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1. Uvod

Kokcidiozy u kralikd jsou zpiisobeny intracelularnimi parazity rodu Eimeria. 10 druht
zpusobuje stievni a 1 druh jaterni kokcidiozu. Mladi krélici jsou vici parazitovi obzvlasté
citlivi v dob¢ odstavu, tj. ve v€ku 5 - 6 tydnt. Kokcidie zplisobuji u téchto kralika rozsahlé
destrukce bunck epitelu stfeva vyvolavajici tézké zanéty. Postupné dochézi k atrofii klk,
tezkym porucham traveni a prijmim, coz vede u téchto kralikl k rychlému vycerpani a
rozsahlym thyntm.

Ucelem této studie bylo sledovat dynamiku imunitni odpovédi u kraliki pii primarni
infekci dvéma druhy kokcidii, a to Eimeria intestinalis - vysoce patogennim druhem kokcidie
parazitujicim vileu a rovnéz vysoce patogennim, avSak malo imunogennim druhem E.
flavescens parazitujicim v céku. U zvifat starych kolem 6 - 7 tydnt byla sledovana dynamika

imunitni odpovédi, dale pak jeji zavislost na véku v den infekce.



2. Prehled problematiky

2.1. Kokcidie

Kokecidie jsou pocetnou skupinou obligatné intracelularnich jednobunéénych parazita.
cyklu. Dosud bylo popsano 11 druhti krali¢ich kokcidii; 10 druhd (E. coecicola, E. perforans,
E. exigua, E. vejdovskyi, E. media, E. magna, E. piriformis, E. irresidua, E. intestinalis, E.

flavescens) zptsobuje stievni kokcidiozu a 1 druh (E. stiedai) jaterni kokcidiozu.

2.2. Vyvojovy cyklus

Obecné je charakterizovan stfiddnim pohlavnich a nepohlavnich generaci. Vyvojovy
cyklus obligatné monoxennich zéastupcii ¢eledi je mozno rozdélit do Ctyf hlavnich casti

(exogenni vyvoj, excystace a penetrace do bunék, merogonie, gamogonie).
2.2.1. Exogenni vyvoj

Exogenni vyvoj zahrnuje c¢ast vyvojového cyklu probihajici ve vnéjSim prostredi —
sporulaci oocyst (sporogonii). Délka sporulace je druhové charakteristickd a zavisi predevsim
na teploté. Na pocatku sporulace je celd oocysta vyplnéna sporontem. Pozdé€ji sporont
kondenzuje a vznika kulovity utvar. Néasleduje jaderné déleni, po kterém ze sporonta vznikaji
Ctyfi sporoblasty. Obvykle je sporoblast nejdiive kulovity, poté se vSak prodluzuje a na
jednom konci vznika Stiedovo télisko. Uvniti kazdé sporocysty se zacnou formovat dva
sporozoiti (Hamond, 1973). Sporont (mlad4 oocysta) je jediné diploidni stddium, zbytek cyklu
je haploidni.

2.2.2. Excystace a penetrace do bunék hostitele

Po pozieni oocysty vhodnym hostitelem dochazi k uvolnéni sporozoitli z oocyst -
excystaci. Mezi faktory podmifiujici excystaci patii t€lesna teplota hostitele, koncentrace CO;,
pusobeni trypsinu a Zluci. Pasobenim téchto faktori dochédzi k dezintegraci stény oocysty,
rozpu$téni Stiedova téliska stény oocysty a k uvolnéni pohyblivych sporozoiti do lumen
stiteva. Volni sporozoiti penetruji do hostitelskych bunek. U krali¢ich kokeidii bylo na rozdil

od jinych hostitell prokazano, ze sporozoiti nejdiive penetruji do epitelu duodena (Pakandl a



kol., 2006), tj. ¢asti stieva u vétSiny druhti vzdaleného od mista specifického vyvoje. Pozdé&ji
pfechazeji z absorp¢nich epitelidlnich bun€k do intraepitelidlnich lymfocytl, jimiz jsou
transportovani do lamina propria. Nakonec se objevuji v mistech specifickych pro vyvoj
daného druhu (Pakandl, 1995, Drouet-Viard, 1994). Proces penetrace do bunék obvykle trva
nekolik sekund. Sporozoiti, stejné jako pozdéjsi stadia merozoiti, jsou pro prunik do bunck

hostitele vybaveni slozitym souborem organel zvanym apikalni komplex.
2.2.3. Merogonie

Sporozoiti se po penetraci do bun¢k hostitele zakulacuji a méni na jednojaderny meront.
Uvnitt merontu dochazi k mnohocetnému mitotickému dé€leni - merogonii, jejimz vysledkem
jsou rohlickovitad stadia — merozoiti, schopni penetrovat do dalsi hostitelské¢ bunky. Pocet

asexualnich generaci je staly a charakteristicky pro jednotlivé druhy.
2.2.4. Gamogonie

Merozoiti se po penetraci do hostitelské bunky transformuji na pohlavni stadia,
gamonty. Zatimco nécktefi merozoiti ddvaji vzniknout sam¢im mikrogamontim, jini se
transformuji na samic¢i makrogamonty. Jadro mikrogamontu se mnohocetn€ déli a nasledn¢ se
tvofi pocetné mikrogamety. Mikrogamety jsou protahlé buniky vybavené dvojici bicika, které
jim po uvolnéni se z hostitelské bunky umoziuji pohyb pifi vyhledavani makrogamonta.
Makrogamonti neprodélavaji déleni, pouze rostou a po oplodnéni mikrogametou se méni na

zygotu (mladou oocystu) opoustéjici hostitelskou bunku a posléze i télo hostitele.
2.3. Jednohostitelské kokcidie kraliku

Kokcidie u kralikti jsou kosmopolitné rozsifené a diagnostikuji se prakticky v kazdém
chovu domacich kralikti. Pravidelnym nélezem jsou i u divokych kralika. Hlavnim zdrojem
nakazy pro mladé kraliky jsou dospé&lé samice, které vétSinou neonemocni. Sifeni je mozné
riznymi cestami - kontaminaci krmiva, vody apod. Pfenos je mozny zelenym krmivem,
hnojenim ploch krali¢im trusem s naslednym krmenim zelenou pici, nakupem zvitat z jinych
chovl atd. Predispozi¢ni faktory pro vypuknuti klinické kokcididézy v chovech jsou zejména
nahlé zmény krmiva, vykyvy teploty, zvySend vlhkost a jakékoliv jiné oslabujici faktory.
Oocysty pravdépodobné mohou byt pasivné piendseny v trusu nespecifickych hostitelti nebo

hmyzem. U starSich kralikd se postupem ¢asu spontann¢ vyviji imunita.



2.4. Vyvojovy cyklus E. flavescens

Zivotnim cyklem této kokcidie se zabyvali Norton, Catchpole a Joyner (1979). Nalezli
prvni generaci v jejunu a ileu, dal§i ¢tyfi generace pozorovali v tlustém stfevé. Ojedinéle
nachazeli mnohojaderné merozoity, jejich misto v zivotnim cyklu vSak povazuji za nejasné.
Dale se endogennim cyklem E. flavescens zabyval (Pakandl a kol., 2003). Byl studovan v SPF
(specific pathogen-free kralicich) pomoci histologie a transmisni elektronové mikroskopie.
Bylo pozorovano celkem 5 asexudlnich generaci a dva typy merontd (typy A, B) byly
nalezeny v kazdé generaci. Typ A daval vznik menSimu poctu vétSich mnohojadernych
merozoitl, ze kterych vznikaji dcefini merozoiti endomerogonii, zatimco meronti typu B
vytvafeji jednojaderné merozoity procesem zvanym ektomerogonie. Prvni generace merontd
byla nalezena v epitelu krypt jejuna a ilea 80 - 90 h.p.i., vyvoj druhé, tfeti a Ctvrté generace
byl lokalizovan ve svrchnim epitelu tlustého stfeva (cékum, Cervovity piivések a kolon).
Posledni patd generace se vyskytuje v kryptach tlustého stfeva, rovnéz tak u gamogomie je

lokalizace stejna.

2.5. Vyvojovy cyklus E. intestinalis

Zivotni cyklus E. intestinalis byl studovéan svételnou a elektronovou mikroskopii (Licois
a kol., 1992). Byly pozorovany cCtyfi generace merontd. Prvni generace byla zaznamendna 36
az 144 hodin po inokulaci (HPI), druha mezi 64 a 168 HPI, tfeti mezi 96 a 192 HPI a Ctvrta
mezi 168 a 240 HPI. Gamogonie zac¢ina 144 HPI. Proto je mozné, aby gamonti pochazeli ze
treti 1 Ctvrté generece merontil. Pozorovani elektronovym mikroskopem ukdazalo, ze gamonti
vznikli odvozenim pfedev§im z merozoitl ¢tvrté generace. Béhem penetrace do stfeva byli
sporozoiti pozorovani v intraepitelidlnich lymfocytech. VSechny asexudlni generace, krome¢
ctvrté, byly charakterizovany dvéma typy merontti. Prvni typ povazovany za samici vytvarel

jednojaderné merozoity a druhy povazovany za sam¢i obsahoval mnohojaderné merozoity.

2.6. Patogeneze

Kralici jsou vici kokcididze obzvlaste citlivi v dobé odstavu, tj. kolem 5. tydne Zivota.
Jednotlivé druhy kokcidii parazitujici v travicim traktu kralik maji rozdilnou patogenitu,
vesmes se vSak v chovech jedna o smiSené infekce nékolika druhy. Na zévaznosti

onemocnéni se podili 1 jiné faktory. Uplatiuje se i sekundarni infekce, predevsim bakterii



Escherichia coli. K nejvice patogennim druhim stfevnich kokcidii se pocitaji Eimeria
intestinalis a E. flavescens (Tabulka 1). Rozsahlé destrukce bunék epitelu stieva vyvolavaji
tézké zanéty, pii zvlasté silnych infekcich i hemoragie. Postupné dochézi k atrofii klka, k
tézkym porucham traveni v dasledku posunu pH do alkalického prostfedi, coz podminiuje
patogenni uplatnéni E. coli. Zvlast¢ u mladych kraliki vedou tyto procesy k rychlému
vycerpani a rozsahlym thyniim. Patologicky obraz stfevni kokcididzy se projevuje predev§im
ptekrvenim a zanétlivou infiltraci sliznice, jejiz sténa je zesilend. Pravidelnym nalezem pfti
sttevni kokcidioze jsou béloseda, ptipadné Sedozluta loziska velikosti az n¢kolik milimetra.
Pii jaterni kokcididze (E. stiedai) dochazi v disledku napadeni a rozpadu bunék epitelu
zlucovodu a nasledného zvyseni tvorby pojivové tkané ke znacnému zesileni stény zluCovodi.
Cely proces vede ke zbytnéni jater, téZkym porucham ve tvorbé a vylucovani Zluci,

naslednym zaZivacim porucham a tézkému celkovému onemocnéni.

Tabulka 1. Rozdéleni druhti kokcidii na zakladé jejich patogenity (Coudert a kol., 1995)

Patogenita Druh Ptiznaky
Nepatogenni E. coecicola Bez zjevnych ptiznaki
E. perforans Mirny pokles, bez prijmi
Lehce patogenni E. exigua
E. vejdovskyi
E. media Pokles  rustu, obcas
Mirn¢ patogenni nebo | E. magna vyskyt prijmt, mortalita
patogenni E. piriformis zavisla na  mnozstvi
E. irresidua oocyst
E. intestinalis Velky pokles ristu, silny
Vysoce patogenni
E. flavescens prijem, vysoka mortalita
E. stiedai Mirny pokles rustu, ztrata
Patogenita zavisla na vahy a mortalita pfi
mnozstvi oocyst infekénich davkach >
1x10°




2.6.1. Klinické priznaky

Nejvnimavéjsi k onemocnéni jsou kréalici v dobé odstavu, tj. ve véku kolem 5 tydnt.
Infikuji se vSak jiz mladsi kralicata pti sani. Pfiznaky jsou zejména nechut’ k ptijmu potravy,
apatie, rychle se vyvijejici tympanie a pti akutnim prabéhu prijem, nékdy 1 s pfimési krve.
Tyto pfiznaky jsou doprovdzeny bolestivosti v bfisSni krajin€, Ziznivosti a Casto i zanéty
spojivek a zvySenou salivaci. Pfi jaterni kokcididze jsou symptomy podobné, v tézkych
ptipadech se pfidava i Zloutenka, poruchy jaternich funkci, zazivani, tympanie a celkova
vycCerpanost. Trvaly kontakt s infekei, pfipadné piekonani onemocnéni kokcididézou vede u
mladych kusti k urCitému stupni imunity v dospé€losti, kterd zpravidla zabrani novému
vzplanuti onemocnéni. Dospélé kusy onemocni stievni kokcidiozou ziidka kdy (pfi oslabeni),

naproti tomu jaterni kokcidiéza miize byt pti¢inou thynu i u dospélych kusu.

2.6.2. Prevence

Mezi chemoprofylaktika patfi napf. salinomycin, Lerbek nebo robenidin.
Robenidin je svétove nejvice pouzivané kokcidiostatikum. Tato kokcidiostatika jsou kralikiim
podavéna v krmeni. NejstarSi antikokcidika jsou sulfonamidy. V naSich podminkéch se
pouziva zejména Sulfacox, coz je sulfadimidin potencovany sulfadiveridinem, kralikiim je
podavan s vodou. Dal$i moznosti je vakcinace Zivymi oslabenymi liniemi kokeidii, které byly
odvozeny od 5 patogennich druhti (Drouet-Viard a kol., 1995). V praxi tato moznost neni
dosud vyuzivana. Samoziejmé zakladnim, 1 kdyZz ne vzdy zcela postacujicim predpokladem

prevence proti kokcidioze, je udrZzovani patfiéné hygieny v chovech.

2.7. Zakladni funkce imunitniho systému

Zakladni funkci imunitniho systému je rozliSovani mezi cizim a vlastnim a eliminace

ciziho. Cilem je zachovani integrity organismu, obrana proti infekci a imunitni dohled, tj.

likvidace vlastnich degradac¢nich produktt, nadorovych bunék atd.



2.8. Organy imunitniho systému

D¢li se na primarni a sekundarni. Nezralé lymfocyty ziskavaji svou antigenni specifitu v
primarnich lymfatickych organech (kostni dfen, thymus). V sekundéarnich lymfatickych
organech se imunokompetentni buiiky setkavaji s antigenem.

B bunky diferencuji v kostni dieni. U kralik® je mistem diferenciace B bun¢k téZ apendix.

2.8.1. Thymus

Je to plochy lalo¢naty orgdn situovany nad srdcem. Vazivovymi septy je rozdélen do
lalacki. Kazdy laliicek je rozdélen do dvou oblasti - vnéjsi kiry, kterd obsahuje 85 - 90%
thymocytii a vnitini dfené fidce osidlené thymocyty. Nezralé¢ T lymfocyty se zacinaji mnozit v
kure, kde jich vsak vétSina téz hyne. Mala subpopulace zralejSich thymocyti pak migruje do
diené, kde déle zraje a opousti thymus krevnim fecistém. Thymus obsahuje sit’ epitelialnich,
interdigitujicich dendritickych bun€k a makrofagt, které ptispivaji ke zrani thymocytl. Zrajici
T lymfocyty prochazeji pozitivni selekci umoznujici dalsi vyvoj jen tém, které rozpoznavaji
cizi peptidy ve spojeni s vlastnimi molekulami hlavniho histokompatibilniho komplexu
(MHC). Ostatni jsou eliminovany apoptézou. Pfi negativni selekci jsou dale eliminovany
thymocyty rozpoznavajici samotné vlastni MHC molekuly nebo tyto molekuly v komplexu s

vlastnim antigenem. Celkem 95 - 99% thymocytt v thymu uhyne.

2.8.2. Lymfatické uzliny

Zajistuji filtraci intersticidlni télni tekutiny a lymfy. Lymfa te€e z intercelularnich
prostoru v tkanich do lymfatickych kapilar, lymfatickych cév az do hrudniho mizovodu, ktery
spojuje lymfaticky systém s krevnim ob&hem. Pii své cesté z tkani je lymfa filtrovana pres
lymfatické uzliny, ve kterych fagocyty a dendritické bunky zachycuji antigen neseny lymfou.
Lymfatickd uzlina se déli na tfi oblasti - klru, parakortex a dfefiovou oblast. Vné&jsi kiira
obsahuje hlavné B bunky a makrofagy uspotadané do shlukli zvanych primarni folikuly. Po
stimulaci antigenem se primarni folikuly vyvijeji na sekunddrni folikuly s germinalnimi
centry obsahujicimi lymfoblasty a plazmatické bunky. Parakortex obsahuje hlavné T
lymfocyty a dendritické buniky, které sem migruji z tkani. Tato oblast se na rozdil od kiry
oznacuje jako zavisla na thymu. V dieni je malo lymfocytd, vétsSinou jde o plazmatické bunky

produkujici protilatky.



2.8.3. Slezina

Sekundérni lymfaticky organ uloZeny v bii$ni dutin€. Na rozdil od lymfatickych uzlin
filtruje krev a zachycuje pritomné antigeny. Ve sleziné jsou dva druhy tkané: ¢ervena pulpa,
ktera se uplatnuje pii likvidaci zestarlych erytrocytii a bila pulpa tvofena lymfatickou tkani.
Vétsina lymfatické tkané je uspotadana kolem centralnich artertiol jako lymfocytarni pochva.
Pochva obsahuje T a B lymfocyty tvofici primarni resp. sekundarni folikuly s germinalnimi

centry.

2.8.4. Slizni¢ni lymfaticka tkan (MALT)

Hlavnimi tkoly MALT (Mucosa Associated Lymphoid Tissue) je zabranit praniku
patogennich mikroorganizmti a zachycovani antigenl, které pies sliznicni membrany
pronikly, branit rozvoji sebeposkozujicich zanétlivych imunitnich reakci proti patogentim, ale
hlavné proti neSkodnym antigentim a poskytovat podminky pro diferenciaci lymfocyti. Jsou
to mista interakce lymfocytd s antigenem. Lymfaticka tkan je rizné sloZité¢ organizovana od

volnych shlukli bun€k po organizované struktury.

Rozlisuji se 4 typy lymfatické tkdné€ slizni€niho imunitniho systému:
* Peyerovy plaky (organizovana lymfaticka tkan).
* Difuzné rozptylené lymfocyty v lamina propria.
* M-bunky rozptylené v epitelové vrstvé, patii mezi antigen prezentujici buiky.
* Intraepitelidlni lymfocyty (IEL) leZici mezi epitelovymi bunikami sliznice. VétSinou jsou

tvotené T-lymfocyty.

Slizni¢ni imunitni systém vytvaii vysoce organizované sekundarni lymfoidni tkan¢:
* BALT (Bronchoalveolar Associated Lymphoid Tissue) v ptipadé dychaciho traktu.
* GALT (Gut Associated Lymphoid Tissue) v ptipadé¢ traviciho traktu.
GALT zahrnuje cervovity piivések slepého stfeva, sacculus rotundus, Peyerovy plaky,
intraepitelidlni lymfocyty a lymfocyty slizni¢niho vaziva.
Pro kraliky je charakteristicky zna¢né vyvinuty Cervovity piivések slepého stieva (apendix
vermiformis). Apendix hraje hlavni roli v imunitnim systému zajicovitych. Z hlediska
struktury a funkce se li$i od ostatnich savci. Tento organ plni roli primarniho lymfoidniho

organu u mladych kralik®, u starSich zvitat funguje jako sekundarni lymfoidni organ a tak



zasahuje v indukci specifické imunitni odpovédi. B bunky, které diferencuji v apendixu pfi
kontaktu se stfevni mikroflérou (Fuschuotti a kol., 1997; Lanning a kol., 2000) poté migruji
do jinych ¢asti stieva, predev§im do Peyerovych plakti. Apendix je nezbytny pro diverzifikaci
repertoaru protilatek a pro vyvoj sliznicniho imunitniho systému (Dasso a Howell, 1997,
Vajdy a kol., 1998). Sacculus rotundus ma u kralikti velmi podobnou strukturu i funkci jako
apendix.

Organizované struktury MALT obsahuji podobné jako lymfatické uzliny folikuly s

germinalnimi centry a T buné¢né oblasti.

2.9. Hlavni imunitni mechanismy kraliku proti kokcidiim

Existuji pocetné dikazy, ze velmi vyznamnou roli v obrané proti kokcidiim hraje
bunécnd imunita (Wakelin a Rose, 1990; Rose, 1996; Lillehoj, 1998; Yun a kol., 2000).
Ukézalo se, ze CD4+ T-lymfocyty (pro nékteré druhy kokcidii CD8+) jsou vyznamné
v imunitni odpovédi, které omezuje parazita v ptipadé primarni infekce. Pii naslednych
infekcich je reprodukce parazita limitovana CD8+ subpopulaci T lymfocyti, CD4+ se
uplatituje v mensi mife (Wakelin a Rose, 1990; Ovington a kol., 1995; Rose, 1996; Lillehoj,
1998). Ve vétsingé parazitickych infekei je imunitni odpovéd zprostfedkovana Thl
subpopulaci lymfocytl . Tato subpopulace produkuje IL-2 a IFN-y, ktery hraje zasadni roli
v ochrané proti patogenlim. Role bunééné imunity v ochrané proti kokcidiim byla dikladné
studovana zejména na mysich a kufatech a nedavno i na kralicich (Renaux a kol., 2001).
S imunitou hostitele je spojena slozita regulace prostfednictvim cytokinti (Ovington a kol.,
1995; Lillehoj, 1998).

Velmi vyznamnou roli hraje slizni¢ni imunita. Je obecné piijiméano, ze lokdlni imunitni
odpovéd’ zprosttedkovana GALT hraje vyznamnéjsi roli v imunité proti kokcidiéze nez
systétmova odpovéd’ (Ovington a kol., 1995; Rose, 1996; Yun a kol., 2000; Renaux a kol.,
2003).

2.10. Indukce slizni¢ni imunity

Prvni bariéra, na kterou patogeny narazeji pii vstupu do téla intestinalni cestou, je
sttevni epitel. Hlavni induktivni mista imunitni odpovédi jsou Peyerovy plaky a cervovity
piivések slepého stieva (apendix vermiformix). Antigeny jsou ve sliznici stfeva pohlceny a

zpracovany bunkami prezentujicimi antigen (APC). Vystavenim degradovanych casti



antigenu na povrchu APC jsou aktivovany rizné subpopulace T-lymfocytt, jak ty, které tvori
prozanétlivé cytokiny, tak imunosupresivni Th3 lymfocyty tvotici TGF-f.

Imunita v téchto organech je zajistovana Th2 (produkce IL-4, IL-5 a IL-10) a Th3 (produkce
TGF-B) subpopulaci T lymfocyti a je sméfovana k produkci IgA a ke stimulaci bunck
indukujici toleranci antigenii ve smyslu vyrazné snizené reakce imunitniho systému na

antigeny potravy a antigeny nepatogennich bakterii kolonizujicich stfevo.

2.11. Efektorova mista slizni¢ni imunity

Zakladni ¢asti stfevni sliznice je lamina propria, tvofena pojivovou tkani infiltrovanou
lymfatickymi buiikami, které maji primérné funkci pomocnych bun€k (Trout a Lillehoj,
1996). Vétsina lymfoidnich bunék se nachazi v lamina propria a epitelu stieva. Imunitni
odpovéd’ se tak miize vyvinout v celém stfevnim traktu. Stievni epitel je v zdsad¢ tvoren
dvéma typy bunck, proliferujicimi malo diferencovanymi buiikami stfevnich krypt a
diferencovanymi enterocyty klki tenkého stfeva a povrchu tlustého stfeva. Kromé& toho
Panethovy builky lokalizované v kryptech tenkého stieva obsahuji sekrecni granula bohaté na
lyzozym se silnou bakteriolytickou aktivitou a antibiotické peptidy, napt. kryptidin. Tim
prispivaji  kudrZzeni gastrointestinalni bariéry. Hostiteli poskytuji ochranu proti
mikroorganismiim. Enterocyty tvofi asi 90 % stfevniho epitelu. Tyto builky mimo jiné
zajistuji prenos IgA syntetizované¢ho plazmocyty lamina propria az do lumen stfeva. IgA
prevladajici na povrchu slizni¢nich membran zabranuji uchyceni mikroorganismii na povrch
epitelu (Gebbers a Laissue, 1989). Enterocyty exprimuji MHC molekuly umoznujici
specifickou odpoveéd’ a také produkuji n€které cytokiny. Pfitomnost granul v cytoplazmé

bohatych na perforin, granzymy a Fas-Ligand je dikazem cytotoxické aktivity IEL.

2.12. Dynamika imunitni odpovédi

Hlavnimi modely pro studium aspektli imunitni odpovédi vici kokcidioze jsou mysi a
kurata. Kralici nejsou tak ¢asto vyuzivani jako modelova zvifata v imunologii, proto mnoho
reagencii jako rekombinantni cytokiny a protilatky proti témto cytokinim a vétSina
povrchovych markert leukocytii neni dostupnych.

Existuje velmi malo dat tykajicich se dynamiky imunitni odpovédi proti kokcidiim u
kralikt. Jednu z mala praci sledujicich dynamiku bunééné imunity provedla Renaux a kol.

(2003). Vyvoj imunitni odpovédi byl sledovan 3, 7, 14 a 21 dni po infekci (DPI). Infikovani
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kralici vykazovali zvySujici se procento CD4+ a CD8+ lymfocyti v mezenterickych
lymfatickych nodech (MLN) a tenkém stieve, dale rozsdhlou infiltraci CD8+ lymfocyti do
lamina propria tenkého stfeva, zvySenou parazit-specifickou proliferaci MLN bun¢k a
zvysSeny titr [gG v krvi. Tyto experimenty byly provadény u kralikt starych nejméné 6 tydnt.
Sajici kréalicata nemohou byt infikovana kokcidiemi pted ptiblizn¢ 20. dnem véku. Povaha
tohoto jevu je nejasnd, ale jev byl pozorovan i u kralik drZzenych v prostiedi bez kokcidii po
nckolik generaci. Proto museji byt brany v tivahu i faktory nesouvisejici s imunitou, napf.
absence kyseliny listové v potravé. Drouet-Viard a kol. (1996) zjistili, Zze kralici v dobé
odstavu (5-6 tydnil), nejsou chranéni imunitou ziskanou od matky.

Imunogenita oslabenych linii E. intestinalis, E. magna a E. media byla prokazana
(Licois a kol., 1990, 1994, 1995), ale tyto experimenty byly provadény s 6 az 7 tydennimi
kraliky. Imunizace mlad$ich kust (25 - 29 dni) byla provadéna pouze s oslabenymi liniemi E.
magna (Drouet-Viard a kol., 1997a, 1997b) a vznik protektivni imunity byl potvrzen pomoci
hodnoceni patogenniho plisobeni kokeidii a imunitniho stavu kraliki jsou pfirastky hmotnosti
a vylu¢ovani oocyst. Pro hlubsi pochopeni vzniku imunitni odpovédi je vSak nutné i pouziti

imunologickych metod.

V této praci je sledovana dynamika imunitni odpovédi vici infekci dvéma nejvice
patogennimi druhy, E. intestinalis (vysoce imunogenni, parazitujici v tenkém stievé) a E.
flavescens (slabé imunogenni, parazitujici v tlustém stfevé) metodou blastické transformace
lymfocyti a sledovanim zmén hmotnosti slezin a MLN. Podstatou metody blastické
transformace lymfocytl je jejich uvedeni do aktivniho stavu prostfednictvim stimulace
nespecificky pisobicimi mitogeny nebo specifickymi antigeny. Lymfocyty na tuto stimulaci
reaguji proliferaci, jejiz intenzita se sleduje. Dale byla témito metodami sledovana imunitni

odpoveéd’ v zavislosti na véku kralicat v den inokulace.
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3. Materialy a metody

3.1. Zvirata

K pokustim byli pouziti SPF (specific patogen-free) kralici hmotnostni kategorie 1 - 1,5
kg, tedy véku kolem 6 - 7 tydnti. Krélici byli odebirani od firmy ANLAB (Praha).
Klece v chovné mistnosti, ve kterych byli kralici prosti kokcidii drzeni, jsou umistény na
nerezovych stolech pod lamindrnimi jednotkami NU-114-630E (vyrobce Nuaire, USA —
dodavatel Nymro, s. 1. 0., Brno).
Krmiva, voda a klece jsou sterilizovany, coz umoznuje drzet kraliky prosté kokcidii a také
odchovavat mladata prosté kokcidii. Nepfitomnost parazita u mlad’at byla potvrzena

koprologickym vySettenim.

3.2. Parazit

V pokusech jsem pracoval se dvéma druhy kokcidii, Eimeria intestinalis ziskané
z Francie (Unité de Pathologie du Lapin, INRA, BASE, Tours, France) a E. flavescens. Cisty
kmen této kokcidie byl ziskan v Laboratofi kokcidii Parazitologického ustavu Biologického

centra AVCR.

3.3. PomnozZeni kokcidii, sbér a purifikace oocyst

Kralikim bylo podano 3000 oocyst E. intestinalis nebo 1000 oocyst E. flavescens.
Vytézek oocyst &inil piiblizng 10° u E. intestinalis 10° u E. flavescens. Prepatentni perioda
obou druhii je 9 dni. Kralik byl proto za ucelem ziskani oocyst utracen 10 dni po inokulaci
(DPI).

Kralici byli krmeni a napajeni ad libitum, podavani pevného krmeni bylo ukon¢eno 24
hodin pfed odebiranim oocyst. Timto zplGsobem eliminujeme ztraty oocyst, které by vysly
s trusem. Také predejdeme vyskytu vétSich rostlinnych castecek v zaludku a slepém stieve.
Sbér oocyst je mozny dvéma zpiisoby - a sice z trusu nebo slepého stieva a Zaludku. Druhy
zpusob je preferovan z divodu minimdalni pravdépodobnosti kontaminace a také kvuli
nepfitomnosti vétsich rostlinnych zbytkli (Coudert a kol., 1995). Obsah zaludku a slepé¢ho
stteva byl roziedén v 200 - 300 ml vody obsahujici n¢kolik kapek detergentu (tekuté mydlo) a
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po 1 hodin¢ prefiltrovan pies sitko (150 um). Zbytek materialu v sitku byl znovu rozifedén a
zfiltrovan. Filtrat (600 - 800 ml) byl centrifugovéan pti 800 - 1000 g po dobu 3 az 5 minut.
Pelet byl resuspendovan v roztoku siranu hotec¢natého (MgSO4) o hustoté 1,14 g/ml, ktery je
k oocystam Setrnéjsi nez chlorid sodny (NaCl). Nasledovala opét centrifugace (10 minut pii
1000 g). Poté byl odebran supernatant a promyt nejprve 3krat v destilované vodé¢ a pak
osSetfen v chlornanu sodném (NaClO), ktery jednak eliminuje neZadouci bakterie a také
zamezi shlukovani oocyst, takze podminky sporulace jsou pak standardni. Chlornan byl

odstranén Ctyfmi promytimi ve vodé.
3.4. Sporulace

Suspenze byla inkubovéana na rota¢ni tfepacce pii pokojové teploté po dobu 72 hodin
pro E. intestinalis i E. flavescens. Nadoba se suspenzi byla zaplnéna maximalné do 30%
objemu. Oocysty byly ve 2,5% roztoku dichromanu draselného. MnoZstvi oocyst
nepiesahovalo 3x10%ml suspenze.
3.5. Priprava antigenu (Ag)
3.5.1. Oocystovy Ag

Vycisténé oocysty byly diikladné promichany se sklenénymi kuli¢kami o praiméru
I mm a tfepany s pouzitim tfepacky (beadbeater), sonikovany a centrifugovany pii 13500
ot./min. Po zméfeni koncentrace proteinu byl supernatant rozdélen do alikvét a zamrazen.
3.5.2. Sporozoitovy Ag

Oocysty byly rozbity v homogenizatoru, ziskané sporocysty byly dany do excysta¢niho
media. Uvolnéni sporozoiti byli promyti v PBS (phosphate buffer solution) a vyciSténi ptes

filtr o velikosti pord 5 pum. Ag byl pfipraven ctyimi cykly zmrazeni v tekutém dusiku,

rozmrazeni a sonikaci.
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3.6. Inokulace pokusnych zvirat

Pocet oocyst potifebny k inokulaci byl spocitan ve 40 sloupcich McMasterovy pocitaci
komurky a vynasoben fedénim. Dany vysledek je roven poctu oocyst v 1 ml. Suspenze oocyst
byla nafedéna tak, aby potfebné inokulum bylo maximalné v 200 pl. Kralici byli inokulovani
2000 oocyst E. intestinalis nebo stejnym poétem oocyst E. flavescens. U mlad’at byla rovnéz
davka oocyst pro inokulaci 2000 u obou druhli kokcidii. Oocysty byly kralikim podany
peroralné. Inokulace byla provadéna pomoci mikropipety, jejiz Spicka byla vlozena pod jazyk
kralika.

3.7. Usporadani pokusi

Kralici (1 - 1,5 kg) byli inokulovani a utraceni po 7, 14 a 21 dnech. Po¢ty pokusnych
zvifat a antigeny, které byly pouzity ke stimulaci lymfocytl jsou uvedeny v tabulce 2.

Pocty mlad’at inokulovanych ve véku 14, 16, 19, 22, 25, 29 a 34 dni zivota (v ptipad¢ E.
flavescens od 19. dne) a antigeny pouzité ke stimulaci lymfocyti jsou uvedeny v tabulce 3.
Mléad’ata byla utracena 14 dni po inokulaci (DPI). Tuto dobu jsme zvolili na zakladé vysledki
s odrostlymi kraliky, u kterych test proliferace lymfocytt daval spolehlivé vysledky 14 DPI.
Pocty kontrolnich mlad’at odpovidaly poctu inokulovanych v jednotlivych vékovych

intervalech.

Tabulka 2

DPI

Pocet zvifat infikovanych
E. intestinalis, bufiky 10 7 6 6

stimulované oocyst. Ag

Pocet zvitat infikovanych
E. intestinalis, buiiky 7 5 5 5

stimulované sporoz. Ag

Pocet zvitat infikovanych
E. flavescens, buiiky 7 5 4 5

stimulované oocyst. Ag

Pocet zvitat infikovanych
E. flavescens, buiiky 7 4 4 6

stimulované sporoz. Ag
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Tabulka 3

Stafi mlad’at v dob¢ inokulace (dny)

14 16 19 22 25 29 34

Pocet zvifat infikovanych
E. intestinalis, buiky 3 3 3 3 4 3 4

stimulované oocyst. Ag

Pocet zvitat infikovanych
E. intestinalis, buiiky 3 3 3 3 4 3 4

stimulované sporoz. Ag

Pocet zvitat infikovanych
E .flavescens, buiiky - - 3 3 4 4 4

stimulované oocyst. Ag

Pocet zvitat infikovanych
E. flavescens, buiky - - 3 3 4 4 4

stimulované sporoz. Ag

3.8. Odbér organii

Sterilné, za pomoci sterilnich nastroji a chirurgickych rukavic, byly vypreparovany
vSechny mezenterické lymfatické uzliny (MLN) a slezina, jejichz hmotnosti byly zvazeny.
Dale bylo odebrano tlusté stfevo (v ptipadé inokulace E. flavescens) nebo ileum a zadni

jejunum (po inokulaci E. intestinalis). V pfipad¢ kontrolnich zvitat oboji.
3.9. Test proliferace lymfocytia

Lymfocyty byly ziskany ze steriln¢ vypreparovanych MLN.

MLN byly protlaceny ptes sitko do media RPMI-1640 (bez séra) a tak byly ziskany jednotlivé
bunky. Vznikla suspenze byla pfevedena do zkumavky a zcentrifugovéana (1000 ot./min, 4°C).
Bunky byly celkem 3krat promyty v mediu. Tento postup umoznil odstranéni nezaddoucich
slozek, napft. ¢astecek tuku.

Po promyti byly buniky resuspendovany v 1 ml media RPMI-1640, obsahujici 10% bovinniho
fetalniho séra (BOFES), L-glutamin, penicilin, streptomycin a 2-merkaptoethanol. Poté byly
bunky spocitany v Biirkerové komirce a jejich zivotnost zhodnocena na zdkladé vylouceni
trypanové modii. Spocitané buiiky byly nafedény mediem tak, aby vznikla bunécna suspenze

obsahovala 10° bungk/100pl. Takto pfipravena suspenze byla rozkapana do 96-jamkového
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mikrotitracniho panelu (TRP) s plochymi dny jamek po 100 ul/jamku. Nespecificka stimulace
byla vyvoldna mitogeny konkanavalinem A (ConA) a fytohemaglutininem (PHA) (Sigma).
Vysledné koncentrace v jamce byla 5 pg/ml. Dale byly pouzity antigeny piipravené z oocyst a
sporozoitti. Pro kontrolu a kazdou hodnotu koncentrace byly pouzity tfi jamky.

Jednotlivé trojice jamek s nasazenou bunécnou suspenzi byly prevrstveny 100 upl Cistého
media (kontrola), 100 pl media skoncentracemi Ag upravenymi tak, aby vysledna
koncentrace Ag v prisluSnych jamkéch byla 10, 5, 1 a 0,2 pg/ml. Takto nasazené buiiky byly
kultivovany v termostatu (37°C a 3,5% CO;) po dobu 3 dnil. Po této kultivaci bylo z kazdé
jamky odebrano 100 pl a pteneseno do nového panelu a poté do kazdé jamky ptidano 10 pl
reagencie Cell-counting kit 8 (CCK-8, Fluka) a na 4 hodiny ulozeno do termostatu. Tato
reagencie umoziuje snadnou analyzu vzorku vyuzivajici ve vodé rozpustné tetraazoliové soli
WST-8 [2-(2-methoxy-4-nitrofenyl)-3-(4-nitrofenyl)-5-(2,4-disulfofenyl)-2H  tetraazolium
barvivo formazan. Test je vyhodnocen zméfenim absorbance pomoci ELISA readeru pii
vlnové délce 450 nm. Z naméfenych hodnot byly spocitany stimulacni indexy jako podily
absorbance v jamkach s nejvyssi hodnotou (zpravidla 10 nebo 5 pg antigenu/ml) ku hodnoté
v jamkach, kde nebyl ptidan antigen. Vysledky byly statisticky zpracovany a na jejich zakladé
vytvoieny grafy uvedené v sekci Vysledky. Prace s buiikami probihala za sterilnich podminek

v kultivaénim boxu.

3.10. Statisticka analyza

Vysledky byly zpracovany v programu STATISTICA .
Pro zhodnoceni zmén hmotnosti MLN a slezin u odrostlych kralikii a testu proliferace
lymfocytt u odrostlych kralikii byla pouzita jednocestna ANOVA.
Rozdily v hmotnostech MLN a slezin u mlad’at ve srovnani s ptisluSnou kontrolou byly
hodnoceny pomoci Studentova t-testu. Test proliferace lymfocytli u mlad’at byl hodnocen

stejnym zptisobem.
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4. Vysledky

U odrostlych kralikii byla produkce oocyst v #adu 10° (E. flavescens) a 10° (E.

intestinalis) na zvite.

Inokulovana mlad’ata vylucovala oocysty v malém poctu od 19 dni stafi v den inokulace,

pozdé¢jsi produkce oocyst se pohybovala v fadech milionti na zvite.

Vysledky (hmotnost MLN a slezin a proliferacni test) jsou shrnuty v grafech 1- 4.

4.1. MLN a slezina u odrostlych kraliki

Graf 1: Hmotnost MLN a sleziny vyjadiena jako promile celkové hmotnosti zvifete

v zavislosti na DPI
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A) podil hmotnosti MLN na celkové hmotnosti zvifete inokulovaného E. intestinalis
B) podil hmotnosti sleziny na celkové hmotnosti zvifete inokulovaného E. intestinalis
C) podil hmotnosti MLN na celkové hmotnosti zvifete inokulovaného v E. flavescens
D) podil hmotnosti sleziny na celkové hmotnosti zvifete inokulovaného E. flavescens

* na zakladé ANOVA testu skupina statisticky signifikantné odli§na od kontroly a DPI 21 pro p < 0,05
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Z vysledk je patrné, ze v ptipadé MLN doslo ke statisticky vyznamnému zvétSeni 14
DPI v ptipad¢ obou druht kokcidii.
Hmotnost slezin inokulovanych zvifat se statisticky neliSila od zvifat kontrolnich bez ohledu

na to, jakym druhem kokcidie byli kralici inokulovani.

4.1.1. MLN a slezina u mlad’at

Graf 2: Hmotnost MLN a sleziny vyjadiena jako promile celkové hmotnosti zvifete

v zavislosti na jeho véku v den inokulace
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A) podil hmotnosti MLN na celkové hmotnosti zvifete inokulovaného v daném véku E. intestinalis
B) podil hmotnosti sleziny na celkové hmotnosti zvifete inokulovaného E. intestinalis

C) podil hmotnosti MLN na celkové hmotnosti zvifete inokulovaného v E. flavescens

D) podil hmotnosti sleziny na celkové hmotnosti zvifete inokulovaného E. flavescens

* na zakladé Studentova t-testu vyznamné rozdily mezi kontrolnimi a inokulovanymi zvifaty pro p < 0,05

Vysledky ukazuji, ze v pribéhu infekce nedochazi ke zvétseni slezin bez ohledu na to,

jakym druhem kokcidie byla zvitata inokulovana.
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V ptipadé MLN jsme pozorovali statisticky vyznamné zvétSeni pii véku 25 dni v dobé
inokulace a pozdéji. V ptipadé 2A nebyl pii v€ku 34 dni v dob¢ inokulace nardst hmotnosti
MLN oproti kontrole statisticky vyznamny.

4.2. Test proliferace lymfocytii u odrostlych kraliki

Graf 3: Zavislost proliferace lymfocyt na DPI
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Zvitata byla inokulovana: A) oocystovym Ag pfipravenym z E. intestinalis
B) sporozoitovym Ag z E. intestinalis
C) oocystovym Ag z E. flavescens
D) sporozoitovym Ag z E. flavescens

* na zakladé ANOVA testu skupina statisticky signifikantné odligné od kontroly pro p < 0,05
Vysledky ukazuji, ze v ptipadech 3A a 3C dochazi ke zvySeni proliferace lymfocyti ve

srovnani s kontrolnimi zvitaty jiz 7 DPI a totéZ bylo zjisténo 14 1 21 DPI. V ptipadech,
kdy byl pouzit sporozoitovy Ag, se statisticky vyznamna proliferace objevuje az 14 DPI.
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4.2.1 Test proliferace lymfocyti u mlad’at

Graf 4: Zavislost proliferace lymfocyt na véku kralic¢at v dobé inokulace
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T- lymfocyty stimulované : A) oocystovym antigenem E. intestinalis
B) sporozoitovym antigenem E. intestinalis
C) oocystovym antigenem E. flavescens
D) sporozoitovym antigenem E. flavescens

* na zdkladé Studentova t-testu vyznamné rozdily mezi kontrolnimi a inokulovanymi zvitaty

pro p <0,05

Vysledky ukazuji, ze od 19. dne véku dochézi u obou druhii kokcidii ke stimulaci
lymfocytii antigenem jak oocystovym tak sporozoitovym. Z graft se zda, Ze vrchol
proliferace lymfocytl u zvitat inokulovanych E. intestinalis se pohybuje okolo 29. dne Zivota,

nicmén¢ to nebylo statisticky potvrzeno.

U zvifat inokulovanych E. flavescens nebyla pozorovana dynamika imunitni odpovédi tak

vyrazna jako v ptipadé¢ inokulace E. intestinalis.
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5. Diskuse

Existuji pocetné studie prokazujici dominantni roli buikami zprostiedkované imunitni
odpovédi proti infekci kokcidiemi u kutfat a mysi (Lillehoj, 1998; Rose a Long, 1970;
Wakelin a Rose, 1990). Role T lymfocyti je potvrzena jejich proliferaci v pfitomnosti
parazitarnich antigend (Martin a kol., 1993, 1995; Rose a kol., 1988b; Wakelin a kol., 1993).
Podobnych studii zabyvajici se touto tématikou u kralikti existuje doposud velmi malo.
Podobné¢ jako u mysi (Rose a kol., 1990) byla u kralikt proliferace lymfocytti stimulovanych
specifickym antigenem detegovdna v MLN za 7 DPI a signifikantni se stala 14 DPI (Renaux a
kol., 2003). Z hlediska Zivotniho cyklu 7 DPI u obou druhli parazita probihd posledni
merogonie. 14 DPI uz jsou pfitomni jen gamonti, jejichz pocet v hostiteli je uz nizky. Piesto
je proliferace v tomto obdobi nejvyraznéjsi diky jiz vytvorenym pamétovym lymfocytim.

V nadi studii jsme kromé starSich zvifat sledovali také vyvoj imunitni odpovédi u
mlad’at, po¢inaje 14. dnem zivota. Na zéklad¢ vysledkt dosazenych u odrostlych kralikii byla
proliferace lymfocytli u mlad’at testovana 14 DPI. Blasticka transformace byla vyvoldna in
vitro antigeny pfipravenymi z oocyst nebo sporozoiti. U mlad’at byla poprvé proliferativni
odpovéd’ zaznamenana pii inokulaci v 19. dni Zivota, coz plati pro oba sledované druhy
kokcidii. Produkce oocyst byla u téchto zvifat velmi nizkd. Nicmén€ i maly pocet stadii
parazita vedl knavozeni bunééné imunitni reakce. Mezi stimulacemi oocystovym a
sporozoitovym antigenem piipravenym z dané kokcidie nebyl pozorovan signifikantni rozdil.
U slezin nebyl ani v jednom z hodnocenych piipadl pozorovan statisticky vyznamny nartst
hmotnosti. Naproti tomu MLN dosahly maximalniho zvétSeni 14 DPI. U mlad’at doslo ke
zvétseni MLN oproti kontrolnim zvitatim pii inokulaci obéma druhy kokceidii ve véku 25 dni.
Protoze naprostou vétSinu bun¢k v MLN tvofi lymfocyty, 1ze ptedpokladat, ze je zde ptimy
vztah mezi pocCtem bunék a jejich hmotnosti. ZvySeni poctu lymfocyt v MLN je ziejmé
projevem lokdlni imunitni odpovédi.

Srovnani obou druhii kokcidii ukazalo, Ze jejich imunogenita nema zésadni vliv na
vysledek testu proliferace lymfocytti. Organismus jako celek je vSak nesrovnatelné slozitéjsi
systém, takze i ptes schopnost antigent stimulovat proliferaci lymfocyti je stupen ziskané

imunity po primdrni infekci raznymi druhy kokcidii zdsadné odlisny.
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6. Zavér

Dynamika imunitni odpovédi vici infekci Eimeria intestinalis (vysoce patogenni,
vysoce imunogenni) a E. flavescens (vysoce patogenni, malo imunogenni) byla studovana
metodou blastické transformace u SPF (specific pathogen-free) kralikli, metodou testu
proliferace lymfocytl a sledovanim zmén hmotnosti MLN a slezin. Ob¢ metody byly
provadény u odrostlych kralika (1 - 1,5 kg) a mladat.

V hmotnostech slezin nebyl mezi kontrolnimi a inokulovanymi zvifaty zaznamenan
statisticky signifikantni rozdil ani v jednom ze sledovanych intervall. Zjisténé hodnoty byly
velmi podobné u mladych i odrostlych kralik bez ohledu na to, jakym druhem kokcidie byli
inokulovani. Naproti tomu hmotnost MLN inokulovanych zvitat se od kontroly lisila uz 7
DPI, maxima dosahla 14 DPI. U mlad’at inokulovanych v rtizném véku se hmotnost MLN
zacala zvySovat u zvifat inokulovanych v 19. dni Zivota. Prib¢h infekce byl velmi podobny u
obou druhii kokcidii.

Test proliferace lymfocytl u odrostlych kralikti vykazoval ptiblizn¢ stejné vysledky 14 a
21 DPI u obou druht kokcidii. U mlad’at inokulovanych vysoce imunogenni E. intestinalis
byla proliferativni odpovéd’ vyssi u inokulovanych nez u kontrolnich zvitat od 19. dne Zivota.
U mlad’at inokulovanych méné imunogenni E. flavescens byly hodnoty stimula¢niho indexu
ponékud niz§i nez v piipadé E. intestinalis. Imunitni odpovéd podle druhu pouzitého

antigenu (oocystového nebo sporozoitového) se nelisila.
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