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1. Uvod

Zastupci rodu Cryptosporidium jsou kosmopolitné rozsifeni oportunni paraziti, ktefi
postihuji vSechny tfidy obratlovei vcetné Cloveéka. Kryptosporidie infikuji primarné
epitelialni bunky gastrointestinalniho traktu a zpusobuji prijmové onemocnéni, které
nazyvame kryptosporididza (Nime et al. 1976; Xiao a Cama 2018). Prabéh infekce zavisi
na druhu a genotypu kryptosporidie a druhu, véku a imunitnim stavu hostitele (Kvac et al.
2009b; Tinavska 2021; Lamisere et al. 2022). Nekteré druhy kryptosporidii jako napiiklad
C. parvum a C. baileyi infikuji vice druht hostitelt, jiné se omezuji na skupiny, jako jsou
hlodavci (C. muris) nebo prezvykavci (C. andersoni) a o dalSich je znamo, ze parazituji
pouze u jednoho druhu hostitele, naptiklad C. #yzzeri nebo C. apodemi (Fayer a Xiao 2007,
Ren et al. 2012; Condlova et al. 2018). Clovék je vnimavy k infekci vice nez 20 druhy
a genotypy kryptosporidii, nicméné vétSina lidskych infekci je zpisobena druhem
C. hominis, ktery je hostitelsky adaptovan na clovéka a druhem C. parvum, ktery
je charakteristicky svou nizkou hostitelskou specifitou (Xiao 2010; Checkley et al. 2015).
V ramci rodu rozliSujeme dvé fylogenetické vétve kryptosporidii, prvni skupinu tvoii
kryptosporidie s afinitou k enterocytim a druhou s afinitou k zaludecnim zlazam (Fayer
a Xiao 2007).

Nékteré druhy jako napfiiklad C. parvum, C. hominis nebo C. galli jsou patogenni,
zatimco u druht jako jsou C. muris nebo C. andersoni probiha infekce ve vétsiné pripada
asymptomaticky (Diaz et al. 2021).

V soucasné dobé je popsano 11 druht zaludeCnich kryptosporidii (Tyzzer 1910; Levine
1980; Paperna a Vilenkin 1996; Lindsay et al. 2000; Alvarez-Pellitero a Sitja-Bobadilla
2002; Ryan et al. 2003a; Jirkt et al. 2008; Ryan et al. 2015; Kvac et al. 2016; Holubova
etal. 2019; Bolland et al. 2020), u savci jsou to druhy C. muris, C. andersoni
a C. proliferans, jejichz biologické a molekularni vlastnosti se v mnoha ohledech lisi od
stievnich druht (Lindsay et al. 2000; Kvac et al. 2016).

Typickymi hostiteli zaludecnich kryptosporidii jsou hlodavci a piezvykavci (Tyzzer
1910; Lindsay et al. 2000; Xiao et al. 2004a; Kvac et al. 2016). U ostatnich skupin savctu
byly kryptosporidiové infekce v zaludku popsany jen ojedinéle. Navic v fad€ piipadd se
jednalo o pasaz zazivacim traktem po tom, co predator poziel svou kofist, ktera byla
pfirozenym hostitelem zaludecnich kryptosporidii (Xiao et al. 2004b; Kvac et al. 2012;
2021).



V roce 2007 popsal Pavlasek a Ryan piipad prirozen¢ infikované kocky domaci druhem
C. muris. Piestoze myS$i jsou pfirozenymi hostiteli C. muris a kocky jsou pfirozenymi
predatory mysi, koCky nesdili s mySmi stejné druhy kryptosporidii. Nicméné kocky jsou
pravdépodobné ojedinéle vnimavé k infekci C. muris.

V této praci se zabyvame piipadem a blizsi biologickou a genetickou charakteristikou

izolatu C. muris CAT21 ziskaného z pfirozen¢ infikované kocky.



2. Literarni prehled
2.1. Rod Cryptosporidium
2.1.1. Historie

Popis kryptosporidii, které byly pavodné povazovany za vyvojova stadia kokcidii
Coccidium falciforme (dnes Eimeria falciformis) (Clarke 1895), se datuje az do roku 1907,
kdy Ernest Edward Tyzzer identifikoval prvni organismus patfici do tohoto rodu. V tomto
roce rozpoznal a nasledné v roce 1910 popsal parazita, ktery se vyskytoval v zalude¢nich
zlazach laboratornich mys$i a pojmenoval ho jako novy druh Cryptosporidium muris (Tyzzer
1907; 1910). Nasledné v roce 1912 popsal stfevni druh kryptosporidii C. parvum a v roce
1929 popsal prvni nélez kryptosporidii velmi podobné druhu C. parvum v céku kufat
(Tyzzer 1912; 1929). Nicméné¢ tento popis nebyl uplny.

Slavin (1955) popsal kryptosporidii, ktera parazitovala v epitelu stfeva a Fabriciovy
burzy krocani. Zpusobovala tézké prijmy, v nékterych pfipadech i smrt jedince
a poyjmenoval ji Cryptosporidium meleagridis. V roce 2003 byl tento druh popsan jako
jediny druh, ktery bézn¢ infikuje jak ptaky, tak savce (Akiyoshi et al. 2003). V roce 1971
Panciera et al. popsali prvni pfipad zavazné kryptosporidiozy u telat s t€zZkymi vodnatymi
prujmy, které se nedafilo 1écit zadnymi dostupnymi chemoterapeutiky a Casto koncily smrti
telete. Tento piipad vedl ke zvySenému z&jmu o kryptosporidiové infekce jako takové. Dalsi
ptipady, které piispé€ly ke zvySenému z4jmu o tyto infekce, byly infekce u lidi (Nime et al.
1976; Meisel et al. 1976; Lasser et al. 1979).

Stievni druh C. parvum a zaludec¢ni druh C. muris byly v roce 1984 chybné sjednoceny
jako jeden druh (Levine 1984). O rok pozdé€ji byly diky popsanym pfipadim
kryptosporidiozy skotu tyto dva druhy od sebe oddéleny (Upton a Current 1985). Vzhledem
k morfologickym podobnostem Zzaludecnich oocyst nalezenych u mysi a u skotu, byly
izolaty ze skotu oznacovany jako C. muris-like (Upton a Current 1985; Anderson 1987).

S rozvojem a vSeobecnou dostupnosti molekularnich metod doslo na prelomu tisicileti
k popisu velkého mnozstvi druhd a genotypu kryptosporidii. V soucasné dob€ je uznano
49 druha (Tabulka 1) a znamo nékolik desitek genotypu, které pravdépodobné predstavuji
samostatné taxony (Tyzzer 1910; Lindsay et al. 2000; Xiao et al. 2004a; Kvac et al. 2007b;
2008; 2009b; Kodadkova et al. 2010).



Tabulka 1. Seznam platnych druht rodu Cryptosporidium. Zaludeéni druhy jsou
zvyraznény.

Druh Hostitelé Lokalizace Reference

C. abrahamseni ryby stievo Zahedi et al. 2021

C. alticolis hrabo$ obecny tenké stfevo Horcickova et al. 2019

C. apodemi mysice stievo Condlova et al. 2018

C. avium ptact stievo Holubova et al. 2016

C. baileyi dritbe? stfevo, dychaci a o o et al 1986

mocove cesi

C. bovis skot tenké stfevo Fayer et al. 2005

C. canis psi tenké stfevo Fayer et al. 2001

C. cichlidis ryby tenké strevo Paperna a Vilenkin 1996

C. cuniculus kralici alidé  tenké stfevo Robinson et al. 2010; Inman
) a Takeuchi 1979

C. ditrichi mysice tenké strevo Condlova et al. 2018

C. ducismarci zelvy stievo Jezkova et al. 2016

C. erinacei jezci tenké strevo Kvac et al. 2014

C. fayeri klokani tenké strevo Ryan et al. 2008

C. felis koCky tenké strevo Iseki 1979

C. homai morce stfevo Zahedi et al. 2017

C. hominis lidé tenké stfevo Morgan-Ryan et al. 2002
C. macropodum klokani stfevo Power a Ryan 2008

C. meleagridis dribez alidé  stfevo Slavin 1955

C. microti hrabo$ obecny tlusté stievo Horcickova et al. 2019

C. myocastoris nutrie tenké stfevo Jezkovéa et al. 2021a
C. nasoris ryby stievo Hoover et al. 1981

C. occultus potkani tlusté stfevo Kvac et al. 2018

C. ornithophilus ptact tlusté stfevo Holubova et al. 2020

C. parvum savci tenké stievo Tyzzer 1912

C. ratti potkani tlusté strevo Jezkova et al. 2021

C. rubeyi veverky stievo Lietal. 2015

C. ryanae skot tenké stfevo Fayer et al. 2008

C. sciurinum veverky stfevo Prediger et al. 2021

C. scophalmi ryby sttevo Alvarez-Pellitero et al. 2004



Tabulka 1. Seznam platnych druhd rodu Cryptosporidium. Zaludeéni druhy jsou
zvyraznény (pokracovani).

Druh Hostitelé Lokalizace Reference

C. scrofarum prasata sttevo Kvac et al. 2013

C. serpentis plazi zaludek Levine 1980

C. suis prasata stfevo Ryan et al. 2004

C. testudinis zelvy neznama Jezkova et al. 2016
C. tyzzeri mysi tenké strevo Ren et al. 2012

C. ubiquitum ovce a kozy stievo Fayer et al. 2010

C. varanii plazi stfevo Pavlasek a Ryan 2008
C. viatorum lidé neznama Elwin et al. 2012

C. wrairi morcata tenké stfevo Vetterling et al. 1971
C. xiaoi ovce a kozy stfevo Fayer a Santin 2009

2.1.1.1. Chronologie popisu zalude¢nich druhu kryptosporidii

1907 Cryptosporidium muris

Cryptosporidium muris je prvnim popsanym druhem rodu Cryptosporidium, ktery v roce
1907 popsal E. E. Tyzzer. Tento druh byl detekovan v zalude¢nich zlazach mysi. Typickym
hostitelem jsou tedy hlodavci, pfedevs§im z Celedi mySovitych (Muridae).
1980 Cryptosporidium serpentis

Tento druh kryptosporidie byl objeven jiz vroce 1977 v zaludeni stén€¢ hada
(Brownstein et al. 1977), nicméné své jméno Cryptosporidium serpentis dostal tento druh
az v roce 1980 Norman D. Levinem (Levine 1980).
1999 Cryptosporidium galli

Pavlasek (1999) nalezl morfologicky identickou kryptosporidii s C. blagburni (tento
druh neni dnes uznavéan jako platny) u uhynulé 17. mésicni slepice (Gallus gallus)
v proventrikulu a pojmenoval tento druh Cryptosporidium galli. Vzhledem k tomu, ze tento
popis mél fadu nedostatkd, byl tento druh v roce 2003 redeskribovan s dal§imi biologickymi
a molekularnimi charakteristikami (Ryan et al. 2003).
2000 Cryptosporidium andersoni

Lindsay et al. (2000) na zdklad€ molekularnich a biologickych vlastnosti odlisili C. muris
infikujici hlodavce a kryptosporidii parazitujici ve slezu tura doméciho (Bos taurus), ktera
do té doby byla popisovanajako C. muris-like, a pojmenovali ji Cryptosporidium andersoni.
2002 Cryptosporidium molnari

Tento druh byl popsan u dvou druhii kostnatych ryb (Sparus aurata a Dicentrachus
labrax) v roce 2002 (Alvarez-Pellitero a Sitja-Bobadilla 2002). Oocysty byly lokalizovany

v epitelu zaludecni sliznice a jen velmi ziidka v epitelu tenkého streva.
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2008 Cryptosporidium fragile

Cryptosporidium  fragile bylo nalezeno v zaludecni sténé ropuchy jihoasijské
(Duttaphrynus melanostictus), ktera byla dovezena zMalajsie do Ceské republiky
(Jirkd et al. 2008). Mimo tento popis nebyl tento druh nikdy u zadnych jinych hostitelti
detekovan.
2015 Cryptosporidium huwi

Pivodné Cryptosporidium sp. piscine genotyp I byl nalezen v zaludku zivorodky duhové
(Poecilia reticulata). Oocysty C. huwi jsou svou velikosti velmi podobné druhu
Cryptosporidium molnari, nicméné na zakladé genetické odlisnosti byly v roce 2015
popsany jako samostatny druh (Ryan et al. 2015).
2016 Cryptosporidium proliferans

Pivodné Cryptosporidium muris izolat TS03, ktery byl ziskan z pfirozené infikovaného
hlodouna vychodoafrického (7achyoryctes splendens) v Keni. Na zakladé biologickych
a molekularnich charakteristik byl tento izolat vroce 2016 popsan jako novy druh
(Kvac et al. 2016).
2019 Cryptosporidium proventriculi

Holubova et al. (2019) popsali morfologické, biologické a molekularni vlastnosti tzv.
Cryptosporidium sp. avian genotyp I1I a ustanovili tuto kryptosporidii jako samostatny druh.
2020 Cryptosporidium bollandi

Bolland et al. (2020) popsali Cryptosporidium bollandi jako jméno pro Cryptosporidium
piscine sp. genotyp Il na zakladé morfologické, biologické a molekularni charakterizace.
2.1.2. Systematika

Rod Cryptosporidium je tazen do tfidy Apicomplexa, pro ktery je charakteristickym
znakem pfitomnost apikalniho komplexu slouzictho k infekci hostitelské buiky
(Fayer a Xiao 2007). Zatazeni rodu Cryptosporidium v ramci vytrusovcl se v prubéhu let
nékolikrat ménilo. Pavodné byli zastupci rodu Cryptosporidium tazeni mezi kokcidie,
predev§im na zakladé podobnosti morfologie a vyvojového cyklu (Tyzzer 1907).
Zajimavosti je, ze jiz vroce 1910 Tyzzer, ktery kryptosporidie popsal a prifadil je ke
kokcidiim, wvyslovil domnénku, ze se pravdépodobné jednd o samostatnou skupinu
vyznacujici se odlisnostmi od kokcidii (Tyzzer 1910). Dalsim z dikazii o nespravnosti
zatazeni kryptosporidii ke kokcidiim byla nevnimavost téchto paraziti na 1é¢bu pripravky
pouzivanymi ke kontrole kokcididzy (Abrahamsen et al. 2004). Dulezitym milnikem
ve studii taxonomického zatazeni kryptosporidii byly fylogenetické analyzy, které odhalily

jejich blizky vztah ke gregarindm (Gregarinasina) (Carreno et al. 1999). Ptibuznost
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kryptosporidii ke gregarinam byl pak potvrzen obdobnou morfologickou stavbou organel
slouzicich k ptichyceni k hostitelské burice (Valigurova et al. 2007). VSechny vySe uvedené
skuteCnosti nakonec vedly k pfesunuti kryptosporidii z podttidy Coccidia do nové podtiidy
Cryptogregaria v ramci tfidy Gregarinomorphea a fadu Cryptogregarida (Cavalier-Smith
2014; Ryan et al. 2016).
2.1.3. Vyvojovy cyklus
V soucasnosti je znamo velké mnozstvi druht a genotypu kryptosporidii, ale vyvojovy

cyklus byl popsan pouze u péti druha kryptosporidii, a to u tfi druhd sav€ich, C. parvum
(Tyzzer 1912), C. muris (Tyzzer 1907; 1910) a C. proliferans (Melicherova et al. 2013).

Zivotni cyklus kryptosporidii je monoxenni, tedy probihd pouze vjednom hostiteli
a zahrnuje pohlavni 1 nepohlavni stadia (Fayer a Xiao 2007). K nakazeni hostitele dochazi
fekalné-oralni cestou, pozienim oocyst z kontaminované potravy ¢i vody. Vyvojovy cyklus
zahrnuje Ctyfi faze, tedy excystaci, merogonii, gamogonii a sporogonii. Zajimavosti
vyvojového cyklu kryptosporidii je, Ze sporozoiti se nezanoiuji do cytoplazmy, ale zistavaji
ulozeni intracelularné mimo cytoplazmu, epiplazmaticky (Alvarez-Pellitero a Sitja-
Bobadilla 2002; Ryan et al. 2015; Zahedi et al. 2021).

Nejpodrobngji byl popsan zivotni cyklus sttevniho druhu C. parvum, ale cykly ostatnich
druht, jako naptiklad C. baileyi, C. muris nebo C. proliferans, se pfilis nelisi (Current

et al. 1986; Kvac et al. 2016, Melicherova et al. 2013).

Excystace

Po pozieni oocysty kryptosporidie vhodnym hostitelem je prvnim krokem k propuknuti
infekce excystace. Sténa oocysty se otevie podél Svu (sutura) na jednom polu oocysty,
ze které se uvolni Ctyfi infekéni sporozoiti. Pro excystaci zaludeCnich kryptosporidii
je potfeba pouze zvySeni teploty na teplotu t€la hostitele po pozfeni oocysty, zatimco pro
excystaci stievnich kryptosporidii je nutné, aby se oocysty dostaly do kontaktu s kyselym
prostfedim Zaludku a nasledné byly vystaveny pankreatickym enzymam (Smith et al. 2005,
Widmer et al. 2007). Jaké jsou podminky pro excystaci kryptosporidie infikujici
extraintestinalni tkan€, napft. tracheu, neni znamo. Sporozoiti, ktefi excystuji z oocysty, jsou
pohyblivi a k hostitelské burice se pfichycuji pomoci apikalniho komplexu (Wetzel et al.
2005). Sporozoiti se epicelularné preméni na trofozoity (Valigurova et al. 2008).
Merogonie

Jadro trofozoita se rozdéli a nastdva merogonie, coz je opakované mnohondsobné

nepohlavni déleni. U vétsSiny dosud studovanych vyvojovych cyklt kryptosporidii byly
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popsany dva typy meronti (schizont), tfeti typ meronta byl detekovan pouze u ptaciho
druhu C. baileyi (Current et al. 1986).

Jako prvni vznikaji meronti I. typu, ktefi se dé€li na 6—8 merozoitd. Tito merozoiti
nasledné¢ opousti meront, infikuji dal§i hostitelské butky a wvyvijeji se v dalsi
meronty 1. nebo II. typu. Meronti II. typu se d€li na 4 merozoity, u druhu C. baileyi
se meronti II. typu déli na 8 merozoitd. Nedavna studie provedena pomoci transfikovanych
sporozoitl C. parvum ukazala, ze merozoiti IL. typu se v in vitro nevyvijeji v pohlavni stadia
a pro dalsi vyvoj parazita jsou potiebné jen merozoiti 1. typu nebo pouze osmi- jaderni
merozoiti (English et al. 2022).

Gametogonie

Nasleduje gametogonie, sexualni rozmnozovani, které spousti dle tradicniho nazoru
meronti II. typu. Zacnou se diferenciovat do mikrogamontového (samciho) nebo
makrogamontového (samiciho) stadia. Mikrogamonti jsou vicejaderni a nasledné z nich
vznikaji mikrogamety (16). Makrogamonti jsou jednojaderni a vznikaji z nich makrogamety
(1), ale pomér mikrogamoti a makrogamoti neni znam (Fayer a Xiao 2007). Uvolnéné
mikrogamety splyvaji s makrogametou a vysledkem je jedno diploidni stadium — zygota.
Zygota prodéla proces podobny meidze a vznika oocysta (Clode et al. 2015).

Sporogonie

Pfi sporogonii dochdzi k meiotickému déleni jadra, a vznikaji Ctyfi sporozoiti
s redukovanym, haploidnim poc¢tem chromozomu a rezidualni télisko. Sporulujici oocysta
je infekéni pro dalsi hostitele ihned po vylouCeni z hostitele (Fayer et al. 1990;
Liu et al. 2009; Fayer 2007). U druhu C. parvum byly popsany dva typy oocyst. VétSina
oocyst ma silnou sténu a opousti télo hostitele s vykaly (druhy infikujici epitel stfeva ci
zaludku) nebo pfipadné hlenem (druhy infikujici plicni epitel). Pfitomnost tenkosténnych
oocyst je prokazana u 20 % z celkového poCtu oocyst. Tyto oocysty excystuji v téle hostitele
a jsou zodpoveédné za pripady autoinfekce (Aldeyarbi a Karanis 2016). Schéma vyvojového

cyklu je uvedeno na Obrazku 1 (Slifko et al. 1997).
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Obrazek 1. Vyvojovy cyklus Cryptosporidium spp. (Upraveno; Slifko et al. 1997).

2.1.4. Zdroj a prenos infekce

Kryptosporidiové infekce se Sifi fekalné-oralni cestou. Prenos muze probihat primym
kontaktem, tedy z infikovaného zvifete na cloveka a naopak, ale také z ¢lovéka na cloveka.
Mezi nejcast€jSi zpusob prenosu patii kontaminovana voda, ktera je znecisténa vykaly
hospodarskych zvitat, ale i voln¢€ Zzijicich zvifat nebo ¢lovéka (Pohjola et al. 1986; Reif et
al. 1989; Caccio a Widmer 2014). Oocysty kryptosporidii jsou diky své trilaminarni
struktufe stény velmi odolné a mohou prezit filtrace i chemické oSetfeni pitné vody. Dal§im
zdrojem nakazy mohou byt zivocis$né produkty, zejména mléko a z n€j vyrobené mlécné

vyrobky, které nebyly dostatecné pasterované (Djuretic et al. 1997; Gelletlie et al. 1997).

2.1.5. Klinické priznaky a terapie kryptosporidiozy

Mezi hlavni pftiznaky kryptosporididozy fadime prijem, zaludeCni potize, zvraceni
¢i horecku (Mac Kenzie et al. 1994). Dodnes neexistuje zadna 100% ucinna lécba
kryptosporidiové infekce, jedna se spiSe o symptomatickou lé¢bu zalozenou na rehydrataci
organizmu tekutinami a podavani protiprijmovych preparatt (Jokipii a Jokipii 1986; Fayer
a Xiao 2007). Navzdory dlouhodobému intenzivnimu zkoumani riznych 1éka, které by byly
ucinné na terapii kryptosporidiozy, bohuzel nejsou v soucasné dobé k dispozici zadné
univerzalni 1éky s vysokou uc¢innosti (Hommer et al. 2003; Mele et al. 2003; Fayer a Xiao
2007). Jediny v USA schvéleny lék je nitazoxanid, ktery je mozno pouzit na lécbu

dospélych a déti starSich jednoho roku. U tohoto léku nastava problém u 1écby
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kryptosporidiozy u pacientd s HIV, kdy ani zvySené davky ¢i prodlouzena lécba nema zadny
ucinek (Amadi et al. 2009).

Vzhledem k vysové prevalenci infekci C. parvum ¢i C. hominis v lidské populaci jsou
vSechny studie zaméfeny a léky testovany pravé na stievni druhy kryptosporidii.
Terapeutické ucinky testovanych 1éki proti zaludecnim druhim kryptosporidii nejsou zatim
znamy.

Dalsi zndmy mechanismus, ktery je schopen vylécit hostitele z kryptosporidiozy,
je specifickd imunitni odpovéd’. Studie, které sledovaly imunitni odpovéd hostitele
na kryptosporidiovou infekci, byly provadény pouze na druhu C. parvum, coz je stfevni

druh kryptosporidie (McDonald et al. 2013; Tyzzer 1912).

2.1.6. Prepatentni a patentni perioda

V prabéhu infekce rozliSujeme prepatentni a patentni periodu. Prepatentni perioda
je doba od inokulace/infekce po objeveni se prvnich vyvojovych stadii — oocyst. Délka
prepatentni periody zavisi na druhu kryptosporidie, druhu a véku hostitele a jeho imunitnim
stavu (Champelle et al. 1999). Prepatentni perioda byla popsana u mnoha druhu
kryptosporidii na zakladé experimentalnich infekci. U stfevnich druhi kryptosporidii
je délka prepatentni periody vétSinou v rozmezi 2—7 dnd. U ZaludeCnich druht je doba
od nakazeni do zacatku vylucovani oocyst delsi, pohybujici se v rozmezi 7-21 dna (Tzipori
1983; DuPont et al. 1995).

Patentni perioda je naproti tomu oznaceni pro dobu, kdy je kryptosporidie pfitomna
v hostiteli (Svobodova et al. 2013). Délky patentnich period se vyrazné lisi u raznych
hostiteld v zavislosti na jejich véku a imunitnim stavu. Experimentalné byla prokazana
patentni perioda u fady stfevnich druht, naptiklad u C. parvum se patentni perioda pohybuje
od 1 do 12 dni u telat (Tzipori 1983), ale naptiklad u C. scrofarum je patentni perioda delsi
nez 30 dni u experimentalnd infikovanych prasat (Kvaé et al. 2013). Zaludeéni
kryptosporidioza probihé jako chronicka infekce, kdy patentni perioda je vyrazné delsi
oproti sttevnim druhiim a v mnoha pfipadech u hostitelt pretrvava jako celozivotni infekce
(Lindsay et al. 2000, Masuno et al. 2006; Kvac et al. 2008).
2.1.7. Hostitelska specifita

Hostitelska specifita vyjadiuje schopnost parazita infikovat a dokoncit sviij vyvojovy
cyklus v jednom ¢i ve vice druzich hostiteli. K zjisténi hostitelského spektra se vyuzivaji
experimenty, kdy se infekénimi oocystami kryptosporidii infikuji odli§né druhy zvifat, nez

ze kterych byl izolat ziskan. V pfipadé€, ze hostitel zacne vyluCovat oocysty, které jsou
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geneticky shodné s oocystami z infekéni davky, lze povazovat daného hostitele
za vnimavého pro dany druh ¢i genotyp kryptosporidii.

V ramci rodu Cryptosporidium mizeme rozlisit dveé skupiny kryptosporidii
dle hostitelské specificity. Prvni skupina je poCetné malo zastoupena a fadime sem druhy
s nizkou hostitelskou specifitou, tedy druhy, které jsou piirozené infekcni pro Siroké
spektrum hostiteld. Do této skupiny muzeme zaradit napiiklad druhy C. parvum,
C. ubiquitum, C. baileyi a C. meleagridis (Tyzzer 1912; Slavin 1955; Li et al. 2014).

Druhou skupinu tvofi druhy, které jsou specifické pro urcité skupiny hostiteld. Do této
skupiny mizeme zatadit naptiklad druhy C. andersoni, pro ktery je typickym hostelem skot
(Anderson 1991; 1998; Esteban a Anderson 1995; Lindsay et al. 2000; Kva¢ a Vitovec 2003;
Kvac et al. 2008), ale také druh C. muris, pro ktery jsou typickym hostitelem hlodavci
(Anderson 1991; Fayer et al. 1991; Kvac et al. 2008; Ryan et al. 2003b). V ramci této
skupiny mizeme jesté odlisit druhy, u kterych byl dosud popsan pouze jediny hostitel.
Takovymto ptipadem je napiiklad C. myocastoris, druh parazitujici u nutrii (Jezkova et al.

2021a) nebo C. huwi parazitujici u ryb (Ryan et al. 2015).

2.1.7.1. Kryptosporidie a kryptosporidiéoza kocek

U kocek byly kryptosporidiové infekce poprvé popsany v Japonsku, identifikovany
a popsany jako druh Cryptosporidium felis (Iseki 1979), ale geneticky charakterizovan byl
tento druh az v roce 1998 (Sargent et al. 1998). Od prvni nakazy kocek bylo popsano mnoho
dalSich pfipadd, at’ uz asymtomatickych, tak symptomatickych a mezi hlavni symptomy
patfily pfetrvavajici prijem a ubytek na vaze (Poonacha a Pippin 1982; Monticello et al.
1987).

Mtambo et al. (1991) uvadi, ze prevalence kryptosporidii u kocek je jak u domaécich,
taku divokych kocek velmi mala (8,1%). Vsechny studie, které popisovaly
kryptosporidiové infekce u kocek, identifikovaly pouze druh C. felis (napt. Morgan et al.
1998; Gasser et al. 2001; Ryan et al. 2003b; Hajdusek et al. 2004; Kvac¢ et al. 2017).
Vyjimkou jsou dva piipady, kdy byly v trusu kocek detekovany oocysty druhu C. muris
(Santin et al. 2006; Pavlasek a Ryan 2007).

Ve studii, kterou provedli Santin et al. (2006) v Columbii, se jednalo o jednoletou kocku.
S ohldem na vysSetfeni pouze jednoho vzorku, nebyla vylouena mozna pasaz oocyst
pochézejich z infikovaného hlodavce (kofist). O rok pozdé€ji Pavlasek a Ryan (2007) popsali
dalsi pfipad pfirozené infikované koCky druhem C. muris. Zde byla pasaz vyloucena

z divodu dlouhodobého vylu¢ovani oocyst kockou. Byly popsany morfologické a genetické
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vlastnosti izolatu kryptosporidie, ktery byl identifikovan jako C. muris. Oocysty, které byly
ziskany z infikované koCky zakoupené ve zverimexu, byly zivotaschopné a infek¢ni a byly
preneseny do laboratornich mysi. U kocky se sedm dni od zakoupeni objevily
gastrointestinalni problémy, na které nezabiraly zadné veterinarni 1é¢ivé preparaty. I pies
neuspésnou 1écbu se po 2 meésicich zdravotni stav kocky vratil do normalu.

Cryptosporidium muris infikuje predevs§im hlodavce, ale byly popsany také pfirozené
infekce u celé fady dalSich hostitelt jako napfiklad u kiecka, veverky, sibifské veverky
(Eutamias sibiricus), mysSice lesni (Apodemus sylvaticus), hraboSe polniho (Clethrionomys
glareolus), nebo také clovéka (Chalmers et al. 1997; Torres et al. 2000; Hurkova et al. 2003;
Xiao et al. 2004a).

Mimo vyse uvedené, byl druh C. muris experimentalné prenesen do pst, kralikt, jehnat
a kocek (Iseki et al. 1989). Ve zminéné studii byly kocky (n=3) experimentéaln¢ infikovany
C. muris RN66. U vSech kocek byla zjiS§téna masivni infekce s intezitou odpovidajici
az 10 x 10° oocyst za jeden den. Prepatentni doba byla 15-21 DPI. Nicméné i pres velmi
vysokou intenzitu infekce nebyly u experimentalné infikovanych kocek pozorovany zadné
klinické ptiznaky (Iseki et al. 1989).
2.1.8. Zaludeéni kryptosporidie savcu

Jak jiz bylo vySe zminéno, savci jsou parazitovani tfemi druhy Zzaludecnich
kryptosporidii, které se od sebe lisi geneticky a biologicky. V ramci jednotlivych druht byla
popsana fada izolatu, které se od sebe odliSuji biologickymi vlastnostmi a jsou povazovany

za izolaty prislusného druhu. Nize je uveden prehled a charakteristika jednotlivych izolatu.

CRYPTOSPORIDIUM MURIS

Morfologie: Cryptosporidium muris méfi ptiblizné 6,3-8,1 (pramér = 7,5) x 5,0-6,6
(pramér = 5,7) um s pomérem délky k Sifce 1,35 (Kvac et al. 2016). Oocysty jsou ovalné
a vétsi nez oocysty C. parvum (Uni et al. 1987).

Hostitelska specifita: Cryptosporidium muris je infekéni pro hlodavce, pfedevsim
z Celedi mySovitych (Muridae) a kieCkovitych (Criceridae). Experimentalné byly
prokazany infekce i u jinych druht zvirat jako naptiklad u veverky, mysice lesni (Apodemus
sylvaticus), hrabose polniho (Clethrionomys glareolus), morcete, kréalika, psa, kocky nebo
také Cloveka (Iseki et al. 1989; Xiao et al. 2004a).

Lokalizace: Cryptosporidium muris infikuje pouze zaludecni zlazy (Tyzzer 1907,

1910).
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Klinické pfiznaky: Infekce C. muris probiha obvykle asymptomaticky a nebyly
prokazany ani vyrazné zanétlivé procesy v zalude¢ni sliznici (Iseki et al. 1989; Ozkul

a Aydin 1994).

CRYPTOSPORIDIUM MURIS (izolat CB03)

Morfologie: Oocysty tohoto izolatu maji elipsoidni tvar a méti 7,49 + 0,13 x 5,70
+ 0,10 um s indexem tvaru 1,32 (Kvac et al. 2008; Wang et al. 2021).

Hostitelska specifita: Prirozené byl timto izolatem infikovan velbloud dvouhrby
(Camelus bactrianus). Experimentalné se podafila prokazat infek¢énost tohoto izolatu pro
laboratorni mysi (Kvac et al. 2008; Wang et al. 2021).

Lokalizace: Cryptosporidium muris izolat CB03 byl detekovan ve zlaznaté casti zaludku
experimentalné infikovanych hlodavca (Kvac¢ et al. 2008). Obdobné izolaty pochazejici
z velbloudt dvouhrbych byly u téchto hostitelt nalezeny ve slezu (Anderson 1991).

Klinické priznaky: U experimentalné¢ inokulovanych myS$i infekce probiha
asymptomaticky. Prepatentni perioda se u mysi pohybuje mezi 7 a 8 DPI a patentni 27 DPI
(Kvac et al. 2008; Wang et al. 2021).

CRYPTOSPORIDIUM MURIS (izolat RN66)

Morfologie: Oocysty tohoto izolatu byly naméteny ve dvou velikostnich formach. Mala
forma méfi 5,3 x 4,8 (5,0-6,0 x 4,0-5,5) um a velka forma méfi 8,4 x 6,3 (7,5-9,8 x 5,5-
7,0) um (Iseki 1986).

Hostitelska specifita: 1zolat byl ziskan =z pfirozené¢ infikovaného potkana
obecného (Rattus norvegicus), ale experimentalné inokulované rizné kmeny mysi byly
k infekci timto izolatem také vnimavé (Iseki et al. 1989; Iseki 1986).

Lokalizace: Tento izolat infikuje také pouze zlaznatou ¢ast zaludku (Iseki et al. 1989).

Klinické priznaky: Prepatentni perioda se pohybuje okolo 5 DPI a patentni perioda
priblizn¢€ 34—75 DPIL. U zadné experimentalné infikované mysi nebyly pozorovany zadné

klinické ptiznaky (Iseki et al. 1989).

CRYPTOSPORIDIUM MURIS (izolat MCR)

Morfologie: Velikost oocyst C. muris izolat MCR je mensi nez C. muris izolat RN66
améfi 7,80 £ 0,56 x 5,89 + 0,36 um (Rhee et al. 1991).

Hostitelska specifita: Tento izolat byl ziskan z korejské mySsi (Apodemus peninsulae)
a nasledné byl dlouhodobé udrzovan v SPF laboratornich mysich. Experimentalné byla

prokazana také vnimavost kiecka zlatého (Mesocricetus auratus), kozy nebo také ovce

(Rhee et al. 1998; 1999).
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Lokalizace: Oocysty infikuji zlaznatou ¢ast zaludku mysi (Rhee et al. 1991).

Klinické priznaky: U experimentalné infikovanych mys$i byla prepatentni perioda 5—
6 DPI a patentni perioda se pohybovala od 62 DPI do 65 DPI, nicméné infekce probihala
asymptomaticky a u mys$i se neprojevily zadné klinické priznaky (Rhee et al. 1991).

CRYPTOSPORIDIUM MURIS (izolat z kocky — bez oznaceni)

Morfologie: Oocysty tohoto izolatu méfi 8,0 x 4,8 um s indexem tvaru 0,6 (Pavlasek
a Ryan 2007).

Hostitelska specifita: Tento izolat byl ziskany z pfirozen¢ infikované kocky, ktera byla
zakoupena ve zverimexu. Experimentalné se podafilo oocysty pienést do laboratornich
myS$i, tedy do typického hostitele C. muris.

Lokalizace: Cryptosporidium muris ziskané z kocky je taktéz lokalizovano v zaludku
(Pavlasek a Ryan 2007).

Klinické priznaky: U kocky se infekce C. muris projevila gastroenteritidou a zvracenim.
U experimentalné inokulovanych mysi se infekce projevovala asymptomaticky

s prepatentni periodou 11 DPI a patentni periodu 42 dni (Pavlasek a Ryan 2007).

CRYPTOSPORIDIUM MURIS (izolat Kawatabi)

Morfologie: Oocysty tohoto izolatu maji velikost 5,70 = 0,59 x 7,66 + 0,64 pum
s indexem tvaru 1,36 (Hikosaka a Nakai 2005).

Hostitelska specifita: Cryptosporidium muris Kawatabi byl vyizolovan z mysSice
vychodni (Apodemus speciosus) v Japonsku. Experimentalné byl tento izolat infek¢ni také
pro laboratorni mysi (Hikosaka a Nakai 2005).

Lokalizace: Oocysty jsou lokalizované v zaludeCnich zlazach, které jsou zvétSené
(Hikosaka a Nakai 2005).

Klinické ptfiznaky: Ani u pfirozené infikovanych mysic vychodnich ani u laboratornich
myS$i nebyly pozorovany zadné klinické ptiznaky (Hikosaka a Nakai 2005).
CRYPTOSPORIDIU PROLIFERANS (izolat TS03)

Morfologie: Cryptosporidium proliferans méti 6,8-8,8 (praimér = 7,7) x 4,8-6,2
(pramér = 5,3) um s pomérem délky k Sifce 1,48 (Kvac et al. 2016).

Hostitelska specifita: Typovym hostitelem tohoto izolatu je hlodoun vychodoevropsky
(Tachyoryctes splendens). Dalsi ptirozené infikovani hostitelé jsou napiiklad osel africky
(Equus africanus; Laatamna et al. 2015), veverka vychodni (Sciurus carolinensis; Feng

et al. 2007), buvol africky (Syncerus caffer; Sak et al. 2013) nebo také kan (Equus

caballus; Kvac¢ et al. 2016). Mezi experimentalni hostitele, ktefi jsou vnimavi k tomuto
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izolatu, muzeme zafadit napiiklad mastomys§ (Mastomys coucha), my§ domaci
(Mus musculus) - kmen BALB/c a SCID, ale také hraboSe sysliho (Lasiopodomys brandltii)
(Kvac et al. 2008; 2009a; Jalovecka et al. 2010; Modry et al. 2012).

Lokalizace: Cryptosporidium proliferans infikuje zaludek, konkrétn€ zlaznatou cast
(Kvac et al. 2016).

Klinické ptriznaky: Patentni perioda u imunokompetentnich mys§i BALB/c se vyrazné
nelisi od infekce C. muris. Nicméné patentni perioda u mastomysi infikovanych
C. proliferans je mnohem delsi a vylucuji oocysty s vétsi intenzitou nez u infekce C. muris.
Infekce C. proliferans zpisobuje vyznamné klinické a patologické zmeény, konkrétné ubytek

hmotnosti a masivni zvétSeni zaludecni sliznice (Kvac et al. 2016).

CRYPTOSPORIDIUM ANDERSONI (izolat VS 1742)

Morfologie: Oocysty jsou strukturalné podobné oocystam C. muris a méfi
8,4 (£ 0,3) x 6,2 (£0,2) um s indexem tvaru 1,35 (Lindsay et al. 2000).

Hostitelska specifita: Cryptosporidium andersoni bylo poprvé popsano z trusu tura
doméaciho (Bos taurus). Tento izolat C. andersoni neni infekéni pro laboratorni mysi
(Koudela et al. 1998; Lindsay et al. 2000).

Lokalizace: Oocysty C. andersoni infikuji predev§im zlazy slezu skotu (Lindsay et al.
2000).

Klinické priznaky: Infekce timto druhem byva ve vétSiné piipadi asymptomaticka,
nicméné u infikovaného skotu byl pozorovan pokles produkce mléka a mensi vahovy

ptirtstek (Esteban a Anderson 1995).

CRYPTOSPORIDIUM ANDERSONI (izolat Kawatabi)

Morfologie: Oocysty tohoto izolatu maji vejCity tvar a mefi 7,4-7,6 x 5,1-5,9 um
(Satoh et al. 2003).

Hostitelska specifita: Crypfosporidium andersoni Kawatabi byl poprvé popsan u volné
se pasouciho skotu na farmé& v Japonsku (Satoh et al. 2003). Experimentalné bylo
prokazano, ze tento izolat C. andersoni je infek¢ni také pro imunodeficitni SCID mysi
(Satoh et al. 2003; Matsubayashi et al. 2005).

Lokalizace: Stejné jako u C. andersoni ziskaného ze skotu v USA je infekce
lokalizovana ve sliznici slezu nebo zlaznaté Casti zaludu mysi (Satoh et al. 2003).

Klinické priznaky: Infekce timto druhem probiha asymptomaticky, jak u pfirozené
infikovaného skotu domaciho, ale také nebyly pozorovany klinické pfiznaky u zadné

experimentalné inokulované mysi (Satoh et al. 2003; Masuno et al. 2014).
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3. Cile prace
o Zpracovat literarni reSersi o tématu.
o Studovat biologické a molekularni charakteristiky izolatu Cryptosporidium muris
CAT?21 ziskaného z pfirozené infikované ko¢ky domaci.
o Porovnat vysledky s literaturou.
o Porovnat tento izolat s dalsSimi izolaty C. muris, které prirozené€ infikuji mysi,

potkany a velbloudy.
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4. Material a metodika
4.1. Material

4.1.1.

4.1.2.

Paraziti

Cryptosporidium muris CAT21: ziskan z pfirozené infikované kocky domaéci
(Felis catus).

Cryptosporidium proliferans TS03: ziskan z hlodouna vychodoafrického
(Tachyoryctes splendens). 1zolat je dlouhodob€ udrzovan v imunodeficitnich SCID
mysich a mastomysich (Mastomys coucha) na Parazitologickém ustavu BC AVCR,
v.v.i., Ceska republika.

Cryptosporidium muris RN66: ziskan z potkana obecného (Rattus norvegicus).
Izolat je  dlouhodobé udrzovan v imunodeficitnich SCID  mySich
na Parazitologickém ustavu BC AVCR, v.v.i., Ceska republika.

Cryptosporidium muris CBO03: ziskan z velblouda dvouhrbého
(Camelus bactrianus). 1zolat je dlouhodobé& udrzovan v imunodeficitnich SCID

mysich na Parazitologickém ustavu BC AVCR, v.v.i., Ceska republika.

Experimentalni zvirata

imunodeficientni mysi SCID (Mus musculus) (Chatles River, Germany)
imunokompetentni mysi BALB/c (Mus musculus) (Chatles River, Germany)
INTERFERON-y-KO mys3i (INF-y-KO, Mus musculus) (Charles River, Germany)
Mastomys§ (Mastomys coucha, vlastni chov PaU BC AV CR, v.v.i.)

Mysi byly chovany za standardnich podminek v oddélenych plastovych boxech

ve zvéfinci Parazitologického ustavu Biologického centra Akademie véd Ceské republiky,

v.vi. v Ceskych Budgovicich. Rezim ve zvéfinci byl 12 hodin svétla a 12 hodin tmy

pti teploté 22 °C, relativni vzdu$na vlhkost 50-55 %, krmena byla komer¢ni granulovanou

smési pro hlodavce (Altromin 1314) a napéjena vodou ad libitum.
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4.2. Metody
4.2.1. Barveni kryptosporidii

Na podlozni sklo byl proveden tenky natér trusu, zafixovan pomoci methanolu
a protazeny plamenem. Vzorky byly obarveny metodou anilin-karbol-methylvioleti
(Milacek a Vitovec 1985), metodou dle Ziehl-Neelsena (Henriksen a Pohlenz 1981)
a auramin-fenolem (Casemore et al. 1985). Dale byly vyuzity Cryptosporidium specifické
protilatky konjugované s FITC znacici sténu oocysty (IFA; Cryptosporidium IF Test,
Cryptocel, Cellabs Pty Ltd., Brookvale, Australie).

4.2.1.1. Barveni natéru trusu anilin-karbol-methyl-violeti

Detekce oocyst kryptosporidii ve vzorcich trusu byla provedena metodou specifického
barveni natéru (Milacek a Vitovec 1985). Pro néaslednou kvantifikaci infekce byla podlozni
sklicka pfed a po natéru zvazena s presnosti na 3 desetinna mista.

Roztoky a chemikalie:
— roztok methylvioleti: 0,6 g methyl violeti, 1 ml anilinu, 1 g fenolu, 30 ml ethanolu,
70 ml deionizované vody (dH20)
— roztok 2% kyseliny sirové
— tartrazin: 1% roztok tartrazinu v 1% kyselin€ octové
Pracovni postup:
1. Sklo pted natérem zvazit na 3 desetinné mista.
Spejli rozetiit trus do slabého natéru na podlozni sklicko.
Sklo s natérem trusu opét zvazit na 3 desetinna mista.
Zafixovat sklicko methanolem v plameni.
Zafixovana sklicka barvit v roztoku methylvioleti po dobu 30 minut.
Oplachnout pod tekouci vodou.
Diferencovat v 2% kyseliné sirové po dobu 30 sekund.

Opléachnout pod tekouci vodou.

O ® N s D

Dobarvit v tartrazinu po dobu 5 minut.

—_
o

. Oplachnout pod tekouci vodou a nechat susit.

—
—

. Sklic¢ka prohlizet svételnym mikroskopem pii zvétSeni 1000 za pouziti imerzniho

oleje.

Vyhodnoceni: Oocysty kryptosporidii se barvi temné fialove na zlutém, zlutohnédém nebo

svétle fialovém pozadi.
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4,2.1.2. Barveni Ziehl-Neelsen v modifikaci dle Henriksena a Pohlenze (1981)

Roztoky a chemikalie:
— roztok karbolfuchsinu: 2,5 ml rozpusténych fenolovych krystalt, 5 ml 100% ethanolu,
0,5 g praskového basického fuchsinu, 50 ml dH>O
— 1% kysely alkohol: 1 ml HCI, 100 ml 70% ethanolu
0,8% fast green zeleri: 0,8 g prasku light green, 100 ml dH>O
Pracovni postup:
1. Sklo pfed natérem zvazit na 3 desetinné mista.
Spejli rozetiit trus do slabého natéru na podlozni sklicko.

Sklo s natérem trusu opét zvazit na 3 desetinna mista.

2

3

4. Zafixovat sklicko methanolem v plameni.

5. Do roztoku karbolfuchsinu vlozit zafixované sklicko na 45 minut.

6. Oplachnut pod tekouci vodou.

7. Odbarvit v 1% kyselém alkoholu, dokud nepfestane z nabarveného sklicka odtékat
cervena barva.

8. Oplachnut pod tekouci vodou.

9. Barvit svétlou zeleni po dobu 1 minuty.

10. Opléachnut pod tekouci vodou a nechat susit.

11. Sklicka prohlizet svételnym mikroskopem pii zvétSeni 1000x za pouziti imerzniho
oleje.

Vyhodnoceni: Oocysty kryptosporidii se barvi syté Cervené na zeleném pozadi.

4.2.1.3. Fluorescen¢ni mikroskopie po znaceni stény oocyst Cryptosporidium rodové

specifickymi protilatkami konjugovanymi s FITC

Roztoky a chemikalie:
— Crypto Cell reagent — fluorescen¢né znacené specifické monoklonalni protilatky proti
sténé oocysty
— Mounting fluid, které jsou soucasti komercniho kitu (Cryptosporidium 1F Test,
Cryptocel)
Pracovni postup:
1. Na jamkové sklo kapnout 20 ul vzorku s oocystami a nechat zaschnout.
2. Fixovat 5 minut v methanolu a nasledné nechat zaschnout pfi laboratorni teplotg.
3. Pridat 10 ul Crypto Cell Reagentu.
4. Sklicko inkubovat v temnu ve vlhké komiurce pfi teploté 37 °C po dobu 30 minut.
5. Sklicko omyt 1 minutu v PBS.
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6. Sklicko osusit (mize byt uchovano 24 hodin pii 2-8 °C).

7. Pred prohlizenim kapnout na skli¢ko 10 pl mounting fluid, prekryt krycim sklickem.

8. Prohlizet skla fluorescenénim mikroskopem s filtrem WB 515 nm pfi zvétSeni
1000x za pouziti imerzniho oleje.

Vyhodnoceni: Oocysty kryptosporidii maji zelenou fluorescenci na tmavém pozadi.

4.2.1.4. Barveni auramin-fenolem (Casemore et al. 1985)

Roztoky a chemikalie:
— 0,5% roztok auramin-fenolu: 0,5 g o-auramin, 3,2 g fenolu, 32 ml ethanolu, doplnit
do 100 ml dH,O
— roztok 3% kyseliny chlorovodikové v 70% methanolu
— 0,1% manganistan draselny
Pracovni postup:
1. Spejli rozetfit trus do slabého natéru na podlozni sklicko.
2. Fixovat v methanolu — nakapat methanol na vzorek a nechat zaschnout pfi
laboratorni teplote.
Barvit 0,5% auramin-fenolem po dobu 10 minut.
Oplachnut pod tekouci vodou.
Odbarvit 3% HCI v 70% methanolu po dobu 5 minut.
Oplachnut pod tekouci vodou.

Dobarvit 0,1% manganistanem draselnym po dobu 30 sekund.

A

Prohlizet skla fluorescenénim mikroskopem s filtrem WB 515 nm pfi zvétSeni
1000x za pouziti imerzniho oleje.

Vyhodnoceni: Oocysty kryptosporidii maji zeleno-zlutou fluorescenci na tmavém pozadi.

4.2.2. Molekularni vysetieni

4.2.2.1. Izolace DNA z trusu

Z trusu byla vyizolovana DNA pomoci komeréné dodavaného kitu GeneAll® Exgene™

Stool DNA mini (GeneAll Biotechnology, co., Itd., Soul, Jizni Korea).
Material a chemikalie:

— 1,5 ml mikrozkumavky Safe-Lock Tube

— sklenéné kulic¢ky (0,5 mm) a zirkonové kulicky (2 mm)

— FL pufr

— 0,7 ml mikrozkumavky s kolonkami EzPass

— 0,7 ml mikrozkumavky s mini spin kolonkami

25



EB pufr
PB pufr
NW pufr

Pracovni postup:

1.

10.
1.

12.

200 mg trusu dat do Safe-Lock Tube, piidat 0,5 ml sklenénych kulicek
a 5 zirkonovych kulic¢ek.
Napipetovat 1 ml FL pufru.

. Zvortexovat a zhomogenizovat vzorek pomoci BeadBeateru (FastPrep™

Biomedicals, Santa Ana, CA, USA) 1 minutu pfi rychlosti 5,5 m/s.

Po homogenizaci nechat vzorek inkubovat pfi laboratorni teploté 5 minut.
Centrifugovat 5 minut pfi 14 000 g.

Veskery supernatant piepipetovat na mikrozkumavku EzPass, centrifugovat
1 minutu pii 14 000 g.

Vylit odpad ze sbérné ¢asti EzPass mikrozkumavky, napipetovat 100 ul EB pufru na
kolonku, 1 minutu inkubovat pfi laboratorni teploté, centrifugovat 1 minutu pii
14 000 g.

Vyhodit kolonku, do sbérné mikrozkumavky napipetovat 500 pl PB pufru,
promichat pipetovanim, prenést v§echen obsah na mini spin kolonku, centrifugovat
1 minutu pii 14 000 g.

Vylit obsah ze sbérné mikrozkumavky a na stfed kolony napipetovat 500 pul NW
pufru, centrifugovat 1 minutu pfi 14 000 g.

Vylit obsah ze sbémé mikrozkumavky a opét centrifugovat 1 minutu pti 14 000 g.
Prenést kolonku na ¢istou mikrozkumavku a napipetovat 200 pl EB pufru, inkubovat
1 minutu pfi laboratorni teploté a centrifugovat 1 minutu pii 14 000 g.

Vyizolovanou DNA v mikrozkumavce skladovat pfi teploté -20 °C.

4.2.2.2. Izolace DNA z tkiané

Pro prokéazani ptitomnosti specifické DNA kryptosporidii v konkrétnich organech byla

ze vzorkl organt vyizolovana DNA pomoci DNeasy Blood & Tissue kitu (QIAGEN).

Material a chemikalie:

1,5 ml mikrozkumavky
sklenéné kuli¢ky (0,5 mm) a zirkonové kulicky (2 mm)
mini spin kolonka

ATL pufr
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proteinaza K
AL pufr
EtOH

AW 1 pufr
AW 2 pufr
AE pufr

Pracovni postup:

1.

2
3.
4

O ® N @

1.
12.

13.

14.

15

Do mikrozkumavky nastfihat ptiblizné 200 mg tkané.

. Ptidat 0,5 ml sklenénych kuliek a 5 zirkonovych kulicek.

Ptipipetovat 180 ul ATL pufru a vortexovat.

. Homogenizovat vzorek pomoci BeadBeateru (FastPrep™ Biomedicals, Santa Ana,

CA, USA) 1 minutu pii rychlosti 5,5 m/s.

Centrifugovat pfiblizné 10 sekund pii 6 000 g, pfipipetovat 20 ul proteinazy K.
Inkubovat 1 hodinu pfi 56 °C, béhem inkubace pravidelné michat.

Centrifugovat 10 sekund pii 6 000 g.

Pripipetovat 200 ul AL pufru, vortexovat.

Ptipipetovat 200 pl 96 % EtOH, vortexovat, centrifugovat 10 sekund pii 6 000 g.

. Veskery supernatant pfepipetovat na Mini spin kolonku, centrifugovat 1 minutu pfi

8 000 g.

Vylit odpad ze sbérné zkumavky.

Ptipipetovat 500 pl AW1 pufru, centrifugovat 1 minutu pii 8 000 g, odstranit odpad
ze sbérné zkumavky.

Ptipipetovat 500 ul AW2 pufru, centrifugovat 1 minutu pii 14 000 g, odstranit odpad
ze sbérné zkumavky.

Sbémé zkumavky vyhodit, nahradit je novymi mikrozkumavkami, pfimo na
membranu kolony napipetovat 200 ul AE pufru, inkubovat 1 minutu pii laboratorni

teploté, centrifugovat 1 minutu pii 8 000 g.

. Vyizolovanou DNA v mikrozkumavce skladovat pfi teploté -20 °C.
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4.2.2.3. Polymerazova retézova reakce (PCR)

Pritomnost specifické DNA kryptosporidii byla ve vyizolované DNA stanovena pomoci
amplifikace fragmentt genu kodujiciho malou podjednotku rRNA (SSU; ~830 bp; Xiao et
al. 1999; Jiang et al. 2005), aktin (~ 1066 bp; Sulaiman et al. 2002), 70 kDA Heat Shock
Protein (HSP70; ~ 515 bp; Kvac et al. 2016), a Thrombospondin-Related Adhesive Protein
of Cryptosporidium-1 (TRAP-C1;~ 955 bp; Kvac et al. 2016).

DNA byla amplifikovana v termocykleru za pouziti programu:

1. PocateCni denaturace po dobu 3 minuty pii 94 °C.
2. 35 cykll zahrnujici denaturaci 45 s pfi 94 °C, nasedaci teploty primera
(Tabulka 2) a extenzi 60 s pii 72 °C.

3. Finalni extenze 7 minut pii 72 °C.

Sekundarni reakce byla shodna s priméarni, ale bylo pouzito 2 pl produktu primarni PCR
jako templatova DNA. Jako negativni kontrola byla pouzita PCR voda a jako pozitivni
kontrola byla pouzita DNA C. parvum. Protokoly pro reakéni smési PCR jsou uvedeny

v Tabulce 2. Sety primera pro amplifikaci ¢asti genu jsou uvedeny v Tabulce 3—6.

Tabulka 2. Rozpis koncentraci reagencii primarni a sekundarni reakce PCR reakce.

PRIMARNI REAKCE SEKUNDARNI REAKCE

Reagencie Koncentrace Objem (ul) Reagencie Koncentrace Objem (ul)
H>O -—-- 19,35 H;O - 19,35
buffer 1x 3,00 buffer 1x 3,00
MgCl, 2,5 mM 3,00 MgCl, 2,5 mM 3,00
BSA 10 mg / ml 1,20 BSA 10 mg / ml 1,20
DNTPs 200 uM 0,60 DNTPs 200 uM 0,60
F1 100 nM 0,30 F2 100 nM 0,30
R1 100 nM 0,30 R2 100 nM 0,30
taq 125U 0,25 taq 1,25U 0,25
DNA — 2 DNA — 2
Celkem 30 Celkem 30
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Tabulka 3. Sety primert a nasedaci teploty pro amplifikaci ¢asti genu kodujiciho malou
ribozomalni podjednotku Cryptosporidium spp. (Xiao et al. 1999; Jiang et al. 2005).

SSU

PRIMARNI REAKCE 50 °C

F1 TTIC TAG AGC TAA TAC ATG CG

Rl CCC ATT TCC TTC GAA ACA GGA
SEKUNDARNI REAKCE 55 °C

F2 GGA AGG GIT GTA TIT ATT AGA TAA AG
R2 AAG GAG TAA GGA ACA ACC TCC A

Tabulka 4. Sety primert a nasedaci teploty pro amplifikaci Casti genu kodujiciho aktin
Cryptosporidium spp. (Sulaiman et al. 2002).

AKTIN

PRIMARNI REAKCE 50 °C

F1 ATG RGW GAA GAA GWA RYW CAA GC
Rl AGA ARC AYT TTC TGT GKA CAA T
SEKUNDARNI REAKCE 45 °C

F2 CAA GCW TTR GTT GTT GAY AA

R2 TIT CTG TGK ACA ATW SWT GG

Tabulka S. Sety primert a nasedaci teploty pro amplifikaci ¢asti genu kodujiciho HSP70
Cryptosporidium spp. (Kvac et al. 2016).

HSP70

PRIMARNI REAKCE 52 °C
F1 GCT CGT GGT CCT AAA GAT AA
Rl ACG GGT TGA ACC ACC TAC TAA T

SEKUNDARNI REAKCE 50 °C
F2 ACA GIT CCT GCC TAT TIC A
R2 GCT AAT GTA CCA CGG AAA TAA

Tabulka 6. Sety primert a nasedaci teploty pro amplifikaci ¢asti genu kodujiciho 7TRAP-
C1 Cryptosporidium spp. (Kvac et al. 2016)

TRAP-C1

PRIMARNI REAKCE 55 °C

F1 GGA GAT CCT TTA TGT GIT G
Rl CCT GTA CAA ATT CTT CTG AT
SEKUNDARNI REAKCE 53 °C

F2 GCT CAG AAG ATC CAA GTA

R2 GAT TGC TCT GAA CTA GGA
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4.2.2.4. Gelova elektroforéza

Vysledny sekundarni PCR produkt byl detekovan na 1% agar6ézovém gelu s pridavkem

ethidium-bromidu (EtBr) a vizualizovan pomoci UV zafeni (302 nm) transiluminatorem

(Ultra-Lum Inc, USA) a dokumentovan (High Performance UV Transilluinator, Biotech,
Ceska republika).

Roztoky a chemikalie:

50x TAE pufr: 242 g tris baze, 47,1 ml ledové kyseliny octové, 100 ml 0,5 M EDTA
agaroza (Biotech, Heidelbergr, Némecko)

ethidium-bromid (Sigma—Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)

100 bp DNA Ladder (Solis BioDyne, Tartu, Estonia)

Priprava agarézového gelu:

1.

8.
0.

V Erlenmeyerové barice navazit agarézu a nasledné smichat s 1x TAE pufrem:
e nosi¢ maly: 0,4 g agar6zy / 40 ml 1x TAE pufru
e nosic stiedni: 0,8 g agardzy / 80 ml 1x TAE pufru
e nosi¢ velky: 1,2 g agardzy / 120 ml 1x TAE pufru

Vlozit do mikrovinné trouby a zahtivat, dokud se vS§echna agar6za nerozpusti.

. Erlenmeyerovu baiiku s gelem ochladit pod tekouci vodou na teplotu cca 50 °C

(barika je udrzitelna v ruce).

Ptidat 1 pl EtBr (0,2 pg/ml) a roztok promichat.

Nalit agar6zovy gel do nosice, vlozit hieben a gel nechat 5-10 minut ztuhnout.

Po ztuhnuti vlozit gel do elektroforetické vany tak, aby starty lezely u zaporné
elektrody.

Po vyjmuti hfebenu nanést do prvni jamky 10 pl ladderu (100 bp) do nésledujicich
jamek 20 ul sekundarniho PCR produktu.

Nechat gel vyvijet pti 70 V dokud nedojde k separaci vSech fragmentd.

Gel vlozit do UV transiluminatoru a vyhodnotit pozitivni a negativni vzorky.

4.2.2.5. Izolace z gelu
Fragmenty DNA po elektroforetické separaci vhodné k osekvenovani byly vyizolovany

pomoci kitu Gen Elute (Sigma) podle doporuceni vyrobce.

Soucasti kitu:

e Column Preparation solution
e Gel Solubilization Solution

e Wash Solution Concentrate G
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e Flution Solution

Pracovni postup:

1.

10.
1.
12.
13.

14.

Fragment DNA vyfiznout z gelu Cistym skalpelem a prendat do pfipravené
eppendorfky.

Do eppendorfky s fragmentem gelu pfidat 500 pl Gel Solubilization Solution.
Eppendorfku ponechat v termobloku po dobu 10 minut pti 50 °C a kazdé 2—-3 minuty
zkontrolovat rozpusténi gelu promichanim.

Do termobloku vlozit PCR vodu na eluci a zahtat na teplotu 65 °C.

Na jiz sestavenou kolonu (Binding Column G) napipetovat 500 pl Column
Preparation Solution a centrifugovat 1 minutu pii 16 000 g.

Ke vzniklému zlutému roztoku pfipipetovat 150 ul isopropanolu a promichat.

Na kolonu prenést veskery objem vzorku pomoci pipety a kolonu centrifugovat po
dobu 1 minuty pfi 16 000 g.

Vylit odpad ze sbérné zkumavky.

Na kolonu pfipipetovat 700 ul Wash Solution G a centrifugovat po dobu 1 minuty
pii 16 000 g.

Vylit odpad ze sbérné zkumavky.

Kolonu centrifugovat 1 minutu pfi 16 000 g bez jakychkoli piidanych roztokda.

V centrifuze otocit kolonu o 180 ° a znovu centrifugovat 3 minuty pii 16 000 g.
Prendat kolonu na 1,5 ml eppendorfku a provést eluci napipetovanim 30 pul PCR
vody predehraté na 65 °C pfimo na stied kolony.

Eppendorfku inkubovat 1 minutu pii laboratorni teploté a poté centrifugovat

1 minutu pii 16 000 g.

4.2.2.6. Sekvenovani vzorku a fylogenetické analvzy

Sekundarni PCR produkty byly sekvenovany pomoci sekundarnich PCR primert

komer&ni firmou SeqMe, s.r.o. (Dobiis, Ceska republika).

Ziskané nukleotidové sekvence byly analyzovany v programu Chromas Pro 2.4.1.

(Technelysium, Pty, Ltd., SouthBrisbane, Australie). Ziskané sekvence byly porovnany se

sekvencemi ulozenymi v GenBank pomoci programu MAFFT verze 7 (Mafft,

http://mafft.cbrc.jp/alignment/server/).
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4.2.3. Purifikace oocyst
Pred samotnym ¢isténim bylo zapotiebi trus rozmélnit a zbavit vétsich Castic.
Pracovni postup:
1. Trus zhomogenizovat v tfeci misce a ziedit dH>O.
2. Prepasirovat pomoci tloucku nebo Spachtle pres sitko do kadinky. V prabéhu sitko
promyvat dH>O, aby nedochazelo k velkym ztratdm oocyst.
3. Sitko néekolikrat promyvat vodou a ziskanou suspenzi dvakrat precedit. Takto
pfipraveny material pouzit na Cisténi na sachar6zovém gradientu (Arrowood

a Sterling 1987) a docistit pomoci cesium chloridového gradientu.

4.2.3.1. Sacharozovy gradient

Roztoky a chemikalie:
— Sheatertv roztok: 405 g cukru v 259 ml dH,O
— PBS (Phosphate Buffered Saline): rozpustit 80 g NaCl, 2 g KCI,
14,4 ¢ Na,HPO4x12 H>O0, 2,4 g KH2PO4 do 1000 ml dH»O a upravit pH 7,2-7,4
— 1% T-PBS (PBS Tween): 0,5 ml Tween 20 + 999,5 ml PBS

Pracovni postup:
1. Navrstvit gradient do sklenénych kyvet:

e Dolni vrstva: 30 ml Sheater 1+2 (1 dil Sheater + 2 dily 1% PBS Tween).
e Stredni vrstva: 30 ml Sheater 1+4 (1 dil Sheater + 4 dily 1% PBS Tween).
e Horni vrstva: 15 ml homogenizovaného vzorku.

Centrifugovat 20 minut pii 1000 g a teploté 4 °C.

Odsat horni Cirou vrstvu.

Premistit prstenec na rozhrani dolni a stfedni vrstvy do novych kyvet.

Doplnit kyvety dH20 do ptivodniho objemu.

Centrifugovat 20 minut pii 1500 g a teploté 4 °C.

N o v kD

Odsat supernatant nad sedimentem, znovu nafedit sediment (obsahuje oocysty)
nadbytkem dH>O a centrifugovat 20 minut pii 1500 g a teploté 4 °C.
8. Predchozi krok 2x opakovat a nasledné prenést sediment do Cistych zkumavek.

9. Skladovat vzorky v PBS pfi teploté 4 °C.
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4,2.3.2. Cesium chloridovv gradient

Roztoky a chemikalie:
— roztok cesium chloridu: 21,07 g CsCl do 100 ml dH20, (vysledny roztok
p=1,15 g/ml)
— PBS: rozpustit 80 g NaCl, 2 g KCl, 14,4 ¢ NaaHPO4x12 H>0, 2.4 g KH,PO4 do
1000 ml dH>O a upravit pH 7,2-7,4
Pracovni postup:
1. Napipetovat do ¢isté 2 ml mikrozkumavky 1 ml CsCl.
Do zkumavky s CsCl navrstvit 0,5 ml roztoku oocyst v PBS.
Centrifugovat 3 minuty pii 16000 g pfi teploté 20 °C.
Prepipetovat supernatant do 50 ml zkumavek a sediment vyhodit.
Zkumavku doplnit dH>O a centrifugovat 20 minut pti 1370 g pfi teploté 4 °C.

Odsat supernatant na objem 5 ml.

N o v kD

Doplnit zkumavku dH>O, vortexovat a centrifugovat pii teplote¢ 4 °C po dobu
20 minut pfi 1370 g (opakovat 3x).
8. Oocysty uchovat v dH>O pfi teploté 4 °C.

4.2.3.3. Pocitani koncentrace oocyst

Pracovni postup:
1. Do Biirkerovy komurky pfidat suspenzi s oocystami.
2. Komurku prohlizet svételnym mikroskopem (Olympus BX51) pfi zvétSeni 400x.
3. Oocysty spocitat v 25 riznych ¢tvercich.
4. Konecnou koncentraci oocyst v 1 ml suspenze stanovit souctem vSech oocyst

v 25 &tvercich vynasobenych 10*,

4.2.4. Morfometricka analyza oocyst

Morfologie a morfometrie purifikovanych oocyst C. muris CAT21 byla zkoumana
pomoci diferencialni interferencni kontrastni mikroskopie (DIC), barveni anilin-karbol-
methyl violeti (MV; Milacek a Vitovec 1985) a barveni dle Ziehl-Neelsena (ZN; Henriksen
a Pohlenz 1981). Morfometrie byla méfena pomoci digitalni analyzy obrazu (Olympus cell
Sens Entry 2.1; Olympus Corporation, Shinjuku, Tokio, Japonsko) ziskanych pomoci
Olympus Digital Colour Camera DP73. Délka a Sitka oocyst (n = 100) byla méfena pii
zvétSeni 1000x a byl vypocitan index tvaru oocyst. Dale byla zmeétfena velikost oocyst
C. proliferans (n = 100), C. muris CB03 (n = 100) a C. muris RN66 (n = 100).

Meéfeni provadéla stejna osoba za pouziti stejného mikroskopu.
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4.2.5.

Izolace gDNA z oocyst

Izolace gDNA (genomova DNA) zoocyst byla provedena pomoci protokolu

s cetyltrimethylamoniumbromidem (CTAB; Doyle a Doyle 1987).

Material a chemikalie:

2 ml mikrozkumavky

CTAB extrak¢ni pufr (2%): 100 mM Tris-HCI (pH 8,0), 20 mM EDTA (pH 8,0),
1,4 M NaCl

-mercaptoethanol (B-ME)
proteinaza K

chloroform

RNAse A

7,5 M octan amonny (C2H7NO»)
isopropanol

75% EtOH

DNA a RNA-free voda

Pracovni postup:

1.

2
3.
4

10.

1.

Do CTAB extrakéniho pufru pfidat B-ME a roztok ve vodni 1azni predehiat na 55 °C.
Oocysty centrifugovat a odstranit supernatant.

K peletu pridat 1 ml CTAB pufru (s 20 pl B-ME) a resuspendovat pipetovanim.

. Ptidat 2 ul proteinazy K a inkubovat pfi 65 °C po dobu 1 hodiny a ob¢as promichat

otoCenim zkumavky.

Poté snizit teplotu na 55 °C (optimalni teplota pro proteinazu K je 55 °C), pridat
2 ul proteinazy K a opét inkubovat 1 hodinu.

Poté pfidat stejné mnozstvi chloroformu (1 ml) a promichat jemnou inverzi
mikrozkumavky po dobu 5 az 10 minut.

Centrifugovat 10 minut pii 5500 g.

Vrchni fazi pfenést pomoci pipety s Sirokou Spickou do Cisté mikrozkumavky (horni
faze je vodny roztok obsahujici DNA, spodni je organicka faze fenolu
¢i chloroformu a mezi vodnou a organickou fazi se hromadi proteiny).

Pridat 5 ul RNAse A a inkubovat pii 37 °C po dobu 1 hodiny.

Zopakovat extrakci pomoci chloroformu a opét vrchni fazi pienést do Cisté
mikrozkumavky.

Pridat 125 ul octanu amonného a jemné promichat.
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12. Pridat 1 ml studeného isopropanolu a opét jemné promichat.
13. Pelet gDNA dvakrat oplachnout pomoci 75% EtOH a nechat lehce vyschnout.
14. Nasledné¢ pelet jemné rozsuspendovat v DNA a RNA-free vodé.

4.2.6. Degradace oocyst

4.2.6.1. Testovani zivotaschopnosti oocyst

Zivotaschopnost oocyst byla stanovena barvenim pomoci propidium jodidu (PI)
a fluorescein diacetatem (FDA) (Jones a Senft 1985). Barvivo PI proniké pres narusenou
cytoplazmatickou membranu, a proto se vyuziva pro vizualizaci mrtvych oocyst, které sviti
jasné Cervené. Vlnova délka excitace pro PI je 536 nm a vlnova délka emise je 617 nm.
FDA se vyuziva pro pfiblizné stanoveni poctu zivych bunék ve vzorku. FDA je schopné
proniknout pfes neporusenou cytoplazmatickou membranu, kde je nasledné metabolizovan
na fluorescein, ktery neni schopen proniknout zpét pfes cytoplazmatickou membranu.
Fluorescein nasledné vyzatuje zeleny signal typicky pro zivé buiky. Excita¢ni vinova délka
FDA je 490 nm a emisni vlnova délka 521 nm.
Roztoky a chemikalie:

— Fluorescein diacetate (FDA):

e zasobni roztok: 5 mg fluoresceinu v 1 ml acetonu
e pracovni roztok: 40 pl zasobniho roztoku v 10 ml PBS
— Propidium iodide (PI): Pracovni roztok 1 mg PIv 50 ml PBS
— PBS: rozpustit 80 g NaCl, 2 g KCl, 14,4 g Na,HPO4x12 H,O, 2,4 ¢ KH,PO4 do
1000 ml dH>O a upravit pH 7,2-7,4

Pracovni postup:

1. Rozsuspendovat 0,5x10° oocyst v 1 ml PBS.
Ptipipetovat 100 pl pracovniho roztoku FDA a 30 pl PI.
Nechat inkubovat v temnu pfi laboratorni teplot€ minimaln€ 15 minut.
Centrifugovat vzorek 3 minuty pii 14000 g pfi teploté 20 °C.
Odsat supernatant a zkumavku doplnit dH>O.
Centrifugovat 3 minuty pii 14000 g pfi teploté 20 °C.

Krok ¢islo 5 a 6 opakovat minimalné 2x.

© N kR WD

Jako kontrolu pouzit devitalizované oocysty, které byly pted pouzitim inkubovany
ve vodni lazni s vrouci vodou po dobu alesponl 10 minut.
9. Oocysty pozorovat fluorescenénim mikroskopem s filtrem o vinové délce 590 nm

pii zvétSeni 40x nebo 100x (Olympus IX70).
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Vyhodnoceni: Pokud oocysty sviti ¢ervené, oocysty jsou jiz mrtvé. Pokud oocysty nesviti

nebo sviti zelen€ jsou zivotaschopné.

4.2.6.2. Kvantifikace oocyst pomoci prutokové cytometrie

Pro stanoveni zmény poctu oocyst C. muris CAT21 (degradace) v prabéhu ¢asu bylo
20 ml roztoku purifikovanych oocyst o koncentraci 2 x 10®/ml rozdéleno do dvou 50 ml
Sroubovacich zkumavek po 10 ml. Do kazdé zkumavky bylo ptidano 100 pl smési antibiotik
(Sigma Aldrich, 100 U/ml penicilin, 100 mg/ml streptomycin, 2.5 mg/ml amphotericin).
Toto fedéni bylo provedeno také u oocyst C. proliferans, které slouzily jako kontrola.
Vzorky byly ulozeny v chladnicce pii teploté 4 °C. Zmeéna poctu oocyst v Case byla
sledovéana 0., 14., 30. a 60. den experimentu. Vzorky byly pfed pouzitim zvortexovany
a z kazdé zasobni suspenze bylo vzdy odpipetovano a méfeno 450 pl (0,5x 10° oocyst)
v 5 opakovanich.

Ke vzorku, ktery obsahoval 450 ul suspenze s oocystami bylo pfipitpetovano 50 ul
referen¢nich fluorescen¢nich kuli¢ek (Flow-Count Fluorospheres, Beckman Coulter, USA)
a jako medium byla pouzita dH»0. Principem prutokové cytometrie je prichod bunék nebo
¢astic v unasejicim médiu prochazejicim meéficim pfistrojem — pratokovym cytometrem
(BD FACSCanto II, BD Biosciences, USA). Bylo zji§tovano procento zdegradovanych
oocyst v porovnani s kontrolou a nultym dnem. Ziskané hodnoty byly zapisovany do tabulek

a nasledné prepocitany na procenta.

4.2.7. Design infek¢nich experimentu

Pfirozené infikovana kocka domaci byla sledovana po dobu 110 dnt a pravidelné
vySetfovana na piitomnost oocyst kryptosporidii v trusu. Odebrany trus byl nasledné
purifikovan na sachar6zovém gradientu a na cesium chloridovém gradientu (viz. 4.2.3.).
Ziskana infekéni davka (1x10° oocyst/mys v 10 ul dH>0) byla podana experimentalnim
skupinam mysi.

Mysi kmene BALB/c, SCID a IFN-y-KO a mastomysi byly peroraln¢ infikovany davkou
1x10° oocyst C. muris CAT21 v 200 pl dH20 (z kazdé skupiny vzdy 5 mysi). Jako negativni
kontrola slouzila skupina tfi stejné starych mysi inokulovanych 200 ul dH»O. U vsech
skupin zvifat byl v pribéhu celého experimentu denné kontrolovan zdravotni stav
a konzistence trusu. Od 5. dne po infekci (DPI) byl kazdému zviteti odebiran individualné
vzorek trusu a vySetfovan na piitomnost oocyst a specifické DNA C. muris. Z kazdého
ziskaného vzorku byl proveden natér trusu na sklo a obarveno metodou dle Milacka

a Vitovce (1985) (viz. 4.2.1.1.), izolace DNA (viz. 4.2.2.1.) a zjisténa intenzita infekce
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(viz. 4.2.7.1.). Z kazdé experimentalni skupiny byl 40 DPI vybrani dva jedinci, ktefi byli
humanné usmrceni a byla provedena pitva. Vzorky tkani byly pouzity pro PCR (viz. 4.2.2.3)
a histologické metody a SEM a TEM zobrazeni (viz. 4.2.8.). Experimenty byly ukonceny
po 60 dnech.

4.2.7.1. Hodnoceni intenzity infekce

U mikroskopicky pozitivnich vzorka byla intenzita infekce stanovena jako pocet oocyst
na gram trusu (OPG; Kvac et al. 2007b).
Pracovni postup:
1. Zrozdilu hmotnosti podlozniho sklicka snatérem a cistého sklicka vypocitat
hmotnost natéru.
2. Spocitat pocet oocyst na skle obarv
3. eném anilin-karbol-methyl violeti.

4. Vypocitat poCet oocyst na 1 gram trusu.

Pti nizké intenzité infekce byly pocitany vSechny oocysty nalezené na preparatu, pfi
vysoké intenzité infekce byl pocitan pocet oocyst ve 30 ndhodnych zornych polich.
Ze zjisténych udaja (hmotnost trusu, pocet zornych poli a poCet oocyst na sklicku) byla
spocCitana intenzita infekce a vyjadrena jako pocet oocyst v gramu trusu (OPG, oocysts per

gram) (Kvac et al. 2007b).

4.2.8. Lokalizace infekce

Z kazdé skupiny experimentalné infikovanych zvitat byly vybrany 2 mysi, které byly
humanné¢ usmrceny 40 DPI a byla provedena pitva. Vzorky tkané (jicen, zlaznaty zaludek,
svalnaty zaludek, duodenum, jejunum, ileum, cékum a kolon) od kazdého zvirete byly
ziskany za pouZiti sterilnich pitevnich nastroju pro kazdé misto.

Z kazdého organu byly odebrany vzorky pro PCR a nasledné sekvenovani,
histologii, skenovaci elektronovou mikroskopii (SEM) a transmisni elektronovou
mikroskopii (TEM). Ze stény zaludku byly provedeny seskraby, které byly nasledné
barveny pomoci barveni Wright podle Tyzzer (1910). Histologické fezy byly obarveny
hematoxylinem a eosinem (HE) a periodic acid schiff (PAS), prohlizeny pfi zvétSeni 100—
400x a dokumentovany pomoci softwaru Olympus cell Sens Entry 2.1 (Olympus
Corporation, Shinjuku, Tokio, Japonsko) a digitdlniho fotoaparatu (Olympus DP73).
Vzorky pro SEM byly prohlizeny pomoci JEOL JSM-7401F-FE SEM vybaveného
digitalnim fotoaparatem. Vzorky pro TEM byly prohlizeny pomoci JEM-1400 JEOL.
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4.2.8.1. Priprava histologickych preparatu

Roztoky a chemikalie:

I. vzestupna alkoholova odvodiniovaci fada (70% alkohol; 80% alkohol, 96%
alkohol; aceton; xylen)

parafinova fada (4 nasledné roztoky parafinu v xylenu 1:3, 1:1, 3:1, 100 % parafin)
alkoholova sestupna fada, odparafinovaci fada (xylen; alkohol 96%, alkohol 80%,
alkohol 70%; dH20)

II. vzestupna odvodniovaci alkoholova tada (70% alkohol; 80% alkohol; 96%
alkohol; karboxylen; xylen)

kanadsky balzam

Pracovni postup:

1.

o kAW

8.
0.

Vzorky odvodiiovat I. vzestupnou fadou, po 60 minutaich vyménit roztok
(v poslednim roztoku nechat 90 minut).

Prosytit parafinem (2—4 hodiny v parafinu I, 4-6 hodin v parafinu II; 8—-12 hodin
v parafinu III, 8—12 hodin ve 100 % parafinu).

Vzorky zalit do Cistého parafinu a vytvorit blocky.

Zhotovit 5 um silné histologické fezy a pfipravit preparaty na podlozni sklicko.
Nechat 24 hodin na plotné o teploté 42 °C.

Preparaty odparafinovat alkoholovou sestupnou zavodiiovaci fadou vzdy po
5 minutach.

Vzorky nabarvit a po barveni pokracovat v odvodfiovani II. alkoholovou vzestupnou
fadou vzdy po 5 minutach, v karboxylenu a xylenu ponechat 1 minutu.

Vzorky zamontovat do kanadského balzamu a ponechat k suseni pfi teploté 37 °C.

Poté prohlizet mikroskopem (Olympus BX51) pii vhodném zvétseni.

BARVENI HEMATOXYLIN-EOSIN
Roztoky a chemikalie:

hematoxylin: 0,5 g hematoxylinu (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) + 500 ml
dH>0 + 25 g siranu hlinito-amonného + 0,1 g jodi¢nanu sodného + 20 ml kyseliny
octove

dHO

siran hlinito-amonny

jodi¢nan sodny

kyselina octova
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— eosin: 0,5 g eosin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) + 250 ml dH,O + 10 ml
kyseliny octové)
Pracovni postup:

1. Pfipravit odparafinované fezy.

2. Vzorky barvit 10 minut v hematoxylinu.
3. 10 minut oplachovat pod tekouci vodou.
4. 5 minut barvit vzorky v eosinu.

5. 10 minut oplachovat pod tekouci vodou.

BARVENI PERIODIC ACID SHIFF (PAS)
Roztoky a chemikalie:

— Schiffovo reagens: 100 ml dH>O, 1 g basicky fuchsin, 10 ml IN kyselina
chlorovodikova, 1 g pyrosifi¢itan draselny, 0,5 g aktivni uhli

— sifi€itd voda: 5 ml 1N kyseliny chlorovodikové, 0,5 g pyrosificitan draselny, 100 ml
dH,O

— roztok kyseliny jodisté: 0,8 g ve 100 ml dH>O

— hematoxylin

—  96% alkohol

— butylalkohol

— xylen

Pracovni postup:

1. Prfipravit odparafinované fezy.
Rezy vlozit do roztoku kyseliny jodisté na 10 minut.
Oplachovat 10 minut pod tekouci vodou.
Vlozit do Schiffova reagens na 30 minut.
Oplachovat 5 minut v lazni sificité vody.
Oplachovat 15 minut pod tekouci vodou.

Ponotfit do roztoku hematoxylinu na 1-2 minuty.

A R o

Opléachnout v 96% alkoholu, butylalkoholu a xylenu.
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MONTOVANI NABARVENYCH REZU
Pracovni postup:

1. Na preparat na podloznim skle kapnout kapku kanadského balzamu.
2. Prilozit kryci sklicko tak, aby se nevytvotily vzduchové bubliny.
3. Pfipadné bublinky vytlacit mirnym tlakem na kryci sklicko.

4. Hotovy preparat vlozit do termostatu (37 °C), kde zaschne montovaci medium.

4.2.8.2. Priprava preparatu pro skenovaci elektronovou mikroskopii

Roztoky a chemikalie:

— 3 % glutaraldehyd

0,1 M kakodylatovy pufr

2 % oxid osmicely

acetonova fada (25 %, 75 % a 100 % roztok)

Pracovni postup:

1. Fixovat vzorky organt v glutaraldehydu v kakodylatovém pufru pfi 4 °C pies noc.

2. Promyt vzorky v kakodylatovém pufru 3x 15 minut.

3. Fixovat vzorky v oxidu osmicelém v kakodylatovém pufru po dobu 2 hodin pfi
laboratorni teplote.

4. Promyt vzorky v kakodylatovém pufru 3x 15 minut.

5. Po dehydrataci vzestupnou acetonovou fadou vzorky vysusit metodou kritického
bodu (CPD).

6. VysuSené vzorky nalepit pomoci oboustranné lepici pasky na hlinikovy tercik.

7. Nalepené vzorky pozlatit a prohlizet pomoci elektronového mikroskopu JOEL

JSM7401F-FE SEM.

4.2.8.3. Barveni Wright podle Tyzzer (1910)

K vizualizaci vyvojovych stadii kryptosporidii bylo pouzito Wrightovo barveni.
Roztoky a chemikalie:

— PBS (Phosphate Buffered Saline): rozpustit 80 g NaCl, 2 g KCl, 144 g
Na;HPO4x12 H20, 2,4 g KH2PO4 do 1000 ml dH20 a upravit pH 7,2-7,4

— 2% oxid osmicely
— Methanol

— Barvivo Wright (smé&s eosinu a methylenové modii): 0,16% roztok v metanolu
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Pracovni postup:

1.
2.

4.2.9.

Vzorky tkané zaludku promyt studenym PBS.

Na sténu zaludku nakapat sérum z mysi negativni na kryptosporidie a nechat ptisobit
5 minut.

Sliznici jemné seskrabnout skalpelem a rozetfit na podlozni sklo.

Skla fixovat 30 minut v parach 2 % oxidu osmicelého (na hrdlo nadoby s roztokem
oxidu osmicelého umistit preparat se vzorkem smérem dolt a nechat fixovat
v parach).

Fixovany vzorek oplachnout methanolem (odstranéni zbytka kyselin pred
barvenim).

Na vzorek pomoci pipety nanést barvivo Wright nafedéné s destilovanou vodou
v poméru 1:1 a nechat barvit 9 minut.

Barvivo oplachnout pod tekouci vodou.

Sklicka prohlizet svételnym mikroskopem pii zvétSeni 1000x za pouziti imerzniho

oleje.

Statisticka analyza

Rozdily ve velikosti oocyst C. muris CAT21 ziskanych z riznych hostitell a ve velikosti

oocyst C. muris CAT21 a dalsich izolatd C. muris a C. proliferans byly testovany pomoci

Hotellingovy vicerozmérné verze dvouvybérového t-testu v balicek ICSNP: Tools

for Multivariate Nonparametrics v programu R 4.2.2. Testovanou hypotézou bylo, zda

dvourozmérné stfedni vektory méfeni jsou ve srovnavanych populacich stejné.
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5. Vysledky

5.1. Prirozena infekce Cryptosporidium muris CAT21 u kocky domaci

V ramci vyzkumu Laboratofe veterinarni a madicinské protistologie Parazitologického
tstavu BC AVCR byly mimo jiné druhy domacich zvifat vysetiovany kocky domaci
na ptitomnost riznych druht paraziti. U jedné z koCek byla detekovana stiedné silna
intenzita infekce kryptosporidiemi (3—4x10%gram trusu). Na zakladé morfologie oocyst
(vetsi oocysty s ovalnym tvarem) bylo predpokladano, ze se jedna o oocysty zalude¢niho
druhu C. muris. Molekularni analyzy zalozené na sekvenaci ¢asti genu kodujiciho malou
podjednotku rRNA (SSU) prokazaly, ze oocysty ziskané z kocky patii k druhu C. muris
(viz. 5.3.). Ziskana Caste¢na sekvence (820 bp) SSU byla 100 % identicka se sekvencemi
ulozenymi v GenBank (MNO038146). Opakovana koprologicka vySetfeni kocky ukézala
pritomnost oocyst C. muris v trusu, ¢cimz byla vylou¢ena moznost pasaze oocyst zazivacim
traktem. Ziskany izolat byl pracovné oznacen C. muris CAT21.

Infikovana kocka byla sledovana po dobu 110 dnt od prvniho vySetieni. Vysledky
mikroskopického vySetieni trusu ukéazaly intermitentni vylu€ovani oocyst C. muris po celou
dobu sledovani, a to s intenzitou infekce dosahujici az 371 000 OPG, ktera byla detekovana

52. den sledovani (Graf 1).

400000
350000 - Y
300000 - 'p
250000 -
200000 -
150000 -
100000 -
50000 -
R Y N s A e o ¢ o s B vososssonse
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Intenzita infekce
(pocet oocyst na gram trusu)

Dny sledovani
Graf 1. Prabéh infekce Cryptosporidium muris CAT21 u pfirozené infikované kocky

domaci (Felis catus) vyjadieny jako pocet oocyst na gram trusu.

Oocysty C. muris ziskané z pfirozené¢ infikované kocky domaéci byly dale pouzity pro

experimentalni infekce a dalsi laboratorni analyzy.

42



5.1.1. Infektivita Cryptosporidium muris CAT21 pro modelové hlodavce

Experimentalni infekce riznych kmenti mysi (BALB/c, SCID a INF-y-KO) a mastomysi
izolatem C. muris CAT21 prokazaly vnimavost v§ech pouzitych modelovych hostitelt
k infekci. Nicméné u jednotlivych hostiteli byla zaznamenana odlisna délka patentni
a prepatentni periody a intenzita infekce.

Imunokompetentni mysi kmene BALB/c zacaly vylu€ovat oocysty C. muris CAT21
od 11. dne po infekci. Nicméné intenzita infekce byla pod detekénim limitem
mikroskopického vySetieni a byla detekovana pouze pfitomnost specifické DNA.
Mikroskopicky detekovatelné mnozstvi oocyst bylo pozorovano pouze 19, 24, 30 a 31 DPI
s intenzitou 700-3 600 OPG. Od 42 DPI byly vSechny mysi az do konce experimentu
(60 DPI) jak mikroskopicky, tak PCR negativni (Graf 2).

U imunodeficitnich SCID a INF-y-KO mysi byla detekovana prepatentni perioda od 11,
respektive 12 dne po infekci. VSechny infikované mysi vylucovaly mikroskopicky
detekovatelné mnozstvi oocyst. Intenzita infekce u SCID mysi se pohybovala v rozmezi
7 000-2 600 000 OPG (Graf 2), kdy maxima dosahla 33 DPIL. Pocinajic 40 DPI klesla
intenzita infekce na pfibliznou hodnotu okolo 200 000 OPG a tato hodnota se udrzela
az do konce experimentu (60 DPI). U mysi kmene INF-y-KO byl pozorovan postupny
narust intenzity infekce s vrcholem 48 DPI (3 200 000 OPG), a oproti SCID mysi nedoslo
k vyraznému poklesu intenzity infekce na konci experimentu.

Mastomysi zacaly vylu¢ovat oocysty i specifickou DNA ve stejny den a to od 11 DPL
Intenzita infekce se v pribéhu pokusu pohybovala vrozmezi 2 000-300 000 OPG,
kdy nejvyssi hodnota byla detekovana 34 DPI. Od 55 DPI doslo k samovyléceni a az do
konce experimentu nebyla u zadné z mastomysi detekovana pfitomnost ani oocyst,

ani specifické DNA v trusu (Graf 2).
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Graf 2. Pribéh infekce Cryptosporidium muris CAT21 u experimentalné infikovanych
mys$i kmene BALB/c, SCID, INF-y-KO a mastomys$i. Hodnoty pfedstavuji pramér
a smérodatnou odchylku ziskanych z méfeni intenzity infekce vyjadrené jako pocet oocyst
na gram trusu.
5.2. Morfometrie a morfologie oocyst

Byla porovnana morfometrie a morfologie oocyst C. muris CAT21 ziskanych z pfirozené
infikované kocky domaci a oocyst ziskanych z experimentalné infikovanych mysi
a mastomysi (Tabulka 7). Statistické analyzy prokazaly, ze puvodni izolat z kocky
se morfometricky neli§il od oocyst ziskanych z experimentalné infikovanych mysi
a mastomysi (72 = 4,32, df; = 2, df> = 24,62, P = 0,2208). Oocysty ziskané z kocky méfily
8,43 x 6,22 um s indexem tvaru 1,37 (n =90). Statisticka analyza prokazala, ze oocysty
C. muris CAT21 nejsou velikostné odlisitelné od oocyst C. muris RN66 (17 = 12,32, dfi =2,
dfs = 25,63, P = 0,1907) C. muris CBO3 (12 = 13,25, dfi = 2, df = 23,45, P = 0,1875)
a C. proliferans (I° = 32,56, df; = 2, df> = 32,27, P <0,0001).

Oocysty byly z hostitele vyluCovany pln€ infekce schopné obsahujici 4 sporozoity

a jedno velké rezidualni télisko. Sté€na oocysty byla tenkd, bezbarva bez znatelné sutury.
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Tabulka 7. Porovnani

velikosti

a Cryptosporidium proliferans.

oocyst ruznych izolath Cryptosporidium muris

Druh/Izolat Hostitel Délka (pm) Sifka (um) Délka/Sirka pomér
C. muris CAT21 kocka 8,43 (7,21-9,55) 6,22 (4,84-8,33) 1,37
C. muris CAT21 SCID 8,11 (6,05-9,66) 5,59 (4,52-8,81) 1,37
C. muris CAT21 INF-y-KO 8,40 (7,48-8,98) 6,06 (5,29-6,56) 1,39
C. muris CAT21 mastomy§ 8,48 (7,52-9,16) 6,05 (5,58-7,14) 1,39
C. proliferans mastomys§ 7,77 (6,80-8,80) 5,30 (4,80-6,20) 1,48
C. muris RN66 SCID 8,40 (7,50-9,80) 6,30 (5,50-7,00) 1,31
C. muris CB03 SCID 8,50 (8,20-9,30) 5,90 (5,50-6,60) 1,32

5.2.1. Diferencialni diagnostika

Oocysty C. muris izolat CAT21 ziskané z pfirozené infikované kocky domaci
a experimentaln¢ infikovanych modelovych hostitelti bylo mozné detekovat v natéru trusu
pomoci standardnich barvicich technik pro detekci kryptosporidii. Oocysty C. muris CAT21
se barvily pomoci anilin-karbol-methylvioleti (Obrazek 2B), pomoci karbolfuchsinu
(Obrazek 2C) a pomoci auramin-fenolu (Obrazek 2E) obdobné jako oocysty dalSich druht
a genotypu rodu Cryptosporidium. Oocysty C. muris CAT21 znacené FITC konjugovanymi
polyklonalnimi protilatkami proti sténé oocyst kryptosporidii mély typickou zelenou

fluorescenci (Obrazek 2D).
)

&

Obrazek 2. Oocysty Cryptosporidium muris CAT21 A) v diferencialni interferencni
kontrastni mikroskopii, B) obarvené anilin-karbol-methylvioleti, C) obarvené Ziehl-
Nielsenovym barvenim, D) znacené FITC konjugovanymi polyklonalnimi protilatkami

proti sténé€ oocyst Cryptosporidium spp. a E) obarvené auramin-fenolem. Méfitko =5 pm.
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5.3. Molekularni analyzy
Molekularni analyzy casteCnych sekvenci gent SSU, aktin, TRAP-CI1, a HSP70

prokazaly, ze izolaty ziskané z experimentalné infikovanych mysi a mastomysi byly
vzajemné 100% identické a soucasneé se neliSily od sekvenci ziskanych z pfirozené
infikované kocky. Déle nebyly zjistény zadné sekvencni rozdily mezi C. muris CAT21
a ostatnimi C. muris izolaty (Obrazky 3-6).

91| C. muris [EU096237] - Sciurus carolinensis
C proliferans [EU245043] - Tachyoryctes splendens
C. muris [EU549784] - Canis lupus
. muris CAT21 - Felis catus
. muris CAT21 - Mus musculus (BALB/c)
. muris CAT21 - Mus musculus (SCID)
. muris CAT21 - Mus musculus (INF-y-KO)
. muris CAT21 - Mastomys coucha
. muris RN66 [AB089284] - Raltus norvegicus
. muris CB03 [EU245044] - Cameilus baclrianus
. muris [JQ413358] - water
. muris [AY268581] - Elaphe guttata
. muris 34 [AF093498] - Mus musculus
. muris HZ206 [JQ073556] - Mus musculus domesticus
. muris [FJ883577] - Giraffa camelopardalis reticulata
. muris [DQ836341] - Felis catus
—C. muris [EU156446] - Phoca hispida
o7 4|_C muris Kawatabi [AY642591] - Apodemus spec:osus
: S4LC. muris Kawatabi [AB697054] - Apodemus speciosus
56 L

62

CO00O000000O00000

C. andersoni LI103 [EU245042] - Bos taurus
C. andersoni 21 [FJ608605] - Ovis aries
97|C. andersoni Kawatabi [AB089285] - Bos taurus
C. andersoni [AY954885] - Bos faurus
C. andersoni [KJ094571] - Bos mutus
C. serpentis [AF151376]
C. galli[HM116388]
C. fragile [EU162751]
C. molnari [HM243548]

99

——C. baileyi [AF093495]
— 99 C. bovis [AY741305]
gl [ ¢ ryanae [EU410344]

91 C. varanii [EU553556]

ﬁl;—c. felis [AF159113]
95 C. canis [AF112576]

C. fayeri [AF112570]

C. suis [AF108861]

C. ubiquitum [EU827424]

C. meleagridis [AF112574]

C. wrairi [AF115378]

C. parvum [AF093493]

86L.C. hominis [AF093482]

Obrazek 3. Kladogram fylogenetickych vztahi C. muris CAT21 s ostatnimi izolaty
C. muris a dalSimi druhy a genotypy kryptosporidii na zakladé Castecné nukleotidové
sekvence genu pro malou podjednotku rRNA (SSU) vytvoreny metodou Maximum
likelihood. Sekvence ziskana v této studii je zvyraznéna tucné. Databazové Cislo GenBank

je uvedeno v hranaté zavorce. U zaludecnich druhti je za pomlckou uveden hostitel.
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. muris [KJ746834] - Struthio camelus

. muris [UX485413] - Rattus norvegicus

. muris RN66 [XM002140165] - Rattus norvegicus

. muris HZ206 [KR090628] - Mus musculus domesticus
. muris [AF382350] - Mus musculus

. muris CAT21 - Felis catus

. muris CAT21 - Mus musculus (BALB/c)

. muris CAT21 - Mus musculus (SCID)

. muris CAT21 - Mus musculus (INF-y-KO)

. muris CAT21 - Mastomys coucha

e 100

OO0

100

C. proliferans [KT731193] - Equus africanus
79) 73| C. proliferans [KT731194] - Syncerus caffer
C. proliferans [KR060619] - Tachyoryctes splendens

100 —— C. andersoni [FJ463205] - Bos taurus
—— C. serpentis [AF382353]
C. galli [AY163901]

| C. xiaoi [HM627531]

83 C. ryanae [FJ463206]

C. baileyi [EU741853]

85| C. canis [EU754841]

' C. felis [AF382347]

= C. ubiquitum [GQ337961]
C. suis [EF012373]
54 C. fayeri [HQ008933]
_,— C. meleagridis [AB471662]

Q)
C. wrairi [AF382348]

E C. parvum [AF382338]
C. hominis [EF591784]

Obrazek 4. Kladogram fylogenetickych vztahtt C. muris CAT21 s ostatnimi izolaty
C. muris a dalSimi druhy a genotypy kryptosporidii na zakladé castecné nukleotidové
sekvence genu pro aktin vytvofeny metodou Maximum likelihood. Sekvence ziskana v této
studii je zvyraznéna tu¢né. Databazové Cislo GenBank je uvedeno v hranaté zavorce.

U Zaludecnich druhi je za poml¢kou uveden hostitel.
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. muris RN66 [XM002140816] - Rattus norvegicus
. muris [GU001645] - Bos taurus

. muris [AF221543] - Mus musculus

. muris [AB089286] - Rattus norvegicus

. muris [KJ746835] - Struthio camelus

. muris HZ206 [KR090627] - Mus musctilus domesticus
. muris CAT21 - Felis catus

. muris CAT21 - Mus musculus (BALB/c)

muris CAT21 - Mus musculus (SCID)

. muris CAT21 - Mus musculus (INF-y-KO)

. muris CAT21 - Mastomys coucha

. muris [AF221543] - Mus musculus

. muris [FJ429639] - Python regius

C. proliferans [KR090618] - Tachyoryctes splendens
C. muris Kawatabi [AY643490] - Apodemus speciosus
o8| |66 —C. andersoni [FJ463201] - Bos faurus
76 C. serpentis [AF221541]
C. galli [AY168849]
C. baileyi [AF221539]
—C. varanii [FJ429603]
C. suis [DQ898164]
C. ubiquitum [DQ898163]
C. viatorum [JN846706]
C. meleagridis [AF221537]
C. macropodum [AY237632]
C. wrairi [AF221536]
g91(C- tyzzeri [AF221530]
78—C. parvum [XM625373]
73| 1C. hominis [XM661662]
78'C. cuniculus [AY273775]
C. bovis [AY741306]
91—C. xiaoi [FJ896041]

485|:C. canis [EU754843]
C. felis [AF221538]

_|:C. scrofarum [UX424842]
s7 C. ryanae [EU410346]

60

005

0000000000000

91

53

Obrazek S. Kladogram fylogenetickych vztahi C. muris CAT21 s ostatnimi izolaty
C. muris a dalSimi druhy a genotypy kryptosporidii na zakladé castecné nukleotidové
sekvence genu pro HSP70 vytvoreny metodou Maximum likelihood. Sekvence ziskana
v této studii je zvyraznéna tucné. Databazové Cislo GenBank je uvedeno v hranaté zavorce.

U Zaludecnich druhi je za poml¢kou uveden hostitel.
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C. proliferans [KT731210] - Equus caballus
C. proliferans [KT731211] - Equus africanus
S proliferans [KT731212] - Syncerus caffer
C. proliferans [KR090617] - Tachyoryctes splendens
C. muris CAT21 - Felis catus
C. muris CAT21 - Mus musculus (BALB/c)
C. muris CAT21 - Mus musculus (SCID)
C. muris CAT21 - Mus musculus (INF-y-KO)
C. muris CAT21 - Mastomys coucha
100]C. muris HZ206 [KR090626] - Mus musculus domesticus
C. muris RN66 [XM002142580] - Rattus norvegicus

7

C. wrairi [U42213]

C. ubiquitum [JX846922]
C. tyzzeri [JQO73531]

50 ||C. tyzzeri [JQ073530]

C. hominis [XM661371]

C. tyzzeri [JQ073547]

C. parvum [XM628162]

69 1C. erinacei [KF612328]

Obrazek 6. Kladogram fylogenetickych vztahi C. muris CAT21 s ostatnimi izolaty
C. muris a dalSimi druhy a genotypy kryptosporidii na zakladé castecné nukleotidové
sekvence genu pro TRAP-C1 vytvoreny metodou Maximum likelihood. Sekvence ziskana
v této studii je zvyraznéna tucne¢. Databazové Cislo GenBank je uvedeno v hranaté zavorce.

U Zaludecnich druhi je za poml¢kou uveden hostitel.

5.4. Vytéinostizolace gDNA z oocyst

Vzhledem k tomu, ze biologické vlastnosti izolatu C. muris CAT21 se vyrazné liSily
od vlastnosti popsanych u dalSich izolatd vramci druhu C. muris a souCasné jsme
nedetekovali zadné rozdily v genech (SSU, aktin, HSP70 a TRAP-C1; obrazky 3-06), které
se pouzivaji pro béznou genotypizaci, rozhodli jsme se osekvenovat cely genom tohoto
izolatu. Oocysty pro tyto ucely byly sbirany z experimentalné infikovanych SCID a IFN-y-
KO mysi. Izolaci oocyst jsme ziskali dohromady 4700 ng DNA, kdy pro sekvenovani bylo
pouzito 2000 ng a zbyla gDNA byla uchovana pii - 80 °C pro piipadné dalsi vyuziti. Cistota
vyizolované gDNA byla méfena pomoci NanoDropu a mnozstvi bylo méfeno pomoci
Qubitu. Aktudlné probiha pfiprava DNA knihovny a ziskanad gDNA bude sekvenovana
pomoci nanoporového sekvenovani na platformeé MinlON, kterd umoziuje ziskat dlouha

Cteni. Nasledné sestaveni a anotace osekvenovaného genomu bude pfedmétem dalsi studie.

49



5.5. Klinicky prubéh infekce

Po celou dobu sledovani nebyly zjiStény zadné piiznaky klinické kryptosporidiozy
u prirozené infikované kocky domaci. Zvife netrpélo zadnymi prijjmy, zvracenim a nebyly
pozorovany ani jiné gastrointestinalni obtize. Zvife pfijimalo potravu béznym zplisobem
a hmotnost zvitete odpovidala véku, pohlavi, krmné davce a aktivité zvitete. Obdobné jako
u kocky, také u experimentalné infikovanych hlodavci jsme nezaznamenali klinické

ptiznaky spojené s infekci C. muris CAT21.

5.6. Lokalizace infekce

VysSetieni tkani gastrointestinalniho traktu experimentalné infikovanych mastomysi
a SCID a IFN-y-KO mysi pomoci molekularni, histologické, SEM a TEM analyzy
prokazala piitomnost specifické DNA a vyvojovych stadii C. muris CAT21 vyhradné
ve zlaznaté cCasti zaludku vSech wvnimavych hostiteld (Obrazek 7 a 8). U zadné
ze tfi vySetfovanych BALB/c mysi nebyla pomoci histologického vysetieni a SEM analyzy
detekovana vyvojova stadia, prestoze v tkani byla detekovana specificka DNA C. muris.
Na vnitfnich organech zadného z vnimavych hostitelti nebyly pozorovany makroskopické
zmény.

Vysetieni povrchu zlaznaté Casti zaludku infikovanych mastomysi, SCID a IFN-y-KO
myS$i ukazalo silné az masivni infekce. Vnitini slizniéni povrch infikovanych oblasti
zaludku byl mirné edematozni, bez prichycenych kryptosporidii. Téméf po celé oblasti
povrchu sliznice byly pozorovany dilatované zlazy obsahujici nekroticky material, hlen
a velké mnozstvi vyvojovych stadii C. muris CAT21, pravdépodobné oocyst (Obrazek 7).
Hlen a oocysty pokryvaly vétSinu povrchového epitelu.

Cetna vyvojova stadia C. muris CAT21 se vyskytovala zejména v horni poloviné vétsiny
infikovanych zlaz (Obrazek 7A—C a 8). Infikované zlazy byly vyrazné dilatované, vyplnéné
nekrotickym materidlem, hlenem a Cetnymi kryptosporidiemi. Epitelialni bunky zlaz byly
atrofické a kuboidalné zplostélé. Lamina propria byla mirné edematozni, nebyla prekrvena
a u SCID mysi neobsahovala zanétlivé infiltraty. Naopak u mastomysi a IFN-y-KO mysi
byly pfi lamina propria detekovany shluky zanétlivych infiltratd. U SCID mysi a mastomyS§i
byla pozorovana vyrazna aktivace hlenovych bunék, zatimco u IFN-y-KO mysi byly tyto
bunky aktivovany jen ojedinéle (Obrazek 8).
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Obrazek 7. Mikrofotografie ze skenovaciho elektronového mikroskopu ukazujici vyvojova
stadia Cryptosporidium muris izolat CAT21 na slizni¢nim epitelu zlaznatého zaludku SCID
myS$i usmrcené 40 DPI. A) a B) hlen, nekroticky materidl a Cetnd vyvojova stadia
pokryvajici povrch sliznice zlaznatého zaludku, C) rozsitfeny vyvod zlazy zaludku vyplnény
oocystami, D) pohled do zlazy zaludku s uvolnénymi zoity (zo), E) povrch zlaznatého
epitelu pokrytého hlenem, v detailu je vidét uvolnéné vyvojové stadium s prodlouzenou
feeder organelou (fo), F) shluk uvolnénych vyvojovych stadii uvnitt zlazy s patrnymi feeder

organelami (fo). Méfitko je soucasti kazdé fotografie.
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Obrazek 8. Histologické fezy obarvené periodic acid shiff (PAS) ukazyjici vyvojova stadia
Cryptosporidium muris izolat CAT21 na sliznici epitelu zlaznatého zaludku u experimentalné
infikované A) SCID mysi, B) IFN-y-KO mysi, a C) mastomysi usmrcené 40 dni po infekel,
D) detail infikovanych zlaz u SCID mysi. Hroty Sipek ukazuji vyvojova stadii C. muris CAT21,
Sipky ukazuji aktivované hlenové buriky, hvézdicky ukazuji pfitomnost zanétlivych infiltratu

pii lamina propria. Méfitko je soucasti kazdé fotografie.
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5.7. Vyvojovy cyklus

Morfometrie vyvojovych stadii C. muris CAT21 byla zkouména v preparatech ziskanych
z zaludku experimentalné infikovanych SCID a IFN-y-KO mysi a mastomysi obarvenych
Wrightovym barvenim. Barvivo Wright pomaha rizové zvyraznit jadra vyvojovych stadii,
naopak parazitoforni vak obklopujici vyvojova stadia zlistava neobarveny. Vysledky
mikroskopického vysetfeni prokazaly, ze nejcastéji se vyskytovali jednobunécni trofozoiti
(Obrazek 9B). Velikost tohoto stadia byla velmi variabilni, dosahujici 4,62—-11,83 x 3,51—
8,65 um (Tabulka 8). V néateérech bylo detekovano velké mnozstvi oocyst a vétSina z nich
byla neobarvena (Obrazek 9A), ale nebylo mozné rozlisit tenkosténné a tlustosténné
oocysty. Obdobny pocet jako byl napocitan u oocyst, byl detekovan 1 u zygoty
(Obrazek 9F). Volni sporozoiti nebyli nalezeni na zadném z preparati. Dale byli detekovani
meronti obsahujici osm formujicich se merozoit, zatimco merozoti obsahujici Ctyfi
merozity nalezeni nebyli (Obrazek 9C). Volni merozoiti byli pozorovani jen zfidka
(Obrazek 9D). Zatimco makrogamety, pro které je typické vyplnéni ovalnymi
amylopektinovymi granulemi s charakteristickym pénovitym vzhledem, byly pozorovany

relativné Casto (Obrazek 9E), nepodafilo se nam detekovat mikrogamonty s 16 jadry.

Tabulka 8. Srovnani velikosti vyvojovych stadii Cryptosporidium muris CAT21. Velikost
stadii byla stanovena ze seSkrabl sliznice zaludku z experimentalné infikovanych SCID
mysi (Mus musculus), IFN-y-KO (Mus musculus) a mastomy$i (Mastomys coucha)
barvenych metodou podle Wrighta. Mysi byly infikovany davkou 1x 10° oocyst
a podrobeny pitvé 40 DPI. ND — nedetekovano.

Vyvojova stadia Délka (um) (Priamér + SD) Sitka (um) (Prumér = SD)
Oocysta 7,22-9,49 (8,46 + 0,56) 5.16-7.31 (6,15 + 0,57)
Sporozoit ND ND
Trofozoit 4,62-11,83 (6,95 + 1,62) 3.51-8.65 (5,75 + 1,34)
Meront 7.69-11.77 (9,98 + 1,44) 6.38-11,04 (8.83 + 1,64)
Merozoit 2.38-6.28 (3,98 + 1.82) 0,71-1,28 (0,93 + 0,23)
Makrogamont 6.76-11,95 (9.48 + 1,24) 6.44-10.35 (8,23 £ 0,97)
Mikrogamont ND ND
Zygota 6.08-9,78 (8.82 + 0,81) 4,57-6,84 (6,00 + 0,59)
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Obrazek 9. Vyvojova stadia Cryptosporidium muris CAT21 ziskana seSkrabem sliznice
zaludku SCID mysi (Mus musculus) experimentalné infikované 1x 10° oocyst a usmrcené
60 DPI. A) oocysta, B) jednojaderny trofozoit sfeeder organelou (hrot Sipky),
C) formujicim se merontem, D) uvolnéni merozoiti (zo), E) makrogamont, a F) zygota.

Meftitko = 10 pum.

V souladu s vysledky natéru seskrabu sliznice obarvenych Wrightovym barvenim, také
pomoci TEM jsme detekovali jen néktera vyvojova stadia (Obrazek 10). NejCastéji
detekovanymi stadii byly oocysty, zygoty a jednojaderni trofozoiti. Ve shodé s diive
uvedenym, také TEM analyza neodhalila pfitomnost Cctyfjadernych merozoit

a mikrogamontu.
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Obrazek 10. Vyvojova stadia Cryptosporidium muris CAT21 zachycena transmisnim
elektronovym mikroskopem. A) oocysta s formujici se sténou oocysty (ow),
B) jednojaderny trofozoit ukryty v parazitofornim vaku (ps), C) prufez merontem I. s plné
vyvinutymi merozoity (me), D) prifez merontem II. typu, E) makrogamont s pénovitou

strukturou zptsobenou amylopektinovymi granulemi, a F) zygota. Méfitko 2 um.

5.8. Degradace oocyst

V prabéhu celé prace bylo tfeba pracovat s velkym mnozstvim zivych, infekénich
oocyst, pificemz bylo zji§téno, ze dochéazi k vyraznym ztratdm oocyst pii skladovani.
Z téchto diavodi byl proveden test ovétujici schopnost oocyst zachovavat si svou integritu.
Jako kontrola byly pouzity oocysty C. proliferans. Pro ucely pokusu byly pouzity Cerstvé,
ne vice nez 5 dni staré oocysty s zivotaschopnosti vy$si nez 97 %. Vysledek tohoto
experimentu ukézal, ze purifikované oocysty C. muris CAT21, které byly skladované pouze
v deionizované vode¢ pii teploté 4 °C samovolné postupné excystuji. Béhem prvnich 14 dnt
skladovani doslo ke ztrate integrity u 20 % oocyst (excystaci) C. muris CAT21 v porovnani
se 4 % u C. proliferans (Graf 3). Po 30 dnech skladovani byl u C. muris CAT21 pozorovan
vyrazny pokles v poctu oocyst (90 %), zatimco u C. proliferans doslo ke ztrat€é pouhych
20 %. Po 45, respektive 60 dnech skladovani nebyl u C. muris CAT21 pozorovan zadny
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dalsi pokles v poctu excystovanych oocyst. U C. proliferans bylo zaznamenano postupné

snizeni na prumérnou hodnotu 60 % oproti zacatku experimentu.

I C. proliferans
100 4 - @ C. muris CAT21
9
o
= 80 e
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Graf 3. Degradace oocyst C. muris CAT21 a C. proliferans skladovanych v destilované

vodeé pii teploté 4 °C v prabéhu 60 dnii vztazena k hodnotam zjisténym v den O.
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6. Diskuse

Stievni druh C. parvum a zaludecni druh C. muris byly prvnimi popsanymi druhy v ramci
rodu Cryptosporidium. Oba druhy byly na zacatku 20. stoleti odliSeny na zakladé
morfologie oocyst a lokalizaci vyvojového cyklu v hostiteli, kterym pro oba druhy byla
laboratorni mys§ (Tyzzer 1907; 1912). Az do konce 20. stoleti byly vSechny izolaty
zaludec€nich kryptosporidii oznacovany za C. muris nebo C. muris-like, a to bez ohledu na
to, zjakého hostitele pochazely (Anderson 1987; Dubey et al. 2002; Hikosaka a Nakai
2005).

V soucasné dobé jsou uznany tfi druhy zaludecnich kryptosporidii savct, C. muris,
C. andersoni a C. proliferans, stim, ze dva posledné jmenované druhy byly ptvodné
oznacovany jako C. muris a byly od C. muris odliSeny na zakladé biologickych
charakteristik a molekularnich odlisnosti (Lindsay et al. 2000; Kvag et al. 2016).

V ramci druhu C. muris bylo do soucasné doby popsano nekolik izolatd, které se od sebe
geneticky , nelisi“, ale maji rizné biologické vlastnosti (Iseki 1986; Kvac¢ et al. 2008).
Odlisnost jednotlivych izolatd C. muris je vSak provedena jen na nékolika malo genech.
Genové sekvence geni SSU, HSP70, aktin a TRAP-C1 nami studovaného izolatu
C. muris CAT21 se nelisily od sekvenci genti dalSich izolati C. muris ziskanych po celém
svété z ruznych hostiteld. Tyto geny jsou bézné€ pouzivany pro odliseni jednotlivych druht
kryptosporidii v ramci rodu Cryptosporidium (Morgan-Ryan et al. 2001; Jiang et al. 2005,
Tang et al. 2016). Nicméné lze na zakladé jiz diive publikovanych vysledkt predpokladat,
ze se jednotlivé izolaty budou mezi sebou lisit na dalSich genech (Kvac¢ et al. 2016).
Prikladem muze byt vnitrodruhova variabilita v ramci druhu C. parvum. Jednotlivé izolaty
tohoto druhu se na zminénych genech neli$i, zatimco pfi genomovém sekvenovani byly
zjistény rozdily. SouCasné je znamo, ze jednotlivé izolaty se od sebe vyrazné lisi
biologickymi vlastnostmi. Napftiklad izolaty oznacované jako Ilc, které byly odliSeny
na zakladé sekvenci genu kodujiciho 60 kDa protein, jsou infek¢ni vyhradné pro cloveka,
zatimco izolaty IIa jsou dominanté detekovany u skotu a IId u ovci (Couto et al. 2014; Wang
et al. 2014; Deshpande et al. 2015). Obdobné rozdily v genetické a biologické diverzité byly
identifikovany u dalSich druhti/genotypt kryptosporidii — C. hominis nebo C. ubiquitum
(Feng et al. 2009; Li et al. 2014). Bohuzel v ramci genotypizace zaludecnich kryptosporidii
savcu neni znam zadny marker, pomoci kterého by bylo mozné jednotlivé izolaty od sebe

odlisit (Wang et al. 2012).
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Stejné tak jako v ptipadé C. parvum, C. hominis nebo C. ubiquitum, také v ramci
C. muris byly identifikovany riizné izolaty lisici se od sebe biologickymi vlastnostmi.
Cryptosporidium muris je povazovano za druh specificky pro mysi a potkany (Tyzzer 1910;
Iseki 1986). Nami studovany izolat CAT21 byl ziskén z pfirozené infikované kocky.
Lze prepokladat, ze infekce je na koCky prenesena z pfirozeného hostitele, tedy z mysi, které
jsou druhem C. muris parazitovany relativné casto (~30 %) (Kvac 2022, osobni sdélent).
Infekce kocek C. muris jsou vSak vzacné, o Cemz sv&d¢i pouhé tii piipady pfirozené infekce
kocek, vetné naseho (Santin et al. 2006; Pavlasek a Ryan 2007). Neni jasné, jestli infekce
kocek je zptsobena vlastnostmi izolatu nebo individualni vnimavosti kocek. V nasi studii
s infikovanou ko¢kou (data nejsou ukazana). Zadna ze sledovanych kocek nebyla pozitivni
na C. muris. Tyto vysledky lze povazovat za obdobné tém, které uvadi Santin et al. (2006)
a Pavlasek a Ryan (2007). V jejich studiich se vzdy jednalo o jednoho jedince. Naopak Iseki
et al. (1989), ktery proved] experimentalni inokulaci ko¢ek izolatem RN66 uvadi uspésnou
infekci vSech tii kocek.

Infekce zalude¢nimi kryptosporidiemi savcu je ve vétSiné piipadi asymptomaticka
(Iseki et al. 1989; Rhee et al. 1991; Ozkul a Aydin 1994; Hikosaka a Nakai 2005; Kva¢ et
al. 2008). V ojedinélych piipadech byly v souvislosti s zaludec¢ni kryptosporididézou
popsany klinické pfiznaky. Pospischil et al. (1987) popsali anorexii antilop chovanych
v zoologické zahradé€, u kterych byly v trusu detekovany oocysty morfologicky identické
s C. muris. Z dne$niho pohledu vSak nemuizeme s jistotou tvrdit, Ze se o C. muris jednalo,
protoze nebyla provedena molekularni genotypizace. U skotu infikovaného C. andersoni
byl u nékterych kust popsan pokles mlécné produkce a ztrata télesné kondice (Esteban
a Anderson 1995; Anderson 1998). U nami sledované koCky nebyly v prabéhu 110 dnu
zjistény zadné klinické priznaky spojené s infekci C. muris, coz je v souladu s vysledky
Iseki et al. (1989). Naopak Pavlasek a Ryan (2007) popisuji u ko€ky s C. muris infekci
vyrazné klinické piiznaky vCetné prijmu a zvraceni. Autofi pripisuji tyto piiznaky infekci
C. muris, nicméné zcela opomijeji fakt, ze kocka byla soucasné infikovana Skrkavkou
Toxocara cati. Je tedy pravdépodobné, ze zdravotni obtize jimi sledované kocky byly
zpusobné prave infekci 7. cati, pro kterou jsou popisované klinické pfiznaky typické
(Overgaauw 1997; Ursache et al. 2021).

Izolat C. muris CAT21 charakterizovany v této praci byl plné€ infekcni pro laboratorni
hlodavce. Ke stejnym zavéram dospéli i Pavlasek a Ryan (2007), ktefi uspesné infikovali

laboratorni mys$i. V pfipadé€ izolatu C. muris RN66 nejsou dostupné udaje. Ve studii Iseki
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et al. (1989) zpétné€ nepouzili oocysty ziskané z koCek pro infekce laboratornich hlodavci.
Izolat CAT21 byl infekéni jak pro imunokompetentni, tak imunodeficitni mySi a mastomysi.
Obdobnou hostitelskou specifitu popsali 1 Pavlasek a Ryan (2007) u jejich izolatu, kdyz
uspésné infikovali laboratorni mysi a potkany (bez oznacCeni kment). Prepatentni perioda
nami testovaného izolatu byla u mysi identicka s prepatentni periodou popsanou Pavlaskem
a Ryanem (2007) (11 dnt1). Obdobnou prepatentni periodu popsal i Rhee et al. (1995), ktery
pouzil izolat C. muris MCR. Naopak experimentalné infikovani psi, morcata, kralici a mysi
infikovani izolatem C. muris pouzitym Aydin a Ozkul (1996) zacali vylucovat oocysty jiZ
7 DPI. K podobnym vysledkiim dospéli i Matsue et al. (2001), ktefi infikovali laboratorni
mys$i izolatem RN66, ale také Kvac et al. (2008), ktefi popsali pribéh infekce u mysi
a hrabosu infikovanych izolatem C. muris CBO03 plivodné ziskaného zvelblouda
dvouhrbého. U tohoto izolatu se v§ak lisila prepatentni perioda u sledovanych hostiteld, kdy
u myS$i byla 9 dni, zatimco u hrabost 14 dnt (Kvac et al. 2008). Na prabéh infekce muaze
mit také vliv infekéni davka. Nékteré studie uvadéji, ze se snizujicim se poctem oocyst
v infek¢ni davce se prodluzuje prepatentni perioda (Matsue et al. 2001), zatimco jiné studie
tento fenomén nepotvrzuji (Rhee et al. 1995; Aydin a Ozkul 1996; Melicherova et al. 2013).
V nasi studii i ve studiich, se kterymi jsme vysledky srovnavali, byly pouzity infekéni davky
od 10° do 10°, coz by nemélo mit zasadni vliv na pribéh infekce. Podle Matsue et al. (2001)
dochazi k prodlouzeni prepatentni periody az pfi infek&nich davkach nizsich nez 102,

Prubéh infekce zpasobeny C. muris CAT21 u laboratornich hlodavct se lisil v zavislosti
na druhu hostitele a soucasné se odliSoval od jinych izolatd C. muris. Imunokompetentni
mys$i infikované C. muris CAT21 se vylécily zinfekce do 42 dni po infekci, zatimco
Rhee et al. (1995) uvadi patentni periodu pro izolat MCR v délce 71-75 dnd. Naopak
Kvac (2008) uvadi, ze BALB/c mysi infikované C. muris CBO3 ztrati infekci do 22 dna.
U imunodeficitnich SCID mys§i jsme po pocatecnim narastu infekce pozorovali vyrazny
pokles v mnozstvi vyluCovanych oocyst. Takovyto vyvoj u imunodeficitnich myS§i byl
neoCekavany a neni srovnatelny s zadnymi dosud publikovanymi vysledky. Kvac et al.
(2008; 2016), ktefti sledovali pribéh infekce C. muris CB03, C. muris RN66 a C. proliferans
u SCID mysi neuvadi zadny takovyto pokles, naopak zmituji kontinualni masivni infekci.
Podrobné udaje o prubéhu infekce dal§imi kociC¢imi izolaty C. muris v imunodeficitnich
mySsich nejsou k dispozici.

U mastomysi, které nejsou ¢asto pouzivany jako modelovy hostitel, byl zjistén vyrazny

rozdil v pribéhu infekce mezi C. muris CAT21 a C. proliferans. Zatimco mastomysi
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infikované C. proliferans maji celozivotni infekci doprovazenou masivni intenzitou infekce
(Kvac et al. 2016), mastomysi infikované C. muris CAT21 se vylécily za 55 dni.

Intenzita infekce u nami sledované kocky, ktera vyludovala okolo 10* az 3x10° oocyst
na gram trusu, se neliil od udaja Iseki et al. (1989), ktery uvadi denni produkci okolo
107 oocyst/zvite. Informace o intenzits infekce u dal§ich kocek nejsou znamy (Santin et al.
2006; Pavlasek a Ryan 2007).

Nami sledovana kocka se po 110 dnech sledovani vylécila z infekce. Vzhledem k tomu,
ze se jednalo o starsi zvife a nevime, kdy se nakazila, nelze odhadnout, jak dlouho trvala
patentni perioda. Z vysledka Iseki et al (1989) lze odvozovat, ze délka paterni periody
je delsi nez 150 dnt, coz odpovida i nasemu sledovani.

Zaludedni kryptosporidie saved parazituji vyhradné ve Zlaznatém zaludku svych
hostitelt (Tyzzer 1910; Iseki 1986; Kvac et al. 2016). V souladu s t€mito zjisténimi jsou
i naSe vysledky. Nebyly zji§tény zadné rozdily v lokalizaci infekce C. muris CAT21
a dalsich C. muris izolatd. Vsechny C. muris izolaty vyhradné infikuji zlaznatou cast
zaludku hlodavcu. U kocek, které byly infikované C. muris, byli Iseki et al. (1989) jedini,
ktefi provedli pitvu a prokazali, ze u kocek je lokalizace infekce stejna jako u hlodavci.
Endogenni vyvojova stadia C. muris CAT21 se morfologicky a velikostné nelisi od stadii
ostatnich zaludecnich kryptosporidii savci (Tyzzer 1910; Melicherova et al. 2013).
Ve shodé€ s ostatnimi autory jsme nalezli velky pocet jednojadernych trofozoiti a merozitd.
Na rozdil od ptedchozich popist jsme nedetekovali Ctyfjaderné meronty a mikrogamonty.
Jejich nepfitomnost neni pravdépodobné zpusobena absenci v ramci vyvojového cyklu,
ale spiSe faktem, ze ob€ zminéna stadia se vyskytuji velmi malo (Melicherova et al. 2013).

Patologické zmény zpusobené infekci ZzaludeCnimi kryptosporidiemi savci jsou
variabilni. U druhu C. andersoni byly popsany zmény v pH v abomasu a trojnasobné
zvySeni hmotnosti infikované Casti slezu (Anderson 1998). Kvac a Vitovec (2003) popisuji
také zvySenou produkci hlenu a nekrotického materidlu. Obdobné zmény jsou navic
popisovany 1 u mastomys$i infikovanych C. proliferans (Kvac et al. 2016). Naopak u mysi
infikovanych C. proliferans, C. muris CB03 nebo C. muris RN66 nejsou popisovany zadné
makroskopické zmény ani vyrazné zmeény ve funkcnich vlastnostech (Iseki 1986; Iseki et al.
1989; Kvac et al. 2008; 2016). U mysi a mastomysi infikovanych C. muris CAT21 byla
pozorovana zvySenda produkce hlenu. Obdobny nélez byl pozorovan také u mysi
a mastomys$i infikovanych C. prolifrans (Kvac et al. 2016). Bohuzel ostatni publikace se

o produkci hlenu indukovaného infekci C. muris nezminuji.
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Na rozdil od C. proliferans, ktera zpusobuje masivni proliferaci epitelu zaludku,
C. muris CAT21 takovéto zmény neindukuje, coz je v souladu s popisy patogenity dalSich
C. muris izolatd (RN66, CB03) (Iseki et al. 1989; Kvac et al. 2008). U mysi [FN-y-KO
a mastomysi byla detekovana ptitomnost zanétlivych infiltrata pii amina propria ukazujici
na imunitni odpovéd” hostitele na infekci. Obdobné imunitni odpoveéd’ byla popsana u mysi
a mastomysi infikovanych C. proliferans, C. muris RN66 a C. muris CBO3 (Jalovecka et al.
2010; Kvac et al. 2011). Zatimco mastomysi infikované C. muris CAT21 a C. muris CB03
se z infekce vyléci (Kvac et al. 2008), infekce C. proliferans je u téchto hostitelti celozivotni
(Kvac et al. 2016).

Oocysty kryptosporidii maji rizny tvar. Zatimco oocysty stievnich druhd jsou vétSinou
mensi a okrouhlé, oocysty zaludecnich druha jsou ovalné a vétsi. Experimentalni studie
provedené na druzich patficich do obou skupin, tedy jak stievnich, tak zalude¢nich druht
kryptosporidii, prokazaly, ze oocysty nalezici jednomu druhu si zachovavaji svij tvar
a velikost nezavisle na druhu hostitele, pfes ktery jsou pasazovany (Holubova et al. 2016;
Kvac et al. 2018; Jezkova et al. 2021a). Ke stejnému zavéru jsme dospéli 1 v nasi praci.
Oocysty C. muris CAT21 ziskané z ptirozené infikované kocky se morfometricky nelisily
od oocyst stejného izolatu pasazovaného pies rtizné hlodavci hostitele. Porovnanim
velikosti oocyst riznych izolath C. muris, které jsme béhem prace méli k dispozici, jsme
zjistili, ze oocysty CAT21 se velikostné nelisi od oocyst C. muris RN66 a C. muris
CBO3 jsou vétsi nez oocysty C. proliferans. Pokud porovname publikované udaje, zjistime,
ze mezi jednotlivymi izolaty ale nepatrné rozdily jsou. Izolat C. muris, ktery byl ziskany
z Clovéka je vyrazné mensi nez ostatni izolaty C. muris (Katsumata et al. 2000) a velikostné
identicky s izolatem z Clethrionomys glareolus (Chalmers et al. 1997).

Oocysty kryptosporidii se vyvinuly tak, aby chranily sporozoity a maximalizovaly jejich
preziti od okamziku, kdy se uvolni z epitelové buriky, az do okamziku, kdy je pozie novy
hostitel (Widmer et al. 2007, Bouzid et al. 2013; Sponseller et al. 2014). Obecné
se prepoklada, ze oocysty kryptosporidii jsou velice odolné neptiznivym podminkam
vnéj§iho prostfedi. Nicméné naSe poznatky vychazeji predevSim z Siteni C. parvum
v populaci hospodaiskych zvitat a lidi (Robertson et al. 2014). Mezi jednotlivymi druhy
vSak pravdépodobné existuji vyznamné rozdily, které dosud nebyly intenzivné studovany.
Oocysty C. parvum jsou extrémné odolné a ziistavaji infekéni vice nez 8 mésicti v temnych,
chladnych a vlhkych podminkach (Robertson et al. 1992). S tim je spojena 1 schopnost
oocyst zachovat si integritu stény oocysty a ochranit sporozoity. Oocysty C. andersoni
zustavaji infek¢ni jen po dobu 5-6 mésici (Kvac et al. 2007a) a dochazi k postupné
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degradaci oocyst, nicméné vétSina oocyst zustava kompaktnich. V ramci nasi studie jsme
porovnavali oocysty C. muris CAT21 a C. proliferans. Zatimco oocysty C. proliferans
se ukazuji jako strukturalné stabilni béhem skladovani a podle diivéjSich studii
si zachovavaji infektivitu po dobu vice nez 6 mésicu (Schulzova 2022), vétSina oocyst

(90 %) C. muris CAT21 ztratilo integritu stény oocysty béhem 2 mésict skladovani.
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7. Zavéry
Vysledky této prace prokazaly, ze izolat C. muris CAT21 neni na testovanych genech
molekularné odlisitelny od jinych izolatt C. muris, ale vykazuje nékteré odlisné biologické

vlastnosti:

e vyvolava vyraznou imunitni odpoveéd” hostitele projevujici se migraci/proliferaci bunek
imunitniho sytému do tkané zaludku;

e zpusobuje mirngjsi infekci u imunodeficitnich mysi;

e aktivuje hlenové buriky ve zlaznaté casti zaludku ke zvySené produkci hlenu, obdobné
jako C. proliferans;

o izolat C. muris CAT 21 mé vyrazné omezenou zivotaschopnost oocyst projevujici

se jejich rychlou degradaci.
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