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ABSTRACT. The aim of the study was to evaluate an influence of vaccination of the final host on F. hepatica deve-
lopment in intermediate hosts. Fluke eggs were isolated from the biliary tracts of calves vaccinated orally with recom-
binant cysteine proteinase of F. hepatica after the challenge infection and from control calves which received the infec-
tion only. To asses the effect of the vaccine on egg "hatch rate" the eggs were transferred to the Petri dishes with distil-
led water and incubated at 25°C for 16-19 days. They were subsequently exposed to light for about 2 h, at a tempera-
ture of 27 + 1°C, to stimulate sprouting of the miracidia and asses the egg hatchability. In order to evaluate infectivity
and pathogenicity of the miracidia, single miracidium infections of Lymnea truncatula by F. hepatica were carried out
under laboratory conditions using 4-mm-high snails. The prevalence of snail infections with F. hepatica was calculated
using the ratio between the number of cercariae-shedding snails in each group and that of surviving snails. It appeared
that the eggs isolated from immunized calves demonstrated significantly lower hatchability than the eggs isolated from
non-vaccinated control hosts. Also, the proportion of infected snails as well as their mortality were lower after exposi-
tion to miracidia originating from vaccinated calves. It is suggested that effectors of the immune response in vaccina-
ted calves inhibited in part biological activity of cysteine proteinases of the fluke which are known to be involved in
egg shell formation, penetration of host’s tissues and worm feeding.
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Epidemiologia fascjolozy zwigzana jest nie tyl-
ko z lokalnym wystepowaniem zywicieli posre-
dnich — Slimakéw stodkowodnych z rodziny Lym-
naeidae, z ktérych blotniarka moczarowa (Galba
truncatula) uznawana jest za gléwnego zywiciela
posredniego motylicy watrobowej, ale réwniez od
jakosci jaj przywry wydalanych do Srodowiska
przez zywicieli ostatecznych.

Zaobserwowano, ze gatunek zywiciela ostatecz-
nego moze odgrywac istotng rolg w rozwoju larwal-
nym F. hepatica w zywicielu posrednim przez ogra-
niczenie lub wzrost liczby redii i powstajgcych

w nich cerkarii. Vignoles i wsp. [1] stwierdzili
znacznie wyzsza liczbe rozwijajacych sie cerkarii
w Slimakach zarazonych miracydiami pochodzacy-
mi z jaj izolowanych z watréb nutrii niz zanotowa-
ng po zarazeniu miracydiami wyklutymi z jaj F. he-
patica pasozytujacych u bydta czy owiec. Réwniez
wskaznik przezywalnosci zywicieli posrednich za-
razonych tymi miracydiami byl znacznie wyzszy
niz w pozostatych grupach zywicieli ostatecznych.
Jaja F. hepatica wyizolowane z bydta lub owiec
sg bardziej zywotne, a wiec bardziej skuteczne
w transmisji pasozyta niz jaja izolowane z watréb
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kréliczych. Ekstensywnos$¢ zarazenia oraz liczba
rozwijajacych sie w zywicielach posrednich cerkarii
byty znacznie wyzsze w zarazeniu miracydiami z jaj
motylic pochodzgcych od bydta i owiec w poréwna-
niu z wyizolowanymi od krélikéw. Wedtug Ronde-
lauda i Dreyfussa [2] powigzane jest to z ostabio-
nym wzrostem dorostych pasozytéw w ciele kroli-
ka, ograniczeniem ptodnosci i zywotnosci jaj. Ma to
swoje konsekwencje wyrazajace si¢ niskim (30%)
wskaznikiem wylggania miracydiow z jaj, jak réw-
niez redukcja ekstensywnosci zarazenia oraz liczby
cerkarii F. hepatica.

Ponadto, wyniki niektérych badan sugeruja, ze
na potencjal rozwojowy jaj F. hepatica wptywaé
moze status immunologiczny zywiciela ostateczne-
go, a w szczegblnosci stopienn odpornosci na inwa-
zje tej przywry [3, 4]. W prezentowanych doswiad-
czeniach badano wplyw doustnego szczepienia cie-
Iat liofilizowang transgeniczng satata z ekspresja
proteazy cysteinowej F. hepatica na liczbg i poten-
cjal rozwojowy jaj przywr zasiedlajacych watroby
szczepionych zwierzat.

Materialy i metody

Hodowla slimakéw

Galba truncatula pochodzity z hodowli laborato-
ryjnej z Zaktadu Parazytologii i Inwazjologii Szko-
ty Gléwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warsza-
wie. Slimaki byty hodowane na szklanych ptytkach
Petriego @ 10 cm (sterylizowanych w temp. 200°C).
Do ich hodowli i pielggnacji stosowano przegoto-
wang wode wodociggowsa. Po przegotowaniu woda
byta napowietrzana. Slimaki karmiono glonami [5]
z rodzaju Oscillatoria co drugi dzier. Hodowle¢ pro-
wadzono w stalej temperaturze i fotoperiodzie za-
leznym od pory roku.

Glony z rodzaju Oscillatoria hodowano na ptyt-
kach Petriego (szklanych) & 10 cm sterylizowanych
w temperaturze 200°C. Podtoze do hodowli stano-
wit it rzeczny wyprazony w temperaturze 200°C.
Mieszaning itu rzecznego i wody o ggstosci ciasta
drozdzowego pokrywano dno szalki i nanoszono
kilka fragmentéw ,murawy glonowej”. Szalki
z ,nasadzeniem” umieszczono pod swietldwkami
FLUORA OSRAM L36W/77 i hodowano przy sta-
tym oswietleniu co najmniej 48 godzin.

Otrzymywanie miracydiow

Jaja motylicy wyizolowano z pecherzykéw zot-
ciowych cielgt immunizowanych i kontrolnych
w 14 tygodniu po zarazeniu dawkg 400 mc/zwierze.

Wyizolowane jaja, po odptukaniu pozostatosci
z6kci, umieszczono w wodzie hodowlanej w zacie-
nionym naczyfku, w temperaturze 25°C. Po upty-
wie 16—19 dni [6] naczynko z jajami umieszczono
w lodéowce w temperaturze 4°C na 25-30 minut
w celu stymulacji klucia miracydiéw, a nastgpnie
wystawiono na swiatto. Badania wskaznika wylega-
nia miracydiow przeprowadzono na 16 prébach po
50 jaj. W kazdej z préb okreslono odsetek wyklu-
tych jaj.

Zarazenie Slimakow

Na 16-19 dni przed planowanym zarazeniem od-
powiednig liczbe jaj przenoszono do naczynia z wo-
dg wodociggowa i umieszczono w ciemnosci, w cie-
plarce w temperaturze 25°C. W dniu zarazenia na-
czynie z jajami wstawiono na 25-30 minut do 4°C,
a nastepnie ustawiono w poblizu Zrédta Swiatta. Po
kilku minutach z jaj wylegaly si¢ ruchliwe postaci
larwalne motylicy. Przy pomocy pipetki pasteurow-
skiej wytawiano odpowiednig liczb¢ miracydiéw
i przenoszono do dotkéw o pojemnosci 3 ml w plyt-
kach polipropylenowych. W dotkach umieszczano
pojedyncze slimaki o wysokosci muszli 4 mm oraz
2 miracydia. Po uptywie 24 godz. slimaki przeno-
szono na plytki Petriego z glonami. Lacznie zarazo-
no 100 slimakéw; 5 grup po 10 osobnikéw zarazo-
no miracydiami wyhodowanymi z jaj pochodzacych
od cielgt immunizowanych proteinazg cysteinowa,
a kolejne 5 grup zarazono miracydiami wyhodowa-
nymi z jaj pochodzacych od cielgt kontrolnych.

Okreslanie stopnia zarazenia Slimakow

Zarazenie Slimakow stwierdzono wykonujac ich
sekcje po 80 dniach od ekspozycji na miracydia. Sli-
maki padle podczas doswiadczen analizowano na
biezgco. Zbierano rowniez i liczono metacerkarie
powstate z cerkarii, ktére opuscily zywiciela przed
dniem sekcji. Podczas sekcji — po rozkruszeniu
muszli cerkarie wydostawaty sie do szalki. Rozpre-
parowane slimaki oraz wydostajace si¢ z nich cerka-
rie przenoszono do probéwek z wodg o pojemnosci
10 ml. Cerkarie liczono pod mikroskopem w komo-
rze McMastera. Wyliczano srednig z czterech po-
wtorzen.

Wyniki

Odsetek jaj zdolnych do rozwoju do postaci mi-
racydium, izolowanych z motylic watrobowych po-
chodzacych od zywicieli ostatecznych (cielgta) uod-
pornionych rekombinowang proteazg cysteinowg
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Rys. 1. Odsetek jaj F. hepatica rozwijajacych si¢ w mi-
racydia. A — jaja izolowane po zarazeniu ,,challenge”

z z6kci cielat szczepionych rekombinowang proteaza cy-
steinowg motylicy, B — jaja uzyskane z zéfci cielat
kontrolnych

Fig. 1. Percentage of miracidia hatched from eggs of F.
hepatica isolated after challenge infection from vaccina-
ted (A) and control (B) calves
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Rys. 3. Smiertelnos¢ slimakéw eksponowanych na mi-
racydia wyklute z jaj F. hepatica izolowanych z zékci
cielat szczepionych (A) i kontrolnych (B).

Fig. 3. Mortality of snails infected with miracidia which
developed from F. hepatica eggs isolated from vaccina-
ted (A) and control (B) calves).

przeciwko inwazji F. hepatica i cielgt kontrolnych
przedstawia Rys. 1.

Wskaznik wylggania miracydiéw pochodzacych
z jaj izolowanych z motylic grupy immunizowane;j
wykazuje nizszg srednig wartos¢ (74,4%) w stosun-
ku do kontroli (81,6%). Analiza statystyczna po-
twierdzita istotnos¢ tej réznicy (p< 0,05).

Srednia ekstensywnos¢ zarazenia slimakéw eks-
ponowanych na miracydia (Rys. 2) grupy immuni-
zowanej prezentuje nizszg wartos¢ (52%) w stosun-
ku do kontroli (60%). Réwniez analiza statystyczna
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Rys. 2. Ekstensywnos¢ zarazenia slimakéw eksponowa-
nych na miracydia wyklute z jaj F. hepatica izolowa-
nych z z6ici cielat szczepionych (A) i kontrolnych (B).
Fig. 2. Prevalence of F. hepatica infection in snails
exposed to miracidia originating from vaccinated (A)
and control (B) calves
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Rys. 4. Srednia liczba cerkarii uzyskanych ze slimakéw
zarazonych miracydiami wyklutymi z jaj F. hepatica
izolowanych z z6tci cielat szczepionych (A) i kontrol-
nych (B).

Fig. 4. The mean number of cercariae which developed
in snails infected with miracidia originating from vacci-
nated (A) and control (B) calves

potwierdza wptyw immunizacji na zarazenie Galba
truncatula (p<0,05).

Sredni wskaznik $miertelnosci (Rys. 3) byt istot-
nie (p<0.05) nizszy wsréd slimakéw zarazonych
miracydiami grupy immunizowanej (56%) w po-
rownaniu do kontroli (65%).

Wplyw statusu immunologicznego zywicieli
ostatecznych na rozwdj cerkarii w Galba truncatula
przedstawia Rys. 4. Srednia liczba cerkarii rozwija-
jacych si¢ w slimakach eksponowanych na miracy-
dia pochodzace z jaj motylic wyizolowanych z wa-
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tréb immunizowanego bydla (316) nie réznita si¢
znaczaco od kontroli (370).

Dyskusja

Slimaki zarazano dawka dwéch miracydiéw
gdyz warunkuje ona wysoki wspotczynnik zaraze-
nia. Zaobserwowano, ze przy ekspozycji na dwa mi-
racydia 85% G. truncatula ulega zarazeniu [7].

Przeprowadzone badania wykazaly, ze immuni-
zacja bydta rekombinowang proteazg cysteinowg F.
hepatica powoduje, ze przywry osiggajgce dojrza-
tos¢ plciowq sktadajg jaja o obnizonym potencjale
rozwojowym lub tez jaja sg uszkadzane w trakcie
przebywania w z6tci uodpornionych cielat. Swiad-
czy o tym obnizenie wskaznika wylggania miracy-
diéw z jaj motylicy watrobowej w stosunku do kon-
troli.

Weczesniejsze badania wykazaly, ze w z6tci im-
munizowanych przeciwko inwazjom robakéw paso-
zytniczych, jak réwniez naturalnie zarazonych prze-
zuwaczy, obecne sg swoiste przeciwciata [8—10].
Sugeruje sie, ze za uszkodzenia jaj odpowiedzialne
sg wytworzone w wyniku immunizacji przeciwciata
swoiste dla antygendéw szczepionkowych [4]. Moz-
na przypuszczaé, ze za ostabienie zdolnosci rozwo-
jowych jaj, jak réwniez stabszg inwazyjnos¢ i pato-
gennos¢ miracydiow wobec zywicieli posrednich,
obserwowane w trakcie naszych badan, mogg by¢
odpowiedzialne obecne w z6lci przeciwciala prze-
ciwko proteazie cysteinowej F. hepatica. Proteazy
cysteinowe pelnig wiele istotnych funkcji w fizjolo-
gii F. hepatica. Enzymy te biorg udzial w rozktada-
niu tkanek zywiciela podczas wedréwki, odzywia-
niu si¢ pasozyta, walce z odpowiedzig immunolo-
giczng, a takze prawdopodobnie w tworzeniu osto-
nek jaj [11]. W przebiegu cyklu zyciowego F. hepa-
tica stwierdzono wystgpowanie wielu proteinaz we-
wnatrzkomdrkowych badZz wydzielanych. Dotych-
czas scharakteryzowano proteinazy cysteinowe
z grup katepsyn L (podgrupy L1 i L2) i katepsyn B,
a takze proteinaze serynowa, asparaginowg i meta-
loproteinaze [11]. W zastosowanej w prezentowa-
nych badaniach szczepionce, antygen stanowita jed-
na z wydzielniczych proteinaz F. hepatica zalicza-
nych do katepsyn L1. Zablokowanie lub ostabienie
dzialania tej proteinazy mogto doprowadzi¢ do upo-
Sledzenia rozwoju jaj przywry a takze uposledzenia
zdolnosci penetracji tkanek Slimaka przez miracy-
dium. W grupie immunizowanej Srednia ekstensyw-
nos¢ zarazenia (52%) oraz smiertelnos¢ (56%) G.
truncatula byty nizsze niz w kontroli, nie stwierdzo-

no natomiast znaczacego wplywu immunizacji na
Srednig liczbe cerkarii rozwijajacych sie w zywicie-
Iu posrednim. Ogdlna liczba cerkarii uwalnianych
przez pojedyncze slimaki byta w obydwu grupach
podobna i zblizona do wczesniej opublikowanych
danych [12].

W pismiennictwie brak jest szerszych opraco-
wan dotyczacych wplywu statusu immunologiczne-
go zywiciela ostatecznego na rozwdéj larwalny F.
hepatica.

Wigkszos¢ dostepnych prac dotyczy raczej wpty-
wu gatunkowo swoistych czynnikow biochemicz-
nych i fizjologicznych réznych zywicieli ostatecz-
nych (bydlo, owce, kréliki, nutrie) na ekstensyw-
nos¢ zarazenia, Smiertelnos¢ slimakéw oraz liczbe
rozwijajacych si¢ w nich cerkarii. Rondelaud i Dre-
yfuss [2] wykazali, ze miracydia motylicy wyklu-
wajace sie z jaj pochodzacych od bydia i owiec sg
bardziej efektywne w transmisji fascjolozy niz jaja
F. hepatica pochodzace od krélikéw. Podobne wy-
niki uzyskali Vignoles 1 wsp. [1]. Jaja motylicy po-
chodzace od krélikéw charakteryzowatly si¢ bardzo
niskim, 30%, wskaznikiem wylggania miracydiow,
podczas gdy dla jaj uzyskanych od bydla wskaznik
ten wynosit 60-85%.

Podsumowujac, w przeprowadzonych badaniach
stwierdzono pewien wplyw szczepienia na ostabie-
nie mozliwosci transmisji fascjolozy poprzez mniej-
sza liczbe miracydidw rozwijajacych si¢ z jaj wyda-
lonych przez uodpornionych zywicieli ostatecz-
nych, a takze stabsza inwazyjno$¢ miracydiow,
ktére zdotaty opusci¢ ostonki jajowe.
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