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1 Uvod

Blastocystis je anaerobni prvok fylogeneticky se fadici do skupiny Stramenopiles. Prvni
zastupci tohoto prvoka byli objeveni na pocatku 20. stoleti (Brumpt 1912), ale objektem
velkého mnozstvi nejriznéjsich studii se stali az v poslednich letech. Stile jsou vsak
obklopeni celou fadou nejasnosti. Blastocystis se bézné nachazi v zazivacim traktu u lidi,
ale 1 dalSich obratlovcl (Scanlan, 2012), byl objeven také u nékterych bezobratlych (Zaman
et al., 1993). Dodnes je zndmo 17 subtypt (ST1-ST17), z nichZ prvnich devét se nachazi i u
lidi (Alfellani et al., 2013).

1.1 Zivotni cyklus prvoka Blastocystis

Vsechny aspekty zivotniho cyklu blastocyst stale jest€¢ nejsou uspokojivé zodpovézeny,
hlavné diky malému poctu vhodnych zvifecich modelt (Tan et al., 2002). Za ptenos
blastocyst je zodpovédné stadium cysty, které se po vniknuti do vhodného hostitele (fekalné-
oralni cestou) pfeméni na vegetativni formu. V zazivacim traktu tedy dochazi k uvolnéni
vakuolarnich forem, které se ddle mohou ptfeménit na dal§i morfologické formy (Moe et al.,
1997). Mnozi autoii pozorovali rizné typy rozmnozovani, jako je binarni déleni, puceni,
mnohonasobné déleni a dale napiiklad schizogonii, nejcastéji je vSak u vakuolarnich forem
pozorovano bindrni déleni (naptf. Zhang et al., 2007). Na obrazku 1 je zndzornén zivotni

cyklus Blastocystis u ¢lovéka.

Obr 1. Zivotni cyklus Blastocystis u ¢lovéka (Tan, 2004).
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1.2 Morfologie Blastocystis

Blastocystis je polymorfni prvok, u néhoz byly popsany ¢tyfi zakladni morfologické typy
bunék: vakuolarni, granuldrni, améboidni a stddium cysty (Clark et al., 2013). Vice
bunécnych forem se dokonce objevuje v ramci jedné kultury a mize byt tedy byt obtizné

urcit, o jaky morfologicky typ se jedna (Tan, 2008).

1.2.1 Vakuolarni forma

Vakuolarni forma blastocyst je stddium vyskytujici se v lumen stfeva a také v in vitro
kulturach (napt. Zhang et al., 2012). Tyto formy jsou kulat¢ a mohou se velmi lisit svou
velikosti, ktera se vétSinou pohybuje v rozmezi od 2 — 200 um (Stenzel & Boreham, 1996).
Typickym znakem je velkd centralni vakuola, kterd vypliuje témét cely prostor bunky a
vytlac¢uje cytoplazmu a organely na periferii buniky. Buiikky jsou mnohobunécné a jadra jsou
mikroskopicky viditelnd pravé na periferii (MacPherson & MacQueen, 1994). VétSina
autorti se shoduje, Ze vakuoly maji zdsobni funkci a v né€kterych studiich bylo také
prokéazano, ze hraji dilezitou roli v programované bunééné smrti organismu (Nasirudeen et

al., 2001).

1.2.2 Granularni forma

Granularni forma bun¢k ma fadu morfologickych podobnosti s vakuolarni formou, ale navic
obsahuje drobné heterogenni granule, které se nachazi v centralni vakuole nebo v tenkém
pasu periferni cytoplazmy (Tan et al., 2002). Podle studii, které¢ zkoumaly tyto heterogenni
granule elektronovym mikroskopem, existuji tfi typy granuli: metabolické, reprodukeni a
lipidové (Parija & Jeremiah, 2013). Velikost tohoto morfologického typu je podobna jako u
zastupct vakuolarni formy, a to mezi 6 az 20 um (Dunn et al. 1989), vyjimecné vsak byli
nameéteni 1 zastupci o velikosti az 80 um (Parija & Jeremiah, 2013). Granularni typ bunck
pravdépodobné vznika za nepfiznivych zivotnich podminek z vakuolarni formy, coz
potvrdila nedavna studie (Zhang et al., 2012). Cast&ji se vyskytuje ve starSich nebo

axenizovanych kulturach, kde je riist nezadoucich bakterii potlacen antibiotiky (Tan, 2008).



1.2.3 Améboidni forma

S améboidnim morfologickym typem se lze setkat spiSe ziidka a morfologicky popis neni
jednoznacny, protoze se jeho popis se v jednotlivych studiich 1isi. Tento typ blastocystovych
bun¢k byl pozorovan ve starsich kulturach, v kulturdch oSetienych antibiotiky nebo piimo ve
vzorcich stolice (Zierdt, 1973). Velikost téchto bunék se nejcastéji pohybuje v rozmezi 5 -
50 um (Tan & Suresh, 2006). Améboidni typ bun¢k se vyznacuje nepravidelnym tvarem a
Casto se zde vyskytuje jedna nebo dvé velké pseudopodie, které slouzi s nejvétsi
pravdépodobnosti k fagocytéze (Tan et al., 2002). Na povrchu i uvnitf téchto bunék jsou
Casto nalézany bakterie. Pohlcené bakterie se objevovaly v utvarech podobnych lysozomiim

(Tan et al., 2002).

Byly pozorovany dva typy bun€k améboidnich forem. Prvni typ obsahuje v
cytoplazmé mnoho mensich vakuol, zatimco druhy typ je charakteristicky pfitomnosti velké
centralni vakuoly, ve které jsou obsazeny elektrondenzni granule. Vzhledem k morfologii
téchto dvou typt se piedpoklada, ze by améboidni formy mohly vznikat z vakuolarnich
bunék (Tan & Suresh, 2006). Tento morfologicky typ buné€k je nékdy spojovan s patogenitou
rodu Blastocystis. Ve zvysené mite se totiz vyskytuje v in vitro kulturdch pochazejicich od
pacientd, kteti vykazuji klinické symptomy spojené s pritomnosti blastocyst ve stifeve

(Rajamanikam & Govind, 2013).

1.2.4 Stadium cysty

Jedna se o nejmensi morfologicky typ blastocyst, jehoz velikost se pohybuje v rozmezi 3 — 5
um. Diky své malé velikosti mohou byt lehce zaménény s jinymi organismy (napf.
kvasinkami) nebo rlznymi artefakty (Tan et al., 2002). Cysty jsou extrémné odolna
silnosténna stadia, kterd umoziuji preziti blastocyst ve vnéjsim prostfedi a umoznuji jejich
prenos mezi hostiteli (Clark et al., 2013). Silna sténa cyst je sloZena z vice vrstev a byva
silnd 50 az 100 nm. Nékdy miize byt tato sténa cyst pokryta povrchovym fibrilarnim
plastém, ktery je dobie patrny pii pouziti mikroskopie s fazovym kontrastem a jevi se jako

nahnédla vrstva (Moe et al., 1996).

Cysty maji variabilni tvar, ale nejcastéji jsou ovalné nebo kulaté. Cytoplazma miize
obsahovat jedno az Ctyfi jadra, dal$i organely (napf. mitochondrie) a malé vakuoly (Tan,
2008). Jsou rozliSovany dva zakladni typy cyst. Tenkosténné cysty, které¢ se vyskytuji ve

stieve hostitele a dale tlustosténné cysty zodpovédné za pienos a ndkazu z prostiedi (Singh



et al., 1995). K nakaze dochazi fekalné-oralni cestou a také pfimym kontaktem mezi hostiteli
nebo kontaminovanym zdrojem vody (Nagel et al., 2014). Cysty tidajné pteziji pfi normalni
teploté ve vodé témét tfi tydny, ale jsou citlivé k extrémnim teplotdm a k béznym
dezinfek¢nim prostfedkiim (Tan & Nasirudeen, 2005). Také jsou pomérné nachylné na

vysuseni (Moe et al., 1996).

1.2.5 Ostatni morfologické formy

Kromé jiz zminénych zakladnich morfologickych forem blastocyst existuji jesté dalsi dvé, s
kterymi setkdvame ziidka, nebo mnohdy unikaji nasi pozornosti. Je to avakuolarni a
multivakuoldrni typ (Parija & Jeremiah, 2013). Multivakuolarni buiiky obsahuji nékolik
navzdjem propojenych vakuol rizné velikosti, zatimco avakuoldrni postradaji centralni
vakuolu. Obvykle obsahuji jedno, vyjimecné dvé jadra. U avakuolarnich bunék jsou tato
jadra vétsi, nez u vSech ostatnich morfologickych typt. Primérné velikost multivakuolarnich
bunék se pohybuje mezi 5 — 8§ um, zatimco avakuolarni bunky byvaji mensi, kolem 5 pum

(Tan et al., 2002).

1.3 Bunécna struktura

Buniky blastocyst obsahuji tyto organely: Golgiho komplex, n€kolik jader, endoplazmatické
retikulum a mitochondrie s tubularnimi kristami (napf. Tan et al., 2002). Golgiho komplex je
obvykle lokalizovan v blizkosti jadra. Blastocysty mohou mit rizny pocet jader, kterd jsou
ulozena na periferii, endoplazmatické retikulum a mitochondrie s tubuldrnimi kristami (napf.
Tan et al., 2002). Pfitomnost téchto mitochondrii je u anaerobniho prvoka neobvykla, podle
autort jedné ze studii se jednd o anaerobni derivat mitochondrie, ktery vznikl jako adaptace

na zivot bez pfitomnosti kysliku (Stechmann et al., 2008).

1.4 Geneticka diverzita a hostitelska specifita prvoka Blastocystis

Diky fylogenetickym analyzam zalozenych na porovnavani malé ribozomalni podjednotky
(18S rRNA) bylo zjisténo, ze Blastocystis patii do skupiny Stramenopiles (napt. Rivera,
2008). Drive se predpokladalo, ze blastocysty maji uzkou hostitelskou specifitu vdzanou na
daného hostitele (napt. Rivera, 2008). Pozdéji s odhalenim spektra subtypil (napi. Rivera,
2008) bylo zjisténo, ze hostitelska specifita je Siroka, tzn., Ze jednotlivé subtypy byly
nalezeny u vice hostitelt (Clark et al., 2013). Jednotlivé druhy blastocyst byly v minulosti



nazyvany podle druhu hostitele, u kterého se nachazely — naptiklad Blastocystis hominis,
ktery byl nalézéan u lidi, ale dnes uz se od tohoto zptisobu nomenklatury upustilo (Stensvold

et al., 2007).

1.4.1 Subtypy blastocyst

Dodnes bylo popsano 17 subtypt - ST1-ST17. Prvnich devét subtypit bylo popséno u
¢lovéka. Pravdépodobné je, Ze budou v budoucnu objevovany nové subtypy (Alfellani et al.,
2013). Jednotlivé subtypy neni mozné na zakladé morfologie odlisit, proto je pro rozliSeni

subtypi je nezbytné pouzit molekularni metody (Clark et al., 2013).

1.4.2 Subtypy vyskytujici se u teplokrevnych obratlovci

U lidi se vyskytuji nejcastéji prvni Ctyfi subtypy blastocyst, a to ST1- ST4, dalsi ST5-ST9
jsou nachazeny spise ziidka a jsou nejspis vysledkem zoonotického pienosu (Alfellani et al.,
2014). Subtyp ST3 je nejcastéji detekovan u cloveéka a podle nékterych studii je povaZzovan
za pivodné lidsky subtyp (Wong et al., 2007). Druhym nejcastéji nachdzenym subtypem u
¢loveéka je ST1 (Stensvold et al., 2009).

Blastocysty jsou nalézany u celé¢ tady dalSich teplokrevnych obratloveti. U
hospodarskych zvifat, jako jsou prasata, ovce a skot se ¢asto vyskytuje subtyp ST5, byl také
popisovan u velbloudi (Stensvold et al., 2009). U ptakt byva rozsifen subtyp ST6 a ST7;
subtypy ST8 a ST9 se ve vyssi mife vyskytuji u primatd a (Stensvold et al., 2009; Clark et
al., 2013). Blastocysty byly nalezeny i u fady zvitat chovanych v zoologickych zahradach
(napft. Stensvold et al., 2009). V nedavné dob¢ byl detekovan subtyp ST11 u slonii, ST12 u
ziraf, ST13 u klokanti a subtyp ST15 se ve vétsi mife vyskytoval u gibont a nékterych druhi
velbloudu (Parkar et al., 2010; Alfellani et al., 2013).

1.4.3 Subtypy vyskytujici se u studenokrevnych obratlovcii a bezobratlych

Variabilita jednotlivych subtypi pochéazejicich se studenokrevnych obratlovcii neni zatim tak
dobfte prozkoumana, vétSina studii se totiz soustfedi hlavné na teplokrevné obratlovce a tato
skupina je Casto opomijena. Blastocysty byly objeveny u nékterych druhii hadd, zelv a
leguanii (napt. Noel & Dufernez, 2005). Pfed nedavnou dobou Lorencova (2014) definovala

dokonce 21 novych subtypti pochazejicich ze studenokrevnych obratlovcii a ¢lenovcell, mezi



néz patiili naptfiklad hadi, jestéti, zelvy a mnohonozky. U bezobratlych Zivocicht byly

blastocysty popsany také u §vabl (Zaman et al., 1993).

1.5. Role Blastocystis ve stievnim ekosystému ¢lovéka

Otazka role Blastocystis ve sttevnim ekosystému clovéka dosud nebyla uspokojiveé
zodpovézena a je tématem mnoha studii (napt. Leder et al., 2005; Olivo-Diaz et al., 2012).
Nékteré klinické a epidemiologické studie povazuji Blastocystis za potencialni patogen
(napt. Poirier et al., 2012) jinde je zastavdn ndzor, Ze jsou blastocysty vyhradné

komenzalové (napt. Petersen et al., 2013; Scanlan & Stensvold, 2013).

Klinické ptiznaky, které byly u pacientli pozitivnich na Blastocystis popsany, jsou
nespecifické a zahrnuji nevolnost, anorexii, bolesti v bfiSni oblasti, nadymani, plynatost a
akutni nebo chronicky prijem (Tan, 2008). Pfitomnost blastocyst je ¢asto spojovan s
etiologii stfevnich onemocnéni, jako je syndrom drazdivého tra¢niku [IBS] (Poirier et al.,
2012). Jedna se o funk¢ni gastrointestinalni poruchu charakterizovanou bolestmi bticha nebo
bolesti souvisejici se zménou ¢innosti stiev, ktera postihuje 5-24% lidi ve vyspélych zemich
(Poirier et al., 2012). K dalS$im moznym pfiznakim, které mohou pocitovat pacienti
pozitivni na blastocysty, patii naptiklad rizné kozni projevy, jako je kopiivka s akutnim ¢i
chronickym pribé¢hem (Hameed et al., 2011). Blastocysty se také Castéji vyskytuji u lidi
pozitivnich na HIV (Prasad et al., 2000).

Nékteré studie uvadi, Ze jednotlivé subtypy se pravdépodobné lisi svoji patogenitou
(Hussein et al., 2008). Ditkazem je subtyp ST3, ktery byl v této studii nejcastéji izolovany u
pacientl s riiznymi gastrointestinalnimi poruchami. Navic u nékterych subtypii nebyla jejich
patogenita ujasnéna, jako je napt. ST1, ktery je v nékterych studiich popisovan jako patogen
(napft. Poirier et al., 2012) a v nékterych pouze jako komenzal (napf. Scanlan & Stensvold,
2013). Jako hlavni faktor zodpovédny za patogenitu blastocyst jsou povazovany proteazy
blastocyst (Mirza & Tan, 2009). Ukazalo se, ze tyto protedzy jsou schopné degradovat
imunoglobulin A (IgA), coz vede ke schopnosti parazita mit vyS$s$i virulenci, zméné
imunologické reakce a naruSeni bariérové funkce (Rajamanikam & Govind, 2013). Autofi
této studie se pokouseli objasnit, zda existuje vztah mezi zastoupenim amébovych forem,
které se ve zvySené mife vyskytovaly v in vitro kulturdich symptomatickych izolati v

porovnani s asymptomatickymi izolaty a aktivitou proteazy. Symptomatické izolaty s



amébovymi formami ukézaly vyznamné vyssi aktivitu proteazy nez asymptomatické izolaty

(Rajamanikam & Govind, 2013).

Vysoké prevalence riznych subtypii Blastocystis u asymptomatickych hostitel mize
naznacovat, ze ne vSichni lidé jsou nachylni na onemocnéni, dokonce 1 kdyz jsou infikovani
potencialné virulentnim agens, nebo Ze ne vSechny subtypy jsou patogenni. (Scanlan &
Stensvold 2013). Leder et al., (2005) ve sv¢ studii nezaznamenali Zadny vyznamny rozdil v
podilu vzorkii pozitivnich na Blastocystis mezi symptomatickymi a asymptomatickymi
pacienty. Zajimavé ale je, Ze pozitivni vzorky v této studii se Castéji vyskytovaly u muza a
také byly castéjsi u mladych lidi do 16 let. Vyskyt a distribuce specifickych genotypt
Blastocystis u zdravych jedinct jsou az na vyjimky prakticky neznamé. V nedavné studii se
zamétovali na diverzitu eukaryot u zdravych jedinci a mimo jiné ukdzaly rizné subtypy
Blastocystis ¢asovou stalost (do 3 let), coz naznacuje, Ze jsou u nekterych jedinci stabilni

soucasti zdravého stievniho traktu (Scanlan, 2012).

Vzhledem ke kontroverznim faktim o blastocystach se zda byt nepravdépodobné, ze
hraje vyznamnou roli v IBS. Pfitomnost blastocyst ve stolicich pacienti s IBS nemusi nutné
znamenat, ze jsou pfiznaky zpusobené timto organismem, mély by byt provéfeny i jiné
infek¢ni a neinfekéni priciny (Stark et al., 2007). V posledni dobé se spiSe objevuji studie,
ve kterych jsou blastocysty pokladany za stabilni soucast zdravé lidské stfevni mikroflory, a
autoti téchto studii naznaciji, Ze by tento prvok naopak mohl byt ¢lovéku prospésny (Scanlan
& Stensvold, 2014). Divodl je hned nékolik. Rizné subtypy blastocyst se s vysokou
prevalenci vyskytuji u zdravych jedinct bez klinickych ptfiznakli, v porovnani s pacienty
postizenymi stievnim zanétlivym onemocnénim (Petersen et al., 2013; Parfrey et al., 2014;
Scanlan & Stensvold, 2013). V téchto uvedenych studiich se objevil i nazor, ze pfitomnost

blastocyst u zdravych jedincii néjakym zptasobem souvisi s optimalnim sloZzenim stfevniho

mikrobiomu (Scanlan & Stensvold, 2013).

1.6 Diagnostika blastocyst

Pro detekci tohoto prvoka se vyuzivd mnoho diagnostickych metod, které jsou vice ¢i méné
ucinné. Diagnostika blastocyst neni vzdy snadna, miize dochdzet k zaménam s kvasinkami,
nebo s cystami dalSimi stievnich prvokl (napt. Enteromonas nebo Chilomastix) ¢i s
tukovymi kapénkami (napt. Tan, 2008). Vzdy je navic tfeba zkoumat vice vzorki, protoze

cysty blastocyst mohou byt vylu€ovany intermitentné (napi. Tan, 2008). Doporucuje se



odebirat vzorky alesponi tfi po sob& nasledujici dny, aby byla zajiSt€éna co nejvyssi

zachytnost prvoka. Vzorky by navic mély byt co nejCerstve;si.

K diagnostice blastocyst je nejcasteji pouzivana piima mikroskopie vzorki, ktera je
obvykle kombinovana se sedimenta¢nimi metodami ¢i barvenymi roztéry trusu (napf.
Roberts et al., 2011). Pro tyto tcely je doporu¢ovano barveni Gomoriho trichromem, pomoci
safranin-methylové modii nebo také zelezitym hematoxylinem (Hazen, 1993; MacPherson
& MacQueen, 1994; Khalifa, 1999). Vysoce senzitivni metodou pro diagnostiku blastocyst
se ukazala byt xenicka kultivace s vyuzitim Jonesova ¢i Dobell-Ledlaw médii (napt. Suresh
& Smith, 2004). Nicméné nejspolehlivejsi detekce blastocyst je s vyuzitim molekularnich
metod, konve¢niho PCR nebo real-time (Roberts et al., 2011). V literatufe se také udava, ze

infekce blastocystami vede k produkci IgA (imunoglobulin A) a IgG protilatek. Tato

skute¢nost mize byt vyuzita pro rizné serologické metody (napt. Tan, 2008).

1.7 Kultivace blastocyst

Pro vyzkum Blastocystis jsou dilezité in vitro kultury, které slouzi jako pro diagnostiku
nebo pro rozriistani bun€k, zejména vakuolarnich forem, potfebnych k dal§im analyzam.
Existuji tfi zakladni typy kultur: (i) xenickd, kde prvoci rostou v pfitomnosti nedefinované
mikroflory, (i) monoxenickd kultura, ve které je parazit péstovan v pifitomnosti jednoho
dalsiho definovaného mikroorganismu, a (iii) poslednim typem je axenicka kultivace, kde
dany organismus roste bez ptitomnosti jakychkoliv kontaminujicich mikroorganismu (Clark
& Diamond, 2002). V literatufe se nckdy muizeme setkat jeSt€ s terminem polyxenicka
kultura, ¢asto je mylné povazovan za synonymum kultury xenické. Jednd se vSak o kulturu,
ve které prvok roste v pritomnosti n€kolika dal§ich pfesn¢ definovanych mikroorganismi

(Clark & Diamond, 2002).

1.7.1 Xenické kultivace

Prvni zminka o xenické kultivaci blastocyst pochdzi uz z roku 1921, kdy je poprvé
kultivoval Barett (Barret, 1921). V soucasnosti je pouZivano celé spektrum médii, které jsou
pro kultivaci tohoto prvoka vhodné. Nejbéznéji pouzivanym je je Jonesovo médium, které
vyvinul Jones v roce 1946. Pozdéji bylo toto médium rtizné modifikovano (Suresh & Smith,
2004; Leelayoova et al., 2002). Pouziva se hlavn¢ jako diagnostické médium a blastocysty v

ném obvykle nejsou dlouhodobé¢ udrzovany.



K dal§im vhodnym médiim se fadi také dvoufazové Dobell-Laidlaw médium (Dobell
a Laidlaw, 1926) a Loeffler médium (Stenzel a Boreham 1996). V literatuie je Casto
popisované také Iscove’s modified Dulbecco’s medium [IMDM] obohacené o 10 %
koniského séra (Ho, 1993) a dvouslozkové ,,Drbohlav Locke egg serum medium* [LE]
(Boeck & Drbohlav, 1925). V neposledni fadé jsou pro kultivaci blastocyst vhodna jesté tato
média: Robinson médium, které je velmi komplexni a nalezlo vyuziti i pro kultivaci dalSich
sttevnich mikroorganismii (napiiklad améb), a také Diamond TYSGM-9 médium (Clark &
Diamond, 2002). Néktefi autofi pro rist tohoto prvoka pouzivaji také komeréné vyrabéné
»Roswell Park Memorial Institute medium” [RPMI], které obsahuje velké mnozstvi fosfatu

(Zhang et al., 2012).

1.7.2 Axenicka kultivace

Pro studium tohoto prvoka jsou mnohem piinosnéjsi axenické kultury, kde jsou
kontaminujici bakterie nebo kvasinky eliminovany riznymi druhy antibiotik a je tedy mozné
ziskat Cisté bunky blastocyst. Prvni zminky o axenické kultivaci pochéazeji z roku 1974, kdy
autofi Zierdt & Williams poprvé Gspésné axenizovali buiiky Blastocystis v LE médiu (Zierdt
& Williams, 1974). Pro axenickou kultivaci Blastocystis jsou v literatuie uvadéna nejcastéji
dv¢ kultivaéni média. Prvnim je LE médium, které poprvé pouzili Zierdt a Williams (1974).
Dal$im nejpouzivangj$im médiem je IMDM médium. Poprvé jej popsali autoii Ho et al.
(1993) a v souCasné dob¢ je velmi hojné¢ vyuzivanym kultivaénim médiem (Clark &
Diamond, 2002). Nékteti védci také zaznamenali uspéSnou axenizaci blastocyst izolovanych
z plazti pomoci diferencidlni centrifugace v kombinaci s antibiotiky (Teow et al., 1992).
Uginnym piistupem se zda byt také pouziti mikromanipulace s buitkami blastocyst, kterou
pouzili Hess et al. (2006). Tento ptistup aplikovali na izolaty pochazejici z krocana a ziskali
klondlni populace blastocyst. Lanuza et al. (1996) popsal modifikovanou metodu pro
axenizaci blastocyst a to vyuzitim kombinace ,,ficoll-metrozoic* kyselinového gradientu a
pridani antibiotik. Blastocysty jsou schopné i rGstu na pevnych agarovych ptdach, kde
vytvareji kolonie podobné bakterialnim koloniim (Ng & Tan, 1999; Tan et al., 2000). Proto
jeden z pfistupii axenizace blastocyst vyuziva jejich kultivace na pevném TYM médiu
v anaerobni atmosféte (Lorencova, 2014) modifikovaném dle Diamond (1957). Chen et al.
(1997) ve své praci popisuje uspésnou axenickou kultivaci, kdy blastocysty pochazejici z
potkanil rostly v koloniich na agaru obohaceném o antibiotika. Pro podpofeni anaerobni

atmosféry zde také pouzivali thioglykolat.



Pro axenizaci blastocyst je nezbytné splnéni nékolika podminek, jako jsou (i) vhodné
sloZzeni média, které musi byt dostatecné vyzivné. V kultiva¢nich médiich je pro tyto ucely
Casto vyuzivano konské sérum, tryptikaza, kvasni¢ny autolyzat a dalsi latky (napt. Clark &
Diamond, 2002), (i1) teplotu, u sav¢ich subtypil blastocyst je doporu¢ovana teplota 37°C na
rozdil u subtypt od poikilotermnich obratlovet, jejichz izolaty jsou kultivovany pfi teplotach
nizSich (Lorencova, 2014), a (iii) anaerobni podminky, které jsou vétSinou simulovany
pouzitim CO:2 termostatii nebo chemikéliemi, které vytvaii CO: (naptiklad vyuzitim
piipravku Anaerocult® A Mini od firmy Merck Millipore, ktery jsme pouzivali v nasi studii).

K podpofie anaerobni atmosféry mize byt pouzit i thioglykolat (Chen et al., 1997).

Prestoze je axenizace pro studium velice dilezitd, Casto je cely proces cCasoveé
naro¢ny a ne vzdy zcela uspeésSny. Bylo zjisténo, ze blastocysty zacaly po odstranéni bakterii
postupné odumirat (Zierdt, 1991). Je tedy zfejmé, Ze pro pieZiti a rist blastocyst je
bakteridlni mikroflora naprosto nezbytnd. Navic existuje moznost, Ze blastocysty pfimo
vyzaduji specifické skupiny baktérii, které jsou jejich symbionty, tak jak to je popsano u

jinych prvokd.
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IT Cile prace

Hlavnim cilem této prace bylo ziskat Cistou suspenzi bun¢k Blastocystis subtypu ST1 (dale
buniky ST1) bez kontaminujicich bakterii a dalSich nezddoucich mikroorganismu. Tato Cista
suspenze ST1 bunck bude posléze vyuzita pro detailnéjsi studium stfevniho prvoka rodu
Blastocystis, zejména jeho vlivu na imunitni systém hostitele. Pro splnéni hlavniho zdméru

byly vytyceny tyto dil¢i cile:

* nalézt vhodné kultivatni médium pro piipravu Zivotaschopnych ST1 bunék

vyuZzitelnych pro axenizaci

= optimalizovat postup axenizace ST1 bunék tradi¢nimi axeniza¢nimi metodami

s pouzitim antibiotik

= ovetit moznost ziskavani Cisté suspenze ST1 bunék pomoci ,,cell sorteru®
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II1 Material a metodika

3.1 Kultivace Blastocystis
Pro ucely této prace byly vyuzity buiikky Blastocystis subtypu ST1 (dale bunky ST1), ktery
jsme méli k dispozici u infikovanych experimentalnich Wistar potkanti. Pro jejich kultivaci a

axenizaci bylo pouZito vice nize popsanych typit médii.

3.2 Priprava kultiva¢nich médii a jejich sloZeni

Pro ucely této studie jsme vyuzivali vice médii popsanych nize.

3.2.1 Modifikované Jonesovo médium

Pro rozrastani bunék ST1 z biologickych vzorkii byla pouzita kultivace v tekutém Jonesoveé
médiu, které¢ vyvinul Jones WR v roce 1946 (Jones, 1946). Toto médium bylo modifikovano
(Leelayoova et al., 2002; Suresh & Smith, 2004). Jonesovo médium se pouzZiva zejména pro
diagnostiku blastocyst ve vzorcich trusu nebo stolice ziskanych od hostiteld a buiky

blastocyst se v ném bézn¢ dlouhodobé neudrzuji.

Seznam chemikalii a jejich navazek pro pripravu Jonesova média:

= 0,946g Na2HPO4 (Sigma-Aldrich)

= 0,908g KH2PO4 (Lach-ner)

= 1,8g NaCl (Sigma)

= (,23g kvasni¢ného autolyzatu (Duchefa Biochemie)

= Inaktivované konské sérum (Sigma)

Priprava média: Nejdiive byly pfipraveny zékladni roztoky, kdy se 0,946 g NaoHPO4 a
0,908 g KH2PO4 zvlast rozpustilo ve 100 ml destilované vody a 1,8 g NaCl se rozpustilo ve
200 ml destilované vody. Z téchto zdkladnich roztoki bylo vzdy pfipraveno finalni médium:

dané objemy z ptipravenych roztoku (31,2 ml NaHPO
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10,4 ml KH2PO4 a 187,5 ml NaCl) byly smichany a pfidalo se 0,23 g kvasni¢ného
autolyzatu. Nasledovala sterilizace v autoklavu pfii teploté¢ 121°C a tlaku 101,5 kPa. Po
vychladnuti roztoku bylo sterilné pfidano inaktivované konské sérum, a to 10% celkového
objemu piipravovaného roztoku. Nakonec bylo médium alikvétévano po 4 ml do sterilnich
kultiva¢nich zkumavek o objemu 10 ml se Sroubovacim zavitem. Takto bylo Jonesovo

médium kratkodobé uchovavéano ve 4°C do jeho pouziti.

3.2.2 Tekuté TYM médium dle Diamond, modifikovano

Dal$im typem média, které¢ jsme v nasich experimentech pro kultivaci Blastocystis vyuZili,
bylo tekut¢ TYM médium dle Diamond (1957). Toto médium bylo pouzivano pro axenické

kultivace Blastocystis.

Seznam chemikalii a jejich navazek pro priprava tekutého TYM média:

e 0,4 g KH2PO4 (Lach-ner)

e 0,4 g KdHPO4 (Sigma)

e 0,1 g L-cystein (Sigma)

e 2.5 g maltosa (Amresco)

e 5 g kvasni¢ny autolyzat (Duchefa Biochemie)

e 10 gtrypton (Roth)

Priprava média: Vsechny pevné slozky (tj. KH2PO4, KxHPO4, L-cystein, maltosa, kvasnic¢ny
autolyzat a trypton) byly smichiny v men$im objemu destilované vody, ndsledné bylo
upraveno pH pomoci koncentrovaného roztoku KOH na 7,2 a objem byl doplnén do 450 ml.

Déle byl roztok autoklavovan a v ptipad¢ potieby uchovavan v lednici.

3.2.3 Pevné TYM médium dle Diamond, modifikovano

SloZeni je totozné s predchozim médiem, obsahuje ale navic 5 g bakteriologického agaru (na

celkovy objem 450 ml).

Priprava média: VSechny pevné slozky byly smichany v mensim objemu destilované vody

(kromé agaru), nasledn¢ bylo upraveno pH pomoci koncentrovaného KOH na 7,2 a objem
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doplnén destilovanou vodou do 450 ml. K médiu byl ptidan bakteriologicky agar a roztok se
sterilizoval v autokldvu. Mirn€¢ zchladlé médium bylo poté steriln¢ rozlito do predem
sterilizovanych Petriho misek, nechalo se zatuhnout a bylo uchovavano dnem vzhuru ve 4°C

do jeho pouziti.

3.2.4 Encysta¢ni médium dle Suresh et al. (1994), modifikovano:

Modifikované encystaéni médium, které jsme pro naSe ucéely nazvali ,,rastové médium “
bylo pfipraveno na zédkladé metody média pro Ui¢ely encystace blastocyst dle studie Suresh et
al. (1994). Pro nase ucely, tj. pro rist buné€k, byla ve sloZzeni nahrazena tryptikédza tryptonem.

Bunky blastocyst se Gspésné rozristaly a mnozily. Dale bude pouzit nazev rastové médium.

Seznam chemikalii a jejich navazek pro pripravu ristového média:
e 0,16 g KH2PO4 (Lach-ner)
e 0,4 g NaCl (Sigma)
e 0,2 g kvasni¢ny autolyzat (Duchefa Biochemie)
e 0,5 g trypton (Roth)

e Inaktivované koniské sérum (Sigma)

Priprava média: Vsechny vySe uvedené chemikalie byly smichany a rozpustény v cca. 80
ml destilované vody. Nasledn¢ se upravilo pH pomoci koncentrovaného roztoku KOH na 7.
Nakonec byla doplnéna destilovana voda do objemu 100 ml. Po sterilizaci v autoklavu se do

zchladlého média ptidalo pll objemu inaktivovaného koniského séra (tzn. 50 ml).

3.2.5 Dvoufazové médium dle Dobell - Leidlaw

Poslednim pouzitym médiem je dvoufazové Dobell-Leidlaw médium, které bylo vyvinuto

autory Dobell a Laidlaw (1926). Toto médium je tvoreno tekutou a pevnou slozkou.
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Slozent:
* Pevna sloZka: koagulované koniské sérum - 1,5 ml na 1 zkumavku
» Tekuta slozka: Ringertv roztok - 500 ml, ktery je pfipravovan z roztoki A a B,
steriln¢ odebrany bilek - 50ml:
e Roztok A: NaCl - 3,25 g, NaHCOs - 0,1 g, KCI - 0,07 g,
NaH2PO4-H20 - 0,005 g, destilovana voda - 450ml
e Roztok B: CaCl; -2H20 - 0,08 g, destilovana voda - 50 ml

Priprava média: Koagulované konské sérum, roztok A a B byly pfipravovany vSechny
oddélené a kombinovany pied samotnym pouzitim. Koagulované konské sérum bylo piidano
do sklenénych zkumavek a po dobu jedné hodiny koagulovano v Sikmé poloze v
horkovzdusném sterilizdtoru pii 80°C. Nasledné¢ byly zkumavky ponechany 24 hodin pfi
pokojové teploté a poté se cely proces sterilizace opakoval, aby se minimalizovala mozna
kontaminace. Takto pfipravené zkumavky byly uchovavany ve 4°C. Ringertv roztok se
sklada ze dvou roztokt, které musi byt pfipravovany a autoklavovany oddélené, aby nedoslo
k vysrazeni fosfatii v pfitomnosti chloridu vapenatého. Po vychladnuti byly oba roztoky
smichény a ptidalo se do nich 50 ml steriln¢ odebraného vaje¢ného bilku. Takto pfipravena
tekutd slozka byla také uchovavana ve 4°C. Pfed samotnym pouzitim byla pevna slozka ve

zkumavkach prevrstvena 3 ml slozky tekuté.

3.3 Biologicky material pro kultivace

Pro vSechny kultivace byl odebiran Cerstvy trus outbrednich potkand, kteti byli infikovani
Blastocystis ST1 pochazejiciho z lidského biologického materidlu (potvrzeno kultivacni a

molekularni diagnostikou), z néhoz byla pfipravovana infek¢ni davka.

3.4 Zpiusoby xenické kultivace
Zpusoby kultivace, tj. pienaSeni bun¢k do jednotlivych médii, jejich udrzovani a rozristani

v/na na danych médiich, probihaly rozdilné, jak je popsano nize.
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3.4.1 Kultivace blastocyst v Jonesové a ristovém médiu

Postup byl stejny pro obé média. Vzorky trusu pro kultivaci blastocyst byly odebirany
od outbrednich potkant infikovanych Blastocystis ST1. Kultivace bun¢k ST1 v Jonesové
médiu probihalo pfi teploté¢ 37°C v uzavienych sklenénych kultivacnich zkumavkach se
Sroubovacim zavitem, kazdy tfeti den byla kultura pteockovéana sklenénou Pasteurovou
pipetou do cerstvého média (Clark & Diamond, 2002). Tato dalsi pasaz byla opét umisténa
do termostatu s teplotou 37°C. Po dalSich tfech dnech byla mikroskopicky zjiStovana
ptitomnost blastocyst a hodnocena jejich kondice, Zivotaschopnost, velikost a mnozstvi. Na

zaklad¢ uvedeného vysetieni byly buniky déle vyuzity pro ucely axenizace.

3.4.2 Kultivace blastocyst v Dobell-Leidlaw médiu

Pocatecni kultivace a také prvni pasdz probihala v tekutém Jonesové médiu, druhd pasaz
byla poté pieockovana do Dobell-Leidlaw média. V tomto médiu uz nasledné pasaze
probihaly pouze jednou tydné v anoxickém prostiedi pfi teploté 37°C. Jednotlivé kultury
byly opét mikroskopicky hodnoceny z hlediska kondice, zivotaschopnosti, velikosti a

mnozstvi bunék.

3.5 Testovani xenické kultivace pro pripravu viabilnich ST1 bunék

Xenické kultury byly hodnocené z pohledu dvou kritérii, jak je popséno nize.

3.5.1 Méreni velikosti bunék ST1 v rastovém a Jonesové médiu

Do nasi prace byl zatfazen experiment, jehoz cilem bylo zjistit primérné velikosti bun¢k ST1
v rustovém a Jonesové médiu. Z naSi zkuSenosti velikost vypovidala o Zivotaschopnosti
bun¢k. Mensi ST1 bunky jsme vzdy pozorovali v kulturach, kde jiz nebyly piiznivé
podminky pro jejich riist a prezivani. Ristové médium jsme diive ke kultivacim nepouzivali.
Pro méteni velikosti bun¢k tedy byla provedena paralelné kultivace z trusu potkant
pozitivnich na ST1 v Jonesové¢ a v rastovém médiu. V okamziku, kdy bylo dosazeno druhé
pasdze bunck, probéhlo méteni jejich velikosti tfeti den po pfeokovani do nového média
pomoci mikroskopu Olympus BX51 (software QuickPhoto). Z kazdého média bylo

naméieno 100 bunék.
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3.5.2 Méreni koncentrace bunék ST1 v rastovém a Jonesové médiu

Dalsim experimentem bylo méfeni koncentrace bunék v Jonesove a riistovém médiu. Cil byl

obdobny, jako u pfedchoziho experimentu zaméieného na mefeni velikosti bunék.

Pro zjisténi koncentrace bunék v 1 ml ristového média bylo stejnym zplisobem
pfipraveno Sest zkumavek Jonesova média s trusem potkant pozitivnich na ST1. Po tfech
dnech byly bunky pfeockovany do Sesti zkumavek ristového média. Pro zjisténi koncentrace
bunék v 1 ml Jonesova média byl postup podobny. Jediny rozdil byl v tom, ze pfeockovani
prob&hlo opét do Jonesova média. Od druhého dne po preoCkovani bun€k do cCerstvého
média byla méfena koncentrace bunck v riistovém a Jonesové médiu pomoci Biirkerovy
komurky. Timto zpisobem se pokra¢ovalo kazdy nasledujici den po dobu Sesti dnti. Bunky
byly méfeny v péti velkych ctvercich Biirkerovy komirky, nasledné¢ byly hodnoty

zpriimérovany a vysledek vynasoben ¢&islem 4 x 10°,

3.6 Metody axenické kultivace

Pro axenickou kultivaci byla vyuzito nékolik médii popsanych vyse.

3.6.1 Axenicka kultivace blastocyst na pevhém TYM médiu

Pro rozrustdni bun¢k ST1 ze vzorku trusu byla nejdiive pouzita kultivace v tekutém
Jonesové médiu. Po tfech dnech byla kultura pifeockovana pomoci sklenéné Pasteurovy
pipety do Cerstvého média. Timto zptisobem se pokracovalo do druhé pasaze, kdy uz kultura
obsahovala minimalni mnozstvi hrubych necistot. Narostlé kultury bunék byly poté pouzity
pro axenickou kultivaci blastocyst na pevném TYM médiu obohaceném smési nékolika
antibiotik a inaktivovaného konského séra. Na pevné TYM médium bylo nejdiive naneseno
180 pl smési antibiotik (Tab 1) dle Lorencova (2014) a 150 pl inaktivovaného koniského
séra. Poté bylo vSe rovnomérné rozetieno pomoci bakteriologické hokejky po celé plose
Petriho misky s TYM médiem a nechalo se chvili vstiebat. Na takto pfipravené¢ médium bylo
nasledn¢é inokulovano 100 pl kultury vypéstované v Jonesové médiu a opét rovnomeérné
rozetfena pomoci bakteriologické hokejky po celé plose. Misky byly udrzovany v anoxické
atmosféie pomoci Anaerocult® A Mini (Merck Millipore) pii teploté 37°C. Tyto kultury
byly pieockovany po 7-14 dnech, v zavislosti na vizudlnim posouzeni kondice bunék.
Experiment byl velmi ¢asové narocny, v piipadé tii pasazi trval jeden experiment i déle nez
mesic.
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Tab 1. Pi‘ehled pouZzitych antibiotik a jejich koncentrace dle Lorencova (2014).

Antibiotikum (firma) Koncentrace

Ampicilin (Applichem) | 200 pg/ml

Amikacin (Applichem) | 250 pg/ml

Streptomycin (Amresco) | 1000 ug/ml

Kanamycin (Applichem) | 50 pg/ml

Penicilin (Amresco) 625 pg/ml

3.6.2 Axenicka kultivace blastocyst v tekutém TYM médiu

Dalsi metodou byla axenickd kultivace blastocyst v tekutém TYM médiu dle Diamond
(1957). Pro rozristani bunék byla opét vyuzita kultivace v tekutém Jonesové médiu, jak je
popsano diive. Pro samotnou axenizaci bylo pouzito 10 ml TYM média v kultiva¢nich
zkumavkach a bylo pfidano 180 pl smési antibiotik (Tab 1). Do takto pfipravenych
zkumavek bylo inokulovano 100 pl kultury pfipravené v Jonesové médiu. PfeoCkovani takto
vytvofenych kultur probihalo jednou za dva tydny, kdy se inokulovalo 100 ul kultury
s Cerstvym prislusSnym médiem. Kultivace byly udrzovany v anoxické atmosféfe pomoci

Anaerocult® A Mini (Merck Millipore) pii teploté 37°C.

3.6.3 Ziskavani Cistych bunék blastocyst s vyuZitim ,,cell sorteru®

Pro dalsi zplisob ziskavani Cistych blastocyst byly vyuzivany opét buiiky Blastocystis subtyp
ST1 (déle ST1 bunky) rozrostlé v Jonesové médiu a navic jesté bunky rozrostlé¢ v ristovém

médiu. Byla pouzivana vzdy druha pasaz.

V prvni fazi tohoto experimentu jsme zjiStovali, zda je vilbec mozné bakterie a
blastocysty z xenické kultury rozd¢lit a to pomoci prutokového cytometru BD FACSCanto 11
(BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA). Xenicka kultura bun¢k, obsahujici bakterie a
ST1 bunky, byla vzdy proplachnuta sterilnim roztokem PBS pomoci centrifugace (150 g/10
minut, Multifuge 4 KR, Heraeus). Buiky ST1 byly néasledné pieneseny do ,,Flow* roztoku
(1 % FBS v PBS) a méfeny na priitokovém cytometru BD FACSCanto II na 10 tisic udélosti.
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Me¢teny byly vzdy tfi typy vzorkl: (i) vzorky od pozitivnich potkani obsahujicich STI

bunky, (ii) vzorky od negativnich potkanti bez ST1, (iii) vzorek ¢istého média.

Po prokéazéani, Ze xenickou suspenzi bun¢k Ize potencidlné rozdélit do populaci dle
granularity (SSC - side scatter: bo¢ni rozptyl odpovidajici vnitini komplexit¢ bun¢k) a
velikosti (FSC - forward scatter: ¢elni rozptyl odpovidajici velikosti bunék) probéhla dalsi
faze, a to finalni sortovani bunék ve spolupraci se Stiediskem cytometrie a mikroskopie
(Mikrobiologicky tstav AVCR, v.v.i, Praha) s vyuzitim cell sorteru (Bio-Rad S3e ™ cell
sorter, Biorad). Pro samotné sortovani byly nakonec vyuZzivany ST1 buiiky druhé pasaze
rozrostlé v Jonesové médiu. Tyto bunky na rozdil od ST1 bunék rozrostlych v rlistovém
médiu obsahovaly mens$i mnozstvi fagocytovanych bakterii. Tyto kultivace byly nejprve
dvakrat proplachnuty sterilnim roztokem PBS pomoci centrifugace (150 g/10 minut,
Multifuge 4 KR, Heraeus) a nasledné ponechany do druhého dne v lednici, aby se zastavila
fagocytdza bunck. Takto pfipravend suspenze bunck byla jeste prefiltrovana pres pres filtr
CellTrics® 30 pm (Partec) a bylo ptfidano 0,5 ml ,,Flow roztoku®. Nasledovalo samotné

sortovani bunék.

Buniky ST1 byly na S3 sorteru nejprve rozdéleny podle morfologie, na zakladég jejich
optickych vlastnosti v kandlech FSC a SSC. Bunky s nizkou vnitini komplexitou (nizky
obsah endozomi, lyzozomti a fagocytovanych bakterii odpovidajici nizkému SSC
parametru) byly vybrany k dalsi analyze autofluorescence v FL-1 (maximum fluorescence v
cca 525nm) a FL-4 (maximum fluorescence v cca 700nm) kanalu a porovnany s bunkami s
vysokym SSC (vysoky obsah intracelularnich partikuli). Tyto dva barevné kanaly byly
vybrany empiricky jako nejvice rozdilné mezi témito morfologickymi subpopulacemi a byly
pouzity jako dalsi kritérium k dosazeni maximalni Cistoty nefagocytujici subpopulace.
Buiiky spliujici jak morfologické (nizké SSC), tak autofluorescentni (sttedni hodnoty FL-1 1
FL-4) parametry byly sortovany do Sml zkumavek pro dalsi analyzu.

3.7 Experimenty zamérené na sniZovani populaci bakterii v xenickych kultivacich

Pro experimenty zabyvajici se ziskavanim cistych ST1 bunék s vyuzitim ,,cell sorteru® bylo
potfebné co nejvice sniZit pocet bakterii, aby mohl pfistroj pracovat efektivnéji. Pro tyto
ucely byly vyuzivany hlavné tyto tii nize popsané metody. Vzorky, které jsme takto ziskali,

byly méteny pomoci pritokové cytometrie.
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3.7.1 SniZovani po¢tu bakterii s vyuzitim filtra

Pro snizeni poctu bakterii zde byly vyuzivany filtry CellTrics® (Partec) 5 um. Xenicka
suspenze ST1 bunék se nejprve prefiltrovala a nakonec se filtr jeSt¢ promyl malym
mnozstvim roztoku PBS (cca 2 ml), aby doslo k vymyti zbytkl bakterii a média. Néasledné
byl filtr otocen a z opacné strany opét promyt, aby se uvolnily blastocysty, které maji primér
vetsi nez 5 um, pomoci roztoku PBS do ¢isté zkumavky. Tato zkumavka se nakonec umistila
do centrifugy (150 g/10 minut, Multifuge 4 KR, Heraeus) a sediment byl poté pouzivan pro

experiment na cell sorteru.

3.7.2 Snizovani poctu bakterii pomoci sacharézového gradientu

Sacharézovy gradient se obvykle pouziva pro ucely oddé€leni Castic liSicich se navzijem
svou molekularni hmotnosti. Pro tyto ti€ely se pouzivaji roztoky sacharozy, jejichz hustota u
dna centrifugaéni zkumavky je vys$§i nez u hladiny (Arrowood & Sterling, 1987).
Sachar6zovy gradient je napiiklad pouzivan pro koncentrovani cyst prvokl, my jsme ho

v$ak zkusili pouzit na procisténi blastocyst piimo z xenické kultury.

3.7.3 SniZovani po¢tu bakterii pomoci ,,Percoll” gradientu

Princip ,,Percoll” gradientu je stejny jako sachar6zového. Tento gradient je vytvaren pomoci
roztokll pfipravenych zroztoku ,Percoll“ (Sigma-Aldrich), které maji rizné mérné
hmotnosti. Obvykle je tento gradient vyuzivan k izolaci imunitnich bun€k pro tcely analyz

na pratokovém cytometru.
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IV Vysledky

4.1 Kultivace xenickych a axenickych kultur ST1

Vysledky kultivaci xenickych a axenickych kultur jsou popsany v nasledujicim textu.

4.1.1 Xenicka kultivace

Xenické kultivace, které pochazely z trusu outbrednich potkant infikovanych bunikami ST1
z lidského biologického materialu, se dafilo uspéSné kultivovat v Jonesove i ristovém médiu
(Obr 2-7), tyto kultivace byly zpravidla pouzivany pro dalsi ucely, v tomto ptipadé hlavné

pro axenické kultivace ST1 bun¢k a ziskavani ¢istych ST1 buné¢k s vyuzitim ,,cell sorteru®.

4.1.1.1 Vyhodnoceni vhodnosti médii pro pripravu bunék pro axenizaci

Me¢éteni velikosti bunék: Byly srovnavany velikosti ST1 bunék v JM a RM. Bylo zjisténo, Ze

buiiky v ristovém médiu jsou vyrazné vétsi. Vysledky jsou shrnuty v tabulce 2.

Tab. 2: Shrnuti vysledku méieni ST1 bunék v Jonesové a rustovém médiu (JM — Jonesovo
médium, RM — ristové médium).

Velikost bunék JM RM

Maximum [pm] 82 104

Minimum [pm] 10 16

Median [pm] 24 35

Meéfeni koncentrace bunék v rustovém a Jonesoveé médiu: Méfeni koncentrace bunék v

rastovém médiu jsou shrnuty v tabulce 3. Nejvyssi koncentrace bunck byla zaznamenana
treti den po pieockovani do riistového média, a to 3,77x10° bunék v 1 ml média, jak je vidét
na grafu 1. Pro srovnani koncentrace bun¢k v Jonesové médiu po stejné dobé¢ rustu se

pohybovala okolo 2,58 x10° bun&k na 1 ml média.
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Tab 3: Shrnuti vysledkii méfeni koncentrace bunék v 1 ml rustového média; (N- pocet, pp - po
preockovani C — koncentrace).

N dni pp. | C bunék v 1 ml
1 4,1x 10*

2 1,98 x 10°

3 3,77 x 10°

4 2,1x 10°

5 1,4x 10°

6 54x10°

Megéfteni koncentrace bun¢k v Jonesové médiu jsou shrnuty v tabulce 4. Nejvyssi koncentrace
bun¢k byla zaznamenana také tieti den po pfeockovani do Cistého Jonesova média a to 2,58
x 106 bun€k v 1 ml média. Srovnani koncentrace bun¢k v Jonesové i rustovém médiu je

patrné na grafu 1.

Tab 4: Shrnuti vysledki méfeni koncentrace bunék v 1 ml Jonesova média; (N- pocet, pp - po
preockovani, C — koncentrace).

N dnii pp. | C bunék v 1 ml
1 2,5x 10*

2 1,72 x 10°

3 2,58 x 10°

4 1,53 x 10°

5 1,2x 10°

6 4,5x 10°
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Graf 1: Srovnani koncentraci rustového a Jonesova média, uvedena koncentrace je v Fadech
10%; (N- pocet, pp - po preockovani, C — koncentrace).

4.1.2 Axenicka kultivace
Vysledky axenické kultivace jsou shrnuty do ¢tyf hlavnich experimentd, které jsou vypsany
nize a béhem nichz jsme se pokouseli optimalizovat pfipravu co nejzivotaschopnéjsich ST1

bunék bez pritomnosti bakterii.

4.1.2.1 Axenizace 1: Jonesovo médium — pevné TYM médium

V pribéhu prvniho experimentu jsme piikro€ili k piipravé ST1 bunék standartnim
kultiva¢nim zplisobem s vyuzitim Jonesova média. Vysledkem tohoto experimentu byla 75%
uspéSnost kultivace ST1 bunc¢k na pevném médiu. Bohuzel dal$i pasdz na pevné TYM

médium se nezdafila.

Narostlé buitkky na tomto pevném médiu zacaly zhruba po péti dnech tvofit kulaté
vypouklé kolonie o velikosti 1-4 mm, poptipadé povlak, ktery vznikl pferistanim bakterii.
Kolonie byly transparentni az mléén¢ zabarvené s intenzivnim Stiplavym zapachem. Pod
mikroskopem bylo vidét velké mnozstvi bakterii, prevazné tyCkovitého tvaru, ale také
znacné mnozstvi ST1 bunck, které byly mensi, nez v klasickych kultivacich. V dalSich
pasazich se velikost a pocet bun€k ST1 snizovala, mnozstvi bakterii ale zlstavalo

zachované. Bunky v Jonesové médiu byly v porovnani s buitkami v rastovém médiu v horsi
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kondici, coz se projevilo krat§i zivotnosti buné¢k v axenizaci. Proto jsme dale pro

experimenty na pevném TYM médiu vyuzivali ristové médium.

4.1.2.2 Axenizace 2: Jonesovo médium — pevné TYM médium - tekuté TYM médium

V druhém experimentu se bunky pfipravovaly stejnym zplsobem, tentokrat byly ale
pireockovany paralelné na pevné i tekut¢ TYM médium. PfeoCkovani bunék do tekutého
TYM média bylo zafazeno na zdklad¢ informaci z literatury (Chen et al., 1997; Lorencova,
2014; Tan et al, 2008), kdy byl tento zpiisob axenizace uspéSny. V ramci naseho
experimentu se nam podafila prvni pasdz na pevném TYM médiu, druhd pasdz ani do
jednoho z médii vSak Uspésna nebyla. V tekutém TYM médiu se vytvorily dvé viditelné
oddélené vrstvy, pii bliz§im prozkoumani pod mikroskopem jsme ale zjistili, ze se jedna

pouze o velké mnozstvi bakterii, kvasinek a také plisni.

4.1.2.3 Axenizace 3: Dobell-Leidlaw médium/ristové médium — pevné TYM médium

V nasledujicim experimentu bylo pro rozristani ST1 bun€k pouzito Dobell-Leidlaw médium
(Lorencova, 2014) a také rastové médium. V obou médiich byly ST1 buiky vizudlné v
mnohem lepsi kondici nez v Jonesové médiu, které slouzi obvykle jen jako diagnostické
médium. V ramci tohoto experimentu byly buiiky v mnohem lepsi kondici uz po prvni pasazi
na pevné TYM médium a uspésné€ se podaftily 1 nésledujici dvé pasaZze. Nicméné i v pritbéhu
téchto dvou pasazi se buiikky ST1 zmenSovaly, blastocysty Casto i encystovaly a mnozstvi
bakterii neubyvalo. Navic jsme ve tfeti pasazi zachytili 1 vétsi mnozstvi plisni a kvasinek.
Pfestoze jsme pouzivali kombinaci péti Sirokospektralnich antibiotik doporucenych studii

Lorencova (2014), axenizace jsme nedosahli.

4.1.2.4 Ziskavani axenické suspenze bunék ST1 s vyuZitim ,,cell sorter*
Na zéklad¢ neuspéchu pii ziskdvani axenické suspenze ST1 bunék pomoci tradi¢nich
kultiva¢nich metod, jsme zatadili novy pfistup pro jejich ziskavéni, a to pomoci pfistroje

,,cell sorter.

V prvni fazi jsme zjistovali, zda je moZné bakterie a blastocysty z xenické kultury
rozdélit. Xenickou suspenzi buné¢k z pozitivniho vzorku na ST1, z negativniho vzorku a
pouze Cisté médium jsme analyzovali na pritokovém cytometru. U pozitivniho vzorku z

Jonesova média jsme na dotplotu ziskali tii populace bun¢k (Obr 8). Zatimco u negativnich
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vzorkil jsme ziskali vzdy pouze jednu populaci bunék baktérii (Obr 9), v pozitivnich
vzorcich jsme nalezli populace tfi (Obr 8). Pfi srovndni dotploti z obou méfeni se
domnivame, ze buiiky Blastocystis se déli do dvou populaci. Jedna populace vykazuje vyssi
granularitu a je umisténa nad populaci baktérii (Obr 8). Usoudili jsme, Ze tato populace ST1
obsahuje bunky s fagocytovanymi ¢asticemi (tj. baktériemi). Druha populace je na dotplotu
umisténa pod populaci baktérii a vykazuje mnohem niz§i granularitu (Obr 8).
Ptredpokladame, ze tato populace ST1 obsahuje bunky bez nebo s minimalnim mnozstvim
fagocytovanych ¢€astic. Co se tyce ristového média, na dotplotech jsme zachytily vZdy pouze
jednu populaci bun¢k (Obr 10 a 11). Na zakladé téchto vysledkd jsme zjistili, Ze bunky
xenickych kultur z Jonesova média je mozné rozdélit a zaroven je mozné oddélit ST1 bunky
s a bez fagocytovanych ¢astic a dosdhnout tak dokonale ¢isté axenické suspenze ST1, kterou

by bylo mozné vyuzit v dalSich experimentech.

Ve spolupraci se Strediskem cytometrie a mikroskopie (Mikrobiologicky ustav
AVCR, v.v.i, Praha) jsme provedli sortovani bunék z xenické suspenze na S3 cytometru od
firmy Biorad. V prvnich tfech experimentech jsme vytiidili ¢istou suspenzi ST1 bunék, v
centrdlnich vakuoléach se také zadné bakterie neobjevovaly, jak je dobie patrné na obrazku
12. V prubéhu téchto pokusti jsme se stale potykali se dvéma problémy: (i) sniZzeni populace
baktérii, aby se urychlil proces sortovani, a (ii) v pruibéhu meéteni bunky agregovaly a
ucpavaly naséavaci trysku pristroje. Zabyvali jsme se hlavné¢ prvnim bodem (tzn. snizeni

populace baktérii), jak je popsano v nasledujici kapitole.

4.2  SniZovani populace bakterii

Snizovani bakterii probihalo za pomoci filtrli, sachar6zového gradientu a ,,percoll
gradientu. Vzorky pfipravené témito metodami byly analyzovany pratokovym cytometrem.
Ukazalo se, ze mnozstvi bakterii se zmensilo, ale ubytek nastal i v populaci ST1 bun¢k. Tyto

metody tedy prozatim nelze efektivné pouzit a je tieba je jesté zoptimalizovat.
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Obr 2. Vakuolarni buiiky
Blastocystis ST1 v Jonesové médiu
3. den po preockovani do nového
média (méfitko 50 um).

Obr 3. Vakuolarni bunky
Blastocystis ST1 v Jonesoveé
médiu 3. den po pfeockovani do
nového média (métitko 20 um).

Obr 4. Vakuolarni burika
Blastocystis ST1 v Jonesové
médiu 3. den po preockovani do
nového média (métitko 10 um);
modra Sipka- velka centralni
vakuola s mensim mnozstvim
fagocytovaného materialu;
oranzova Sipka — jadra na



Obr 5. Vakuolarni bufiky
Blastocystis ST1 v Ristovém
médiu 3. den po preockovani do
nového média (métitko 100 um).

Obr 6. Vakuolarni buniky
Blastocystis ST1 v Ristovém
médiu 3. den po preockovani do
nového média (métitko 50 um).

Obr 7. Vakuolarni buniky
Blastocystis ST1 v Ristovém
médiu 3. den po preockovani do
nového média (méfitko 10 um).




Obr 8. Doplot xenické kultury s butikami Blastocystis ST1 z trusu infikovaného potkana v Jonesové médiu. [A] populace vech bunék z kultury, [B] populace
baktérii (modra barva), [C] dvé rizné populace bun€k ST1 (fialova — ST1 s fagocytovanymi bakteriemi, zelena — bez fagocytovanych baktérii), [D] vSechny
populace bun¢k.
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Obr 9. Doplot xenické kultury z trusu negativniho potkana v Jonesové médiu. [A] populace vSech bunék z kultury, [B] populace baktérii (modra barva), [C-
D] absence populaci Blastocystis ST1.
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Obr 10. Doplot xenické kultury s buiikami Blastocystis ST1 z trusu infikovaného potkana v Ristovém médiu. [A] populace vSech bunék z kultury, [B]
populace baktérii (modra barva), [C] dvé rizné populace bunék ST1 (fialova — ST1 s fagocytovanymi bakteriemi, zelend — bez fagocytovanych baktérii), [D]
vSechny populace bungk. ~
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Obr 11. Doplot xenické kultury z trusu negativniho potkana v Ristovém médiu. [A] populace v§ech bunék z kultury, [B] populace baktérii (modra barva), [C-
D] absence populaci Blastocystis ST1.
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Obr 12. Buiiky Blastocystis ST1 po vysortovani pfistrojem S3 ,.cell sorter*.




V Diskuze

Role prvoka rodu Blastocystis v lidském stfevnim ekosystému zlstava dosud nejasna. Tento
prvok je casto popisovany jako potencidlni lidsky patogen (napt. Stark et al., 2007). Tento
nazor vyslovili jiz ve své studii Udkow & Markell (1993), kde na zaklad¢ prijmovych
onemocnéni u pacientii s diagnostikovanymi blastocystami usoudili, ze blastocysty mohou
sehravat svoji roli pfi vzniku stfevnich zanétd v disledku jejich premnozeni pfi
abnormalnich podminkach ve stfevnim traktu. Tento jednobunéény anaerobni prvok je Casto
spojovan s etiologii stievnich onemocnéni, jako je syndrom drazdivého tracniku (Irritable
Bowel Syndrome - IBS) (napi. Poirier, 2012) nebo stfevni zanéty autoimunitniho ptivodu
(napt. Stark et al., 2007). Nicméné¢ nékolik nedavnych studii zpochybiiuje nazor, ze by
blastocysty byly patogeny a povazuji je spiSe za neSkodné komenzaly obyvajici tlusté stievo
Cloveka, ktefi by navic mohli byt i ¢loveku prospésni (Scanlan & Stensvold, 2013; Scanlan
et al., 2014). Pro hypotézu o komenzalni roli blastocyst existuji dva divody a to: (i) Casta
detekce asymptomatickych infekci u lidi a to rGznymi subtypy, a (ii) vysokd prevalence
blastocyst u zdravych jedinci v porovnani s pacienty postizenymi stfevnim zanétlivym
onemocnénim (Petersen et al., 2013; Parfrey et al., 2014; Scanlan & Stensvold, 2013).
V téchto studiich zaznél i nazor, ze ptitomnost blastocyst u zdravych jedinct né¢jakym, dosud
neznamym zpusobem, souvisi s optimalnim sloZzenim lidského stfevniho mikrobiomu

(Scanlan & Stensvold, 2013).

Podle mého nazoru to, ze vétSina védcl prisuzuje blastocystam patogenitu, je zpisobeno
tim, ze se setkavali predevSim s pacienty se zanétlivym stfevnim onemocnénim a ne se
zdravymi jedinci. AvSak hypotéza, ze by se mohlo jednat o komenzala, ktery ma néjakou
spojitost se zdravym stfevnim mikrobiomem, je dosud postavena na korela¢nich vysledcich
epidemiologickych studii a musi byt dal ovéfovana predevsim experimentaln€. Z pocatku mé
laboratorni prace na blastocystach jsem se vice priklan€la k nazoru, ze tento prvok ma
patogenni potencial, a to nejspis diky tomu, ze vétSina odbornych ¢lankl se k tomuto nazoru
piiklani. Nicméné s postupem Casu, s mym postupujicim vyzkumem a stale Cast&jSim
vyskytem odbornych ¢lankt, které ptichazi s opaénymi vysledky, jsem nyni presvédcend, ze
je nezbytné zmeénit pohled na roli prvoka Blastocystis ve stfevnim traktu a piestat o nich

uvazovat pouze jako o potencialnich patogenech.
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Testovani xenické kultivace pro pripravu viabilnich ST1 bunék

Pro xenickou kultivaci blastocyst, kde tito prvoci rostou v piitomnosti dalSich
mikroorganismii (zejména bakterii), je v literatufe popsano mnoho raznych kultiva¢nich
médii (napt. Clark & Diamond, 2002). Bakteridlni slozka kultivaci blastocyst je zodpovédna
za vytvoreni anaerobni atmosféry, jez blastocysty vyzaduji, a zaroven jsou ¢astecné zdrojem
jejich vyzivy. Nicméné vyziva blastocyst je v xenické kultivaci nahrazovana konskym

sérem.

Pro ucely této studie byly xenické kultivace vyuzity pfedevsim pro namnozeni bunck
Blastocystis ST1 (déale jen ST1) pro nasledné experimenty zaméfené na ziskavani Cisté
(axenické) suspenze ST1 bunck. Proto bylo velmi dulezité, aby xenicka kultura spliovala
nasledujici kritéria: (i) obsahovala co nejvyssi pocet ST1 bunc¢k v dobré kondici, (i)
obsahovala co nejniz§i mnoZzstvi bakterii, a (iii) obsahovala co nejmensi podil

»granularnich “ ST1 bunék, tzn. Bunék s fagocytovanymi ¢&asticemi (piedev§im pro

pozdé¢jsi praci na ,,cell sorteru).

Nejdfive jsme se rozhodli otestovat modifikované Jonesovo médium (Leelayoova et
al., 2002), jehoz pfiprava je pomérné¢ jednoduchd, ne pfili§ finanén€ narocnd a nejlépe
spliiuje vyse uvedené podminky. V pribéhu nasich experimenti zaméfenych na axenizaci
tradi¢nimi kultivacnimi metodami jsme zjistili, ze Jonesovo médium pro tento typ prace neni
pasaz. Jonesovo médium obsahuje méné konského séra, které je nutné pro vyZzivu blastocyst
nez dale pouzité ristové médium. Nicméné Jonesovo médium se ukazalo byt vhodné pro
pfipravu ST1 bunck pro experimenty zaméiené na ziskavani Cisté suspenze blastocyst
s vyuzitim pfistroje ,,cell sorter. Toto médium nam umoznilo pfipravit xenickou kulturu
bun¢k s mensim podilem granuladrnich bunék, tj. bun¢k bez fagocytovanych castic (dale
granularni ST1 bunky), a také nizs$i podil populace baktérii. Navic pomoci pritokové
cytometrie jsme zjistili, ze populace baktérii se vice oddélovala od ST1 bun¢k nez

v Rustovém médium, popsaném nize.

Jako dal$i médium pro pfipravu bunék ST1 bun€k jsme vyzkouSeli tzv. rlstové
médium (modifikovano dle ptivodniho média Suresh et al., 1994). Blastocysty se v tomto
médiu rychle mnozily a rostly ve velkém mnozstvi, dochazelo ale k intenzivnimu pfertistani
bakterii, pravdépodobné diky vysokému podilu konského séra, a byl zde velky podil ST1

bun¢k s fagocytovanymi ¢asticemi. Navzdory témto aspekttiim, ST1 bunky byly ve vyborné
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kondici. Tudiz buiiky rozrostlé v ristovém médiu se zdaly byt vhodnéjsi pro tradi¢ni zptisob
axenizace. Tyto ST1 bunky rostly v axenizacnim experimentu na pevném médiu mnohem
déle nez bunky pripravené pomoci kultivace v Jonesové médiu. Pti experimentech, kdy jsme
vyuzivali analyz pratokové cytometrie, se ukazalo ristové médium jako naprosto nevhodné
pro ziskdvani Cisté suspenze blastocyst pomoci ,.cell sorteru”. Divodem bylo naprosté
prekryvani bakterialnich populaci s populacemi blastocyst. Na dotplotech z pratokové
cytometrie jsme vZdy zaznamenali pouze jednu velkou nerozdélenou populaci. Rozhodli

jsme se tedy toto médium nepouzivat pro experimenty s vyuzitim pfistroje ,,cell sorter.

Poslednim pouZzitym médiem bylo dvoufazové Dobell-Leidlaw médium (Dobell &
Laidlaw, 1926). Blastocysty se v tomto médiu sice dobie mnozily, ale opét dochdzelo
k silnému piertstani baktérii. Navic ST1 buniky vypadaly podobné jako v rtistovém médiu.

vvvvvvvvvv

média, proto jsme se rozhodli jej dale nevyuzivat.

Na zékladé nasich pozorovani jsme se rozhodli pracovat s Jonesovym a riistovym
médiem. Diivodem pro vyuziti obou médii bylo testovani dvou raznych zptsobt ziskavani
Cisté suspenze ST1 bunéck a to: (i) kultivacni axenizaci s vyuZitim smési Sirokospektralnich
antibiotik a (ii) a vytfidéni ST1 bun€k z xenické kultivace pomoci ,,cell sorteru. Jak bude

uvedeno dale, pro kazdy zptisob ,,axenizace bylo nezbytné vyuzit jiné médium.

Hodnoceni kondice bunék pro tradi¢ni zpiisob axenizace

V ptipad¢ experimentli zaméfenych na axenizaci blastocyst pomoci tradi¢nich kultiva¢nich
metod bylo velmi podstatng, aby xenické médium (pro ptipravu ST1 buné€k) splnilo
podminku produkce bunék v co nejlepsi kondici. Pro ucely tohoto experimentu bylo
nezbytné srovnat kondici bunék ve vytipovanych médiich (Jonesovo a riistové médium) a
zjistit, které by bylo pro dany tcel nejvhodnéjsi. Tato média jsme srovnavali z hlediska
velikosti bun¢k a dale také koncentrace bunc¢k v 1 ml média. Déle bylo dilezité zjistit, ktery

den od pteockovani bun¢k do ¢istého média je koncentrace ST1 bunek nejvyssi.

Vysledky méteni velikosti vakuolarnich forem ST1 bun¢k ukézaly, Ze ST1 bunky v
Ristovém médiu jsou vétsi neZ ty v Jonesové médiu, coZz pravdépodobné svéd¢i o jejich
dobré kondici. V literatufe se uvadi, ze velikost vakuoldrnich forem blastocyst v xenickych
kultivacich z lidskych izolati se pohybuje v rozmezi 4 — 64 pm, primérné vsak jen 5 — 15

(Dunn et al., 1989; MacPherson & MacQueen, 1949) My jsme vSak dosli k rozdilnym
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vysledklim. Primérna velikost bunék ST1 v Jonesové médiu se pohybovala kolem 27 ym a v
rastovém médiu dokonce 38 um. Tyto rozdilné vysledky mohou byt zptsobeny odlisnym
slozenim pouzitych médii a také jinymi kultivatnimi podminkami. V ristovém médiu byly
buniky vétsi a bylo jich 1 vice, pravdépodobné diky vys$Simu obsahu koniského séra (50 %
objemu média) oproti Jonesovu médium (10% objemu média), a dalSich zivnych latek, jako
je napftiklad trypton. Zaroven se v kultufe ale nachédzelo 1 vétsi mnozstvi bakterii a bunky
tedy vykazovaly vétsi granularitu. Vysledky popisovaného experimentu koreluji s vysledky
popsanymi v predeslé kapitole. Mizeme konstatovat, Ze velikost a kondice bunék

Blastocystis ST1 muze vypovidat o jejich Zivotaschopnosti.

Ristové médium, které popisujeme v této praci, bylo vytvofeno na zakladé
modifikace tzv. encystacniho média popsaného ve studii Suresh et al (1994). Zjistili jsme, Ze
pouzitim tryptonu misto tryptikdzy pivodné pouzité v encystatnim médiu, ST1 bunky
uspésné rostou a jsou ve vynikajici kondici v porovnani s bunikami v Jonesové médiu.
Nicmén¢ Suresh et al. (1994) popsal pouze rist bunék po dobu Sesti dni a pro naSe ucely
bylo nezbytné najit nejoptimalné;jsi den pro pireockovani ST1 bunck do ¢istého média. Proto
jsme se rozhodli méfit koncentraci buné€k po dobu uvedenych Sesti dni, abychom objevili
nejvyssi koncentraci bunc¢k a zjistili tak, kdy je nejvhodnéjsi doba builky pouzit pro
preockovani kultury, ptipadné pro dalsi experimenty (v nasem piipad¢ pro tradicni zptisob

axenizace).

Me¢fteni koncentrace bunck v ristovém médiu po dobu Sesti dnli od pieockovani
ukdzalo, Ze nejvySsi koncentrace ST1 buné€k nastava tfeti den po pieoCkovani. Z toho
vyplyva, ze tento den je nejoptimalnéjsi pro pireoCkovani bunck do ¢istého média, podobné
jak je doporucovano u Jonesova média. V nasledujicich dnech (tzn. den 4 — den 6) bunky
ST1 postupné ubyvaly a mnozstvi bakterii se zvySovalo. Posledni den méfeni uz bylo

bakterii tolik, Ze blastocysty jimi byly v zorném poli témét prekryté.

Axenizace Blastocystis ST1 pomoci kultivace

Jak jsem jiZz dfive zminila, hlavnim cilem této bakalafské prace bylo ziskat Cistou
(axenickou) suspenzi ST1 bunék bez kontaminujicich organismii (baktérii ¢i kvasinek), ktera
by mohla byt vyuzita pro dalsi studium prvoka Blastocystis. V literatute je uvadéna cela fada
médii, ktera jsou pro tyto ucely vhodna (napt. Clark & Diamond, 2002; Tan, 2008). My jsme

se rozhodli navazat na magisterskou praci Lorencové (2014), kde bylo pro axenickou
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kultivaci pouzito pevné a tekuté TYM médium obohacené smési né€kolika Sirokospektralnich
antibiotik. Kultura byla nasledné vzdy udrzovana ve striktn¢ anaerobnich podminkach a pii

teplote 37°C.

Pro axeniza¢ni experimenty s vyuzitim pevného i tekut¢ho TYM média jsme
pouzivali ST1 bunky od experimentaln¢ infikovanych potkant, kteti byli infikovani lidskym
izolatem Blastocystis ST1. Tyto buiikky byly namnozeny v tzv. ristovém médiu, kde byly v
jednoznacné nejlepsi kondici. Piesto se axenizace ani do jednoho z médii nepodafila.
V pribéhu experimentu na pevném TYM médiu se ST1 builkky zmenSovaly, dokonce i
encystovaly, ale mnozstvi bakterii neubyvalo. Pokus o axenizaci v tekutém TYM médiu také
nebyl Gspésny. Na prvni pohled byly ve zkumavce patrné dvé rizné vrstvy. Pii bliz§im
pohledu pod mikroskopem jsme vSak zjistili, ze se jednd jen o velké mnozstvi bakterii,
kvasinek a dokonce i plisni, zddné blastocysty vSak nebyly vidét. Ani v jednom z médii jsme

nedokazaly ani pfi opakovanych experimentech dosdhnout axenizace ST1 bunék.

Ve vyse popsanych experimentech jsme vyhodnotili, ze bunky ST1 nejsou dostate¢né
zivotaschopné, aby dale rostly na pevném nebo v tekutém TYM médiu a piezily dalsi
pteockovani. Divodem snizovani Zivotaschopnosti blastocyst mohla byt nedostate¢na vyziva
z TYM média a zména zivotnich podminek, které¢ mély bunky v xenické kultivaci zajisténé.
Dalsi skute¢nosti, ktera mohla ptispét k netispésné axenické kultivaci, by mohla byt odlisna
anaerobni atmosféra. V xenickych kultivacich je toto anaerobni prostiedi vytvareno
pritomnymi bakterii, které se vyskytuji ve vzorcich stolice. Naptiklad u Jonesova média je
doporucovano pouzit pouze 4 ml média, do kterého se ptida vzorek, a kultivaéni zkumavka
se dukladng uzavie se Sroubovacim zavitem (Lab Stuff [online]. [cit. 2016-04-19]. Dostupné
z: http://www.blastocystis.net/p/lab-stuff.html). Z vlastni zkusenosti mohu konstatovat, ze se
takova anaerobni atmosféra v xenickych kultivacich vytvaii opakované, tzn. po otevieni
kultivace a jejim nasledném uzavieni, a to jak v Jonesové tak v Riistovém médiu. Na Petriho
miskach jsme v3ak anaerobni atmosféru vytvafreli pomoci Anaerocult® A Mini (Merck
Millipore). Principem je pouziti sackt obsahujicich komponenty, které po navlh¢eni vodou
chemicky vadzou kyslik a vytvaii tak anaerobni atmosféru s oxidem uhli¢itym. Takto

vytvofena atmosféra mohla byt pro blastocysty nevyhovujici.

Hlavnim problémem naSich axeniza¢nich experimentll byly neubyvajici bakterialni
populace v kulturach. Moznou pfi¢inou bakteridlniho pfertistini mohla byt nevhodna
kombinace antibiotik (ampicilin, amikacin, streptomycin, kanamycin, penicilin) a zejména

pouziti jejich nespravné koncentrace. Kombinace antibiotik zvolend na zdkladé magisterské
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prace Lorencové (2014), kde autorka popisuje uspéSnou axenizaci plazich blastocyst, mohla
ucinkovat pro bakterie obsazené v plazich vzorcich trusu. Naopak tato kombinace antibiotik
mohl byt nevhodna nebo neucinnd pro baktérie pfitomné ve vzorku stolice od naSeho
lidského darce Blastocystis ST1. Také koncentrace vSech péti pouzitych antibiotik
(ampicilin, amikacin, streptomycin, penicilin, kanamycin) byla pouzita dle vySe uvedené
prace. Autorka sice uvadi koncentraci antibiotik v mg/ml, ale neuvadi vychozi koncentraci
pouzitych antibiotik, jez jsou udavany v mezindrodnich jednotkach (UI). Je tedy mozné, Ze
jsme nedocilili jejich pozadované koncentrace. V n¢kolika studiich popisujicich axenizaci
blastocyst pouzivali jind antibiotika. Naptiklad autofi studie Chen et al. (1997) provedli
uspé$nou axenizaci na pevném agaru s pouzitim piipravku Claforan obsahujiciho jako
uc¢innou latku cefotaxim (cefalosporin tieti generace), jehoz antibakteridlni aktivita plisobi
proti Sirokému spektru gram-pozitivnich 1 gram-negativnich baktérii. Naopak stejni autoii
zaznamenali netspéch pii kultivaci blastocyst v tekutém IMDM médiu obohaceném o 10 %
konského séra (Ho et al., 1993), kdy pro eliminaci bakterii pouzili ampicilin, streptomycin,
claforan, colistin, vancomycin a amphotericin B, ktery se fadi mezi antimykotika. I
kdybychom uspéSn¢ optimalizovali vybér a koncentraci antibiotik, s nejvetsi
pravdépodobnosti by vSak ucinkovala na konkrétni vzorek stolice s ST1 buitkami vyuzitého
pro dany experiment. U pouziti vzorkli od jinych déarcti se obavame, ze by ucinek antibiotik
mohl byt jiny moznd mensi nebo zadny. Divodem je rGznorodost lidského stfevniho
mikrobiomu a velkym problémem by pro nds mohla byt pfitomnost riznych rezistentnich

bakterialnich kmenu.

Na zékladé¢ vysledkii naSich axenizacnich experimentd pomoci tradi¢nich
kultivacnich metod a také nesourodych informaci o axenizaci blastocyst z literatury jsme se
rozhodli zménit zpisob ziskavani Cisté suspenze bunck ST1 a to pomoci tfidéni populace
blastocyst z xenickych kultur s vyuZitim pfistroje ,.cell sorter “. Tento zplsob ziskavani
Cisté suspenze blastocyst by ndm umoznil vyhnout se vyse uvedenym a tézko feSitelnym
obtizim. Navic by se ziskavani Cisté suspenze bunék zefektivnilo a snizily by se néklady na

jeji pripravu.
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Testovani oddéleni populace blastocyst z xenické kultivace pomoci priitokové

cytometrie

Pro ucely experimenti ziskani blastocyst pomoci ,,cell sorteru “ jsme nejdiive testovali, zda
je vibec mozné blastocysty od bakterii z kultury oddélit pomoci pritokové cytometrie. Na
pratokovém cytometru BD FACSCanto II (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA) byly
méfeny vzdy tfi typy vzorkti. Kultivace bunék ztrusu potkanit infikovanych STI
blastocystami jsme porovnavali s negativni kontrolou, kde byl pro kultivaci pouzit trus
potkanli negativnich na Blastocystis ST1 (a tedy obsahujici pouze bakterie vyskytujici se ve
sttevnim traktu). Pro dodatecnou kontrolu jsme méfili také Cista média, ktera neobsahovala

ST1 buiiky ani bakterie.

U negativnich vzorkl se na dotplotech objevovala vzdy pouze jedna populace, kterou
jsme identifikovali jako populaci bakterii (napt. obr. 11). Béhem méteni pozitivnich vzork
se ale ukazaly populace tfi (obr. 11). Pfi srovnani téchto vysledkd jsme zjistili, Ze se
blastocysty déli do dvou populaci. Dle parametru SSC (side scatter), ktery vypovida o
prusvisnoti buné€k, jsme zjistili, Ze jedna populace vykazuje vyS$i granularitu a je umisténa
nad populaci bakterii. Usoudili jsme, Ze se jednd o bunky s fagocytovanymi casticemi
(baktériemi). Druhd populace se na dotplotu objevila pod populaci bakterii a vykazovala
mnohem niz§i granularitu. Pfedpokladame, Ze tato populace ST1 obsahuje buiikky s mensim
mnozstvim fagocytovanych ¢astic nebo jsou tyto bunky tplné bez fagocytovanych castic. Na
zaklad€ téchto predbéznych vysledkli usuzujeme, Ze bychom dokézali vytiidit Eistou
populaci samotnych blastocyst z xenické kultury a navic vytiidit pouze populaci blastocyst
bez fagocytovanych ¢astic. Takto vysoce Cistd suspenze blastocystovych bunék by byla
dokonale vyuzitelna pro ziskavani Cistého celkového antigenu, ktery by mohl byt pouzit pro
serologické a imunologické analyzy nezbytné k vyzkumu role blastocyst v lidském

organismu.

Ziskavani Cisté suspenze ST1 bunék pomoci ,,cell sorteru“

Po ovéfeni, Ze populace ST1 bunék z xenické kultury Ize od bakterii oddélit, jsme pfistoupili
k samotnému sortovani bunék. Na nasSem pracovisti vSak potiebny pfistroj zatim nebyl v
provozu, proto jsme se rozhodli pro spolupraci se Strediskem cytometrie a mikroskopie
(Mikrobiologicy tstav AVCR, v.v.i, Praha) s vyuZitim sorteru (Bio-Rad S3e ™ cell sorter,
Biorad). ST1 bunky byly na S3 sorteru nejprve rozdéleny podle morfologie na zaklad¢ jejich
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optickych vlastnosti v kanalech SSC a FSC. Bunky s nizkou komplexitou (bez
fagocytovanych c¢astic) byly nasledné vybrany pro dalsi analyzu autofluorescenci ve dvou
barevnych kanalech (FL-1, ktery m& maximum fluorescence v cca 525 nm a FL-4, s
maximem fluorescence v cca 700nm), které byly zvoleny empiricky jako nejvice rozdilné
mezi témito morfologickymi subpopulacemi a byly nasledné pouzity jako dalsi kritérium,
slouzici k dosazeni maximalni Cistoty subpopulace bez fagocytovanych ¢astic. Spravnou
volbu této vlnové délky (525 nm) jsme si posléze potvrdili srovnanim se studii Nagel et al.
(2015), kde autofi pro svlj vyzkum také vyuzivali autofluorescenci blastocyst pii stejné

vlnové délce.

Prestoze se nam podafilo ziskat ¢istou suspenzi bunék ST1, je stale zapottebi hledat
efektivnéjsi zptsob, jak snizit celkové mnozstvi bakterii, aby mohl piistroj pracovat rychleji
a efektivnéji. Zkouseli jsme bakterie zredukovat za pouziti filtrGi o priméru port 5 pm
(Partec), bohuzel dochazelo k velkym ztratdm bunck blastocyst. Tato nizkd koncentrace
blastocyst zasadéné zpomalovala proces sortovani. Dale jsme pro ucely experimentil
zaméeienych na snizovani poctu baktérii vyuzili sachar6zového gradientu (pouzivaného pro
Cisténi cyst prvokll ze vzorkl trusu) a v posledni fadé€ i ,,percoll® gradient (vyuZzivany pro
Cisténi suspenze leukocytl pro pritokovou cytometrii). Bohuzel pouziti ani jednoho
gradientu nebylo natolik u¢inné, aby snizilo pocet bakterii a zaroven bylo opét doprovazené
zna¢nym ubytkem blastocyst. Jednou z moznosti by mohl byt ,,percoll gradient®, pokud by
se podafilo upravit mérné hmotnosti jednotlivych percollovych roztoki. Vyhodou
percollového roztoku je zanedbatelnd osmoticka aktivita, kterd nezptisobuje praskani bunek,

jako je tomu u sacharézového gradientu.

Na zakladé téchto vysledki mizeme konstatovat, ze metoda sortovani je pro
ziskavani Cistych ST1 bunék mnohem Uc¢inngjsi a rychlejsi nez tradicni axenicka kultivace.
Nicméné je potieba dale optimalizovat pfipravu vzork s ST1 buitkkami tak, abychom byli

schopni ziskat vétsi mnozstvi axenickych bunék.
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VI Zavér

-V ramci nasich dil¢ich cilt jsme se zabyvali hodnocenim médii z hlediska velikosti a
koncentrace ST1 bunék, které by byly pouzitelné pro axeniza¢ni experimenty. Zjistili jsme,
Ze pro experimenty zabyvajici se tradi¢ni axenickou kultivaci je vhodné tzv. ristové
médium, ve kterém byly bunky vétsi a také jejich koncentrace byla mnohem vyssi, nez v
Jonesové médiu. Naopak Jonesovo médium je vhodnéjsi pro experimenty, kdy jsou ST1
bunky ziskavany pomoci pfistroje ,,cell sorter®, tyto buniky totiz vykazuji nizsi granularitu,
coz bylo prokdzano métenim v pratokovém cytometru. Také jsme zjistili, Ze optimalni doba
pro pteockovani ST1 bun¢k do Cistého média a pro jejich vyuziti k dal§im experimentim je

treti den po preockovani do ¢istého média.

-Na zéklad¢ vysledk méteni prutokovou cytometrii bylo dokézano, ze ST1 buiiky lze od
bakterii rozd¢lit. Blastocysty se totiz déli do dvou populaci. Prvni populace je vice
granularni (obsahuje fagocytované baktérie) a nachazi se nad populaci baktérii, druha

vykazuje nizsi granularitu a vyskytuje se pod populaci bakterii.

-K teSeni hlavniho cile této prace, jsme pristupovali dvéma zptisoby. Prvnim byla cesta
tradicni axenickou kultivaci. Tento cil byl vSak splnén jen z ¢4sti. Blastocysty na pevném
agaru obohaceném smési nékolika Sirokospektralnich antibiotik sice rostly, s postupem casu
se vSak zmenSovaly, dokonce i encystovaly a mnozstvi bakterii se nam snizit nepodafilo.

Zvolili jsme proto jiny zpisob ziskavani axenickych ST1 bunék.

-Hlavni cil této prace se ndm podafil splnit druhym zptsobem, a to ziskavanim ST1 bun¢k
pomoci piistroje ,,cell sorter*. Ziskali jsme dokonale €istou suspenzi ST1 bun¢k. Nadale je
ale potfeba pokracovat v optimalizaci ptipravy vzorku tak, abychom jesté snizili mnozstvi
baktérii a zabranili agregovani bunék, aby mohl pfistroj pracovat rychleji, efektivnéji a
nedochdzelo k jeho ucpavani. Po vyfeseni téchto technickych problémi budeme schopni

vysortovat mnohem vétsi pocet ST1 bunék pro imunologické a serologické experimenty.
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