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ABSTRACT

Byly popsdny morfologické, biologické a molekularni charakteristiky dvou
riznych izolata Cryptosporidium muris, HZ206 a TS03. Oocysty C. muris TS03
o velikosti 7,77 + 0,23 x 5,2 + 0,08 um s indexem tvaru 1,48 £+ 0,02 (n = 100) byly
morfometricky delsi a SirSi nez C. muris HZ206 o velikosti oocyst
7,62 £ 0,40 x 6,63 £ 0,09 um, 1,32 + 0,02 (n = 100), (p = 0,034). Oocysty obou
izolatt C. muris TS03 a HZ206 ziskanych z pfirozené infikovaného hlodouna
vychodoafrického (Tachyoryctes splendens) a mysi domaci (Mus musculus
musculus) byly infekéni pro naivni 8-tydenni krysy malé (Mastomys coucha).
Zatimco prepatentni doba C. muris TS03 se pohybovala v rozmezi 19 — 21 dni
po infekci (DPI) a zvifata vylu¢ovala oocysty az do konce experimentu (120 DPI),
zvitata infikovana HZ206 zacala vyluovat oocysty 13 — 15 DPI s patentni periodou
63 — 112 DPI. Kumulovana hodnota intenzity infekce (AUC) u zvifat infikovanych
TS03 se pohybovala od 250.000.000 do 800.000.000 oocyst za patentni periodu
(OPP) a u HZ206 v rozmezi 11.000.000 — 35.000.000 OPP. Histologické vySetfeni
prokazalo masivni infekce kryptosporidii ve zladzovém epitelu Zaludku.
Histopatologické zmény mély nezanétlivy charakter vcetn¢ vyrazné dilatace
infikovanych ¢asti zlaz s atrofii a metaplazii zlazovych epitelidlnich bunck. Infekce
TS03 ovlivnila velikost zaludku. Zatimco fyziologicka hmotnost zaludku u naivnich
a HZ206-infikovanych krys malych ve véku 12 tydnii byla v rozmezi 0,61 + 0,06 g,
respektive 0,70 £ 0,17 g, abnormalni zvétSeni Zaludku bylo pozorovano u zvifat
infikovanych izolatem TSO03 (3,23 = 0,51 g). Nebyl pozorovan zadny vliv na piijem
krmiva u testovanych skupin. Fylogenetickou analyzou genti kodujicich malou
podjednotku rDNA, aktin, MS1, MS2, MS3 a MS16 bylo zjisténo, Zze C. muris TS03
je geneticky odlisné od ostatnich C. muris izolatd. Zavérem lze fici, ze morfologické,
genetické a biologické vlastnosti podporuji popsani Cryptosporidium muris TS03

jako novy samostatny druh.

KLICOVA SLOVA: Cryptosporidium muris; infekce; patogenita; fylogeneze;

morfologie oocyst



SUMMARY

The morphological, biological, and molecular characteristics of various isolates of
Cryptosporidium muris, predominantly HZ206 and TS03 were described. Oocysts of
C. muris TS03 measuring 7.77 £ 0.23 x 5.20 = 0.08 um with a length to width ratio
of 1.48 = 0.02 (n = 100) were morphometrically larger than C. muris HZ206 oocysts
measuring 7.62 + 0.40 x 6.63 £ 0.09 um; 1.32 = 0.02 (n = 100) (p=0.034). Oocysts
of both C. muris TS03 and HZ206 isolates obtained from naturally infected
Tachyoryctes splendens and Mus musculus musculus, respectively, were infectious
for naive 8-week-old Mastomys coucha. While the prepatent period of C. muris TS03
was 19 — 21 days post infection (DPI) and the animals did not lost infection within
120 DPI, animals infected with HZ206 start to shed oocysts 13 — 15 DPI with patent
period 63 — 112 DPI. The accumulated value of infection intensity (AUC) in TS03
infected animals ranged from 250,000,000 to 800,000,000 oocysts per patent period
(OPP) and HZ206 from 11,000,000 to 35,000,000 OPP. Histologically, a massive
infection of cryptosporidia was detected in the glandular epithelium of stomach.
Histopathological changes had a non-inflammatory character and included distinctive
dilatation of infected parts of the glands with atrophy and metaplasia of the glandular
epithelial cells. Infection with TSO3 influenced the size of the stomach. While
physiological weight of stomach of naive 12-week old mastomys and those infected
with HZ206 were 0.61 + 0.06 g and 0.70 £ 0.17 g, respectively, abnormal
enlargement of stomach was observed in animals infected with TS03 (3.23 + 0.51 g).
There was no effect on feed intake among tested groups. Phylogenetic analyses based
on small subunit rDNA, actin, MS1, MS2, MS3 and MS16 gene sequences revealed
that C. muris TS03 is genetically distinct from other C. muris isolates. In conclusion,
morphological, genetic, and biological data support the establishment of

Cryptosporidium muris TS03 as a hew Species.

KEY WORDS: Cryptosporidium muris; infection; pathogenicity; phylogeny;

oocysts morphology
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1. UVOD

Zastupci rodu Cryptosporidium jsou celosvétové rozsifeni jednobunééni
intracelularni paraziti infikujici gastrointestinalni trakt (GIT) ryb, plazh, ptaki
a savcl véetné Cloveéka a hospodaiskych ¢i domacich zvifat (O Donoghue 1995).
U imunokompetentnich jedinci zpisobuji tito prvoci vodnaty prujem,
ale u pacientll se snizenou imunitou mohou zplsobovat dehydratujici chronické
prijmy s fatalnimi nasledky (Guk et al. 2004; Sunnotel et al. 2006). Infek¢ni stadia,
oocysty, jsou velmi odolnd neptiznivym podminkam prostiedi a piezivaji velmi
dlouhou dobu. Ve vhodnych podminkach (vlhkéd ptida, povrchova voda) si mohou
zachovat svou infekénost az Sest mésict (Fayer et al. 1998).

Vramci rodu Cryptosporidium rozliSujeme dvé fylogenetické vétve
kryptosporidii. Druhy a genotypy infikujici stfevo nebo zaludek (Xiao et al. 2004a).
Zatimco biologie véetné patogenity a hostitelské specifity sttevnich kryptosporidii
je pomérné dobie probaddna, Zaludecni druhy a genotypy stoji na okraji zajmu.
Jednim z divodu je relativné nizka infek¢énost pro ¢lovéka a obecné piijimany fakt
o velmi nizké patogenité pro hostitele (Anderson 1998; Esteban et Anderson 1995;
Kvac et al. 2008a).

Pouze Vv ojedinélych piipadech byl v souvislosti s Zalude¢ni kryptosporidiézou
popsan pokles mlécné produkce dojnic nebo ztraty télesné kondice az do stadia
anorexie s naslednym thynem zvitat (Anderson 1998; Esteban et Anderson 1995;
Pospischil et al. 1987). Dale byl u skotu zaznamenan pokles piirtstku oproti kontrole
az o 0,5 kg, pokles laktace o 13 %, vyssi pH v abomasu (4,5 — 5,0) a trojnasobné
zvyseni hmotnosti infikované ¢asti slezu (Anderson 1998).

Recentni udaje ukazuji, ze zaludecni kryptosporidie savch piedstavuji
pravdépodobné kryptické skupiny samostatnych druhti s odlisnou hostitelskou
specifitou a patogenitou (Feng et al. 2011; Kvac et al.  2008b;
Melicherova et al. 2014).



2. LITERARNI PREHLED

2.1. HISTORIE

Rod Cryptosporidium byl popsan jiz na zacatku 20. stoleti, celosvétového
vyznamu se mu dostalo az v osmdesatych letech spolu s popisem prvnich lidskych
infekci, pandemii AIDS a zvySujicim se vyskytem kontaminaci vody a potravin
vedouci k vzniku rozsahlych epidemii (Casemore et al. 1985).

V roce 1907 popsal Ernest Edvard Tyzzer jako prvni Zivotni cyklus prvoka,
kterého nalezl ve sliznici Zaludku laboratornich mySi a pojmenoval
ho Cryptosporidium muris (Tyzzer 1907). Stejny autor popsal v roce 1912 dalsi druh
kryptosporidie s vyvojovym cyklem v tenkém stfevé mysi Cryptosporidium parvum
(Tyzzer 1912). Ttetim druhem v potadi bylo C. meleagridis popsané v roce 1955
u krut (Slavin 1955). Podéji, byly popsany dalsi druhy kryptosporidii hadu, jestérek,
zelv (Graczyk 2008), obojzivelniki (Arcay et Bruzal 1993; Crawshaw et Mehren
1987; Green et al. 2003; Jirka et al. 2008; Wright et Whitaker 2001), ptaka
(Ryan et Xiao 2008) a ryb (Alvarez-Pellitero et al. 2004).

Kryptosporidie nebyly v prvni poloviné 20. stoleti povazovany za Iékaisky
¢i veterindrn¢ vyznamné a nebyl proto provadén zadny intenzivni vyzkum
(Wetzel 1938). Zajem o tyto parazity dramaticky vzrostl po prvnich prokazatelnych
kryptosporidiozovych infekci lidi (Lasser et al. 1979; Meisel et al. 1976;
Nime et al. 1976; Weisburger et al. 1979) a zejména masivni epidemie zpusobené
kontaminaci vodniho zdroje v Milwaukee (Wisconsin, USA), kdy bylo postizeno
vice nez 400 000 osob (MacKenzie et al. 1994; Peng et al. 1997). Tyto udalosti
podminily studium biologie rodu Cryptosporidium, zejména s dirazem na detekci
riznych vyvojovych stadii kryptosporidii v prostiedi a u nejriznéjSich hostitelt,
prevenci a 1é€bu onemocnéni. V roce 1985 popsali Upton a Current prvni piipady
abomasalni kryptosporidiézy skotu a oddélili od sebe druhy C. parvum a C. muris
(Upton et Current 1985), které byly rok pfedtim Levinem mylné sjednoceny v jeden
druh (Levine 1984).

Prvni zaznamenana humanni nakaza C. muris se projevila u dvou dévcat
V Indonésii (Katsumata et al. 2000). Od této doby bylo zaznamenano vice infekci
ve Francii (Guyot et al. 2001), Thajsku (Tiangtip et Jongwutiwes 2002),
Keni (Gatei et al. 2002), Peru (Palmer et al. 2003) a vlJizni Indii

(Muthusamy et al. 2006). Cryptosporidium muris ma $iroké hostitelské spektrum



zahrnujici mysi a jiné hlodavce, nékteré ptezvykavce, primaty, psy, kocky a kraliky

(Iseki et al. 1989; Xiao et al. 2004).

2.2. TAXONOMIE

Kryptosporidie jsou Vv soucasnosti fazeny do celedi Cryptosporiidae a kmene
Apicomplexa. Dtive byly kryptosporidie na zakladé¢ vyvojového cyklu v GIT
nespravné fazeny mezi kokcidie (Fayer et al. 1997a). Na zakladé fylogenetické
analyzy genu kdédujictho RNA malé ribozomalni podjednotky (SSU rDNA) je rod
Cryptosporidium povazovan za soucast tiidy Gregarinea (Carreno et al. 1999),
sniz ho poji spoleéna nepfitomnost plastidového genomu (Zhu et al. 2000)
a antigenni piibuznost zjiSténd monoklonalnimi protilatkami (Bull et al. 1998).

Puvodni zarazeni do tfidy Coccidea prisuzovalo kryptosporidiim striktni
hostitelskou specifitu, coz mélo za nasledek popsani vice jak 20 druhii kryptosporidii
(Corliss 1994; Fayer et al. 1997b). Studiec mezidruhovych infekci a morfologie
oocyst tuto domnénku myln€ vyvratily a tim se n€které druhy staly neplatnymi
(Levine 1984). Na konci 20. stoleti byla vétSina nezafazenych genotypu
kryptosporidii  oznaCovana jako rtzné genotypy druhu C. parvum.
Rozvoj molekularni genetiky a nartstajici pocet experimentalnich studii prokézal
platnost plvodni teorie o hostitelské specifité jednotlivych druht/genotypii
kryptosporidii. V soucasné dobé je znamo 31 druht kryptosporidii a vice nez 100
nezafazenych izolati kryptosporidii je wuvadéno pod oznacenim genotypu,
ktery udava hostitelskou specifitu, pficemz se piedpoklada, Ze vétSina z dosud
popsanych genotypi jsou samostatné druhy (Fayer et al. 2007; Kvac¢ et al. 2014;
Slapeta 2013).

2.3. VYVOJOVY CYKLUS

Zastupci rodu Cryptosporidium jsou jedno-hostitelsti paraziti majici slozity
zivotni cyklus zahrnujici ¢tyfi faze — excystace, merogonie, gametogonie
a sporogonie. Samotny vyvojovy cyklus se déli na sexudlni a asexudlni reprodukéni
fazi. Dale je mozno podle prib&éhu vyvojového cyklu délit zastupce rodu
Cryptosporidium na dvé rizné skupiny. U prvni skupiny dochazi k vyvoji

Vv zalude¢nim epitelu a u druhé ve stfevnim epitelu. Druhy infikujici epitel stfev
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vytvareji mensi a kulaté oocysty, zatimco druhy vyvijejici se v pravém zaludku
svého hostitele maji vétsi a ovalny tvar (Current et al. 1986).

Kryptosporidie zplsobi zmény v mikrovilech enterocytli, ty se prodluzuji,
obklopi sporozoit a vzajemné splynou, ¢imz Sporozoita uzaviou v parazitofornim
vaku (Melicherova et al. 2014). Tuto lokalizaci si kryptosporidie zachovavaji s velmi
kratkymi prestavkami stravenymi v lumen po celou dobu endogenni faze zivotniho
cyklu (Goebel et Braendler 1982).

Vlastni vyvojovy cyklus zacind pozienim Zivotaschopnych oocyst vnimavym
hostitelem (obrazek 1). Oocysty se dostanou do GIT nebo do dychaciho traktu,
kde dochazi k excystaci a uvolnéni ¢ty infek¢nich sporozoitti aktivné napadajicich
bunky epitelu (Hijjawi et al. 2002).

ZaCina merogonie, kde dochazi k déleni jadra a bunék trofozoitd. Postupné
vznikaji dva typy merontti. Meronti I. typu se dale mnozi asexualné, zatimco meronti
I1. typu vstupuji do sexualni faze (gametogonie) (Current et al. 1986).

V gametogonii (sexualni faze) jsou vytvafeny dvé sexudlni stadia, vicejaderné
mikrogamonty, které davaji vzniknout mikrogametocytim a jednojaderné
makrogamonty, které davaji vzniknout makrogametocytim. Z mikrogametocytii
se uvolnuji mikrogamety, které splynou s makrogametami za vzniku zygoty.

Zygota prochéazi fazi endogenni sporulace, kdy se méni na oocystu, ve které
se tvofi Ctyfi sporozoiti. Vzniklé oocysty jsou dvojiho typu — tenkosténné
a silnosténné. Tenkosténné oocysty excystuji v hostiteli a jsou zodpovédné
za autoinfekci a silnosténné, velmi odolné oocysty vylucované do vnéjsiho prostredi
slouzi k pienosu infekce na vnimavé jedince (Current 1988). Pritomnost
tenkosténnych oocyst byla prokazana jen u druhu C. parvum. Vétsi mnozstvi (80 %)

opousti télo hostitele trusem a jsou schopny infikovat dalsi hostitele.
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Obrazek 1. Schématické znazornéni zivotniho cyklu kryptosporidii (Fayer 2008,

upraveno)
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2.4. PRENOS A PRUBEH INFEKCE

Infekéni oocysty jsou do prostiedi uvoliovany predevSim vykaly hostitele,
piipadné sputem. Ve vnéjSim prostiedi jsou velice odolné a za vhodnych podminek
si mohou zachovat infek¢nost i po dobu 6 mésici (Bednarska et al. 2003;
Fayer 2004; Ramirez et al. 2004). Oocysty odolavaji klasickym dezinfek¢nim
upravam vody, jako je chlorovani (Dolejs 2004).

Diky své vSudypiitomnosti v Zivotnim prostiedi a schopnosti infekce mnoha
hostitelti, véetné ¢loveéka, je znamo nékolik zplisobll pienosu. NejcastéjSim je piimy
kontakt, pozieni kontaminované potravy ¢i vody a kontaktem s nakazenym jedincem
(Feng 2008; Ziegler et al. 2007). Za nejvyznamngj$i zdroj ptenosu kryptosporidii
je v dnesni dobé povazovana voda — pitna i rekrea¢ni (Bednarska et al. 2007).

Prepatentni obdobi, doba od pozieni infekénich oocyst po vylouceni oocyst
do vnéjsiho prostiedi, je zavisld na hostiteli, druhu a genotypu kryptosporidie
a infek¢éni davce (Hijjawi et al. 2002). Mezni hodnota je 3 — 24 dni. Inkubacni doba
trva ptiblizné 5 — 7 dni (Fayer et al. 2005). Vlastni patentni doba, vylu€ovani oocyst
do vngjsiho prostiedi, trva nejcastéji v rozmezi 1 — 20 dni. Tato doba je také
ovlivnéna faktory jako je imunitni stav, ve€k, druh hostitele a druh a genotyp
kryptosporidie (Anderson 1987; Enemark et al. 2003; Fayer et al. 2005;
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Hijjawi et al. 2002; Iseki 1979; Kva¢ et al. 2007, 2008, 2013, 2014;
Lindsay et al. 2000; Masuno et al. 2006; Matsui et al. 2001; Pospischil et al. 1987;
Tzipori et Ward 2002). Ptehled patentnich a prepatentni obdobi nékterych druht

kryptosporidii je uveden v tabulce 1.

Tabulka 1. Patentni a prepatentni doba n¢kterych druhti kryptosporidii
PREPATENTNI PATENTNI

DRUH HOSTITEL DOBA DOBA
(dny)
C. andersoni Lindsay et
al.. 2000 skot 18 >90
C. baileyi Current et al., y
1986 kuie 4-24 18
C. bovis Fayer et al., 2005 skot 10-12 18
C. felis Iseki, 1979 kocka 5-6 7-10
C. galli Pavlasek, 1999 drtibez 5 6
C. hominis Morgan-Ryan “lovik 4.5 dle stavu
et al., 2002 clove B imunitniho systému
C. muris Tyzzer, 1907 mys 621 20-30
C. parvum Tyzzer, 1912 Slovek 4-22 _ dlestavu
imunitniho systému

C. scrofarum Kvag¢ et al.,
20133 prase 6-7 >30
C. suis Ryan et al., 2004 prase 2-9 9-15
C. tyzzeri Ren et al., 2011 mys$ 67 24 - 28

2.5. HOSTITELSKA SPECIFITA

V ramci rodu Cryptosporidium Ize odlisit 3 skupiny kryptosporidii dle hostitelské
specificity. Prvni skupinu tvofi druhy s mnizkou hostitelskou specifitou.
Typickymi zastupci jsou C. parvum a C. ubiquitum. Cryptosporidium parvum je
povazovano za nejméné hostitelsky specificky druh a bylo detekovano
a experimentaln¢ pieneseno na celou fadu  hostiteld véetné ¢lovéka
a je predpokladana vnimavost vSech savcu (Fayer 2004). Dale sem patii druh
C. melagridis, ktery je infekéni jak pro savce, tak pro ptaky (Ditrich et al. 1991;
Slavin 1955).

Druhou skupinu tvofi druhy, které jsou specifické pro ur€ité skupiny hostiteli.
Naptiklad C. andersoni je typickym parazitem skotu a dalSich polygastri
(Anderson 1991, 1998; Esteban et Anderson 1995; Kva¢ et Vitovec 2003;
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Kvac et al. 2008; Lindsay et al. 2000). Stejn¢ tak C. muris je dominantnim druhem
u hlodavct (Anderson 1991; Fayer et al. 1991; Kvac et al. 2008a; Ryan et al. 2003).

U ostatnich druhti a genotypt se piedpoklada tuzka hostitelska specifita
(tabulka 2). Nicmén¢ fada tzce hostitelsky specifickych druhit a genotyptu byla
popsana lidské 2002;
Ditrich et al. 1991; Guyot et al. 2001; Pedraza-Diaz et al. 2000, 2001;
Xiao et al. 2001) (tabulka 3).

jako  pavodci kryptosporidiézy (Caccio et al.

Tabulka 2. Seznam platnych druhid rodu Cryptosporidium

DRUH HOSTITEL LOKALIZACE
C. andersoni Lindsay et al., 2000 skot slez
C. baileyi Current et al., 1986 drtubez bursa Fabricii
C. bovis Fayer et al., 2005 skot tenké stfevo
C. canis Fayer et al., 2001 psi tenké stfevo
C. cichlidis Paperna et Vilenkin, 1996 ryby stfevo
C. cuniculus Robinson et al., 2010 kralik tenké stievo
C. ducismarci Traversa 2010 zelvy stfevo
C. fayeri Ryan et al., 2008 klokani stfevo”
C. felis Iseki, 1979 kocky tenké stfevo
C. fragile Jirku et al., 2008 obojzivelnici  Zaludek
C. galli Pavlasek, 1999 ptaci zlaznaty zaludek
C. hominis Morgan-Ryan et al., 2002 ¢lovek tenké stievo
C. marcopodum Ryan et Power, 2008 klokan stfevo
C. meleagridis Slavin, 1955 ptaci tenké stievo
(Bibbargﬁ:;l’a;lo ) 2AIvarez-Pelhtero et Sitja- ryby saludek, tenké stievo
C. muris Tyzzer, 1907 hlodavci Zaludek
C. nasorum Hoover et al., 1981 ryby stfevo
C. parvum Tyzzer, 1912 savci tenké stfevo
C. reichenbacklinkei Paperna et Vilenkin, .. L *
1996 ¢ichavec stfevo
C. ryanae Fayer et al., 2008 skot stievo
C. scophthalmi Alvarez-Pellitero et al., 2004 platys stievo
C. serpentis Levine et al., 1980 plazi Zaludek
C. scrofarum Kvac et al., 2013 prasata stfevo
C. suis Ryan et al., 2004 prasata tlusté stievo
C. tyzzeri Ren et al., 2012 mys tenké stievo
C. ubiquitum Fayer et al., 2010 skot stievo
C. viatorum Elwin et al., 2012 lovek stfevo”
C. varanii Pavlasek et al., 1995 plazi zaludek, tenké stievo
C. wrairi Vetterling et al., 1971 morcata tenké stievo
C. xiaoi Fayer et Santin, 2009 ovce stievo
C. erinacei Kvac et al., 2014 jezek stievo
%

lokalizace dle fylogenetické pozice, nebylo experimentalné ovéteno
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Tabulka 3. Druhy a genotypy kryptosporidii infikujici ¢loveéka

INFEKCE HLAVNI ZDROJ
DRUH/GENOTYP &y Gyvika 0OCYST
C. hominis * vysoka &lovek
C. parvum vysoka &lovak, tele
C. canis stiedni/vysoky pes
C. felis stiedni/vysoky kocka
C. melagridis * stiedni/vysoky* kruta
C. viatorum* stiedni/vysoky* lovak”
C. andersoni nizka skot
C. eriancei nizka jezek
C. cuniculus * nizka clovak, kralik
C. fayeri nizka klokan
C. muris nizka hlodavci
C. scrofatum nizka prase
C. suis nizka prase
C. tyzzeri ® nizka hlodavec
C. ubiqutum * nizké skot, ovce, koza
C. wrairi nizka morce, prase
chipmunk genotype nizka veverka
horse genotype nizka kan
monkey genotype nizka opice
skunk genotype nizka skunk

* v zavislosti na geografické poloze, § druh/genotyp infek¢éni pro laboratorni mysi; #
piirozeny hostitel je neznamy

2.6. KLINICKE PROJEVY A IMUNITNI ODPOVED HOSTITELE PRI
KRYPTOSPORIDIOZE

Zastupci rodu Cryptosporidium zptsobuji onemocnéni zvané kryptosporidioza.
Klinické projevy tohoto onemocnéni zavisi na imunitnim stavu hostitele a lokalizaci
parazita v hostiteli.

U imunokompetentnich i imunodefientnich jedincti byva hlavnim symptomem
infekce kryptosporidiemi s lokalizaci v tenkém stfevé akutni vodnaty prijem
zpusobeny poskozenim stfevnich bunék (Sterling et al. 1986), ktery se ale ne vzdy
musi projevit (Houpt et al. 2005; Pettoelo-Mantovani et al. 1995;
Turkcapar et al. 2002). Dalsimi piiznaky mohou byt kieCovité bolesti bficha,
nechutenstvi, zvraceni, horeCka, maladtnost, inava a zvysené poceni (Fayer 2003;
Thompson 2005).

Primérnd doba trvani nemoci se pohybuje v rozmezi do 3 — 26 dnil, nejcastéji
vSak 12 dni. Pokud je mistem infekce tlusté stfevo, onemocnéni probiha

bez typickych symptomi (Vitovec et al. 2006). Kryptosporidioza zpiisobena
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zalude¢nimi kryptosporidiemi probiha rovnéz asymptomaticky, pouze v n€kolika
malo ptipadech byly popsany piiznaky spojené s kachexii (Anderson 1987,
Pospischil et al. 1987).

Priznaky akutni stfevni kryptosporidiozy zahrnuji ztratu chuti k jidlu,
apatii a vahovy ubytek. Rychld ztrata zivin a tekutin béhem prijmi zptisobuje
dehydrataci. Protoze stievni buniky jsou naruSeny, absorpce zivin je omezena
a hostitel tak pfes travici trakt ztraci vice Zivin, nez piijima (Mason et al. 1981).
To rovnéz naruSuje imunitni systém mlad’at a zptisobuje ho ptistupné;jsi sekundarni
infekci. Jakmile télo vyCerpd zdsoby zivin, jako jsou minerdlni latky a bilkoviny,
rychle nastava smrt (Thamsborg et al. 1990a,b).

U imunodeficitnich jedinci byva onemocnéni chronické, velmi Casto spojené
s diseminaci do dalSich organt, napfiklad do respira¢niho traktu, slinivky
&i do mo¢ového méchyte (Current et al. 1991; Fayer et al. 1997b). Siti se do dalsich
usekli zazivaciho traktu (duodenum, zaludek, jicen, kolon a rektum). Dale postihuje
sliznice Zlucovodu, vyvody pankreatu a dychaci trakt. Kone¢ny prabéh infekce zavisi
na stupni imunodeficience (Flanigan et al. 1992).

V lidské populaci je ve srovnani se sttevnimi druhy vyzkum imunitni odpovédi
proti zalude¢nim druhiim kryptosporidii na okraji zajmu, ptestoze pravé nizka
patogenita, absence klinickych pfiznakd a dlouha prepatentni a patentni perioda
umoziuje dlouhodobé sledovani imunitni odpovédi u fady modelovych organizmi.
Navic podstatnou vyhodou je vnimavost dospélych jedinct s plné vyvinutym
imunitnim systémem k infekci a moznost snadné, dlouhodobé pasaze parazita
Vv laboratornich podminkach (Kvag¢ et al. 2007; McDonald et al. 1992).

Pfirozena imunita jako prvni registruje pifitomnost patogenti v organismu
a zodpovidd za prvotni nespecifickou obrannou odpovéd hostitele. Vyznamnou
slozkou pfirozené imunity je komplement, jehoz aktivace vede k odstranéni
patogenu. K nespecifick¢ imunité fadime 1 bunikky bez primarnich imunitnich funkci,
jako jsou epitelialni buiiky, které jsou také schopny za urcitych okolnosti sekrece
cytokinli. Pfirozend imunita sice nedisponuje tvorbou pamétovych bunék,
ale jeji velkou vyhodou je rychlost, na pfitomnost patogent v organismu reaguje
b&hem nékolika minut (Murphy et al. 2008).

Protoze kryptosporidie parazituji piimo na bunikach epitelu, produkce riznych
zangt  stimulujicich  molekul  epitelidlnimi ~ bunkami v mist€¢  infekce

je dilezitou slozkou nespecifické imunitni odpovédi. Chemokiny produkované
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pfi kryptosporidioze ovliviiuji migraci imunitnich bunék do mista infekce
(Laurent et al. 1997).

Prestoze kryptosporidiova infekce vede k produkci specifické protilatkové
odpovédi, bylo prokézano, ze B-lymfocyty nehraji v procesu samovyléceni dilezitou
ulohu a prevlada nazor, ze hlavnim zplisobem, jakym hostitel eliminuje parazita,
je bufikami zprostiedkovana imunita (Riggs 2002; Thoedos 1998). Rada dalsich
studii dokazuje, ze bunéna imunita a T-lymfocyty jsou hlavnim ochrannym
faktorem proti kryptosporidiovym infekcim (Abrahamsen et al. 1997,
Boher et al. 1994). Dalsi dikaz o nezbytnosti bunéné imunity a T-lymfocytt
pi1 kontrole kryptosporididzy podala studie, kde se imunokompetentni mysi
sdepletovanymi  T-lymfocyty nedokazaly vylécit zinfekce C. muris
(McDonald et al. 1992). McDonald et al. (1992, 1996) povazuje imunologicky stav
hostitele za rozhodujici faktor ovliviiujici rozsahlost ndkazy a schopnost hostitele
ji eliminovat. Popsal schopnost imunosuprimovanych kmenti laboratornich mysi
zdolat nakazu C. muris po peritonealni injekci lymfocyti neinfikovanych
imunokompetentnich mysi. Ve studiich vénujicich se imunitni reakci hostitele
se predpokladal vétsi vyznam CD4" T-lymfocyti (McDonald et al. 1996).
Na vyznam CD8" T-lymfocyti migrujicich do sliznice pti infekci upozornila
Jalovecka et al. (2010). Zadoucim vysledkem odpovédi imunitniho systému
je samovyléceni (self-cure effect), které nastava u imunokompetentnich jedinct
(Chappel et al. 1999; Xiao et al. 2004a).

Specifickd imunitni odpovéd je dosud jedinym znamym efektivnim
mechanismem vedoucim k vyléceni hostitele z kryptosporidiézy, protoze dosud
nebyla popséna zddna Uc€innd terapie (Hommer et al. 2003). VétSina dosud znamych
poznatkii o imunitni odpoveédi na kryptosporidiézovou infekci pochazi ze studii
provedenych na C. parvum, sttevnim druhu, ktery je ale veékové specificky a dospéla
zvitata k nému nejsou vnimava (Tyzzer 1912).

Vyznamnou odli$nosti od stfevnich druhl je rezistence hostitele vici reinfekci
jak stejnym druhem, tak i jiny druhem/genotypem zalude¢nich kryptosporidii
po piekonani infekce (Kvac et al. 2008a; McDonald et al. 1992).

Kvac et al. (2008) provedl vyzkum zaméfeny na patologické znaky u prezvykavci
infikovanych Zalude¢nimi druhy kryptosporidii. V experimentu byl pouzit izolat
C. andersoni LIO3 ziskany z holstynského skotu, izolat C. muris RN66 z potkana

(Rattus norvegicus), izolat C. muris TS03 zhlodouna vychodoafrického
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(Tachyoryctes splendens) a izolat C. muris CB03 z velblouda (Camelus bactrianus).
Vyzkum prokazal, ze izolat C. andersoni je infek¢ni pouze pro skot, zatimco jehnata
a kuzlata jsou vnimana k C. muris ziskaného =z velblouda. Izolaty z krysy,
nebyly v experimentu infekéni pro zadné ze zvifat (telata, jehnata a ktzlata).
Histopatologicky nalez byl pozitivni u vSech experimentalné infikovanych zvifat
vabomasu a byl charakterizovan dilataci a epitelidlni metaplazii infikovanych
zalude¢nich zlazek bez znamek zanétu v lamina propria. Zvifata neprojevovala
zadné klinické piiznaky. Nalez se shodoval svysledky piedchazejicich studii
(Anderson 1987; Iseki et al. 1989; Kvac et Vitovec 2003).

2.7. TERAPIE A PREVENCE

Za prevenci je nutné na prvnim mist€ povazovat zakladni hygienické navyky
(Feng 2008). Nejvyznamnéjsim faktorem, ovliviiujici Zivotaschopnost o0o0cCyst
Kryptosporidii ve vn&j$im prostiedi, je teplota. Teplota nad 65 °C po dobu 20 minut
a vrouci voda po dobu 1 minuty stejné tak jako i zmrazeni
pod -20 °C kryptosporidie spolehlivé devitalizuje. Pravdépodobné nejspolehlivéjsim
prostiedkem jak inaktivovat oocysty kryptosporidii je jejich ozonizace a iprava vody
UV zafenim (Betancourt et Rosei 2004).

Navzdory dlouhodobému intenzivnimu vyzkumu v oblasti 1é¢by a kontroly
kryptosporidiézy, béhem kterého bylo vyzkouSeno velké mnozstvi terapeutickych
a profylaktickych preparati k 1éCbe ptirozenych 1 experimentalnich infekci
laboratornich hlodavct (potkani, mysi a kiecci), pfrezvykavcu (skot) nebo bunéénych
kultur, vcéetné¢ nitazoxanidu pouzivaného pii [é¢beé lidskych kryptosporididz,
nejsou Vv soucasné dob¢ k dispozici zadné univerzalni 1é¢ebné preparaty s vysokou
ucinnosti  (Hommer et al. 2003; Mele et al. 2003; Naciri 1993;
Rehg 1991a-c; Stockdale et al. 2007). Stejné tak neni znama zadna ucinna
chemoterapeuticka latka vhodna k 1é€bé imunokompromitovanych jedinci,
1 kdyz existuji léciva zkracujici dobu trvani prijmi a snizujici mnozstvi
vyluc¢ovanych oocyst (Ryan et al. 2003).

Vzhledem K epidemiologické vyznamnosti jsou prakticky vSechny studie
zameéfeny na lébu infekci zplsobenych stfevnimi druhy kryptosporidii,
zejména druhem C. parvum a U¢inky vétSiny testovanych preparatli proti zalude¢nim

kryptosporidiim  nejsou  zndmy. V pfipadé¢ Zaludecni  kryptosporididzy,
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kdy mohou byt zvitata infek¢éni po cely sviij Zivot, je zplisob prevence velmi

problematicky (Kvac et al. 2008a,b; Lindsay et al. 2000).

2.8. ZALUDECNI KRYPTOSPORIDIE HLODAVCU

V soucasné dob€ jsou znamy pouze dva druhy kryptosporidii parazitujici
Vv zalude¢nich zlazach savct, C. andersoni a C. muris, u nichz byla dosud popsana
fada izolatd, odliSujicich se zejména v hostitelské specifit¢ (Feng et al. 2011;
Kodadkova et al. 2010; Kva¢ et al. 2007, 2008, 2009; Lindsay et al. 2000;
Morgan et al. 2000; Tyzzer 1910; Xiao et al. 2004a). Protoze hostitelska specifita
je jednim ze =zékladnich znakli odliSujicich od sebe jednotlivé druhy
(Xiao et al. 2004a), predpoklada se, ze oba zalude¢ni druhy parazitujici u savcu
predstavuji komplex skrytych druht, stejné jako to bylo prokazano u stfevnich druhli
kryptosporidii (Feng et al. 2011; Kvac et al. 2008).

Zaludeéni kryptosporidie nezptisobuji zadné klinické piiznaky a nelze plng zjistit
ani vSechny makroskopické zmény. Za charakteristické histopatologické zmény
jsou povazovany hypertrofie, atrofie a metaplazie Zlaznat¢ho epitelu
a dilatace infikovanych 214z (Anderson 1987; Aydin et Ozkul 1996; Kvag et Vitovec
2003; Masuno et al. 2006; Ozkul et Aydin 1994). Pfi abomasalni kryptosporidioze
skotu bylo zji§téno zdufeni sliznice vnitiniho povrchu slezu se zménénou strukturou
vnitfniho povrchu sliznice vyvolanou Sirokym otevienim vyvodu infikovanych zlaz
(Kvac et Vitovec 2003; Masuno et al. 2006).

V ojedin€lych piipadech byly popsany zanétlivé infiltraty v lamina propria,
piedevS§im v misté infikovanych bunék p#i vysokych infekénich davkach C. muris
u mysi, koinfekci C. muris-like s bakterii podobné Helicobacter heilmannii
u opic nebo skotu sdlouhodobou chronickou infekci C. andersoni
(Dubey et al. 2002; Taylor et al. 1999).

Prepatetni obdobi u hlodavet BALB/c a M. coucha infikovanych C. muris
(kmen TS03) se zna¢né lisi. U M. coucha byly patologické zmény na postizené
zalude¢ni tkani pozorovany 14 DPI a infekce trvala po celou dobu chronické faze.
Naproti tomu zalude¢ni tkané u BALB/c mySi vykazovaly malé pozorovatelné

zmény, které zmizely 21 DPI (Melicherova et al. 2014).
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2.8.1. Cryptosporidium muris Tyzzer, 1907

Typickymi hostiteli C. muris jsou hlodavci, hlavné z celedi mySovitych
(Muridae). Ovsem dalsi studie, véetné experimentalnich, ukazaly velké mnozstvi
rozliénych hostitelti (tabulka 4).

Vysporulované oocysty maji velikost pfiblizné¢ 7,5 — 9,8 x 55 — 7,0 um
(Iseki 1986).

Infekce C. muris neni obvykle provazena klinickymi pfiznaky ani zanétlivymi
procesy Vv zaludeéni sliznici (Iseki et al. 1989; Ozkul et Aydin 1994).

Vramci druhu C. muris bylo rozliseno nékolik  kment/izolati,

lisicich se v sekvenci SSU rDNA, ziskanych z riznych druhti hostiteli (tabulka 5).

Tabulka 4. Prehled piirozens® a experimentalng® vnimavych hostiteld k infekci

Cryptosporidium muris

HOSTITEL CITACE
PRIMATI
Clovék (Homo sapiens) ® Katsumata et al. 2000
Makak javsky (Macaca fascicularis) ® Dubey et al. 2002
HLODAVCI
Morée domaci (Cavia porcellus) ? Aydin et Ozkul 1996
Mara stepni (Dolichotis patagonum) ? Xiao et al. 2004
Bandikut kralikovity (Macrrotis lagotis) ® Warren et al. 2003

Hlodoun vychodoafricky (Tachyoryctes

splendens) ? Kvac et al. 2008

Nornik rudy (Clethrionomys glaerolus) Chalmers et al. 1997

Hrabos sysli (Microtus brandtii) Modry et al. 2012

Kietek zlaty (Mesocrtecus auratus)” Rhee et al. 1999

Kie¢ik Roborovského (Phodopus roborovskii) ® Pavlasek et Lavicka 1995

Mys bodlinata (Acomys cahirimus) ° Kva¢ (nebublikovano)

Mysice kiovinna (Apodemus sylvaticus) ® Chalmers et al. 1997

Krysa mnohobradavkova (Mastomys natalensis) ° gggén ayerové et Koudela

Krysa mala (Mastomys coucha) " Kvag et al. 2007

Mys zapadoevropska (Mus musculus domesticus) Chalmers et al. 1997

Mys doméci (Mus musculus) *° Tyzzer 1907

Potkan obecny (Rattus norvegicus) *° Iseki et al. 1989

Piskomil mongolsky (Meriones unguiculatus)” Koudela et al. 1998

Burunduk paskovany (Eutamias sibiricus) ® Hurkova et al. 2003

Veverka popelava (Sciurus carolinensis) ® Feng et al. 2007
ZAJicovcl )

Kralik divoky (Oryctolagus cuniculus)® Aydin et Ozkul 1996
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Tabulka 4. Pichled piirozend® a experimentaln&® vnimavych hostiteli k infekci
p p y

Cryptosporidium muris - pokracovani

HOSTITEL CITACE
SELMY
Kocka domaci (Felis catus) ® Iseki et al. 1989
Pes doméci (Canis familiaris)® Ly o1 Ozul 1996, Lupo
Kojot prérijni (Canis latrans) ® Trout et al. 2006
PLOUTVONOZCI
Tule krouzkovany (Phoca hispida) ® Santin et al. 2005
DAMANI
Daman skalni (Procavia capensis) ® Esteban et Anderson 1995
SUDOKOPYTNICI
Velbloud dvouhrby (Camelus bactrianus) ® Ryan et al. 2005
Koza domaci (Capra hircus) " Rhee et al. 1998
Kamzik bélak (Oreamnos americanus) Valigurova et al. 2007
Gazela atlantska (Gazella cuvieri) ® Pospischil et al. 1987

. Rhee et al. 1998, Ryan et al.
;o a,b ’

Ovce domaci (Ovis aries) 2005, Kv4¢ et al. 2008
Zirafa sitovana (Giraffa camelopardalis
reticulata) ®

Jelenec usaty (Odocoileus heminus) ® Deng et Cliver 1999

Kodadkova 2007
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Tabulka 5. Piehled znamych kment/izolatd C. muris a C. andersoni a jejich

variabilita v ¢asti genu kodujiciho malou ribozomalni podjednotku (SSU rDNA)

LOKALIZACE MUTACI
V GENU SSU rDNA *

DRUH/ CISLO V
IZOLAT HOSTITEL  cEnBANK cnOoN B mN B L
Twddgd g I8¢ 3 B3
<t <t
C. muris RN 66  Rattus norvegicus EU24505 CACTTA AT - - -
C. muris 22 Camelus AF093497 C A CTTA AT - - -
bactrianus
C. muris 34 Procavia AF093498 C A CTTA AT - - -
campenslis
C. muris CBo3  Camelus EU245044 C A CTTA AT - - -
bactranus
C.muris TS03  rachyoryctes EU245043 T A CTTA AT TTA A -
splendens
C. muris Felis catus DQ836341 C G C T TA A T - - -
C. muris Canis familiaris EU549784 2?2 CTTA AT - - -
C. muris Phoca hispida EU156446 C A C T TA G A - - -
C. muris Apodemus AY642501 T A CC AT A - - - G
Kawatbi Spesiosus
Giraffa
C. muris GCO7  camelopardalis FJ883577 cCCTCAT A - - - -
reticulata
C.andersoni oo volirus AB089285 C C T C AT A - - - -
Kawatbi
El'oagnderson' Bos taurus EU245042 C C T C AT A - - - -
C. andersoni 21  Ovis aries FJ608605 CACTTA AT - - -

* pozice nukleotidi v aligmentu. Pozice v jednotlivych sekvencich se 1i$i kvili gaptim vzniklym
v porovnavanych sekvenci (781 bp).; ? chyb¢jici data; - gap

2.8.2. Cryptosporidium andersoni Lindsay et al., 2000

Velikost oocyst je 6,9 — 8,7 x 55 — 6,9 um (Lindsay et al. 2000).
Cryptosporidium andersoni piirozené se vyskytujici u skotu se ukazalo byt plné
infek¢ni i pro laboratorni mysi (Matsubayashi et al. 2005). Infekce C. andersoni byla
popsana také u krysy malé — Mastomys coucha (Kvac et al. 2007).

Parazit z rodu Cryptosporidium osidlujici zlazy slezu u skotu, byl poprvé popsan
az vroce 1985 (Upton et Current 1985), a protoze byl morfologicky totozny
sdruhem C. muris ziskanym z trusu velblouda dvouhrbého — Camelus bactrianus
(Anderson 1991), byly tyto dosud neznamé a pro mysi neinfekéni kryptosporidie
oznaeny C. muris-like. Na zakladé molekularnich analyz a rozdilné hostitelské

specifity byl izolat C. muris-like infikujici slez skotu pozdé€ji popsan a pojmenovan
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jako samotny druh C. andersoni (Lindsay et al. 2000), pro druh infekéni pro mysi
zlstal zachovan nazev C. muris.

Cryptosporidium andersoni neni béznym druhem infikujicim c¢loveka, piesto
nékolik nalezt jiz bylo prokazano (Guyot et al. 2001; Leoni et al. 2006).

Klinické ptiznaky nejsou u infekce C. andersoni obvykle pfitomny,
u skotu ale byla prokazana souvislost mezi infekci C. andersoni a poklesem
produkce mléka a niz§imi vahovymi ptirastky (Esteban et Anderson 1995).
Ptehled hostiteld vnimavych k C. andersoni je uveden v tabulce 6.

Stejné jako v ramci druhu C. muris, také u C. andersoni je rozliSovano nékolik
kmeni/izolatt ziskanych z riznych druhii hostiteli, liSicich se v sekvenci genu

kédujictho SSU rDNA (tabulka 5).

Tabulka 6. Ptehled hostitelt Cryptosporidium andersoni

HOSTITEL PRIROZENA INFEKCE
PRIMATI
Clovék (Homo sapiens) Guyot et al. 2001
HLODAVCI

Krysa mala (Mastomys coucha)

Mys zapadoevropska (Mus domesticus)
Piskomil mongolsky (Meriones
unguiculatus)

Piskomil Tristramtv (Meriones tristrami)

Kfiecek zlaty (Mesocricetus auratus)

Piskomil saharsky (Gerbillus gerbillus)

Piskomil veverkoocasy (Sekeetamys

calurus)

Svist’ stepni (Marmota bobac)

Ktecek sibifsky (Phodopus sungorus)

Kfecek trpasli¢i (Phodopus campgelli)
SUDOKOPYTNICI

Velbloud dvouhrby (Camelus bactrianus)

Zubr evropsky (Bison bonasus)

Tur doméaci (Bos taurus)

Ovce domaci (Ovis aries)

Kvac et al. 2007
Matsubayashi et al. 2004

Koudela et al. 1998

Ondrackova 2007, Kvac et al. 2013
Lv et al. 2009
Ondrackova 2007, Kvac et al. 2013

Ondrackova 2007, Kvac et al. 2013

Ryan et al. 2003
Lv et al. 2009
Lv et al. 2009

Anderson 1991
Ryan et al. 2003
Lindsay et al. 2000
Wang et al. 2010
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3. CILE PRACE

1.

Molekularné charakterizovat rizné kmeny druhu C. muris, zejména kmen
TS03 pochazejici z Tachyoryctes splendens a HZ206 ziskany
z Mus musculus.

Popsat morfometrické rozdily oocyst studovanych kment C. muris.

Popsat patogenitu a pribéh infekce vySe zminénych kment druhu C. muris.

Posoudit vliv infekce na pfijem krmiva u infikovanych hostiteld.
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4. MATERIAL A METODIKA

4.1. MATERIAL
PARAZITI

Cryptosporidium muris izolat TS03 ziskany z pfirozené infikovaného hlodouna
vychodoafrického (Tachyoryctes splendens). V laboratornich podminkach udrzovan
v kryse malé (Mastomys coucha).

Cryptosporidium muris izolat HZ206 ziskany z ptirozené infikované mysi domaci
(Mus musculus). V laboratornich podminkach udrzovan v SCID (Severe Combined
Immunodeficiency) mysich.

DNA izolaty C. muris HZ3093, HZ3094, HZ3095 a HZ3192 ziskané z volné
zijicich mysi domacich.

EXPERIMENTALNI ZVIRATA

Osmi-tydenni krysa mala (Mastomys coucha, vlastni chov PaU BC AVCR, v.v.i.)

4.2. METODIKA
4.2.1. POUZITE METODY

42.11. BARVENI OOCYST KRYPTOSPORIDIi ANILIN-KARBOL-
METHYL VIOLETI (Mila¢ek a Vitovec 1985)

ROZTOKY
1. Roztok methylvioleti (0,6 g methylvioleti; 1 ml anilinu; 1 g fenolu;
30 ml alkoholu; 70 ml dH,0).
2. 2% kyselina sirova.

3. Tartrazin (1% roztok tartrazinu v 1% kyseling sirové).

POSTUP
1. Tenky natér trusu na podloznim skli¢ku fixovat methanolem v plameni;
2. zchladly vzorek barvit roztokem methylvioleti po dobu 30 minut;
3. dukladné oplachnout vodovodni vodou a 1 — 3 minuty diferencovat v 2%

kyselin€ sirové;
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4. opét oplachnout pod tekouci vodou a dobarvit roztokem tartrazinu ptiblizné
3 minuty;

5. oplachnout, ususit a mikroskopicky vyhodnotit.

4.2.1.2. MIKROSKOPICKE VYSETRENI

Tato metoda je zalozena na principu specifického barveni oocyst v natéru trusu
a jejich odliSeni od ostatnich objektd. Vzhledem k velikosti oocyst jsou zZalude¢ni
druhy kryptosporidii mnohem snaze detekovany pomoci koncentracnich nebo
barvicich metod jak ve vzorcich trusu, tak i ve vzorcich vody a pady
(Barwick et al. 2000). Ovalné cysty méti v praiméru 7,5 % 5,5 um. Uvnitf oocysty
se nachazeji Ctyfi sporozoiti a vyrazné rezidualni télisko.

Natér trusu byl obarven metodou dle Milacka a Vitovce (1985) a prohlizen
svételnym mikroskopem (Olympus 1X 70) pii zvétSeni 1000 za pouziti imerzniho

oleje.

4.2.1.3. HODNOCENI INTENZITY INFEKCE

Pfi nizké intenzité¢ byly pocitdny vSechny oocysty nalezené na preparatu,
pii vysoké intenzité byl pocitan pocet oocyst ve 30 ndhodnych zornych polich.
Ze zjisténych udaju (hmotnost trusu, pocet zornych poli a pocéet oocyst na sklicku)
byla odhadnuta intenzita infekce a vyjadfena jako pocet oocyst v gramu trusu

(OPG, oocysts per gram) (Kvac et al. 2007).

4.2.1.4. PURIFIKACE OOCYST

Trus s oocystami C. muris TS03 nebo HZ206 byl zhomogenizovan v tfeci misce
piecistén pomoci sachar6zového gradientu (4.2.1.4.1.) a nasledné do¢istén na cesium
chloridovém gradientu (4.2.1.4.2.). Dale byl ziskany izolat ptefiltrovan pies sitko
o velikosti ok 10 pm.

4.2.1.4.1. SACHAROZOVY GRADIENT (Arrowood a Sterling 1987)

ROZTOKY
1. Sheateriv cukerny roztok (259 ml deionizované vody (dH,0); 405 g cukru;
7,29 g fenolu).
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2.

1% PBS Tween (1% Tween 20 v PBS (phospate buffered saline, 1 | dH,0; 80
g NaCl; 2 g KCI; 14,4 g Na;HPO4 x 12 H,0; 2,4 g KH,POy).

Pracovni Sheaterovy roztoky

roztok 1: 1 + 2 (1 dil Sheaterova roztoku + 2 dily 1% PBS Tween)

roztok 2: 1 + 4 (1 dil Sheaterova roztoku + 4 dily 1% PBS Tween)

POSTUP

1.

Trus zhomogenizovat ve tifeci misce a vzniklou suspenzi piecedit pies ¢ajové
sitko;

do silnosténnych centrifugacnich sklenénych zkumavek (objem 100 ml)
navrstvit gradient (1. vrstva 30 ml Sheatertv roztok 1; 2. vrstva 30 ml
Sheatertiv roztok 2);

15 ml suspenze oocyst v destilované vodé navrstvit na sachar6zovy gradient;
centrifugovat 20 minut pii 1370 g a 4 °C;

odsat horni 1/3 objemu, supernatant prenést do Cisté zkumavky a doplnit
dH0;

centrifugovat 20 minut pii 1370 g a 4 °C a opakovat krok 5
a op¢t centrifugovat;

1/2 objemu odsat, opét doplnit dH,O a centrifugovat 20 minut pii 1370 ¢
a4 °C,

pelet s oocystami uchovavat pii 4 °C v dH,0.

4.2.1.4.2. CESIUM CHLORIDOVY GRADIENT

ROZTOKY

1.
2.

Roztok cesium chloridu (21,07 g CsCl (>99% c¢istota + 100 ml dH,0).
PBS (pH 7,2).

POSTUP

1.

Trus po pteciSténi na sachar6zovém gradientu centrifugovat 10 minut pfi
1450 g a 4 °C;

odebrat supernatant a sediment obsahujici oocysty resuspendovat v 0,5 ml
PBS;
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N o g &

do cisté mikrozkumavky ptidat 1 ml CsCl a ptevrstvit 0,5 ml roztoku oocyst
v PBS;

centrifugovat 3 minuty pii 16 000 g a 20 °C;

odebrat 1 ml supernatantu s oocystami a natedit v nadbytku PBS;
centrifugovat 3 minuty pii 16 000 g a 20 °C;

odebrat supernatant a vzorek opét centrifugovat 3 minuty pti 16 000 g
a 20 °C;

precisténé oocysty skladovat v dH,O pfti 4 °C.

4.2.1.5. 1ZOLACE DNA

Izolace byla provedena pomoci komeréniho kitu PSP Spin Stool DNA Kit
(Invitek).

SOUCASTI KITU

1.

Elution Buffer D 200 pl/1 vzorek.

2. Lysis Buffer P.

3. Proteinase K lyofylizat.

4. Promyvaci pufry Wash | a Wash 1.

5. Binding Buffer P.

6. Kolony se sbérnymi zkumavkami.

7. InviAdsorb zkumavky.

POSTUP

1. K200 mg trusu pfidat sklenéné 0,5 mm kulicky; 0,8 — 1,2 ml Lysis Buffer P
a rozbijet 1 minutu pfi maximalni rychlosti uzitim bead beateru (Fast Prep 24
Instrumnet, MP Bio);

2. inkubovat v termobloku 10 minut pii 95 °C;

3. centrifugovat 1 minutu pti 13 400 g;

4. veskery supernatant pienést do InviAdsorb zkumavek, zvortexovat
a 1 minutu inkubovat pii laboratorni teplot¢ a nasledné centrifugovat
3 minuty ptil3 400 g;

5. supernatant piepipetovat do Cistych 1,5 ml mikrozkumavek, centrifugace

3 minuty 13 400 g;
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6. do cistych 1,5 ml mikrozkumavek napipetovat 25 pl Proteinase K
a pridat 400 ul supernatantu, zvortexovat;

7. inkubovat v termobloku 10 minut pii 70 °C;

8. pfipipetovat 400 ul Binding Buffer P, zvortexovat;

9. pfenést veskery objem na kolony se sbérnymi mikrozkumavkami a inkubovat
1 minutu pti laboratorni teploté a nasledné centrifugovat 1 minutu
pti 13 400 g;

10. vylit odpad ze sbérnych mikrozkumavek, napipetovat 500 pl Wash 1
a centrifugovat 1 minutu pii 13 400 g;

11. vylit odpad ze zbérnych mikrozkumavek, napipetovat 800 pl Wash II
a centrifugovat 1 minutu 13 400 g;

12. vylit odpad a opét centrifugovat 3 minuty pti 13 400 g;

13. kolonu dat na cistou 1,5 ml mikrozkumavku, na kolonu napipetovat 200 pl
predehiaté dH,0;

14. inkubovat pfii laboratorni teploté, centrifugovat 1 minutu pii 8 000 g.

4.2.1.6. MORFOMETRIE OOCYST

Velikost oocyst Cryptosporidium muris byla méfena vzdy u 100 ks
purifikovanych oocyst pomoci digitalni analyzy obrazu (software M.I.C.
Quick Photo Pro v 2.0 software, Olympus Camedia C-5060 WIDEZOOM,
5.1 megapixels digitalni kamera; Mikroskop Olympus IX70; za pouziti imerzniho
objektivu - zvétseni 1000x). Byla méfena délka a Sitka oocyst a byl vypocitan index

tvaru.

4.2.1.7. HISTOLOGICKE VYSETRENI

Zaludky usmrcenych krys malych byly fixovany 24 hodin ve fixaénim roztoku
Davidson a déle pfendany do zasobniho roztoku Davidson, kde byly vzorky
uchovany do dal§iho zpracovani. Histologické tfezy byly zpracovany standardni
parafinovou metodou. Histologické fezy tkané byly nabarveny hematoxylin-eosinem,
metodou PAS a Wolbachovou modifikaci Giemsova barveni. Vysledky byly

porovnany s neinfikovanymi zvitaty, které byly vysetfeny stejnymi postupy.
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ROZTOKY

1. Davidson zéasobni roztok (1 dil glycerinu; 2 dily koncentrovaného formolu;
3 dily 96% alkoholu; 3 dily dH,0);

2. Davidson fixa¢ni roztok (9 dilti zasobniho roztoku; 1 dil kyseliny octové);

3. L vzestupna alkoholova odvodiovaci fada (70% alkohol; 80% alkohol; 96%
alkohol; 96% alkohol; aceton; xylen a xylen);

4. parafinova fada (4 nasledné roztoky parafinu, 1:3, 1:1, 3:1, 100% parafin);

5. alkoholova sestupna zavodnovaci odparafinovaci fada (xylen; xylen; xylen;
96% alkohol; 96% alkohol; 80% alkohol; 70% alkohol; dH,0 a dH,0);

6. II. vzestupnd zavodiovaci fada (70% alkohol; 80% alkohol; 96%alkohol;
96% alkohol; karboxylen; karboxylen; xylen; xylen a xylen);

7. kanadsky balzam.

POSTUP

1. Vzorky odvodnovat I. vzestupnou alkoholovou fadou po 60 minutach
vymeénit roztok;

2. V poslednim roztoku nechat 90 minut;

3. prosytit parafinem (2 - 4 hodiny v parafinu I; 4 - 6 hodin v parafinu II;
8-12 hodin v parafinu III, 8 - 12 hodin ve 100% parafinu);

4. vzorky zalit do cistého parafinu, vytvofit blocky, zhotovit 5 pum silné
histologické fezy a ptipravit preparaty na podlozni sklicko a nechat 24 hodin
na plotné o teploté 42 °C;

5. preparaty odparafinovat alkoholovou sestupnou zavodnovaci fadou vzdy
po 5 minutach;

6. vzorky nabarvit (barveni hematoxylin-cosin; barveni dle Wolbacha)
a po barveni pokracovat v odvodiovani II. alkoholovou vzestupnou fadou
vzdy po 5 minutach, v karboxylenech ponechat pouze 1 minutu;

7. vzorky zamontovat do kanadaského balzdmu a nechat susit pii teploté 42 °C;

8. prohlizet svételnym mikroskopem (Olympus 1X70) pod vhodnym zvétsenim.

30



4.2.1.7.1. BARVENI HEMATOXYLIN-EOSIN

1.

2.
3.

Vzorky barvit 10 minut v hematoxylinu (0,5 g hematoxylinu (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) + 500 ml dH,0 + 25 g siranu hlinito-amonného + 0,1 g
jodi¢nanu sodného + 20 ml kyseliny octové);

10 minut oplachovat pod tekouci vodou;

5 minut barvit vzorky v eosinu (0,5 g eosin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) + 250 ml dH20 + 10 ml kyseliny octové).

4.2.1.7.2. BARVENI DLE WOLBACHA

1.

Barvit pracovnim roztokem Giemsa ptes noc (zasobni roztok — 4 ml kalafuny
do 100 ml 96% etanol; zasobni roztok — 1 ml zasobniho roztoku do 100 ml
96% etanolu);

oplachnout deionizovanou vodou;

oplachnout 96% etanolem;

ponofit do pracovniho diferencidlniho roztoku kalafuny (zdsobni
roztok — 10 g kalafuny do 100 ml 96% etanolu; pracovni roztok — 1 mi
zasobniho roztoku do 100 ml 96% etanolu) na n€kolik sekund;

oplachnout 96% etanolem,;

pokracovat II. vzestupnou alkoholovou odvodnovaci fadou, za¢inat az na

96% etanolu.

4.2.1.7.3. BARVENI PAS

ROZTOKY

Schiffovo reagens (100 ml H,O; 1 g basicky fuchsin; 10 ml 1N kyselina
chlorovodikova; 1 g pyrosificitan draselny; 0,5 g aktivni uhli).

.....

100 ml dH.0).

POSTUP

1. Odparafinovat fezy;

2. vlozit na 10 minut do roztoku kyseliny jodisté (0,8 g do 100 ml dH,0);
3.
4

10 minut oplachovat pod tekouci vodou;

na 30 minut vlozit do Schiffova reagens;
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5. 5 minut prat ve 2 laznich sifi¢ité vody a poté oplachovat 15 min pod tekouci

vodou;

1 — 2 minut ponotit do hematoxylinu;

oplachnout v 96% alkoholu, butylalkoholu, xylenu.

4.3. GENOTYPIZACE

Vyizolovana DNA byla pouzita pro amplifikaci SSU rDNA, AKTIN, MS1, MS2,

MS3,

MS16 pomoci nested PCR (Feng et al. 2011; Jiang et al. 2005;

Sulaiman et al. 2002).

DNA byla amplifikovéana v termocykleru za pouziti programu:

1
2
3.
4

5.

. Pocate¢ni denaturace po dobu 3 minuty pti 94 °C;

35 cykli zahrnujici denaturaci 45 s pti 94 °C;
nasedaci teploty primert — tabulka 10 — 15;
extenze 60 s pti 72 °C;

finalni extenze 7 minut pii 72 °C.

Pro amplifikaci sekundarniho PCR produktu byly pouzity 2 pl primarniho PCR

produktu. Protokoly pro reakéni smési PCR jsou uvedeny vtabulce 7 — 9.

Sety primera pro amplifikaci ¢asti genu v tabulce 10 — 15.

Tabulka 7. Rozpis koncentraci reagencii primarni a sekundarni reakce pro

amplifikaci ¢asti genu kodujiciho malou ribosomalni podjednotku Cryptosporidium

spp.
PRIMARNI REAKCE SEKUNDARNI REAKCE
OBJEM OBJEM
REAGENCIE KONCENTRACE (ul) REAGENCIE KONCENTRACE (ul)
| 1270 H0 e 13,10
MgCl, (25 mM) 1,20  MgCl, (25 mM) 1,20
10xpufr - 2,00 10xpufr = -memeeeeeee- 2,00
dNTP 10 mM 0,40 dNTP 10 mM 0,40
forward 10 uM 0,40 forward 10 uM 0,40
reverse 10 uyM 0,40  reverse 10 pM 0,40
BSA (10 mg/ml) 0,40 e e
taq (1U/1ul) 0,50 tag (1U/1pl) 0,50
5] 7 N — 200 DNA s 2,00
CELKEM = —eeooeeeeeee 20,00 CELKEM = ---eeeeeoeee- 20,00
Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA C. parvum.
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Tabulka 8. Rozpis koncentraci reagencii primarni a sekundarni reakce pro

amplifikaci genu kodujictho AKTIN Cryptosporidium spp.

PRIMARNI REAKCE SEKUNDARNI REAKCE

REAGENCIE KONCENTRACE O'?ilE)M REAGENCIE KONCENTRACE O'ZJLIE)M
[ I ——— 11,20 H,0 e 12,10
MgCl, (25 mM) 1,20  MgCl, (25 mM) 1,20
(0230101 1 {-) S—— 2,00 10xbuffer =~ --meemeeeeee 2,00
dNTP 10 mM 0,40 dNTP 10 mM 0,40
forward 10 uM 0,40 forward 10 uM 0,40
reverse 10 uM 0,40  reverse 10 uM 0,40
BSA (10 mg/ml) 0,40 BSA (10 mg/ml)
taq (1U/1pl) 1,00 taq (1U/1pl) 1,00
DNA e 300 DNA = e 2,50

CELKEM —--mmmmmeeee- 20,00 CELKEM -—-mmemmeeeee 20,00

Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA C. parvum.

Tabulka 9. Rozpis koncentraci reagencii primarni a sekundarni reakce pro

amplifikaci genu kodujiciho MS1, MS2, MS3 a MS16 Cryptosporidium spp.

PRIMARNI REAKCE SEKUNDARNI REAKCE
OBJEM OBJEM
REAGENCIE KONCENTRACE (ul) REAGENCIE KONCENTRACE (ul)
HO - 19,45 H,0 = - 20,65
MgCl, (25 mM) 1,80 MgCl; (25 mM) 1,80
10xbuffer ~  -—mmmemee- 3,00 10xbuffer ~  -=m-meemeemee- 3,00
dNTP 10 mM 0,60 dNTP 10 mM 0,60
forward 10 uM 0,60 forward 10 uM 0,60
reverse 10 uM 0,60 reverse 10 uM 0,60
BSA 10mg/1ml 1,20 BSA 10mg/iml -
taq (5U/1ul) 0,75 taq (5U/1ud) 0,75
DNA e 200 DNA e 2,00
CELKEM e 30,00 CELKEM - 30,00

Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA C. andersoni.

Tabulka 10. Sety primert a nasedaci teploty pro amplifikaci ¢asti genu kodujiciho
malou ribozomalni podjednotku Cryptosporidium spp.

SSu
PRIMARNI REAKCE 55 °C

F1 TTC TAG AGC TAA TAC ATG CG

Rl CCC ATT TCC TTC GAA ACA GGA
SEKUNDARNI REAKCE 55 °C

F2 GGA AGG ATT ATA TTT ATT AGA TAA AG
R2 CTC ATA AGG TGC TGA AGC AGT A
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Tabulka 11. Sety primeri a nasedaci teploty pro amplifikaci genu kodujiciho
AKTIN Cryptosporidium spp.

AKTIN
PRIMARNI REAKCE 50 °C

FIL ATG CCV GGW RTW ATG GTD GGT ATG
RIL GGD GCA ACR ACY TTR ATC TTC
SEKUNDARNI REAKCE 45 °C

F2 GAY GAR GCH CAR TCV AAR AGR GTA T
R2 TID ATY TTC ATD GTH GAH GGW GC

Tabulka 12. Sety primeri a nasedaci teploty pro amplifikaci genu kddujiciho MS1
Cryptosporidium spp.

MS1

PRIMARNI REAKCE 55 °C

FI ACC ATC TAG AGA TAA CGA GCG A

Rl GAA TCA GAA GAT GAG CGA CAA
SEKUNDARNI REAKCE 55 °C

F2 CGT GAT AGT GGG TAT GAA TTG GAC A
R2 CGA CTG CGA TAC TCA CGT ccCT

Tabulka 13. Sety primerid a nasedaci teploty pro amplifikaci genu kddujiciho MS2
Cryptosporidium spp.

MS2

PRIMARNI REAKCE 55 °C

F1 TTG CAA CTG TAC CTA AAT TAG TA
R1 GTG AGA CTT CTG GGG TCC TGA
SEKUNDARNI REAKCE 52 °C

F2 TCA TGA CGC GTC ATA CCA ACA

R2 ACT TAG ACA GTT CTA TGC TGA

Tabulka 14. Sety primeri a nasedaci teploty pro amplifikaci genu kddujiciho MS3
Cryptosporidium spp.

MS3

PRIMARNI REAKCE 55 °C

F1 AAC CAA GTG AAT CAC GAA CTT

Rl TTG CTT TAA GTG TAG AGC ATA CAA
SEKUNDARNI REAKCE 55 °C

F2 GCA ATA TCT TCG ACG ATC CCA

R2 ATG GGA ATA ATT CTT CAT CAT CAA
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Tabulka 15. Sety primert a nasedaci teploty pro amplifikaci genu kédujictho MS16

Cryptosporidium spp.

MS16

PRIMARNI REAKCE 50 °C

FI GAA GAG GTC GAA GTT AAG CTA

Rl GAC AAT CAT CTA AAT CGT GTT
SEKUNDARNI REAKCE 55 °C

F2 AAG TTT CAT CTA GGT ACA CTA AGA
R2 CAC TAC CTA ATC TCG TGT ACT T

4.4. GELOVA ELEKTROFOREZA

Vysledny PCR produkt byl detekovan na 1% agar6zovém gelu s piidavkem

ethidium-bromidu a vizualizovan pomoci UV zafeni (302 nm) transiluminatorem

(Ultra-Lum Inc, USA) a dokumentovan (High Performance UV Transilluinator,
Biotech, CR).

ROZTOKY

1.

50x TAE pufr (242 g Tris baze; 47,1 ml ledové kyseliny octové; 100 10,5 M
EDTA pH 8,00).

2. Agardza (Serva Electrophoresis, Germany).
100 bp DNA Ladder (Fermentas International Inc., Canada).

4. Ethidium-bromid (10 mg.mI™; Sigma-Aldrich, USA).

POSTUP

1. 1x TAE pufr smichat s agar6zou (120 ml TAE pufru + 1,2 g agardzy);

2. rozpustit v mikrovinné troubé a zchladit pod tekouci vodou piiblizné
na 50 °C;

3. pridat ethidium-bromid, promichat;

4. gel nalit do formy, vlozit hfebeny, nechat cca 20 minut tuhnout;

5. po ztuhnuti vyjmout hiebeny a vlozit do vany na elektroforézu s TAE
pufrem;

6. do jedné jamky pipetovat 100 bp Ladder, do ostatnich 20 pl produktu
sekundarni PCR;

7. spustit elektroforézu (0 napéti 85 V na dobu potfebnou pro separaci

fragmenti DNA);

35



8. pro vizualizaci DNA fragmentl pouzit UV transiluminator.

45.1ZOLACE Z GELLU

Produkty izolovat pomoci QIAquick Gel Extraction kitu (QIAGEN) dle

doporuceni vyrobce.

1. Pozitivni fragment vyfiznout z gelu a vlozit do 1,5 ml mikrozkumavky
se 400 pul QG pufru;

inkubace 10 minut pti 50 °C;

piepipetovat veskery objem na kolonu, centrifugace 1 minut pii 13 400 g;

vylit odpad ze sbérné zkumavky, ptidat 500 pl QG;

vylit odpad a promyt 700 pl PE pufrem, inkubace 5 minut;

S T

vylit odpad, centrifugace 3 minut pfi max g, oto¢it zkumavku v centrifuze
o 180 °, centrifugace 3 minut na 13 400 g;

7. kolonu dat na cistou 1,5 ml mikrozkumavku a pfipipetovat 30 pul PCR vody
predehiaté na 50 °C, centrifugace 3 minut pii 13 400 g.

4.6. SEKVENACE A FYLOGENETICKA ANALYZA

Sekundarni PCR produkty byly sekvenovany pomoci ABI BigDye Terminator
v 3.1 Cycle Sequencing Kit a sekvenator ABI123130 za pouziti sekundarnich
primerd. Ziskané nukleotidové sekvence byly analyzovdny pomoci programu
Chromas Pro v 1.32 (www.technilysium.com.au/chromas.html) a poté pomoci
programu ClustalX (ftp:/ftp-igbmc.u-strasbg.fr/pub/SlustallX/) a BioEdit porovnany
se sekvenacemi ulozenymi v databazi GenBank.

Fylogenetické¢ vztahy mezi jednotlivymi druhy a genotypy kryptosporidii byly
vypocteny metodou Neighbor-Joining (Saitou et Nei 1987). Byl pouzit
dvou-parametrovy distanéni model dle Kimury (Kimura 1980). Bootstrapovy
konsenzus vyslednych stromtli byl ziskan na zaklad¢ 1000 opakovani. Ke konstrukci

fylogenetickych stromil byl pouzit program MEGAS.

4.7. DESIGN EXPERIMENTU

Celkem 94 8-tydennich krys malych (Mastomys coucha) bylo rozdéleno

na tfi skupiny I. kontrolni skupina (n= 30), Il. pokusna skupina infikovana oocystami
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C. muris TS03 (n=30) a Ill. pokusna skupina infikovana oocystami C. muris HZ206
(n=30). Ctyti krysy malé byly utraceny ihned na poéatku experimentu (0 DPI).
Vsechna pokusna zvifata byla infikovdna jicni sondou odpovidajicim kmenem
C. muris v davee v poétu 1x10° oocyst/zvite v 200 ul dH,0. Kontrolni zvifata byla
inokulovana 200 pl dH,O. VSechny skupiny byly tvofeny jak samci, tak samicemi
v poméru 1:1. VSechna zvirata byla pred zacatkem experimentu zvazena s piesnosti

na 0,1 g. Kazd¢ zvite bylo chovano v samostatné chovné nadobe.

4.7.1. HODNOCENI PRUBEHU INFEKCE A INTENZITY INFEKCE

V prubéhu prvnich 28 dnt po infekci byly vzorky trusu odebirany kazdy den,
nasledné¢ pak kazdych 7 dnd. Odebrané¢ vzorky trusu byly obarveny metodou dle
Milacka a Vitovce (4.2.1.1.) a mikroskopicky vySetieny na pfitomnost oocyst
C. muris. U mikroskopicky pozitivnich vzorkti byla odhadnuta intenzita infekce

kryptosporidii.

4.7.2. HODNOCENI PATOGENITY

Kazdych 28 dni byly zabity 4 zvifata (vzdy dva samci a dvé samice) z kazdé
skupiny. Byla sledovana velikost a hmotnost Zaludku a pomér zldznaté a nezlaznaté
tkan¢ Zaludku. Histopatologické zmény zalude¢ni sliznice v dusledku infekce
C. muris byly zhodnoceny pomoci histologickych metod (4.2.1.7.). Vysledky byly

porovnany s neinfikovanymi zvifaty, které byly vySetfeny stejnymi postupy.

4.7.3. HODNOCENI VLIVU INFEKCE NA PRIJEM POTRAVY

Kazdych 7 dni byly mastomysi vazeny S ptesnosti na 0, 1 g pro zjisténi prirtstku
zivé hmotnosti. Na pocatku experimentu bylo kazdému zviteti poskytnuto 200 g
krmiva a pitna voda ad libitum. Ve stejny den, kdy byla zvifata vazena, byl zbytek
krmiva pfevazen (s pfesnosti na 0,1 g) a ndsledn€¢ bylo krmivo dopIlnéno na hodnotu

200 g.

4.8. STATISTICKA ANALYZA

Vysledky jednotlivych dil¢ich studii byly statisticky vyhodnoceny pomoci
chi-kvadrat testu a studentova t-testu. K testovani nulové hypotézy byl pouzit test

T2 Hotelling. U experimentalné infikovanych zvifat byly kumulované hodnoty
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intenzity infekce vypocteny jako pomer plochy pod kiivkou (AUC, area under the
curve). Rozdily v prabéhu infekce mezi vSemi skupinami experimentdlné
infikovanych zvifat byly testovany pomoci studentova t-testu. Bonfferroniho korekce
byla provedena vzhledem k mnohacetnym srovnavanim jednotlivych skupin zvitat v
experimentu. VSechny statistické vypocty byly provedeny v programovacim
prosttedi R 2.15.0 (R Development Core Team, 2007) a Epilnfo (TM), 7.1.1.14
(CDC, USA, Atlanta).
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5. VYSLEDKY

5.1. MOFOLOGIE A MORFOMETRIE OOCYST

Pomoci analyzy obrazu byla vyhodnocena morfologie oocyst C. muris TS03
a HZ206 a byla prométfena jejich velikost. Vysledky analyzy prokazaly,
ze jak oocysty kmene TS03, tak HZ206 jsou z hostitele vylucovany plné
vysporulované. Kazda oocysta obsahovala 4 sporozoity a viditelné rezidualni télisko
oocysty. Sténa oocysty byla u obou kmend bezbarva a tenkd. Vysledky méteni
a naslednd statisticka analyza prokazala odliSnost ve velikosti a tvaru oocyst
sledovanych izolati.

Zatimco oocysty C. muris TS03 byly 7,77 + 0,23 x 5,2 £ 0,08 um s pomérem
délka k Sifce 1,48 + 0,02 um (n = 100) morfometricky vétsi a uzs$i nez oocysty
C. muris HZ206 7,62 + 0,40 x 6,63 = 0,09 um, 1,32 + 0,02 um (n = 100) (p = 0,034)
(obrazek 2).
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Obrazek 2. Oocysty Cryptosporidium muris TS03 a Cryptosporidium muris HZ206
zobrazené ruznymi barvicimi technikami: (A) diferencialni interfernecni contrast;
(B) specifické barveni aniline—karbol-methyl violeti; (C) anti-Cryptosporidium
FITC-konjugované protilatky; (D) barveni fenol-auraminem. Métitko = 5 pm.

Cryptosporidium muris TS03 Cryptosporidium muris HZ206

& ~ &
i

(C]
. .

5.2. PRUBEH INFEKCE

V pribéhu celého experimentu nedosSlo k thynu Zzadného z kontrolnich ani
experimentaln¢ infikovanych zvitat. U infikovanych zvirat nebyly pozorovany zadné

klinické ptiznaky onemocnéni, zejména prijmy.

5.3. FYLOGENETICKA ANALYZA

V ramci studia vnitrodruhové variability C. muris byly ziskany ¢asteéné sekvence
genu kodujici malou ribosomalni podjednotku (SSU), aktin a hypotetické proteiny
MS1, MS2, MS3 a MS16 celkem u 6 ruznych izolatt C. muris pochazejicich z mysi
domacich (Mus musculus musculus a Mus musculus domesticus) a hlodouna

vychodoafrického (Tachyorectes splendens). Zatimco izolaty C. muris pochazejicich
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z piirozené infikovanych mysi domécich (HZ206, HZ3093, HZ3094, HZ3095
a HZ3192) byly 100% identické s typovym kmenem C. muris RN66, podobnost SSU
sekvence izolatu TS03 byla s témito izolaty 99,4 % (obrazek 3).

Obrazek 3. Kladogram fylogenetickych vztahll izolatd kryptosporidii ziskanych
z mysi doméacich (Mus musculus) (HZ206, HZ3093, HZ3094, HZ3095 a HZ3192)
a hlodouna vychodoafrického (Tachyoryctes splendens) - TS03 s ostatnimi druhy
a genotypy kryptosporidii na zaklad¢ céastecné nukleotidové sekvence genu
kodujiciho malou ribozomalni podjednotku, vytvoifeny metodou neighbor—joining

(1000% bootstrap). Znazornény podpory vétvi vice nez 50 %.

Sﬁi C. muris TS03 [EU245043, Tachyoryctes splendens]
C. muris TS03
0.02 substitutions/site C. muris [DQ836341, Felis catus]
| C. muris HZ206
94| C- muris HZ3093
—| C. muris HZ3095
C. muris HZ3094
C. muris HZ3192
C. muris [AF0934983, Procavia capensis]
C. muris CB03 [EU245044, Camelus bactrianus]
C. muris RN66 [AB089284, Rattus norvegicus]
C. muris [EU549784, Canis lupus]
C. muris [AF093497, Camelus bactrianus]
99 C. muris [FJ883577,Giraffa camelopardalis reticulata)
— C. muris [EU156446, Phoca hispida]
— C. muris Kawatabi [AY642591, Apodemus speciosus]
94 C. andersoni L103 [EU245042, Bos taurus]
| 100 C. andersoni [FJ608606, Ovis aries]
61 C. andersoni Kawatabi [AB089285, Bos taurus]
C. andersoni [AY954885, Bos taurus)
100 ———— (. serpentis [AF151376]
C. galli [HM116388]
C. fragile [EU162751]

70

C. molnari [HM243548]

100 C. baileyi [AF093495]
93— C. xiaoi [GQ337962]
78 .ﬁrrc. bovis [AY741305]
o7 C. ryanae [EU410344]
b——— C. scrofarum [JX424840]
56| ——— C. varani [EU553556]
97 C. canis [AF112576]
| 56} C. felis [AF159113]
C. macropodum [AF513227]

C. viatorum [JN846705]
C. fayeri [AF112570]
C. ubiquitum [EU827424]
C. suis [AF108861]
C. melegridis [AF112574]
C. wrairi [AF115378]
C. cuniculus [FJ262724]

C. tyzzeri [AF112571]
79 C. hominis [AF093492]

52k C. parvum [AF093493]
C.erinacei [KF612326]
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Fylogeneticka analyza sekvenci genu kodujici aktin ukdzala, ze vSechny testované
izolaty z mys$i domacich (HZ206, HZ3093, HZ3094, HZ3095 a HZ3192)
jsou identické jak mezi sebou navzajem, tak i se sekvenci C. muris uloZzenou
v GenBank a ziskanou z mysi domaci (Mus musculus, AF382350). Sekvence genu
kodujiciho aktin ziskana z C. muris TS03 byla s vySe uvedenymi sekvencemi

identicka z 99,4 % (obrazek 4).

Obrazek 4. Kladogram fylogenetickych vztahli izolatd kryptosporidii ziskanych
z mysi doméacich (Mus musculus) (HZ206, HZ3093, HZ3094, HZ3095 a HZ3192)
a hlodouna vychodoafrického (Tachyoryctes splendens) - TS03 s ostatnimi druhy
a genotypy kryptosporidii na zaklad¢ céastecné nukleotidové sekvence genu
kodujiciho aktin, vytvofeny metodou neighbor—joining. (1000x bootstrap).

Znazornény podpory vétvi vice nez 50 %.

100y C. cuniculus [GU327783]
66! C. hominis [EF591784]
99|l99; C. erinacei [KF612324]
C. parvum [AF382338]

62 C. tyzzeri [JQ073404]
0.02 substitutions/site 100! C. meleagridis [AB471662]
I i 67 ferret genotype [AF382341]

C. wrairi [AF382348]
100E C. fayeri [HQ008933]
opossum genotype [AY120922]
100 chipmunk genotype | [JX978270]

51 Cryptosporidium skunk genotype [AY120923]
80 C. ubiquitum [GQ337961]
C. suis [EF012373]
72 rat genotype |V [JX485411]
58 giant panda genotype [JN969985]
76 C. felis [AF382347]
96 rat genotype | [JX485414]
C. canis [EU754841]
100! 100I C. ryanae [FJ463206]
C. xiaoi [HM627531]
100I avian genotype V [JQ320301]
C. baileyi [EU741853]
C. galli [AY163901]
100! — C. serpentis [AF382353]
82 1004 C. andersoni [FJ463205, Bos taurus]

L C. andresoni [DQ989575, Camelus bactrianus]

96 C. muris TS03
100 . muris HZ3093
. muris HZ3094
93l & muris HZ3095

. muris HZ3192
. muris HZ206
. muris [AF382350, Mus musculus]

O00000
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Fylogeneticka analyza lokust MS1, MS2, MS3 a MSI16 prokazala vysoky
polymorfismus v mikrosatelitnich a minisatelitnich sekvencich. V ramci analyzy
sekvenci ziskanych z riznych izolati zaludecnich kryptosporidii saveu (C. muris
a C. andersoni) byly identifikovany 3 skupiny s odliSnym mnozstvim nukleotidovych
substituci v neopakujicim se regionu. V kazdé skupin¢ bylo detekovano rtzné
mnozstvi mikrosatelitnich a minisatelitnich opakovani.

Vsechny subtypy detekované v lokusu MS1 nebyly dosud nikdy popsany.
Izolaty (HZ3093, HZ3094 a HZ3095) byly popsany jako novy subtyp M12 a izolaty
HZ3092 a HZ206 jako subtypy M13 a M14. Cryptosporidium muris TS03 vytvaii
samostatnou fylogenetickou skupinu mezi izolaty C. andersoni a ostatnimi izolaty

C. muris (obrazek 5).

Obrazek 5. Kladogram fylogenetickych vztahii izolatd kryptosporidii ziskanych
z mysi domacich (Mus musculus) (HZ206, HZ3093, HZ3094, HZ3095 a HZ3192)
a hlodouna vychodoafrického (Tachyoryctes splendens) - TS03 s ostatnimi druhy
a genotypy kryptosporidii na zaklad¢ céastecné nukleotidové sekvence genu
kodujictho MS1, vytvoieny metodou neighbor—joining (1000%  bootstrap).

Znazornény podpory vétvi vice nez 50 %.

C. muris [JF732835, veverka] - M11

C. muris [HM565077, Mus musculus] - M9

C. muris [HM565071, Felis catus] - M3

C. muris [HM565072, Mus musculus] - M4

C. muris [HM565069, Homo sapiens] - M1

100% C. muris [HM565070, Elaphe obsolete quadrivittata] - M2
C. muris [HM565073, velbloud] - M5

C. muris HZ3094 - M12

96| C. muris HZ3095 - M12

C. muris HZ3093 - M12

C. muris HZ3092 - M13

C. muris HZ206 - M14

C. muris [HM565074, Mus musculus] - M6

C. muris [HM565076, Oreamnos americanus] - M8

C. muris [HM565075, veverka] - M7

0.02 substitutions/site
| |

72

99

100y C. muris [HM565068, Tachyoryctes splendens] - M10
' C. muris TS03 - M10

76|~ C. andersoni [JF732846, Camelus bactrianus] - A6

10?[[ C. andersoni [JF732845, Bos taurus] - A5
C. andersoni [KC580958, Bos taurus] - A4

99

C. andersoni [JF732836, kiecek] - A3

88 C. andersoni [KC580922, Bos taurus] - A7
—QC, andersoni [HM565067, Bos taurus] - A1
61
66~ C. andersoni [HM565066, Bos taurus] - A2
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V ramci genu MS2 byly detekovany 3 subtypy C. muris. Izolaty z mysSi domacich
(HZ206, HZ3093, HZ3095 a HZ3192) byly identické s jiz dfive popsanym subtypem
M4 (HM565083). Izolat C. muris HZ3094 byl detekovan jako novy subtyp M6.
Sekvence C. muris TS03, byla identicka se subtypem M5 (sekvence pochazejici
ze stejného izolatu charakterizovand pred 5 lety) a vytvari samostatnou skupinu v

ramci zalude¢nich kryptosporidii (obrazek 6).

Obrazek 6. Kladogram fylogenetickych vztahti izolat kryptosporidii ziskanych
z mys$i domacich (Mus musculus) (HZ206, HZ3093, HZ3094, HZ3095 a HZ3192)
a hlodouna vychodoafrického (Tachyoryctes splendens) - TS03 s ostatnimi druhy
a genotypy kryptosporidii na zaklad¢ céastecné nukleotidové sekvence genu
kodujictho MS2, vytvofeny metodou neighbor—joining (1000%  bootstrap).

Znazornény podpory vétvi vice nez 50 %.

C. muris HZ3093 - M4
C. muris HZ3095 - M4
80| C- muris HZ3192 - M4
C. muris HZ206 - M4
C. muris [HM565083, Mus musculus] - M4
C. muris HZ3094 - M6
65 C. muris [HM565085, Elaphe obsolete quadrivittata] - M2
C. muris [HM565082, Camelus bactrianus] - M1
C. muris [HM565084, Podargus strigoides] - M3

100, C. muris TS03 - M5

1 C. muris [HM565081, Tachyoryctes splendens] - M5

C. andersoni [HM565080, Bos taurus] - A3

C. andersoni [JF732854, Bos taurus] - A4
65 C. andersoni [JF732850, Ovis aries] - A5
58
62

. 0.02 substitutions/site

100

100

C. andersoni [HM565079, Bos taurus] - A2
C. andersoni [HM565078, Bos taurus] - A1
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Analyza genu MS3 prokazala samostatnou fylogenetickou pozici C. muris TS03,
ktery vytvaii samostatny subtyp M5 (HM565093). Izolaty ziskané z mysi domacich
byly identické s jiz diive popsanymi subtypy M4 (HM565101) a M6 (JF732858),
(obrazek 7).

Obrazek 7. Kladogram fylogenetickych vztahli izolatt kryptosporidii ziskanych
z mys$i domacich (Mus musculus) (HZ206, HZ3093, HZ3094, HZ3095 a HZ3192)
a hlodouna vychodoafrického (Tachyoryctes splendens) - TS03 s ostatnimi druhy
a genotypy kryptosporidii na zaklad¢ céastecné nukleotidové sekvence genu
kodujicitho MS3, vytvofeny metodou neighbor—joining (1000%  bootstrap).

Znazornény podpory vétvi vice nez 50 %.

C. muris HZ3093 - M4
95| C. muris HZ3095 - M4
97 C. muris HZ3094 - M4
C. muris [HM565101, Homo sapiens] - M4
C. muris [HM565098, Mus musculus] - M2
C. muris [HM565099, Elaphe obsolete quadrivittata] - M3

04 C. muris [HM565100, Callosciurus prevostii] - M1
100 94] C- murl.s HZ3192 - M6
C. muris HZ206 - M6
C. muris [JF732858, pstros] - M6

100| C. muris TS03 - M5
C. muris [HM565093, Tachyoryctes splendens] - M5
— C. andersoni [HM565095, Bos taurus] - A1
C. andersoni [HM565096, Bos taurus] - A4
ﬁ'ﬁl— C. andersoni [HM565094, Bos taurus] - A3

C. andersoni [HM565097, Bos taurus] - A2

0.02 substitutions/site L/

100
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Nejvétsi variability byla detekovana v lokusu MS16, kde bylo detekovano
5 rtiznych subtypi. Izolaty HZ206 a HZ3192 byly identické s jiz znamym subtypem
M1 (HM565088). Cryptosporidium muris HZ3094 bylo detekovano jako novy
samostatny subtyp M7. Taktéz izolaty HZ3093 a HZ3095 byly identifikovany jako
novy subtyp M8. Izolat C. muris TS03 byl identicky se subtypem M6 (HM565087)
a vytvarel samostatnou fylogenetickou skupinu mezi C. andersoni a C. muris
(obrazek 8).

Obrazek 8. Kladogram fylogenetickych vztahti izolat kryptosporidii ziskanych
z mysi domacich (Mus musculus) (HZ206, HZ3093, HZ3094, HZ3095 a HZ3192)
a hlodouna vychodoafrického (Tachyoryctes splendens) - TS03 s ostatnimi druhy
a genotypy kryptosporidii na zaklad¢ céastecné nukleotidové sekvence genu
kodujiciho MS16, vytvofeny metodou neighbor—joining (1000x bootstrap).

Znazornény podpory vétvi vice nez 50 %.

C. muris HZ206 - M1
100] ¢. muris [HM565088, Felis catus] - M1
861 1 ¢. muris HZ3192 - M1
65 66|~ C. muris [HM565090, Camelus bactrianus] - M3
C. muris HZ3094 - M7
7k C. muris [HM565091, Mus musculus] - M4
C. muris [HM565089, Homo sapiens] - M2
99 C. muris [HZ3093] - M8
Enuris HZ3095 - M8
C. muris [HM565092, Camelus bactrianus] - M5

0.02 substitutions/site

100

81| C. muris TS03 - M6
C. muris [HM565087, Tachyoryctes splendens] - M6
100~ C. andersoni [HM565086, Bos taurus] - A1
L C. andersoni [JF732872, kiecek] -A2

5.4. HISTOPATOLOGICKE ZMENY NA SLIZNICI

Histologické vysetfeni zaludku kontrolnich (neinfikovanych) zvifat neprokazalo
u zadného zvifete pfitomnost vyvojovych stadii C. muris ani v zlaznaté,
ani nezlaznaté ¢asti zaludku. Slizni¢ni epitel Zaludku kontrolnich zvitat byl klidny,
pravidelny bez patologickych zmén, bez aktivace v Zlazadch s neparnou produkci
hlenu (obrazek 9). Vyvojova staddia kryptosporidii byla nalezena pouze v Zlaznaté
¢asti zaludku a to jak u zvifat infikovanych C. muris TS03, tak C. muris HZ206.
U zvitat obou skupin byla jiz po 1 mésici po infekci zjisténa masivni infekce
odpovidajici mnozstvi vylu¢ovanych oocyst v trusu (graf 1, obrazek 10).
Histopatologické zmény na zalude¢ni sliznici u zvifat infikovanych C. muris TS03

byly charakterizované vyraznou dilataci Z14z, epitel byl dlazdicovité¢ metaplazovany.
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Infikovany zlazovy epitel byl ve srovnani s epitelem kontrolnich vyrazné vyssi,
mistn¢ proliferujici do Ilumen zaludku a vytvafejici papilarni struktury.
Makroskopicky byly na sliznici zaludku pozorovany papily Casto splyvajici v 1éze
kvétakovitého tvaru (obrazek 11). V lamina propria infikovaného zlazového epitelu
nebyly nalezeny zadné zanétlivé infiltraty. Sliznice zvifat infikovanych C. muris
HZ206 byla v porovnani s infekcemi kmenem TS03 méné hyperplasmaticka
bez vyrazného zesileni. Taktéz tvorba hlenu byla v porovnani s infekcemi
vyvolanymi kmenem TSO03 vyrazné nizsi (téméf srovnatelna s kontrolni skupinou).
Od 2. mésice byl pozorovan ustup infekce od spodnich vrstev epitelu.
Vyvojova stadia kryptosporidii byla detekovana pouze do 1/3 az 1/2 7Zlaz.
Od 4. mésice nebyla pomoci histologickych metod nalezena zadna vyvojova stadia
kryptosporidii u zvitat s infekci C. muris HZ206. Od 2. mésice po infekci
byla na rozdil od kontrolnich zvifat a skupiny HZ206 zaznamenana u zvitat

infikovanych kmenem TS03 zvysena tvorba hlenu (obrazek 12).

Obrazek 9. Histologicky ftez zaludeCni sliznici (Zlaznata ¢ast) krysy malé

(Mastomys coucha) ve véku A) 2 mésict a B) 5 mésict. Métitko = 100 pum.
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Graf 1. Intenzita infekce Cryptosporidium muris TS03 a Cryptosporidium muris

HZ206 oproti kontrolnim zvitatim.
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Obrazek 10. Histologicky ez zaludecni sliznici (zlaznata cCast) krysy malé
(Mastomys  coucha) infikované  A)  Cryptosporidium  muris  TSO03
a B) Cryptosporidium muris HZ206. Vyvojova stadia kryptosporidii (Sipky)
v zlazach; 2 mésic po infekci; Wolbachova modifikace Giemsova barveni;

meétitko = 100 pm.
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Obrazek 11. Histologické tezy zaludeCni sliznici (zlaznata c¢ast) krysy malé
(Mastomys coucha) 5 mésici po infekci. Proliferujici epitel v lumen zaludku

vytvarejici papilarni struktury. Métitko = 20 pm.

Obrazek 12. Histologicky fez zalude¢ni sliznici (Zlaznata cCast) krysy malé
(Mastomys coucha) - A) kontrolni skupina; B) infekce Cryptosporidium muris TS03
C) infekce Cryptosporidium muris HZ206. Barveni PAS - barveni hlenu

(modra barva, Sipky); 1 mésic po infekci; métitko = 100 pm.
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Pomoci analyzy obrazu histologickych fezli Zlaznatého epitelu zaludkt
jak zdravych, tak i infikovanych krys nebyly zjiStény vyznamné zmény ve vySce
podslizni¢niho vaziva, svaloviny nebo pobfiSnice, naopak vyrazné zmény byly
zaznamenany ve vySce epitelu (tabulka 16). U krys malych infikovanych
C. muris HZ206 bylo v prvnim mésici zaznamenano vyrazné zvyseni epitelu zlaznaté
¢asti zaludku o 270 % oproti kontrole s naslednym pozvolnym snizovanim vySky
epitelu sliznice dosahujici 150 — 220 % ve srovnani s kontrolni skupinou od 3.
mésice po infekci. Naproti tomu u zvitat s infekei vyvolanou C. muris TS03 bylo
pozorovano pozvolné zvétSovani epitelu sliznice s maximalnim naristem v 5. mésici

po infekci dosahujici 650 % oproti kontrole (graf 2).

Tabulka 16. Morfometrické parametry jednotlivych ¢asti zlaznaté sliznice zaludku

krysy malé (Mastomys coucha) v zavislosti na ve€ku a infekci vyvolané

Cryptosporidium muris TS03 nebo Cryptosporidium muris HZ206.

VYSKA CASTi ZLAZNATE SLIZNICE ZALUDKU (um)

MESIC
PO KONTROLA C. muris HZ206 C. muris TS03

INFEKCI ep py 5 p EP PV S P EP PV S P
0 2516 1480 189 449 2513 1480 189 449 251,6 1480 189 449
1 2765 1397 156 364 7464 1289 215 323 4387 1730 20,1 29,3
2 2836 1336 139 32,8 4546 2719 202 316 8995 1522 21,3 46,3
3 3158 1453 20,6 416 4825 1808 232 46,1 11545 1470 232 387
4 3056 1419 257 539 6749 1871 225 448 12773 1324 221 249
5 2849 1304 144 360 5135 1751 227 439 18705 1893 486 71,0
6 3292 1058 158 32,3 6275 1747 272 60,9  1997,7 2132 26,0 353

EP — epitel; PV — podslizni¢ni vazivo; S — svalovina; P — pobfiSnice
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Graf 2. Procentualni zvétSeni epitelu sliznice Zlaznaté Casti zaludku krysy malé
(Mastomys coucha) v zavislosti na véku a infekci vyvolané Cryptosporidium muris

TS03 nebo Cryptosporidium muris HZ206 oproti kontrolnim zvitatim.
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5.5. KONVERZE KRMIVA A HMOTNOST ZALUDKU

Statisticka analyza neprokazala vliv infekce na celkovou spotiebu krmiva
(p > 0,05), nicméné krysy malé infikované C. muris TS03 spotfebovaly nejméné
krmiva na 1 g piirGstku Zivé hmotnosti (tabulka 17). Hmotnost zaludku vSech
sledovanych skupin se zvySovala v pribéhu experimentu. Zatimco u kontrolni
skupiny doSlo jen k nepatrnému zvétSeni hmotnosti v disledku rtstu zvirat
(fyziologicka zména), u zvifat infikovanych C. muris TS03 bylo jiz od 1. mésice po
infekci zaznamenéano zvySeni hmotnosti Zaludku, ktera dosdhla maximalni primérné
hodnoty 1,65 g na konci sledovani (graf 3). U zvitat infikovanych C. muris HZ206
bylo pozorovano nepatrné zvétSeni hmotnosti do 3. mésice po infekci s naslednym

poklesem na témét fyziologickou hodnotu (graf 3).
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Graf 3. Hmotnost zaludku Vv pribéhu infekce krys malych (Mastomys coucha)
Cryptosporidium muris TS03 a Cryptosporidium muris HZ206 oproti kontrolni

skuping.
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Tabulka 17. Primérna spotieba krmiva a hmotnost krysy malé (Mastomys coucha)
v prub¢hu infekce Cryptosporidium muris TS03 a Cryptosporidium muris HZ206

oproti kontrolnim zvitatim.

PRUMERNA
~ POCATECNI  KONECNA CELKOVA E;‘I\)ATI\I}?T\]‘;
SKUPINA POHLAVI HMOTNOST HMOTNOST SPOREBA
1 GRAM
@

Kontrolni Samci 46,1 +£2,9 66,3 + 1,45 960,6 = 10,7 47,6
skupina Samice 403+1,1 60,6 £2,1 911,9 £453 44,9
C. muris Samci 372+2,0 64,3 +4,8 931,4+42.9 34,4
TS03 Samice 36,9+ 5,6 65,5+7,8 949.5 + 60,8 33,2
C. muris Samci 43,5+29 76,9 +£10,1 953,4 £ 169,8 28,5
HZ206 Samice 373+2,5 71,8 £ 15,3 1052,2 + 85,5 30,5
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6. DISKUZE

V ramci rodu Cryptosporidium Ize na zaklad¢ tvaru a velikosti oocyst rozlisit dva
morfotypy oocyst (Kvac et al. 2014, Upton et Curent 1985; Vitovec et al. 2006),
pricemz uvniti jednotlivych skupin je podobnost mezi velikosti a tvarem oocyst
velmi podobnd a rutinnim vySetfenim trusu jsou oocysty jednotlivych
druhii/genotypti  obtizné odligitelné. Zaludedni kryptosporidie vytvafeji ovalné
oocysty o velikosti okolo 7 — 10 um. Do soucasné doby byla popsana morfometrie
vice nez 30 izolati zalude¢nich kryptosporidii (Ryan et Xiao 2014).
Morfologické studie uvadi velikost plné vysporulovanych oocyst C. muris v rozmezi
6,2 — 98 x 50 — 7,0 um (Chalmers et al. 1994, 1997; Iseki 1986),
zatimco u C. andersoni v rozmezi 6,2 — 10,5 x 4,6 — 8,0 um (Wang et al. 2008).
V ramci obou dvou zalude¢nich druhii Ize pozorovat vysokou variabilitu ve velikosti
oocyst, ktera miize byt zplisobena bud’ riznou technikou méfeni, nebo existenci
skrytych druhti v ramci C. muris a C. andersoni (Feng et al. 2011; Kvag et al. 2008).
Tento predpoklad potvrzuji vysledky Kvace et al. (2013a), ktefi pomoci
experimentalnich infekci prokazali, ze velikost oocyst je charakteristicka vlastnost
druhu a neni zavisla na typu hostitele. Oocysty C. muris TS03 jsou pfi rutinni
diagnostice neodliSitelné od oocyst C. muris HZ206. Nasledné detailni
morfometrické analyzy vSak prokazaly, ze oocysty C. muris TS03 jsou v porovnani
C. muris HZ206 vice protahlé s indexem tvaru 1,48. Obdobné byla nedavno popsana
morfologicka odliSnost oocyst u dvou fylogeneticky ptibuznych druhti, C. parvum
a C. erinacei. Stejné jako v nasem piipad¢, nelze oocysty obou zminénych stifevnich
kryptosporidii od sebe rozliSit pfi rutinnim vystfeni, nicméné oocysty C. eriancie
jsou mirn¢ protahlejSiho tvaru (Kvac et al. 2014). Vysledky nasi morfometrické
studie podporuji nasi hypotézu, ze C. muris TS03 je samostatnym druhem.

In vitro studie prokazaly, ze jak stfevni, tak Zalude¢ni kryptosporidie jsou schopny
témét dokoncit svllj vyvojovy cyklus béhem 3 dnd (Current et Haynes 1984,
Hijjawi et al. 2002, 2004; Smith et al. 2005). Na zaklad¢ jak experimentalnich,
tak epidemiologickych studii bylo prokdzano, Ze prepatentni doba stfevnich
kryptosporidii se pohybuje v rozmezi 2 — 4 dnti (Enemark et al. 2003; Iseki 1979;
Kva¢ et al. 2013, 2014; Tzipori 1983). Na rozdil od stfevnich kryptosporidii
jsou oocysty Zalude¢nich druht kryptosporidii vylu€ovany z téla infikovaného

hostitele az po vice nez 1 tydnu a déle po infekci. V souladu s vysledky
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Matsui et al. (1999), Taylor et al. (1999) a Satoh et al. (2003) jsme popsali 7 denni
prepatentni periodu u krys malych infikovanych kmenem C. muris HZ206.
Naopak krysy malé infikované C. muris TS03 zacaly vylu¢ovat oocysty
az po 18 — 21 DPI, coz pln¢€ odpovida diive publikovanym tudajim (Kvac¢ et al. 2008;
Melicherova et al. 2014). Vzhledem k tomu, Ze délka prepatentni periody je zavisla
na druhu hostitele a druhu parazita a nezdvisld na velikosti infekéni davky
(Rhee et al. 1995; Zambriski et al. 2013), byly prokazany odlisné biologické
vlastnosti sledovanych izolati C. muris. Na druhou stranu, u 21 dni starych mysi
kmene ICR byla pfi davce 2,4 milionu oocyst C. muris RN66 pozorovana prepatentni
perioda v délce 6 dnti a 21 dnt pti 100 000 krat nizs$i davce (Matsui et al. 2001).
Taktéz byly zjistény vyrazné rozdily v délce patentni periody. Zatimco krysy malé
infikované HZ206 se shodn€ s ostatnimi studiemi (Matsui et al. 1999;
Rhee et al. 1999; Satoh et al. 2003), ve kterych bylo k infekci riznych druht
hlodavcl pouzito izolati C. muris pochazejicich tak, jako v nasem piipadé z mysi,
v prubéhu experimentti vylécily, u krys malych infikovanych C. muris TS03
byla pozorovana chronickd infekce. Tyto vysledky jsou ve shod¢ s diive
publikovanymi pracemi Kvace (2008). Taktéz nebyl zjistén vliv véku na délku
prepatentni a patentni periody u zvifat infikovanych C. muris TS03
(Kvag et al. 2008b).

Kryptosporidie jsou obecné povazovany za patogeny zpusobujici vodnaté,
nekrvavé prijmové onemocnéni svych hostiteli, ale epidemiologické studie ukazuji,
ze klinické ptiznaky kryptosporididzy jsou zavislé na druhu parazita a druhu hostitele
(Ryan et Xiao 2014). Na rozdil od C. parvum nebo C. hominis, jeZ jsou velmi ¢asto
puvodci klinické kryptosporididozy, neni u vétSiny infekci vyvolanych ostatnimi
sttevnimi a zejména pak zaludecnimi kryptosporidiemi pozorovan zadny priijem
(Argenzio et al. 1990; Ebeid et al. 2003; Kva¢ et al. 2014; Moon et Bemrick 1981;
Némejc et al. 2013; Tzipori et al. 1980, 1983; Vitovec et Koudela 1992).
TaktéZz v ramci naSeho sledovani jsme v pribéhu experimentii nepozorovali zddné
prijmové onemocnéni ani jiné klinické pfiznaky spojené se Zaludec¢ni
kryptosporidiozou. V minulosti byly popsany pfipady poklesu produkce dojnic
a ztrata kondice az do stadia anorexie u antilop v diasledku Zalude¢ni
kryptosporidiozy zptuisobené C. andersoni, respektive C. muris (Anderson 1998;
Esteban et Anderson 1995; Pospischil et al. 1987). Prestoze krysy malé infikované

TS03 vykazovaly nizsi ptirGstek, neprokazali jsme vliv infekce na denni ptirtstek
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a konverzi zivin v zdvislosti na infekci. Anderson (1998) popsal vliv chronické
infekce C. andersoni u skotu na morfologické zmény abomasu a zaznamenal
trojnasobné zvySeni hmotnosti infikované ¢asti slezu oproti slezu neinfikovanych
zvitat. AZ do této doby nebyl obdobny nalez publikovan. V souladu se zjisténim
Andersona jsme popsali Sestindsobné zvétSeni infikované sliznice zaludku pfi
chronické kryptosporidiéze vyvolané C. muris TS03.

U zaludec¢nich kryptosporidiéz savci nejsou ve veétSiné piipadi detekovany
ani makroskopické, ani mikroskopické zmény, zejména pak nejsou pfitomny
zanétlivé infiltraty v lamina propria zalude¢ni sliznice (Anderson 1987;
Iseki et al. 1989; Kva¢ et Vitovec 2003; Masuno et kol. 2006; Ozkul et Audin 1994;
Tyzzer 1910a). Charakteristickymi histopatologickymi zménami u infikovanych
zvifat jsou dilatované Zalude¢ni Zlazy a nepatrné nahromadéni lymfatickych bungk,
bez vyznamného akutniho zanétu. Zejména vyskyt eosinofili v lamina propria
infikovanych oblasti je ndpadné¢ maly (Kva¢ et Vitovec 2003). Nezanétlivé
histopatologické zmény sliznice pfi Zzalude¢ni kryptosporididze zpusobené
C. muris TS03 a HZ206 zahrnovaly hyperplazii, hypertrofii, atrofii a metaplazii
zlazového epitelu, s velmi mirnou aktivaci hlenovych bun¢k v oblasti dilatovanych
infikovanych zlaz a plné odpovidaly diive publikovanym vysledkim
(Anderson 1987; Dubey et al. 2002; Kva¢ et Vitovec 2003, Kvac¢ et al. 2008c;
Ozkul et Aydin 1994; Pospischil et al. 1987; Taylor et al. 1999). Jalovecka (2010)
se zabyvala vyvojem imunitni odpovédi hostitele na infekci Zaludecnimi
kryptosporidiemi a popsala, ze dochazi k vyraznému zvySeni migrace leukocytt do
zalude¢ni tkané v druhé poloviné patentni periody, coz mad za nasledek vyléceni
hostitele. U zvifat infikovanych C. muris HZ206 jsme v obdobi tzv. samovylé¢eni
nepozorovali zadny ndarGst infiltrath jako naptiklad Kvac et al. (2013).
V ojedinélych ptipadech byly popsany zanétlivé infiltraty v lamina propria,
také pii vysokych infekénich davkach nebo pifi smiSenych infekcich s jinymi
patogeny (Dubey et al. 2002; Masuno et al. 2006; Taylor et al. 1999).

Z nasi studie vyplyva, Ze fylogenetické analyzy zaloZené na SSU, aktinu, MS1,
MS2 MS3 a MS16 genech ukazaly, ze v ramci C. muris existuji dvé fylogeneticky
odliSné skupiny. Zatimco ndmi ziskané izolaty z mySi domdcich jsou identické
jak v ramci SSU, tak i genu kodujiciho aktin s ostatnimi kmeny a izolaty C. muris,
izolat C. muris TS03 vytvaii samostatnou fylogenetickou skupinu. Podobnost mezi

SSU C. muris TS03 s typovym kmenem C. muris RN66 je 99,4 %, coz je shodné
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jako podobnost mezi C. parvum a C. hominis a méné nez podobnost mezi
jednotlivymi izolaty C. andersoni (99,8 — 100 %). V ramci lokusu pro aktin
je C. muris TS03 shodna s C. muris RN66 z 99,4 %. Pro srovnani, podobnost
C. parvum s C. hominis je 98,7 % a s C. eriancei 99,5 %. Vétsina izolatd C. muris
méla identické sekvence a liSila se pouze v mnozstvi kopii mikrosatelitt
a minisatelitt. Podobny pfipad vSech zminénych analyz, vyjimaje SSU a aktin,
nastinil Feng et al. (2011) u izolatu C. muris TS03, ktery pochazel z hlodouna
vychodoafrického a od ostatnich izolatd C. muris se 1isil i v nepatrnych genetickych
rozdilech mezi C. muris a C. andersoni. Kryptosporidie s identickymi sekvencemi,
které byly ziskany zizolatu C. muris TS03 pochazejiciho taktéz z hlodouna
vychodoafrického byla jiz dfive nalezena u veverek Sedych v New Yorku
(Feng et al. 2007). Zda se, ze by tato kryptosporidie mohla byt pravdépodobné
celosvétové rozsitend. Lze podotknout, ze izolat ziskany z hlodouna

vychodoafrického je molekularné odlisny od ostatnich kment a izolatt C. muris.
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7. ZAVER

e Bylo prokazano, ze oocysty jednotlivych izolatl se od sebe morfometricky
lisi.

e Na rozdil od krys malych infikovanych C. muris HZ206, nedoslo u krys
malych infikovanych C. muris TS03 k vyléceni.

e Zadny z testovanych izolatt nevyvolal klinické ptiznaky onemocnéni.

e Sliznice zaludku zvitat infikovanych C. muris HZ206 byla méné
hyperplasmaticka bez vyrazného zesileni, s vyssi tvorbou hlenu.

e U zvifat s infekci C. muris TS03 bylo pozorovano abnormalni zvétSeni
zlaznaté tkané zaludku.

e Byl pozorovan vliv infekce na spotiebu krmiva a ptirtstek zivé hmotnosti.

e Fylogenetické analyzy prokazaly samostatnou fylogenetickou pozici
C. muris TS03 v ramci zaludeénich kryptosporidii.

e Byly popsany nové subtypy MS gent u izolatti C. muris ziskanych z mysi

domacich.

Zavérem lIze konstatovat, ze morfologickd a morfometrickd data oocyst,
nukleotidové sekvence, fylogenetické analyzy a biologické charakteristiky izolatu C.
muris TS03 jednozna¢né ukazuji jeho biologickou, genetickou a taxonomickou
odlisnost jak od ostatnich izolati C. muris, tak od ostatnich druhi rodu
Cryptosporidium. Na zaklad¢ téchto udaju si dovolujeme tvrdit, ze C. muris TS03 by
mélo byt dle platnych pravidel pro popis druhii rodu Cryptosporidium popsano jako

samostatny druh.
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