
Epidemiologia fascjolozy związana jest  nie tyl−
ko z lokalnym występowaniem żywicieli pośre−
dnich — ślimaków słodkowodnych z rodziny Lym−
naeidae, z których błotniarka moczarowa (Galba
truncatula) uznawana jest za głównego żywiciela
pośredniego motylicy wątrobowej, ale również od
jakości jaj przywry wydalanych do środowiska
przez żywicieli ostatecznych.

Zaobserwowano, że gatunek żywiciela ostatecz−
nego może odgrywać istotną rolę w rozwoju larwal−
nym F. hepatica w żywicielu pośrednim przez ogra−
niczenie lub wzrost liczby redii i powstających

w nich cerkarii. Vignoles i wsp. [1] stwierdzili
znacznie wyższą liczbę rozwijających się cerkarii
w ślimakach zarażonych miracydiami pochodzący−
mi z jaj izolowanych z wątrób nutrii niż zanotowa−
ną po zarażeniu miracydiami wyklutymi z jaj F. he−
patica pasożytujących u bydła czy owiec. Również
wskaźnik przeżywalności żywicieli pośrednich za−
rażonych tymi miracydiami był znacznie wyższy
niż w pozostałych grupach żywicieli ostatecznych.

Jaja F. hepatica wyizolowane z bydła lub owiec
są bardziej żywotne, a więc bardziej skuteczne
w transmisji pasożyta niż jaja izolowane z wątrób
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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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króliczych. Ekstensywność zarażenia oraz liczba
rozwijających się w żywicielach pośrednich cerkarii
były znacznie wyższe w zarażeniu miracydiami z jaj
motylic pochodzących od bydła i owiec w porówna−
niu z wyizolowanymi od królików. Według Ronde−
lauda i Dreyfussa [2] powiązane jest to z osłabio−
nym wzrostem dorosłych pasożytów w ciele króli−
ka, ograniczeniem płodności i żywotności jaj. Ma to
swoje konsekwencje wyrażające się niskim (30%)
wskaźnikiem wylęgania miracydiów z jaj, jak rów−
nież  redukcją ekstensywności zarażenia oraz liczby
cerkarii F. hepatica.

Ponadto, wyniki niektórych badań sugerują, że
na potencjał rozwojowy jaj F. hepatica wpływać
może status immunologiczny żywiciela ostateczne−
go, a w szczególności stopień odporności na inwa−
zję tej przywry [3, 4]. W prezentowanych doświad−
czeniach badano wpływ doustnego szczepienia cie−
ląt liofilizowaną transgeniczną sałatą z ekspresją
proteazy cysteinowej F. hepatica na liczbę i poten−
cjał rozwojowy jaj przywr zasiedlających wątroby
szczepionych zwierząt. 

Materiały i metody

Hodowla ślimaków
Galba truncatula pochodziły z hodowli laborato−

ryjnej z Zakładu Parazytologii i Inwazjologii Szko−
ły Głównej Gospodarstwa Wiejskiego w Warsza−
wie. Ślimaki były hodowane na szklanych płytkach
Petriego ∅ 10 cm (sterylizowanych w temp. 200°C).
Do ich hodowli i pielęgnacji stosowano przegoto−
waną wodę wodociągową. Po przegotowaniu woda
była napowietrzana. Ślimaki karmiono glonami [5]
z rodzaju Oscillatoria co drugi dzień. Hodowlę pro−
wadzono w stałej temperaturze i fotoperiodzie za−
leżnym od pory roku. 

Glony z rodzaju Oscillatoria hodowano na płyt−
kach Petriego (szklanych) ∅ 10 cm sterylizowanych
w temperaturze 200°C. Podłoże do hodowli stano−
wił ił rzeczny wyprażony w temperaturze 200°C.
Mieszaniną iłu rzecznego i wody o gęstości ciasta
drożdżowego pokrywano dno szalki i nanoszono
kilka fragmentów „murawy glonowej”. Szalki
z „nasadzeniem” umieszczono pod świetlówkami
FLUORA OSRAM L36W/77 i hodowano przy sta−
łym oświetleniu co najmniej 48 godzin.

Otrzymywanie miracydiów
Jaja motylicy wyizolowano z pęcherzyków żół−

ciowych cieląt immunizowanych i kontrolnych
w 14 tygodniu po zarażeniu dawką 400 mc/zwierzę. 

Wyizolowane jaja, po odpłukaniu pozostałości
żółci, umieszczono w wodzie hodowlanej w zacie−
nionym naczyńku, w temperaturze 25°C. Po upły−
wie 16–19 dni [6] naczynko z jajami umieszczono
w lodówce w temperaturze 4°C na 25–30 minut
w celu stymulacji klucia miracydiów, a następnie
wystawiono na światło. Badania wskaźnika wylęga−
nia miracydiów przeprowadzono na 16 próbach po
50 jaj. W każdej z prób określono odsetek wyklu−
tych jaj.

Zarażenie ślimaków
Na 16–19 dni przed planowanym zarażeniem od−

powiednią liczbę jaj przenoszono do naczynia z wo−
dą wodociągową i umieszczono w ciemności, w cie−
plarce w temperaturze 25°C. W dniu zarażenia na−
czynie z jajami wstawiono na 25–30 minut do 4°C,
a następnie ustawiono w pobliżu źródła światła. Po
kilku minutach z jaj wylęgały się ruchliwe postaci
larwalne motylicy. Przy pomocy pipetki pasteurow−
skiej wyławiano odpowiednią liczbę miracydiów
i przenoszono do dołków o pojemności 3 ml w płyt−
kach polipropylenowych. W dołkach umieszczano
pojedyncze ślimaki o wysokości muszli 4 mm oraz
2 miracydia. Po upływie 24 godz. ślimaki przeno−
szono na płytki Petriego z glonami. Łącznie zarażo−
no 100 ślimaków; 5 grup po 10 osobników zarażo−
no miracydiami wyhodowanymi z jaj pochodzących
od cieląt immunizowanych proteinazą cysteinową,
a kolejne 5 grup zarażono miracydiami wyhodowa−
nymi z jaj pochodzących od cieląt kontrolnych. 

Określanie stopnia zarażenia ślimaków
Zarażenie ślimaków stwierdzono wykonując ich

sekcję po 80 dniach od ekspozycji na miracydia. Śli−
maki padłe podczas doświadczeń analizowano na
bieżąco. Zbierano również  i liczono metacerkarie
powstałe z cerkarii, które opuściły żywiciela przed
dniem sekcji. Podczas sekcji — po rozkruszeniu
muszli cerkarie wydostawały się do szalki. Rozpre−
parowane ślimaki oraz wydostające się z nich cerka−
rie przenoszono do probówek z wodą o pojemności
10 ml. Cerkarie liczono pod mikroskopem w komo−
rze McMastera. Wyliczano średnią z czterech po−
wtórzeń.

Wyniki

Odsetek jaj zdolnych do rozwoju do postaci mi−
racydium, izolowanych z motylic wątrobowych po−
chodzących od żywicieli ostatecznych (cielęta) uod−
pornionych rekombinowaną proteazą cysteinową
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przeciwko inwazji F. hepatica i cieląt kontrolnych
przedstawia Rys. 1.

Wskaźnik wylęgania miracydiów pochodzących
z jaj izolowanych z motylic grupy immunizowanej
wykazuje niższą średnią wartość (74,4%) w stosun−
ku do kontroli (81,6%). Analiza statystyczna po−
twierdziła istotność tej różnicy (p< 0,05).

Średnia ekstensywność zarażenia ślimaków eks−
ponowanych na miracydia (Rys. 2) grupy immuni−
zowanej prezentuje niższą wartość (52%) w stosun−
ku do kontroli (60%). Również analiza statystyczna

potwierdza wpływ immunizacji na zarażenie Galba
truncatula (p<0,05).

Średni wskaźnik śmiertelności (Rys. 3) był istot−
nie (p<0.05) niższy wśród ślimaków zarażonych
miracydiami grupy immunizowanej (56%) w po−
równaniu do kontroli (65%). 

Wpływ statusu immunologicznego żywicieli
ostatecznych na rozwój cerkarii w Galba truncatula
przedstawia Rys. 4. Średnia liczba cerkarii rozwija−
jących się w ślimakach eksponowanych na miracy−
dia pochodzące z jaj  motylic wyizolowanych z wą−

Rys. 3. Śmiertelność ślimaków eksponowanych na mi−
racydia wyklute z jaj F. hepatica izolowanych z żółci
cieląt 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).

Rys. 4. Średnia liczba cerkarii uzyskanych ze ślimaków
zarażonych miracydiami wyklutymi z jaj F. hepatica
izolowanych z żółci cieląt 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

Rys. 1. Odsetek jaj F. hepatica rozwijających się w mi−
racydia. A — jaja izolowane po zarażeniu „challenge”
z żółci cieląt szczepionych rekombinowaną proteazą cy−
steinową motylicy, B — jaja uzyskane z żółci cieląt
kontrolnych
Fig. 1. Percentage of miracidia hatched from eggs of F.
hepatica isolated after challenge infection from vaccina−
ted (A) and control (B) calves 

Rys. 2. Ekstensywność zarażenia ślimaków eksponowa−
nych na miracydia wyklute z jaj F. hepatica izolowa−
nych z żółci cieląt 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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trób immunizowanego bydła (316) nie różniła się
znacząco od kontroli (370).

Dyskusja

Ślimaki zarażano dawką dwóch miracydiów
gdyż warunkuje ona wysoki współczynnik zaraże−
nia. Zaobserwowano, że przy ekspozycji na dwa mi−
racydia 85% G. truncatula ulega zarażeniu [7].

Przeprowadzone badania wykazały, że immuni−
zacja bydła rekombinowaną proteazą cysteinową F.
hepatica powoduje, że przywry osiągające dojrza−
łość płciową składają jaja o obniżonym potencjale
rozwojowym lub też jaja są uszkadzane w trakcie
przebywania w żółci uodpornionych cieląt. Świad−
czy o tym obniżenie wskaźnika wylęgania miracy−
diów z jaj motylicy wątrobowej w stosunku do kon−
troli. 

Wcześniejsze badania wykazały, że w żółci im−
munizowanych przeciwko inwazjom robaków paso−
żytniczych, jak również naturalnie zarażonych prze−
żuwaczy, obecne są swoiste przeciwciała [8–10].
Sugeruje się, że za uszkodzenia jaj odpowiedzialne
są wytworzone w wyniku immunizacji przeciwciała
swoiste dla antygenów szczepionkowych [4]. Moż−
na przypuszczać, że za osłabienie zdolności rozwo−
jowych jaj, jak również słabszą inwazyjność i pato−
genność miracydiów wobec żywicieli pośrednich,
obserwowane w trakcie naszych badań, mogą być
odpowiedzialne obecne w żółci przeciwciała prze−
ciwko proteazie cysteinowej F. hepatica.  Proteazy
cysteinowe pełnią wiele istotnych funkcji w fizjolo−
gii F. hepatica. Enzymy te biorą udział w rozkłada−
niu tkanek żywiciela podczas wędrówki, odżywia−
niu się pasożyta, walce z odpowiedzią immunolo−
giczną, a także prawdopodobnie w tworzeniu osło−
nek jaj [11]. W przebiegu cyklu życiowego F. hepa−
tica stwierdzono występowanie wielu proteinaz we−
wnątrzkomórkowych bądź wydzielanych. Dotych−
czas scharakteryzowano proteinazy cysteinowe
z grup katepsyn L (podgrupy L1 i L2) i katepsyn B,
a także proteinazę serynową, asparaginową i meta−
loproteinazę [11]. W zastosowanej w prezentowa−
nych badaniach szczepionce, antygen stanowiła jed−
na z wydzielniczych proteinaz F. hepatica zalicza−
nych do katepsyn L1. Zablokowanie lub osłabienie
działania tej proteinazy mogło doprowadzić do upo−
śledzenia rozwoju jaj przywry a także upośledzenia
zdolności penetracji tkanek ślimaka przez miracy−
dium. W grupie immunizowanej średnia ekstensyw−
ność zarażenia (52%) oraz śmiertelność (56%) G.
truncatula były niższe niż w kontroli, nie stwierdzo−

no natomiast znaczącego wpływu  immunizacji na
średnią liczbę cerkarii rozwijających się w żywicie−
lu pośrednim. Ogólna liczba cerkarii uwalnianych
przez pojedyncze ślimaki była w obydwu grupach
podobna i zbliżona do wcześniej opublikowanych
danych [12].

W piśmiennictwie brak jest szerszych opraco−
wań dotyczących wpływu statusu immunologiczne−
go żywiciela ostatecznego na rozwój larwalny F.
hepatica. 

Większość dostępnych prac dotyczy raczej wpły−
wu gatunkowo swoistych czynników biochemicz−
nych i fizjologicznych różnych żywicieli ostatecz−
nych (bydło, owce, króliki, nutrie) na ekstensyw−
ność zarażenia, śmiertelność ślimaków oraz liczbę
rozwijających się w nich cerkarii. Rondelaud i Dre−
yfuss [2] wykazali, że miracydia motylicy wyklu−
wające się z jaj pochodzących od bydła i owiec są
bardziej efektywne w transmisji fascjolozy niż jaja
F. hepatica pochodzące od królików. Podobne wy−
niki uzyskali Vignoles i wsp. [1]. Jaja motylicy po−
chodzące od królików charakteryzowały się bardzo
niskim, 30%, wskaźnikiem wylęgania miracydiów,
podczas gdy dla jaj uzyskanych od  bydła wskaźnik
ten wynosił 60–85%.

Podsumowując, w przeprowadzonych badaniach
stwierdzono pewien wpływ szczepienia na osłabie−
nie możliwości transmisji fascjolozy poprzez mniej−
szą liczbę miracydiów rozwijających się z jaj wyda−
lonych przez uodpornionych żywicieli ostatecz−
nych, a także słabszą inwazyjność miracydiów,
które zdołały opuścić osłonki jajowe. 
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