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1 Uvod

Zastupci rodu Cryptosporidium jsou kosmopolitné rozsifeni parazitarni prvoci,
kteti infikuji epitelidlni buniky gastrointestindlniho traktu vSech tfid obratlovci.
Prtbeh infekce se lisi podle druhu kryptosporidie a druhu, véku a imunitniho stavu
hostitele. N¢které druhy kryptosporidii jako naptiklad C. parvum, infikuji vice
druht hostitelt, jiné se omezuji na skupiny, jako jsou hlodavci nebo piezvykavci a
o dalsich je znamo, Ze napadaji pouze jeden hostitelsky druh, naptiklad C. baileyi
(Fayer a Xiao 2008). U vétsiny lidskych infekei je identifikovan druh C. hominis,
ty zoonotické zpisobuje hlavné¢ druh C.parvum (Checkley et al. 2015).
Kryptosporidie infikuji pfedev§im zaludek, stieva a respiraéni trakt svych hostiteld.
Onemocnéni vyvolané témito parazity nazyvame kryptosporidiéza. Muze se
projevovat jako akutni, ale také jako chronické onemocnéni. Nejcastéji je prabeh
infekce doprovazen silnym prijmovym onemocnénim spojenym s ubytkem
hmotnosti a dehydrataci, nejen u mlad’at riiznych druht zvifat, ale také u déti a osob
s poruchami imunitniho systému, zejména u pacientu s AIDS (Chen a LaRusso
2002; Fayer 2000; Fayer a Xiao 2008). Infekce je pfenasena zejména fekalné-oralni
cestou, nejcastéji kontaminovanou vodou a potravou, dale je ¢asty pienos ptimym

kontaktem s infikovanym zvifetem nebo osobou (Bouzid et al. 2013).



2 Literarni prehled
2.1 Rod Cryptosporidium
2.1.1 Historie

Prvni védec, ktery rozpoznal, jasné popsal a zvetejnil zpravu o parazitu, kterého
Casto nachazel v zalude¢nich zlazach laboratornich mysi, byl Ernest Edward
Tyzzer. V roce 1907 popsal jeho vyvojova stadia (Tyzzer 1907). Zjistil, Ze oocysty
jsou z hostitele vylu¢ovany spolu s exkrementy. Identifikoval parazita, ktery nemél
pfitomny sporocystovy obal uvnité oocysty a pojmenoval jej Cryptosporidium
muris (Tyzzer 1910). V roce 1912 nasledovalo popsani dal$iho (dnes nejvice
prozkoumaného) druhu Cryptosporidium parvum, nalezeného v tenkém stievé mysi
domaci, jenz ma znatelné¢ mensi oocysty nez C. muris (Tyzzer 1912).

Na pocatku sedmdesatych let byly kryptosporidie oznaeny za piivodce
prijmovych onemocnéni skotu (Panciera et al. 1971). Ve druhé poloviné
sedmdesatych let byly zaznamenany prvni dva pfipady lidské kryptosporidiézy
(Meisel et al. 1976; Nime et al. 1976). Kryptosporidie byly potvrzeny u dvou
imunosuprimovanych pacientil sdilejicich spole€nou domacnost. Oba pacienti byli
v piimém kontaktu s dobytkem a trpéli silnym prijmem (Lasser et al. 1979).

Dalsi zajem o studie kryptosporidii vzrostl v roce 1993, kdy propukla epidemie
vodnatého prijmu obyvatel v Milwauke (Wisconsin, USA). Odhaduje se, Ze bylo
infikovano pfiblizn¢ 403 000 lidi. Bylo zjisténo, ze pficinou epidemie byla
pfitomnost oocyst ve vode, které prosly neposkozené i pres filtracni systém Cisticky
vod (Mac Kenzie et al. 1994). Nasledné molekularni analyzy prokazaly, Ze ptivodce
této dosud nejvetsi epidemie byl druh C. hominis.

Od konce devadesatych let minulého stoleti, spolu s rozvojem molekularnich
metod, doslo v ramci studia k vyraznému posunu znalosti diverzity kryptosporidii.
Doposud bylo popsano a uznano 47 druht kryptosporidii. Seznam platnych druhi
je uveden v tabulce 1.



Tabulka 1. Seznam platnych druhii rodu Cryptosporidium.

Druh Hostitelé Lokalizace Reference
C. abrahamseni ryby stievo Zahedi et al. 2021
C. alticolis hrabo§ obecny tenké stievo Hor¢ickova et al. 2019
C. andersoni skot Zaludek Lindsay et al. 2000
C. apodemi mysice stievo Condlova et al. 2018
C. avium ptaci stievo Holubové et al. 2016
C. baileyi drubez Strevv o ,dyChaC1 4 Current et al. 1986
mocove cesty
C. bollandi ryby zaludek Bolland et al. 2020
C. bovis skot tenké stievo Fayer et al. 2005
C. canis psi tenké stievo Fayer et al. 2001
C. cichlidis ryby tenké stievo Paperna a Vilenkin 1996
. i qs L Robinson et al. 2010;
C. cuniculus kralici a lidé tenké stievo Inman a Takeuchi 1979
C. ditrichi mysice tenké stfevo Condlova et al. 2018
C. ducismarci zelvy stievo Jezkova et al. 2016
C. erinacei jezci tenké stfevo Kvac et al. 2014
C. fayeri klokani tenké stievo Ryan et al. 2008
C. felis kocky tenké stievo Iseki 1979
C. fragile zaby zaludek Jirkt et al. 2008
C. galli ptaci Zlaznaty zaludek Ryan et al. 2003
C. homai morce stievo Zahedi et al. 2017
C. hominis lidé tenké stfevo Morgan-Ryan et al. 2002
C. huwi ryby zaludek Ryan et al. 2015
C. macropodum klokani stievo Power a Ryan 2008
C. meleagridis dribez alidé  stfevo Slavin 1955
C. microti hrabo§ obecny tlusté stievo Hor¢ickova et al. 2019
C. molnari ryby Stfevo Alvare_z-Pellitero a Sitja-
' Bobadilla 2002
C. muris hlodavci zaludek Tyzzer 1910; 1907
C. nasoris ryby stievo Hoover et al. 1981
C. occultus potkani tlusté stfevo Kvac et al. 2018
C. ornithophilus ptaci tlusté stfevo Holubova et al. 2020
C. parvum savci tenké stfevo Upton a Current 1985
C. proliferans hlodavci zaludek Kvac et al. 2016
C. proventriculi papousci zaludek Holubova et al. 2019
C. reichenbachklinkei ryby zaludek Paperna a Vilenkin 1996
C. ratti potkani tlusté stifevo Jezkova et al. 2021
C. rubeyi veverky stievo Lietal. 2015
C. ryanae skot tenké stfevo Fayer et al. 2008
C. scophalmi ryby stfevo Alvarez-Pellitero et al.
2004
C. scrofarum prasata stievo Kvag et al. 2013
C. serpentis plazi zaludek Levine 1980
C. suis prasata stievo Ryan et al. 2004
C. testudinis zelvy neznamy Jezkové et al. 2016
C. tyzzeri mysi tenké stfevo Ren et al. 2012



Tabulka 1. Seznam platnych druhi rodu Cryptosporidium (pokracovani).

Druh Hostitelé Lokalizace Reference

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

C. varanii plazi stievo Pavlasek a Ryan 2008
C. viatorum lidé neznamy Elwin et al. 2012

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

2.1.2 Taxonomie

Rod Cryptosporidium je tfazen do tfidy Apicomplexa. Charakteristickym
znakem této tfidy je ptitomnost apikalniho komplexu, ktery slouzi k infekci
hostitelské bunky (Fayer a Xiao 2008). Na rozdil od ostatnich apikomplex nebyl
u kryptosporidii jednoznacné¢ prokazan apikoplast, zbytek plastidu ziskaného
béhem fylogeneze od endosymbionta, i kdyZ bylo nalezeno minimaln¢ 7 geni
pravdépodobné z apikoplastu pochazejicich. DalSich minimalné 24 genti pochazi
pravdépodobné z prokaryotického endosymbionta (Waller a McFadden 2005; Zhu
et al. 2000). Postaveni rodu Cryptosporidium je z taxonomického pohledu pomérné
nestalé. Pivodné byly kryptosporidie fazeny mezi kokcidie, a to pfedevs§im
na zakladé podobnosti morfologickych a vyvojového cyklu. AvSak molekularni

analyzy odhalily jejich blizky vztah ke gregarinam (Carreno et al. 1999).

2.1.3 Zdroj a prenos infekce

Kryptosporidie se siti fekalné-oralni cestou. Rozlisuji se dva zékladni zptisoby
pienosu infekce. Prvnim zplsobem mize byt pifimy kontakt s infikovanym
jedincem, tedy clovek a zviie, ¢lovek a ¢lovek nebo zvife a zvife, anebo druhym
zpusobem pienosu infekce je poziti kontaminované vody ¢i potravy (Caccio a
Widmer 2014). Pravé kontaminovana voda byva nejcastéjSim zdrojem nakazy,
protoze oocysty s trilaminarni strukturou stény jsou velmi odolné vii¢i negativnim
podminkam vnéjsiho prostfedi a mohou prezivat i ve vodé. Ke kontaminaci vody
nebo potravy dochazi vykaly nebo stolici obsahujicimi oocysty (Fayer a Xiao
2008).



2.1.4 Prepatentni a patentni perioda

V pribéhu infekce rozliSujeme prepatentni a  patentni  periodu.
Prepatentni perioda je obdobi od nakazy po vyskyt prvnich vyvojovych stadii,
napiiklad vajicek, cyst, oocyst nebo larev ve zkoumaném vzorku (krev, trus). Délka
prepatentni periody kryptosporidiovych infekci zavisi na druhu Kryptosporidie,
druhu a veku hostitele a imun-itnim stavu hostitele. Délku prepatentni periody
vyrazn¢ neovlivituje vySe infekéni davky (Champelle et al. 1999). Prepatentni
perioda byla stanovena u fady druhti na zakladé experimentalnich infekci.
Naptiklad u lidi s infekci C. parvum se pohybuje v rozmezi od 4 do 22 dnu, u telat
s infekcei stejnym druhem od 2 do 7 dnti (DuPont et al. 1995; Tzipori 1983), nebo u
kufat infikovanych C. baileyi 4 az 24 dni (Current et al. 1986). Naopak patentni
perioda je oznaceni pro dobu, kdy je parazit v hostiteli ptitomen (Svobodova et al.
2013). Délky patentnich period se pohybuji od 1 do 12 dni u telat, 1 az 20 dni u lidi
s infekci C. parvum (Fayer a Xiao 2008; Tzipori 1983), a u kufat infikovanych C.

baileyi netrva patentni perioda déle nez 18 dni (Current et al. 1986).

2.1.5 Kilinické projevy

Klinické projevy kryptosporididzy jsou zavislé pfedev§im na stavu hostitele,
druhu parazita, ale také na lokalizaci infekce v téle hostitele. Kryptosporididza byla
identifikovana u imunokompetentnich 1 imunokompromitovanych jedinct.
Hlavnim klinickym projevem onemocnéni je obvykle silny prijem. Zavaznost
nemoci a dalsi klinické ptiznaky, jako jsou napfiklad bolest bticha, malatnost,
zvraceni nebo zvySena télesna teplota se mohou lisit v zavislosti na imunitnim stavu
a véku postizeného jedince (Caccio a Widmer 2014; Jira 2009).

Inkubacni doba od pocatku infekce k nastupu ptiznaki, se miize pohybovat
0od1dne do 1 mésice v zavislosti na druhu Kryptosporidie a na imunitnim

stavu hostitele (Caccio a Widmer 2014).

2.1.6 Zivotni cyklus

Zivotni cyklus parazita je dokonden v jednom hostiteli, jednd se tedy
0 monoxenni cyklus, a zahrnuje jak asexualni, tak sexualni replikaci (Fayer a Xiao
2008). Zivotni cyklus zahrnuje faze — excystaci, merogonii, gamogonii a sporogonii
(Obrazek 1). Nejpodrobnéji byl do nedavna prozkoumany zivotni cyklus stfevniho

druhu C. parvum, ale cykly ostatnich druht, C. baileyi, C. muris nebo
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C. proliferans, se pfili$ nelisi (Current et al. 1986; Kvac et al. 2016; Melicherova et
al. 2014).

Prvni krok k infekci je excystace. Z oocysty se uvoliuji sporozoiti, ktefi se
epicelularné pfeméni na trofozoity. Jadro trofozoita se rozd¢€li a nastdva merogonie,
coz je opakované mnohondsobné nepohlavni dé€leni, pficemz vznikaji meronti
dvojiho typu. Meronti L. typu se dale déli na 6-8 merozoitt, ktefi infikuji dalsi
hostitelské buiikky a vyvijeji se v dal§i meronty I. nebo II. typu. Nasleduje
gametogonie, sexualni rozmnozovani, které spouSti meront II. typu. Pfi
gametogonii vznikaji sam¢i mikrogamonti a sami¢i makrogamonti. Dale z nich
vznikaji mikrogamety a makrogamety (Fayer a Xiao 2008). Uvolnéné mikrogamety
splyvaji s makrogametou a vysledkem je jedno diploidni stadium — zygota, ktera
prodélava podobny proces meidze a vznika oocysta (Clode et al. 2015). Schéma
vyvojového cyklu je uvedeno na obrazku 1 (Slifko et al. 1997).

Vétsina oocyst ma silnou sténu a opousti télo hostitele s vykaly (druhy infikujici
epitel stfeva ¢i zaludku) nebo piipadné hlenem (druhy infikujici plicni epitel).
Nicméné i druhy osidlujici plicni epitel jsou vétSinu vylu€ovany vykaly. Pfitomnost
tenkosténnych oocyst je prokazana u 20 % z celkového poctu oocyst. Tyto oocysty
excystuji v téle hostitele a jsou zodpovédné za ptipady autoinfekce (Aldeyarbi a
Karanis 2016).

Oocysta

Tlustostenna oocysta

O ' '4'
T l /
Zygota Sporozoit
Tenkosténna oocysta
[/ Mikrogameta \

w@/m

Merozoit / Trofozoit

? Maktogamont g Mikrogamont

Autoinfekce /

IHI l\

< wWerontliypu

TN

Meront Il.typu

Obrazek 1. Vyvojovy cyklus Cryptosporidium spp., (Slifko et al. 1997). Upraveno.
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2.1.7 Vybrané druhy rodu Cryptosporidium

Pro tuto praci byli vybrani ¢tyfi zastupci z rodu Cryptosporidium. Byli vybrani
na zaklad¢ hostitelské specifity a lokalizace infekce vtéle hostitele.
Dalsim diivodem pro vybér téchto paraziti byla dostupnost velkého mnozstvi
oocyst nezbytnych pro ucely této prace.
Cryptosporidium parvum
kryptosporidie parazituje ve stfevé savcu, véetné Cloveka, je ale infekeni i pro
nckteré¢ ptdky (Holubova et al. 2019). Infekce imunokompetentnich jedinct
se projevuje  akutnimi  nebo  chronickymi  prijmy rizné intenzity,
u imunodeficientnich pacientd piedstavuje tato infekce zivot ohrozujici

onemocnéni (Caccio a Widmer 2014).

Cryptosporidium proliferans

Cryptosporidium proliferans je druh adaptovany primarné na hlodavce, ale byly
popsany i ojedin¢lé infekce kopytnikt (Kvac et al. 2016). Vyviji se vyhradné
ve zlaznaté Casti zaludku, podobné jako C. muris a C. andersoni. Prepatentni
perioda se pohybuje v rozmezi 6 az 21 dni, a je tedy delsi nez u druhu C. muris
(Kvac¢ et al. 2016; Melicherova et al. 2014). Naopak patentni perioda (doba
vylucovani oocyst) miiZe trvat nékolika dni, mésicli nebo dokonce let (Kvac et al.

2016).

Cryptosporidium baileyi

Cryptosporidium baileyi bylo poprvé popsano roku 1986 u brojlerovych kufat
(Gallus gallus f. domestica) (Current et al. 1986). Tento druh je adaptovany
na ptaky. Cryptosporidium baileyi napada respiracni trakt a kloaku ptakd,
a proto k hlavnim klinickym ptiznakiim patii potize s dychanim, kychani a vytok
z nostril a prijem. Pravé napadeni dychaciho traktu zpisobuje vysokou mortalitu
(Lindsay a Blagburn 1990). Infekce ve vétsing piipadd zpisobuje thyn ptaciho
hostitele (van Zeeland et al. 2008).
Cryptosporidium andersoni

Tento druh kryptosporidii byl poprvé popsan z vykalia skotu
(Bos taurus). Oocysty jsou strukturné podobné tém, které byly popsany u mysi
C. muris, ale jsou naptiklad vétsi nez u C. parvum (Lindsay et al. 2000).
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Cryptosporidium andersoni je parazit, ktery infikuje vyhradné zlaznaty zaludek.
Infekce timto druhem jsou u skotu vétSinou asymptomatické. Vyjime¢né mohou
byt pozorovany klinické projevy, zejména gastritida, pokles produkce mléka a nizsi

vahovy ptirastek (Wang et al. 2011).

2.2 Imunitni systém a imunitni odpovéd’

Organismus je schopen rozeznavat a likvidovat cizi i vlastni Skodlivé struktury,
¢imz je zajiSténa integrita organismu. K tomu vyuziva vrozenou i adaptivni imunitu
zalozenou na obrannych mechanismech humordlnich i  bunéénych

zprostiedkovanych slozek (Hotejsi et al. 2017).

2.2.1 Vrozena imunita

Nespecifickd, neboli vrozena imunita pfedstavuje prvni obrannou linii
organismu. Je evolu¢né starsi a vyskytuje se v riizné mite u vSech mnohobunéénych
imunologické paméti. Nespecifickd imunita tak neni ovlivnéna ptedchozim
setkanim s antigenem, a diky tomu zasahuji ptislusné burniky vzdy stejnou silou, a to
1 po opakovaném kontaktu s konkrétnim typem antigenu (Hofejsi et al. 2017).

Vrozena imunita zahrnuje slozku bunéCnou reprezentovanou bunkami
myeloidni linie a NK (natural killer) butikami, které jsou charakterizovany produkci
cytokini vyvolavajicich zanét a stimulujicich antimikrobidlni obranu bunkami
v misté¢ infekce. Produkované cytokiny dale aktivuji makrofdgy, neutrofily
a eosinofily (Janeway et al. 2001; Toman et al. 2009). Dalsi sloZzkou nespecifické
imunity je slozka humoralni, tvofenou komplementovym systémem a mnohymi
sérovymi proteiny (Toman et al. 2009). Neimunitni buiky, naptiklad epitelialni
bunky, maji také imunologické funkce, jako je schopnost produkovat cytokiny
a antimikrobialni peptidy (Fayer a Xiao 2008).
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2.2.2 Adaptivni imunita

Specificka neboli adaptivni imunita se od té nespecifické 1i§i tim,
ze je fylogeneticky novéjsi, je tedy mladsSi a vyskytuje se pouze u obratlovcu.
K hlavnim rozdilim mezi nespecifickou a specifickou imunitou patii schopnost
specificky rozpoznavat cizorod¢ struktury a imunologicka pamét. Diky témto
vlastnostem je kazda bunka adaptivni imunity geneticky pfeduréena k rozpoznani
pouze jednoho druhu antigenu, kdy opakované setkani s konkrétnim antigenem
vyvold vzdy o néco rychlejsi a efektivnéj$i imunitni odpovéd’, tzv. sekundarni
(anamnestickou) odpovéd’ (Hotejsi et al. 2017).

Specificka imunita je tvofena bunéénou slozkou, tedy T lymfocyty, a slozkou
humorélni, kam fadime pfedev§im B lymfocyty, které produkuji protilatky, a
cytokiny (Hofejsi et al. 2017). V ramci T lymfocytarni populace mizeme definovat
pomocnych T lymfocyti (povrchovy znak CD4) a subpopulace cytotoxickych T
lymfocyti, pro které je typicka povrchova molekula CD8 (Krejsek et al. 2016).
Utinnost adaptivni imunity zavisi hlavné na piijmu signalit CD4* T lymfocytd a
déle na intenzivni tvorbé, vyvoji a diferenciaci T a B lymfocytli do aktivnich forem.
CD4" T lymfocyty se aktivuji pti kontaktu s buiikami prezentujici antigen (APC),
jako jsou dendritické bunky a makrofagy a hlavné organizuji povahu adaptivni
imunity (Caccio a Widmer 2014). T lymfocyty nasledné aktivuji B lymfocyty k
proliferaci a diferenciaci na plazmatické bunky, které produku;ji protilatky (Kalia et
al. 2006).

K Uplnému rozvoji adaptivni imunity dochazi béhem nékolika dnl az tydnd.
Jeji aktivace je pfitom zaloZena na klonalnim (anticipacnim) principu, diky kterému
imunitni systém piedvida setkani s jakymkoliv typem antigenu. Toho je dosaZeno
mnozstvim odliSnych typt T a B lymfocytt, které jsou v organismu vzdy predem

piipraveny (Hoftejsi et al. 2017).

2.2.3 Imunita proti kryprosporidioze

Z nize citovanych studii vyplyva, Ze specifickd imunitni odpovéd’ je zatim jediny
znamy efektivni mechanismus vedouci k vyléceni hostitele z kryptosporididzy.
Jina uc¢inna terapie nebyla dosud popsana (Hommer et al. 2003). Znalosti o imunitni

odpovédi na kryptosporidiovou infekci pochazi ze studii provedenych
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na C. parvum, coz je stievni druh, ktery je ale vékove specificky a dospéli hostitelé
k nému nejsou vnimavi (McDonald et al. 2013; Tyzzer 1912).

U imunokompetentniho jedince vyvold parazit silnou protilatkovou odpoved.
| pfes to, ze sérové protilatky nemaji jednoznacny protektivni ucinek, tak nékteré
studie uvadi, Ze podané protilatky mohou ve stfevnim lumenu pomoci hostiteli
zvladnout infekci (Doyle et al. 1993). Velmi dilezitou roli pfi probihajici infekci
hraje pocet CD4" T lymfocyti. Studie provadéné u pacienti s AIDS zjistily, Ze pfi
poétu 180 CD4* T lymfocyti na mm? krve dojde ke spontannimu uzdraveni za 4
tydny. U niz§iho poctu pomocnych T lymfocyt doslo k rozvoji chronické infekce

(Clark a Sears 1996).

2.2.3.1 Uloha T-lymfocyti ve vyvoji protektivni imunity

Morfologickd studie prokéazala, Ze b&hem stfevni kryptosporidiézy dochézi
k poskozeni sliznice stieva, naptiklad atrofii mikrovila a hyperplazii krypt, ktera je
charakteristickd pro patologii vyvolanou T lymfocyty (MacDonald a Spencer
1992).

Infekce C. parvum vede k vyznamnému zvySeni subpopulaci T lymfocyti
v mukoznim epitelu (Abrahamsen et al. 1997; Boher et al. 1994). Jakmile se infekce
dostane pod kontrolu, velikost subpopulaci T lymfocyta ve stievé klesa na normalni
hladinu (Abrahamsen et al. 1997). Prvni piimy dikaz toho, ze T lymfocyty jsou
nezbytné pro potlaceni infekce Cryptosporidium spp., ukazuje studie, ktera byla
provedena na mysich bez thymu. U téchto my$i doslo k rozvoji chronické infekce
a jeji prubéh byl Casto letalni (Heine et al. 1984). Chronické infekce dospélych
imunodeficitnich SCID a nude (nahych) mySi byly pozorované zejména
pti nakazach C. muris a C. parvum (McDonald et al. 1992; Mead et al. 1991; Ungar
et al. 1990). Injekce histokompatibilnich lymfocytii do nude nebo SCID mysi
zpusobila eliminaci infekce C. parvum, ale pokud byly z darovanych bunék
odstranény T lymfocyty, nedoslo k vyvoji zadné protektivni imunity (Chen et al.
1993; McDonald et al. 1994; Mead et al. 1991; Perryman et al. 1994). Vysledky
téchto experimentd vedou k zavéru, ze bunééna imunita, a predevsim T lymfocyty

jsou hlavnim ochrannym mechanismem proti kryptosporidiovym infekcim.
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2.2.3.2 T-bunécény receptor (cell repceptor, TCR) aff a v

T lymfocyty maji na svém povrchu dva typy T-bunécnych receptord, TCR of
nebo TCR yd. Vétsinu populace tvoii T lymfocyty s TCR af, a ty jsou také hlavnim
efektorem v bunééné imunitni odpovédi na infekci (Krejsek et al. 2016).
Jeho funkci je rozpoznani specifického antigenniho peptidu prezentovaného
molekulami MHC I (major histocompatibility complex) na APC, jako jsou
dendritické buriky, nebo molekuly MHC I exprimované na jadernych buiikach (Gao
et al. 2002). Naopak, T lymfocyty s receptorem TCR yd jsou bézné v epitelich
nékterych savcti, hlavné hlodavct, ale celkové tvofi pouze 5-10 % lymfocytarni
populace (Born et al. 2006; Hayday a Tigelaar 2003; Hoiejsi et al. 2017). Funkce
TCR y6 T lymfocytl je stale relativné nejasnd, je ovSem zndmo, Zze mulze byt
spojena Svrozenou ¢i adaptivni imunitou, s prezentaci antigenu dalSim
T lymfocytim nebo mize regulovat zanéty (Born et al. 2006).

Rozdilna role TCR aff a TCR y6 T lymfocyt v imunité proti infekci C. parvum
byla sledovana na transgennich mysich s nedostatkem jednoho nebo druhého typu
TCR. Bylo prokéazano, ze infikované mysi s nedostatkem TCR off T lymfocyth
mély prodlouzenou patentni periodu, zatimco dospelé mysi s nedostatkem TCR yo
byly Kk infekci stejné odolné jako mysi zdravé (Waters a Harp 1996). Tato zjisténi
tedy naznacuji, Ze pro vyvoj protektivni imunity jsou nutné TCR off T lymfocyty,
zatimco TCR 3 T lymfocyty maji sice ochrannou funkci, ale nejsou nezbytné nutné

(Fayer a Xiao 2008).

2.2.3.3 CD4*a CD8* T lymfocyty

T lymfocyty exprimujici TCR typu aff se daji rozdélit na ty, které na svém
povrchu nesou molekuly CD8 — cytotoxické T lymfocyty (Tc), a ty, které nesou
molekuly CD4 — pomocné T lymfocyty (Th) (Fayer a Xiao 2008; Hofejsi et al.
2017). CD4™ T lymfocyty jsou aktivovany rozpoznanim antigenu prezentovaného
MHC Il na APC, jako jsou dendritické bunky, monocyty, makrofagy a B lymfocyty.
Bylo prokazano, ze CD4" T lymfocyty jsou nezastupitelné ve své roli podporovat
B lymfocyty v diferenciaci v plazmatické bunky produkujici protilatky, zejména
IgG, IgA a IgE ttidy, a v obrané proti intracelularnim patogeniim Thl odpovédi
(Krejsek et al. 2016). Naproti tomu CD8" T lymfocyty rozpoznavaji peptidy
prezentované molekulami MHC I. Cytotoxické CD8" T lymfocyty jsou zodpovédné
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za ptimé zabijeni infikovanych bunék cytotoxickou cestou (Gao et al. 2002; Hotejsi
etal. 2017).

Diikazy o protektivni funkci CD4" T lymfocytl pfinesla fada experimentd. Mysi
s deficitem MHC II, tedy ty které postradaly aktivaci CD4* T lymfocyti, se nebyly
schopny vylécit z infekce C. parvum po dobu nejméné 8 tydna (Aguirre etal. 1994).
Dalsi studie ukéazala, ze pfi podani protilatek proti CD4" antigenu se vyznamné
zhorsil pribéh infekce (McDonald et al. 1994; Ungar et al. 1991). Pii pokusu
na SCID mysich, kdy byla do mysi injikovana suspenze lymfocytt, bylo prokazano,
7e mysi byly schopny kontrolovat infekci, ale kdyz byly CD4" T lymfocyty
ze suspenze odstranény, jejich ochranny ucinek byl ztracen (Chen et al. 1993;
McDonald et al. 1994).

Vyznam CD8" T lymfocytl pro eliminaci stfevni kryptosporidiozy dosud neni
Gplné znamy, nicméné aktivované CD8" T lymfocyty specifické pro C. muris maji
schopnost chranit hostitele pied zalude¢ni kryptosporidiézou (Kvac et al. 2011).
V experimentech na mysich s deficitem MHC |, které postradaji aktivaci CD8"
T lymfocyth, mély tyto mysi srovnatelnou hladinu infekce s neinfikovanymi mySmi
(Aguirre et al. 1994). Pti 1é¢bé imunokompetentnich mysi infikovanych C. parvum
podanim protilatek anti-CD8 a anti-CD4 se prokazalo, ze se vyrazné zvysila
intenzita infekce oproti infikovanym imunokompetentnim mySim, které léCeny
nebyly. Podani samotnych anti-CD4 protilatek intenzitu infekce zvysilo oproti
infikovanym mys$im, které 1é¢eny nebyly, ale ne v takovém rozsahu, jako u mysi
po podani obou anti-CD8 a anti-CD4 protilatek. Naproti tomu, podani samotnych
anti-CD8 protilatek nemélo na pribéh infekce zadny vliv (Ungar et al. 1990).
Jina studie prokézala, Ze pfi infekci mysi C. parvum, doSlo k vyrazné migraci
CD8" T lymfocyt do sliznice tenkého stieva a jejich moznou roli ve vylé&eni z této
infekce diky sekreci IFN-y CD8"* T-lymfocyty (Leav et al. 2005). Celkové je tedy
pravdépodobné, ze CD8" T lymfocyty se podileji na vyvoji adaptivni imunity,
ale maji vedlejsi roli va¢i CD4" T lymfocytim a nejsou rozhodujici (Fayer a Xiao
2008).
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2.2.3.4 Intraepitelialni lymfocyty

Pokud je infekce situovdna do epitelidlnich povrchli, Ucastni se imunitni
odpovédi tzv. intraepitelialni lymfocyty (IELs), které jsou pfedstavovany prevazné
CD8* T lymfocyty vétSinové exprimujici TCR af. T lymfocyty s receptorem
TCR y8 jsou zastoupeny v men$i mife. Za normalnich okolnosti je na kazdych
100 epitelovych bunék vmezefen jeden IEL lymfocyt (Krejsek et al. 2016).
Tyto bunky maji zatim nedostate¢né objasnénou funkci, avsak je znamo, ze hlavni
imunitni roli hraji CD8* T lymfocyty, které cytotoxickou cestou zabijeji infikované
epitelidlni buniky. Soucasné mohou tyto lymfocyty regulovat zanétlivou reakci
infekce, kde mohou mit vyznamnou roli y8" T lymfocyty (Hayday a Tigelaar 2003;
Krejsek et al. 2016).

Kryptosporididoza je charakteristickd pravé napadenim epitelidlnich bunck
gastrointestinalniho traktu (GIT), a tedy s nejvétsi pravdépodobnosti zde hraji
podstatnou roli pfi rozvoji imunitni odpovédi pravé IELs (Fayer a Xiao 2008).
Toto tvrzeni podporuje fada experimentt, jako napiiklad ten, kdy pii infekci mysi
sttevnim druhem C. parvum doslo ke zvySeni poctu TCR y6 T lymfocyti v IELs
(Eichelberger et al. 2000). Dalsi studie byla provedena na dobytku, ktery byl
infikovan C. parvum a bylo pozorovano zvysené mnozstvi ILEs CD4" a
CD8" T lymfocyth jak v pribéhu infekce (Fayer et al. 1998), stejné tak po vylééeni
(Whyatt et al. 1999). Pii reinfekci dobytka byla taktéz sledovana zvySena migrace
pouze CD8+ T-lymfocyta do stievniho epitelu (Abrahamsen et al. 1997).

2.2.3.5 Pamétové T-lymfocyty

Imunologickd pamét’ je jednim ze zdkladnich znakd adaptivni imunity.
Pti vyvoji imunitni odpovédi, bunécné, ale i té humorélni, se diferencuje ¢ast
lymfocytti na tzv. pamétové B nebo T lymfocyty, které ziistavaji v organismu rizné
dlouhou dobu a hraji roli pfi reinfekci (Krejsek et al. 2016).

Pamétové T lymfocyty CD4" i CD8" po kontaktu se specifickym antigenem
obdrzi potfebné homeostatické signdly, které zajisti jejich dlouhodobé preziti
a schopnost po opakovaném kontaktu stimto antigenem rychleji proliferovat
(Krejsek et al. 2016). Tuto skute¢nost prokazaly také experimenty, kdy byly mysi
reinfikovany. Velmi rychla a silna bunééna imunitni odpovéd se vyvinula
pti reinfekci imunokompetentnich BALB/c mysi do 30 dnii po vylé€eni z primarni

infekce ve srovnani s kontrolnimi my$mi (McDonald et al. 1992).
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Protektivni imunita byla taktéz ptfenesena pomoci IELs (intraepitelidlnich
lymfocyti) z mysi infikovanych pied 8 mésici, ale tyto buniky mély mensi ochranny
ucinek nez IELs ziskané z mysi pouze 3 mésice po infekci. Tato studie ukazala,
7e¢ imunologicka pamét T lymfocyth se po kryptosporidiové infekci ¢asem

zeslabuje (McDonald a kol. 2000).

2.2.4 Cytokinova kontrola imunitni odpovédi

V zavislosti na povaze antigentl, se kterymi se imunitni systém setkava, mohou
CD4* Th lymfocyty indukovat bunéénou zprostfedkovanou imunitni odpovéd
(Th1) nebo protilatkovou zprostiedkovanou odpovéd (Th2). V Thl odpovédi
je hlavni produkovany interleukin IL-2 a INFy, jehoz produkce je fizena zejména
interleukinem IL-12 produkovanym dendritickymi butikami a makrofagy (Fayer a
Xiao 2008; Hotejsi et al. 2017). Funkci Thl reakei je pfedev§im obrana pted
intracelularnimi parazity. Naopak odpovéd’ Th2 je spojena piredevsim s produkci
interleukind IL-4, IL-5, IL-9 a IL-13 (Fayer a Xiao 2008). Imunitni odpovéd” Th2
vznikd zejména pii obrané proti extraceluldrnim patogenlim, jako naptiklad
mnohobunéénym parazitim, a vede K tvorbé specifickych protilatek (Krejsek et al.
2016).
je povazovan IFNy, ktery je pii tomto onemocnéni produkovan CD4" T lymfocyty
(Harp et al. 1994; Tilley et al. 1995), a pravdépodobné i NK buitkami (McDonald
et al. 2000). Vyznam IFNy pii kryptosporidioze potvrzuje experiment, pii kterém
mysi deficientni pro IFNy mély mnohem téz8i pribéh infekce C. parvum nez
kontrolni mysi (Hayward et al. 2000). Béhem kryptosporididzy se na imunitni
odpovédi podileji kromé IFNy i dal§i Thl cytokiny, jako je napiiklad IL-2.
Tento interleukin nicméné nebyl prokdzan jako nezbytny pro vyléCeni hostitele
(Enriquez a Sterling 1993; McDonald et al. 1994; Tilley et al. 1995; Ungar et al.
1991). Dalsi spojitost mezi INFy a Thl cytokinem IL-12 prokazal experiment,
kdy IL-12 zmirnil pribéh kryptosporidiové infekce (Ehigiator et al. 2005;
McDonald et al. 2004; Urban et al. 1996).

2.2.5 Specificka protilatkova odpovéd’
Schopnost organismu odpoveédét tvorbou protilatek na antigenni podnét
je znama a v praxi vyuzivana, napiiklad pfi oCkovani (Jilek 2014). Nezbytny

ptedpoklad tvorby protilatek je zaloZzen na rozpoznani antigenu povrchovymi
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antigenné specifickymi receptory B lymfocyti (BCR) (Hoftejsi et al. 2017).
Za vhodnych podminek se stimulované B lymfocyty pomnozi a diferencuji
na plazmatické bunky, které dale migruji predevSim do kostni dien¢ a produkuji
protilatky pozadované specifity a tiidy (Krejsek et al. 2016). Protilatkovou
odpovéd’ zprostfedkovavaji imunoglobulinové molekuly, které¢ lze rozdélit
5 zakladnich imunoglobulinovych tfid — IgG, IgA, IgM, IgE a IgD (Krejsek et al.
2016).

U kryptosporidiovych infekci je protilatkovd odpovéd’ obranny mechanismus,
ktery je intenzivné zkouman. Pfitomnost imunoglobulinii proti kryptosporidiim
neni hlavnim nastrojem odstranéni parazita, a také nemusi nutn¢ indikovat aktivni
infekci, ale spiSe naznaCuje, Ze byl jedinec v ur€itém obdobi svého Zivota
kryptosporidiemi infikovan (Fayer a Xiao 2008). Bylo potvrzeno, ze protilatky
specifické pro kryptosporidiovou infekci se objevuji jak v krevnim obé&hu, ale také
ve stievni sliznici a mukoze (Hill et al. 1990; Peeters et al. 1992; Ungar et al. 1986).
Béhem infekce se objevuji pfedevSim IgG, IgM a IgA tfidy protilatek,
jejichz hladiny se s rostouci intenzitou infekce zvySuji a po vyléceni opét klesaji,
ackoli IgG muze v séru daného jednice pretrvavat az nékolik mésict (Ungar et al.
1986). Sekreéni IgA (sIgA), produkovany béhem infekce, hraje roli obzvlasté
Vv ochran¢ povrchu sliznice pfed toxiny a mikrobidlnimi patogeny. sIgA se objevuji
pfedev§im u imunokompetentnich dospélych jedinct s pfiznaky infekce, tedy
u jedincd, ktefi vylucovali oocysty a méli prijem (Dann et al. 2000). Pacienti
s vrozenou hypogamaglobulinemii se nejsou schopni vylééit z infekce vyvolané
C. parvum (Lasser et al. 1979), coz naznacuje, Ze pro vyléCeni je protilatkova

odpovéd’ zasadni.

2.2.6 ELISA test

ELISA, Enzyme-linked Immunosorbent Assay, ktera se mize také oznaCovat
jako EIA, Enzyme Immunoassay, patii mezi jednu z nejpouZivanéjSich
imunologickych metod, kterda je wurcena pro detekci antigeni pomoci
konjugovanych protilaitek se znacenym enzymem (avidin peroxidazou,
beta- alaktosidazou nebo alkalickou fosfatazou), tedy funguje na bazi
imunoenzymatické reakce (Hnasko 2015; Toman et al. 2009). Po vytvofeni vazby
antigenu s enzymem zna¢enym imunnim sérem se ke smési pridava substrat, ktery

je enzymem Stépen a dochdzi ke zméné barvy reakéniho produktu.
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Intenzita zbarveni je pfimo imérna poctu navazanych molekul antigenu a protilatky

a je dale méfena imunofluorescen¢ni metodou (Hnasko 2015).

Existuji ¢tyfi druhy ELISA testi:

1) Pfiméa ELISA, ktera se pouziva pro detekci antigenu;
2) Neptima ELISA, ktera se pouziva pro detekci specifickych protilatek;
3) Pfiméa sendvicova ELISA, pouzivana pro detekci antigenu,

4) Neptima sendvicova ELISA, pouzivana pro detekci specifickych

protilatek.

V této préci byla pouzita pouze metoda nepiimého ELISA testu, ktera je popsana

nize (Obrazek 2).
2.2.6.1 Neprima metoda ELISA

y \ 0
oyt (aze w““!,oh yot
e oec®
&

Znacena sekundarni Pridani substratu, detekce

Imobilizovany antigen Primarni protilatka protilétka a méfeni signalu

Obrazek 2. Schématické zobrazeni postupti pii provedeni neptimé ELISA metody

(Kohl a Ascoli 2017). Upraveno.

Jednd se o zékladni metodu s vysokou citlivosti pro prikaz specifickych
protilatek. Nepiima ELISA je nejvhodnéjsi pro stanoveni celkové koncentrace
protilatek ve vzorcich (Kohl a Ascoli 2017). Metoda je zalozena na vazbé antigenu
na plastovou mikrotitraéni desku. Na desku se déale ptfidava testované sérum,
protilatka proti druhové specifickym imunoglobuliniim pfislusného typu (IgG, IgM
nebo IgA) konjugovand s enzymem — konjugat. Nakonec se piida detekéni systém
— substrat reagujici s enzymem, za vzniku barevné reakce (Toman et al. 2009).
Vyhodou této metody je, ze pomoci jediného konjugatu miize byt vySetten jakykoli

pocet sér na specifickou vazbu k danému antigenu (Kohl a Ascoli 2017).
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3 Cile prace
o Zpracovat literarni reSersi o tématu
o Sledovat vyvoj zktizené protilatkové imunitni odpovédi hostitele na

infekci/inokulaci hostitelsky specifickymi a nespecifickymi druhy
kryptosporidii
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4 Material a metodika
4.1 Material
4.1.1 Paraziti
e Cryptosporidium parvum izolat WERU: ziskan z ¢lovéka (Homo sapiens).
Izolat je dlouhodob¢ udrzovéan v imunodeficitnich SCID mysich.
e Cryptosporidium  proliferans izolat TS03: =ziskan =z hlodouna
vychodoafrického (Tachyoryctes splendens). I1zolat je dlouhodobé udrzovan
v imunodeficitnich SCID mySich.
e Cryptosporidium baileyi izolat NH: ziskan 2z kachny domaci
(Anas platyrhynchos f. domestica). Izolat je dlouhodobé udrzovan
Vv kuratech.
e Cryptosporidium andersoni izolat LIO3: =ziskan z tura domaciho

(Bos taurus).

4.1.2 Experimentilni zvifata

Pokus byl provadén na mysSich kmene BALB/c. Tyto myS$i patii mezi
nejvyuzivanéj§i imunokompetentni kmeny inbrednich mySi, vyznacujicich
se produkci monoklonalnich protilatek po jejich imunizaci.

Mysi byly chovany za standardnich podminek v oddélenych plastovych boxech
ve zvéfinci Parazitologického ustavu Biologického centra Akademie véd
Ceské republiky, v.v.i. v Ceskych Budg&jovicich. Rezim ve zvéfinci byl 12 hodin
svétla a 12 hodin tmy pfi teploté 22 °C, krmena byla komer¢ni granulovanou smeési

pro hlodavce a napajena vodou ad libitum.
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4.2 Metody
4.2.1 Purifikace oocyst

Trus s oocystami byl zhomogenizovan v tfeci misce, zfedén deionizovanou

vodou (dH20) a zbaven hrubych necistot ptes sitko. Nasledné byl precistén

na sachar6zovém gradientu (Arrowood a Sterling 1987) a do¢istén pomoci cesium

chloridového gradientu.

4.2.2 Sacharo6zovy gradient

Roztoky a chemikalie:

Sheateriiv roztok (405 g cukru v 259 ml dH-0).

PBS (Phosphate Buffered Saline) (rozpustit 80 g NaCl, 2 g KCI, 14,4 g
Na,HPO4x12 H>0, 2,4 g KH2PO4 do 1000 ml dH20 a upravit na pH 7,2—
7,4)

1% T-PBS (PBS Tween) (0,5 ml Tween 20 + 999,5 ml PBS).

Pracovni postup:

Homogenizovat vzorek trusu v tieci misce v dH2O a precedit pies sitko.
Navrstvit gradient do sklenénych kyvet:
1. Dolni vrstva: 30 ml Sheater 1+2 (1 dil Sheater + 2 dily 1% PBS Tween).
2. Stiedni vrstva: 30 ml Sheater 1+4 (1 dil Sheater + 4 dily 1% PBS Tween).
3. Horni vrstva: 15 ml homogenizovaného vzorku.
Centrifugovat 20 minut p#i 1000 g a teploté 4 °C.
Odsat horni ¢irou vrstvu.
Ptemistit prstenec na rozhrani dolni a stfedni vrstvy do novych kyvet.
Doplnit kyvety PBS.
Centrifugovat 20 minut pfi 1500 g a teploté 4 °C.
Odsat supernatant nad sedimentem (obsahuje oocysty) s nadbytkem PBS a
centrifugovat 20 minut pti 1500 g a teploté 4 °C.
Ptedchozi krok 2x opakovat a nasledné pienést sediment do cistych
zkumavek.

Skladovat vzorky v PBS pii teploté 4 °C.
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4.2.3 Cesium chloridovy gradient

Roztoky a chemikalie:

— Roztok cesium chloridu (CsCl; p = 1,15 g/ml) (21,07 g CsCl do 100 ml
dH-0).

— PBS (rozpustit 80 g NaCl, 2 g KCI, 14,4 g Na;HPOsx12 H;0, 2,4 g
KH2PO4 do 1000 ml dH20 a upravit na pH 7,2-7,4).

Pracovni postup:

Napipetovat do kazdé mikrozkumavky 1 ml CsCl.

Do zkumavky s CsClI navrstvit 0,5 ml roztoku oocyst v PBS.

Centrifugovat 3 minuty pti 16000 g pfi teploté 20 °C.

Piepipetovat supernatant do 50 ml zkumavek a sediment vyhodit.

Zkumavku doplnit PBS a centrifugovat 20 minut pti 1370 g pfi teploté 4 °C.
Odsat supernatant na objem 5 ml, doplnit zkumavku dH2O, vortexovat a
centrifugovat pii teploté 4 °C po dobu 20 minut pii 1370 g (opakovat 3x)
Oocysty uchovat v dH20 pfi teploté 4 °C.

4.2.4 Barveni natéru trusu anilin-karbol-methyl-violeti

Detekce oocyst kryptosporidii ve vzorcich trusu byla provedena metodou

specifického barveni natéru podle (Milacek a Vitovec 1985).

Roztoky a chemikalie:

— Roztok methylvioleti (0,6 g methyl violeti, 1 ml anilinu, 1 g fenolu, 30 ml

ethanolu, 70 ml dH20).

— Roztok 2% Kkyseliny sirové.

— Tartrazin (1% roztok tartrazinu v 1% kyseliné octové).

Pracovni postup:

Rozettit trus do slabého natéru na podlozni sklicko.

Zafixovat methanolem a nésledné v plameni.

Zafixovana sklicka barvit v roztoku methylvioleti po dobu 30 minut.
Opléchnout pod tekouci vodou.

Diferencovat v 2% kyseling sirové po dobu 1 minuty.

Opléchnout pod tekouci vodou.

Dobarvit v tartrazinu po dobu 15 minut.

Oplachnout pod tekouci vodou a nechat susit.
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e Sklicka prohlizet svételnym mikroskopem pii zvétSeni 1000x za pouziti

imerzniho oleje.

Vyhodnoceni:
Oocysty kryptosporidii se barvi temn¢ fialoveé na Zlutém, zlutohnédém nebo

svétle fialovém pozadi.

4.2.5 Pribéh experimentu
4.2.5.1 Infekce mysi

K pokusu byly pouzity mysi tfi vékovych skupin, konkrétn¢ 7 dni star¢, 14 dni
star¢ a 8 tydnt staré. BALB/c mysi byly infikovany perordlnim zptisobem davkou
1x10° spor v 10 ul dH20 na mys, vyjma vékové skupiny 7 dni staré, kde byla ddvka
1x10° spor v 5 ul dH20 na mys.

Pocitani koncentrace oocyst pro infekéni davku
Pracovni postup:
e Do Biirkerovy komurky pridat suspenzi s oocystami.
e Komdurku prohlizet svételnym mikroskopem (Olympus BX 51) pfi zvétSeni
400x.
e Oocysty spocitat v 25 riiznych ¢tvercich.
e Konecnou koncentraci oocyst v 1 ml suspenze stanovit souctem vSech

oocyst v 25 &tvercich vynasobenych 10,

4.2.5.2 Design experimentu

Ctyfi skupiny mysi (kazda po 18 jedincich) byly peroralng infikovany oocystami
C. parvum izolat WERU nebo C. proliferans izolat TS03 nebo C. baileyi izolat
NH nebo C. andersoni izolat L103. Tyto ¢tyfi skupiny se opakovaly u tii v€kovych
kategorii, tedy u 7 dni starych mysi, 14 dni starych mysi a u 8 tydennich mysi.
Jako negativni kontrola slouzily skupiny stejné¢ starych mysi inokulovanych dH2O.

Vsechny mysi byly od 4. dne po infekci (DPI) vySetfovany na pfitomnost oocyst
kryptosporidii v trusu. Trus byl odebiran individudlné. Pro vyhodnoceni intenzity
infekce byly pravidelné sledovany skupiny 10 mysi od kazdé vékové skupiny
infikované jednotlivymi druhy kryptosporidii. U kazdého vySetfeni byla zjiSténa
hmotnost trusu (v gramech) jako rozdil hmotnosti preparatu (trusu natfeného
na sklicku pied fixaci a barvenim) a hmotnosti Cistého sklicka. Natér trusu byl poté

obarven metodou dle Milacka a Vitovce (1985) (viz 4.2.4) a prohlizen svételnym
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mikroskopem (Olympus IX 70) pii zvétSeni 1000x za pouziti imerzniho oleje.
Pti nizké intenzité infekce byly pocitany vSechny oocysty nalezené na preparatu,
pii vysoké intenzité infekce byl pocitan pocet oocyst ve 30 nahodnych zornych
polich. Ze zjisténych udaji (hmotnost trusu, pocet zornych poli a pocet oocyst
na sklicku) byla spocitana intenzita infekce a vyjadiena jako pocet oocyst v gramu
trusu (OPG, oocysts per gram) (Kvagc et al. 2007).

Kazdy sedmy a nasledné kazdy c¢trnacty den (7, 14, 28, 42, 56 a 70 DPI)
byly tii mysi z kazdé skupiny, experimentalni i kontrolni, usmrceny a byl ziskan
vzorek srazlivé krve.

Zdravotni stav zvifat byl kontrolovan dvakrat denné a pti odbéru trusu byla

posouzena jeho konzistence.

4.2.5.3 Odbér mysich sér

Mysi byly usmrceny v anestezii, ktera byla provedena inhalacné isofluranem.
Periferni krev byla mySim odebirana z arteria carotis. Objem odebrané krve zavisel
na véku zvifete a pohyboval se kolem 0,5-1 ml. Krev byla ponechana v 1,5 ml
mikrozkumavkach 60 minut pii laboratorni teploté, kdy doslo ke srazeni krevnich
komponent, a poté byla staCena 5 minut pfi rychlosti 500 g. Odd€lené sérum
(supernatant) bylo pteneseno do nové mikrozkumavky, fadné popsano a uchovano
pti— 20 °C.
4.2.6 Neprima ELISA
4.2.6.1 Prtiprava korpuskulirniho antigenu

Na zéklad¢ predpokust byl stanoven pocet oocyst na jamku, koncentrace séra
a protilatek. Celkové mnozstvi oocyst navazanych na dno mikrotitra¢ni desky bylo
stanoveno na 10° oocyst na jamku, tedy 9,6 x 10° oocyst na 96-jamkovou desku.
VéEtsi mnozstvi oocyst na jamku, stejné jako vyssi koncentrace protilatek
produkovalo necitelnou absorbanci, naopak mensi mnozstvi vyvolavalo necitelnou

reakci (Kutsyna 2020).
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Redéni séra: 1:200 (2 pl séra + 398 pl fediciho roztoku).

Protilatka znafena peroxidazou (konjugat): protilatky v fedicim roztoku v

poméru 1:20000 (0,5 ul roztoku anti-lgG + 10 ml T-PBS, na 96 jamek) pro

optimalni vysledky pii méfeni absorbance.

Roztoky a chemikalie:

Roztok PBS (80 g NaCl, 2 g KCI, 14,4 g Na2HPO4 12 H20, 2,4 g KH2PO4
do 1000 ml dH20O, upravit na pH 7,2-7,4).

Blokovaci roztok (5% BOFES (bovinni fetalni sérum) v T-PBS: 5 ml
BOFES + 95 ml T-PBS).

Stopovaci roztok (2 M H2SOa: 196,16 g koncentrované H>SO4 do 1000 ml
dH20).

Fosfatovy pufr (14,3 g 0,2M NaHPO4 - 12 H>O do 200 ml dH20).
Citratovy pufr (4,2 g 0,1M CeHsOy7 (kyselina citronova) do 200 ml dH20).
0,05 M Fosfato-citratovy pufr (pH 5) (smichat 51,4 ml fosfatového pufru
a 48,6 ml citratového pufru ve 100 ml dH20).

Substratovy roztok (mnoZstvi na 96 jamek) (10 ml fosfato-citratového
pufru (pH 5) +4 ul 0,03 % H202+ 4 mg 2,5mM O-Phenylendiaminu (OPD),

pripravit tésné pied pouzitim).

4.2.6.2 Navazani antigenii na pevnou fazi mikrotitracni desticky

Roztoky a chemikalie:

Vazebny (koutovaci) roztok (1,59 g NaxCOg, 2,93 g NaHCO3z do 1 000 ml
dH20, upravit na pH 9,6).

Fixa¢ni roztok (100 ml acetonu a 100 ml metanolu).

Blokovaci roztok (5 % BOFES (bovinni fetalni sérum) v T-PBS: 5 ml
BOFES + 95 ml T-PBS).

Promyvaci roztok T-PBS (1% Tween 20 v PBS: 0,5 ml Tween 20 + 999,5
ml PBS).
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Pracovni postup:

Oocysty excystovat pii 38 °C 5 minut.

Naésledné oocysty rozbit za pomoci 0,5 mm sklenénych kuli¢ek
homogenizaci po dobu 60 sekund (FastPrep-24 Beadbeater).

Ve vazebném roztoku natedit korpuskularni antigen (vySe) v odpovidajici
koncentraci 10° oocyst /jamka

Ptipravit mikrotitra¢ni desticku 8x12 (96 jamek).

Napipetovat 100 ul roztoku korpuskularniho antigenu do kazd¢ jamky.
Inkubovat desticku 24 hodin pii teploté 4 °C ve vlhké komurce.

Po inkubovani vyklepnout obsah jamek a osusit desticku.

Napipetovat 200 pl fixa¢niho roztoku do kazdé jamky a inkubovat 10 minut
pii laboratorni teplot¢.

Po inkubaci znovu vyklepnout obsah jamek a osusit desticku.

Vyblokovat nespecifické vazby blokovacim pufrem napipetovanim
200 pl/jamka, inkubovat 1 hodinu v termostatu pfi teploté 37 °C.

Po inkubaci 3% promyt jamky 300 ul promyvaciho pufru T-PBS.

Pokud se ELISA neprovadi hned po promyvani, napipetovat 300 pl T-PBS
do kazdé jamky a desticky zamrazit na teplotu -20 °C.

4.2.6.3 Priprava testovaného vzorku séra

Roztoky a chemikalie:

Vzorky mysich krevnich sér.

Redici roztok (2% bovinni fetdlni sérum (BOFES) v PBS: 2 ml BOFES +
98 ml PBS).

Promyvaci roztok T-PBS (1% Tween 20 v PBS: 500 ul Tween 20 +999,5
ml PBS).

Konjugat (Antiizotypova anti-IgG protilatka zna¢ena enzymem avidin-

peroxidazou).

29



Pracovni postup:

e Naredit vzorek testovaného séra do mikrozkumavek.

e Redéni séra 1:200 (2 ul séra + 398 pl fediciho roztoku).

e Pridat 100 pl fedéného séra do jamky mikrotitracni desky, kazdy vzorek séra
testovat v triplikatu.

e Inkubovat desticku 1 hodinu v termostatu pii teploté 37 °C (nebo 24 hodin
v lednici pfi teploté 4 °C).

e 3x promyt desticku roztokem T-PBS (300 ul do jamky).

e Do kazdé jamky napipetovat 100 ul antiizotypového séra proti studovanym
imunoglobulinim skupiny 1gG znaéenych avidin-peroxidazou, fedit 1:20
000 tfedicim pufrem (0,5 pl protilatky + 10 ml fediciho roztoku).

e Inkubovat 1 hodinu pfi teplot¢ 37 °C.

e 3x promyt vzorky promyvacim roztokem T-PBS (300 pl do jamky).

e Napipetovat 100 pl substratového roztoku (10 ml fosfato-citratového pufru,
4 1l 0,03% H202, 4 mg 2,5 mM OPD).

e Inkubovat desticku pfi laboratorni teploté¢ 10 minut ve tmé.

e Zastavit enzymovou reakci napipetovanim 100 pul 2 M H2SO4 do kazdé
jamky.

e Megiit absorbanci ELISA spektrofotometrem pii vinové délce 490 nm.

4.2.7 Hodnoceni metody ELISA

Kazdé hodnoceni ELISA testu musi probihat podle pfesné stanovenych
standard. Hlavni orientacni jednotky béhem posuzovani platnosti provedeného
testu jsou hodnoty absorbance blank (prazdného) vzorku, obsahujiciho jenom fedici
roztok bez pridani séra, dale hodnoty pozitivni, a predev§im negativni kontroly.
Pozitivni kontrola obsahovala sérum mySi, kterd prokazatelné¢ prod¢€lala
kryptosporidioézu, tedy bylo u mysi detekovano vylucovani oocyst (viz 4.2.4).
Negativni kontrola obsahovala sérum mysi, ktera nakazena nebyla. Cut-off, neboli
hodnota minimalniho kritického vypoc¢tu byla stanovena jako dvojndsobek

absorbance negativni kontroly (Lardeux et al. 2016; Ridge a Vizard 1993).
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4.2.7.1 Index pozitivity (IP)
Hodnoty absorbanci byly nasledné ptepocitany na tzv. index pozitivity. Tento

index byl vypocitan jako absorbance vzorku, ktera byla vydélena primérnou

hodnotou cut-off (Obrazek 3).

Absorbance vzorku
Prumérna absorbance CUT-OFF

IP =

Obrazek 3. Vzorec pro vypocet indexu pozitivity.

Interpretace vysledkd vySetieni uvadi tabulka (Tabulka 2).

Tabulka 2. Interpretace ELISA vysledki na zaklad¢ indexu pozitivity

Index pozitivity (IP) Hodnoceni
mensi nez 0,8 negativni
0,8az1,2 hrani¢ni
vétSinez 1,2 pozitivni
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5 Vysledky
5.1 Prubéh infekce

5.1.1 Prabéh infekce u Cryptosporidium parvum

Vysetfeni trusu BALB/c mysi infikovanych C. parvum prokazalo, ze vSechny
mysi infikované ve véku 7 a 14 dnu vylucovaly mikroskopicky detekovatelné
mnozstvi oocyst, zatimco myS$i infikované ve véku 8 tydni vylucovaly
detekovatelné mnozstvi oocyst velmi ojedinéle (Graf 1). Prepatentni perioda
u 7 dennich mysi byla 4 dny s jednou vyjimkou, kdy byly oocysty pozorovany jiz
3 DPI. V¢étsina mysi infikovanych ve véku 14 dni zacala vylu¢ovat mikroskopicky
detekovatelné mnozstvi oocyst od 5 DPI. Zatimco 7 denni mysi vylu¢ovaly oocysty
témét denn€ po dobu 10-14 dnt, u ostatnich vékovych kategorii bylo vylucovani
intermitentni s vyrazné krat$i patentni periodou (Graf 1).

Byl zaznamenan vyrazny rozdil v intenzit€ infekce mezi jednotlivymi vékovymi
kategoriemi. U mysi infikovanych ve stafi 7 dnl se intenzita infekce pohybovala
od 2 000 do 250 000 OPG, pii¢emz na zacatku infekce byly pozorovany vyssi
hodnoty OPG a od poloviny patentni periody doslo k postupnému snizovani OPG.
U 14 dni starych mysi a u 8 tydna starych mysi byly oocysty detekovany pouze
velmi sporadicky. Intenzita infekce se pohybovala od 2 000 do 20 000 OPG u 14 dni
starych mysi a od 2 000do 4 000 OPG u 8 tydnu starych mysi. U skupiny 14 dennich
a 8 tydennich mysi nebyly v pribéhu experimentu pozorovany zadné klinické
pfiznaky kryptosporidiézy. U mysi infikovanych ve v€ku 7 dnd byla v prvnim
tydnu po infekei pozorovana zména konzistence trusu oproti kontrolnim jedincim
bez infekce. Trus infikovanych mysi mél fid$i konzistenci, nicméné v zadném

zZ ptipadil se nejednalo o vodnaty prijem.

5.1.2 Pribéh infekce u Cryptosporidium proliferans

Vysetieni trusu BALB/c mysi infikovanych C. proliferans prokazalo ptitomnost
oocyst pouzitych k infekci u vSech experimentalnich zvifat od 10 DPI u mysi
infikovanych ve staii 7 dni, zatimco mysi infikované ve staii 14 dni a 8 tydnii zacaly
vylucovat detekovatelné mnozstvi oocyst diive a to od 7 DPI. Byly zjistény rozdily
v délce patentni periody. Zatimco mysi infikované ve stafi 8 tydnl pfestaly
vylucovat oocysty mezi 13—-15 DPI, mysi infikované ve staii 14 a 7 dnu piestaly
vyluc¢ovat mezi 13-21 DPI (Graf 2). Nebyly zjistény vyznamné rozdily v intenzité

infekce mezi jednotlivymi vékovymi skupinami. Intenzita infekce se u vsech skupin
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pohybovala v rozmezi 4 000 az 60 000 OPG. Zidna z inokulovanych mysi
nevykazovala klinické pfiznaky kryptosporidiozy.
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Graf 1. Prub¢h infekce u C. parvum. (A) 7 dni staré¢ BALB/c mysi; (B) 14 dni staré
BALB/c mysi; (C) 8 tydnt staré¢ BALB/c mysi. Vybarveny ¢tvereéek znazornuje
mikroskopickou detekci oocyst. Prazdné misto v grafu znamena, Ze nebyly
mikroskopicky detekovany Zadné oocysty.
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Graf 2. Prubé¢h infekce u C. proliferans. (A) 7 dni staré BALB/c mysi; (B)14 dni
star¢ BALB/c mysi; (C) 8 tydnd star¢ BALB/c mysi. Vybarveny cCtvereéek
znézornuje mikroskopickou detekci oocyst. Prazdné misto v grafu znamena, Ze
nebyly mikroskopicky detekovany zadné oocysty.
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5.1.3 Prubéh infekce u Cryptosporidium baileyi a Cryptosporidium andersoni
U zadné z BALB/c mysi inokulovanych suspenzi oocyst C. baileyi nebo
C. andersoni nebyly v trusu detekovany oocysty kryptosporidii béhem celého

experimentu. Zadna z inokulovanych mysi nevykazovala klinické ptiznaky
kryptosporidiozy.

5.2 Vyvaoj protilatkové odpovédi

V odebranych sérech vSech mysi se v rizném case po infekci stanovovaly
hladiny specifickych protilatek 1gG (Graf 3). Hladiny imunoglobulind urcuji
protilatkovou odpovéd’ na ptitomnost kryptosporidiové infekce. Pro stanoveni
protilatek byla pouzita metoda ELISA (viz 4.6.2). VSechny kontrolni mysi byly
sérologicky negativni. Byla zaznamendna zkiizena pozitivni reaktivita mysi
infikovanych C. parvum na korpuskularni antigen C. proliferans, ale tato reaktivita
nebyla nijak vyrazna. U jinych druhii kryptosporidii nebyla zkiizena reaktivita

detekovana.

5.2.1 Vyvoj protilatkové odpovédi u Cryptosporidium parvum

Pti testovani sér mysi infikovanych C. parvum doslo k rozvoji protilatkové
imunity u vSech v€kovych skupin. Prvni zachyt pfitomnosti IgG protilatek byl
zaznamenan 14 DPI. Maximalni hodnoty, index pozitivity 2,0-2,2, byly
pozorovany 28 DPI. Od tohoto dne doslo u vSech vékovych skupin k poklesu
IgG protilatek. U 14 dni starych mysi a u 8 tydnt starych mysi protilatkova
odpovéd’ klesla velmi prudce, kdy u 14 dennich mysi klesala na hranici indexu
pozitivity. Naopak u 7 dni starych mysi imunitni odpovéd’ klesala velmi pozvolna
a k hrani¢nimu indexu pozitivity se ptiblizila az 70 DPI (Graf 3). Jak je také z grafu
3 patrné, hladiny specifickych protilatek IgG byly zvySené u vSech mysi, ackoli
u nekterych nebyly mikroskopicky detekovany oocysty. U zddného ze zvitat nebyly
detekovany IgM protilatky.

5.2.2 Vyvoj protilatkové odpovédi u Cryptosporidium proliferans

Hladina protilatek u mysi infikovanych C. proliferans nebyla tak vyrazna jako
umysi infikovanych C. parvum. Hodnoty se pohybovaly v hrani¢nim indexu
pozitivity. Pfestoze u vétSiny mySi byly mikroskopicky detekovany oocysty
a intenzita infekce byla u vSech vékovych skupin vyraznd, protilatkova odpoved’
nebyla detekovana vyjma hrani¢niho zachytu IgG protilatek 14 DPI u mysi
infikovanych ve stafi 14 dna (Graf 3).
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523 Vyvoj protilatkové odpovédi u  Cryptosporidium  baileyi
a Cryptosporidium andersoni

U mysi inokulovanych druhy C. baileyi a C. andersoni nebyl zaznamenan zadny

vyvoj protilatkové imunitni odpovédi, ktery by se projevil pfitomnosti IgM a IgG

protilatek v séru inokulovanych mysi (Graf 3).

5.3 ZKkftiZena reakce protilatek na riizné korpuskularni antigeny

Z vysledkli nasi prace je patrné, ze IgG protilatky vytvofené proti infekci
vyvolané druhem C. parvum zkiizen¢ nereagovaly na korpuskularni antigeny
C. andersoni a C. baileyi. U skupiny mysi infikovanych druhem C. parvum ve stafi
8 tydni byla 14 a 28 DPI zjisténa zkiizena reakce protilatek s korpuskuldrnim
antigenem C. proliferans (Graf 3). Zatimco pii pouziti C. parvum jako
korpuskularniho antigenu jsme naméfili index pozitivity v hodnotach 1,6 a 2,3, pfi
pouziti C. proliferans jako korpuskularniho antigenu byly hodnoty 1,25 a 1,33.

U zvifat infikovanych C. proliferans byla 14 DPl zaznamenana ojedinéla
zkiizena reakce na korpuskularni antigenem C. parvum, ptestoze ani IgG ani IgM

protilatky nebyly detekovany pii pouziti C. proliferans korpuskularniho antigenu.
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Graf 3. Pritomnost specifickych IgG protilatek u riznych vékovych kategorii BALB/c mysi infikovanych druhy C. parvum, C. proliferans, C. andersoni a C. baileyi v zavislosti na pouzitém
korpuskularnim antigenu. Sedy pruh znazorfiuje hraniéni hodnoty (0,8-1,2) indexu pozitivity. Hodnoty vypoéteny jako primér hodnot ziskanych ze tii zvitat v kazdy ¢asovy interval.
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6 Diskuse

Kryptosporidiové infekce a kryptosporidioza jsou ¢astym onemocnénim volné
zijicich, hospodaisky a zajmove chovanych zvifat a ¢lovéka (Caccido a Widmer
2014). Clovék, stejné jako vétsina dosud popsanych hostitelt kryptosporidii, miize
byt parazitovan celou fadou druht a genotypu kryptosporidii (Cama et al. 2007;
2008; Gatei et al. 2006; Leoni et al. 2006; Muthusamy et al. 2006; Pedraza-Diaz et
al. 2001; Tumwine et al. 2003). S ohledem na ¢asty vyskyt oocyst kryptosporidii
v kontaminované vodé a potravé (Caccio a Widmer 2014; Fayer a Xiao 2008),
se hostitel béhem svého Zivota setkava nejen s druhy a genotypy kryptosporidii,
které jsou pro n€ho infekéni, ale i s kryptosporidiemi, které jsou adaptovany na jiné
hostitele (Fayer a Xiao 2008). Tato prace je zaméfena na vyvoj zkiizené
protilatkové imunitni odpovédi hostitele, inbrednich mysi BALB/c, na infekci
druhy s odlisnym hostitelskym spektrem a lokalizaci v travicim traktu hostitele.

Cryptosporidium parvum je druh se Sirokou hostitelskou specifitou (Fayer a
Xiao 2008). Infekce timto druhem byly popsany u vice nez stovky Zivodisnych
druhii. Zatimco u typického hostitele, kterym je skot, se tento druh vyznacuje
veékovou specifitou, u voln¢ zijicich druhti zvitat a u ¢lovéka nebyla tato vékova
preference pozorovana (Cama et al. 2008; Li et al. 2020; Mosier et al. 1992;
Wagnerova et al. 2016). Prabéh infekce u BALBL/c mysi v této studii odpovida
dfive uvedenym vysledkiim Ahmadian et al. (2016) a vnimavost rtiznych vékovych
skupin BABL/c mysi je obdobna jako je tomu u skotu. Telata do dvou mésict staii
a mySata do 14 dnu stafi jsou vnimava k infekci C. parvum, zatimco u starSich
zvitat, skotu i mysi, se infekce objevuje jen ojedinéle (Mosier et al. 1992).
Naopak v ptipad¢ lidskych infekci vyvolanych druhem C. parvum se s vékovou
specifitou jako takovou nesetkavame (Cama et al. 2008). Je pravdou, Ze déti jsou
k infekci vnimavéjsi, ale infekce u dospélych osob neni vyjimkou (Cox et al. 2005;
Priest et al. 2006). Cama et al. (2008) detekovali opakované infekce lidi
kryptosporidiemi, pficemz opakovana infekce byla zptisobena stejnym nebo jinym
druhem kryptosporidie.

Obdobn¢ je tomu i u infekci zpisobenych zalude¢nimi kryptosporidiemi jako
jsou druhy C. proliferans a C. andersoni. V této praci ani v predchozich studiich
nebyla zaznamenana vékova specifita (Kvac et al. 2007; 2009; Nguyen et al. 2007).

Pribéh infekce vyvolany druhem C. proliferans u mysi odpovida diive publikovany
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udajum (Kvag et al. 2016). Zatimco C. proliferans je druh adaptovany na hlodavce,
druh C. andersoni je hostitelsky specificky pro skot (Lindsay et al. 2000).
Piestoze C. andersoni bylo experimentalné pieneseno na nékteré hlodavce (Kvac
et al. 2007; 2007; Wang et al. 2008), BALB/c mysi jsou v souladu s vysledky
Jalovecké (2009) k infekei timto druhem nevnimavé.

Cryptosporidium baileyi je druh adaptovany na ptaky (Current et al. 1986).
vyvojovy cyklus v savcich, respektive v naSem ptipadé v BALB/c mysich (Current
et al. 1986).

Ptitomnost protilatek zejména tiidy IgG proti kryptosporidiim v séru jedince
nemusi nutn€ znamenat probihajici infekci, ale spiSe ukazuje, Ze se jedinec béhem
Zivota s kryptosporidiemi setkal a byl jimi infikovan (Fayer a Xiao 2008).
Pfedchozi studie ukazaly zna¢nou variabilitu séroprevalence v populaci lidi i zvitat
v zavislosti na véku, opakované expozici a prostiedi, ve kterém jedinec zije (Groves
et al. 1994). Procento sérologicky pozitivnich jedinci v populaci se obecné zvysuje
s rostoucim vékem (Frost et al. 1998; 2004; Kutsyna 2020; Painter et al. 2016; Zu
et al. 1994). Soucasné s tim bylo zjisténo, Zze vyss$i hladiny protilatek jsou
detekovany u starSich osob a jedinctl, ktefi kryptosporidiové infekce prodélali
(Priest et al. 2006).

IgM protilatky jsou tvofeny na pocatku infekce. Pfi experimentélnich infekcich
u lidskych dobrovolniku a telat druhem C. parvum doslo ke zvyseni IgM protilatek
v prvnim tydnu po infekci (Okhuysen et al. 1998; Peeters et al. 1992). Zatimco
u lidi doslo k rychlému vymizeni IgM protilatek ze séra, u telat byly detekované
IgM protilatky od 5 DPI a dosahly vrcholu 14 DPI. Obdobné vysledky byly zjistény
I v dal$ich pracich (Hill et al. 1990; Ungar et al. 1986). V rozporu s vyse uvedenymi
studiemi, jsme v naSi praci nedetekovali pritomnost IgM protilatek u zadné
z experimentalnich skupin. Absence IgM protilatek v nasi studii muze byt
zpisobena zvolenymi intervaly vySetfeni. Je mozné, ze doslo k vymizeni IgM
protilatek béhem prvniho tydne po infekci, tedy pfed nami stanovenym prvnim
vySetienim.

Ve shodé¢ s diive publikovanymi vysledky jsme u mysi infikovanych C. parvum
pozorovali postupny narist IgG protilatek v pribéhu infekce. Béhem infekce
se hladiny IgG protilatek s rostouci intenzitou infekce zvysSuji a po vyléCeni opét

klesaji (Ungar et al. 1986). Na rozdil od piedchozich studii popisujicich vyvoj
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produkce IgG protilatek v zavislosti na véku hostitele (Cama et al. 2008; Cox et al.
2005; Priest et al. 2006), nase studie neukazala zadny rozdil v titru IgG protilatek
mezi vékovymi skupinami BALB/c mysi infikovanych druhem C. parvum.
Tento rozdil lze vysvétlit tim, ze v nasi studii byly vSechny vékové skupiny
infikovany, zatimco v ptirodé nebo v lidské populaci dochazi k postupnému
promotovani populace. Také jsme u téchto skupin zvitat nezaznamenali rozdil
Vv protilatkové imunitni odpovédi v zavislosti na intenzité infekce a klinickych
projevech onemocnéni, cozje Vv souladu se zjisténim Okhuysen et al. (1998).
Vsechny mysi experimentalné infikované druhem C. parvum byly séropozitivni na
piitomnost IgG protilatek. Tyto vysledky odpovidaji zjisténim Masatani et al.
(2018), kdy tito autoti detekovali 95,2% séropozitivu u telat ve staii 3—5 mésict a
98,4% u skotu star§iho 12 mésicii. Tuto shodu lze vysvétlit vysokou promofenosti
jedinct. V ramci nas$i studie byli infikovani vSichni jedinci a u skotu je obecné
znama 90-100 % kumulativni prevalence (Masatani et al. 2018). Obdobné vysoka
séropozitivita (74-85%) byla detekovana i u domacich a zdivocelych kocek,
ptestoze pocet koprologicky pozitivnich zvitat byl vyrazné niz§i (Mtambo et al.
1995; Tzipori a Campbell 1981). Je tieba zminit, Ze pfitomnost IgG specifickych
protilatek u mysi infikovanych druhem C. parvum byla prokazana pfi pouziti
antigenu pochazejictho z oocyst C.parvum. V pfipad¢, Ze jsme v této praci
jako antigen pouzili oocysty jinych druhti kryptosporidii, vyjma ojedinélého
mirného zvyseni pti pouziti antigenu C. proliferans, nebyly IgG protilatky proti
C. parvum detekovany. Tyto vysledky jsou ve shodé s praci Naciri et al. (1994).
V praci téchto autorii byla testovana zkiiZzena reaktivita mezi antigeny C. parvum
a C. baileyi u kutat infikovanych obéma druhy. Studie prokazala ptitomnost IgG
protilatek proti C. baileyi pii pouziti C. baileyi antigenu od 7-8 dne po infekci,
zatimco pii pouziti C. parvum antigenu nedoslo k signifikantnimu prokazani
ptritomnosti protilatek. Také vysledky studie, pii které byl pouzit 17-a 27-kDa
antigen C. parvum k detekci 1gG protilatek u osob piirozen¢ infikovanych druhy
C. parvum, C. felis, C. meleagridis a C. hominis, ukazaly, ze procento séropozitivné
testovanych osob s prokazanou infekci se lisilo (Priest et al. 2006). Naptiklad 1gG
protilatky byly detekovany pouze u ~ 60 % jedinct infikovanych riznymi subtypy
C. hominis. Vysledky nasi a pfedchozich studii naznacuji, ze zkiizena reakce se
muze vyskytovat u fylogeneticky pfibuznych druhi kryptosporidii. Zatimco druhy

C. parvum, C. meleagridis nebo C. hominis jsou si blizce piibuzné (Morgan-Ryan
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et al. 2002; Peng et al. 1997; Pieniazek et al. 1999; Xiao et al. 2001) a protilatky
vytvorené proti nim spolu zktizené reaguji, u druhti fylogeneticky vzdalenych jako
je C. parvum a C. baileyi nebo C. parvum aC. proliferans zktizenou reakci
nevytvari.

Neptitomnost specifickych protilatek proti inokulu vS§ak nemusi nutné znamenat,
ze k infekci nebo pokusu o infekci hostitele nedoslo. Vysledky nasi prace ukazuji,
7e vSechna zvifata vSech vékovych kategorii infikovanych druhem C. proliferans
prodéla infekci. Pfesto jsme az na vyjimKky nezaznamenali zvySenou piitomnost
specifickych IgG protilatek v séru. Také studie na dobrovolnicich infikovanych
druhem C. muris ukazala, ze vétsina dobrovolniki si nevytvofila specifické IgM
ani IgG protilatky, piestoze infekce u nich prokazatelné probéhla (Chappell et al.
2015). Jalovecka (2009) prokazala, ze oocysty C. andersoni excystuji v zaludku
mySi a uvolnéni sporozoiti se pokusi hostitele nakazit. Prestoze nedojde
k dokonéeni vyvojového cyklu, probéhla faze internalizace sporozoiti na
hostitelskou buiiku, kterd je dostatecna k aktivaci bunécné imunity, je identicka
s odpovédi mysi infikovanych druhem C. proliferans, ktery v mysi dokoncuje sviij
vyvoj.

Ve studii Hornok et al. (1998) bylo prokdzéano, Ze u slepic kura doméaciho
infikovanych druhem C. baileyi dojde k vytvoteni specifické protilatkové odpovédi
s prvni detekei IgG protilatek 12 DPI. V nasem experimentu jsme nezaznamenali
piitomnost IgG a IgM protilatek u mysi inokulovanych C. baileyi. Jejich absence
je pravdépodobné zaptisobena tim, ze C. baileyi je druh hostitelsky adaptovany
na ptaky a nedochazi k infekci epitelu savciho hostitele a k nasledné odpovédi
imunitniho systému. Do uvahy by bylo moZzné vzit i predpoklad, ze stejné
jako v pripadé¢ C. proliferans a C. andersoni nedoslo k vyvoji protilatkové imunitni
odpovédi. Nicméné vzhledem k tomu, ze C. baileyi u svych pfirozenych hostitelt
aktivuje protilatkovou imunitni odpovéd” (Hornok et al. 1998; Naciri et al. 1994),
k infekci epitelu nespecifického hostitele a tim nebyla aktivovana protilatkova
imunitni odpoveéd’. Pro ovéfeni této hypotézy je tieba provést dalsi experimentalni

studie.
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[ Zavér

Vysledky této prace ukazaly, Ze nedochazi ke zktizené protilatkové imunitni
odpovédi mezi jednotlivymi druhy kryptosporidii — C. parvum, C. proliferans, C.
andersoni a C. baileyi. Pti vySetfeni hostitele na pfitomnost specifickych protilatek
proti kryptosporidiim je tedy tieba brat do uvahy druh a genotyp kryptosporidii,
kterym muze byt hostitel parazitovan. V pfipad¢ pouziti antigenu, ktery nereaguje
S prisluSnymi protilatkami mize dojit k falesné negativnim vysledktim.

Dale jsme zjistili, ze v pfipadé infekce naivniho hostitele druhem C. parvum neni
prabéh protilatkové imunitni odpovédi a mnozstvi produkovanych IgG protilatek
ovlivnén vékem a priab&éhem infekce.

Zajimavym zjisténim také je, ze zaludecni kryptosporidie savcli nestimuluji
protilaitkovou imunitni odpoveéd’, ackoliv byl hostitel parazitovan, coz bylo

prokazano mikroskopickou detekei oocyst Vv trusu.
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8 Seznam zkratek

Ab — Antibody, protilatka

AIDS — Acquired Immune Deficiency Syndrome, syndrom ziskaného selhani
imunity

APC — Antigen presenting cells, antigen prezentujici bunky

BALB/c — kmen imunokompetentnich imbrednich mysi

BCR — B-cell receptor, B-bunéény receptor

BOFES — Bovine fetal serum, hovézi fetalni sérum

CD - cluster of differentiation, oznaceni povrchovych znakl bun¢k

dH20 — deionizovana voda

DPI — days post-infection, dny po infekci

ELISA — Enzyme-linked immunosorbent assay, enzymové vazana imunosorb¢ni
esej

GIT — gastrointestinalni trakt

IEL — intraepiteliarni lymfocyty

IFN — Interferon

IgA — Imunoglobulin A

IgD — Imunoglobulin D

IgE — Imunoglobulin E

19G — Imunoglobulin G

IgM — Imunoglobulin M

IL — Interleukin

kDa — Kilodalton

MHC — Major histocompatibility complex, hlavni histokompatibilni komplex
NK — Natural killer cell

OPD - O-fenylendiamin

OPG — oocysts per gram, pocet oocyst v gramu trusu

PBS — Phosphate Buffered Saline, fosfatovy pufr

SCID - severe combined immunodeficiency, tézka kombinovana imunodeficience
TCR — T-cell receptor, T-bunécny receptor

T-PBS — Phosphate Buffered Saline + Tween
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