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Abstrakt

Zastupci rodu Cryptosporidium jsou intracelularni paraziti z kmene Apicomplexa, pa-
razitujici v gastrointestinalnim traktu obratlovct. V ramci rodu rozdélujeme druhy
do dvou skupin dle mista infekce, na stfevni a zaludecni kryptosporidie. Infekce stiev-
nimi druhy je spojovana s vodnatym prijmem, zatimco infekce zalude¢nimi druhy
probiha asymptomaticky. Dosud provedené studie vSak poukazuji na histopatologické
zmeény zalude€ni tkané behem infekce t€mito druhy. Tato prace se zamétuje na vliv
infekce a reinfekce Cryptosporidium proliferans a Cryptosporidium muris CAT21 na
pH zaludecniho obsahu a morfologické a patologické zmeény zaludecni sliznice u ex-
perimentalnich mastomysi a mysi kmeni BALB/c a C57Bl6. U mysi BALB/c a
C57BIl6 infikovanych C. muris CAT21 doslo ke zvyseni pH zaludku pouze po primarni
infekci, pii reinfekci nebylo pozorovano zvyseni pH v zadném ze sledovanych dna
v prubéhu experimentu. U obou skupin bylo pfi infekci zaznamenano zvyseni sliznice,
které nasledné u mysi BALB/c pfi reinfekci nebylo tak markantni jako v pfipadé pri-
marni infekce. U C57Bl6 mysi doslo pfi reinfekci k mirnému zesileni sliznice,
nicméné nebyl pozorovan zadny vyznamny vrchol a vyska sliznice se udrzovala na po-
dobnych hodnotéach. Zanétlivé infiltraty se u BALB/c 1 C57B16 mysi v tkani objevily
pii infekct 1 reinfekci. Reinfekce C. proliferans vedla ke zvySeni pH zalude¢niho ob-
sahu u BALB/c i C57BI16 mysi. Po reinfekci byly sice zaznamenany morfologické
zmeény, to vSak v mensim rozsahu. Vysledky naznacuji, Ze reinfekce muze ovlivnit
imunitni odpoveéd’ a morfologii Zaludku i rizné vyrazné zmény v pH. Dale byl zkou-
man vliv napajeni okyselenou vodou na pribeh infekce C. proliferans. Nebyly zjistény
vyznamné rozdily v pribéhu infekce a v patologickych zménach mezi skupinami mas-

tomysi napajenych okyselenou a kohoutkovou vodou a infikovanymi C. proliferans.

Klicova slova: hlodavci; zaludek; pH; patogenita; morfologické zmény; infekce; re-

infekce; Cryptosporidium



Abstract

Representatives of the genus Cryptosporidium are intracellular parasites from the phy-
lum Apicomplexa that parasitise the gastrointestinal tract of vertebrates. Within the
genus, the species are divided into two groups depending on the site of infection: in-
testinal and gastric cryptosporidia. Infection with intestinal species is associated with
watery diarrhoea, while infection with gastric species is usually asymptomatic. Howe-
ver, studies have indicated histopathological changes in gastric tissue during infection
with these species. This work focuses on the influence of infection and reinfection with
Cryptosporidium proliferans and Cryptosporidium muris CAT21 on gastric pH,
morphological and pathological changes of the gastric mucosa in experimental masto-
mys and the mouse strains BALB/c and C57B16. In mice infected with C. muris
CAT?21, an increase in stomach pH was observed only after the primary infection;
during reinfection, no increase in pH was observed on any of the days observed. In
both groups, an increase in mucosal thickness was observed during infection, but was
not as pronounced in BALB/c mice during reinfection as during primary infection. In
C57B16 mice, reinfection resulted in a slight thickening, but no significant peak was
observed and mucosal thickness remained similar. Inflammatory infiltrates were pre-
sent in the tissue of both BALB/c and C57B16 mice during both infection and rein-
fection. Reinfection with C. proliferans led to an increase in gastric pH in both
BALB/c and C57B16 mice. Although morphological changes were observed after re-
infection, they were less pronounced. The results indicate that reinfection can influ-
ence the immune response and gastric morphology, but does not cause significant
changes in pH. In addition, the influence of acidic water administration on the course
of C. proliferans infection was investigated. No significant differences in the course
of infection and pathological changes were observed between groups of mastomys

supplied with acidic and tap water and infected with C. proliferans.

Keywords: rodents; stomach; pH; pathogenicity; morphology changes; infection; re-

infection; Cryptosporidium



Podékovani

Na tomto misté bych rada podékovala panu prof. Ing. Martinu Kvacovi, Ph.D. za od-
borné vedeni mé prace, podnétné rady a obdivuhodnou ochotu. Dale bych chtéla po-
dékovat konzultantim doc. Ing. Michaelu Rostovi, Ph.D. a doc. Ing. Romanu Kone¢-
nému, Ph.D. za pomoc pfi zpracovani dat a histologickych vzorkt. Mé diky patii vSem
pracovnikiim Laboratofe veterinarni a medicinské protistologie, Parazitologického ts-
tavu BC AV CR, v.v.i za jejich pratelské jednani a Gas, ktery mi pii zpracovavani této
prace vénovali, 1 mé rodiné a piiteli za podporu pfi studiu.

Tato prace byla financné podpotena grantovym projektem GACR 21-23773S.



Obsah

T VO oot e 9
2 Literamni prehled. ... 11
2.1 Rod Cryptosporiditm.................cccccccveveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiecie e 11
2.1.1 HISEOTIE ...ttt ettt ettt ettt et sa et saa e sae e e 11
2.1.2 TAXONMOIMIE. ....vveevveeeieenieeeteeeeteeeie et ee e e eeaeeae et esaeesaaeesaaeassenseeesseeaaees 11
2.1.3 VYVOJOVY CYKIUS .ot 12
2.1.4 Hostitelska a tkanova specifita........cc.ccevevievivieiiiiiiiiiiinieiinceecn 13

2.2 Zaludedni KIyptoSPOIidie .......oceverveveeveieereiieeiieieeese e seees e 14
2.2.1 Druhy zaludeCnich kryptosporidii........coceviviiiiiiiiiniininiiiccie, 14

222 Klinické a histopatologické piiznaky a patogenita zaludecnich

KEYPLOSPOTTAIT c.vveeeee ettt et 15

3 G PIACE .ottt ettt et e a et 17
4 Pouzité materialy @ MetOdy .....coceeveerieiueiiiiiiiiiiiiiiic e 18
4.1 ZATOJ OOCYSE wevnvevienriieeie ettt sttt sb bbb st s 18
4.2  Experimentalni ZVIFata ........ccccoceeiviiiiiiiiiiinieciiie e 18
43 PUrifiKace 00CYSE....uiiiiieiiieiieeiie ettt 18
4.3.1 Sacharozovy gradient (Arrowood ef Sterling 1987) ........ccoeveieiniin. 19
43.2 Cesium chloridovy gradient (Arrowood et Donaldson 1996)............ 19

4.4 Barveni O0CYSt....ccuueiiiieiiiieiiiie ettt 20

44.1 Metoda barveni podle Milacka a Vitovce (Milacek et Vitovec 1985)20

4.5 Oveéieni identity 1ZOIAtU.......ccveveeviiiiiiiiiiiiiici e 21
45.1 1201aCe DNA... .ot e 21
4.5.2 Polymerazova fet€zcova reakce (PCR)........cocooeiiiiiiiiiiiin 22
453 Gelova eleKtrofOrézZa . .......oveveveerieeieniieciecicece e 23
454 GENOLYPIZACE. ..ottt sttt 23

4.6 TNtENZIEA TNTEKCE oo eeeeeee ettt ee ettt ee e et e e e e et e e e saeeeaesaaneeeeaannnnes 24



4.7 J DIV 0o 0 VI FATA WO 25

4.8  Meéteni pH v ZaludKu......c.coveeviviininiiiiiiiiiiicc 25
49  Histologické zpracovani vzorki a analyza fezl...........ccceevenriiicncnnnnnn. 25
4.10 Patogenita a intenzita infekce hodnocena na histologickych fezech ......... 25
4.11  StatiStiCK€ ZPraCOVAN.......ccueeverueeeieeeiieiiieitcie sttt 25
412  DeSign eXPEriMENT .....c.evuerreuiriereeeieeerereterieieseesiese st es e eses e s ens 26

4.12.1  Experiment I. — vliv napajeci vody s upravenym pH na infekci

Cryptosporidium Proliferans..................ccoiiiiiiniiiiiiiniiie e 26
4.12.2  Experiment II. — vliv reinfekce Cryptosporidium proliferans........... 26

4.12.3  Experiment III — vliv infekce a reinfekce Cryptosporidium muris

CAT2L ettt e 27

5.1 Experiment I. — vliv napajeni okyselenou vodou na infekci

Cryptosporidiunm Proliferans. ................cccoceviiiiiiiiiiiieiieiieeiee e 28
5.1.1 TAentita 1ZOIATU. .ovveeeeneeiie et 28
5.1.2 Zmény pH Zaludku vlivem infekce.........ccoovvininiiinniniii 28
5.1.3 Patologické zmény zaludecni sliznice vyvolané primarni infekci
Cryptosporidium proliferans.................cccoooviiiiiiiiiniinciieiienie e 29

5.2 Experiment II. — vliv reinfekce Cryptosporidium proliferans ................... 32
5.2.1 Identita 1ZOIATU. ...o.veeveeeieieece e 32
52.2 Zmény pH Zaludku vlivem reinfekce..........ccooovviiiininiiniinnnn, 32
523 Patologické zmény zalude¢ni sliznice vyvolané infekci
Cryptosporidiunm proliferans.................ccccccoviviiiiiiiiiiiceiieeiesie e 32

5.3 Experiment III — vliv infekce a reinfekce Cryptosporidium muris CAT2138
5.3.1 Tdentita 1ZOLATU. .. .ocvveeeieeeeeeee e e 38
5.3.2 INFEKtIVITA IZOLATU ...eevie et 38

533 Zmény pH zaludku vlivem infekce a reinfekce ..o 39



534 Patologické zmény zaludecni sliznice vyvolané infekci

Cryptosporidium muris CAT21 ....cccoccvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiie i 40
DIASKUZE ...ttt ettt e et e et s ae e 49
ZIAVET .ottt ettt ettt et a e e ea e e e ea et et e e b b e b b e st a e st a e st ae s 53



1 Uvod

Zastupci z rodu Cryptosporidium jsou jednobunééni intracelularni paraziti z kmene
Apicomplexa, ktefi parazituji obratlovce patfici do vSech tfid, v€etné lidi. Neé&které
z druht maji tzkou hostitelskou specifitu (vétsina zastupct z tohoto rodu, napi. C. tyz-
zeri), kdy kryptosporidie infikuji jen jednoho ¢i velmi omezeny pocet hostiteld, ne-
které maji hostitelskou specifitu §irsi a jsou schopny infikovat nékteré nepiibuzné
druhy hostitelti (napt. C. andersoni infikujici prezvykavce, C. muris parazitujici u hlo-
davca) anebo infikuji hostitele napii¢ tfidami obratlovca (napt. C. parvum) (Fayer et
Xiao 2008; Anderson 1991). Dle mista infekce v gastrointestinalnim traktu, ve kterém
typicky kryptosporidie parazituji, mtizeme zastupce tohoto rodu rozdélit na dveé sku-
piny — kryptosporidie stievni a zaludecni (Fayer er Xiao 2008), které se 1i8i nejen afi-
nitou k télnim buikam, ale i morfologii oocyst. Zatimco skupina stfevnich kryptospo-
ridii zahrnuje vice znamych druha a jejich oocysty jsou mensi a kulatéjsi, skupina za-
ludec¢nich kryptosporidii je méné pocetnd, s vétsimi a ovalnéjSimi oocystami. Pri-
znaky, které kryptosporidiézu — tedy onemocnéni vyvolané timto rodem — doprova-
zeji, nejsou jednotné a lisi se nejen dle mista vyskytu v hostitelském organismu,
ale i podle jeho imunitnim stavu a konkrétniho druhu kryptosporidie (Tinavska 2021,
Kvag et al. 2009). Infekci stfevnimi druhy doprovazi vodnaty prijem, ubytek hmot-
nosti, mize se objevit nevolnost a zvraceni (Nime et al 1976). Oproti tomu infekce
zpusobena zaludeCnimi druhy neni spojovana s zadnymi charakteristickymi
symptomy, v nékolika pfipadech byl pozorovan pokles uzitkovosti a ztrata kondice
(Anderson 1998; Esteban et Anderson 1995).

Prestoze pfi infekci zaludeCnimi druhy nebyly pozorovany symptomy typické
pro stievni kryptosporidie, dosud provedené studie poukazuji na nezanétlivé histopa-
tologické zmény tkan€ zaludku infikovanych hostiteli. Mezi pozorované zmeény patfi
napiiklad zesileni sliznice, zvySeni zalude¢niho pH a tvorby hlenu, ktery v prubéhu
infekce postupné zasahuje do stfednich az spodnich Casti sliznice, a pfitomnost zanét-
livych infiltratd, zejména v okoli lamina propria (Anderson 1998; Matsubayashi et al.
2010; Kvac et Vitovec 2003; Kvac et al. 2016; Markova 2020; Taylor et al. 1999).
V této praci jsme se zabyvali vlivem infekci a reinfekci C. muris CAT21 a C. prolife-
rans na funkéni a patologické zmény zaludku u ruznych skupin modelovych orga-

nismi. Prace navazuje na mou bakalaiskou praci, ve které jsme se zaméfili



na patogenitu Cryptosporidium proliferans, konkrétné na zménu pH zaludku a vzniklé

histopatologické zmény na jeho sliznici v pribéhu infekce.
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2 Literarni prehled

2.1 Rod Cryptosporidium
2.1.1 Historie

Ernest Edward Tyzzer provedl prvni identifikaci a popis parazita nalezeného v zalu-
decnich zlazach laboratornich mysi (Mus musculus) a jeho vyvojovych stadii v roce
1907 (Tyzzer 1907). V roce 1910 navrhl pro tyto parazity novy rod nazvany Cryp-
tosporidium a pro jeho typovy druh uvedl nazev Cryptosporidium muris (Tyzzer
1910). Tyzzer také vyslovil myslenku autoinfekce hostitele sporozoity z oocyst ze za-
ludecnich zlaz. V roce 1912 identifikoval dal§i druh, tentokrat v tenkém stfeve, vyzna-
Cyjici se mensimi oocystami, ktery pojmenoval Cryptosporidium parvum a ktery se
pozdéji stal jednim z nejprozkoumanéjsich druha tohoto rodu (Tyzzer 1912).

Az v roce 1955 popsal Slavin (1955) dalsi druh patfici do tohoto rodu, Cryptospo-
ridium meleagridis, v epitelu stfeva a ve Fabriciové burze u krocani. Zvifata trpéla
tézkymi prijmy, které byly zaznamenany i v pfipade prvni popsané infekce u lidi, a to
konkrétné€ v roce 1976 u dvou jedinc, ktefi zili na farmach s dobytkem (Meisel et al.
1976; Nime et al. 1976). Zajem o onemocnéni prudce vzrostl po epidemii v Milwaukee
v roce 1993, kdy bylo piiblizné 403 000 lidi infikovano vodou kontaminovanou oo-
cystami rodu Cryptosporidium, které byly schopné prejit 1 pres funkcni filtracni systém
(MacKenzie et al. 1994).

Vyznamny druh parazitujici bézné ve slezu skotu, byl popsan a pojmenovan Cryp-
tosporidium andersoni nékolik let po této epidemii (Lindsay er al. 2000). Tento druh
byl kvili morfologickym podobnostem oocyst nalezenych u mysi a skotu az do roku
2000 povazovan za C. muris-like bovinni izolat.

Na zakladé molekularnich studii v poslednich 20 letech umoznénych dostupnosti
molekularnich metod doslo k rozsifeni poctu platnych druhti na aktualnich 51 (Pre-
diger et al. 2021; Kvac et al. 2016; Ryan et al. 2021) a identifikaci desitek genotypu.
Tyto genotypy vsak nelze zaradit mezi platné druhy kvili nedostatecnosti biologic-
kych charakteristik, pfestoze je pravdépodobné, ze vétSina z nich predstavuje samo-
statné taxony.

2.1.2 Taxonomie
Zastupci rodu Cryptosporidium jsou intracelularni paraziti s epiplazmatickou lokali-
zaci patfici do kmene Apicomplexa. Pro zastupce tohoto kmene je charakteristickym

znakem apikalni komplex, ktery slouzi k infekci hostitelské buiiky a ktery se sklada
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z polarnich prstenct, konoidu, rhoptrii a mikroném (Fayer er Xiao 2008). V prubéhu
let se zatrazeni rodu nékolikrat ménilo; kvili morfologické podobnosti a podobnosti
vyvojového cyklu byly dfive fazeny mezi kokcidie (Tyzzer 1907). Obrat nastal diky
vysledkiim molekularnich analyz, které odhalily blizky vztah ke gregarinam (Carreno
et al. 1999). Nejen molekularni analyzy, ale i podobna morfologicka stavba organel,
které slouzi k pfichyceni k hostitelské butice, potvrzuji ptibuznost k nim (Valigurova
et al. 2007). Aktualné jsou tak kryptosporidie pfesunuty z podtiidy Coccidia do pod-
tfidy Cryptogregarie, ktera je v ramci tfidy Gregarinomorphea a fadu Cryptogregarida
(Ryan et al. 2016).

2.1.3 Vyvojovy cyklus

I pfes znamost mnoha druhti i genotypu kryptosporidii byl vyvojovy cyklus popsan
jen u zlomku z nich, konkrétn€ u péti druhd, z nichz tii jsou sav¢i — C. proliferans,
C. muris a C. parvum (Melicherova et al. 2014; Tyzzer 1907; 1910; 1912). Vyvojovy
cyklus zastupcu rodu Cryptosporidium je monoxenni. Takové organismy nazyvame
také jednohostitelskymi parazity, coz znamena, ze dokazou kompletné dokoncit svuj
zivotni cyklus v jednom hostiteli.

Vyvojovy cyklus kryptosporidii zahrnuje Ctyfi klicové faze: excystaci, merogonii,
gametogonii a sporogonii.

Excystace pocina pozienim oocysty, ktera je infek¢ni jiz pfi vylouceni a neni po-
tfeba dalsiho dozravani, vhodnym hostitelem. Obsahuje ¢tyfi pohyblivé sporozoity ba-
nanovitého tvaru, ktefi se z oocysty uvolni po jejim otevieni podél §vu (sutura) na jed-
nom z jejich poli a ktefi napadaji hostitelské buriky, jimiz mohou byt typicky burky
traviciho traktu, ale napiiklad 1 plice ¢i ledviny (Current et Garcia 1991; Smith et al.
2005).

Vsechny mechanismy podilejici se na excystaci nejsou pln€ zndmy, mezi vy-
znamné faktory vSak prokazatelné patii naptiklad zména teploty a pH prostredi a vy-
staveni pankreatickym enzymum, coz je dulezité zejména pro excystaci stievnich a za-
lude¢nich druht kryptosporidii (Fayer ef Xiao 1984). Pro druhy infikujici tkan€ mimo
gastrointestinalni trakt nejsou podminky pro excystaci znamé. Jakmile se sporozoit
pfipoji na bunku, dochazi k prodlouzeni mikroklkt a vytvoreni vakuoly zvané parazi-
toforni vakuola. Tato vakuola obklopuyje parazita a nasledn€ splyne s membranou hos-
titelské buriky. Vznika tak rozhrani mez burikou a parazitem, které brani pfimému

kontaktu parazita s cytoplazmou bunky (Huang et al. 2004). Po pfichyceni se

12



sporozoiti transformuji do jednojadernych epicelularnich stadii nazyvanych trofozoiti
(Valigurova et al. 2008).

Merogonie je fazi opakovaného nepohlavniho déleni. U vyvojovych cykla vét-
Siny studovanych druhti byly zaznamenany meronti dvou typu (typ I a II); u druhu
C. baileyi vyskytujiciho se u ptaka byl detekovan jeste typ III (Current et al. 1986).

Meronti typu I vznikaji jako prvni a po déleni vznika 6—8 merozoitu. Zrali
merozoiti tohoto typu jsou uvolfiovani z meronti a infikuji dalsi bunky a vznikaji
z nich meronti I. anebo II. typu. Meronti typu II davaji za vznik 4 merozoitam II. typu.
V piipadé€ druhu C. baileyi je tomu jinak a z merontl typu Il vznika 8 merozoita.

Ve fazi gametogonie probiha sexualni rozmnozovani, které podle predpokladu
iniciuje pouze typ II (Fayer et Xiao 2008). Z merontt tohoto typu vznikaji sam¢i (mi-
krogamonti) a samici (makrogamonti) stadia. Z mikrogamonti se uvoliuji pohyblivé
mikrogamety (16) a splyvaji s makrogametami (1) vznikajicimi z makrogamontu,
¢imz vznika diploidni stadium — zygota, ktera se vyviji v oocystu (Melicherova et al.
2014).

Pti sporogonii je jadro déleno meioticky a vznikaji 4 sporozoiti, ktefi maji redu-
kovany pocCet chromozomu a rezidualni télisko. Oocysty sporuluji in situ a byly
popsany dva typy. Prvni, tenkosténny typ, je pfitomen jen v 20 % celkového poctu
oocyst a excystuje v téle hostitele za vzniku autoinfekce. Druhy, silnosténny typ,

opousti télo hostitele spolu s vymeésky a infikuji dalsi hostitele (Fayer et Xiao 2008).

2.1.4 Hostitelska a tkanova specifita
U zastupct rodu Cryptosporidium rozeznavame hostitelskou specifitu, kterou mizeme
rozdelit do tfi skupin. Druhy prvni skupiny maji uzkou hostitelskou specifitu a patii
do ni vétsina zastupct tohoto druhu. Pii takovémto typu specifity dochazi k infekci
jednoho ¢i omezeného poctu hostitelt, Casto fylogeneticky piibuznych. Do druhé sku-
piny spadaji druhy a genotypy infikujici nepfibuzné skupiny hostitela — napt. C. an-
dersoni parazitujici u skotu, hlodavct i sudokopytnika (Anderson 1991;1998). V tieti,
malo pocetné skupiné jsou zastoupeny druhy s Sirokou hostitelskou specifitou. Ty in-
fikuji vicero hostitelti napfi¢ tfidami zivocicht, vyznamnymi zastupci jsou napiiklad
C. parvum a C. baileyi.

Gastrointestinalni trakt je primarni oblasti, ve které kryptosporidie parazituji,
a podle konkrétniho Uiseku infekce je mizeme délit na dvé skupiny. Prvni skupina
sttevnich kryptosporidii je vice poCetna. Oocysty téchto kryptosporidii jsou mensi, ku-

latéj§i a maji afinitu ke stfevnim bunkam. K aktivaci excystace oocyst dochazi pomoci
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ucinku trypsinu, zluce a proteolytickych enzymt (Widmer et al. 2007). Druhou skupi-
nou jsou kryptosporidie zaludecni k jejichz aktivaci je zapotfebni zména teploty a pH
(Dudakova 2020).

2.2 Zalude&ni kryptosporidie

Oproti stfevnim kryptosporidiim je skupina infikujici zaludek hostitele méné pocetna.
Lisi se nejen poctem zastupct, ale i morfologii oocyst. Ty jsou oproti oocystam stiev-
nich kryptosporidii vétsiho, ovalného tvaru.

2.2.1 Druhy zalude¢nich kryptosporidii

Vibec prvnim popsanym druhem z rodu Cryptosporidium je Cryptosporidium muris,
ktery byl E. E. Tyzzerem nalezen v zaludeCnich zlazach mysi a ktery byl popsan v roce
1907. Druh vyskytujici se v Zaludku plazt — Cryptosporidium serpentis — byl v roce
1980 pojmenovan Normanem D. Levinem (Levine 1980) a to na zaklad¢ jiz diivéj§iho
popisu v roce 1977, ktery provedl Brownstein et al. (1977) u hadt s hypertrofickou
gastritidou. Cryptosporidium galli je druh nalezeny ve Zlaznatém zaludku ptaka a po-
jmenovany v roce 1999 Pavlaskem (1999). Dalsi druh, Cryptosporidium andersoni,
byl ptivodné chybné identifikovan jako Cryptosporidium muris. Na zakladé moleku-
larnich analyz a dle lokalizace vyvojovych stadii nalezenych ve slezu skotu byl uznan
v roce 2000 samostatnym druhem (Lindsay et al. 2000). V roce 2002 byl popsan druh
parazitujici u dvou druhti motskych ryb (Sparus aurata a Dicentrachus labrax) v hlu-
bokych vrstvach zalude¢niho epitelu a pojmenovan Cryptosporidium molnari (Alva-
rez-Pellitero et Sitja-Bobadilla 2002). U obojzivelniki, konkrétné v zaludku ropuchy
dovezené do Ceské republiky z Malajsie, byl v roce 2008 nalezen druh Cryptospo-
ridium fragile, ktery mimo tento popis nebyl u jinych hostiteli zaznamenan (Jirka et
al. 2008). Dalsim druhem parazitujicim u ryb je Cryptosporidium huwi nalezeny v zi-
vorodce duhové (Poecilia raticulata), ktery byl popsan v roce 2015 (Ryan et al. 2015).
Cryptosporidium proliferans, pivodné Cryptosporidium muris kmen TS03 ziskany
z ptirozené infikovaného hlodouna vychodoafrického (Tachyoryctes splendens) a ty-
picky infikujici hlodavce, byl v roce 2016 popsan jako samostatny novy druh na za-
kladé odlisnych biologickych a molekularnich charakteristik (Kva¢ et al. 2016).
U ptaka, konkrétné postihujici zaludek papouskt, byl v roce 2019 popsan druh Cryp-
tosporidium proventriculi (Holubova et al. 2019). Cryptosporidium bollandi nalezené

u sladkovodnich ryb bylo popsané v roce 2020 (Bolland et al. 2020).

14



2.2.2 Klinické a histopatologické priznaky a patogenita zalude¢nich kryptospo-
ridii

Ptiznaky infekce kryptosporidiemi se li8i v zavislosti na misté vyskytu v hostiteli. In-
fekce tenkého stieva se typicky projevuje charakteristickymi vodnatymi priajmy, do-
provazenymi bolesti bficha, nevolnosti, zvracenim a horeckou. Poskozeni epitelu ten-
kého stfeva narusuje absorpci zivin, coz muze vést k dehydrataci a ibytku na vaze.
Naopak infekce zalude¢nimi druhy obvykle probihaji bez zjevnych symptomu, nejsou
doprovazeny prijmovymi onemocnénimi. Ojedinéle jsou doprovazeny poklesem
mlécné uzitkovosti a prirastky a ztratou kondice (Anderson 1998; Esteban et Anderson
1995). I v tomto pripadé je vSak infekce spojena se vznikem patologickych zmén.

Anderson (1998) pozoroval makroskopické zmény slezu skotu infikovaného
C. andersoni, kdy u chronicky nemocnych zvifat byla sliznice slezu zbytnél4, tim pa-
dem doslo ke zvySeni hmotnosti samotného slezu oproti neinfikovanym zviratim (An-
derson 1998). Podobné zvétSeni zaludku a nezanétlivé histopatologické zmény pozo-
roval u infikovanych zvifat nejen Matsubayashi e al. (2010), ale 1 Kva¢ a Vitovec
(2003) u prirozené infikovaného masného skotu. Kvac et al. (2016) popsal markantni
zesileni sliznice zaludku mastomysi infikovanych C. proliferans, zatimco u mysi ne-
byla zména vysky sliznice tak patrna. Tuto skuteCnost potvrdila i Markova (2022),
ktera vSak popsala obdobné zesileni sliznice u kratkodobych infekci zplisobenych tak-
téz C. proliferans u BALB/c a C57Bl16 mysi. Zatimco v piipadé mastomysi zistala
sliznice zesilena, u BALB/c a C57BI16 mys$i doslo k jejimu postupnému ztenceni pfi-
blizné na fyziologickou vysku.

Mucinézni (hlenotvorné) buiiky maji za tkol produkci hlenové vrstvy slouzici
k ochrang sliznice zaludku pfed mechanickymi a chemickymi uc€inky a mira jejich se-
krece je zavisla na spravném prokrveni stény zaludku (Vernygorodskyi 2013). V pfi-
padé¢ infekce ma na sekreci vliv 1 konkrétni druh patogenu. Pfi infekci vyvolané bak-
terii Helicobacter pylori dochazi k nizsi produkci hlenu a tim ke ztenCeni jeho vrstvy,
ktera pfi fyziologické produkci bunék méfi pfiblizn€ 60 um. Pficinou omezeni syntézy
hlenu je interakce s bakteriemi, jejichz rtst je nadbytkem hlenu inhibovan (Kamisago
et al. 1996; Simon et al. 1997). Sliznice je tak odhalena nepfiznivému prostiedi a na je-
jim povrchu vznikaji viedy (Byrd et. Bresalier 2000). Obdobné snizeni hlenové vrstvy
zaludku pozoroval 1 Simpson et al. (2016) u jehnat infikovanych had’atky a vlasov-

kami. Oproti tomu u hostiteld infikovanych kryptosporidiemi 1ze pozorovat postupné

15



zvySovani tvorby hlenu, ktery postupné v prubéhu infekce zasahuje do stfednich az
spodnich ¢asti sliznice (Markova 2020; Matsubayashi ef al. 2010).

Zanétlivé infiltraty, zeyména v okoli lamina propria, byly pozorovany pii pouziti
vysokych infekénich davek C. muris u hlodavceu, a to predevsim v oblasti infikovanych
bunék (Taylor et al. 1999). Jalovecka er al. (2009) ve své praci popsala nepfitomnost
T-lymfocytt v lyzatu sliznice zaludku neinfikovanych mysi, coz se ovSem po infekci
zmeénilo a byly namétfeny migrujici a proliferujici CD4 a CD8 T-lymfocyty, jejichz
mnozstvi se zvySovalo do 28 dnu po infekci. Markova (2022) pozorovala u BALB/c
a C57Bl6 mysi infikovanych C. proliferans zvysujici se poCet zanétlivych infiltrata,
které byly lokalizovany pfi lamina propria anebo maximalné ve 2/3 vysky zaludecni
sliznice, ovSem u mastomysi byly zanétlivé infiltraty pozorovatelné ve vSech vrstvach

sliznice, coz odpovidalo masivni infekci zasahujici celou sliznici.
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3 (il prace

Cilem prace je navazat na bakalarskou praci a rozsifit poznatky z ni prostfednictvim
provedeni experimentalnich infekci a reinfekci vyvolanych druhy Cryptosporidium
proliferans a Cryptosporidium muris CAT21. Cilem je popsat vliv infekce a reinfekce
sav€imi Zalude¢nimi kryptosporidiemi u modelovych hostiteld na patogenitu, zménu
pH Zaludku, prubéh infekce a charakterizovat patologické zmény na sliznici zaludku,

vcetné zmeén pH zaludku a produkce hlenu v riznych fazich infekce.
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4 Pouzité materialy a metody

4.1 Zdroj oocyst

Pro vyzkumné ucely byly vyuzity dva typy zaludeCnich kryptosporidii, konkrétné
Cryptosporidium proliferans, ktery pochazi z pfirozené infikovaného hlodouna vycho-
doafrického (Tachyorectes splendens) a ktery je dlouhodobé udrzovan ve SCID my-
Sich v laboratofich Parazitologického ustavu Biologického centra Akademie véd
Ceské republiky, v.v.i. a Cryptosporidium muris pochazejici z pfirozené infikované
koCky domaci (Felis catus) a ktery je dlouhodobé udrzovan v IFNy mysich v labora-
tofich Parazitologického ustavu Biologického centra Akademie véd Ceské republiky,

V.V.i..

4.2 Experimentalni zvirata

V experimentech byly pouzity dvé skupiny laboratornich inbrednich imunokompe-
tentnich mysi (Mus musculus), konkrétné kmeny BALB/c a C57BI6, spolu s masto-
mySmi (Mastomys coucha) ve véku 8 tydnt. VSechna zvifata byla chovana v samo-
statnych plastovych boxech v zvéfinci Parazitologického ustavu Biologického centra
Akademie véd Ceské republiky, v.v.i. v Ceskych Bud&jovicich.

Krmivo tvortila granulovana komercni smés pro hlodavce a bylo stejné€ jako voda
dostupné ad libitum. Jako podestylka byly pouzity dievéné piliny a jejich vyména pro-
bihala dvakrat tydn€ nebo Castéji podle potreby. Prostfedi v zvéfinci bylo nastaveno
na 12 hodin svétla a 12 hodin tmy za teploty 22 °C a relativni vzdusné vlhkosti 50—
55 %. Zdravotni stav zvifat, kvalita krmiva a pfistup k pitné vodé byly kontrolovany
minimalné dvakrat denné.

4.3 Purifikace oocyst
Pro dosazeni standardizace experimentalnich infekci bylo nezbytné ziskat Cistou su-
spenzi oocyst, proto pied samotnym procesem ¢isténi bylo nutné dikladné rozmélnit

trus a odstranit vétsi ¢astice.

Postup cisténi:
e Zhomogenizuj trus v tfeci misce a nasledné zfed’ deionizovanou vodou (dH20).
e Prepasiruj pomoci Spachtle skrz jemné sitko (velikost ok asi 250 pm) do skle-
néné kadinky. Béhem tohoto procesu prabézné oplachyj sitko dH>O, aby ne-

dochazelo k nezadoucim ztratam oocyst.
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4.3.1

Nékolikrat promyj sitko vodou a ziskanou suspenzi dvakrat prelij pres sitko.
Timto pfipraveny material pouzij k dalsi purifikaci pomoci sachar6zového gra-
dientu (Arrowood et Sterling 1987) a dokonci ¢isténi pomoci cesium chlorido-

vého gradientu (Arrowood et Donaldson 1996).

Sacharézovy gradient (Arrowood ef Sterling 1987)

Roztoky a zpiisob jejich pripravy:

Sheatertv roztok: 295 ml dH>O + 405 g cukru + 7,29 g fenolu

PBS Tween: pfidat 0,5 ml Tween 20 do 1 litru PBS

Pracovni Sheatertiv roztok: 1+2 (1 dil Sheater + 2 dily PBS Tween), 1+4 (1 dil
Sheater + 4 dily PBS Tween)

Pracovni postup:

4.3.2

V tfeci misce zhomogenizuj s dH20 vzorek trusu a zbav jej piimesi scezenim
pres sitko (velikost ok asi 250 pm).
Navrstvi plastovou Pasteurovou pipetou do sklenénych nadobek gradient
v nize uvedeném poradi:

1. wvrstva: 30 ml Sheaterdv roztok 142

2. wvrstva: 30 ml Sheaterav roztok 1+4

3. wrstva: 15 ml vzorku, ktery byl zhomogenizovan
Po wvyvazeni zkumavek na analytické vaze centrifuguj 20 minut
pii 1370 ga 4 °C.
Odsaj vrchni zbarvenou vrstvu vyvévou a zbyly supernatant pienes do novych,
¢istych zkumavek, sediment vyhod'.
Doplii objem zkumavek dH2O.
Centrifuguj 20 minut pii 1 370 g a 4 °C.
Odsaj Y2 objemu zkumavek vyvévou a zbytek objemu doplii dH>O.
Centrifugovat 20 minut pii 1 370 g a 4 °C.
Sedimenty zhomogenizuj v dH2O a pienes je do Cistych zkumavek, uchovave;j
pii 4 °C.

Cesium chloridovy gradient (Arrowood et Donaldson 1996)

Pouzité roztoky:

Roztok cesium chloridu (CsCl; 1,15 g/ml)
PBS (0,025 M; pH 7,2)

19



dH>O

Pracovni postup:

Po precisténi na sacharozovém gradientu vzorek centrifuguyj 10 minut
pii 1450 ga4°C.

Odeber supernatant a piidej 0,5 ml PBS a zhomogenizuj.

Do nové, Cisté mikrozkumavky napipetuj 1 ml CsCL.

Na vrstvu CsCl ptidej 0,5 ml roztoku oocyst v PBS.

Centrifuguj 3 minuty pii 16 000 g a 20 °C.

Odeber supernatant a piepipetuj jej do Cisté 50 ml centrifugacni zkumavky,
zbyly sediment vyhod'.

Obsah zkumavky doplii dH>O.

Centrifuguj 20 minut pii 1 370 g a 4 °C.

Odsaj supernatant vodni vyvévou na objem 5 ml.

Doplii obsah zkumavky dH»>O a zvortexuj, centrifuguj 20 minut pfi 1 370 g
a4 °C.

Predchozi krok zopakuj 3—4x pro lepsi i€innost promyti.

Sedimenty zhomogenizuj v dH>O a ptenes je do Cistych zkumavek, uchovavej
pii 4 °C.

4.4 Barveni oocyst

4.4.1 Metoda barveni podle Milacka a Vitovce (Milacek ef Vitovec 1985)

Pouzity materidl:

Roztok methylvioleti (0,6 g methylvioleti, 1 ml anilinu, 30 ml alkoholu, 1 g
fenolu, 70 ml dH,0)

Roztok tartrazinu v 1% kyseliné octové, 2% kyselina sirova

Pracovni postup:

Na podlozni sklo vytvor tenky natér vzorku trusu.

Podlozni sklicko se vzorkem ponot do methanolu a zafixuj plamenem.
Skli¢ko vloz do stojanku a ponof jej do roztoku methylvioleti na 30 minut.
Pod tekouci vodou oplachni a nasledné 1 ponof i se stojankem do 2% kyseliny
sirové na 2 minuty.

Oplachuj pod tekouci vodou a obarvi v roztoku tartrazinu po dobu 3—5 minut.
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Oplachuj pod tekouci vodou.
Nech vzorek oschnout pii laboratorni teploté a prohlizej jej svételnym mikro-

skopem pi1 1 000nasobném zvétSeni za pouziti imerzniho oleje.

4.5 Ovéreni identity izolatu

Identita izolati kryptosporidii pouzitych pro experimenty byla ovéfovana nejen

pred zahajenim experimentd, ale i v jejich prab&hu.

4.5.1 1Izolace DNA

Izolace celkové genomové DNA (gDNA) z Cistych oocyst, které byly pouzity pro ino-

kulaci, a ze zlaznaté Casti zaludku zvirat, u nichz byla infekce potvrzena, prob&hla

pomoci komercniho kitu DNeasy Blood & Tissue (QIAGEN).

PouZzita chemie, kterd byla soucasti kitu:

ATL pufr
Proteinaza K
AL pufr
EtOH

AW1 pufr
AW?2 pufr
AE pufr

Pracovni postup:

Nastiihej pfiblizné 10 mg tkan€ nebo 200 mg trusu, vloz ji do mikrozkumavky
a pfidej malé sklenéné kulicky (0,5 mm; cca 100 pl) a 1 velkou sklenénou ku-
licku (2 mm).

Ptipipetuj 180 pl ATL pufru a zvortexu;.

Rozbij za pomoci pfistroje FastPrep®24 Instrument MP — 1 minutu pfi rych-
losti 5,5 m/s.

Centrifuguj 10 sekund pii 6 000 g.

Ptipipetuj 20 pl proteinazy K.

Inkubuj po dobu 1 hodiny pii 56 °C, béhem této doby pravidelné miche;.
Centrifuguj 10 sekund pii 6 000 g.

Ptipipetuj 200 l AL pufru a vzorek zvortexu;.

Ptipipetuj 200 pl 96% EtOH a vzorek zvortexu;.
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4.5.2

Centrifugu; 45 sekund pii 14 000 g.

Veskery supernatant prepipetuj na kolonku Mini spin, centrifugyj 3 minuty
pii 8 000 g, vylij odpad ze sbérné zkumavky.

Ptipipetuj 500 ul AW1 pufru, centrifuguj 1 minutu pfi 8 000 g, vylij odpad
ze sbérné zkumavky.

Ptipipetuj 500 ul AW?2 pufru, centrifugyj 1 minutu pii 14 000 g, vylij odpad
ze sbérné zkumavky.

Vyhod’ sbérné zkumavky a nahrad’ je novymi mikrozkumavkami.

Na membranu ¢isté kolony napipetuj 200 ul AE pufru, inkubuj po dobu 1 mi-
nuty pii laboratorni teplote.

Centrifuguj 1 minutu pii 8 000 g.

Ziskanou DNA skladuj pfi teploté -20 °C v mikrozkumavce.

Polymerazova retézcova reakce (PCR)

Specifickda DNA kryptosporidii byla detekovana metodou nested PCR amplifikujici
cast genu, ktera koduje malou podjednotku rRNA (SSU) (Xiao et al. 1999).

Pracovni postup:

PCR reakci proved v 20 pl — smichej 10 ul komeréné dodavaného HS-Taq
premixu (GenAll, Korea) obsahujiciho 2U HS-Taq DNA polymerazy, 200 uM
dNTPs, loading dye, stabilizator, 7 ul PCR vody, 2,5 mM MgCl, 0,5 ul
forward primeru (200 mM), 0,5 ul reverse primeru (200 mM) a 2 ul gDNA
v ptipadé primarni reakce nebo 2 pl produktu primarni reakce v ptipade sekun-
darni reakce.

Jako negativni kontrolu pouzij PCR vodu a jako pozitivni kontrolu pouzij

gDNA Cryptosporidium tyzzeri.

Amplifikaci proved v termocykleru pfi tomto programu:

Prvotni denaturace — 3 minuty, 95 °C.

Denaturace (35 opakujicich se cykli) — 45 sekund, 95 °C.

Teploty nasedani primert (v zavislosti na pouzitém typu primert) — 45 sekund.
Extenze fetézcu — 1 minuta, 72 °C.

Koneéna extenze fetézu — 10 minut, 72 °C.
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4.5.3

Gelova elektroforéza

Produkty, které vznikly pii sekundarni PCR, byly naneseny na 1% agar6zovy gel s pfi-

davkem ethidium-bromidu (EtBr). Po dokonceni elektroforézy byl vznikly produkt vi-

zualizovan UV transiluminatorem:.

PouZita chemie:

50x TAE pufr
Ethidium-bromid (10 mg/ml, Sigma Aldrich, USA)
Agarodza (Serva Electrophoresis, Germany)

100 bp DNA Ladder (Fermentas International Inc., Kanada)

Pracovni postup:

4.5.4

V Erlenmayerové barice smichej 1x TAE pufr s odvazenou agarézou v poméru
dle velikosti nosi¢e, smés vloz do mikrovinné trouby po takovou dobu, dokud
nevznikne homogenni smés.

Zchlad baiku pod tekouci vodou, ptidej do smési 1 ul EtBr.

Do vhodné velkého nosice vylij obsah bariky, dle poctu vzork vyber vhodny
hieben a ten vloz nasledné do nosice.

Smés nech v nosici zatuhnout.

Hieben vyjmi a gel vloz do elektroforetické vany, ktera obsahuje 1xTAE pufr.
Nanasej dle schématu: prvni jamka — 10 pl 100 bp DNA Ladder; nasledujici
jamky — 20 pl produktt ziskanych po sekundarni PCR.

Nastav napéti na 90 V a nech fragmenty separovat (cca 30-50 minut).

Zobraz fragmenty pomoci UV transiluminatoru.

Genotypizace

Sekundarni produkty vzniklé pfi PCR byly z gelu izolovany pomoci kitu Gen Elute

od firmy Sigma dle instrukci vyrobce. Ziskané fragmenty DNA pak sekvenovaly ko-

mercni laboratofe s pouzitim kitu ABI BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing

a sekundarnich primera. Kazdy vzorek byl sekvenovan z obou stran.

Nukleotidové sekvence byly poté analyzovany v programu ChromasPro a na-

sledné porovnany s ulozenymi sekvencemi v databazi GenBank. Jak referencni, tak

ziskané sekvence byly sefazeny online nastrojem MAFFT verze 7 online server s au-

tomatickym vybérem sefazovaci strategie (http://mafft.cbrc.jp/alignment/server/) a
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dale rucné doopraveny v programu BioEdit. Nakonec byla porovnana identita pouzi-

tych izolatd vici izolatim ziskanym z experimentalné infikovanych zvirat.

4.6 Intenzita infekce

Intenzita infekce byla méfena metodou qPCR pomoci komercniho kitu od firmy You-

Seq (YSL-qP-EC-Crypto-100).

PouZzita chemie, kterd byla soucasti kitu:

Cryptosporidium spp. specificky primer/sonda (FAM sonda)
Endogenni kontrolni primer/sonda (VIC/HEX sonda)
Pasivni referencni barvivo ROX

Voda bez DNazy/RNazy

Pufr pro resuspenzi templatu

Lyofilizovana smés Tetra 2X qPCR MasterMix

MasterMix resuspenzni pufr

Pozitivni kontrolni templat

Pracovni postup:

Smichej 10 pl lyofilizované smeési Tetra 2X qPCR MasterMix, 1 ul Cryptospo-
ridium spp. specifického primeru/sondy, 1 pl endogenniho kontrolniho pri-
meru/sondy a 8 ul extrahované DNA vzorku.

Pro negativni kontrolu pouzij stejné reagencie v totozném objemu a extraho-
vanou DNA vzorku nahrad’ vodou bez DNazy/RNazy.

Pro vzorky pouzij nasledujici PCR protokol

Teplota Cas
Hot Start 95 °C 3 minuty
45 cyklu 95 °C 15 sekund
60 °C 60 sekund

Intenzita infekce byla hodnocena dle kalibracni kiivky, ktera byla soucasti kazda re-

akce a slozené ze vzorkl obsahujici 1 000 000, 100 000, 10 000, 1 000, 100 a 10 kopii

SSU.
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4.7 Infekéni davka

Oocysty kryptosporidii, Cisténé podle predchozich postupt (viz. kapitola 4.3), byly
vyuzity k peroralni infekci laboratornich hlodavet. Pouzity byly oocysty mladsi Ctyt
tydnt po odbéru/purifikaci a pred infekci byla ovéfena jejich Zivotaschopnost podle
dfive publikovanych postupt (Kvac et al. 2007). Pocet oocyst v infekéni davce byl

spocitan v Biirkerové komurce podle pokynt vyrobce.

4.8 Méreni pH v zaludku

K meéfeni pH vnitini stény zaludku byla pouzita dotykova kombinovana pH elektroda
Theta 90 typu HC 163-FES, ktera byla kalibrovana za pomoci kalibranich roztoka
pH 4 a pH 7 pfi laboratorni teploté.

4.9 Histologické zpracovani vzorku a analyza fFezu

Odebrané vzorky zaludecni tkané dle designu experimentu byly fixovany v neutralnim
pufrovaném formalinu. Po dostacujicim profixovani byly vzorky piikrojeny a prosy-
ceny parafinem za pomoci tkafilového procesoru KOS (99 % histoalkohol — 35 minut,
isopropylalkohol — 1,15 hodin, histowax — 1,5 hodin). Prosycené vzorky byly zality
do blockl a nasledné z nich byly vytvoreny histologické fezy o sile 5 um. Na fezech
byl proveden priikaz polysacharidi metodou PAS (Periodic-Acid-Schiff). Obarvené
fezy byly montovany do Pertexu a prohlizeny svételnym mikroskopem (Olympus
IX70) s vhodnym zvétSenim. Vysledky pozorovani byly porovnany s neinfikovanymi
tkanémi, které byly vysetfeny totoznym postupem.

4.10 Patogenita a intenzita infekce hodnocena na histologickych rezech
Fotografie zhotovené z histologickych ezt byly vyhodnocovany ru¢né a v kombinaci
s umélou inteligenci v programu Microscopy Image Browser.

Vyska sliznice byla méfena pomoci vzdalenosti koncovych bodt piimek vede-
nych po vygenerované stereologické miizce od lamina propria.

Pfitomnost zanétlivych infiltrata byla hodnocena jako procentualni pomér plo-
chy, kterou zaujimaji vici celkové plose tkan€ nad lamina propria na jednotlivych fo-
tografiich histologickych fezu.

Pritomnost infikovanych zlaz byla hodnocena jako procentualni pomér zlaz, uv-
nitf nichz byla detekovana vyvojova stadia parazita, vaci prazdnym zlazam.

4.11 Statistické zpracovani
Zmény na sliznici zaludku byly testovany jako dvojrozmérné prumérné vektory mé-

feni a srovnavany s kontrolnimi vzorky. K ovéfeni hypotézy byl pouzit Hotellingiv
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T2 test. Rozdily v pfitomnosti infekce a imunitnich buné€k mezi skupinami byly testo-
vany neparametrickym Mann—Whitney U testem. Bartlettiv test byl pouzZit k testovani
homoskedasticity rozdila v prepatentnich a patentnich obdobich riznych infekci. Vy-
pocty byly provedeny v softwaru R 4.1.0. Testovana hypotéza znéla, ze dvourozmérné

stiedni vektory méfeni jsou v obou srovnavanych populacich stejné.
4.12 Design experimentu

4.12.1 Experiment L. — vliv napajeci vody s upravenym pH na infekci Cryptospo-
ridium proliferans
Cilem tohoto experimentu bylo sledovat vliv okyselené vody na zménu pH zaludku,
charakterizovat jeho patologické zmény a porovnat ziskana data s daty pivodniho ex-
perimentem popsaného v bakalarské praci. Voda s upravenym pH na hodnotu 3,3, Ce-
hoz bylo docileno za pouziti 1 M HCI, byla zvifatim dostupna ad libitum, a experi-
mentalni infekce byla provedena po tydnu od zacatku podavani takto upravené vody.
e Druh pouzitych hlodavcu: mastomysi (Mastomys coucha) ve veéku 8 tydni.
e Druh parazita pouzity k infekci: Cryprosporidium proliferans.
e Infekce zvirat: jicnovou sondou, a to infekéni davkou, ktera obsahovala 1x10°
oocyst v 10 ul dH>O.
e Prijem upravené napajeci vody: ad libitum po celou dobu experimentu.
e Design experimentu: vylaénénd zvirata byla usmrcovana po 7dennich inter-
valech az do 70 dnu po infekci, ve skupinach, ktera obsahovala 1-3 zvifata,
a to humannim zptiisobem — uspanim isofluranem s naslednym zlomenim vazu.
Zvitata pouzita jako kontroly byla usmrcovana v den nulty.
e Postup pri sbirdni dat: po otevieni dutiny bfisni byl vyjmut zaludek, ten byl
podélné rozstiithnut a rozevien, a byly provedeny nasledujici ¢innosti:
o Meéreni pH vnitini stény zaludku: viz. kapitola 4.8.
o Odebrani ¢asti pro ucely histologického vySetreni: viz. kapitola 4.10
o VySetreni pritomnosti DNA kryptosporidii: viz. kapitola 4.5.
4.12.2 Experiment II. — vliv reinfekce Cryptosporidium proliferans
Tento experiment mél za ucel navazat na poznatky bakalarské prace provedenim ex-
perimentalni reinfekce. Opét byla sledovana zména pH zaludku a jeho patologické
zmény.
e Druh pouzitych hlodavca: kmeny inbrednich mys$i (Mus musculus), kon-

krétné¢ BALB/c a C57BI6 ve véku 8 tydna.
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Druh parazita pouzity k reinfekci: Cryptosporidium proliferans.
Infekce zvirat: primarni infekce byla provedena totozn¢ jako u I. experimentu
(viz. kapitola 4.13.1). Reinfekce probéhla po 3 mésicich od primarni infekce
stejnym zpusobem.
Design experimentu: vylacnéna zvifata byla usmrcovana po 7dennich inter-
valech az do 70 dnu po infekci, ve skupinach, ktera obsahovala 1-3 zvifata,
a to humannim zptiisobem — uspanim isofluranem s naslednym zlomenim vazu.
Zvitata pouzita jako kontroly byla usmrcovana v den nulty.
Postup pri sbirani dat: po otevieni dutiny bfisni byl vyjmut zaludek, ten byl
podélné rozstiithnut a rozevien, a byly provedeny nasledujici ¢innosti:

o Méreni pH vnitini stény zaludku: viz. kapitola 4.8.

o Odebrani ¢asti pro ucely histologického vySetreni: viz. kapitola 4.10

o VySetreni pritomnosti DNA kryptosporidii: viz. kapitola 4.5.

4.12.3 Experiment III — vliv infekce a reinfekce Cryptosporidium muris CAT21

I v tomto experimentu byla sledovana zména pH zaludku a jeho patologické zmény,

tentokrat po provedeni infekce a nasledné reinfekce u vybranych hlodavcu.

Druh pouzitych hlodaveu: kmeny inbrednich mysi (Mus musculus), kon-
krétné¢ BALB/c a C57BI6 ve véku 8 tydna.
Druh parazita pouzity k reinfekci: Cryptosporidium proliferans.
Infekce zvirat: primarni infekce byla provedena totozn¢ jako u I. experimentu
(viz. kapitola 4.13.1). Reinfekce probéhla po 3 mésicich od primarni infekce
stejnym zpusobem.
Design experimentu: vylacnéna zvifata byla usmrcovana po 7dennich inter-
valech az do 70 dnu po infekci, ve skupinach, ktera obsahovala 1-3 zvifata,
a to humannim zptiisobem — uspanim isofluranem s naslednym zlomenim vazu.
Zvitata pouzita jako kontroly byla usmrcovana v den nulty.
Postup pri sbirdni dat: po otevieni dutiny bfisni byl vyjmut zaludek, ten byl
podélné rozstiithnut a rozevien, a byly provedeny nasledujici ¢innosti:

o Meéreni pH vnitini stény zaludku: viz. kapitola 4.8.

o Odebrani ¢asti pro ucely histologického vySetreni: viz. kapitola 4.10

o VySetreni pritomnosti DNA kryptosporidii: viz. kapitola 4.5.
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S5 Vysledky

5.1 Experiment L — vliv napajeni okyselenou vodou na infekci Cryptospo-
ridium proliferans

5.1.1 Identita izolatu

Vysledky molekularnich analyz prokazaly, ze sekvence SSU ziskané z izolatu C. pro-

liferans pouzitého k inokulaci mastomysi a sekvence ziskané z infikovanych zvifat

byly mezi sebou vzajemné identické a soucasné identické se sekvencemi C. prolife-

rans ulozenymi v GenBank (C. proliferans — KR090615).

5.1.2 Zmény pH zaludku vlivem infekce

U infikované skupiny mastomysi, jimz tyden pied infekci a v prubéhu infekce C. pro-
liferans byla podavana voda s pH 3,3, nebyl v den infekce zjistén statisticky vyznamny
rozdil v pH zalude¢niho obsahu oproti kontrole (P > 0,05). U obou infikovanych sku-
pin mastomysi doslo ke statisticky vyznamnému nartstu pH oproti kontrole 21 DPI (P
< 0,05). Napajeni kyselou vodou nemélo vliv na zménu pH zaludku ani na prabeh
infekce. U obou infikovanych skupin mastomysi nedoslo az do konce experimentu
ke zméne pH (P > 0,05) a zadné zvife se z infekce nevylécilo. Nebyl pozorovan rozdil

mezi mastomySmi napajenymi okyselenou vodou a kohoutkovou vodou (P > 0,05).

—&— Infekce + upravena napajeci voda
7 1 —O— Kontrola
—w— Infekce

pH zaludeéniho obsahu
[$)]

2 L) L) ] | ) | L) 1 ] 1 L)

0 7 14 21 28 35 42 49 656 63 70
Dny po infekci

Obriazek 1: Vlivinfekce Cryptosporidium proliferans na zménu pH v zZaludku u mastomysi napgjenych
okyselenou vodou (pH 3,3). Zobrazené hodnoty piedstavuji primérnou hodnotu ze tii jedinct & sméro-

datna odchylka. Data primdrni infekce (Cervend zvyraznéno) byla pfevzata z bakalarské prace (Markova
2020) a to pouze pro ucel porovnani s daty ziskanymi touto praci.
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5.1.3 Patologické zmény Zaludecni sliznice vyvolané primarni infekci Cryp-
tosporidium proliferans
U experimentalné nakazenych mastomysi napajenych upravenou napajejici vodou
bylo pozorovano zesileni stény zaludku jiz na po¢atku experimentu (Obrazek 2). Toto
zesileni bylo statisticky vyznamné oproti kontrole a skupiné mysi s infekci napajené
vodovodni vodou (P < 0,05). U infikované skupiny napajené vodovodni vodou bylo
pozorovano postupné zesileni stény zaludku od 7 DPI (P < 0,05). Od 21 DPI, kdy bylo
u obou skupin infikovanych mastomysi detekovano identické zesileni stény zaludku
(600—611 um), bylo pozorovano vétsi zesileni u skupiny napajené upravenou vodou.
Rozdily mezi skupinami byly statisticky nevyznamné (P > 0,05). Na konci experi-
mentu nebyl zjistén rozdil mez skupinami, u obou skupin mastomysi s infekci bylo

nameéteno zesileni sliznice zaludku v rozmezi 900-980 um (Obrazek 2).
1200

1000 4 —®— Infekce + upravena napajeci voda
—C— Kontrola
—w— Infekce

800 -

600 -

400 -

Vyska sliznice (pm)

200 -

0 L Ll L Ll Ll Ll Ll L] Ll Ll Ll

0 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70
Dny po infekci
Obrazek 2: Vyvoj vysky sliznice v pribéhu infekce Cryptosporidium proliferans uw mastomysi napaje-
nych okyselenou vodou (pH 3,3). Zobrazené hodnoty pfedstavuji primérnou hodnotu ze tfi jedinca +

smérodatna odchylka. Data primarni infekce (Cervené zvyraznéno) byla pievzata z bakaldiské prace
(Markova 2020) a to pouze pro ucel porovnani s daty ziskanymi touto praci.

Zanétlivé infiltraty se u infikovanych mastomysi napajenych upravenou vodou zacaly
objevovat ve tkani od 21 DPI (11 % z celkové tkan€) a nejvice infiltratd bylo zazna-
menano 35 DPI, kdy jich bylo primérné 25 %. Po zbytek experimentu se mnozstvi
infiltratd vyrazné nemeénilo a jejich procento se pohybovalo v rozmezi 18-20 % (Ob-

razek 3).
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Vrchol intenzity infekce byl pozorovan 28 DPI, kdy procento infikovanych zlaz

tvorilo 100 % a az do konce experimentu byl tento primér konstantni (Obrazek 4).
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Obrazek 3: Vyvoj procenta vyskytu zanétlivych infiltrat ve sliznici v priubéhu infekce Cryptospo-

ridium proliferans u mastomy$i napajenych okyselenou vodou (pH 3,3). Zobrazené hodnoty piedstavuji
pramérnou hodnotu ze tii jedinct + smérodatna odchylka.
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Obrazek 4: Vyvoj procenta infikovanych Zlaz ve sliznici v prubéhu infekce Cryptosporidium prolife-
rans u mastomysi napajenych okyselenou vodou (pH 3,3). Zobrazené hodnoty piedstavuji prumérnou
hodnotu ze tii jedincii + smérodatna odchylka.

Zmeéna vysky sliznice, pfitomnost zanétlivych infiltratt, stejné€ jako pritomnost kryp-

tosporidii ve sliznici v prib&hu experimentu jsou uvedeny na obrazku 5.
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Obraizek 5: Zmény na sliznici zaludku mastomysi s infekei Cryprosporidium proliferans a napajenych
vodou o pH 3,3 v A) 0 DPL, B) 14 DPI, C) 21 DPI a D) 42 DPL Histologické fezy iléznavtého zaludku
infikovanych mysi, zpracované metodou popsanou v kapitole 4.9. DPI — dny po infekci. Sipky pouka-

v

zuji na piitomnost vyvojovych stadii C. proliferans; * znazortuje zanétlive infiltraty. Méfitko = 20 pm.
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5.2 Experiment II. — vliv reinfekce Cryptosporidium proliferans

5.2.1 Identita izolatu

Vysledky molekularnich analyz prokazaly, ze sekvence SSU ziskané z izolatu C. pro-
liferans pouzitého k inokulaci BALB/c a C57Bl6 mysi a sekvence ziskané z infikova-
nych zvifat byly mezi sebou vzajemné identické a soucasné identické se sekvencemi

C. proliferans ulozenymi v GenBank (C. proliferans — KR090615).

5.2.2 Zmény pH Zaludku vlivem reinfekce

Vlivem reinfekce C. proliferans doslo u BALB/c 1 C57Bl6 mysi ke zvySeni pH zalu-
dec¢niho obsahu (Obrazek 6). U skupiny BALB/c mysi doslo ke statisticky vyznam-
nému zvySeni pH oproti kontrole 7 DPI (pH 4,85). Od 7 DPI bylo pozorovano po-
stupné zvySovani pH obsahu zaludku az do 49 DPI, kdy byly naméteny nejvyssi hod-
noty (pH 5,77; P < 0,05). Po tomto vrcholu pH postupné rychle kleslo na primérnou
hodnotu 2,90 (P > 0,05).

Obdobné jako u BALB/c mysi také v ptipadé reinfikovanych C57Bl16 mysi doslo
ke zvySeni pH jiz 7 DPI (4,53), hodnoty opét rostly do vrcholu 49 DPI (pH 5,60;
P < 0,05) s naslednym poklesem na fyziologickou hodnotu (P > 0,05).

5.2.3 Patologické zmény zaludecni sliznice vyvolané infekci Cryptosporidium

proliferans

U obou experimentalnich skupin laboratornich hlodavcti, BALB/c a C57B16, doslo
vlivem reinfekce C. proliferans ke zvySeni zaludecni sliznice bezprostfedné po in-
fekci, tedy 7 DPI (Obrazek 7). U skupiny BALB/c mysi byl pozorovan postupny nartst
zesileni sliznice od 21 do 35 DPI, kdy jeji vyska byla v praiméru 439,5 um (P < 0,05).
Od 49 DPI byl pozorovan postupny navrat vysky sliznice k fyziologickym hodnotam.
Zanétlivé infiltraty ani infikované zlazy nebyly v tkani pozorovany po celou dobu ex-
perimentu.

U skupiny C57B16 mysi doslo k zesileni sliznice jiz 7 DPI. Tento nartst byl v po-
rovnani s primarni infekci razantni (P < 0,05). Nejvétsi zesileni zaludecni sliznice bylo
zaznamenano 14 DPI (652,8 um), které bylo vys§i nez v pfipadé primarni infekce.
Po 14 DPI vyska sliznice postupné klesala az na fyziologické hodnoty. Od 56 DPI
nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil mezi infikovanymi mysmi a kontrolou
(P> 0,05; Obrazek 7). Zanétlivé infiltraty se objevily 7 DPI, kdy jich také bylo pozo-

rovano nejvice (1,5 % z celkové tkan€), po 14 DPI jejich mnozstvi kleslo na 1 % a
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vy$Si hodnoty nebyly az do konce experimentu zaznamenany (Obrazek 8). V tkani
nebyly pozorovany zadné infikované zlazy.

Zména vysky sliznice, pfitomnost zanétlivych infiltratd, stejné jako piitomnost
kryptosporidii ve sliznici v pribéhu experimentu u BALB/c a C57B16 mysi infikova-

nych C. proliferans jsou uvedeny na obrazcich 9 a 10.
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Obrazek 6: Vliv infekce areinfekce Cryptosporidium proliferans na zménu pH v zaludkuu A) BALB/c
myS$i a B) C57B16 mysi. Zobrazené hodnoty predstavuji prim¢rnou hodnotu ze tii jedincu + smérodatna
odchylka. Data primarni infekce byla pfevzata z bakalarské prace (Markova 2020) a to pouze pro ucel
porovnani s daty ziskanymi touto praci.
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Obrizek 7: Vyvoj vysky sliznice v prib¢hu reinfekce Cryptosporidium proliferans u A) BALB/c mysi
a B) C57BI6 mysi. Zobrazené hodnoty piedstavuji primérnou hodnotu ze tii jedinct + smerodatna od-
chylka. Data primdrni infekce byla pfevzata z bakalarské prace (Markova 2020) a to pouze pro ucel
porovnani s daty ziskanymi touto praci.
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Obrazek 8: Vyvoj procenta vyskytu zanétlivych infiltrata ve sliznici v prub&éhu reinfekce Cryptospo-
ridium proliferans u A) BALB/c my$i a B) C57Bl16 mysi. Zobrazené hodnoty piedstavuji primérnou
hodnotu ze tii jedincii + smérodatna odchylka.
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Obrizek 9: Zmény na sliznici zaludku BALB/c mySsi s reinfekci Cryptosporidium proliferans v A) 0
DPI, B) 14 DPI, C) 21 DPI a D) 42 DPI. Histologické fezy 7laznatého Zaludku infikovanych mysi,

Vs

zpracované metodou popsanou v kapitole 4.9. DPI — dny po infekci. Méfitko = 20 pm.
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Obraizek 10: Zmény na sliznici zaludku C657B16 mysi s reinfekci Cryptosporidium proliferans v A) O
DPI, B) 14 DPI, C) 21 DPI a D) 42 DPI. Histologické fezy 7laznatého Zaludku infikovanych mysi,

"

zpracované metodou popsanou v kapitole 4.9. DPI — dny po infekci. Méfitko = 20 pm.
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5.3 Experiment III — vliv infekce a reinfekce Cryptosporidium muris
CAT21

5.3.1 Identita izolatu

Vysledky molekularnich analyz prokazaly, ze sekvence SSU ziskané z izolatu C. muris
CAT21 pouzitého k inokulaci BALB/c a C57BL6 mysi a sekvence ziskané z infiko-
vanych zvifat byly mezi sebou vzajemné identické a soucasné identické se sekvencemi
C. muris ulozenymi v GenBank (C. muris — MN038146).

5.3.2 Infektivita izolatu

Vysledky infektivity izolatu C. muris CAT21, ktera byla méfena metodou qPCR (viz.
kapitola 4.6) ze vzorkl zaludka zvifat peroralné€ inokulovanych davkou 1 000 000 oo-
cyst C. muris CAT21, prokazaly detekovatelné mnozstvi specifické DNA u mysi
BALB/c a C57BI6. U obou kment mysi byla specificka DNA C. muris CAT21 dete-
kovéana 7 DPI. U BALB/c byl vrchol intenzity infekce zaznamenam 14 DPI, po némz
doslo k vyraznému poklesu intenzity infekce (Tabulka 1), zatimco u C57B16 mysi byl
vrchol intenzity infekce az 21 DPI. I u téchto mysi doslo nasledné k poklesu intenzity

infekce (Tabulka 1).

Tabulka 1: Intenzita infekce Cryptosporidium muris CAT21 u BALB/c a C57BI16 mySsi vyjadfenych
jako pocet kopii malé podjednotky rRNA na gram tkan¢ Zaludku métena metodou qPCR.

Dny po BALB/c C57Bl6

infekci Pocet kopii na 1 g tkané
7 10 174 9296
14 214 627 125 924
21 8 156 1 623 967
28 4221 12 458
35 3993 945
42 6252 1162
49 6774 1322
56 1034 1 046
63 0 0
70 0 0
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5.3.3 Zmény pH zaludku vlivem infekce a reinfekce

U mysi BALB/c experimentalné infikovanych C. muris CAT21 doslo pfi primarni in-
fekci ke zvyseni pH v zaludku (primémé na hodnotu 4,07) od 7 DPI (P <0,05; Obrazek
11). Nejvétsi hodnota pH nameéfeného u pokusné BALB/c skupiny byla zaznamenana
21 DPI, kdy v praméru dosahovalo pH hodnoty 4,67 (P <0,05). Po tomto vrcholu se
hodnota pH v zaludku vratila na fyziologickou hodnotu, kde zistala az do konce ex-

perimentu (P > 0,05; Obrazek 11).
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Obriazek 11: Vliv infekce a reinfekce Cryptosporidium muris CAT21 na zménu pH v zaludku u A)
BALB/c mysi a B) C57B16 mysi. Zobrazené hodnoty piedstavuji primérnou hodnotu ze tii jedincu +
smérodatna odchylka.

V piipadé reinfekce BALB/c mysi kryptosporidii C. muris CAT21 nebylo pozorovano
zvySeni pH zaludku v Zadném ze sledovanych dnt v prabéhu experimentu (P > 0,05;

Obrazek 11).
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U C57BIl6 mysi pii primarni infekci do§lo obdobné jako u BALB/c ke zvySeni pH
od 7 DPI (pH 4,03), nicméné hodnoty pH se zvySovaly do vrcholu v 35 DPI (pH 5,70).
Tyto zmény byly oproti kontrole statisticky vyznamné (P < 0,05; Obrazek 11). Od 42.
DPI se pH zaludku u této skupiny mysi pohybovalo ve fyziologickych hodnotach a
nelisilo se od kontrol (P > 0,05; Obrazek 11). Taktéz reinfekce C57B165 mys$i nevedla
ke zmeéné pH zaludku (P > 0,05; Obrazek 11).

5.3.4 Patologické zmény zaludecni sliznice vyvolané infekci Cryptosporidium

muris CAT21

Béhem primarni infekce C. muris CAT21 u BALB/c mysi byl 7 DPI pozorovan narast
vysky sliznice s vrcholem 21 DPI, kdy praimérna vyska dosahovala 549,1 pum. Rozdily
ve vySce sliznice oproti kontrole byly statisticky vyznamné (P < 0,05). Posupné snizo-
vani vysky sliznice bylo zaznamenano v obdobi od 35. do 42. DPI, kdy vyska sliznice
dosahovala praimérnych 359,6 — 369,7 um (P < 0,05). Od 49. DPI doslo k navraceni
sliznice do téméft fyziologickych hodnot (P < 0,05). Pfi reinfekei k zesileni sliznice
doslo jiz 7 DPI, kdy sliznice zesilila z hodnot naméfenych v den nulty (pramérné
263,2 um), nejvyssi hodnoty poté byly zaznamenany 56 DPI (primérné 4624 pum).
Po tomto vrcholu hodnoty postupné klesaly.

Zanétlivé infiltraty se pfi primarni infekci objevily 14 DPI a nejvice jich bylo po-
zorovano 21 DPI, kdy tvorily piiblizn€ 7 % z celkové tkané. Po tomto vrcholu jich
vyrazn€ ubylo a do konce experimentu netvotily vice nez 1 % z tkané. Pfi reinfekci
byly zaznamenany jiz 7 DPI, kdy bylo zaznamenéno 1 jejich maximum — tvotily 2 %
z celkové tkané, po némz jich stejné jako v ptipadé primarni infekce ubylo pod 1 %
(Obrazek 13).

Nejvyssi intenzita pii primarni infekci byla zjisténa 14 DPI, kdy bylo procento
infikovanych zl14z t¢mét 70 %. Behem reinfekce se v tkani neobjevila zadna vyvojova
stadia (Obrazek 14).

U skupiny infikovanych C57BI6 pii primarni infekci byl vrchol zesileni pozoro-
van 21 DPI, kdy vyska sliznice méfila v prameéru 634,8 um (Obrazek 12). Tloustka
sliznice se nasledné snizovala a 70 DPI dosahla téméf fyziologickych hodnot, nicméné
rozdily mezi skupinami byly stale statisticky vyznamné (P < 0,05). Pfi reinfekci doslo
ke zvySeni vysky sliznice oproti kontrolni skupiné od 7 DPI, nicméné nebyl pozorovan
zadny vyznamny vrchol v zesileni a vyska sliznice se udrzovala na podobnych hodno-
tach (Obrazek 12). Od 56 DPI se vyska sliznice vratila do fyziologicky hodnot (P <
0,05).
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Zanétlivé infiltraty byly u C57B6 mysi pfi primarni infekci pozorovany od 14.
DPI. Nejvétsi procentualni zastoupeni viuci celkové tkani bylo zaznamenano 35 DPI,
kdy tvotily 10 %. Poté jich postupné ubyvalo, na hodnotu 1 % se dostaly az 70 DPI.
Pii nasledné reinfekci byly zanétlivé infiltraty pozorovany v nejvétSim zastoupeni
7 DPI, kdy tvorily v priméru 8 % (obrazek 13).

Vrchol intenzity infekce nastal 21 DPI, kdy procento infikovanych zlaz bylo
v pruméru 83 %. Stejné tak jako u predchozi skupiny BALB/c, ani u tohoto druhu mysi
behem reinfekce nebyla v tkani dekovana zadna vyvojova stadia (Obrazek 14).

Zména vysky sliznice, pfitomnost zanétlivych infiltratd, stejné jako pritomnost
kryptosporidii ve sliznici v pribéhu experimentu u BALB/c a C57B16 mysi infikova-
nych C. muris CAT21 jsou uvedeny v obrazcich 15-18.

41



0 7 14212835424956637 0 7 142128354249566370

800

A —&— BALB/c infekce
700 4 —O— BALBI/c kontrola

600 -
500 -

400 -

Vyska sliznice (um)

300 -

200
800

B —&— C57BL6 infekce
700 4 —O— C57BL6 kontrola

600 -
500 A

400 -

,

Vyska sliznice (um)

300 -

200 Ll ) L L] L] L} L] L] L L} ) T L] L) L) L) ] L} L} L} ) L} Ll Ll

0 7 142128 354249566370 0 7 142128354249566370

Dny po infekci Dny po reinfekci

Obrazek 12: Vyvoj vysky sliznice v pribéhu infekce a reinfekce Cryptosporidium muris CAT21 u A)
BALB/c mysi a B) C57B16 mysi. Zobrazené hodnoty piedstavuji primérnou hodnotu ze tii jedincu +
smérodatna odchylka.
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Obrazek 13: Vyvoj procenta vyskytu zanétlivych infiltratu ve sliznici v prub¢hu infekce a reinfekce

Cryptosporidium muris CAT21 u A) BALB/c my$i a B) C57B16 my$i. Zobrazené hodnoty pfedstavuji
pramérnou hodnotu ze tii jedinct + smérodatna odchylka.
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Obrizek 14: Vyvoj procenta infikovanych 714z ve sliznici v priubéhu infekce a reinfekce Cryptospo-
ridium muris CAT21 u A) BALB/c my$i a B) C57B16 mysi. Zobrazené hodnoty piedstavuji primérnou
hodnotu ze tii jedincii + smérodatna odchylka.
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Obriazek 15: Zmény na sliznici zaludku BALB/c mysi s infekci Cryptosporidium muris CAT21 v A) 0
DPI, B) 14 DPI, C) 21 DPI a D) 42 DPL Histologické fezy zlaznatcho Zaludku infikovanych mysi,
zpracované¢ metodou popsanou v kapitole 4.9. DPI — dny po infekci. Sipky poukazuji na pfitomnost

v

vyvojovych stadii C. muris CAT21; * znazorije zanétlivé infiltraty. Méfitko =20 um.

45



Obrazek 16: Zmény na sliznici zaludku BALB/c mysi s reinfekci Cryptosporidium muris CAT21 v A)
0 DPI, B) 14 DPI, C) 21 DPI a D) 42 DPI. Histologické fezy zldznatého zaludku infikovanych mysi,

Vs

zpracované metodou popsanou v kapitole 4.9. DPI — dny po infekci. Méfitko = 20 pm.
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Obrazek 17: Zmény na sliznici zaludku C57B16 mySi s infekci Cryptosporidium muris CAT21 v A) 0
DPI, B) 14 DPI, C) 21 DPI a D) 42 DPI. Histologické fezy 7laznatého Zaludku infikovanych mysi,
zpracované metodou popsanou v kapitole 4.9. DPI — dny po infekci. Sipky poukazuji na piitomnost
vyvojovych stadii C. muris CAT21; * znazorije zanétlivé infiltraty. Méfitko =20 um.
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Obrazek 18: Zmény na sliznici zaludku C57B16 mysi s reinfekci Cryptosporidium muris CAT21 v A)
0 DPI, B) 14 DPI, C) 21 DPI a D) 42 DPI. Histologické fezy zlaznatého Zaludku infikovanych mysi,
zpracovan¢ metodou popsanou v kapitole 4.9. DPI — dny po infekci. * znazoriuje zanétlivé infiltraty.
Metitko = 20 um.
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6 Diskuze

Zaludek je kliovy organ v gastrointestindlnim traktu, ktery plni dileZitou roli
v ochrané téla pred patogennimi mikroorganismy. Jeho prostfedi je znamé pro svou
vysokou kyselost, ktera je zptusobena pritomnosti kyseliny chlorovodikové (Helander
et Keeling 1993). Kyselé prostiedi zaludku ma nékolik dalezitych funkci. Pomaha tra-
vicim enzymum rozkladat potravu, zajistuje efektivni traveni a pusobi jako bariéra
proti patogentim, které mohou byt pfitomny v potravé nebo vodé. Kyselé pH zaludku
muize zabijet nebo oslabovat mnoho mikroorganismi, coz snizuje riziko infekce (Mar-
tinsen et al. 2019). Nicméné existuje cela fada patogent, v¢éetné nékterych druht kryp-
tosporidii, které se tomuto prostiedi ptizpusobili (Widmer et al. 2007).

Prace zabyvajici se studiem téchto patogent ukazuji, ze pii infekci dochazi nejen
k vyznamnym patologickym zménam, ale i ke zménam fyziologickym. Asi nejcaste;si
popisovanou zménou je zmeéna pH zaludecniho obsahu. Efekt zvyseni pH zaznamenal
Nicholls et al. (1987) u jehniat infikovanych vlasovkou Haemonchus contortus, kdy se
hodnoty pH ve slezu zvySsily na hodnoty v rozmezi 6-6,5 béhem prvnich 4 dnti po in-
fekci, které vSak po 14 dnech po infekci klesly na hodnoty namétené pred infekei.
Zvyseni pH ve slezu infikovanych zvitat bylo zaznamenano i v ptipade infekci zpiso-
benych hlistici Ostertagia circumcincta (Lawton et al. 1996). Také infekce bakterii
Helicobacter pylori spojena s gastritidou a zalude¢nimi viedy muze zptsobit poruchy
v rovnovaze pH ZaludecCnich stav a ke snizeni kyselosti zaludku, coz mize vést k ruz-
nym travicim potizim a zalude€nim onemocnénim (Yamaoka et al. 2023).

Ve spojitosti s kryptosporidiemi v roce 1998 Anderson pozoroval zménu pH za-
ludku u zvifat infikovanych C. andersoni. U skotu infikovaného touto kryptosporidii
zaznamenal zvySeni pH ve slezu na hodnoty mezi 4,5 a 5. Pfitom se fyziologicka hod-
nota pH u zdravych dojnic pohybuje mezi pH 3,5 a 4 (Anderson 1998).

S ohledem na asymptomaticky prabéh infekce zalude¢nimi druhy nebyla proble-
matika patologickych zmén zplisobenych zalude¢nimi kryptosporidiemi dlouho dobu
studovana. Markova (2022) prokazala, ze pii primarni infekci zptsobené C. prolife-
rans u mastomysi, BALB/c a C57BI16 mysi dochéazi k obdobné jako u skotu s C. an-
dersoni infekci k signifikantnimu zvyseni pH zaludecniho obsahu. V této praci jsme
prokazali, ze k obdobnym zménam dochézi i v pfipad€ infekce druhem C. muris.
V souladu s predeslymi vysledky a vysledky této prace 1ze uCinit zavér, ze organismus

naivniho jedince infikovaného jednou ze tii znamych zalude¢nich kryptosporidii savca
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reaguje na infekci zvySenim pH v zaludku. V souladu s vysledky Markové (2022)
jsme prokazali, ze v ptipadé samovyléCeni dochazi k opétovnému navratu pH blizko
k fyziologickym hodnotam. V pfipadg€, ze je jedinec infikovan celozivotné, jako je
tomu v pripadé infekce C. proliferans u mastomysi, nedochaz k poklesu pH v za-
ludku. Tyto vysledky odpovidaji vysledkim Andersona (1998), ktery detekoval fyzi-
ologické zmény u zvifat na jatkach, a 1ze pfedpokladat, ze zvitata s infekci C. ander-
soni byla infikovana dlouhodobé¢. Studie provedend Kva¢em a Vitovcem (2003) po-
tvrzuje celozivotni infekci C. andersoni u skotu.

Zvysené pH pravdépodobné pomaha k lepsi infekci a motilité zoith zaludecnich
kryptosporidii. Widmer et al. (2007) prokazali, ze zaludeCni kryptosporidie excystuji
v teplé vode, tedy v roztoku s pH okolo 7,5. K obdobnym zavéram dospély i Duda-
kové (2022) a Schulzova (2022). Navic nizké pH stimuluje zoity k vyssi aktivité, ¢imz
dochazi k jejich rychlému vycCerpani a ztraté infektivity (Roiko er al. 2014; Sateriale
et al. 2021). Pokus o snizeni pH zaludku a tim o zmirnéni infekce pomoci napéjeni
okyselenou vodou nem¢l na intenzitu infekce C. proliferans zadny vliv. Je mozné, ze
k ¢astecnému omezeni infektivity a motility doSlo, nicméné intenzita infekce byla pfi-
1i§ vysoka a toto snizeni nemélo na zatizeni hostitele parazity vyznamny vliv.

Zajimavé je, ze narast pH zalude¢niho obsahu jsme pozorovali pouze v piipade
reinfekci C. proliferans, zatimco pii reinfekci C. muris CAT21 ke zméné pH nedoslo,
prestoze v obou pripadech jak BALB/c, tak C57B1566 hostitelé na reinfekci reagovali
signifikantni proliferaci sliznice a migraci leukocytt do lamina propria. Tyto vysledky
odpovidaji zjisténi Jalovecké (2010), ktera prokazala migraci a proliferaci leukocytt
ve sliznici zaludku mysi reinfikovanych C. proliferans. Zvysena migrace a proliferace
bunék imunitniho systému byla popsana i v piipad¢ infekce C. muris u mysi a C. an-
dersni u skotu a mysi (Anderson 1998; Kvac et al. 2016; Melicherova et al. 2014;
Matsubayashi et al. 2010).

Kvac et al. (2011) prokazali, ze rozhodujici tlohu ve zvladnuti infekce zaludec-
nimi kryptosporidiemi hraje bunééna imunita, zejména CD4 a CD8 T lymfocyty.
U my$i kmene BALB/c mys$i, jejichz imunitni odpovéd’ je spojovana s Th2 humoralni
imunitou, jsme v nasi praci detekovali polovi¢ni mnozstvi zanétlivych infiltratd v po-
rovnani s kmenem C57BI6, ktery je spojovan Thl bunécnou odpovedi (Fukushima et
al. 2006). U BALB/c mysi infikovanych C. muris CAT21 jsme pozorovali zvySovani
procentualniho zastoupeni zanétlivych infiltratd do 21 DPI. Oproti mySim BALB/c
infikovanych C. proliferans vSak infiltraty ztkané vymizely podstatné rychleji
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(Markova 2020). U C57Bl6 mysi byly zaznamenany zanétlivé infiltraty v nejvétSim
zastoupeni 35 DPI, coz je o tyden pozd¢ji, nez tomu bylo v ptipadé infekce C. proli-
ferans (Markova 2020). Béhem reinfekce C. muris CAT21 se zanétlivé infiltraty
v tkani objevily opétovné, prestoze u obou typt hlodavcu v ne tak vysoké mife jako
pti primarni infekci. Stejné jako Jalovecka er al. (2010) jsme ani my nezaznamenali
ve sliznici zaludku kontrolnich neinfikovanych mysi a mastomysi pfitomnost infiltrata
bunék imunitniho systému.

Béhem reinfekci C. proliferans i C. muris CAT21 nebyly detekovany zadné oo-
cysty v trusu, ani v histologickych preparatech vyhotovenych ze vzorka zaludku ex-
perimentalné reinfikovanych hlodavci. Toto zjisténi odpovida vysledkim Jalovecké
et al. (2010), ktefi nepozorovali oocysty ve vzorcich trusu zvirat reinfikovanych
C. proliferans, a vysledkim Millera a Schaefera (2007), v jejichz praci je popsana ab-
sence oocyst v trusu v piipadé reinfekce C. muris.

Detekce specifické DNA C. muris CAT21 metodou qPCR zjistila pfitomnost pa-
razitd u obou druhti mysi BALB/c i C57BI6 od 7 do 56 DPI, coz je vyrazné déle, nez
uvadi Tinavska (2023) ve své praci. Umysi typu BALB/c nakazenych stejnym druhem
kryptosporidie detekovala specifickou DNA od 11 do 42 DPI. Rozdil v uvadénych
vysledcich je zptusoben citlivosti pouzité metody. Zatimco Tinavska (2023) pouzivala
mikroskopické metody s citlivosti 2000 oocyst na gram trusu a detekci specifické
DNA v trusu pomoci PCR, ktera ma sice vysokou senzitivitu, ale je zavisla na pfitom-
nosti oocyst v trusu, my jsme v nasi praci pouzili gPCR metodu s citivosti 10 kopii
genu cryptosporidii pfimo v misté€ infekce. Je mozné, ze infekce C. muris i C. prolife-
rans pretrvava v zaludku hostitele ve formé nepohlavniho mnozeni delsi dobu, pfi-
cemz hostitel nevylucuje zadné oocysty. Témto vysledkiim odpovida i studie prove-
dend Yangem a Healeyem (1993), ktefi pomoci imunosuprese dexametazonem vyvo-
lali relaps infekce C. parvum u myséi, které jiz nevyluovaly téméf zadné oocysty.

Dalsi zménou, ktera je pfi infekci zaludeCnimi kryptosporidiemie detekovana je
zvySeni vysky sliznice. Anderson (1998) u skotu s C. andersoni infekci zaznamenal
viditelné zmény ve struktufe slezu u dlouhodobé nakazenych zvifat — sliznice slezu
dlouhodobé nemocného skotu byla zesilena a kvili tomuto fenoménu doslo ke zvyseni
celkové hmotnosti slezu infikovanych zvifat v porovnani s hmotnostmi slezu zdravych
zvitat. Obdobné zmény popsali i Matsubayashi et al. (2010) u hlodavct infikovanych
C. andersoni. U infikovanych mysi po 1. tydnu nepozoroval zadné histopatologické

zmény stény zaludku, prestoze detekoval pfitomnost parazitd ve sliznici zaludku a ve
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svrchni ¢asti foveol. Po 2—4 tydnech infekce doslo k zesileni sliznice v okoli zaludec-
nich zlaz, a to az trojnasobné. 12. tyden po infekci byla sliznice zesilena az pétina-
sobné, ai v tomto obdobi obsahovaly zlazy vyvojova stadia paraziti (Matsubayashi et
al. 2010). Vysledky nasi prace se shoduji s pfedchozimi daty. Zesileni sliznice po in-
fekci C. proliferans je jednoznacné patrné i u kratkodobych infekci BALB/c a C57BI6
mysi, nicméné v piipade infikovanych mastomysi s celozivotni infekci je zesileni sliz-
nice jesté markantnéjsi (Kvac et al. 2016, Markova 2022). Oproti infikovanym mas-
tomysim vSak u BALB/c a C57BI16 hlodavcu doslo po samovyléceni k pozvolnému
poklesu vysky sliznice. Stejné tomu tak bylo v pfipadé infekce C. muris CAT21 v nasi
praci. U reinfikovanych BALB/c a C57B16 mysi C. proliferans a C. muris CAT21
doslo taktéz k zesileni sliznice, ackoli u hlodavct reinfikovanych C. muris CAT21 ne-
bylo tak vyrazné jako v pfipad€é primarni infekce. K zesileni doSlo 1 pfestoze se ve
sliznici neobjevily zadné zlazy zasazené infekci a intenzita infekce byla nizsi nez v pfi-
padé primarni infekce. Reakci zaludku pfi reinfekci potvrzyje 1 pozorovani Jalovecké
et al. (2010), ktera popsala narust koncentrace T lymfocytt u hlodavcu reinfikovanych

C. muris.
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7 Zavér

Reinfekce C. proliferans u mastomysi a infekce a reinfekce C. muris CAT21
u BALB/c a C57B16 my$i ma ptimy vliv na zménu pH zalude¢niho obsahu hostitele a
na proliferaci sliznice, coz vede k zesileni sliznice a tim padem ke zvySeni hmotnosti
samotného zaludku. Po samovyléceni BALB/c a C57Bl6 mysi z infekce i reinfekce
C. proliferans i C. muris CAT21 dochazi k navratu pH 1 morfometrickych hodnot
téméf na fyziologické hodnoty.

U mastomysi s infekci C. proliferans napajenych okyselenou vodou (pH 3,3) ne-
bylo zaznamenano zvySeni pH zaludku, jak tomu bylo u infikovanych mastomysi na-
pajené vodou o pH 7,5. U obou skupin vSak byly pozorovany stejné histopatologické
zmeény zaludku, z ¢ehoz vyplyva, ze zména pH nema vliv na vyvoj patologickych

zmeén sliznice.
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