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Abstrakt

Cilem této prace bylo sledovat a zaznamenat, jaky vliv mé infekce zalude¢nimi druhy
rodu Cryptosporidium na vlastnosti zaludku svych hostiteld. Pro sérii experimental-
nich infekci byl pouzit druh Cryptosporidium proliferans, jako experimentalni zvirata
byly pouzity tfi typy modelovych hostitelti — mysi typu BALB/c, C57Bl16 a mastomysi
(Mastomys coucha). Standardnimi parazitologickymi, specificky barvicimi a moleku-
larnimi metodami byly detekovany oocysty v trusu infikovanych zvitat a byl popsan
pribéh infekce a patogenita daného druhu Cryptosporidium. Skupiny zvitat zahrnujici
1-3 kusy byly humanné zabijeny v sedmidennich intervalech az do 70 dnii po infekci.
Bylo zjisténo, ze C. proliferans ma u vybranych typa hostiteli pfimy vliv na zménu
pH, kdy dochazi k jeho zvyseni ve vrcholu infekce a v zavislosti na typu hostitele
budto k jeho zvySovani do konce experimentu, anebo V piipadé samovyléceni K jeho
postupnému navratu na fyziologické hodnoty. Histologickymi metodami byly v pru-
béhu infekce zaznamenany patologické zmény sliznice Zaludku, kterymi bylo jeji ze-
sileni a zvySena tvorba hlenu, dale pritomnost zanétlivych infiltrata a intenzita infekce,
a to v riizném rozsahu napii¢ vybranymi hostiteli @ pribéhem infekce. Zjistili jsme, ze
i v ptipad¢ kratkodobé infekce u BALB/c a C57B16 mysi dochazi ke zvétSeni i zesileni
sliznice, piestoze U téchto typt mysi patologické zmény nejsou tak rozséhlé, jako v pii-

pad€ mastomysi, u nichz nedochazi k samovyléceni.
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Abstract

The aim of this study was to observe and record the effect of infection with gastric
species of the genus Cryptosporidium on the gastric characteristics of their hosts. The
species Cryptosporidium proliferans was used for a series of experimental infections,
and three types of model hosts — BALB/c mice, C57BI6 mice and multimammate mice
(Mastomys coucha) — were used as experimental animals. Oocysts were detected in
the faeces of infected animals by standard parasitological, specific staining and mo-
lecular methods and the course of infection and pathogenicity of the Cryptosporidium
species were described. Groups of animals comprising of 1-3 animals were humanely
euthanized at seven-day intervals up to 70 days after infection. C. proliferans was
found to have a direct effect on pH change in selected host types, with an increase in
pH at the peak of infection and, depending on the host type, either an increase until the
end of the experiment or, in the case of self-healing, a gradual return to physiological
values. Pathological changes of the gastric mucosa during the course of the infection
were recorded by histological methods, which were its thickening and increased mucus
production, as well as the presence of inflammatory infiltrates and the intensity of the
infection, to varying degrees across the selected hosts and the course of the infection.
We found that even with short-term infection in BALB/c and C57BI6 mice, there is
both mucosal enlargement and thickening, although the pathological changes in these

types of mice are not as extensive as in multimammate mice, which do not self-heal.

Keywords: rodents; stomach; pH; pathogenicity; morphology changes; infection;
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1 Uvod

Rod Cryptosporidium je tvofen celosvétové rozsitenymi, jednobunéénymi parazity,
kteti infikuji epitelové bunky zejména gastrointestinalniho traktu svych hostitelt, kte-
rymi jsou zastupci vSech tfid obratlovct. Jednotlivé druhy tohoto rodu se od sebe lisi
svymi biologickymi vlastnostmi. Mezi nejcastéji sledované parametry patii morfolo-
gie a morfometrie oocyst, misto infekce (zaludecni a stievni druhy), hostitelska speci-
fita a patogenita. V ramci rodu lze na zakladé velikosti oocyst odlisit pouze zalude¢ni
a sttevni druhy. Rozdily ve velikosti oocyst uvnitt skupin jsou pfili§ malé, aby je bylo
mozné pouzit pro rutinni diferenciaci. Misto infekce je specifické pro dany druh kryp-
tosporidie a hostitel nema na lokalizaci vliv. Co se tyka hostitelské specificity, nékteré
druhy napadaji vice druha hostiteli (C. parvum, C. muris nebo C. baileyi) a nékteré
infikuji pouze jeden hostitelsky druh (C. hominis, C. wrairi, C. tyzzeri). Ne vSechny
druhy kryptosporidii pfedstavuji pro své hostitele nebezpeci. Zastupci tohoto rodu zpi-
sobuji onemocnéni zvané kryptosporididza a piiznaky se objevuji podle imunitniho
stavu postizené¢ho jedince. Mezi typické projevy patii ubytek hmotnosti, priijem, ne-
volnost a vice nez 50 % pacientl s timto onemocnénim trpi napiiklad plynatosti, zvy-
Senou teplotou (38 °C), zimnici a bolesti hlavy (MacKenzie et al. 1994; Mathieu et al.
2004). Patogenita a klinicky prabéh infekce také zavisi na hostiteli. U fady druhti kryp-
tosporidii, které jsou adaptovany na své hostitele, probiha infekce bezpfiznakoveé s mi-
nimalnimi patologickymi zménami zasazenych epitelti. VétSina publikovanych praci
zabyvajici se patogenitou a funk¢nimi zménami infikovanych organa byla zamétena
na studium druht, které jsou medicinsky nebo veterinarné vyznamné, tedy prevazné
druhy osidlujici stievni epitel a zplisobujici Zivot ohrozujici prijmy. Druhy, jejichz
infekce neni spojovana s klinickymi ptiznaky a mezi n€z patii i zaludecni kryptospo-
ridie, byly na okraji zajmu.

Nicméné tada ptfedchozich studii poukézala na vyrazné zmeény epitelu zaludku
infikovaného kryptosporidiemi a na mozny vliv infekce na funkéni zmény v travici
soustavé s dopadem na uzitkovost a zdravi infikovanych jedinct. Proto jsme se v této
praci rozhodli zabyvat se vlivem infekce C. proliferans na funkéni a patologické

zmeény v zaludku modelovych organismi.



2 Literarni prehled
2.1 Rod Cryptosporidium

2.1.1 Historie — zalude¢ni kryptosporidie savci

Prvni rozpoznani a popis parazita nachéazejiciho se v zalude¢nich zlazach laborator-
nich mysi (Mus musculus) a jeho vyvojovych stadii u¢inil Ernest Edward Tyzzer (Tyz-
zer 1907). Ve své pozdéjsi praci z roku 1910 navrhl pro novy rod nazev Cryptospo-
ridium a pro novy, typovy druh nazev Cryptosporidium muris (Tyzzer 1910). V této
praci téz nastinil domnénku, Ze hostitel mize byt sporozoity z oocyst ze zalude¢nich
714z autoinfikovan. K popsani dalSiho druhu doslo v roce 1912 opét Tyzzerem. Druh
vyskytujici se v tenkém stievé a s menSimi oocystami, nez jaké maji jedinci druhu
C. muris, byl pojmenovan C. parvum a dnes patii mezi jeden z nejprozkoumangéjsich
druhd tohoto rodu (Tyzzer 1912).

Az vroce 1976 byly zaznamenany prvni infekce u dvou lidi. Oba pacienti zili
na farmach s dobytkem a trpéli vodnatymi prajmy (Nime et al. 1976; Meisel et al.
1976). Zajem o onemocnéni zpusobené timto rodem vzrostl zejména pii propuknuti
epidemie v Milwaukee (Wisconsin, USA) 1993, kdy vodou kontaminovanou oo-
cystami, které bez poskozeni prosly i pfes funk¢ni filtracni systém, bylo infikovéno
piiblizné 403 000 lidi (Mac Kenzie et al. 1994).

Az o nékolik let pozdé&ji byl popsan dalsi z druhti kryptosporidii s Zalude¢ni loka-
lizaci, vyskytujici se bézné ve slezu skotu — Cryptosporidium andersoni. Oocysty to-
hoto druhu ziskané z trusu infikovaného skotu jsou morfologicky podobné oocystam
C. muris, jsou vsak v¢€tsi, nez oocysty C. parvum (Lindsay et al. 2004). Tento druh byl
az do roku 2000 uvadén jako C. muris-like bovinni izolat. Anderson (1991) uvadi, ze
z 95 874 ndhodné vybranych jedinct skotu na izemi USA 1,4 % vylu€uje ve svych
vykalech oocysty C. andersoni. Taktéz uvadi, Ze prevalence je u mlé¢ného skotu pii-
blizn¢ dvojnasobné vétsi nez u krav bez trzni produkce mléka. U skotu bylo zjisténo
zdufeni sliznice vnitiniho povrchu slezu se zménénou strukturou sliznice vyvolanou
otevienim vyvodu infikovanych zlaz (Kvac¢ a Vitovec 2003).

V roce 2016 popsal Kvag et al. (2016) dalsi druh Zaludeéni kryptosporidie savcl
a pojmenoval ho Cryptosporidium proliferans. Tento druh byl do té doby znamy jako
C. muris kmen TS03. Stejny tym autorti vyslovil domnénku, Ze v ramci Zalude¢nich
kryptosporidii savet (C. muris a C. andersoni) jsou skryty dalsi samostatné druhy Za-

ludecnich kryptosporidii, jez se od sebe 1isi biologickymi vlastnostmi. Nicméné zadné
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dalsi prace, které by potvrdily, ze se izolaty z velbloudl nebo mysi 1isi, nebyly prove-
deny.

2.1.2 Taxonomie

Rod Cryptosporidium zahrnuje intracelularni parazity patfici do kmene Apicomplexa,
jehoz zastupci se vyznacuji apikalnim komplexem slozenym z polarnich prstenct, ko-
noidu, rhoptrii a mikronemu slouZzicich k pruniku do hostitelské bunky (Fayer a Xiao
2008). Kvuli své morfologické podobnosti a podobnosti vyvojového cyklu byly kryp-
tosporidie diive fazeny mezi kokcidie. Vysledky molekularnich analyz odhalily jejich
blizkost ke gregarinam (Carreno et al. 1999). Piesto nelze presné urcit, zda se z gre-
garin pfimo vyvinuly, anebo jsou jen jejich sesterskym rodem (Leander et al. 2003).
2.1.1 Vyvojovy cyklus

Zastupci rodu Cryptosporidium prochazeji vyvojem vazanym pouze na jednoho hos-
titele. Takové parazity oznaujeme jako parazity jednohostitelské, neboli monoxenni.

Vyvojovy cyklus kryptosporidii se sklada ze ¢ty hlavnich fazi, kterymi jsou: ex-
cystace, merogonie, gametogonie a sporogonie.

Faze excystace zacinad pozienim infekéni oocysty. Po pozieni oocyst vhodnym
hostitelem dochézi k uvolnéni sporozoitli z oocyst. Infekcni sporozoiti jsou pohyblivi
a napadaji potencionalni hostitelské buniky nejen traviciho traktu, ktery je pro vyvoj
parazita typicky, ale i bunky dalSich tkani (plice, Zluénik, ledviny) (Current a Garcia
1991). Uvolnéni sporozoitt je ovlivnéno vystavenim oocyst riznym podnétim v téle
hostitele. Mezi znamé faktory patii vystaveni zméné teploty, pH prostiedi a pfitom-
nosti travicich enzymu (Fayer a Leek 1984). K excystaci dochazi v misté infekce.
Druhy infikujici zaludek excystuji v zaludku a druhy infikujici stfeva excystuji v pfi-
sluSnych castech stieva. Po ptipojeni sporozoita na buitku dochazi k prodluzovani mi-
krovilarni vrstvy a tvorbé parazitoforni vakuoly obklopujici parazita, kterd splyva
s membranou hostitelské butiky a tvofi tak rozhrani mezi ni a parazitem. Parazit v§ak
neni v pfimém kontaktu s cytoplazmou bunky (Huang et al. 2004).

Ptfichyceni sporozoiti se méni na jednojaderné trofozoity, jejichz jadro se nasledné
deli.

Merogonie je fazi nepohlavniho (asexualniho) mnozeni, pfi niz rozdélenim jader
trofozoitll vznikaji meronti dvou typut (typ I a II). Meronti typu I se déli a z 6-8 jader
vznikd 68 merozoitl. Zrali merozoiti I typu uvolnéni z meronti I typu infikuji dalsi

bunky a ddvaji vzniknout merontlim I nebo II typu. Meronti typu II obsahuji 4 jadra,

10



Z nichz vznikaji 4 merozoiti II typu. Pfedpoklada se, Ze pouze typ II iniciuje sexudlni
rozmnozovani ve fazi gametogonie (Fayer a Xiao 2008). Meronti II typu davaji vznik-
nout mikrogamontiim (sam¢i) a makrogamontiim (samici) a za¢ina faze gametogonie.
Pohyblivé mikrogamety (16) uvolnéné z mikrogamontd splyvaji s makrogamonty
a vznika jediné diploidni stadium (2N), kterym je zygota (Melicherova et al. 2014),
nasledné se vyvijejici v 00Cystu.

Oocysty ve fazi sporogonie sporuluji in situ, po dozrani obsahuji 4 sporozoity
a jsou dvojiho typu — tenkosténné a silnosténné. Oocysty s tenkymi st€énami uvoliiuji
sporozoity uvniti téla stejné¢ho hostitele, dochazi tak k jeho opakovanému nakaZeni
(autoinfekci). Silnosténné oocysty télo hostitele opoustéji, jsou vylu¢ovany do okoli
a infikuji hostitele jiné (Fayer a Xiao 2008).
2.1.2 Hostitelska a tkanova specifita
Hostitelskou specifitu zastupci rodu Cryptosporidium lze rozdélit do tii kategorii. Vét-
Sina zastupcti ma uzkou hostitelskou specifitu, kdy dochézi k infekci jednoho ¢i pouze
omezeného poctu hostiteli. Do této kategorie patii naptiklad C. erinacei parazitujici
u jezkt (Kvag et al. 2014), anebo C. ditrichi parazitujici pouze u mysice, (Condlové
et al. 2018), s vyjimkou n¢kolika malo pfipadi, kdy se stal hostitelem c¢lovék.
Do druhé kategorie spadaji druhy a genotypy parazitujici u nepfibuznych skupin hos-
titelt. Cryptosporidium muris, napadajici hlavné mysi domaci, anebo C. andersoni,
parazitujici u skotu, hlodavcii 1 sudokopytniki, spadaji pravé do této kategorie. Treti
kategorii jsou druhy s Sirokou hostitelskou specifitou, které jsou schopny infikovat vi-
cero hostiteli, at’ uz savce ¢i ptaky. Hlavnimi zastupci této skupiny jsou druhy C. par-
vum a C. baileyi.

Primérni oblasti, v niz kryptosporidie parazituji, je gastrointestinalni trakt.
Dvéma vétsimi skupinami jsou kryptosporidie Zalude¢ni a stievni. Stfevni kryptospo-
ridie jsou charakteristick¢é mensimi, kulatymi oocystami a afinitou ke stfevnim buii-
kam — enterocytim. K excystaci dochéazi az ve stfevé, kde jsou oocysty aktivovany
ucinkem zluce, trypsinu a proteolytickych enzyma (Widmer et al. 2007). Tato skupina
je pocetnéjsi a fadime do ni napt. C. bovis, C. canis, C. felis, C. parvum, C. hominis.
Nekteré z druhid — typicky C. avium — maji afinitu kromé stieva i k ledvinam, kloace
a mocovodu (Holubova et al. 2016), anebo parazituji pouze v dychaci soustavé —

C. baileyi (Current et al. 1986).
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2.2 Zaludeéni kryptosporidie
Skupina kryptosporidii infikujicich zaludek svého hostitele neni tak pocetna, jako sku-
pina kryptosporidii s afinitou ke sttevnim bunkam. Oocysty zalude¢nich druht jsou

vétsi a ovalného tvaru.

2.2.1 Druhy Zaludeénich kryptosporidii

Druhy parazitujici v zaludku ryb nejsou pfili§ prozkoumany, zejména kvili malému
mnozstvi biologickych dat a dalSich informaci. V soucasné dobé¢ jsou platné popsany
tii druhy kryptosporidii parazitujici v zaludku ryb. Cryptosporidium bollandi je druh,
ktery byl popsan u sladkovodnich ryb (Bolland et al. 2020). Cryptosporidium huwi je
druh, ktery byl nalezeny ve sladkovodni rybé zivorodce duhové (Poecilia raticulata)
(Ryan et al. 2015). U moiskych ryb byl pozorovan druh osidlujici hluboké vrstvy Za-
ludec¢niho epitelu pojmenovany Cryptosporidium molnari (Alvarez-Pellitero a Sitja-
Bobadilla 2002).

Cryptosporidium fragile bylo popsano v zaludku ropuch ¢ernych (Jirka et al.
2008). Kromé¢ tohoto popisu neni o vyskytu a prevalenci této kryptosporidie nic znamo
a tento druh nebyl u Zadnych jinych hostitelt detekovan, coz mize souviset i s velmi
malym poctem studii provedenych na obojzivelnicich.

Cryptosporidium serpentis, druh vyskytujici se v zaludku u plazii, pojmenoval
Norman D. Levine (Levine 1980) na zakladé informaci o hypertrofické gastritidé
u ¢ty hadd, které popsal Brownstein et al. (1977).

U ptakt byly dosud popsany dva druhy zaludecnich kryptosporidii. Prvni kryp-
tosporidie nalezena ve zlaznatém Zaludku ptaku byla pojmenovana Cryptosporidium
galli a byla nalezena v dribezi (Pavlasek 1999). V roce 2019, byl popsan dalsi druh,
Cryptosporidium proventriculi, ktery postihuje zlaznaty i svalnaty Zaludek papouska
(Holubova et al. 2019).

V ramci savcl zname pouze tfi druhy infikujici zldznaty Zaludek. Cryptospo-
ridium muris byl popsan jako prvni zastupce tohoto rodu nalezeny v Zalude¢nich Zla-
zach mysi (viz. kapitola 2.1.1). Dalsi druh, C. andersoni, byl pivodné mylIn¢ identifi-
kovan jako C. muris (viz. kapitola 2.1.1). AZ na zaklad¢ molekularnich analyz a loka-
lizaci vyvojovych stadii ve slezu skotu byl uznan jako samostatny druh (Lindsay et al.
2004). Dalsi z druht infikujicich zaludek je C. proliferans, diive oznacovano jako

C. muris kmen TS03. Tyto druhy byly odliSeny za pomoci molekularnich a biologic-
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kych metod. Klinické ptfiznaky a prubéh infekce téchto tii druhti zaludecnich kryp-
tosporidii jsou pomérné dobie zmapovany, pticemz druh C. proliferans patii mezi
druhy zpusobujici vyznamné patologické zmény infikovanych tkani (Kvac et al.
2016). Tento druh je charakteristicky pro hlodavce a doba vylu¢ovéani oocyst (patentni
perioda) mutize trvat nejen n¢kolik dni a mésicii, ale i nékolik let. Oproti tomu doba od
pozieni infekéni oocysty po dobu zacatku vylu¢ovani oocyst nové vzniklych (prepa-
tentni perioda) byva v rozmezi 6-21 dni, coz je delsi interval, nez v ptipad¢ prepatentni
periody u C. muris (Kvac et al. 2016; Melicherova et al. 2014).

2.2.2 Klinické a histopatologické piiznaky

Infekce strevniho epitelu, zejména v oblasti tenkého stieva je Casto spojovana s cha-
rakteristickym vodnatym prajmem, naopak infekce zalude¢nimi druhy nedoprovazi
vétSinou zadné klinické ptiznaky. To ovSem neznamena, ze by infekce zaludecnimi
kryptosporidiemi nebyla spojena s patogennimi zménami. Anderson (1998) popsal,
ze chronické infekce skotu vyvolané druhem C. andersoni vedou ke zbytnéni sliznice
slezu a dochazi aZ k trojnadsobnému zvétSeni hmotnosti slezu oproti zvifatim bez in-
fekce. Dale byl v souvislosti s infekci C. andersoni popsan pokles mlé¢né produkce
az 0 13 % a pokles ptirtstkd az o 0,5 kg (Anderson 1998). Obdobné zvétseni zaludku
bylo pozorovano i u SCID mysi a mastomysi infikovanych druhem C. muris izolatem
TSO03, respektive C. proliferans (Matsubayashi et al. 2010; Kvac¢ et al. 2015). V pfi-
pad¢ infekce druhem C. muris nebyly takovéto vyrazné makroskopické zmény dosud
pozorovany.

U mysi po 1. tydnu infekce nedoslo k zadnym histopatologickym zménam,
imunofluorescencni barveni protilatkou proti kryptosporidiim odhalilo parazity v za-
ludecni sliznici a ve vrchnich ¢astech nékterych foveol.

U mysi po 2—4 tydnech po infekci byla pozorovéna az trojndsobné zvétSena
vyska sliznice v n€kterych oblastech zaludku, a to zejména v okoli Zaludecnich zlaz.
V dutinach 714z byla pozorovéna vyvojova stadia kryptosporidii.

U mysi po 12. tydnu infekce byla vyska sliznice zvétSend aZ pétindsobné, né-
které¢ zlazy byly naplnény parazity. U téchto mysi byly pozorovany tfi typy 1ézi.

U I. typu byla vyska sliznice zvétSend, ale obsah neutralniho polysacharidu byl
nizky. U Il. typu byla sliznice atrofovana, nebot’ paraziti dosahli dna foveol, nasledo-
val kolaps epiteliarnich bunék vcetné bunék hlenového kréku zpuisobeny uvolnénim
merozoitll nebo oocyst, coz mohlo byt diivodem snizeni obsahu neutralniho hlenu
na zaludecni sliznici. Matsubayashi et al. (2010) ptedpoklada, ze tyto zmény odhali

13



kyselému prostiedi travicich enzymt a kyselin nejen parazity, ale i Samotnou sliznici,
u které nasledné dochazi k atrofii. Obsah kyselého mukopolysacharidu byl zvyseny,
paraziti byli nalezeni jen v nékterych zlazach. U I11. typu byla vyska sliznice jen mirné
znasobena, byla pozorovana ptitomnost poharkovych bunék vylucujicich mucin, coz
svédcilo o intestinalni metaplazii. Nebyli pozorovani zadni paraziti.

Na zalude¢ni sliznici nebyla pozorovana zadna vyvojova stadia parazit, pres-
toze jich mnoho bylo nalezeno v dutinach Zlaz. Na tento jev by mohly mit vliv obranné
mechanismy, kterymi jsou produkce pepsinu Zalude¢nimi Zlazami, produkce kyseliny
chlorovodikové parietalnimi buiikami a produkce zalude¢niho hlenu. Praveé zaludecni
hlen chréni sliznici zaludku pted agresivnimi, kyselymi faktory a zajiStuje neutralni
gradient bikarbonatovych a vodikovych ionti vyluovanych z epitelu (Flemstrom
1986; Allen et al. 1993; Flemstrom a Isenberg 2001), coz paraziti mohou vyuzivat
k vyhnuti se stresu z intenzivné kyselého prostiedi.

U mysi po 1.-12. tydnu infekce nebyly detekovany zadné zanétlivé bunky.
2.2.3 Patogenita Zaludecnich kryptosporidii savci
Oproti infekcim zpusobenym stievnimi druhy kryptosporidii infekce zptusobené
zalude¢nimi druhy nedoprovézi priijmova onemocnéni. Jsou charakteristické absenci
Klinickych piiznaku, ojedinéle byl zaznamenan pokles mlééné uzitkovosti a pfirustki
a ztrata t€lesné kondice (Anderson 1998; Pospischil et al. 1987; Esteban a Anderson
1995).

Jiz v roce 1910 popsal Tyzzer (1910) histopatologické zmény, kterych si v§iml
u infikovanych mysi. Pozoroval rozsifené zaludecni zlazy a nepftilis velké nahroma-
déni lymfatickych bunék, které¢ vSak nedoprovazel akutni zanét. Vyskyt eosinofila
v oblasti lamina propria byl taktéz nizky (Kva¢ a Vitovec 2003). Vyvojova stadia byla
nalezena pouze ve Zlaznaté ¢asti zaludku. U infikovanych skupin mysi Zalude¢nimi
druhy kryptosporidii dochazi k vyrazné dilataci zaludecnich 714z a k jejich vyplnéni
nekrotickym materidlem, hlenem a vyvojovymi stadii parazit. Epitel vyrazné prolife-
ruje do lumen zaludku a tvofi papilarni struktury (Kvac et al. 2016). Dochazi téz
ke zvySeni hmotnosti zaludku — Kvag et al. (2016) zjistil, Ze v ptipad¢ infekce C. muris
HZ206 se hmotnost zaludku zvysila 1,5%, oproti tomu v ptipadé infekce C. proliferans
HZ206 se zvysila az 5,7%. Na zvySeni hmotnosti se vyznamné podilel néarust sliznice,
zatimco podslizni¢i a ser6za se vyznamné nezmeénily.

Nezanétlivé histopatologické zmeény jsou blize popsany v kapitole 2.2.2.
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3 Cile prace

Cilem této prace je za pomoci série experimentalnich infekci vyvolanych druhem
Cryptosporidium proliferans popsat patogenitu tohoto druhu, zménu pH zaludku
a prubéh infekce u raznych typti modelovych hostiteli a histologickymi metodami

charakterizovat vzniklé patologické zmény sliznice zaludku v pribéhu infekce.
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4 Material a metody

4.1 Zdroj oocyst

Pro tucely prace byl pouzit druh zalude¢ni kryptosporidie — Cryptosporidium prolife-
rans, ptivodné pochazejici z ptirozené infikovaného hlodouna vychodoafrického (Ta-
chyorectes splendens), ktery je dlouhodob¢ udrzovan ve SCID mysich v laboratofich
Parazitologického tstavu Biologického centra Akademie véd Ceské republiky, v.v.i, a
druh C. andersoni ziskany z piirozen¢ infikovaného skotu bez trzni produkce mléka.
4.2 Experimentalni zvirata

Pro experimenty byly pouZity dva kmeny laboratornich inbrednich mysi (Mus muscu-
lus) BALB/c a C57BI6 a mastomysi (Mastomys coucha) ve véku 8 tydnd. Vsechna
zvitata byla umisténa v jednotlivych plastovych boxech ve zvétinci Parazitologického
tistavu Biologického centra Akademie véd Ceské republiky, v.v.i. v Ceskych Budgjo-
vicich.

Krmena byla granulovanou komer¢ni smési pro hlodavce s vodou dostupnou ad
libitum. Podestylana byla dfevénymi pilinami. Zdravotni stav zvifat, krmivo a napajeci
voda byly kontrolovany 2x denné. Podestylka byla vyménovana 2x tydné nebo Castéji,
bylo-li potieba.

4.3 Purifikace oocyst
Za celem standardizace experimentalnich infekei bylo potieba ziskat ¢istou suspenzi
oocyst.
4.3.1 Cisténi na sacharézovém gradientu (Arrowood a Sterling 1987)
Pouczité roztoky a jejich priprava:
e Sheaterv roztok: 295 ml deionizované H2O + 405 g cukru + 7,29 g fenolu
e PBS Tween: do 1 litru PBS pfidat 0,5 ml Tween 20
e Pracovni Sheateriiv roztok: 1:2 (1 dil Sheater + 2 dily PBS Tween), 1:4 (1 dil
Sheater + 4 dily PBS Tween)

Postup prace:
e V tieci misce zhomogenizovat s deionizovanou vodou vzorek trusu a zbavit jej
ptimési pfecezenim pies sitko (velikost ok 250 pm).
e Plastovou Pasteurovou pipetou navrstvit do sklenénych nadobek gradient v na-

sledujicim potadi:
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4.3.2

1. wvrstva: 30 ml Sheatertiv roztok 1:2
2. vrstva: 30 ml Sheatertv roztok 1:4
3. vrstva: 15 ml zhomogenizovaného vzorku
Po vyvazeni zkumavek centrifugovat 20 minut pii 1370 g a 4 °C.
Odsat vrchni zbarvenou vrstvu vyvévou a zbyly supernatant prenést do ¢istych
zkumavek.
Doplnit objem zkumavek deionizovanou vodou.
Centrifugovat 20 minut pii 1370 g a 4 °C.
Odsat ¥4 objemu zkumavek vyvévou a zbytek objemu doplnit deionizovanou
vodou.
Centrifugovat 20 minut pii 1370 g a 4 °C.
Sedimenty zhomogenizovat v deionizované vod¢ a pienést do Cistych zkuma-
vek, uchovavat pti 4 °C.

Cisténi na cesium chloridovém gradientu (Arrowood a Donaldson 1996)

Pouzité chemikdalie: roztok cesium chloridu (CsCl; 1,15 g/ml), PBS (0,025 M; pH 7,2),

dH.0

Postup prace:

Vzorek po preCisténi na sachar6zovém gradientu centrifugovat 10 minut
pii 1450 g a 4 °C.

Odebrat supernatant a pfidat 0,5 ml PBS a zhomogenizovat.

Do nové mikrozkumavky napipetovat 1 ml CsCl.

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

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

Odebrat supernatant a pfepipetovat jej do Cisté 50 ml centrifugacni zkumavky,
zbyly sediment vyhodit.

Obsah zkumavky doplnit dH20.

Centrifugovat 20 minut pti 1370 g a 4 °C.

Odsat supernatant vodni vyvévou na objem 5 ml.

Doplnit obsah zkumavky dH20 a zvortexovat, centrifugovat 20 minut pii 1370
ga4-°C.

Predchozi krok opakovat 3—4xpro lep$i i¢innost promyti.

Uchovavat oocysty v dH20 pii 4 °C.
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4.4 Infekcni davka

Oocysty kryptosporidii vyc¢isténé dle metod popsanych vyse (3.3) byly pouzity pro pe-
roralni infekce laboratornich hlodavct. Byly pouzity oocysty ne starsi 4 tydni a pred
infekci byla ovéfena zivotaschopnost oocyst dle diive publikované metodiky (Kvac et
al. 2007). Pocet oocyst v infekéni davce byl spocitan v Biirkerové komurce dle navodu
vyrobce.

4.5 Barveni oocyst

4.5.1 Barveni oocyst dle Milacka a Vitovce (Milacek a Vitovec 1985)

Pouzity material: roztok methylvioleti (0,6 g methylvioleti, 1 ml anilinu, 30 ml alko-
holu, 1 g fenolu, 70 ml deionizované vody), roztok tartrazinu v 1% kyselin¢ octové,

2% kyselina sirova

Postup prace:
e Vytvofit tenky natér vzorku trusu na podlozni sklo.
e Vzorek na podloznim skli¢ku ponofit do methanolu a zafixovat plamenem.
e Sklicko vlozené do stojanku ponoftit do roztoku methylvioleti na 30 minut.
e Oplachnout pod tekouci vodou a nasledné 1 se stojankem ponoftit do 2% kyse-
liny sirové na 2 minuty.
e Oplachovat pod tekouci vodou a barvit v roztoku tartrazinu po dobu 3-5 minut.
e Oplachovat pod tekouci vodou.
e Vzorek nechat oschnout pti laboratorni teploté a prohlizet svételnym mikro-
skopem pti 1 000 nasobném zvétSeni za pouziti imerzniho oleje.
4.6 Ovéreni identity izolatu
Ptfed zahajenim a v pribéhu experimentl byla ovéfovana identita izolati pouzitych
kryptosporidii.
4.6.1 lzolace DNA
Pro izolaci celkové genomové DNA (gDNA) z ¢istych oocyst pouzitych pro inokulaci

a ze zlaznaté Casti zaludku prokazatelné infikovanych zvifat byl pouzit komeréni kit

DNeasy Blood & Tissue (QIAGEN).

Pouzité chemikalie (soucasti kitu): ATL pufr, proteinaza K, AL pufr, EtOH, AW1
pufr, AW2 pufr, AE pufr.
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Postup prace:

4.6.2

Nastiihat asi 10 mg tkané, vlozit do mikrozkumavky a pfidat malé sklenéné
kuli¢ky (0,5 mm; cca 100 pl) a 1 velkou sklenénou kuli¢ku (2 mm).
Ptipipetovat 180 pul ATL pufru a zvortexovat.

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

Centrifugovat 10 sekund pti 6 000 g.

Ptipipetovat 20 pl proteinazy K.

Inkubovat po dobu 1 hodiny pii 56 °C, béhem této doby pravidelné michat.
Centrifugovat 10 sekund pii 6 000 g.

Ptipipetovat 200 pul AL pufru a vzorek zvortexovat.

Ptipipetovat 200 ul 96% EtOH a vzorek zvortexovat.

Centrifugovat 45 sekund pti 14 000 g.

Veskery supernatant piepipetovat na kolonku Mini spin, centrifugovat 3 mi-
nuty pii 8 000 g, vylit odpad ze sbérné zkumavky.

Ptipipetovat 500 ul AW1 pufru, centrifugovat 1 minutu pti 8 000 g, vylit odpad
ze sbérné zkumavky.

Ptipipetovat 500 ul AW?2 pufru, centrifugovat 1 minutu pti 14 000 g, vylit od-
pad ze sbérné zkumavky.

Vyhodit sbérné zkumavky a nahradit je novymi mikrozkumavkami.

Na membranu kolony napipetovat 200 ul AE pufru, inkubovat po dobu 1 mi-
nuty pii laboratorni teplot¢.

Centrifugovat 1 minutu pti 8 000 g.

Ziskanou DNA skladovat pii teploté -20 °C v mikrozkumavce.

Polymerazova retézova reakce (PCR)

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

Jako negativni kontrola byla pouzita PCR voda a jako pozitivni kontrola byla po-

uzita gDNA Cryptosporidium tyzzeri.

PCR reakce byla provedena ve 20 pl — k 10 pl komeréné doddvaného HS-Taq
premix (GenAll, Korea) obsahujici 2U HS-Taq DNA polymeréazy, 200 uM dNTPs, 2,5

mM MgClz, loading dye a stabilizator bylo pfidano 7 pl PCR vody, 0,5 pl forward

19



primeru (200 mM), 0,5 pul reverse primeru (200 mM) a 2 ul gDNA v ptipadé primarni
reakce nebo 2 pul produktu primarni reakce v ptipadé sekundarni reakce.
Primery
Primery pro primarni reakci (forward a reverse primer):
F1: 5-TTCTAG AGC TAATAC ATG CG - 3’
R1: 5 -CCCATTTCCTTC AAACAG GA -3’
Primery pro sekundarni reakci (forward a reverse primer):
F2: 5 -CGA AGG GTT GTATTT ATT AGATAAAG -3’
R2:5" - AAG GAG CAACACACACAC-3

Amplifikace byla provadéna v termocykleru pfi tomto programu:
e Prvotni denaturace — 3 minuty pii1 95 °C.
e Denaturace (35 opakujicich se cykla) — 45 sekund pii 95 °C.
e Teploty pro nasedani primeri (v zavislosti na pouzitém typu primeril) — 45
sekund.
e Extenze fetézcl — 1 minuta pii 72 °C.
e Konecna extenze fetézli — 10 minut pii 72 °C.
4.6.3 Gelova elektroforéza
Produkty vzniklé sekundarni PCR byly naneseny na 1% agar6zovy gel, do néjz byl
piidan ethidium-bromid (EtBr). Po dobéhnuti elektroforézy byl produkt vizualizovan

UV transiluminatorem.

Pouzité chemikalie: 50x TAE pufr, ethidium-bromid (10 mg/ml, Sigma Aldrich,
USA), agaroza (Serva Electrophoresis, Germany), 100 bp DNA Ladder (Fermentas

International Inc., Kanada).

Postup prace:
¢ V Erlenmayerové bance smichat 1x TAE pufr s odvazenou agardzou vV poméru
dle velikosti nosice, smés vlozit do mikrovinné trouby po takovou dobu, dokud
nevznikne homogenni smés.
e Ochladit baniku pod tekouci vodou, pfidat do smési 1 pl EtBr.
e Do vhodné velkého nosic¢e vylit obsah baiiky, dle poctu vzorkll vybrat hieben

a ten vlozit do nosice.
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e Smés nechat v nosici zatuhnout.

e Hieben vyjmout a gel vlozit do elektroforetické vany obsahujici TAE puft.

e Nanaset dle schématu: prvni jamka — 10 pul 100 bp DNA Ladder; nasledujici
jamky — 20 ul produkti ziskanych po sekundarni PCR.

e Nastavit napéti na 90 V a nechat fragmenty separovat (cca 30-50 minut).

e Zobrazit fragmenty pomoci UV transiluminatoru.

4.6.4 Genotypizace
Sekundarni produkty PCR byly z gelu vyizolovany pomoci Gen Elute kitu (Sigma)
podle doporuceni vyrobce a ziskané fragmenty byly sekvenovany v komercnich labo-
ratofich pomoci ABI BigDye Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Kit a za pouZiti
sekundarnich primeri. Kazdy vzorek byl sekvenovan z obou koncti.

Ziskané nukleotidové sekvence byly analyzovany pomoci programu Chromas-
Pro a byly porovnany se sekvencemi ulozenymi v databazi GenBank. Referen¢ni sek-
vence a sekvence ziskané v ramci této prace byly sefazeny pomoci MAFFT verze 7
online server sautomatickym vyb&rem sefazovaci strategie (Mafft, http://ma-

fft.cbrc.jp/alignment/server/) a nasledné ru¢né doopraveny v programu BioEdit. Byla

porovnana identita pouZitych izolatl s izolaty ziskanymi z experimentalné infikova-
nych zvirat.

4.7 Design experimentu

Pro tcely pokusu byla pouzita 8tydenni mladd’ata vybranych druh mysi (viz. kapitola
4.2). Kazdé zviie bylo infikovano jicnovou sondou infekéni davkou obsahujici 1x10°
oocyst v 10 ul dH20.

Zvitata byla usmrcovana vylacnénd, po 7dennich intervalech ve skupinach ob-
sahujicich 1-3 zvifata a to humannim zptusobem uspanim isofluranem s naslednym
zlomenim vazu. Zvitata slouzici jako kontroly byla usmrcovana den nulty.

Po otevieni bfisni dutiny byl vyjmut zaludek, ktery byl podélné rozsttihnut a ro-
zevien. Bylo zméfeno pH vnitini stény a Zlaznata ¢ast byla odebrana na histologické
vySetfeni (viz. kapitoly 4.9 a 4.10) a na vySetfeni piitomnosti DNA kryptosporidii po-
uzitim nested PCR (viz. kapitola 4.6.2).

4.8 Intenzita kryptosporidiové infekce
Vsechna experimentalné inokulovana zvitata byla od 4. dne po infekci (DPI) vySetio-
véana na pritomnost oocyst kryptosporidii v trusu. Trus byl odebiran individualné. Byl

proveden natér trusu na podlozni sklo, byla zjist€éna hmotnost trusu (v gramech) jako
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rozdil hmotnosti preparatu (trusu natfeného na sklicku ped fixaci a barvenim) a hmot-
nosti Cistého sklicka. Natéry byly obarveny metodou dle Milacka a Vitovce (1985)
a prohlizeny svételnym mikroskopem (Olympus IX 70) pfi zvétSeni 1000x za pouziti
imerzniho oleje. Pfi nizké intenzité infekce byly pocitany vSechny oocysty nalezené
na skle, pii vysoké intenzité infekce byl pocitan pocet oocyst ve 30 nahodnych zornych
polich a nasledné byla intenzita infekce prepoctena. Ze zjisténych udajii (hmotnost
trusu, pocet zornych poli a pocet oocyst na sklicku) byla vypocitana intenzita infekce
a vyjadfena jako pocet oocyst v gramu trusu (OPG, oocysts per gram) (Kvac et al.
2007).

4.9 Méreni pH

Meéfeni pH vnitini stény zaludku bylo provadéno dotykovou kombinovanou pH elek-
trodou Theta 90 typu HC 163-FES, ktera byla kalibrovana dle kalibra¢nich roztokt
pH 4 a pH 7 pfi laboratorni teplotg.

4.10 Histologické zpracovani vzorki a analyza histologickych Fezi

Vzorky Zaludecni tkdn€ odebrané dle designu experimentu byly fixovany v neutralnim
pufrovaném formalinu. Po dostatecném profixovani byly vzorky tkani ptikrojeny
a prosyceny parafinem pomoci tkanového procesoru KOS (99% histoalkohol — 35 mi-
nut, isopropylalkohol — 1,15 hodin, histowax — 1,5 hodin). Prosycené vzorky byly za-
lity do bloku a nasledné z nich vytvofeny histologické fezy o sile 5 um. V fezech byl
proveden pritkaz polysacharidi metodou PAS (Periodic-Acid-Schiff), jejiz metodika
je zobrazena v Tabulce 1. Obarvené fezy byly zamontovany do Pertexu a prohlizeny
svételnym mikroskopem (Olympus IX70) s vhodnym zvétSenim. Vysledky pozoro-
vani byly porovnany s neinfikovanymi tkanémi, které byly vySetfeny stejnym postu-

pem.
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Tabulka 1: Postup barveni Periodic-Acid-Schiff.

Poradi Chemikalie C_as

(min.)
1 Xylen 5
2 Xylen 5
3 Xylen 5
4 Xylen:100% ethanol (1:1) 5
5 100% ethanol 5
6 100% ethanol 5
7 96% ethanol 5
8 96% ethanol 5
9 80% ethanol 5
10 70% ethanol 5
11 50% ethanol 5
12 Kohoutkova H20 5
13 Deionizovana H20 5
14 Inkubace 60 °C, 2% kyselina jodista 3
15 Destilovana H,O 1
16 Inkubace 30 °C Schiffovo reagens 3
17 Tepléa kohoutkova H.O 10
18 Oplach destilovana H>,O 1
19 Hematoxylin dle Kod'ouska 8
20 Tepla kohoutkova H,O 3
21 Studena kohoutkova H,O 5
22 80% ethanol 3
23 96% ethanol 3
24 96% ethanol 3
25 100% ethanol 5
26 Xylen 5
27 Pertex

4.11 Hodnoceni patogenity a intenzity infekce na histologickych rezech
Na histologickych fezech byly hodnoceny nasledujici parametry:
1. VySka sliznice. Byla méfena pramérna vyska sliznice (um) na 10 raznych
mistech fezu.
2. Pritomnost hlenu. Hodnoceno dle polohy hlenu v Zalude¢nich zldzach: 1 —
hlen jen na povrchu zalude¢nich jamek, 2 —hlenv 4 zlazy, 3—hlenv % Zlazy.
3. Intenzita infekce. Bylo hodnoceno procento infikovanych zlaz. Hodnoceno
10 Zl4z na 10 riznych mistech fezu.
4. Pritomnost zanétlivych infiltrati. Byla hodnocena v 10 riznych mistech
fezu. 0 — bez zanétlivych infiltratt, 1 — pfitomnost infiltrati na bazi zaludec-
nich Zlaz, 2 — ptitomnost infiltrati na bazi zaludecnich 714z a ve stfedni vrstve,

3 — ptitomnost infiltrath v celé vySce sliznice.
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4.12 Statistické zpracovani

Zmény na sliznici zaludku byly testovany jako dvojrozmérné primérné vektory mé-
feni a srovnavany s kontrolnimi vzorky. K ovéfeni hypotézy byl pouzit Hotellingiv
T2 test. Rozdily v ptitomnosti infekce a imunitnich bun¢k mezi skupinami byly testo-
vany neparametrickym Mann-Whitney U testem. Bartletttv test byl pouzit k testovani
homoskedasticity rozdili v prepatentnich a patentnich obdobich riznych infekci. Vy-
pocty byly provedeny v softwaru R 4.1.0. Testovana hypotéza znéla, ze dvourozméerné

sttedni vektory méteni jsou v obou srovndvanych populacich stejné.
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5 Vysledky

5.1 Identita izolatu

Vysledky molekularnich analyz prokazaly, ze sekvence SSU ziskané z izolati C. pro-
liferans pouzitych pro experimentalni infekce a v ptipadé uspésnych infekci byly mezi
sebou vzajemn¢ identické a soucasné identické se sekvencemi prislusnych druhi ulo-

zenych v GenBank (C. proliferans — KR090615).
5.2 Infektivita izolatu

Vysledky mikroskopického vySetteni trusu zvifat peroralné inokulovanych davkou
1 000 000 oocyst C. proliferans prokazaly detekovatelné mnozstvi oocyst u masto-
mysi a mySi kmeni BALB/c a C57Bl6. Mastomysi infikované C. proliferans zacaly
vylu€ovat oocysty od 3. tydne po infekci, zatimco oba kmeny laboratornich mysi za-
Caly vylucovat oocysty C. proliferans od 2. tydne po infekci (P < 0,05). Mastomysi
infikované C. proliferans vylucovaly oocysty po celou dobu experimentd, u mysi in-
fikovanych timto druhem kryptosporidie doslo k poklesu infekce pod detekovatelnou
hranici pomoci svételné mikroskopie v priabéhu 5 tydnia (Tabulka 2), nicméné speci-
ficka DNA C. proliferans byla detekovatelna u vSech skupin hostiteld az do konce
experimentu (Tabulka 2).

Tabulka 2: Pritomnost oocyst a specifické DNA Cryptosporidium proliferans u experimentalng infi-
kovanych laboratornich hlodavcia detekované pomoci specifického barveni anilin-karbol-methyl vio-

leti a PCR. Zelena barva znaci pfitomnost oocyst/DNA v trusu u vysSetfovaného zvifete, oranzova ba-
rva znaci negativni vysledek vysetfeni.

Mikroskopicke vysetreni Detekce specifické DNA

DPI | MastomyS | BALBI/c C57BI6 MastomyS | BALB/c C57BI6

1 2 3jJ1 2 3|1 2 3]1 2 3|1 2 3]1 2

3

14

21

28

35

42

49

56

63

70
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Prubéh infekce BALB/c a C57B16 mysi byl obdobny (P > 0,05). Maximalni in-
tenzita infekce byla pozorovéana 28 DPI. Zatimco BALB/c mysi vyluc¢ovaly v praiméru
okolo 10 000 oocyst na gram trusu (OPG), u C57Bl6 mysi byla maximalni intenzita
infekce okolo 22 000 OPG (P < 0,05). Intenzita infekce u mastomysi byla v porovnani
s kmeny mysi statisticky vyrazn€ vyssi (P < 0,05). Jiz 21 DPI vylucovaly mastomysi
okolo 2 000 000 OPG a v prubéhu experimentu doslo k vyraznému zvysSeni mnozstvi
vylu¢ovanych oocyst. Maximalnich hodnot bylo dosazeno 56 DPI a od této doby se

intenzita infekce vyrazné nemeénila (Graf 1).

20000000
17500000 -
15000000 S
12500000 -
10000000 -
7500000 -
7 5000000 -
> —v7— Mastomy3
o = 2500000 -
0
-5 ‘C_ﬁ 0 = 22 T T T T T T T T
'E g 500000 1 1 1 | 1 1 1 1 1 1 1
2% —e— BALB/c
E o 400000 = —O— C5fBI6
o ©
= 0
=% 300000 -
Q
0
£ 200000
100000 -
0O T 0 O O O O
0 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70

Dny po infekci

Graf 1: Prabéh infekce Cryptosporidium proliferans u experimentalné infikovanych laboratornich
hlodavcu v zavislosti na dnech po infekci. Zobrazené hodnoty predstavuji primérnou hodnotu ze tii
jedinct = smérodatna odchylka.
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5.3 Vliv infekce na zménu pH v Zaludku
V pritbéhu experimentu bylo u kontrolnich (neinfikovanych) BALB/c, C57B16 mysi
a mastomysi, zjisténo pH zaludku 3,22+0,54, 3,50+0,78 respektive 2,94+0,65.

U vsech experimentaln¢ infikovanych skupin laboratornich hlodavcti doslo
v disledku infekce C. proliferans ke zvyseni pH zalude¢niho obsahu. U experimen-
talni skupiny BALB/c mysi doslo v disledku infekce ke zvySeni pH (v pruméru
na 3,77) jiz 7 dni po infekci. Hodnota pH Zaludku se u této skupiny mysi zvySovala az
do 21 DPI, kdy prumérné pH dosahovalo hodnoty 5,37 (P < 0,05). Od tohoto dne doslo
K postupnému snizovani pH a 49 DPI byly zjistény hodnoty odpovidajici kontrolnim
jedinctim (Graf 2).

1] 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70

-]

A —&— Experimentalnijskupina
7 4 =0— Kontrolni skupina

2 T T T T T T T T T T

B —&— Experimentalni skupina
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o

C —&— Experimentalni{skupina
7 - —O— Kontrolni-skupina

2 T T T T T T T T T T

0 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70
Dny po infekci
Graf 2: Vliv infekce Cryptosporidium proliferans na zménu pH v Zaludku u A) BALB/c mysi, B)

C57B16 mysi a C) mastomysi. Zobrazené hodnoty ptedstavuji primérnou hodnotu ze tif jedinct
+ smérodatna odchylka.
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U infikované skupiny mys$i C57BI16 doslo vlivem infekce ke zvySeni pH také 7
dni po infekci (pH 4,07). Hodnota pH zaludku se zvySovala i u tohoto druhu mysi
do 21 DPI, kdy pramérné pH dosahovalo hodnoty 6,75 (P < 0,05). Poté dochéazelo
K postupnému snizovani pH, které v§ak bylo pozvolnéjsi, nez u mysi skupiny BALB/c
(Graf 2).

U experimentaln¢ infikované skupiny mastomysi doslo ke zvyseni pH (v pri-
méru na 3,77) az 21 DPI. pH zaludku se zvySovalo az do ukonceni experimentu (70
DPI), kdy priimérné pH dosahovalo 4,18. Nejvétsi zvysSeni pH, v porovnani s kontrolni
skupinou, nastalo 56 DPI, kdy primérna hodnota pH byla 5,17 (P < 0,05).

5.4 Patologické zmény sliznice Zaludku v disledku infekce Cryptospo-
ridium proliferans

Pti pozorovani histologickych fezli vytvoienych ze skupin mysi infikovanych Cryp-

tosporidium proliferans byly hodnoceny faktory uvedené v kapitole 4.11.

U experimentalni skupiny mys$i BALB/c byl pozorovan nejmensi vliv infekce
na zesileni Zaludec¢ni sliznice. Od 7 DPI bylo pozorovano postupné zesileni sliznice
v zaludku s maximalnim zesilenim 21 DPI, kdy sliznice dosahovala sily 167,1 um,
zatimco u kontrolnich skupin dosahovala sliznice primérné vysky 113,8 um (P <
0,05). Od 21 DPI doslo k postupnému snizovani sily sliznice az na pramérnou silu
125,9 um 70 DPI, kdy byl experiment ukoncen (Graf 3). Nejvyssi intenzita infekce
meéiena po¢tem vyvojovych stadii detekovanych ve zlazach Zalude¢ni sliznice byla
zjisténa 14 DPI, kdy bylo procento infikovanych 714z 60 %. Zanétlivé infiltraty byly
Vv tento kontrolni den pfitomny pouze ojedin€le, nejvice jich bylo pozorovano 28 DPI.

U experimentalni skupiny mysi C57Bl6 bylo pozorovano masivnéjsi zesileni sliz-
nice i rozsahlejsi piitomnost zanétlivych infiltratd oproti experimentalni skupiné
BALB/c mysi. Nejvétsi zesileni sliznice v zaludku bylo zjisténo 28 DPI, kdy vyska
sliznice dosahovala 227,5 um (P < 0,05). Od tohoto dne bylo pozorovano postupné
snizovani vysky sliznice aZ na priimérnou vysku 178,2 pm 70 DPI. Primér vysky sliz-
nice u kontrolni skupiny byl 132,5 um (Graf 3). Vrchol intenzity infekce u C57BI6
mys$i byl pozorovan 14 DPI, procento infikovanych zlaz bylo v priiméru 45 %. Ptitom-
nost zanétlivych infiltratd byla nejvyssi 14 a 21 DPI, jak znazoriiuji oblasti vyznacené
hvézdickou na Obrazku 2, ¢asti C) a D).

U experimentalni skupiny mastomysi byl narist sliznice, intenzita infekce 1 pfi-

tomnost zanétlivych infiltrath nejrozsahlejsi. Vyska sliznice pribézné rostla v pribéhu

28



experimentu az do jeho konce. Nejvyssi hodnota sily sliznice byla naméfena 63 DPI,
kdy primeérna sila sliznice byla 493,6 um. U kontrolni skupiny zvitat se vyska sliznice
pohybovala v priméru 138,7 um (P < 0,05; Graf 3). Vrchol intenzity infekce nastal
jiz 14 DPI, kdy procento infikovanych zlaz tvotilo 100 %, a v pribéhu experimentu
az do jeho konce byl tento prumér témet konstantni, neklesl pod 96 %. Zanétlivé infil-
traty se ve zvySeném mnozstvi zacaly objevovat 14 DPI a jak je mozno pozorovat
i na Obrazku 3, ¢astech C) a D), po dobu infekce nedoslo k Zadné zméné v tomto sle-
dovaném parametru.

U kontrolnich skupin byla zjisténa ptitomnost hlenu pouze na povrchu zaludec-
nich jamek. U experimentalné nakazenych mastomysi byla od 7. DPI pozorovana pii-
tomnost hlenu kromé povrchu jamek i v hlubsich ¢astech sliznice, konkrétné v oblasti
¥ 1 % zlazy. U infikované skupiny mysi C57BI6 doslo k vyraznéjsi produkci hlenu
v oblasti %2 i Y5 zlazy od 14. DPI. U infikovanych BALB/c mysi byl hlen pozorovan
kromé& povrchu i v oblasti '5 zlazy 7 DPI, oblasti % zlazy hlen dosahoval az 21 DPI.
Jak znazornuje Graf 4, hlen u experimentalni skupiny BALB/c a C57B16 mysi po-
stupné z hlubsich ¢asti zlaz ustupoval, oproti tomu u infikovanych mastomysi byl hlen

v oblasti ¥4 zlazy pozorovan az do konce experimentu 70 DPI.
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Obrazek 1: Prubéh infekce Cryptosporidium proliferans u mysi typu BALB/c v A) 0 DPI, B) 14 DPI,
C) 21 DPI a D) 42 DPI. Histologické fezy zlaznatého Zaludku infikovanych mysi, zpracované metodou
popsanou v kapitole 4.10. DPI — dny po infekci. Sipky poukazuji na pfitomnost vyvojovych stadii C.

Vs

proliferans. Méftitko = 20 pum.
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Obrazek 2: Prubéh infekce Cryptosporidium proliferans u mysi typu C57Bl6 v A) 0 DPI, B) 14 DPI,
C) 21 DPI a D) 42 DPI. Histologické tezy zlaznatého Zaludku infikovanych mysi, zpracované metodou
popsanou Vv kapitole 4.10. DPI — dny po infekci. Sipky poukazuji na pfitomnost vyvojovych stadii C.

v

proliferans; * znazoriuje zanétlivé infiltraty. Métitko = 20 um.
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Obrazek 3: Pribeh infekce Cryptosporidium proliferans u mastomysi v A) 0 DPI, B) 14 DPI, C) 35
DPI a D) 63 DPI. Histologické fezy zlaznatého zaludku infikovanych mysi, zpracované metodou po-
psanou v kapitole 4.10. DPI — dny po infekci. Sipky poukazuji na p¥itomnost vyvojovych stadii C.
proliferans; * znazoriuje zanétlivé infiltraty. Métitko = 20 pm.
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Graf 3: Vyvoj patologickych zmén (vyska sliznice, pocet infikovanych 714z a lokalizace zanétlivych

infiltratd) v pribéhu infekce u mysi BALB/c, C57B16 a mastomysi. Zobrazené hodnoty predstavuji

pramérnou hodnotu ze tii jedinct = smérodatna odchylka.
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Graf 4: Pfitomnost hlenu v riizné hloubce sliznice v pribéhu infekce u mysi BALB/c, C57Bl6 a mas-

tomysi. Vyska sloupce znazoriiuje mnozstvi hlenu v jednotlivych téetinach vysky sliznice. Bile vypl-
néné misto ukazuje, Ze hlen v dané ¢asti zlazy nebyl pfitomen.
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6 Diskuze

Na zménu hodnoty pH zaludku zvifat infikovanych zalude¢nimi druhy kryptosporidii
poukazal jiz v roce 1998 Anderson. U skotu nakazeného zalude¢nim druhem Cryp-
tosporidium andersoni pozoroval zvyseni pH slezu na hodnoty v rozmezi 4,5-5, pfi-
c¢emz fyziologicka hodnota pH slezu u zdravych zvitat se pohybuje v rozmezi 3,5-4.
(Anderson 1998). Obdobny vliv infekce C. proliferans na zménu pH u infikovanych
hlodavct jsme prokézali v nasi praci. Zatimco Anderson se nezmifiuje o reverzibilni
zméné po samovyléceni infekce, nase experimenty prokézaly, ze zvySeni pH v di-
sledku infekce zalude¢ni kryptosporidii je jen doc¢asné. Po vyléceni infekce dochazi
k pozvolnému navratu k fyziologickym hodnotam. Pfi¢ina, pro¢ se Anderson o tomto

MV

rozsahu nebyly provedena a navic infekce C. andersoni u skotu je ¢asto celozivotni
(Enemark et al. 2002; Ralston et al.2003; Olson et al. 1997).

Detekce specifické DNA C. proliferans metodou PCR zjistila pfitomnost parazitt
DPI zjisténé Kvacem et al. (2016). Oproti tomu mikroskopické vySetieni odhalilo pfi-
tomnost parazitt az 14 DPI, coz je také v souladu s diive publikovanymi daty (Kva¢
et al. 2016; Melicherova et al. 2014). Prepatentni perioda o délce 21 DPI u mastomysi
zjisténa v této praci odpovida udajim popsanym Kvacem et al. (2016) pii popisu to-
hoto druhu a také zjisténim Melicharové et al. (2014), ktera studovala pribéh infekce
a popis vyvojového cyklu C. proliferans. Zatimco u dvou piedchozich skupin mysi
BALB/c a C57BIl6 dochazi v ptipad¢ kryptosporididozy po 21 DPI k postupnému sa-
movyléceni (Jalovecka et al. 2010), pro mastomysi samovyléceni typické neni a in-
fekce u nich dlouho pretrvava (Kvag et al. 2016; Melicherova et al. 2014). Pretrvava-
jici infekei od jejiho detekovaného pocatku v 21 DPI u mastomysi potvrdilo jak mi-
kroskopické vySetieni, tak detekce specifické DNA metodou PCR.

Krom¢ zmény pH ve slezu skotu pozoroval Anderson (1998) i jeho makrosko-
pické zmény. U chronicky nemocnych zvitat byla sliznice slezu zbytnéla, ¢imZ bylo
zpusobeno zvySeni hmotnosti slezu oproti zdravym zvitatim (Anderson 1998). Neza-
nétlivé histopatologické zmény u infikovanych mysi blize popsal Matsubayashi et al.
(2010). Obdobné zmeény popsal i Kvac a Vitovec ve své praci z roku 2003, ve které se
zabyvali patologickymi zménami slezu mladého masného skotu piirozené¢ infikova-

ného C. andersoni. Na rozdil od C. andersoni nebo C. muris infekce popsal Kvac et
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al. (2016) vyrazné zesilené sliznice zaludku infikovaného C. proliferans u mastomysi,
zatimco u mysi toto zesileni nebylo markantni. Vysledky této prace, které pfimo na-
vazuji na vyse zminény vyzkum, potvrdily publikované tidaje. Stejn¢ jako v piedcho-
zich studiich, v nasi studii doslo k vyraznému zesileni sliznice u infikovanych masto-
mysi (Kvac et al. 2016; Melicherova et al. 2014). PrestoZze jsme v ramci nasi prace
nevazili hmotnost Zaludku, doslo v pribéhu infekce k jeho vyraznému zvétseni. Nové
zjisténi, které tato prace ptinesla je, ze k obdobnému zvétseni i zesileni sliznice do-
chazi 1 v ptipad¢ kratkodobych infekci u BALB/c a C57Bl16 mysi. Je ziejmé, Ze zesi-
leni sliznice pfimo souvisi s délkou infekce (Anderson 1998; Kvac et al. 2016; Meli-
cherova et al. 2014). Obdobné zmény byly pozorovany i v ptipadé mysi infikovanych
C. andersoni (Matsubayashi et al. 2010), kdy doslo az k trojnasobnému zvétseni vysky
sliznice.

Vysledky nasi prace odpovidaji zjisténi Jalovecké et al. (2010). Stejné jako Jalo-
vecka a kol. nepozorovali piitomnost zadnych T-lymfocyti v lyzatu Zalude¢ni sliznice
neinfikovanych mysi, také v nasi praci jsme nedetekovali zadné infiltraty bun¢k imu-
nitniho systému ve sliznici zaludku u skupiny kontrolnich mysi. U BALB/c mysi doslo
K postupnému zvySovani mnozstvi zanétlivych infiltrata az do 28 DPI. To odpovida
vysledktim Jalovecké et al. (2010), ktera v tomto obdobi nam¢fila nevy$si mnozstvi
migrujicich a proliferujicich CD4 a CD8 T-lymfocytd. Nase i diive publikované vy-
sledky ukazuji, ze k maximalni imunitni odezvé BALB/c mysi dochazi jeden tyden
po maximalni intenzité infekce (Jalovecka et al. 2010). V piipadé C57B16 mysi doslo
K rychlejsi imunitni odezvé hostitele na infekci s maximalnim vyskytem zanétlivych
infiltrath 14 a 21 DPI, prestoze maximalni intenzita infekce byla pozorovana 21 DPI.
S brzkym vyskytem zanétlivych infiltrati mize souviset velké mnozstvi infikovanych
zl4z jiz 14 DPI, jemuz vSak neodpovidal pocet vylucovanych oocyst. Lze se domnivat,
7e Casnd imunitni odpovéd’ mohla znamenat omezeni infekce, ktera se neprojevila
vy$§im mnozstvim vylucovanych oocyst. Masivni infekce sliznice 14 DPI byla prav-
dépodobné zplisobena nepohlavnimi stadii. U mastomysi byl pozorovan postupny na-
rust zanétlivych infiltrath tak, jak dochazelo k postupnému zvySovani poctu infikova-
nych zlaz. Zatimco u BALB/c mysi a C57B16 mysi byl vyskyt zanétlivych infiltrata
pouze pii lamina propria nebo maximalné ve 2/3 vysky sliznice, u mastomysi byl vy-
skyt od 42 DPI ve vSech vrstvach sliznice. Tento rozdil 1ze vysvétlit pretrvavajici

masivni infekci v celé sliznici zaludku.
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Hlenotvorné (mucindzni) buiiky produkuji hlenovou vrstvu silnou asi 60 pum,
ktera chréni sliznici pfed chemickymi a mechanickymi G¢inky. Tvorba hlenu je zavisla
na spravném prokrveni zaludecni stény (Vernygorodskyi 2013). Zatimco infekce za-
ludku vyvolana bakteriii Helicobacter pylori ma za nasledek niz$i produkci hlenu
a snizeni jeho tloustky (Clyne a May 2019; Byrd a Bresalier 2000), u vSech hostitelt
infikovanych C. proliferans jsme pozorovali postupné zvyseni tvorby hlenu, a to nejen
Vv povrchové ¢asti, ale i v mistech infekce ve stfedni a spodni ¢asti sliznice. Pticina této
mély byt zaméfeny na typ hlenu, ktery je nadprodukovén, a jeho efekt na pritbéh in-

fekce.
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[ Zavér

Infekce zptisobena C. proliferans u mysi a mastomys$i ma piimy vliv na zménu pH
v zaludku hostitele a zvySeni migrace bun¢k imunitniho systému do sliznice zaludku.
Hostitel na infekci reaguje zvysenou tvorbou hlenu a proliferaci sliznice, coZ ma za na-
sledek zesileni sliznice a zvySeni hmotnosti Zaludku. Po samovyléceni dochazi k po-

stupnému navratu morfologie a fyziologickych funkci Zaludku na normalni hodnoty.
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