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1. UVOD

Blastocystis je prvok zijici v anaerobnim prostfedi céka a kolonu mnoha zivocisnych druhd.
Dlouhou dobu bylo obtizné zatadit Blastocystis do taxonomického systému. Ackoli jeho
taxonomické zatfazeni neni stidle zcela ustalené, je nyni fazen do taxonomické skupiny
Stramenopiles (Arisue et al., 2002; Silberman et al., 1996). Nachazi se nejen u ¢loveéka, ale
téZ u mnoha jinych teplokrevnych ¢i studenokrevnych obratlovceid (Abe et al., 2002;
Lorencova, 2014; Stensvold et al., 2009). Objeven byl také u nékterych bezobratlych,
napiiklad u §vabl (Zaman et al., 1993). Jednd se o kosmopolitné rozsifeného prvoka, jehoz
prevalence se u lidi pohybuje od 0,5% az do 100% v nékterych oblastech (Poirier et al.,
2012; Scanlan a Stensvold, 2013). Rod Blastocystis je charakterizovan vysokou genetickou
variabilitou, u n¢hoz byla zjisténa urcitd mira hostitelské specifity (Affelani a kol., 2013;
Stensvold a kol., 2007). Tento prvok ma v Zivotnim cyklu ¢tyfi zakladni formy: vakuolarni,

granularni, améboidni a stddium cysty. Pravé formou cysty se tento prvok piendsi fekalné-

oralni cestou mezi hostiteli.

1.1 Zivotni cyklus prvoka Blastocystis

Do dnesniho dne neni zivotni cyklus Blastocystis zcela objasnén. Pfenos mezi hostiteli je
povazovan za piimy a zahrnuje nékolik zivotnich forem (Parija a Jeremiah, 2013). Mnoho
studii v minulosti polemizovalo o jeho rozmnoZzovani v hostiteli (Boreham a Stenzel, 1993;
Burghelea a Radulescu, 1991; 6; Zierdt, 1973). Stenzel a Boreham, (1996) popisuji v
zivotnim cyklu blastocyst jako jediny prokazatelny zpisob rozmnoZovani binarni déleni. Ze
vzorkl ziskanych pomoci kolonoskopie ve studii Stenzel et al. (1991) byly popsény formy
nachézejici se in vivo, které jsou morfologicky odlisné od formy vakuolarni nachazejici se
v kulturach. Tyto formy byly popsany jako avakuolarni, multivakuolarni a ameboidni. Podle
Stenzel a Boreham (1996) se pravé multivakuolarni forma diferencuje na cystu, ktera
posléze infikuje hostitele fekalné-ordlni cestou. Na obrazku 1 je schématicky znazornén
zivotni cyklus Blastocystis spp. Tento ptenos z hostitele na hostitele mize byt pfimym
kontaktem (Anuar et al., 2013). DalSim moZzny pifenos cyst muze byt zplsoben
kontaminovanou pitnou vodou ¢i nedostatené omytymi potravinami, které¢ jsou taktéz

kontaminovany cystami blastocyst (Lee et al., 2012; Li et al., 2007).



Obr 1. Zivotni cyklus Blastocystis (Podle podkladt Tan et al. (2004) vytvotila Jitina Razkova).
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1.1.1 Zivotni formy prvoka Blastocystis

Prestoze se velikosti jednotlivych zivotnich forem blastocyst a hlavné cyst pohybuji v fadech
ne¢kolika mikrometrii, je mozné je pozorovat svételnou mikroskopii. Jak uz bylo zminéno,
zivotni cyklus blastocyst zahrnuje nékolik hlavnich morfologickych forem: vakuolarni,
améboidni, granularni, a stadium cysty (Chen et al., 1997; Parija a Jeremiah, 2013; Zhang et

al., 2003).

Zakladnim a také nejvice prozkoumanym typem blastocyst je vakuolarni forma (Stenzel a
Boreham, 1996; Tan, 2008). Tato forma ma tenkou bunécnou sténu, obsahuje velkou
centralni vakuolu a multiCetnd jadra na periferii. Vakuola zaujima nejvétsi ¢ast bunky a
omezuje tak velikost cytoplazmy a ostatnich organel. Velikost vakuolarni formy se pohybuje
od 2 do 200 pum. Primérna velikost je vSak vrozmezi 4 az 15um. Vyskytuje se
v kultivaénich mediich a byla pozorovéana i ve stievech hostitele. Ve studii Moe et al. (1997)
pfi experimentalnich infekcich u laboratornich mysi pozorovali vakuoldrni formy in vivo,
pouze s mensi velikosti nez vakuolarni formy v in vitro kultuie. Granuldrni forma se vyviji
z formy vakuolarni a mé také podobnou velikost (Zhang et al., 2012). Sviij nazev tato forma

ziskala na zéklad€ pfitomnosti jemnych granuli rizné hustoty v cytoplazmé, pficemz ve
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sttedu bunky je velmi mald centralni cast, kterd zlstava prazdna (Dunn et al., 1989).
Améboidni forma ma nepravidelny tvar a jeji velikost se pohybuje mezi 3-8um (Singh et al.,
1996; Tan a Suresh, 2006). Navic u této formy byla popséna variabilita tloustky jeji stény a
muze tvorit pseudopodie. Dalsi formou jsou cysty (Zhang et al., 2012). Cysty se za urcitych
podminek tvofi v tlustém stfevé a vylucuji se do vnéjsiho prostiedi, kde prezivaji po urcity
Cas a pripadn¢ infikuji dal$iho hostitele. Stddium cysty je rezistentni vi¢i nepiiznivym

podminkam Zzivotniho prostiedi.

Dale se vyskytuji jesté dvé malo zndmé formy blastocyst a to avakuolarni a multivakuolarni
bunky (Stenzel et al., 1991; Boreham a Stenzel, 1993). Multivakuolarni formy se vyznacuji
nepravidelnosti tvaru buiiky, velkym poctem vakuol uvnitf buiiky a velikost je 5 az 10 um
(Boreham a Stenzel, 1993; Stenzel et al., 1991; Zhang et al., 2012). Avakuolarni forma
blastocyst je popisovan jako mala buiika bez stalého tvaru a centralni vakuoly s velikosti 5
um (Stenzel et al., 1991; Zhang et al., 2012; Zierdt a Tan 1976). Dodnes vSak neni znama

jejich presna funkce ¢i role v Zivotnim cyklu.

U Blastocystis byla potvrzena schopnost apoptézy bunék v neptiznivych podminkach
(Nasirudeen et al., 2001). Pokud jsou blastocysty vystaveny aerobnim podminkdm ¢i jsou
hostitel¢ 1éCeni antiparazitiky, jako napf. metronidazolem, dojde k apoptéze (Tan et al.,

2001; Nasirudeen et al., 2004).

1.2 Hostitelska specifita a geneticka diverzita prvoka Blastocystis

Prvok rodu Blastocystis ma Sirokou genetickou variabilitu, kterd je neustile pfedmétem
mnoha probihajicich vyzkumti (Clarck et al., 2013, Lorencova, 2014). Tato geneticka
variabilita je zjistovana pomoci molekularn¢ fylogenetickych analyz na zdkladé ¢asti malé
ribosomalni podjednotky RNA (18S rRNA), diky niz byl navic rod Blastocystis

taxonomicky zafazen mezi Stramenopiles (Silberman et al., 1996; Stensvold et al., 2007).

Diky studiim genetické diverzity se dodnes podafilo rozpoznat 17 riiznych subtypi
oznacovanych ST1-17 (Stensvold et al., 2007; Stensvold, 2013). U téchto subtypt byla dale
zjisténa urcitd hostitelska specifita. Prvnich devét (ST1 — ST9) bylo detekovano u ¢loveka,
pfi¢emz Castou infekei u lidi v Evropé zptsobuje ST1 — ST4 (Ozyurt et al., 2008). Subtyp
ST9 byl zatim nalezen pouze u lidi (Yoshikawa et al., 2004a). Dalsi subtypy (ST5-8, ST10-
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17) se vyskytuji u jinych teplokrevnych obratlovci. Subtyp STS byla nejcastéji detekovana u
prasat, ST6 a ST7 u ptaks, a ST8 byl nalezen u primatt (Stensvold et al., 2009; Clark et al.,
2013). Subtyp ST10 byl zjistén jen u kopytnikd a primath (Stensvold et al., 2009). Subtypy
ST11-ST13 byly objeveny u slontl, ziraf a klokanli quoakka (Parkar et al., 2010). V roce
2013 byl ST13 objeven u jelenovitych sudokopytnika (Alfellani et al., 2013). Subtyp ST14
byl objeven ve studii Fayer et al. (2012), kde byl detekovan u mladych telat. Dalsi subtypy
byly nalezeny téZ ve studii Alfellani et al. (2013). Subtyp ST15 byl detekovan u mlé€ného
skotu, velbloudli a nehumdnnich primati a nakonec subtypy ST16 a ST17 jsou spjaty
s hlodavci (Affelani a kol., 2013).

U vétSiny zatim popsanych subtypu byla zjiSténa pomérné nizka hostitelskd specifita a
subtypy mohou infikovat i jiné hostitele, nez u kterych byly piivodné popsany (Clark, 1997;
Yoshikawa et al., 1996). Podle nové studie zabyvajici se genetickou diverzitou rodu
Blastocystis, existuje dalsich 21 subtypii, které byly nalezeny pievazné ve studenokrevnych

obratlovcich (Lorencova, 2014).

1.3 Experimentalni studie na zvirecich modelech
Pro detailngj$i studium hostitelské specifity a objasnéni role blastocyst se pouzivaji
experimentalni zvifeci modely. Nejpouzivanéjsi je mysi model, dale bylo popsano vyuziti

potkani raznych linii, piskomild a prasat.

1.3.1 Experimentalni zptsoby infekce

Pro experimenty na zvifecich modelech je nezbytné zvolit vhodny zpisob jejich infekce.
Dodnes byly v literatufe popsany dva a to per os a per rectum. Peroralni infekce neboli per
os je zaloZena na pfirozené infekci hostiteld, kterd se d&je fekdlné-oralnim pienosem stadii
cyst z prostfedi (Fayer et al., 2014; Tan, 2008; Parija a Jeremiah, 2013). Nicmén¢ tento
zpusob je vyuzivan také pii experimentdlnich infekcich (napt. Moe et al., 1997). V tomto
piipad¢ se pouziva jicnova sonda k zavedeni infek¢ni davky do hostitele.

Dal$im zptsobem vyuzivanym pii infekcich experimentdlnich zvifat je per rectum.
Dtivodem k vyuziti tohoto zplisobu infekce je pouZiti jinych stadii nez cyst, kterd nepieziji

kyselé prostiedi zaludku. Tento zptisob infekce byl vyuzit naptiklad ve studii, ve které byla
4



zkoumdna schopnost infekce riznych subtypt Blastocystis (Iguchi a kol., 2007). Pro
pripravu infek¢nich davek pouzili 3 - 4 dny staré kultury blastocyst ST2-ST4 a ST7. Jednalo
se tedy ziejm& o vakuolarni formy. V této studii infikovali tfi tydenni Wistar potkany a

kufata pomoci zavedeni injekéni stiikacky do rekta ¢i kloaky.

1.3.2 Mysi model

Nejcastéji vyuzivanym in vivo modelem jsou mysi (Elwakil et al., 2010; Pakandl,1992; Yao
et al., 2005). Nicméné tento model je pro infekce blastocyst limitovan vékem a délkou
infekce. Autofi studie Moe et al. (1997) zjistili, Ze mysi lze infikovat pouze mezi 3. az 8.
tydnem veéku. Mysi starSi osmi tydna jiz nelze infikovat. NiZe jsou popsany nékteré

experimenty.

Ve studii Moe et al. (1997) infikovali Balb/c mysi riizného véku, a to dvou, Ctyt, Sesti a osmi
tydnt staré. Cysty byly izolovany koncentratni metodou z Cerstvého trusu cloveéka
pozitivniho na blastocysty. Koncentrace cyst v infekénich davkach byla 10° — 10% Tato
infekce u Balb/c mysi se ukazala jako ,,self-limitujici® a kratkodobé pietrvavala. Studie byla
provedena za ucelem objasnit patogenni potencial Blastocystis. V experimentu byly pouzity

cysty Blastocystis hominis, bez udani presného subtypu.

Dalsi studie, ktera byla provedena na mys$$im modelu, méla za cil objasnit souvislost mezi
intenzitou infekce a patogenitou Blastocystis (Elwakil a kol., 2010). Bilé¢ laboratorni mysi
(Mus musculu) byly peroralné infikovany cystami ziskanych z lidskych vzorki. Patnéct
mys$i bylo rozdéleno do tfi skupin, pti¢emz kazda skupina byla infikovana jinou koncentraci
cyst. Skupina I dostala v infekéni ddvee 10 cyst, skupina II byla nainfikovana 10° a skupina
III dostala 4x107. Z vysledkii vychazi, ze mysi ve skuping I byli negativni, zatimco zvifata
ve skupiné II a III byla pozitivni. Mysi ve skupiné III vykazovali klinické symptomy a to
letargii, pomalé pohyby a pokles télesné hmotnosti. Bohuzel zde opét neuvadi subtyp,

popisuji pouze Blastocystis hominis.



1.3.3 Potkani model
Dalsim experimentalnim in vivo modelem jsou potkani. Tento model neni tak Casto vyuzivan
jako model mysi, nicméné na ném Ize 1épe provadét detailnéjsi a dlouhodobéjsi vyzkumy

blastocyst riznych subtypi (napt. Hussein et al., 2008; Li et al, 2013).

Ve studii s cilem prokazat ptenosnost Blastocystis mezi hostiteli (Yoshikawa a kol., 2004b),
byli pouziti tfi tydny stafi ,,Specific Pathogen Free® (SPF) Wistar potkani. Potkani byli
infikovani dvéma rtiznymi kmeny Blastocystis hominis a to RN94-9 izolovany z potkana
hnédého (Rattus norvegicus) a NIH:1295:1 zmorcete domaciho (Cavia porcellus).
Koncentrace cyst v infekénich ddvkach byla 10>-10° cyst. Zvitata byla pozorovéana fekalni
kultivaci po dobu dvou tydnid. U potkana, infikovaného kmenem RN94-9, byla pozitivita
potvrzena uz paty den od zacatku experimentu, zatimco u kmene NIH:1295:1 byl potkan

pozitivni az 15. den od zacatku experimentu.

Dalsi studie, kterda méla za cil zjistit vliv genotypu Blastocystis na histopatologické zmény
v organismu, vyuzila izolatd od 85 symptomatickych a asymptomatickych pacientti (Hussein
et al., 2008). U pacientl se vyskytovali subtypy ST1-4. Autofi této studie vyloucili vzorky
stolice pozitivni 1 na jiné stfevni organismy jako naptiklad Cryptosporidium. Ze ziskanych
vzorkli byla provedena izolace DNA a genotypizace Blastocystis pomoci PCR. Dale
probéhla experimentalni peroralni infekce pomoci jicnové sondy ¢ty tydnt starych potkant
Wistar, s infekéni ddvkou 4x107 buné&k. Potkani byly rozdéleni do &tyi skupin podle podtu
pouzitych izolath a byli pozorovani po dobu dvou tydnl. Posléze byla provedena pitva
s cilem zjistit, zdali doSlo k proniknuti blastocyst do lamina propria ¢i doSlo k jinym
histopatologickym zménam. Vysledky experimentu ukédzaly korelace mezi riznymi subtypy
a projevem Ci absenci klinickych symptomu. Pouze subtyp ST1 vyvolal u nékterych zvirat
pato-morfologick¢ zmény a klinické projevy infekce jako naptiklad ztrata srsti, ubytek
hmotnosti a mortalitu. Navic autofi této studie konstatovali i negativni dopad subtypu ST3
zdravotni stav potkaniho organismu. Naopak se zda, ze subtypy ST2 a ST4 nijak zdravi

hostitele neovliviiuji.

Naproti tomu existuje studie, jejiz vysledky pfinesly zcela jiny zavér (Li et al. (2013) Autofi
studie tvrdi, Ze ST1 nemé patogenni vliv na hostitelsky organismus a jeho piipadna
patogenita je ddna spiSe individudlnimi fyziologickymi faktory hostitele nez piisobenim

samotného subtypu. Pro peroralni infekci pouzili Sest tydnt starych SPF Sprague Dawley



(SD) potkanid. K infekcim vyuzili vzorky ST1 izolované z pacienta trpicitho prijmovym
onemocnénim a s detekovanou infekci Blastocystis ST1. Koncentrace infekcnich davek byla

10%-10* cyst.

Daéle naptiklad ve studii Suresh et al. (1995) vyuzivali potkany pro morfologické studium

blastocyst.

1.3.4 Praseci model

Dal$im modelem je prase domaci. Bohuzel pro vysoké finan¢ni naklady je tento model mélo
vyuzivany. Fayer et al. (2014) provedl na prasatech experiment pro objasnéni lokalizace
Blastocystis v jejich gastrointestindlnim systému. Do tohoto experimentu bylo pouzito 32
zdravych 20 tydna starych prasat. Ta byla umisténa do samostatnych kotcii s betonovou
podlahou, piesto v izkém kontaktu. Prasata byla krmena zeleninou podle své vahy a voda
byla ad libitum a byla kazdy tyden zvazena. Nakonec se bylo vybrano 11 prasat s pfirozenou
infekci Blastocystis spp. Prasata byla usmrcena a nasledné jim byl vyjmut travici trakt. Ten
byl rozdélen na nékolik ¢asti, duodenum, jejunum, ileum a cékum. Vykaly z prasat byly
zkoumany imunofluorescenéni mikroskopii za pouziti protilatky ParaFlor B. Tkané byly
histologicky zpracovany a obarveny hematoxylinem a eosinem. U vSech prasat byla
prokézéana pozitivita pouze v céku a v lumenu nékterych casti tlustého stfeva a byl zjistén
subtyp STS5. Zadné narudeni epitelu &i lamina propria nebyla pozorovana. V barvenych
histologickych vzorcich nesli rozeznat jednotlivé Zivotni formy Blastocystis. U prasat nebyla

prokézana zména zdravotniho stavu.

1.3.5 Kurata

Dalsim laboratornim zvifetem vyuzitym pro studium Blastocystis byla kutata (Iguchi et al.,
2007). Tato studie zaméfend na objasnéni zoonotického potencialu u blatocyst vyuzila ke
svému vyzkumu cerstvé vylihld kufata Hy-Line a tfi tydny staré SPF Wistar potkany.
K infekci pouzili subtypy ST2, ST3, ST4 a ST7 izolované z lidského biologického materiélu.
Po napod&itani bunék (10°), za pouziti hematocytometru, byly buiiky okamzité rektalné
vsttiknuty do slepého stieva zvifete. Tato infekce se provadi chirurgicky za pouziti injekéni

sttikacky s jehlou. Po dvou tydnech od infekce byla zvifata usmrcena a probéhla pitva, ktera
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prokazala pfitomnost cyst ve slepém stifeveé. Podle vysledkt studie subtyp ST4 a ST7 byl
pienosny jak na potkany, tak i1 na kutata. Zatimco subtypem ST2 byly nainfikovana pouze

kufata. Subtyp ST3 se vSak neukdzal ani v jednom infikovaném hostiteli.

1.3.6 Piskomilové

Piskomilové nejsou béznym zvifecim modelem pro studium blastocyst jako ostatni
laboratorni hlodavci, ptfesto se s nimi v nékterych studiich mizeme setkat. Pfikladem mtize
byt studie Pakandl (1992), kde vyuzil infekci nékolika zvifat za Ucelem zjistit miru
hostitelské specifity blastocyst. Autor této studie pouzil inbredni Balb/c mysi, piskomily a
outbredni laboratorni mysi. Infekéni davky byly 2x10°-10° bunék pro mysi a 5x10°-2.5x10°
bun¢k pro piskomily. Cysty blastocyst byly izolované ze vzorkll prasat. Zvifata byla
peroralné nainfikovdna. Podle vysledkii byly Balb/c mySi méné citlivé nez outbredni mysi.

Bohuzel zde neuvadi subtyp Blastocystis.

1.4 Role prvoka Blastocystis v hostitelském organismu

Donedévna byly blastocysty povazovany za patogenniho prvoka a jeho vyskyt byl casto
spojovan se sttevnim onemocnénim zvanym syndrom drazdivého trac¢niku [Irritable Bowel
Syndrome - IBS] (Poirier et al., 2012) nebo se zhorSenym zdravotnim stavem pacientl
s imunitné zprosttedkovanymi stfevnimi zanéty [napf. Inflammatory Bowel Diseases - IBD]
(Petersen et al., 2013). Napiiklad autofi studie Boorom et al. (2008) zjistili 30-40%
prevalenci blastocyst u pacienti s IBS a pojali podezieni, Ze pifitomnost blastocyst ma
souvislost s projevem onemocnéni. Tato studie a mnoho dalSich podobnych studii podpofily
mySlenku patogenniho potencidlu blastocyst (Clark et al., 2013). Nicméné patogenita
Blastocystis spp. zlstava sporna a je v souc¢asné dob¢ predmétem diskuze (napi. Scanlan a
Stensvold, 2013). Nedavno zacaly vyplouvat ndzory, ze blastocysty jsou komenzalni
organismy, které jsou béznou soucésti zdravého strevniho mikrobiomu lidi (Andersen et al.,
2013; Parfrey et al., 2014; Scanlan a Stensvold 2013). Navic vysledky nékolika studii
prokazaly vyssi prevalence blastocyst u zdravych lidi nez u lidi postiZzenych IBS ¢i IBD (EI-
Safadi et al., 2014; Petersen et al., 2013), 1 jinych savct (Parfrey et al., 2014). Na zaklad¢

téchto informaci se nékteti odbornici pfiklanéji i k hypotéze, ze blastocysty jsou clovéku
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prospésné a pripadné by mohly napomoci v prevenci ¢i terapii pacientil trpicich IBS nebo

IBD (Lukes et al., 2015; Scanlan a Stensvold, 2013; Scanlan et al., 2014).



I1. Cile prace
Hlavnim cilem této bakalaiské prace bylo vybrat vhodny experimentélni in vivo model, ktery

bude nésledné vyuzit pro vyzkum prvoka rodu Blastocystis subtyp ST1.

Na vhodném experimentalnim modelu bude mozné sledovat vliv infekce Blastocystis ST1 na
imunitni systém a diverzitu sttevniho mikrobiomu hostitelského organismu. Pro tcely této

prace byly vytyCeny tii cile:

= experimentdlné potvrdit citlivost outbrednich SPF potkani k infekci lidského

subtypu Blastocystis ST1;

= experimentalné zjistit, jak dlouho pietrvava infekce Blastocystis ST1 v outbrednich

SPF potkanech;

= nalézt dalsi vhodny experimentdlni zvifeci model, ktery bude produkovat cysty

Blastocystis ST1;
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III. MATERIAL A METODY

3.1 Laboratorni zvirata

V ramci experimentl byly pouziti SPF (Specific Pathogen Free) outbredni potkani Wistar,
dale bilé mysi (CD1), mastomySi (Mastomys coucha) a piskomilové (Meriones
unguiculatus), kteti jsou chovani v akreditovaném zvétinci Parazitologického ustavu
(Biologické centrum AV CR v.v.i., Ceské Budgjovice). Viechna zvifata byla chovana ve
standardnich podminkach v chovnych boxech a dostavala vodu a granule ad libitum. Granule
obsahovaly kompletni krmnou smés. Optimalni teplota se pohybovala v rozsahu 20-24°C a
svételny rezim byl v prostorech bez prirozeného denniho svétla upraven na 12h tmy a 12h

svétla. V pokusu jsme vzdy pouzili dvé skupiny zvirat a to experimentalni a kontrolni.

3.2 Piiprava infek¢nich davek s cystami blastocyst
Pro ucely ptipravy infekénich davek jsme pouzili sachar6zovy gradient. Infekéni davky byly
pripravovany ze stolice ¢loveéka pozitivniho pro Blastocystis subtyp ST1 (dale ,,ST1°), dale

potkani a piskomilti infikovanych bunikami ST1.

3.2.1 Sacharoézovy gradient
Principem sachar6zového gradientu je zakoncertovat cysty prvokll s pouzitim roztokl
s riznou mérnou hmotnosti (Arrowood & Sterling, 1987). V naSem ptipad¢ se jednalo o

ziskani co nejCistsi suspenze cyst prvoka Blastocystis ST1 pro naslednou ptipravu infekénich
davek.
Prehled chemikalii pro pripravu sacharozovych roztokii:

= 20% Tween (Sigma-Aldrich)
= Koncentrované PBS

= Sheatheriiv cukerny roztok
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Priprava sacharozovych roztokii:

Pro ptipravu jednotlivych sachar6zovych roztokl s rozdilnymi mérnymi hmotnostmi bylo
potieba nejprve pfipravit zdsobni roztok obsahujici PBS a 20% Tween (dale ,,roztok
PBS+Tween*). Do zasobni lahve bylo nalito 900 ml destilované vody, do které se ptridalo
100 ml koncentrovaného PBS a 0,5 ml 20% Tweenu. Roztok bylo nutné dikladné
rozmichat. Z takto pfipravené¢ho zdsobniho roztoku byly piipraveny nasledujici dva roztoky s
riznym fedénim:

1) fedény sachar6zovy roztok (1+2): 100 ml Sheatherova roztoku + 200 ml PBS + Tween

2) fedéni sacharozovy roztok (1+4): 50 ml Sheatherova roztoku + 200 ml PBS + Tween

Postup pripravy infekcnich davek:

Odebrany vzorek stolice s buitkami ST1 byl nejprve rozmélnén s vodou pomoci tieci misky.
Dale byl homogenizovany vzorek dvakrat filtrovan pies jemné sitko, aby se zachytily
necistoty z biologického materidlu. Filtrovany vzorek byl zkoncentrovan odstfedénim v 50
ml plastovych centrifuganich zkumavkach kénického typu pii otackach 2000 rpm po dobu
5 min v centrifuze (Heraeus Multifuge 4KR, Thermo Scientific). Ze zkumavek byl opatrné
odstranén piebyteny supernatant, tak aby vysledny objem vzorku byl 60 ml. Vysledny
homogenat se dikladné¢ a rovhomérné rozmichal na vortexu (V-1 plus, Biosan). Mezitim
byly pfipraveny Ctyii sklenéné kyvety s kulatym dnem, kazdd o objemu 100 ml, pro
provedeni samotného sachar6zového gradientu. Do kazdé 100 ml kyvety bylo odméteno 30
ml vychlazeného sachar6zového roztoku s fedénim (1+2). Plastovou pasterovou pipetou se
na tento roztok opatrné navrstvilo 30 ml druhého sachar6zového roztoku s fedénim (1+4),
ktery ma niz§i mérnou hmotnost. Vrstveni jednotlivych slozek gradientu bylo nezbytné
provadét velmi pomalu a po sténé zkumavky, tak aby se vytvofila gradientova vrstva mezi
obéma roztoky. Nakonec byla stejnym zplsobem navrstvena posledni vrstva s 15 ml

homogenatu vzorku.

Vsechny zkumavky byly vloZeny do krytek a vyvazeny pro Gcely ostied’ovani. Zavickované
krytky s naplnénymi kyvetami byly zvdzeny a vlozeny do centrifugy s vykyvnym rotorem
(Hettich Universal 16R, Maneko) a odstfed’ovany pti 3500 rpm, po dobu 20 min a pfi teploté
5°C. Po odstfedéni se odstranila pomoci odsavacky cca 5 mm horni vrstva gradientu a

veskery zbyly supernatant se pienesl do Cistych kyvet, které byly znovu zvazeny a
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odstfedény pii stejnych podminkach. Posléze byla odsanim odstranéna dal$i vrstva
zasahujici ptiblizn€é do poloviny sloupce v kyveté a ta byla doplnéna destilovanou vodou.
Zkumavky byly opét zvaZzeny a odstfedény pii stejnych podminkach. Cely tento proces byl
opakovan tfikrat. Po poslednim odstranénim vrstvy homogenatu, zbyly ve vSech
zkumavkach cca 3 cm vrstvy s cystami Blastocystis ST1. Tato byla prelita do konické
plastové centrifugacni zkumavky o obému 50 ml a odstfedéna pti 3500 rpm, po dobu 20
min. Ze vzorku byla nasledné opatrn€ odsata prebytecna vrtsva supenatantu, tak aby nedoslo
ke zbyteCnym ztratdm buné€k, a tim byl vzorek zakoncentrovan do minimalniho mozného

objemu, ze kterého byly vytvoreny infek¢éni davky.

Objem infek¢nich davek byl zvolen na zdklad¢ velikosti a druhu infikovaného zvitete (tj 250
ul pro potkana a 150 pl pro mysi a piskomily). Intenzita infekce (tj. pocet cyst na 1 ml) byla
vyhodnocovéna pomoci Biirkerovy komiirky a pouzivand intenzita infekce se pohybovala

mezi 10°-10* cyst.

3.2.2 Peroralni infekce experimentalnich zviiat

Infekce zvifat probihala pomoci jicnové sondy. Jicnova sonda se skladala zinjekéni
stiikacky o objemu 2 ml a odnimatelného néstavce, ktery byl zahnuty tak, aby zvitfata nebyla
pii infekcich zranéna. Nastavec byl sterilizovan v horkovzdusné susicce pii teploté 60°C po
dobu 2 hodin a poté byl sterilné nasazen na injek¢ni stiikacku. Pfed samotnou infekci byla
zvitata pevné fixovdna jednou osobou a druha osoba aplikovala infekéni davku zavedenim
sondy do jicnu zvifete. Samotnd infekce blastocyst experimentdlnich hlodaveli byla
detekovana v pravidelné odebiranych vzorcich trusu v tfi dennich intervalech a byly

kultivovany v Jonesové médiu pii 37°C.

3.2.3 Optimalizace infekénich davek

Procisténi bunék ST1 v chlornanu sodném

Pro vyuziti v dalSich experimentech zabyvajicich se slozenim stfevni mikroflory a jejimu
vlivu na organismus, jsme se rozhodli pro oSetieni infekénich dédvek chlornanem sodnym.
Zvolili jsme tuto metodu, abychom se tak zbavili stfevnich bakterii a zjistili, zdali je mozné
potkany infikovat takto pfipravenou infekéni davkou.
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Postup:

Ptedem piipravena infek¢ni davka s cystami ST1 byla odstfedéna pii 800 rpm po dobu 8 min
v centrifuze (Heraeus Multifuge 4KR, Thermo Scientific). Po odstfedéni byl opatrné odsat
supernatant a byl pfiddn 1 ml 10% chlornanu sodného. Poté byla zkumavka s infekénim
materidlem ponofena do 500 ml kéadinky zpoloviny naplnénou ledem a pifidanym
magnetickym michadlem. Vzorek byl pak ponechan pomalému michédni na magnetické
michaéce po dobu 10 min. Po promiseni byla suspenze odstiedéna pii 800 rpm po dobu 8
min. Vznikly supernatant byl odsat a objem zkumavky byl doplnén destilovanou vodou.
Suspenze byla odstiedéna pfi stejnych podminkach. Supernatant. Tento proces promyvani
byl zopakovan celkové ttikrat, aby byla suspenze cyst dostate¢né promyta od chlornanu

sodného. Potkani byli infikovéani perordlné.

Ziskani vyssi vytéZnosti cyst v infekéni ddavce u laboratornich zvirat

Za ucelem navysSeni Sance uspésné infekce experimentalniho zvifete a zaroven zjisténi, zdali
je mozno cysty ST1 uchovavat v zivotaschopném stavu i mimo hostitelsky organismus, jsme
provedli experimenty s uchovavanim pozitivnich vzorkd. Po dobu tfi dnii byly sbirany
vzorky trusu od infikovanych zvifat a nasledné uchovéavany ve dvou roztocich a to: PBS a
dvojchromanu draselném v chladni¢ce. Po tfech dnech byly vytvofeny infekéni davky
pomoci sachardzového gradientu a nasledné jimi byli peroralné¢ infikovani potkani. Jako

pozitivni kontrola byly vytvotfeny infekéni davky od lidského donora s ST1.

3.4 Kultivace prvoka rodu Blastocystis
Pro ucely detekce pfitomnosti buné¢k ve vzorcich trusu experimentalnich zvirat zkoumaného

prvoka Blastocystis jsme vyuzili xenickou kultivaci s pouzitim Jonesova média.

Modifikované Jonesovo medium

Jonesovo médium se v bézné praxi pouziva jako diagnostické médium pro detekci bunék
Blastocystis ve vzorcich stolice lidi. Pivodné Jonesovo médium zavedl W. R. Jones (Jones,

1946), pozdéji bylo modifikovano (Zaman et al., 1994; Leelayoova et al., 2002). Médium se
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dlouhodob¢ neskladuje, pfipravuje se vzdy cCerstvé. Muze se vSak kratkodobé uchovavat

v lednici.
Prehled chemikalii pro pripravu média:
= 0,946g NaoHPOu4 (Sigma-Aldrich)
= 0,908g KH2PO4 (Lach-ner)
= 1,800g NaCl (Sigma-Aldrich)
= 0,230g Kvasni¢ny extrakt (Duchefa Biochemie)

*  10% Inaktivované koniské sérum (Sigma-Aldrich)

Postup pripravy média:

Nejprve byly pfipraveny zasobni roztoky. Pfiprava probihala rozpusSténim jednotlivych
navazek ve 100ml destilované vody (100 ml H20 + 0,946 g Na2HPO4; 100 ml H20 + 0,908 g
KH2PO4; 100 ml H20 + 1,8 g NaCl). Ze zasobnich roztoki bylo smichdno 31,2 ml Na2HPOs4,
10,4 ml KH2PO4 a 187,5 ml NaCl. Pridalo se 0,23 g kvasni¢ného extraktu a roztok se
sterilizoval v autokldvu jednu hodinu pii 80°C. Po vychladnuti bylo pfidano do
sterilizovaného roztoku 25,4 ml konského séra. Takto pfipravené médium bylo nésledné

sterilné piepipetovano do kultivac¢nich zkumavek po 4 ml.

3.4.1 Kultivace vzorki

Xenicka kultivace v Jonesové médiu se vyuziva k diagnostice bun&k Blastocystis, v kterém
se blastocysty mirn€ mnozi a po urcity Cas piezivaji. Pfed samotnou kultivaci vzorku bylo
médium v kultivaéni zkumavce predehtato pii 37°C v termostatu a poté byl pfidan vzorek
trusu o velikosti hrasSku. Cela kultivace se opét uchovavala pfi stalé teploté¢ 37°C po dobu 3-4
dnt. Poté bylo 50-100 pl kultivovaného vzorku pteockovalo pomoci sterilni pasterovy
pipety do pfedem ptredehiatého cerstvého média. Pfi pfeockovani bylo nezbytné pracovat
rychle, jelikoz kyslik je pro buinky Blastocystis toxicky. Manipulace s biologickym
materialem probihala vzdy dasledné v digestofi. Kultivace byly posléze vyhodnocovany s

pouzitim svételného mikroskopu (Olympus CX22LED) pii zvétSeni 400x.
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3.5 Vyhodnocovani kultivovanych vzorku

3.5.1 Sbér vzorki

Sbér trusu probihal vzdy vrukavicich se sterilni pinzetou do piedem pfipravené
bakteriologické zkumavky s uzavérem. V period€ od zacatku experimentu az do detekovani
prvnich bunék ST1, jsme sbirali smésné vzorky trusu od vSech infikovanych jedinct ze
stejného chovného boxu. Po zjisténi prvni pritomnosti ST1 bunék v kultivaci jsme vzorky

sbirali jednotlivé, aby se zjistilo, ktery jedinec je pozitivni na infekci buitkami ST1.

U prvnich experimentd, nez jsme zjistili délku inkubac¢ni doby infekce Blastocystis ST1,
jsme vzorky experimentalnich zvifat sbirali a kultivovali od prvniho dne po infekci kazdy
den. Na zaklad¢ délky zjisténé inkubacni doby (tj. 12 dni po infekci), jsme vzorky trusu
odebirali az od 7. dne po infekei (déle ,,dpi®).
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IV. VYSLEDKY

Pro ucely optimalizace zvifeciho experimentdlniho modelu jsme pottebovali zdroj infekce
ST1 cyst. Donor ST1 byl vytipovan v ramci studie, provadénou Laboratoii parazitarni
terapie, v které se zjiStovali prevalence prvoka Blastocystis a jeho subtypti u zdravych
jedincti pomoci kultivace v Jonesové médiu a pomoci molekularni typizace subtypii. Pro
optimalizaci zvifeciho experimentalniho modelu jsme vybrali donora s infekci ST1, protoZe

to byl nejcastéji se vyskytujici se subtyp (nepublikovana data).

4.1 Citlivost outbrednich potkani na infekei Blastocystis ST1

Vramci zjistovani citlivosti outbrednich Wistar potkani, jsme provedli nasledujici
experimenty. U vSech nize popsanych infek¢nich experimentii na potkanech, jsme jako
negativni kontrolu vyuzili kultivaci jejich trusu pfed samotnym experimentem. Timto
zpisobem jsme se ujistili, ze jsou potkani vzdy negativni pro jakykoliv subtyp blastocyst a

naSe vysledky tak nebudou zkresleny. Detailn¢ jsou experimenty s vysledky popsany nize.

4.1.1 Infekce dospélych potkanii lidskym biologickym materidlem pozitivnim na ST1

Cilem experimentu bylo zjistit citlivost Wistar potkant pro infekci Blastocystis STI.
V experimentu byly infikovani potkani cystami prvoka Blastocystis ST1 a nésledné byli
sledovani pomoci kultivace, zda a kdy se infekce projevi. Infekce byla u potkantd kultivaéné

potvrzena 7 dpi.

4.1.2 Vliv véku potkant na infekci ST1 bunék
Cilem experimentu bylo zjistit vliv v€ku potkanti na infekci ST1. Proto jsme provedli
experiment s infekcemi potkanti riznych vékovych kategorii a to tfi mésict, ¢tyf mésict a

péeti mésicl, vzdy po tiech zvitatech. U vSech vékovych kategorii byly infekce tspésné.
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4.1.3 Infekce potkant biologickym materiidlem z potkani infikovanych ST1

Cilem experimentu bylo zjistit, zda je mozné infikovat outbredni potkany biologickym
materidlem z potkant infikovanych ST1. V ramci tohoto experimentu jsme vzdy infikovali
Ctyfi potkany. V experimentu jsme pfipravili infekéni davky z trusu potkanii pozitivnich na
ST1. Kromé vySe popsané negativni kontroly, byla pouzita i pozitivni kontrola a to infek¢ni
davky ptipravené z lidského materidlu pozitivniho pro ST1. Tato pozitivni kontrola byla
zvolena na zékladé 100% uspéSnosti pii infekcich potkand. Bohuzel vysledek tohoto
experimentu vysel negativni, kromé pozitivni kontroly. Tento experiment jsme se rozhodli
provést jesté jednou, abychom si potvrdili prvni negativni vysledek a mohli vyloucit vS§echny
faktory (napi. metodické chyby), které by mohly vysledek ovlivnit. I v druhém experimentu

byly infekce netispésné.

4.2 Délka infekce ST1 u outbrednich potkani

Pro ovéteni cile, jak dlouho pretrvavd infekce ST1 v outbrednich potkanech jsme
dlouhodobé sledovali dva pozitivni potkany. Vzorky trusu byly odebirany a kultivovany
v Jonesové médiu kazdy tyden po dobu nékolika mésici dokud nebylo zjisténo, Ze jsou
potkani negativni. Dle naSich vysledki, infekce ptetrvavala po dobu jednoho roku u obou
potkant. Potkani byly sledovani jesté dalSi mésic po Ustupu infekce a zlstali kultivacné

negativni.

4.3 Optimalizace infek¢nich davek

Cilem experimentu bylo dosaZeni infekénich davek bez bakterii. Infekéni davky s cystami
byly oSetteny 10% roztokem chlornanu sodného (na zéklad€ zkuSenosti laboratote
manipulujici s cystami Giardia intestinalis a kryptosporidii, nepublikovanéa data). VSechny

infekce potkant jak z biologického materialu z potkand, tak z lidského byly neuspésné.
Déle pro vétsi vytéznost cyst vinfekénich davkach jsme infikovali potkany s pouzitim
infek¢nich davek, které byly pfipraveny z trusu potkanli uchovdvaného po dobu tii dnli v

PBS a dvojchromanu draselného v chladni¢ce. VSechny infekce potkanti byly netspésné

kromé pozitivni kontroly, tj. potkana infikovaného z pozitivniho lidského materidlu.
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4.4 Dal$i vhodny experimentalni in vivo model produkujici cysty

Pro nalezeni dalSiho vhodného in vivo laboratorniho modelu pro udrzeni ST1 v kultuie jsme
provedli infekce dalSich laboratornich hlodavct z lidského biologického materialu a to bilé
mys$i (CD1), mastomysi (Mastomys coucha) a piskomily (Meriones unguiculatus). Infekce
jsme provedli u dvou veékovych kategorii: (i) mladSich 8 tydnt a (ii) starSich 8 tydni.
Vékové kategorie byly zvoleny na zakladé¢ literatury, kde bylo zjisténo, ze infekce u mysi
(CD1) je ,self-limitujici* a infekce je spéSna pouze mezi 3. a 8. tydnem véku (Moe et al.,
1997). Usp&iné se ukézaly infekce pouze u piskomili a to obou vékovych kategorii. Infekce

byla kultivacné potvrzena 5 dni p. i. U CD1 mysi a mastomysi infekce nebyly Gspeésné.

4.4.1 Infekce vakuolarnimi formami

Vétsina izolath Blastocystis je uchovavana v kultivaéni podobé obsahujici pouze vakuolarni
formy a tudiz je nemozné je vyuzit pro experimenty s infekcemi laboratornich zvirat. Na
obrazku 2 je zndzornéna vakuolarni forma Blastocystis ST1 v Jonesové médiu. Pro studium
ruznych subtypi blastocyst je nezbytné najit vhodny in vivo model, ktery by bylo mozné
infikovat vakuolarnimi formami blastocyst. Na zaklad¢ zkuSenosti laboratofe manipulujici se
sttevnim prvokem Giardia intestinalis, kdy infikuji jejimi trofozoity z kultur piskomily
(Meriones unguiculatus), kteti nasledné vylucuji cysty, jsme se rozhodli vyzkouset infekce
piskomilti vakuolarnimi formami ST1 z kultur v Jonesové médiu. V tomto experimentu byly
pouziti dva jedinci piskomild, ktefi byly infikovani vakuolarnimi formami bun¢k ST1. Tento
pokus se nezdafil a pro ovéfeni byl experiment zopakovan. V opakovaném experimentu se

poté ukazala pozitivni infekce u obou piskomilti.

4.4.2 Infekce potkani z trusu pozitivnich piskomili

Pro zjisténi, zdali je piskomil opravdu vhodnym laboratornim modelem, ktery produkuje
cysty, bylo nutné provést dal$i experiment. V tomto experimentu byly infikovani Ctyfi
potkani z trusu pozitivnich piskomilti infekénimi davkami pfipravenymi op€t pomoci
sachar6zového gradientu. Nicméné vSichni potkani byli po uplynuti inkubaéni doby
kultiva¢né negativni kromé pozitivni kontroly. Pro ovéfeni vysledku jsme se rozhodli

experiment zopakovat, avsak i tentokrat byl vysledek negativni.
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Obr 2. Vakuolarni forma
Blastocystis ST1 v Jonesové
médiu (métitko 20 pm).

Obr 3. Stadium cysty
Blastocystis ST1 v infekéni
davce z lidského biologického
materialu (méfitko 5 pm).




V. DISKUSE

Donedavna byly blastocysty povazovany za patogenniho prvoka a jeho vyskyt byl Casto
spojovan se stievnim onemocnénim zvanym syndrom drazdivého tra¢niku [IBS] (Poirier et
al., 2012) nebo se zhorSenym zdravotnim stavem pacientll s imunitné zprostiedkovanymi
sttevnimi zanéty [napt. IBD] (Petersen et al., 2013). Nicmén¢ patogenita blastocyst ve
sttevnim traktu Cloveéka zlstdva sporna a je v soucasné dob& piredmétem diskuze (napf.
Scanlan a Stensvold, 2013). Nedavno se zacali objevovat nazory, Ze se jedna o komenzala,
ktery je béznou soucasti zdravého sttevniho mikrobiomu a poméha udrzovat jeho potiebnou
diverzitu (Andersen et al., 2013; Parfrey et al., 2014). Aby tyto souvislosti mohly byt
prokézany je potieba provést experimentalni studie v laboratornich podminkach. Na
vhodném zvifecim (in vivo) modelu bude mozné demonstrovat jak samotné infekce
blastocyst a jejich subtypli ovliviiuji imunitni systém hostitele a slozeni stfevniho
mikrobiomu. Pro ucely nasi laboratofe jsme se rozhodli zavést vhodny laboratorni model, na

kterém bude mozné detailnéji studovat Blastocystis ST1.

Zavedeni SPF potkaniho modelu pro studium prvoka Blastocystis ST1

Potkani jako experimentalni model byly GspéSné pouziti jiz diive v nékolika studiich (napf.
Hussein et al., 2008; Chen et al., 1997; Iguchi et al., 2007; Li et al., 2013; Suresh et al.,
1995; Yoshikawa et al., 2004b). Na zdklad¢ téchto studii jsme se i my rozhodli zavést
potkani model v naSich laboratornich podminkéch. Diky probihajici epidemiologické studii v
nasi laboratofi, zamétené na zjisténi prevalence blastocyst a jejich subtyptl u zdravych lidi
v CR jsme ziskali donora cyst Blastocystis ST1. Pro zadatek nasi prace jsme zvolili subtyp
ST1, protoZe byl nasim nejcastéji detekovanym subtypem. Na obrazku 3 je zndzornéna cysta

Blastocystis ST1 z lidského biologického materialu.

V pribéhu studie, provedené za ucelem zavedeni potkaniho modelu, jsme se zaméiili na
infekcei potkanti infek¢nimi davkami ST1 pfipravenymi ze vzorki stolice naseho donora. V
téchto experimentech jsme infikovali celkem 18 potkan. Kromé dvou potkanti, u vSech
ostatnich byla kultivaéné prokazéana infekce blastocyst. Negativitu u zbylych dvou potkand,
které jsme znovu infikovali, si vysvétlujeme metodickou chybou pfi ptipraveé sachar6zového

gradientu. Béhem pokusu, kde jsme méli dva jiz zminéné negativni potkany, jsme se také
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pokouseli o optimalizaci infekénich davek. Je tedy mozné, Ze za neuspéSnou infekci mize
pravé zmeéna faktorii nutnych pro zdarnou infekci. Vysledkem vSech provedenych
experimentll byla tedy témét 100% uspéSnost infekci potkanli. Tento typ infekce potkant
s pouzitim infekénich davek ptipravenych ze stolice lidského donora jsme déle vyuzivali

jako pozitivni kontrolu.

V nasi studii jsme pouzili outbredni SPF Wistar potkany a ti se zdaji byt citlivym hostitelem
pro infekci Blastocystis ST1. Hussein et al. (2008) také Uispé€Sné pouzil Wistar potkany pro
ucely experimentdlni studie. Nicméné laboratorni potkani se zdaji byt citlivym hostitelem
pro infekce blastocyst v SirSim méftitku, protoze autofi studie Li et al. (2013) také dosahli
uspesnych infekci Blastocystis ST1 u jiné outbredni linie potkanii, konkrétné¢ Sprague
Dawley. Dalsim krokem k ovéteni vhodnosti potkana jako odpovidajiciho experimentdlniho
modelu pro studium blastocyst bude nezbytné experimentalné potvrdit citlivost i1 inbrednich

linii laboratornich potkanti.

Nas vybér experimentalniho modelu pro studium vlivu blastocyst na hostitelsky organismus
také vychazel z popsanych faktii o mySich modelech. Mysi jsou sice mnohem uzivanéjsi jako
experimentalni laboratorni zvitata, ale v pfipad¢ blastocyst je tento model velmi limitovan.
Zasadni prekdzkou jeho vyuziti pro studium blastocyst jsou jeji ,.self-limitujici® infekce,
které maji navic velice kratkou dobu trvani (Moe et al., 1997). Piestoze je mysi model
v dnes$ni dobé vice uzivany nez model potkani, zdd se byt pro naSe experimenty méné

vhodnym.

Délka trvani infekce Blastocystis ST1 u potkana

Dal$im nami sledovanym dutlezitym hlediskem u potkaniho modelu bylo zjisténi doby trvani
infekce Blastocystis ST1. Délku trvani infekce jsme sledovali u prvnich infikovanych
potkanli a to s vyuzitim kultivace jejich vzorkid trusu kazdy tyden do doby, kdy infekce
blastocyst prekvapivé sama vymizela. Na zaklad¢ tohoto dikladného sledovani jsme zjistili,
ze infekce Blastocystis ST1 u Wistar potkanti pietrvavala po dobu jednoho roku. Bohuzel v
jinych studiich tento aspekt u potkant sledovan nebyl. Pro porovnani ve studii Moe et al.
(1997) popsali dobu trvani infekce u mysi. U jedinct 2 - 4 tydni starych byla zaznamenana
infekce pouze do tii tydnt po infekci. U jedinct starych 4 - 6 tydnt trvala infekce uz jen po
dobu dvou tydnii po infekci. Diky takto kratkym dobam trvani infekce by Balb/c mysi byly
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pro ucely naSich experimentii nevhodné. Diky tomuto vysledku miizeme konstatovat, ze
outbredni Wistar potkani model je vhodny i1 pro studium vlivu blastocyst na hostitelsky

organismus z dlouhodobé&jsiho hlediska oproti modelu mySimu.

Vliv véku na infekci Blastocystis ST1 u laboratorniho potkana

Dalsim dilezitym aspektem sledovanym béhem nasi studie byl vliv véku experimentalnich
potkanii na infekci Blastocystis ST1. U mySiho modelu je vliv véku podstatnym faktorem
pro infekei blastocyst u experimentalnich zvitat (Moe et al., 1997). Autofi studie zjistili, ze
vhodny vek, pro infekei mysi blastocystami, je pfiblizné mezi 3. az 8. tydnem véku. Ze tii
vybranych vékovych kategorii a to tfi, ¢ty a péti mésict starych potkanii se nam zdafila
infekce u vSech potkani. Zda se, Ze vek u potkanii tedy nema vliv na infekce ST1. Napiiklad
Yoshikawa et al. (2004b) pouzil ke svému vyzkumu tfi tydny staré Wistar potkany, ktefi byli
uspésné infikovani. I dalsi studie popisuje zdafilé infekéni pokusy na potkanech ve véku Etyt
tydnt (Hussein et al., 2008; Suresh et al., 1995). Dokonce autoriim studie Li et al. (2013) se
podaftilo infikovat experimentalni zvifata ve véku Sesti tydni. Timto experimentem jsme se
ujistili o dal$i vyhod€¢ vyuziti potkaniho modelu pro studium blastocyt oproti modelu

mySimu.

Inkubacni doba infekce blastocyst u experimentalnich potkani

V prubéhu naSich experimentli jsme vypozorovali, ze inkubacni doba infekce blastocyst u
outbrednich Wistar potkant je 12 dnl od infekce. Po této dob& se zacaly v kultivacich
pfipravenych z pravidelné¢ odebiranych vzorki trusu infikovanych zvifat objevovat
vakuolarni formy. Hussein et al. (2008) ve své studii pozoroval potkany infikované
subtypem ST1 po dobu dvou tydnii, avSak ve svych vysledcich inkuba¢ni dobu infekce
neuvadi. Naproti tomu autofi studie Li et al. (2013) pozorovali prvni znamky infekce ST1 u
nékterych potkani jiz Sesty den po infekci. VSichni ostatni byly pozitivni desaty den po
infekci. Podle vSech vyse uvedenych vysledkl se da shrnout, Ze inkuba¢ni doba Blastocystis
ST1 se pohybuje mezi 6-12 dny. DalSim dikazem variability inkuba¢ni doby infekce
blastocyst je studie Yoshikawa et al. (2004b), kde téZ pozorovali rozdilnou inkubaéni dobu.
Tato inkubacni doba byla mezi 9-15 dny. Myslime si, Ze tato variabilni inkubacni doba
infekce ST1 muze byt zpisobena individudlni citlivosti potkand, mysi, a jejich linii vici

23



infekci blastocyst. Mlize to samoziejmé souviset i s vyuzitim outbrednich linii potkant pfti

téchto studiich.

Sledovani vlivu infekce Blastocystis ST1 na zdravotni stav potkani

V nasich experimentech jsme doposud pro infekce potkani pouzili pouze subtyp blastocyst
ST1. Nicméné mnoho studii poukazuje na to, Ze jednotlivé subtypy blastocyst se ve svém
vlivu na lidsky organismus zasadné 1i8i (Coyle et al., 2012; Dominguez et al., 2009; Doyle et
al., 1990; Eroglu et al 2009; Hussein et al 2008; Leder et al., 2005; Poirier et al., 2012;
Scanlan et al., 2013; Stenzel et al., 1996; Tan et al 2008; Yan et al., 2006). Zatimco subtyp
ST1 je Casto povazovan za komenzala a jeho infekce byvaji asymptomatické (Miller a
Minshew 1988; Parfrey et al., 2014; Shlim et al, 1995; Scanlan 2012; Scanlan a Stensvold
2013; Scanlan et al., 2014), tak napiiklad subtyp ST3 a ST4 je Casto spojovan s klinickym
onemocnénim (Alfellani et al., 2013; El Safadi et al., 2014; Hameed et al., 2011; Roberts et
al., 2013; Roberts et al., 2014; Stensvold et al., 2011; Tan et al., 2008). Proto studium pouze
jednoho subtypu blastocyst (v naSem ptipad€ ST1) nebude pro celkovy obraz role blastocyst

ve stfevnim ekosystému dostatecny.

Z vyse popsanych faktl je dulezité klast diraz na vyzkum, ktery by dokazal jednou pro vzdy
objasnit vztahy mezi subtypy blastocyst a jejich hostiteli. Naptiklad v studii Hussein et al.
(2008) zkoumali u izolati blastocyst, ziskanych od pacientl trpicich gastrointestinalnimi
problémy a od lidi s asymptomatickymi infekcemi, jejich dopad na hostitelsky organismus.
V pribéhu studie zachytili Ctyfi nejbéznéji se u lidi vyskytujici subtypy a to ST1-ST4.
Nejvice prevalencni byl subtyp 3 (u 54,5 % pacientli), zatimco subtyp 1 a 4 byl nalezen u
18,2 % pacienti a nejméné Casty byl subtyp 2 (u 9,1 % pacienti). Témito izolaty byly
nasledn¢ infikovani Ctyfi tydny stafi outbredni samci potkanit Wistar. Poté autofi studie
sledovali jejich zdravotni stav po dobu dvou tydnl po infekci, zdali se projevi n¢jaké
priznaky infekce. Podle jejich vysledki se u potkant klinicky projevily subtypy ST1, ST 3 a
ST4. Jen u subtypu ST2 nebyly prokazany, zadné zdravotni zmény u infikovanych zvitat.
Naopak u potkani infikovanych ST1 dochazelo ke ztratdm srsti, vyraznému hubnuti, a 25%
umrtnosti. Existuji jesté dalsi studie, ve kterych ST1 figuroval jako patogen (Kaneda et al.
2001; Moosavi et al., 2012; Yakoob et al. 2010; Yan et al. 2006).
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V naSich experimentech jsme u infikovanych potkanti subtypem ST1 nepozorovali zadné
zmény zdravotniho stavu a k zadnym tmrtim vlivem této infekce také nedoslo. Blastocystis
ST1 se ndm u naSich experimentalnich potkant jevi spiSe jako komenzal nez patogen. Toto
nase tvrzeni dale podporuji vysledky Li et al. (2013), kde infikovali potkany ve Ctyfech
skupinach. Jedinci v kazdé skupiné byli infikovani jinou koncentraci cyst a to 102, 10° a 10*,
Jedna ze skupin byla infikovana pouze fyziologickym roztokem a byla pouzita jako
negativni kontrola. VSichni potkani byly pozorovéani po dobu dvou tydnil po infekci a jejich
infekce byla kultivacné potvrzena. Po této dob¢ probéhla pitva, kterd méla ukazat rozsah
histopatologickych zmén u infikovanych jedinct. Vysledky této studie naznacuji, ze ST1
nema patogenni vliv na hostitelsky organismus, a jeho piipadna patogenita je dan spisSe

individudlnimi fyziologickymi faktory hostitele nez samotnym subtypem.

Na zaklad€ publikovanych informaci a nasich pozorovéni klinického plsobeni Blastocystis
ST1 infekce na outbredni SPF Wistar potkany se ndm tento subtyp jevi spiSe jako
komenzalni. Tudiz by tento subtyp mohl byt pouzit jako vhodny modelovy organismus pro

vyzkum spojeny s onemocnénim IBD, na ktery se zamétuje naSe laboratof.

Infekce ST1 mezi potkany

Pro dokonalé zavedeni outbredniho Wistar potkaniho modelu bylo déle naprosto nezbytné
experimentalné ovéfit, zda je mozné infikovat potkany infekénimi davkami ptipravenych
ztrusu jedincl infikovanych Blastocystis ST1. V prvnim takovém experimentu se
experimentalni potkani ukazali kultivacn€ negativni. Rozhodli jsme se experiment opakovat
pro vyvréaceni nebo potvrzeni prvniho vysledku, pfesto byli potkani opakované negativni. V
tuto chvili si tento vysledek vysvétlujeme faktem, ze buitky ST1 s nejvétsi pravdépodobnosti
ve stfevech potkanli neencystuji a proto je nemozné jimi infikovat dalsi potkany. Bohuzel
mikroskopicky se ndm tuto skutecnost nepodatilo potvrdit. Pfitomnost cyst (zejména u
davek z donora) byla vzdy kontrolovana pomoci svételné mikroskopie a cysty byly vzdy
nalezeny. I infekéni davky z potkaniho materialu byly mikroskopicky kontrolovany a urcita
stadia podobna cystam byla detekovana. Bohuzel velikost téchto stadii se pohybuje mezi 2-5
um a bylo obtizné rozliSitelné, zda se opravdu jednd o stadia cyst anebo vakuolarni formy
deformované osmotickou aktivitou cukerného roztoku pouzivaného v sacharézovém

gradientu.
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Encystace prvokii ve stievé je zavisld na mnoha faktorech a to zejména na teploté a na
pritomnosti symbiotickych bakterii napomahajicich encystaci (napif. Skotarczak, 1984).
Skute¢nost, Ze prvok Blastocystis ST1 u potkana jako hostitele neencystuje, si vysvétlujeme
predevsim odliSnym slozenim stievniho mikrobiomu a zejména pak absenci potiebnych
symbiotickych baktérii. Nicméné tento fakt by musel byt provéfen sekvenénimi analyzami
nové generace na vzorcich potkani a lidského donora. Podobnym ptikladem muze byt
sttevni nalevnik, Balantidium coli, ktery encystuje pouze u svého rezervodrového hostitele
(prasete), zatimco u jinych hostitelti jako je ¢lovek ¢i lidoopi neencystuji a v jejich trusu jsou
detekovani pouze trofozoiti (Pomajbikova et al., 2010). Dalsim mozny vysvétlenim by mohl
byt fakt, ze se u Blastocystis spp. vytvaii dva typy cyst popsané autory studie Singh et al.
(1995). Tlustosténna, kterd umoziuje Sifeni infekce ve vnéjsim prostiedi diky své rezistenci
vici okolnim vlivim a tenkosténnd, jenz je zodpovédna za autoinfekci ve stfevé svého
hostitele. Pokud by se ve stfevé u naSich experimentalnich potkanii vyvijel tenkosténny typ

cyst, dalsi infekce by nebyla mozna, jelikoz by cysty nevydrzely kyselé prostiedi zaludku.

Z tohoto divodu jsme byly nuceni hledat dal$i vhodny experimentdlni model, ktery by

vylucoval cysty Blastocystis ST1.

Experimentalni model jako zdroj cyst ST1 bunék

Vzhledem k opakované¢ nezdafilym infekcim mezi potkany jsme se snazili hledat jiny
vhodny experimentalni zvifeci model produkujici cysty prvoka Blastocystis ST1. Tento
model bychom vyuzili jako zdroj cyst ST1 pro nasledné infekce potkanii v experimentech
zaméfenych pro studium blastocyst. Zaméfili jsme se na nejcastéji pouzivané laboratorni
hlodavce a to piskomila mongolského (Meriones unguiculatus), mastomys$ (Mastomys
coucha) a bilou mys (linie CD1). Infekéni davky byly opét pfipraveny ze vzorku stolice od
naseho donora cyst ST1. Na zéklad¢ informaci o “self-limitujicich” infekcich ve studii Moe
et al. (1997) jsme se rozhodli infikovat dvé vékové skupiny, a to mladsi osmi tydnti a starsi
osmi tydnl, abychom vyloucili pfipadné nezdafilé infekce, které by mohli byt ovlivnény

veékem zvifat.

Uspésné infekce subtypem ST1 se ukazaly pouze u piskomild, a to v obou vékovych
kategoriich. Prvni ST1 buiiky jsme kultivacné detekovali paty den po infekci a jejich infekce

trva jiz 13 mésict. Piskomilové se ukazali jako dalsi citlivé laboratorni zvife pro infekce
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Blastocystis  ST1. OdlisSnou inkubac¢ni dobu si vysvétlujeme odliSnou fyziologii
gastrointestindlniho traktu piskomild spole¢né s jinym sloZenim stievniho mikrobiomu, jez

mohou urychlit zivotni cyklus blastocyst.

Dale jsme se zaméfili na experimenty, kde jsme vyuzili trus piskomilll pro piipravu
infekénich davek s cystami ST1 pro naslednou infekci potkand. Ani v pfipad¢ téchto
experimentll jsme nebyli opakované uspésni. Piskomily sice je mozné infikovat, ale opét
neni mozné infikovat potkany infekénimi davkami pfipravenymi z jejich trusu. Tuto
skuteCnost si opét vysvétluyjeme podobné jako v piipadé potkanl, ze Blastocystis ST1 u

piskomilii neencystuje.

V ptipadé mastomysi a CD1 mysi byly vysledky opakované negativni a to v piipadé obou
veékovych kategorii. Tuto skutecnost si vysvétlujeme tak, ze uvedend zvitata nejsou citlivd k
infekcim Blastocystis ST1. Zajimavé je, Ze n€kolik studii uspésné pouzilo laboratorni mysi
pro infekci Blastocystis. Autofi ve svych studiich pouzili vzdy jiné linie mysi. Ve studii Moe
et al. (1997) pouzili imunokompetentni Balb/c mysi. Infekce se mu zdafili i u mysi dvou
vekovych kategorii a to mladsi a starSi Ctyf tydnd. Déle ve studii Elwakil et al. (2010) ke
svému vyzkumu pouzivali laboratorni mysi nedefinované linie. Yao et al. (2005) vyuZzival
ICR mysi a Zhang et al. (2006) pouzil Kuning mysi. Autofi vySe zminénych studii bohuzel
neuvadi jaky subtyp Blastocystis pouzili pro infekci mysi, tedy nemlizeme s jistotou
porovnat rozdil v citlivosti mySiho modelu. Zdali se nase pokusy s mastomysi a CD1 mysi

nezdafili kvlli infekei jingm subtypem nebo pouzitim odlisné linie, nelze zjistit.

Na zaklad¢ naSich vysledkii a vySe uvedenych publikovanych dat se ndm opakované

potvrdilo, Ze mysi model je pro nase ucely nevhodny.

Infekce piskomili vakuolarnimi formami ST1

Nez jsme zjistili, Ze potkany neni mozné infikovat z trusu piskomilti pozitivnich na
Blastocystis ST1, tak jsme se zaméfili na moznost infikovat piskomily vakuoldrnimi
formami z kultivaci. Tento experiment vzesel ze dvou na sebe navazujicich fakt. Za prvé,
jsme se inspirovali zkuSenosti spolupracujici laboratofe (Laboratof veterinarni a medicinské
protistologie) se ziskavanim cyst Giardia intestinalis s vyuzitim piskomilll infikovanych
trofozoity z kultur (nepublikovana data). Infekce piskomilt vakuolarnimi formami je ziejmée

mozna z divodu vyssiho pH zalude¢nich $tav, podle ustniho sdéleni doc. Ing. Martina
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Kvéce, Ph.D. (Vedouci Laboratoie veterinarni a medicinské protistologie, Parasitologicky
Gistav, Biologické centrum AV CR v.v.i., BraniSovské 31, Ceské Budgjovice) dne 21. dubna
2016. Za druhé, v zahranicnich sbirkdch jsou rGzné subtypy blastocyst zamrazeny ve
stadiich vakuolarnich forem a ty bychom mohli ziskat pro studium jejich vlivu na hostitelsky
organismus s vyuzitim potkaniho modelu. Pro infekce potkanti jsou nezbytna stadia cyst,
ktera bychom ziskavali infekcemi piskomilii. Zaroven by izolaty ziskanych subtypti mohly

byt v piskomilech dlouhodobé& udrzovany.

Pro infekce témito vakuolarnimi formami jsme zvolili pét tydnd staré piskomily. Vyuzili
jsme pro infekce jiz pripravené vzorky blastocyst v kultivacnim médiu. V experimentu jsme
vzorky z infikovanych piskomilt kultivaéné vyhodnotili jako pozitivni. Tento model by tedy
mohl byt aplikovatelny pro praci sjinymi subtypy ziskanych ze zahrani¢nich sbirek.
Vzhledem k tomu, Ze Blastocystis ST1 ve stfevé piskomila ziejmé také neencystuje a
neexistuje tak moznost infikovat potkany, je tedy pro naSe ucely studia blastocyst

nevyuzitelny.

Optimalizace infek¢nich davek

Pro studium vlivu blastocyst na hostitelsky organismus a zejména pak na slozeni jeho stievni
mikroflory jsme se pokusili vyuzit infekéni davky (ziskané od donora s ST1) oSetfené 10%
chlornanem sodnym. Hlavnim diivodem bylo odstranéni baktérii z infek¢nich davek, které
by mohly zkreslovat pravé slozeni stfevniho mikrobiomu v pribéhu experimentd na

potkanech. VSechny provedené infekce se nezdafili.

Dale bylo vhodné optimalizovat mnozstvi cyst v infekénich dévkach pfipravenych z trusu
infikovanych potkanti. V piipad¢ neuspésnych blastocystovych infekci mezi potkany, jsme
v porovnani s lidskym vzorkem stolice. Provedli jsme tedy experimenty, v kterych jsme
ptipravovali infekéni davky z vétsitho mnozstvi sesbiraného trusu potkant sbiranych ve tfech
po sob¢ jdoucich dnech. Tento material byl uchovavan ve dvou roztocich a to v PBS a
dvojchromanu draselném v lednici. Jako pozitivni kontrolu jsme opét zvolili stolici od
lidského donora uchovavanou stejnym zptisobem. Kromé pozitivnich kontrol, byly infekce
potkanii opét negativni. Vysledek tohoto experimentu opét mize potvrzovat nasi hypotézu,
ze Blastocystis ST1 u potkanli neencystuje. Pro ucely nasledujicich experimentii jsme se
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rozhodli pouzivat dasledné¢ pouze lidsky biologicky materidl pozitivni na blastocysty pro

uspesné infekce potkanti.
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VI. ZAVER

V této praci se ndm podatilo nalézt vhodny experimentalni in vivo model, ve kterém by bylo
mozné z dlouhodobégjsiho hlediska studovat vliv Blastocystis ST1 na imunitni systém
hostitelského organismu. Jako vhodny experimentalni model se nam jevi outbredni SPF
Wistar potkani, ktefi jsou citlivi na infekci lidskym subtypem Blastocystis ST1. V nasich

experimentech jsme dosahli témét 100% uspésnosti infekce potkant timto subtypem.

V ramci dal$iho dil¢iho cile, zaméfeného na zjisténi délky trvani infekce Blastocystis ST1 u
potkanti, se nam potvrdilo dlouhodobé pietrvavani infekce Blastocystis ST1. Délka u
infikovanych potkant trvala po dobu jednoho roku. Bohuzel béhem naSich experimentt se
ukazalo, ze potkani zfejmé nejsou schopni produkovat cysty Blastocystis ST1 a tudiz neni
mozné infikovat dal$i potkany. Z tohoto divodu jsme si stanovili jako dalsi cil najit jiny
zviteci model, ktery by produkoval cysty Blastocystis ST1, a tak mit zdroj cyst pro infekce
potkant. V ramci naSich experimentii se ndm podafilo nalézt dalsi citlivy zvifeci model, ve
kterém infekce Blastocystis ST1 pretrvava. Timto modelem je piskomil mongolsky.
Nicméné ani vtomto pfipadé se ndm nepodafily nésledné infekce potkanii a tak se

domnivame, Ze ani piskomilové neprodukuji cysty.

K dal$im studiim zaméfenym na Blastocystis ST1 je nezbytné najit vhodny model, ktery by
produkoval cysty, se kterymi by bylo mozné infikovat potkany. Studium blastocyst u
laboratornich potkanii by dale mohlo vyznamné piispét k detailnimu studiu jejich biologie

nebo vlivu na imunitni systém.
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