Biologicka fakulta JihoCeské univerzity

v Ceskych Budgjovicich

2007

Role virniki pfi filtraci oocyst kryptosporidii ve vodnim sloupci

Bakalatska prace

Vypracovala: Petra Bruckova
Skolitel: RNDr. Oleg Ditrich CSc
Skolitel specialista: Mgr. Martina Strojsové



Bakalarska diplomova prace
Brickova P., 2007: Role viiniki pfti filtraci oocyst kryptosporidii ve vodnim sloupci [The
role of rotifers by filtration of Cryptosporidium in water column] 33 p., Faculty of Biological

Sciences, University of South Bohemia, Ceské Bud&jovice, Czech Republic.

Anotace:

Filtration abilities of Cryptosporidium parvum oocysts by rotifers (Brachionus
calyciflorus) were studied. The filtration rate of rotifers is quick: the passage of oocysts
through their digestive system is few minutes only. During the first 10 minutes 24 300 of
whole amount one million oocysts passed through the digestive system of 100 rotifers.
Moreover, 93 % of oocysts were death after passage. All oocysts expelled were unable to
infect suckling BALB/c mice. Oocysts were degraded in mastax, stomach and intestine.
Rotifers can be use for detection of cryptosporidia oocysts in water and they effectively

decrease their numbers.

Chtéla bych podékovat vSem, ktefi mi pomohli s touto praci, pfedev§im mému skoliteli
specialistovi Marting Strojsové za trpélivost, se kterou mé vedla pii pokusech a za cenné
rady. Dale bych chtéla pod€kovat svému $koliteli Olegu Ditrichovi za vedeni bakalatské
prace a ptipominky a celému kolektivu Laboratofe 1¢kaiské a veterinarni parazitologie,
zvlasté Dané Kvétonové za pomoc pfi praci v laboratofi. Za podporu ve studiu bych pak

chtéla podékovat Honzovi, své rodiné a vSem pratelam.

Prohlasuji, Ze jsem tuto praci vypracovala samostatn¢, pouze za pomoci uvedené literatury.

Ceské Budgjovice, 16.4.2007

Tato prace je soucasti programu Laboratofe oportunnich paraziti podpotfenych grantem GA

CR zabyvajicim se vyzkumem Zalude¢nich kryptosporidii.



1.2.1.

1.3.

3.1.

3.1.1.
3.1.2.

3.2.
3.3.

3.3.1.
3.3.2.
3.3.3.
3.34.

3.3.5.

4.1.
4.2.
4.3.

4.3.1.
4.3.2.

VO .o 4
Rod CryptoSPOriiUM .....cc.oeiiiiiiieeieceee ettt ettt e eae e 5
CryptoSPOridiUM PAIVUM .......ooviieiieiieieeieeeete ettt eete et eeae s e e steeaaesseesseessesseensaas 5
VINICT — ROTEETA ..ot 8
ROA BIraChiONUS ......c.oiuiiiieiieiiee ettt 9
Interakce mezi viiniky a oocystami kryptosporidii ..........cccceevvieiieniiieniieiieieeiee 9
CHIE PIrACE ..ottt e ettt e et e et e e st e e sabeeesabeeenabeeenes 11
Material @ MetOAY .........c.cooooviiiiiiiiiiiiice e s 12
Izolace a priprava oocyst Cryptosporidium Parvum ............cccccceeeveeveevveeeeeieenreennans 12
Barveni oocyst kryptosporidii (Milacek et Vitovec 1985) ....cccovvieiiiiiiieniinieen. 12
Cisténi oocyst na sacharézovém gradientu (Arrowood et Sterling 1987) .............. 12
Ziskani a udrzovani kultury Brachionus calyCiflorus ............ccccccooveviiieiiiieeeennnns 13
Pozorovani interakci mezi virniky a oocystami kryptosporidii..........cccceeerveeennennns 13
Barveni oocyst kryptosporidii Cryptosporidium - IF Testem (Medac) .................. 14
Sledovani bytku oocyst kryptosporidii v médiu s virniky .......ccceceviiviniincnnns 15
Osud 00Cyst V tEle VITNIKT ....ccvveiiieriieeiieiiecieecee et e 15

Barveni oocyst kryptosporidii propidium jodidem a zjistovani procentualniho

zastoupeni mrtvych 00CYst V& VZOTKU .....c.oevuiiiiiiiiiiiiesic e 16
Infekce mys$i BALB/c oocystami proslymi travicim traktem virniki .................... 16
VYSIEAKY ..ottt e st eennaeas 18
Sledovani tbytku oocyst kryptosporidii v médiu s viiniky .......ccccceeveevieeeeieennnnen. 18
Barveni oocyst kryptosporidii Cryptosporidium - IF Testem (Medac) .................. 20
Zjisténi zivotaschopnosti 0ocyst Kryptosporidif ........ccceeeeveerveeiieniienieeriienieeieene 21
Oocyst kryptosporidii barvené propidium jodidem ...........ccccceevvevciieviencieninnens 21
Pocitani procentualniho zastoupeni mrtvych kryptosporidii ve vzorku barveném

Propidium JOdidem ......oo.oiti e 22
Infekce mys$i BALB/c oocystami proslymi travicim traktem virniki..................... 23
DISKUZE ...ttt e 24
ZLAVETY ...ttt e e et e et e et e e e ab e e e aa e e etaeeataeeesaaeeanbeeennbaeenaae s 28
Pouzita literatura .......... .. ... 29



1. Uvod

Rada parazitii ¢lovéka a zvifat se prenasi fekalné-oralnim transportem. Prostfednikem
mezi parazitem a hostitelem je v mnoha piipadech voda, kterou parazit vyuziva ke svému
Sifeni a infekci hostitele. Epidemie pochazejici z vody zptsobuji ti paraziti, ktefi maji Zivotni
stadia velmi odolna vii¢i plisobeni vnéjsich vlivil. Z jednobunéénych parazitl jsou to krome
giardii predevsim kryptosporidie. Oocysty kryptosporidii se do vody dostavaji kontaminaci
vodnich zdroju z chovii skotu, splacht z poli hnojenych dobyt¢im trusem a odpadni vodou
z lidskych sidel (Madore 1987).

Vyskytem Cryptosporidium parvum a Giardia intestinalis v nasich vodach se ve své
bakalatské praci zabyvala G. Pazova (Ptzova 1999). Zjistila, Ze jejich oocysty Ize bézné
nalézt nejen v surovych vodach, ale 1 ve zdrojich pitné vody. V 80 % vySetfovanych vzorki
byly nalezeny oocysty C. parvum a v 15 % cysty G. intestinalis.

Oocysty kryptosporidii ve vn¢jSim prostiedi ptichazi do kontaktu se suchozemskymi i
vodnimi bezobratlymi zivocichy. Nékteti z téchto zivocicht slouzi pro oocysty jako vektory
k roz$ifovani a infekci, jiné naopak dokazi oocysty usmrtit nebo alespoii snizit jejich
infektivitu.

Interakce mezi suchozemskymi bezobratlymi a oocystami kryptosporidii: Behem pokust se

synantropnimi mouchami bylo prokazano, ze oocysty kryptosporidii jsou schopné projit jejich
travicim traktem bez sniZeni infektivity a jsou mechanickym pienaSecem kryptosporidiézy u
lidi a zvifat (Graczyk et al. 1999, Graczyk et al. 2004). Podobny pokus byl proveden s kopro-
fagnimi brouky. Cilem pokusu bylo zjistit, zda mohou byt brouci vektorem pro oocysty
kryptosporidii. V prubehu pokusu bylo prokazano, ze brouci zivici se trusem skotu, ovci a
koni likviduji oocysty kryptosporidii (Mathison et Ditrich 1999).

Interakce mezi vodnimi bezobratlymi a oocystami kryptosporidii: Pii sledovanti filtrace

oocyst kryptosporidii mlzi bylo zjiSténo, Ze oocysty jsou zachycovany na Zabrech mlza a

z vody odfiltrovany, zaroven se ale pojidanim tepelné neupravenych mlzi (ustiic aj.) zvySuje
moznost pienosu infekce oocyst kryptosporidii na ¢loveéka (Graczyk et al. 1998). Bylo
prokdzéano, ze mlzi mohou slouzit jako rezervoar pro oocysty C. parvum. Blizko usti fek byly
nalezeny slavky a srdcovky, které obsahovaly az 1 000 oocyst, jez byly infek¢ni pro
neonatalni mysi (Gomez-Bautista et al. 2000). K. Ryvolova se v bakalarské praci zabyval
interakcemi mezi mlzi a kryptosporidiemi. Prokazala, ze mlzi filtruji oocysty kryptosporidii a

oocysty nalezla i v jejich travicim tustroji. Dosla k zadvéru, ze mlzi by mohli slouzit nejen jako



indikatory pritomnosti oocyst kryptosporidii ve vodé, ale Ze se podileji i na odstraiovani
oocyst kryptosporidii z vody (Ryvolova 2005). Britsti autofi vystavili ndlevniky, améby a
vifniky oocystam C. parvum. Vsechny sledované druhy oocysty pohlcovaly a preda¢ni
aktivita a rychlost pohlcovani oocyst zavisela na typu predatora a hustoté kofisti (Stott et al.

2003).

1.1. Rod Cryptosporidium

Zastupci rodu Cryptosporidium jsou prvoci fazeni do kmene Apikomplexa s piibuznosti
ke gregarinam (Carreno et al. 1999). Jsou to paraziti gastrointestindlniho traktu. Hostiteli
mohou byt ryby, obojzivelnici, plazi, ptaci a predevsim savci véetné cloveka (Fayer 1997).
Kryptosporidie (rod Cryptosporidium) se §ifi fekalng-oralnim transportem. Clovék se miize
oocystami kryptosporidii nakazit pozitim potravy ¢i vody kontaminované oocystami,
kontaktem s infikovanymi lidmi a zvifaty, kontaktem s vykaly nakazenych jedinct
(O’Donoghue 1995).

Podle tvaru a velikosti oocysty lze urcit, zda se jedné o kryptosporidii sttevniho ¢i
zaludec¢niho epitelu (Xiao et al. 2004). Oocysty napadajici buniky stfevniho epitelu jsou
mens$i, kulovitého tvaru (napt. C. parvum 4,5x5 um). VEtsi, ovalné oocysty se vyvijeji
v epitelu zaludku (napf. C. andersoni 5,5x7,4 pm). Zaludeéni druhy maji méné odolné
oocysty a jejich Sifeni vodou ma mensi vyznam nez u stievnich druhii (Kvac et al. 2007).

Jako prvni byly kryptosporidie nalezeny u mysi (Tyzzer 1910). Prvni infekce u clovéka
byly popsany az v roce 1976 (Meisel et al. 1976, Nime et al. 1976). Mezi zalude¢ni
kryptosporidie patii C. muris Tyzzer, 1910, identifikované u mysi, C. serpentis Levine, 1980,
zjisténé u hadu, C. galli Ryan et al., 2003, popsané u kura, C. andersoni Lindsay et al., 2004,
nalezené u tura,. Zastupci kryptosporidii napadajici epitel tenkého stieva jsou C. parvum
Tyzzer, 1912, nalezené u mysi, C. meleagridis Slavin, 1955, zjisténé u krocana, C. wrairi
Vetterling et al., 1971, popsané u morcat, C. felis Iseki, 1979, nalezené u kocek, C.
saurophilum Koudela et Modry, 1998, identifikované u scinka, C. canis Fayer et al., 2001,
zjisténé u psu, C. hominis Morgan-Ryan et al., 2002, nalezené u ¢lovéka. C. molnari Alvarez-
Pellitero et al., 2002, oocysty byly nalezeny v kloace ryb. C. suis Ryan et al., 2004, popsané u
prasete a C. baileyi Current et al., 1986, zjisténé u ptaku. Tyto kryptosporidie byly nalezeny
jak v zaludku, tak v epitelu stteva (Thompson et al. 2005). Doposud byly zjistény tfi druhy

kryptosporidii zptsobujici epidemie pochazejici z vody: C. parvum, C. hominis a C.



meleagridis. Pro sviij pokus jsem si vybrala druh C. parvum z dtivodu pomérné snadné

dostupnosti oocyst ziskanych izolaci z infikovanych hospodatskych zvitat.

1.1.1. Cryptosporidium parvum

C. parvum se fadi mezi kryptosporidie parazitujici v epitelu stfeva. Jejich oocysty maji
kulovity tvar a velikost 4,5 x 5,0 um (Fayer 1997), maji Ctyfi sporozoity a reziduum. Jejich
silnosténné oocysty s dvojitou membranou jsou schopné infikovat travici trakt zvirat i
Cloveka.

Cely vyvojovy cyklus C. parvum probiha v jednom hostiteli (Obr.1). Po pozieni
silnosténnych oocyst dochazi k excystaci a k uvolnéni sporozoitti. Ti vnikaji do hostitelskych
bun¢k a méni se na trofozoity. Trofozoiti se nezanoiuji do cytoplazmy, ale ztistavaji pod
bunécnou membranou v parazitoforni vakuole (intraceluldrni — extracytoplazmaticky parazit)
a pronikaji do lumen. Trofozoiti se nepohlavné déli a vznikaji z nich dva typy merontd.
Meronti typu I obsahuji Sest aZz osm merozoitl, kteti se po dozrani uvolni z parazitoforni
vakuoly a napadaji dalsi hostitelské buitky. Meronti typu Il maji pouze ¢tyii merozoity, ktefi
se gametogonii pfeméni na sexudlni stddia: makrogamonty (samici) a mikrogamonty (samci).
Po uvolnéni do lumen stieva splyvaji, vznika zygota a z ni asexualnim vyvojem bud’
tenkosténné, nebo silnosténné oocysty. Tenkosténné oocysty slouzi k infekei dalSich usek
traviciho traktu. Silnosténné oocysty odchazi z hostitele s trusem a infikuji dalsi hostitele.
Tyto silnosténné oocysty jsou dobte vybaveny pro preziti v neptiznivych podminkéach (Fayer
et al. 1995, Graczyk et al. 1997). V pfiznivych podminkéch si svoji infekénost zachovavaji
déle nez rok (Nichols et al. 2004, Smith et Rose 1990).

Pozieni infek¢nich oocyst miize zpusobit prijmové onemocnéni — kryptosporidiozu.
Nemoc je doprovazena nekrvavym vodnatym prijmem, kolikovymi bolestmi bficha,
nechutenstvim, zvracenim, Ubytkem na vaze a zvySenou teplotou. U imunokompetentnich
pacientii odezni ptiznaky do 10 dnl. U imunodeficitnich jedinci, zvlasté u pacient s AIDS,
je pribéh onemocnéni t€z8i. Onemocnéni je chronické, ¢asto diseminuje do dalSich organti a
ke smrti dochazi v 52 az 68 % piipadi (Rose 1994). Infekéni davka pro dospélého ¢loveka
byla odhadnuta na 30 az 100 oocyst (Du Pont et al. 1995). Kryptosporididza se také vyskytuje
u deti.

K jedné z nejvétsich epidemii kryptosporididzy patii kontaminace vefejného vodniho

zdroje v Milwaukee (Wisconsin, USA) oocystami kryptosporidii v roce 1993. Projevy této



nemoci trpélo 403 000 osob (Eisenberg et al. 2005, Mackenzie et al. 1995). K vyskytu
kryptosporididzy také doslo na nékolika mistech Velké Britanie (Anglie a Wales), kde v
letech 1992-1995 bylo zaznamenano 26 epidemii pochazejicich z vody. U poloviny ptipadi
byla prokazana spojitost s bazény a vodnimi zdroji (Furtado et al. 1998). V roce 1994 byli

v Las Vegas (Nevada, USA) postizeni kryptosporidiozou pacienti s AIDS, ktefi se infikovali
pitim vody z kohoutku. U nas dosud Zadna velké epidemie kryptosporididzy neprob&hla,
vyskytuji se jen jednotlivé piipady u imonodeficitnich pacientil a déti (Chmelik et al. 1998).
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Obr.1: Zivotni cyklus Cryptosporidium parvum.

1.2. Virnici — Rotifera

Vifnici jsou zivoc¢ichové mikroskopickych rozméri s velikosti téla vétSinou od 0,1 mm do

0,6 mm, ziidka dosahuji velikosti i 3 mm. Vyskytuji se hlavné ve sladké vod¢, kde jsou



v malych vodnich prostorach, nalézame je napt. v mechu a ve vlhké pad¢€. Virnici maji
schopnost anabiozy, kdy vytvofi klidové stadium odstranénim co nejvétsiho podilu vody

z téla a omezenim metabolizmu na minimum piezivaji obdobi s neptiznivymi podminkami
(sucho, mraz). U viinik se vyskytuje epibidza, symbidza a dokonce i parazitizmus. Vifnici
maji staly pocet bun¢k jednotlivych ustroji (eutelie), stavba ¢etnych organti je ze soubuni a
schopnost regenerace je u nich velmi mala.

T¢lo vifnika se sklada ze tiech oddila: hlavy, trupu a nohy. Povrch téla je kryt kutikulou, u
n¢kterych druht kutikula tvoti krunyt. Na hlavé je vyvinut vifivy aparat, jenz ma pohybovou
funkci a pomaha pfi pfijmu potravy. Vétsinou je slozen ze dvou vifivych vénct (cingulum a
pseudotrochus). Travici soustava se sklada z ust, ustni dutiny, mastaxu, jicnu, zaludku, stfeva,
kloaky a fit'’€¢ (Kleinow et al. 1991, Lindemann et Kleinow 2000). Mastax (zZvykadlo) je
sloZen z pohyblivych kutikularnich desticek a ty¢inek a slouzi k uchopeni a rozmélnéni
potravy (Bartos 1959). Travici hydrolytické enzymy jsou vylucovany ze slinnych zlaz do
mastaxu a z zalude¢nich zlaz usticich do zaludku a stfeva (Kleinow et al. 1991).

Pohlavi jsou oddélena a vyvoj je ptimy. Samecci jsou mnohem mensi nez samicky, nékdy
az trpasli¢i a v nékterych piipadech dokonce chybé&ji (napt. Bdelloidea). Samecci se vyskytuji
po neptiznivé zmeéné prostiedi a ziji jen kratce. Virnici se rozmnozuji pohlavné i nepohlavné.
Béhem ptiznivych podminek se rozmnozuji nepohlavné partenogenezi, kdy se amiktické
samicky mnozi pomoci neoplozenych vajicek. Pod vlivem stimull prostfedi (napt.zména
délky dne, mnozstvi a druh potravy, zména teploty vody) se zacnou lihnout miktické
samicky, které vytvari haploidni vajicka, z nichz se bez oplozeni lihnou samecci. Tito
samecci oplodnuji miktické samicky, a tak vznikaji diploidni trvala vajicka se silnymi obaly.
Trvala vajicka jsou velmi rezistentni vii¢i nepiiznivym podminkédm prostiedi. Na jafe nebo za
vhodnégjsich podminek se z trvalych vajicek opét lihnou amiktické samicky. Stiidani
partenogeneze a pohlavniho rozmnozovani se oznacuje jako heterogonie.

Planktonni vifnici maji nezastupitelnou roli v recyklaci zivin v ekosystému (Walz 1995).
Maji velkou rychlost reprodukce a rychle se piizpiisobuji zménam v prostiedi (Herzig 1987).
Planktonni vifnici se zivi pfevazné fytoplanktonem, nalevniky, heterotrofnimi bi¢ikovci,
bakteriemi, viiniky, malymi perloo¢kami a detritem (Arndt 1993). Obecn¢ Ize fici, ze
filtrujici druhy pfijimaji potravu o velikosti zhruba od 0,5 um do 20 um, lovici druhy potravu
vétsi (od 15 pm) (Rothhaupt 1990). V laboratornich podminkéch jsou vifnici schopni pfijimat

rozli¢nou potravu jako napt. cervené krvinky (Lindemann et Kleinow 2000), kvasinky (Sarma



et al. 2001), um&lohmotné kulicky (Ooms-Wilms et al. 1995) a oocysty kryptosporidii (Fayer
et al 2000).

1.2.1. Rod Brachionus

Zastupci rodu Brachionus maji télo kryto pevnym krunyfem, hlava a noha jsou volné.
Krunyt je srostly z hibetni a bfisni destiCky a zadni okraje desti¢ek Casto vybihaji v rizné
dlouhé ostny. Noha je dlouh4 a zakoncena dvéma prsty s lepovymi noznimi zldzami, jejichz
lep slouzi k ptichyceni k povrchu. Vifnici rodu Brachionus se vyskytuji kosmopolitné ve
sladkych vodach. U nas se zastupci rodu Brachionus hojné vyskytuji v planktonu rybniki,
piehradnich nadrzi, fek 1 malych tiné€k o rizné trofii (Barto§ 1959). Je znamo 35 druht
viinik rodu Brachionus. U nas se vyskytuje 15 druht, k tém nejhojnéjsim patti: B. angularis
Gosse, 1851, B. diversicornis Daday, 1883, B. forficula Wierzejski, 1891, B. budapestinensis

Daday, 1885 a B. calyciflorus Pallas, 1766.

1.3. Interakce mezi virniky a oocystami kryptosporidii

Oocysty kryptosporidii maji dvouvrstvou sténu, kterd je chrani pied neptiznivymi
podminkami prostiedi ve vodach a tak si dlouho zachovavaji infektivitu (Fayer et al. 1997).
Riziko kontaminace vod oocystami kryptosporidii se zvySuje chovem hospodatskych zvirat.
Z trusu infikovanych jedinct jsou oocysty odplavovany a dostavaji se do podzemnich vod 1
povrchovych vod, kde se mohou setkat s pfitomnymi vitniky.

Fayer et al. (2000) provedl pokus, kdy 6 druhti vifnika (v¢etné rodu Brachionus) bylo
vystaveno oocystam C. parvum. Neobarvené i obarvené oocysty byly ptidany do suspenze
viiniki a byly pozorovany mikroskopem. U vSech druhti virnik( bylo prokazano, ze pojidaji
oocysty kryptosporidii. Maximum oocyst (25) bylo pozorovano v zaludcich rodi Euchlanis a
Brachionus. Bylo pozorovano, ze vifnici vylu¢ovali chomace pohlceného materialu a
oocysty.

Na zakladé¢ publikovanych ¢lanka jsem se rozhodla, Ze se ve své bakalaiské praci pokusim
zjistit, zda vifnici u¢inné odstranuji oocysty kryptosporidii z vodniho prostiedi a zda se snizi

infek&nost oocyst proslych travicim traktem viinika.

-10 -



2. Cile prace

» Provést literarni reSersi o tématu a na jejim zakladu stanovit vhodny modelovy

druh vifnika pro pokusy.

» Navrhnout a provést pokus, na jehoz zakladé bude mozné stanovit pocet oocyst

vylouc€enych travicim traktem virniku.

» Provést pokus zda jsou kryptosporidie proslé travicim traktem vifnikd schopné ¢i

neschopné infekce.

» Na zaklad¢ experimentti zhodnotit roli viinikt pfi odstranovani oocyst

kryptosporidii ve vodach.

-11 -



3. Material a metody

V pokusech jsem pracovala s vifniky druhu Brachionus calyciflorus a oocystami
Cryptosporidium parvum. Oocysty byly izolované z trusu skotu (farma Ktenovice,

Bud¢jovicko).

3.1. Izolace a priprava oocyst Cryptosporidium parvum

Vzorky odebrané ze skotu se nejdiive vysettily na pfitomnost oocyst C. parvum. Byl
proveden natér trusu na podlozni skli¢ka a barveni. Nasledovalo prohlizeni pod svételnym
mikroskopem (1 000-nasobné zvétSeni). Trus pozitivnich vzorki byl zbaven hrubych necistot
prevedenim pies sitko a nasledné piecistén na sachar6zovém gradientu. Takto ziskané

purifikované oocysty byly uchovany v chladnice pii teploté 4 °C.
3.1.1. Barveni oocyst kryptosporidii (Milacek et Vitovec 1985)

- rozetfeni trusu na podlozni sklicko a zaschnuti

- fixace podlozniho sklicka methanolem v plameni

- barveni roztokem metylvioleti (0,6 g metylviolet, 1ml anilin, 1 g fenol, 30 ml alko-
hol 96 %, 70 ml deionizovana voda) po dobu 30 minut

- oplachnuti vodou

- diferencovani 2 % kyselinou sirovou (1-2 minuty)

- oplachnuti vodou

- dobarveni tartrazinem (1 % roztok v 1 % kyseliné¢ octové) po dobu 1 minuty

- oplachnuti vodou

- zaschnuti sklicka
3.1.2. Cisténi oocyst na sacharézovém gradientu (Arrowood et Sterling 1987)
Zasobni roztoky : 1) Sheaterv roztok: 259 ml deioniz.vody, 405 g sacharozy, 7,29 ml fenolu
2) Roztok PBS-Tween 1 % : 0,5 ml Tweenu 20, 1 000 ml PBS

Pracovni roztok A: 1 dil Sheaterova roztoku + 2 dily PBS-Tween
B: 1 dil Sheaterova roztoku + 4 dily PBS-Tween
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- do 100 ml kyvety navrstveni 30 ml roztoku A, 30 ml roztoku B a 15 ml vzorku (bez
hrubych kouskl, rozmichany)

- centrifugace 30 minut pfi 1 370 ¢

- odsati vrchni tmavé zbarvené vrstvy, ptevedeni zbytku supernatantu do ¢isté 100 ml
kyvety a doplnéni vodou

- centrifugace 20 minut pfi 1 370 ¢

- odsati vrchni poloviny, doplnéni vodou, rozmichani a centrifugace 20 minut pii 1 370 ¢

- odsati vrchni poloviny, doplnéni vodou, rozmichéni a centrifugace 20 minut pii
13709

- odsati celého supernatantu, prevedeni sedimentu do sbérné zkumavky

- skladovani sedimentu v chladni¢ce pfti 4 °C

3.2. Ziskani a udrzovani kultury Brachionus calyciflorus

Pouziti vifnici pochazeli z kultury B. calyciflorus, ktera byla pivodné izolovana
z Bodamského jezera. Kultura byla ziskéna z Leibnizova Institutu (Berlin, Némecko). Tato
kultura byla udrzovana v termoboxu za teploty 19 + 1 °C a krmena fasou Chlorella kessleri
Fott et Novakova, ktera byla ziskana ze sbirky kultur Botanického Institutu, AV CR (Tteboih).
Z diavodu dostupnosti dostatecného mnozstvi vifniki byli pouzivani i viinici z trvalych
vajicek (MicroBioTest inc., Nazareth, Belgie). Vajicka byla uchovavéana v chladnicce pfi
teploté 4 °C. V piipadé potieby byla vajicka vloZena do Z/4 média a ponechana v termoboxu
pii teploté 19 + 1°C 2 az 4 dny, v zavislosti na po&tu vylihlych viiniki. Rasové potrava

virniki, vajicka 1 viinici byli kultivovani v Z/4 mediu (Zehnder et Gorham 1960).
3.3. Pozorovani interakci mezi virniky a oocystami kryptosporidii
S vifniky a oocystami kryptosporidii bylo provedeno n€kolik pokusi, které mély zjistit,

zda jsou viinici schopni filtrovanim u¢inn€ odstranit oocysty z vody a zda jsou oocysty proslé

travicim traktem viinikli schopné infekce.
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Obr. 2: Brachionus calyciflorus
3.3.1. Barveni oocyst kryptosporidii Cryptosporidium - IF Testem (Medac)

Pro ucely pozorovani oocyst v télech viinikli bylly oocysty kryptosporidii imunofluores-
cencné barveny Cryptosporidium — IF Testem. Ocysty byly pfidavany do vody k vifnikiim,
proto probihalo barveni oocyst v mikrozkumavce (1,5 ml).

- vlozeni oocyst kryptosporidii (3x10° az 5x10°) do zkumavky a fixovéani po dobu 5 minut

- centrifugace (13 400 g, 3 minuty)

- odsati methanolu

- ptidani 25 pl az 50 pl Crypto Cel Reagent, promichani na vortexu
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- inkubace v termoboxu pfi teploté 37 °C po dobu 30 minut

- doplnéni PBS na objem 1,5 ml, promichani na vortexu a ponechani 1 minutu

- centrifugace pfi 13 400 g po dobu 3 minut

- pted pfidanim oocyst kryptosporidii do vody s vifniky ptidani 25 pl az 50 pl mouting
fluid a promichani

- oocysty kryptosporidii maji svétlezelenou fluorescenci
3.3.2. Sledovani ubytku oocyst kryptosporidii v médiu s viiniky
V pokusu byly pouZiti vifnici z kultury, ktefi byli ptiblizn€ 24 hodin pted pokusem

precezenim pres sitko (velikost ok 40 um) pfevedeni do ¢istého média bez tasy.

pridani 5x10° oocyst kryptosporidii do 5 ml media s 500 viiniky

lehké promichani a ponechéni v klidu po dobu 10 minut

precezeni vifnikil pies sitko o velikosti ok 40 um a ptfevedeni do ¢istého média (5 ml)

ponechani v klidu po dobu 10 minut

precezeni vifniki pies sitko a tento postup opakovat jesté dvakrat (celkova doba pokusu
byla 40 minut)

- pocitani vzorkl v Blirkerové komirce

3.3.3. Osud oocyst v téle virniku

Pro ovéfeni, zda oocysty skute¢né prochazi travicim traktem virnikd byly provedeny
pokusy, pfi kterych byly obarvené kryptosporidie piidany k vifnikim, promichany a vse bylo
ponechano tfi az patnact minut. Poté byli vifnici pfecezeni pies polykarbonatovy filtr o
velikosto port 10 um (Osmonics, Minnetonka, MN, USA). Obarvené oocysty v télech viinika
byly detekovany fluorescenénim mikroskopem a v nékterych ptipadech byly vyhotoveny
fotografie.
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3.3.4. Barveni oocyst kryptosporidii propidium jodidem a zjiSt'ovani

procentualniho zastoupeni mrtvych oocyst ve vzorku

Barvenim propidium jodidem (Cozon et al. 1992) bylo zjistovéano, zda jsou

kryptosporidie proslé travicim traktem virnikti Zivé ¢i nikoli a jejich procentudalni zastoupeni

ve vzorku. Mrtvé kryptosporidie maji ¢ervenou fluorescenci, zivé fluorescenci nemaji.

kryptosporidie ziskané filtraci vifniki (doba expozice viinikli s oocystami byla 10 minut
a po prevedeni byli vifnici ponechdni 10 minut v ¢istém médiu) zkoncentrovani centri-
fugaci (3 minuty, 13 400 g) na objem ptiblizné 100 pl

promichéni vzorku na vortexu a ptidani 5 pl propidium jodidu

promichani vzorku na vortexu a umisténi na temné misto po dobu 10 minut

promyti deionizovanou vodou a centrifugace (13 400 g, 3 minuty)

odsati vétSiny vody tak, aby objem vzorku byl 200 pl az 300 pl

kapnuti 5 pl na podlozni skli¢ko s jamkou, ptidani 3 ul Sheaterova roztoku (omezeni
Brownova pohybu) a ptilozeni kryciho sklicka

prohlizeni sklicka fluorescenénim mikroskopem (1 000x zvétSeni), vyhotoveni fotografii

pocitani zivych a nezivych oocyst v zornych polich, které se navzajem neptekryvaly

Pokusy byly provadény s oocystami vyizolovanymi z trusu telat v kvétnu 2006 (v dobé

pokusu byly oocysty kryptosporidii staré¢ 11 mésicti). Abychom zjistili procentudlni

zastoupeni nezivych oocyst ve vzorku podavaném viinikiim a nésledné pouzitém k infekci

mys$i, byly tyto oocysty barveny propidium jodidem. Po¢itanim oocyst v zornych polich bylo

uréeno procento mrtvych oocyst.

3.3.5. Infekce mySi BALB/c oocystami prosSlymi travicim traktem virniki

k 500 viinikiim v 5 ml media piidani 5x10° oocyst kryptosporidii

lehké promichani a ponechani 20 minut v klidu

precezeni viinikl pies sitko (velikost ok 40 um), ptevedeni do ¢istého média (5 ml) a
ponechani 20 minut

odebrani viinik z média pfecezenim pies sitko

pocitanim vzorku v Biirkerové komurce, zjisténi mnozstvi kryptosporidii a prepocitani
na skutecny objem (pocet kryptosporidii v 5 ml)

zkoncentrovani vzorku s kryptosporidiemi postupnou centrifugaci — centrifugace
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mikrozkumavky (1,5 ml) pii 13 400 g po dobu 3 minut
infekce mysi oocystami (10 000 oocyst v 0,2 ml vody)
infekce Sesti BALB/c mysi 3 az 7 dni starych

soucasti pokusu byla 1 pozitivni (mys infikovana oocystami) a 1 negativni kontrola (mys$

neinfikovana)
ctvrty den po infekci odbér vzorki a kontrola trusu

diagnostika pfitomnosti oocyst kryptosporidii metodou dle Milacka et Vitovce
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4. Vysledky

4.1. Sledovani ubytku oocyst kryptosporidii v médiu s virniky

Bylo provedeno 5 pokust, v rozmezi ¢tyi mésicti, kdy bylo zjistovano mnozstvi oocyst
zbylych ve vodé¢ po desetiminutové inkubace s vifniky a pocet oocyst vyloucenych virniky

v Cistém médiu v intervalech 10, 20 a 30 minut.

Opakovani I 11 11 10Y \% Priamér

pokusu

nezfiltrované
oocysty 870 000 940 000 860 000 920 000 910 000 900 000
(10 min./1 ml)

vyloucené
oocysty 37 500 22 000 18 900 19 700 23400 24 300
(10 min./1 ml)

vyloucené
oocysty 10 000 3700 3300 0 0 3 400
(20 min./1 ml)
vylouc¢enych
oocysty 10 000 0 0 0 0 2 000

(30 min./1 ml)

Tab.1: Pocet nezfiltrovanych oocyst a mnozstvi oocyst vyloucenych viiniky odebiranych

v intervalech 10, 20, 30 minut.

Z tabulky 1 je zfejmé, Ze nejvyssi zaznamenana hodnota vyloucenych oocyst je 10 minut
po prevedeni do ¢istého média. Primérna hodnota vylouc¢enych oocyst po 10 minutach je
24 200 oocyst, po 20 minutach 3 400 oocyst a po 30 minutach 2 000 oocyst. Ze systému
ubylo 70 300 oocyst. Na 1 viinika ptipada ubytek 703 oocyst za 40 minut pokusu.

- 18 -




Graf zavislosti poctu vylouéenych oocyst na case

—&— pramérné hodnoty
oocyst

pocet oocyst v 1 ml [10 000]

€as odebiranych vzorku [min]

Graf ¢&. 1: Rychlost vylu¢ovani oocyst Brachionus calyciflorus.

Z grafu 1 je patrné, Ze zpoc€atku byla rychlost vylu€ovani oocyst vifniky nejvétsi, pozdéji

rychlost vylu¢ovani vyrazné poklesla.
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4.2. Barveni oocyst kryptosporidii Cryptosporidium - IF Testem (Medac)

Obarvené oocysty kryptosporidii byly identifikovany v zaludku, stfevé i v mastaxu

vifniki.

Obr. 3: Oocysta C. parvum v zaludku viinika B. calyciflorus.

Obr. 4: Oocysta C. parvum v zaludku viinika B. calyciflorus.

-20 -



4.3. Zjisténi zZivotaschopnosti oocyst kryptosporidii

4.3.1. Oocysty kryptosporidii barvené propidium jodidem

Oocysty proslé travicim traktem vifniki byly barveny propidium jodidem. Mrtvé oocysty
byly bud’ obarvené celé nebo v nich byly patrné obarvené merozoity, Zivé oocysty se

neobarvily.

Obr. 5: Mrtva oocysta C. parvum barvena propidium jodidem.

Obr. 6: Mrtva oocysta C. parvum, v niz jsou vidét tfi mrtvi merozoiti.
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4.3.2. Poditani procentuialniho zastoupeni mrtvych kryptosporidii ve vzorku

barveném propidium jodidem

Dtivodem k barveni vzorku oocyst piiddvaného k vifnikiim do vody bylo zjisténi, ze
oocysty jsou izolované jiz 11 mésicli a pro presnost méfeni je nutné znat procento mrtvych

oocyst ve vzorku.

Pocet mrtvych Procento
Zorna pole Pocet Zivych oocyst
oocyst mrtvych oocyst
1. 62 11 15 %
2. 48 5 9%
3. 58 5 8 %
4. 108 5 4 %
S. 42 6 13%
6. 21 2 9%
7. 79 7 8 %
8. 98 8 8 %
9. 104 14 12 %
Celkové pocty 620 63 ]
oocyst

Tab. 2: Zjisténi infektivity oocyst kryptosporidii proslych travicim traktem viinik.

Primérné zastoupeni mrtvych oocyst kryptosporidii ve vzorku pridaného do vody k vifnikiim

bylo 9 + 3,2 % z celkového poctu 683 oocyst (Tab. 2).
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Zjisténim procentudlniho zastoupeni mrtvych oocyst kryptosporidii ve vzorku byla

zjisténa Ucinnost filtrace oocyst viiniky.

Pocet
Pocet mrtvych Procento mrtvych
Zorna pole Zivotaschopnych

oocyst oocyst

oocyst
1. 1 6 86 %
2. 2 15 88 %
3. 5 70 93 %
4. 2 27 93 %
5. 3 31 91 %
6. 5 65 93 %
7. 4 71 95 %

Celkové poct
pocty 22 285 -
oocyst

Tab. 3: Tabulka znazoriiujici procento mrtvych oocyst ve vzorku oocyst proslych travicim

traktem virniku.

Zastoupeni mrtvych oocyst ve vzorku je 93 £1,2 % z celkového poctu 307 oocyst (Tab. 3).

4.4. Infekce mySi BALB/c oocystami proslymi travicim traktem virniku

4.den

5.den 6.den

7.den 8.den

9.den

10.den | 11.den

mys I -

mys 11 -

mys 111 -

mys IV

mys V -

mys VI -

pozitivni

kontrola

negativni

kontrola

Tab. 4: Tabulka znazoriuje, zda byly odebirané a barvené vzorky pozitivni ¢i negativni na
ptitomnost oocyst kryptosporidii (+ pozitivni ndlez oocyst ve vzorku, - negativni

nalez).
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5. Diskuze

Oocysty kryptosporidii, které zptisobuji infekéni onemocnéni gastrointestinalniho traktu,
nalézame jak ve sladkych vodach (povrchovych i podzemnich), tak i v mofi. VétSinou se pro
detekovani jejich pfitomnosti ve vod¢ uziva precezovani vody pies filtry. Tento postup
filtry se snadno zanaseji a ucpavaji (Ptizova 1999). Casto se stava, ze vzorky vyjdou
negativné, avSak v organizmech se oocysty nachazeji. Dal§im problémem je odstranovani
oocyst z vody, protoze jejich malé velikost znemoznuje stoprocentni zachyceni vodnimi filtry
pfi upravé vody. Oocysty jsou také rezistentni na koncentrace chloru pouzivané k dezinfekci
pitné vody (King et Monis 2006), ozonace vody usnadiiuje jejich sedimentaci, ale nezabiji je
(Dolejs et al. 2000). Z téchto divodu neni mozné zcela zabranit jejich pfitomnosti v pitné
vod¢ a nasledn¢ infekci u lidi. V Australii vzrostl vyskyt kryptosporidiozy u lidi ze 45
ptipada (2006) na 140 ptipada
(2007)(http://www.healthysa.sa.gov.au/HealthAlerts/cryptosporidiosis-sa-2mar07.pdf). Tento
nartist naznacuje, ze standardni postupy ¢isténi vody nemaji na odstranovani oocyst
dostatecn¢ ucinny efekt. Proto se nabizi moznost vyuziti organizmd, kteti v sob¢é kumuluji
oocysty, jako indikatort pfitomnosti oocyst kryptosporidii, ale i jako nastroj k jejich
odstranéni. Jednim z téchto organizm jsou i vifnici.

Pro porovnani, zda je u¢innéjsi detekce oocyst ve vodé metodou filtrovani vody ¢i
vySetteni virnikl na pfitomnost oocyst, byly v Polsku odebirany vzorky vody ze tii jezer
v pribehu celého roku a tato voda byla vySetfovana metodou 1623, zaloZzenou na filtraci
vody, a odebiranim vifnikd ze vzorkl vody. Viinici byly homogenizovéani pii 8 000 g po dobu
peti minut a pak vySetfeni na pfitomnost oocyst v jejich téle. Z pokusu vyplyva, Zze metoda
pouzivani virnikl jako indikatora ptitomnosti oocyst je vice citlivéjsi, méné Casoveé narocna a
levnéj$i nez jiné dosud pouzivané metody (Nowosad et al. 2006).

Vitniky rodu Brachionus jsem si jako vzorovy model zvolila z diivodu jasné strukturo-
vaného traviciho ustroji, v kterém Ize pod mikroskopem rozlisit jednotlivé ¢asti. Vyhodou je
také to, Ze optimalni velikost potravnich ¢astic pro rod Brachionus se shoduje s velikosti
oocyst kryptosporidii. Je pomérné velké mnozstvi publikovanych ¢lankt, kde se pouZziva jako
model B. calyciflorus a dal§im divodem je také pomérné snadna kultivovatelnost tohoto
druhu a jeho bézny vyskyt ve vodnich tocich a nadrzich (Arndt et al. 1993). Schopnost
viiniki filtrovat oocysty kryptosporidii byla prokézana v pokusech, které provadéli napf.

Fayer et al. (2000) a Stott et al. (2003).
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Pokud by mé¢li byt vifnici vyuzivani jako indikatory pfitomnosti oocyst ve vodach, je
tteba zvazit vSechny klady 1 zapory. Vifnici se v zévislosti na podminkach prostiedi
rozmnoZzuji s riiznou intenzitou a velikost jejich populace se v pribéhu roku méni. Ne
vSechny druhy vifniki jsou jako indikatory vhodné. Dravi vifnici pfijimaji castice o velikosti
od 15 um a zfejmé by oocysty nepohlcovali, oproti tomu maji filtrujici vifnici velikost
potravnich ¢astic obecné v rozmezi od 0,5 um do 20 pm (Rothhaupt 1990a). Oocysty
kryptosporidii svou velikosti odpovidaji ¢asticim bézné pohlcovanym filtrujicimi viiniky.
Vitnici by mohli byt vhodnymi indikatory pfitomnosti oocyst kryptosporidii ve vode. Ve své
praci jsem pouzivala pouze jeden druh viiniki, ale ve vodach se bézn¢ nalézd mnoho
rozli¢nych druhti a proto si nemyslim, ze by bylo vhodné volit pouze jeden druh. Dal$im
diivodem je jejich velikost a ¢etnost v jednotlivych typech vodnich zdroji a rocnich
obdobich.

Ve vode¢ zije kromé viinikl i mnoho dal$ich organizmii detekujicich kryptosporidie, patii
k nim mimo jiné 1 mlzi. Mlzi ziji piisedle na dné¢, filtrace a priichod oocyst jejich travicim
traktem je dlouhodob4 zaleZitost (az n€kolik dni) (Ryvolova 2005) a proto jsou vhodnymi
indikatory pro zjistovani dlouhodobé&jsi ptitomnosti oocyst ve vodach. Viinici oproti nim Ziji
volné ve vodnim sloupci a priichod oocyst jejich travicim traktem trva nékolik minut, byli by
proto vhodni jako indikatofi pro zjisténi aktualniho stavu oocyst ve vodé napt. po prudkych
destich, kdy dochazi ke splachiim z poli. Bude samoziejmé nutné provést dalsi pokusy, ale ze
zji$téni u€innosti filtrace oocyst viiniky, by se dala vypracovat metodika pro vySetfovani
pritomnosti oocyst ve vode¢.

Rychlost a u€innost filtrace vifnikl je ovlivnéna mnoha faktory jako jsou napt. velikost
potravnich ¢astic, jejich hustota, mnozstvi vifniki a jejich stafi, predacni tlak na viiniky,
cerstvost potravy a jiné (Stott et al. 2003, Mohr et al. 2002, Lindemann et Kleinow 2000).
Koncentrace potravy a velikost ¢astic zavisi na rychlosti jejich piijimani. Pokud je velikost
piijimanych castic mensi nez optimalni velikost roste rychlost pohlcovani linearné
s koncentraci potravy (Rothhaupt 1990b). Viinici se vyskytuji ve vodach o rizné trofii. Druh
Brachionus zije i v eutrofnich a hypertrofnich vodach (Bartos 1959). B. calyciflorus se da
oznacit za bioindikator eutrofnich vod (Gammon et Stemberger 1978) a vod znecisténych
(Sladecek 1983). Da se tedy predpokladat, Ze je 1ze nalézt i ve vodach znecisténych
mocuvkou , které se mohou vyskytovat v blizkosti hospodaiskych staveni. Bylo by zajimavé
zjistit, zda se pfi kontaminaci pidy vlivem zéaplav a splachii z poli hnojenych trusem zvitat
dostavaji oocysty do kontaktu s piidnimi viiniky a zda mezi nimi dochazi k interakcim.

Navrhla a provedla jsem pokusy, které mi mély pomoci zodpovédéet otazku i€innosti

_25.-



filtrace oocyst kryptosporidii vifniky a schopnosti infekce oocyst proslych travicim traktem
virnikd.

V priibéhu pokusti sledovani ubytku oocyst kryptosporidii v médiu s viiniky se ukazalo,
ze virnici uvolilovali nejvice oocyst v prubéhu prvnich deseti minut po prevedeni do ¢istého
média. Poté se rychlost vylu¢ovani vyrazné snizi. Vysvétlenim miize byt, ze vifnici béhem
dalsich pokust méli v Zaludcich malo oocyst a proto bylo mnozstvi vylouc¢enych oocyst nizsi.
Dalsim vysvétlenim mize byt, Ze vifnici za¢nou oocysty travit s vétsi ti€innosti. Zjistila jsem,
ze v pritbéhu trvani pokusu (40 minut) ubylo ze systému 703 oocyst na jednoho vitnika.
Ziskané hodnoty se zdaji byt realné, vezme-li se v ivahu, Ze v zaludku Brachionus bylo
napocitano az 25 oocyst (Fayer et al. 2000). Nékteré z oocyst, které byly ze systému
odstranény, byly pravdépodobné rozdrceny v mastaxu a strdveny za plsobeni travicich
enzymu v mastabu, zaludku a sttevu viiniki (Kleinow et al. 1991). Nelze vyloucit ztraty pii
manipulaci, avSak vzhledem k ziskanym hodnotam je povazuji za zanedbatelné. Celkova
doba pokusu byla 40 minut a proto lze vylouc¢it moznost rozpadu nebo ulpeni oocyst na dno.
Otazkou je, pro¢ jsou nékteré oocysty straveny a jiné projdou travicim traktem a jsou
vyvrzeny neposkozené. To je pravdépodobné zptisobeno zavislosti rychlosti filtrace viinikl
na hustot¢ a Cerstvosti potravy. Pokud je potravy dostatek a je Cerstva, filtruje virnik
pravdépodobné vétsi rychlosti, ale potravu méné travi, protoze ji mé dostatek. Pokud je mu
mnozstvi potravy snizeno, zacne travit s veétsi i€innosti a proto se také zpomali vyvrhovani
castic. V nasem piipadé¢ oocyst, jak je vidét v grafu ¢.1.

Oocysty, které prosly travicim traktem vifniki a nebyly straveny, byly vyvrzeny
v chomaccich pohlcenych castic. Tato skutecnost je ve shod¢ se zjisténim, které provedli
Fayer et al. (2000). Tyto oocysty byly pouzity pro infekci neonatalnich mysi. V tabulce ¢.4 je
vidét, Ze vSechny odebrané vzorky vysly negativné na pfitomnost oocyst kryptosporidii.
Oocysty proslé travicim traktem virnika tedy nebyly schopné infekce neonatalnich mysi. Tyto
vysledky lze zdivodnit snizenim Zivotaschopnosti a infektivity vyvrzenych oocyst. Pro
ovéteni zivotaschopnosti byly vyvrzené oocysty barveny propidium jodidem a pocitany.
Spocitanim poméru zivych a nezivych oocyst kryptosporidii jsem zjistila, Ze oocysty
vyloucené vifniky po prichodu jejich travicim traktem jsou z velké ¢asti mrtvé a tedy
neschopné infekce. Neznam dosud piesné mechanismy sniZeni infektivity, ale pravdépodobné
je zpusobena mechanickym poSkozenim obalu oocysty v mastaxu a natrdvenim oocysty
hydrolytickymi enzymy v mastabu, zaludku a sttevu viinikd. Z provedenych pokust a
ziskanych hodnot vim, Ze téméf desetina oocyst podavanych vifnikiim byla mrtvych, zatimco

po pruchodu jejich travicim traktem se umrtnost zvysila na devadesat procent.
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Pokusy, které jsem navrhla a provedla jasné€ ukazuji, ze viinici B. calyciflorus u¢inné
filtruji oocysty C. parvum a tim sniZuji jejich infek¢énost a Zivotaschopnost. V pokusech jsem
prokézala, ze oocysty proslé travicim traktem a vyloucené zpét do vody uz nejsou
infekceschopné. Samoziejmé je nutné provést jesté dalsi pokusy, které potvrdi schopnost
vifniki 0¢inné travit oocysty kryptosporidii. Podobné jako mlzi mohou i vitnici slouzit jako
indikatory pfitomnosti oocyst ve vodé€, coz by hlavné v eutrofnich vodach mohlo hrat velkou
roli. Oproti standardnim metodam ma uzivani vifnika pro detekci oocyst kryptosporidii ve
vodé nékteré nesporné vyhody, jednou z nich je nizsi pofizovaci cena. V mém pokusu
prokazana schopnost virniki ¢inné travit oocysty kryptosporidii, které po priichodu travicim

traktem nejsou schopné infekce, by také neméla byt opomenuta.
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6. Zavéry

» Jako modelovy druh pro ovéfovani role virniki pfi filtraci oocyst kryptosporidii ve

vodnim sloupci byl vybran vifnik Brachionus calyciflorus.

» Viinici mohou byt uzivani jako indikatory pro aktudlni stanoveni pfitomnosti oocyst

kryptosporidii ve vodach.

» Oocysty kryptosporidii proslé travicim traktem viinikti nejsou infekceschopné.

» Prokazala jsem, ze viinici filtruji a u¢inné travi oocysty Cryptosporidium parvum a

mohli by byt pouzivani v metodice pro vysetiovani pfitomnosti oocyst ve vodach.
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