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Abstrakt

Kryptosporidie, patiici do kmene Apicomplexa, jsou paraziti vyskytujici se u vSech
tfid obratlovcd po celém svété, véetné Cloveka. Infikuji gastrointestinalni trakt, coz
muize vést k akutnimu nebo chronickému priijmovému onemocnéni, zejména u jedincti
s oslabenym imunitnim systémem. Infekce se Sifi kontaminovanou vodou, potravou
nebo pfimym kontaktem. Kli¢ovym aspektem je proces excystace, ktery umoziiuje pr-
vokim infikovat hostitele. Studie se zaméfuje na podminky prostiedi zazivaciho
traktu, ve kterych probiha excystace kryptosporidii, a na faktory nutné k tomuto pro-
cesu. Vyzkum ukazal, ze rizné druhy kryptosporidii vykazuji variabilitu v excystaci v
zavislosti na lokalizaci v téle hostitele.

Vysledky naznacuji, ze rizné druhy kryptosporidii excystuji nejefektivnéji v riznych
Castech traviciho traktu, tedy pro aspésnou infekci je dilezita spravna lokalizace ex-
cystace. Experimenty ukazaly, Ze teplota prostiedi a pH hraji klicovou roli. Vyzkum
naznacuje existenci ochranného faktoru v téle hostitele, ktery omezuje excystaci v tra-
vicim traktu. Studie také zkouma prepatentni periodu jednotlivych druht kryptospo-
ridii a zjist'uje, ze zplusob inokulace nema vliv na délku této periody. Porozuméni pro-
cesu excystace a podminkam, které ho ovliviiuji, je klicové pro vyvoj ucinné terapie

kryptosporidiozy.

Klicova slova: Cryptosporidium mortiferum, Cryptosporidium parvum, Cryptospo-
ridium proliferans, excystace, lokalizace vyvoje, laparotomické operace, inokulace,

infektivita



Abstract

Cryptosporidium, belonging to the phylum Apicomplexa, are parasites found across
all classes of vertebrates worldwide, including humans. They infect the gastrointestinal
tract, leading to acute or chronic diarrheal disease, especially in individuals with wea-
kened immune systems. Infection spreads through contaminated water, food, or direct
contact. A main aspect is the excystation process, which allows the parasites to infect
the host. The study focuses on the environmental conditions of the gastrointestinal tract
where Cryptosporidium excystation occurs and the factors necessary for this process.
Research has shown that different species of Cryptosporidium exhibit variability in
excystation depending on their location in the host's body. The results suggest that
different species of Cryptosporidium excyst most efficiently in different parts of the
digestive tract, thus proper excystation localization is crucial for successful infection.
Experiments have shown that environmental temperature and pH play a key role. Re-
search indicates the existence of a protective factor in the host's body that limits ex-
cystation in the digestive tract. The study also examines the prepatent period of indi-
vidual Cryptosporidium species and finds that the method of inoculation does not
affect the length of this period. Understanding the excystation process and the conditi-

ons that influence it is crucial for the development of effective cryptosporidiosis the-

rapy.

Keywords: Cryptosporidium mortiferum, Cryptosporidium parvum, Cryptosporidium
proliferans, excystation, localization of development, laparotomy surgery, inocula-

tion, infectivity
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Uvod

Kryptosporidie patii do kmene Apicomplexa (Cavalier et Smith, 2014). Vyskytuji se
u vsech tfid obratlovct a nachazeji se po celém svéteé. Kryptosporidie infikuji gastro-
intestinalni trakt vétsiny obratlovca vCetné Cloveka. Je znamo, ze nékteré druhy infi-
kuji mnoho hostiteld, jiné pouze urcité hostitelské skupiny (napt. prezvykavce nebo
hlodavce), nebo pouze jeden druh hostitele (Fayer et Xiao, 2007).

Kryptosporidie zptsobuji u svych hostitelti prijmové onemocnéni, kryptosporidi-
6zu, které mize probihat akutné nebo chronicky s rliznou intenzitou a klinickymi pfi-
znaky. U jedinci s poruchou imunitniho systému muize byt infekce zivot ohrozujici
(Raskova et al., 2012). Infek¢ni oocysty kryptosporidii se mohou §ifit kontaminovanou
vodou, potravou nebo pfimym kontaktem. Hostitel se nakazi pozienim téchto infekc-
nich oocyst (Khan et Witola, 2023). Razni hostitelé mohou pusobit jako rezervoary a
kryptosporidie mohou dlouho pietrvavat v prostiedi jako oocysty (Bones et al., 2019).

Infekce zacina, kdyz hostitel pozie infekéni oocysty. Nasleduje 1. faze vyvojo-
vého cyklu — excystace, ktera probiha pouze za urcitych podminek prostredi, z nich
stézejni je teplota téla (Fayer et al.,1990).

Tato prace je zaméfena na studovani podminek prostiedi zazivaciho traktu, ve
kterych excystace probihd s ohledem na lokalizaci vyvoje, a zaroveil na podminky,

které jsou nutné k excystaci a samotnému propuknuti infekce.




1 Literarni prehled

Kryptosporidie patfi do kmene Apicomplexa (Cavalier et Smith, 2014). Jsou rodem
parazitickych prvoka, ktefi infikuji epitelialni bunky na hranici mikroklkt gastrointes-
tinalniho traktu. Vyskytuji se u vSech tiid obratlovct a nachazeji se po celém svéte.
Prubéh infekce se lisi podle druhu kryptosporidie. Je znamo, ze nékteré druhy infikuji
mnoho hostiteld, jiné pouze urcité hostitelské skupiny (napt. prezvykavce nebo hlo-
davce), nebo pouze jeden druh hostitele. Nekteré druhy kryptosporidii zpisobuji za-
vazné patologické zmény na infikovanych organech a infekce mize byt fatalni, u ji-
nych probiha infekce bezptiznakové v chronické forme (Fayer et Xiao, 2007).

1.1 Taxonomie

Jednim z hlavnich divodu vleklych sporti o taxonomii kryptosporidii je obtiznost na-
plnéni definice biologického druhu. Klasicka definice druhu je, ze jedinci se vzajemné
kiizi mezi sebou v pfirozenych populacich, ale zaroven se reprodukéné izoluji od ji-
nych skupin (druhit), coz lze u kryptosporidii t€zko urdit.

Jednotlivé druhy kryptosporidii se mohou od sebe liSit lokalizaci vyvojového
cyklu v hostiteli a velikosti oocyst. Nicméné¢ tyto biologické vlastnosti se u fady druht
prekryvaji a nejsou tak spolehlivym diferencidlnim a diagnostickym znakem. Ptesto
jsou tyto charakteristiky pozadovany pfi popisu nového druhu. V soucasné dobé jsou
druhy od sebe odliSovany na zakladé genetickych metod (Xiao et al., 2004; Ryan et
al., 2021).

Taxonomické zarazeni:

Ri§e: Chromalveolata (Adl et al., 2005)

Tato fiSe je velmi pocetna a zahrnuje protista a mnohobunécna eukaryota. Nazev této
fiSe byl odvozen od byvalé tiSe Chromista a ptitomnosti kortikalnich alveol. Jedinym
spoleCnym znakem mezi organismy z této fise je pfitomnost plastidi a celulozy. Nej-
nov¢jsi studie ukazuji, ze nejde o monofyletickou skupinu.

PodriSe: Alveolata (Cavalier-Smith, 1991)

Tento nazev vznikl diky pfitomnosti kortikalnich alveol na povrchu bunek. Vyztuzu;ji
povrch buriky pod cytoplazmatickou membranou pomoci proteint a celulozy.

Kmen: Apicomplexa (Levine, 1990)

Vytrusovci nesou své jméno podle tzv. apikalniho komplexu. To je soubor nekolika

organel, které se nachazeji na prednim podlu vyvojovych stadii (sporozoiti a
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merozoiti). Nalezneme tam skeletovité utvary a sekrecni zlazky (kyjovité rhoptrie a
vlaskovité mikronemy). Apikalni komplex slouzi k napadeni hostitelské butiky.

Trida: Conoidasida (Levine, 1988)

Diive byly kryptosporidie mylné fazeny do kokcidii.
Rod: Cryptosporidium (Tyzzer, 1907)

V soucasné dobé je uznano 51 platnych druhd kryptosporidii a velké mnozstvi izolath
bez taxonomického zafazeni, které nazyvame genotypy a jez jsou €asto pojmenovany
dle typového hostitele (Fayer, 2010). Nejvice druhti (30) bylo detekovano u savcl a
nejméné (1) u obojzivelnika (Tabulka 1). Rod Cryptosporidium a jeho odliSnost od
kokcidii byl poprvé pozorovan v zaludku a nasledné ve stfevé u mysi (Tyzzer 1910,

1912).

Tabulka 1: Platné druhy kryptosporidii savcl

Druh Citace
C. alticolis Horcickova et al., 2021
C. andersoni Lindsay et al., 2000
C. apodemi Condlova et al., 2018
C. bovis Fayer et al., 2005
C. canis Fayer et al., 2001
C. cuniculus Robinson et al., 2010
C. ditrichi Condlova et al., 2018
C. erinacei Kvac et al., 2014
C. fayeri Ryan et al., 2008
C. felis Iseki, 1979
C. homai Zahedi et al., 2017
C. hominis Morgan-Ryan et al., 2002
C. macropodum Power et al., 2008
C. microti Horcickova et al., 2018
C. mortiferum Jezkova et al., 2023
C. muris Tyzzer, 1910
C. myocastoris Jezkova et al., 2021
C. occultus Kvac et al., 2018
C. parvum Tyzzer, 1912
C. proliferans Kvac et al., 2016
C. ratti Jezkova et al., 2021
C. rubeyi Lietal., 2015
C. ryanae Fayer et al., 2008
C. scrofarum Kvac et al., 2013
C. suis Ryan et al., 2004
C. tyzzeri Ren et al., 2012
C. ubiquitum Fayer et al., 2010
C. viatorum Elwin et al., 2012
C. wrairi Vetterling et al., 1991
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C. xiaoi Fayer et Santin, 2009
C. equi Huang et al., 2023

1.2 Kryptosporidie a kryptosporidioza

Kryptosporidie zptsobuji u svych hostiteld prijmové onemocnéni, kryptosporidiozu,
které muaze probihat akutné nebo chronicky s riznou intenzitou a klinickymi pfiznaky.
U jedinct s poruchou imunitniho systému muze byt infekce zivot ohrozujici (Raskova
et al., 2012).

Vétsina druhtl parazituje v oblasti mikroklku stievni sliznice, mensi skupina kryp-
tosporidii parazituje ve zlaznatém zaludku, v dychacim systému, ptipadné v dalSich
organech jako jsou ledviny nebo zlu¢ovody. Infekce vede k atrofii klki, hyperplazii
krypt a infiltraci leukocytl v lamina propria (Goodgame et al., 1995).

Zdrojem infekce je fekalné-oralni cesta. Infekéni oocysty kryptosporidii se mohou
Sifit kontaminovanou vodou, potravou nebo pifimym kontaktem. Hostitel se nakazi
pozienim téchto infekénich oocyst (Khan et Witola, 2023). Razni hostitelé mohou pu-
sobit jako rezervoary a kryptosporidie mohou dlouho v prostiedi jako oocysty pretr-
vavat (Bones et al., 2019). Oocysty jsou také odolné vici témér véem konvencnim
dezinfekénim metodam a Gpravam vody. Kontrola parazitarni infekce je velmi obtizna
kvuli vylucovani velkého mnozstvi infekénich oocyst ve vykalech infikovanych je-
dincu, které kontaminuji zivotni prostfedi a slouzi jako zdroj infekce pro vnimavé hos-
titele (Khan et Witola, 2023).

Za vétSinu lidskych pripada kryptosporididzy jsou zodpovédné druhy C. hominis
a C. parvum. Prestoze lidé jsou Casto infikovani druhem C. parvum, tada infekci je
pusobena zoonotickym pienosem infekce ze zvirat (Ryan et al., 2021). U méné Castych
druht infikujicich ¢loveka jsou zdrojem infekce hlodavci, zejména ti, ktefi ziji synan-
tropnim zpusobem zivota(Raskova et al., 2012).

Typickym piiznakem infekce je vodnaty prijem a malabsorpce souvisejici s ma-
labsorpci sodiku, elektrogenni sekreci chloridi a zvySenou propustnosti stiev (Good-
game et al., 1995).

V soucasné dobé neni k dispozici spolehlivy 1é€ebny preparat. Vyvoj léku na
kryptosporidiozu je velmi obtizny kvili jedinecnému intracelularnimu umisténi v hos-
titeli. Jedinou 1é&bou infekce kryptosporidiemi schvalenou americkym Utadem pro
kontrolu potravin a lé¢iv (FDA) je nitazoxanid, u kterého byla prokazana stfedni ucin-
nost u pacientll s kompetentni imunitou. Zaroven nejsou k dispozici zadné G¢inné te-

rapeutické 1éky pro 1écbu zavazné, potencialné zivot ohrozujici kryptosporididzy u
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imunodeficientnich pacientti, malych déti a novorozenych hospodatskych zvirat (Khan
et Witola, 2023). V piipadé imunodeficitnich pacientti 1éCenych nitazoxanidem do-

chazi k relapsim infekce.

1.3 Vyvojovy cyklus

Paraziti rodu Cryptosporidium byly dlouho zarazovany mezi kokcidie, a to praveé diky
podobnosti vyvojového cyklu. Ta byla ov§em za pouziti molekularnich metod vyvra-
cena (Fayer et al., 2008). Délka vyvojového cyklu je druhové specificka, ale zavisi 1
na hostiteli a stavu jeho imunitniho systému. Kryptosporidie se v hostiteli rozmnozuji
jak nepohlavng, tak pohlavné a k ptfenosu mezi hostiteli dochazi prostfednictvim mei-

otickych spor zvanych oocysty (English et al., 2022).

Vyvojovy cyklus muZzeme rozdélit do 4 fazi:

1. Excystace: uvolnéni infek¢nich sporozoiti z oocysty

2. Merogonie: nepohlavni faze
3. Gametogonie: tvoreni mikrogamet a makrogamet — pohlavni rozmnozovani
4. Sporogonie: vznik infekénich sporozoitl uvniti oocysty (Current et Garcia,
1991; English et al., 2022)
A Prenos
Oocysta A ! Sporulace
s Meibza
Sporozoit
p 9 Zygota
- Merozoit
w 4
Asex ‘J u.4 A
Pyw  Gamet Oplozeni
o KR
[ ., Gamety

Meront

Cryptosporidium
revidovany vyvojovy cyklus

Obrazek 1: Revidovany vyvojovy cyklus Cryptosporidium spp. (English et al., 2022) - upraveno
1. Excystace
Zivotni cyklus kryptosporidie za&ina, kdy? hostitel pozie oocysty. Po pozieni oo-
cysty probéhne 1. faze, tedy excystace, bez které nemuze byt zahajena infekce (Fayer
et al., 1990). Pro vétsinu kryptosporidii je typické, ze oocysta musi byt vystavena re-

dukénim podminkam v zaludku s naslednou expozici podminkam ve stievé (Fayer et
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Xiao, 2007). U kryptosporidii mtze takova expozice zvySsit pocet excystovanych oo-
cyst, ale byla prokazana i excystace oocyst v teplych vodnych roztocich. Diky této
vlastnosti mohou oocysty infikovat i respiracni systém (Fayer et al.,1990), zlu¢nik a
zluCové cesty, lymfatické tkan€ a samci 1 samici pohlavni systém (Fleta et al., 1995;
Fayer et Xiao, 2007). Na jednom polu oocysty se otevie tzv. sutura a dojde k uvolnéni
infekCnich sporozoitl. Sporozoiti, ktefi excystuji z oocysty, jsou pohyblivi. Nejprve
se piiblizi k apikalnimu konci potencionaln€ vhodné hostitelské buriky a pak ji aktivné
napadaji (Fayer et Xiao, 2007; O'Hara et Chen, 2011).

Pfipojeni sporozoiti, ktefi maji tvar palmeésice nebo bumerangu, se stavaji oval-
nymi az kulovitymi. Vakuoly tvofici se na pfednim konci se shlukuji a obklopuji pa-
razita a tvori parazitoforni vak, ktery se spoji s cytoplazmatickou membranou hostitel-
ské buniky a tim tvofi rozhrani parazit-hostitel. Sporozoiti v parazitofornim vaku jsou
intracelularni, ale nejsou v pfimém kontaktu s cytoplazmou hostitelské bunky, takze
jsou zaroven extracytoplazmatické. V misté spojeni s buiikou se vytvaii jedinecna
struktura, tzv. vyzivovaci (feeder) organela, ktera poskytuje parazitovi ziviny a energii
z hostitelské buiiky. V experimentech na bunéénych kulturach bylo pfipojovani a in-
ternalizace dokonceno béhem 15 minut (Fayer et Xiao, 2007).

2. Merogonie
Dalsi fazi je merogonie. V parazitofornim vaku se tvoii trofozoit, ktery se nepohlavné
mnozi a vznikaji meronti (Bouzid et al., 2013). Predmétem diskuzi je poCet generaci
merogonii. Dosud se predpoklada, ze kryptosporidie provadi 2-3 generace nepohlavni
replikace (Obrazek 1), po nichz nésleduje jedind generace sexualnich stadii, ktera je
nezavisla na podnétech z prostfedi. Pfi merogonii vznikaji meronti typu I, Il a pfipadné
III. Z meronti typu I vznika 8 merozoit a z merontt typu II, respektive Il vznikaji 4
merozoiti (English et al., 2022). Nicméné Striepen a kol. v roce 2023 publikovali vy-
sledky, které ukazuji, ze merozoiti II. typu se na gametogonii nepodileji a jejich pfi-
tomnost ve vyvojovém cyklu tak zistava nevyjasnéna.

3. Gametogonie a oplozeni

Potomstvo kazdého meronta ma asexualni nebo sexualni ucel, pfi¢emz merozoiti po-
sledniho typu davaji vzniknout sam¢im gamontim (mikrogamont) a sami¢im gamon-
tim (makrogamont; Obrazek 1) (English et al., 2022; Goebel et Braendler, 1982).
Samc¢i gamont podstupuje 4 kola synchronniho jaderného déleni, které davaji
vzniknout 16 mikrogamentam, zatimco samici gamont dava vzniknout jedné gamet¢,

ktera se zvétSuje a hromadi bilkoviny, lipidy a sacharidy pro budouci oocystu. Samci
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gamety oplodiiuji sami¢i gametu. Po oplozeni dochéazi k meidze (vznik zygoty) a
tvorbe ochranné stény (English et al., 2022). Produkce oocyst je nezbytna pro prenos,
ale také muze hrat roli v pokracujici infekci ve stavajicim hostiteli (Tandel et al.,
2019).
4. Sporogonie

Procesem sporogonie prochdzi diploidni zygota. Vysledkem jsou 4 haploidni
sporozoiti ulozeni ve sporulované oocysté, ktera muze byt bud’ tenkosténna, nebo
silnosténna (Current et al., 1986). Oocysty jsou ihned po vylouceni z téla hostitele

infek¢ni (English et al., 2022).

1.3.1 Metody excystace

V prabéhu evoluce se v ramci rodu Cryptosporidium vyvinuly 2 linie, z nichz jedna se
prizpusobila kyselému prostiedi zaludku a druha linie kryptosporidii parazituje v pro-
stfedi stfeva. Diive se predpokladalo, Ze vSechny druhy stfevnich kryptosporidii para-
zituji primarn€ v tenkém stfevé a z tohoto divodu byly excysta¢ni metody koncipo-
vané na zakladé té€chto predpokladi.

Predpokladalo se, Ze proces uvoliiovani sporozoitli z oocysty, excystace, je
ovlivnén podminkami, kde infekce probiha (Widmer et al., 2007). Experimentalni vy-
zkumy prokazaly, ze pro uspéSnou excystaci je tieba vice faktori a fada spoustéct z
prostfedi — zmény teplot, pH, ptsobeni zlucovych soli, enzymi a proteaz.

Byly vyvinuty in vitro metody pro excystaci zaludeCnich a stfevnich kryptospo-
ridii. V ramci zalude¢nich druht byly excysta¢ni metody testovany u druha C. ander-
soni a C. muris (Fayer et al., 2009). VSechny dosud provedené studie se shodly na
faktu, ze kli¢ovym faktorem vyvolavajicim excystaci zaludeCnich kryptosporidii savct
je teplota téla hostitele (Bones et al., 2019). V ramci stievnich druht byly testovany
pouze druhy C. parvum a C. hominis, které primarné infikuji tenké stfevo, zejména
duodenum a ileum. Excystace téchto druht je podporovana télesnou teplotou a krat-
kodobym pisobenim kyselého prostiedi, kdyz oocysty prochazeji zaludkem a nasled-
nou zménou pH ve stievé, a pritomnosti zlucovych soli a enzymi v duodenu (Fleta et
al., 1995; Fayer et Xiao, 2007). Bylo prokazano, ze tyto faktory zaroven zvysuji pro-
pustnost stény oocysty molekulam. Zludové soli zase podporuji rychlost excystace a
deoxycholat sodny invazivitu sporozoiti vici epitelialnim bunikam. Béhem excystace
byla zji§téna zvySena produkce protedzy, kterd sice nema vliv na rychlost excystace,

ale na motilitu (pohyblivost) sporozoitd. U oocyst C. parvum, které byly ptivedeny do
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kontaktu s enterocyty pii centrifugaci, se zaroven prokazatelné zvysil pocet infikova-
nych bunék. Povrch oocyst méa schopnost vazat na sebe lektiny, podobné jako je tomu
u sacharidi. Je mozné, Ze hostitelska burika poskytuje oocyste signaly souvisejici s vy-
vojem prostiednictvim pifimého kontaktu. Vazba lektinu na oocysty také excystaci
zvySuje, coz naznacuje, ze povrchové molekuly oocysty mohou excystaci pfimo vy-
volavat. DalSim faktorem, ktery napoméha vyvolani excystace u C. parvum je i kyse-

lina sialova (Choudry et al., 2008).

1. Metoda Rasmussen et al. (1993)
Oocysty C. parvum jsou opakované promyvany a centrifugovany s roztokem PBS.
Poté jsou suspendovany v 2 % chlornanu sodném a nechavaji se inkubovat pii poko-
jové teploté. Nasleduje opét opakované promyvani v PBS a resuspendovani v ex-
cystacnim médiu (0,75 % kyselina taurocholova a 0,25 % trypsin v PBS) a inkubace
pfi 37 °C po dobu 45 min.

2. Metoda Petry & Harris (1999)
Zde jsou oocysty C. parvum pouze centrifugovany po dobu 3 min. Supernatant je od-
san a pelet s oocystami suspendovan ve ziedéném komercnim bélidle (0,25 % chlor-
nanu sodného) a inkubovan po dobu 10 minut na ledu. Poté jsou oocysty tfikrat pro-
myty vodou a resuspendovany v excystaénim roztoku (0,75 % taurocholatu sodného v
médiu RPMI 1640) a inkubovany pii 37 °C po dobu 2 hodin.

3. Metoda Mead et al. (1990)
Oocysty C. parvum jsou odstfedény za ucelem odstranéni PBS, poté resuspendovany
v 1 ml 0,5 % chlornanu sodného, inkubovany po dobu 5 minut pii 4 °C a centrifugo-
vany. Sediment oocyst je neutralizovan v 0,1 % thiosiranu sodném (zfedéném v PBS),
odstfedén a dvakrat promyt PBS. Nasledné jsou oocysty inkubovany v excysta¢nim
roztoku (skladajicim se z 0,75 % taurocholatu sodného a 0,25 % trypsinu zfedéného v
PBS) po dobu 1 hodiny pii 37 °C. Poté je suspenze oocyst/sporozoiti dvakrat promyta
v PBS.

4. Metoda Black et al. (1996)
Oocysty C. parvum jsou pridany do excystacniho média (150 mg taurocholatu sodného
a 50 mg trypsinu rozpusténého v 5 ml PBS) a vortexovany. Dale jsou oocysty inkubo-

vany pii teploté 37 °C po dobu 2 hodin a poté pii pokojové teploté po dobu 30 minut.
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5. Metoda Gut & Nelson (1999)
Oocysty C. parvum jsou zde centrifugovany, resuspendovany v 10 mM HCI a inkubo-
vany po dobu 10 minut pii 37 °C. Poté jsou oocysty znovu odstiedény, resuspendo-
vany v médiu RPMI 1640 (predehtaté na 37 °C) s 0,8 % taurocholatem sodnym a
inkubovany po dobu 10 minut pifi 37 °C. Nasledné jsou suspenze odstiedény a resu-
spendovany v PBS.

6. Metoda Rennecker et al. (1999)
V této metode jsou oocysty C. parvum vystaveny ucinku 2 ml excystaéniho média (1,5
% taurocholat sodny a 0,5 % trypsinu v PBS; predehiaté na 37 °C) a inkubovany pii
37 °C po dobu 1 hodiny. Poté jsou zkumavky odstfedény (6 800 g po dobu 3 min) a
sporozoity resuspendovany v PBS.

7. Metoda Widmer et al. (2007)
Tato metoda je urCena pro excystaci zaludecnich druhti kryptosporidii (C. muris a C.
andersoni). Qocysty jsou inkubovany ve vodni lazni o teploté 37 °C v dH2O po dobu
45 minut. Po inkubaci jsou oocysty centrifugovany (10 min pti 8 000 g). Ptida se 400
ul 0,75 % sodium taurocholatu (predehiatého na 37 °C). Inkubuji se 45 minut pfi tep-
loté 37 °C. Poté se centrifuguji 2 minuty pii 1 000 g. Widmer et al. (2007) prokazal,
ze zaludecni kryptosporidie excystuji 1 v pfipad€, ze je pouze inkubujeme ve vodé pri

37 °C.

1.4 Tkanova specifita

Organova specifita (lokalizace endogenniho vyvoje uvniti hostitele) druhti a genotypt
kryptosporidii se muze lisit a kryptosporidie jsou rozdélovany na dvé hlavni skupiny:
stfevni skupina, ktera také zahrnuje druhy a genotypy s afinitou k plicim, a zaludecni
skupina, ktera ma afinitu ke zlazam zlaznatého zaludku (Kvac et al., 2016).

Mezi druhy parazitujici v zaludku muzeme zaradit naptiklad C. muris, C. serpen-
tis, C. galli, C. fragile, C. proliferans, nebo C. proventriculi. Druhy s lokalizaci pri-
marné v tenkém stievé jsou C. tyzzeri, C. bovis, C. canis, C. ryanae ¢i C. wrairi (Ren
et al., 2012; Fayer et al., 2005; Fayer et al., 2001; Fayer et al., 2008; Vetterling et al.,
1971). Kryptosporidie s vyvojem v tlustém stieve jsou druhy C. ratti, C. ornithophilus,
C. microti a C. occultus (Jezkova et al., 2021; Holubova et al., 2020; Hoicickova et

al., 2019; Kvac et al., 2018).

17



Lokalizace parazita byla zaznamenana ale i1 na vice mistech travici trubice zaro-
ver, jako je to u druhti C. parvum, C. meleagridis, nebo C. mortiferum, které parazituji
jak v tenkém, tak tlustém stfevé (Slavin, 1955; Upton a Current, 1985; Timova et al.,
2023). Druh C. baileyi parazituje naptiklad jak ve stievech, tak ve znacné mife 1 v mo-
covych nebo dychacich cestach (Current et al., 1986). A v neposledni fadé C. avium,
ktery ma krom¢ stfev téz afinitu i k moc¢ovym cestam, ledvinam nebo kloace (Holu-

bova et al., 2016).

1.5 Cryptosporidium parvum

Cryptosporidium parvum je druhou popsanou kryptosporidii, kterou od C. muris odli-
Sil na zakladé velikosti oocyst E. E. Tyzzer jiz v roce 1912.

1.5.1 Hostitelé

Tento druh je vyznamnym patogenem zpusobujici kryptosporididzu u zvifati lidi a je
predpokladana vnimavost vSech savci. Je povazovan za nejméné hostitelsky speci-
ficky druh kryptosporidii (Fayer, 2000).

1.5.2 Lokalizace

Infekce C. parvum postihuje u riznych hostitelt Casto tenké i tlusté stievo a zptsobuje
postupné vymizeni mikroklka sliznice (Tzipori et al., 1981).

1.5.3 Patogenita a infekce

Nejvice se infekce projevuje zejména u novorozenych mlad’at a u jedincti s oslabenou
imunitou. U zdravych dospélych jedinct je infekce vétSinou asymptomaticka, ale in-
fekeni oocysty vylu€ované trusem mohou infekci rozsifit a vyvolat pfiznaky u slabSich
jedinca. Klinické ptiznaky jsou vodnaté prijmy, zvraceni, hubnuti a deprese a muize
dojit az k uhynu hostitele (Ennemark et al.,2003). Prepatentni doba je udavana 4-22
dni (Tyzzer, 1912) a tvar oocyst C. parvum je elipsovity o velikosti 4,5 x 5,0 um
(Upton et Current, 1985).

1.6 Cryptosporidium mortiferum

Cryptosporidium mortiferum, diive znamé jako Cryptosporidium sp. chipmunk geno-
typ I bylo popsano teprve nedavno (Jezkova et al., 2023). Tento druh je béznym para-
zitem severoamerickych veverek. Do Evropy byl tento druh zavlecen s veverkami Se-

dymi vychodnimi (Tamova et al., 2023).
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1.6.1 Hostitelé
Prirozenym hostitelem C. mortiferum jsou hlodavci (nejvice veverky). Rizikem se
stava pro evropské druhy veverek, pro které je infekce letalni (Tamova et al., 2023).
Ukazalo se, Ze je zaroven novym zoonotickym druhem kryptosporidii. Vétsina piipada
kryptosporidiozy u lidi je zpisobena C. parvum nebo C. hominis, oviem v USA a né-
kterych severskych zemich Evropy byly zaznamenany piipady, kdy pocet infekci C.
mortiferum pievysuje pocet infekci zpasobenych C. hominis a stava se tak potencio-
nalnim zdrojem epidemii (Bujila et al., 2021).
1.6.2 Lokalizace
Infekce C. mortiferum byla detekovana vyhradné ve slepém stieve a predni Casti tlus-
tého stfeva (Tamova et al., 2023).
1.6.3 Patogenita a infekce
Studie prokazaly, ze experimentalné inokulovana kurata a morcata nejsou k infekci
vnimava, zatimco u laboratornich mysi, fretek, piskomilt, euroasijskych cervenych
veverek a vychodnich Sedych veverek zacalo vyluCovani oocyst mezi 4 a 11 dny po
infekci. Klinické priznaky u mysi, fretek, piskomill a veverek sedych vychodnich jsou
mirné nebo probiha infekce bez priznakl. U euroasijskych veverek Cervenych je in-
fekce charakterizovana prijmem, nechutenstvi, apatii a masivnim vylu¢ovanim oocyst
s fatalnimi nasledky.

Velikost oocyst ziskanych u pfirozené¢ infikovaného Clovéka 1 u experimentalné

inokulovanych zvirat byla prokazana 5,64 x 5,37 um (Tamova et al., 2023).

1.7 Cryptosporidium proliferans

Od roku 2003, kdy byla tato kryptosporidie poprvé popsana, byla povazovana za izolat
druhu C. muris s oznacenim TS03, ale na zakladé morfologickych, biologickych a mo-
lekularnich odliSnosti byla v roce 2016 popsana jako samostatny druh (Kvac et al.,

2016).
1.7.1 Hostitelé

Typovym hostitelem je hlodoun vychodoafricky, dalSimi zndmymi hostiteli jsou buvol
africky, osel africky a divoky kun. V experimentalnich podminkach se podafilo pre-
nést infekci i na fadu dalSich hostitell — na mysi, piskomily, krysy malé, veverky po-
pelavé a hrabose stepni, u kterych ovSem infekce probihala bez priznakt (Kvac et al .,

2016).
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1.7.2 Lokalizace

Cryptosporidium proliferans patii do zaludeCnich kryptosporidii, konkrétné ma afinitu
ke zlazam zaludku (Kvac et al., 2016).

1.7.3 Patogenita a infekce

Experimentalni studie ukazaly, ze prabéh infekce C. proliferans u hlodavct se od C.
muris a C. andersoni 1i§i. Prepatentni doba C. proliferans je 18-21 dni. U experimen-
taln€ inokulovanych hlodavca nebyly pozorovany zadné klinické priznaky infekce za-
7ivaciho traktu, ale projevily se histopatologické zmé&ny u krys malych. Zlazy zaludku
byly vyrazné zvétSené, vyplnéné nekrotickym materidlem, hlenem a cetnymi vyvojo-
vymi stadii kryptosporidii a epitelialni buiiky infikovanych zlaz vytvarely papilarni
struktury. Hmotnost zaludku byla u infikovanych zvirat Sestkrat vyssi nez u kontrol-
nich zvifat bez infekce. Velikost ziskanych vysporulovanych oocyst je v priméru 7,7

x 5,3 um (Kvac et al., 2016).
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2 Cil prace

Cilem prace bylo popsat pomoci in vitro a in vivo experimenttl infektivitu sporozoitu
kryptosporidii s riznou tkanovou specifitou, za pouziti tekutych fazi zazivaciho traktu
(C. mortiferum, C. proliferans, C. parvum) a laparotomickych operaci (C. mortiferum).
Dale bylo cilem ovéfit vliv teploty prostfedi v mimohostitelské fazi vyvojového cyklu

na excystaci sporozoitl a infektivitu oocyst (C. proliferans).
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3 Metodiky a material

3.1 Material

3.1.1 Laboratornizvirata
Jako laboratorni zvifata byly pro nase experimenty pouzity mysi domaci (Mus muscu-
lus) kmen SCID a INF-y KO a krysy malé (Mastomys coucha). Zvitata chovana a zis-

kana ze zvéfince Parazitologického ustavu, Biologické centrum AV CR v.v.i.

3.1.2 Oocysty kryptosporidii

K experimentiim v této praci byly pouzity oocysty Cryptosporidium mortiferum, Cryp-
tosporidium parvum a Cryptosporidium proliferans. 1zolaty jednotlivych druht kryp-
tosporidii byly ziskavany z experimentalné infikovanych hostiteld. Druh C. parvum
byl udrzovan ve SCID mysich, C. mortiferum v INF-y KO mySich a C. proliferans
v krysach malych.

3.2 Metody

3.2.1 Sbér a uchovavani trusu pozitivniho na oocysty kryptosporidii

Zvitata pozitivni na jednotlivé druhy kryptosporidii byla kazdy den pfemisténa na
dobu 15 minut do sterilni prazdné chovné nadoby. Po vykaleni zvirat byly vzorky trusu
z chovné nadoby posbirany a oddélené skladovany v pfi teploté 8 °C v dH>O.

3.2.2 Purifikace kryptosporidii

Oocysty kryptosporidii byly ze vzorku trusu purifikovany pomoci sacharézového a
cesium chloridového gradientu.

Roztoky:

Roztok sachardzy: flotacni roztok sacharézy o specifické hmotnosti 1,33 a teploté

8 °C (756 g sacharozy rozpusténé v 483 ml deionizované vody)
PBS:

1 % PBS Tween: 0,5 ml Tween 20 ptidano do 1 ml PBS
Roztok CsClI: 21,75 g CsCl ve 103,25 ml deionizované vody

Pracovni postup:

1. Trus pozitivni na kryptosporidie fadné¢ homogenizujeme se studenou vodo-
vodni vodou pomoci treci misky.

2. Prefiltrujeme suspenzi trusu pres sitko 250 pm. Promyvame studenou vodou.

3. Filtrat prelijeme do zkumavek dle mnozstvi tekutiny.

4. Centrifugujeme 10 minut pfi teploté 4 °C a 1 000 g.
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19.
20.
21.
22.
23.
24.

3.2.3

Odsajeme supernatant.

Pelet resuspendujeme ve studené vodé a roztoku sachardzy v pomeéru 1:1.
Velmi dobfe promichame, na dné nesmi zistat zbytky peletu.
Centrifugujeme 10 minut po pfi teploté 4 °C a 1 000 g.

Slejeme supernatant do nové zkumavky tak, aby nedoslo k poruseni peletu.

. Nafedime supernatant studenou vodou v poméru 1:4.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.

Centrifugujeme 10 minut po pfi teploté 4 °C a 1 000 g.

Kroky 10-11 opakujme 3x.

Odsajeme supernatant a pelet natedime ve 4 ml studeného PBS.

Do 2 ml zkumavky napipetujeme 1 ml studeného CsCl.

Na CsCl opatrné€ navrstvime 500 pl resuspendovanych oocyst v PBS.
Centrifugujeme 3 minuty pii 4 °C a 13 400 g.

Odpipetujeme vrstvu mezi CsCl a PBS obsahujici oocysty.

Tuto vrstvu prepipetujeme do Cisté zkumavky obsahujici 1 ml studeného PBS
a zhomogenizujme pipetou.

Centrifugujeme 3 minuty pii 4 °C a 13 400 g.

Odsajeme %2 supernatantu a pifidame studeny PBS, opét promichame.
Centrifugujeme 3 minuty pii 4 °C a 13 400 g.

Odsajeme supernatant a resuspendujeme oocysty v 1 ml studené¢ho PBS.
Vytézek oocyst spocitame v Biirkerové komirce.

Oocysty skladujeme pii 4 °C.

Pocitani oocyst v Biirkerové komurce

Pocitanim oocyst zjistujeme vytézek po purifikaci, excystaci Ci jinych ukonech. Diky

zjisténi vytézku mizeme vypocitat mnozstvi oocyst ve vzorku a infek¢ni davku.

Material: purifikovana suspenze oocyst, Biirkerova komurka, roztok PBS, pipety
a Spicky

Pracovni postup:

1.

Dle velikosti peletu na dn¢ zkumavky muazeme odhadnout pocet oocyst ve
vzorku.

Pokud je pelet prilis velky, je nutné jej pred pocitanim nafedit roztokem PBS.
Redéni pak zapo¢itame do vysledku.

Vzorek zvortexujeme.
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3.24

Pipetou nabereme 10 ul vzorku a naneseme ho na Biirkerovu komurku pod
podlozni sklicko tak, aby se rozprostiel po celé plose.
Pozorujeme mikroskopem pii 400nadsobném zvétseni.
Spocitame vytézek oocyst z 25 Ctverct, vynasobime koeficientem 10000 a za-

pocitame piipadné fedéni. Vysledna koncentrace udava pocet oocyst na 1 ml.

Kontrola infekce — specifické barveni oocyst

Vzorky trusu infikovanych zvifat byly pravidelné kontrolovany na pfitomnost oocyst

kryptosporidii pomoci specifickych barveni, ¢imz byla ovéfovana uspésnost infekce.

Kazdé zvite bylo individualné kontrolovano od tietiho dne po infekci (DPI).

Metoda Ziehl-Neelsena v modifikaci dle Henriksena a Pohlenze (1981)

Roztoky:

1.

Roztok karbolfuchsinu: 2,5 ml rozpusténé fenolové krystaly, 5 ml 100 % etha-

nol, 0,5 g praskovy bazicky fuchsin, 50 ml destilovana voda, pfed pouzitim
prefiltrovat

1 % kysely alkohol: 1 ml koncentrovana kyselina solna (HCl), 100 ml 70 %
alkohol

0.8 % fast green (svétla zeleii): 0,8 g light green-svétla zelen, 100 ml deionizo-

vana voda

Pracovni postup:

1.

N oA » D

Natéry vzorki na podloznim skli¢ku fixujeme methanolem v plameni.
Barvime v roztoku karbolfuchsinu po dobu 30 minut.

Opléachneme pod tekouci vodou.

Nabarvené vzorky odbarvime v 1 % kyselém alkoholu po dobu 1 minuty.
Opléachneme pod tekouci vodou.

Natéry dobarvime svétlou zeleni po dobu 1 minuty.

Opléachneme pod tekouci vodou.

Nechame doschnout pii laboratorni teploté a prohlizime mikroskopem pfi 1

000nasobném zvétSeni za pouziti imerzniho oleje.
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3.2.5 1Izolace DNA

Izolace DNA z tkané€ provadime pro ovéfeni identity izolatu a infekce v piislusném

organu.

Material: 10 mg tkan¢, DNeasy Blood and Tissue Kit

Pracovni postup:

1.

10.
1.

12.

13.

14.

15.

16.
17.

Do mikrozkumavky nastfihdme asi 10 mg tkané€, ptfidame asi 50 pl 0,5 mm
velkych sklenénych kuli¢ek a 1-3 sklenéné kuli¢ky o velikosti 3 mm.
Ptipipetujeme 200 pl ATL Buffer a vzorek zvortexujeme.

Pomoci mini-beadbeateru po dobu 1 minuty a rychlosti 5500 otacek za minutu
tkan ve vzorku zhomogenizujeme.

Centrifugujeme priblizn€ 10 s.

Ptipipetujeme 20 pl Proteinase K.

Vzorky inkubujeme 1 hodinu pii 56 °C, béhem inkubace pravidelné protiepa-
vame.

Centrifugujeme priblizn€ 10 s.

Ptipipetujeme 200 pl AL Buffer a vzorek zvortexujeme.

Ptipipetujeme 200 pl 96 °C EtOH a vzorek zvortexujeme.

Centrifugujeme 45 s pti 13 400 g.

Veskery supernatant prepipetujeme na Mini spin column a centrifugujeme 3
minuty pii 13 400 g. Odpad ze sbérné zkumavky odstranime.

Ptipipetujeme 500 ul AW1 Buffer a vzorek centrifugujeme 1 minutu pii
13 400 g. Odpad ze sbérné zkumavky odstranime.

Ptipipetujeme 500 ul AW2 Buffer a vzorek centrifugujeme 1 minutu pii
13 400 g. Odpad ze sbérné zkumavky odstranime.

Centrifugujeme 1 min pfi 13 400 g.

Sbérné zkumavky vyhodime, nahradime je novymi a pfimo na membranu ko-
lony napipetujeme 200 pl AE Buffer. Nechame inkubovat 1 min pfi labora-
torni teploté.

Centrifugujeme 1 min pfi 13 400 g.

Ziskanou genomovou DNA (gDNA) skladujeme v mraznicce pfi -20 °C.
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3.2.6

PCR

Pro ovéfteni identity pouzitého izolatu byla pouzita metoda amplifikace genu koduji-

citho malou podjednotku rRNA (SSU) pomoci nested PCR (Xiao et al. 1999). PCR

reakce byla provedena v celkovém objemu 20 pl.

SloZzeni mastermixu:

K 10 pwl komer¢né dodavaného HS-Taq premix (GenAll, Korea), ktery obsahuje 2U
HSTagDNA polymerazy, 200 uM dNTPs, 2,5 mM MgCl2, loading dye a stabilizator,

ptidano 7 pul PCR vody, 0,5 pl forward primeru (200 mM), 0,5 pl reverse primeru (200

mM) a 2 pl gDNA (primarni reakce) nebo 2 pl produktu primarni reakce (sekundarni

reakce).

Amplifikacni program:

1.
2.

3.

3.2.7

Primarni denaturace po dobu 3 minut pii 95 °C.

Dale 35 opakujicich se cykla
a. Denaturace po dobu 45 sekund pti 95 °C.
b. Nasedani primert po dobu 45 sekund pii teploté 55 °C.
c. Extenze fetézct po dobu 1 minuty pii 72 °C.

Na zavér byla provedena konecna extenze fet€zli po dobu 10 minut pti 72 °C.

Gelova elektroforéza

Chemikalie: Ethidium-bromid, agar6za (10 mg/ml), TAE pufr, DNA Ladder (100 bp)

Pracovni postup:

1.

V baice smichdme navazenou agarozu s TAE pufrem (podle velikosti nosice)
a zahfivame v mikrovlnné troubé, dokud nevznikne homogenni smés.

Po zahtati barkku schladime pod tekouci vodou.

3. Ptidame ethidium-bromid (1 pl).

Smés vlijeme do pfipraveného nosice s vhodnym hiebenem a nechame ztuh-
nout (cca 15 minut).

Po ztuhnuti gel vlozime do elektroforetické vany s TAE pufrem.

Do prvniho slotu naneseme ladder (10 ul), do ostatnich naneseme produkt PCR
(20 pl).

Elektroforézu spustime na 20-30 minut, aby doslo k odd¢leni jednotlivych
DNA fragmentt.

Po skonceni gel vyjmeme a separaci DNA fragmenti detekujeme UV transilu-

minatorem.
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3.2.8

Izolace z gelu a sekvenovani

Amplifikované useky SSU byly z gelu vyfiznuty skalpelem a izolovany pomoci ko-

merc¢niho kitu GenElute Gel extraction Kit (Sigma) dle navodu vyrobce. PCR produkty

z PCR reakce byly sekvenovany za pouziti sekundarnich primert a ABI BigDye Ter-

minator v 3.1 Cycle Sequencing Kitu. Vzorky byly sekvenovany z obou konct. Nuk-

leotidové sekvence byly analyzovany pomoci programu ChromasPro a Bio Edit a byly

porovnany se sekvencemi ulozenymi v GenBank.

Pracovni postup izolace z gelu:

1.

10.
1.
12.
13.

3.29

Skalpelem vyfizneme jednotlivé fragmenty DNA z gelu a dame do pfipra-
vené zkumavky.

Do zkumavky prtipipetujeme 500 ul Gel Solubilization Solution (300 ul/100
mg gelu).

Inkubujeme 10 min pfi 50 °C, kontrolujeme rozpousténi a kazdé 2 az 3 mi-
nuty promichame.

Dame inkubovat PCR vodu na eluci na 65 °C.

Sestavime Binding Column G, napipetujeme 500 pul Column Preparation So-
lution a centrifugujeme 1 min pii 13 400 g.

Ptipipetujeme 150 pl isopropanolu a promichame.

Prepipetujeme veskery objem vzorku na kolonu Binding Column G a centri-
fugujeme 1 minutu pii 13 400 g.

Odpad ze sbérné zkumavky vylejeme a opét ji pouzijeme s kolonou.
Prepipetujeme 700 ul Wash Solution G a centrifugujeme 1 min pii 13 400 g.
Odpad ze sbérné zkumavky vylejeme a opét ji pouzijeme s kolonou.
Centrifugujeme 1 min pfi 13 400 g bez pfidani roztoku.

Zkumavku v centrifuze otoCime o 180 ° a centrifugujeme 3 min pii 13 400 g.
Kolonu dame do nové zkumavky o objemu 1,5 ml a provedeme eluci napipe-
tovanim 30 pl PCR vody (65 °C) pfimo na stied kolony.

Inkubujeme 1 minutu a poté centrifugujeme 1 min pfi 13 400 g.

Pitva zvirat

Vsechny experimenty byly ukonfeny humannim usmrcenim zvifat cervikalni dislo-

kaci. Z kadavert byly odebrany tkané zaludku, duodena, jejuna, ilea, céka a kolonu.

Na kazdy organ byla pouzita jedna sada sterilnich pitevnich nastroji. Kazda tkan byla
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intenzivné oplachnuta sterilnim PBS a vlozena do sterilnich zkumavek pro izolaci

DNA (viz 3.2.5).

Pracovni postup:

1.
2.

© N W

Usmrtime zvifata humanni cervikalni dislokaci.

Sterilnimi chirurgickymi nastroji provedeme pitvu a vyjmeme organy travici
soustavy.

Na kazdy jednotlivy organ pouzijeme jinou sadu sterilnich nastroji a organy
postupné omyjeme sterilnim PBS.

Sliznice organu rozstithneme, a i s obsahem je vlozime na 40 pm sitko tak,
aby se sliznice a obsah dotykaly sitka.

Centrifugujeme pii 4 °C, pti 1000 g po dobu 10 minut.

Odsajeme supernatant do eppendorfky o obsahu 1,5 ml.

Centrifugujeme maximalné 3 minuty.

Odsajeme supernatant a tento filtrat pouzijeme pro excystaci s pouze piecisteé-

nymi oocystami.

3.2.10 Excystace in vitro

Material:

1.
2.
3.

Oocysty precisténé na CsCl a uchovavané ve 8 °C

PBS sterilni, pH 7,4

1 % Chlornan sodny (NaClO); vychlazeny na 8 °C: 13 ml dH20 + 1 ml 14 %
NaClO

0,75 % sodium taurocholate v 1 % BOFES RPMI (skladovano v lednici, pred
pouzitim potifebné mnozstvi predehiat na 37 °C)

1 % BOFES RPMI (pfedehrat tésne pred pouzitim, jinak skladovat v lednici):
100 pul BOFES do 10 ml RPMI

Pracovni postup pro excystaci stfevnich kryptosporidii:

1.

Oocysty o odpovidajici koncentraci inkubujeme v eppendorfkach ve vodni
lazni o teploté 37 °C v dH20 po dobu 45 minut.

Po inkubaci oocysty centrifugujeme (10 min pii 8 000 g) a vystavime ucinku
koncentrovaného 1 % NaClO o teploté 8 °C.

Inkubujeme na ledu po dobu 5 minut.
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1 % NaClO vymyjeme 3x nadbytkem dH>O.

Pridame 400 pl 1 % BOFES nebo PBS (vychlazené na 8 °C).
Centrifugujeme 2 minuty pii 1 000 g.

Odsajeme supernatant.

Pridame 400 pl 0,75 % sodium taurocholate (pfedehratého na 37 °C).
Inkubujeme 45 minut pfi teploté 37 °C, po 15 minutach mizeme zkontrolovat,

jestli probiha proces excystace.

10. Centrifugujeme 2 minuty pii 1 000 g.

11. Odsajeme supernatant.

12. Vytézek sporozoiti zkontrolujeme a spocitame v Biirkeroveé komturce.

Pracovni postup pro excystaci zalude¢nich kryptosporidii:

1.

Oocysty o odpovidajici koncentraci inkubujeme v eppendorfkach ve vodni
lazni o teploteé 37 °C v dH20 po dobu 30 minut.

Centrifugujeme 2 minuty pti 1 000 g.

Odsajeme supernatant.

Vytézek sporozoitii zkontrolujeme a spocitame v Biirkerové komurce.

3.2.11 Prutokova cytometrie

Pro stanoveni a kontrolu miry excystace v jednotlivych experimentech byl pouzit pra-

tokovy cytometr BD FACSCantoTM II v laboratofi Parazitologického ustavu AV CR
v Ceskych Budgjovicich.

Material:

1.
2.

3.

450 pl precisténych oocyst (o koncentraci 500 000 oocyst/450 pl v PBS)
50 ul referencnich fluorescencnich kuli¢ek Flow-Count Fluorospheres, Bec-
kman Coulter, USA

Zkumavky, termonadoba s ledem

Pracovni postup:

1.
2.

Do zkumavek si napipetujeme oocysty.
Oocysty excystujeme dle metodiky 3.2.10 a pfidame referencni fluorescenc¢ni

kuligky.

3. Vzorky zvortexujeme a provedeme méfeni priatokovym cytometrem.

Vysledné hodnoty zapisujeme do predem pripravené tabulky, kde je zapsan
pocet kuli¢ek (10 000) a zapisujeme pocet oocyst (na dany pocet kulicek).

Meéfieni opakujeme 5%, kazdou hodnotu zapiSeme a nasledné zprimérujeme.
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3.2.12 Laparotomicka infekce

Pomucky a medikamenty:

1.

Pomicky: holici strojek, ziletka, sterilni podlozka, chirurgické nastroje — skal-
pel, pinzety chirurgické, pinzety pean, ntzky, sterilni gaza, inzulinové in-
jekeni strikacky s jehlou, chirurgické rukavice a rouska, chirurgicka nit s jeh-
lou (Vicryl 75 cm, €. 12), infralampa, sterilni gumicky, inhalacni sedacni pfi-
stroj

Medikamenty: dezinfekce Betadine (nafedéna v H>O, povidonum iodinatum),
dezinfekce Cutasept, fyziologicky roztok s antibiotiky (10 ml fyziologického
roztoku + 1 ml ATB Metronidazol), antibiotikum Baytril (30 pl na 70 g vahy
zvitete, aplikace intramuskularnég), analgetikum Loxikoid (3 pl na 70 g vahy
zvitete, aplikace subkutanné), sedativum Isofluran, o¢ni mast Ophthalmo sep-

tonex

Pracovni postup:

1.

10.
1.

12.

Uspime zvife davkou 3 % Isofluran a O2 a zafixujeme na vyhtivané operacni
podlozce.

Na oci naneseme oc¢ni mast Ophthalmo septonex.

Holicim strojkem vyholime oblast bficha a vyholenou Cast otfeme roztokem
Betadine pomoct sterilni gazy.

Operacni pole doholime ziletkou, 2% otfeme roztokem Betadine, nastfikame
dezinfekci Cutasept a nechame chvili pasobit. Opera¢ni pole setfeme gazou.
Provedeme fez do kiize v oblasti linea alba o délce asi 1,5 cm.

Odhalime bilou ¢aru (linea alba) a provedeme tez skalpelem o délce cca 1 cm.
Pomoci pinzety vyjmeme pozadovanou ¢ast zazivaciho traktu a aplikujeme in-
zulinovou stfikackou infekéni davku (50 pl). Pribézné dutinu bfisni oplachu-
jeme fyziologickym roztokem s ATB.

Do dutiny bfisni aplikujeme fyziologicky roztok s ATB pro vyplach.

Vratime organy do dutiny bfisni.

Vnitini vrstvu sliznice §ijeme jednotlivymi uzly bez mezer.

Vnitini vrstvu kiize zasijeme pokracovacim stehem nebo jednotlivymi stehy od
shora smérem dold s uzlem na konci. Sijeme 3 stehy na 1 cm ranu.

Vnéjsi vrstvu kize Sijeme jednotlivymi uzly.
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13. Celé operacni pole vydezinfikujeme.

14. Aplikujme Loxikoid s.k. a Baytril i.m. a ukon¢ime inhala¢ni anestezii.

15. Zvite presuneme do samostatného boxu s infralampou. Pozorujeme zotaveni.

16. Zvirata kontrolujeme kazdych 20 minut po dobu 3 hodin a nasledn€ minimalné

3x denné.

3.3 Test zivotaschopnosti oocyst

Vitalita oocyst vSech druht kryptosporidii byla pred kazdym experimentem testovana

za pomoci barveni PI nebo pritokové cytometrie. Pro experimenty byly pouzity pouze

oocysty s zivotaschopnosti vice nez 95 %.

3.4 Design experimentu

34.1

Infektivita a excystace oocyst C. proliferans uchovavanych v teploté 37 °C

ZaucCelem zjisténi, zda ma teplota pii manipulaci s organy travici soustavy vliv na

naslednou excystaci a infekci hostitele, byla provedena pitva pod vodou o teploté

37°C. Teplota vody byla udrzovana pomoci vodni lazné. Jako pokusné zvire k pitvé

byla zvolena krysa mala.

Material: 2x vodni lazen (37 °C), chirurgické nastroje, zkumavky, krysy malé in-

fikované C. proliferans a krysy malé bez infekce.

Pracovni postup:

1.

Pripravime si dvé vodni lazn€ zahraté na 37 °C a sterilni chirurgické nastroje
na pitvu.

Usmrtime krysu malou s infekci C. proliferans a thned po usmrceni ji vlozime
do vodni lazné 37 °C.

Pitvu provedeme tak, aby organy zistaly pod vodou v pozadované teploté.
Pod vodou vyjmeme organy travici soustavy, nejdiive zaludek, pak tenké
sttevo, tlusté stfevo a slepé stfevo. Jednotlivé Casti zazivaciho traktu svorku-
jeme tak, aby nedoslo ke kontaminaci vodni lazné a ostatnich organti obsahem
zaludku nebo stiev.

Jednotlivé Casti zazivaciho traktu (zaludek, duodenum, ileum, jejunum a cé-
kum) ptfemistime do zkumavek s H>O vyhtatou na 37 °C.

Zkumavky ihned vlozime do druhé vodni 1azné s teplotou 37 °C.

Rozstiihneme jednotlivé organy a smichame H>O v obsahem organt.
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Infektivita
8. Ve vytvoreném homogenatu spocitame oocysty v Biirkeroveé komdrce.
9. Vypocteme infekeni davky. Zvitata infikujeme davkou 500 000 oocyst.
10. Teplym roztokem s oocystami z kazdého organu inokulujeme vzdy 3 krysy
malé pomoci jicni sondy.
Poznamka: je tfeba pracovat tak, aby nedoslo ke chlazeni oocyst. Na kazdé zvite a
kazdy organ pouzijeme jednu sadu sterilnich nlizek, pinzet a jicni sondu.
Jako kontrola byly pouzity purifikované oocysty C. proliferans (3.2.2), kterymi
byly inokulovany tfi krysy malé (500 000 oocyst/zvite).
Excystace
8. Ve vytvoreném homogenatu spocitame excystované oocysty v Biirkerové ko-
miurce.
9. Znovu pozorujeme a pocitame excystované oocysty po 1 h pti 37 °C.
10. Vytézek spocitame i u kontrolnich vzorkd, tedy u vzorka s H>O o teploté 8 °C
a 37 °C a pozorujeme rozdily v mife excystace mezi kontrolnimi skupinami i

mezi pocitanim oocyst v Case.

3.4.2 Excystace in vitro s obsahem tekuté faze zazivaciho traktu

V tomto experimentu byly pouzity mysi prosté kryptosporidiové infekce, byla prove-
dena pitva s vyjmutim zaludku, tenkého stfeva a slepého stfeva. Pro experiment byly
pouzity oocysty C. parvum a C. mortiferum ziskané a purifikované dle diive uvede-
nych postupt (3.2.1 a 3.2.2). Izolaty tekutych fazi byly ziskany dle postupu 3.2.9.

Pracovni postup:

1. Resuspendujeme oocysty v tekutych fazi traviciho traktu z riznych ¢asti zazi-
vaciho traktu (zaludek, 1. ¢ast tenkého stfeva, 2. Cast tenkého stfeva a slepé
stfevo), uchovavané pii 8 °C.

2. Vzorky zahtivame na teplotu 37 °C a kazdych 15 minut kontrujeme mnozstvi

excystovanych oocyst.

3.4.3 Laparotomické infekce
Cilem experimentu bylo laparotomickou operaci aplikovat infekéni davku s purifiko-
vanymi oocystami C. mortiferum (1 mil. oocyst v 50 ul) do jednotlivych ¢asti traviciho

traktu — cékum, jejunum, duodenum a tlusté stfevo a nasledné detekovat infekci (tf1
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SCID mysi na kazdou skupinu). Tfem kontrolnim zviratim byla infekéni davka po-
déana per oralné (1 mil. oocyst na 200 pl).

Pracovni postup:

1. Pfivedeme pokusné zvife do anestezie a zahajime laparotomickou operaci (viz
metodika 3.2.12).

2. Vpichneme infekéni davku s oocystami C. mortiferum postupné do jednotli-
vych casti travici soustavy (1 myS$ =1 organ).

3. Ranu zasijeme a oSetfime, zvite vlozime do samostatného boxu pod infralampu
a pozorujeme zotaveni — do 15 minut by mélo byt pfi védomi a pohyblivé.
Pravidelné kontrolujeme zdravotni stav.

4. Odebiranim vzorkl trusu zjistujeme pfitomnost infekce.
3.5 Statisticka analyza

Rozdily mezi testovanymi skupinami byly vyhodnoceny pomoci Studentova T testu.

Datové sety byly zpracovany v Microsoft Excel.

33



4 Vysledky

4.1 Identita izolatia

Molekularni analyzy SSU izolati pouzivanych pro inokulaci a excystaci prokazaly, ze
na pocatku experimentll bylo pracovano se tfemi druhy kryptosporidii, konkrétné C.
parvum, C. proliferans a C. mortiferum. Sekvence izolatd ziskanych v ramci nize po-
psanych experimenta byly vzdy 100% identické s izolatem, ktery byl pro dany expe-
riment pouzit. V priab&hu experimentt nedoslo tedy k zaméné ani kontaminaci pouzi-

vanych izolata.

4.2 Infektivita oocyst C. proliferans uchovavanych v teploté 37 °C a zis-
kanych z ruznych ¢asti zazivaciho traktu

Vysledky experimentu ukazaly, ze oocysty C. proliferans ziskané z tenkého stieva in-

fikovaného zvifete a udrzované pii teploté téla hostitele jsou infekéni pro naivniho

hostitele, aniz by opustily zazivaci trakt. Nebyl zji§tén zadny rozdil v pribéhu infekce

hostitelti, ktefi byli infikovani oocystami purifikovanymi ztrusu a uchovavanymi

v teploté 8 °C a témi infikovanymi oocystami uchovavanych pfi teploté téla hostitele

(Tabulka 2).

Tabulka 2: Hodnoceni vyskytu oocyst u krys malych a SCID mysi inokulovanych oocystami
Cryptosporidium proliferans uchovavanych pri teploté 37 °C nebo 8 °C. 0 — nepritomnost oocyst
(zvyraznéno Cervené), 1 — pritomnost oocyst (zvyraznéno zelen¢).
Krysa mala I SCID Krysa mala I SCID

37°C 4-8 °C

DPI

zvirata

15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.

— e e e e e e e

— = e e e e e
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4.3 Excystace oocyst C. proliferans uchovavanych v teploté 37 °C

Hodinova expozice purifikovanych oocyst C. proliferans pti 37 °C vyvolala excystaci
91 % oocyst, zatimco u oocysty C. proliferans ziskanych z duodena infikovaného zvi-
fete a udrzovanych pii 37 °C excystovalo pouze 37 % oocyst (Tabulka 3). Rozdily
mezi skupinami jsou statisticky vyznamné (p < 0,001). Vysledky experimentu také
ukazaly, ze k excystaci vétSiny oocyst dochazi jiz v prvnich minutach expozice a pro-

dluzovani doby excystace nema vyznamny vliv (p > 0,05).

Tabulka 3: Procento excystovanych oocyst Cryptosporidium proliferans uchovavanych v teploté
8 °C a 37 °C a excystovanych p¥i 37 °C

Excystace Teplota skladovani pred excystaci
Cas (min)/teplota (°C) 8°C 37°C
5/37 86 % 35 %
30/37 90 % 35 %
60 /37 91 % 37 %

4.4 Excystace oocyst C. parvum a C. mortiferum vystavenych tekuté fazi

obsahu zazivaciho traktu

Cryptosporidium parvum

V ptipadé, ze byly oocysty vystaveny ucinku pouze teploty 37 °C nebyla pozorovana
excystace v porovnani s kontrolni skupinou bez vystaveni ti¢inku tepla nebo excystac-
nich roztokt (p = 0,2789). V ptipad€, ze byly oocysty C. parvum vystaveny tekutému
obsahu zaludku, doslo k excystaci 9 % oocyst, nicméné rozdily v porovnani s kontro-
lou nebyly statisticky vyznamné (p = 0,6). U oocyst vystavenych a¢inkiim obsahu du-
odena byla pozorovana excystace ve vysi 27 %. Tento rozdil by v porovnani s nega-
tivni kontrolou statisticky vyznamny (p = 0007). Nejvyssi podil excystovanych oocyst
byl pozorovan pii pouziti in vivo protokolu s vyuzitim chemickych latek (3.2.10), kdy
excystovalo 86 % vSech oocyst (p > 0001). Pii kombinaci excystace za pouziti teku-

tého obsahu zaludku a stfev byla dosazena excystace ve vysi 36 % (Graf 1).
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Graf 1: Procento excystovanych oocyst Cryptosporidium parvum p¥i rizném excystaénim pro-
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Excystacni prostredi

Cryptosporidium mortiferum

Oocysty C. mortiferum se nepodatilo vyexcystovat z zadnou dosud publikovanych la-
boratornich metod. U oocyst excystovanych v roztocich o teploté 37 °C (metoda pou-
zivana pro zalude¢ni druhy, > 5%, p > 0,05) ani pfi excystaci pouzivané na strevni
druhy (kombinace zmény pH a taurocholat, > 5%, p > 0,05) nedoslo ke excystaci zad-
nych oocyst. V pfipade€, ze byly oocysty C. mortiferum vystavené ucinkim tekutého
obsahu zaludku byla pozorovana excystace ve vysi 15 % (p = 0,008). Pfi testovani
tekutého obsahu duodena doslo k excystaci 23 % oocyst (p= 0,0188). nevétsi podil
excysovanych oocyst byl pozorovan v pifipadé expozice oocyst v tekutém obsahu ilea,
ato 27 % (p = 0,0188). V ptipadé vystaveni ucinku obsahu céka, tedy mista, kde C.
motiferum parazituje byla detekovana nejnizsi uroven excystace — 13 % (p = 0,0305),
viz. Graf 2.

Graf 2: Procento excystovanych oocyst Cryptosporidium mortiferum v ruzném excystaénim pro-
stiredi
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4.5 Laparotomické operace

Na zaklad¢ vysledki uvedenych v kapitole 4.4. byl proveden in vivo pokus s oocystami
C. mortiferum. VSechny kontrolni INFy-KO mysi inokulované per oralné zacaly vylu-
covat oocysty C. mortiferum od 5. DPI. SCID myS$i inokulované do duodena, jejuna a
ilea zacaly vyluCovat oocysty C. mortiferum od 9. do 12. DPI. PCR analyzy tkani za-
zivaciho traktu ukazaly, ze u v§ech mysi vySe uvedenych byl vyvojovy cyklus deteko-
van v céku a proximalnim kolonu. U mysi inokulovanych do céka nebylo pozorovano
vylu€ovani oocyst ani specifické DNA C. mortiferum v trusu po dobu 15 DPI. Taktéz
molekularni analyzy neprokézaly ptfitomnost vyvojového cyklu, respektive DNA
v zadné Casti zazivaciho traktu téchto mysi (Obrazek 2).
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Obrazek 2: Pritomnost oocyst Cryptosporidium mortiferum v trusu mysi laparotomicky inokulo-
vanych do ruznych ¢asti zazivaciho traktu. Zelena barva znadi pfitomnost oocyst, ¢ervena barva
zna¢i nepritomnost oocyst v trusu.

Misto inokulace
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5 Diskuse

Paraziticti prvoci rodu Cryptosporidium zpisobuji onemocnéni gastrointestinalniho
traktu podobné chiipce u imunokompetentnich jedinct a zavazny, pretrvavajici, zivot
ohrozujici prijem u imunodeficientnich jedinct. Pro 1é¢bu kryptosporididézy u imuno-
deficientniho hostitele neni k dispozici ucinna terapie (Current et Haynes, 1984). S oh-
ledem na unikatni lokalizaci infek¢nich stadii kryptosporidii na hostitelské burice se
zdaji byt cilem terapeutickych preparatd pohybliva infek¢ni stadia — sporozoiti a
merozoiti. Do soucasné doby byl proces excystace a infektivity sporozoitii studovan
jen malo a u omezeného poctu druhti kryptosporidii (Fayer et al., 2009; Bones et al.,
2019; Fayer et Xiao, 2007). Pochopeni procesu excystace a podminek, které tento pro-
ces spousti, by mohlo napomoci v porozuméni infekcniho procesu a usnadnit hledani
ucinné terapie.

Predchozi studie ukazaly, ze proces excystace je velmi rychly. V nasi praci jsme
pfi pouziti in vitro metod excystovali vice nez 80 % oocyst C. parvum a C. proliferans
behem 30, respektive 5 minut po vystaveni vhodnym podminkam. Tyto vysledky jsou
v souladu s pfedchozimi pracemi (Fayer et al., 2009; Kvac et al., 2016), nicmén¢ vy-
sledky prace poukazaly na skuteCnost, Ze existuje variabilita v excystaci raznych
druht kryptosporidii s odliSnou lokalizaci v t€le hostitele. Podminky, které vyvolavaji
excystaci u oocyst C. parvum byly podrobné zkouméany (Fayer et Leek 1984; Ca-
mpbell et al., 1992; Woodmansee 1987) a bylo prokazano, ze pro excystaci a aktivaci
sporozoitl je zapotiebi mnohem vice stimult, nez je pH traviciho traktu hostitele (Fa-
yer et Leek 1984). Kdyz dojde k pred¢asnému uvolnéni infekcnich sporozoitl stiev-
nich druht kryptosporidii, zejména v zaludku hostitele, dle predchozich studii to zpu-
sobuje jejich inaktivaci (Widmer et al. 2007). Na zakladé toho jsou hledany metody a
postupy, jak infikovat hostitele pouze sporozoity kryptosporidii (Vinayak et al., 2015).

Jako prvni jsme testovali podminky excystace druhu C. mortiferum, ktery infikuje
cékum a proximalni ¢ast kolonu (Timova et al., 2023). Vysledky nasi prace ukazaly,
ze standardné pouzivana in vitro metoda kultivace pro stfevni kryptosporidie je neu-
¢inna a oocysty C. mortiferum neexcystuji po vystaveni ucinkim nizkého pH v Za-
ludku a nasledné zméné pH odpovidajici pH tenkého stieva a pfitomnosti zluCovych
soli tak, jak tomu je v ptipadé C. parvum (Fayer et al., 2009). Vysledky nasi a ostatnich
praci ukazuji, ze oocysty kryptosporidii excystuji v misté budouci infekce. S ohledem

1 na rychly proces excystace je pro parazity nevyhodné excystovat pfili§ brzy. Doslo
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by k vycerpani energetickych a proteinovych zasob, coz by mélo za nasledek smrt pa-
razita (Yeoh et al., 2019). Vysledky této prace ukazaly, ze nejvétSiho poctu excysto-
vanych oocyst C. mortiferum bylo dosazeno po inkubaci v prostfedi odpovidajicimu
distalni Casti tenkého stfeva. Naopak nejméné vyexcystovanych oocyst bylo v pripadé
vystaveni ucinka zalude¢niho obsahu, proximalni ¢asti tenkého stieva a céka. Pokud
jsou hypotézy o rychlosti a vlivu okolniho prostiedi na excystaci oocysty kryptospo-
ridii spravné, 1ze z nasich vysledkl usuzovat, ze k aktivaci excystace C. mortiferum
doslo kratce pred vstupem oocysty do mista, kde je lokalizovan vyvojovy cyklus (cé-
kum). Vystaveni afinkiim obsahu céka se zda byt nedostatecné pro uspé€s$nou ex-
cystaci. Tyto vysledky odpovidaji i pfedchozim zjisténi u druhu C. parvum a principu
pouzivanych metod excystace. Také my jsme v nasi praci pravdivost této hypotézy
potvrdili. Oocysty C. parvum vystavené ucinkim pouze zalude¢niho obsahu nebo
pouze obsahu duodena excystovaly statisticky vyznamné méné€ nez oocysty vystavené
kombinaci uc¢inku obou prostfedi. Bylo prokazano, ze oocysty C. parvum excystuji
rychleji po vystaveni kyseliné chlorovodikové a ze tato expozice muze predstavovat
dulezity faktor pro excystaci C. parvum (Campbell et al. 1992; Choudry et al., 2008).
Studie Choudry et al. (2008) také zkoumali i dalsi vlivy na excystaci sporozoitd. Napf.
zlu€ové soli podporuji rychlost excystace a deoxycholat sodny invazivitu sporozoitu
vuci epitelialnim burikam. Béhem excystace byla zjisténa zvysSena produkce proteazy,
ktera sice nema vliv na rychlost excystace, ale na motilitu (pohyblivost) sporozoita.

Havrdovéa (2016) pomoci laparotomickych infekci prokazala, ze nejvhodnéji mis-
tem pro inokulace chirurgickou cestou je proximalni jejunum. Lze tedy predpokladat,
ze prostiedi duodena a proximalniho jejuna se podili na stimulaci oocyst C. parvum
zasadnim podilem. To by odpovidalo i histologickym naleziim z pfirozenych infekci
laboratornich mys$i timto druhem kryptosporidie, kdy nejvyssi intenzita infekce je de-
tekovana ve stiedni a distalni ¢asti jejuna a ileu (Kvac, osobni sdéleni). Laparotomicka
infekce do dalsi casti stfeva, kde vyvojovy cyklus neprobiha, nevyvolava vznik in-
fekce. Obdobé tomu je i u druhu C. proliferans. Laparotomicka infekce do stfeva ne-
vyvolé infekci hostitele (Havrdova, 2016).

V ptipadé druhu C. mortiferum jsme pomoci laparotomickych inokulaci dospéli
ke stejnym vysledktm, které jsou v souladu jak s diive publikovanymi daty, tak s dal-
S$imi vysledky zjiSténymi v této praci. Laparotomické inokulace oocyst C. mortiferum
do céka a kolonu nevyvolala u zadné z operovanych mysi infekci timto druhem, coz

odpovida zjisténi, zZe obsahy téchto Casti stfeva mély na excystaci jen maly vliv.
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Naopak inokulace do proximalnich ¢asti stfeva vzdy vedla k infekci hostitele. Tyto
zjisténi jsou v souladu s predeslymi studiemi (Havrdova 2016; Sateriale et al., 2021;
Vinayak et al., 2015)

Cryptosporidium proliferans infikuje vyhradné zlaznatou ¢ast zaludku svych hos-
titeld (Kvac et al., 2016). V souladu s predchozimi studiemi jsme prokazali, Ze tento
druh excystuje primarné ucinkem zvysené teploty odpovidajici teploté téla hostitele
(Fayer et al., 2009; Widmer et al., 2007; Bones et al., 2019).). Na rozdil od experimentu
provadénych Widmerem, ktery excystoval oocysty C. andersoni kombinaci tepla a
ucinkim nizkého pH, uvadéji jini autofi, Ze pro uspésnou excystaci zaludecnich kryp-
tosporidii je zapottebi teplota a vys§si pH (Dudakova, 2022; Schulzova, 2022). Navic
ucinky nizkého pH a dezinfek¢ni ucinek chlornanu negativné ovliviiuje vitalitu spo-
rozoitt (Kvac, astni sdélent).

Pokud predstavuje teplota kriticky faktor excystace zalude¢nich druht kryptospo-
ridii, zastava otazkou, pro¢ neexcystuji oocysty pruchodem zaZzivaci traktu hostitele
po vylouceni ze zaludku do duodena. Nami provedeny experiment prokazal, ze oo-
cysty vyjmuté z téla hostitele a uchovavané pii teploté téla excystuji vyrazné mén¢ nez
oocysty zchlazené na 8 °C a nasledné zahtaté na 37 °C, tedy teplotu téla hostitele.
Vysledky této prace ukazuji, ze oocysty zalude¢nich kryptosporidii jsou vybaveny né-
jakym ochrannym faktorem, ktery omezuje jejich excystaci v téle hostitele. Vyex-
cystované oocysty udrzované mimo télo hostitele pii konstantni télesné teploté mohly
byt oocysty tenkosténné, jejichz pfitomnost u druhu C. proliferans potvrdila Meliche-
rova et al. (2014). Pouziti destilované vody, kterd ma témér neutralni pH, jako nosného
media, mohlo zapficinit excystaci téchto oocyst. Soucasné jsme prokazali, ze oocysty
C. proliferans ziskané z duodena a udrzované pii teploté 37 °C jsou infekcni pro na-
ivniho hostitele. Vzhled k tomu, ze neexistuje zadny jiny analogicky experiment, nelze
naSe vysledky porovnat.

Studie in vitro i in vivo prokazaly, ze stfevni kryptosporidie jsou schopny dokoncit
svij vyvojovy cyklus béhem 3—10 dnt a zalude¢ni béhem 7-20 dnt (Current et Hay-
nes, 1984; Tzipori, 1983; Kvac et al., 2016), se znacnou variabilitou v zavislosti na
druhu hostitele (Tzipori, 1983, Kvac et al., 2016). V této praci jsme nezjistili rozdil
v prepatentni period¢€ jednotlivych druht kryptosporidii v zavislosti na zptsobu ino-
kulace. U C. mortiferum aplikovaného per oralné byla zjisténa prepatentni perioda 8—
10 DPI, coz je v souladu s daty z jinych studii (Tamova et al., 2023). V piipadé chi-

rurgické inokulace laparotomickou operaci byla zaznamenana obdobna prepatentni
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perioda. Ke stejnym vysledktm jsme dospéli i v ptipad€ C. proliferans, nebyly zjis-
tény rozdily v prepatentni periodé hostiteltl inokulovanych purifikovanymi oocystami
nebo oocystami pochézejici pfimo ze zazivaciho traktu hostitele, také Havrdova
(2016) nepozorovala rozdily v prepatentni periodé laparotomicky inokulovanych
mys$i. Z vysledkl tedy vyplyva, ze zpisob inokulace/infekce neni rozhodujici a neo-

vliviiuje délku prepatentni periody.
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Zavér

Studie zkoumajici vliv teploty prostiedi na excystaci sporozoiti C. proliferans a C.
mortiferum odhalila, Ze teplota 37 °C nema vyznamny efekt na excystaci téchto druht.
Oocysty C. proliferans excystovaly vyrazné méné pii pouhém vystaveni této teplote,
coz naznacuje pritomnost ochranného faktoru v téle hostitele. Zatimco laparotomické
operace potvrdily, ze excystace a infekce hostitele oocystami C. mortiferum probihaji
prevazné v prostiedi jejuna a duodena. Ziskané vysledky maji dulezity vyzkumny po-

tencial pro porozuméni procesim infekce kryptosporidii.
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