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Abstrakt

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo zjistit, zda ma télesna teplota hostitele, pH
prostfedi a doba expozice vliv na excystaci oocyst Cryptosporidium muris. Pro expe-
riment byl pouzit izolat CAT21 ziskany z pfirozené¢ infikované ko¢ky domaéci (Felis
catus f. domestica), ovSem primarnim hostitelem Cryptosporidium muris jsou hlo-
davci. Izolat byl dlouhodobé udrzovan v imunodeficientnich SCID mySich, ze kterych
byl prubézné odebiran trus, aby mohly byt provedeny jednotlivé experimenty. Prvnim
zkoumanym faktorem ovliviiujicim excystaci oocyst byla télesna teplota hostitele. Oo-
cysty skladované v dH,O byly vkladané do vodni lazné vytemperované na teplotu
v rozmezi 21 az 44 °C po dobu 5, 15 a 30 minut. Dle vysledk je optimalni teplota pro
excystaci oocyst C. muris CAT21 37 °C pti dob€ pasobeni 30 minut, pfi které excys-
tuje az 92 % oocyst. Do prace bylo zahrnuto navic 1 zkoumani vlivu pH prostredi na
excystaci, kdy byly oocysty vystavené pusobeni roztokit PBS o rizné hodnoté pH
(2,00 —9,00) a zahtaté ve vodni lazni na 37 °C. Optimalni pH prostiedi pro excystaci
je pH 6,00, pii kterém excystovalo az 93 % oocyst. Zivotaschopnost pouZivanych oo-

cyst byla stanovena barvenim pomoci propidium jodidu pied kazdym métenim.

Klicova slova: Cryptosporidium muris; excystace; hlodavci; kryptosporidioza; pH



Abstract

The main aim of this master's thesis was to investigate the impact of environmental
pH and the host's body temperature on the excystation of Cryptosporidium muris 0o-
cysts. The experiment utilized the CAT21 isolate obtained from a naturally infected
domestic cat (Felis catus f. domestica), although rodents are the primary hosts of Cryp-
tosporidium muris. The isolate was continuously maintained in immunodeficient
SCID mice, from which fecal samples were regularly collected for individual experi-
ments. The first factor examined for its influence on oocyst excystation was the host's
body temperature. Oocysts stored in dH2O were subjected to water baths set to tempe-
ratures ranging from 21 to 44°C for durations of 5, 15 and 30 minutes. According to
the results, the optimal temperature for excystation of C. muris CAT21 oocysts was
37°C for a duration of 30 minutes, resulting in up to 92% excystation. Additionally,
the study included an examination of the pH impact on excystation. Oocysts were ex-
posed to PBS solutions with varying pH values (ranging from 2.00 to 9.00) and heated
in a water bath at 37°C. The optimal pH for excystation was found to be 6.00, with up
to 93% excystation observed. The viability of the oocysts used was determined by

staining with propidium iodide before each measurement.
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Uvod

Kryptosporidie jsou jednobunécné eukaryotické organismy, které nalezi do kmene
Apicomplexa. VSechny druhy kryptosporidii ziji parazitickym zptisobem zivota a zpu-
sobuji onemocnéni znamé jako kryptosporididzy postihujici obratlovce vcetné Clo-
veka. Pribéh infekce se lisi v zavislosti na druhu a genotypu kryptosporidie, na véku,
respektive stari hostitele a na jeho imunitnim stavu. Lokalizace vyvojového cyklu
kryptosporidii v hostiteli je mezi druhy kryptosporidii rozdilna, pficemz rozlisujme
dvé fylogenetické skupiny kryptosporidii, a to pocetnéjsi skupinu druhti parazitujici
ve stifeve hostitele a mensi skupinu druhd obyvajici zaludek.

Prace je zaméfena na proces excystace, coz je prvni faze vyvojového cyklu kryp-
tosporidii. Pfi excystaci je parazit vystaven vnitinimu prostfedi zazivaciho traktu hos-
titele a dochazi k uvolnéni infek¢nich sporozoiti v misté infekce. Excystace zaludec-
nich druht je spousténa zejména faktory jako je télesna teplota a pH Zzaludku. Doba,
po kterou pH a teplota piisobi na oocysty, se zda byt také dulezita. U stifevnich druht
se k vySe uvedenym faktorim dale pfidava pusobeni enzymu v tenkém stfevé a pfi-
tomnost zlucovych soli. Kromé vlivu na excystaci ma teplota i pH vliv na zivotaschop-
nost oocyst i sporozoitu.

Tato diplomova prace navazuje na mou predchazejici bakalafskou praci a pod-
statné rozsifuje jeji vysledky ve studiu vliva na excystaci zalude¢nich kryptosporidii
savcu. Na zakladé doposud dostupnych naméfenych dat bylo prokazano, ze télesna
teplota hostitele méa velmi vyznamny efekt na excystaci zaludecnich kryptosporidii
savcu. Nad ramec prace byl mezi meéfeni vlivi zahrnuty i vliv pH zaludku hostitele,
ktery, jak je zndmo, ma na proces excystace taktéz znacny vliv.

Doposud bylo zvefejnéno pomérné malo studii, které se zamétrovaly na vliv téchto
faktorti. VétSina vyzkumu je orientovana na studium stfevnich druht, zatimco zalu-
decni kryptosporidie dlouhodobé ziistaly mimo zajem védeckych tyma a je zapotiebi
roz§ifit znalosti v této problematice. Z tohoto divodu byla pozornost vénovana fakto-
ram ovliviiujicich excystaci zaludecni kryptosporidie savci, konkrétné druhu Cryp-

tosporidium muris izolovaného z ptirozené infikované kocky.




1 Literarni prehled

1.1 Rod Cryptosporidium

Kryptosporidie jsou jednobunécné eukaryotni organismy spadajici do kmene
Apicomplexa (Volf a Horak, 2007). Jsou oznacovany jako obligatni gastrointestinalni
paraziti, ktefi mohou infikovat vétSinu vodnich a vSechny suchozemské obratlovce
veetné Cloveéka (Bouzid et al., 2013). Zastupci tohoto kmene patii mezi veterinarné
velmi zavazné intracelularni parazity, adaptované na zivot uvnitt buniky (Volf a Horak,
2007).

Cryptosporidium bylo ptuvodné klasifikovano jako kokcidie na zakladé podob-
nosti zivotniho cyklu (Levine, 1988). OvSem zivotni cyklus kryptosporidii vykazuje
nekolik zvlastnosti, kterymi se od kokcidii odlisuji. Kryptosporidie uvnitt hostitele pa-
razituji na apikalnim povrchu bunék, na rozdil od kokcidii, které parazituji uvnitt bu-
nek. U kokcidii existuje pouze jeden typ oocyst, naopak u kryptosporidii byly popsany
dva typy, a to oocysty tenkosténné a silnosténné. Dalsim rozdilem je necitlivost kryp-
tosporidii na téméf vSechna antikokcidika. Nasldné molekularni analyzy ukazaly blizsi
ptibuznost mezi kryptosporidiemi a gregarinami (Hijjawi et al., 2004; Petry et al.,
2004). V soucasné dobé jsou kryptosporidie povazovany za samostatnou skupinu

v ramci Apicomplexa.

1.2 Historicky prehled

1907 Kryptosporidie poprvé popsal a pojmenoval E. E. Tyzzer. V roce 1907 publiko-
val nalez vyvojovych stadii parazita, kterého nachédzel v zaludeCnich zlazach
a vykalech laboratornich mysi (Tyzer, 1907).

1910 Tyzzer navrhl pojmenovani Cryptosporidium muris pro mysi zaludecni izolat
(Tyzzer, 1910).

1912 Tyzzer publikoval popis nového druhu, tentokrat nalezeného v tenkém stfeve
u laboratornich mysi a navrhl ho pojmenovat Cryptosporidium parvum (Tyzzer, 1912).
1929 Byla popsana endogenni stadia kryptosporidii v epitelu slepého stieva slepice
(Tyzzer, 1929).

1955 Byl popsan novy druh kryptosporidie zptsobujici uhyny mladych krit a pojme-
novan Cryptosporidium meleagridis (Slavin 1955).

1971 Prvni zprava o vyskytu infekci Cryptosporidium sp. u skotu spojovanych s pru-

jmovym onemocnénim (Panciera et al., 1971).




1976 Prvni piipady lidskych infekci zptisobené kryptosporidiemi. V roce 1976 byly
publikovany dvé rozdilné zpravy o nakaze osob. Prvni nakazenou byla tfileta divka
s priznaky zvraceni, bolesti bficha a vodnatého prijmu (Nime et al., 1976). Druhy pa-
cient byl tézce dehydratovany, imunosuprimovany s chronicky vodnatym prijmem
(Meisel et al., 1976). Oba pacienti zili na farméach skotu a v obou pfipadech doslo
k vyléceni.
1980-1989 V 80. letech 20. stoleti doslo k propuknuti epidemie AIDS. Se zvySenym
poctem imunokompromitovanych osob doslo ke zvyseni hlasenych ptipadi kryp-
tosporidiozy lidi (Casemore et al., 1985).
1986 Detailni popis vyvojového cyklu kryptosporidii pomoci elektronové mikrosko-
pie a byla pozorovana vyvojova stadia kryptosporidii (Current et Reese, 1986).
1993 Prvni piipad masivni infekce kryptosporidii v lidské populaci, v Milwaukee
(USA) bylo odhadem infikovano 403 000 jedinca. Na kryptosporidie se za¢ina pohli-
zet jako na druh ohrozujici vefejné zdravi. Dochazi k novym vyzkumim k pochopeni
zdroju a prenosu, detekce a prevence Sifeni (Mac Kenzie et al., 1994).
2000 Popis nového druhu Zalude¢ni kryptosporidie savel parazitujiciho u skotu a po-
jmenovaného Cryptosporidium andersoni (dfive oznaCované jako C. muris-like)
(Lindsay et al., 2000).
2016 Popis tetiho druhu zaludeCnich kryptosporidii savci pojmenovaného Cryp-
tosporidium prolifrenas (dfive oznaCované jako C. muris TS03) (Kvac et al., 2016).
V soucasné dob¢ je pocet platnych druhi rodu Cryptosporidium 51, ptiCemz bylo
33 druht identifikovano u savct, z nichz je 20 druhii schopno infikovat lidi a zbylych
18 druhti bylo nalezeno u jinych zvifat (ryby, ptaci, obojzivelnici a plazi) (Garcia

et al., 2017; Ryan et al., 2021; Cruz-Saavedra et al., 2023).

1.3 Vyvojovy cyklus kryptosporidii

Vyvojovy cyklus kryptosporidii zahrnuje jak pohlavni, tak nepohlavni stadia
a je ukoncen uvolnénim oocyst s trusem z t€la infikovaného hostitele. Kryptosporidie
pottebuji ke svému vyvoji pouze jednoho hostitele a jejich vyvojovy cyklus 1ze rozdé-

lit do Ctyt fazi (obrazek 1).
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Cty¥i faze vyvojového cyklu:

1. Excystace (uvolnéni infek¢nich sporozoitt)

2. Merogonie (nepohlavni mnozeni v hostitelskych buiikéach)
3. Gametogonie (tvorba makrogamet a mikrogamet)
4

Sporogonie (tvorba oocysty)

1. Excystace

Cyklus zacina pozitim oocysty hostitelem (obrazek 1). Po pruniku do t€la hostitele
dochazi k excystaci, neboli k expanzi sutury, kterd je podstatna k zahajeni infekce.
Jedna se o kliCovou fazi vyvoje, pfi které sporozoit opousti oocystu a zacina infikovat
epitelialni buriky hostitele. Oocysta se otevie na jednom poélu (sutura) a uvolni Ctyfi
infekéni sporozoity, které maji tvar pilmeésice a pohybuji se klouzanim (Forney et al.,
1998).

Jejich apikalni komplex obsahuje rhoptrie, mikronemy a denzni granula. Mikro-
nemy produkuji protein podporujici pfilnuti k hostitelské buiice, zatimco rhoptrie se
pravdépodobné podili na vzniku parazitoforni vakuoly (PVM; Parasitophorus Vacu-
ole Membrane), ve kterém je parazit uzavien. U zaludecnich kryptosporidii je parazit
v PVM chréanén pied nepiiznivym zalude¢nim prostredim. Po celé buiice jsou ulozena
denzni granula, ktera uvoliuji svij obsah po vytvoreni PVM a pravdépodobné modi-
fikuji tuto strukturu pfi napadeni hostitelské buiky. Sporozoit se ptipoji k plazmatické
membrané hostitelské buriky a transformuje se na replikativni trofozoit. Dochazi
k morfologickym zménam, které zahrnuji zvétSeni jadra a zakulaceni parazita (Bonnin
et al., 1999). Transformace z invazivniho sporozoita na replikativni trofozoit je ovliv-
néna faktory odvozenych jak z parazita, tak z hostitele (O'Hara a Chen, 2011). Vyvoj
trofozoiti doprovazi tvorba ,.feeder organely, ktera propojuje parazita s cytoplazmou
hostitelské buiiky a umoziluje parazitovi Cerpat energii a ziviny ze svého hostitele.

Tento proces je obecné spustén vlivem vnitinich podnéti v téle hostitele. Tato
expozice stimuluje vypousténi infek¢énich sporozoitt, které jsou plné vysporulované
ajsou schopni zpusobit infekci v riznych Castech téla hostitele. V tomto bod€ se narazi
na rozdil mezi kryptosporidiemi a kokcidiemi, které sporuluji az po uvolnéni za pod-
minek vnéjsiho prostfedi — teplo a ptitomnost kysliku (Lindsay et al., 2000). K ex-
cystaci oocyst nékterych druhi muze dochazet v teplych vodnich roztocich, coz by

mohlo byt vysvétlenim extraintestinalnich infekci (Fayer et al., 1990).
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Excystace in vitro byla studovana spise u stievnich druht kryptosporidii (Rasmus-
sen et al., 1993; Petry 2004; Peckova et al., 2016). Aby u stievnich druhd byla vyvo-
lana excystace, musi dojit ke stimulaci kyselinami, zluCovymi solemi, proteazami
a reduk¢nimi Cinidly, coz simuluje pfechod pies zaludek do tenkého stfeva (Peckova
et al., 2016). Oproti tomu u zaludecnich druhy zfejmé vyzaduji pouze inkubaci pfi

zvySené teploté (Widmer et al., 2007).

2. Merogonie

Zivotni cyklus postupuje fazemi asexualni merogonie. Trofozoiti se nepohlavng déli
za vzniku merontu typu I, ktery obsahu Sest az osm merozoita typu I. Tito merozoiti
nasledné napadaji prilehlé hostitelské butiky. Prvni moznosti je pokracovani ve vyvoji
dalSich generaci merontt typu I, ¢imz by dochazelo ke zvySovani zavaznosti infekce,
nebo se mohou pieklenout do vyvoje merontu typu II, ktery obsahuje Ctyfi merozoity
typu II. V tomto pripadé jiz nedochazi ke zmnozeni merontt, ale k iniciaci gametogo-

nie, ¢imz za¢ina pohlavni ¢ast vyvojového cyklu (Bouzid et al., 2013).

3. Gametogonie

Pohlavni stadium zac¢ina zménou merezoita typu II v nediferencované gamety, které
se meéni v makrogamonty (samici sexualni reproduk¢ni stadia) nebo mikrogamonty
(sam¢i sexualni reprodukéni stadia). Z makrogamontu vznika jednobunécna makroga-
metu. Mikrogamonty prochazi jadernym délenim, ¢imz vznika 16 mikrogamet, které
se uvoliyji zPVM a nasledné vyhledaji a oplodni makrogametu. Timto procesem
vznika zygota. Diploidni zygota podstupuje proces podobny meidze, nazyvanym spo-

rogonie (Current et al., 1986).

4. Sporogonie

Sporogonii, kterou prochézi diploidni zygota, vznikaji ¢tyfi haploidni sporozoiti, ktefi
jsou uloZeni v oocysté, ktera mize byt tenkosténna nebo silnosténna. Tenkosténné oo-
cysty maji za ukol udrzovat infekci v téle hostitele formou autoinfekce (Bouzid et al.,
2013). K autoinfekci dochazi, kdyz se sporozoiti uvolni z tenkosténnych oocyst
a jejich cyklus probiha od zacatku. Silnosténné oocysty jsou vylucovany spole¢né
s trusem z téla infikovaného jedince, aby mohly myt poziené jinym hostitelem (Bouzid
et al., 2013). Oocysty jsou meiotické spory, které jsou odolné vii¢i vn€js§imu prostiedi.

Proto je pohlavni produkce oocyst klicova pro dalsi prenos infekce, ale maze také hrat
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dilezitou roli v udrzovani pokracujici infekce hostitele. Vytvorené oocysty jsou jedi-
necné tim, ze dokazou dospivat v hostitelské tkani a jsou schopny autoinfekce (Tandel

et al., 2019).

ANTROPONOZA

OOCYSTA

Tenkosténna e

N p
N A hd
¢ /
=i ®) = |
VU - Trofozoit
Zdrojem jsou prenadedi X . @
gq Sporozoiti
) P
(udriuje se v téle

(s pfiznaky i bez pfiznaka)
Tlustosténnd \
(vyluéované do
vnéjsiho prostiedi)
autoinfekci) Merozoiti MEROGONIE

ZOONOZA
: SPOROGONIE

Meronti
W

Hospodarska zvifata, domaci
2vifata i divoce Zjici zvifata

PROSTREDI

A
: oo
Mirogamont GAMETOGONIE

Kontaminovana voda a potrava

Merozoiti

Obrazek 1 - Zdroje infekce a vyvojovy cyklus Cryptosporidium (Mosier, 2004; upraveno)

1.3.1 Hostitelska specifita

Hostitelska specifita kryptosporidii se 1i$i v zavislosti na druhu a genotypu (Feng
etal., 2011; Kar etal., 2011). Mizeme je rozdélit dle hostitelské specifity na dvé sku-
piny. Prvni skupinou jsou druhy s Sirokou hostitelskou specifitou. Patii sem méné za-
stupcu a jedna se o druhy, které je mozné nalézt u Sirokého spektra zivocisnych druhdg.
Jsou to naptiklad C. parvum (Tyzzer, 1912), C. ubiquitum (Fayer et al., 2010), C. me-
leagridis (Slavin, 1955) nebo C. baileyi (Current et al., 1986).

Do druhé skupiny patii druhy, které jsou specifické pouze pro urcité skupiny hos-
titelt, tedy druhy s uzkou hostitelskou specifitou. Do této skupiny nalezi napfiklad
C. andersoni, typicky pro skot (Lindsay et al., 2000), nebo C. muris, ktery je sice ty-
pickym zalude¢nim druhem hlodavct (Kvac et al., 2008), ale byla popsana i piirozena
infekce u velmi omezeného spektra dalSich hostiteld. Nakaza C. muris byla popsana
u veétsich savca, naptiklad u zirafy sitované (Giraffa camelopardalis reticulata) (Ko-
dadkova et al., 2010), velblouda dvouhrbého (Camelus bactrianus) (Wang et al.,
2021), nebo naptiklad u pstrost (Struthio camelus) (Qi et al., 2014). Dalsi infekce
C. muris byly hlaseny u kocek, pst (Li et al., 2019), horskych koz a lidi (Xiao et al.,
2004).

Vramci rodu Cryptosporidium existuji také druhy, které byly nalezeny

a popsany pouze u jednoho hostitele. Do této skupiny patii C. huwi parazitujici u ryb

13



(Ryan et al., 2015) nebo C. myocastoris, které je infekéni pro nutrie (Jezkova et al.,

2021).

1.3.2 Tkanova specifita

Primarni mista infekce jsou rozdilna, v zavislosti na druhu kryptosporidie. Mtuzeme
je rozdélit do dvou skupin na zakladé predilekce ke stfevni nebo zalude¢ni sliznici.
Vétsina druht kryptosporidii je lokalizovana ve stfevech svych hostitelti. Nejcastéji
parazitovana Cast zazivaci soustavy je tenké stievo, které je osidlovano naptiklad
druhy C. parvum (Tyzzer 1912) nebo C. hominis (Morgan-Ryan et al. 2002). Slepé
sttevo nebyva Castym mistem vyskytu kryptosporidii, ov§em primarné je toto misto
osidlovano druhem C. mortiferum (Guo et al., 2015). Tlusté stfevo taktéz neni mistem
hojného vyskytu kryptosporidii. Ze znamych druht osidluje tlusté stfevo jen nékolik
z nich, napt. C. microti (Hor¢ickova et al., 2019), C. ornithophilus (Holubova et al.,
2020), C. ratti (Jezkova et al., 2021), C. occultus (Kvac et al., 2018) a C. scrofarum
(Kvac et al. 2013). Mensi skupina kryptosporidii je pfizpisobena vyvoji ve zlazach
zlaznatého zaludku (tabulka 1). U savcu byly identifikovany pouze tii druhy zaludec-
nich kryptosporidii: C. muris (Tyzer, 1907), C. andersoni, dfive znamé jako C. muris-
like (Lindsay et al., 2000) a C. proliferans, dtive znamé jako C. muris kmen TS03
(Kvac et al., 2016).

Tabulka 1 - Pfehled zalude¢nich druhi kryptosporidii (savéi druhy zvyraznéné)

Primarni

Druh hostitel Reference
C. muris hlodavci Tyzzer, 1907
C. serpentis plazi Levine, 1980
C. reichenbachklinkei ryby Paperna a Vilenkin, 1996
C. andersoni skot Lindsay et al., 2000
C. molanri ryby Alvarez-Pellitero a Sitja-Bobadilla 2002
C. galli ptaci Pavlasek 1999; Rayen et al., 2003
C. fragile zaby Jirkd et al., 2008
C. huwi ryby Ryan et al., 2015
C. proliferans hlodavci Kvac et al, 2016
C. proventriculi papousci Holubova et al., 2019
C. bollandi ryby Bolland et al., 2020
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V nekterych pfipadech byly kryptosporidie nalezeny extraintestinaln€ u zvifat
nebo u lidi s oslabenym imunitnim systémem. Napftiklad C. baileyi (Current et al.,
1986) je druh parazitujici primarné v tenkém stievé, ale parazituje i v dalSich Castech

stfeva, kloace a mize prirozené infikovat i dychaci cesty.

1.4 Kryptosporidioza

Kryptosporididza, onemocnéni zpusobené kryptosporidiemi, je celosvétoveé rozsifena
a je jednou z nejcastéjSich pfic¢in prijmovych onemocnéni u lidi a domacich zvirat
(Xiao, 2010; Guérin a Striepen, 2020). Zdravotni problémy zpusobené Cryptospo-
ridium spp. byly oznaCeny jako hlavni pfi¢ina zpomaleni ristu a amrti imunokompro-
mitovanych jedinct, narozenych zvifat a déti mladSich dvou let zejména v rozvojo-
vych zemich (Kotloff et al., 2019; Liu et al., 2016). Kryptosporidioza je také vyznam-
nym problémem vetejného zdravi v ekonomicky rozvinutych zemich. Napftiklad
ve Spojenych statech se kazdy rok odhaluje az 800 000 piipadl kryptosporidiozy
(Scallan et al., 2011) a pocet hlasenych ohnisek se zvySuje, nejvice v oblastech se §Spat-
nou hygienou (Gharpure et al., 2019; Dong et al., 2020). I kdyz jsou ptiznaky po pro-
puknuti infekce zmirnény, v trusu se vyskytuje stale velké mnozstvi infek¢nich oocyst,

a to i po dobu nekolika tydnu (Innes et al., 2020).

1.4.1 Pruabéh infekce

Prubéh infekce a zavaznost onemocnéni zavisi na konkrétnim druhu kryptosporidie
a imunitnim stavu jedince. Mezi hlavni klinické pfiznaky patii prijem, horecka, zalu-
dec¢ni potize a zvraceni (Vinayak et al., 2015) Nejvétsi problém nastava u pacientu
s oslabenym imunitnim systémem. Naopak u imunokompetentnich jedinct je prubéh
nemoci mirny a prubéh je v fad€ pripadi bezpiiznakovy (O 'Donoghue, 1995).

V ramci prabéhu infekce se rozliSuje prepatentni a patentni perioda. Patentni doba
oznacuje obdobi, po kterou je kryptosporidie pfitomna v hostiteli. Délka periody se lisi
v zavislosti na druhu kryptosporidie a véku a imunitnim stavu hostitele. U telat infiko-
vanych C. parvum muze byt patentni perioda 1-12 dni (Tzipori, 1983), ale maze byt
i vyrazné delsi, naptiklad u C. scrofarum vice nez 30 dni (Kvac et al., 2013). Prub¢h
zaludecni kryptosporididzy je chronicky, patentni perioda je tedy vyrazné delSi nez
u stievnich druhti a muze pretrvavat jako celozivotni infekce (Lindsay et al., 2000;

Kvac et al., 2008).
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Prepatentni perioda je obdobi od nakazy do vyluCovani prvnich oocyst. Délka pre-
patentni periody byla popsana pomoci experimentalnich infekci. U zaludecnich druht
se doba pohybuje v rozmezi 7-21 dni. U stfevnich druhi je délka od infekce do doby
vyluCovani oocyst kratsi, vétSinou v rozmezi 2—7 dnl. Prepatentni perioda se odviji
od druhu kryptosporidie, v€ku, druhu a stavu hostitelova imunitniho systému (Tzipori,

1983).

1.4.2 Prenos infekce
K nakaze kryptosporidiemi muze dojit pfimou nebo nepfimou cestou. K pfimému pie-
nosu dochazi fekalné-oralni cestou od infikovaného jedince. Mize dojit k pfenosu
ze zvitete na zvite, ze zvifete na Clovéka (zoonoticka nakaza), ale stejné tak z clovéka
na zvite nebo navzajem mezi lidmi (antroponoticka nakaza) (Glaberman et al., 2002).

Dukazy o zoonotickém prenosu kryptosporidii zahrnuji vyzkumniky a veterinarni
studenty, ktefi byli v kontaktu nej€astéji s nakazenymi telaty (Bouzid et al., 2013).
Dalsim zdrojem nakazy pro ¢lovéka mohou byt volné Zijici zvitata. Napiiklad kocky
a potkani v méstskych ekosystémech mohou byt pfenaseci druhi jako je C. parvum
(Tyzzer 1912), C. felis (Iseki, 1979) a C. muris (Tyzzer, 1907). Podle soucasnych zna-
losti C. felis a C. muris nejsou velkym ohrozenim vetrejného zdravi.

Nepiima nakaza je zpusobena kontaktem jedinc s materialem nebo potravou
a vodou kontaminovanou kryptosporidiemi. K nejbéznéjsimu zptasobu nakazy dochazi
kontaminovanou vodou. Oocysty kryptosporidii jsou vysoce odolné, tudiz mohou pte-

zit bézné filtrace nebo konvencni chlorace pitné vody (Campbell et al., 1982).

1.4.3 Terapie
V soucasné dob¢ neexistuje ucinna 1écba kryptosporididzy. V Americe je nitazoxanid
jedinym 1écivem proti kryptosporididéze schvalenym FDA (Food and Drug Adminis-
tration), nicméné stale zastava neuCinny u imunokompromitovanych pacienti (Bones
etal., 2019). V ptipadé nakazy jde spiSe o tlumeni doprovodnych piiznakti podavanim
protiprijmovych preparata a rehydrataci organismu (Fayer et Xiao, 2007).

Vsechny vyzkumy vyvoje a pfemény soucasnych 1éCiv jsou zaméfeny na stfevni
druhy (Graczyk et al., 2011; Bessoff et al., 2014; Love et al., 2017; Manjunatha et al.,
2017), vzhledem k jejich vysokému vyskytu mezi lidmi. Vliv testovanych 1éka na za-

ludecni kryptosporidie neni zatim znam. Na vyléCeni kryptosporidiézy miize mit vliv
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1 specificka imunitni odpovéd’. Pozornosti se v tomto sméru dostava C. parvum (Zhou
et al., 2012; Ming et al., 2017), u Zalude¢nich druha jsou informace o specifické imu-

nitni reakci hostitele velmi omezené.

1.4.4 Diagnostika

Diagnostika kryptosporidii je provadéna parazitologickym vyS§etfenim trusu flota¢nimi
technikami (Arrowood a Sterling, 1987) v kombinaci s riznymi metodami barveni
(Henriksen a Pohlenz, 1981; Baxby et al., 1984; Pohjola et al., 1984). Nicmén¢ veli-
kost oocyst jednotlivych druhti a genotypu kryptosporidii je velmi podobna a mikro-
skopické vySetteni nelze pouzit jako spolehlivy diagnosticky nastroj pro rozliseni
druhtl a genotypd. Toto je mozné pouze za pouziti molekularnich metod, které se
v soucasné dob¢ staly zlatym standardem v diagnostice. Nejcastéji pouzivané je mole-
kularné-genetické testovani, zalozené na PCR (Polymerase chain reaction) a jejich
modifikacich amplifikujici malou podjednotku rRNA. Dal§i moznosti je vyuziti imu-
nologickych metod detekce. Nicméné tyto metody nelze pouzit pro diferencialni dia-

gnostiku (O'Leary et al., 2021).

1.5 Cryptosporidium muris

1.5.1 Charakteristika

Vsechna vyvojova stadia C. muris prodé€lavaji svij vyvoj na burikach Zalude¢ni sliz-
nice, obdobné jako C. andersoni a neinfikuji pfedzaludky prezvykavci nebo nezlaz-
natou oblast zaludku u hlodavca (Fayer et al., 1990; Fayer et al., 1991). Oocysty
C. muris maji velikost 7,4 x 5,6 um (coz je vétsi nez napiiklad v porovnani s C. par-

vum s velikosti 5,0 x 4,5 um) (Iseki et al., 1989).

1.5.2 Variabilita izolatu

V ramci druhu C. muris bylo nalezeno a popsano pét izolati, které se od sebe lisi svymi
biologickymi vlastnostmi.

Cryptosporidium muris izolat CB03 — Oocysty jsou elipsoidniho tvaru o velikosti
7,49+ 0,13 x 5,70 + 0,10 um s indexem tvaru 1,32 (Kvac et al., 2008). Ptirozen¢ byl
tento izolat nalezeny u velblouda dvouhrbého (Camelus bactrianus) a experimentalné

se podarila nakaza laboratornich mysi (Kvac et al., 2008; Wang et al., 2021).
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Cryptosporidium muris izolat MCR — Velikost oocysty je 7,80 + 0,56 x 5,89 + 0,36
um. [zolat byl ziskany z korejské mysi (Apodemus peninsulae). Experimentalni nakaza
byla popsana u kieCka zlatého (Mesocricetus auratus) a z hospodarskych zvitat u ovci
a koz (Rhee et al., 1991; 1998; 1999).

Cryptosporidium muris izolat RN66 — Oocysty se vyskytuji ve dvou formach: mala
forma: 5,3 x 4,8 (5,0-6,0 x 4,0-5,5) um a velka forma: 8 4 x 6,3 (7,5-9,8 x 5,5-7,0)
um. Pfirozena infekce byla nalezena u infikovaného potkana (Rattus norvegicus)
a experimentalni nakaza byla provedena u laboratornich mysi (Iseki 1986; 1989).
Cryptosporidium muris izolat Kawatabi — Oocysty maji velikost 5,70 = 0,59 x 7,66
+ 0,64 um s indexem tvaru 1,36. Byl vyizolovan z japonské mySsice vychodni (Apo-
demus speciosus) a taktéz byla provedena experimentalni infekce laboratornich mysi
(Hikosaka et Nakai, 2005).

Cryptosporidium muris izolat z ko¢ky — Velikost oocyst je 8,0 x 4,8 um. Tento izolat
byl nalezen u pfirozen¢ infikované kocky donesené ze zverimexu a experimentalné byl

prenesen do laboratornich mysi (Pavlasek et Ryan, 2007).

1.5.3 Patogenita

Cryptosporidium muris napada zlaznaté Casti zaludku, ve kterych zanechava histopa-
tologické zmény. Charakteristicka je dilatace zaludecnich zlaz a drobné nahromadéni
lymfatickych bun¢k (bez pfitomnosti zanétu) (Kvac et Vitovec, 2003). Déle je popiso-
vana hypertrofie, hyperplazie, atrofie a metalpazie zlazového epitelu. Morfologicky
jsou popisovany nalezy Cetnych vyvojovych stadii (Taylor et al., 1999). Celkové nej-
sou popisovany zadné velké patologické anomalie a prubéh je vétSinou bez zjevnych

pfiznak® (Ozkul a Aydin, 1994).

1.5.4 Hostitelska specifita

Cryptosporidium muris ma $ir$i hostitelskou specifitu. Ac¢koliv jsou jeho primarnim
hostitelem hlodavci, C. muris byl experimentalné prenesen a detekovan u lidi a pfiro-
zené infekce byly popsany i jinych druht savet (Kodadkova et al., 2010; Wang et al
2021). Oocysty byly detekovany i v trusu dravych ptakd, jestérek, hadi a zab. V téchto
ptipadech neslo o aktivni cestu infekce, spiSe o nakazu pozienim infikovaného hlo-

davce (Kvac et al., 2016). Podobnym zptiisobem mohla byt zptisobena nakaza prasat
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z prasecCi farmy, protoze za experimentalnich podminek prasata nejsou k C. muris vni-
mava (Kvac et al., 2012). Dalsi pfirozené infekce byly nalezeny u morcat, kraliku,
jehriat nebo u kocek (Aydin et Ozkul, 1996; Iseki et al., 1989; Rhee et al., 1995; Pa-
vlasek et Ryan, 2007).

1.6 Kryptosporidiové infekce kocek

Nejznaméj§im a nejbéznéjsim koci¢im druhem je Cryptosporidium felis, ktery infikuje
tenké stievo. U kocek bylo C. felis poprvé popsano v roce 1979 (Iseki, 1979) a na-
sledné molekularné charakterizovano v roce 1998 (Sargent et al., 1998).

Kryptosporididza u koCek probiha obecné asymptomaticky, u mladych a novoro-
zenych kot'at mize byt onemocnéni doprovazené prijmem. U velmi zavaznych infekci
muze dojit k degradaci epitelialnich bunek nebo k degradaci klkti (Scorza et al., 2010).
Z pozdgjsich studii se ukazalo, ze hostitelska specifita C. felis neni omezena pouze na
kocky, jak se na prvni pohled zdalo a v roce 1999 byl tento druh identifikovan u kravy
(Bornay-Llinares et al., 1999).

Z doposud znamych druhti kryptosporidii bylo u kocek detekovano pét druha:
C. muris (Tyzzer, 1907), C. ryanae (Fayer et al., 2008), C. parvum (Tyzzer, 1912),
C. felis (Iseki, 1979) a Cryptosporidium sp. rat genotyp III (Sargent et al., 1998; Santin
et al., 2006; Yang et al., 2015).

Prvni pfirozeny nalez C. muris u ko¢ky popisuji ve své publikaci Pavlasek a Ryan
(2007). Doprovodnymi pfiznaky u infikované kocky byla gastroenteritida a zvraceni.
Symptomaticka 1é¢ba pomoci veterinarnich preparati neméla v tomto piipad€ zadny
vliv a opakované koprologické vySetieni ukazalo, ze poCet vyluCovanych oocyst zi-
stava neménny. I pres tuto skutecnost se zdravotni stav kocky po dvou meésicich po-
stupné stabilizoval. Zdroj infekce kocky v této studii neni doposud znamy, s nejvetsi
pravdépodobnosti doslo k nakazeni ve zverimexu, odkud byla kocka zakoupena (Pa-
vlasek a Ryan, 2007).

FitzGerald et al. (2011) ve své studii dodali, ze C. muris pfirozené infikuje zaludek
kocek a nejedna se zde pouze o mechanicky transport parazita hostitelem (FitzGerald

et al., 2011).
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2 Cile prace

1) Cilem prace je navazat na bakalafskou praci a studovat vliv télesné teploty hosti-
tele a pH prostredi na excystaci oocyst nového izolatu C. muris CAT21 ziskaného
z ptirozené infikované kocky.

2) Pomoci in-vitro experimentl popsat efekt studovanych vlivli na excystaci oocyst
a zivotaschopnost oocyst a sporozoitd.

3) Zpracovat vysledky prislusnymi statistickymi metodami a porovnat je s publiko-

vanymi udaji.

20



3 Material a metodika

3.1 Material

3.1.1 Zdroj oocyst pro experiment
Pro experimentalni ucely diplomové prace byly vyuzity oocysty Cryptosporidium mu-
ris izolat CAT21 ziskany z kocky domaci (Felis catus f. domestica). Timto izolatem
bylo infikovano deset imunodeficientnich SCID mysi, ve kterych byl izolat dlouho-
dobé udrzovan jako zdroj oocyst pro experiment. MySim byla peroralné aplikovana
infekéni davka o koncentraci 1 x 10° oocyst. Pro kontrolu vyludovani kryptosporidii
byl od jednotlivych mysi odebiran trus, ze kterého byly provadény natéry, které byly
nasledné barveny dle Milacka a Vitovce (1985) a prohlizeny svételnym mikroskopem.
Pro experiment stanoveni minimalniho po¢tu parazita byly pouzity oocysty Cryp-
tosporidium proliferans. 1zolat byl ptivodné ziskan z hlodouna vychodoafrického (7a-
chyoryctes splendens) a je dlouhodobé¢ uchovavan v imunodeficitnich SCID mysSich.
Imunodeficientni SCID mysi byly umistény ve zvéfinci v Parazitologickém us-
tavu BC AV CR, v.v.i. Zvifata byla chovana v plastovych nadobach ur&enych pro hlo-
davce na podestylce z dfevénych pilin. Vymeéna podestylky byla provadéna jednou za
ctrnact dni. Mysi byly krmené sterilizovanym krmivem ur¢enym pro hlodavce a vodou

ad libitum.

3.1.2 Skladovani oocyst
Kryptosporidie pro experiment byly skladovany pfi teploté 4 °C v dH20. Maximalni

doba mezi sbiranim a purifikaci oocyst byla 14 dni.

3.1.3 Roztoky o ruzném pH
Pomoci pracovniho 1x PBS, 1M HCI a 1M NaOH a pH metru bylo pfipraveno osm
roztokt o pH 2-9.

3.2 Metody

3.2.1 Purifikace oocyst

Trus imunodeficientnich SCID mys$i, pozitivni na Cryptosporidium muris CAT21, byl
zhomogenizovan v tfeci misce s deionizovanou vodou a precistén na sachar6zovém
a nasledné na cesium chloridovém gradientu. Precist€éné oocysty byly uchované

v dH>O pii 4 °C.
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3.2.2

Cisténi oocyst na sacharozovém gradientu

Seznam pouZitych chemikadlii:

1% PBS Tween (ptidani 0,5 ml Tween 20 do 1 1 PBS; 80 g NaCl; 2,4 g KH2POu;
2 g KCI; 14,4 g Na2HPO4 < 12 dH20 — doplnit na 1 1 dH2O, upravit pH na 7,2)
Sheatertiv roztok (cukr 405 g, dH>O 259 ml)

Pracovni Sheatertiv roztok 1+2 (1 dil Sheater + 2 dily PBS Tween)

Pracovni Sheatertiv roztok 1+4 (1 dil Sheater + 4 dily PBS Tween)

Postup:

1)

2)
3)
4)

5)
6)

7
8)
9)

Rozmichat trus v malém mnozstvi dH>O a nasledné zhomogenizovat v tfeci
misce
Prefiltrovat suspenzi pres jemné sito (o velikosti ok 200 pm)
Radné promichat Sheaterovy roztoky pred zatatkem vrstveni
Navrstvit sachar6zovy gradient do ¢ty 100 ml sklenénych zkumavek
Vrstval 30 ml Sheater 142
Vrstva2 30 ml Sheater 1+4
Vrstva3 15 ml vodného roztoku vzorku
Centrifugovat 20 minut/1370 g pii 4 °C
Odsat horni zabarvenou vrstvu pomoci vodni vyvévy a zbyly obsah pfenést do
novych zkumavek, sediment vyhodit
Doplnit obsah zkumavek dH20
Centrifugovat 20 minut/1370 g pii 4 °C
Odsat obsah zkumavky do Y2 pomoci vodni vyvévy, doplnit do plného objemu
dH>O, centrifugovat 20 minut/1370 g pii 4 °C

10) Krok cislo 8 opakovat znovu, dokud nebude promyvaci proces proveden cel-

kem 3x

11) Zbyl¢ sedimenty prenést do jedné zkumavky (uchovani pii 4 °C)

3.2.3

Cisténi oocyst na cesium chloridovém gradientu

Seznam pouZitych chemikadlii:

CsCl (cesium chlorid; 1,15 g/ml)
PBS (viz 3.2.2)
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Postup:

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7

8)
9)

3.24

Napipetovat 1 ml CsCl do mikrozkumavky o objemu 2 ml

Navrstvit 500 ul oocyst (uchovanych v PBS) do mikrozkumavky s CsCl
Centrifugovat (16 000 g/3 minuty pti 20 °C)

Ptepipetovat supernatant do 50 ml zkumavek (sediment vyhodit)

Doplnit zkumavku do plného objemu dH>O

Centrifugovat (1 370 g/20 minut pfi 4 °C)

Odsat supernatant na objem 5 ml, doplnit do plného objemu dH>O, zvortexo-
vat, centrifugovat (1 370 g/20 minut pii 4 °C)

Krok cislo 7 opakovat 3x

Oocysty uchovat v dH>O pii 4 °C

Barveni oocyst dle Milacka a Vitovce (1985)

Seznam pouZitych chemikadlii:

Methanol

Roztok methylvioleti — 0,6 g methylvioleti, 1 g fenolu, 1 ml anilinu, 70 ml
dH20, 30 ml alkoholu-ethanolu

2% kyselina sirova

1% roztok tantrazinu v 1% kyseliné€ octové

Postup:

1)
2)
3)

4)
5)
6)
7

8)
9)

Na podlozni sklicko provést tenky natér trusu

Sklicko s natérem ponoftit do methanolu a ithned fixovat v plamenu

Vlozit sklicko do stojanku a ponofit do methylvioleti (nechat pasobit po dobu
30 minut)

Opléachnout podlozni sklicko pod tekouci vodou

Vlozit sklicko do roztoku 2% kyseliny sirové (nechat diferencovat 2 minuty)
Opléachnout podlozni sklicko pod tekouci vodou

Vlozit sklicko do 1% roztoku tantrazinu v 1% kyselin€ octové (pusobeni po
dobu 2-5 minut)

Opléchnout sklicko pod tekouci vodou a dat susit

Natér prohlizet svételnym mikroskopem (zvétSeni 1000%, za pouziti imerzniho

oleje)
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3.2.5

Potvrzeni identity pouzitych izolatu

Izolace DNA z trusu

Pouzity komercné vyrobeny kit: Exgene™ Stool DNA mini (GeneAll ®)

Soucasti kitu:

e PB pufr
e FL pufr
e NW pufr

e MiniSpin column
e EzPass column

e Mikrocentrifuga¢ni zkumavky (1,5 ml)

Postup:

1)
2)
3)

4)
5)
6)
7)
8)
9)

Vzorek trusu (200 mg) dat do Safe-lock Tube

Pridat sklenéné a zirkonové kuli¢ky a napipetovat 1 ml FL pufru

Vzorek homogenizovat pfistrojem FastPrep®24 (MP Biomedicals, CA, USA)
1 minutu (5,5 m/s)

Inkubovat 5 minut pii pokojové teploté

Centrifugovat 16 000 g/5 minut

Veskery supernatant prenést na EzPass kolonku

Centrifugovat 16 000 g/1 minutu (odpad ze sbérmé zkumavky vylit)

EzPass kolonku prenést do nové 1,5 ml zkumavky, pfidat 100 ul EB pufru
Inkubovat pfi laboratorni teplot¢ 1 minutu, nasledné centrifugace

16 000 g/1 minutu

10) EzPass kolonku vyhodit, k filtratu do sbérné zkumavky piidat 500 ul PB pufru,

pipetovanim promichat

11) Veskery obsah sbérné zkumavky prenést na MiniSpin column

12) Centrifugovat 16 000 g/1 minutu (odpad ze sbérné zkumavky vylit)
13) Na stied kolonky napipetovat 500 pl NW pufru

14) Centrifugovat 16 000 g/1 minutu (odpad ze sbérné zkumavky vylit)

15)Znovu centrifugovat 16 000 g/1 minutu, aby doslo k Gplnému odstranéni

zbytkt NW pufru (odpad ze sbérné zkumavky vylit)

16) MiniSpin kolonku ptendat do nové 1,5ml mikrocentrifugacni zkumavky

17) Na kolonku napipetovat EB pufr (200 ul)
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18) Inkubovat 1 minutu pii laboratorni teploté, nasledné centrifugace 16 000 g/1
minutu

19) Odstranit kolonku, purifikovanou DNA skladovat pfi teploté -20 °C do pouziti
PCR metody

Polymerazova retézova reakce (PCR)

Pro ovéreni identity pouzivaného izolatu byla provedena amplifikace genu pro malou
podjednotku rRNA (SSU) pomoci nested PCR. Jako pozitivni kontrola byla pouzita
gDNA Cryptosporidium tyzzeri a jako negativni kontrola byla pouzita PCR voda. Re-
akce PCR byla provedena v celkovém objemu 20 pl.

SloZeni reakce:

e 10 pl komeréné dodavaného HS-Taq premix (GenAll, Korea): 2U HS-
TaqDNA polymeraza, 200 uM dNTPs, 2,5mM MgCly, loading dye a stabiliza-
tor

e 7 ul PCR vody

e 0,5 pl forward primer (200 mM) a 0,5 pl reverse primer (200 mM)

e 2 ul gDNA nebo 2 pl produktu primarni reakce v ptipade sekundéarni reakce

Amplifikacni program se skladal z primarni denaturace (3 minuty pii 95 °C), 35 opa-
kujicich se cykla po dobu 45 sekund pii 95 °C, nasedani primera pfi teploté 55 °C po
dobu 45 sekund a elongace fetézcti po dobu 1 minuty pii 72 °C. Zavérem byla prove-

dena konecCna extenze po dobu 10 minut pti 72 °C.

PouZité primery:

Primery pro primarni reakci (forward a reverse primer):
F1:5 -TTC TAG AGC TAA TAC ATG CG-3'
R1:5-CCC ATT TCC TTC AAA CAG GA-3'

Primery pro sekundarni reakci (forward a reverse primer):
F2: 5-CGA AGG GTT GTA TTT ATT AGA TAA AG-3'
R2: 5-AAG GAG CAA CAC ACA CAC-3
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Gelova elektroforéza

Seznam pouZitych chemikadlii:

Ethidium-bromid (10 mg / 1 ml; Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)
50x TAE pufr (pH 8,00; 0,5 M EDTA 100 ml, Tris baze 242 g, ledova kyselina

octova 47,1 ml)
Agaro6za (Biotech, Heidelberg, Némecko)
DNA Ladder (100 bp)

Postup:

1)
2)

3)
4)

5)

6)
7)

8)

9)

Ptipravit hiebeny do nosice

Navazit agarézu a 1xTAE pufr dle velikosti nosice, smichat v Erlenmeye-
rové barice a zahtivat v mikrovinné troubé (dokud nevznikne homogenni smés)
Po zahtati ochladit bariku pod tekouci vodou

Po zchlazeni pfidat 1 pl ethidium-bromidu

Vzniklou smés vylit do pfedem piipraveného nosice a nechat ztuhnout (15-20
minut)

Po ztuhnuti vyndat hiebeny a gel vlozit do elektroforetické vany s TAE pufrem
Do prvniho slotu nanést 10 pl velikostniho markeru, do ostatnich sloti nanést
20 pl PCR produktii

Spustit elektroforézu po dobu cca 50 minut (pfi napéti 90 V), aby doslo k se-
paraci jednotlivych fragmentt

Vizualizovat fragmenty pomoci UV transiluminatoru

Izolace DNA fragsmentu z gelu

Jednotlivé fragmenty DNA byly vyizolovany komercné vyrabénym kitem Gen Elu-

te™. Postupovalo se dle doporuceni vyrobce.

Soucasti kitu:

Elution Solution
Gel Solubitization Solution
Wash Solution G

Column Preparation Solution
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Postup:

1) Z agardzového gelu vyfiznout jednotlivé fragmenty DNA pomoci skalpelu
a vlozit je do zkumavek (1,5 ml)

2) Do zkumavky s vyfiznutym fragmentem napipetovat Gel Solubitization Solu-
tion (300 pl/100 mg gelu)

3) Inkovatl0 minut pfi 50 °C — kontrolovat rozpousténi fragmentu, promichat
kazdé 2—-3 minuty

4) Pro eluci nechat inkubovat PCR vodu pii 65 °C

5) Na Binding Column G napipetovat 500 pul Column Preparation Solution

6) Centrifugovat 16 000 g/1 minutu

7) Do zkumavky pfipipetovat 150 pl isopropanolu a promichat

8) Veskery objem vzorku prepipetovat na kolonku (Binding Column G)

9) Centrifugovat 16 000 g/1 minutu

10) Obsah sbérné zkumavky vylit, na kolonku piidat 700 ul Wash Solution G

11) Centrifugovat 16 000 g/1 minutu

12) Obsah sbérné zkumavky vylit, opét centrifugovat 16 000 g/1 minutu bez pfi-
davku jakychkoliv roztokt

13) Poté otocit zkumavku v centrifuze o 180° a znovu centrifugovat pfi
16 000 g/3 minuty

14) Kolonku vlozit do nové 1,5ml zkumavky a na stfed kolonky napipetovat 30 pul
PCR vody (zahtaté na 65 °C)

15) Inkubovat 1 minutu pfi laboratorni teploté

16) Centrifugovat 16 000 g/1 minutu

17) Ziskany produkt skladovat v 1,5 pm mikrozkumavce (uchovat v chladniéce pfi

4°C)

Genotypizace

Produkty sekundarni PCR reakce byly sekvenovany v komer¢nich laboratofich po-
moci sekundarnich prmerd a ABI BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kitu.
Sekvenace vzorki byla provedena z obou konct. Sekvence nukleotida byly analyzo-
vany programem ChromasPro a BioEdit a porovnané se sekvencemi uloZzenymi v da-

tabazi GeneBank.
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3.2.6 Ovérovani zivotaschopnosti

Zivotaschopnost oocyst byla stanovena pritokovym cytometrem pred kazdym za&at-
kem meéteni. Oocysty byly barvené propidium jodidem (PI), ktery proniké pies naru-
Senou cytoplazmatickou membranu oocyst. Tato metoda se vyuziva k vizualizaci mrt-
vych oocyst kryptosporidii, které nasledné sviti jasné Cervenou barvou. Vinova délka

excitace PI je 536 nm a vlnova délka emise je 617 nm.

Pracovni roztok:

e PI (propidium jodid — rozpustit 1 mg PI v 50 ml PBS)

Postup:

Kontrola — devitalizované oocysty

1) Resuspendovat 0,2 x 10° oocyst ve 450 pl dH.0

2) Do zkumavky urCené pro pratokovy cytometr napipetovat 450 ul oocyst
v dH20

3) Vystavit oocysty pusobeni vysoké teploty (90 °C) po dobu minimalné 10 minut

4) Pripipetovat 100 pl PI + 50 pl referencnich fluorescencnich kuli¢ek (Flow-
Count Fluorospheres, Beckman Coulter, USA)

5) Inkubace ve tmé a pfi laboratorni teploté po dobu 15 minut

6) Pred zahajenim méfeni uchovat v temnu a na ledu

Vlastni méteni
1) Resuspendovat 0,2 x 10° oocyst ve 450 pl dH.0
2) Do zkumavky urCené pro pratokovy cytometr napipetovat 450 ul oocyst
v dH20 + 100 pl PI + 50 pl referencnich fluorescencnich kulicek (Flow-Count
Fluorospheres, Beckman Coulter, USA)
3) Nechat inkubovat alespoil 15 minut (ve tmég, pfi laboratorni teploté)

4) Nezbude zahajeno méfeni pritokovym cytometrem uchovat v temnu a na ledu

3.2.7 Stanoveni minimalniho poc¢tu parazita
Pti pokusu s Cryptosporidium andersoni v predchazejici bakalarské praci, byla uda-
vana koncentrace pro jedno méfeni pritokovym cytometrem 0,5 x 10° oocyst/450 ul

dH»0. Z davodu nizsi vytéznosti Cryptosporidium muris CAT21 a kvuli usporn€js§imu
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nakladani s izolatem, byl stanoveny minimalni pocCet paraziti. Tato hranice udava mi-

nimalni

koncentraci oocyst, kterou je mozné pouzit pro jedno méfeni pratokovym cy-

tometrem BD FACSCanto™ II (Parazitologicky ustav BC AV CR, v.v.i.). Pro stano-

veni minimalniho poctu paraziti byly pouzity oocysty Cryptosporidium proliferans.

Postup:

Kontrola

1)
2)

3)

4)

Vytvoiit zasobni roztok 10 x 10° oocyst v 9 ml dH,O

Vzit 5% 450 pul ze zasobniho roztoku (500 000 oocyst) a dat do S5 samostatnych
FC zkumavek (FC — flow cytometry; zkumavky do prutokového cytometru)
Do kazdé FC zkumavky pfidat 50 pl referencnich fluorescencnich kulicek
(Flow-Count Fluorospheres, Beckman Coulter, USA)

Provést kalibraci piistroje (nastaveni gate pro métenti)

Vlastni méfeni:

1)

2)

3)

4)

5)

Vzit 450 ul ze zasobniho roztoku do 5000 pl zkumavky. Inkubovat 30 minut
ve vodni lazni pii 38 °C. Nasledné dat oocysty na led a pred kazdym pipeto-
vanim lehce promichat

Vzit 5x 450 ul z inkubovanych oocyst (500 000 oocyst) a dat do 5 samostat-
nych FC zkumavek a ptidat 50 pl referen¢nich fluorescencnich kulicek. Zme-
fit excystaci v porovnani s kontrolou

Vzit 5x 180 ul z inkubovanych oocyst (200 000 oocyst) a dat do 5 samostat-
nych FC zkumavek a ptidat 270 ul dH20 a 50 pl referencnich fluorescencnich
kuli¢ek. Zméfit excystaci v porovnani s kontrolou

Vzit 5% 90 ul z inkubovanych oocyst (100 000 oocyst) a dat do 5 samostat-
nych FC zkumavek a ptidat 360 pl dH>O a 50 pl referenénich fluorescencnich
kuli¢ek. Zméfit excystaci v porovnani s kontrolou

Vzit 5% 45 ul z inkubovanych oocyst (50 000 oocyst) a dat do 5 samostatnych
FC zkumavek a ptidat 405 ul dH20 a 50 pl referencnich fluorescencnich ku-

licek. Zméfit excystaci v porovnani s kontrolou
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3.2.8 Proces testovani vlivu teploty na excystaci
Postup:
Kontrola
1) Do FC zkumavky (FC — flow cytometry; urCené pro prutokovy cytometr) napi-
petovat 450 pl precisténych oocyst (o koncentraci 200 000 oocyst/450 dH>0)
a 50 pl referencnich fluorescen¢nich kulicek (Flow-Count Fluorospheres,
Beckman Coulter, USA)
2) Zvortexovat vzorek a zméfit pratokovym cytometrem
3) Provést kalibraci pfistroje (nastaveni gate pro méteni)
4) Do predem ptipravené tabulky zapsat hodnoty: pocet referen¢nich fluorescen-
¢nich kulicek (10 000) a pocet oocyst na 10 000 kulicek
5) Meéfeni 10x opakovat (vysledné hodnoty se zpruméruji)

Vlastni méfeni:

1) Do FC zkumavky napipetovat 450 pl precisténych oocyst (o koncentraci
200 000 oocyst/450 ul dH20)

2) Vlozit zkumavku do vodni 1adzn€ vytemperované na pozadovanou teplotu
(21-44 °C)

3) Pii jedné teploté zméfit 20 vzorkl rozdélenych do tii casovych intervali: 10
vzorkl zahfivat po dobu 5 minut, 10 vzorkll zahfivat po dobu 15 minut,
10 vzorkt zahtivat po dobu 30 minut

4) Vyndat vzorky z vodni lazn€ na led a pfipipetovat 50 pl referencnich flu-
orescencnich kulicek (Flow-Count Fluorospheres, Beckman Coulter, USA)

5) Zvortexovat vzorek

6) Zméfit excystaci v porovnani s kontrolou a zapsat hodnoty do tabulky

3.2.9 Proces testovani vlivu pH na excystaci

Na zékladé testovani vlivu teploty se prokazalo, ze oocysty Cryptosporidium muris
CAT21 nejlépe excystuji pii teploté 37 °C. Z tohoto diivodu bylo namisto 450 ul dH>O
pouzito osm roztokt PBS o pH 2,00-9,00, které byly zahtaté ve vodni lazni na 37 °C
po dobu 30 minut. K ur¢itému pH se vzdy vztahovalo 20 méfeni (10> 30 minut + 10x

kontrola).
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Postup:

Kontrola

1)

2)
3)
4)

5)

Do zkumavky urcené pro pratokovy cytometr napipetovat 450 ul precisténych
oocyst (o koncentraci 0,2 x 10° oocyst/450 pl PBS; pH 2,00-9,00) a 50 ul
referen¢nich fluorescencnich kuli¢ek (Flow-Count Fluorospheres, Beckman
Coulter, USA)

Zvortexovat vzorek a zméfit priatokovym cytometrem

Kalibrace pristroje (nastaveni gate pro meéteni)

Do predem pripravené tabulky zapsat hodnoty: pocet referencnich fluorescen-
¢nich kulicek (10 000) a pocet oocyst na 10 000 kulicek

Meteni 10x opakovat (vysledné hodnoty se zpriméruji)

Vlastni méfeni

1)

2)
3)
4)

5)
6)
7)

Do FC zkumavky 450 pl pfecisténych oocyst (o koncentraci 0,2 x 10° oo-
cyst/450 ul PBS; pH 2,00-9,00)

Vytemperovat vodni lazen na teplotu 37 °C

Pti 37 °C zméfit 10 vozka, zahiivat po dobu 30 minut v urcitém roztoku pH
Vyndat vzorky z vodni lazné€ na led a pfipipetovat 50 pl referen¢nich flu-
orescencnich kulicek (Flow-Count Fluorospheres, Beckman Coulter, USA)
Zvortexovat vzorek

Zméfit excystaci prutokovym cytometrem v porovnani s kontrolou

Zapsat hodnoty do tabulky

3.2.10 Prutokova cytometrie

Pro méteni vlivu pH a teploty na excystaci oocyst Cryptosporidium muris byl pouzit

pritokovy cytometr BD FACSCanto™ 1I v laboratofi Parazitologického Gstavu BC

AV CR,

v.v.i. v Ceskych Budg&ovicich.

3.2.11 Design experimentu

Deseti imunodeficientnim SCID myS$im byla jednotlivé aplikovana infekéni davka

Cryptosporidium muris CAT21 o koncentraci 1 x 10 oocyst. Individualng byl od in-

fikovanych zvirat odebiran trus, ze kterého byly provadény natéry (barvenim dle Mi-
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lacka a Vitovce, 1985; viz 3.2.4) z davodu kontroly vyluCovani kryptosporidii. Pozi-
tivni trus na C. muris CAT21 byl prubézné odebiran a skladovan v dH>O pfi 4 °C.
Maximalni doba mezi skladovanim a purifikaci oocyst byla 14 dnt, z divodu nizké
stability oocyst. Nasbirany trus byl pfeci§tén na sachar6zovém (viz 3.2.2) a nasledné
na cesium chloridovém gradientu (viz 3.2.3). Az do okamziku méfeni pritokovym cy-
tometrem byly precisténé oocysty skladované v dH>O pii 4 °C. Dale byl sledovan vliv
télesné teploty hostitele (viz 3.2.8.) a vliv pH prostredi (viz 3.2.9.) na excystaci zalu-

de¢ni kryptosporidie C. muris CAT21.

3.2.12 Statistické vyhodnoceni

Ke statistickému vyhodnoceni vlivu teploty, pH a doby pasobeni byl pouzity dvouvy-
bérovy t-test pro testovani rovnosti dvou stfednich hodnot bez predpokladu shody roz-
ptylu. V pfipadé testovani vlivu pH a vlivu teplot na excystaci byla zredukovana po
vzoru Bonferroniho metody hladina jednotlivych testt, aby ztistala zachovana celkova
hladina vyznamnosti 0,05. K modelovani vztahti mezi excystaci a vlivem teplot a pH
byl nejprve sestaven prosty linearni model, ktery byl odhadnuty pomoci metody nej-
mensich ¢tverct. Po prokazani nelinearity vztahu pfi vlivu teplot na excystaci a vlivu
pH na excystaci byl pouzity neparametricky pfistup prostiednictvim B-splint.
Vsechny numerické vypocty a grafy byly realizovany v programovacim prostredi

R verze 4.2.2
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4 Vysledky

4.1 Vitalita oocyst

Béhem experimentu dochazelo ke spotiebé velkého mnozstvi oocyst, které bylo zapo-
trebi opakované ziskavat z infikovanych imunodeficientnich SCID mysi. Proto bylo
potieba stanovit zivotaschopnost oocyst pied zapocetim vSech in vitro experimentd.
Zivotaschopnost byla ovéfovana za pouziti metody pritokové cytometrie a barvenim
PI. Vitalita kontrolnich oocyst byla méfena pred kazdym experimentem v péti opako-

vanich. Béhem prace se vitalita oocyst pohybovala v rozmezi 97,5 — 98,2 %.

4.2 Stanoveni minimalniho poctu parazitu

Pred zapocetim experimentu sledujicich vliv pH a teploty na excystaci byl stanoven
minimalni poCet oocyst potifebnych k méfeni prutokovym cytometrem tak, aby pouzita
koncentrace neméla zasadni vliv na vysledky méfeni excystace. V mé predeslé baka-
lai'ské praci byla pouzivana koncentrace 0,5 x 10° oocyst/450 ul dH20. Byla testovany
koncentrace oocyst 0,2 x 10°, 0,1 x 10%a 0,05 x 10° ve 450 ml dH>O. Vysledky testo-
vani ukazaly, Ze pii snizeni koncentrace z 0,5 x 10°na 0,2 x byl rozdil mezi méfenimi
8,5 % (tabulka 2). Tento rozdil jsme povazovali za zanedbatelny, proto bylo mozné
koncentraci oocyst snizit. Timto postupem bylo zajisténo usporné nakladani s izolatem

C. muris CAT21, ktery je vyluCovan ve velmi malém mnozstvi.

Tabulka 2 — Vliv koncentrace oocyst na presnost méreni excystace Cryptosporidium proliferans
pratokovym cytometrem.

Koncentrace oocyst Pokles viéi kontrole Procentualni rozdil
[pocet oocyst/450 ul dH20] [%] [%]

0,5 x 10° (kontrola) 100 0

0,2 x 10° 91,49 8,51

0,1 x 10° 87,66

0,05 x 10° 85,97
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4.3 Vliv doby expozice na excystaci oocyst

V ramci testovani vlivu teploty a doby expozice jsme testovali, zda se méni mnoz-

stvi excystovanych oocyst, pokud jsou vystaveny rozdilné dob¢ pisobeni pii konkrétni

teploté. Méfeni byla provadéna ve tfech Casovych tsecich 5, 15 a 30 minut. Nejvyssi

hodnota excystovanych oocyst zaznamenana pii dobé pusobeni 30 minut a 37 °C (ta-

bulka 3), kdy excystovalo 92 % oocyst. Velmi vysoky pocet excystovanych oocyst byl

pozorovan i pii dobé plisobeni 30 minut a teplotach 38 a 39 °C (89-91 % excystova-

nych oocyst).

Tabulka 3 — Zmény v poctech nevyexcystovanych oocyst Cryptosporidium muris CAT21 p¥i vliva

raznych teplot a rozdilné dobé expozice. Kontrola udava pocet oocyst pred jakymkoliv zisahem.
Vysledné hodnoty vyjadiuji priméry z deseti na sobé nezavislych méieni dobach expozice 5, 15
a 30 minut. Vyznamny pokles byl zaznamenan pii 37 °C a expozici 30 minut (oznaceno zelené¢).

Cas expozice (minuty)

Teplota 5 15 30
Kontrola 4°C 72608 72608 72608
21 °C 64543 64946 63264
22 °C 64974 64798 63021
23 °C 65106 63695 63122
24 °C 65057 63786 61955
25°C 61983 62310 61941
26 °C 62086 61292 60808
27 °C 62179 60431 62847
28 °C 60669 60669 63499
29 °C 60497 58971 55878
30 °C 57991 54714 52702
31°C 56722 52873 51740
32°C 56415 52177 52465
33°C 58191 50170 51539
34°C 44850 44850 41976
35°C 54080 29230 25962
36 °C 44781 18066 12289
37°C 23929 12291 - 5731
38 °C 19353 9290 6795
39 °C 14980 8756 7654
40 °C 10166 7219 5476
41 °C 7510 4975 5473
42 °C 6283 5477 4852
43 °C 5833 4925 5116
44 °C 5816 4911 4824

Pro ovéfeni, zda ma odli§na doba expozice vliv na excystaci, byly porovnavany mezi

sebou expozice 5 a 15 minut, 15 a 30 minut a 5 a 30 minut (tabulka 4). Bylo vybrano

sedm teplot, které byly otestovany pomoci dvouvybérového t-testu. Ukazalo se, ze
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v piipadé rozdilu 5 a 15 minut pusobeni, u nizsich teplot (21-30 °C) a naopak i u velmi
vysokych (nad 40 °C) nedochazi k vyznamnym zménam v poctu excystovanych oo-
cyst. Pfi teplotach 37-39 °C excystovalo nejvice oocyst. Zarover jsme u téchto teplot
pozorovali vyznamné zmeény v poCtu excystovanych oocyst v ¢asovych expozicich
5 vs 15 minut, 15 vs 301 5 vs 30 minut. Pfi vysokych teplotach (nad 40 °C) jiz nedo-
chéazelo ke zjevnym zménam a pocty oocyst byly vétSinou ve vSech tfech pripadech
konstantni. (tabulka 4)
Tabulka 4 - Statistické testovani vlivu expozice na excystaci C. muris CAT21 pomoci dvouvybé-
rového t-testu pro testovani rovnosti dvou stiednich hodnot bez predpokladu shody rozptylu
(a = 0,05). Vysledné hodnoty udavaji p-value, barvy od sebe odliSuji statisticky vyznamné (ze-

lena; P <0,05) a nevyznamné (Cervené; P >0,05) vztahy t¥i testovanych ¢asua (5 a 15 minut, 15
a 30 minut, 5 a 30 minut).

Cas expozice (minuty)

Teplota

22°C
28 °C
34 °C
37 °C
38 °C
39 °C
43 °C

Svs15 15 vs 30 Svs 30

4.4 Vliv teploty na excystaci oocyst

Vysledky provadénych experimenti ukazaly, Ze u purifikovanych oocyst skladova-
nych v deionizované vodé pii 4 °C nedochazi k samovolné excystaci. Tyto oocysty
byly pouzity jako kontrola ptfed kazdym meéfenim. Pii méfeni vlivu teploty na ex-
cystaci byly vzorky vystaveny teplotam v rozmezi 21-44 °C. Pfi teploté 21 °C excys-
tuje jen velmi malé procento oocyst (13 %; tabulka 3). K pozvolnému zvySovani poctu
vyexcystovanych oocyst dochazi od teploty 29 °C (graf 1) az do 37 °C, kterou jsme
vyhodnotili jako optimalni teplotu pro excystaci Cryptosporidium muris CAT21 (ta-
bulka 3, graf 1).

Dale byly ze vSech teplot vybrany dvojice a byla testovana jejich zavislost vici
provedenému zasahu. Pouzili jsme dvouvybérovy t-test pro testovani rovnosti dvou
stfednich hodnot bez pfedpokladu shody rozptylu (tabulka 4). Testy byly provedeny
mezi vybranymi dvojicemi po sobé jdoucich teplot, pii kterych dochazelo k vy§simu
poctu vyexcystovanych oocyst (35—44 °C). Jelikoz jsme provadéli 9 testi zaroven,

zredukovali jsme po vzoru Bonferroniho metody hladinu jednotlivych testi na
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a=0,050/9=0,0056, abychom zachovali celkovou hladinu 0,05. Testy ukazaly, ze dalsi
zvySovani teploty nad 40 °C nema na excystaci C. muris CAT21 vyrazny vliv.
Graf 1 - Grafické vyjadieni pribéhu excystace oocyst Cryptosporidium muris CAT21 p¥i teplo-

tich 2144 °C a expozici 30 minut. S ohledem na nelinearitu vztahu byl pouzity neparametricky
pristup prostfednictvim B-splina (R 4.2.2.)

30

600001

400001

Pocet cocyst

200001

40 45

7

T T T
20 25 30 3

Teplotav °C

Tabulka 5 - Statistické testovani vlivu mezi vybranymi dvojicemi teplot na excystaci C. muris
CAT21 pomoci dvouvybérového t-testu pro testovani rovnosti dvou stirednich hodnot bez pred-
pokladu shody rozptylu (a = 0,0056).

Teploty [°C]

t-test p-value
35vs 36 60,432 <0,0010
36 vs 37 28,730 <0,0010
37 vs 38 -3,832 0,0013
38 vs 39 -2,726 0,0139
39 vs 40 7,149 <0,0010
40 vs 41 0,007 0,9945
41 vs 42 2,173 0,0434
42 vs 43 -0,772 0,4501
43 vs 44 0,818 0,4241
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4.5 Vliv pH na excystaci oocyst
Z experimentu sledujiciho vliv teploty na excystaci oocyst bylo prokazano, ze nejvice
oocyst (92 %) excystuje pii teploté 37 °C po dobu 30 minut. Proto pii studiu vlivu pH
na excystaci byly vzorky zahfivany ve vodni lazni v roztoku o pH v rozmezi 2-9 na
37 °C po dobu 30 minut (tabulka 6, graf 2). Vysledky tohoto experimentu ukazaly, ze
pii pH 2 excystuje zhruba polovina (50 %) oocyst C. muris CAT21. ZvySovanim pH
postupné dochazi ke zvySovani poctu excystovanych oocyst. Tento nartst byl pozoro-
van az do pH 6, kdy bylo pozorovano nejvice excystovanych oocyst, a to 93 %. Po-
dobng, jako u predchazejiciho méfeni vlivu teploty, bylo provedeno testovani rovnosti
sttednich hodnot mezi po sobé nasledujicimi hodnotami pH pomoci dvouvybérového
t-testu bez predpokladu shody rozptyli v kombinaci s Bonferroniho metodou. Zde
provadime 7 testt, hladina kazdého z nich byla nastavena na a=0,05/7=0,0071. Ve
vSech piipadech dvouvybérové t—testy ukazuji nizké hodnoty p—value (P <0,0071) (ta-
bulka 7).

Tabulka 6 — Vliv pH prostiedi na exystaci oocyst Cryptosporidium muris CAT 21 p¥i teploté 37

°C. Vysledky ukazuji poet nevyexcystovanych oocyst. Jednotlivé kontroly pro rizné hodnoty

pH byly sjednoceny do jedné, ktera udava pocet oocyst v urcitém pH bez tepelného osSetieni. Vy-
sledna hodnota vyjadiuje prumérny pocet oocyst z deseti na sobé nezavislych méieni.

Teplotni a pH Cas expozice (minuty)
podminky 30

Kontrola pH /4 °C 73052
pH2/37°C 34934
pH3/37°C 33988
pH4/37°C 26160
pHS5/37°C 19925
pH 6 /37 °C S e
pH7/37°C 8827
pH 8/37°C 9708
pH9/37°C 13173
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Graf 2 - Grafické znazornéni prubéhu excystace oocyst Cryptosporidium muris CAT21 pfi vliva
razného pH (2-9). Kontrola znizorfiuje vzorky pii 4 °C v ur¢itém pH bez tepelného oSetieni.
Vzorky vyjadiuji zménu excystace p¥i urcitém pH po vystaveni teploté 37 °C po dobu 30 minut.
Kontrola je vyjadiena prostym linearnim modelem odhadnuty metodou nejmensich ¢tverci.
S ohledem na nelinearitu vztahu namérenych vzorku byl pouzity neparametricky pistup pro-
sti‘ednictvim B-splina (R 4.2.2.)
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Tabulka 7 - Statistické testovani vlivu pH na excystaci oocyst C. muris CAT21 pomoci dvouvy-
bérového t-testu pro testovani rovnosti dvou stfednich hodnot bez piredpokladu shody rozptylu

(0. =0,0071).

pH t-test p-value
2vs3 3,408 0,0031
3vs4 31,592 <0,0010
4vsS 22,613 <0,0010
Svs6 49,988 <0,0010
6vs7 -12,150 <0,0010
7vs8 -2,314 0,0320
8vs9 -9,685 <0,0010
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5 Diskuze

V ramci gastrointestinalnich kryptosporidii rozliSujeme dvé hlavni skupiny — druhy
infikujici stfevni epitel a druhy parazitujici v zaludku (Pavlasek a Ryan, 2007). Pokud
jsou oocysty ve vyhovujicim hostitelském prostredi, uvolni se z jedné oocysty Ctyfi
infek¢ni sporozoiti, ktefi jsou schopni aktivné infikovat buriky hostitele. Proces ex-
cystace in vitro byla zkoumana riznymi metodami zejmeéna u stfevnich druht kryp-
tosporidii (Robertson et al., 1993; Kato et al., 2001;_Smith et al., 2005; Peckova et al ,
2016). Pro excystaci stfevnich druht je dulezita stimulace napiiklad kyselymi sloz-
kami, pankreatickymi enzymy nebo pusobenim zluCovych soli. OvSem zda se, ze
druhy infikujici zaludek potiebuji pouze zvysSenou teplotu (Gold et al., 2001; Widmer
et al., 2007).

Widmer et al. (2007) ve své studii zkoumal vlivy puasobici na excystaci ¢tyt druht
kryptosporidii: C. muris RN66, C. andersoni, C. parvum a C. hominis. Bylo proka-
zano, ze hlavnim faktorem pro vyvolani excystace zaludeCnich druht (C. muris,
C. andersoni) je inkubace pfi teploté 37 °C. Ve studii byl pouzity izolat C. muris RN66
(Taylor et al., 1999) udrzovany v Nu/Nu mySich, zakoupeny od Waterborne Inc., New
Orleans, Louisiana. Widmer prokazal, ze zahtati oocyst zaludeCnich kryptosporidii, je
dostatecné k excystaci, ovSem nebyl zde zkouman vliv jednotlivych teplot. V této
praci byl naopak zkouman pocet excystovanych oocyst v prubéhu teplotnich zmén pri
postupném zvySovani od 21 do 44 °C a teplota 37 °C byla vyhodnocena jako optimalni.

V préci jsme pouzili izolat C. muris CAT21 z piirozené infikované ko¢ky domaci.
Telesna teplota kocky domaci (Felis catus), zdravého dospélého jedince, je udavana
v rozmezi 36,7-38,9 °C (Levy et al., 2015). V této praci jsme stanovili, Ze optimalni
teplotou pro excystaci C. muris CAT21 je 37 °C, coz je shodna teplota, jako udava
Widmer et al. (2007). Pti této teploté excystovalo az 92 % oocyst. Dale byl zazname-
nan velmi vysoky pocet excystovanych oocyst 1 pfi teplotach 38 a 39 °C (89-91 %
excystovanych oocyst). Je tedy zfejmé, ze optimalni teplota pro excystaci je tedy za-
roven piirozenou télesnou teplotou pivodniho hostitele. Toto tvrzeni je v souladu
s predchazejici bakalarskou praci, v ramci které bylo zjisténo, ze optimalni teplota pro
excystaci zaludecni kryptosporidie C. andersoni (pochazejici z ptirozené infikovaného
skotu) je taktéz stejna, jako jeho fyziologicka télesna teplota, a to 40 °C (Dudéakova,
2022). Taktéz Schulzova ve své praci zkoumala vlivy na excystaci zalude¢ni kryp-

tosporidie hlodavcu C. proliferans. Ve vysledkach uvadi, ze optimalni teplotou pro
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excystaci je 38 °C a zvySovani teploty nad 40 °C uz nemélo na excystaci vyznamny
vliv (Schulzova, 2022). Oba druhy kryptosporidii prosli zfejmé béhem evoluce adap-
taci na pfirozenou t€lesnou teplotu svych hostitelti, aby se pfi excystaci uvolfiovalo
co nejvice infekénich sporozoitd, coz je pro infekénost kryptosporidie nejvyhodnéjsi.
Schopnost kryptosporidii infikovat rizné organy gastrointestinalniho traktu je pfi-
kladem adaptace patogenu na hostitelské prostedi vlivem evoluce. Jednou z piiroze-
nych bariér zazivaciho traktu je nizké pH zaludku, které brani organismus pied riz-
nymi patogeny. Choroboplodné zarodky jsou v kyselém prostiedi znieny. Zaludek
timto vytvafi velmi nehostinné prostredi, ve kterém pieziva jen maly pocet patogent
(Moran, 2005). Z tohoto divodu by pozornost méla byt vénovana zalude¢nim druhtim
(C. muris, C. andersoni), které maji schopnost ptizptsobit se nevlidnému prostiedi
zaludku. OvSem vét§i mnozstvi studii se zabyva spiSe problematikou stfevnich druht
z divodu vétsiho rozsiteni mezi lidmi (Robertson et al., 1993; Peckova et al., 2016).
Melicherova et al. (2016) se ve své studii zaméfili na excystaci C. proliferans.
Zkoumali vliv riznych médii na rychlost excystace oocyst a soucasné sledovali vliv
specifického média na motilitu sporozoitd. Oocysty nebyly predem oSetieny, jako na-
priklad pfi pokusech s C. parvum (Peckova et al., 2016) a inkubacni teplota byla na-
stavena na 37 °C. Nejvice vyexcystovanych oocyst (50 %) a soucasné i nejvyssi mo-
tilita sporozoiti byla sledovana u média RPMI 1640 s 5% obsahem bovinniho séro-
vého albuminu. Excystace oocyst se také zvySovala v Cistém RPMI, ovSem vliv
na motilitu sporozoiti byl zanedbatelny. Melicherova et al. (2016) pouzili RPMI mé-
dium o pH 6,9 — 7,2. Déale Melicherova et al. (2016) uvadi, ze pfidanim 0,6% HCI,
¢imz dojde ke snizeni pH média, nedochazi k vyraznému zvySovani excystace a nizké
pH prostiedi zaludku ma spiSe negativni vliv na excystaci oocyst zaludecnich druhti
kryptosporidii. Vysledky této a predchozich praci ukazuji stejny trend (Dudakova,
2022; Schulzova 2022). V této praci jsme zaznamenali zhruba polovinu excystova-
nych oocyst C. muris CAT21 pii hodnotach pH 2 a 3 a maximalni mnozstvi pti hod-
notach pH 6 — pH 7, coz odpovida vysledktim predeslym studiim C. andersoni a praveé
s C. proliferans (Dudékova, 2022; Schulzova 2022). Anderson (1991) pfi studiu pfi-
rozenych infekci skotu zptsobenych druhem C. andersoni poukazal na fakt, ze u infi-
kovanych zvirat byla pozorovana zmeéna na sliznici slezu a zvySeni pH zaludecniho
obsahu. K obdobnym vysledkiim dospéli i Kvac et al. (2016) a Markova (2022), ktefi
zkoumali pato-fyziologické zmény v zaludku mysi a mastomysi pfi infekci C. prolife-

rans. Tyto vysledky naznacuji, ze kryptosporidie svou pfitomnosti v zaludku hostitele
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ovliviiuji jeho fyziologické funkce a vyssi pH prostfedi je pro zaludecni kryptosporidie
zcela jist€¢ vyhodnéjsi. Navic uprava pH zaludku se bézné pouziva pro zvysSeni Sance
na preziti sporoziti kryptosporidii v zaludku hostitele pii experimentalnich infekcich
(Sateriale et al. 2021). Toto preziti souvisi pravé s hodnotou pH, kdy pfi nizkych hod-
notach dochazi k vysoké aktivaci aktino-myozinového motoru a rychlému vycerpani
sporozoitt a jejich smrti (Kfestanova 2024).

V ramci naseho experimentu byly pouzivané oocysty s maximalni dobou sklado-
vani 14 dnt, a to z divodu nizké odolnosti oocyst na kterou u tohoto kmene poukazala
Tinavska (2023). Naptiklad oocysty stievniho druhu C. parvum si zachovavaji infek-
tivitu vice nez osm meésicu, jsou tedy extrémné odolné pfi sladovani v chladnych, tem-
nych a vlhkych podminkéach (Robertson et al., 1992). Toto souvisi i se schopnosti za-
chovat si celistvost stény oocysty, ktera chrani infek¢ni sporozoity. Cryptosporidium
andersoni, C. proliferans a C. muris jsou vSechny zaludeCni druhy, odolnost jejich
oocyst je znacné odlisna od stfevnich druht, respektive druhu C. parvum. Oocysty
C. andersoni si zachovavaji infektivitu po dobu 5-6 mésict a postupné dochazi k je-
jich degradaci, ovS§em véts§ina oocyst zustava kompaktni (Kvac et al., 2007). Oocysty
C. proliferans se jevi jako strukturné velmi stabilni a zlstavaji infekcéni po dobu az
6 mésica (Schulzova, 2022). Na zakladé vysledka predeslych studii C. muris CAT21
az 90 % oocyst ztraci svou integritu jiz béhem 2 mésict skladovani (Tinavska, 2023).
Pti této praci se ukazalo, Ze optimalni stafi oocyst pro méfeni excystace pratokovym
cytometrem je 14 dnu, aby nedochazelo k negativnimu ovliviiovani vysledkt degra-

daci stén oocyst a uvolfiovanim sporozoita.
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Zavér

V praci byl prokazan vliv teploty a pH prostiedi na excystaci zaludecni kryptosporidie
Cryptosporidium muris CAT21. Optimalni teplota pro excystaci je 37 °C. Vysoké tep-
loty od 40 do 44 °C nemaji vliv na pocet excystovanych oocyst. Vliv na excystaci
oocyst ma 1 doba, po kterou jsou oocysty vystavené konkrétni teploté. Vliv expozice
je signifikantni pfi optimalnich teplotach kolem 37 °C. S rostoucim pH prostredi do-
chazi k nartistu poctu excystovanych oocyst az do pH 6, které se zda byt optimalni pro

excystaci C. muris CAT21.
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