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Abstrakt

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo zjistit, zda ma télesna teplota hostitele, pH
prostiedi a doba expozice vliv na excystaci oocyst Cryptosporidium muris. Pro expe-
riment byl pouzit izolat CAT21 ziskany z pfirozené infikované ko¢ky domaci (Felis
catus f. domestica), ovSem primarnim hostitelem Cryptosporidium muris jsou hlo-
davci. Izolat byl dlouhodob¢ udrzovan v imunodeficientnich SCID mysich, ze kterych
byl prubézné odebiran trus, aby mohly byt provedeny jednotlivé experimenty. Prvnim
zkoumanym faktorem ovliviiujicim excystaci oocyst byla télesna teplota hostitele. Oo-
cysty skladované v dH2O byly vkladané do vodni lazné vytemperované na teplotu
V rozmezi 21 az 44 °C po dobu 5, 15 a 30 minut. Dle vysledki je optimalni teplota pro
excystaci oocyst C. muris CAT21 37 °C pii dob¢ ptsobeni 30 minut, pii které excys-
tuje az 92 % oocyst. Do prace bylo zahrnuto navic i zkoumani vlivu pH prostfedi na
excystaci, kdy byly oocysty vystavené pusobeni roztoki PBS o rtizné hodnoté pH
(2,00 —9,00) a zahtaté ve vodni lazni na 37 °C. Optimalni pH prostiedi pro excystaci
je pH 6,00, pii kterém excystovalo az 93 % oocyst. Zivotaschopnost pouzivanych oo-

cyst byla stanovena barvenim pomoci propidium jodidu pfed kaZzdym méfenim.

Kli¢ova slova: Cryptosporidium muris; excystace; hlodavci; kryptosporididza; pH



Abstract

The main aim of this master's thesis was to investigate the impact of environmental
pH and the host's body temperature on the excystation of Cryptosporidium muris oo-
cysts. The experiment utilized the CAT21 isolate obtained from a naturally infected
domestic cat (Felis catus f. domestica), although rodents are the primary hosts of Cryp-
tosporidium muris. The isolate was continuously maintained in immunodeficient
SCID mice, from which fecal samples were regularly collected for individual experi-
ments. The first factor examined for its influence on oocyst excystation was the host's
body temperature. Oocysts stored in dH>O were subjected to water baths set to tempe-
ratures ranging from 21 to 44°C for durations of 5, 15 and 30 minutes. According to
the results, the optimal temperature for excystation of C. muris CAT21 oocysts was
37°C for a duration of 30 minutes, resulting in up to 92% excystation. Additionally,
the study included an examination of the pH impact on excystation. Oocysts were ex-
posed to PBS solutions with varying pH values (ranging from 2.00 to 9.00) and heated
in a water bath at 37°C. The optimal pH for excystation was found to be 6.00, with up
to 93% excystation observed. The viability of the oocysts used was determined by

staining with propidium iodide before each measurement.

Keywords: Cryptosporidium muris; excystation; rodents; cryptosporidiosis; pH
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Uvod

Kryptosporidie jsou jednobunééné eukaryotické organismy, které nalezi do kmene
Apicomplexa. Vsechny druhy kryptosporidii ziji parazitickym zpisobem zivota a zpti-
sobuji onemocnéni znamé jako kryptosporididézy postihujici obratlovce vcetné Clo-
véka. Prub¢h infekce se 1i8i v zavislosti na druhu a genotypu kryptosporidie, na véku,
respektive stafi hostitele a na jeho imunitnim stavu. Lokalizace vyvojového cyklu
kryptosporidii v hostiteli je mezi druhy kryptosporidii rozdilna, pti¢emz rozliSujme
dv¢ fylogenetické skupiny kryptosporidii, a to po¢etnéjsi skupinu druhi parazitujici
ve stieveé hostitele a mensi skupinu druhti obyvajici zaludek.

Prace je zamétena na proces excystace, coz je prvni faze vyvojového cyklu kryp-
tosporidii. Pfi excystaci je parazit vystaven vnitinimu prostiedi zazivaciho traktu hos-
titele a dochazi k uvolnéni infekénich sporozoitii v misté infekce. Excystace zaludec-
nich druhi je spousténa zejména faktory jako je télesna teplota a pH zaludku. Doba,
po kterou pH a teplota pisobi na oocysty, se zda byt také dialezita. U stfevnich druht
se k vyse uvedenym faktorim dale ptidava pisobeni enzymu v tenkém stievé a pfi-
tomnost Zlucovych soli. Kromé vlivu na excystaci ma teplota i pH vliv na Zivotaschop-
nost oocyst 1 sporozoitd.

Tato diplomova prace navazuje na mou piedchdzejici bakalaiskou praci a pod-
statné rozsituje jeji vysledky ve studiu vlivii na excystaci Zalude¢nich kryptosporidii
savcll. Na zdklad€ doposud dostupnych namétenych dat bylo prokézano, Ze télesna
teplota hostitele ma velmi vyznamny efekt na excystaci Zalude¢nich kryptosporidii
savcl. Nad ramec prace byl mezi méteni vlivi zahrnuty i vliv pH zaludku hostitele,
ktery, jak je zndmo, ma na proces excystace taktéz znacny vliv.

Doposud bylo zvefejnéno pomérné malo studii, které se zaméfovaly na vliv téchto
faktorti. VétSina vyzkumu je orientovana na studium stfevnich druhti, zatimco Zalu-
dec¢ni kryptosporidie dlouhodob¢ ziistaly mimo zajem védeckych tymu a je zapotiebi
rozsifit znalosti v této problematice. Z tohoto divodu byla pozornost vénovana fakto-
rum ovliviujicich excystaci zalude¢ni kryptosporidie savci, konkrétné druhu Cryp-

tosporidium muris izolovaného z pfirozen¢ infikované kocky.




1 Literarni prehled
1.1 Rod Cryptosporidium

Kryptosporidie jsou jednobunééné ecukaryotni organismy spadajici do kmene
Apicomplexa (Volf a Horak, 2007). Jsou ozna¢ovany jako obligatni gastrointestinalni
paraziti, ktefi mohou infikovat vétSinu vodnich a vSechny suchozemské obratlovce
vcetné Clovéka (Bouzid et al., 2013). Zastupci tohoto kmene patii mezi veterinarné
velmi zavazné intracelularni parazity, adaptované na zivot uvniti bunky (Volf a Horak,
2007).

Cryptosporidium bylo pivodné klasifikovano jako kokcidie na zakladé podob-
nosti zivotniho cyklu (Levine, 1988). OvSem Zivotni cyklus kryptosporidii vykazuje
nekolik zvlastnosti, kterymi se od kokcidii odliSuji. Kryptosporidie uvnitt hostitele pa-
razituji na apikalnim povrchu bunék, na rozdil od kokcidii, které parazituji uvnitf bu-
nék. U kokcidii existuje pouze jeden typ oocyst, naopak u kryptosporidii byly popsany
dva typy, a to oocysty tenkosténné a silnosténné. Dal$im rozdilem je necitlivost kryp-
tosporidii na t¢éméf vSechna antikokcidika. Nasldné molekularni analyzy ukazaly blizsi
piibuznost mezi kryptosporidiemi a gregarinami (Hijjawi et al., 2004; Petry et al.,
2004). V soucasné dobé jsou kryptosporidie povazovany za samostatnou skupinu

V ramci Apicomplexa.

1.2 Historicky prehled

1907 Kryptosporidie poprvé popsal a pojmenoval E. E. Tyzzer. V roce 1907 publiko-
val nalez vyvojovych stadii parazita, kterého nachazel v zaludecnich zlazach
a vykalech laboratornich mysi (Tyzer, 1907).

1910 Tyzzer navrhl pojmenovani Cryptosporidium muris pro mysi zaludecni izolat
(Tyzzer, 1910).

1912 Tyzzer publikoval popis nového druhu, tentokrat nalezeného v tenkém stieve
u laboratornich mysi a navrhl ho pojmenovat Cryptosporidium parvum (Tyzzer, 1912).
1929 Byla popsana endogenni stadia kryptosporidii Vv epitelu slepého stieva slepice
(Tyzzer, 1929).

1955 Byl popsan novy druh kryptosporidie zpisobujici thyny mladych krit a pojme-
novan Cryptosporidium meleagridis (Slavin 1955).

1971 Prvni zprava o vyskytu infekci Cryptosporidium sp. u skotu spojovanych s pri-

jmovym onemocnénim (Panciera et al., 1971).




1976 Prvni piipady lidskych infekci zpusobené kryptosporidiemi. V roce 1976 byly
publikovany dvé rozdilné zpravy o ndkaze osob. Prvni nakazenou byla tfiletd divka
s priznaky zvraceni, bolesti bficha a vodnatého prijmu (Nime et al., 1976). Druhy pa-
cient byl tézce dehydratovany, imunosuprimovany s chronicky vodnatym prijmem
(Meisel et al., 1976). Oba pacienti zili na farmach skotu a v obou piipadech doslo
K vyléceni.
1980-1989 V 80. letech 20. stoleti doslo k propuknuti epidemie AIDS. Se zvySenym
poctem imunokompromitovanych osob doslo ke zvySeni hlaSenych ptipadi kryp-
tosporididzy lidi (Casemore et al., 1985).
1986 Detailni popis vyvojového cyklu kryptosporidii pomoci elektronové mikrosko-
pie a byla pozorovana vyvojova stadia kryptosporidii (Current et Reese, 1986).
1993 Prvni ptipad masivni infekce kryptosporidii v lidské populaci, v Milwaukee
(USA) bylo odhadem infikovano 403 000 jedinct. Na kryptosporidie se za¢ina pohli-
zet jako na druh ohrozujici vefejné zdravi. Dochézi k novym vyzkumiim k pochopeni
zdroju a ptenosu, detekce a prevence Sifeni (Mac Kenzie et al., 1994).
2000 Popis nového druhu zaludeéni kryptosporidie savci parazitujiciho u skotu a po-
jmenovaného Cryptosporidium andersoni (dfive oznacované jako C. muris-like)
(Lindsay et al., 2000).
2016 Popis tietiho druhu zalude¢nich kryptosporidii savci pojmenovaného Cryp-
tosporidium prolifrenas (diive ozna¢ované jako C. muris TS03) (Kvac et al., 2016).
V soucasné dobe¢ je pocet platnych druht rodu Cryptosporidium 51, piicemz bylo
33 druht identifikovano u savct, z nichz je 20 druhti schopno infikovat lidi a zbylych
18 druhii bylo nalezeno u jinych zvifat (ryby, ptaci, obojzivelnici a plazi) (Garcia

etal., 2017; Ryan et al., 2021; Cruz-Saavedra et al., 2023).

1.3 Vyvojovy cyklus kryptosporidii

Vyvojovy cyklus kryptosporidii zahrnuje jak pohlavni, tak nepohlavni stadia
a je ukoncen uvolnénim oocyst s trusem z téla infikovaného hostitele. Kryptosporidie
potiebuji ke svému vyvoji pouze jednoho hostitele a jejich vyvojovy cyklus Ize rozdé-

lit do Ctyt fazi (obrazek 1).
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Cty¥i faze vivojového cyklu:

1. Excystace (uvolnéni infekénich sporozoitil)

2. Merogonie (nepohlavni mnozeni v hostitelskych buikach)
3. Gametogonie (tvorba makrogamet a mikrogamet)
4

Sporogonie (tvorba oocysty)

1. Excystace

Cyklus za¢ina pozitim oocysty hostitelem (obrazek 1). Po priniku do téla hostitele
dochazi k excystaci, neboli k expanzi sutury, ktera je podstatna k zahajeni infekce.
Jedna se o klicovou fazi vyvoje, pii které Sporozoit opousti oocystu a za¢ina infikovat
epitelialni buniky hostitele. Oocysta se otevie na jednom poélu (sutura) a uvolni ¢tyfi
infek¢ni sporozoity, které maji tvar pilmésice a pohybuji se klouzanim (Forney et al.,
1998).

Jejich apikélni komplex obsahuje rhoptrie, mikronemy a denzni granula. Mikro-
nemy produkuji protein podporujici pfilnuti k hostitelské buiice, zatimco rhoptrie se
pravdépodobné podili na vzniku parazitoforni vakuoly (PVM; Parasitophorus Vacu-
ole Membrane), ve kterém je parazit uzavien. U zalude¢nich kryptosporidii je parazit
vV PVM chranén pted neptiznivym Zalude¢nim prostiedim. Po celé buiice jsou uloZena
denzni granula, kterd uvoliuji svlij obsah po vytvofeni PVM a pravdépodobné modi-
fikuji tuto strukturu pfi napadeni hostitelské buriky. Sporozoit se pfipoji k plazmatické
membrané hostitelské bunky a transformuje se na replikativni trofozoit. Dochazi
k morfologickym zménam, které zahrnuji zvétseni jadra a zakulaceni parazita (Bonnin
et al., 1999). Transformace z invazivniho Sporozoita na replikativni trofozoit je ovliv-
néna faktory odvozenych jak z parazita, tak z hostitele (O"Hara a Chen, 2011). Vyvoj
trofozoitt doprovazi tvorba ,,feeder organely®, ktera propojuje parazita s cytoplazmou
hostitelské buiiky a umoziuje parazitovi ¢erpat energii a Ziviny ze svého hostitele.

Tento proces je obecné spustén vlivem vnitinich podnéta v téle hostitele. Tato
expozice stimuluje vypousténi infekénich sporozoitt, které jsou plné vysporulované
a jsou schopni zpUsobit infekci v riznych ¢astech téla hostitele. V tomto bodé¢ se nardzi
na rozdil mezi kryptosporidiemi a kokcidiemi, které sporuluji az po uvolnéni za pod-
minek vnéjsiho prostiedi — teplo a pfitomnost kysliku (Lindsay et al., 2000). K ex-
cystaci oocyst nékterych druhd mize dochazet v teplych vodnich roztocich, coz by

mohlo byt vysvétlenim extraintestinalnich infekci (Fayer et al., 1990).
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Excystace in vitro byla studovana spise u sttevnich druhti kryptosporidii (Rasmus-
sen et al., 1993; Petry 2004; Peckova et al., 2016). Aby u stievnich druhti byla vyvo-
lana excystace, musi dojit ke stimulaci kyselinami, zluCovymi solemi, protedzami
a reduk¢énimi Cinidly, coz simuluje piechod ptes zaludek do tenkého stfeva (Peckova
et al., 2016). Oproti tomu u zaludecnich druhy zfejmé vyzaduji pouze inkubaci pfi

zvysené teploté (Widmer et al., 2007).

2. Merogonie

Zivotni cyklus postupuje fizemi asexualni merogonie. Trofozoiti se nepohlavng déli
za vzniku merontu typu I, ktery obsahu Sest az osm merozoita typu 1. Tito merozoiti
nasledné napadayji ptilehlé hostitelské buiiky. Prvni moznosti je pokraCovani ve vyvoji
dalSich generaci merontil typu I, ¢imz by dochdzelo ke zvySovani zavaznosti infekce,
nebo se mohou pieklenout do vyvoje merontu typu II, ktery obsahuje ¢tyfi merozoity
typu 1. V tomto ptipad¢ jiz nedochazi ke zmnozeni meronti, ale k iniciaci gametogo-

nie, ¢imZ za¢ina pohlavni ¢ast vyvojového cyklu (Bouzid et al., 2013).

3. Gametogonie

Pohlavni stadium zac¢ind zménou merezoit typu II v nediferencované gamety, které
se méni v makrogamonty (sami¢i sexualni reproduk¢ni stadia) nebo mikrogamonty
(sam¢i sexualni reprodukéni stadia). Z makrogamontu vznika jednobunééna makroga-
metu. Mikrogamonty prochazi jadernym délenim, ¢imZ vznik4 16 mikrogamet, které
se uvolnuji z PVM a nésledné vyhledaji a oplodni makrogametu. Timto procesem
vzniké zygota. Diploidni zygota podstupuje proces podobny meidze, nazyvanym spo-

rogonie (Current et al., 1986).

4. Sporogonie

Sporogonii, kterou prochazi diploidni zygota, vznikaji €tyfi haploidni sporozoiti, ktefi
jsou ulozeni v oocyste, ktera mize byt tenkosténna nebo silnosténna. Tenkosténné oo-
cysty maji za ukol udrzovat infekci v téle hostitele formou autoinfekce (Bouzid et al.,
2013). K autoinfekci dochazi, kdyz se sporozoiti uvolni z tenkosténnych oocyst
a jejich cyklus probiha od zacatku. Silnosténné oocysty jsou vylucovany spolecné
s trusem z téla infikovaného jedince, aby mohly myt poziené jinym hostitelem (Bouzid
et al., 2013). Oocysty jsou meiotické spory, které jsou odolné vici vnéjsimu prostiedi.

Proto je pohlavni produkce oocyst klicova pro dalsi penos infekce, ale miize také hrat
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dilezitou roli v udrzovéni pokracujici infekce hostitele. Vytvotené oocysty jsou jedi-
necné tim, ze dokazou dospivat v hostitelské tkani a jsou schopny autoinfekce (Tandel

etal., 2019).

ANTROPONOZA
2 - -
o) ) OOCYSTA P
hﬁéﬁia (. .
L) ‘\:)'. "\ - Trofozoit
Zdrojem jsou prenasedi . @
(s pfiznaky i bez pfiznaka) / ?\Q‘ Sporozoiti
Tlustosténnd = /\
(vylu¢ované do Tenkosténnd L |

vnéjsiho prostredi) (udriuje se v téle

autoinfekci) Merozoiti MEROGONIE

SPOROGONIE
m Makrogamont

Mikrogamety

ZOONOZA

" e
Meronti | fi/ N
\

!

Hospodafska zvifata, domaci Meronti Il. typu

zvifata i divoce Zijici zvifata
PROSTREDI "\

A} ‘A%

me v iR
Mikrogamont

Kontaminovand voda a potrava

Merozoiti

GAMETOGONIE

Obrazek 1 - Zdroje infekce a vyvojovy cyklus Cryptosporidium (Mosier, 2004; upraveno)

1.3.1 Hostitelska specifita

Hostitelska specifita kryptosporidii se li§i v zavislosti na druhu a genotypu (Feng
etal., 2011; Kar et al., 2011). MtzZeme je rozd¢lit dle hostitelské specifity na dvé sku-
piny. Prvni skupinou jsou druhy s Sirokou hostitelskou specifitou. Patii sSem méné za-
stupcti a jedna se o druhy, které je mozné nalézt u Sirokého spektra zivoc¢isnych druht.
Jsou to napiiklad C. parvum (Tyzzer, 1912), C. ubiquitum (Fayer et al., 2010), C. me-
leagridis (Slavin, 1955) nebo C. baileyi (Current et al., 1986).

Do druhé skupiny patii druhy, které jsou specifické pouze pro urcité skupiny hos-
titell, tedy druhy s izkou hostitelskou specifitou. Do této skupiny nalezi napiiklad
C. andersoni, typicky pro skot (Lindsay et al., 2000), nebo C. muris, ktery je sice ty-
pickym Zalude¢nim druhem hlodavcii (Kvac et al., 2008), ale byla popséana i pfirozena
infekce u velmi omezeného spektra dalsich hostiteli. Nakaza C. muris byla popsana
u vétsich savcd, napiiklad u zirafy sitované (Giraffa camelopardalis reticulata) (Ko-
dadkova et al., 2010), velblouda dvouhrbého (Camelus bactrianus) (Wang et al.,
2021), nebo naptiklad u pstrost (Struthio camelus) (Qi et al., 2014). Dalsi infekce
C. muris byly hlaseny u kocek, pst (Li et al., 2019), horskych koz a lidi (Xiao et al.,
2004).

V ramci rodu Cryptosporidium existuji také druhy, které byly nalezeny

a popsany pouze u jednoho hostitele. Do této skupiny patii C. huwi parazitujici u ryb
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(Ryan et al., 2015) nebo C. myocastoris, které je infek¢ni pro nutrie (Jezkova et al.,
2021).

1.3.2 Tkanova specifita

Primarni mista infekce jsou rozdilna, v zavislosti na druhu kryptosporidie. Mizeme
je rozd¢lit do dvou skupin na zéaklad¢ predilekce ke stievni nebo Zaludeéni sliznici.
Vétsina druhii kryptosporidii je lokalizovana ve stfevech svych hostitelti. Nejcastéji
parazitovana Cast zazivaci soustavy je tenké stfevo, které je osidlovano naptiklad
druhy C. parvum (Tyzzer 1912) nebo C. hominis (Morgan-Ryan et al. 2002). Slepé
sttevo nebyva Castym mistem vyskytu kryptosporidii, ovSem primérné je toto misto
osidlovano druhem C. mortiferum (Guo et al., 2015). Tlusté stfevo taktéZ neni mistem
hojného vyskytu kryptosporidii. Ze znamych druht osidluje tlusté stfevo jen nékolik
z nich, napt. C. microti (Hor¢ickova et al., 2019), C. ornithophilus (Holubova et al.,
2020), C. ratti (Jezkova et al., 2021), C. occultus (Kvac¢ et al., 2018) a C. scrofarum
(Kvac et al. 2013). Mensi skupina kryptosporidii je pfizpusobena vyvoji ve zldzach
Zlaznatého zaludku (tabulka 1). U savct byly identifikovany pouze tii druhy Zalude¢-
nich kryptosporidii: C. muris (Tyzer, 1907), C. andersoni, diive znamé jako C. muris-
like (Lindsay et al., 2000) a C. proliferans, diive znamé jako C. muris kmen TS03
(Kvac et al., 2016).

Tabulka 1 - Piehled Zalude¢nich druhi kryptosporidii (sav¢i druhy zvyraznéné)

Primarni

Druh hostitel Reference
C. muris hlodavci Tyzzer, 1907
C. serpentis plazi Levine, 1980
C. reichenbachklinkei ryby Paperna a Vilenkin, 1996
C. andersoni skot Lindsay et al., 2000
C. molanri ryby Alvarez-Pellitero a Sitja-Bobadilla 2002
C. galli ptaci Pavlasek 1999; Rayen et al., 2003
C. fragile zaby Jirkd 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
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V néekterych piipadech byly kryptosporidie nalezeny extraintestindlné u zvifat
nebo u lidi s oslabenym imunitnim systémem. Naptiklad C. baileyi (Current et al.,
1986) je druh parazitujici primarné v tenkém stiev¢, ale parazituje i v dalSich ¢astech

stteva, kloace a miize pfirozen¢ infikovat i dychaci cesty.

1.4 Kryptosporidioza

Kryptosporididza, onemocnéni zpisobené kryptosporidiemi, je celosvétove rozsifena
a je jednou z nejcéastéjsich pficin prijmovych onemocnéni u lidi a domacich zvifat
(Xiao, 2010; Guérin a Striepen, 2020). Zdravotni problémy zplsobené Cryptospo-
mitovanych jedinct, narozenych zvifat a déti mladsich dvou let zejména v rozvojo-
vych zemich (Kotloff et al., 2019; Liu et al., 2016). Kryptosporidioza je také vyznam-
nym problémem vefejného zdravi v ekonomicky rozvinutych zemich. Naptiklad
ve Spojenych statech se kazdy rok odhaluje az 800 000 piipadi kryptosporidiozy
(Scallan et al., 2011) a pocet hlaSenych ohnisek se zvysuje, nejvice v oblastech se Spat-
nou hygienou (Gharpure et al., 2019; Dong et al., 2020). I kdyz jsou ptiznaky po pro-
puknuti infekce zmirnény, v trusu se vyskytuje stale velké mnozstvi infekénich oocyst,

a to 1 po dobu nékolika tydna (Innes et al., 2020).

1.4.1 Priabéh infekce

Prabéeh infekce a zavaznost onemocnéni zavisi na konkrétnim druhu kryptosporidie
a imunitnim stavu jedince. Mezi hlavni klinické ptiznaky patii prijem, horecka, zalu-
dec¢ni potize a zvraceni (Vinayak et al., 2015) Nejvétsi problém nastava u pacientt
S oslabenym imunitnim systémem. Naopak u imunokompetentnich jedincii je pribeh
nemoci mirny a pritbéh je v fadé ptipadi bezptiznakovy (O 'Donoghue, 1995).

V ramci prubéhu infekce se rozliSuje prepatentni a patentni perioda. Patentni doba
oznacuje obdobi, po kterou je kryptosporidie ptitomna v hostiteli. Délka periody se lisi
Vv zavislosti na druhu kryptosporidie a véku a imunitnim stavu hostitele. U telat infiko-
vanych C. parvum muze byt patentni perioda 1-12 dni (Tzipori, 1983), ale mize byt
i vyrazng¢ delsi, naptiklad u C. scrofarum vice nez 30 dni (Kvac et al., 2013). Pribéh
zaludec¢ni kryptosporididzy je chronicky, patentni perioda je tedy vyrazné delSi nez
u stfevnich druhti a mize pietrvavat jako celozivotni infekce (Lindsay et al., 2000;

Kvac et al., 2008).
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Prepatentni perioda je obdobi od ndkazy do vylu¢ovani prvnich oocyst. Délka pre-
patentni periody byla popsana pomoci experimentalnich infekci. U Zzalude¢nich druhti
se doba pohybuje v rozmezi 7-21 dni. U stievnich druht je délka od infekce do doby
vylu€ovani oocyst kratsi, vétSinou v rozmezi 2—7 dnli. Prepatentni perioda se odviji
od druhu kryptosporidie, véku, druhu a stavu hostitelova imunitniho systému (Tzipori,

1983).

1.4.2 Prenos infekce
K nakaze kryptosporidiemi miize dojit pfimou nebo neptimou cestou. K pfimému pie-
nosu dochdzi fekalné-ordlni cestou od infikovaného jedince. Mize dojit k pienosu
ze zvifete na zvife, ze zvifete na ¢lovéka (zoonotickd nékaza), ale stejné tak z clovéka
na zvife nebo navzajem mezi lidmi (antroponoticka nékaza) (Glaberman et al., 2002).

Duikazy o zoonotickém ptenosu kryptosporidii zahrnuji vyzkumniky a veterinarni
studenty, kteti byli v kontaktu nej€astéji s nakazenymi telaty (Bouzid et al., 2013).
Dal$im zdrojem nakazy pro ¢lovéka mohou byt volné zijici zvitata. Naptiklad kocky
a potkani v méstskych ekosystémech mohou byt ptenasec¢i druht jako je C. parvum
(Tyzzer 1912), C. felis (Iseki, 1979) a C. muris (Tyzzer, 1907). Podle soucasnych zna-
losti C. felis a C. muris nejsou velkym ohrozenim vefejného zdravi.

Neptima nakaza je zpusobena kontaktem jedincti S materialem nebo potravou
a vodou kontaminovanou kryptosporidiemi. K nejbéznéjsimu zptisobu nakazy dochazi
kontaminovanou vodou. Oocysty kryptosporidii jsou vysoce odolné, tudiz mohou pre-

Zit bézné filtrace nebo konvencni chlorace pitné vody (Campbell et al., 1982).

1.4.3 Terapie
V soucasné dob¢ neexistuje ucinna lécba kryptosporidiozy. V Americe je nitazoxanid
jedinym lé¢ivem proti kryptosporididoze schvalenym FDA (Food and Drug Adminis-
tration), nicméné¢ stale zistava neti¢inny u imunokompromitovanych pacienti (Bones
etal., 2019). V ptipadé nakazy jde spiSe o tlumeni doprovodnych pfiznakt podavanim
protiprijmovych preparatt a rehydrataci organismu (Fayer et Xiao, 2007).

Vsechny vyzkumy vyvoje a pfemény soucasnych 1é¢iv jsou zaméieny na stievni
druhy (Graczyk et al., 2011; Bessoff et al., 2014; Love et al., 2017; Manjunatha et al.,
2017), vzhledem k jejich vysokému vyskytu mezi lidmi. Vliv testovanych 1éki na za-

ludec¢ni kryptosporidie neni zatim zndm. Na vyléceni kryptosporididzy mlize mit vliv

16



i specificka imunitni odpovéd’. Pozornosti se v tomto sméru dostava C. parvum (Zhou
etal., 2012; Ming et al., 2017), u Zalude¢nich druht jsou informace o specifické imu-

nitni reakci hostitele velmi omezené.

1.4.4 Diagnostika

Diagnostika kryptosporidii je provadéna parazitologickym vySetfenim trusu flotaCnimi
technikami (Arrowood a Sterling, 1987) v kombinaci s riznymi metodami barveni
(Henriksen a Pohlenz, 1981; Baxby et al., 1984; Pohjola et al., 1984). Nicmén¢ veli-
kost oocyst jednotlivych druhti a genotypt kryptosporidii je velmi podobna a mikro-
skopické vySetfeni nelze pouzit jako spolehlivy diagnosticky ndstroj pro rozliSeni
druhil a genotypil. Toto je mozné pouze za pouziti molekularnich metod, které se
Vv soucasné dob¢ staly zlatym standardem v diagnostice. Nejéastéji pouzivané je mole-
kularné-genetické testovani, zalozené na PCR (Polymerase chain reaction) a jejich
modifikacich amplifikujici malou podjednotku rRNA. Dalsi moznosti je vyuziti imu-
nologickych metod detekce. Nicméné tyto metody nelze pouzit pro diferencialni dia-

gnostiku (O’Leary et al., 2021).

1.5 Cryptosporidium muris

1.5.1 Charakteristika

Vsechna vyvojova stadia C. muris prodélavaji sviij vyvoj na bunikach zaludeéni sliz-
nice, obdobné jako C. andersoni a neinfikuji pfedzaludky ptezvykavci nebo nezlaz-
natou oblast zaludku u hlodavci (Fayer et al., 1990; Fayer et al., 1991). Oocysty
C. muris maji velikost 7,4 x 5,6 um (coz je vétsi nez napiiklad v porovnani s C. par-

vum s velikosti 5,0 x 4,5 um) (Iseki et al., 1989).

1.5.2 Variabilita izolata

V ramci druhu C. muris bylo nalezeno a popsano pét izolatu, které se od sebe lisi svymi
biologickymi vlastnostmi.

Cryptosporidium muris izolat CB03 — Oocysty jsou elipsoidniho tvaru o velikosti
7,49 £ 0,13 x 5,70 = 0,10 um s indexem tvaru 1,32 (Kva¢ et al., 2008). Ptirozen¢ byl
tento izolat nalezeny u velblouda dvouhrbého (Camelus bactrianus) a experimentalné

se podafila nakaza laboratornich mysi (Kvac et al., 2008; Wang et al., 2021).
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Cryptosporidium muris izolat MCR — Velikost oocysty je 7,80 = 0,56 x 5,89 + 0,36
um. Izolat byl ziskany z korejské mysi (Apodemus peninsulae). Experimentalni nakaza
byla popsana u kiecka zlatého (Mesocricetus auratus) a z hospodaiskych zvifat u ovci
a koz (Rhee et al., 1991; 1998; 1999).

Cryptosporidium muris izolat RN66 — Oocysty se vyskytuji ve dvou formach: mala
forma: 5,3 x 4,8 (5,0-6,0 x 4,0-5,5) um a velka forma: 8,4 x 6,3 (7,5-9,8 x 5,5-7,0)
um. Pfirozena infekce byla nalezena u infikovaného potkana (Rattus norvegicus)
a experimentalni ndkaza byla provedena u laboratornich mysi (Iseki 1986; 1989).
Cryptosporidium muris izolat Kawatabi — Oocysty maji velikost 5,70 &= 0,59 x 7,66
+ 0,64 um s indexem tvaru 1,36. Byl vyizolovan z japonské mysice vychodni (Apo-
demus speciosus) a taktéz byla provedena experimentalni infekce laboratornich mysi
(Hikosaka et Nakai, 2005).

Cryptosporidium muris izolat z ko¢ky — Velikost oocyst je 8,0 x 4,8 um. Tento izolat
byl nalezen u ptirozen¢ infikované koc¢ky donesené ze zverimexu a experimentalné byl

ptenesen do laboratornich mysi (Pavlasek et Ryan, 2007).

1.5.3 Patogenita

Cryptosporidium muris napada zlaznaté casti zaludku, ve kterych zanechava histopa-
tologické zmény. Charakteristicka je dilatace zalude¢nich zlaz a drobné nahromadéni
lymfatickych bunék (bez ptitomnosti zanétu) (Kvac et Vitovec, 2003). Dale je popiso-
vana hypertrofie, hyperplazie, atrofie a metalpazie Zlazového epitelu. Morfologicky
jsou popisovany nalezy cetnych vyvojovych stadii (Taylor et al., 1999). Celkové nej-
sou popisovany zadné velké patologické anomalie a prubéh je vétSinou bez zjevnych

piiznakii (Ozkul a Aydin, 1994).

1.5.4 Hostitelska specifita

Cryptosporidium muris ma $ir$i hostitelskou specifitu. Ackoliv jsou jeho primarnim
hostitelem hlodavci, C. muris byl experimentalné ptenesen a detekovan u lidi a pfiro-
zen¢ infekce byly popsany i jinych druht savct (Kodadkova et al., 2010; Wang et al.,
2021). Oocysty byly detekovany i v trusu dravych ptaku, jestérek, hadt a zab. V téchto
ptipadech neslo o aktivni cestu infekce, spiSe o ndkazu pozienim infikovaného hlo-

davce (Kvac et al., 2016). Podobnym zplisobem mohla byt zplisobena nédkaza prasat
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z praseci farmy, protoze za experimentalnich podminek prasata nejsou k C. muris vni-
mava (Kvac et al., 2012). Dalsi ptirozené infekce byly nalezeny u morcat, kralikd,
jehnat nebo u kocek (Aydin et Ozkul, 1996; Iseki et al., 1989; Rhee et al., 1995; Pa-
vlasek et Ryan, 2007).

1.6 Kryptosporidiové infekce kocek

Nejznaméjsim a nejbéznéjsim koc¢i¢im druhem je Cryptosporidium felis, ktery infikuje
tenké stievo. U kocek bylo C. felis poprvé popsano v roce 1979 (Iseki, 1979) a na-
sledn¢ molekularné charakterizovano v roce 1998 (Sargent et al., 1998).

Kryptosporididza u ko¢ek probihd obecné asymptomaticky, u mladych a novoro-
zenych kot'at miize byt onemocnéni doprovazené prijmem. U velmi zavaznych infekci
muze dojit k degradaci epitelialnich bun€k nebo k degradaci klka (Scorza et al., 2010).
Z pozdgjsich studii se ukazalo, ze hostitelska specifita C. felis neni omezena pouze na
kocky, jak se na prvni pohled zdalo a v roce 1999 byl tento druh identifikovan u kravy
(Bornay-Llinares et al., 1999).

Z doposud znamych druhti kryptosporidii bylo u kocek detekovano pét druhi:
C. muris (Tyzzer, 1907), C. ryanae (Fayer et al., 2008), C. parvum (Tyzzer, 1912),
C. felis (Iseki, 1979) a Cryptosporidium sp. rat genotyp III (Sargent et al., 1998; Santin
et al., 2006; Yang et al., 2015).

Prvni ptirozeny nalez C. muris u koc¢ky popisuji ve své publikaci Pavlasek a Ryan
(2007). Doprovodnymi ptiznaky u infikované kocky byla gastroenteritida a zvraceni.
Symptomaticka lécba pomoci veterinarnich preparatli neméla v tomto piipadeé Zadny
vliv a opakované koprologické vysetieni ukazalo, Ze pocet vylu¢ovanych oocyst zii-
stava nemenny. I pfes tuto skutecnost se zdravotni stav kocky po dvou meésicich po-
stupné€ stabilizoval. Zdroj infekce koc¢ky v této studii neni doposud znamy, s nejvétsi
pravdépodobnosti doslo k nakazeni ve zverimexu, odkud byla koc¢ka zakoupena (Pa-
vlasek a Ryan, 2007).

FitzGerald et al. (2011) ve své studii dodali, ze C. muris ptirozen¢ infikuje zaludek
kocek a nejedna se zde pouze o mechanicky transport parazita hostitelem (FitzGerald

etal., 2011).
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2 Cile prace

1) Cilem prace je navazat na bakalafskou praci a studovat vliv télesné teploty hosti-
tele a pH prostiedi na excystaci oocyst nového izolatu C. muris CAT21 ziskaného
Z ptirozen¢ infikované kocky.

2) Pomoci in-vitro experimenti popsat efekt studovanych vlivii na excystaci oocyst
a zivotaschopnost oocyst a sporozoita.

3) Zpracovat vysledky pfislusnymi statistickymi metodami a porovnat je s publiko-

vanymi udaji.
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3 Material a metodika

3.1 Material

3.1.1 Zdroj oocyst pro experiment
Pro experimentalni ucely diplomové prace byly vyuzity oocysty Cryptosporidium mu-
ris izolat CAT21 ziskany z kocky domaci (Felis catus f. domestica). Timto izolatem
bylo infikovano deset imunodeficientnich SCID mysi, ve kterych byl izolat dlouho-
dob¢ udrzovan jako zdroj oocyst pro experiment. Mysim byla peroralné aplikovana
infekéni ddvka o koncentraci 1 x 108 oocyst. Pro kontrolu vyludovani kryptosporidii
byl od jednotlivych mysi odebiran trus, ze kterého byly provadény natéry, které byly
nasledn¢ barveny dle Milacka a Vitovce (1985) a prohliZzeny svételnym mikroskopem.
Pro experiment stanoveni minimalniho po¢tu paraziti byly pouzity oocysty Cryp-
tosporidium proliferans. Izolat byl ptiivodné ziskan z hlodouna vychodoafrického (Ta-
chyoryctes splendens) a je dlouhodobé uchovavan v imunodeficitnich SCID mysich.
Imunodeficientni SCID mysi byly umistény ve zvétinci v Parazitologickém ts-
tavu BC AV CR, v.v.i. Zvifata byla chovana v plastovych nadobach uréenych pro hlo-
davce na podestylce z dievénych pilin. Vymeéna podestylky byla provadéna jednou za
¢trnact dni. Mysi byly krmené sterilizovanym krmivem uréenym pro hlodavce a vodou

ad libitum.

3.1.2 Skladovani oocyst
Kryptosporidie pro experiment byly skladovany pii teploté 4 °C v dH20. Maximalni

doba mezi sbiranim a purifikaci oocyst byla 14 dnt.

3.1.3 Roztoky o riizném pH
Pomoci pracovniho 1x PBS, 1M HCIl a 1M NaOH a pH metru bylo pfipraveno osm
roztokl o pH 2-9.

3.2 Metody

3.2.1 Purifikace oocyst

Trus imunodeficientnich SCID mysi, pozitivni na Cryptosporidium muris CAT21, byl
zhomogenizovan v tfeci misce S deionizovanou vodou a precistén na sacharézovém
a nasledné¢ na cesium chloridovém gradientu. Piecisténé oocysty byly uchované

v dH20 pfi 4 °C.
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3.2.2

Cisténi oocyst na sachar6zovém gradientu

Seznam pouzitych chemikalii:

1% PBS Tween (pfidani 0,5 ml Tween 20 do 1 1 PBS; 80 g NaCl; 2,4 g KH2POyq;
2 g KCI; 14,4 g Na2HPO4 x 12 dH20 — doplnit na 1 | dH20, upravit pH na 7,2)
Sheateruv roztok (cukr 405 g, dH.O 259 ml)

Pracovni Sheatertiv roztok 1+2 (1 dil Sheater + 2 dily PBS Tween)

Pracovni Sheatertv roztok 1+4 (1 dil Sheater + 4 dily PBS Tween)

Postup:
1) Rozmichat trus v malém mnozstvi dH20 a nasledné zhomogenizovat v tfeci
misce
2) Prefiltrovat suspenzi pies jemné sito (o velikosti ok 200 um)
3) Radné promichat Sheaterovy roztoky pied zadatkem vrstveni
4) Navrstvit sacharézovy gradient do ¢tyf 100 ml sklenénych zkumavek
Vrstval 30 ml Sheater 1+2
Vrstva2 30 ml Sheater 1+4
Vrstva3 15 ml vodného roztoku vzorku
5) Centrifugovat 20 minut/1370 g pii 4 °C
6) Odsat horni zabarvenou vrstvu pomoci vodni vyvévy a zbyly obsah pienést do
novych zkumavek, sediment vyhodit
7) Doplnit obsah zkumavek dH.O
8) Centrifugovat 20 minut/1370 g pii 4 °C
9) Odsat obsah zkumavky do %2 pomoci vodni vyvévy, doplnit do plného objemu

dH20, centrifugovat 20 minut/1370 g pti 4 °C

10) Krok ¢islo 8 opakovat znovu, dokud nebude promyvaci proces proveden cel-

kem 3x

11) Zbylé sedimenty pienést do jedné zkumavky (uchovani pii 4 °C)

3.2.3

Ci§téni oocyst na cesium chloridovém gradientu

Seznam pouzitych chemikalii:

CsClI (cesium chlorid; 1,15 g/ml)
PBS (viz 3.2.2)
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Postup:

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)

8)
9)

3.2.4

Napipetovat 1 ml CsCl do mikrozkumavky o objemu 2 ml

Navrstvit 500 ul oocyst (uchovanych v PBS) do mikrozkumavky s CsCl
Centrifugovat (16 000 g/3 minuty pii 20 °C)

Prepipetovat supernatant do 50 ml zkumavek (sediment vyhodit)

Doplnit zkumavku do plného objemu dH>0

Centrifugovat (1 370 g/20 minut pii 4 °C)

Odsat supernatant na objem 5 ml, doplnit do plného objemu dH20, zvortexo-
vat, centrifugovat (1 370 g/20 minut pii 4 °C)

Krok ¢islo 7 opakovat 3x

Oocysty uchovat v dH;0 pii 4 °C

Barveni oocyst dle Milacka a Vitovce (1985)

Seznam pouzitych chemikalii:

Methanol

Roztok methylvioleti — 0,6 g methylvioleti, 1 g fenolu, 1 ml anilinu, 70 ml
dH20, 30 ml alkoholu-ethanolu

2% kyselina sirova

1% roztok tantrazinu v 1% kyselin€ octové

Postup:

1)
2)
3)

4)
5)
6)
7)

8)
9)

Na podlozni sklicko provést tenky natér trusu

Sklicko s natérem ponofit do methanolu a ihned fixovat v plamenu

Vlozit sklicko do stojanku a ponofit do methylvioleti (nechat plisobit po dobu
30 minut)

Opléachnout podlozni skli¢ko pod tekouci vodou

Vlozit sklicko do roztoku 2% kyseliny sirové (nechat diferencovat 2 minuty)
Oplachnout podlozni sklicko pod tekouci vodou

Vlozit sklicko do 1% roztoku tantrazinu v 1% kyselin€é octové (plisobeni po
dobu 2-5 minut)

Oplachnout sklicko pod tekouci vodou a dat susit

Natér prohlizet svételnym mikroskopem (zvétseni 1000%, za pouziti imerzniho

oleje)
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3.25

Potvrzeni identity pouZitych izolatu

Izolace DNA z trusu

Pouzity komercné vyrobeny kit: Exgene™ Stool DNA mini (GeneAll ®)

Soucasti kitu:

e PB pufr
e FL pufr
e NW pufr

e MiniSpin column
e EzPass column

e Mikrocentrifuga¢ni zkumavky (1,5 ml)

Postup:
1) Vzorek trusu (200 mg) dat do Safe-lock Tube
2) Pridat sklenéné a zirkonové kulicky a napipetovat 1 ml FL pufru
3) Vzorek homogenizovat ptistrojem FastPrep®24 (MP Biomedicals, CA, USA)
1 minutu (5,5 m/s)
4) Inkubovat 5 minut pii pokojové teploté
5) Centrifugovat 16 000 g/5 minut
6) Veskery supernatant prenést na EzPass kolonku
7) Centrifugovat 16 000 g/1 minutu (odpad ze sbérné zkumavky vylit)
8) EzPass kolonku pienést do nové 1,5 ml zkumavky, pfidat 100 ul EB pufru
9) Inkubovat pii laboratorni teplot¢ 1 minutu, nasledné centrifugace

16 000 g/1 minutu

10) EzPass kolonku vyhodit, Kk filtratu do sbérné zkumavky ptidat 500 ul PB pufru,

pipetovanim promichat

11) Veskery obsah sbérné zkumavky pfenést na MiniSpin column

12) Centrifugovat 16 000 g/1 minutu (odpad ze sbérné zkumavky vylit)

13) Na stfed kolonky napipetovat 500 ul NW pufru

14) Centrifugovat 16 000 g/1 minutu (odpad ze sbérné zkumavky vylit)

15) Znovu centrifugovat 16 000 g/1 minutu, aby dosSlo k Gplnému odstranéni

zbytkdi NW pufru (odpad ze sbérné zkumavky vylit)

16) MiniSpin kolonku piendat do nové 1,5ml mikrocentrifugaéni zkumavky

17) Na kolonku napipetovat EB pufr (200 ul)
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18) Inkubovat 1 minutu pfi laboratorni teploté, nasledné centrifugace 16 000 g/1
minutu

19) Odstranit kolonku, purifikovanou DNA skladovat pfi teploté -20 °C do pouziti
PCR metody

Polymerazova retézova reakce (PCR)

Pro ovéfeni identity pouzivaného izolatu byla provedena amplifikace genu pro malou
podjednotku rRNA (SSU) pomoci nested PCR. Jako pozitivni kontrola byla pouzita
gDNA Cryptosporidium tyzzeri a jako negativni kontrola byla pouzita PCR voda. Re-
akce PCR byla provedena v celkovém objemu 20 pl.

Slozeni reakce:
e 10 pl komercné dodavaného HS-Tag premix (GenAll, Korea): 2U HS-
TagDNA polymeraza, 200 uM dNTPs, 2,5mM MgClIy, loading dye a stabiliza-

tor
e 7 ul PCR vody
e 0,5 ul forward primer (200 mM) a 0,5 pl reverse primer (200 mM)
e 2 ul gDNA nebo 2 pl produktu primarni reakce v ptipadé sekundarni reakce

Amplifikacni program se skladal z primarni denaturace (3 minuty pii 95 °C), 35 opa-
kujicich se cykli po dobu 45 sekund pii 95 °C, nasedani primeri pii teploté 55 °C po
dobu 45 sekund a elongace fetézcl po dobu 1 minuty pii 72 °C. Zavérem byla prove-

dena konec¢na extenze po dobu 10 minut pii 72 °C.

Pouzité 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’
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Gelova elektroforéza

Seznam pouzitych chemikdlii

Ethidium-bromid (10 mg / 1 ml; Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)

50x TAE pufr (pH 8,00; 0,5 M EDTA 100 ml, Tris baze 242 g, ledova kyselina
octova 47,1 ml)

Agaroza (Biotech, Heidelberg, Némecko)

DNA Ladder (100 bp)

Postup:

1)
2)

3)
4)

5)

6)
7)

8)

9)

Ptipravit hiebeny do nosice

Navazit agarézu a 1xXTAE pufr dle velikosti nosice, smichat v Erlenmeye-
rov¢ bance a zahtivat v mikrovinné troub¢ (dokud nevznikne homogenni smés)
Po zahrati ochladit barniku pod tekouci vodou

Po zchlazeni pridat 1 pl ethidium-bromidu

Vzniklou smés vylit do pfedem ptipraveného nosice a nechat ztuhnout (15-20
minut)

Po ztuhnuti vyndat hiebeny a gel vlozit do elektroforetické vany s TAE pufrem
Do prvniho slotu nanést 10 pl velikostniho markeru, do ostatnich slotti nanést
20 pl PCR produktt

Spustit elektroforézu po dobu cca 50 minut (pfi napéti 90 V), aby doslo k se-
paraci jednotlivych fragmentt

Vizualizovat fragmenty pomoci UV transiluminatoru

Izolace DNA frasmenta z gelu

Jednotlivé fragmenty DNA byly vyizolovany komeréné vyrabénym kitem Gen Elu-

te™. Postupovalo se dle doporuceni vyrobce.

Soucasti kitu:

Elution Solution
Gel Solubitization Solution
Wash Solution G

Column Preparation Solution
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Postup:

1) Z agar6zového gelu vytiznout jednotlivé fragmenty DNA pomoci skalpelu
a vlozit je do zkumavek (1,5 ml)

2) Do zkumavky s vytiznutym fragmentem napipetovat Gel Solubitization Solu-
tion (300 ul/100 mg gelu)

3) Inkovat10 minut pii 50 °C — kontrolovat rozpousténi fragmentu, promichat
kazdé 2—-3 minuty

4) Pro eluci nechat inkubovat PCR vodu pii 65 °C

5) Na Binding Column G napipetovat 500 pl Column Preparation Solution

6) Centrifugovat 16 000 g/1 minutu

7) Do zkumavky pfipipetovat 150 pl isopropanolu a promichat

8) Veskery objem vzorku piepipetovat na kolonku (Binding Column G)

9) Centrifugovat 16 000 g/1 minutu

10) Obsah sbérné zkumavky vylit, na kolonku ptidat 700 ul Wash Solution G

11) Centrifugovat 16 000 g/1 minutu

12) Obsah sbérné zkumavky vylit, opét centrifugovat 16 000 g/1 minutu bez pii-
davku jakychkoliv roztoki

13) Poté¢ otocit zkumavku v centrifuze o 180° a znovu centrifugovat pfi
16 000 g/3 minuty

14) Kolonku vlozit do nové 1,5ml zkumavky a na stied kolonky napipetovat 30 pl
PCR vody (zahtaté na 65 °C)

15) Inkubovat 1 minutu pfi laboratorni teploté

16) Centrifugovat 16 000 g/1 minutu

17) Ziskany produkt skladovat v 1,5 pm mikrozkumavce (uchovat v chladni¢ce pti
4 °C)

Genotypizace

Produkty sekundarni PCR reakce byly sekvenovany v komer¢nich laboratotich po-
moci sekundarnich prmert a ABI BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kitu.
Sekvenace vzorkil byla provedena z obou koncti. Sekvence nukleotidll byly analyzo-
vany programem ChromasPro a BioEdit a porovnané se sekvencemi uloZzenymi v da-

tabazi GeneBank.
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3.2.6 Ovérovani Zivotaschopnosti

Zivotaschopnost oocyst byla stanovena priitokovym cytometrem pied kazdym za&at-
kem méfeni. Oocysty byly barvené propidium jodidem (PI), ktery pronika ptes naru-
Senou cytoplazmatickou membranu oocyst. Tato metoda se vyuziva k vizualizaci mrt-
vych oocyst kryptosporidii, které nasledné sviti jasn¢ ¢ervenou barvou. Vinova délka

excitace PI je 536 nm a vlinova délka emise je 617 nm.

Pracovni roztok:

e Pl (propidium jodid — rozpustit 1 mg Pl v 50 ml PBS)

Postup:
Kontrola — devitalizované oocysty

1) Resuspendovat 0,2 x 108 oocyst ve 450 ul dH20

2) Do zkumavky uréené pro prutokovy cytometr napipetovat 450 pl oocyst
v dH>0

3) Vystavit oocysty pusobeni vysoké teploty (90 °C) po dobu minimalné 10 minut

4) Ptipipetovat 100 pl Pl + 50 pl referen¢nich fluorescenénich kuli¢ek (Flow-
Count Fluorospheres, Beckman Coulter, USA)

5) Inkubace ve tmé a pii laboratorni teploté po dobu 15 minut

6) Pred zahajenim méfeni uchovat v temnu a na ledu

Vlastni méteni
1) Resuspendovat 0,2 x 10° oocyst ve 450 pl dH20
2) Do zkumavky ur¢ené pro pratokovy cytometr napipetovat 450 ul oocyst
v dH20 + 100 pl PI + 50 pl referencnich fluorescen¢nich kulicek (Flow-Count
Fluorospheres, Beckman Coulter, USA)
3) Nechat inkubovat alespon 15 minut (ve tmé, pii laboratorni teplot¢)

4) Nez bude zahajeno méfeni pratokovym cytometrem uchovat v temnu a na ledu

3.2.7 Stanoveni minimalniho poétu paraziti
Pii pokusu s Cryptosporidium andersoni v ptedchazejici bakalaiské praci, byla uda-
véana koncentrace pro jedno méfeni priitokovym cytometrem 0,5 x 10° oocyst/450 pl

dH20. Z divodu nizsi vytéznosti Cryptosporidium muris CAT21 a kvuli uspornéjsimu
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nakladani s izolatem, byl stanoveny minimalni pocet paraziti. Tato hranice udava mi-

nimalni koncentraci oocyst, kterou je mozné pouzit pro jedno meéteni pritokovym cy-

tometrem BD FACSCanto™ Il (Parazitologicky tistav BC AV CR, v.v.i.). Pro stano-

veni minimalniho po¢tu parazitd byly pouzity oocysty Cryptosporidium proliferans.

Postup:

Kontrola

1)
2)

3)

4)

Vytvofit zasobni roztok 10 x 108 oocyst v 9 ml dH20

Vzit 5% 450 pul ze zasobniho roztoku (500 000 oocyst) a dat do 5 samostatnych
FC zkumavek (FC — flow cytometry; zkumavky do priatokového cytometru)
Do kazdé FC zkumavky ptfidat 50 pl referencnich fluorescencnich kulicek
(Flow-Count Fluorospheres, Beckman Coulter, USA)

Provést kalibraci pfistroje (nastaveni gate pro méteni)

Vlastni méfeni:

1)

2)

3)

4)

5)

Vzit 450 pul ze zasobniho roztoku do 5000 pl zkumavky. Inkubovat 30 minut
ve vodni 14zni pii 38 °C. Nasledn¢ dat oocysty na led a pted kazdym pipeto-
vanim lehce promichat

Vzit 5x 450 ul z inkubovanych oocyst (500 000 oocyst) a dat do 5 samostat-
nych FC zkumavek a pfidat 50 pl referen¢nich fluorescencnich kulicek. Zme-
fit excystaci v porovnani s kontrolou

Vzit 5% 180 ul z inkubovanych oocyst (200 000 oocyst) a dat do 5 samostat-
nych FC zkumavek a ptidat 270 pl dH20 a 50 pl referenénich fluorescenénich
kuli¢ek. Zmétit excystaci v porovnani s kontrolou

Vzit 5% 90 ul z inkubovanych oocyst (100 000 oocyst) a dat do 5 samostat-
nych FC zkumavek a ptidat 360 pul dH20 a 50 pl referen¢nich fluorescencnich
kulicek. Zméfit excystaci v porovnani s kontrolou

Vzit 5% 45 pl z inkubovanych oocyst (50 000 oocyst) a dat do 5 samostatnych
FC zkumavek a pridat 405 pl dH20 a 50 pl referencnich fluorescencnich ku-

licek. Zmétit excystaci v porovnani s kontrolou
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3.2.8 Proces testovani vlivu teploty na excystaci
Postup:
Kontrola
1) Do FC zkumavky (FC —flow cytometry; uréené pro prutokovy cytometr) napi-
petovat 450 ul piecisténych oocyst (o koncentraci 200 000 oocyst/450 dH20)
a 50 ul referen¢nich fluorescencnich kuli¢ek (Flow-Count Fluorospheres,
Beckman Coulter, USA)
2) Zvortexovat vzorek a zméfit priatokovym cytometrem
3) Provést kalibraci piistroje (nastaveni gate pro méteni)
4) Do ptedem ptipravené tabulky zapsat hodnoty: pocet referen¢nich fluorescen-
¢nich kulicek (10 000) a pocet oocyst na 10 000 kulicek

5) Meéfeni 10x opakovat (vysledné hodnoty se zpriméruji)

Vlastni méfeni:

1) Do FC zkumavky napipetovat 450 pl piecisténych oocyst (o koncentraci
200 000 oocyst/450 ul dH20)

2) Vlozit zkumavku do vodni lazn¢ vytemperované na pozadovanou teplotu
(21-44 °C)

3) Pii jedné teploté zméfit 20 vzorki rozdélenych do tii ¢asovych intervali: 10
vzorkll zahfivat po dobu 5 minut, 10 vzorkd zahfivat po dobu 15 minut,
10 vzorkt zahtivat po dobu 30 minut

4) Vyndat vzorky z vodni lazné na led a pfiipipetovat 50 ul referenénich flu-
orescenc¢nich kuli¢ek (Flow-Count Fluorospheres, Beckman Coulter, USA)

5) Zvortexovat vzorek

6) Zmeérit excystaci v porovnani s kontrolou a zapsat hodnoty do tabulky

3.2.9 Proces testovani vlivu pH na excystaci

Na zakladé testovani vlivu teploty se prokazalo, Zze oocysty Cryptosporidium muris
CAT21 nejlépe excystuji pii teploté 37 °C. Z tohoto diivodu bylo namisto 450 pl dH20
pouzito osm roztokd PBS o pH 2,00-9,00, které¢ byly zahiaté ve vodni ldzni na 37 °C
po dobu 30 minut. K ur¢itému pH se vzdy vztahovalo 20 méfeni (10x 30 minut + 10x

kontrola).
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Postup:

Kontrola

1)

2)
3)
4)

5)

Do zkumavky urcené pro pritokovy cytometr napipetovat 450 ul precisténych
oocyst (o0 koncentraci 0,2 x 10° oocyst/450 pl PBS; pH 2,00-9,00) a 50 ul
referencnich fluorescen¢énich kulicek (Flow-Count Fluorospheres, Beckman
Coulter, USA)

Zvortexovat vzorek a zmétit prutokovym cytometrem

Kalibrace pfistroje (nastaveni gate pro méfeni)

Do ptedem ptipravené tabulky zapsat hodnoty: pocet referencnich fluorescen-
¢nich kulicek (10 000) a pocet oocyst na 10 000 kuli¢ek

Me¢fteni 10x opakovat (vysledné hodnoty se zpriméruji)

Vlastni méfeni

1)

2)
3)
4)

5)
6)
7)

Do FC zkumavky 450 pl preéisténych oocyst (o koncentraci 0,2 x 108 0o-
cyst/450 ul PBS; pH 2,00-9,00)

Vytemperovat vodni lazeii na teplotu 37 °C

Pti 37 °C zmétit 10 vozkl, zahtivat po dobu 30 minut v urcitém roztoku pH
Vyndat vzorky z vodni 14zné€ na led a ptipipetovat 50 pl referen¢nich flu-
orescenénich kuli¢ek (Flow-Count Fluorospheres, Beckman Coulter, USA)
Zvortexovat vzorek

Zmgéfit excystaci prutokovym cytometrem v porovnani s kontrolou

Zapsat hodnoty do tabulky

3.2.10 Pritokova cytometrie

Pro méfeni vlivu pH a teploty na excystaci oocyst Cryptosporidium muris byl pouzit

pritokovy cytometr BD FACSCanto™ |1 v laboratofi Parazitologického tstavu BC

AV CR,

v.v.i. v Ceskych Budgjovicich.

3.2.11 Design experimentu

Deseti imunodeficientnim SCID mysim byla jednotlivé aplikovana infek¢ni davka

Cryptosporidium muris CAT21 o koncentraci 1 x 10° oocyst. Individualné byl od in-

fikovanych zvitat odebiran trus, ze kterého byly provadény natéry (barvenim dle Mi-
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lacka a Vitovce, 1985; viz 3.2.4) z divodu kontroly vylucovani kryptosporidii. Pozi-
tivni trus na C. muris CAT21 byl prubézné odebiran a skladovan v dH20 pii 4 °C.
Maximalni doba mezi skladovanim a purifikaci oocyst byla 14 dni, z ditvodu nizké
stability oocyst. Nasbirany trus byl pie¢istén na sachar6zovém (viz 3.2.2) a nasledné
na cesium chloridovém gradientu (viz 3.2.3). Az do okamziku méfeni prutokovym cy-
tometrem byly piecisténé oocysty skladované v dH20 pii 4 °C. Dale byl sledovan vliv
télesné teploty hostitele (viz 3.2.8.) a vliv pH prostredi (viz 3.2.9.) na excystaci zalu-

de¢ni kryptosporidie C. muris CAT21.

3.2.12 Statistické vyhodnoceni

Ke statistickému vyhodnoceni vlivu teploty, pH a doby ptisobeni byl pouzity dvouvy-
bérovy t-test pro testovani rovnosti dvou stfednich hodnot bez predpokladu shody roz-
ptylu. V piipadé testovani vlivu pH a vlivu teplot na excystaci byla zredukovana po
vzoru Bonferroniho metody hladina jednotlivych testt, aby zlstala zachovana celkova
hladina vyznamnosti 0,05. K modelovani vztahti mezi excystaci a vlivem teplot a pH
byl nejprve sestaven prosty linearni model, ktery byl odhadnuty pomoci metody nej-
menSich ¢tverci. Po prokazani nelinearity vztahu pii vlivu teplot na excystaci a vlivu
pH na excystaci byl pouzity neparametricky pfistup prostiednictvim B-splind.
VSechny numerické vypolty a grafy byly realizovany v programovacim prostfedi

R verze 4.2.2
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4  Vysledky

4.1 Vitalita oocyst

Béhem experimentu dochazelo ke spotfebé velkého mnozstvi oocyst, které bylo zapo-
tiebi opakované ziskadvat z infikovanych imunodeficientnich SCID mysi. Proto bylo
potieba stanovit Zivotaschopnost oocyst pied zapocetim vSech in vitro experimentu.
Zivotaschopnost byla ovéfovana za pouZiti metody pritokové cytometrie a barvenim
PI. Vitalita kontrolnich oocyst byla méfena pied kazdym experimentem v péti opako-

vanich. Béhem prace se vitalita oocyst pohybovala v rozmezi 97,5 — 98,2 %.

4.2 Stanoveni minimalniho poctu parazita

Pied zapocCetim experimentt sledujicich vliv pH a teploty na excystaci byl stanoven
minimalni pocet 00cyst potfebnych k méfeni pritokovym cytometrem tak, aby pouzita
koncentrace neméla zasadni vliv na vysledky méfeni excystace. V mé piedeslé baka-
lafské praci byla pouzivana koncentrace 0,5 x 10° oocyst/450 ul dH20. Byla testovany
koncentrace oocyst 0,2 x 10%, 0,1 x 10%a 0,05 x 10° ve 450 ml dH,0. Vysledky testo-
véni ukézaly, Ze pfi snizeni koncentrace z 0,5 x 10°na 0,2 x byl rozdil mezi méfenimi
8,5 % (tabulka 2). Tento rozdil jsme povazovali za zanedbatelny, proto bylo mozné
koncentraci oocyst snizit. Timto postupem bylo zajisténo usporné nakladani s izolatem

C. muris CAT21, ktery je vylucovan ve velmi malém mnoZzstvi.

Tabulka 2 — Vliv koncentrace oocyst na piesnost méi‘eni excystace Cryptosporidium proliferans
pritokovym cytometrem.

Koncentrace oocyst Pokles viic¢i kontrole Procentualni rozdil
[pocet oocyst/450 ul dH20] [%] [%]
0,5 x 10° (kontrola) 100 0
0,2 x 10° 91,49 8,51

0,1 x 10° 87,66
0,05 x 10° 85,97
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4.3 Vliv doby expozice na excystaci oocyst

V ramci testovani vlivu teploty a doby expozice jsme testovali, zda se mé€ni mnoz-
stvi excystovanych oocyst, pokud jsou vystaveny rozdilné dob¢ ptisobeni pii konkrétni
teploté. Méfeni byla provadéna ve tfech ¢asovych tsecich 5, 15 a 30 minut. Nejvyssi
hodnota excystovanych oocyst zaznamenana pii dobé ptisobeni 30 minut a 37 °C (ta-
bulka 3), kdy excystovalo 92 % oocyst. Velmi vysoky pocet excystovanych oocyst byl
pozorovan i pii dobé puisobeni 30 minut a teplotach 38 a 39 °C (89-91 % excystova-
nych oocyst).
Tabulka 3 — Zmény v poétech nevyexcystovanych oocyst Cryptosporidium muris CAT21 pfi vlivu
ruznych teplot a rozdilné dobé expozice. Kontrola udava pocet oocyst pied jakymkoliv zasahem.

Vysledné hodnoty vyjadfuji priméry z deseti na sobé nezavislych méfeni dobach expozice 5, 15
a 30 minut. Vyznamny pokles byl zaznamenan p¥i 37 °C a expozici 30 minut (oznaceno zelené¢).

Cas expozice (minuty)

Teplota

5 15 30

Kontrola 4°C 72608 72608 72608
21°C 64543 64946 63264
22°C 64974 64798 63021
23 °C 65106 63695 63122
24°C 65057 63786 61955
25°C 61983 62310 61941
26 °C 62086 61292 60808
27 °C 62179 60431 62847
28 °C 60669 60669 63499
29 °C 60497 58971 55878
30°C 57991 54714 52702
31°C 56722 52873 51740
32°C 56415 52177 52465
33 °C 58191 50170 51539
34°C 44850 44850 41976
35°C 54080 29230 25962
36 °C 44781 18066 12289
37°C 23929 12291 5731
38°C 19353 9290 6795
39 °C 14980 8756 7654
40 °C 10166 7219 5476
41 °C 7510 4975 5473
42°C 6283 5477 4852
43 °C 5833 4925 5116
44 °C 5816 4911 4824

Pro ovéfeni, zda ma odlisna doba expozice vliv na excystaci, byly porovnavany mezi
sebou expozice 5 a 15 minut, 15 a 30 minut a 5 a 30 minut (tabulka 4). Bylo vybrano

sedm teplot, které byly otestovany pomoci dvouvybérového t-testu. Ukazalo se, ze
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Vv piipadé rozdilu 5 a 15 minut pisobeni, u nizsich teplot (21-30 °C) a naopak i u velmi
vysokych (nad 40 °C) nedochézi k vyznamnym zménam v pocétu excystovanych oo-
cyst. Pti teplotach 37-39 °C excystovalo nejvice oocyst. Zaroven jsme u téchto teplot
pozorovali vyznamné zmény V po¢tu excystovanych oocyst v ¢asovych expozicich
5 vs 15 minut, 15 vs 30 i 5 vs 30 minut. Pti vysokych teplotach (nad 40 °C) jiz nedo-
chazelo ke zjevnym zméndm a pocty oocyst byly vétSinou ve vsech tech ptipadech

konstantni. (tabulka 4)

Tabulka 4 - Statistické testovani vlivu expozice na excystaci C. muris CAT21 pomoci dvouvybé-
rového t-testu pro testovani rovnosti dvou stiednich hodnot bez pifedpokladu shody rozptylu
(o= 0,05). Vysledné hodnoty udavaji p-value, barvy od sebe odli$uji statisticky vyznamné (ze-
lena; P <0,05) a nevyznamné (¢ervené; P >0,05) vztahy tii testovanych ¢asi (5 a 15 minut, 15

a 30 minut, 5 a 30 minut).

Cas expozice (minuty)

Teplota

22 °C
28 °C
34°C
37°C
38 °C
39°C
43 °C

5vs 15 15vs 30 5vs 30

4.4 Vliv teploty na excystaci oocyst

Vysledky provadénych experimentl ukazaly, ze u purifikovanych oocyst skladova-
nych v deionizované vodé pii 4 °C nedochéazi k samovolné excystaci. Tyto oocysty
byly pouzity jako kontrola pted kazdym meéfenim. Pii méfeni vlivu teploty na ex-
cystaci byly vzorky vystaveny teplotdm v rozmezi 21-44 °C. Pti teploté 21 °C excys-
tuje jen velmi malé procento oocyst (13 %; tabulka 3). K pozvolnému zvySovani poétu
vyexcystovanych oocyst dochazi od teploty 29 °C (graf 1) az do 37 °C, kterou jsme
vyhodnotili jako optimalni teplotu pro excystaci Cryptosporidium muris CAT21 (ta-
bulka 3, graf 1).

Déle byly ze vSech teplot vybrany dvojice a byla testovana jejich zavislost viici
provedenému zasahu. Pouzili jsme dvouvybérovy t-test pro testovani rovnosti dvou
stfednich hodnot bez piedpokladu shody rozptylu (tabulka 4). Testy byly provedeny
mezi vybranymi dvojicemi po sob¢ jdoucich teplot, pti kterych dochdzelo k vy$Simu
poctu vyexcystovanych oocyst (35-44 °C). Jelikoz jsme provadéli 9 testd zaroven,

zredukovali jsme po vzoru Bonferroniho metody hladinu jednotlivych testi na
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a=0,050/9=0,0056, abychom zachovali celkovou hladinu 0,05. Testy ukazaly, ze dalsi
zvySovani teploty nad 40 °C nema na excystaci C. muris CAT21 vyrazny vliv.
Graf 1 - Grafické vyjadi‘eni pribéhu excystace oocyst Cryptosporidium muris CAT21 p¥i teplo-

tach 2144 °C a expozici 30 minut. S ohledem na nelinearitu vztahu byl pouZity neparametricky
pristup prostirednictvim B-splinii (R 4.2.2.)

30

60000 A

40000 1

Pocet cocyst

20000

40 45
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Tabulka 5 - Statistické testovani vlivu mezi vybranymi dvojicemi teplot na excystaci C. muris
CAT21 pomoci dvouvybérového t-testu pro testovani rovnosti dvou stirednich hodnot bez pied-
pokladu shody rozptylu (a = 0,0056).

Teploty [°C]

t-test p-value
35vs 36 60,432 <0,0010
36 vs 37 28,730 <0,0010
37 vs 38 -3,832 0,0013
38 vs 39 -2,726 0,0139
39 vs 40 7,149 <0,0010
40 vs 41 0,007 0,9945
41 vs 42 2,173 0,0434
42 vs 43 -0,772 0,4501
43 vs 44 0,818 0,4241
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4.5 Vliv pH na excystaci oocyst

Z experimentu sledujiciho vliv teploty na excystaci oocyst bylo prokazano, ze nejvice
oocyst (92 %) excystuje pii teploté 37 °C po dobu 30 minut. Proto pfi studiu vlivu pH
na excystaci byly vzorky zahtivany ve vodni 1azni v roztoku o pH v rozmezi 2-9 na
37 °C po dobu 30 minut (tabulka 6, graf 2). Vysledky tohoto experimentu ukazaly, ze
pii pH 2 excystuje zhruba polovina (50 %) oocyst C. muris CAT21. ZvySovanim pH
postupné dochazi ke zvySovani poctu excystovanych oocyst. Tento nartst byl pozoro-
van az do pH 6, kdy bylo pozorovano nejvice excystovanych oocyst, a to 93 %. Po-
dobng, jako u predchazejiciho méfeni vlivu teploty, bylo provedeno testovani rovnosti
stfednich hodnot mezi po sob¢ nasledujicimi hodnotami pH pomoci dvouvybérového
t-testu bez predpokladu shody rozptylt v kombinaci s Bonferroniho metodou. Zde
provadime 7 testd, hladina kazdého z nich byla nastavena na a=0,05/7=0,0071. Ve
vSech piipadech dvouvybérové t—testy ukazuji nizké hodnoty p—value (P <0,0071) (ta-
bulka 7).

Tabulka 6 — Vliv pH prostiedi na exystaci oocyst Cryptosporidium muris CAT 21 p¥i teploté 37
°C. Vysledky ukazuji pocet nevyexcystovanych oocyst. Jednotlivé kontroly pro riizné hodnoty
pH byly sjednoceny do jedné, ktera udava pocet oocyst v urc¢itém pH bez tepelného oSetieni. Vy-
sledna hodnota vyjadiuje primérny pocet oocyst z deseti na sobé nezavislych méreni.

Teplotni a pH Cas expozice (minuty)
podminky 30

Kontrola pH /4 °C 73052
pH 2/37°C 34934
pH 3/37°C 33988
pH 4/37°C 26160
pH5/37°C 19925
PH6/37°C R
pH7/37°C 8827
pH8/37°C 9708
pH9/37°C 13173
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Graf 2 - Grafické znazornéni pribéhu excystace oocyst Cryptosporidium muris CAT21 p¥i vlivu

ruzného pH (2-9). Kontrola znazornuje vzorky pii 4 °C v urc¢itém pH bez tepelného oSeti‘eni.

Vzorky vyjadiuji zménu excystace pri urcitém pH po vystaveni teploté 37 °C po dobu 30 minut.

Kontrola je vyjadiena prostym linearnim modelem odhadnuty metodou nejmensich ¢tvercii.

S ohledem na nelinearitu vztahu naméfenych vzorki byl pouZity neparametricky pristup pro-

stiednictvim B-splini (R 4.2.2.)
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Tabulka 7 - Statistické testovani vlivu pH na excystaci oocyst C. muris CAT21 pomoci dvouvy-
bérového t-testu pro testovani rovnosti dvou stfednich hodnot bez predpokladu shody rozptylu

(0.=0,0071).

pH t-test p-value
2vs3 3,408 0,0031
3vs4 31,592 <0,0010
4vs5 22,613 <0,0010
5vs6 49,988 <0,0010
6vs7 -12,150 <0,0010
7vs8 -2,314 0,0320
8vs9 -9,685 <0,0010

38



5 Diskuze

V ramci gastrointestinalnich kryptosporidii rozliSujeme dvé hlavni skupiny — druhy
infikujici stfevni epitel a druhy parazitujici v zaludku (Pavlasek a Ryan, 2007). Pokud
jsou oocysty ve vyhovujicim hostitelském prosttedi, uvolni se z jedné oocysty Ctyii
infek¢ni sporozoiti, ktefi jsou schopni aktivné infikovat buiiky hostitele. Proces ex-
cystace in vitro byla zkoumana riznymi metodami zejména u stfevnich druht kryp-
tosporidii (Robertson et al., 1993; Kato et al., 2001;_Smith et al., 2005; Peckova et al.,
2016). Pro excystaci stfevnich druht je dulezita stimulace napiiklad kyselymi sloz-
kami, pankreatickymi enzymy nebo piisobenim Zlucovych soli. OvSem zda se, Ze
druhy infikujici Zaludek potiebuji pouze zvysenou teplotu (Gold et al., 2001; Widmer
et al., 2007).

Widmer et al. (2007) ve své studii zkoumal vlivy pusobici na excystaci ¢ty druht
kryptosporidii: C. muris RN66, C. andersoni, C. parvum a C. hominis. Bylo proka-
zano, ze hlavnim faktorem pro vyvolani excystace zalude¢nich druhi (C. muris,
C. andersoni) je inkubace pfi teploté 37 °C. Ve studii byl pouzity izolat C. muris RN66
(Taylor et al., 1999) udrzovany v Nu/Nu mysich, zakoupeny od Waterborne Inc., New
Orleans, Louisiana. Widmer prokézal, Ze zahtéti oocyst Zalude¢nich kryptosporidii, je
dostatecné k excystaci, ovSsem nebyl zde zkouman vliv jednotlivych teplot. V této
praci byl naopak zkouman pocet excystovanych oocyst v prubéhu teplotnich zmén pfti
postupném zvySovani od 21 do 44 °C a teplota 37 °C byla vyhodnocena jako optimalni.

V praci jsme pouzili izolat C. muris CAT21 z pfirozené infikované kocky domaci.
Télesna teplota koCky domaci (Felis catus), zdravého dospélého jedince, je udavana
v rozmezi 36,7-38,9 °C (Levy et al., 2015). V této praci jsme stanovili, ze optimalni
teplotou pro excystaci C. muris CAT21 je 37 °C, coz je shodna teplota, jako udava
Widmer et al. (2007). Pfi této teploté excystovalo az 92 % oocyst. Déle byl zazname-
nan velmi vysoky pocet excystovanych oocyst i pfi teplotach 38 a 39 °C (89-91 %
excystovanych oocyst). Je tedy ziejmé, ze optimalni teplota pro excystaci je tedy za-
roven prirozenou télesnou teplotou pavodniho hostitele. Toto tvrzeni je v souladu
s predchazejici bakalafskou praci, v ramci které bylo zjiSténo, Ze optimalni teplota pro
excystaci zaludecni kryptosporidie C. andersoni (pochazejici z prirozen¢ infikovaného
skotu) je taktéz stejna, jako jeho fyziologicka télesna teplota, a to 40 °C (Dudékova,
2022). Taktéz Schulzova ve své praci zkoumala vlivy na excystaci zalude¢ni kryp-

tosporidie hlodavcu C. proliferans. Ve vysledkach uvadi, Ze optimalni teplotou pro
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excystaci je 38 °C a zvySovani teploty nad 40 °C uz nem¢lo na excystaci vyznamny
vliv (Schulzova, 2022). Oba druhy kryptosporidii prosli zfejme béhem evoluce adap-
taci na pfirozenou télesnou teplotu svych hostitelii, aby se pii excystaci uvoliovalo
co nejvice infek¢nich sporozoitii, coz je pro infekcnost kryptosporidie nejvyhodné;si.
Schopnost kryptosporidii infikovat rizné organy gastrointestinalniho traktu je pfi-
kladem adaptace patogenu na hostitelské prostiedi vlivem evoluce. Jednou z ptiroze-
nych bariér zazivaciho traktu je nizké pH zaludku, které brani organismus pred riiz-
nymi patogeny. Choroboplodné zarodky jsou v kyselém prostiedi zni¢eny. Zaludek
timto vytvari velmi nehostinné prostiedi, ve kterém pieziva jen maly pocet patogenii
(Moran, 2005). Z tohoto divodu by pozornost méla byt vénovana zalude¢nim druhtim
(C. muris, C. andersoni), které maji schopnost ptizpusobit se nevlidnému prostiedi
zaludku. Ovsem vétsi mnozstvi studii se zabyva spiSe problematikou stievnich druht
z diivodu vétsiho rozsifeni mezi lidmi (Robertson et al., 1993; Peckova et al., 2016).
Melicherova et al. (2016) se ve své studii zaméfili na excystaci C. proliferans.
Zkoumali vliv riznych médii na rychlost excystace oocyst a souc¢asné sledovali vliv
specifického média na motilitu sporozoiti. Oocysty nebyly predem oSetieny, jako na-
ptiklad pii pokusech s C. parvum (Peckova et al., 2016) a inkubacni teplota byla na-
stavena na 37 °C. Nejvice vyexcystovanych oocyst (50 %) a soucasné€ 1 nejvyssi mo-
tilita sporozoitli byla sledovana u média RPMI 1640 s 5% obsahem bovinniho séro-
vého albuminu. Excystace oocyst se také zvySovala v Cistém RPMI, ovSem vliv
na motilitu sporozoitti byl zanedbatelny. Melicherova et al. (2016) pouzili RPMI mé-
dium o pH 6,9 — 7,2. Dale Melicherova et al. (2016) uvadi, ze ptidanim 0,6% HCI,
¢imz dojde ke snizeni pH média, nedochazi k vyraznému zvySovani excystace a nizké
pH prostfedi Zaludku ma spiSe negativni vliv na excystaci oocyst Zalude¢nich druhti
kryptosporidii. Vysledky této a predchozich praci ukazuji stejny trend (Dudakova,
2022; Schulzova 2022). V této praci jsme zaznamenali zhruba polovinu excystova-
nych oocyst C. muris CAT21 pti hodnotach pH 2 a 3 a maximalni mnozstvi pti hod-
notach pH 6 — pH 7, coz odpovida vysledkiim piedeslym studiim C. andersoni a praveé
s C. proliferans (Dudakova, 2022; Schulzova 2022). Anderson (1991) pii studiu pfi-
rozenych infekci skotu zptsobenych druhem C. andersoni poukazal na fakt, Ze u infi-
kovanych zvitat byla pozorovana zména na sliznici slezu a zvysSeni pH zalude¢niho
obsahu. K obdobnym vysledkim dospéli i Kvac et al. (2016) a Markova (2022), ktefi
zkoumali pato-fyziologické zmény v zaludku mysi a mastomysi pii infekci C. prolife-

rans. Tyto vysledky naznacuji, Ze kryptosporidie svou piitomnosti v Zaludku hostitele
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ovliviuji jeho fyziologické funkce a vyssi pH prostiedi je pro zaludecni kryptosporidie
zcela jist¢ vyhodnéjsi. Navic uprava pH zaludku se bézné pouziva pro zvySeni Sance
na preziti sporoziti kryptosporidii v Zaludku hostitele pii experimentalnich infekcich
(Sateriale et al. 2021). Toto preziti souvisi pravé s hodnotou pH, kdy pfi nizkych hod-
notach dochazi k vysoké aktivaci aktino-myozinového motoru a rychlému vycerpani
sporozoita a jejich smrti (Kfestanova 2024).

V ramci naseho experimentu byly pouzivané oocysty s maximalni dobou sklado-
vani 14 dni, a to z divodu nizké odolnosti oocyst na kterou u tohoto kmene poukazala
Tinavska (2023). Naptiklad oocysty stfevniho druhu C. parvum si zachovavaji infek-
tivitu vice nez osm meésict, jsou tedy extrémné odolné pii sladovani v chladnych, tem-
nych a vlhkych podminkach (Robertson et al., 1992). Toto souvisi i se schopnosti za-
chovat si celistvost stény oocysty, ktera chrani infekéni sporozoity. Cryptosporidium
andersoni, C. proliferans a C. muris jsou vSechny zalude¢ni druhy, odolnost jejich
oocyst je znaén¢ odlisna od stfevnich druht, respektive druhu C. parvum. Oocysty
C. andersoni si zachovavaji infektivitu po dobu 5-6 mésict a postupné dochazi k je-
jich degradaci, ovSem vétSina oocyst zstava kompaktni (Kvac et al., 2007). Oocysty
C. proliferans se jevi jako strukturné velmi stabilni a zistavaji infekéni po dobu az
6 mésict (Schulzova, 2022). Na zaklad¢ vysledka predeslych studii C. muris CAT21
az 90 % oocyst ztraci svou integritu jiz béhem 2 mésict skladovani (Tinavska, 2023).
Pii této praci se ukazalo, Ze optimalni staii oocyst pro méfeni excystace pritokovym
cytometrem je 14 dnti, aby nedochézelo k negativnimu ovliviiovani vysledkt degra-

daci stén oocyst a uvoliiovanim sporozoitu.
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Zavér

V praci byl prokéazan vliv teploty a pH prostfedi na excystaci zalude¢ni kryptosporidie
Cryptosporidium muris CAT21. Optimalni teplota pro excystaci je 37 °C. Vysoké tep-
loty od 40 do 44 °C nemaji vliv na pocet excystovanych oocyst. VIiv na excystaci
oocyst ma i doba, po kterou jsou oocysty vystavené konkrétni teploté. Vliv expozice
je signifikantni pfi optimalnich teplotach kolem 37 °C. S rostoucim pH prostiedi do-
chazi k nartistu poctu excystovanych oocyst az do pH 6, které se zda byt optimalni pro

excystaci C. muris CAT21.

42



Seznam pouZité literatury

Abrahamsen, M. S., Templeton, T. J., Enomoto, S., Abrahante, J. E., Zhu, G., Lancto,
C. A, Deng, M., Liu, C., Widmer, G., Tzipori, S., Buck, G. A., Xu, P., Bankier, A. T.,
Dear, P. H., Konfortov, B. A., Spriggs, H. F., lyer, L., Anantharaman, V., Aravind, L.,
Kapur, V. (2004). Complete Genome Sequence of the Apicomplexan, Cryptospo-
ridium parvum. Science, 304(5669), 441-445.

Alvarez-Pellitero P., Sitja-Bobadilla A. (2002). Cryptosporidium molnari n. sp. (Api-
complexa: Cryptosporidiidae) infecting two marine fish species, Sparus aurata L. and

Dicentrarchus labrax L. International Journal for Parasitology, 32(8), 1007-1021

Anderson, B. C. (1991). Experimental infection in mice of Cryptosporidium muris is-

olated from a camel. The Journal of Protozoology, 38(6), 16S-17S.

Anderson, B. C. (1998). Cryptosporidiosis in bovine and human health. Journal of
Dairy Science, 81(11), 3036-3041

Arrowood, M. J., Sterling, C. R. (1987). Isolation of Cryptosporidium oocysts and
sporozoites using discontinuous sucrose and isopycnic Percoll gradients. Journal of
Parasitology, 73(2), 314-319.

Aydin, Y., Ozkul, 1. A. (1996). Infectivity of Cryptosporidium muris directly isolated
from the murine stomach for various laboratory animals. Veterinary Parasitology,
66(3-4), 257-262.

Baxby, D., Blundell, N., Hart, C. A. (1984). The development and performance of a
simple, sensitive method for the detection of Cryptosporidium oocysts in faeces. Epi-
demiology & Infection, 93(2), 317-323.

Bessoff, K., Spangenberg, T., Foderaro, J. E., Jumani, R. S., Ward, G. E., Huston, C.
D. (2014). Identification of Cryptosporidium parvum active chemical series by repur-
posing the open access malaria box. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 58(5),
2731-2739.

43



Billand, S. J., Zahedi, A., Oskam, C., Murphy, B., Ryan, U. (2020). Cryptosporidium
bollandi n. sp. (Apicomplexa: Cryptosporidiiae) from angelfish (Pterophyllum
scalare) and oscar fish (Astronotus ocellatus). Experimental Parasitology, 217,
107956.

Bones, A. J., Jossé, L., More, C., Miller, C. N., Michaelis, M., Tsaousis, A. D. (2019).
Past and future trends of Cryptosporidium in vitro research. Experimental Parasito-
logy, 196, 28-37

Bonnin, A., Lapillonne, A., Petrella, T., Lopez, J., Chaponnier, C., Gabbiani, G., Ro-
bine, S., Dubremetz, J. F. (1999). Immunodetection of the microvillous cytoskeleton
molecules villin and ezrin in the parasitophorous vacuole wall of Cryptosporidium
parvum (protozoa: Apicomplexa). European Journal of Cell Biology, 78(11), 794—
801.

Bornay-Llinares, F. J., da Silva, A. J., Moura, I. N. S., Myjak, P., Pietkiewicz, H.,
Kruminis-Lozowska, W., Graczyk, T. K., Pieniazek, N. J. (1999). Identification of
Cryptosporidium felis in a Cow by Morphologic and Molecular Methods. Applied and
Environmental Microbiology, 65(4), 1455-1458.

Bouzid, M., Hunter, P. R., Chalmers, R. M., Tyler, K. M. (2013). Cryptosporidium
pathogenicity and virulence. Clinical Microbiology Reviews, 26(1), 115-134.

Campbell, 1., Tzipori, A., Hutchison, G., Angus, K. (1982). Effect of disinfectants on
survival of cryptosporidium oocysts. Veterinary Record, 111(18), 414-415.

Chang, Y., Li, S., Wang, L., Wang, K., Li, J.,, Li, X., Jian, F., Wang, R., Zhang, S.,
Zhang, L. (2023). Micro-RNA expression profile of BALB/c mouse glandular stomach
in the early phase of Cryptosporidium muris infection. Experimental Parasitology,
253, 108603.

Casemore, D. P., Sands, R. L., Curry, A. (1985). Cryptosporidium species a" new"
human pathogen. Journal of Clinical Pathology, 38(12), 1321-1336.

44



Chichino, G., Bruno, A., Cevini, C., Atzori, C., Gatti, S., Scaglia, M. (1991). New
rapid staining methods of Cryptosporidium oocysts in stools. The Journal of Protozo-
ology, 38(6), 2125-214S.

Cruz-Saavedra, L., Arévalo, V. A., Garcia-Corredor, D., Jiménez, P. A., Vega, L.,
Pulido-Medellin, M., Ortiz-Pineda, M., Ramirez, J. D. (2023). Molecular detection and
characterization of Giardia spp., Cryptosporidium spp., and Blastocystis in captive
wild animals rescued from central Colombia. International Journal for Parasitology:
Parasites and Wildlife, 22, 1-5.

Cunha, F. S., Peralta, R. H. S., Peralta, J. M. (2019). New insights into the detection
and molecular characterization of Cryptosporidium with emphasis in Brazilian studies:

a review. Revista Do Instituto de Medicina Tropical de Sdo Paulo, 61.

Current, W. L., Reese, N. C. (1986). A comparison of endogenous development of
three isolates of Cryptosporidium in suckling mice. The Journal of Protozoology,
33(1), 98-108.

Dabrowska, J., Sroka, J., Cencek, T. (2023). Investigating Cryptosporidium spp. Using
Genomic, Proteomic and Transcriptomic Techniques: Current Progress and Future Di-

rections. International Journal of Molecular Sciences, 24(16), 12867.

Dong, S., Yang, Y., Wang, Y., Yang, D., Yang, Y., Shi, Y, Li, C., Li, L., Chen, Y.,
Jiang, Q., Zhou, Y. (2020). Prevalence of Cryptosporidium Infection in the Global
Population: A Systematic Review and Meta-analysis. Acta Parasitologica, 65(4), 882—
889.

Dudakova, H. (2022). Faktory ovliviiujici excystaci Zalude¢nich kryptosporidii pie-
zvykavci. Ceské Bud&jovice. Bakalaiska prace. Fakulta zemédélska a technologicka

JCU. pp. 37.

Elliot, A., Morgan, U. M., RC, A. T. (1999). Improved staining method for detecting
Cryptosporidium oocysts in stools using malachite green. The Journal of General and
Applied Microbiology, 45(3), 139-142.

45



Fall, A., Thompson, R. C. A., Hobbs, R. P., Morgan-Ryan, U. (2003). Morphology is
not a reliable tool for delineating species within Cryptosporidium. The Journal of Pa-
rasitology, 89(2), 399-402

Fayer, R., Guidry, A., Blagburn, B. L. (1990). Immunotherapeutic efficacy of bovine
colostral immunoglobulins from a hyperimmunized cow against cryptosporidiosis in

neonatal mice. Infection and Immunity, 58(9), 2962—-2965.

Fayer, R., Phillips, L., Anderson, B. C., Bush, M. (1991). Chronic cryptosporidiosis in
a Bactrian camel (Camelus bactrianus). Journal of Zoo and Wildlife Medicine, 22(2),
228-232.

Fayer, R., Santin, M., Trout, J. M. (2008). Cryptosporidium ryanae n. sp. (Apicom-
plexa: Cryptosporidiidae) in cattle (Bos taurus). Veterinary Parasitology, 156(3-4),
191-198.

Feng, Y., Yang, W., Ryan, U., Zhang, L., Kva¢, M., Koudela, B., Modry, D., Li, N.,
Fayer, R., Xiao, L. (2011). Development of a Multilocus Sequence Tool for Typing
Cryptosporidium muris and Cryptosporidium andersoni. Journal of Clinical Microbi-
ology, 49(1), 34-41.

Feng, Y., Li, N., Roellig, D. M., Kelley, A., Liu, G., Amer, S., Tang, K., Zhang, L.,
Xiao, L. (2017). Comparative genomic analysis of the Ild subtype family of Cryp-

tosporidium parvum. International Journal for Parasitology, 47(5), 281-290.

FitzGerald, L., Bennett, M., Ng, J., Nicholls, P., James, F., Elliot, A., Slaven, M., Ryan,
U. (2011). Morphological and molecular characterisation of a mixed Cryptosporidium
muris/Cryptosporidium felis infection in a cat. Veterinary Parasitology, 175(1-2),
160-164.

Forney, J. R., Vaughan, D. K., Yang, S., Healey, M. C. (1998). Actin-dependent mo-
tility in Cryptosporidium parvum sporozoites. The Journal of Parasitology, 84(5),
908-913.

46



Garcia-R, J. C., French, N., Pita, A., Velathanthiri, N., Shrestha, R., Hayman, D.
(2017). Local and global genetic diversity of protozoan parasites: Spatial distribution
of Cryptosporidium and Giardia genotypes. PLOS Neglected Tropical Diseases,
11(7).

Gharpure, R., Perez, A., Miller, A. D., Wikswo, M. E., Silver, R., Hlavsa, M. C.
(2019). Cryptosporidiosis Outbreaks — United States, 2009-2017. MMWR. Morbidity
and Mortality Weekly Report, 68(25), 568-572.

Gold, D., Stein, B., Tzipori, S. (2001). The utilization of sodium taurocholate in ex-
cystation of Cryptosporidium parvum and infection of tissue culture. The Journal of
Parasitology, 87(5), 997-1000.

Graczyk, Z., Chomicz, L., Koztowska, M., Kazimierczuk, Z., Graczyk, T. K. (2011).
Novel and promising compounds to treat Cryptosporidium parvum infections. Parasi-
tology Research, 109(3), 591-594.

Guérin, A., Striepen, B. (2020). The Biology of the Intestinal Intracellular Parasite
Cryptosporidium. Cell Host & Microbe, 28(4), 509-515.

Guo, Y., Cebelinski, E., Matusevich, C., Alderisio, K. A., Lebbad, M., McEvoy, J.,
Roellig, D. M., Yang, C., Feng, Y., Xiao, L. (2015). Subtyping Novel Zoonotic Pat-
hogen Cryptosporidium Chipmunk Genotype I. Journal of Clinical Microbiology,
53(5), 1648-1654.

Heiges, M. (2006). CryptoDB: a Cryptosporidium bioinformatics resource update.
Nucleic Acids Research, 34(90001), D419-D422.

Henriksen, S. A., Pohlenz, J. F. L. (1981). Staining of cryptosporidia by a modified

Ziehl-Neelsen technique. Acta Veterinaria Scandinavica, 22(3-4), 594.

47



Hijjawi, N. S., Meloni, B. P., Ryan, U. M., Olson, M. E., Thompson, R. C. A. (2002).
Successful in vitro cultivation of Cryptosporidium andersoni: evidence for the exis-
tence of novel extracellular stages in the life cycle and implications for the classifica-

tion of Cryptosporidium. International Journal for Parasitology, 32(14), 1719-1726.

Hikosaka, K., Nakai, Y. (2005). A novel genotype of Cryptosporidium muris from
large Japanese field mice, Apodemus speciosus. Parasitology Research, 97(5), 373-
379.

Holubova, N., Zikmundova, V., Limpouchovd, Z., Sak, B., Kone¢ny, R., Hlaskova,
L., Rajsky, D., Kopacz, Z., McEvoy, J. Kva¢, M., (2019). Cryptosporidium proven-
triculi sp. n. (Apicomplexa: Cryptosporidiidae) in Psittaciformes birds. European

Journal of Protistology, 69, 70-87.

Holubova, N., Timova, L., Sak, B., Hejzlarova, A., Kone¢ny, R., McEvoy, J., Kvac,
M. (2020). Description of Cryptosporidium ornithophilus n. sp. (Apicomplexa: Cryp-
tosporidiidae) in farmed ostriches. Parasites & Vectors, 13(1), 340.

Hooda, P. S., Edwards, A. C., Anderson, H. A., Miller, A. (2000). A review of water
quality concerns in livestock farming areas. Science of The Total Environment, 250(1—
3), 143-167.

Hosea, D., Katsumata, T., Uga, S., Kohno, S., Ranuh, I. G., anagi, T. (2000). Short
report: possible Cryptosporidium muris infection in humans. The American Journal of
Tropical Medicine and Hygiene, 62(1), 70-72.

Hojlyng, N., Holten-Andersen, W., Jepsen, S. (1987). Cryptosporidiosis: A case of
airborne transmission. The Lancet, 330(8553), 271-272.

Hor¢ickova, M., Condlova, S., Holubova, N., Sak, B., Kvétotiov4, D., Hlaskova, L.,
Konec¢ny, R., Sedlacek, F., Clark, M., Giddings, C., McEvoy, J., Kvac, M. (2019).
Diversity of Cryptosporidium in common voles and description of Cryptosporidium
alticolis sp. n. and Cryptosporidium microti sp. n. (Apicomplexa: Cryptosporidiidae).
Parasitology, 146(2), 220-233.

48



Innes, E. A., Chalmers, R. M., Wells, B., Pawlowic, M. C. (2020). A one health ap-
proach to tackle cryptosporidiosis. Trends in Parasitology, 36(3), 290-303.

Iseki, M., (1986). Two species of Cryptosporidium naturally infecting house rats, Ra-

ttus norvegicus. Japanese Journal of Parasitology, 35(6), 521-526.

Iseki, M., Maekawa, T., Moriya, K., Uni, S., Takada, S. (1989). Infectivity of Cryp-
tosporidium muris (strain RN 66) in various laboratory animals. Parasitology Re-
search, 75(3), 218-222.

Iseki, M. (1979). Cryptosporidium felis sp. n. (Protozoa: Eimeriorina) from the domes-

tic cat. Japanese Journal of Parasitology, 28, 285-307.

Jex, A. R., Smith, H. v, Monis, P. T., Campbell, B. E., Gasser, R. B. (2008). Cryp-
tosporidium--biotechnological advances in the detection, diagnosis and analysis of ge-

netic variation. Biotechnology Advances, 26(4), 304-317.

Jezkova, J., Prediger, J., Holubova, N., Sak, B., Konecny, R., Feng, Y., Xiao, L., Rost,
M., McEvoy, J., Kva¢, M. (2021). Cryptosporidium ratti n. sp. (Apicomplexa: Cryp-
tosporidiidae) and genetic diversity of Cryptosporidium spp. in brown rats ( Rattus

norvegicus ) in the Czech Republic. Parasitology, 148(1), 84-97.

JirkQ, M., Valigurova, A., Koudela, B., Ktizek, J., Modry, D. Slapeta, J. (2008). New
species of Cryptosporidium tyzzer, 1907 (Apicomplexa) from amphibian host:

morphology, biology and phylogeny. Folia Parasitologica, 55(2), 81-94.

Kato, S., Jenkins, M. B., Ghiorse, W. C., Bowman, D. D. (2001). Chemical and phys-
ical factors affecting the excystation of Cryptosporidium parvum oocysts. The Journal
of Parasitology, 87(3), 575-581

Kar, S., Gawlowska, S., Daugschies, A., Bangoura, B. (2011). Quantitative compari-
son of different purification and detection methods for Cryptosporidium parvum oo-
cysts. Veterinary Parasitology, 177(3—4), 366-370.

49



Khurana, S., Chaudhary, P. (2018). Laboratory diagnosis of cryptosporidiosis. Tropi-
cal Parasitology, 8(1), 2

Koch, K. L., Phillips, D. J., Aber, R. C., Current, W. L. (1985). Cryptosporidiosis in
hospital personnel: evidence for person-to-person transmission. Annals of Internal
Medicine, 102(5), 593-596.

Kodadkova, A., Kva¢, M., Ditrich, O., Sak, B., Xiao, L. (2010). Cryptosporidium mu-
ris in a Reticulated Giraffe (Giraffa camelopardalis reticulata). Journal of Parasito-
logy, 96(1), 211-212.

Kotloff, K. L., Nasrin, D., Blackwelder, W. C., Wu, Y., Farag, T., Panchalingham, S.,
Sow, S. O, Sur, D., Zaidi, A. K. M., Faruque, A. S. G., Saha, D., Alonso, P. L., Tam-
boura, B., Sanogo, D., Onwuchekwa, U., Manna, B., Ramamurthy, T., Kanungo, S.,
Ahmed, S., ... Levine, M. M. (2019). The incidence, aetiology, and adverse clinical
consequences of less severe diarrhoeal episodes among infants and children residing
in low-income and middle-income countries: a 12-month case-control study as a
follow-on to the Global Enteric Multicenter Study (GEMS). The Lancet Global He-
alth, 7(5), e568-e584.

Koudela, B., Modry, D., Vitovec, J. (1998). Infectivity of Cryptosporidium muris iso-
lated from cattle. Veterinary Parasitology, 76(3), 181-188.

Kfestanova, M., Motilita sporozoitii kryptosporidii, Ceské Bud&jovice. Teze. Fakulta

zemé&délska a technologicka JCU. pp. 59 s.

Kva¢, M., Vitovec, J. (2003). Prevalence and pathogenicity of Cryptosporidium an-
dersoni in one Herd of Beef Cattle. Journal of Veterinary Medicine, Series B, 50(9),
451-457.

Kvag, M. (2008). Zaludeéni kryptosporidie a kryptosporidoza savci. Ceské Budéjo-
vice. Habilitaéni prace. Zemé&délska fakulta JCU. pp. 111.

50



Kvac, M., Sak, B., Kvétonova, D., Ditrich, O., Hofmanova, L., Modry, D., Vitovec,
J., Xiao L. (2008). Infectivity, pathogenicity, and genetic characteristics of mammalian
gastric Cryptosporidium spp. in domestic ruminants. Veterinary Parasitology, 153(3—
4), 363-367.

Kvac, M., Hanzlikova, D., Sak, B. a Kvétonova, D. (2009). Prevalence and age related
infection of Cryptosporidium suis, C. muris and Cryptosporidium pig genotype Il in
pigs on a farm complex in the Czech Republic. Veterinary Parasitology, 160(3-4),
319-322.

Kvac, M., Kestranova, M., Kvétoniova, D., Kotkova, M., Ortega, Y., McEvoy, J., Sak,
B. (2012). Cryptosporidium tyzzeri and Cryptosporidium muris originated from wild
West-European house mice (Mus musculus domesticus) and East European house mice
(Mus musculus musculus) are non-infectious for pigs. Experimental Parasitology,
131(1), 107-110.

Kvag, M., Kestranova, M., Pinkova, M., Kvétonova, D., Kalinova, J., Wagnerova, P.,
Kotkova, M., Vitovec, J., Ditrich, O., McEvoy, J., Stenger, B., Sak, B. (2013). Cryp-
tosporidium scrofarum n. sp. (Apicomplexa: Cryptosporidiidae) in domestic pigs (Sus
scrofa). Veterinary Parasitology, 191(3-4), 218-227.

Kvacé, M., Havrdova, N., Hlaskova, L., Dankova, T., Kandéra, J., JeZkova, J., Vitovec,
J., Sak, B., Ortega, Y., Xiao, L., Modry, D., Chelladurai, J. R. J. J., Prantlova, V.,
McEvoy, J. (2016). Cryptosporidium proliferans n. sp. (Apicomplexa: Cryptospo-
ridiidae): molecular and biological evidence of cryptic species within gastric Cryp-
tosporidium of mammals. PLOS ONE, 11(1), e0147090.

Kva¢, M., Hofmannova, L., Ortega, Y., Holubova, N., Hoic¢ickova, M., Kicia, M.,
Hlaskova, L., Kvétonova, D., Sak, B., McEvoy, J. (2017). Stray cats are more freque-

ntly infected with zoonotic protists than pet cats. Folia Parasitologica, 64.

Levine, N. D. (1980). Some corrections of coccidian (Apicomplexa: Protozoa) no-
menclature. The Journal of Parasitology, 66(5), 830-834.

o1



Li, J., Ryan, U., Guo, Y., Feng, Y., Xiao, L. (2021). Advances in molecular epidemi-
ology of cryptosporidiosis in dogs and cats. International Journal for Parasitology,
51(10), 787-795.

Lindsay, D. S., Upton, S. J., Owens, D. S., Morgan, U. M., Mead, J. R., Blagburn, B.
L. (2000). Cryptosporidium andersoni n. sp. (Apicomplexa: Cryptosporiidae) from
Cattle, Bos taurus. Journal of Eukaryotic Microbiology, 47(1), 91-95.

Lindsay, D. S., Woods, K. M., Upton, S. J., Blagburn, B. L. (2000). Activity of de-
coquinate against Cryptosporidium parvum in cell cultures and neonatal mice. Vete-
rinary Parasitology, 89(4), 307-311.

Liu, J., Platts-Mills, J. A., Juma, J., Kabir, F., Nkeze, J., Okoi, C., Operario, D. J.,
uUddin, J., Ahmed, S., Alonso, P. L., Antonio, M., Becker, S. M., Blackwelder, W. C.,
Breiman, R. F., Faruque, A. S. G., Fields, B., Gratz, J., Haque, R., Hossain, A., ...
Houpt, E. R. (2016). Use of quantitative molecular diagnostic methods to identify
causes of diarrhoea in children: a reanalysis of the GEMS case-control study. The Lan-
cet, 388(10051), 1291-1301.

Liu, S., Roellig, D. M., Guo, Y., Li, N., Frace, M. A, Tang, K., Zhang, L., Feng, Y.,
Xiao, L. (2016). Evolution of mitosome metabolism and invasion-related proteins in
Cryptosporidium. BMC Genomics, 17(1), 1006.

Love, M. S., Beasley, F. C., Jumani, R. S., Wright, T. M., Chatterjee, A. K., Huston,
C. D., Schultz, P. G., McNamara, C. W. (2017). A high-throughput phenotypic screen
identifies clofazimine as a potential treatment for cryptosporidiosis. PLOS Neglected
Tropical Diseases, 11(2), e0005373.

Lucio-Forster, A., Griffiths, J. K., Cama, V. A, Xiao, L., Bowman, D. D. (2010). Mi-
nimal zoonotic risk of cryptosporidiosis from pet dogs and cats. Trends in Parasito-
logy, 26(4), 174-179.

Ma, P., Soave, R. (1983). Three-step stool examination for cryptosporidiosis in 10
homosexual men with protracted watery diarrhea. Journal of Infectious Dise-
ases, 147(5), 824-828.

52



Mac Kenzie, W. R., Hoxie, N. J., Proctor, M. E., Gradus, M. S., Blair, K. A., Peterson,
D. E., Kazmierczak, J. J., Addiss, D. G., Fox, K. R., Rose, J. B., Davis, J. P. (1994). A
Massive Outbreak in Milwaukee of Cryptosporidium Infection Transmitted through
the Public Water Supply. New England Journal of Medicine, 331(3), 161-167.

Manjunatha, U. H., Vinayak, S., Zambriski, J. A., Chao, A. T., Sy, T., Noble, C. G.,
Bonamy, G. M. C., Kondreddi, R. R., Zou, B., Gedeck, P., Brooks, C. F., Herbert, G.
T., Sateriale, A., Tandel, J., Noh, S., Lakshminarayana, S. B., Lim, S. H., Goodman,
L. B., Bodenreider, C., ... Diagana, T. T. (2017). A Cryptosporidium P1(4)K inhibitor
is a drug candidate for cryptosporidiosis. Nature, 546(7658), 376—380.

Mauzy, M. J., Enomoto, S., Lancto, C. A., Abrahamsen, M. S., Rutherford, M. S.
(2012). The Cryptosporidium parvum transcriptome during in vitro development.
PLoS ONE, 7(3), e31715.

McHardy, I. H., Wu, M., Shimizu-Cohen, R., Couturier, M. R., Humphries, R. M.
(2014). Detection of intestinal protozoa in the clinical laboratory. Journal of Clinical
Microbiology, 52(3), 712-720.

Meisel, J. L., Perera, D. R., Meligro, C., Rubin, C. E. (1976). Overwhelming Watery
Diarrhea Associated with a Cryptosporidium in an immunosuppressed patient. Gastro-
enterology, 70(6), 1156-1160.

Melicherova, J., ligova, J., Kva¢, M., Sak, B., Koudela, B., Valigurova, A. (2014). Life
cycle of Cryptosporidium muris in two rodents with different responses to parasiti-
zation. Parasitology, 141(2), 287-303.

Ming, Z., Zhou, R., Chen, X. M. (2017). Regulation of host epithelial responses to
Cryptosporidium infection by microRNAs. Parasite Immunology, 39(2), e12408.

Mirzaghavami, M., Sadraei, J., Pirestani, M., Bahadory, S. (2023). The role of some
free-ranging animals in the transmission of multi-host species of Cryptosporidium spp.
Iranian Journal of Parasitology.

53



Moran, J. (2005). Tropical dairy farming: feeding management for small holder dairy
farmers in the humid tropics. Australia: Landlinks Press. ISBN: 978-0-643-09313-3

Morgan, U. M., Xiao, L., Fayer, R., Graczyk, T. K., Lal, A. A., Deplazes, P., Tho-
mpson, R. C. A. (1999). Phylogenetic analysis of Cryptosporidiumi from captive rep-
tiles using 18S rDNA sequence data and random amplified polymorphic DNA analy-
sis. The Journal of Parasitology, 85(3), 525.

Mosier, D. A. (2004). Cryptosporidium. In Encyclopedia of Gastroenterology (pp.
527-529). Elsevier.

Nader, J. L., Mathers, T. C., Ward, B. J., Pachebat, J. A., Swain, M. T., Robinson, G.,
Chalmers, R. M., Hunter, P. R., van Oosterhout, C., Tyler, K. M. (2019). Evolutionary
genomics of anthroponosis in Cryptosporidium. Nature Microbiology, 4(5), 826-836.

Neto, R. C., dos Santos, L. U., Sato, M. I. Z., Franco, R. M. B. (2010). Cryptospo-
ridium spp. and Giardia spp. in surface water supply of Campinas, southeast Brazil.
Water Science and Technology: A Journal of the International Association on Water
Pollution Research, 62(1), 217-222.

Nime, F. A., Burek, J. D., Page, D. L., Holscher, M. A., Yardley, J. H. (1976). Acute
enterocolitis in a human being infected with the protozoan Cryptosporidium. Gastro-
enterology, 70(4), 592-598.

O’Leary, J. K., Sleator, R. D., Lucey, B. (2021). Cryptosporidium spp. diagnosis and
research in the 21st century. Food and Waterborne Parasitology, 24, e00131.

Panciera, R. J., Thomassen, R. W., Garner, F. M. (1971). Cryptosporidial infection in
a calf. Veterinary Pathology, 8(5-6), 479-484.

Paperna, I., Vilenkin, M. (1996). Cryptosporidiosis in the gourami Trichogaster leeri:
description of a new species and a proposal for a new genus, Piscicryptosporidium, for
species infecting fish. Diseases of Aquatic Organisms, 27, 95-101

54



Pavlasek, 1. (1994). [Localization of endogenous developmental stages of Cryptospo-
ridium meleagridis Slavin, 1955 (Apicomplexa: Cryptosporidiidae) in birds]. Vete-
rinarni Medicina, 39(12), 733-742.

Pavlasek, I. (1999). Cryptosporidia: biology, diagnosis, host spectrum, specificity, and
the environment. Remedia Clinical Microbiology, 3, 290-301.

Pavlasek, 1., Ryan, U. (2007). The first finding of a natural infection of Cryptospo-
ridium muris in a cat. Veterinary Parasitology, 144(3-4), 349-352.

Peckova, R., Stuart, P. D., Sak, B., Kvétonova, D., Kva¢, M., Foitova, 1. (2016). Sta-
tistical comparison of excystation methods in Cryptosporidium parvum oocysts. Vete-

rinary Parasitology, 230, 1-5.

Petry, F. (2004). Structural Analysis of Cryptosporidium parvum. Microscopy and
Microanalysis, 10(5), 586-601.

Peralta, R. H. S., Veldsquez, J. N., Cunha, F. de S., Pantano, M. L., Sodr¢, F. C., Silva,
S. da, Astudillo, O. G., Peralta, J. M., Carnevale, S. (2016). Genetic diversity of Cryp-
tosporidium identified in clinical samples from cities in Brazil and Argentina.
Memorias Do Instituto Oswaldo Cruz, 111(1), 30-36.

Pereira, S. J., Ramirez, N. E., Xiao, L., Ward, L. A. (2002). Pathogenesis of human
and bovine Cryptosporidium parvum in gnotobiotic pigs. The Journal of Infectious
Diseases, 186(5), 715-718.

Pohjola, S. (1984). Negative staining method with nigrosin for the detection of cryp-
tosporidial oocysts: a comparative study. Research in Veterinary Science, 36(2), 217—
219.

O’Donoghue, P. J. (1995). Cryptosporidium and cryptosporidiosis in man and animals.

International Journal for Parasitology, 25(2), 139-195.

55



Qi, M., Huang, L., Wang, R., Xiao, L., Xu, L., Li, J., Zhang, L. (2014). Natural in-
fection of Cryptosporidium muris in ostriches (Struthio camelus). Veterinary Parasi-
tology, 205(3-4), 518-522.

Quiroz, E. S., Bern, C., MacArthur, J. R., Xiao, L., Fletcher, M., Arrowood, M. J., ...
Lal, A. (2000). An outbreak of cryptosporidiosis linked to a foodhandler. The Journal
of Infectious Diseases, 181(2), 695-700.

Ramirez, N. E., Sreevatsan, S. (2006). Development of a sensitive detection system
for Cryptosporidium in environmental samples. Veterinary Parasitology, 136(3-4),
201-213.

Rasmussen, K. R., Larsen, N. C., Healey, M. C. (1993). Complete development of
Cryptosporidium parvum in a human endometrial carcinoma cell line. Infection and
Immunity, 61(4), 1482-1485.

Ren, X., Zhao, J., Zhang, L., Ning, C., Jian, F., Wang, R., Lv, C., Wang, Q., Arrowood,
M. J., Xiao, L. (2012). Cryptosporidium tyzzeri n. sp. (Apicomplexa: Cryptospo-
ridiidae) in domestic mice (Mus musculus). Experimental Parasitology, 130(3), 274—
281.

Reese, N. C., Current, W. L., Ernst, J. V., Bailey, W. S. (1982). Cryptosporidiosis of
man and calf: a case report and results of experimental infections in mice and rats. The

American Journal of Tropical Medicine and Hygiene, 31(2), 226-229.

Relat, R. M. B., O’Connor, R. M. (2020). Cryptosporidium: host and parasite
transcriptome in infection. Current Opinion in Microbiology, 58, 138-145.

Rhee, J. K., Seu, Y. S,, Park, B. K. (1991). Isolation and identification of Cryptospo-
ridium from various animals in Korea. Il. Identification of Cryptosporidium muris

from mice. The Korean Journal of Parasitology, 29(2), 149-159.

56



Rhee, J. K., Kim, H. C., Eun, G. S. (1998). Infection kinetics and developmental bio-
logy of Cryptosporidium muris (strain MCR) in Korean native kids and corriedale
lambs. The Korean Journal of Parasitology, 36(3), 171-181.

Rhee, J. K., So, W. S., Kim, H. C. (1999). Age-dependent resistance to Cryptospo-
ridium muris (strain MCR) infection in golden hamsters and mice. The Korean Journal
of Parasitology, 37(1), 33-37.

Rhee, J. K., Yook, S. Y., Park, B. K. (1995). Oocyst production and immunogenicity
of Cryptosporidium muris (strain MCR) in mice. The Korean Journal of Parasitology,
33(4), 377.

Robertson, L. J., Campbell, A. T., Smith, H. V. (1992). Survival of Cryptosporidium
parvum oocysts under various environmental pressures. Applied and Environmental
Microbiology, 58(11), 3494-3500.

Robertson, L. J., Campbell, A. T., Smith, H. v. (1993). In vitro excystation of Cryp-
tosporidium parvum. Parasitology, 106(1), 13-19.

Rolando, R. F. R,, Silva, S. da, Peralta, R. H. S., Silva, A. J. da, Cunha, F. de S., Bello,
A. R., Peralta, J. M. (2012). Detection and differentiation of Cryptosporidium by real-
time polymerase chain reaction in stool samples from patients in Rio de Janeiro, Brazil.
Memorias Do Instituto Oswaldo Cruz, 107(4), 476-479.

Ryan, U. M., Xiao, L., Read, C., Suliman, I. M., Monis, P., Lal, A. A., Fayer, R..
Pavlasek, 1. (2003). A redescription of Cryptosporidium galli Pavlasek, 1999 (Api-
complexa: Cryptosporidiidae) from birds. The Journal of Parasitology, 89(4), 809—
813.

Ryan, U., Fayer, R., Xiao, L. (2014). Cryptosporidium species in humans and animals:
current understanding and research needs. Parasitology, 141(13), 1667-1685.

S7



Ryan, U. M., Paparini, A., Tong, K., Yang, R., Gibson-Kueh, S., O’hara, A., Lymbery,
A. Xiao, L. (2015). Cryptosporidium huwi n. sp. (Apicomplexa: Eimeriidae) from the
guppy (Poecilia reticulata). Experimental Parasitology, 150, 31-35.

Ryan, U., Zahedi, A., Feng, Y., Xiao, L. (2021). An update on zoonotic Cryptospo-
ridium species and genotypes in humans. Animals, 11(11), 3307.

Samuelson, J., Bushkin, G. G., Chatterjee, A., Robbins, P. W. (2013). Strategies to
discover the structural components of cyst and oocyst walls. Eukaryotic Cell, 12(12),
1578-1587.

Santin, M., Trout, J. M., Vecino, J. A. C., Dubey, J. P., Fayer, R. (2006). Cryptospo-
ridium, Giardia and Enterocytozoon bieneusi in cats from Bogota (Colombia) and ge-
notyping of isolates. Veterinary Parasitology, 141(3-4), 334-339.

Sargent, K. D., Morgan, U. M., Elliot, A., Thompson, R. C. (1998). Morphological
and genetic characterisation of Cryptosporidium oocysts from domestic cats. Vete-
rinary Parasitology, 77(4), 221-227.

Sateriale, A., Gullicksrud, J. A., Engiles, J. B., McLeod, B. I., Kugler, E. M., Henao-
Mejia, J., Zhou, T., Ring, A. M., Brodsky, I. E., Hunter, C. A., & Striepen, B. (2021).
The intestinal parasite Cryptosporidium is controlled by an enterocyte intrinsic inflam-
masome that depends on NLRP6. Proceedings of the National Academy of Sciences,
118(2).

Scallan, E., Hoekstra, R. M., Angulo, F. J., Tauxe, R. v., Widdowson, M.-A., Roy, S.
L., Jones, J. L., Griffin, P. M. (2011). Foodborne Iliness Acquired in the United Sta-
tes—Major Pathogens. Emerging Infectious Diseases, 17(1), 7-15.

Siddiki, A. M. A. M. Z., Wastling, J. M. (2009). Charting the proteome of Cryptospo-
ridium parvum sporozoites using sequence similarity-based BLAST searching. Jour-

nal of Veterinary Science, 10(3),

58



Scorza, V., Tangtrongsup, S. (2010). Update on the diagnosis and management of
Cryptosporidium spp. infections in dogs and cats. Topics in Companion Animal Medi-
cine, 25(3), 163-169.

Schulzové, T. (2022). Faktory ovliviiujici excystaci zalude¢nich kryptosporidii hlo-
davci. Ceské Bud&jovice. Diplomova prace. Fakulta zemédélska a technologicka JCU.

pp. 43.

da Silveira-Neto, L., Inacio, S., Oliveira, L. N., Bresciani, K. (2015). Is cryptosporidi-
osis an underestimated disease in cats? Archivos de Medicina Veterinaria, 47(1), 1-6.

Smith, H. V., Nichols, R. A., Grimason, A. M. (2005). Cryptosporidium excystation
and invasion: getting to the guts of the matter. Trends in Parasitology, 21(3), 133-142.

Snelling, W. J., Lin, Q., Moore, J. E., Millar, B. C., Tosini, F., Pozio, E., Dooley, J. S.
G., Lowery, C. J. (2007). Proteomics analysis and protein expression during sporozoite
excystation of Cryptosporidium parvum (Coccidia, Apicomplexa). Molecular &
Cellular Proteomics, 6(2), 346-355.

Strong, W. B., Gut, J., Nelson, R. G. (2000). Cloning and sequence analysis of a highly
polymorphic Cryptosporidium parvum gene encoding a 60-kilodalton glycoprotein
and characterization of its 15- and 45-kilodalton zoite surface antigen Pproducts. In-
fection and Immunity, 68(7), 4117-4134.

Tandel, J., English, E. D., Sateriale, A., Gullicksrud, J. A., Beiting, D. P., Sullivan, M.
C., Pinkston, B., Striepen, B. (2019). Life cycle progression and sexual development
of the apicomplexan parasite Cryptosporidium parvum. Nature Microbiology, 4(12),
2226-2236.

Tinavska, J. (2023). Vnitrodruhova variabilita Cryptosporidium muris. Ceské Budgjo-

vice. Diplomova prace. Fakulta zemé&délska a technologicka JCU. pp. 43.

Tyzzer, E. E. (1907). A sporozoan found in the peptic glands of the common mouse.

Experimental Biology and Medicine, 5(1), 12-13

59



Tyzzer, E. E. (1910). An extracellular Coccidium, Cryptosporidium muris (gen. et sp.
nov.), of the gastric glands of the common mouse. The Journal of Medical Research,
23(3), 487-510.

Tyzzer, E.E. (1912). Cryptosporidium parvum (sp. nov.), a Coccidium. Archiv fiir Pro-
tistenkunde, 26, 394.

Tyzzer, E. E. (1929). Coccidiosis in gallinaceous birds. Am. J. Hyg. 10:269-383.

Tzipori, S. (1983). Cryptosporidiosis in animals and humans. Microbiological Re-
views, 47(1), 84-96.

Valigurova, A., Jirkd, M., Koudela, B., Gelnar, M., Modry, D., Slapeta, J. (2008).
Cryptosporidia: Epicellular parasites embraced by the host cell membrane. Internati-
onal Journal for Parasitology, 38(8-9), 913-922.

Verweij, J. J., Blangé, R. A., Templeton, K., Schinkel, J., Brienen, E. A. T., van Ro-
oyen, M. A. A,, van Lieshout, L., Polderman, A. M. (2004). Simultaneous detection
of Entamoeba histolytica, Giardia lamblia, and Cryptosporidium parvum in fecal
samples by using multiplex real-time PCR. Journal of Clinical Microbiology, 42(3),
1220-1223.

Vinayak, S., Pawlowic, M. C., Sateriale, A., Brooks, C. F., Studstill, C. J., Bar-Peled,
Y., Cipriano, M. J., Striepen, B. (2015). Genetic modification of the diarrhoeal patho-
gen Cryptosporidium parvum. Nature, 523(7561), 477-480.

Volf, P., Horak P., 2007. Paraziti: a jejich biologie. Praha/Krométiz: TRITON.
Wang, L., Cao, L., Zheng, S., Chang, Y., Zhang, K., Zhang, S., Zhang, L. (2021).

Molecular identification and biological characterization of Cryptosporidium muris

from camels (Camelus bactrianus) in China. Parasites & Vectors, 14(1), 365.

60



Widmer, G., Klein, P., Bonilla, R. (2007). Adaptation of Cryptosporidium oocysts to
different excystation conditions. Parasitology, 134(11), 1583-1588.

Widmer, G., Sullivan, S. (2012). Genomics and population biology of Cryptospo-
ridium species. Parasite Immunology, 34(2-3), 61-71.

Xiao, L., Escalante, L., Yang, C., Sulaiman, I., Escalante, A. A., Montali, R. J., Fayer,
R., Lal, A. A. (1999). Phylogenetic analysis of Cryptosporidium parasites based on the
small-subunit rRNA gene locus. Applied and Environmental Microbiology, 65(4),
1578-1583.

Xiao, L., Sulaiman, I. M., Ryan, U. M., Zhou, L., Atwill, E. R., Tischler, M. L., Zhang,
X., Fayer, R., Lal, A. A. (2002). Host adaptation and host—parasite co-evolution in
Cryptosporidium: implications for taxonomy and public health. International Journal
for Parasitology, 32(14), 1773-1785.

Xiao, L., Ryan, U. M. (2004). Cryptosporidiosis: an update in molecular epidemio-
logy. Current Opinion in Infectious Diseases, 17(5), 483-490.

Xiao, L. (2010). Molecular epidemiology of cryptosporidiosis: an update. Experimen-
tal Parasitology, 124(1), 80-89.

Yuda, M., lwanaga, S., Shigenobu, S., Kato, T., Kaneko, I. (2010). Transcription factor

AP2-Sp and its target genes in malarial sporozoites. Molecular Microbiology, 75(4),

Zhang, K., Fu, Y., Li, J., Zhang, L. (2022). Public health and ecological significance
of rodents in Cryptosporidium infections. One Health, 14, 100364.

Zhao, W., Zhou, H., Huang, Y., Xu, L., Rao, L., Wang, S., Wang, W., Yi, Y., Zhou,
X., Wu, Y., Ma, T., Wang, G., Hu, X., Peng, R., Yin, F., Lu, G. (2019). Cryptospo-
ridium spp. in wild rats (Rattus spp.) from the Hainan Province, China: Molecular
detection, species/genotype identification and implications for public health. Interna-
tional Journal for Parasitology: Parasites and Wildlife, 9, 317-321.

61



Zhou, R., Gong, A. Y., Eischeid, A. N., Chen, X. M. (2012). miR-27b targets KSRP
to coordinate TLR4-mediated epithelial defense against Cryptosporidium parvum in-
fection. PLoS Pathogens, 8(5), €1002702.

Zhou, R., Gong, A. Y., Chen, D., Miller, R. E., Eischeid, A. N., Chen, X. M. (2013).
Histone deacetylases and NF-kB signaling coordinate expression of CX3CL1 in
epithelial cells in response to microbial challenge by suppressing miR-424 and miR-
503. PLoS One, 8(5), e65153.

62









