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Abstrakt

Cilem této prace bylo zjistit, jaky vliv ma télesna teplota hostitele a pH prostiedi na
excystaci a zachovani infekce schopnosti oocyst zalude¢nich kryptosporidii hlodavci.
Dale byla prozkoumana infektivita nevyexcystovanych oocyst. Imunodeficitni SCID
mysi (Mus musculus) byly infikovany oocystami C. proliferans, nasledné byl odebiran
jejich trus a byly provadény jednotlivé experimenty. Byl zkouman vliv teploty na ex-
cystaci, kdy byly oocysty vkladany do vodni 1azné vytemperované na ptislusnou tep-
lotu (32—44 °C) a dale vliv pH, kdy byly oocysty vystaveny roztokiim o rizné hodnoté
pH (2-7). Za pomoci prutokového cytometru byla nasledné provadéna bunééna sepa-
race a zjisténé hodnoty byly zapisovany do tabulek. Nejvice oocyst excystovalo pfi
teploté 40 °C a pti pH 7. Déle byla provedena pitva nakazenych mysi, pro zjisténi
infek¢nosti oocyst z riznych ¢asti travici soustavy. VSechny odebrané vzorky oocyst
byly infekcéni pro nasledného hostitele. Déle byly provedeny infekéni experimenty,
kdy bylo zjisténo, Ze nevyexcystované oocysty vystavené uc¢inkim SAVA a labora-
torni teploty si zachovavaji svou infekce schopnost. Oproti tomu sporozoiti oocyst,
které excystovaly, byly nachylni jak k SAVU, tak k laboratorni teploté a schopnost

infekce nasledného hostitele tak ztratily.

Kli¢ova slova: Cryptosporidium spp.; kryptosporidioza; excystace; infekce; hlodavci



Abstract

The aim of this study was to determine the effect of host body temperature and en-
vironmental pH on the excystation and preservation of the ability to infection of rodent
gastric cryptosporidia oocysts. The infectivity of unexcysted oocysts was further ex-
amined. Immunodeficiency SCID mice (Mus musculus) were infected with C. prolif-
erans oocysts, then their faeces were collected and individual experiments were per-
formed. The effect of temperature on excystation, when oocysts were placed in water
baths at the appropriate temperature (3244 °C) and the effect of pH, when oocysts
were exposed to solutions of different pH (2—-7), was investigated. Cell separation was
then performed using a flow cytometer and the values obtained were recorded in the
tables. The most oocysts excysted at 40 °C and pH 7. An autopsy of infected mice was
also performed to determine the infectivity of oocysts from various parts of the diges-
tive system. All taken oocyst samples were infectious for the subsequent host. Infec-
tion experiments, which were further carried out revealed, that unexcysted oocysts ex-
posed to hypochlorite and laboratory temperatures retain their ability to infect. In con-
trast, the oocyst sporozoites that excysted were susceptible to both hypochlorite and

room temperature, thus losing the ability infect the subsequent host.
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Uvod

Kryptosporidie jsou kosmopolitné rozsifeni paraziti, ktefi infikuji pfevazné bunky
gastrointestinalniho a dychaciho traktu obratlov¢ich hostiteld. Zastupci rodu Cryp-
tosporidium jsou nebezpeéni jak pro hospodaiska zvifata, tak i pro ¢lovéka (Current a
Garcia, 1991). Doposud bylo popsano 49 platnych druhi a vice nez 100 genotypu,
z nichz je ptiblizn¢ 20 infekénich pro ¢lovéka — nejcastéji hlasené infekce u lidi jsou
zpusobeny druhy C. parvum a C. hominis (Holubova et al., 2019; Jezkova et al., 2021,
Xiao, 2010).

Jednotlivé druhy kryptosporidii se 1i§1 mistem infekce. Nékteré parazituji ve stie-
vech, zatimco jiné primarné v zaludku. Dale se od sebe tyto dvé skupiny kryptosporidii
navzajem odlisuji velikosti a tvarem oocyst, kdy oocysty zaludec¢nich kryptosporidii
jsou vétsi nez ty, které se vyvijeji ve sttevé. Vzhledem K relativné nizké patogenité
jsou Zaludeéni kryptosporidie na okraji zajmu a doposud bylo provedeno malo studii.
Misto infekce ma zésadni vliv na podminky, pii kterych infekéni oocysty excystuji
Vv téle hostitele a zac¢ina proces infekce (Kvac et al., 2013; Neumayerova a Koudela,
2008; Xiao et al., 2004). Proces je ovlivnén fadou faktort, jako je teplota, pH, koncen-
trace Zlucovych soli, oxidu uhli¢itého, ¢i pankreatickych a proteolytickych enzymi,
kdy préave teplota je povazovana za jeden z vyznamnych ¢initelt ovliviiujicich zivota-
schopnost oocyst. Do sou¢asné doby bylo provedeno jen omezené mnozstvi studii za-
byvajicich se faktory ovliviyjicich excystaci (Fayer a Leek, 1984; Curtiss et al., 2015).

Vétsina studii zabyvajicich se excystaci kryptosporidii byla zaméfena na druhy
infikujici sttevni epitel hostiteld. U Zalude¢nich druht se ptfedpoklada, ze pro excystaci
je tfeba pouze zvysené teploty. Tento pfedpoklad ma vSak fadu nedostatkii a nevysvét-
luje fakt, ze nové vytvorené oocysty zaludecnich kryptosporidii neexcystuji v téle hos-
titele pti nékolika hodinovém prichodu zazivaci soustavou hostitele (Smith et al.,
2005).

Z tohoto divodu jsme se zaméfili na studium faktorti ovliviiujicich excystaci za-

ludecnich kryptosporidii infikujicich hlodavce.




1 Literarni prehled

1.1 Historie kryptosporidii
Tyto organismy byly poprvé popsany Ernestem Edwardem Tyzzerem jiz na pocatku
20. stoleti, kdy zjistil jejich pfitomnost ve sliznici zaludku laboratornich mysi a proka-
zal, Ze se oocysty vylucuji spolecné s exkrementy. Tento druh pojmenoval Cryptospo-
ridium muris (Tyzzer, 1907). O né€kolik let pozdé&ji popsal dalsi druh, ktery detekoval
V tenkém stfevé laboratornich mysi a nazval jej Cryptosporidium parvum. Urcil, ze
oocysty C. muris jsou vétsi, nez oocysty C. parvum (Tyzzer, 1912). Roku 1955 popsal
Slavin druh C. meleagridis u krat (Slavin, 1955). Zajem o tohoto parazita vzrostl roku
1970, kdy byly popsany prvni infekce kryptosporidii u telat a o Sest let pozdé&ji u ¢lo-
véka (Panciera et al., 1971; Meisel et al., 1976; Nime et al., 1976).

V soucasné dob¢ je znamo velké mnozstvi druht a genotypt kryptosporidii, které
je obtizné od sebe odlisit na zakladé morfologickych znaku. Jedinou moznosti pro spo-
lehlivou determinaci druhii a genotypt je pouzit molekularni metody (EI-Alfy a

Nishikawa, 2020).

1.2 Kryptosporidie a kryptosporidiéza

Kryptosporidie jsou jednobunééni paraziti rodu Cryptosporidium infikujici gastroin-
testinalni trakt, pfipadné dalsi organy, vétsiny obratlovci, vcetné ¢lovéka (O'Dono-
ghue, 1995). Dlouhou dobu byly tazeny mezi kokcidie, z divodu podobnosti jejich
vyvojového cyklu, ale na zékladé molekularnich studii byla zjiSténa podobnost s gre-
garinami z kmene Apicomplexa. Kryptosporidie maji, pro tento kmen charakteris-
ticky, apikéalni komplex, ktery slouzi k priniku do hostitelské buiiky. K ndkaze dochazi
nejcastéji fekalné-oralni cestou, pies kontaminovanou vodu, krmivo, nepasterizované
mlécné vyrobky, ¢i pfimym kontaktem s nakaZzenym ¢lovekem/zvifetem (Levine,
1988; Gait et al., 2008; Caccid, 2005; Dillingham et al., 2002). Po vniknuti do orga-
nismu zptsobuji onemocnéni zvané kryptosporidioza, které se nejéastéji projevuje
prujmem, dehydrataci a ztratou télesné hmotnosti (Xiao et al., 2004). Prab¢h vsak za-
lezi na v€ku, imunitnim systému, celkovém zdravi jedince a dalSich faktorech. Roku
1986 byla popsana studie, kdy imunokompetentni pacienti trpéli symptomatickou
kryptosporidiozou, néktefi asymptomaticti vsak pouze vylucovali oocysty. Pii dobrém

zdravotnim stavu hostitele je prabeh vétSinou bez ptiznakt (Jokipii a Jokipii, 1986).




1.3 Vyvojovy cyklus kryptosporidii

Zivotni cyklus kryptosporidii je jednohostitelsky a mé &tyfti faze: excystace, merogo-
nie, gametogonie a sporogonie. V momentu, kdy se oocysta dostane do t¢la hostitele,
dojde k otevfeni jeji stény v misté nazyvaném sutura a ndsledné¢ dochazi k uvolnéni
¢tyt infekénich sporozoiti (excystace), kteti se pohybuji klouzavym pohybem
(Okhuysen a Chapell, 2002). K nakaze sta¢i jen velmi malé mnozstvi oocyst (Tyzzer,
1910; Zambriski et al., 2013). Sporozoiti vyhledaji povrch sliznice hostitele, ke kte-
rému se pripoji diky apikalnimu komplexu a infikuji epitelidlni buniky tenkého stieva,
sliznice zaludku nebo dychaciho traktu. Lokalizace cyklu je ale druhové specificka,
byly hlaSeny piipady i mimo gastrointestindlni ¢i dychaci trakt — oko, mocovy méchyt,
lymfatické uzliny, déloha, pochva, vajecniky a varlata ¢i jatra (Wetzel et al., 2005;
Sponseller et al., 2014; Baskin, 1996; Fleta et al., 1995; Kahn et al., 1987).

Dalsi fazi je merogonie (nepohlavni rozmnozovani), kterd nastava po preméné
sporozoitd na jednojaderné trofozoity a po rozdéleni jejich jadra dochazi k nepohlav-
nimu rozmnozovani za vzniku merontii dvou typil — Z prvniho typu vznik4 Sest az osm
merozoit, ktefi infikuji dalsi hostitelské buiiky. Druhy typ merontd spousti gameto-
gonii — pohlavni rozmnozovani (Current a Reese, 1986).

Z merontl druhého typu vznikaji gamonti, kdy sam¢i jsou mikrogamonti a samici
makrogamonti. Z mikrogamontli vznikaji mikrogametocyty se ¢trnacti az Sestnécti bi-
¢ikatymi mikrogametami. Mikrogamety oplodiiuji makrogamety, které vznikaji ze sa-
micich makrogamontt, tim vznika zygota, ktera se dale vyviji v oocystu (Current et
al., 1987).

Posledni fazi vyvojového cyklu je sporogonie, pii které dochdzi k endogenni spo-
rulaci vzniklé zygoty. Dotvaii se Ctyfi sporozoiti a vysledkem je zrald oocysta, ktera
je infekéni pro dalsi hostitele ihned po vylouceni z toho pivodniho (Fayer, 1997).

Bylo zjisténo, Ze infekce stievnim druhem C. parvum vykazuje kratsi prepatentni
obdobi a rychlejsi vyskyt zralych oocyst v hostitelském trusu nez Zaludec¢ni druh C.
proliferans (Melicherova et al., 2014; Tzipori, 1983).

1.4 Hostitelska specifita kryptosporidii

Jednotlivé druhy kryptosporidii se od sebe odlisuji svou hostitelskou specifitou. Né-
které maji Sirokou specifitu, nékteré jsou typické pouze pro urcitou skupinu obratlovetu
a jiné jen pro jeden konkrétni druh hostitele (Fayer et al., 2007). Napiiklad nejvice se

vyskytujici druh C. parvum ma Siroké spektrum hostiteldi, mezi které patii vétSina
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savcu, veetné lidi a hospodaiskych zvitat. Oproti tomu se druh C. hominis vyskytuje
pouze u ¢loveka. Byly vSak hlaSeny ptipady nakazy u prasat a jehnat ¢i u dugonga
(Bankier et al., 2003; Santoro et al., 2019; Feng et al., 2018; Giles et al., 2001; Ebeid
et al., 2003; Morgan et al., 2000). Dalsim druhem je C. meleagridis, ktery je hlasen u
savcu a ptaku (Xiao, 2010; Silverlas et al., 2012; Wang et al., 2014). Druh C. ubiqui-
tum, ktery ma nizkou hostitelskou specifitu, je kromé lidi bézné detekovan u malych
prezvykavcu (Fayer et al., 2010; Li et al., 2014; Xu et al., 2019). Druh C. suis je mo-
mentalné nejCastéji se vyskytujici kryptosporidii u prasat, a to predevSim u selat.
Krom¢ prasat byla prokazana vnimavost i u telat (Kvac et al., 2009; Enemark et al.,
2003). K druhu C. erinacei jsou vnimavi jezci, ale byl prokazan i u ¢lovéka (Kvac et
al., 2014).

1.5 Tkanova specifita kryptosporidii

Jednotlivé druhy a genotypy kryptosporidii maji riznou tkanovou specifitu. Organova
specifita je pro kryptosporidie typicka, 1ze je touto cestou od sebe 1épe odlisit, ale nelze
Ji pouzivat pro diagnostiku jednotlivych druhti. Mohou parazitovat v riznych mistech
travici trubice. Nékteré druhy jsou primarné v tenkém stievé — C. tyzzeri, C. bovis, C.
canis, C. ryanae ¢i C. wrairi (Ren et al., 2012; Fayer et al., 2005; Fayer et al., 2001,
Fayer et al., 2008; Vetterling et al., 1971), jiné v tlustém stfevé — C. ratti, C. ornitho-
philus, C. microti, C. occultus (JeZzkova et al., 2021; Holubova et al., 2020; Hor¢i¢kova
etal., 2019; Kvac et al., 2018). Druhy C. meleagridis ¢i C. parvum parazituji jak v ten-
kém, tak v tlustém stievé (Slavin, 1955; Upton a Current, 1985). Dalsi druhy v zaludku
— viz. Tabulka 1. Dale napt. druh C. baileyi, ktery parazituje jak ve stfevech, tak ve
velké mife i v dychacich ¢i mocovych cestach (Current et al., 1986) nebo C. avium,
ktery ma kromé tenkého a tlustého stfeva afinitu 1 k ledvindm, mocovodu a kloace

(Holubova et al., 2016).

1.6 Lokalizace kryptosporidiovych infekei

Dle lokalizace infekce rozeznavame dva typy kryptosporidii: Zalude¢ni a stfevni. In-
fekce vyvolané zalude¢nimi kryptosporidiemi maji vétSinou asymptomaticky pribeh,
naopak infekce zptsobené témi stfevnimi jsou Casto provazeny silnymi prijmy, de-
hydrataci, zvracenim, horeckou a malatnosti. Oocysty Zalude¢nich kryptosporidii jsou
oproti stievnim vétsi a ovalné. Zalude¢ni druhy kryptosporidii jsou méné odolné viigi

vngj$im vliviim a jejich infekEnost ve srovnani se stfevnimi kryptosporidiemi rychle
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klesa (Taylor et al., 1999; Fayer ,2003; Thompson et al., 2005; Kvag¢ et al., 2013,
DuPont et al., 1995; Kvac et al., 2018).

1.6.1 Zalude¢ni kryptosporidie

Tabulka 1 — Seznam platnych druhti Zaludeénich kryptosporidii

Druh Hostitel Autor

C. muris hlodavci Tyzzer, 1907

C. serpentis plazi Levine, 1980

C. reichenbachklinkei  ryby Paperna a Vilenkin, 1996
C. galli ptaci Pavlasek, 1999

C. andersoni skot Lindsay et al., 2000
C. fragile obojzivelnici Jirkt et al., 2008

C. huwi ryby Ryan et al., 2015

C. proliferans hlodavci Kvac et al., 2016

C. proventriculi papousci Holubova et al., 2019
C. bollandi ryby Bolland et al., 2020

1.6.2 Druhy Zaludeé¢nich kryptosporidii hlodavci

Cryptosporidium proliferans
Druh nejprve znamy jako C. muris, kmen TS03, avsak po vysledcich studie Kvac et
al. (2016) popsan jako samostatny druh C. proliferans. Charakteristickym hostitelem
tohoto druhu jsou hlodavci a mistem infekce je zaludek. Je ale znamo, Ze neinfikuje
nezlaznatou cast zaludku. Rozméry oocyst jsou 6,8-8,8 um (7,7 um) x 4,8-6,2 um
(5,3 um), pficemz v kazdé oocysté jsou piitomni ¢tyfi Sporozoiti. Jsou delsi a uzsi nez
oocysty druhu C. muris a také se velikostné vyznamné li$i od oocyst stievnich druhti
kryptosporidii (Fayer a Xiao, 2008; Melicherova et al., 2014; Ghazy et al., 2015). Pre-
patentni perioda (tj. doba od pozieni oocysty az po okamzik vylu€ovani nové vznik-
lych oocyst) je 6-21 dni v zavislosti na druhu hostitele, patentni perioda (doba vylu-

covani oocyst) muze trvat nékolik dni, mésicu ¢i let (Kvac et al., 2016).
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Cryptosporidium muris

Druh byl popsan jiz roku 1907 v zaludku laboratornich mysi (Tyzzer, 1907). Typic-
kym hostitelem jsou hlodavci (mysi, potkani, hrabosi, piskomilové), ale byly popsany
pfirozené nebo experimentalni infekce u piezvykavca (ovce, kozy, velbloudi). Stejné
jako C. proliferans neinfikuje nezlaznatou ¢ast zaludku hlodavct nebo piedzaludky
ptezvykavci. Déle byla popsana omezené vnimavost u pst, koc¢ek a u cloveéka (Fayer,
1990; Fayer et al., 1991; Anderson, 1991; Fayer et al., 1997; Lupo et al., 2008; Aydin
a Ozkul, 1996; Hiirkova et al., 2003; Katsumata et al., 2000). Infekce probiha ve vét-
Sin¢€ ptipadi bez pfiznakl a bez viditelnych zmén na orgdnech. Rozméry oocyst jsou
5,57 um (6,3 um) x 7,5-9,8 um (8,4 um). Délka prepatentni periody je u laborator-
nich mysi 7-12 dni (Iseki, 1986; Kvac et al., 2008).
1.7 Excystace kryptosporidii
Zaludeéni kryptosporidie jsou piizptisobené k Zivotaschopnosti a excystaci vlivem ky-
selého prostiedi zaludku, ve kterém by stievni kryptosporidie nepiezily — ty excystuji
az u¢inkem proteolytickych enzymu, Zluce a trypsinu ve stievé (Fayer a Ungar, 1986).

O podminkach nezbytnych pro excystaci zalude¢nich kryptosporidii toho neni
mnoho znamo. Naopak proces excystace u stfevnich druhi, zejména u druhu C. par-
vum, byl velmi dobie prozkouman. In vitro studie se snazi simulovat pfirozeny pri-
chod oocysty hostitelem. Je znamo, ze oocysty C. andersoni jsou schopny v in vitro
podminkach excystovat pouze vlivem vyssi teploty ve vodnim prostiedi, pficemz byly
pouzity teploty odpovidajici teploté téla hostitele ~ 38 °C (Fayer a Leek, 1984; Wid-
mer et al., 2007; Li et al., 2021). Velmi ¢asto je jak u stfevnich, tak i zalude¢nich
kryptosporidii pouzivano vystaveni oocyst riznym koncentracim chlornanu sodného,
ktery simuluje prichod oocyst Zaludkem (Fayer, 1995; Siripanth et al., 2004). Wood-
manse (1987) a Reduker a Speer (1985) uvadéji, ze pro excystaci bovinnich kryptospo-
ridii v in vitro podminkach neni zapotiebi trypsin ani jiné proteazy, staci oocysty za-
htéat na télesnou teplotu hostitele. Nezbytné je vSak oocysty pied excystaci vystavit
ucinkim chlornanu sodného a pii excystaci taurocholatu sodnému (Woodmanse,
1987; Reduker a Speer, 1985; Gold et al., 2001). Nejvhodnéjsim médiem podporujicim
vysokou rychlost excystace a motilitu sporozoitti C. parvum je RPMI 1640 a 5% bo-
vinni sérovy albumin (BSA) (Melicherova et al., 2016) a idealni pH pro Gsp&snou ex-
cystaci a preziti sporozoitt je 6,8—7,4 (Woodmansee, 1987). Melicherova et al. (2016)

experimentalné popsali, Ze pti excystaci druhu C. muris byly casto uvolnény jen tii
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sporozoiti, ¢tvrty bud’ opustil oocystu pozdéji, nebo ziistal uvéznén ve sténé oocysty.
Vysledky studie tak naznacuji, Ze GspéSna excystace oocyst neni omezena zivota-
schopnosti vSech ¢ty sporozoiti. Nékteré studie dale tvrdi, ze oSetfeni oocyst chlor-
nanem sodnym muze mit nezadouci ucinky jak na excystaci, tak na samotné oocysty,
jelikoz v disledku inkubace v chlornanu sodném dochdzi ke ztenceni stény oocysty
(Smith etal., 1988). Vysledky studie od Modolo et al. (1994) uvadi, ze po 30 minutach
expozice oocyst v chlornanu sodném ziskaly nacervenaly nadech, coZ znesnadnilo je-
jich identifikaci.

V soucasné dob¢ je pro excystaci stievnich kryptosporidii pouzivano nekolik riiz-
nych metodik, které se od sebe 1isi koncentraci pouzitych reagencii, Casem excystace
nebo teplotou pii osetieni oocyst pied excystaci (Rasmussen et al., 1995; Harris a Pe-
try, 1999; Korich et al., 1990; Black et al., 1996; Gut a Nelson, 1999; Rennecker et al.,
1999), zatimco pro excystaci zaludeénich kryptosporidii je vyuzivano pouze zahtati
oocyst na teplotu 38 °C (Melicherova et al., 2018).

1.8 Lécba kryptosporidiovych infekci

Proti kryptosporidiéze dosud nebyla vyvinuta zadna G€¢innd 1écba, coz stavi do nebez-
peci jak jedince se $patnou imunitou, tak imunodeficientni pacienty s AIDS (Flanigan
a Soave, 1993; Maggi et al., 2000). V soucasné dobé je nitazoxanid jedinou prokaza-
nou antiparazitarni 1é€bou proti kryptosporidiovym infekcim, nicméné tento 1ék neni
ucinny pii 1é¢bé imunodeficitnich jedinct, u kterych dochazi i ptes 1é¢bu k opakova-
nym relapsim infekce (Sparks et al., 2015; Checkley et al., 2015; Rossignol et al.,
2001; Theodos et al., 1998). V tadé dalsich studii bylo vyzkouseno velké mnozstvi
medikamentll, zddny z nich nebyl nijak zvlast G¢inny, pouze v neékterych ptipadech
nepatrné snizoval mnozstvi vyluCovanych oocyst, ¢i zkracoval délku trvani infekce
(Lindsay et al., 1987; White et al., 1994; Griffiths et al., 1998; Hornok et al., 1999).
Halocur je v soucasné dob¢ jednim z nejcastéji pouzivanych 1é¢iv ve veterinarni me-
dicing, jehoZz ucinek vyraznym zplsobem omezuje mnozstvi produkovanych oocyst
nakazenym jedincem. Nicméné bez aktivniho zapojeni imunitniho systému hostitele
by nedoslo ke zvladnuti infekce. Primarnim feSenim je nezbytna symptomaticka 1écba

ve form¢ rehydratace a nahrady elektrolyti (Trotz et al., 2011; Thompson et al., 2005).
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1.9 Prevence proti kryptosporidiovym infekcim

Preventivni opatieni patii k zdkladni ochran¢ zdravi zvifat a lidi pted infekci. Je ne-
zbytné dodrzovat zakladni hygienicka opatieni omezujici kontakt jedince s kontami-
novanym prostiedim a infikovanymi jedinci, napt. vystavbou kanalizaci a izolaci po-
zitivnich jedinct. Vzhledem k vysoké odolnosti oocyst vii¢i podminkam vnéjsiho pro-
sttedi a dezinfek¢nim prostiedklim je obtizné pti vyskytu tohoto parazita eliminovat
(Barbee et al., 1999). Nedavné studie prokazaly, Ze oxid chlori¢ity (C102) je G¢inn&jsi
dezinfekéni prostfedek nez volny chlor (Chauret et al., 2001). Hlavni faktor, ktery
ovlivituje Zivotaschopnost oocyst, je vSak teplota — jak extrémné vysoké, tak extrémné
nizké teploty dokazou oocysty spolehlivé znicit (Fujino et al., 2002; Fayer, 2004; Fa-
yer a Nerad, 1996).
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2 Cile prace

Studovat vliv télesné teploty hostitele a pH prostiedi na excystaci oocyst zalu-
de¢nich kryptosporidii infikujicich hlodavce.

Pomoci in vitro experimenti popsat efekt studovanych vlivii na excystaci 0o-
cyst a zivotaschopnost sporozoitti.

Pro studie pouzit druh Cryptosporidium proliferans.

Zpracovat vysledky pfislusnymi statistickymi metodami a porovnat je s publi-

kovanymi udaji.
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3 Material a metodika

3.1 Material

3.1.1 Zvirata pro pokus

Pro laboratorni pokus byly pouzity imunodeficitni SCID mysi (Mus musculus), které
jsou chovany Vv Parazitologickém ustavu v Ceskych Budgjovicich, Biologické centrum
Akademie véd, v.v.i. (PaU). Mysim bylo pipetou oralné aplikovano inokulum o kon-
centraci 1 000 000 oocyst nebo ekvivalentné¢ 4 000 000 sporozoiti. Z odebiraného
trusu byly poté délany natéry, fixovany v plamenu a barveny pomoci metody Milacka
a Vitovce (1985) (3.2.10).

3.1.2 Zdroj oocyst

Pro experiment byly pouzity oocysty C. proliferans — izolat TS03, ziskany pivodné
z hlodouna vychodoafrického (Tachyoryctes splendens). Izolat je dlouhodobé¢ udrzo-
van v imunodeficitnich SCID mysich.

Ziskané oocysty z trusu SCID mysi byly precistény na sachar6zovém gradientu
(Arrowood a Stearling, 1987) a nasledné na cesium chloridovém gradientu (Arrowood
a Donaldson, 1996), poté byly pouzity pro experiment.

3.1.3 Priprava roztoki o riizném pH
Pomoci pracovniho 1x PBS, 1M HCIl, IM NaOH a pH metru byly pfipraveny roztoky

o rizném pH Vv rozmezi 2—7.
3.2 Metodika
3.2.1 Purifikace oocyst

Vzorek trusu pozitivni na kryptosporidie homogenizovat v tieci misce, piecistit na sa-
char6ézovém gradientu a docistit za pomoci cesium chloridového gradientu. Uchovéavat
v deionizované vod¢ ¢i v PBS, coz je neutralni pufrovany fyziologicky roztok pouzi-
vany ke stabilizaci pH.

Nize uvedené metody jiz byly metodicky zvladnuty a pouzity v mé bakalarské
praci, Z tohoto diivodu pouzivdm ¢astecné upravenou metodiku i ve své navazuji di-
plomové praci (Schulzova, 2020).

3.2.2 Cisténi oocyst na sacharézovém gradientu
Priprava roztoku:
e Sheatertv roztok: 259 ml deionizované vody + 405 g cukru + 7,29 g fenolu
e PBS Tween: do 1 litru PBS ptidat 0,5 ml Tween 20
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e Pracovni Sheatertiv roztok: 1:2 (1 dil Sheater + 2 dily PBS Tween); 1:4 (1 dil
Sheater + 4 dily PBS Tween)

Postup:
o Trus homogenizovat ve tfeci misce a zbavit ho vétSich piimési (pres sitko).
. Do sklenénych zkumavek navrstvit gradient (plastovou pasterkou) — 1. vrstva

30 ml Sheater 1:2, 2. vrstva 30 ml Sheater 1:4, 3. vrstva 15 ml vzorku trusu.

o Centrifugovat 20 minut pfi 1370 g.

o Horni zbarvenou vrstvu odsat vodni vyvévou a obsah zkumavek ptrenést do
Cistych zkumavek.

o Objem zkumavek doplnit PBS (0,025 M; pH 7,2) a centrifugovat 20 minut pfi
1370 g.

o Vodni vyvévou odsat obsah zkumavek na Y4 a poté doplnit PBS a centrifugovat
20 minut pii 1370 g (tento krok provést 2x).

o Sedimenty prenést do jedné sbérné zkumavky a uchovavat pii 4 °C s ptidav-
kem antibiotik.

3.2.3 Cisténi oocyst na cesium chloridovém gradientu

Chemikalie: roztok cesium chloridu (CsCl; 1,15 g/ml), PBS (0,025 M; pH 7,2)
Postup:

o Do mikrozkumavky napipetovat 1 ml CsCl.

o Na roztok CsCl navrstvit 0,5 ml roztoku oocyst v PBS.

. Centrifugovat pii1 20 °C po dobu 3 minuty pii 14000 g.

. Ptepipetovat supernatant do 50 ml zkumavek a zbyly sediment vyhodit.

. Zkumavku doplnit deionizovanou vodou, centrifugovat pii 4 °C po dobu 20
minut pii 1370 g.

o Vodni vyvévou odsat supernatant na objem 5 ml.

° Doplnit zkumavku deionizovanou vodou, vortexovat, centrifugovat pii 4 °C po
dobu 20 minut pii 1370 g (tento proces opakovat 3x).

o Oocysty uchovavat v deionizované vod¢ pii 4-8 °C.

3.2.4 Skladovani oocyst

Pouzité oocysty byly skladovany v deionizované vodé pii 4 °C, oocysty nebyly starsi

nez 4 tydny.
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3.2.5 Testovani Zivotaschopnosti
Zivotaschopnost oocyst byla stanovena barvenim pomoci propidium jodidu (PI). Bar-
vivo PI pronika pfes narusenou cytoplazmatickou membranu, a proto se vyuziva pro
vizualizaci mrtvych oocyst, které sviti jasné Cervené. VInova délka excitace pro Pl je
536 nm a vlnova délka emise je 617 nm.
Pracovni roztok: Propidium iodide (PI) — rozpustit 1 mg Pl v 50 ml PBS

e 0,5x10° oocyst ve 435 ul dH20

e Ptipipetovat 15 ul pracovniho roztoku PI.

e Nechat inkubovat v temnu minimalné 15 minut.

e Do méfeni na pritokovém cytometru uchovavat v temnu a na ledu.

e Jako kontrola byly pouzity devitalizované oocysty, ¢ehoz bylo dosédhnuto je-

jich povatenim po dobu alesponi 10 minut.

3.2.6 Testovani vlivu teploty

Za pomoci vodni l1azné a pritokového cytometru (BD FACSCanto |1, BD Biosciences,
USA) bylo zjistovano, jaké mnozstvi oocyst excystuje pii riznych teplotach (32-44
°C). Na kazdou teplotu bylo provedeno 20 méteni (5 vzorkl po 5, 15 a 30 minutach
inkubace ve vodni lazni + 5 vzorku jako kontrola). Kazdy méfeny vzorek obsahoval
450 ul roztoku s oocystami o koncentraci 500 000 oocyst a 50 pl referenénich flu-
orescenc¢nich kulic¢ek (Flow-Count Fluorospheres, Beckman Coulter, USA), jako me-
dium byla pouzita dH20. Principem pritokové cytometrie je prichod bunék nebo ¢astic
v unaSejicim médiu prochazejicim méficim pfistrojem — pritokovym cytometrem.
Bylo zjistovano procento excystovanych oocyst v porovnani s kontrolou. Ziskané

hodnoty byly zapisovany do tabulek.
3.2.7 Testovani vlivu pH

Za pomoci roztoku o rizném pH (pH 2 — pH 7) bylo zjistovano, jaké mnozstvi oocyst
excystuje pii rizném pH prostiedi. Oocysty kryptosporidii byly nejprve vlozeny ve
zkumavkach do vodni lazné pti 38 °C — teplota téla ptivodniho hostitele (na prislusnou
hodnotu pH bylo vzdy 20 méteni — 5 vzorkt po 5, 15 a 30 minutach inkubace ve vodni
lazni + 5 vzorkd jako kontrola). Kazda zkumavka obsahovala 500 000 piecisténych
oocyst ve 450 pl roztoku o rizném pH. Po inkubaci bylo do zkumavky pfidano 50 pul

referencnich fluorescenénich kuli¢ek (Flow-Count Fluorospheres, Beckman Coulter,
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USA) a vzorky byly zméfeny pritokovym cytometrem. Bylo zjistovano procento ex-

cystovanych oocyst v porovnani s kontrolou. Ziskané hodnoty byly zapisovany do ta-
bulek.

3.2.8 Infektivita nevyexcystovanych oocyst

Jak v prvnim (3.2.6), tak v druhém (3.2.7) experimentu jsme prokazali, ze nedochazi
k excystaci ur€itého procenta oocyst. Na zaklad¢ vyse uvedenych zjisténi byly prove-
deny experimenty ovétujici infektivitu oocyst, které nevyexcystovaly po vystaveni op-
timalni teploté pro excystaci (38 °C). Nevyexcystované oocysty byly rozdéleny do
dvou skupin. Skupina 1 byla vystavena G¢inku koncentrovaného roztoku SAVA za
ucelem devitalizace vyexcystovanych sporozoitil, skupina 2 byla ponechana dva dny
pti laboratorni teploté (samovolna devitalizace sporozoitit). Jako kontrolni skupiny
slouzily skupina 3 — ¢isté infekéni oocysty, skupina 4 — vyexcystovani sporozoiti, sku-
pina 5 — vyexcystovani sporozoiti po devitalizaci SAVEM a skupina 6 — vyexcystovani
sporozoiti ponechani dva dny pfi laboratorni teploté. Kazdou skupinou oocyst/spo-
rozoit byly infikovany vzdy tii osmitydenni SCID mysi, a to v davece 1 000 000 oo-

cyst nebo ekvivalentem 4 000 000 sporozoitd na jedno zviie.

3.2.9 Infektivita Zalude¢nich kryptosporidii nevyloucenych z hostitele

Dalsim experimentem, ktery byl proveden, bylo ovéfeni infektivity oocyst prochaze-
jicich zazivacim traktem hostitele. U¢elem bylo ziskat dostate¢né mnozstvi oocyst
z ruznych Casti téla infikovaného jedince.

Z laboratorni SCID mysi, ktera byla infikovana C. proliferans a kontinualné vy-
luCovala oocysty, byly odebrany vzorky obsahu Zaludku, tenkého, slepého a tlustého
stieva a konecniku. Vzorky byly odebirany pii teploté 38 °C a bezprostiedné po ode-
brani umistény do dH20 o teploté 38 °C a pouzity k inokulaci mysi pro ovéfeni infek-
tivity. Kazda pokusna skupina byla slozena ze tii osmitydennich SCID mysi.

3.2.10 Ovéieni identity pouzivaného izolatu
Barveni oocyst dle Milacka a Vitovce (Milacek a Vitovec, 1985)
Chemikalie: methanol, roztok methylvioleti (0,6 g methylvioleti, 1 ml anilinu, 1 g fe-
nolu, 30 ml alkoholu-ethanolu, 70 ml deionizované vody), 2% kyselina sirova, 1%
roztok tartrazinu v 1% kyseliné octové

Postup:
o Podlozni sklicko S natérem trusu ponofit do methanolu a ihned ho zafixovat

v plameni.
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o Sklic¢ko vlozit do stojanku a vnofit do roztoku methylvioleti na 30 minut.
. Oplachnout stojanek pod tekouci vodou a vlozit do 2% kyseliny sirové,

diferencovat 2 minuty.

o Oplachnout pod tekouci vodou a vlozit do roztoku tartrazinu na 3—5 minut.
. Oplachnout pod tekouci vodou a dat susit.
. ProhliZet natér svételnym mikroskopem pii 1000-ndsobném zvétSeni, za pou-

ziti imerzniho oleje.
Izolace DNA z trusu
Extrakce DNA z trusu byla provedena pomoci komeréniho kitu GeneAlI® ExgeneTM
Stool DNA mini (GeneAll Biotechnology, co., Itd., Soul, Jizni Korea).
Postup:
. Vzorek trusu (200 mg) dat do Safe-Lock Tube, ptidat sklenéné a zirkonové
kulicky a napipetovat 1-1,3 ml FL pufru, homogenizovat vortexovanim a

rozbit v pfistroji FastPrep®24 (MP Biomedicals, CA, USA) 1 minutu pii 5,5

m/s.
o Inkubovat 5 minut pfi laboratorni teplot¢, centrifugovat 5 minut pti 16000 g.
o Prepipetovat veskery supernatant na EzPass kolonku (bila kolonka).
o Centrifugovat 1 minutu pti 16000 g, vylit odpad ze sbérné zkumavky.
o Na kolonku napipetovat 100 ul EB pufru, inkubovat 1 minutu pfi laboratorni

teploté, centrifugovat 1 minutu pii 16000 g.
o Vyhodit bilou kolonku a pfipipetovat 500 pl PB pufru do sbérné zkumavky,

promichat pipetovanim.

o VSechen obsah sbémé zkumavky pfenést na mini spin column (zelena
kolonka).

. Centrifugovat 1 minutu pti 16000 g, vylit odpad ze sbérné zkumavky.

o Napipetovat 500 ul NW pufru na stied kolony.

o Centrifugovat 1 minutu pfi 16000 g, vylit odpad ze sbérné zkumavky.

o Opét centrifugovat 1 minutu pfi 16000 g, odstranit zbytky pufru, pfenést

kolonku na Cistou eppendortku.

o Napipetovat 200 ul EB pufru na kolonku, inkubovat 1 minutu, centrifugovat 1
minutu pii 16000 g.

o Purifikovanou DNA uchovavat pti -20 °C pired pouzitim metody PCR.
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Polymerazova retézova reakce — PCR
Byl pouzit nested PCR protokol pro amplifikaci ¢astecné oblasti genu kodujiciho ma-
lou podjednotku rRNA (SSU; Xiao et al., 1999).
Set primert pro primarni reakci:
F1 5'-TTCTAGAGCTAATACATGCG-3’
R15-CCCATTTCCTTCAAACAGGA-3’
Set primert pro sekundarni reakci:
F2 5'-GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAG-3’
R2 5'-AAGGAGCAACACACACAC-3’
Gelova elektroforéza
Chemikalie: TAE pufr, agardza, ethidium-bromid (EtBr), 100 bp DNA Ladder
Postup:

V barice smichat TAE pufr s navdzenou agar6zou a vlozit do mikrovinné
trouby, dokud nevznikne homogenni smés.
nosi¢ maly: 0,4 g / 40 ml TAE pufr
nosic stfedni: 0,8 g/ 80 ml TAE pufr
nosi¢ velky: 1,2g /120 ml TAE pufr
. Ochladit pod tekouci vodou, ptidat 1 pl EtBr a opatrné promichat.
o Vylit obsah baiiky do pfipraveného nosice, pouZzit vhodny hieben a nechat
ztuhnout (15-20 minut).
o Vyjmout hieben a vlozit gel do elektroforetické vany s TAE pufrem.

o Do prvni jamky nanést 10 ul ladderu, do dalSich jamek 20 pl sekundéarnich

PCR produktd.
o Nechat gel vyvijet, aby doslo k separaci fragmentti DNA.
o Po skon¢eni procesu (20—30 minut) vizualizovat UV transiluminatorem.
Izolace z gelu

Fragmenty DNA byly vyizolovany pomoci komeréniho kitu Gen Elute (Sigma-Al-
drich, St. Louis, MO, USA)
Postup:
. Skalpelem vyfiznout z gelu fragmenty DNA a vlozit je do 1,5 ml
mikrozkumavky.
o Do zkumavky s fragmentem gelu pfipipetovat 500 ul Gel Solubilization
Solution (na 100 mg gelu 300 pl).

22



Inkubovat 10 minut pfi 50 °C, kontrolovat rozpousténi a promichat kazdé 2—3
minuty.

Dat inkubovat PCR vodu na eluci na 65 °C.

Sestavit Binding Column G, napipetovat 500 pul Column Preparation Solution
a centrifugovat 1 minutu pii 16000 g.

Ptipipetovat ke vzorku 150 pul isopropanolu a promichat.

Ptepipetovat veskery objem vzorku na kolonku (Binding Column G) a
centrifugovat 1 minutu pti 16000 g, vylit odpad ze sbérné zkumavky.
Ptipipetovat 700 pul Wash Solution G a centrifugovat 1 minutu pii 16000 g.
Vylit odpad ze sbérné zkumavky a centrifugovat 1 minutu pti 16000 g.

Otocit zkumavku v centrifuze o 180° a centrifugovat znovu 3 minuty.

Vlozit kolonku do nové 1,5 ml zkumavky a provést eluci napipetovanim 30 pl
PCR vody ptedehraté na 65 °C piimo na stfed kolony.

Inkubovat 1 minutu a poté centrifugovat 1 minutu pii 16000 g.

Sekvenovani a genotypizace

Purifikované sekundarni produkty byly sekvenovany v obou smérech pomoci sekun-

darnich PCR primerti v komeréni spole¢nosti (Eurofins Genomics Germany GmbH,

Ebersberg, Némecko). Sekvence ziskané ve studii byly porovnany se sekvencemi v

GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).
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4 Vysledky

Predpokusy provedené pted zapocetim prace prokazaly, ze staii oocyst ma zasadni vliv
na pocet excystovanych oocyst (data nejsou soucasti prace). Se zvysujicim se stafim
oocyst se snizuje procento Uspésné excystovanych oocyst. Z téchto ditvodu byly pro
experimenty pouZzity oocysty mladsi jednoho mésice.

4.1 Testovani vlivu teploty

Experimenty sledujici vliv teploty na excystaci ukdzaly, Ze do teploty 33 °C excystuje
méné nez 20 % oocyst. Pti teplotach 34-35 °C dochazi k excystaci piiblizné az jedné
poloviny oocyst. S rostouci teplotou a ptibyvajicim ¢asem dochazi ke zvySovani pro-
centa excystovanych oocyst az do teploty 40 °C. Dalsi zvySovani teploty nema vliv na

pocet excystovanych oocyst (Tabulka 2).

Tabulka 2 — Vliv teploty na excystaci oocyst Cryptosporidium proliferans. Vysledky ukazuji pra-
mérné procento excystovanych oocyst po odeéteni mrtvych oocyst (1,6 %). Vysledna hodnota vyja-
diuje prumér z péti na sob& nezavislych méfeni.

Cas expozice (minuty)

Teplota

5 15 30

Kontrola 4 °C 0 0 0
32°C 2 11 16
33°C 9 12 18
34 °C 15 36 45
35°C 37 57 60
36 °C 67 76 80
37°C 78 83 84
38 °C 78 82 84
39°C 86 86 86
40 °C 87 88 88
41 °C 86 88 88
42 °C 87 88 89
43 °C 88 88 89
44 °C 87 88 88
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4.2 Testovani vlivu pH

Experimenty sledujici vliv pH na excystaci ukazaly, ze pti pH 2 a pH 3 excystuje méné
jak 75 % oocyst. Pti vyS$Sich hodnotach pH dochazi k excystaci ptiblizné 85 % oocyst,
pfiCemz se mira excystovanych oocyst zvySuje s rostoucim ¢asem inkubace oocyst ve
vodni lazni. Nejvyssiho procenta excystovanych oocyst jsme docilili u pH 7 a 8, kdy
excystovalo 86 % oocyst. Naopak nejnizsi procento jsme namétili u pH 2, kdy doslo
k excystaci ptiblizn¢ jen u 65 % oocyst (Tabulka 3).

Tabulka 3 — Vliv pH prostiedi na excystaci oocyst Cryptosporidium proliferans pfi teploté téla

ptvodniho hostitele (38 °C). Vysledky ukazuji procento excystovanych oocyst po odecteni mrtvych
oocyst (1 %). Vysledna hodnota vyjadiuje pramér z péti na sobé nezavislych méfeni.

Hodnota pH/teplotni pod- Cas expozice (minuty)

minky 5 15 30
KontrolapH 7 /4 °C 0 0 0
pH 2 /38 °C 60 66 67

pH 3/38°C 69 71 74

pH 4 /38 °C 78 80 82
pH5/38°C 77 78 84

pH 6 /38 °C 77 79 84

pH 7 /38 °C 81 83 86

pH 8 /38 °C 82 85 86

4.3 Infektivita nevyexcystovanych oocyst

Vzhledem k tomu, Ze volni, infekéni sporozoiti Zalude¢nich kryptosporidii mohou pie-
Zivat v obsahu Zaludku a vyvolat tedy infekci, provedli jsme devitalizaci vyexcystova-
nych sporozoitli. Experimentalni infekce prokazaly, Ze excystovani sporozoiti vysta-
veni ucinktim SAVA nebo ponechani v laboratorni teploté po dobu 2 dnti ztraceji svou
infektivitu a nejsou pro hostitele infek¢ni (Tabulka 4). Vysledky infek¢nich experi-
mentd S oocystami, které po vystaveni excystacni teploté neexcystovaly, prokazaly, ze

jsou pln¢ infekéni pro hostitele (Tabulka 4).
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Tabulka 4 — Infektivita oocyst a sporozoitii Cryptosporidium proliferans pro imunodeficitni SCID

mysi (modelové hostitele).

Skupina

Infektivita pro

hostitele

1. Nevyexcystované oocysty po excystaci + SAVO ANO
2. Nevyexcystované oocysty po excystaci + 2 dny v lab. tep- AN
loté
3. Infekéni oocysty ANO
4. Infekéni sporozoiti ANO
5. Infek¢ni sporozoiti + SAVO NE

NE

6. Infek¢ni sporozoiti + 2 dny Vv lab. teploté

4.4 Infektivita Zalude¢nich kryptosporidii nevyloucenych z hostitele

Vysledky pokusu ukézaly, ze oocysty C. proliferans z riznych ¢asti zazivaciho traktu

jsou infekéni pro dalsiho hostitele (Tabulka 5), aniz by muselo dojit k procesu zchla-

zeni. Lze piepokladat, Ze za vyvolanou infekci by mohly zodpovidat oocysty, které

neexcystuji pouze vlivem teploty.

Tabulka 5 — Infektivita oocyst Cryptosporidium proliferans z riznych ¢asti zaZivaciho traktu infi-
kované imunodeficitni SCID mysi pro naivni SCID mysi.

Infektivita pro SCID mysSi

Pivod oocyst
1 2 3
Zaludek ANO ANO ANO
Tenké stirevo ANO ANO ANO
Slepé stievo ANO ANO ANO
Tlusté stir‘evo ANO ANO ANO
Koneénik ANO ANO ANO
Kontrola — oocysty po vylouc¢eni ANO ANO ANO
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5 Diskuse

Uvolnovani sporozoitli z oocyst je extrémné rychly proces, ktery se podoba vystielo-
vani sporozoitll ze sutury ve stén¢ oocysty. Je zndmo, Ze nejvyznamnéjSimi excystac-
nimi faktory jsou vhodné pH a teplota. Ty modifikuji propustnost stény oocysty (Mat-
subayashi et al., 2011; Jenkins et al., 2003; Robertson et al., 1993). Mohou tak zvysit
tlak uvniti oocysty absorbovanim tekutin pfes propustnou sténu oocysty (nejpravde-
podobné;ji ptes suturu) do zvétsujiciho se zbytkového téliska. Nasledné nadmérny tlak
v oocysté vede k vysticlovému uvoliiovani sporozoiti do okolniho prostiedi. Pod-
minky excystace se u jednotlivych druhi patogeni 1isi tak, aby doslo k maximalizaci
infekce. Metody pouzivané pro in vitro excystace tak imituji pfirozené podminky v
hostiteli.

V¢étSina dosud publikovanych studii se tyka excystace stfevnich druhti kryptospo-
ridii, zatimco zalude¢ni druhy jsou opomijeny. Peckova et al. (2016) ve své studii
srovnavali rizné metody excystace stfevniho druhu C. parvum a zjistili, ze nejucin-
né¢js$i z pouzivanych metod byly ty, které popsali Rasmussen et al. (1993), Petry a
Harris (1999) a Mead et al. (1990). Spoleénym jmenovatelem vSech téchto metod je
zatazeni predinkubaéniho kroku — oSetieni oocyst chlornanem sodnym. Vysledky stu-
die Woodmansee (1987) potvrzuji, ze béleni chlornanem sodnym zvysuje rychlost ex-
cystace. Je to pravdépodobné proto, ze oSetfeni takovym roztokem ma za nasledek
ztenCeni a perforaci vné&jsi a vnitini vrstvy stény oocysty. Zaroven vystavuje receptory
umisténé v riznych trovnich stény oocysty, které vyzaduji stimulaci kyselinou chlo-
rovodikovou a Zlu¢i, nez se naskytne vhodny hostitel (Smith et al., 2005). Bélidlo
muze také slouzit k dalsi sanitaci vzorku oocyst, aby se zabranilo nezddouci mikrobi-
alni kontaminaci bunécné kultury (Arrowood, 2002). Také vysledky studie Kar et al.
(2011) dochazeji k zavéru, Ze u mladych oocyst (3 mési¢ni) preduprava za pomoci
NaClO zvysuje rychlost excystace. Opacné vysledky uvadi Gold et al. (2001), ktefi
testovali vliv Zlu€ové soli (taurocholat sodny) v inkubacnim médiu na rychlost ex-
cystace s pouzitim jak bélenych, tak nebélenych oocyst. Dosli k zavéru, Ze béleni ne-
zvysilo rychlost excystace druhu C. parvum. V ptfipadé zaludecnich kryptosporidii
nema oSetieni oocyst chlornanem sodnym zasadni vliv na excystaci. Widmer et al.
(2007) uvadi, ze oocysty C. andersoni excystuji samovolné pii teploté 37 °C, coz je
v souladu v nasimi vysledky. Nicmén¢ jako prvni jsme prokazali, ze Zalude¢ni kryp-

tosporidie parazitujici u hlodaveli maji optimalni teplotu excystace na hodnoté 38 °C.
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Zvysovanim teploty nad 40 °C jiz nedochézi ke zvySeni procenta excystovanych oo-
cyst. Zatimco zaludec¢ni druhy si zjevné vyvinuly metody k zabranéni excystace u stej-
ného hostitele, stfevni druhy Celi vyzve, jak zabranit pred¢asnému uvolnéni sporozoitti
po piijmu novym hostitelem, protoze excystace v zaludku by s nejvétsi pravdépodob-
nosti vedla k okamzité inaktivaci sporozoitd. Kolisani teploty béhem ¢isténi a zejména
béhem raznych krokl odstfed’ovani by mohlo byt dostateéné k zahdjeni excystace.
Dokazuje to pfitomnost prazdnych oballi oocyst u vzorkt, které nebyly inkubovany
pti 37 °C.

Matsubayashi et al. (2011) zkoumali morfologické zmény a hodnotili Zivota-
schopnost sporozoitii C. andersoni po excystaci v médiu RPMI. Sporozoiti postupné,
nikoli vak rychle, ménily sviij podlouhly tvar na zaobleny, jako C. parvum. Zivota-
schopnost sporozoitil zlstala po 3 hodindch inkubace na 90,6 % ve srovnani s 56 % u
C. parvum (Matsubayashi et al., 2010). Tyto vysledky naznacuji, Zze je C. andersoni
odolngjsi vuci kyselému prostiedi a mize mit tak del$i zivotnost po excystaci in vitro.
Dale vystavili sporozoity C. andersoni nizkému pH — pH ve slezu u skotu je stejné
jako v zaludku u my$i — pfiblizné 2,0 (Moran, 2005). V disledku snizené¢ho pH se
zivotaschopnost sporozoitd C. andersoni postupné snizovala, coz je v souladu se zjis-
ténim, ze C. muris, Zalude¢ni druh, je také usmrcovan pii pH 2,0 (zivotaschopnost 23,2
%) (Brown et al., 1996). Nase vysledky ukazaly, ze pti pH 2 dochazi K nizké mife
excystace — pouze 65 % oocyst, oproti pH 7, kdy excystovalo az 86 % oocyst. Ve
vysledcich nasich experimentalnich infekci jsme také prokazali, Ze je mozné nainfiko-
vat hostitele volnymi, vyexCystovanymi sporozoity C. proliferans. Sporozoiti C. pro-
liferans tedy piezivaji nizké pH v zaludku mysi. Dale jsme prokazali, Ze sporozoiti
dlouhodobé nepiezivaji a po vyCerpani energetickych zasob dochazi k jejich devitali-
zaci (po 48 hodinach pti teplotach okolo 20 °C).

Zivotaschopnost kryptosporidiovych oocyst je ovlivnéna biotickymi a abiotic-
kymi faktory, jako je stafi oocyst, teplota, postup ¢isténi, doba skladovani nebo che-
mickeé slozeni médii (Fayer et al., 1998a, Fayer et al., 1998b; Hijjawi, 2003; Jenkins et
al., 2003, Kar et al., 2011; Reduker et al., 1985, Reinoso et al., 2008, Robertson et al.,
1992), coz potvrzuji i vysledky této prace. Zatimco nékteré studie tvrdi, Ze Zivota-
schopnost oocyst Ize udrzet ve vhodnych podminkach po dobu 6 mésicu (Fayer et al.,
1998a; Fayer et al., 1998Db), jiné doporucuji pracovat s oocystami mladSimi nez 3 me-
sice (Kar et al., 2011). Vysledky této prace ukazaly, ze optimalni je pracovat s 00-

cystami mlad$imi 1 mésice. Podle naSich poznatku Ize usoudit, Ze pro Gspé€s$né in vitro

28



experimenty s druhem C. proliferans neni prodlouzené skladovani oocyst piijatelné.
V nasi studii jsme nepracovali s oocystami star§imi 4 tydni. U oocyst mladsich 4
tydnll jsme pii optimalni excystaci detekovali vice nez 90 % excystovanych oocyst,
zatimco u oocyst starSich 3 mésict byl zaznamenan vyznamny pokles excystovanych
oocyst. Tyto vysledky odpovidaji 1 studii provedené Kvacem et al. (2007), ktera pro-
kazala, ze oocysty C. andersoni ztraci svou infekce schopnost po 6 mésicich sklado-
vani pii teploté 4 °C. Dle Melicherové et al. (2016) snizily oocysty C. muris uchova-
vané v PBS svou Zivotaschopnost o 20 %, a to za dobu skladovani 4 mé&sict. Jenkins
et al. (2003) zaznamenali 50% pokles uspé$nosti excystace po 3 mésicich skladovani
oocyst, zatimco oocysty staré 9 mésici byly nezivotaschopné. Melicherova et al.
(2016) uvadi, Ze testovani zivotaschopnosti oocyst C. muris pomoci fluorescen¢niho
dvojitého PI/FDA barveni je obecné povazovano za standardni postup pied experi-
mentalni praci (Jones a Senft, 1985). Tato tvrzeni jsou v rozporu s vysledky Widmera
et al. (2007), ktefi nepiikladaji témto faktorim nijak zvlast velky vyznam. Jako mé-
dium jsme pouzili deionizovanou vodu, Melicherova et al. (2016) vSak tvrdi, Ze pro in
vitro kultivaci riznych buné¢nych kultur a jednobunéénych parazitt je nejlepsi pouzit
RPMI 1640 spolecné s BSA, kviili jejich stimulaénimu u¢inku na motilitu sporozoiti
(Smith et al., 2005; Widmer et al., 2007; Galvani et al., 2007; Harrison et al., 1982).
Doporucend koncentrace BSA je 5 %, pfi vyS$§im procentu by mohlo dojit k poSkozeni
oocyst vlivem velké hustoty média a tak ke znemoZnéni excystace.

Je v8ak dilezité zminit, Ze Boyd et al. (2008) zkoumali integritu membrany a Zi-
votaschopnost bun¢k pomoci barveni FDA/PI a tvrdili, Ze toto testovani zivotaschop-
nosti zavisi na fad¢€ dalSich faktorti (G¢inek fedidla FDA nebo doba trvani samotného
postupu barveni). Smith a Smith (1989) pozorovali, Ze nékteré oocysty nelze obarvit
ani pomoci FDA, ani PI. Kva¢ et al. (2007) popsali, Ze oocysty skladované v dichro-
manu draselném se po dels§i dobé skladovani omezen¢ barvi pomoci PI. Z téchto du-
vodi jsme V nasi praci pouzili oocysty skladované pouze v deionizované vode¢ a Zivo-
taschopnost oocyst byla testovana barvenim PL

Trypsin, serinova proteaza, nachazejici se v duodenu, je bézn¢ pouzivan mnoha
vyzkumniky v protokolech in vitro excystace k napodobeni prostfedi duodena (Mead
et al., 1990; Black et al., 1996; Rennecker et al., 1999; Rasmussen et al., 1993). Pec-
kova et al. (2016) ve své studii nezjistili zadny Vvliv pfitomnosti trypsinu na excystaci
sttevnich kryptosporidii, coz je v souladu s vysledky Woodmansee (1987), ktery zjis-

til, Ze trypsin je pro excystaci nepotiebny a ma pti vyssi koncentraci dokonce inhibi¢ni
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ucinky. Pouziti trypsinu nema rovnéz zadny vliv na excystaci zalude¢nich kryptospo-
ridii. Také Robertson et al. (1993) potvrdili vysledky, Ze pouziti trypsinu nezvysuje
pocet excystovanych oocyst, ale zvySuje translucenci (prisvitnost) intaktnich oocyst a
také motilitu excystovanych i neexcystovanych sporozoitd. V souladu s témito vy-
sledky jsou i zavéry naSich experimentd. Oocysty C. proliferans prochazejici zaziva-
cim traktem hostitele po dobu n¢kolika hodin jsou nevnimavé k podmétim okolniho
prostiedi a neexcystuji, nicméné si zachovavaji plnou infekce schopnost.

Tzipori (1983) vypozoroval, ze excystace kryptosporidii druhu C. parvum nastava
kratce po vystaveni vzduchu, pravdépodobné stimulovanému vhodnou hladinou kys-
liku a oxidu uhli¢itého. Avsak oproti tomu udaje ze studie Reduker a Speer (1985)
naznacuji, Ze expozice samotnému vzduchu mé maly nebo Zadny vliv na excystaci
oocyst. V nasich experimentech jsme dospéli k obdobnému zavéru jako Reduker a
Speer (1985). Oocysty nevystavené vzduchu (ziskané z riznych ¢asti zazivaciho traktu
infikovaného hostitele) byly stejné infekéni pro hostitele, jako oocysty vystavené ucin-
kiim vnéjsiho prostfedi. Naopak zména teploty méla vyrazny vliv na procento ex-

cystace oocyst C. proliferans.
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Zavér

e Optimalni teplota pro excystaci oocyst C. proliferans je 38 °C.

e ZvysSovani teploty nad 40 °C nema vliv na excystaci.

e Sporozoiti C. proliferans piezivaji nizké pH Zaludku a jsou schopni vyvolat
infekci u hostitele.

e Sporozoiti C. proliferans jsou bezprostiedné devitalizovani u¢inkem 2,5% roz-
toku chlornanu sodného.

e Nov¢ vzniklé oocysty C. proliferans jsou plné infekéni pro hostitele jesté pied
opusténim téla hostitele.

e pH prostfedi ovliviiuje procento excystovanych oocyst.
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