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Abstrakt

V této praci jsme zkoumali vliv teploty a pH na excystaci Zalude¢nich kryptosporidii
u savcu. Pro ucely dosazeni cili prace byly pouzity oocysty Cryptosporidium ander-
soni izolat MV ziskany z piirozené infikované kravy bez trzni produkce mléka. Zivo-
taschopnost oocyst byla stanovena barvenim pomoci propidium jodidu (PI). Prvnim
zkoumanym faktorem byla teplota. Oocysty skladované v dH>O byly zahiivané ve
vodni 1azni na teploty od 32 do 44 °C po dobu 5, 15 a 30 minut. Se vzrustajici teplotou
a prodluzujicim se ¢asem jsme pozorovali vys$§i procento excystovanych oocyst. Nej-
vice oocyst excystovalo pfi teploté 40 °C zahtivané po dobu 30 minut. Dale se schop-
nost excystace oocyst zkoumala v roztocich o rizném pH (2-9), které byly zahtivané
ve vodni l4zni na 40 °C. Optimalni pH pro excystaci se pohybuje v rozmezi 6 az 7.
Nicméné i pti niz8ich hodnotach excystuje dostate¢né mnozstvi oocyst, které jsou po-

ttebné pro vyvolani infekce.

Kli¢ova slova: Cryptosporidium andersoni, pH, teplota, ¢as, pfezvykavci, excystace



Abstract

In this study, we investigated the effects of temperature and pH on the excystation of
gastric Cryptosporidium of mammals. Oocysts of Cryptosporiidum andersoni, obta-
ined from a naturally infected cow, were used in this study. Oocyst viability was de-
termined by propidium iodide staining (PI). The first factor studied was temperature.
Oocysts stored in dH.O were incubated in water bath preheated to temperatures
between 32 and 44 °C for 5, 15, and 30 min. With increasing temperature and time,
we observed a higher percentage of excysted oocysts. Most oocysts excysted at 40 °C
and heating for 30 minutes. In addition, excystation of oocysts was also examined in
solutions with different pH values (in a range of 2-9) heated in a water bath at 40 °C.
The optimal pH for excysting is between 6 and 7; however, even at lower values,

enough oocysts excyst to cause infection.

Keywords: Cryptosporidium andersoni, pH, temperature, time, ruminants, excysta-

tion
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Uvod

Kryptosporidie jsou jednobunééné eukaryotni organismy spadajici do kmene Apicom-
plexa (Volf a Horak, 2007). Zastupci tohoto kmene patii do skupiny veterinarné velmi
zavaznych parazit, zptisobujicich celosvétové nakazy, kryptosporidiozy, u zvitat i lidi
(Current a Garcia, 1991). Zavaznost, prubéh a kone¢na faze infekce zavisi na druhu
parazita a na hostitelskych faktorech, kam mizeme zaradit napt. imunitni systém je-
dince nebo frekvenci expozice infikovaného jedince (Bouzid et al., 2013). Lokalizace
vyvojového cyklu kryptosporidii v hostiteli se miize liSit. Na zéklad¢ lokalizace roz-
délujeme kryptosporidie na dvé hlavni skupiny: pocetnéjsi skupina stievnich kryp-
tosporidii a méné pocetnad skupina kryptosporidii zalude¢nich, které maji afinitu ke
zlazam zalude¢ni sliznice (Tyzzer, 1907).

Excystace je prvni fazi vyvojového cyklu, pti které je parazit vystaven podmin-
kam v zaludku a Vv pfipadé¢ stfevnich druhli poté plsobeni pankreatickych enzymi
a ZluCovych soli. Vystaveni parazita témto podminkam ovliviiuje jeho excystaci (Fayer
et al., 1990). Dalsimi, velmi vyznamnymi faktory ovliviiujicimi excystaci jsou pH
a teplota. Teplota a pH maji krom¢ vlivu na excystaci také vyznamny vliv na zivota-
schopnost oocyst a sporozoitti. Do souc¢asné doby se témito vlivy zabyvalo velmi malo
studii, pfiCemz VéEtSina praci byla zaméfena na studium sttevnich druht a druhy para-
zitujici v Zaludku zustavaji dlouhodobé mimo zajem vyzkumnych tyma (Fayer a Leek,
1984; Curtiss et al., 2015).

Z tohoto dliivodu byla tato prace zaméfena na faktory ovliviiujici excystaci Zalu-

dec¢nich kryptosporidii ptezvykavcu.



1 Literarni prehled

1.1 Kryptosporidie

Kryptosporidie jsou jednobuné¢né eukaryotni organismy spadajici do kmene Apicom-
plexa (Volf a Horak, 2007). Jsou oznacovani jako obligatni gastrointestinalni apikom-
plexni paraziti, kteti mohou infikovat vétSinu vodnich zivocichti a v§echny suchozem-
ské obratlovce v¢etné ¢loveka (Bouzid et al., 2013). Zastupci tohoto kmene patii mezi
veterinarné velmi zavazné parazity. VétSina z nich jsou intracelularni paraziti, adapto-
vani na zivot uvnitt bunky (Volf a Horak, 2007).

Prvni zaznam o parazitech rodu Cryptosporidium se datuje na zacatek 20. stoleti.
Za popisem rodu stoji 1ékat Ernest Edward Tyzzer (1875-1965), ktery v roce 1907
popsal parazita ptichyceného na zaludec¢ni epitel laboratornich mysi a nazval jej Cryp-
tosporidium muris (Tyzzer, 1907). O tii roky pozdé&ji popsal Tyzzer parazita podrob-
né&ji. Nazvem Cryptosporidium byl oznacen novy rod a Cryptosporidium muris jako
typovy druh tohoto rodu (Tyzzer, 1910).

Nekolik desitek let po prvni Tyzzerové publikaci nebyl rod Cryptosporidium
uznan za diilezity, at’ uz po veterinarni, Iékatské ¢i ekonomické strance, a tudiz nepro-
bihaly zadné dalsi intenzivni studie. Ze strany veterinarni problematiky zacal stoupat
zajem o kryptosporidie az v 50. letech 20. stoleti, kdy byla popsana nakaza C. melea-
gridis u krat (Slavin, 1995). Dale byly hlaSeny nakazy kryptosporidiemi v souvislosti
s prujmy u telat v 70. letech 20. stoleti (Panciera et al., 1971; Meutin et al., 1974).

V dalsich letech byly zaznamenany kryptosporidiézy u lidi. V roce 1976 byly
popsany prvni ptipady kryptosporidiovych infekci u dvou pacientti. U obou osob byly
popsany tézké vodnaté priijmy a gastroenteritidy. Nemoc byla diagnostikovana stfevni
biopsii a mikroskopickym vySetfenim. Dalsi dva ptipady nakazy byly popsany v roce
1979 (Lasser et al., 1979 a Weisburger et al., 1979). Dale se zacaly objevovat publi-
kace o kryptosporidioze v chovech dobytka, ovci, prasat, krtt, ale i u hadd, opic, mor-
¢at nebo kralika (Fayer et al., 2008).

Historicky byly kryptosporidie popsany a rozdéleny na zakladé mista infekce,
morfologie oocyst a podle druhu hostitele. Lidské infekce byly pivodné definovany
jako C. parvum. To se vSak zménilo v 90. letech 20. stoleti, kdy byly definovany dva
genotypy. Genotyp 1 (neboli genotyp H), ptizpisobeny ¢lovéku a genotyp 2 (neboli
C) definovany pro skot. Diky pokroku v oblasti molekularnich metod byly popsany
nové druhy a v roce 2002 byl genotyp 1 popsan jako C. hominnis (Nader et al., 2019).



Nasledné molekularni studie rozsitily mnozstvi platnych druhti na soucasnych 49
(Ryan et al., 2021; Kva¢ et al., 2016; Prediger et al., 2021) a desitky genotypu, které
kvuli absenci biologickych charakteristik nemohou byt za platné druhy popsany, pies-

toze je velmi pravdépodobné, ze vétSina z nich uz samostatné druhy predstavuje.

1.2 Kryptosporidioza

Kryptosporidie jsou schopné zpusobit jak sporadicka onemocnéni, tak i rozsahlé epi-
demie, které se mohou pienaset vodou nebo potravinami (Zahedi a Ryan, 2020). K na-
kaze kryptosporidiemi mtze dojit piimou i nepfimou cestou. K pfimému pienosu na-
kazy dochdzi fekalné-oralni cestou od infikovaného hostitele. MiiZze dojit k pfenosu ze
zvitete na zvife, ze zvifete na ¢lovéka (zoonoticka ndkaza), ale stejné tak z ¢loveka na
zvite nebo z ¢loveéka na cloveéka (antroponotické nakaza). Nakazy pirenasené z cloveka
na Cloveka byly popsany v ptipadée styku osob v ohniscich, napt. v rodinach (Glaber-
man et al., 2002).

Zoonotické nakazy byly popsany v pripadech styku ¢lovéka s nakazenym zvite-
tem. Dtikazy o zoonotickém pienosu kryptosporidii zahrnuji vyzkumniky a veterinarni
studenty, kteti byli v kontaktu nejcastéji s nakazenymi telaty, ale i s dalsimi zvifaty
(Bouzid et al., 2013). Bylo zjisténo, ze kmeny zpusobujici onemocnéni byly shodné
jak u zvitat, tak i u lidi (Bouzid et al., 2013). Pti nepfimém pienosu nakazy dochazi ke
kontaktu s materialem, ktery je kontaminovany kryptosporidiemi, jako napt. jidlo nebo
odévy (Bouzid et al., 2013). Dals§im $ifenim nakazy mize byt kontaminace zivotniho
prostedi fekaliemi nebo kejdou, vétsinou po silnych destich (Hayes et al., 1989).

Mechanickym vektorem pro pienos oocyst mize byt i hmyz. Prokazalo se, Ze sy-
nantropni mouchy a brouci jsou schopni transportovat oocysty kryptosporidii (Conn
et al., 2007). Cetné studie dale prokazaly, ze zdrojem kryptosporidii mohou byt riizni
sladkovodni a moisti plzi, ktefi jsou schopni pozirat a pfenaSet oocysty (Robertson,
2007). Na tuto studii navazal experiment, jehoz vysledkem bylo, Ze atlan$ti moisti
krabi mohou byt také zdrojem nakazy (Xiao, 2010).

V lidské populaci je kryptosporididza zpiisobena prevazné antroponickym dru-
hem C. hominis nebo zoonotickym druhem C. parvum. V zavislosti na kombinaci
mnoha variant onemocnéni mize byt zavaznost symptomu rtizna (Morris et al., 2019).

U imunokompetentnich jedincti mize probihat bezpiiznakové (asi 30 % jedinci), ale
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ve vetsiné piipadl se objevuji typické klinické pfiznaky s charakteristickymi vodna-
tymi prijmy, které jsou doprovazené bolestmi biicha. Dal§imi ptiznaky jsou zvySena
teplota, nevolnost, zvraceni nebo onemocnéni muze byt doprovazeno nespecifickymi
ptiznaky jako je bolest svald, hlavy, malatnost, slabost a anorexie (Current et al.,
1991). Zavaznost, prub¢h a koneéna faze infekce zavisi na druhu parazita a na hosti-
telskych faktorech, kam mtizeme zatradit napf. imunitni systém jedince nebo frekvenci
expozice infikovaného jedince (Bouzid et al., 2013). Imunodeficitni jedinci jsou ohro-
zeni na zivoté a v disledku silnych a dlouhotrvajicich prijmt miize byt prubéh kryp-
tosporidiozy letalni (Kvac et al., 2016).

V soucasné dob¢ neexistuje zadna ucinna terapie ¢i vakcina proti kryptosporidi-
6ze (Ryan et al., 2016). Americky ufad pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA) schvalil
nitazoxanid jako 1€k pro 1é¢bu kryptosporididzy. Tento 1ék zmirnil prijem a snizil
umrtnost nakazenych pacienti ve vazném stavu (Davies a Chlamers, 2009; Gargala,
2008). Ukazalo se ovSem, Ze tento 1€k neni ucinny u pacientti s oslabenou imunitou

nebo u ohrozenych podvyzivenych déti (Amadi et al., 2009).

1.3 Hostitelska a tkanova specifita

Kryptosporidie jsou obligatni gastrointestinalni paraziti, avSak v laboratornich pod-
minkach byla hlasena i volné zijici stadia. VétSinu zivin zachycuji z téla hostitele
a energii, pro fungovani svého metabolismu, si vyrabi pfedev§im glykolyzou. Jejich
oocysty jsou schopné ptezivat az mésice ve vlhkém prostiedi a odoldvaji dezinfekci
chlorem. Z druhd, které jsou infek¢ni pro lidskou populaci, ptrevladaji C. parvum
a C. hominnis (Chalmers et al., 2019). Mezi druhy kryptosporidii, které byly jen zfidka
nalezeny u Clovéka fadime C. baileyi, C. muris, C. andersoni a dalsi (Nader et al.,
2019).

Nejcastéjsi infekce jsou diagnostikovany u novorozenych zvirat. Mlad’ata se mo-
hou nakazit oocystami kratce po narozeni a za¢nou je vylucovat (Thomson et al.,
2019). Nejvyssi mira infekce byla zaznamendna u zvitat starych 1-3 tydny (Santin et
al., 2004; 2007; 2008).

V posledni dobé zna¢né narostl pocet zprav o kryptosporidiovych infekcich
u volné zijicich ptakili, zejména u bylozravého vodniho ptactva a nastavaji tak obavy
z infekci domacich zvitat/lidi, kteti se vyskytuji v blizkosti ptacich biotopti (Wang et

al., 2021). Specifické ptac¢i druhy jsou &tyfi: C. meleagridis, C. baileyi, C. galli
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a C. ornithophilus (diive identifikovany jako ptaéi genotyp II) (Current et al. 1986;
Holubova et al. 2020; Wang et al., 2017; Xiao et al., 2004). Zajimavé je, ze C. melea-
gridis bylo nalezeno u lidi v tlustém a tenkém stievé. V souvislosti s enteritidou a na-
slednou mortalitou je povazovano za tieti nejbézné&jsi druh zpuasobujici lidskou kryp-
tosporidiozu (Pagés-Manté et al., 2007; Slavin 1955; Xiao a Fayer, 2008). Ackoli je
C. parvum specifické pro savce, bylo ziidka detekovano u volné Zzijicich labuti zp&v-
nych a st€hovavych hus kanadskych (Graczyk et al., 1998; Wang et al., 2019).

Kryptosporidie infek¢ni pro skot jsou C. andersoni, C. parvum, C. ryanae
a C. bovis (Fayer a Xiao., 2008). Onemocnéni spojené s témito druhy probihaji vétsi-
nou asymptomaticky (Santin, 2020). Rada zvefejnénych publikaci také uvadi, Ze celo-
svétovy vyskyt téchto druhti je ovlivnény i v€kem skotu. C. andersoni se nejéastéji
popisuje u roénich telat a dosp€lého skotu, C. bovis a C. ryanae se vyskytuje nejcastéji
u telat po odstavu a C. parvum pievlada u sajicich telat (Santin, 2020; Santin et al.,
2008; Fayer et al., 2006; Feltus et al., 2008; Smith et al., 2014; Wang et al., 2020).
Ovsem Spanélska studie uvadi, Zze C. parvum je nejrozsifencjsi u vSech vékovych ka-
tegorii, C. andersoni pievazuje u jalovic a dospélého skotu a druhy C. bovis
a C. ryanae nebyly definovany (Castro-Hermida et al., 2006; 2007; 2011). Tyto rozdily
jsou pravdépodobné zptsobeny rozdilnou geografickou oblasti, odliSnymi zvifecimi
praktikami a metodologii (Feng et al., 2007; Qi et al., 2015). Mezi nimi bylo stanoveno
C. andersoni jako prevladajici druh u dobytka zejména v Cing (Wang et al., 2011).
Onemocnéni je spojeno se sniZenou dojivosti, niZs§i vyuZitelnosti krmiva, tim padem
i se snizenym piirtistkem a s gastritidami (Wang et al., 2011). Oocysty C. andersoni
byly mezitim objeveny i u lidi (Checkley et al., 2015; Wang et al., 2017).

Hostitelska specifita je odlisna v zavislosti na druhu a kmeni kryptosporidie. Jed-
notlivé kmeny C. muris a C. andersoni byly popsany podle polymorfismii malé ribozo-
malni podjednotky (SSU) a rozdila v patogenite, prubéhu infekce a hostitelské speci-
fit¢. Napiiklad C. muris RN66 (referen¢ni kmen) se 1i§i od japonského genotypu
C. muris Kawatabi (Hikosaka a Makai., 2005; Murakoshi et al., 2013). Podobn¢ je
tomu u kmene C. andersoni, kdy pouze C. andersoni Kawatabi je infekéni pro mys
domaéci (Kvac et al., 2016).

Primarni mista infekce jsou rozdilnd, v zavislosti na druhu kryptosporidii. Vét-
Sina druht kryptosporidii je lokalizovana ve stfevech svych hostitelti. Tenké stievo je

jednou z nejcastéji parazitovanych ¢asti zazivaci soustavy a je osidlovano napiiklad
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druhy C. parvum a C. hominis. Slepé stievo nebyva ¢astym mistem vyskytu kryptospo-
ridii. Tato Cast stieva je primarné osidlovana Cryptosporidium chipmunk genotyp I.
TaktéZ tlusté stievo neni ¢astym mistem, kde by se kryptosporidie hojné vyskytovaly.
Ze znamych druhi osidluje tlusté stfevo jen nékolik z nich, napi. C. occultus, nebo
C. scrofarum (Ryan et al., 2021). Mensi skupina kryptosporidii je pfizptisobena vyvoji
ve zlazach zlaznatého zaludku. Typickymi zastupci této skupiny je C. andersoni,
C. muris nebo C. proliferans (Fayer a Xiao, 2008; Kvac et al., 2016). V n¢kterych
piipadech u zvifat nebo u lidi s oslabenym imunitnim systémem byly popsany pitipady,
kdy byly kryptosporidie nalezeny extraintestinaln¢ (Fleta et al., 1995). Cryptospo-
ridium baileyi je druh parazitujici primarné v tenkém stfevé, ale parazituje i v dalSich

Castech stieva, kloace a mize pfirozené infikovat i dychaci cesty.

1.4 Vyvojovy cyklus

Organismy rodu Cryptosporidium fadime mezi typické parazity gastrointestinalniho
traktu. Prilezitostné mohou postihovat i jiné organy, jako napft. plice nebo zlucové
cesty (Chen et al., 2002). Na zakladé podobnosti vyvojového cyklu mezi kryptospo-
ridiemi a kokcidiemi byly kryptosporidie dlouhou dobu zatazovany mezi kokcidie (Fa-
yer et al., 2008). Az za pomoci molekularnich metod byla tato podobnost vyvracena.
Naopak byla molekularni analyzou prokazana podobnost mezi kryptosporidiemi a gre-
garinami (Carreno et al., 1999).

Zivotni cyklus kryptosporidii obsahuje pohlavni i nepohlavni stadia a vrcholi vy-
lu€ovanim oocyst se stolici z téla hostitele ven. Kazda oocysta obsahuje Ctyfi infekéni
sporozoity (Nader et al., 2019). Prepatentni obdobi, tedy doba od pozieni infek¢nich
oocyst po vylouceni nové generace oocyst zavisi na hostiteli, druhu/genotypu kryp-
tosporidie a na infek¢éni davee (Hijjawi et al., 2002). Prepatentni obdobi se pohybuje
v rozmezi 3-24 dni a inkubaéni doba trva zhruba 57 dni (Fayer et al., 2005). Vlastni
doba vylucovani oocyst do vn¢jsiho prostiedi (patentni perioda) nejcasteji trva 1-20

dni, coz také zavisi na vlivu riznych faktora (hostitel, druh aj.) (Hijjawi et al., 2002).

Vyvojovy cyklus kryptosporidii miizeme rozdélit do Sesti hlavnich fazi:
1. Excystace (uvolnéni infekénich sporozoitit)
2. Merogonie (nepohlavni mnozeni v hostitelskych buikéch)

3. Gametogonie (tvorba makro- a mikrogamet)
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4. Oplodnéni (splynuti mikro- a makrogamety)
5. Tvorba stény oocyst (slouzi k odolnosti parazita vic¢i zivotnimu prostiedi
a diky tomu je schopen pfenosu infekce mezi jedinci)

6. Sporogonie (tvorba infek¢nich sporozoitii) (Current et al., 1991)
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v hostiteli -~ >

— ™
@ ®) ) —— W | - tyeu
| (=——h \ '
w

Meronti

i l ./ Merozoit
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Obrazek 1 - Vyvojovy cyklus Cryptosporidium spp. (Bouzid 2013, upraveno Hassan 2021) - upra-
veno

1.4.1 Excystace

Zivotni cyklus zaéina pozitim oocysty vhodnym hostitelem. Po priniku do téla nastava
excystace, kterd je klicova k zahajeni infekce. Na jednom pdlu dojde k otevieni
tzv. sutury a oocystu mohou opustit ¢tyfi infek¢éni sporozoiti (obrazek 1a) (Fayer et al.,
1990). Sporozoiti maji tvar pulmésice. V jejich apikalnim komplexu se nachazi
rhoptrie, mikronemy a denzni granula (O 'Hara a Chen, 2011). Mikronemy produkuji
protein, ktery hraje roli v pfilnuti k hostitelské buiice a rhoptrie se pravdépodobné po-
dili na tvorbé PVM (parasitophorous vacuole membrane = membrany parazitoforni
vakuoly), ve které je parazit uzavien a hraji roli pii invazi hostitelské bunky (obrazek
1c) (Spano et al., 1998; Soldati et al., 2001). V piipad¢ zaludecnich kryptosporidii je
parazit v PVM chranén pred nehostinnym prostiedim zaludku. Z hostitelské bunky je
mu dodavana energie a Ziviny prostfednictvim vyZivovaci organely, ktera je vytvofena

mezi parazitem a cytoplazmou hostitele (Tzipori a Ward, 2002). Denzni granula, ktera
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jsou ulozena po celé buiice, uvoliiuji po vytvoreni PVM sviij obsah a nasledné prav-
dépodobné modifikuji tuto strukturu, aby dopomohly napadnout buitku hostitele
(Tetley et al., 1998).

Pro prib¢h excystace je parazit vystaven pisobeni vnéjSich podminek v zaludku
a Vv pripadé stfevnich druhti poté ptisobeni pankreatickych enzymi a Zluovych soli.
Vystaveni parazita ttmto podminkam stimuluje jeho excystaci (Fayer et al., 1990).
Kromeé reakce na faktory, které spousti excystaci, musi byt oocysty schopné rozliSovat
mezi gastrointestinalnim traktem ptvodniho a nové infikovaného hostitele. Na rozdil
od kokcidii, které sporuluji po uvolnéni, se kryptosporidie uvolituji uz plné vysporu-
lované (Lindsay et al., 2000).

Ovsem ukazalo se, Ze sporozoiti mohou excystovat Vv teplych vodnych rozto-
cich, coz vysvétluje extraintestinalni infekce v mistech, jako napi. dychaci cesty, spo-
jivka oka aj. (Fayer et al., 1990). Uvniti struktury PVM se sporozoiti vyviji do dal$iho
stadia — trofozoitl (obrazek 1d). Ten se nasledné rozmnozuje nepohlavnim procesem

zvanym merogonie (Hassan et al., 2021).

1.4.2 Merogonie

V PVM se vyvinou trofozoiti, ktefi podstupuji nepohlavni rozmnozovani, tzv. mero-
gonii za vzniku meronti. Asexudlni replikace trofozoitd vede ke vzniku merontl
L. typu, ve kterych je obsazeno osm merozoitli (obrazek 1e). Tito merozoiti napadaji
v ptilehlé blizkosti dalsi hostitelské buiiky. Jednou z moznosti jejich vyvojového cyklu
je pfeména v dalsi meronty |. typu, coz zvySuje zavaznost infekce nebo druhou moz-
nosti je vyvin v meronty Il. typu, ve kterych jsou ulozeny ¢tyfi merozoiti (obrazek 1f)
(Bouzid et al., 2013). Misto toho, aby bylo vytvoieno vice merontd, iniciuji merozoiti
II. typu proces gametogonie, aby mohla byt dokon€ena sexualni faze vyvoje (Goebel

a Braendler, 1982).

1.4.3 Gametogonie a oplodnéni

Kazdy merozoit produkuje sam¢i sexualni reprodukéni stadia (tzv. mikrogamonti) (0b-
razek 1g) nebo samici sexudlni reprodukéni stadia (tzv makrogamonti; obrazek 1h)
(Goebel et al., 1982). Z makrogamontu vznika jednobuné¢ny makrogametocyt. Jader-
nym délenim mikrogamontli vznikne aZ 16 mikrogamet, které se uvolni z PVM a dale

lokalizuji a oplodni tento makrogametocyt, coz vede ke vzniku zygoty (obrazek 11i).
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Diploidni zygota podstupuje proces podobny meidze, tzv. sporogonii (obrazek 1j)
(Current et al., 1986).

1.4.4 Tvorba stény oocyst

Jako vysledek oplozeni mezi mikro-a makrogametou vznika zygota (tzn. burika s kom-
pletni sadou chromozomii, ktera vznikla oplozenim). Poté nastava nepohlavni d€leni
zygoty, tzv. sporogonie, pii které¢ vznikaji tenkosténné (obrazek 11) nebo silnosténné
oocysty (obrazek 1k). Ukolem tenkosténnych oocyst je udrzovat infekei v téle hosti-
tele formou autoinfekce (Bouzid et al., 2013). K autoinfekci dochazi v piipadé, ze se
sporozoiti uvolni z tenkosténnych oocyst a jejich cyklus zacind od zacatku (Smith
a Rose, 1998). Silnosténné oocysty jsou vylu€ovany spolecné s vykaly z téla infikova-

ného jedince, aby je mohl poziit jiny hostitel (Bouzid et al., 2013).

1.45 Sporogonie
Pti procesu zvaném sporogonie, kterym prochazi diploidni zygota, jsou vysledkem
Ctyfi haploidni sporozoiti uloZeni ve sporulované oocysté, ktera je bud’ silnosténna
nebo tenkosténna (Current et al., 1986).

Oocysty jsou meiotické spory, které jsou odolné vici Zivotnimu prostiedi. Proto
je pohlavni produkce oocyst velmi zasadni pro dal$i pfenos infekce, ale mize také hrat
dilezitou roli v pokracujici infekci svého hostitele. Vzniklé oocysty jsou unikatni

Vv tom, Ze dospivaji v hostitelské tkani a jsou schopné autoinfekce (Tandel et al., 2019).

1.5 Zaludeéni kryptosporidie savcii

Do roku 2000 byl u savcti uznavan pouze jeden platny druh zalude¢ni kryptosporidie,
a to C. muris, ktery Tyzzer popsal v roce 1907 (tabulka 1). Na zaklad¢ fady experi-
mentalnich studii bylo prokézéano, ze vSechna vyvojova stadia parazita jsou lokalizo-
vana vyhradné v ZaludeCnich Zldzach mysi. V dalSich experimentech byl popsan
uspésny prenos C. muris na kraliky, psy, kocky a morcata a k vyvoji dochazelo v za-
ludku, nikoliv v tenkém stievé (Iseki et al., 1989). Iseki v roce 1989 izoloval kmen
C. muris RN66 z potkana a tento izolat je dodnes pouzivan jako referenéni kmen. Na
zakladé morfologické podobnosti byly oocysty C. muris nalezeny u skotu v riznych

statech (USA, Skotsko, Brazilie, Japonsko) a u skotu a velbloudii v franu, ale i u dal-
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Sich hostitelt (Xiao et al., 2004). Abomasalni kryptosporidie byly popsany v aboma-
salnich peptickych zlazach u skotu uz v roce 1987 (Anderson, 1987) a pozd¢jsi geno-
typizace prokazala, ze izolaty ze skotu ptedstavuji samostatny druh, ktery byl pojme-
novan jako C. andersoni (Lindsay et al., 2000). V roce 2016 popsali Kva¢ et al. tieti
druh zaludec¢ni kryptosporidie u savei — C. proliferans. Dale stejni autofi konstatovali,
ze v ramci druhu C. muris jsou pravdépodobné dalsi skryté druhy, které jsou mylné

povazovany za C. muris (Kvag et al., 2016).

Tabulka 1 - Zaludeéni kryptosporidie u savci

Druh Typicky hostitel Autor
C. andersoni Skot Lindsay et al., 2000
C. muris Hlodavci Tyzzer, 1907
C. proliferans Hlodavci Kvac et al., 2016

1.6 Cryptosporidium andersoni

1.6.1 Lokalizace

Cryptosporidium andersoni bylo poprvé popsano a objeveno u skotu a vyviji se vy-
hradné v zalude¢ni sliznici (Kaneta a Nakai, 1998; Koyama et al., 2005). Pivodné byly
oocysty C. andersoni oznaceny jako C. muris nebo C. muris-like, a to na zaklad¢ jejich
morfologické a biologické podobnosti. Teprve nedavno bylo C. andersoni stanoveno

jako samostatny druh (Lindsay et al., 2000; Xiao et al., 1999).

1.6.2 Velikost oocyst

Oocysty C. andersoni jsou vétsi nez oocysty C. muris (Lindsay et al., 2000). Jejich
velikost se pohybuje v rozmezi 7,5%5,7 um (rozsah 6,8-8,0x5,4-6,1 um). Pomé&r délky
k sifce je 1,30 (rozsah 1,10-1,45) (Matsubayashi et al., 2004). Oocysty maji elipsoidni
tvar, jsou bez mikropyla. Sila stény se uvadi <1 um a je Slozena z jedné bezbarvé
vrstvy (Lindsay et al., 2000; Kva¢ a Vitovec, 2003).

1.6.3 Hostitelé
Cryptosporidium andersoni parazituje pifedev§sim u skotu. PfileZitostné byl nalezen

u velbloudt, dalsich prezvykavci a u riznych druhi hlodaved (Kvac et al., 2016). Byly
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zaznamenany i ptipady infekce C. andersoni u lidi, a proto je tento druh povazovan za
zoonoticky (Feng et al., 2011).

1.6.4 Pribéh infekce

Skot infikovany C. andersoni vétSinou nevykazuje zadné klinické ptiznaky. Zavazné
infekce miZzeme mikroskopicky identifikovat v abomasu (Masuno et al., 2006). Prile-
zitostné se mohou objevit doprovodné klinické pfiznaky, jako napt. gastritida, snizeny

vahovy ptirtstek nebo snizena produkce mléka (Wang et al., 2011).

1.6.5 Patogenita

Kromé doprovodnych klinickych pfiznakt jsou s infekci C. andersoni spojeny zvy-
Sené plazmatické hladiny pepsinogenu. Byly pozorované zmény na sliznici, ktera byla
bledd a ztlustéla. Slizni¢ni vazivo nebylo piekrvené, pouze mirné endematdzni. Ve
slizni¢nim vazivu infikovaného abomasa byl vyrazné snizeny pocet eozinofila. Také
bylo popsano, ze infikované zlazy jsou znacn¢ dilatované, naplnéné hlenem, nekrotic-
kym materialem a Cetnym poctem kryptosporidii, dale byly zaznamenany atrofované
epiteliarni bunky s vyskytem kuboidnich/skvamé6znich metaplazii. Infekce byla nale-
zena pouze ve slezu, nebyly pozorovany jiné patologické zmény na ostatnich organech
nebo v jinych oblastech traviciho traktu (Kvac a Vitovec, 2003; Esteban a Anderson,
1998; Ralston et al., 2010; Anderson, 1998).

1.7 Cryptosporidium muris

1.7.1 Lokalizace

Vsechna vyvojova stadia C. muris prodélavaji svlij vyvoj v bunikach Zalude¢ni sliz-
nice, obdobné jako C. andersoni a neinfikuji nezlaznatou oblast zaludku u hlodavci
nebo zaludky piezvykavcu (Fayer et al., 1990; Fayer et al., 1991). Cryptosporidium

muris bylo poprvé objeveno a popsano Tyzzerem v roce 1907 (Tyzzer, 1907).

1.7.2 Velikost oocyst
Rozméry oocyst jsou 5,5-7 um (6,3 um) x 7,5-9,8 um (8,4 um) (Iseki et al., 1989).
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1.7.3 Hostitelé

Cryptosporidium muris bylo popsano u laboratorni mysi (Tyzzer, 1907). Piestoze pri-
marnim hostitelem C. muris jsou hlodavci, byl tento druh experimentalné pienesen
a detekovan 1 u lidi a jinych druhii savcti. Vhodnym hostitelem mohou byt
i psi, morcata, kralici, jehnata nebo kocky (Aydin a Ozkul, 1996; Iseki et al., 1989;
Rhee et al., 1998). Cryptosporidium muris bylo také nalezeno Vv trusu dravych ptaku,
zab, hadl a jestérek. V téchto ptipadech §lo nejspis o ndkazu pozienim infikovaného
hlodavce, nikoli o aktivni cestu infekce (Kvac et al., 2016). Podobnym zptsobem
mohla byt zpisobena nékaza prasat z praseci farmy, protoze za experimentalnich pod-

minek prasata nejsou k C. muris vnimava (Kvac et al., 2012).

1.7.4 Prubéh infekce
Ve vétsing ptipadi probiha infekce bez ptiznakd. U laboratornich mysi je délka pre-

patentni periody 7—12 dni (Kvac et al., 2009).

1.7.5 Patogenita

U Zzaludecnich 714z je popisovana dilatace, hypertrofie a naplnéni ¢etnymi vyvojovymi
stadii (Taylor et al., 1999). Cryptosporidium muris se replikuje ve zlaznaté ¢asti za-
ludku. Produkuje histopatologické zmény, ale zadné klinické pfiznaky ani zadné velké

patologické zmény nebyly zaznamenany (Ozkul a Aydin, 1994).

1.8 Cryptosporidium proliferans
Tento druh byl nejprve znamy jako C. muris, kmen TS03. V roce 2016 byl na zakladé

experimentalni studie popsan jako C. proliferans (Kvac et al., 2016).

1.8.1 Lokalizace
Stejné jako u piedeslych druhd, i C. proliferans se vyviji vyhradné v bunkach Zalu-
decni sliznice a je potvrzené, Ze stejné tak neinfikuje nezlaznatou oblast zaludku (Kvac

etal., 2016).

1.8.2 Velikost oocyst
Velikost oocyst se pohybuje v rozmezi 6,8-8,8 um (7,7 pm) x 4,8-6,2 um (5,3 pum)

a morfologicky jsou tyto oocysty velmi odlisné od stfevnich kryptosporidii (Kvac et
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al., 2016). Dale ve své publikaci Kvac et al. (2016) popisuji, ze oocysty C. proliferans
jsou vyrazné uzsi a delsi nez C. muris a C. andersoni, a také zaznamenali podobnost
oocyst ziskanych z experimentalné infikovanych mysi s oocystami pouzitych pro je-

jich infekci.

1.8.3 Hostitelé

Tento druh byl popsan u experimentalné infikovanych mysi (Kvac et al., 2016). Cha-
rakteristickym hostitelem tohoto druhu jsou hlodavci — hlodoun vychodoafricky. Déle
byl druh popsan u osli, veverek, buvola afrického a kon¢ (Laatamna et al., 2015; Feng

et al., 2007; Sak et al., 2013; Kvac et al., 2016).

1.8.4 Pribéh infekce

Vyvojova stadia byla nalezena ve Zlaznaté ¢asti Zaludku infikované mysi. Vysoky ob-
sah vyvojovych stadii souvisi s vysokym poctem vyluovanych oocyst (Kvac et al.,
2016). Prepatentni perioda se pohybuje v rozmezi 621 dntli a patentni perioda mtize
trvat v fadech dnt az mésict. To vSe je ovlivnéno riznymi faktory, zejména hostitelem

(Kvac et al., 2016).

1.8.5 Patogenita

V C. proliferans infikované mysi byly popsany splyvajici 1éze na napadené sliznici.
Infikované zlazy byly zna¢né dilatované a naplnéné hlenem, nekrotickou hmotou
a obsahovaly vyvojova stadia. Epitel vytvofil papilarni struktury, které proliferuji do
lumen Zaludku. Buiiky napadenych zlaz byly atrofované a byla popsana skvamézni

nebo krychlova metaplazie (Kvac et al., 2016).
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2 Cil prace
Cilem prace bylo studovat vliv teploty a pH prostiedi na excystaci oocyst zalude¢nich

kryptosporidii pfezvykavct — C. andersoni pomoci in vitro experimentu.
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3 Material a metodika

3.1 Material

3.1.1 Oocysty kryptosporidii pro experiment
Pro ucely dosazeni cilti prace byly pouzity oocysty Cryptosporidium andersoni, izolat
MYV ziskany z pfirozen¢ infikované kravy bez trzni produkce mléka. Kryptosporidie

pro experimenty byly skladovany pfi teploté 4 °C v dH20.

3.1.2 Priprava roztoku o rizném pH

Chemikalie: PBS 10%, 1IN NaOH, 1N HCI

Byly pfipraveny roztoky o pH 2-9. Roztoky byly pfipraveny z pracovniho PBS roz-
toku. Jednotlivé hodnoty pH byly upravovany za pomoci roztoktt IN HCl a 1IN NaOH.

3.2 Metody

Kvuli nizké koncentraci oocyst C. andersoni ve vzorku a z divodu pfitomnosti
drobnych zbytktli potravy v trusu, byl trus nejprve predcistén pomoci flota¢ni metody.
Oocysty byly poté purifikovany pomoci sachar6zového a cesium chloridového gradi-

entu.

3.2.1 Flotaéni metoda
Roztoky:

Sheaterav roztok:

Cukr 405¢

Deionizovana voda 259 ml

Pracovni postup:

e Trus se rozmichd v malém mnozstvi dH20 a nasledné se zhomogenizuje ve
tfeci misce.

e Suspenze se prefiltruje pies 3 sita o rizné velikosti ok (500pm, 300pum
a 200 pum).

e Nasleduje centrifugace a poté se slije supernatant.

e Sediment se nafedi pomoci dH20 do pozadované konzistence.
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3.2.2

Do zkumavek (50 ml) se ptida 5-7,5 ml sedimentu.

Poté se zkumavka doplni zhruba 1 cm pod okraj Sheaterovym roztokem
a centrifuguje se (20 minut/1370 g).

Supernatant, ve kterém se nachazi vyflotované oocysty, se slije do ¢isté zku-
mavky, doplni se pomoci dH20 a nasleduje centrifugace (20 minut/1370 g).
Opatrné se odsaje supernatant nad sedimentem a znovu se doplni dH2O
a centrifuguje se (20 minut / 1370 g), tento promyvaci krok se 3x opakuje.
Ziskany sediment s oocystami se naiedi pomoci dH20 do pozadované konzis-

tence a nasleduje vrstveni na sachar6zovy gradient.

Cisténi oocyst na cukerném gradientu (Arrowood a Stearling 1987)

Roztoky:

1.

Sheatertav roztok:
Cukr 405 ¢

Deionizovana voda 259 ml

1% PBS Tween: ptidani 0,5 ml Tween 20 do 1 1 PBS

Pracovni Sheateruv roztok:
1+2 1 dil Sheater + 2 dily PBS Tween
1+4 1 dil Sheater + 4 dily PBS Tween

Pracovni postup.

Gradient se navrstvi do Ctyt sklenénych zkumavek o objemu 100 ml.

Vrstvy:
1. Vrstva 30 ml Sheater 1 + 2
2. Vrstva 30 ml Sheater 1 + 4
3. Vrstva 15 ml vodného roztoku vzorku

Sheaterovy roztoky se pted vrstvenim fadné promichaji.
Vzorek se vrstvi plastovou pasterkou.

Centrifuguje se 20 minut/1370 g.
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3.2.3

Pomoci vodni vyveévy se odsaje horni zabarvena vrstva a zbyly obsah se pie-
nese do Cistych zkumavek.

Deionizovanou vodou se doplni obsah zkumavek a centrifuguje se (20 mi-
nut/1370 g).

Poté se pomoci vodni vyvévy odsaji zkumavky na 1/2, opét se doplni do plného
objemu deionizovanou vodou, a centrifuguji (op&t 20 minut/1370 g).

Tento krok se opakuje znovu tak, aby se promyvaci proces provedl celkem 3x.
Zbylé sedimenty se prenesou do jedné zkumavky (uchovavani v lednici pti 4

°Q).

Cisténi oocyst na césium chloridovém gradientu (Arrowood a Donaldson
1996)

Roztoky:
1. Cesium chlorid (CsCl; 1,15 g/ml)

2. PBS (0,025 M; pH 7,2)

Pracovni postup.

3.24

Do mikrozkumavky se napipetuje 1 ml CsClI.

Do zkumavky s CsCl se navrstvi 500 ul oocyst (uchovanych v PBS).
Centrifuguje se (16000 g/3 minuty pii teploté 20 °C).

Supernatant se prepipetuje do 50 ml zkumavek (sediment se vyhodi).
Zkumavka se doplni dH20 a centrifuguje se (1370 g/20 minut pfi teploté 4 °C).
Supernatant se odsaje na objem 5 ml.

Zkumavka se doplni dH20, zvortexuje a centrifuguje 1370 g/20 minut pfi tep-
loté 4 °C (tento krok se 3x opakuje).

Oocysty se uchovavaji v dH20 pii 4 °C.

Prutokova cytometrie

Pro stanoveni jednotlivych faktort, které ovlivituji excystaci zalude¢nich kryptospo-

ridii u prezvykavcl byl pouZity prittokovy cytometr BD FACSCanto™ Il v laboratofi

Parazitologického ustavu AV CR v Ceskych Budgjovicich.
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Vliv teploty na excystaci oocyst

Prvnim faktorem, ktery ovliviiuje excystaci zaludecnich kryptosporidii u ptezvykavet

je teplota. Jednotlivd méfeni na priitokovém cytometru probihala nasledujicim zptiso-

bem:

Pracovni postup:

Kontrola:

Do zkumavky se napipetuje 450 ul piecisténych oocyst (o koncentraci
500 000 oocyst/450 pl v dH20) a 50 ul referencnich fluorescen¢nich kuli¢ek
(Flow-Count Fluorospheres, Beckman Coulter, USA).

Vzorek se vortexuje a zméii se pritokovym cytometrem.

Do ptedpiipravené tabulky jsou zapsany hodnoty: pocet referen¢nich flu-
orescencnich kulicek (10 000) a pocet oocyst (na 10 000 kulicek).

Me¢fteni se 5% opakuje, jednotlivé hodnoty se nésledné zpriméruji.

Meéfeni vlivu teploty na excystaci:

Do zkumavky se napipetuje 450 ul piecisténych oocyst (o koncentraci
500 000 oocyst/450 pl dH20).

Zkumavka se vloZi do vodni 1a4zn€ na stanovenou teplotu (32—44 °C).

Pti dané teploté (napft. 32 °C) se méfi 15 vzorkd, rozd€lenych po péti do 3
casovych intervall (5 vzorkl se zahtiva na 5 minut, 5 vzorkii na 15 minut a 5
vzorkl na 30 minut).

Po vyjmuti z vodni 1azné€ se piida 50 pl kulicek.

Vzorek se lehce promicha.

Meéfeni pritokovym cytometrem.

Zapsani hodnot do tabulky.

Zivotaschopnost oocyst

Barvenim pomoci propidium jodidu (PI) byla stanovena Zivotaschopnost oocyst. Bar-

vivo PI proniké ptes naruSenou cytoplazmatickou membranu. Tato metoda se pouziva

Kk vizualizaci mrtvych oocyst, které sviti jasn¢ cervenou barvou. VInova délka excitace

pro propidium jodid je 536 nm. Pro emisi je vinova délka 617 nm.
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Pracovni roztok: propidium jodid (PI) — 1 mg PI rozpustit v 50 ml PBS

Pracovni postup:

V 435 pl dH,0 resuspendovat 0,5 x 10° oocyst.

Napipetuje se 15 ul pracovniho roztoku (PI).

Neché se inkubovat minimaln¢ 15 minut v temnu pfi laboratorni teplot¢.

Do doby, nez probéhne méfeni priitokovym cytometrem, se uchovéava v temnu
a na ledu.

Kontrolou pfi métfeni byly devitalizované oocysty, které byly ziskany povare-

nim po dobu minimalné 10 minut.

Vliv pH na excystaci oocyst

Dalsim zkoumanym faktorem, ktery ma vliv na excystaci oocyst je pH. Z predesiého

experimentu, vlivu teploty na excystaci (vyse), se prokazalo, Ze oocysty nejlépe ex-

cystuji pfi teploté 40 °C. Proto byly pouZity roztoky PBS 0 pH 2-9, které¢ byly nasledné

zahtaté na 40 °C ve vodni lazni na 5, 15 a 30 minut.

Pracovni postup.

Kontrola:

Do zkumavky se napipetuje 450 ul ptecisténych oocyst (o koncentraci
500 000 oocyst/450 pl v PBS o ur¢itém pH) a 50 pl referen¢nich fluorescen-
¢nich kulic¢ek (Flow-Count Fluorospheres, Beckman Coulter, USA).

Vzorek se vortexuje a zméti se prutokovym cytometrem.

Do ptedpiipravené tabulky jsou zapsany hodnoty: pocet referencnich flu-
orescen¢nich kulicek (10 000) a pocet oocyst (na 10 000 kulicek).

Me¢éfeni se 5% opakuje, jednotlivé hodnoty se nasledné zpriméruji.

Mgéfeni vlivu pH na excystaci:

Do zkumavky se napipetuje 450 ul piecisténych oocyst (o koncentraci
500 000 oocyst/450 ul v PBS; pH 2-9).

Zkumavka se vlozi do vodni 14zn€ o teplote 40 °C.

26



Pti teploté 40 °C se méii 15 vzorkl, rozdélenych po péti do 3 casovych inter-
vall (5 vzorkl se zahiiva na 5 minut, 5 vzorkli na 15 minut a 5 vzorkt na 30
minut).

Po vyjmuti z vodni 14zn€ se ptida 50 pl kulicek.

Vzorek se lehce promichd, zméti se priitokovym cytometrem a jednotlivé hod-

noty se zapiSou do tabulky.

3.2.5 Ovéieni identity pouZivaného izolatu

Izolace DNA z trusu

Izolace DNA byla provedena komeréné vyrobenym kitem Exgene™ Stool DNA mini
(GeneAll®).

Pracovni postup.

Vzorek trusu (200 mg) se da do Safe-Lock Tube, pfidaji sklenéné a zirkonové
kulicky a napipetuje se 1-1,3 ml FL pufru, homogenizuje se vortexovanim
a rozbitim Vv pfistroji FastPrep®24 (MP Biomedicals, CA, USA) 1 minutu pfi
55 m/s.

Neché se inkubovat (5 minut pfi pokojové teplot€), nasleduje centrifugace
(16000 g/5 minut).

Supernatant se prenese na EzPassTM kolonku (bila).

Centrifugace (16000 g/1 minuta), odpad ze sbérné zkumavky se vylije.
EzPassTM kolonka se pfenese do nové mikrocentrifuga¢ni zkumavky (1,5 ml),
ptida se 100 pl EB pufru, 1 minutu se inkubuje pfi laboratorni teploté, poté se
vlozi do centrifugy (16000 g/1 minuta).

Bila kolonka se vyhodi a ptida se PB pufr (500 ul) do sbérné zkumavky a pi-
petovanim se dobte promicha.

Smés se ptrenese do Column Type G (zelena kolona), centrifuguje se (16000
0/1 minuta) a vylije se odpad ze sbérné¢ zkumavky.

Napipetuje se NW pufr (500 pul) na stted kolony, centrifuguje se (16000 g/1
minuta) a vylije se odpad ze sbérné zkumavky.

Opét se centrifuguje (16000 g/1 minuta), odstrani se tak zbytky pufru, kolona

se pfenda do nové mikrocentrifugac¢ni zkumavky (1,5 ml).
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e Nastfed kolony se ptida EB pufr (200 ul), inkubuje se 1 minutu pfi laboratorni
teploté a centrifuguje se (16000 g/1 minuta).

e Vyizolovanid DNA se uchovava pfi -20 °C do pouziti PCR metody.

Pro ovéfeni identity pouzitého izolatu byla pouzita amplifikace genu koédujiciho malou
podjednotku rRNA (SSU) pomoci nested PCR (Xiao et al. 1999). Jako negativni kon-
trola byla pouzita PCR voda a jako pozitivni kontrola byla pouzita gDNA Cryptospo-
ridium tyzzeri. PCR reakce byla provedena v celkovém objemu 20 pl. K10 pl ko-
meréné dodavaného HS-Taq premix (GenAll, Korea), ktery obsahoval 2U HS-
TagDNA polymerézy, 200 uM dNTPs, 2,5 mM MgClz, loading dye a stabilizator bylo
ptidano 7 ul PCR vody, 0,5 pl forward primeru (200 mM), 0,5 pl reverse primeru (200
mM) a 2 pl gDNA nebo 2 pl produktu primarni reakce v piipadé sekundarni reakce.
Amplifikacni program se skladal z primarni denaturace po dobu 3 minut pii 95 °C, 35
opakujicich se cykli denaturace po dobu 45 sekund pti 95 °C, nasedani primerti po
dobu 45 sekund pii teploté¢ 55 °C a extenze fetézci po dobu 1 minuty pii

72 °C. Na zavér byla provedena kone¢na extenze fetézi po dobu 10 minut pii 72 °C.

Primery

Primery pro primarni reakci (forward a reverse primer):
F1: 5-TTC TAG AGC TAA TAC ATG CG-3
R1:5-CCC ATT TCC TTC AAA CAG GA-3’

Primery pro sekundarni reakci (forward a reverse primer):
F2:5-CGA AGG GTT GTATTT ATT AGA TAA AG-3'
R2:5-AAG GAG CAA CAC ACA CAC-3’

Gelova elektroforéza
Chemikalie:
e Ethidium-bromid, agar6za, TAE pufr, DNA Ladder (100 bp)
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Pracovni postup:

V baiice se smichd navdzend agaréza s TAE pufrem (podle velikosti nosice)
a zahiiva se v mikrovinné troubé, dokud nevznikne homogenni smeés

(tabulka 2).

Tabulka 2 - Gelova elektroforéza - mnoZstvi agarozy a TAE pufru pro urdity typ nosice
Typ nosice Agaréza (g) TAE pufr (ml)
Velky 1,2 120
Stiredni 0,8 80
Maly 0,4 40

Po zahtati se banka ochladi pod tekouci vodou a pfida se ethidium-bromid
(1 ubh).

Smés se vlije do pfipraveného nosi¢e s vhodnym hiebenem a necha se ztuhnout
(cca 15-20 minut).

Po ztuhnuti se gel vlozi do elektroforetické vany s TAE pufrem.

Do prvniho slotu se nanese ladder (10 pl), do ostatnich se nanese PCR produkt
(20 pl).

Elektroforéza se spusti (na 20—30 minut), aby doslo k oddéleni jednotlivych
DNA fragment.

Po skonceni se gel vyjme a prohlizi se prosvicenim UV svétlem (pouziti UV

transiluminatoru).

Izolace z gelu
Jednotlivé fragmenty DNA byly vyizolovany pomoci komeréné vyrabéného kitu Gen

Elute™,

Pracovni postup.

Pomoci skalpelu se vyfiznou jednotlivé fragmenty DNA a vlozi se do 1,5ml
zkumavek.

Do zkumavky s vyfiznutym fragmentem se napipetuje Gel Solubitization So-
lution (300 /100 mg gelu).

Inkubuje se (50 °C/10 minut) — kontroluje se rozpusténi fragmentu, kazdé
2— 3 minuty promichat.
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e Necha se inkubovat PCR voda pro eluci (65 °C).

e Do Binding Column G se napipetuje Column Preparation Solution (500 pl)
a necha se centrifugovat (16000 g/1 minut).

e Do zkumavky se pfipipetuje isopropanol (150 pl) a promicha se.

e Veskery vzorek se prepipetuje na kolonu (Binding Column G), centrifuguje se
(16000 g/1 minutu).

e Obsah sbérné zkumavky se vylije, pfida se Wash Solution G (700 ul), centri-
fugace (16000 g/1 minutu).

e Obsah sbérné zkumavky se vylije a opét se centrifuguje (16000 g/1 minutu),
poté se zkumavka v centrifuze oto¢i o 180° a nechéd se znovu centrifugovat
(16000 g/3 minuty).

e Kolona se vlozi do nové zkumavky (1,5 ml) a provede se eluce — na stied ko-
lony se napipetuje 30 pl PCR vody zahtaté na 65 °C.

e Necha se inkubovat 1 minutu pii laboratorni teploté¢ a nasledné se neché cen-

trifugovat (16000 g/1 minutu).

Genotypizace
PCR produkty ze sekundarni PCR reakce byly sekvenovany za pouziti sekundarnich

primert a ABI BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kitu v komer¢nich labora-
tofich. Vzorky byly sekvenovany z obou koncti. Nukleotidové sekvence byly analyzo-
vany pomoci programu ChromasProa BioEdita porovnany se sekvencemi uloZenymi

v databazi GenBank.

3.2.6 Statistické zhodnoceni

K ovéteni hypotézy byl pouzit Hotellingtiv T2 test. Rozdily v poctu excystovanych
oocyst mezi skupinami byly testovany neparametrickym Mann—Whitney U testem.
Vypocty byly provedeny v softwaru R 4.1.0. Testovana hypotéza znéla, Ze dvouroz-

meérné stiedni vektory méfeni jsou v obou srovnavanych populacich stejné.
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4  Vysledky

Molekularni genotypizace na genu kodujicim malou podjednotku rRNA (SSU) proka-
zala, ze sekvence SSU nami pouzivaného izolatu C. andersoni MV je identicka se
sekvenci C. andersoni (EU245042) wulozenou v GenBank (https://pub-

med.ncbi.nlm.nih.gov/).

4.1 Vitalita kryptosporidii

Vzhledem ke spotiebé velkého mnozstvi oocyst, které bylo tieba opakované ziskavat
z ptirozené infikovaného hostitele, bylo pied zapocetim in vitro experimentti nutné
stanovit Zivotaschopnost oocyst, kterd byla ovéfovana pomoci pritokové cytometrie
a barveni PI. Vitalita kontrolnich oocyst (5 opakovani) byla méfena pied kazdym ex-

N S T

hybovala v rozmezi 98,4-99,1 %.

4.2 Faktory ovliviiujici excystaci Zalude¢nich kryptosporidii
Béhem méfeni vlivil na excystaci se ukdzalo, ze zdsadni vliv na méfeni excystace ma
staii oocyst (vysledky nejsou soucasti prace). Proto byly pro vyzkum pouzity oocysty,

které nebyly star$i nez jeden mésic.

4.2.1 Vliv teploty na excystaci

Vysledky naSich experimentti ukazaly, Ze purifikované oocysty skladované v deioni-
zované vode¢ pii teploté 4 °C samovoln¢ neexcystuji, nicméné s prodluzujici se dobou
skladovani se postupné sniZzuje procento Zivych oocyst. Pii méfeni vlivu teploty na
excystaci byly vzorky vystaveny teplotdm v rozmezi 32—44 °C. Pti teploté 32 °C ex-
cystuje jen velmi malé procento oocyst (5 %, tabulka 3). Pti zvyseni teploty o 1-2
stupné celsia dochazi jiz k vyraznéjsi excystaci a excystuje az 36 % oocyst. Doba
vystaveni zvysené teploté se ukdzala jako velmi dilezita. S prodluzujici se dobou bylo
pozorovano vyss§i procento excystovanych oocyst (P <0,05). Vétsi rozdil nastal pii
teploté 35 °C, kdy vyexcystovalo kolem 50 % oocyst. Od teploty 36 °C se naméfené
hodnoty zacaly zvySovat az do 40 °C, kde excystovalo nejvice oocyst. Teplota 40 °C
se ukézala jako optimalni, pti které excystovalo az 92 % oocyst. Dalsi zvySovani tep-
loty nad 40 °C mélo negativni vliv na procento excystovanych oocyst (tabulka 3;

P <0,05).
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Tabulka 3 - Vliv teploty na excystaci oocyst Cryptosporidium andersoni. Vysledky ukazuji pro-
cento excystovanych oocyst po odecteni mrtvych oocyst (2,9 %). Vysledna hodnota vyjadiuje
prumeér z péti na sobé nezavislych méfeni.

Cas expozice (minuty)

Teplota

5 15 30

Kontrola 4 °C 0 0 0
32°C 3 1 5
33°C 9 19 32
34°C 6 26 36
35°C 36 53 55
36 °C 39 61 66
37°C 69 76 80
38°C 80 81 84
39°C 87 86 92
40 °C 83 91 92
41 °C 75 78 81
42 °C 72 75 77
43 °C 67 73 73
44 °C 71 72 74

4.2.2 Vliv pH na excystaci

Z experimentu sledujiciho vliv teploty na excystaci oocyst se prokazalo, Ze nejvice
oocyst (83-92 %) excystuje pii teploté 40 °C. Proto pii studiu vlivu pH na excystaci
byly vzorky zahfivany ve vodni lazni v roztoku o pH v rozmezi 2-9 na 40 °C. Vy-
sledky tohoto experimentu ukazaly, ze pti pH 2 excystuje maximalné 80 % oocyst
C. andersoni. ZvySovanim pH prostiedi doslo ke zvySovani poctu excystovanych oo-
cyst. Tento narust byl pozorovan az do pH 67, kdy bylo pozorovano nejvice excysto-
vanych oocyst (91-95 %, P <0,05; tabulka 4). Dalsi zvySovani pH na hodnotu pH
8-9 nemélo pozitivni vliv na procento excystovanych oocyst a haopak procento ex-

cystovanych oocyst opét kleslo (tabulka 4).
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Tabulka 4 - Vliv pH na excystaci oocyst Cryptosporidium andersoni p¥i teploté 40 °C. Vysledna
hodnota je procentualni hodnota vyexcystovanych oocyst po odecteni mrtvych oocyst. Hodnota

je dana primérem z péti méfeni pri stanoveném pH a ¢asové expozici.

Teplotni a pH pod- Cas expozice (minuty)
minky 5 15 30
KontrolapH 7 /4 °C 0 0 0
pH 2 /40 °C 74 78 80
pH3/40°C 80 83 83
pH 4/40 °C 81 84 88
pH5/40°C 83 87 91
pH 6 /40 °C 86 93 95
pH 7/40 °C 83 90 91
pH 8/40 °C 85 86 86
pH 9 /40 °C 76 80 82
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5 Diskuse

V ramci gastrointestinalnich kryptosporidii rozpoznavame dvé hlavni skupiny —
kryptosporidie infikujici stievni epitel a druhy parazitujici v zaludku (Pavlasek a Ryan,
2007). Pokud se oocysty nachazi v pfijatelném hostitelském prostiedi, uvolni Ctyfi in-
fek¢ni sporozoity a ty jsou schopny aktivni infekce hostitelskych bunék. Excystace
oocyst in vitro byla zkoumana riiznymi metodami pfevazné u sttevnich druhi kryp-
tosporidii (Kato et al., 2001; Robertson et al., 1993; Smith et al., 2005). Excystace
sttevnich druhti mize byt stimulovana napt. ptisobenim zlu¢ovych soli nebo kyselymi
slozkami a zda se, ze druhy infikujici zaludek potiebuji pouze zvySenou teplotu (Gold
et al., 2001; Widmer et al., 2007). Studie, které dosud byly provedeny na Zalude¢nich
kryptosporidiich savct ukazuji, Zze vystaveni oocyst téchto kryptosporidii G¢inkam
Zlucovych soli nebo enzymi aktivnich ve stfevech nema vliv na excystaci (Meliche-
rova et al. 2016; Widmer et al., 2007).

Widmer et al. (2007) prokazali, Ze zahfati oocyst zaludecnich kryptosporidii je
dostatecné k excystaci, nicmén¢ nezkoumali vliv riznych teplot. Ve své studii pouzili
izolat C. andersoni JS6 ziskany z trusu chovanych byka a jalovic z farmy ve Waianae
na Havaji. Dal§imi izolaty byl C. andersoni VUZV-A z Sesti m&si¢niho byka plemene
Gascone a C. andersoni VUZV-N z telete holstynského skotu. Ob¢ zvitata byla cho-
vana v Ustavu Zivo¢i§né vyroby v Praze. Dal§imi zkoumanymi druhy kryptosporidii
ve vySe zminéné studii byly C. parvum, C. hominis a C. muris. Pro méfeni excystace
Widmer suspendoval oocysty v 0,8% kyseliné taurochlorové (TA), v PBS (pH 7,4)
nebo v 0,1 M HCI (inkubace po dobu 1 hodiny pii 37 °C). VSechny zalude¢ni vzorky
oocyst byly v praméru staré 29 dni, aby se vylouc¢ila moznost vlivu stafi oocyst na
excystaci. Excystace oocyst obou izolata C. andersoni VUZV-N (purifikované She-
aterovym roztokem) a JS6 (purifikace oocyst — histodenz/IMS) a izolatu C. muris
RNG66 probihala velmi dobte. Z vysledki je ziejmé, ze C. muris a C. andersoni excys-
tovaly 1épe v HCI nez oocysty C. parvum a C. hominis. Pti zkoumani vlivu teploty na
excystaci Widmer zjistil, ze excystacni pomér pro C. muris pii 37 °C byl 38,3 %
(u oocyst C. muris na ledu pouze 15,3 %). Pro C. parvum byl provedeny stejny expe-
riment. Vysledkem bylo, ze u Zaludecnich druhti je teplota vyznamnym spoustééem
excystace, u C. parvum nikoliv (Widmer et al., 2007). Na rozdil od Widmera et al.
(2007), ktery pro své experimenty pouzil teplotu 37 °C, jsme ukazali, Ze optimalni

teplota pro excystaci oocyst C. andersoni je 40 °C. Nicmén¢ i pii niz§ich nebo vyssich
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teplotach dochazi k excystaci relativné vysokého procenta oocyst, které by bezpo-
chyby stacily na uspésnou infekci hostitele. Chako et al. (2010) popsali, Ze minimalni
infek¢ni davka se pohybuje okolo 50 oocyst. Zjisténa optimalni teplota 40 °C pro ex-
cystaci C. andersoni patrn¢ souvisi s evolu¢nim pfizpisobenim parazita na svého hos-
titele, kterym je skot s fyziologickou rektalni teplotou 37,5-39,5 °C u dospélct a 38,0—
40,5 °C u mlad’at (Kou et al., 2017; Lees et al., 2019). Dale jsme ukazali, ze pocet
excystovanych oocyst se zvySuje s Casem inkubace. Nicmén¢ mezi mnozstvim ex-
cystovanych oocyst za 15 a 30 minut nebyl pii optimalni teploté zjiStén vyrazny rozdil.
Inkubace 1 hodinu tak, jak ji uvadeji Widmer et al. (2007) je nadbyte¢na. Vysledky
nasi prace ukazaly, zZe expozice 15 minut je dostatecnd k excystaci vétSiny excystace
schopnych oocyst.

Nizké pH v zaludku je pfirozenou barierou a ochranou zazivaciho traktu hostitele
ptred riznymi patogeny. Kyselé prostiedi ni¢i choroboplodné zarodky a vytvaii z za-
ludku velmi nehostinné prostiedi, ve kterém pieziva jen malo patogend. Z velkého po-
¢tu druhti a genotypt kryptosporidii se tomuto prostiedi pfizpasobilo jen velmi malé
procento zastupct rodu Cryptosporidium (Moran, 2005). Na rozdil od zalude¢nich
kryptosporidii, jsou sporozoiti stfevnich kryptosporidii rychle devitalizovani v obsahu
zaludku (Moran, 2005; Kvag¢ et al., 2009). Matsubayashi et al. (2011) vystavili spo-
rozoity C. andersoni nizkému pH. Stejné jako ve slezu skotu, tak v zaludku mysi je
pH pfiblizné 2,0 (Moran, 2005). Takto nizké pH usnadniuje pocatecni rozklad bilkovin
a je smrtelné pro vétSinu patogenti. Tim padem zde dochazi ke snizovani Zivotaschop-
nosti s poklesem pH. Dal§im zjisténim bylo, Ze sporozoiti C. muris jsou také usmrceni
pii pH 2,0 (Zivotaschopnost 23,2 %) (Brown et al., 1996). Matsubayashi et al. (2011)
uvadi, Ze sporozoiti zaludecnich kryptosporidii neZ napadnou buiiky svého hostitele
toleruji nizké pH, ale dlouhodobé¢ nedokazou piezit v zalude¢nim obsahu. Dale Mat-
subayashi et al. (2011) zkoumali v ramci svého experimentu variabilitu morfologie
sporozoitt C. andersoni po excystaci v RPMI médiu. Vysledkem bylo postupné zkra-
ceni sporozoitll. Stejny jev byl pozorovan i u C. parvum (Matsubayashi et al., 2010).
Po tfech hodinach inkubace tak zlistala Zivotaschopnost na 90,6 % (ve srovnani
s C. parvum - 56 %) (Matsubayashi et al., 2010). Tyto ziskané vysledky dokazuji, Ze
C. andersoni je odolng&jsi viaci kyselému prostiedi nez C. parvum v tenkém stieveé. Tim

padem muze piezit déle po in vitro excystaci (Matsubayashi et al., 2011).
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Také Melicherova et al. (2016) se ve své praci zaméftili na studium Zivota-
schopnosti oocyst C. proliferans (diive znamo jako C. muris TS03). Za t¢elem zkou-
mani faktoru, které ovliviiuji excystaci, byly ve vySe zminéné studii provedeny in vitro
inkubace oocyst v riznych médiich. Hodnotil se proces excystace a zaroven vliv média
na motilitu sporozoiti. Nejvyssi mnozstvi excystovanych oocyst (50 %) byl u média
RPMI 1640 s 5% obsahem BSA a soucasné byla sledovana nejvyssi motilita spo-
rozoitd. V souladu s vysledky Melicharové et al. (2016) a Matsubayashi et al. (2011)
jsou vysledky této prace, ve které jsme prokazali, ze vySsi hodnoty pH jsou vhodné&;jsi
pro excystaci oocyst C. andersoni, pii¢emz optimalni pH pro excystaci se pohybuje
okolo pH 6-7. Toto odpovida vysledkim Melicherové et al. (2016), kteti pouzili
RPMI 1640 médium o pH od 6,9 do 7,2. V ¢istém RMPI 1640 se také zvySovala ex-
cystace oocyst, ale vliv na motilitu byl zanedbatelny. Dale jsme v souladu s vysledky
Melicherové et al. (2016), ktefi ve své studii uvadéji, ze snizenim pH média (pfidanim
0,6% HCI) se nijak vyrazné nezvySuje rychlost excystace, prokazali, Ze nizké pH pro-
stfedi ma negativni vliv na excystaci oocyst zalude¢nich kryptosporidii. Tyto vysledky
koreluji se zjisténim Andersona (1998), ktery popsal vyssi pH ve slezu u krav infiko-
vanych C. andersoni v porovnani se zvitaty bez infekce. Tyto vysledky naznacuji, ze
kryptosporidie svou pfitomnosti v zaludku hostitele ovliviiuji fyziologické funkce hos-

titele. Vyssi pH prostiedi je pro zalude¢ni kryptosporidie zcela jisté vyhodngjsi.
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Zavér

Byl prokazan vliv teploty a pH prostfedi na exCystaci zalude¢ni kryptosporidie C. an-
dersoni. Optimalni teplota pro excystaci oocyst C. andersoni je 40 °C. Teploty 41-44
°C maji negativni vliv na mnozstvi excystovanych oocyst. S rostoucim pH prostiedi
dochazi k nartstu poctu excystovanych oocyst az do hodnot pH 6-7, které predstavuji

optimalni pH pro excystaci.
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