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ABSTRAKT

Zastupci rodu Cryptosporidium obyvaji epitelidlni bunky gastrointestinalniho
traktu raznych obratlovCich hostiteld. Tito paraziti se evoluéné rozdélili do dvou
skupin, na druhy infikujici zlaznaty zaludek svych hostiteld a druhy vyvijejici se
na epitelidlnich bunkach tenkého a tlustého stieva. VSechny druhy kryptosporidii
jsou prenaseny fekalné ordlni cestou. Obecné se predpoklada, Ze excystace oocyst
sttevnich druhti je aktivovana v zaludku, piestoze to nikdy nebylo experimentalné
potvrzeno. Tato studie byla zaméfena na chirurgickou inokulaci laboratornich
hostiteltt (SCID mysi) stfevnimi (C. parvum) a zalude¢nimi (C. proliferans) druhy
kryptosporidii do intestinum tenue. Bylo prokazano, ze neni rozdil mezi per oralnimi
infekcemi vyvolanymi oocystami, které byly pied inokulaci pied¢istény a témi,
které byly vyvolany oocystami v surovém trusu. Stfevni druh, C. parvum, byl
infekéni pro vSechny hostitele, ktefi byli chirurgicky inokulovani do rtiznych casti
tenkého stieva, a to jak Cistymi, tak oocystami v trusu. Bylo demonstrovano,
ze oocysty C. parvum nepotiebuji byt pasaZzovany pres zaludek hostitele, aby doslo
Kk jejich aktivaci a nasledné excystaci. Inokulace do jejunum se ukazala byt jako
nevhodnéjsi. Obdobné u zalude¢niho druhu, C. proliferans, byla vyvolana infekce
u vSech hostitelt, ktefi byli inokulovani oocystami ziskanymi pfimo z zaludku
pozitivniho zvifete. Bylo prokdzano, ze oocysty C. proliferans nepotiebuji byt
aktivovany prichodem stfevy hostiteli. Chirurgicka inokulace oocyst C. proliferans

do intestinum tenue nevyvolala u zadného hostitele infekci.

Kli¢ova slova: Cryptosporidium parvum; Cryptosporidium proliferans; chirurgicka

aplikace; patogenita; infekce



ABSTRACT

Cryptosporidium are protozoan parasites that infect the gastrointestinal epithelium
of various vertebrate hosts. The genus has two major phylogenetic groups: a gastric
group that infect the epithelium of the stomach and an intestinal group that infect the
epithelium of the small and large intestine. Cryptosporidium are transmitted by the
faecal-oral route and infect epithelial cells following excystation
of the environmental oocyst stage. It has been proposed that excystation of intestinal
species is triggered by exposure to the acidic stomach contents, although this has
not been verified experimentally. This study aimed to determine whether exposure
to stomach contents is necessary for in vivo infection by the intestinal species
C. parvum and whether passage through the intestine is necessary for the gastric
species C. proliferans to cause infection. It was shown that purified and non-purified
oocysts of C. parvum were infectious for SCID mice following surgical inoculation
directly into different parts of the small intestine, demonstrating that passage through
the stomach is not necessary for infection by this intestinal species. Inoculation of the
jejunum resulted in a course of infection similar to oral inoculation.
Cryptosporidium proliferans was infectious for naive SCID mice following surgical
extraction from the stomach of infected SCID mice, demonstrating that passage
through the small intestine is not necessary for infection by this gastric species.
However, surgical inoculation of C. proliferans oocysts directly into

the intestinum tenue did not cause infection.

Key words: Cryptosporidium parvum; Cryptosporidium proliferans; surgical

applications; pathogenicity; infection
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1. UVOD

Zastupci rodu Cryptosporidium jsou bézni protozoalni jednobunééni paraziti,
se specifickou lokalizaci, a to v zon¢ mikroklkid epitelu traviciho traktu a epitelu
dychacich cest a atypicky se mohou vyskytovat i v jinych organech, nékteré druhy
parazituji v epitelu vystylajicim Zzalude¢ni sténu, nékteré ve vzdusSnych vacich
a ledvinach. Tito prvoci infikuji Siroké spektrum obratlovcl a savell véetné clovéka,
hospodaiskych zvitat, ryb, plazi a ptaki (O 'Donoghue 1995; Ziegler et al. 2007;
Holubova et al. 2016). Vzhledem k faktu, Ze mnohé druhy jsou si natolik podobné
velikosti 1 strukturou, je kjejich rozliSeni nutné pouzit molekularni metody.
Vyuziti molekularné biologickych metod pfi studiu této problematiky umoznilo
a umoznuje blize charakterizovat nejen jednotlivé izolaty kryptosporidii,
ale soucasn¢ pfispiva také k objektivnéjSimu vyhodnoceni epizootologického
a epidemiologického vyznamu jednotlivych druht a genotypti kryptosporidii.
Charakteru nékterych druhti je v poslednich letech vénovana zna¢na pozornost,
zejména jejich hostitelské specifité (Slapeta 2013).

Infikovani jedinci ¢asto vylucuji oocysty v trusu nepfetrzité, po celou dobu
patentni periody (Jenikova et al. 2011). Oocysty jsou velmi odolné vii¢i nepietrzitym
vliviim vnégjsiho prostfedi a piezivaji velmi dlouhou dobu ve vhodnych podminkéch
vngjsiho prostiedi, to znamena, Ze ve vlhké ptidé si mohou zachovat svoji infekénost
az Sest mésict (Fayer et al. 1998).

Kryptosporidie jsou jednim znejvyznamnéjSich parazitdrnich plvodci
zpiisobujicich prijmova onemocnéni. Na svété patii mezi Ctyfi nejCastéjsi priciny
stiednich az tézkych prijmovych onemocnéni a predstavuji vyznamné nebezpeci pro
HIV pozitivni pacienty (Parsons et al. 2015). Kromé lidské kryptosporidiozy,
ktera je z pochopitelnych divodd nejéastéji v zajmu védeckych a lékafskych tymu,
predstavuji infekce vyvolané témito parazity u hospodaisky vyznamnych zvifat
taktéz zavazny problém (Katsumata et al. 2000; Gatei et al. 2003; McGuigan 2005).

V soucasnosti je kryptosporidiim a jimi vyvolané kryptosporidiéze ¢im dale
Castéji vénovana vetsi pozornost v primyslové vyspélych zemich, zatimco v mnoha

N 24

(Eibach et al. 2015).



2. LITERARNI PREHLED

2.1. HISTORIE RODU CRYPTOSPORIDIUM

V roce 1907 popsal Ernest Edward Tyzzer jako prvni zivotni cyklus prvoka,
kterého nalezl v Zalude¢nim epitelu mysi (Mus musculus) a pojmenoval
ho Cryptosporidium muris (Tyzzer 1907, 1910). O pét let pozdé&ji stejny autor popsal
novy druh C. parvum, parazitujici v tenkém stieveé laboratorni mysi (Tyzzer 1912).

Pozdé&ji byly popsany dalsi druhy kryptosporidii u krat (Slavin 1955), hadq,
jestérek, zelv (Graczyk 2008), obojzivelniki (Arcay et Bruzal 1993;
Crawshaw et Mehren 1987; Wright et Whitaker 2001; Green et al. 2003; Jirku et al.
2008), ptaki (Ryan et Xiao 2008) a ryb (Alvarez-Pellitero et al. 2004).

V prvni poloviné 20. stoleti nebyly kryptosporidie povazovany za lékaisky
¢i veterinarné vyznamné (Wetzel 1938; Panciera et al. 1971; Meutin et al. 1974,
Nime et al. 1976; Weisburger et al. 1979; Lasser et al. 1979). Zajem o tyto parazity
dramaticky vzrostl v roce 1976, kdy doslo k nalezu parazita rodu Cryptosporidium
u imunodeficitnich lidi (Meisel et al. 1976; Nime et al. 1976). Do Sirokého povédomi
vefejnosti a zajmu védcu se Kryptosporidie dostaly v souvislosti s nejvétsi epidemii
kryptosporidiézy  zpusobenou C. hominis v roce 1993 v Milwaukee
(Wisconsin, USA), kdy bylo prostiednictvim kontaminované pitné vody nakazeno

vice nez 400 000 osob (MacKenzie et al. 1994; Peng et al. 1997).

2.2. TAXONOMIE

Rod Cryptosporidium je jednou z bazalnich linii kmene Apicomplexa, v némz byl
pivodné fazen do tiidy Coccidea (Corliss 1994; Fayer et al. 1997), ale na zakladé
pozdéji dolozené zpracované fylogenetické analyzy genu kdodujiciho RNA malé
ribozomalni podjednotky (SSU rDNA) spravné patii do tiidy Gregarinea
(Carreno et al. 1999; Kuo et al. 2008). Mezi spole¢né znaky gregarin a kryptosporidii
je fazena morfologicka stavba organel slouzicich K pfichyceni k hostitelské bunce
(Valigurova et al. 2007), ale oproti gregarinam, které jsou veliké v fadech stovek
mikrometri, jsou kryptosporidie organismy velmi drobné, v ftadech nékolika
mikrometrt. S tfidou Gregarinea je poji spole¢na nepiitomnost plastidového genomu
(Zhu et al. 2000) a antigenni piibuznost zjiSt€énd monoklonalnimi protilatkami
(Bull et al. 1998).
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Tabulka 1. Seznam platnych druhi rodu Cryptosporidium

DRUH REFERENCE HOSTITELE LOKALIZACE

C. andersoni Lindsay et al. 2000 skot slez

C. avium Holubov et al. 2016 ptaci e vzdusné vaky,
edviny

C. baileyi Current et al. 1986 drtibez bursa Fabricii

C. bovis Fayer et al. 2005 skot tenké stievo

C. canis Fayer et al. 2001 psi tenké stievo

C. cuniculus Robinson et al. 2010 kralici stfevo

C. erinacei Kvag et al. 2014 jezci stievo

C. fayeri Ryan et al. 2008 klokani stievo

C. felis Iseki 1979 kocky tenké stfevo

C. fragile Jirkd et al. 2008 obojzivelnici  Zaludek

C. galli Ryan et al. 2003a ptaci 7laznaty Zaludek

C. hominis Morgan-Ryan et al. 2002 lidé stievo

C. huwi Ryan et al. 2015 ryby zaludek, tenké stfevo

C. macropodum Power et Ryan 2008 klokani stievo

C. meleagridis Slavin 1955 ptaci tenké stievo

C. molnari QI\S/?c;Z%BP;k:LI(;?[; 2002 ryby zaludek, tenké stievo

C. muris Tyzzer 1910 hlodavci zaludek

C. parvum Tyzzer 1912 savci tenké stfevo

C. proliferans Kvac et al. 2016 hlodavci zaludek

C. ryanae Fayer et al. 2008 skot stievo

C. rubeyi Lietal. 2015 veverky stfevo

C. scrofarum Kvac et al. 2013a prasata sttevo

C. serpentis Levine 1980 plazi zaludek

C. suis Ryan et al. 2004 prasata zaludek, tenké stfevo

C. tyzzeri Ren et al. 2012 mysi tenké stievo

C. ubiquitum Lietal. 2014 ovce, kozy stievo

C. varanii Pavlasek et Ryan 2008 plazi stievo

C. viatorum Elwin et al. 2012 lidé stfevo

C. wrairi Vetterling et al. 1971 morcata tenké stievo

C. xiaoi Fayer et Santin 2009 ovce stievo

V ramci rodu rozliSujeme dvé monofyletické vétve jejichz zastupci se od sebe 1isi
afinitou K jednotlivym ¢astem zazivaci trubice a morfometrii exogennich vyvojovych
2004a).

Stievni kryptosporidie infikuji tenké a/nebo tlusté stfevo svého hostitele a v ramci

stadii  (oocyst): stfevni a zaludeéni Kkryptosporidie (Xiao et al.
kryptosporidii piedstavuji nejpocetnéjsi skupinu. Druhd skupina je tvofena méné
pocetnymi zastupci zaludecnich kryptosporidii infikujicich epitelidlni bunky
zlaznatého Zaludku svych hostitelt (Xiao et al. 2002).

Biologie a taxonomie kryptosporidii je pfedmétem intenzivniho vyzkumu
(Xiao et al. 2004a). Na zakladé morfologie oocyst, lokalizace vyvojového cyklu,

hostitelské specifity a molekuldrnich rozdill je v souc¢asné dob¢ uznavano celkem 30
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platnych druhti (Tabulka 1) patticich do rodu Cryptosporidium (Ryan et al. 2015;
Holubova et al. 2016; Kvac et al. 2016).

2.3. MORFOLOGIE A MORFOMETRIE OOCYST

Podle tvaru a velikosti oocysty lze ve vétSin€ piipadi rozpoznat piislusnost
k jedné ze dvou fylogenetickych skupin kryptosporidii. Vyjimku z tohoto pravidla
predstavuji oocysty C. baileyi (stfevni druh) infikujici nejen ptaky, ale i mysi a kozy,
jez se velikosti a tvarem podobaji oocystam ZaludeCnich kryptosporidii
(Current et al. 1986).

Stievni kryptosporidie maji oocysty kulaté a mensi. Velikost oocyst se mezi
jednotlivymi druhy a genotypy kryptosporidii patiici do piislusné skupiny
li$i jen vyjimecné a na zdkladé¢ morfometrie nelze vétSinou jednotlivé druhy
a genotypy od sebe odlisit. Zhlediska Sirokého spektra, které pievysuje
200 sttevnich druhii kryptosporidii jsou zde pro ptiklad uvedeni jen nékteti zastupci
nejCastéjSich  druhti. U  nejznaméjsiho  stfevniho  druhu  C.  parvum,
Tyzzer vroce 1912 naméfil velikost oocyst v rozmezi 5,0 x 4,5 um. Pro ¢lovéka
typick¢ C. hominis, které je strukturalné nerozeznatelné od C. parvum, méfi
v pruméru 4,7 x 5,2 um (Morgan-Ryan et al. 2002). U C. ryanae bylo prokéazano,
Ze se jedna o nejmensi oocysty kryptosporidii infikujici savce 0 velikosti v praméru
35 x 33 wum (Fayer et al. 2008). Dalsi stievni kryptosporidii
je C. suis (6,2 x 5,5 um), ktera je morfometricky neodlisitelna od druhu C. scrofarum
(Ryan et al. 2004; Vitovec et al. 2006; Kva¢ et al. 2013a). Také C. fayeri
s prumérnou velikosti 4,9 x 4,3 um je velikostné nerozlisitelna od C. parvum (Ryan
et al. 2008). Naproti tomu C. canis (5,0 x 5,9 um) je morfometricky odlisna
od C. parvum (Fayer et al. 2001).

Zalude¢ni kryptosporidie jsou ovalné a vétsi nez vétsina stfevnich kryptosporidii
(Kvac et al. 2013b). Velikost oocyst C. muris je 7,6 x 5,7 um (Katsumata et al.
2000), oocysty C. andersoni jsou velké 7,4 x 5,5 um (Lindsay et al. 2000), velikost
oocyst C. galli je udavana 8,2 x 6,3 um (Ryan et al. 2003a) a velikost oocyst
C. proliferans je 7,7 x 5,3 um (Kvac et al. 2016). Oocysty C. galli jsou vétsi nez jiné
druhy ptacich kryptosporidii a méfi v priméru 8,2 x 6,3 um (Pavlasek 2001).

12



2.4. HOSTITELSKA SPECIFITA

Hostitelské specificita je rozmezi druht, které je parazit schopen vyuzivat jako
své hostitele. Vramci rodu Cryptosporidium rozliSujeme druhy s Sirokou
hostitelskou specifitou (napi. C. parvum, C. ubiquitum), druhy schopné infikovat
pouze  uzkou, casto fylogeneticky =~ pfibuznou  skupinu  hostiteld
(C. muris nebo C. andersoni) a druhy s uzkou hostitelskou specifitou. Do posledni
skupiny lze z dosud popsanych druhti zafadit C. wrairi parazitujici u morcat
(Feng et al. 2010) nebo C. hominis, druh, jehoZ primarnim hostitelem je ¢lovek
(Morgan-Ryan et al. 2002).

V ramci laboratornich podminek bylo zjisténo, ze fadu druhti s izkou hostitelskou
specifitou lze experimentalné pienést na rizné, fylogeneticky neptibuzné druhy
zvifat. Naptiklad izolat C. hominis nalezeny u dugonga, vodniho savce
(Morgan et al. 2000), ma téz schopnost nakazit jehnata, gnotobiotickda prasata
a telata, ale ne imunosuprimované mysi (Widmer et al. 2000; Giles et al. 2001,
Akiyoshi et al. 2002; Pereira et al. 2002).
specifitou, lze nalézt né€kolik vyjimek. Subtypy C. parvum patfici do alelické rodiny
Ilc jsou az na nékolik ojedinélych pfipadit u jezkt evropskych povazovany
za vyhradné antropogenni (Sturdee et al. 1999; Enemark et al. 2002;
Alves et al 2003; Xiao et Feng 2008; Dyachenko et al. 2009; Kvac¢ et al. 2013a,c;
Ryan et al. 2014).

2.5.VYVOJOVY CYKLUS

Zastupci rodu Cryptosporidium jsou jedno-hostitelsti paraziti majici slozity
zivotni cyklus zahrnujici ¢tyfi faze — excystace, merogonie, gametogonie
a sporogonie. Samotny vyvojovy cyklus se déli na sexudlni a asexualni reprodukéni
fazi (Obrazek 1). Oocysty se dostavaji do GIT traktu, kde dochazi k excystaci
a uvolnéni ctyf infekénich sporozoiti aktivn€ napadajicich builky epitelu.
Kazdy ze 4 sporozoiti v oocyst¢ ma haploidni jadro s 8 chromozomy.
Ty obsahuji 10,1-10,4 milionti parovych bazi DNA s nepocetnymi introny
(Hijjawi et al. 2002).

13



Obrazek 1. Vyvojovy cyklus kryptosporidii (Despommier et Karapelou 1987)

la) Sporulované oocysty — infekéni stddium kryptosporidii — obsahujici 4 infekéni
sporozoity. 2b) Infekce zacina pozienim sporulovanych oocyst. Nejéastéj$im zdrojem
infekce je kontaminovana voda nebo potrava. 2) Z oocysty se uvolfiuji sporozoiti v tenkém
stievé na zaklad¢ kontaktu s travicimi enzymy hostitele. 3a) Kazdy sporozoit je schopen
infikovat cylindrickou epitelialni bufiku; tim za¢ind faze nepohlavniho rozmnozovani.
3b) Sporozoiti se ptichycuji k povrchu epitelialnich bun€k a usazuji se na bazi mikroklka.
3c) Parazit zpusobi zmény v mikrovilech enterocyti, ty obklopi sporozoit,
ktery se nasledkem toho méni v trofozoit. 3d) Trofozoit se méni v schizont, vysledkem
je vznik Sesti az osmi merozoitu I. typu. 3e) Merozoiti I. typu se dostavaji do stfeva a jsou
schopné infikovat dalsi epitelidlni butiky; tato ¢ast cyklu se bud’ ne¢kolikandsobné opakuje,
nebo vznikaji meronti II. typu a nové vzniklé merozoity se diferencuji v mikrogamonty
a makrogamonty. 4a) Mikrogamonti vytvafeji 16 mikrogamet. 4b) Mikrogamety opoustéji
mikrogamont a kazdd mikrogameta je schopna splynout s makrogametou vzniklou
z makrogamontu. 5) Vznika zygota (oocysta). 6) NeZ oocysta opusti stfevo, sporuluje, tim se

stava pIné infekéni. 7) Cryptosporidium zptisobuje infekci u riznych zivoci$nych druhi.
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V pripad¢ stfevnich druhi (C. parvum) je primarnim mistem infekce tenké strevo.
U zalude¢nich druhtt (C. muris) je primarnim mistem zaludec¢ni sliznice
(Pavlasek 1991; Guselle et al. 2003; Plutzer et al. 2009). Krom¢ zaludku,
tenkého a tlustého stieva, byla také u zastupct rodu Cryptosporidium detekovana
afinita k nosohltanu, dychacim organim (pridusnice, prudusky vzdusné vaky),
jatraim, pankreatu, zluéniku a zlucovodu (Kahn et al. 1987; Hinnant et al. 1989;
Chalmers et Davies 2010) a ledvinam (Goodstein et al. 1989; Holubova et al. 2016).
U imunodeficitnich jedinci mohou infikovat i dalsi sliznice (Wang et al. 2014).
Extraintestinalni lokalizace jsou nejCastéji spojovany s pta¢imi kryptosporidiemi,
zejména s C. baileyi (Current et al. 1986; Lindsay et Blagburn 1990).

U sladkovodnich ¢i motskych druhli ryb jsou stadia kryptosporidii lokalizovana
Vv zaludku, stfevech nebo obou mistech (Ryan et Xiao 2014; Ryan et al. 2015).

Cyklus vzdy =zacind pozitim Zzivotaschopnych a infekce schopnych oocyst
vnimavym hostitelem. Infek¢ni davka se v zavislosti na odolnosti li$i u jednotlivych
hostiteld, ale i velmi malé mnozstvi oocyst, je schopné vyvolat onemocnéni snadno
prokazatelné¢ mikroskopickym vySetienim. Rozhodujici pro vyvoldni infekce
je vnimavost hostitele a ne mnozstvi pozfenych (inhalovanych) oocyst

(Zambriski et al. 2013).

2.5.1. EXCYSTACE

Diference vyvojového cyklu oocyst vychdzi z lokalizace Zalude¢nich a stievnich
druhti kryptosporidii. Dnes je obecné akceptovan fakt, Ze Zalude¢ni druhy excystuji
ptimo v zaludku, nebot’ jejich sporozoiti jsou adaptovani na kyselé prostiedi zaludku,
zatimco stfevni druhy uvoliuji sporozoity, ktefi mohou byt devitalizovani ti¢inkem
nizkého pH v zaludku, do lumen zazivaciho traktu az v tenkém stfevé, a to uc¢inkem
trypsinu a zlu¢e (Widmer et al. 2007). V obou piipadech se uvolnéni sporozoiti
pohybuji apikalnim koncem vptfed a vyhledavaji potencidlni hostitelskou buiku,
kterou aktivné¢ napadaji (Wetzel et al. 2005). Pti blizkém kontaktu sporozoita
s hostitelskou buiikou dochéazi k evaginaci plazmatické membrany hostitelské buiiky,
ktera se prodluzuje, obrlstd pfichyceny sporozoit a jejim spojenim vznika
parazitoformni vakuola (Yoshikawa et Iseki 1991; Valigurova et al. 2007
Melicherova et al. 2014). Sporozoit je uvnitt parazitoformni vakuoly spojen

s hostitelskou buikou tzv. feeder organelou (Goebel et Braendler 1982).
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2.5.2. MEROGONIE

Béhem merogonie se jadro trofozoita asexualné rozmnozuje. Vysledkem déleni
je meront L. typu obsahujici 6-8 merozoitl, ktery aktivné napada dalsi buniky a vyviji
se bud’ opakovan¢ v meront I. typu nebo meront Il. typu obsahujici 4 merozoity
II. typu (Aydin 1997). Piedpokladem pro sexudlni rozmnozovani je posledni
generace merontl, protoze prvni generace je schopna pouze opakované nepohlavni
reprodukce. Vyjimkou je druh C. baileyi, kde je nepohlavni ¢ast vyvojového cyklu

o jednu generaci del$i. Meront III. typu obsahuje 8 merozoit (Current et al. 1986).

2.5.3. GAMETOGONIE

Sexualni rozmnozovani je zahajeno meronty II. typu, respektive merozoity
I1l. typu, ktefi infikuji novou epitelialni buiiku. Pouze uvolnéni merozoiti
I1. (111.) typu mohou inicializovat sexualni rozmnozovani, infikuji novou hostitelskou
buiku a diferencuji se na mikrogamonty (samci stadia) a makrogamonty (samici
stadia).

Vytvéii se dvé sexudlni stddia. Prvni stddium tvoii vicejaderné mikrogamonty,
jejichz jadro se mnohondsobné dé€li a vznika tak 16 pohyblivych mikrogamet a druhé
stadium tvofi jednojaderné makrogamonty, ktefi se vyviji v makrogamety.
Uvolnéné mikrogamety se aktivné pohybuji a vyhledavaji makrogamety. Pii setkani
se mikrogameta pfichycuje na makrogametu, penetruje skrz buné¢nou membranu
hostitelské  bunky a makrogamety a dochazi k oplodnéni. Zpisob,
kterym mikrogamonti detekuji makrogamety, neni znam. Oplozenda makrogameta
(zygota) se vyviji v oocystu (Current et al. 1986; Fayer et Ungar 1986;
Current et Reese 1987; Valigurova et al. 2008).

2.5.4. SPOROGONIE

Oocysty kryptosporidii sporuluji in situ, kazda zrala oocysta obsahuje étyfi volné
ulozené sporozoity a velké rezidualni télisko (Uni et al. 1987). U druhu C. parvum
vznika piiblizné 20 % tenkosténnych oocyst, které se podileji na autoinfekci
(nastava v pripadé, ze se asexudlni a sexudlni fdze zivotniho cyklu opakuje
ve stejném hostiteli), zbylych 80 % tvoii silnosténné oocysty, které jsou vylu€ovany
ven ztéla hostitele spoletné strusem a jsou ihned schopné infekce
(Current et Reese 1987). Sténa formujici silnosténné oocysty je tvoiena povrchovym

glykocalyxem, lipidovou, proteinovou a  polysacharidovou  vrstvou

16



(Jenkins et al. 2010a). Pro tenkosténné oocysty je charakteristickd sténa tvorena
jednovrstevnou membranou (Jenkins et al. 2010a). Vyhodou silnosténnych oocyst
je Ctyfvrstva sténa, ktera je celistva vyjimaje jediné misto, kudy se dostavaji
sporozoiti ven béhem procesu excystace tzv. suturu. Silnosténné oocysty jsou dobie
vybaveny pro preziti v nepfiznivych podminkach (Uni et al. 1987,
Jenkins et al. 2010a). Pfiblizn¢ pétina oocyst je tenkosténnych, obklopenych pouze
sérii jednotkovych membran. Tenkosténné oocysty nejsou schopny dlouhodobé
prezit ve vné&jSim prostiedi a slouzi k infekci dalSich Usekl traviciho traktu

(Blunt et al. 1997; Widmer 1998).

2.6. PATOGENITA A KLINICKE PRIZNAKY

Onemocnéni vyvolané zastupci rodu Cryptosporidium je oznacovano jako
kryptosporidiéza. Tato gastroenteritida je fazena mezi oportunni parazitdézy
a zoondzy. Z divodu porozuméni patogenity kryptosporidii je kryptosporidioza
experimentalné studovana u Sirokého spektra hostitela.

Jak uZ bylo zminéno, rozliSujeme dvé linie — Zalude¢ni a stievni kryptosporidie,
tedy dle lokalizace v hostiteli a podle druhu kryptosporidie se 1isi i klinické projevy
onemocnéni a celkovy prabéh infekce také zavisi na stavu hostitele
(Tzipori et Ward 2002). V obou piipadech jsou ale klinické ptiznaky u zvifat vzacné,
a pokud se vyskytuji, jsou podobné klinickym piiznakim u lidi (Fayer 2004).
Pfiznaky jsou rlizné€ intenzivni, existuji druhy vysoce patogenni, u kterych lze snadno
rozeznat klinické ptiznaky (C. parvum), ale ve vétsin¢ ptipadi se jedna spiSe
o nepatogenni druhy (Zalude¢ni druhy kryptosporidii). Déle rozhoduje fakt,
zda se jedna vylu¢né o monoinfekcei ¢i smiSenou infekci parazitarni, bakterialni nebo
virovou (Gomez Morales et al. 1995).

Experimentalni infekce kryptosporididzy u hospodaiskych zvifat odhalily jisté
podobnosti v patogenité a klinickych ptiznacich ptirozenych infekci. Naptiklad mysi
model je UspéSny pro navozeni infekce, ale infikované mysi Casto nevykazuji
klinické pfiznaky, jako jsou u pfirozené infekce (Reese et al. 1982;
Mtambo et al. 1996). Dalsim piipadem je infekce u prasat stfevnim druhem
C. scrofarum, kde u prasat nebyly pozorovany zadné klinické pfiznaky, ale u ¢lovéka
byl vyvolan prijem (Kvag et al. 2013a).

Na rozdil od fady kryptosporidiovych infekci zvifat, postihuje kryptosporididza

lidi vSechny veékové skupiny, nicméné nejcastéji se vyskytuje u déti
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a imunosuprimované populace (Segura 2015). U imunodeficitnich jedincii byva
vétsi mife, kde je kolem infikovanych bun€k pozorovana zanétliva infiltrace
(Lopez-Vélez et al. 1995). Spatny imunitni stav jedince (HIV infekce, drogy,
transplantace, chemoterapie, rizikové sexudlni praktiky) piispiva k chronické

kryptosporidioze (Turkcapar et al. 2002; Tappeh et al. 2006).

2.6.1. ZALUDECNI KRYPTOSPORIDIOZA

Zaludeéni kryptosporidiéza probiha prevazné bez klinickych piiznakt, zejména
bez prijmového onemocnéni, které je typické pro infekci zpuisobenou stievnimi
druhy kryptosporidii (Segura 2015). Dalsi odlisnosti zalude¢nich druhd od stievnich
druhii kryptosporidii, je rezistence hostitele vici reinfekci jak stejnym druhem,
tak 1 jinym druhem/genotypem po piekondni infekce (McDonald et al. 1992; Kvac et
al. 2008a). Ve vétsingé piipadi zaludeéni kryptosporidiézy nebyly detekovany
ani makroskopické, ani mikroskopické zmény, zejména nejsou pfitomny zanétlivé
infiltraty v lamina propria Zalude¢ni sliznice (Anderson 1987; Iseki et al. 1989;
Ozkul et Audin 1994; Kva¢ et Vitovec 2003; Masuno et al. 2006).

Nezanétlivé histopatologické zmény sliznice pii zaludeéni Kryptosporidoze
zahrnuji  hyperplazii, hypertrofii, atrofii a metaplazii Zldzového epitelu,
aktivaci hlenovych bun¢k v oblasti Siroce dilatovanych, infikovanych Z1az, s hojnym
hlenem, nekrotickym materidlem a odloupanymi epiteliemi v lumen 714z (Anderson
1987; Pospischil et al. 1987; Ozkul et Aydin 1994; Taylor et al. 1999;
Dubey et al. 2002; Kvac et Vitovec 2003).

2.6.2. STREVNI KRYPTOSPORIDIOZA

Nejcastéj$im  klinickym piiznakem infekci vyvolanych stfevnimi druhy
kryptosporidii je prijem (Petteolo-Mantovani et al. 1995; Turkcepar et al. 2002;
Houpte et al. 2005). Dalsimi piiznaky mohou byt bolesti biicha, nechutenstvi, tinava,
hore¢ka ¢i nadmémé poceni (Fayer 2003; Raskova et al. 2013).
Ptilezitostné mohou byt pozorovany i respiracni poruchy (Wang et al. 2014).
Ptiznaky akutni stievni kryptosporididzy zahrnuji ztratu chuti k jidlu, apatii a véhovy
ubytek. Rychla ztrata zivin a tekutin béhem prijma zpusobuje dehydrataci.
Stievni bunky jsou naruSeny, tedy absorpce Zivin je omezena a hostitel tak ptes

travici trakt ztraci vice Zivin, nez pfijima (Mason et al. 1981). To rovnéZ narusuje
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imunitni systém a zvySuje riziko sekundarnich infekci. Jakmile t€lo vycCerpa zasoby
zivin, jako jsou minerdlni latky a bilkoviny, rychle nastavd smrt
(Thamsborg et al. 1990a,b).

Vétsina dosud znamych poznatkli o stievni gastroenteritidé pochdzi ze studii
provedenych na C. parvum, protoze C. parvum bylo identifikovano u vice nez
180 druhd savct. Druh C. parvum se rozclenil na nckolik genotypil, které byly
prohldseny za samostatny druh, se Sirokym spektrem hostiteld véetné lidi, primati,
hlodavci a kopytniki (Morgan-Ryan et al. 2002; Akiyoshi et al. 2002;
Power et al. 2008; Widmer et al. 2012). V poslednich deseti letech bylo publikovano
velké mnozstvi studii, které prinesly poznatky, Zze infekce tady druhil
a vetSiny zndmych genotypl stievnich kryptosporidii nejsou spojeny s klinickym
onemocnénim,  zejména  prujmy  (Pettoelo-Mantovani et al.  1995;
Turkcapar et al. 2002; Houpte et al. 2005; Vitovec et al. 2006; Kva¢ et al. 2013c,
2014; Ryan et Xiao 2014; Segura 2015).

2.7. PRENOS A PRUBEH INFEKCE

Kryptosporidiové infekce byly popsany na vSech kontinentech svéta s vyjimkou
Antarktidy. Jednd se o vSudypfitomné parazity se schopnosti infekce mnoha
hostiteltl, véetné ¢loveka. Je znamo nékolik zplisobil prenosu, nejcastéji se ale jedna
o pozieni kontaminované vody ¢i potravy, nebo piimym kontaktem s nakaZzenym
jedincem (Ziegler et al. 2007; Feng 2008).

Prepatentni obdobi, doba od pozieni infekénich oocyst po vylouceni oocyst
do vngjsiho prostiedi, je zavisla na hostiteli a druhu a genotypu kryptosporidie
(Hijjawi et al. 2002). Mezni hodnota je 3-24 dnd. Inkubaéni doba trva piiblizné
5-7 dni (Fayer et al. 2005). Zadoucim vysledkem imunitniho systému
je samovyléeni tzv. ,self-cure”, které nastdvd u imunokompetentnich jedinci.
Zavazné komplikace mize infekce vyvolat v kazdé vekové kategorii nejen u lidi,
ale 1 u zvitat (O 'Donoghue 1995).

Prepatentni perioda stfevnich druhi kryptosporidii infikujicich savce se pohybuje
okolo jednoho tydne, naproti tomu doba Zalude¢nich kryptosporidii je vice variabilni,

ptiemz délka je zavisla na hostiteli a druhu kryptosporidie (Tabulka 2).

19



Tabulka 2. Piehled prepatentni doby u nékterych druht kryptosporidii

PREPATENTNI
DRUH REFERENCE HOSTITEL DOBA (dny)

C. andersoni Lindsay et al. 2000 skot 18

C. baileyi Current et al. 1986 kute 4-24

C. bovis Fayer et al. 2005 skot 10-12

C. felis Iseki 1979 kocka 5-6

C. galli Pavlasek 1999 drtibez 5

C. hominis Morgan-Ryan et al. 2002 Cloveék 4-5

C. muris Tyzzer 1907 mys$ 6-21

C. parvum Tyzzer 1912 obratlovci 4-22

C. proliferans Kvac et al. 2016 krysa mala 18-21

C. scrofarum Kvac et al. 2013a prase 6-7

C. suis Ryan et al. 2004 prase 2-9

C. tyzzeri Ren et al. 2012 mys$ 6-7

2.8. TERAPIE A PREVENCE

Za prevenci je nutné Na prvnim misté povazovat zdkladni hygienické navyky
(Feng 2008), a to i vzhledem k faktu, ze oocysty kryptosporidii jsou vysoce odolné
proti vlivim okolniho prostfedi a mnohym dezinfekénim prostfedkiim, hygienicka
opatieni sama o sob¢ nestaci spolehlivé eliminovat oocysty tak, aby se zabranilo
infekci (Xiao et al. 2006). Navzdory dlouhodobému intenzivnimu vyzkumu v oblasti
1écby a kontroly kryptosporididzy, béhem néhoz bylo vyzkouSeno velké mnozstvi
terapeutickych a profylaktickych preparati k 1écbé piirozenych i experimentalnich
infekci laboratornich hlodavet (potkani, mysi a kiecci), piezvykaved (skot) nebo
bunéénych kultur, vcetné Nitazoxanidu pouzivaného pifi 1écbé lidskych
kryptosporidiéz, nejsou v soucasné dobé k dispozici zadné univerzalni lécebné
preparaty s vysokou ucinnosti (Rehg 1991a-c; Naciri 1993; Hommer et al. 2003;
Mele et al. 2003; Stockdale et al. 2007; Shahiduzzaman et Daugschies 2012). Stejné
tak neni znama zadna GCinnd chemoterapeuticka latka vhodna k 1écbé
imunokompromitovanych jedinct, i1 kdyz existuji 1é¢iva zkracujici dobu trvani
priymi a snizujici mnozstvi vyluGovanych oocyst (Ryan et al. 2003b).
| kdyz vyzkumné studie prokazuji piiznivy ucinek Nitazoxanidu s vyznamnym
snizenim umrtnosti u dospélych osob a u déti bez HIV (Rossignol et al. 2001, 2006;
Amadi et al. 2002), k zastaveni prijmu doslo pouze u 56 % pacientt, uzivajicich
Nitazoxanidin, pficemz u HIV pozitivnich naopak nebylo prokdzano zadné zlepSeni
(Amadi et al. 2009).

Vzhledem k epidemiologické vyznamnosti jsou prakticky vSechny studie

zaméfeny na lécbu infekci zplsobenych stievnimi druhy kryptosporidii,
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zejména druhem C. parvum. Zakladem 1é¢by je adekvatni rehydratace.
Kryptosporidiéza je obvykle akutni a spontdnné odeznivajici onemocnéni
(Fayer et Ungar 1986; Juranek 1995). U¢inky vétSiny testovanych preparatii proti
zaludecnim kryptosporidiim nejsou znamy. Nové metody je tieba dale rozvijet,
s cilem zlepsit interpretaci vysledkti (Checkley et al. 2015). V ptipad¢ zaludecni
kryptosporidiézy, kdy mohou byt zvifata infekéni po cely svij zivot, je zplisob
prevence velmi problematicky (Lindsay et al. 2000; Kva¢ et al. 2008a).

2.9. KRYPTOSPORIDIE HLODAVCU

Hlodavci diky své reprodukéni schopnosti, vSudyptitomnosti a sdilenim stanovist
nejen s hospodarskymi zvifaty, vedou Kk epidemiologickému Sifeni kryptosporidii
u téchto zvitat (Feng 2008). Kromé¢ toho, hlodavci ptedstavuji velmi vhodny model
pro studie, a to diky dynamice a vysoké rozmanitosti populaci (Bajer 2008).

Divoka zvitata jsou povazovana za duilezity zdroj infekénich chorob pienosnych
na Cloveka a predstavuji vyznamny problém v oblasti vefejného zdravi a to po celém
svéte, kde jsou soucasti epidemiologie vétSiny zoondz a slouzi jako hlavni rezervoary
pivodct onemocnéni pienasenych na domaci zvifata a lidi (Kruse et al. 2004).

ZnecCisténi zivotniho prostiedi lidskymi vykaly a trusem domacich zvitat
piedstavuje potencionalni riziko nakazy kryptosporidiemi nejen pro vSechna divoce
Zijici zvifata, ale 1 pro ¢loveéka (Appelbee et al. 2005).

Ruzné druhy hlodavci jsou rizné vnimavé K jednotlivym druhtim a genotypim
kryptosporidii. Napiiklad potkani (Rattus norvegicus) jsou téméf vyhradné
infikovani nékterym z Cryptosporidium rat genotype I-1V, v Japonsku a Anglii byl
vyskyt oocyst kryptosporidii v potkanech popsan hned V n¢kolika studiich
(Iseki 1986; Miyaji et al. 1989; Yamura et al. 1990; Webster et Macdonald 1995;
Quy et al. 1999). U hrabosu byla detekovana infekce zptisobena Cryptosporidium
vole genotype a muscrat genotype Il (Feng et al. 2007; Ziegler et al. 2007).
Dale u veverek byly popsany infekce zpusobené C. parvum, C. muris,
Cryptosporidium squirrel genotype, cervine genotype, ferret genotype, skunk
genotype, chipmunk genotype I, a deer mouse genotype Ill (Sundberg et al. 1982;
Feng et al. 2007; Ziegler et al. 2007; Kvac et al. 2008Db).

U hlodavct byly detekovany 1 druhy, které primarné infikuji jiné hostitele.
Cryptosporidium ubiquitum se obvykle vyskytuje u jelenovitych, jako jsou jelen sika

(Cervus nippon), jelenec béloocasy (Odocoileus virginianus), nyala jizni
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(Tragelaphus angasii) a dalsi, ale bylo zjisténo, Ze pfirozené infikuje i celou fadu
hlodavci (Perez et Le Blancqg 2001; Ryan et al. 2003b; Feng et al. 2007,
Wang et al. 2008).

Mys domaci je vzhledem k své vnimavosti jak ke stfevnim, tak i zaludecnim
druhim kryptosporidii vhodny laboratorni model. V nasledujicim textu se budeme
podrobnégji zabyvat pouze dvéma druhy kryptosporidii, které byly pouzity v této

praci.
2.9.1. CRYPTOSPORIDIUM PROLIFERANS Kvac et al., 2016

Cryptosporidium proliferans byla popsana teprve nedavno (Kvac et al. 2016),
nicméné je tato kryptosporidie znama jako izolat C. muris TSO03 jiz od roku 2003,

kde byla pouzita pro prvni experimentalni infekci (Tabulka 1; Kvac et al. 2008a).

Tabulka 3. Seznam piirozené (*) a experimentalné (#) infikovanych hostiteld

Cryptosporidium proliferans

HOSTITEL REFERENCE
HLODAVCI
Acomys cahirinus (My3 bodlinat4)” Modry et al. 2012
Gerbillus gerbillus (Piskomil maly)* Kvag et al. 2013b
Meriones tristrami (Piskomil Tristramtiv)* Kvag et al. 2013b
Meriones unguiculatus (Piskomil mongolsky)” 5023815 ot al. 1998; Kvac et
Sekeetamys calurus (Piskomil veverkoocasy)” Kvac et al. 2013b
Mastomys natalensis (Krysa mnohobradavkova)” Neumayerova et al. 2008
Mastomys coucha (Krysa mala)” Kvac et al. 2016
Microtus brandti (Hrabos stepni)” Modry et al. 2012
Morgan et  al. 1998;
Mus spp. (Mys doméci)™* Satoh et al. 2003; Hikosaka
et al. 2005a,b
Sciurus carolinensis (Veverka popelava)” Feng et al. 2007
Tachyoryctes splendens (Hlodoun o
vichodoafrick)* Kvac et al. 2008a
SUDOKOPYTNICI
Syncerus caffer (Buvol africky)* Sak et al. 2013
LICHOKOPYTNICI
Equus africanus (Osel africky)” Laatamna et al. 2015
Equus ferus (Divoky ki) ivj" Z%tlgl' 2016; Wagnerova

Primarnim hostitelem je hlodoun vychodoafricky (Tachyoryctes splendens).
Dal§imi znamymi pfirozenymi hostiteli jsou buvol africky (Syncerus caffer) a osel

africky (Equus africanus). Cryptosporidium proliferans bylo experimentalné
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pfeneseno na fadu dalSich hostiteli (Tabulka 3), pficemz beéhem infekce
C. proliferans v GIT traktu hostitele nejsou zaznamenany zadné klinické ptiznaky
typické pro projev kryptosporidiozy (Kvac et al. 2016). Vysporulované oocysty maji
velikost v praiméru 7,7 x 5,3 um (Kvac et al. 2016).

2.9.2. CRYPTOSPORIDIUM PARVUM Tyzzer, 1912

Druh C. parvum byl druhou popsanou kryptosporidii, kterou popsal
E. E. Tyzzer v roce 1912. Odlisil C. parvum od C. muris na zakladé mensich oocyst a
lokalizace v hostiteli. Cryptosporidium parvum je povazovano za nejméné
hostitelsky specificky druh a bylo detekovéno a experimentdlné preneseno na celou
fadu hostitell vcéetné clovéka a je predpoklddana vnimavost vSech savcl
(Fayer et al. 2000, 2004).

Infekce C. parvum u rtznych hostitelt ¢asto postihuje tenké a tlusté stievo
(Tzipori et al. 1981) a zptisobuje postupné vymizeni mikroklki, submuko6zni edém
s infekci tenkého stfeva, kde zplsobuje enteritidy, atrofii klki a jejich postupné
zkracovani (Lumadue et al. 1998). Nejcastéji je infekéni pro neonatalni zvifata
a projevuje se predevSim u telat ve véku 8 tydni (Santin et al. 2004
Fayer et al. 2006, 2007; Langkjaer et al. 2007). V ptirozenych podminkach se vSak
od 1 do 3 tydnl spojena s vodnatym prijmem a akutnim prib&hem s dopliujicimi
ptiznaky jako je deprese, slabost a anorexie (Howerth 1981; Tzipori et al. 1983;
Fayer et al. 1998; Huetink et al. 2001; Nydam et al. 2001;
Castro-Hermida et al. 2002; Santin et al. 2004).

Upton et Current (1985) uvadgji tvar oocyst C. parvum elipsovity o velikosti
4,5 % 5,0 um.

Vzhledem k vnimavosti velmi Sirokého spektra hostiteld k C. parvum, zde nebude

uveden ptehled hostitelt C. parvum.
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3. CiLE PRACE

1. Oveiit, zda oocysty sttevnich kryptosporidii (C. parvum) potiebuji byt pro
uspésnou infekci hostitele vystaveny nizkému pH v zaludku a je-li mozné
infikovat hostitele aplikaci oocyst do riznych casti tenkého stieva. Popsat
nejvhodnéjsi  Cast tenkého stieva pro chirurgické aplikace stievnich
kryptosporidii.

2. Ovefit, zda oocysty zaludecnich kryptosporidii (C. proliferans) potiebuji byt

pro tspé&snou infekci hostitele vystaveny vysokému pH ve stieve.
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4. MATERIAL A METODY

4.1. MATERIAL

4.1.1. INOKULUM

Cryptosporidium proliferans (diive znamo jako C. muris TS03) ziskany
z piirozen¢ infikovaného hlodouna vychodoafrického (Tachyoryctes splendens)
a od roku 2003 udrzovany v laboratornich podminkach v SCID (Severe Combined
Immunodeficiency) mySich a  krysich  malych  (Mastomys  coucha)
Vv Parazitologickém tustavu Biologického centra AVCR v.vi. v Ceskych
Budgjovicich.

Cryptosporidium parvum ziskané z pfirozené infikovaného 18-ti denniho telete
Holstynského skotu.

Molekularni charakterizace inokula byla provedena pfed zapocetim vSech

experimentu (4.2.6.2.).

4.1.2. EXPERIMENTALNI ZVIRATA

SCID mysi ziskané z chovu Parazitologického ustavu, Biologického centra
AVCR, v.v.i. v Ceskych Budé&jovicich.

4.2. METODY

42.1. MIKROSKOPICKA DETEKCE OOCYST KRYPTOSPORIDII
(BARVENI ANILIN-KARBOL-METHYL VIOLETI Milagek et Vitovec,
1985)

ROZTOKY

1. Roztok methylvioleti (0,6 g methylvioleti; 1 ml anilinu; 1 g fenolu;
30 ml 96% alkoholu; 70 ml dH,0).

2. 2% kyselina sirova.

3. Tartrazin (1% roztok tartrazinu v 1% kyseling octové).

POSTUP
1. Tenky natér trusu na podloznim sklicku fixovat methanolem v plameni.

2. Zchladly vzorek barvit roztokem methylvioleti po dobu 30 minut.
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3. Dikladn¢ proplachnout pod vodovodni vodou a 10 minut diferencovat v 2%
roztoku kyseliny sirové.

4. Vzorek proplachnout pod tekouci vodou a dobarvit roztokem tartrazinu po
dobu 5 minut.

5. Vzorek oplachnout pod tekouci vodou, ususit a mikroskopicky vyhodnotit.

HODNOCENI VZORKU

Tato metoda je zalozena na principu specifického barveni oocyst v natéru trusu
a jejich odliSeni od ostatnich objektii. Oocysty kryptosporidii se barvi do tmavé
fialova na zluto-hnédém az fialové-hnédém pozadi. Vzhledem k velikosti oocyst lze
od sebe rozlisit Zalude¢ni a stfevni druhy kryptosporidii. Ovalné cysty Zalude¢nich
druhil kryptosporidii méfi v priméru 7,5 x 5,5 um. Tvar oocyst stievnich druhli
kryptosporidii je okrouhly az lehce ovalny o velikosti 4,5 x 5,0 pm.

Charakteristickym znakem oocysty je pritomnost rezidudlniho téliska,
které se barvi tmavée fialove.

Natér trusu byl prohlizen svételnym mikroskopem (Olympus IX51) za pouziti

imerzniho objektivu (zvétseni 1000x) a imerzniho oleje.

4.2.2. MERENI pH V ZALUDKU MYSI A TRUSU TELAT

Skupina 10-ti osmi tydennich SCID mysi byla humanné usmrcena. Bezprostiedné
po prokazéani smrti byl vyjmut Zaludek zvifete a bylo zméfeno pH Zaludecniho
obsahu. U deseti 14-23 dennich telat bylo zméfeno pH trusu ihned po vykaleni.
Hodnoty pH byly méfeny pomoci vpichové kombinované pH elektrody HC123,
THETA '90. Z namé&fenych hodnot byla vypoctena priimérna hodnota pH.

4.2.3. PURIFIKACE OOCYST

Trus experimentalné a pfirozené infikovanych hostiteltl obsahujici oocysty druhtd
C. proliferans nebo C. parvum byl zhomogenizovan ve tfeci misce, pre€istén pomoci
sachar6zového gradientu (4.2.3.1.) a nasledné¢ docistén na cesium chloridovém
gradientu (4.2.3.2.). Dale byl ziskany izolat ptefiltrovan ptes sitko o velikosti
ok 10 pm. Ziskané oocysty byly wuskladnény ve fosfadtovém pufru
(PBS, Phosphate-Buffered Saline) pii 4-8 °C bez pridanych fixacnich roztoki,
antibiotik a antimykotik.
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4.2.3.1. SACHAROZOVY GRADIENT Arrowood et Sterling, 1987

ROZTOKY

1.

Sheatertuv cukerny roztok (259 ml deionizované vody (dH20); 405 g cukru;
7,29 g fenolu).

2. 1% PBS Tween (1% Tween 20 v PBS (1 | dH,0; 80 g NaCl; 2 g KCI; 14,4 ¢
Na;HPO, x 12 H,0; 2,4 g KH,PO,).

3. Pracovni Sheaterovy roztoky
roztok 1: 1 + 2 (1 dil Sheaterova roztoku + 2 dily 1% PBS Tween)
roztok 2: 1 + 4 (1 dil Sheaterova roztoku + 4 dily 1% PBS Tween)

POSTUP

1. Trus zhomogenizovat ve tfeci misce a vzniklou suspenzi ptecedit pies ¢ajové
sitko.

2. Do silnosténnych centrifugacnich sklenénych zkumavek (objem 100 ml)
navrstvit gradient (1. vrstva 30 ml Sheatertv roztok 1; 2. vrstva 30 ml
Sheaterav roztok 2).

3. 15 ml suspenze oocyst v PBS navrstvit na sachar6zovy gradient.

4. Centrifugovat 20 minut pii 1370 ga 4 °C.

5. Odsat horni vrstvu na rozhrani vody a Sheaterova roztoku 1+4 a zbyly
Supernatant pienést do Cisté zkumavky a doplnit PBS.

6. Centrifugovat 20 minut pii 1370 g a 4 °C a opakovat
krok 5 a opét centrifugovat.

7. 1/2 objemu odsat, opét doplnit PBS a centrifugovat 20 minut pfi
1370g a4 °C.

8. Pelet s oocystami uchovavat pii 4-8 °C v PBS.

4.2.3.2. CESIUM CHLORIDOVY GRADIENT

ROZTOKY

1.
2.

Roztok cesium chloridu (21,07 g CsCl (>99% ¢istota) + 100 ml dH,0).
PBS (pH 7,2).

POSTUP

1.

Trus po pieCiSténi na sacharézovém gradientu centrifugovat 10 minut

pii 1450 g a4 °C.
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2. Odebrat supernatant a sediment obsahujici oocysty resuspendovat
v 0,5 ml PBS.

3. Do c¢isté mikrozkumavky pridat 1 ml CsCl a pievrstvit 0,5 ml roztoku oocyst

v PBS.

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

Odebrat 1 ml supernatantu s oocystami a nafedit v nadbytku dH-O.

Centrifugovat 3 minuty pi#i 16 000 g a 20 °C.

A A

Odebrat  supernatant a  vzorek opét centrifugovat 3  minuty
pti 16 000 g a 20 °C.
8. Precisténé oocysty skladovat v dH,O pti 4-8 °C.

4.2.3.3. PRECISTENI OOCYST ZISKANYCH PRIMO ZE ZALUDKU
INFIKOVANYCH HOSTITELU

1. Humanné usmrtit experimentalné infikovanou SCID mys
(pozitivni na C. proliferans s minimalni intenzitou infekce 1x10°8 oocyst/gram
trusu).

2. Vyjmout zaludek a oplachnout v PBS.

3. Obsah zaludku ptenést do PBS piislusného pH z méteni vysledkti pH zaludki
(4.2.2.).

4. Suspenzi pfecedit pies sitko o velikosti ok 45 um.

5. Precisténé oocysty skladovat pii 4-8 °C.

4.2.4. PRIPRAVA INOKULACNI DAVKY

Viechna zvifata byla inokulovana davkou 1x10° oocyst/zvife. Toto mnoZstvi
oocyst v davce bylo u Cistych a ziskanych oocyst ze zaludkii spocitano v Biirkerové
komirce a u nepfeciSténych vzorki byla velikost inokulaéni davky vypoctena
dle hodnoceni intenzity infekce (4.2.5.). Pro experimentalni inokulace byly pouzity
oocysty a trus pozitivni na oocysty 0 rizném stafi (podrobné&ji popsano v kapitole
4.3)).

4.2.5. HODNOCENI INTENZITY INFEKCE

Intenzita infekce byla vyjadfena jako pocCet oocyst v gramu trusu
(OPG, oocyst per gram). Kazdé podloZni sklo bylo zvaZeno ptfed provedenim natéru

a bezprostfedné po ném s pfesnosti na 0,001 g. Pfi nizké intenzité byly pocitany
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vSechny oocysty nalezené na preparatu, pii vysoké intenzité byl pocitdn pocet oocyst

ve 30 nahodnych zornych polich. Ze zjisténych udaju (hmotnost trusu, pocet zornych

poli a pocet oocyst na sklicku) byla odhadnuta intenzita infekce jako OPG dle

publikovaného postupu (Kvac et al. 2007).

4.2.6.

GENOTYPIZACE KRYPTOSPORIDII

4.2.6.1. IZOLACE DNA

DNA byla izolovana z 200 mg trusu nebo ze 100 000 purifikovanych oocyst
pomoci komeréniho kitu PSP Spin Stool DNA Kit (Invitek).

SLOZENI KITU

1. Elution Buffer D 200 pl/1 vzorek.

2. Lysis Buffer P.

3. Proteinase K lyofylizat.

4. Promyvaci pufry Wash [ a Wash II.

5. Binding Buffer P.

6. Kolony se sbérnymi zkumavkami.

7. InviAdsorb zkumavky.

POSTUP

1. Ke 200 mg trusu nebo oocystam v 200 ul PBS pridat sklenéné kulicky
o velikosti 0,5 mm (cca 100-200 pl); 0,8-1,2 ml Lysis Buffer P a rozbijet 1
minutu pfi rychlosti 5,5 m.s™ uzitim bead beateru (Fast Prep 24 Instrument,
MP Bio).

2. Inkubovat v termobloku 10 minut pii 95 °C.

3. Centrifugovat 1 minutu pti 13 400 g.

4. Veskery supernatant pienést do InviAdsorb zkumavek, zvortexovat
a 1 minutu inkubovat pii laboratorni teplot¢ a nasledné centrifugovat
3 minuty pii 13 400 g.

5. Supernatant piepipetovat do Cistych 1,5 ml mikrozkumavek, centrifugace
3 minuty 13 400 g.

6. Do cistych 1,5 ml mikrozkumavek napipetovat 25 pl Proteinase K
a pridat 400 pl supernatantu, zvortexovat.

7. Inkubovat v termobloku 10 minut pii 70 °C.

8. Pftipipetovat 200 pl Binding Buffer P, zvortexovat.
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9. Prenést veskery objem na kolony se sbérnymi mikrozkumavkami a inkubovat
1 minutu pii laboratorni teplot¢ a nasledné centrifugovat 1 minutu
pti 13 400 g.

10. Vylit odpad ze sbérnych mikrozkumavek, napipetovat 500 pl Wash 1
a centrifugovat 1 minutu pti 13 400 g.

11. Vylit odpad ze sbérnych mikrozkumavek, napipetovat 800 pl Wash II
a centrifugovat 1 minutu 13 400 g.

12. Vylit odpad a opét centrifugovat 3 minuty pii 13 400 g.

13. Kolonu dat na ¢istou 1,5 ml mikrozkumavku, na kolonu napipetovat 200 pl
predehiaté dH,0.

14. Inkubovat pii laboratorni teploté, centrifugovat 1 minutu pii 8 000 g.

4.2.6.2. GENOTYPIZACE

Druh a subtyp kryptosporidii pouzivanych v této praci byl ovéien pomoci nested
PCR amplifikujici casteCnou sekvenci genii kodujicich malou ribozomalni
podjednotku rRNA (SSU rDNA; Xiao et al. 1999), 60 kDA glykoprotein
(GP60, pouze pro C. parvum; Alves et al. 2003) a 90 kDA Heat Shock Protein
(HSP90, pouze pro C. proliferans; Feng et al. 2011). SloZzeni PCR reakci a

amplifikacni programy pro jednotlivé geny jsou uvedeny v tabulkach 4 a 5.

Tabulka 4. Rozpis reagencii primarni a sekundarni reakce pro amplifikaci ¢asti genu
kodujiciho malou ribosomalni podjednotku, 60 kDA glykoprotein a 90 kDA Heat

Shock Protein paraziti rodu Cryptosporidium

PRIMARNI REAKCE SEKUNDARNI
REAGENCIE (u1) REAKCE (ul)

SSU GP60 HSP90 SSU GP60  HSP90
H,O 10,00 9,10 16,45 10,00 9,90 16,45
MgCl, (25 mM) 2,40 2,40 3,60 2,40 2,40 3,60
5x Puffer 4,00 4,00 6,00 4,00 4,00 6,00
dNTPs (10 mM) 0,50 0,40 0,60 0,50 0,40 0,60
Forward primer (10 pM) 0,50 1,00 0,60 0,50 1,00 0,60
Reverse primer (10 pM) 0,50 1,00 0,60 0,50 1,00 0,60
Tag (5 U/1 ul) 0,10 0,10 0,15 0,10 0,10 0,15
DNA 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
CELKEM 20,00 20,00 30,00 20,00 20,00 30,00
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Tabulka 5. Piehled amplifikacnich cykld pro nested PCR ¢&asti genu kodujiciho
malou ribosomalni podjednotku, 60 kDA glykoprotein a 90 kDA Heat Shock Protein

paraziti rodu Cryptosporidium

REAGENCIE PRIMARNI REAKCE SEKUNDARNI REAKCE

SSuU GP60 HSP90 SSuU GP60 HSP90

Pocatecni 3 min./94°C 3 min./94°C

denaturace

Pocet cykli 35 35

Nasedaciteplota 5 5500 45950°C 456/55°C  455/55°C 455/50°C 45 /52 °C

primeru

Extenze 60 s/72 °C 60 s/72 °C

Finalni extenze 7 min./72 °C 7 min./72 °C

Zchlazeni 10 min./4 °C 10 min./4 °C

Ziskané nukleotidové sekvence byly editovany v programu Chromas Pro 1.7.5
(Technelysium, Pty, Ltd.) a srovnany s referen¢nimi sekvencemi ulozenymi
v GenBank pomoci programu MAFFT verze 7
(http://mafft.cbrc.jp/alignment/software/).

4.2.7. CHIRURGICKA APLIKACE INFEKCNI DAVKY

NASTROJE A MEDIKAMENTY

1. Holici strojek, sterilni podlozka, chirurgicka nit s jehlou (Vicryl 75 cm 1,5),
chirurgicky jednorazovy skalpel, o¢ni ntzky, ocni pinzety, inzulinové
injekéni stiikacky (pro aplikaci medikamentd a infekéni davky), gazové
tampony, operacni rouska, chirurgické rukavice.

2. Dexdomitor (dexmedetomidin, sedativum) a Narketan (ketamin,
anestetikum),  Antisedan  (atipamezolum, antidotum  dexdomitoru),
fyziologicky roztok, Baytril (enrofloxacinum, antibiotikum), Betadine
(povidonum iodinatum, dezinfekce).

3. Infekéni davka kryptosporidii.

APLIKACE ANESTETIK
1. Vinzulinové injek¢éni stiikaéce smichat 0,02 ml Dexdomitoru, 0,01 ml
Narketanu a 0,17 ml fyziologického roztoku. Anestetikum aplikovat

intramuskularné (i.m.) v davce 0,1 ml/mys.

POSTUP OPERACE
1. Vyholit opera¢ni pole (abdomen), misto planovaného zakroku dezinfikovat

(3%), mys zafixovat pomoci rousky k podlozce.
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2. Pokud je hlodavec ve spolehlivé anestezii (nereaguje na tlak v meziprsti) vést
kozni incizi v medialni roviné, dutinu bfiSni otevfit incizi v linea alba
(zamezeni krvaceni a poopera¢nim komplikacim).
3. Vyjmout indikovanou c¢ast stieva nebo zaludku na sterilni rousku a injek¢éné
aplikovat do lumen infekéni davku C. proliferans nebo C. parvum.
4. Pomoci gazy vratit stfeva zpét do bfiSni dutiny, pfipadné vlhcit
fyziologickym roztokem.
5. Peritoneum s muskularni vrstvou bfi$ni stény S§it dohromady jednoduchym
pokracovacim stehem, epidermis, dermis a hypodermis $it dohromady
jednoduchym uzlickovym stehem.
6. Injek¢né aplikovat subkutanné (s.c.) Baytril v davce 0,02 ml/mys.
7. Injek¢né aplikovat i.m. Antisedan v davce 0,01 ml/mys.
POOPERACNI PECE

Antibiotika aplikovat 1x denné (s.c. Baytril) v davce 0,01 ml/myS po dobu
4-5 dni. Po celou dobu aplikace antibiotik chovat hlodavce v suchém, ubrouskem
¢1 buni¢inou podestlaném Ccistém boxu pod infraCervenym svételnym zdrojem.
Pokud rana nehnisa, je mozno hlodavce 5. den podestlat pilinami. Vsechna

operovana zvirata drzet individualng.
4.3. DESIGN EXPERIMENTU

43.1. TEST INFEKTIVITY OOCYST C. PARVUM A C. PROLIFERANS
APLIKOVANE PER ORALNE

Dv¢ skupiny po tiech SCID mysich byly inokulovany ¢istymi (4.2.3.1. 2 4.2.3.2.)
oocystami (ve staii 7 dnti od ziskani trusu a po piecisténi) C. parvum a C. proliferans
pomoci jicnové sondy vdavce v poltu 1x10° oocyst/zvite v200 pl dH0
(Tabulka 6).

Ctyti skupiny po tfech SCID mysich byly pomoci jicnové sondy inokulovany
surovym nepreCisténym tekutym trusem obsahujicim oocysty C. parvum
(1x10° ve 200 ul). Pro kazdou skupinu byly pouZity oocysty o riizném stafi,
ato 7,28, 56 a 84 dnu (Tabulka 6).

Skupina o tiech SCID mysich byla pomoci jicnové sondy v davee 1x10°

oocyst/zvite ve 200 ul inokulovdna surovym, nepiecisténym trusem obsahujicim
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oocysty C. proliferans. Vzhledem ke konzistenci trusu hlodavct, byla infekéni davka
rozfedéna v dH,0. Byly pouzity oocysty o stafi 7 dni (Tabulka 6).

Skupina 0 3 SCID mysich byla inokulovana oocystami C. proliferans ziskanych
piimo z zaludkli experimentaln¢ infikovanych SCID mysi. Mysi byly inokulovany
pomoci jicnové sondy v davee 1x10° oocyst/zviie v 200 pl dH,O o pH upraveném
dle vysledki méteni (5.1.) a postupu uvedeném v kapitole 4.2.2. Byly pouzity
oocysty o stafi 1 dne od ziskani a piecisténi (Tabulka 6).

Skupina o0 3 SCID mysi byla inokulovana jicnovou sondou ¢istymi 7 dnu starymi
oocystami C. proliferans v davee v podtu 1x10° oocyst/zvife zhomogenizované
v 200 ul dH,O sptidavkem 200 pl 30% roztoku siranu barnatého
(BaSOy; Tabulka 6).

4.3.2. CHIRURGICKA APLIKACE INOKULACNI DAVKY C. PARVUM
A C. PROLIFERANS DO INTESTINUM TENUE

Celkem 9 SCID mysi bylo rozdéleno na tfi skupiny po 3 mysich. VSechna zvirata
byla chirurgicky inokulovana ¢istymi oocystami C. parvum V infekéni
davece 1x10° oocyst/zvife ve 100 ul PBS o pH 6,15. 1. pokusna skupina byla
inokulovana infekéni davkou do duodenum, II. pokusna skupina do jejunum
a Ill. pokusna skupina do ileum. Byly pouzity oocysty o stafi 7 dnd od ziskani trusu
a po precisténi (4.2.3.1. a 4.2.3.2.). Kazdé zvife bylo chovano v samostatné chovné
nadobé (Tabulka 6).

Celkem 9 SCID mysi bylo rozdéleno na tii skupiny po 3 mysich. VSechna zvitata
byla chirurgicky inokulovéana cCistymi oocystami C. proliferans v infekéni davce
1x10° oocyst/zvife v 100 ul PBS o pH 6,15. I. pokusna skupina byla inokulovana
infekéni davkou do duodenum, II. pokusnd skupina do jejunum a III. pokusna
skupina do ileum. Byly pouzity oocysty o stafi 7 dnd od ziskani trusu a po piecisténi
(4.23.1. a 4.23.2). Kazdé zvite bylo chovano v samostatné chovné nadobé
(Tabulka 6).

Celkem 12 SCID mysi bylo rozd€leno na ctyfi skupiny po 3 zviratech. Vsem
zvitatim bylo chirurgicky aplikovano 100 pl necisténého tekutého trusu s obsahem
oocyst kmene C. parvum v davee 1x10° oocyst/zvife ve 100 pl PBS o pH 6,15
do jejunum oocystami ve staii 7, 28, 56 a 84 dny. Kazdé zvife bylo chovano

v samostatné chovné nadob¢ (Tabulka 6).
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4.3.3. CHIRURGICKA APLIKACE INOKULACNI DAVKY
C. PROLIFERANS DO DUODENUM MYSI A NASLEDNA DETEKCE
POHYBU DAVKY S POMOCI ROZTOKU BARIA (BaSO4) POD RTG

Tiem SCID mysim byla chirurgicky aplikovéna &ista davka 1x10° oocyst/zvite C.
proliferans v 200 pl 30 % BaSO, ve stafi oocyst 7 dnti od ziskani a pfecisténi.
Barium bylo pouzito k detekci pohybu infekéni davky v GIT zvifete pod RTG.
Zvitata byla rentgenovana v pravidelnych intervalech kazdych 10, 20 a 30 min po
operaci a poté v hodinovém intervalu 1-6 hodin po operaci. Kazdé zvife bylo

chovano v samostatné chovné nadob¢ (Tabulka 6).

Tabulka 6. Design experimentd

Pocet inokulovanych zvirat

Zptsob Forma inokula Stari inokula Misto
aplikace [dny] inokulace C. parvum C. proliferans
Duodenum 3 3
> Cisté oocysty 7 Jejunum 3 3
S lleum 3 3
O
o 7 3 X
% Surovy trus 28 Jejunum 3 *
2 y 56 ) 3 x
T 84 3 x
o Cisté oocysty v 30%
BasO, 7 Duodenum X 3
Cisté oocysty 7 3 3
= Cisté oocysty v 30%
E BaSO, ! g 3
) 7 3 3
© Surovy trus 28 Ocsophagus 3 5
= Y 56 3 x
A 84 3 x
Oocysty ze zaludku 1 X 3

4.3.4. HODNOCENI PRUBEHU INFEKCE

Od prvniho dne po inokulaci byly u vSech pokusnych zvifat odebirany vzorky
trusu kazdy den. Odebrané vzorky byly obarveny metodou dle Milacka
a Vitovce (4.2.1.) a mikroskopicky vySetfeny na pfitomnost oocyst C. parvum
a C. proliferans. Byla zaznamenana prepatentni a patentni perioda a byla odhadnuta
intenzita infekce (4.2.5.). Kryptosporidie ziskané =z infikovanych zvifat byly
genotypizovany (4.2.6.2.) a vysledky porovnany s ptivodnim inokulem.

Vsechny experimenty byly ukonceny 30. den po inokulaci.

34



4.4, STATISTICKA ANALYZA

Vysledky jednotlivych dil¢ich studii byly statisticky vyhodnoceny pomoci
chi-kvadrat testu a studentova t-testu. K testovani nulové hypotézy byl pouzit
test T2 Hotelling. U experimentaln¢ infikovanych zvirat byly kumulované hodnoty
intenzity infekce vypocteny jako pomér plochy pod kiivkou (AUC, area under the
curve).

Rozdily v pribéhu infekce mezi vSemi skupinami experimentalné infikovanych
zvifat byly testovany pomoci studentova t-testu. Bonfferroniho korekce byla
provedena vzhledem k mnohaetnym srovnavanim jednotlivych skupin zvitat v
experimentu. VSechny statistické vypocty byly provedeny v programovacim
prostfedi R 2.15.0 (R Development Core Team, 2007) a Epilnfo (TM), 7.1.1.14
(CDC, USA, Atlanta).
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5. VYSLEDKY

Castetné sekvence SSU rDNA, GP60 (pouze u C. parvum) a HSP90
(pouze u C. proliferans) ziskané z oocyst pochazejicich z Gspésné infikovanych
experimentalnich zvitat byly 100 % identické se sekvencemi ziskanymi z pouzitych

inokulaénich davek.

5.1. HODNOTA pH ZALUDKU SCID MYSI

Sohledem na potiebu uchovavat oocysty C. proliferans, ziskané piimo
ze zalude¢niho obsahu infikovanych SCID mysi, v podminkach (pH) odpovidajicich
zaludku mysi, bylo naméfeno pH zalude¢niho obsahu pouzitych laboratornich
hostitell. V rdmci opakovaného méfeni byla naméfena primérna hodnota

pH 4,0. Namétfend hodnota byla pouZita jako referencni pH v dalSich experimentech.

5.2. HODNOTA pH TRUSU TELAT

S ohledem na potiebu uchovavat oocysty C. parvum, ziskané ptimo ze sttevniho
obsahu infikovanych telat, v podminkach (pH) odpovidajicich trusu telat, bylo
naméfeno pH stfevniho obsahu. V rdmci opakovaného meéfeni byla naméiena
pramérnd hodnota pH 6,15. Naméfend hodnota byla pouzita jako referenéni

pH v dalSich experimentech.

5.3. INFEKTIVITA OOCYST C. PROLIFERANS

Vsechny SCID mysi per oraln¢ infikované 7 dni starou, ¢istou infekéni davkou
s oocystami C. proliferans zacaly vylucovat oocysty do 10 DPI. Maximalni intenzita
infekce byla dosazena 25 DPI. VSechna infikovana zvifata vyluCovala oocysty
C. proliferans po celou dobu experimentu (do 30 DPI). U zvifat infikovanych
roziedénym trusem byla pozorovana prepatentni perioda v rozmezi 9-10 DPI.
V porovnani se skupinou zvifat infikovanych ¢istymi oocystami, nebyly zjiStény
zadné rozdily v patentni periodé¢ ani v intenzité¢ infekce (p < 0,05). U zvifat
infikovanych oocystami C. proliferans ziskanych ze zalude¢niho obsahu, také nebyly
zjistény statisticky vyznamné rozdily (p < 0,05) v prepatentni a patentni periodé
a intenzité infekce (Graf 1).

U chirurgicky infikovanych SCID mysi davkou C. proliferans do jejunum a ileum,
nebyla v trusu prokazana piitomnost infekce C. proliferans. U jednoho zvifete ze tfi,

ktera byla infikovana do duodenum, byla zaznamenana pfitomnost oocyst v trusu
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18-19 DPI. Pro ovéfeni, zda infekéni davka aplikovana do duodenum, pfi chirurgické
aplikaci nepronika do zaludku, byl v nasledujicim experimentu sledovan pohyb
infekéni davky v zazivacim traktu zvifat pomoci roztoku BaSO, a radiologické

zobrazovaci metody v ¢asovych intervalech.

Graf 1. Prabéh infekce u SCID mysi per oraln¢ inokulovanych davkou
1x10° oocyst/zvite kmenem Cryptosporidium proliferans: (1) precisténych na
cesium chloridovém gradientu (stafi vzorku 7 dni), (2) Vsurovém trusu
resuspendovaném v deionizované vodé o pH 6,15 (ve staii vzorku 7 dni),
(3) ziskanych z zaludku infikované SCID mys$i a nafedéné deionizovanou vodou

o pH 4 (stafi vzorku 1 den)

1000000

900000 - Surovy trus T
—— Cisté oocysty

—— Obsah zaludku

800000 4

700000 -

600000 -

500000 4

400000 -

Intenzita infekce
(pocet oocyst na gram trusu)

300000 A

200000 A

100000 4

0 4

0o 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30

Dny po infekci (DPI)

5.4. RTG VYSETRENI DETEKCE POHYBU DAVKY POMOCI Ba

U skupiny tfi SCID mysi per oralné inokulovanych davkou 1x10° oocyst/zvite
kmenem C. proliferans suspendovaném v 30% roztoku BaSO, byl zaznamenan
rozvoj infekce s detekci oocyst v trusu od 11-12 DPI. Rentgenologické vySetfeni
neprokazalo u zadného chirurgicky inokulovaného zvitete vniknuti infekéni davky
do zaludku mysi (Obrazek 2) a vSechna zvifata chirurgicky inokulovana byla prosta

infekce C. proliferans.
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Obrazek 2. Rentgenovy obraz pohybu infekéni davky C. proliferans v GIT mysi
chirurgicky aplikované do duodenum, v ¢asovych intervalech po chirurgickém
zakroku: (1) 10 minut; (2) 20 minut; (3) 30 minut; (4) 1 hodina; (5) 2 hodiny;
(6) 3 hodiny; (7) 4 hodiny; (8) 5 hodin; (9) 6 hodin
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5.5. INFEKTIVITA OOCYST C. PARVUM

Vsechny SCID mysi per oraln¢ infikované 7 dni starou, Cistou infekéni davkou
soocystami C. parvum zacaly vylucovat oocysty od 15 do 20 DPI. Maximalni
intenzita infekce byla dosazena 30 DPI, tedy na konci experimentu.
Vsechna infikovana zvifata vyluCovala oocysty C. parvum po celou dobu
experimentu. U  zvifat per oraln¢ infikovanych tekutym  trusem
starym 7, 28, 56 a 84 dni byla pozorovana prepatentni perioda v rozmezi 14-20 DPI.
V porovnani se skupinou zvifat infikovanych ¢istymi oocystami, nebyly zjistény
zadné statisticky vyznamné rozdily V patentni period¢ ani v intenzité infekce
(p <0,05).

Vsechna zvifata chirurgicky inokulovana ¢istymi oocystami C. parvum
do duodenum, jejunum a ileum, byla vnimava k infekci, nicméné byly zjistény
vyrazné rozdily v pribéhu infekce. Zatimco zvifata inokulovana do ileum a jejumum
zacala intenzivné vylucovat oocysty od 14 DPI, SCID mysi inokulované do duodeum
az od 25 DPI. U SCID mysi inokulovanych do jejunum, se prabéh infekce nelisil
od zvitat infikovanych stejnou ddvkou per oraln¢. Naopak mysi inokulované ptimo
do ileum se samovylécily béhem 2 dnu a u zvifat inukulovanych do duodeum byla
pozorovana chronicka infekce s velmi nizkou intenzitou (mén¢ nez 3000 OPG).

Vysledky tspésnosti chirurgické infekce do rliznych casti tenkého stfeva byly
pouzity pro nasledujici experimenty a infekéni davka oocyst C. parvum byla dale
chirurgicky aplikovana pouze do jejunum.

U zvifat inokulovanych do jejunum pomoci oocyst C. parvum Vv tekutém trusu
o stafi 7, 28, 56 a 84 dni, byla prokdzana ptitomnost oocyst u vSech zvifat. Zjisténa
prepatentni perioda se pohybovala v rozmezi 12-20 DPI bez statisticky vyznamného
rozdilu mezi skupinami (p < 0,05). TaktéZ nebyl zjistén rozdil v pribéhu infekci
mezi jednotlivymi skupinami zvifat a vSechna vylucovala oocysty C. parvum

po celou dobu experimentu (Graf 2).
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Graf 2. Pribé¢h infekce u SCID mysi chirurgicky infikovanych do jejunum davkou

Cryptosporidium parvum v poétu 1x10° oocyst/zvite o stafi trusu 7, 28, 56 a 84 dni
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5.6. KLINICKE PRIZNAKY KRYPTOSPORIDIOZY V PRUBEHU INFEKCI

V pribéhu vSech experimentii nebyly u infikovanych zvifat pozorovany Zadné
klinické ptfiznaky onemocnéni. Zvifata chirurgicky infikovana nevykazovala Zddné

zdravotni ani negativni projevy a rana se bez komplikaci zcela zahojila.
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6. DISKUZE

Kryptosporidie jsou obecné povazovany za patogeny zpusobujici vodnaté
a nekrvavé prijmy svych hostitell, ale na zakladé¢ dneSnich znalosti je nezbytné
poznamenat, ze pribéh kryptosporididézy vcetné klinickych ptiznaki je zavisly na
fad¢ faktorti, zejména na druhu/genotypu kryptosporidii, na druhu hostitele a jeho
imunitniho stavu (Lindsay et Blagburn 1990; Pereira et al. 2002,
Baishanbo et al. 2005; Kvac et al 2013a; Ryan et Xiao 2014).

In vitro studie prokazaly, ze jak stievni (C. parvum), tak i zalude¢ni (C. muris
a C. andersoni) druhy kryptosporidii jsou schopny dokon¢it sviij vyvojovy cyklus
béhem 1-3 dnl (Current et Haynes 1984; Hijjawi et al. 2002, 2004;
Smith et al. 2005), ale experimentalni in vivo studie ukazaly zna¢nou variabilitu
v pribéhu infekce v zavislosti na druhu hostitele S nepomérmné delsim casem pro
ukonceni cyklu. V piirozenych hostitelich se obecné¢ délka prepatentni periody
pohybuje v rozmezi 2 az 25 dnu (Iseki 1979; Tzipori 1983; Enemark et al. 2003;
Kvac et al. 2013a-c, 2014, 2016). Napiiklad prepatentni perioda C. parvum
v telatech se pohybuje od 2 do 7 dnu (Tzipori 1983), C. bovis ve skotu od 10 do 12
dnt (Fayer et al. 2005) nebo C. baileyi v kufatech od 4 do 24 dnu
(Current et al. 1986).

V této praci byla u C. parvum aplikovaného per oralné v ¢iSt€ném ¢i necisténém
(surovém) trusu zaznamenana prepatentni perioda od 14-15 DPIl a v ptipadé
chirurgické aplikace do jejunum vylucovani oocyst C. parvum nastalo od 12-16 DPI.
Tyto vysledky odpovidaji pribéhu infekce dfive publikovanych praci, ve kterych
byla detekovédna prepatentni perioda riznymi kmeny C. parvum ve SCID mysSich
v rozmezi 7-17 DPI (Hikosaka et al. 2005a; Benamrouz et al. 2012). Nami zjisténa
prepatentni perioda ve SCID mysSich, infikovanych oocystami v Cisténém
¢1 necisténém (surovém trusu) stavu (9-10 DPI), byla kratsi nez diive publikované
vysledky u stejného hostitele (12-18 DPI; Kvac et al. 2011).

V souladu se studiemi, které prokdzaly zavislost prepatentni periody na druhu
hostitele a na druhu parazita (vyse) a zaroven nezavislost prabéhu infekce
na velikosti infekéni davky (Rhee et al. 1995; Zambriski et al. 2013), bylo v této
praci navic prokazano, ze neni rozdil v prube¢hu infekce mezi zviraty inokulovanymi

¢istymi oocystami a oocystami v surovém trusu.
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Diive publikovana data vramci studia infektivity Zaludecni kryptosporidie
C. muris wukazala, Ze neni rozdil v pribéhu infekce imunokompetentnich
laboratornich mysi inokulovanych ¢istymi oocystami ziskanymi z trusu a oocystami
ziskanymi z zaludeéniho obsahu a seskrabu sliznice (Aydin et Ozkul 1996).
V nami zopakovaném experimentu s druhem C. proliferans bylo dosazeno shodnych
vysledkd. Obé¢ studie prokazaly, ze z obsahu Zaludku mohou byt ve velkém mnozstvi
ziskany zivotaschopné oocysty bez znecistujicich latek, schopné infikovat hostitele
bez vyznamného rozdilu v prepatentni a patentni period¢. Z téchto vysledka plyne
zaveér, ze excystace zaludecnich kryptosporidii je vyhradné stimulovana v zaludku
hostitele a vystaveni oocyst jinym environmentalnim tlakim, jako je naptiklad
pruchod stievem v hostiteli, neni nutny.

Ve shodé s vysledky Aydina et Ozkula (1996) lze konstatovat, Ze s ohledem na
Cistotu izolatu je mnohem efektivnéjsi ziskavat oocysty zaludecnich kryptosporidii
piimo z obsahu zaludku hostitele, protoze pii ziskavani oocyst z trusu, je postup
¢i jinou mikrobialni kontaminaci.

Oocysty kryptosporidii se vyvinuly s cilem maximalizovat ochranu sporozoitl
a chrani je do okamziku, dokud nejsou pozieny novym hostitelem.
Pro pieziti parazita je nezbytné, aby v oocysté ptezili sporozoiti, kteti maji velmi
omezenou mobilitu, aZ do predilekéniho mista infekce (Yang et al. 1996;
Widmer et al. 1999; Jenkins et al. 2003). V soucasné¢ dobé se piedpoklada,
Ze zatimco si Zzaludeéni druhy zifejmé vyvinuly adaptaci, aby zabranily excystaci
ve stejném hostiteli, stfevni druhy celi problémim s pred€asnym uvoliiovanim
sporozoitil thned po pozieni novym hostitelem. Védci simulovaly napodobeni
cestovani oocysty ptfes zaludek vystavenim kyseliné sialové a bylo prokazano,
ze sttevni druhy rychleji excystuji a tato kyselina mize piedstavovat dulezity lokalni
signal pro excystaci C. parvum (Campbell et al. 1992; Robertson et al. 1993;
Forney et al. 1996; Kato et al. 2001; Choudhry et al. 2008). V téchto experimentech
byly vzdy pouzity Cisté oocysty ziskané z Cerstvého trusu, nikoliv z trusu starého
vice nez 1 tyden. Podminky, které vyvolavaji excystaci u oocyst C. parvum byly
podrobné zkoumany (Fayer et Leek 1984; Woodmansee 1987; Campbell et al. 1992;
Robertson et al. 1993; Kato et al. 2001; Smith et al. 2005) a bylo vsak prokazano,
Zze pro excystaci a aktivaci sporozoitl je zapotiebi mnohem vice stimulli nez

je pH traviciho traktu hostitele (Fayer et Leek 1984). Pfed¢asné uvolnéni infekénich
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sporozoitil stfevnich kryptosporidii, zejména v zaludku hostitele, dle ptedchozich
studii zpusobuje jejich inaktivaci (Widmer et al. 2007). Ztohoto divodu jsou
hledany metody a postupy, jak infikovat hostitele pouze sporozoity kryptosporidii,
protoze nelze provést uUspéSnou transfekci sporozoiti  uvnitf  oocysty
(Vinayakem et al. 2015).

Vinayakova et al. (2015) prokazali, ze lze uspéSn¢ inokulovat hostitele
(imunokompetentni mysi) prostfednictvim excystovanych sporozoiti C. parvum,
které byly chirurgicky aplikovany do jejunum/ileum. Piestoze ve vySe zminované
studii byli pro inokulaci pouziti sporozoiti udrzovani V kultivaénim médiu
a inokulovana zvifata se z imunitniho hlediska lisila, v souladu s vysledky této studie
jsme potvrdili, Ze nejvhodnéjsim mistem pro infekci do intestinum tenue je jejunum.
Zvitata infikovanda do této cCasti stfeva vykazovala nejvySsi intenzitu
a nejoptimalnéjsi rozvoj infekce. Naopak infekce do duodenum a ileum neni pfilis
vhodna. Jiné studie, které by se zabyvaly chirurgickou inokulaci hostitele
zalude¢nimi ¢i sttevnimi kryptosporidiemi, nejsou zndmy.

Zvyse uvedeného se obecné predpoklada, ze oocysty stfevnich druht musi projit
zaludkem, aby doslo k excystaci (Widmer et al. 2007). Tato prace vSak zasadnim
zpusobem meéni pohled na toto dlouhodobé zazité tvrzeni. V této studii jsme
prokazali, Zze Cisté oocysty vyvolaly u vSech chirurgicky inokulovanych hostiteli
infekci. Silnosténné oocysty vylucované Vv trusu infikovanych jedinc maji 4 vrstvou
strukturu stény oocysty, kterd slouzi jako ochrana sporozoiti pied riznymi
environmentalnimi tlaky (Jenkins et al. 2010b), nicméné pii procesu ¢isténi oocyst
jsou pouzivany ruzné chemikalie, které mohou narusit povrchové vrstvy oocysty
a tim usnadnit excystaci (Chatterjee et al. 2010). Z tohoto divodu byly pro infekci
intestinum tenue pouzity oocysty v pfirozeném stavu. S ohledem na mozZnost
piitomnosti tenkosténnych oocyst v pouzitém prijmovém trusu, které by mohly
zpusobit infekci (Blunt et al. 1997; Widmer 1998), byla infekce intestinum tenue
opakovana soocystami ve stejnémtrusu, a to 1, 2 a 3 mésice starym.
Vzhledem ktomu, ze u vsech hostitelt infikovanych oocystami v trusu starym
3 mésice doslo k rozvoji kryptosporidiové infekce a tenkosténné oocysty nejsou
schopny dlouhodobé prezit ve vnéjsim prostiedi (Blunt et al. 1997; Widmer 1998;
Widmer et al. 2007), lze ptedpokladat, ze za infekci byly zodpoveédné silnosténné

oocysty.
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Oocysty stfevnich kryptosporidii nemusi byt vystaveny ucinkiim zalude¢nich
enzymu a nizkého pH, aby excystovaly ve stievech hostitele a doslo k infekci

enterocytu.
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7. ZAVERY

e QOocysty stfevni kryptosporidie C. parvum jsou infekéni pro hostitele
I bez nutnosti expozice nizkému pH v Zlaznatém Zaludku.

e Jejunum je nejvhodngjsi cast intestinum tenue pro chirurgickou aplikaci
C. parvum.

e Oocysty stfevni kryptosporidie C. parvum Vv surovém necisténém trusu jsou
schopné vyvolat infekci 1 ve stafi trusu 84 dni.

e Oocysty zalude¢ni kryptosporidie C. proliferans jsou infekéni pro hostitele
1 bez nutnosti pricchodu tenkym a tlustym stievem.

e Chirurgicka aplikace zalude¢ni kryptosporidie C. proliferans do intestinum tenue
nezpusobuje vyvoj infekce v intestindlnim traktu.

e 7Zpusob zpracovani a typ infekéni davky (Cisté oocysty, surovy trus,

obsah zaludku) neovliviiuje prib¢eh infekce.
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