice. Z biologického
hlediska maji ptaci trichobilharzie (hlavné visceralni druhy) a lidske schistosomy mnoho
spole¢ného; jejich zivotni cykly a vliv na hostitele jsou velmi podobné.

Pro vSechny druhy rodu Trichobilharzia se pro vyzkum onemocnéni vyuziva
experimentalni nakaza ptirozenych hostiteld, tedy nejcastéji kachen. Efekt infekce
Clovéka lidskymi schistosomami vSak obdobné nelze do piimych experimentalnich nakaz
aplikovat. Kromé S. japonicum, ktera pfirozené parazituje kromé u ¢loveéka i u 46 dalSich
savcu (He & Salafsky, 2001), se vliv pta¢ich i lidskych druhti schistosom na ¢lovéka, resp.
savce odvozuje od charakterizaci nakaz predevSsim u hlodav¢ich modeld. Piestoze pro
studium lidské S. mansoni je pouzivan i ko¢kodanovity primat makak rhesus (Macaca
mulatta) (napt. Smithers & Terry, 1967; Li Hsii et al., 1969), von Lichtenberg et al. uz
vV roce 1962 prokazali naprosto odlisné schopnosti piezivani a migrace téchto parazit u
riznych savci, napt. liSek, ondater nebo svistl. Proto experimentalné zjisténé patologie,
obzvlast pii subklinickych pfiznacich, popsané unakazy mysi lidskymi i ptac¢imi
schistomami, nelze automaticky aplikovat i na ¢lovéka.

Poté, co cerkéarie penetruje kiizi svého hostitele, transformuje se na schistosomulum,
coz zahrnuje mj. odvrzeni vyrazné¢ imunoaktivizujiciho glykokalyxu z povrchu (Pearce et
al., 1986; Horak et al., 1998b) a produkci enzymu konvertujicich polynenasycené mastné
kyseliny v eikosanoidy, které hraji roli v imunosupresi a vasodilataci (Nevhutalu et al.,
1993). Prinik samotny tak vyvolava svédéni, vyrazku a zarudnuti, pti¢emz reakce
kompatibilniho hostitele je mnohem mirngj$i nez bouflivé reakce imunizovanych
nekompatibilnich hostiteld (v pfipadé nakazy savce ptaci trichoilharzii) (Basch, 1991
v Horék et al., 2002).
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Kozni faze infekce vzbuzuje urcitou reakci imunity na pfitomnost patogenu
Vv zavislosti na tom, zda doslo k setkani s antigenem prvotné ¢i opakované. V kizi mysi
prvn¢ infikované T. regenti lze detekovat prozanétlivé cytokiny IL-f1, IL-6 a IL-12p40,
a také IFN-y, coz naznac¢uje kombinaci Thl a Th2 imunitni odpovédi (Koufilova et al.,
2004), zatimco kuze opakované exponovana témto penetrujicim cerkariim obsahuje jiné
slozky imunity, a to naptiklad histamin, IL-4, IL-10, IL-5, které demonstruji Th2
polarizaci imunitni odpovédi doprovazené zvySenou hladinou specifickych protilatek
v séru (Koufilova et al. 2004; Lichtenbergova et al., 2008). Soucasné vzdy dochazi
lokaln¢ k navySeni mnozstvi eozinofili, makrofagi, CD4+ T lymfocytli a mastocytt
(Koutilova et al., 2004).

Obdobné infekce mysi cerkariemi S. mansoni indukuje zpocatku Thl imunitni
odpoveéd, ale casem dochazi ke zmén¢ na dominujici Th2 odpovéd’. Ukazalo se, Ze za tuto
zménu mize stimulace imunitniho systému vaji¢ky parazita (Pearce et al., 1991).

Prezivani cerkarii, potazmo schistosomul v kiizi hostitele se 1isi jak mezi jednotlivymi
druhy, tak i mezi ptipady primarni a opakované infekce. Ptac¢i motolice lze v ptac¢i i mysi
kazi detekovat az 3 dny po infekci (Haas & Pietsch, 1991), pfi opakovanych infekcich
jsou schistosomula zaznamenavana i po delsi dobu, ale vétSina jich je zachycena v mél¢ich
vrstvach ktze, nebo postupuji pomaleji (Ellis et al., 1975). Lidské schistosomy se v sav¢i
kazi chovaji rizné€; kozni faze migrace S. mansoni a S. haematobium maji podobny
pribéh, pomalej$i nez ptaéi schistosomy, naopak schistosomulum S. japonicum se dokaze
do krevniho ob&hu dostat jiz béhem né¢kolika hodin (Haas & Pietsch, 1991; He et al.,
2002). Piekonani bariéry mezi vodou a prostifedim hostitelského organismu a
piizptsobeni se mu, a setkani s hostitelskym imunitnim systémem je vzdy zasadnim
momentem omezujicim mnozstvi prezivsich paraziti (Clegg & Smithers, 1968). Vétsina
penetrujicich jedincti je obrannymi mechanismy zadrzena v kiizi a nedokéze pokracovat
v migraci (Appleton, 1986; Horak & Kolafova, 2000; Haas & Pietsch, 1991).

V plicich vyvolava piitomnost schistosomul lokalni zanéty a bunééné infiltraty
formujici se v okoli cév a tkéni, kde dochazi k vyméné plynd, a ve sténach pradusek.
Tvorbu plicnich nodi a infiltraci lymfatickych bunék vyvolavaji pta¢i motolice i v sav€ich
modelech pti primoinfekcich, prestoze déle nepiezivaji a infekce dale nepostupuje
(Chanova et al., 2007). | zde reakce imunitniho sytému a stim souvisejici zdravotni
problémy velmi zavisi na tom, zda do$lo k infekci poprvé, nebo opakované. Opakovanymi

infekcemi je reakce na parazita zvySena a bariéra sniZujici pocet dale migrujicich jedinct
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se posouva blize k mistu invaze, takze pii prvni infekci je vétSina Cervii eliminovana
Vv plicich, pti dal$ich jiz v kuzi (Ellis et al., 1975).

Vliv dospélych Cervii na organismus zaleZi na jejich mnozstvi, opakovanosti infekce,
imunitnim stavu hostitele a jeho veéku. Zvyseny pocet dospélych cervi vede k jejich
atypické lokalizaci do riznych organa distribuci cévnim systémem (Bourns et al., 1973;
Wojcinski et al., 1987; Horék et al., 2002). Opakované infekce a vyssi vék vedou u ptaka
k vétsi rezistenci proti trichobilharziim (Ellis et al., 1975). Na druhou stranu labuté a husy
siln€ nakazené visceralnimi trichobilharziemi vykazovaly znaéné mnozstvi patologii, jako
obstrukce stfevni stény, 1éze, vyzablost, snizeny prusvit cév, trombozu, hepatomegalii,
fibrinohemorhagickou kolitidu apod., které¢ mohly byt pti€inu jejich imrti. (Wojcinski et
al., 1987; van Bolhius et al., 2004).

U lidi je jako jeden z prvnich klinickych projevi ndkazy lidskymi schistosomami,
krom¢ dermatitidy, popisovana horecka Katayama (angl. Katayama syndrome). Souvisi
S prvotni reakci imunity na infekci parazitem, jeho migraci a pocatek kladeni vajicek
dospélci. Objevuje se 14-84 dni od pocatku nakazy a je diagnostikovana piedevsim u
cestovatell, kdy je cestovatelska anamnéza a indikace setkani s moznou kontaminovanou
vodou zasadni. Projevy jsou systémové nespecifické, zahrnuji horecku, kasSel, bolesti
svalt, hlavy a bficha. K diagnéze pak vede piedevS§im eozinofilie, zvySené hladiny
protilatek a detekce vylucovanych vajicek (Ross et al., 2007).

Chronické onemocnéni zvané schistosomoza je zpusobeno mnozstvim nakladenych
vajicek jakozto hlavnim patogennim agens, kterd jsou krevnim feciStém zanesena do
ruznych tkani v téle, kde mohou indukovat imunitni reakce a zpisobovat progresivni
poskozeni organti. Lokalni zanéty kolem zachyceného vajicka, zvySené mnozstvi
granulomi a naslednd fibroza tkané mohou vést k obstruktivnimu onemocnéni
urogenitalni soustavy (u S. haematobium) nebo traviciho systému vcéetné jater
(u S. mansoni a S. japonicum) (Gray et al., 2011; Hinz et al., 2017). Zavazné pak mohou
byt i po letech se projevujici pfiznaky schistosomézy nervové soustavy véetné mozku
(Liu, 1993), nebo plic (Souza et al., 1993).

Trichobilharzia regenti je ptac¢i motolice s unikatni migracni strategii. Pfestoze
nazalnich ptacich druhti je nékolik a savéi minimaIn€ jeden, pouze u tohoto byl popsan
neobvykly zptsob, jakym se dostane do mista definitivni lokalizace — nervovou
soustavou. U ptaku infekei v nékterych ptipadech doprovazeji paralyzy koncetin a dalsi
neuromotorické poruchy, které mohou dale vést az kselhdni organismu.
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V imunokompetentnim nespecifickém savéim hostiteli (mysi) byla schistosomula
T. regenti nalezena nejdale v prodlouzené mise a mozecku, velmi vzacné v mozkovych
hemisferach, a nikdy v ¢ichové oblasti mozku ani nosni sliznici (Horak et al., 1999,
Hradkova & Horék, 2002). Zna¢na ¢ast putujicich larev je zachycena v miSe, kde je
nasledné¢ vyvolan zanét, navic intenzivnéj$i v nespecifickém hostiteli, obklopujici
umirajici jedince, coz ma pravdépodobné nejvétsi vliv na patogenitu tohoto druhu
(Kolarova et al., 2001). Ve sttevé nedospélého Cerva byly nalezeny slozky nervové tkan¢,
jako myelin, oligodendrocyty, neurofilamenty a p—amyloidprecursor protein (f — APP),
coz dokazuje, Ze se tento parazit nervovou soustavou piimo zivi (Lichtenbergova et al.,
2011). Prave tyto jevy jsou hlavnim pfedmétem diskuse 0 moznosti nebezpeci pro ptaky i
savce, respektive pro ¢lovéka. Vztah mezi poruchou nervové soustavy a infekéni davkou,
ptipadné stavem imunitniho systému V pfirozenych i nekompatibilnich hostitelich neni
zcela ztejmy, vysledky studii se ptilis neshoduji (Horak et al., 1999; Hradkova & Horak,
2002) a stale je tieba je blize specifikovat. Patogenita spojena s diseminaci vajicek mimo
nosni sliznici u tohoto druhu nebyla popsana.

3.2.1 Cerkariova dermatitida

W. W. Cort (1928) poprve identifikoval larvalni stadia rodu Trichobilharzia jako infekéni
agens zpusobujici alergické reakce u lidi po kontaktu svodou piirodni nadrze.
Onemocnéni se vyskytuje celosvétove s jistotou jiz desitky let a ma rizné misti nazvy,
v angli§tin¢ je napf. vZzity pojem ,,swimmer’s itch® (Horak et al., 2002). Tento projev
infekce se objevuje piedevsim po opakovaném setkani s danym parazitem (Olivier, 1949),
kdy jiz primarn¢ doslo k senzibilaci, a¢koliv i u naivnich ptipadd se mohou objevit obtize
v mensi mife (Machacek et al., 2018). Cerkarie pronikaji do kuze savce, kterou
rozeznavaji stejné jako kachni, dokonce ochotné¢ji (Haas, 2003). V misté penetrace se
vytvaieji svédivé pupinky, edém, 1éze, kozni zarudnuti (Obr. 2), dochazi k aktivaci
imunitniho systému a v nékterych ptipadech se mohou objevit i poruchy spanku ¢i stavy
vyzadujiciho l€katskou pomoc. Kozni problémy mohou trvat i n€kolik tydnti (Hoeffler,
1974; Chamot et al., 1998; Horék et al., 2002; Machacek et al., 2018). Lécba je vSak
pouze symptomaticka.

Infikovani plzi mohou i pfezimovat a jakmile se za¢ne na jafe oteplovat, mohou se jiz
cerkarie uvoliiovat (Dvotak et al., 1999). Vyssi prevalence cerkariové dermatitidy nastava
béhem Iéta, kdy dochdzi k ¢astéjsimu kontaktu lidi s vodou a ke zvysenému uvoliovani
cerkarii z plzii (Chamot et al., 1998). U jednotlivych ptipadd zalezi piedev§im na délce
kontaktu s vodou. Napiiklad brodici se déti (Appleton & Lethbridge, 1979), pracovnici na

20



ryzovych polich (Appleton, 1984) nebo terénni biologové (Cort, 1928) jsou cCastéjsim
cilem, nebot’ se ve vod¢ v ur¢itém misté pohybuji pomaleji a po delsi ¢asovy interval,
tudiz v ptipadé piitomnosti infikovanych plzu v jejich blizkosti je riziko nakazy téméf
100% na rozdil od plavct, kteti se aktivné pohybuji. Globalni zmény klimatu ovliviiujici
chovani hostitelt motolic vedou mimo jiné i ke zvySeni efektivity Zivotniho cyklu (Mas-
Coma et al., 2009), proto je dnes toto onemocnéni oznacované jako znovu, respektive

stale Castéji se objevujici (,,re-emerging®).

Obr. 2. Piivodce a pFiklady lokalnich projevi cerkariové dermatitidy. a Cerkarie Trichobilharzia szidati
(méfitko 200 um); b zdrava kiize; c-h reakce kiize na invazi cerkarii (Machadek et al., 2018)

3.3. Diagnostika schistosomatidéz

Pro diagnostiku nékazy je obvykle tfeba kombinace vice metod, piipadné vicendsobné
odebirani vySetfovaného vzorku. Nékteré metody nejsou dostateéné citlivé k nizkym
infekcim, nékteré zase nejsou dostate¢né specifické. Vhodnou metodu je také potieba volit
Vv zavislosti na poZadovaném vystupu; v epidemiologii probihd obvykle primarné
screening, pii kterém lze odhalit i asymptomatické jedince, a poté samotna diagnoza.
Na diagnostické metody jsou kladeny rtizné naroky. Zakladnimi parametry jsou specifita
(dostatec¢né odliSeni zdravych od infikovanych, pfipadné spolehlivé uréeni druhu plivodce
onemocnéni) a senzitivita (skute¢né odhaleni pozitivni infekce), dale cena, dostupnost,
technologickd naro¢nost apod. Vhodny diagnosticky model je zavisly na individualité
ptipadu, respektive epidemiologickém specifiku dané lokality, moZnostech ziskani
materialu a konkrétnich cilech diagnostiky (Knopp et al., 2015; Weerakoon et al., 2015).
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Ptimou diagnostikou se detekuje parazit primo, tedy jeho ptitomnost se potvrdi
pfimym nalezenim jeho soucasti, at’ uz jde o ¢asti téla (identifikace jedince €i jeho ¢asti
v odebraném materialu, vylouc¢ena vajicka) nebo z n€j pochazejici konkrétni biomolekuly.
Oproti tomu v nepiimé diagnostice se vyuziva afinity protilatek vytvofenych ucelové
Vv pritomnosti patogenu. Jejich specifita vSak neni vzdy spolehliva.

3.3.1 Mikroskopické vySetreni

Prvotni diagnostickou metodou je detekce vajicek uvoliovanych z definitivniho hostitele
do vnéjsiho prostiedi. Tu lze uplatnit stejnym zptisobem u lidskych schistosom i u ptacich
trichobilharzii, tedy mikroskopicky v trusu/stolici u visceralnich druhti (Appleton, 1986;
Katz et al., 1972), v lidské moc¢i u S. haematobium ¢i vyplachem nosni dutiny ptaka u
T. regenti (Horék et al., 1998a). Tato metoda miize odlisit jednotlivé druhy dle morfologie
vajicek (napf. Horak et al., 2002; Appleton, 1986) i kvantitativné urCit intenzitu infekce a
pozitivni nalez je jednozna¢nym vysledkem. Zaroven je pomérné levna, rychla a velmi
specifickd. Nicméné nizkd prevalence, pocateCni infekce Ci jeji nizkd intenzita
(Weerakoon et al., 2015) a denni nepravidelnost vylucovani vajicek (Rau et al., 1975;
Lewis & Tucker, 2014) zasadné snizuji senzitivitu testu a zvySuje se pravdépodobnost
faleSn¢ negativniho vysledku. Efektivitu vySetfovani trusu/stolice lze zvysit
koncentra¢nimi metodami — naptiklad formol-etherovou sedimentaci, flotaci, centrifugaci
(Truant et al., 1981), nebo cilenym vychytavanim vajicek diky jejich schopnosti
elektrostatické interakce s povrchem magnetickych kuli¢ek (Teixeira et al., 2007; Candido
et al., 2014), piipadné detekci lihnoucich se miracidii (Appleton, 1986) a vicenasobnym

vySetfenim v Case.

Intenzita infekce, v poctu vajicek na gram vzorku, je primérné u ptaki mnohem nizsi
nez u lidi; silné infekce se u ptaka pohybuji v desitkach kusti na gram (Appleton, 1986),
zatimco tézké infekce u lidi jsou pocitany na stovky vajicek na gram (De Jonge et al.,
1988). V klinické diagnostice predevs§im lidskych schistosom pak lze vajicka detekovat
ptimo v biopticky odebrané tkani v piipadé, Zze parazit nebyl odhalen jinymi
diagnostickymi testy (Gray et al., 2011). U ptaku se bézné¢ mikroskopicky uréuje infekce
1 béhem pitvy. V ptipadé, Ze navzdory klinickym pfiznakiim silné¢ naznacujicim
schistosom6ézu nebyl parazit prokdzan mikroskopicky, Ilze pfistoupit k dalSim

biochemickym a molekularnim metodam, které jsou zpravidla citlivéjsi.
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3.3.2 Molekularni metody

Nejmoderngjsi metody diagnostiky vyuzivaji moznost namnozeni a vizualizace
specifickych malych tseki DNA, kterou je mozné ziskat izolaci z bunék, tedy v pripadé
ndkaz parazitem z infikované tkan€, nebo z télnich tekutin, tzv. cell-free DNA
(Weerakoon et al., 2017). Klasicky je v polymerazové fetézové reakci (PCR) z celkové
izolované DNA pomoci primerti (homologickych oligonukleotidii) namnozena a nasledné
determinovana pozadovana sekvence. Potvrzeni piitomnosti této sekvence ve vzorku
pomoci metod sekvenace DNA a porovnani s databazemi odpovida pozitivnimu nalezu.
Znamena to tedy, Ze relativné snadné a rychlé moZnosti detekce predchazi komplikovany
a obtizny optimaliza¢ni proces, ve kterém je nutné charakterizovat dostatecné vhodnou,

druhoveé (pfipadné rodove) jedine¢nou sekvenci, pro kterou by se daly primery navrhnout.

PCR a jeji dalsi modifikace jsou velmi senzitivni i specifické a predstavuji uzitecny
nastroj i na komplexni detekci (Tavares et al., 2011). Nevyhodou téchto metod je vyssi
cena potebnych reagencii oproti tradiéni mikroskopii a nutnost specidlnich pfistroji,
proto zatim nejsou pfili§ aplikovatelné piimo v terénu v oblastech, kde je vyskyt zasadnich
schistosom nejvétsi. V klinické a veterinarni laboratorni diagnostice jsou vsak
molekularni metody diagnostiky parazitarnich ndkaz jiz uzivané bézn¢.

Zatimco lidské schistosomy podléhaji globalnimu a velmi intenzivnimu vyzkumu,
ktery jiz ptinesl mnoho moznosti molekularni detekce (napt. Hamburger et al., 2001),
ptaci schistosomy jsou vV tomto ohledu relativné pozadu. PtestoZe se molekularni metody
detekce trichobilharzi pouzivaji v rdmci monitorovani jejich vyskytu na urcitém tzemi
(Hertel et al., 2002; Jothikumar et al., 2015), jejich aplikace na determinaci nakazy
obratlov¢ich hostitelil neni definovana. Velmi dobie funguje molekularni detekce infekce
u mezihostitela — plzi (Ferté et al., 2005), a to i viceméné neinvazivné po izolaci DNA
parazita z hemolymfy odebrané hemalnim pérem plze (Steiger, 2018).

3.3.3 Imunologické metody

Imunologické metody zahrnuji celou Skalu procest, pii kterych se vyuziva schopnosti
specifické vazby protilatky na néjakou strukturu parazita a moznosti tuto vazbu detekovat,
pticemz dochazi k riznym modifikacim rtiznych postupt (Bartinkova & Paulik, 2011).

Zde se zamé&fuji piedevsim na detekci antigenil parazita a protilatek, které se na né vazou.

Protilatky jsou slozky imunitniho systému, které se vytvareji v téle hostitele a

specificky se vazou na cizorodé¢ molekuly, jejichz pivod mizZe byt pravé parazitarni.
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Vazba protilatek hostitele na antigeny parazita je vyuzivana v nepfimé diagnostice
nakazy. Cisté protilatky véazajici jednu konkrétni strukturu (epitop), tzv. monoklonalni
protilatky, se vyrabéji in vitro pro pouziti ve vyzkumu i diagnostice.

3.3.3.1 Detekce parazitarnich antigenti

Ve vysetfovaném vzorku séra, slin nebo moci Ize také detekovat parazitarni antigeny, tedy
molekuly vytvarené piimo parazitem. Tato detekce miZe probihat pfimo zachycenim
parazitarniho antigenu pomoci monoklonalnich protilatek. Kombinace metod zaméfenych
na parazitarni antigeny muze predstavovat snadny nastroj, ktery odhali ndkazu i pti
nizkych €1 pocatecnich infekcich, kdy jsou mikroskopicka vysetieni negativni (De Jonge
et al., 1988; Al-Sherbiny et al., 1999). Detekovat lze antigeny vSech stadii interagujicich
s definitivnim hostitelem, tedy cerkarii, migrujicich schistosomul, dospélci a vajicek.
Diagndza se pak lisi specifitou a senzitivitou; nejlepsi vysledky u lidskych schistosom (az
100% senzitivitu) vykazuji antigeny dospélych ¢ervu (Sarhan et al, 2014). Mezi né patii i
nejSite vyuzivany cirkulujici katodicky/anodicky antigen (CCA/CAA), ktery je
produkovan epitelialnimi butikami stieva parazita a lze jej izolovat z mikrozomalni frakce
dospélct (Deelder et al., 1976). Tyto antigeny jsou dobie detekovatelné v krvi i moci
nakazenych jedinct a zvlast’ pro diagndzu stfevni schistosomozy zptsobené S. mansoni
byl pro CCA vyvinut rychly test moci, ve které jsou tyto proteoglykany ledvinami
koncentrovany (De Jonge et al., 1988; Ochodo et al., 2015). Pozitivita na cirkulujici
antigeny piimo souvisi s probihajici infekci, a tudiz jsou po vyléceni vysledky opét
negativni (van Lieshout et al., 1994; De Jonge et al., 1989). Cirkulujici antigeny jsou
v predu zajmu optimalizace diagnostiky, jak dokazuje neddvno predstaveny ultra
senzitivni test na S. mansoni pro piipady velmi nizkych intenzit infekci (Sousa et al.,
2019).

Vétsina primarnich analyz je V literatufe opét zaméfena na S. mansoni, kdy casto
dochazi ke zktizené reaktivité protilatek s antigeny S. haematobium, které jsou bud’ stejné,
nebo velmi podobné. Pro ptfesné stanoveni diagnozy je tak zapotiebi odhalit dostatecné
druhové specifické antigeny. Pro detekci nakazy ptacimi schistosomami nebyly tyto

metody doposud pouzivany.

3.3.3.2 Detekce protilatek hostitele

Mezi nejcastéjS$i imunologické metody detekce protilatek patii predev§im ELISA
(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) a jeji modifikace (napf. Yu et al., 2012,
Zhuetal.,, 2012) a imunoblot (resp. western blot; napt. Tsang & Wilkis, 1997,
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Turjanicova et al., 2015). Pro ptaci schistosomy v8ak doposud nebyl odhalen dostate¢né
druhové specificky a senzitivni antigen, ktery by se dal izolované€ vyuzit pro jednoznac¢nou
diagnostiku. Naopak diky vyznamu lidské schistosomdzy je (nejen) imunologickych
metod zalozenych na detekci protilatek ohromné mnozstvi (Hamilton et al., 1998;
Weerakoon et al., 2015). Cilem je neustale vylepSovat vS§echny parametry dané¢ metody a
optimalizovat cely proces.

Protilatky hostitele Ize nalézt v krvi, respektive plazmé ¢i séru, nebo i v moci. Elhag
et al. (2011) potvrdili, Ze mo¢ pacientii nakazenych S. mansoni je srovnatelné vhodnym
vzorkem pro testovani ptitomnosti specifickych protilatek jako sérum.

Protilatky se pii nakaze vytvareji specificky s urcitou schopnosti vazby na antigen,
tedy na struktury, ptipadné exkre¢né sekre¢ni produkty parazita. Infekci pak lIze potvrdit
detekci této vazby za pouziti antigend parazita, ptipadné jeho konkrétnich definovanych
proteinti, a reakéni smési kolorimetricky detekujici navazané protilatky. Obvykle se
pouziva antigen S. mansoni pro diagnézu vSech tii lidskych schistosoméz, napiiklad
antigen vajicek, SmSEA (S. mansoni Soluble Egg Antigen). Ten vsak lze nekomer¢né
ziskat pouze z mnozstvi vaji¢ek z laboratorné nakazenych zvitat (zpravidla hlodavci), a
tudiz je velmi neekonomicky. Obdobnou moznosti je antigen exkreé¢né-sekreénich
produktd transformovanych cerkérii, SmCTF (Schistosoma mansoni Cercarial
Transformation Fluid), ktery podava srovnatelné vysledky (Smith et al., 2012), ale také u
n¢j byla (stejn¢ jako u rozpustného antigenu vajiCek) prokazana zkiizena reaktivita
s protilatkami subjektt s ndkazou jinymi helminty (Chand et al., 2010; Kinkel et al.,

2012). Tento problém vsak fesi odlisSny klinicky obraz onemocnéni, piipadné dalsi testy.

Pro imunodetekci nékterych ptacich schistosomatidoz vychazi 1épe uziti antigenu
z cerkarialniho homogenatu nez ze schistosomul (Turjanicova et al., 2015). Neprob¢hlo
v8ak zatim dostatek testd sexperimentalnimi nakazami. Séra z kachen nakazenych
T. regenti obsahuji vysoce specifické protilatky, které mohou charakterizovat prib&h
infekce od samého pocatku (Turjanicova et al., 2015). Nakazy jinymi druhy ptaéich
motolic v8ak nebyly v tomto ohledu dostate¢né charakterizovany, ani nebyla otestovana

ptipadna zk¥izena reaktivita antigeni mezi nimi.

Metodou imunoblotingu 1ze odhalit konkrétné;jsi struktury, na které protilatky reaguji,
ptimo ve smési antigend. Pro identifikaci konkrétniho druhu parazita se naptiklad pouziva
sér pacientit a mikrosomalniho extraktu dospélych ¢ervil, pfi¢emz specifita je dana vyssi
reaktivitou séra pacientti s danou nakazou proti ptislusnému antigenu nez pti zkiizené
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reakci (Tsang et al., 1984; Tsang & Wilkis, 1997). Pro piesnéjsi a specifictéjsi detekei je
ovSem vhodnéjsi pouzivat misto smési antigent jeden purifikovany protein nebo
izolovanou komponentu parazita, napiiklad antigen tegumentu schistosomul v piipad¢ S.
mansoni (SmTeg), ktery vykazuje pozitivni reakci jiz 7 dni po infekci mysi (Grenfell et
al., 2013), piipadné vyuzit rekombinantni proteiny puvodem z parazita. Tanigawa et al.
(2015) testovali nékolik definovanych rekombinantnich proteint S. mansoni, ze kterych
jediny byl druhové specificky a senzitivni pro diagnostiku nakazy a jeden vykazoval
zkiizenou reaktivitu se séry pii nakaze S. haematobium. Nepiimé metody tedy mohou
odhalit potencialni cile pro diagnostiku ptimou.

3.3.3.3 Imunogenni struktury

Namétena zvySena hladina protilatek urci, jaky antigen mé diagnosticky potencial. Z ngj
pak lze dal$imi procesy ziskat co nejkonkrétnéjsi strukturu (epitopy), ktera je za reakci
s protilatkami zodpovédna. Identifikace konkrétnich imunogennich struktur a slozek ma
za cil krom¢ diagndzy i vyvoj 1é¢iv a vakcin (McWilliam et al., 2012). Napiiklad E1 Ridi
et al. (2004) wvytvofili peptidy odvozené od parazitarni glyceraldehyd-3-fosfat
dehydrogenazy, z nichz nékteré zafungovaly jako G¢inny imunogenni faktor chranici mysi
pied opakovanymi infekcemi S. mansoni. Tento konkrétni antigen byl identifikovan i IgE
a IgG protilatkami myS$i infikované ptac¢i schistosomou T. regenti v cerkarialnim
homogenatu.

Obdobné byl u této motolice uréen pomoci hmotnostni spektrometrie 1 dalsi antigen
s diagnostickym potencialem - triosa-fosfat izomeraza (Kasny etal., 2009). Dle
odhadnuté velikosti molekul byli na zakladé podobnosti se strukturami detekovanymi z S.
mansoni odhalené i glutathion S-transferaza, a pravdépodobné paramyosin nachazejici se
v tegumentu schistosomul (Chanova et al., 2012). Kromé hmotnostni spektrometrie a
detekce molekulové velikosti je mozné souvislost potencialniho antigenu s jiz popsanym
odhadovat na zakladé¢ ur¢ené lokalizace, jako u zminéného paramyosinu, ktery byl popsan
V tegumentu a postacetabularnich z14zach lidskych schistosom, coz by odpovidalo nalezu
pravé v T. regenti. Charakterizace antigent trichobilharzii vSak neni na takové arovni jako
u lidskych schistosom, u kterych byla odhalena cela fada specifickych antigenti pro dany
druh, ptivodem z cerkarii, schistosomul, dospélci i vajicek. Hinz et al. (2017) shrnuje

vvvvvv

k danému druhu.
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Diagndza schistosomoézy na zakladé detekce protilatek, na rozdil od jinych ndkaz
helminty, neni schopna spolehlivé odlisit akutni fazi onemocnéni od chronické, respektive
diive prodé¢lané nebo opakované, nebot protilatky pretrvavaji v séru po vyléceni/odeznéni
infekce rizn¢ dlouho v riznych koncentracich a dlouhodoby vliv parazita je u jednotlivct
pomérn¢ individualni (Lichtenbergova et al., 2008; Caldas et al., 2008; Weerakoon et al.,
2015). Vysoka senzitivita sérodiagnozy (88 %) navic vychazi piedevsim z testovani
chronickych, tedy dlouhodobych piipadt (Soentjens et al., 2014). Beck et al. (2008)
testovali rizné skupiny protilatek na moznost odliSeni akutni a chronické faze a zjistili, Ze
dvé tfidy imunoglobulini (IgA a IgM) mohou byt v kombinaci s vhodnym antigenem
pouzitelné pro takové testovani. Lze je vSak vyuZzit az po samotné identifikaci ndkazy
pouze pro odliseni dané faze (chronickda nebo akutni), nebot’ se jedna o test velmi
nespecificky.

Spis, nez Cisté podle stavu slozek imunitniho systému by mohlo byt mozné fazi
infekce odhadnout podle detekovaného stadia, které se zrovna v téle naléza, nebo
prinejmensim v nedavneé minulosti nalézalo, a nejlépe kombinaci vice metod (napi.
Koutilova & Kolafova, 2002; Lichtenbergova et al., 2008; Sarhan et al., 2014; Machacek

et al., 2018). Pfi tomto pfistupu ovSem diagnozu opét komplikuji opakované infekce.

3.4. Ptaci protilatky — imunoglobuliny

Imunita ptakt vykazuje oproti savcum jista specifika. Tato linie obratlovcu si vyvinula
jinou strategii vzniku repertoaru primarnich komponent humoralni slozky imunity.
Piedevsim ptaci disponuji specialnim organem, kritickym ve vyvoji B-bunék (producentt
imunoglobulinti), ktery je nazyvan Fabriciova bursa. Tento organ vznika kolem 4. dne
embryogeneze a mezi 8. a 11. dnem jej za¢nou kolonizovat lymfocytarni kmenové bunky
(Moore & Owen, 1966). Do 2-4 tydni po vylihnuti ptaka folikuly uvnité organu jesté
proliferuji, az dosahnou po¢tu kolem 10 000 (Olah & Glick, 1978). Jakmile ptak dosahne
pohlavni dospélosti, coz je pfiblizné ve 4. az 6. mé&sici, bursa za¢ne atrofovat (Glick,
1977). Ptaci tedy maji sadu protilatek determinovanou jiz na pocatku ontogeneze a

netvofi, na rozdil od savci, nové varianty po zbytek zivota (McCormack et al., 1991).

Fabriciova bursa neni esencialni pro diferenciaci B-bun€k a uspofadavani fetézci
imunoglobulini, je vSak dilezita pro vznik dostate¢né variability. Zasadnim je obdobi
kolem 18. dne embryogeneze, kdy odstranéni bursy vede k deficienci veskerych B-bun¢k
(McCormack et al., 1991). Po této dob¢ jiz dochazi k uvoliiovani B-bunék do organismu.

27



Imunoglobuliny se v téle nachazeji voln¢ predevsim Vv krvi a zluci, nebo vazané na
povrchu B a T lymfocytt. Strukturné se jedna o konzervovany komplex lehkych a tézkych
fetézcl, jejichz variabilita je dana somatickou genovou konverzi jednotlivych segmentt
(Reynaud et al., 1989).

Prestoze je vSeobecné znamo, ze i ptéci, stejné jako savci, maji adaptivni imunitni
odpoveéd’ a vytvari specifické protilatky, jednotlivé mechanismy jsou popsany vétSinou
pouze ze studii na kutatech (Galliformes). Misty se objevuji jen jednotlivé unikatni préce,
napiiklad testovani zkiizené reaktivity imunoglobulinii mezi riznymi druhy papouskt
(Psittaciformes) (Baghian et al., 1999) nebo charakterizace tfid imunoglobulinti pStrosa
dvouprstého (Struhio camelus) (Cadman et al., 1994). Druhou nejvice poznanou skupinou
z tohoto hlediska jsou kufatim relativné blizké kachny (Anatidae). I mezi témito
skupinami jsou jisté zasadni rozdily, jako je naptiklad pfitomnost lymfatickych uzlin u
kachen, a proto nelze jedny poznatky automaticky aplikovat obecné (Lundqvist et al.,
2006).

Ptaci maji 3 tfidy imunoglobulini: IgM, IgY a IgA (Obr. 3). Kachny maji navic jednu

mensi formu IgY, oznacovanou jako IgY(AFc).

sekretované formy v membrané ukotvené
formy

® V oblast tézkého fetézce
0 lehky fetézec
A J fetézec

IgY IgY(AFc) I transmembranovy segment

0
%
=0

Obr. 3. Schématické struktura jednotlivych t¥id kachnich protilatek. (Lundqvist et al., 2006)
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IgA

Nejzastoupenéjsi jsou ve vajecném bilku, zlu¢i a stfevnich sekretech, kde chrani
sliznici pfed invazi patogenu (Lillehoj & Trout, 1996). V porovnani s kutaty jsou tyto
imunoglobuliny u kachen sekretovany ve sliznici dychaci a travici soustavy opozdéné, a
tudiz jsou kachnata nachylnéjsi k infekénim onemocnénim. Posun v produkci téchto
protilatek je ziejmé dan jinym evolu¢nim stupném kachen oproti kurim (Magor et al.,
1998).

IgM

Jedna se o evoluéné nejstarsi typ, ktery lze nalézt u vSech elistnatcl, a tudiz je
spole¢ny savcim 1 ptakiim (Tizard, 2002). V ptipad¢ zahajeni protilatkové odpovéedi je
tento typ prvni, u kterého se v séru zvySuje hladina (Ratcliffe, 2006).

Tato tfida protilatek se naléza v séru 1 Zluci kachen jako rozpustény polymer a zaroven
ma formu monomeru vazanou na povrchu B lymfocytl jako receptor pro antigeny (Ng &
Higgins, 1986). Na zéklad€ porovnani velikosti s kufecim pentamerem IgM a tetramerem
IgM kostnatych ryb bylo usouzeno, Ze se U kachen téz jedna o pentamer (Lundquvist et al.,
2006). Nejcastéji jsou tyto imunoglobuliny detekovany ve vajeéném bilku a krevnim séru,
V men$Sim mnozstvi i ve stieveé, zloutku a séru Cerstvé vylihnutych ptakt. Protoze je
multivalentni, tzn. ma 10 vazebnych mist pro antigen, ma tendenci byt mnohem
efektivnéjsi nez IgY v imunologickych testech vyuzivajicich aglutinaci (Tizard, 2002).

IgY
Z fylogenetickeho hlediska souvisi protilatky tiidy IgY a protilatkami tiid IgG a IgE

u savcd, se kterymi byly diive synonymizovany (Leslie & Clem, 1969). Nejzastoupengjsi
jsou v krevném séru a zloutkovém vacku. Jak jiz bylo zminéno vyse, kromé obvyklé
formy IgY maji kachnoviti ptaci (Anatidae) navic zkracenou verzi, oznacovanou jako
IgY(AFc), nebot’ postrada Fc ¢ast (konstantni fragment), diky ¢emuz nemuze zastavat
funkci plnohodnotné protilatky v aktivaci komplementu ¢i vazbé na Fc receptor
bunéénych slozek imunitniho systému (Tizard, 2002). Funkce této formy patrné souvisi
s tvorbou imunokomplext a ovliviilovani zanétlivych reakci pii prechodu z akutni do
chronické faze infekce (Humphrey et al., 2004). Tato strukturni deficience mize snizovat
silu hypersenzitivni reakce, ¢ehoz by bylo mozno vyuzit napiiklad pfi podavani protilatek
v imunoterapii u lidi, coz ptedstavuje potencial dalsiho vyzkumu i v humanni medicing
(Kumpalume et al., 2002; Tong et al., 2011).
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3.5 Modelové organismy

Vsechny tii parazitarni modelové organismy, se kterymi jsem pracovala v prib&hu
experimentalni ¢asti této diplomové prace, maji klasicky zivotni cyklus schistosom
zahrnujici vodniho plze jako mezihostitele a vodniho ptéka jako definitivniho hostitele.
Lisi se predev§im ve finalni lokalizaci dospélcti a specifité vici mezihostiteli. Jejich
vyskyt na lokalitach je ¢asto soubézny.

Trichobilharzia szidati

Jedna se o typického zastupce ptacich schistosom, kterému jako mezihostitel slouzi
plovatka bahenni (Lymnaea stagnalis), vyskytujici se bézné ve vodnich nadrzich.
Transformovana schistosomula vstupuji v téle definitivniho hostitele do krevniho fe¢isté
a jsou zanesena do plic. Naslednou finalni lokalizaci dospélct jsou cévy mezenteria a
sténa stteva. Uvoliiovana vajicka se do vn¢jSiho prostiedi dostavaji s trusem. Diive byl
v Evropé popisovan také druh Trichobilharzia ocellata, La Valette, 1855 jako typovy druh
obecného charakteru biologie a morfologie cerkarii v ramci rodu Trichobilharzia.
Molekularni analyzy vSak rozdéleni izolatia sjednotily a vy€lenily rizné druhy, vcetné
T. szidati, z tohoto komplexu druhti hlaSeného napft. i z Japonska a Severni Ameriky
(Rudolfova et al., 2005).

Trichobilharzia franki

Neékolik ptibuznych druhti plzii bylo ptivodné urceno jako mezihostitelé pro tuto
motolici. V piipadé nalezu cerkarii v Radix auricularia a Radix peregra byly
molekuldrnimi analyzami definovany 2 haplotypové skupiny rozdélené¢ dle vlastni
preference: T. franki z R. auricularia (dle prvotniho popisu druhu) a T. franki ,,peregra®,
jiz je tfeba blize specifikovat dal§imi experimentalnimi nakazami ¢i nalezy (Jouet et al.,
2010). Dospélci jsou nachdzeni v cévach stiev a jater a vajicka jsou do vnéjsiho prostiedi

uvolnovana trusem od 13. dne po infekci.
Trichobilharzia regenti

Mezihostitelskymi plzi pro T. regenti jsou druhy Radix peregra, Radix lagotis a Radix
labiata. Tento druh trichobilharzie patii na rozdil od pifedchozich jako jediny v Evropé do
skupiny nazalnich schistosom a navic vykazuje jedineCnou migracni strategii.
Schistosomula v kuzi vyhledaji periferni nervy a nasledné putuji michou az do mozku.
Dospélci jsou lokalizovani ¢aste¢né v cévach a Casteéné v mékké tkani nosni sliznice.
Miracidia se lihnou jiZ pfimo v nosni sliznici a do vnéj$iho prostfedi jsou vyplavovana pii
kontaktu s vodou. Lze je detekovat kolem 20. dne infekce. Tento druh byl popséan z naleza
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v Jiznich Cechéach z rybnik Zolddnka a Podkadovsky aZ v roce 1998 (Horék et al.,
1998a). Nésledujici zachyty z Francie (Picard & Jousson, 2001), Polska (Rudolfova et al.,
2007), Ruska (Lopatkin et al.,2010) a vysoka prevalence u vysetfovanych vrubozobych
ptaki v Cesku (Rudolfova et al., 2002) potvrzuji, Ze se v ramci Evropy nejspis téZ jedna
o bézného parazita.
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4. MATERIAL A METODIKA

Pro pouzité chemikalie a slozeni pufrt viz Ptilohu 1.

4.1 Modelové organismy
4.1.1 Plz

Pro ziskdni antigenu vybranych paraziti byla sbirana infekéni stadia z jejich
prislusného mezihostitele: cerkarie T. szidati z Lymnaea stagnalis, cerkarie T. regenti
z Radix lagotis, cerkarie T. franki z Radix auricularia/Radix sp. Cyklus T. szidati a
T. regenti je trvale udrzovan v laboratornich chovech Katedry parazitologie PFFUK.
Sbér cerkéarii probihd s minimaln¢ dvoudennim rozestupem. Infikované
R. auricularia/Radix sp. bylo nutné ziskat z pfirodnich lokalit vysettenim divokych
plzi na zéklad¢ diivéjsiho vyskytu ¢i aktualnich hlaseni (Tab. 1). Plzi jsou
vySetfovani na pfitomnost aktivné se uvolnujicich cerkarii pomoci svétla stejnym
zpusobem, jakym jsou posléze cerkarie sbirany pro dalsi vyuziti (kap. 3.1.2) stim
rozdilem, ze jedinci jsou rozdéleni do samostatnych sklenic. Na zakladé zkusenosti
bylo pfedpokladano, Ze v piipadé R. auricularia. se vzdy jedna o nakazu T. franki,
jelikoZ v CR doposud nebyla v tomto mezihostitelském druhu plZe nakaza jinou pta¢i
schistosomou zaznamenana. V jednom ptipadé byl druh T. franki nalezen v Radix sp.
(lokalita Chotévice). Druh motolice byl potvrzen molekularné (Pokrupova, osobni
sd€leni). Podle morfologie rozmnozovacich organiti druhu plze se nejspis jednalo o
R. labiata, ptesné urc¢eni pomoci molekularnich metod ale zatim provedeno nebylo.
Tab. 1. Zdroje nakazenych plzi R. auricularia/Radix sp.*

potet
lokalita soufadnice vodni nadrze | infikovanych
plZh
Zakupy — Zakupsky | 54 5799819 14 6530736E X
rybnik '
Ricany —rybnik | 49 9g44814N, 14.6594236E 1
Marvanek
Cistav Krk0n05|tih ~ | 506141831N, 15.6964650E 4
autocamp Sluneéna
“Chotévice ~RZ Svata| g4 5007003N, 15 7773933E 2
Katefina '
Horka | 49.7320769N, 15.1337453E 1
Plzen - Sidlovsky | 49 747714N, 12.3780122E 2
rybnik '
Pribram — THOVE | 49 7176144N, 14.0164236E 0
Dusniky '

X — bez zaznamu (stari sbér); * zdroj Radix sp.
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4.1.2 Cerkarie

Pro zisk&vani cerkarii z vodnich plzi byla vyuzita jejich aktivace pii vystaveni
intenzivnéjSimu svétlu a jejich pozitivné fototaktické chovani. Plzi byli umisténi
do mensich skleni¢ek s odstatou vodou a ponechéni 2—4 hodiny pod umélym
studenym osvétlenim. Poté byli ze sklenic vyjmuti a vraceni do chovnych akvarii.
Ke sklenici s vylou¢enymi cerkariemi bylo pfilozeno bodové svétlo a b&hem
nékolika minut bylo mozné z nejblizSiho mista stény sklenice cerkarie odebirat
plastovou pipetou do 50ml centrifugacni zkumavky. Pokud bylo plzi vét§i mnozstvi
(nad 20 jedincu), byly cerkérie odebirany z osvétlené hladiny Erlenmayerovy banky
obalené hlinikovou f6lii, do které byly ze sklenice prelity. Ziskané cerkarie byly
pouzity na experimentalni nakazu kachen, nebo pro ziskani parazitarniho antigenu.

4.1.3 Kachny

VSechny 3 druhy parazitdt byly pouzity pro individualni ndkazy definitivnich
hostitelt Anas platyrhynchos f. domestica, kmen Cherry Valley. Jednodenni
kachnata jsou dovédzena ze spole¢nosti Perena spol. s.r.0., Chlumec nad Cidlinou.
Chovné kachny jsou zde ockovany proti virové hepatitidé DHAV-1, Salmonella
typhimurium a Riemerella anatipestifer. Kachny byly po celou dobu experimentu
drzeny v uzavieném zvéfinci pii 28 °C (prvni tyden), 25 °C (druhy tyden), 23 °C
(tfeti tyden) nebo 18-20 °C (étvrty tyden a dale). Pocet kachen a doba trvani
experimentu byly limitovany kapacitou zvéfince, ¢asovymi moznostmi a piednosti
nakaz pro udrzeni cykluT. szidati a T. regenti.

4.1.3.1 Infekce kachen

Nakaza probihala dle postupu Meuleman et al. (1983). Infek¢ni davka T. regenti byla
1500 cerkarii, T. szidati 3000-4000 cerkarii, a T. franki 500-1500 cerkarii v zavislosti
na vytézku z divokych plzi. Vek kachen v den infekce byl 7-10 dni. Kachny byly
vsazeny do oddélenych nadob s vodou s cerkariemi ve stabilni poloze tak, aby mély
obé koncetiny ponofené, a ponechdny 45 min. Kazda kachna byla poté
na konéetinach oznacena barevnym krouzkem pro odlieni (Tab. 2). Pro experiment
bylo pouzito celkem 33 kachen rozdélenych do 6 skupin oznacenych pismeny N a
R-V. Pro kazdou skupinu byla uréena jedna kontrolni, neinfikovana kachna.
Po ukonceni pokusu byla vSechna experimentalni zvifata usmrcena dekapitaci.
Nékazu, odbéry sér a potvrzovani infekce skupiny N (NI a N2) provadéla

Mgr. Libuse Turjanicova pfed zadanim této prace.
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Tab. 2 Piehled experimentalnich nakaz kachen.

skup. .o . davka otvrzeni , .
P omaceni | inf.druh | pavod ~ ks cerlrii pinfekce uhyn/usmrceni
N1 TFN1 T.franki | Zakupy 1500 139 DPI
TFN2 T.franki | Zakupy 1500 139 DPI
TFN3 T.franki | Zakupy 1500 15D 139 DPI
TFN4 T.franki | Zakupy 1500 +39 DPI
KON1 - - - - T 18 DPI
KON2 - - - - 139 DPI
N2 TFN5 T.franki | Zakupy 1500 15 DPI 139 DPI
TFN6 T.franki | Zakupy 1500 139 DPI
R TFR T.franki | Ricany 500 15DPI |1 50 DPI
KOR - - - - 150 DPI
S TFS1 T.franki | Cista v K. 1000 20DPI [} 50 DPI
TFS2 T.franki | Chotévice 500 XXX [+50DPI
TFS3 T.franki | Horka Il 600 21 DPI [} 50 DPI
TSS1 T.szidati | chovy 3 500-4 000 + 50 DPI
TSS2 T.szidati | chovy 3 500-4 000 17 0PI + 50 DPI
KOS - - - - 150 DPI
T TFT T.franki | chovy” 1200 15DPI |1 40 DPI
KOT - - - - 1 40 DPI
u TFU™ | T.franki | chovy” 1200 XXX [+25DPI
TSUL T.szidati | chovy 3 500-4 000 15 DPI 125 DPI
TSU2 T.szidati | chovy 3 500-4 000 125 DPI
TRU1 T.regenti | chovy 1500 19DPI |1 19 DPI na cyklus
TRU2 T.regenti | chovy 1500 20 DPI |f 20 DPI na cyklus
TRU3 T.regenti | chovy 1500 20 DPI |1 20 DPI na cyklus
KOU - - - - 125 DPI
V1 TSVL T.szidati | chovy 3 500-4 000 20 DPI + 39 DPI
TSV2 T.szidati | chovy 3 500-4 000 139 DPI
TRV1 T.regenti | chovy 1500 - 1 14 DPI na nasledky ochmuti
TRV2 T.regenti | chovy 1500 19DPI |1 19 DPI na cyklus
TRV3 T.regenti | chovy 1500 - 1 15 DPI na nasledky ochmuti
TRV4 T.regenti | chovy 1500 19DPI |1 19 DPI na cyklus
KoV - - - - 1
KOW2 - - - - 1
V2 | KOV—>TRV5 [ T.regenti | chovy 1500 - 1 11 DPI na nasledky ochrnuti
KOV2—TRV6| T. regenti | chovy 1500 19DPI |1 19 DPI na cyklus

TFX —nékaza T. franki; TRX — nakaza T. regenti; TSX —nékaza T. szidati; KOX — kontrolni kachna;
DPI — dny po infekci. *cerkarie z ndkazy naivnich R. auricularia miracidii ziskanymi z TFS1 a
TFS3; **kachna TFU byla ze souboru pro nepotvrzeni nakazy a opakované negativni vysledky
vyfazena

4.1.3.2 Odbery kachnich sér
Periferni krev byla kachnam odebirana v pravidelnych intervalech (Tab. 3) z vena
metatarsus. Objem odebrané krve zavisel na véku zvifete a pohyboval se kolem 1 ml.
Krev byla v 1,5ml mikrozkumavkach ponechana 30 min pfilaboratorni teploté,

béhem niz doslo ke sraZeni krevnich komponent, a poté byla stdena 5 min pii
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2000x% g na centrifuze 5415R (Eppendorf). Oddélené sérum bylo pieneseno do nové

mikrozkumavky a uchovéno pti— 20° C.

Tab. 3 Piehled intervalti odbért krve u jednotlivych experimentalnich skupin
odbér 1 2 3 4 5 6 7 3 o
IN1] oDPI | 2DPI | 4DPI | 7DPI | 9DPI | 14DPI | 19DPI | 20 DPI | 30 DPI |

7DPI | 9DPI | 14 DPI | 19DPI | 29 DPI | 39 DPI |
|R | oper | 4Dpr1 | opPI | 14 DP1| 19 DPI | 20 DPI | 39.DPI [ S0DPI |

IN2| 2DPI| 2DPI | SDPI

E|s [ oDer | sDPI | 10DPI | 15 DPI | 20 DPI | 30 DPI [ 40 DPI | S0 DPL)

% [T {opet [ 5De1 [10DPI [ 15 DPI | 21 DPI | 25 DPI| 30 DB1 | 40 DPI|
|U | oDPI | 6DPI | 10DPI | 15DPI | 21 DPI | 25 DFI |
[v1| oper | 3ppr1 | spPr | 11DP1| 15DPI| 19DPI | 24 DPI | 29 DPI |

[v2| opPI | 4DPI | 10DPI| 15DPI | 19DPI |

Krev byla kachndm odebirdna vramci kazdé skupiny v pfedem stanovenych

intervalech. Pismena N a R-V oznaduji jednotlivé skupiny (viz Tab. 2); &isla nad

tabulkou oznacuji pofadi odbéru. DPI — pocet dni po infekci; 0 DPI=odbér krve tésné

pred infekci
Divokym kachnam a labutim byla krev odebirana z vena cutanea ulnaris (Tab. 4).
U labuté oznaené Ws 8 byla potvrzena infekce visceralni trichobilharzii detekci
miracidii z trusu (viz kap. 3.2). Krev byla odebirana pfimo na lokalité, krom¢ kachny

Wd3 a labuté Ws12, které byly ptivezeny do laboratofe.

Tab. 4. Divoké kachny a labuté — odebrané sérum

divoké labuté divoké kachny
: Cislo . lokalita oznaceni
lokalita . oznaceni — -
krouzku Plzen - Senecky Wl
LA1775| Ws1 rybnik
- LAL1777| Ws2 Plzer - wbéh
szligsky LA1779] Ws3 DES OP wd2
rybnik LA1780] Ws4 Chotévice - RZ wds3
LAL781]| WSS | Svata Katefina
LB7306 [ Ws6
Plzen - LA1600 | Ws7

Bolevecky | LA1762| Ws8*
rybnik LA1765| Ws9

Plzen - wbéh - Ws10

DES OP - Ws11
Plzen -

Bolevecky | LA1785| Ws12
rybnik

* u labuté Ws8 byla potvrzena infekce visceralni pta¢i motolici
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4.2 Kontrola nakazy; udrzovani cyklu

Uspé&snost nakazyT. szidati a T. franki byla potvrzovana mezi 15. a 21. dnem infekce
vysetfenim trusu (Tab. 2). Kachny nakazené T. regenti byly 18. -20. den usmrceny
kvuli ziskani vaji¢ek pro nakazu plzu k udrzeni cyklu v laboratornim chovu.

Trus byl n¢kolikrat promyt vodou a ¢astecné piecisténé usazeniny byly pielity
do sbérné nadoby zakryté alobalem a s ptilozenym svétlem k hrdlu. Miracidia byla
poté shirdna z osvétlené hladiny po 3-5 hodinach. Vypreparovand nosni sliznice
kachen nakazenych T. regenti byla ponechana v malém objemu vody v Petriho
misce, kde opét dochazi k rychlému lihnuti larev z vajicek. Nékaza plzi probiha
v jamkéach 24jamkovych titranich desticek, infekéni davka byla 3 (pro mladé plze)
az 10 (pro dospélé plze) miracidii na plze. Infekce probihala ptes noc. VySetieni plzt
na Gspésnost nakazy probihala po 5 tydnech.

Miracidii T. franki bylo laboratorné nakazeno 16 ks Radix sp. z lokality
Chotévice a 3 ks R. auricularia z lokality Piibram (viz Tab. 1). Nakazy T. regenti a
T. szidati probihaji pravidelné v poc¢tu 300-400 infikovanych plzi pro udrzeni chovu.

4.3 Parazitarni antigen
Pro ziskani antigenu konkrétniho parazitického druhu byla sbirana infekéni stadia

vyloucena z plzi — cerkarie — postupem zminénym vyse.
4.3.1 Homogenizace cerkarii

Centrifugaéni zkumavky se ziskanymi cerkariemi byly chlazeny na ledu, aby
cerkarie snizily svou aktivitu a klesly ke dnu, a poté byly centrifugovany pii 4000 x
g a 4 °C na centrifuze 5804R (Eppendorf). Koncentrované cerkarie byly pfeneseny
do 1,5ml zkumavky a objem byl doplnén fosfatem pufrovanym fyziologickym
roztokem, pH 7,2 (PBS). Cerkarie byly takto jesté 2x promyty PBS, a poté byl pfidan
10x koncentrovany inhibitor proteaz Complete Mini EDTA-free (Roche) v poméru
1:9.

Homogenizace probihala 3x 10s pti vykonu 10 W na sonikatoru Vibra
Cell™72405 (Bioblock Scientific). Homogenat byl skladovan pro dalsi pouZiti pii
-80 °C.

4.3.2 Méreni koncentrace proteini

Koncentrace proteinti v jednotlivych vzorcich homogenatu cerkarii byla métena dle
protokolu od vyrobce proti standardim Quant-ITTM Protein Assaykitu (Invitrogen)
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V 96jamkovych ¢ernych mikrotitra¢nich desti¢kach s plochym dnem (Nunc). Méteni
probihalo na fluorometru Infinite M200 (TECAN) a bylo vyhodnoceno programem
Magellan™. Kalibraéni ki¥ivka standardéi bovinniho sérového albuminu byla
v rozmezi 0-500 ng/pl.

4.3.3 Elektroforeticka separace proteini — SDS-PAGE

Homogenat cerkarii vSech t# druhti schistosom byl vertikdlné separovan
elektroforézou ve 12% polyakrylamidovém gelu v denaturujicim prostiedi
Tris-glycinového pufru s piimési dodecylsulfatu sodného (TGS) v elektroforetické
cele Mini-PROTEAN® 3 Cell (Bio-Rad) pii konstantnim napéti 150 V pro 2 gely.
Na kazdy gel se separa¢ni IEF jamkou (Bio-Rad) bylo nanaseno 250-300 pg
proteinu z homogenatu v redukujicim pufru NUPAGE® (Thermo Fisher Scientific).
Jako marker molekulové velikosti bylo pouzito 8 ul Precision Plus
Protein™DualXtra Standards (Bio-Rad).

4.4 \Western blot

Separované proteiny byly z gelu pfeneseny na Immuno-Blot PVDF membranu
(Invitrogen)  pomoci  Trans-Blot  Turbo  Transfer  systému  (Bio-Rad)
za konstantnihoproudul,3 A po dobu 17 min.

Z membrany byly odstfizeny markery a zbytek byl roziezan vertikaln¢ na 3
mm S§iroké prouzky. Blokovani a inkubace membranovych prouzki s pfenesenymi
antigeny probihaly v drazkovych destickach pii laboratorni teploté na tfepacce
s vykyvnou platformou Grant Bio PMR-30 Platform Rocker (KeisonProducts). Na
blokovani membrany byl pouzit 5% roztok odtu¢néného mléka Blotting Grade
Blocker (Bio-Rad) ve fosfatem pufrovaném fyziologickém roztoku s ptidavkem
0,05% detergentu Tween 20, pH 7,2 (PBS-T). Blokovani probihalo 2 h. Nasledovala
1,5h inkubace s kachnimi séry fedénymi 1:80 v PBS-T a poté byly prouzky 3% po 5
min promyty pufrem. Afinitn¢ purifikované, kienovou peroxidazou znacené kozi
protilatky proti kachnim IgG (respektive 1gY) (KPL) byly fedény 1:1000 v PBS-T a
inkubovany s membréanou 1 h. Jeden prouzek byl pouzit jako negativni kontrola bez
pfidani séra a jeden prouzek byl pouZit jako negativni kontrola bez pfidani séra 1
sekundarni protilatky. Nasledné probéhlo opét 3x 5 min promyti v pufru a vyvijeni
membrany substratovym roztokem kitu Opti — 4CN™ (Bio-Rad) dle pokynii
vyrobce.
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4.5 ELISA

Pouzita byla metoda nepiimého sendvi¢ového testu. Proteiny homogenatu cerkarii
byly fedény v uhli¢itanovém pufru (15 mM NaCOz/35 mM NaHCOs3) pH 9,6
na koncentraci 6,25 pg/ml. Do kazdé jamky 96 jamkové ¢iré mikrotitraéni desticky
s plochym dnem (MaxiSorp, Nunc) bylo napipetovano50 pl roztoku antigenu v pufru
adesticka byla inkubovana ve vlhké komurce ptes noc pii 4°C. Poté byly jamky
promyty 3x 1 min pomoci 100 pl PBS-T. Na blokovani byl pouzit 5% kasein (Sigma
Aldrich) v PBS-T, 100 ul na kazdou jamku, a blokovani probihalo 2 h ve vihké
komurce na tfepacce s vykyvnou platformou. Kachni séra byla fedéna v poméru
1:160 v PBS-T a na kazdou jamku bylo pouzito 50 pl. Kazdé sérum bylo vzdy
nanaseno V dubletu. Kontrolni jamky obsahovaly pouze PBS-T. Inkubace se séry
obsahujicimi primarni protilatky probihala opét 2 hodiny za stejnych podminek.
Po nasledujicim promyti 3x 1 min ve 100 pl PBS-T byly naneseny sekundarni
protilatky znacené kienovou peroxidazou (kozi proti kachnim IgY, viz western blot)
fedéné v poméru 1:500 v PBS-T, 50 pl do kazdé jamky. Ze 4 kontrolnich jamek
poslouzily 2 jamky jako negativni kontrola pozadi nespecifické vazby sekundarnich
protilatek a 2 jako negativni kontrola pozadi pouzitych pufrti a vyvijecich roztok.
Reakce protilatek byla vizualizovana pomoci 50 pl roztoku tetramethylbenzidinu
(TMB) (Sigma Aldrich). Pro ukonéeni reakce bylo pfidano 50 pl 1M HCI.
Absorbance pii 450nm vinové délce byla méfena fluorometrem Infinite M200
(TECAN) a vyhodnocena pomoci programu Magellan™.

Pro kazdy antigen, respektive soubor potencialnich antigenii obsazZeny
vV homogenatu cerkarii jednotlivych druhti ptacich schistosom byly méfeny hladiny
IgY protilatek v sérech infikovanych kachen v ¢asovém prubéhu nakaz v ramci
kazdé experimentalni skupiny (druhu parazita) spolecné se séry kachen kontrolnich
(tj. napf. homogenat T. regenti se séry kachen nakazenych stejnym druhem +
kontroly). Pro testovani zkiizené reaktivity protilatek v heterolognich kombinacich
(tj. napt. homogenat T. regenti se sery kachen infikovanych T. szidati a T. franki)
byla pouzita séra kachen z vybranych casovych intervalii: sérum pted infekci (0
DPI), sérum v prabéhu infekce a sérum z posledniho odbéru (pro soubor celkovych a
statistickych dat viz Ptilohu 2). Kviili moznosti vzajemného porovnavani zahrnuji
vysledky z daného ¢asového intervalu i hodnoty +1 DPI (napt. 10 DPI sdruzuje 9-11
DPI).

OD450 ukazuje relativni hladinu protilatek, jeji hodnoty jsou v grafech
vyjadieny jako prumér vSech naméfenych hodnot pro piislusna séra v dubletech. Pro
kazdy antigen je v pfislusném grafu vyjadiena hodnota cutoff, tedy hladina pro
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spolehlivé odliseni specifické reakce, stanovena dle Frey et al. (1998), a smérodatna
odchylka z méteni hladiny protilatek u druhové pfislusné nakazy a kontrol. Kazdy
bod zobrazujici v grafu reakei séra vic¢i heterolognimu antigenu piedstavuje pramér
jednotlivych dubléti méfeni, tedy hladinu protilatek v séru z jedné konkrétni kachny
vV daném Casovém bodé.

4.6 Vyhodnoceni

Naskenované membrany po western blotu byly upraveny a zpracovany
v programu ZonerPhoto Studio 17 a Adobe Photoshop CS5 Extended a
vyhodnocovany v programu Image Lab™ Software (Bio-Rad). Data ziskana
z méteni ELISA byla zpracovana v programu Microsoft Excel a statisticky
analyzovana v program TIBCO Statistica™. U vsSech analyzovanych dat byla
ovéfena normalita (QQ diagram) a pro data v ¢ase 0 DPI a 15 DPI byla zhodnocena
statisticka prukaznost vlivu typu nakazy a typu antigenu na naméiené hodnoty ODaso
oproti hodnotdm z méteni reakce protilatek ze sér kontrolnich kachen linearnim
modelem analyzy variance.
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5. VYSLEDKY

5.1 Zavedeni cyklu T. franki

Z ptirodnich lokalit bylo ziskdno celkem 10 plzd Radix auricularia/R. sp.
infikovanych T. franki. Plzi byli chovani ve stejnych podminkach, jako R. lagotis a
L. stagnalis. Nasledn¢ bylo nakazeno 6 kachen timto parazitem (bez skupiny N,
jejich nédkazu provadéla Mgr. Libuse Turjanicova pred zadanim této prace). U 4
z téchto kachen byla infekce potvrzena detekci miracidii lihnoucich se v Cerstvém
trusu (Tab. 2. v Materiél a metodika).

Celkem 19 ks R. auricularia/R. sp. bylo tspésné nakazeno. VSichni infikovani
plzi byli zdrojem cerkarii pro infekce kachen nebo pro ziskdni cerkarialniho
antigenu.

VSichni jedinci uhynuli z nezndmého divodu béhem maximalné 4 mésici.

Reprodukce nebyla pozorovana.

5.2 Méreni hladin protilatek pomoci ELISA

Byla méfena reakce sér z kachen urcité infekce s antigenem piislusného parazita
V celém casovém prubéhu nakazy soucasné se séry kachen kontrolnich. Reakci
s kazdym jednotlivym antigenem byla nasledné stanovena i hladina protilatek
v sérech kachen s heterologni nakazou (Obr. 4-6)

Pocateéni hladiny protilatek se pohybuji mezi hodnotami ODasso 0,03 a 0,78
celkové pro vSechny kachny. V nékterych piipadech doSlo béhem prvniho
odbérového intervalu k poklesu téchto hodnot. Obecné lze pozorovat stoupajici
tendence vazby protilatek jak u sér v reakci s homolognim antigenem, tak u reakci

S heterolognim antigenem, véetné kontrol.

Data ze vSech jednotlivych méfeni jsou v Piiloze 2.

5.2.1 Cerkarialni antigen T. regenti

Stoupajici trend v hladinach protilatek vici prislusnému antigenu byl pozorovan
v sérech vSech 8 kachen nakazenych T. regenti v celém prub&hu trvani infekce.
Hladiny protilatek signifikantné stoupaly jiz od 5. dne ndkazy, vyraznégji pak po 10.
dni v kazdé skupiné. Séra poslednich odbért (20 DPI) vykazovala hodnoty ODaso
mezi 1,43 a 2,17, coz byla horni hranice hodnot vSech méteni béhem celého
experimentu (Obr. 4). Dalsi prubéh nebyl sledovan, nebot' tyto kachny byly

usmrceny a miracidia vyuzita pro udrZeni laboratorniho cyklu paraziti. VSechny
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naméfené hodnoty v jednotlivych ¢asovych bodech se pohybovaly nad tirovni cutoff.
Hodnoty u kontrolnich sér nepiesahly v celkovém prubéhu hranici ODasg 0,6.

Pro testovani zk¥izené reaktivity ser po nakaze T. szidati byla pouzita séra 4
kachen z intervala 0 DPI, 15 DPI a 20/50 DPI (2/2 kachny). Hladiny zkiizen¢
reagujicich protilatek se v prubéhu infekce drzely v nizkych hodnotach, byt
ptesahovaly hranici cutoff. Oproti pfislusné infekci T. regenti byly hodnoty ODaso
v 15. dni po infekci mnohem nizsi, a pfestoze lze pozorovat jisty narast, v 50. dni
po infekci doséhly pouze na hodnotu ODasg kolem 1 (Obr. 4).

Zktizena reaktivita sér z kachen nakazenych T. franki vykazovala velky rozptyl
hodnot pro jednotlivé Casové intervaly. Testovana byla séra 7 kachen, z toho 4
v bodech 0, 15 a 50 DPI a 3 v bodech 0, 10, 15 a 40 DPI. U nékterych sér byla
opakované naméfena vyssi hodnota reakce protilatek v séru z prvniho odbéru 0 DPI
(pfed infekci), ktera nasledné poklesla v m&feni 5 DPI (jednalo se ptedevSim
0 méfeni testovacich a optimaliza¢nich procesu, proto tato data opakovanych méteni
nejsou soucasti Prilohy 2). V bodé¢ 15 DPI byla maximalni namétena hodnota 1,04.
Znacné rozptyly namétenych hodnot u sér z kachen po nakaze T. regenti a T. franki
v tomto ¢asovém bod¢ se vsak nepiekryvaly (Obr. 4).

Lze sledovat zvysujici se trend hladiny protilatek v ¢asovém pribéhu a hodnoty
ODu4so ve vsech pripadech sér z infikovanych kachen. Hodnoty vykazuji specifitu nad
hranici cutoff. ODaso u zk#izené reagujicich sér po nakaze T. franki jsou evidentné
niz$i nez u ser po piislusné nakaze T. regenti, ale vys$si nez u sér po nakaze T. szidati.
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Obr. 4. Hladiny IgY protilatek v sérech kachen nakaZenych T. regenti, T. szidati a T. franki
v reakci na cerkarialni antigen T. regenti v ¢asovém priibéhu infekce. KO — kontrolni séra (n=7);
TR — séra kachen nakazenych T. regenti (n=8); TS — séra kachen nakazenych T. szidati (n=4); TF —
séra kachen nakazenych T. franki (n=7); cutoff — hladina statistické validity negativni kontroly v 95%
intervalu spolehlivosti, tsecky vyjadiuji smérodatnou odchylku méteni

5.2.2 Cerkarialni antigen T. franki

Séra 8 kachen nakazenych T. franki byla testovana proti pfislusnému antigenu. Po 10
az 15 dnech infekce 1ze pozorovat zvySujici se hladinu protilatek, ktera dosahuje
maximalnich hodnot mezi 30. a 50. dnem (Obr. 5).

Reaktivita kontrolnich sér v ¢ase mirné stoupa a ve vétSiné piipadech lze
sledovat tento trend az do méfeni posledniho odbéru. Nejvyssi naméfena hodnota
u jednoho kontrolniho séra byla 0,88 v bod¢ 40 DPI. K méfeni byla pouzita sada sér

ze 6 kontrolnich jedinct.

Séra po nakaze T. regenti vykazovala zkiizenou reaktivitu téméi shodnou
s reaktivitou homolognich sér po nakaze T. franki az do 20. dne po infekci.
Maximalni naméfena hodnota ODasso V tomto bodé byla 1,6 pro sérum po nédkazu
T. regenti a 1,56 pro nakazu T. franki. Na tuto zkiizenou reakci byla testovana 4 séra
po nakaze T. regenti (Obr. 5).
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V sérech 5 kachen nakazenych T. szidati byly naméfeny velmi nizké hladiny
zkiizené reagujicich protilatek. Jejich hodnoty se pohybuji de facto na hranici
spolehlivého odliseni od negativnich kontrol (Obr. 5).

=t KO cutoff g T TS ® TR

18 T+

0 ;\ 1‘0 1‘5 2‘0 2‘5 3‘0 3‘5 4‘0 4‘5 SIO
DRI
Obr 5. Hladiny IgY protilatek v sérech kachen nakaZenych T. regenti, T. szidati a T. franki
v reakci na cerkarialni antigen T. franki v ¢asovém priabéhu infekce. KO — kontrolni séra
(n=6); TF — séra kachen nakazenych T. franki (n=8); TS — séra kachen nakaZenych T. szidati

(n=5); TR — séra kachen nakazenych T.regenti (n=4); cutoff — hladina statistické validity
negativni kontroly v 95% intervalu spolehlivosti, Gse¢ky vyjadiuji smérodatnou odchylku méfeni

5.2.3 Cerkarialni antigen T. szidati

Pozvolny narast reaktivity protilatek v séru kachen po nakaze T. szidati byl
zaznamenan ve vsech ptipadech. Testovano bylo 6 souboril sér piislusné nakazy.
Dvé méfeni zahrnovala odbéry ze 40. a 50. dne po infekci, kdy naméfené ODaso
dosahovalo nejvyssich hodnot. Piestoze trend v namétenych hodnotach pro kontrolni
séra je velmi podobny, mezi 25. a 40. dnem infekce dochazi k vyraznému zvyseni
hladiny reagujicich protilatek nad uroven cutoff. Maximalni ODaso vSak nepiesuje
hodnotu 1,33. Stoupajici trend byl obdobny i kontrolam (Obr. 6).
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Hladiny reagujicich protilatek v séru z 5 kachen nakaZenych T. regenti se velmi
liSily, nicmén€ az na jednu vyjimku ziistavaly opét v niz§ich hodnotach pod 0,8.
Podobné hodnoty ODaso byly naméteny i u sér ze 6 nakaz T. franki. Trend vicemén¢
kopiruje kiivku kontrolnich sér i v poslednich ¢asovych intervalech a setrvava tedy
pod hladinou cutoff (Obr. 6).
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Obr. 6. Hladiny IgY protilatek v sérech kachen nakazenych T. regenti, T. szidati a T. franki
v reakci na cerkariélni antigen T. regenti v ¢asovém pribéhu infekce. KO — kontrolni séra
(n=7); TS — séra kachen nakaZenych T. szidati (n=6); TR — séra kachen nakazenych T. regenti

(n=5); TF — séra kachen nakaZenych T.franki (n=6); cutoff — hladina statistickeé validity
negativni kontroly v 95% intervalu spolehlivosti, Gse¢ky vyjadiuji smérodatnou odchylku méfeni

5.2.4 Statisticka prikaznost

Pro vyjadteni signifikance rozdilu naméfenych hladin reagujicich sér v ¢asech 0 DPI
a 15 DPI, kdy byly k dispozici hodnoty reagujicich IgY ze vSech néakaz, byla pouzita
analyza variance rozptylu pro faktory nakaza (vliv nadkazy danym parazitem) a
antigen (Tab. 5). V ¢ase 0 DPI neni vliv nakazy ani antigenu signifikantni. V case 15
DPI je vliv obou faktoru signifikantni.

Signifikance vlivu predlozeného antigenu na hodnoty namétené pro urcity typ
ndkazy v ¢ase 15 DPI je dana zna¢nymi rozdily v hodnotach jednotlivych skupin
dané infekce vreakci na antigen T. regenti a T.franki (Obr. 7). Rozdil reakce
protilatek kachen nakazenych T. szidati a kachen kontrolnich na jednotlivé antigeny

se Vtomto Casovém bod¢ statisticky nelisi (Obr. 7). Naméfené hodnoty se pro
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jednotlivé antigeny li§i v piipadé nakazy T. regenti (p=0,00020) a T. franki
(p=0,00056), ne vsak u nakazy T. szidati (p=0,06605) a kontrolnich kachen
(p=0,36275). Hodnota p<0,05 zamita nulovou hypotézu o shodnosti rozptylu.

Tab. 5. Test signifikance rozdili naméfenych hladin protilatek v ¢ase 0 DPI a 15
DPI oproti kontrole pro faktory antigen a ndkaza

Test signifikance rozdili namétenych hladin protilatek v case 0 DPI

faktory Pocet Suma Primér F Pr (>F) | hladina
stupit | étvercu | ¢tverct | hodnota vyznamnosti
volnosti

nakaza 2 0,05700 | 0,019000 | 0,9189 | 0,4374

antigen 2 0,08653 | 0,043265 | 2,0924 | 0,1325

nakaza:antigen | 6 0,14786 | 0,024644 | 1,1918 | 0,3233

celkem 59 1,21996 | 0,020677

zavisla proménna: hladina=hodnota ODsso; hladina vyznamnosti: 0 “***’ 0.001 ¢**’ 0.01 “** 0.05 <. 0.1 ¢’

Test signifikance rozdili naméfenych hladin protilatek v ¢ase 15 DPI

faktory Pocet Suma Pramér | F Pr (>F) hladina
stupnt | ¢tverct | ¢tverci | hodnota vyznamnosti
volnosti

nakaza 3 6,9883 |2,32944 | 44,216 | 4.190e-15 | ***

antigen 2 1,6256 | 0,81279 | 15,428 | 4.078e-06 | ***

ndkaza:antigen | 6 3,2077 | 0,53462 | 10,148 | 1.089e-07 | ***

celkem 59 3,1083 | 0,05268

zavisla proménna: hladina=hodnota ODuso; hladina vyznamnosti: 0 “*** 0.001 ‘**’ 0.01 ‘** 0.05 <. 0.1 <’

wa

ODasn

T regenti I
T franki ¢
T. szidati ¢
kontroly I |

TR
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Obr. 7. Variance rozptyli pfi méfeni reakce protilatek ze sér kachen nakazenych T. regenti, T.
franki, T. szidati a kachen nenakaZenych s antigeny T. regenti, T. franki a T. szidati v ¢ase 15 DPL
TR — antigen T. regenti; TF — antigen T. franki; TS — antigen T. szidati; vertikalni Gse¢ky oznaduji
95% interval spolehlivosti
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5.3 Detekce cerkarialnich antigenii pomoci Western blotu

Reakce protilatek v sérech kachen byla méfena na membranach obsahujicich antigen
cerkarii T. regenti (Obr. 8-11), T. franki (Obr. 12-14) a T. szidati (Obr. 15-17).

Séra z prislusné nakazy véetné kontroly byla testovana proti antigenu ve vSech
intervalech, kdy byla sbirana, pro charakterizaci vyvoje specifické protilatkové
odpovédi. V kazdém dil¢im experimentu byla pouzita séra kontrolnich kachen pro
ovéfeni specifity. Vybrana séra byla testovana i s heterolognimi antigeny. Zmény ve
spektru detekovanych antigenti v ¢ase jsou znazornény pouze ukazkami homolognich
kombinaci (Obr. 8, 12, 15), které pochazi vzdy z jedné membrany.

Pro ukazku zkiizenych reaktivit sér s heterolognimi cerkarialnimi antigeny (Obr.
9, 13, 16) byl vybran ¢asovy bod 20 DPI, pro ktery bylo mozné porovnat vSechny
typy nakaz. Upravené snimky zkiiZzenych reakci pochazeji z vice membran, proto,
pouze v téchto piipadech, barevna intenzita v obrazcich neodpovida pIné intenzité
reakce. Vysledky jsou pouze kvalitativni.

Pro kazdy cerkarialni antigen byl ze vSech ziskanych vysledkli zhotoven pichled
spektra jednotlivych antigenti reagujicich s protilatkami v séru uvedenych kachen
V celém prubéhu nakazy souhrnné (Obr. 11, 14, 17). Tyto vysledky byly ziskany
analyzou vS§ech membran pro dany antigen jednotlivé.

5.3.1 Cerkarialni antigen T. regenti

5.3.1.1 Casovy prabéh protilatkové odpovédi pii ndkaze T. regenti

Séra 6 kachen nakazenych T. regenti byla testovana na piitomnost specifickych
protilatek v prabéhu infekce vrozmezi 0-20 DPI (Obr. 8). Antigeny v blizkosti
molekulové hmotnosti 50 kDa byly rozpoznavany jiz 10.-15. den po infekci a v
reakci séra 20 DPI byly vzdy detekovany 3 specifické oblasti kolem 50, 70 a 75 kDa.
V této oblasti bylo zachyceno celkem 5 antigent, které byly zaznamenany ve vSech
testovanych ptipadech, ackoliv reakce byla n€kdy pomérné slaba (Obr. 9). V bodé 20
DPI se ve 4 piipadech jasné objevila reakce s antigenem kolem 20 kDa. V prubé¢hu

infekce také viditeln€ stoupala intenzita reakce.

Antigeny o velikosti kolem 27 a 29 kDa byly opakované rozpoznavany i
kontrolnimi séry (Obr. 11).
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Obr. 8. Priibéh reakce protilatek sér kachny nakazené T regenti a kontrolni nenakazZené kachny
s pFisluSnym antigenem v ¢ase 0, 5, 10, 15 a 20 DPI. M — markery molekulové velikosti; 1-5 —
TRV4 — nékaza T. regenti skup. V; 6-10 — KOV1 — kontrolni kachna skup. V; 11-15 — TRU1 — nakaza
T. regenti skup. U; 16-20 — KOU — kontrolni kachna skup. U

5.3.1.2 Zkiizené reakce protilatek z heterolognich sér

Séra kachen infikovanych T. franki a T. szidati také reagovala s antigenem T. regenti
(Obr. 9). Reakce sér po nakazach T. szidati byla vzdy velmi slaba a vétSina
odhalenych antigenti byla detekovana az 25. dne nakazy u skupiny U, respektive od
30. dne u skupiny S a V (Obr. 11). Vysoce nespecificka reakce antigenu v oblasti
kolem 27 kDa vSak byla zaznamenavana v nékterych piipadech jiz od 1. odbéru, tedy
pied nakazou kachen.

Protilatky kachen nakazenych T. franki reaguji s antigeny T. regenti v brzkych
casovych bodech. Vétsina antigenll je rozpozndvana jiz 15. den od infekce, ackoliv
intenzita reakce protilatek je i v poslednich testovanych odbérech slabsi, nez reakce
homolognich sér odebranych 20 DPI. Intenzita zktizenych reakci protilatek z kachen
infikovanych T. franki a T. szidati z odbérd 50 DPI je v nékterych piipadech
navzajem velmi podobnd, ale zaroven slabsi nez reakce sér kachen s infekci
T. regenti (Obr. 10).
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Obr. 9. Reakce protilatek ze sér kachen nakaZzenych T. szidati, T. franki a T. regenti s
antigenem T. regenti v éase 20 DPI. M — markery molekulové velikosti; 1-3 nakaza
T. szidati; 4-10 nakaza T. franki; 11-16 nakaza T. regenti. 1 — TSU1, 2 - TSU2, 3 - TSV2; 4
—TFR, 5-TFS1, 6 — TFS2, 7 — TFN1, 8 — TFS3, 9 — TFT, 10 — TFN4, 11 - TRUL, 12 -
TRU2, 13 - TRU3, 14 - TRV2, 15 -TRV4, 16 - TRV6
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Obr. 10. Porovnani intenzity reakce protilatek ze sér kachen nakaZenych T. regenti, T.
franki a T. szidati proti antigenu T. regenti. M — markery molekulové velikosti; 1 — T.
regenti (TRV6) 20 DPI; 2 —T. franki (TFS2) 50 DPI; 3 — T. szidati (TSS1) 50 DPI
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5.3.1.3 Detekované antigeny

Pii testovani reakce homolognich sér z celého ¢asového rozmezi experimentalnich
infekci bylo identifikovano 16 imunogennich antigeni T. regenti (Obr. 11). Jejich
velikost se pohybovala mezi 15 a 75 kDa. Proteiny o velikosti ptiblizné 75, 70, 68,
50 a 45 kDa byly rozpoznany vSemi séry z pfislusné nakazy, a kromé jednoho
ptipadu se v8echny objevily i pti zkiizené reakci se séry kachen s ndkazou T. franki i
T. szidati. Z téchto pouze jeden protein byl také detekovan v nékterych piipadech
negativnich kontrol. Pouze antigeny nalezené v oblasti pod 70 kDa a kolem 15 kDa
byly detekovany specificky u nadkaz T. regenti. 15kDa antigen vsak byl zachycen
pouze 2x (Obr. 11).

VétSina antigent detekovanych séry z kachen s nakazou T. szidati je uréena az
Z testovani posledniho odbéru skupiny S, ktery byl 50. den od infekce.

Obr. 11. Antigeny cerkarii T. regenti reagujici s protilatkami v sérech kachen nakaZenych T.
regenti, T. franki a T. szidati souhrnné v celém ¢ase nakazy pro kazdého jedince. kDa — molekulova
velikost antigenu; TR: U1, U2, U3, V2, V4, V6 — kachny infikované T. regenti v experimentalnich
skupindch U a V; TF: R, S1, S2, S3, T, N1, N3, N4 — kachny infikované T. franki v experimentalnich
skupindch R, S, T a N; TS: S1, S2, U1, U2 — kachny infikované T. szidati v experimentéalnich skupinéach
S a U; KO+0 — kontrolni kachny a séra z prvniho (pied infekéniho) odbéru

5.3.2 Cerkarialni antigen T. franki

5.3.2.1 Casovy prabéh protilatkové odpovédi p¥i nakaze T. franki

Viditelné zvySeni poctu rozpoznavanych imunogennich antigeni lze obvykle
sledovat od 14./15. dne infekce. V nékterych pfipadech bylo zaznamenano zpozdéni
vyssi intenzity reakce az mezi 20. a 30. den. Po 20. dni Casto dochazelo bud’ ke
zméné vzoru rozpozndvanych antigenti, nebo k poklesu jejich poctu ¢i intenzity
reakce. Tento jev byl vSak variabilni napfi¢ vS§emi skupinami. Reakce sér na urcité
antigeny se u jednotlivych experimentalnich kachen obecné v prub¢hu infekce lisila
(Obr. 12, 13).
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Obr. 12. Zmény reakce protilatek sér kachny nakaZené T franki a kontrolni nenakaZené kachny
s pfislusnym antigenem v pribéhu infekce. M — markery molekulové velikosti; 1-8 séra kachny
nakaZzené T. franki skup. N (TFN2) v ¢ase 0, 4, 9, 12, 14, 16, 19 a 29 DPI; 9-15 séra nenakazené
kachny skup. N (KON2) v ¢ase 0, 4, 9, 14, 19, 29 a 39 DPI; 16-22 séra kachny nakazené T. franki
skup. R (TFR) v ¢ase 0, 10, 15, 20, 30, 40 a 50 DPI; 23-29 séra nenakazené kachny skup. R (KOR)
v ¢ase 0, 10, 15, 20, 30, 40 a 50 DPI

5.3.2.2 Zktizené reakce protilatek z heterolognich ser

Stejn¢ jako se vzor detekovanych antigeni velmi liSil mezi jednotlivymi jedinci
nakazenymi T.franki, i reakce sér kachen nakazenych T. regenti byla stimto
antigenem variabilni (Obr. 13). Ve vSech piipadech vSak protilatky téchto kachen
reagovaly minimalné se 2 antigeny (Obr. 14). Oproti tomu reakce protilatek kachen
nakazenych T. szidati byla velmi nizka (Obr. 14). Viditeln&ji se objevovala az pfi
testech sér z pozdnich odbéri (po 25. dni). Z diivéjsiho Casového intervalu bylo
mozné rozeznat predevS§im pravdépodobné nespecifické reakce s antigeny, které se

objevovaly i u negativnich kontrol.
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 1213 14 15 16 17 18

75- -
-

50+

37 - w— o

20 - | w—

15-| -

10
5
2
kDa

Obr. 13. Reakce protilatek ze sér kachen nakaZenych T. franki, T. regenti a T. szidati s
antigenem T. franki v ¢ase 20 DPI. M — markery molekulové velikosti; 1-10 ndkaza T. franki; 11-16
ndkaza T. regenti; 17-18 nadkaza T. szidati. 1 — TFR, 2 — TFS1, 3 — TFS2, 4 — TFS3, 5 — TFT, 6 -
TEN1, 7 -TFN2, 8 — TFN3, 9 — TFN4, 10 — TFN5, 11 — TRU1, 12 - TRU2, 13- TRU3, 14 — TRV2,
15-TRV4, 16 - TRV6, 17 — TSU1, 18 —- TSU2
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5.3.2.3 Detekované antigeny

Z celého pribéhu pozorované infekce bylo rozpoznano 21 antigenti v rozsahu mezi
13 a 80 kDa (Obr. 14). U homologni nakazy se pocet detekovanych antigent
pohyboval mezi 6 a 14 vcelém souboru sér jednoho jedince, pficemz kromé
pocatecniho nardstu se pocet a vzor opét V prub¢hu infekce mirné ménil (Obr. 12).
Z4dny antigen nebyl shodné detekovan u viech testovanych jedinctl. V oblasti mezi
52-62 kDa a kolem 15 kDa bylo mozné nalézt antigeny specificky rozpozndvané
pouze séry kachen s ptislusnou nakazou, neobjevily se v§ak ve vSech ptipadech.

Séra kachen po nakaze T. regenti reagovala s nékolik antigeny, opét se vSak
jednotlivci lisili (Obr. 14).

Protilatky v sérech kachen nakazenych T. szidati reagovaly s antigeny T. franki
velmi malo, v podstaté na urovni sér kachen kontrolnich a sér z odbérii 0 DPI,
pri¢emZ nejvice reagovaly protilatky v séru kachny TSU2, a to az v poslednim
odbéru, tedy 25 DPI (Obr. 14).

TF TR T8 KO

kDa | R 515253 T N1TMN2ZN3 N4 NSIUT U2 U3 W2 V4 VEIST 52 U1 U2+ 0

Obr. 14. Antigeny cerkarii T. franki reagujici s protilatkami v sérech kachen nakaZenych
T. franki, T. regenti a T. szidati souhrnné v celém ¢ase nakazy pro kazdého jedince. kDa —
molekulova velikost antigenu; TF: R, S1, S2, S3, T, N1, N2, N3, N4, N5 — kachny infikované
T. franki v experimentélnich skupindch R, S, T a N; TR: U1, U2, U3, V2, V4, V6 — kachny
infikované T. regenti v experimentalnich skupindch U a V; TS: S1, S2, U1, U2 — kachny
infikované T. szidati v experimentélnich skupinach Sa U; KO+0 — kontrolni kachny a séra
z prvniho (pfed infekéniho) odbéru
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5.3.3 Cerkarialni antigen T. szidati

5.3.3.1 Casovy prabéh protilatkové odpovédi pti nakaze T. szidati

V prubéhu infekce bylo mozné zachytit specifické protilatky reagujici s antigeny
0 velikosti 37-52 kDa, které se objevovaly jiz 10. den po nakaze, vétSinu vsak bylo
mozné rozpoznat az od 20. dne (Obr. 15). Reakce byly celkové velmi slabé.
Detekované antigeny vsak byly u jednotlivych sér velmi podobné. Vyraznéjsi reakce
byla zaznamenana az v sérech ze 40. a 50. dne po infekci (nezobrazeno).
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Obr. 15 Pribéh reakce protilatek sér kachny nakazené T szidati a kontrolni nenakaZené
kachny s pFislusnym antigenem v ¢ase 0, 5, 10, 15, 20 a 25 DPI. M — markery molekulové
velikosti; 1-12 séra kachen nakazenych T. szidati skup. U: 1-6 — TSUL, 7-12 — TSU2; 13-18 séra
nenakazené kachny skup. U (KOU)
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5.3.3.2 Zkiizené reakce protilatek z heterolognich sér

Zkiizend reakce protilatek z kachen s nakazou T. regenti vici antigenu T. szidati
detekovala vice antigenti nez reakce v ptipadé homolognich sér nakazy T. szidati.
V porovnavany 20. den po infekci bylo mozné identifikovat nékolik antigent, které
siln¢ reagovaly s protilatkami kachen nakazenych T. regenti (Obr. 16). Séra kachen
s ndkazou T. franki reagovala s vice antigeny az 40. a 50. den nakazy (Obr. 17).
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Obr. 16. Reakce protilatek ze sér kachen nakaZenych T. szidati, T. regenti a T. franki
s antigenem T. franki v ¢ase 20 DPI. M — markery molekulové velikosti; 1-4 nakaza T.
szidati; 5-9 nakaza T. regenti; 10-11 nakaza T. franki. 1 — TSS1, 2 - TSS2, 3-TSUL, 4 -
TSU2,5-TRUL, 6 - TRU2, 7-TRU3, 8 - TRV2,9-TRV6, 10 - TFR, 11 - TFT

5.3.3.3 Detekované antigeny

Tti proteiny v rozmezi velikosti 42-52 kDa byly nejcastéji rozeznavany prislusnou
ndkazou T. szidati. Druha nejcastéji rozpoznavana oblast byla mezi 20 a 29 kDa,
ktera je vSak velmi nespecificka a tyto antigeny reaguji i s protilatkami negativnich
kontrol. Naopak se objevily antigeny (53-60 kDa), se kterymi séra kachen
nakazenych T. szidati ani T. franki ¢i kontrol nereagovala ani 50. den infekce, ale
reagovaly s protilatkami po nékazach T. regenti 20. den infekce. Jednalo se vSak
pouze o vyjimKy. Maximalni pocet celkové detekovanych antigenti u jednoho jedince
bylo maximalné detekovano 8 (u kachny TFS2 nakazené T. franki) nebo 7 (u kachen
TSS1 a TSS2 nakazenych T. szidati a u kachny TRU3 nakazené¢ T. regenti)
reagujicich antigenti, pti¢emz z celého souboru méteni celkem bylo odhaleno 12
reagujicich antigent (Obr. 17).
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Obr. 17. Antigeny cerkarii T. szidati reagujici s protilatkami v sérech kachen nakaZenych T.

szidati, T. regenti a T. franki souhrnné v celém ¢ase nakazy pro kaZdého jedince. kDa —

molekulovd velikost antigenu; TS: S1, S2, Ul, U2, V2 - kachny infikované T. szidati

v experimentalnich skupinach S, U a V; TR: U1, U2, U3, V2, V6 — kachny infikované T. regenti

v experimentalnich skupinach U a V; TF: R, S2, T — kachny infikované T. franki v experimentalnich

skupinach R, S a T; KO+0 — kontrolni kachny a séra z prvniho (pted infekéniho) odbéru

5.4 Western blot se séry divokych ptaki

Séra 3 labuti a 3 kachen byla testovana proti antigenu T. franki a T. regenti.
V piipadé¢ labuti byla pozitivni reakce protilaitek detekovatelnd pouze slabé

na membran¢ s antigenem T. franki (Obr.18). Bylo pouzito sérum labuté, u které byla
potvrzena infekce visceralni pta¢i motolici (Tab. 4).

Protilatky v sérech kachen reagovaly s obéma antigeny (Obr. 18). Spektrum
detekovanych antigenu T. franki bylo vtéchto 3 ptipadech velmi podobné, u
antigent z T. regenti nelze pozorovat ptilisnou shodu (Obr. 19).
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Obr. 18. Detekce antigeni T. franki a T. regenti reakci protilatek v sérech divokych labuti a
kachen. M — markery molekulové velikosti; 1 — Ws8; 2 — Ws9; 3 - Ws10; 4 — Wd1; 5 - Wd2; 6 -
Wd3
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Obr. 19. Antigeny T. franki a T. regenti detekované na membrané po reakei s protilatkami v
séru divokych labuti a kachen. kDa — molekulova velikost antigenu; Ws8, Ws9, Ws10 — séra labuti;
Wd1, Wd2, Wd3 — séra divokych kachen
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6. DISKUSE

Celéa tato prace byla zamétena na ptacéi schistosomy bézné se vyskytujici v nasich
podminkach u svych ptfirozenych hostitelii. Cilem bylo pokusit se popsat protilatkovou
odpoveéd ptakii na infekci témito parazity a porovnat ji s jiz popsanymi vysledky, které
se ale ve v&t§i mife zaméfuji na infekci savcl, tedy nekompatibilnich hostitel.
Soucasné bylo pfedmétem zdjmu zhodnotit spektrum antigenli, na které¢ imunitni
systém protilatky cilené vytvari, a dale zhodnotit jejich podobnost mezi jednotlivymi
parazitarnimi druhy.

Pro experimentalni ndkazu kachen byly pouzity 3 bézné druhy ptacich
schistosom. Zivotni cykly T. regenti a T. szidati jsou trvale udrzovany v laboratornich
chovech PfFUK jiz tadu let, ale zdrojem T. franki byly lokality ptirozeného vyskytu
jejich hostitelt. Pro nasledné navazujici a rozsifujici prace by bylo, i ve svétle zde
popsanych vysledkti, vhodné T. franki zaclenit do dalSich experimentti, které se
doposud zaméiuji piedev§im na T. regenti, ptipadné na T. szidati. Dlouhodob¢ se v§ak
ukazuje problematika umélého udrzZeni Zivotniho cyklu tohoto druhu bez pozitivnich

vysledki.

Piestoze se vsemi ziskanymi plzi R. auricularia/R. sp. bylo nakladano
standardnim zptisobem, nepodafilo se je udrzet v chovu déle neZ nékolik mésict a
nikdy u nich nedoslo k produkci vaji¢ek. Porovnani timrtnosti neinfikovanych a uméle
infikovanych jedincti neprokazalo, Zze by problémovym faktorem byli parazité.
Do budoucna by bylo vhodné zvazit vyuziti jiného druhu hostitelského plze pro
potteby udrzovani zivotniho cyklu T. franki, naptiklad v laboratornich podminkach
dobie prosperujici plze R. lagotis. Jouet et al. (2010) identifikovali T. franki i
z R. peregra, ktery je zaroven moznym hostitelem T. regenti (Horék et al., 1998; Jouet
et al, 2008), a tudiz je pravdépodobné, ze tyto dva druhy mohou vyuzivat stejné, nebo

minimalné velmi pfibuzné plze jako mezihostitele.
Infekce kachen probihala u vSech druhii zcela identickym zpisobem.

U kazdé kachny byla ovéfovana Gspésnost nakazy. U nakazy T. franki se ve dvou
ptipadech nepotvrdila, tj. nebyla zachycena miracidia z trusu (viz Tab. 2). V prvnim
ztéchto dvou ptipadi (kachna TFS2) vsak vysledky imunologickych testi
naznacovaly, ze k ndkaze, respektive protilatkové odpovédi na ptitomnost parazita
doslo. Je mozné, ze doslo k infekci cerkariemi pouze jednoho pohlavi, nebot’ jejich
zdrojem byli jen 2 jedinci mezihostitelského druhu plze. Vysledek diagndzy mohl byt
také falesné negativni proto, Ze bylo vylu¢ovano jen malé mnozstvi vajicek, které se
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nepodafilo zachytit, nebot’ ptaci motolice obecné vylucuji vajicek relativné¢ malo
(Appleton, 1986). Nizka infekéni davka (500 cerkarii) mohla také vést k podstatné

men$imu mnoZzstvi uspé$né prezivsich schistosomul, kterd by mohla cyklus dokoncit.

U druhého piipadu nepotvrzené infekce T. franki (kachna TFU) byly vysledky
imunologickych testd shodné s vysledky nenakaZenych kachen. PrestoZe jsou
zaznamenany i mésice opozdéné sérokonverze u potvrzené nakazy schistosomami
u lidi (Soentjens et al., 2014), v pfipadé nakazy ptaka takovy posun imunitni reakce
pfi nakaze motolicemi nebyl popsan. Také mohlo dojit ke ztratam jedincti pfi samotné
infekci. Usp&snost penetrace cerkarii je velice variabilni a nemusi byt vysoka, ackoliv
vysledky Turjanicové et al. (2015) vliv infek¢ni davky na mnozstvi protilatek popiraji.

Tato prace byla zaméfena hlavné na sledovani vyvoje protilatkové odpovédi
u kachen domacich pii individualni nakaze vySe zminénymi trichobilharziemi a
ovéfeni mozné zktizené reakce pii testu reaktivity protilatek pomoci ELISA a western
blotu. Byly charakterizovany zmény hladin protilatek v pribehu infekce po dobu 20
dni v ptipadé nakazy T. regenti a 50 dni v pfipadé¢ nakazy T. fanki a T. szidati a
spektrum rozpoznavanych antigenti, se kterymi protilatky po tuto dobu reagovaly.
Piedpokladem bylo, Ze by protilatky mohly zkiizené reagovat na antigeny nejen druhu

infikujiciho, ale 1 jemu ptibuznych.

Imunitni systém definitivnich hostiteld interaguje (a pravdépodobné je
stimulovan) vicero Zivotnimi stadii trichobilharzii. Kromé penetrujicich cerkarii jsou
to 1 schistosomula, dospivajici Cervi, dospélci a konecné i1 vajicka. Je logické, Ze
vSechna stadia obsahuji ¢ast totoznych antigentl, ale urcité i dalsi rozdilné antigeny.
Piesnéjsi hodnoceni celkové specifické reakce protilatek na nakazu danym druhem by
tedy muselo zahrnovat prubéh reakce na antigeny vSech zminénych stadii.

U lidskych schistosom je nejvice popsanych antigennich struktur, vhodnych pro
diagnostiku, z dospélych Cervi, z vajicek, a také ze schistosomul (Hinz et al., 2017).
Z vysledku Koutilové & Kolafove (2002) vyplyva, ze antigeny dospélych Cervi a
schistosomul jsou natolik specifické, ze se na né vytvaii protilatky pouze v hostiteli,
ve kterém tato stadia prezivaji. U savci tedy protilatky proti pta¢im schistosomulim a
dospélciim nevznikaji, prestoze doslo k infekci cerkariemi. Neplati to v8ak pro vajicka
savéich a ptacich schistosom, nebot’ v nich obsaZzend miracidia jsou si opét vice
podobna.

Ve vysledcich Turjanicové et al. (2015) nebylo prokazano, ze by antigen
schistosomul byl pro imunodetekci T. regenti u kompatibilniho hostitele vhodnéjsi nez

cerkarialni, ale spiSe naopak. Také pro ziskani dostate¢ného mnozstvi antigenu

57



Z dospélct pro rozsah této prace by bylo zapotiebi usmrtit mnoho zvifat, proto byly

pro piipravu antigenti pouZzity pouze cerkarie.

Vysledky ELISA ukazaly, ze hladina IgY protilatek v séru kachen po infekci
parazitem stoupa ve vSech tfech piipadech rozdilné. Nartstajici trend byl vsSak
pozorovan i u negativnich sér. To ovsem koresponduje s detekci nespecifické reakce
protilatek ze sér nenakaZzenych kachen s antigeny u vsech tii druhti pomoci western
blotu. Zarovenn jsou pribéhy reakci na jednotlivé antigeny rozdilné z hlediska
naméfenych hodnot, coZ opét naznacuje i rozdilné spektrum nespecifickych antigent,
na které se vazou protilatky nenakazenych kachen.

Celkovy stoupajici trend pravdépodobné souvisi S tim, Ze se ptakiim po vylihnuti
jesté néjakou dobu mirne zvysSuje celkova hladina protilatek az do imunitni dospélosti
kolem 30. dne (Glick, 1977), coz ve zjisténych hodnotach odpovida ptiblizné bodu 20
DPI. Zaroven pokles matetskych protilatek, ke kterému dochéazi nejvice mezi 5.-15.
dnem po vylihnuti (Liu & Higgins, 1990), koresponduje s nékolika ptipady namétené

pravdépodobné zplisobeno vazbou celkovych protilditek na stény jamky nebo i1
nespecificky na antigeny. Proto by bylo vhodné cely experiment doplnit méfenim
hladiny celkovych protilatek, coz je v tomto piipadé problematické, nebot’ komercni
kity se zamé&iuji u ptakia pouze na kuieci celkové protilatky a cely proces optimalizace

a zavedeni funk¢niho testu by bylo naro¢né.

Naméiené hodnoty hladin reagujicich protilatek ve skupiné kachen nakazenych
stejnym parazitem v prub¢hu infekce byly vétSinou srovnatelné, piesto se v nékterych
piipadech objevovaly hodnoty vyrazné odlisné. To mohlo byt dano rozdilnou infekéni
davkou. Piestoze v ptipadé nakazy T. regenti a T. szidati bylo aplikovano stejné
mnozstvi cerkarii, nebylo zjistovano, jaka ¢ast Gspésné penetrovala do kize kachny,
respektive jaka ¢ast tento krok nezvladla a tieba i ziistala ve vodé, a zaroven jich mohlo
velké mnoZstvi zahynout velmi brzy po vstupu do kiize. Umrtnost v infikované kiizi
se pohybuje mezi 30-50 % (Wulf et al., 2007) a antigenni struktury zahynulych
cerkarii mohly byt zlikvidovany imunitnim systémem dfive, neZ se vytvofil dostatek

specifickych protilatek, které¢ by bylo mozné detekovat.

Zaroven experimentalni kachny pochézely z outbrednich chovi. Nemély tedy
shodné genetické pozadi, a tudiz mohly vysledné reakce zaviset na individualité

v

vystihuji ptirozené podminky, ve kterych se prubéh oproti laboratornim experimentiim

mize velmi lisit (napt. Machacek et al., 2018). Soucasné vek hostitele, a tim padem
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pocatecni stav imunitniho systému, ma pozitivni vliv na miru protilatkove odpovedi
(Turjanicové et al., 2015).

Pro stanoveni specifity reakce protilatek byla uréena hladina cutoff z vysledka
méfenych na negativnich kontrolach. Vsechny testy homolognich kombinaci
vykazovaly urCitou miru specifity. U heterolognich testi ELISA se reakce
neptesahujici hodnoty cutoff objevily v piipadé kombinace antigenu T. szidati a
nakazy T. franki; u ndkazy T. regenti nelze v méfeném ¢asovém obdobi pro maly
objem dat vyvodit jednoznaény zavér.

Piestoze hodnoty namétené v reakcich protilatek s antigenem T. regenti se mezi
skupinami kachen se stejnou nakazou liSily, pravdépodobné by neSlo tento postup
aplikovat pii detekci neznamé nakazy divoce zijici kachny, protoze Turjanicova et al.
(2015) prokazali, Ze hladina specifickych protilatek divokych a domacich kachen je
odlisnad (u divokych vyssi) a nevi se, zda to plati 1 pro nakazy ostatnimi druhy

trichobilharzii.

Pro ¢as 15 DPI byl vliv kombinace antigenu a typu ndkazy na namétené hodnoty
reakce protilatek hodnocen statisticky. Vysledky ukézaly, ze pokud by se pomoci
ELISA méfila reakce protilatek v séru kachny 15 dni po infekci neurcitou ptaci
trichobilharzii (respektive jednou z pouzitych pro tyto experimenty) s pouzitim
postupné vSech tii antigend, bylo by mozné uréit, zda Slo o nakazu T. regenti, T. franki,
nebo T. szidati spole¢né s negativni nakazou, které ob¢é nebyly statisticky prikazné.
Pouzitim riznych antigent soucasn¢ je tak mozné odhadnout pivodce nakazy. Pro
pozd¢jsi faze infekce, nez bylo stanoveno v tomto experimentu, by pravdépodobné
bylo mozné odlisit i nakazu T. szidati, jak naznacuje opozdéné zvySeni hladiny
reagujicich protilatek nad hranici cutoff v piipadé antigent T. franki a T. szidati.

Vysledky se shodovaly se stanovenim specifity pomoci cutoff ve vSech
ptipadech kromé méteni reakce protilatek z kachen nakazenych T. szidati s antigenem
T. regenti, kde hodnoty vySly nad hranici cutoff navzdory statistické nepriikaznosti
diference od kontrol. Tento nesoulad je pravdépodobné dan nedostate¢nym poctem
vzorkl, ktery zasadné statistické analyzy ovliviiuje. Hranice cutoff vychazi pouze
z vysledkd namétenych z kontrolnich jedincti. Pokud by se tedy, jak bylo navrzeno
vySe, méla jednorazové urcit neznama ndkaza pomoci vSech tii antigenii, hodnota
namétena pod hranici specifity by mohla indikovat negativni vzorek, nebo nakazu
T. szidati. Pro tento druh je tedy diagndza pomoci ELISA nespolehliva.

Turjanicova et al. (2015) charakterizovala trend v reakci protilatek kachen

nakazenych T. regenti na pfislusny antigen jako prudce stoupajici az ke stagnaci kolem
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20. dne infekce, coz bylo shodné ovéfeno v této praci. Naopak visceralni druh
T. szidati vykazoval velmi nizkou imunogenitu a dochazelo pouze k mirnému nartstu
mnozstvi specifickych protilatek. T. franki je stejné jako T. szidati visceralni druh, ale
protilatkove reakce definitniho hostitele na tyto druhy se ukézala byt velmi odlisna.
Namétené hladiny protilatek a rychlost jejich tvorby byly sice nizs$i, ale obdobné jako
Vv ptipadé nakazy T. regenti.

Rychlost iniciace imunitni odpovédi a mnozstvi protilatek Vv je tedy nejvyssi u
T. regenti, pak u T. franki a nejnizsi u T. szidati. Porovnanim zktizené reaktivity sér
viéi vSem antigenim zde bylo také zjisténo, ze hladina specificky reagujicich
protilatek na tyto antigeny klesa ve stejném poiadi. Z toho plyne, Ze vysledky testi

s druhem T. franki stoji mezi dvéma extrémy zbylych dvou druht.

Vétsi shoda vysledkt z ptipadd s T. franki s vysledky ptipadd T. regenti nez
T. szidati naznacuje, ze tyto dva druhy maji vice strukturné podobnych antigent, které
mohou byt zdrojem zktizenych reakci. Molekularni analyzy fylogenetickych vztaha
téchto téi druhti potvrzuji blizsi ptibuznost T. regenti a T. franki (Jouet et al., 2008),
coz podporuje uvedené vysledky, piestoZze zivotni strategie ¢ervu v definitivnim
hostiteli jsou naprosto odlisné.

Doposud nebyla u ptaka dostate¢né testovana dynamika tvorby protilatek, zda
zacne po Case opét klesat, a jaky vliv by na ni méla ptipadné opétovna infekce s delSim
Casovym odstupem. Podminky tohoto experimentu umoziovaly sledovat dynamiku
protilatek u ndkazy T. franki a T. szidati maximaln¢ do 50. dne po infekei, kdy se zda
byt blizko maximu, protoze v zavéru stoupa mnohem pomaleji, a neklesa. Tento stav
lze podle piedchozich sledovani oéekavat i u T. regenti (Turjanicova et al., 2015).
Lichtenbergova et al., (2008) zaznamenali zvySenou hladinu specifickych IgG
protilatek u mysi infikované T. regenti az do 120 dni po ndkaze. | v piipadé S. mansoni
Ize u lidi namé&fit signifikantni hladinu specifickych protilatek v chronické, tedy
pozdni fazi onemocnéni v fadu mésicu (Soentjens et al., 2014), proto lze oc¢ekavat, Ze
budou zvysené hladiny protilatek i u kachen detekovatelné dlouhodobé, coz by mohlo
byt uzite¢né prave pii testovani sér divokych kachen, u kterych k infekcich dochazi
b&zné a Cas od té posledni se neda spolehlivé urcit, pokud neni zrovna potvrzena

nalezem vajicek, ptipadné miracidii v trusu.

Piirozené také dochazi k opakovanym nakazam jak ptakut, tak u nahodnych
nekompatibilnich hostiteld, napiiklad ¢loveéka, u kterého v tom piipadé¢ mize dojit
K projevim cerkariové dermatitidy (Horak et al., 2015). U kachen nebyla
zaznamenana vyznamna zména ve specificke reakci protilatek po ndkaze T. regenti pii
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opakovanych expozicich (Turjanicova et al., 2015), naopak hladina protilatek po

nékolikanasobné infekci u mysi vyrazné stoupala (Lichtenbergova et al., 2008).

U pripadi cerkariové dermatitidy u lidi lze ocekavat, ze pokud opakovana
infekce vede k bouflivéjsi imunitni odpoveédi (Olivier, 1949), bude mit vliv také na
hladinu specifickych protilatek. Sice plati, Ze po prodélané dermatitidé, bez ohledu na
infek¢ni druh, dochazi u lidi ke zvySené reakci protilatek na antigen T. regenti
(Lichtenbergova et al., 2008), nebylo totéZz pozorovano pro antigen T. szidati
(Machacek et al., 2018). Nizka reakce IgG protilatek u nakazy T. szidati u lidi tedy
koresponduje s nizkou reakci IgY protildtek u kachen. S antigenem T. regenti
reagovaly protilatky kachen ve vSech ptipadech nakaz, tudiz 1ze tici, Ze tento antigen
muze byt pouZitelny pro odhaleni prodélané infekce 1u lidi. U kachen je moZné, ze by

se pomoci tohoto antigenu dalo u divokych ptaka uréit, zda byli viibec nékdy nakazeni.

Detekce konkrétnich antigenti na western blotu probihala dle relativniho
porovnani s markery danych molekulovych velikosti. Kvali zna¢nym rozdilim
v pohybu vzorkd, véetné markert, pti elektroforéze gelem, mohlo dochazet k chybam
pii porovnavani velikosti a rozsahii detekovanych prouzki na membranach. Vzhledem
ke zvolene vyssi hustoté gelu nebylo mozné dobie detekovat antigeny o velikosti nad
80 kDa, nebot’ v této oblasti nedochazelo k dostate¢né separaci proteini. Pro lepsi
vysledky by byly vhodnéjsi delsi a zaroven gradientové gely.

Pomoci western blotu Ize blize specifikovat reakci protilatek identifikaci
jednotlivych konkrétnich antigenti na zakladé zjisténé molekuloveé velikosti. Cilem je
odhaleni dostateéné specifického antigenu, na ktery jsou protilatky infikovanym
organismem vytvareny cilen¢ pouze v piipadé dané nakazy.

Testovanim reakci protilatek v sérech ze zvifat infikovanych trichobilharziemi
bylo odhaleno n¢kolik konkrétnich antigend, nékteré S moznym diagnostickym
potencidlem. Turjanicovd et al. (2015) ur¢ili proteiny o velikosti 50 a 47 kDa
z homogenatu cerkarii T. regenti jako specificky rozpoznavané protilatkami kachen
infikovanych timto parazitem. To se shoduje i s vysledky v této préci, ale bylo zde
potvrzeno, Ze urcené antigeny maji nizkou druhovou specifitu, protoZe reagovaly 1
s protilatkami v sérech kachen nakazenych T. franki i T. szidati, pfestoZe senzitivita u
homologni ndkazy byla 100%.

Dalsi antigeny trichobilharzii byly nalezeny pfi experimentalnich infekcich mysi
a vySetfeni pacientd s prodélanou cerkariovou dermatitidu. Protein o velikosti 34 kDa,
identifikovany jako glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza (GAPDH, nepublikovano),
byl rozpoznéavan protilatkami v sérech mysi z infekce druhem T. regenti, nikoliv vSak
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lidi infikovanych T. szidati (Lichtenbergova et al., 2008; Machacek et al., 2018).
V této praci byl antigen odpovidajici velikosti rozpoznavan ve vSech tfech
homogenatech, vzdy ale pouze protilatkami v sérech z kachen nakazenych T. regenti
nebo T. franki, ale i tak ne ve vSech pfipadech. Vysledek tedy naznacuje, Ze antigen je
spoleény vSsem tfem druhim parazita, ale v ptipadé nakazy T. szidati ziejmé
neindukuje imunitni odpovéd’. Vzhledem k tomu, ze GAPDH je zasadni glykolyticky
enzym, neni pravdépodobné, Ze by se zrovna u T. szidati vyskytoval ve vyznamné
mensim mnozstvi. Mlze vSak dochdzet k mensi mife imrtnosti jedinct tohoto parazita
v téle hostitele, a tudiZz k menSimu uvoliovani tohoto cytosolického antigenu.
Samoziejmé se také mohlo jednat o zcela odlisné antigeny, pouze se shodnou
molekulovou velikosti.

Na imunoblotech nebyl identifikovan zadny spolehlivy antigen S vysokou
senzitivitou specificky pouze pro jeden druh vybrané motolice. V piipad¢ nakazy
kachen druhem T. franki byly sice protilatkami z jejich sér v homogenatu T. franki
detekovany antigeny o velikostech kolem 52, 56 a 62 kDa specificky pro tuto ndkazu,
jednalo se vSak pouze o 2, 3 a 4 kachny (v pofadi pro zminéné antigeny) z celkovych
10. Bylo by vhodné potencial téchto antigenti zhodnotit na vétSim vzorku infikovanych
zvitat.

Cilem této prace bylo take odhalit potencialni antigen(y) pouzitelny pro
diagnostiku nakazy riznymi pta¢imi motolicemi, ktery se mé¢l dale charakterizovat
pomoci proteomickych metod. ProtoZe vSak takovy vhodny antigen s diagnostickym
potencialem nebyl jednozna¢né identifikovan, nebylo k tomuto kroku pfistoupeno.

Ve shodé¢ se jinymi studiemi zabyvajicimi se zkiizenymi reaktivitami mezi
piibuznymi i nepiibuznymi druhy bylo potvrzeno, Ze cerkarie ptaich motolic maji
ur¢ité podobné struktury (Koutilova & Kolatova, 2002), a to jak proteiny, tak i
glykoproteiny, obsazené v siln¢ imunogennim glykokalyxu. Tyto struktury jsou navic
strukturné podobné glykantim cerkarii S. mansoni (Turjanicova et al., 2018). Antigeny
podobné mezi druhy, rody i napfi¢ nepfibuznymi druhy (Chand et al., 2010) mohou
byt zdrojem efektu zk¥izenych reakci, které znesnadiuji uspéch determinace
specifického antigenu pro diagnostiku.

Aplikovatelnost laboratornich vysledkli na pfirodni systémy neni v ptipadé
infekci vodnich ptékd trichobilharziemi doposud dostatené experimentalné
podlozena. U ptakl pfirozené dochazi k opakovanym nakazam i rlznymi druhy
parazitti v jednom jedinci a doposud nebylo testovano, jaky vliv na hladinu protilatek
ma soubézna infekce vice druhy trichobilharzii. Soucasné se u nas vyskytuje vice
druhu pta¢ich motolic, nez jaké se dnes bézné pouzivaji v diagnostickych studiich, a
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stéle jsou recentné objevovany druhy nové, napi. T. anseri, D. Jouet, L. Kolafova,
C. Patrelle, H. Ferté, K. Skirnisson, 2015, nebo T. mergi, L. Kolafova, K. Skirnisson,
H. Ferté, D. Jouet, 2013, objevené na Islandu. Ani vysledky testu reakce protilatek
v sérech divokych kachen nedoznévaly shody s vysledky experimentalnich nékaz,
podle kterych by bylo moZzné odhadnout, jakym druhem byli tito jedinci v minulosti

nakaZeni.

Pokud bych méla shrnout pozorované vysledky, testem ELISA je mozné odlisit
nakazu T. regenti a T. franki, s mensi pravdépodobnosti i T. szidati od nenakazenych
kachen za pouziti antigenu z cerkarii T. regenti nebo T. franki. Tato metoda by mohla
byt uplatiiovana pro primarni uréeni, zda viibec u testovaného jedince k nakaze nékdy

doslo.

Rozlieni infekce jednotlivymi druhy by mohlo byt mozné pro experimentalni
infekce domacich kachen, jako vtomto experimentu, pro které byly definovany
rozptyly hodnot, ve kterych se reakce protilatek na dané antigeny pohybuje. Pro
aplikaci v ptirozenych podminkach y bylo potieba ovéfit, jak protilatkova odpovéd’

piesné probihd u divokych kachen nakazenych témito parazity.

Doposud nebyl identifikovan antigen, ktery by mohl byt spolehlivym
diagnostickym markerem ndkazy ur¢itym druhem, ptestoze diive definované antigeny
T. regenti (Turjanicova et al., 2015) reaguji s protildtkami homologni nakazy

spolehlive.

Pro determinaci konkrétniho druhu by mohl byt vhodnéjsi antigen dospélych
cervl. Protoze zde bylo navrzeno, ze protilatkova odpoveéd na pritomnost viscerdlni
T. franki a neurotropni T. regenti je velmi podobna, pomoci antigenu dospélci téchto
druht, jejichz lokalizace je velmi odlisnd, by mohlo byt mozné tyto dva druhy odlisit

spolehlive.
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7. ZAVER

Pomoci metod ELISA a western blot byl charakterizovan pribéh protilatkové
odpovédi ptakl na infekci ptacimi motolicemi T. regenti, T. franki a T. szidati
reakcemi specifickych protilatek s pfislusnym parazitdrnim antigenem. Zaroven bylo
potvrzeno, ze cerkarie, které byly pouzity pro ziskani antigenu, sdileji urcité struktury,
se kterymi reaguji i protilatky ptakd nenakazenych. Také dochazi ke zk#izené reakci

protilatek dan¢ nédkazy se zbylymi dvéma antigeny.
Bylo dosazeno téchto vysledki:

1. Pribéh protilatkové odpovédi pii ndkazach vybranymi druhy ptacich
schistosom byl prokazatelné odli$ny a spiSe odrazel ptibuzenské vztahy danych
druhti nez jejich Zivotni strategie v definitivnim hostiteli.

2. Protilatky v séru nakazenych kachen reagovaly v urCité mife se vSemi tiremi
antigeny, ¢imZ byla potvrzena urcita shoda antigeni mezi infek¢nimi stadii
téchto motolic. Vzhledem k tomu, Ze mezi kombinacemi antigent a sér urcité
nakazy byly pozorovany dobie definované rozdily, bylo by mozné s jejich
uzitim identifikovat probihajici ¢i probéhnuvsi jednorazovou infekci.

3. Komer¢né¢ produkované protilaitky pouzivané v téchto experimentech na
detekci kachnich protilatek nejsou vhodné pro detekci protilatek u labuti.
Protilatky v sérech divokych kachen reaguji s mnozstvim antigent z T. regenti
a T. franki. Vzhledem ke komplikovanému systému vztaht ptakd a ptacich
motolic v pfirozeném prostiedi je tfeba protilaitkovou odpovéd a reakci
s urCitymi antigeny blize specifikovat, aby se dalo potvrdit, ze jsou laboratorné
zjisténé vysledky aplikovatelné ve veterinarni praxi.

4. Ditive detekované antigeny T. regenty byly zhodnoceny jako druhové
nespecifické, nebot’ s nimi reagovaly i protilatky v sérech kachen nakazenych
T. franki a v mensi mite i T. szidati.

5. ProtoZze se nepodafilo detekovat dostatecné specificky antigen
s imunodiagnostickym  potencialem, nebylo zatim  pfistoupeno
k proteomickym analyzdm. V budoucnu by bylo vhodné otestovat mozZnost
vyuziti antigenu z dospélych Cervi.
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9. PRILOHA C. 1

Pouzité chemikalie a sloZeni pufri

homogenizace inhibitory proteaz|{Complete Mini EDTA-free Roche
cerkarif NaH,PO, 0,IM |Sigma Aldrich
fosfatovy pufi - -
OSOW PUT N8, HPO, 0,IM |Sigma Aldrich
pH 7,2
NaCl 0,1M
meieni koncentrace
proteinti komer¢ni kit |Quant-1TTM Protein Assay Invitrogen
SDS-PAGE redukujici pufi [NuPAGE® Sample Reducing Agent Thermo Fisher Scientific
.. . TM
marker Precision Plus Protein’ ™ DualXtra Bio-Rad
Standards
Western blot Send EnEné mié :
blokace susené odtuénéné mléko Blotting Grade Bio-Rad
Blocker
sekundami | Affinity Purified Antibody Peroxidase KPL
protilatky  [Labeled Goat anti-Duck 1gG (H+L)
komeréni kit |Opti— 4CN™ Bio-Rad
Western NaH,PO, 0,AM  [Sigma Aldrich
blot/ELISA fosfatovy pufi |Na;HPO, 0,1M |Sigma Aldrich
pH 7,2 NaCl 0,1M
Tween 20 0,05% |Bio-Rad
ELISA uhlicitanovy pufi [Na;COs 15 mM
pH 9,6 NaHCO; 35mM
blokace Kasein z hovéziho miéka Sigma Aldrich
sekundarmi | Affinity Purified Antibody Peroxidase KPL
protilatky  [Labeled Goat anti-Duck 1gG (H+L)
substratové  |3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine (TMB) . .
¢midlo Liquid Substrate System for ELISA Sigma Aldrich

stop reakce

HCI
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10. PRILOHA C. 2
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