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Annotation:  

The infectivity of Cryptosporidium mouse genotype I for 14 different strains of  

two subtypes of Mus musculus - Mus musculus musculus and Mus musculus 

domesticus, was studied using infection experiments. Two different isolates of 

Cryptosporidium mouse genotype I – HZ 117 (isolated from M. musculus domesticus) 

and HZ 206 (isolated from M. musculus musculus) were used. The susceptibility of 

mice was evaluated using infection intensity determination, prepatent and patent 

period duration. 
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1. Úvod  

 

1.1 Kryptosporidie 

Kryptosporidie jsou celosvětově rozšíření lékařsky i veterinárně významní 

jednobuněční paraziti, kteří převážně infikují epiteliální buňky zažívacího traktu všech 

druhů obratlovců. Některé kryptosporidie infikují také buňky dýchacího aparátu 

(O’Donoghue 1995).  

U kryptosporidií, které infikují zažívací trakt, rozlišujeme dvě linie, první 

primárně infikují žaludek, zatímco druhá linie má afinitu ke sliznici tenkého střeva. 

Některé kryptosporidie jsou úzce hostitelsky specializované, jiné infikují celou řadu 

hostitelů.  

Onemocnění kryptosporidiemi se nazývá kryptosporidióza a je řazeno mezi 

oportunní parazitózy a zoonózy. U imunodeficientních pacientů způsobuje závažné 

onemocnění, u AIDS pacientů a podvyživených dětí může mít letální následky 

(MacFarlane and Horner-Bryce 1987, Manabe et al. 1998). U imunokompetentních 

jedinců je onemocnění často provázeno vodnatými průjmy, křečemi a abdominálními 

bolestmi. V těchto případech dochází většinou k samovyléčení tzv. „self-cure“ 

(Chappel et al. 1999, Xiao et al. 2004).  

 

 

1.2 Historie 

První kryptosporidie byla pozorována v roce 1907 Ernestem Edvardem 

Tyzzerem, který objevil tohoto prvoka ve sliznici žaludku laboratorní myši (Mus 

musculus) a pojmenoval jej Cryptosporidium muris (Tyzzer 1907).   

V roce 1912 tentýž autor popsal další druh kryptosporidie, tentokrát 

lokalizovaný v tenkém střevě laboratorní myši, a pojmenoval jej Cryptosporidium 

parvum. Povšimnul si také, že C. parvum má oocysty menší a kulaté na rozdíl od C. 

muris, jehož oocysty jsou oválného tvaru a přibližně dvakrát tak velké (Tyzzer 1912).  

U člověka byla poprvé kryptosporidióza diagnostikována v roce 1976, a to ve 

dvou na sobě nezávislých případech. Oba pacienti, 3leté dítě i 39letý muž, žili na 

farmě, kde se pěstoval hovězí dobytek, trpěli těžkým vodnatým průjmem a nemoc byla 
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určena pomocí mikroskopického vyšetření materiálu získaného při biopsii zažívacího 

traktu (Nime et al. 1976, Meisel et al. 1976).   

 

 

1.3 Taxonomie 

 Vzhledem k tomu, že životní cyklus kryptosporidií probíhá 

v gastrointestinálním traktu hostitele, stejně jako u rodů Eimeria, Isospora a 

Cyclospora, byly dříve řazeny mezi kokcidie (Corliss 1994, Fayer et al. 1997). 

Nicméně na základě studií genu pro malou ribosomální podjednotku (SSU rRNA) byla 

prokázána jejich příbuznost s gregarinami, s nimiž tvoří sesterskou skupinu na bázi 

celého kmene Apikomplexa (Carreno et al. 1999). 

Jejich bazální postavení podporuje i nepřítomnost apikoplastu a fylogenetické 

studie celých genomů u sedmi druhů Apikomplex (Zhu et al. 2000, Kuo et al. 2008). 

Mezi společné znaky gregarin a kryptosporidií patří také zánik apikálního komplexu 

brzy po invazi hostitelské buňky a morfologická stavba organel sloužících k přichycení 

k hostitelské buňce (u kryptosporidií feeder organela a u gregarin epimerit) 

(Valigurová et al. 2007). V současné době je uznáno 23 platných druhů kryptosporidií, 

které byly rozlišeny na základě molekulárních rozdílů, morfologie oocyst lokalizace 

vývojového cyklu a hostitelské specifity (tabulka 1.). Je popsáno také mnoho 

genotypů, u kterých se předpokládá, že budou v budoucnu popsány jako samostatné 

druhy (Xiao et al. 2004, Chacín-Bonilla 2007, Plutzer and Karanis 2009). 
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Tabulka 1. Platné druhy rodu Cryptosporidium 
 

Druh Autor Hostitel Lokalizace 

C. andersoni Lindsay et al., 2000 Bos taurus žláznatý žaludek 
C. baileyi Current et al., 1986 Gallus gallus bursa Fabricii 
C. bovis Fayer et al., 2005 Bos taurus tenké střevo 
C. canis Fayer et al., 2001 Canis familiaris tenké střevo 
C. cuniculus Robinson et al., 2010 Oryctolagus cuniculus tenké střevo 

C fayeri Ryan et al., 2008 Macropus rufus střevo 
C. felis Iseki, 1979 Felis catis tenké střevo 
C. fragile Jirků et al., 2008 Duttaphrynus 

melanostictus 
žaludek 

C. galli Ryan et al., 1999 Gallus Gallus žláznatý žaludek 
C. hominis Morgan-Ryan                   

et al., 2002 
Homo sapiens tenké střevo 

C. macropodum Power and Ryan, 2008 Macropus giganteum střevo 

C. meleagridis Slavin, 1955 Meleagris gallopavo tenké střevo 
C. molnari Alvarez-Pellitero and          

Sitjà-Bobadilla, 2002 
Sparus aurata     
Dicentrarchus labrax 

žaludek 
tenké střevo 

C. muris Tyzzer, 1907 Mus musculus žaludek 
C. parvum Tyzzer, 1912 Mus musculus tenké střevo 
C. ryanae Fayer et al., 2008 Bos taurus střevo 
C. scophthalmi Alvarez-Pellitero              

et al., 2004 
Scophthalmi maximus střevo 

C. serpentis Levine, 1980            
(Browstein et al., 
1977) 

Elaphe guttata                      
Elaphe subocularis           
Sanzinia 
madagascarensus 

žaludek 

C. suis Ryan et al., 2004 Sus scrofa tlusté střevo 
C. ubiquitum Fayer et al. 2010 Bos taurus střevo 
C. varanii Pavlásek and Ryan 

2008 
Varanus prasinus žaludek          

tenké střevo 

C. wrairi Vetterling et al., 1971 Cavia procellus tenké střevo 

C. xiaoi Fayer and Santin, 2009 Ovis aries střevo 
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1.4 Životní cyklus 

 Životní cyklus kryptosporidií je monoxenní, což znamená, že všechna vývojová 

stádia (asexuální i sexuální) jsou lokalizována pouze v jednom hostiteli. K nákaze 

dochází fekálně orální cestou pozřením oocysty s kontaminovanou vodou nebo 

potravou. Sporulovaná oocysta obsahující čtyři sporozoity je vyloučena spolu s výkaly 

do vnějšího prostředí. Oocysty mají poměrně velké reziduální tělísko, nemají 

mikropyle a jejich stěna je takřka bezbarvá s charakteristickou suturou na jednom pólu, 

kterou sporozoiti opouštějí oocystu během exystace. Životní cyklus je většinou 

lokalizován v gastrointestinálním traktu. Po pozření oocysty dochází pomocí 

proteolytických enzymů (serinové a cysteinové endopeptidázy, aminopeptidázy) 

k degradaci sutury. Z oocysty se posléze uvolní infekční stádia – sporozoiti, kteří 

adherují k hostitelským buňkám. Lokalizace kryptosporidií je označována jako 

epiplasmatická. Sporozoiti se posléze mění na trofozoity lokalizované v parazitoformní 

vakuole v enterocytech mikroklků. Jádro trofozoita se mění a dochází k asexuálnímu 

množení – merogonii. Vznikají dva typy merontů: meront typu I (vytváří 6 – 8 

merozoitů) z něhož následně vzniká meront typu II (vytváří 4 merozoity). Merozoiti 

vznikající z meronta typu I se dále množí asexuálně, zatímco merozoiti z meronta typu 

II vstupují do sexuální fáze – gametogonie. Merozoiti typu II napadají hostitelské 

buňky, ve kterých se transformují v pohlavní stádia – jednojaderné makrogamonty a 

vícejaderné mikrogamonty. Z mikrogamontů se uvolňují pohyblivé mikrogamety, 

které oplodní makrogamety vzniklé z makrogamontů. Jejich splynutím vznikne zygota. 

Během endogenní sporulace vznikají ze zygoty dva typy oocyst – silnostěnné a 

tenkostěnné. Silnostěnné oocysty opouštějí tělo hostitele a slouží k přenosu infekce na 

další hostitele. Oocysty kryptosporidií jsou plně infekční ihned po vyloučení z těla 

hostitele. Tenkostěnné oocysty excystují ještě v těle hostitele, dochází k aktivnímu 

uvolňování sporozoitů a napadaní zatím neinfikovaných mikroklků střeva, tento jev je 

nazýván jako autoinfekce (Tyzzer 1910, Tyzzer 1912, Uni et al. 1987). 

 Výše uvedeným způsobem probíhá životní cyklus u většiny kryptosporidií 

s výjimkou Cryptosporidium baleyi. Tato kryptosporidie má tři generační typy 

merontů. První generace merontů obsahuje osm merozoitů; druhá generace obsahuje 

čtyři merozoity; třetí generace obsahuje osm merozoitů (Current et al. 1986). 
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Obrázek 1: Vývojový cyklus kryptosporidií (Centers for Disease Control and 
Prevention – CDC) 
 
 

1.4 Kryptosporidie u hlodavců 

1.4.1 Cryptosporidium mouse genotype I 

 Tato kryptosporidie byla poprvé popsána ze střeva myši domácí (Mus 

musculus) v Austrálii (Morgan et al. 1999). Nejběžnější je tento druh právě u myši 

domácí (Mus musculus) a dalších malých hlodavců – hraboše polního (Microtus 

arvalis), myšice lesní (Apodemus sylvaticus) a norníka rudého (Myodes glareolus) 

(Morgan et al. 1999, Bajer et al. 2003). Dále bylo Cryptosporidium mouse genotype I 

popsáno u krys a bizonů ve Španělsku, Portugalsku, USA a Velké Británii (Xiao and 

Fayer 2008, Xiao and Feng 2008). Existuje také záznam o výskytu u netopýrů (Dubey 

et al., 1998), dále u pandy červené, levharta skvrnitého a takina indického (Lv et al 

2009). Oocysty Cryptosporidium mouse genotype I byly nalezeny i u některých 

studenokrevných obratlovců, například hadů, ještěrek a želv, u těchto nálezů se však 

předpokládá, že jde pouze o pasáž, která se dostala do těla hostitele společně 

s kontaminovanou potravou (Xiao et al. 2004). 



 
 

6 
 

 K dispozici jsou již také první záznamy o výskytu této kryptosporidie u 

člověka. Jeden pochází z Indie, kdy bylo Cryptosporidium mouse genotype I 

diagnostikováno u dítěte a potvrzeno na základě RFLP analýzy genu pro malou 

ribosomální podjednotku (SSU rRNA). Je však možné, že se mohlo jednat i o 

Cryptosporidium meleagridis, velikost jehož fragmentů je při PCR RFLP metodách 

shodná a navíc je to druh běžně se vyskytující u lidí (Ajjampur et al. 2007). Výskyt 

Cryptosporidium mouse genotype I byl zaznamenán i u dítěte v Kuwaitu, zde se 

jednalo o sekvenci AY738188 (Sulaiman et al. 2005). 

 Na základě fylogenetických analýz bylo zjištěno, že Cryptosporidium mouse 

genotype I je nejblíže C. parvum podtypu IIFA6, a to z 97,2 %. Velikost oocyst byla 

měřena pomocí světelného mikroskopu a bylo zjištěno, že oocysty C. mouse genotype 

I jsou menší než oocysty C. parvum. Velikost oocyst C. parvum je 5,42 × 4,90 µm a 

velikost oocyst C. mouse genotype I je 4,8 × 4,1 µm (Lv et al. 2009). 

Na základě odlišností v sekvencích genu kódující glykoprotein GP60 byly u 

Cryptosporidium mouse genotype I odlišeny dva podtypy, IXa a IXb. Podtyp IXa byl 

nalezen u 4 ze šesti vzorků pocházejících od myši domácí z Číny. Podtyp IXb byl 

nalezen u dvou myší domácích pocházejících z USA. Zatím není zcela jasné, zda jsou 

tyty podtypy vázány na geografickou oblast nebo zda jde o důsledek limitované 

migrace myší (Lv et al. 2009). Oba podtypy mají pouze 6 kopií mikrosatelitní 

sekvence TCA (Feng et al. 2010). 

 Vedle druhu C. mouse genotype I byl nalezen i další druh, a to 

Cryptosporidium mouse genotype II. U tohoto druhu se zatím nepodařilo provést 

platnou morfologickou analýzu. Analýza byla provedena z menšího počtu oocyst, 

velikost oocyst se nijak nelišila od oocyst Cryptosporidium parvum (5,0 × 4,3 µm), 

prevalence byla 7,6 %. Zatím není přesně znám potenciál infektivity u zvířat ani u lidí 

(Foo et al. 2007). 

 

 

1.4.2 Cryptosporidium parvum 

 Cryptosporidium parvum je nejrozšířenější druh kryptosporidie s nejnižší 

hostitelskou specifitou. Vnímavost jednotlivých hostitelů k tomuto druhu byla popsána 

experimentálně. Poprvé byl tento druh nalezen u myši (Tyzzer 1912). Pravděpodobně 

je infekční pro většinu savců, u kterých je také ve velké míře nalézán. Nejčastěji bývají 
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infikování tímto druhem přežvýkavci (de Graaf 1999). Rezervoárem pro hospodářská 

zvířata a také pro člověka jsou drobní hlodavci (Morgan et al. 2000). Cryptosporidium 

parvum je také nejčastější kryptosporidií infikující člověka (Xiao et al 2004). U 

imunodeficientních pacientů končí diseminované infekce většinou smrtí. Stav 

imunitního systému je jedním z nejdůležitějších faktorů ovlivňujících průběh a léčbu 

nákazy (Nimri and Batchoun 1994, Current and Garsia 1991). Ačkoliv je životní 

cyklus u C. parvum v hostiteli většinou lokalizován v zažívacím traktu, může pronikat 

i do jiných orgánů, například plic, jater a sleziny (Ditrich et al. 1991, Meamar et al. 

2006). 

 Primárně probíhá infekce C. parvum v distální části tenkého střeva a kolonu. 

Patologické změny v tenkém střevě jsou charakterizovány atrofií střevních klků, 

ztrátou epiteliálních buněk a zánětem střevního epitelu (Thompson et al. 2005). 

 Velikost oocyst je 5,0 × 4,5 µm (Upton and Current 1985). 

 

 

1.4.3 Cryptosporidium andersoni 

 U C. andersoni jsou známy dva „kmeny“ lišící se velikostí oocyst. Upton and 

Current (1985) uvádějí velikost oocyst izolovaných ze skotu 7,4 × 5,6 µm. Oocysty C. 

andersoni, které popsal Lindsay et al. (2000) v USA a Kváč and Vítovec (2003) 

v České Republice měly rozměry 8,4 × 6,2 µm, což je bližší rozměrům C. muris. 

 Cryptosporidium andersoni spolu s C. muris patří do skupiny kryptosporidií 

osidlující žláznatý žaludek savců. První nálezy kryptosporidií osidlující žlázy slezu u 

skotu (Bos taurus) popsali v roce 1985 Upton and Current. Tyto kryptosporidie nebyly 

infekční pro myši, proto byly nazvány Cryptosporidium muris-like. Anderson (1991) 

experimentálně ověřil, že oocysty morfologicky shodné s C. muris získané z trusu 

velblouda dvouhrbého (Camelus bactrianus) byly infekční pro myši, ačkoli oocysty 

označené jako C. muris získané z trusu krávy pro myši infekční nebyly. 

 Až v roce 2000 na základě molekulárních analýz a hostitelské specifity byl C. 

muris-like popsán jako samostatný druh C. andersoni (Lindsay et al. 2000). Byla 

provedena molekulární analýza bovinního a murinního izolátu ze žaludku krávy, 

respektive myši. Na základě molekulárních poznatků se oocysty murinního izolátu 

nazývají C. muris, zatímco oocysty bovinního izolátu byly nazvány C. andersoni. 
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 Typickým hostitelem C. andersoni je skot, dále byla přirozená infekce popsána 

u velblouda dvouhrbého (Camelus bactrianus), sviště stepního (Marmota bobac) a 

zubra evropského (Bizon bonasus) (Ryan et al. 2003). Většina autorů považuje C. 

andersoni za neinfekční pro hlodavce. Toto bylo popsáno u hraboše polního (Microtus 

arvalis), norníka rudého (Clethrionomys glareolus), myši polní (Apodemus silvaticus), 

morčete (Cavia porecellus) a potkana (Rattus norvegricus). 

 Překvapivě však byly popsány přirozené a experimentální infekce u několika 

zástupců řádu Rodentia. Izolát C. andersoni (kmen Kawatabi) z krávy byl použit 

k úspěšné infekci imunokompetentních myší a SCID myší (Satoh et al. 2003, 

Matsubayashi et al. 2004, 2005). 

 

 

1.4.4 Cryptosporidium muris 

 Plně vysporulované oválné oocysty měří okolo 8,4 × 6,3 µm (Iseki et al. 1986). 

Typickými hostiteli Cryptosporidium  muris jsou hlodavci z čeledi myšovitých 

(Muridae) a křečkovitých (Criceridae). Experimentální transmisní studie ukázaly, že 

izoláty C. muris z laboratorních myší jsou infekční i pro jiná zvířata, včetně psů, 

morčat, králíků, jehňat a pískomilů (Fayer 1990). Přirozená infekce byla popsána i u 

damana (Procavia capensis) ze ZOO (Fayer et al. 1997), u velblouda dvouhrbého 

(Camelus bactrianus) s chronickou kryptosporidiózou (Tzipori and Griffiths 1998, 

Anderson et al. 1991) a žirafy síťované (Giraffa camelopardalis reticulata) 

(Kodádková et al. 2010). 

 

 

1.4.5 Cryptosporidium meleagridis 

 Tato kryptosporidie byla poprvé popsána v roce 1955 (Slavin 1955). 

Typickými hostiteli jsou ptáci, především drůbež (Morgan et al. 2001). Přirozené 

infekce se také vyskytují u člověka. Jedná se o třetí nejběžnější druh kryptosporidie, 

který je u člověka diagnostikován (Xiao et al. 2001, Pedraza-Diaz et al. 2000). 

Cryptosporidium meleagridis je jediná známá kryptosporidie, která infikuje jak ptáky, 

tak savce. Byly popsány experimentální infekce u kuřat, myší, selat a telat (Akiyoshi et 

al. 2003). 
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U ptáků se infekce C. meleagridis projevuje průjmem bez ztráty na hmotnosti a dalších 

vážnějších klinických příznaků (Tůmová et al. 2000). Patologické změny vznikající na 

sliznici infikovaných částí zažívacího traktu a jsou charakterizovány zkrácením 

mikrovilární vrstvy a nepravidelností epiteliálního povrchu. 

 Infekce C. meleagridis je u ptáků i u experimentálně infikovaných hlodavců 

lokalizována v tenkém střevě (Akioshi et al. 2003, Huang et al. 2003). 

 Oocysty mají kulatý tvar a jejich velikost je 4,5 × 4,0 µm (Lindsay et al. 1989). 

 

 

1.4.6 Cryptosporidium wrairi 

 Tento druh kryptosporidie způsobuje chronickou enteritidu u morčat 

(Vetterling et al. 1971). Na rozdíl od C. parvum, kterému je velmi podobné, je schopné 

infikovat dospělé imunokompetentní jedince morčat. Infekce je vymezená striktně na 

tenké střevo.  

Velikost oocyst je u C. wrairi srovnatelná s velikostí oocyst u C. parvum (5,4 × 

4,6 µm). 
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2. Cíle práce 

• Zpracovat kriticky literární rešerši o tématu 

 

• Pomocí experimentálních přenosů popsat vnímavost a průběh infekce 

Cryptosporidium mouse genotype I u různých kmenů myši domácí 

středoevropské (Mus musculus musculus) a myši domácí západoevropské (Mus 

musculus domesticus) 
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3. Materiál a metody 

 

3.1 Získávání pokusných zvířat 

 Pokusná zvířata byla chytána v lokalitě na pomezí českých a německých hranic 

v hybridní zóně. Na tomto území dochází ke křížení dvou poddruhů myši domácí, a to 

myši domácí západoevropské (Mus musculus domesticus) a myši domácí 

středoevropské (Mus musculus musculus). Jednotlivé kmeny myší byly pojmenovány 

podle místa odchytu a poté dlouhodobě po několik generací imbredně množeny na 

Ústavu biologie obratlovců, AV ČR, Studenec. 

 Přímo v lokalitě hybridní zóny byla odchycená zvířata vyšetřována na 

přítomnost kryptosporidií v trusu. Myši byly chytány do živochytných pastí v blízkosti 

lidských obydlí a ve stájích hospodářských zvířat. Z celkového počtu 352 vyšetřených 

zvířat byly získány dva odlišné izoláty Cryptosporidium mouse genotype I. Jeden 

označený jako HZ 117 izolovaný z myši Mus musculus domesticus odchycené v 

lokalitě Münchenreuth a druhý HZ 206 – izolovaný z myši Mus musculus musculus 

odchycené v lokalitě Buškovice. 

 

3.1.1 Experimentální zvířata 

 Pro experimentální infekce bylo použito celkem 14 různých kmenů myší 

(tabulka 2.) různého stáří a pohlaví (vždy však nejméně 3 samice a 3 samci ve 

skupině). Jako kontrola byly použity 2 SCID myši. 

 Pokusná zvířata byla chována v chovných nádobách s podestýlkou, krmena 

komerční granulovanou směsí pro hlodavce a napájena vodou ad-libitum. 
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Tabulka 2. Kmeny myší použité v experimentu 
 

 
název kmene typ místo odchytu 

 BULS M Buškovice  CZ 

 BUSNA M Buškovice  CZ 

 PLOSSEN D Plössen  G 

 PWD M Praha CZ 

 SCHEST D Schweben  G 

 SCHUNT D Schweben  G 

 SIN D Orkneys, Sunday Isl.  G 

 SIT D Orkneys, Sunday Isl.  G 

 SMON D Montferrier  G 

 SPOS D Poschiavo  G 

 STRA D Straas  G 

 STRB D Straas  G 

 STUF M Studenec  CZ 

 STUS M Studenec  CZ 
 
 

3.2 Oocysty Cryptosporidium mouse genotype I 

Dva izoláty Cryptosporidium mouse genotype I (HZ 117 a HZ 206) byly 

v laboratoři udržovány pasážováním přes SCID myši (myši s těžkou kombinovanou 

imunodeficiencí). Trus od těchto myší byl pravidelně odebírán, poté byl přečištěn a 

takto získané oocysty byly použity k infekčním experimentům. 

 

 

3.3 Experimentální infekce 

 Každé zvíře bylo infikováno per-orálně pomocí jícní sondy dávkou 1×106 

viabilních oocyst C. mouse genotyp I. Pro snadnější manipulaci byla zvířata předem 

uspána inhalační éterovou narkózou. 

 

 

3.4 Purifikace oocyst 

Vzorky trusu získané ze SCID myší byly zhomogenizovány ve třecí misce a 

přefiltrovány přes sítko do 100 ml zkumavky a centrifugovány při 1350 g po dobu 20 
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minut, následně byl odsán supernatant. Poté byl získaný sediment přečištěn na 

sacharózovém gradientu (Arrowood and Sterling 1987). 

 

 

3.4.1 Sacharózový gradient (Arrowood and Sterling 1987) 

Použité roztoky: 

Sheaterův roztok:  259 ml deionizované vody 

 405 g cukru 

 7,29 g fenolu 

1% PBS Tween: do 1 l PBS přidat 0,5 ml Tween 20 

Pracovní Sheaterův roztok:  A (1 díl Sheater + 2 díly PBS Tween) 

  B (1 díl Sheater + 4 díly PBS Tween) 

 

Pracovní postup: 

1. do centrifugační kyvety navrstvit sacharózový gradient - 30 ml roztoku A;      

30 ml roztoku B; 15 ml vzorku 

2. centrifugovat při 1370 g po dobu 30 min při 4° C 

3. vodní vývěvou odsát čirou vrstvu supernatantu, zbylý supernatant převést do 

čisté kyvety 

4. doplnit objem deionizovanou vodou 

5. centrifugovat 20 min při 1370 g 

6. odsát vodní vývěvou ½ supernatantu a doplnit objem deionizovanou vodou 

7. krok 6. a 7. opakovat třikrát 

8. purifikované oocysty uchovávat ve tmě při 4° C 
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3.5 Dezinfekce a dekantace přes sítko 

 K roztoku oocyst s deionizovanou vodou (1 ml) bylo z důvodu možné 

přítomnosti bakterií přidáno 5 ml 5% NaClO (Savo) a mícháno 15 min na ledu. 

Následně byl roztok 5× promyt nadbytkem deionizované vody (centrifugace 20 min, 

1370 g, 4 °C). Aby byly ze suspenze oocyst odstraněny případné oocysty eimerií, byl 

roztok přefiltrován přes mikrosítko s otvory o velikosti 10 µl a oocysty byly dále 

skladovány v chladničce při 4 °C. 

 

 

3.6 Příprava infekční dávky 

 Po přečištění byl počet oocyst v suspenzi stanoven počítáním v Bürkerově 

počítací komůrce. Následně byl proveden test viability oocyst pomocí barvení 

propidium iodidem. Byla připravena infekční dávka obsahující 1×106 viabilních oocyst 

C. mouse genotyp I. 

3.6.1 Barvení propidium iodididem (Brescia et al. 2009) 

 

Použité chemikálie: 
P – 4170 (Sigma) skladovat při 4 °C 

Roztok PI: 

1 mg P – 4170 rozpustit v 1 ml 0,1 M PBS, pH 7,2, uchovávat při 4 °C 

Pracovní postup: 

1. připravit 100 µl suspenze oocyst (ne více než 1 × 106 oocyst ve 100 µl) 

2. přidat 10 µl roztoku PI 

3. barvit 30 min při laboratorní teplotě  

4. dobře propláchnout v PBS nebo destilované vodě 

5. pozorovat fluorescenčním mikroskopem 
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3.7 Koprologické vyšetření 

 Vzorky trusu byly odebírány denně od prvního dne po infekci (DPI) až do 30 

DPI. Přítomnost oocyst v trusu byla detekována pomocí specifického barvení anilin-

karbol-metyl violetí s dobarvením tartrazinem (Miláček and Vítovec 1985). 

 

3.7.1 Barvení kryptosporidií (Miláček and Vítovec 1985). 

Použité roztoky: 

Roztok methylvioleti:  0,6 g methylvioleti 

  1 ml anilinu 

  1 g fenolu 

  30 ml 96% etanolu 

  70 ml deionizované vody 

Kyselina sírová: 2% vodný roztok   

Tartrazin:  1% tartrazin v 1% kyselině octové 

Pracovní postup: 

1. tenký nátěr trusu na podložním skle fixovat metanolem v plameni 

2. barvit metylvioletí po dobu 30 min 

3. opláchnout slabým proudem vody 

4. diferencovat roztokem kyseliny sírové po dobu 1 – 2 min 

5. opláchnout vodou 

6. dobarvit tartrazinem po dobu 1 – 2 min 

7. opláchnout slabým proudem vody 

8. nechat uschnout a prohlížet světelným mikroskopem při zvětšení 1000× 
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3.8 Vyhodnocení intenzity infekce 

 Bylo zjišťováno množství trusu (v gramech), které bylo použito na pořízení 

nátěru. Váha trusu byla získána jako rozdíl hmotnosti trusu natřeného na sklíčku a 

hmotnosti čistého sklíčka. Byly spočítány všechny oocysty na sklíčku při zvětšení 

1000×. Ze zjištěných údajů byla odhadnuta intenzita infekce a vyjádřena jako OPG – 

počet oocyst v gramu trusu dle Kváč et al. (2007). 

 

 

3.9 Molekulární analýza 

3.9.1 Izolace DNA 

 Celková DNA byla extrahována přímo z trusu pokusných zvířat pomocí 

komerčního kitu PSP Spin Stool DNA Kit (Invitek) s mírnou modifikací. 

 

Postup: 

1. do mikrozkumavek (Safe Lock Tube, 2,5 ml) přidat 200 mg trusu, 150 mg 

skleněných kuliček (průměr 0,5 mm, BioSpec Product Inc., USA) 

2.  přidat 1,2 ml Lysis Buffer P a zvortexovat 

3. provést rozbíjení oocyst pomocí homogenizátoru (FASTPREP® - 24 Instrument 

MP Biomedicals, Solon, OH, USA) 1 min rychlostí 5,5 m/s. 

4. další kroky byly provedeny podle návodu poskytnutého výrobcem. Získaná 

DNA byla uchovávána při -20 °C. 
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3.9.2 Polymerázová řetězová reakce (PCR) 

Chemikálie: 

• Deoxyribonukleosid trifosfáty (200 µM dNTP’s, 10 mM roztok, Top-Bio, 

ČR) 

• 10× koncentrovaný pufr pro Taq purple DNA polymerázu (Top-Bio, ČR) 

• Taq purple DNA polymeráza (1 U/µl, Top-Bio, ČR) 

• PCR H2O (Top-Bio, ČR) 

• MgCl 2 (25 mM, Top-Bio, ČR) 

• Bovinní sérový albumin (BSA 10 mg/ml, Sigma-Aldrich ČR) 

• Primery  (10 µM, Generi Biotech, ČR) 

 

 Pro amplifikaci GP60 byla použita nested PCR dle protokolu Feng et al. 2007. 

Celkový objem jednotlivých reakčních směsí byl 20 µl (tabulka 3.). 

Primery: 

Primární 

• F 5‘ ATAGTCTCCGCTGTATTC 3‘ 

• R 5‘ GGAAGGAACGATGTATCT 3‘ 

Sekundární 

• F 5‘ TCCGCTGTATTCTCAGCC 3‘ 

• R 5‘ GCAGAGGAACCAGCATC 3‘ 
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Tabulka 3. Reakční směs pro PCR protokol pro amplifikaci GP60. 
 

 primární reakce 50 °C   sekundární reakce 50 °C 

 H2O -------- 11,30 µl  H2O -------- 12,10 µl 

 MgCl 2 25 mM 1,20 µl  MgCl 2 25 mM 1,20 µl 

 10× buffer -------- 2,00 µl  10× buffer -------- 2,00 µl 

 dNTP 10 mM 0,40 µl  dNTP 10 mM 0,40 µl 

 Forward 10 mM 0,40 µl  Forward 10 mM 0, 40 µl 

 Reverse 10 mM 0,40 µl  Reverse 10 mM 0,40 µl 

 BSA 10 mg/ml 0,80 µl  BSA --------  

 Taq 1 U/µl 0,50 µl  Taq 1 U/µl 0,50 µl 

 DNA -------- 3,00 µl  DNA -------- 3,00 µl 

 Celkem -------- 20 µl   Celkem -------- 20 µl 

 
 
 Požadované úseky templátové DNA byly amplifikovány v termocycleru (Bioer, 

Krd, ČR) za použití následujícího programu: po počáteční denaturaci 94 °C 3 min, 

bylo provedeno celkem 35 cyklů sestávajících z denaturace 94 °C po 45 s, annealingu 

50 °C po 45 s a extenze 72 °C po 60 s, s finální extenzí 72 °C 7 min. Pro amplifikaci 

sekundárního PCR produktu byly použity 3 µl primárního PCR produktu.  

 

 

3.10 Gelová elektroforéza 

 Výsledný PCR produkt byl detekován na 1% agarózovém gelu s přídavkem 

ethidium-bromidu a vizualizován pomocí UV záření (320 nm). 

 

Chemikálie: 

• 50× TAE pufr (242 g tris báze; 457,1 ml ledové kyseliny octové; 100 ml 0,6 M 

EDTA) 

• agaróza (Biotech, ČR) 

• ethidium-bromid (Sigma-Aldrich, ČR) 

• 100 bp DNA Ladder (O’Gene RulerTM, Biogen, ČR) 
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Postup: 

1. smíchat agarózu s 1× TAE pufrem (pro 1% gel smíchat 0,8 g agarózy s 80 ml 

TAE pufru) 

2. nechat agarózu rozpustit v mikrovlnné troubě a zchladit pod tekoucí vodou 

přibližně na teplotu 50 °C 

3. přidat 2 µl ethydium-bromidu a promíchat 

4. do předem připravené formy nalít gel, vložit hřeben a nechat ztuhnout 

5. gel vložit do elektroforetické vany naplněné  1× TAE pufrem 

6. do jamek nanést 1× 10 µl ladderu a 20 µl sekundárního PCR produktu 

s druhově specifickými primery 

7. nastavit napětí 70 V a vyvíjet dobu potřebnou pro separaci fragmentů 

 

 DNA fragmenty byly vizualizovány UV transluminátorem a vyfoceny kamerou 

propojenou s počítačem. Byla také provedena sekvenace získaného PCR produktu 

v Laboratoři genomiky na Ústavu molekulární biologie rostlin Akademie věd České 

republiky za účelem ověření identity použitého vzorku s vzorku získaného 

z experimentálních zvířat. 

 

 

3.11 Statistické vyhodnocení výsledků 

Pro statistické vyhodnocení variability intenzity infekce (kumulativní hodnoty 

plochy pod křivkou (Area Under Curve – AUC), času dosažení nejvyšší intenzity 

infekce (tmax) a nejvyšší hodnoty koncentrace oocyst (Cmax) byla použita Kruskal-

Walissova a Wilcoxonova analýza. Rozdíly v průběhu infekce byly vyhodnoceny 

pomocí neparametrického Mann-Whitney U-testu. Analýzy byly provedeny 

programem Statistica 6.0 (StatSoft CR, Praha). 
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4. Výsledky 

 

4.1 Molekulární charakteristika izolátu Cryptosporidium mouse genotype I 

Částečné sekvence původních izolátů Cryptosporidium mouse genotype I (HZ 

117 a HZ 206) použitého k experimentálním infekcím a sekvence získané po izolaci 

z infikovaných zvířat v poslední den patentní periody byly identické. 

 

 

4.2 Dynamika infekce 

 Prepatentní a patentní perioda u experimentálních zvířat vnímavých k infekci 

Cryptosporidium mouse genotype I se pohybovala v rozmezí od dvou do čtrnácti dnů a 

lišila se jak u různých kmenů myší a  jednotlivých pohlaví,  tak i u obou izolátů 

(tabulka 4., 5.). 

 Nejdelší prepatentní periodu pro izolát HZ 117 vykazovaly samice kmenů SIT 

a SPOS a trvala 6 dnů. Naopak nejkratší prepatentní periodu měly samice kmenů 

BUSNA, SCHEST, STUF a SIT dále samci kmenů BUSNA, SCHEST, SPOS, STRB a 

STUF, a to shodně 3 dny. U izolátu HZ 206 byla nejdelší pozorovaná prepatentní 

perioda v délce 14 dnů, a to u samce kmene SMON. Nejkratší prepatentní periodu 

vykazovaly samice kmenů BUSNA a SIN a samci kmene BULS a STUF opět shodně, 

tentokrát v délce trvání 2 dny. 

Nejdelší patentní perioda pro izolát HZ 117 byla 27 dnů, a to u obou pohlaví 

kmene BUSNA, vylučování oocyst bylo pozorováno i 30 DPI, kdy byl experiment 

ukončen. U samice kmene SIT byla mikroskopicky zaznamenána přítomnost oocyst 

v trusu pouze 7. den po infekci. 

Nejdelší patentní perioda pro izolát HZ 206 byla u samců kmene BUSNA, zde 

byla přítomnost oocyst v trusu pozorována až do 19. respektive 23. DPI, molekulárně 

byla však přítomnost Cryptosporidium mouse genotype I potvrzena i 30. DPI. 

Nejkratší patentní perioda byla zaznamenána opět jeden den, tentokrát u samců kmene 

SMON, a to 15. den po infekci. 

U každé z myší bylo molekulárně ověřeno, zda opravdu došlo k vyléčení 
z kryptosporidiózy. 
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 Z tabulek 4. a 5. je patrné, že ačkoliv většina myší již nebyla mikroskopicky 

pozitivních, infekce u nich přetrvala až do konce experimentu. Intenzita infekce byla 

však tak nízká, že ji nebylo možné mikroskopicky detekovat. Z infekce C. mouse 

genotype I (HZ 117) se dokázali vyléčit samci kmene SCHEST; samice kmene SIN; 

samice i samci kmene SIT; samci kmene STUF a samice i samci kmene STUS. 

Z infekce C. mouse genotype I (HZ 206) se dokázaly vyléčit následující myši: samice i 

samci kmene SIN; samci kmene SMON; samci kmene STRA a samice i samci kmene 

STUF. 

 

 

Tabulka 4. Prepatentní a patentní perioda izolát HZ 117 

prepatentní perioda patentní perioda 

mikroskopicky / 
PCR pozitivní 

mikroskopicky / 
PCR pozitivní  kmen 

samice samci 

samice samci 

BULS * * * * 
BUSNA 3 3 27 / 30. 27 / 30. 
PLOSSEN N N N N 
PWD N N 0 / 30. 0 (30.) 
SCHEST 3 3 11 / 30. 9 / 12. 
SCHUNT N N 0 / 30. 0 / 30. 
SIN 4 4 6 / 10. 25 / 30. 
SIT 6 4 1 / 7. 14 / 18. 
SMON * * * * 
SPOS 6 3 22 / 30. 19 / 22. 
STRA N N 0 / 30. N 

STRB 5 3 9 / 30. 4 / 30. 

STUF 3 3 26 / 30. 23 / 26. 
STUS 3 5 19 / 22. 15 / 20. 
 
 
*  = kmen myší nebyl k dispozici 
N  = negativní 
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Tabulka 5. Prepatentní a patentní perioda izolát HZ 206 
 

prepatentní perioda patentní perioda 

mikroskopicky / 
PCR pozitivní 

mikroskopicky / 
PCR pozitivní  kmen 

samice samci 

samice samci 

BULS 4 2 6 / 30. 14 / 30. 
BUSNA 2 3 19 30. 23 / 30. 
PLOSSEN * * * * 
PWD 3 4 7 / 30. 16 / 30. 
SCHEST 4 4 20 / 24. 19 / 30. 
SCHUNT 3 3 13 / 30. 10 / 30. 
SIN 2 3 12 / 14. 13 / 16. 
SIT * * * * 
SMON 3 14 12 / 30. 1 / 15. 
SPOS * * * * 
STRA 4 5 11 / 30. 9 / 14. 

STRB 8 4 3 / 30. 10 / 30. 

STUF 3 2 9 / 13. 14 / 16. 
STUS * * * * 
 
 
*  = kmen myší nebyl k dispozici 
N  = negativní 
 
 

4.3 Intenzita infekce 

 Stejně jako u patentní a prepatentní periody byly zjištěny rozdíly v intenzitě 

infekce u jednotlivých kmenů myší, a to jak v rámci kmenů, tak i mezi jednotlivými 

pohlavími. Zároveň byla pozorována různá intenzita infekce u obou izolátů (tabulka 6., 

7.).  

Z výsledků vyplývá, že u kmenů BULS, BUSNA, PWD, SCHUNT, SIT, 

SPOS, STRA, STRB a STUF byli samci vnímavější k infekci Cryptosporidium mouse 

genotype I než samice. U dvou kmenů – SCHEST a STUS byly naopak vnímavější 

samice. Ve všech případech byla vyšší vnímavost u daného pohlaví shodná k oběma 

izolátům -  jak k HZ 117 tak k HZ 206. Pouze u kmene SIN byly samice vnímavější 

k izolátů HZ 117, zatímco samci byli vnímavější k izolátu HZ 206. 



 
 

23 
 

 K izolátu HZ 117 byly podle mikroskopického vyšetření nevnímavé kmeny 

PLOSSEN, PWD, SCHUNT a STRA. Molekulární analýza však odhalila pozitivitu u 

kmenů  PWD, SCHUNT a STRA. Intenzita infekce u těchto 3 kmenů byla však tak 

nízká, že nebylo možné ji mikroskopicky zaznamenat. Jediným kmenem nevnímavým 

k experimentální infekci Cryptosporidium mouse genotype I, izolát HZ 117, je tedy 

kmen PLOSSEN. Naopak nejvíce vnímavým kmenem byly myši kmene SPOS. U 

samců tohoto kmene byla 12. DPI zjištěna intenzita infekce 76,8 × 103 OPG (oocyst na 

gram trusu). 

 K izolátu HZ 206 byly vnímavé všechny použité kmeny myší, nejvíce 

vnímavým byl kmen SIN, a to samci tohoto kmene, jak již bylo řečeno výše, samice 

tohoto kmene byly vnímavější k izolátu HZ 117 (tabulka 6., 7.).   

 
 
Tabulka 6. Izolát HZ 117: Srovnání intenzity infekce u jednotlivých kmenů 
experimentálně infikovaných myší 
 

 nejvyšší zjištěná intenzita infekce 

 samice samci 
 

kmen 

OPG DPI OPG DPI 

 BUSNA 50,1 × 103 11 51,9 × 103 11 
 SCHEST 15,4 × 103 6 10,7 × 103 6 
 SIN 7,8 × 103 10 3,4 × 103 10 
 SIT 0,7 × 103 7 2,8 × 103 12 
 SPOS 48,4 × 103 12 76,8 × 103 12 
 STRB 0,7 × 103 11 5,0 × 103 6 
 STUF 22,6 × 103 8 42,0 × 103 6 
 STUS 17,1 × 103 9 3,6 × 103 7 
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Tabulka 7. Izolát HZ 206: Srovnání intenzity infekce u jednotlivých kmenů 
experimentálně infikovaných myší 
 

 nejvyšší zjištěná intenzita infekce 

 samice samci 
 

kmen 

OPG DPI OPG DPI 

 BULS 1,4 × 103 7 3,6 × 103 14 
 BUSNA 64,7 × 103 6 111,6 × 103 11 
 PWD 2,1 × 103 4 2,8 × 103 14 
 SCHEST 13,5 × 103 8 2,1 × 103 13 
 SCHUNT 2,8 × 103 11 3,6 × 103 5 
 SIN 54 × 103 6 141,5 × 103 5 
 SMON 3,5 × 103 6 1,4 × 103 15 
 STRA 2,8 × 103 5 2,1 × 103 13 
 STRB 1,4 × 103 9 2,1 × 103 13 
 STUF 7,8 × 103 6 64,7 × 103 4 
      
 
 

Pouze u osmi kmenů myší (BUSNA, PWD, SCHEST, SCHUNT, SIN, STRA, 

STRB a STUF) byl získán dostatečný počet myší k provedení experimentálních infekcí 

oběma izoláty C. mouse genotype I. U ostatních kmenů myší byla z důvodu časově 

omezené dostupnosti provedena infekce buď izolátem HZ 117 (kmeny PLOSSEN, 

SIT, SPOS a STUS) nebo izolátem HZ 206 (BULS a SMON). Následující grafy 

shrnují získané výsledky. 
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Graf 1. Průběh infekce kmen BUSNA, srovnání obou izolátů 

 

Graf č. 1 ukazuje průběh infekce u myší kmenu BUSNA (M. musculus 

musculus). Je jasně patrné, že samci tohoto kmene jsou vnímavější k infekci C. mouse 

genotype I, a to více k izolátu HZ 206. U samců tohoto kmene byla zjištěna druhá 

nejvyšší intenzita infekce vůbec, a to 111,6 × 103 OPG (oocyst na gram trusu). 

Všeobecně jsou myši kmene BUSNA vnímavější k izolátu HZ 206. U izolátu HZ 117 

jsme zase pozorovali delší patentní periodu. Podle výsledků molekulární analýzy se 

myši nedokázaly vyléčit z infekce ani u jednoho z izolátů. 

 

 

Graf 2. Průběh infekce kmen SCHEST, srovnání obou izolátů 

 

 

Graf č. 2 ukazuje průběh infekce u myší kmenu SCHEST (M. musculus 

domesticus). Jedná se o jediný kmen, u něhož jsou k infekci oběma izoláty výrazně 

vnímavější samice. Vnímavost k jednotlivým izolátům se nijak diametrálně neliší. Liší 
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se ale patentní perioda, která je delší u izolátu HZ 206. Podle molekulární analýzy se 

dokázaly vyléčit pouze samice při infekci izolátem HZ 206 

 

 

Graf 3. Průběh infekce kmen SIN, srovnání obou izolátů 

 

 

Graf č. 3 ukazuje průběh infekce u myší kmenu SIN (M. musculus domesticus). 

Ukázalo se, že k izolátu HZ 117 jsou vnímavější samice, zatímco k izolátu HZ 206 

jsou vnímavější samci. Intenzita infekce u samců při infekci izolátem HZ 206 dosahuje 

takřka třicetinásobku intenzity infekce samců u izolátu HZ 117 a jedná se o vůbec 

nejvyšší zjištěnou intenzitu infekce a to 141,5 × 103 OPG (oocyst na gram trusu). 

Pouze samci při infekci izolátem HZ 117 se nedokázali vyléčit. U ostatních skupin 

nebyla při provedení molekulární analýzy prokázána přítomnost C. mouse genotype I 

v trusu.  
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Graf 4. Průběh infekce kmen STRB, srovnání obou izolátů 

 

 

Graf č. 4 ukazuje průběh infekce u myší kmene STRB (M. musculus 

domesticus). U tohoto kmene byla nepatrně vyšší intenzita infekce u samců k izolátu 

HZ 117. Všeobecně byla intenzita infekce u tohoto kmene poměrně nízká, avšak 

molekulární analýza prokázala, že trvala až do konce experimentu, a to u obou izolátů 

a u všech skupin pokusných zvířat. 

 

 

Graf 5. Průběh infekce kmen STUF, srovnání obou izolátů 

 

 Graf č. 5 ukazuje průběh infekce u myší kmenu STUF (M. musculus musculus). 

Myši tohoto kmene jsou vnímavější k izolátu HZ 206, a to opět samci. U tohoto kmene 

můžeme delší patentní periodu pozorovat u izolátu HZ 117 a pomocí molekulární 

analýzy byly samice pozitivní i na konci experimentu, zatímco samci se dokázali 

vyléčit, a to jak u izolátu HZ 117, tak i u druhého izolátu HZ 206. 
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Graf 6. Průběh infekce kmen BULS, izolát HZ 206 

 

 

Graf č. 6 ukazuje průběh infekce u myší kmenu BULS (M. musculus 

musculus). U tohoto kmene jsou opět nepatrně vnímavější samci. I když celková 

intenzita infekce byla dost nízká, opět bylo pomocí molekulární analýzy prokázáno, že 

samice i samci vylučují oocysty až do konce experimentu. 

 

 

Graf 7. Průběh infekce kmen PWD, izolát HZ 206 

 

 

Graf č. 7 ukazuje průběh infekce u myší kmenu PWD (M. musculus musculus). 

Také u tohoto kmenu jsou vnímavější samci a intenzita infekce byla opět poměrně 

nízká. Pomocí molekulární analýzy bylo prokázáno, že infekce trvala až do konce 

experimentu, a to i u izolátu HZ 117, kde byla intenzita infekce tak nízká, že se ji po 

celou dobu trvání experimentu nepodařilo mikroskopicky zaznamenat. 
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Graf 8. Průběh infekce kmen SCHUNT, izolát HZ 206 

 

 

Graf č. 8 ukazuje průběh infekce u myší kmenu SCHUNT (M. musculus 

domesticus). U tohoto kmene jsou opět k infekci vnímavější samci, ale bylo 

prokázáno, že i samice vylučují oocysty do úplného konce experimentu. U tohoto 

kmene je situace obdobná jako u kmene PWD. I zde byly při infekci izolátem HZ 117 

při mikroskopickém vyšetření všechna zvířata po celou dobu experimentu negativní, 

avšak molekulární analýza prokázala přítomnost C. mouse genotype I v trusu, a to i 30 

DPI. 

 

 

Graf 9. Průběh infekce kmen SMON, izolát HZ 206 

 

 

 Graf č. 9 ukazuje průběh infekce i u kmenu myší SMON (M. musculus 

domesticus). U tohoto kmene jsou k infekci izolátem HZ 206 vnímavější samice. 
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Pomocí molekulární analýzy bylo prokázáno, že samci se z infekce dokázali vyléčit, 

zatímco u samic trvala až do konce experimentu. 

 

 

Graf 10. Průběh infekce kmen STRA, izolát HZ 206 

 

 

 Graf č. 10 ukazuje průběh infekce u myší kmene STRA (M. musculus 

domesticus). U tohoto kmene je vnímavost jednotlivých pohlaví takřka na stejné 

úrovni. Molekulární analýzou se podařilo prokázat, že samci se dokázali vyléčit, 

zatímco samice vylučovaly po celou dobu trvání experimentu. I u tohoto kmene myší 

byla při experimentální infekci izolátem HZ 117 při mikroskopickém vyšetření 

všechna zvířata negativní. Avšak molekulární analýza prokázala přítomnost C. mouse 

genotype I v trusu samic i 30. DPI. 
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Graf 11. Průběh infekce kmen SIT, izolát HZ 117 

 

 

 Graf č. 11 ukazuje průběh infekce u myší kmenu SIT (M. musculus 

domesticus). U těchto myší je intenzita infekce větší u samců. Molekulární analýzou 

bylo prokázáno, že obě pohlaví se dokázala vyléčit. 

 

 

Graf 12. Intenzita infekce kmen SPOS, izolát HZ 117 

 

 Graf č. 12 ukazuje průběh infekce u kmenu myší SPOS (M. musculus 

domesticus). Samci tohoto kmene byli k infekci izolátem HZ 117 vnímavější a jedná se 

vůbec o nejvnímavější kmen u tohoto izolátu, nejvyšší dosažená OPG byla 76,8 × 103. 

Podle molekulární analýzy se samice na rozdíl od samců nedokázaly vyléčit. 
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Graf 13. Intenzita infekce kmen STUS, izolát HZ 117 

 

 

 Graf č. 13 ukazuje průběh infekce u kmenu myší STUS (Mus musculus 

musculus). U tohoto kmene se ukázaly jako vnímavější samice, a to poměrně výrazně. 

Avšak patentní i prepatentní perioda je srovnatelná u obou pohlaví a rovněž u obou 

pohlaví došlo podle molekulární analýzy k vyléčení. 
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5. Diskuze 

 V oblasti hybridní zóny se provádí především řada genetických a evolučních 

studií týkající se dvou odlišných poddruhů myši domácí (Mus musculus), a to myši 

domácí západoevropské (Mus musculus domesticus) a myši domácí středoevropské 

(Mus musculus musculus) (Piálek et al. 2008). V nedávné době zde bylo započato i 

s výzkumem výskytu parazitů (mikrosporidií a kryptosporidií) běžně infikujících 

myšovité hlodavce (Sak et al. 2010) se zaměřením na posouzení vnitrodruhové 

variability ve vztahu parazit - hostitel.  

Při studiích přímo v oblasti hybridní zóny byly získány dva izoláty 

Cryptosporidium mouse genotype I, HZ 117 a HZ 206. Vnímavost jednotlivých kmenů 

myší k experimentální infekci těmito izoláty nebyla doposud nikým sledována. Nebyla 

zatím ani zjišťována úspěšnost experimentální infekce myši domácí západoevropské 

(Mus musculus domesticus) izolátem HZ 206 (původně získaným z M. musclus 

musculus v lokalitě Buškovice) a myši domácí středoevropské M. musculus musculus 

izolátem HZ 117 (původně získaným z M. musculus domesticus v lokalitě 

Münchereuth). Zrovna tak nebyly dosud popsány patentní a prepatentní periody u 

jednotlivých hostitelů Cryptosporidium mouse genotype I. Z námi získaných výsledků 

vyplývá, že vnímavost jednotlivých kmenů myší se od sebe diametrálně liší. 

Prepatentní perioda se pohybovala v rozmezí 3 – 6 dnů po infekci u izolátu HZ 117 a 

v rozmezí 2 – 14 dnů po infekci u izolátu HZ 206. Tento údaj je srovnatelný s 

prepatentní periodou uváděnou pro Cryptosporium parvum u hlodavců, průměrná 

prepatentní perioda je zde uváděna 6,2 dnů po infekci (Yang et al. 2000, Barbot et al. 

2001). Další běžně se vyskytující kryptosporidií u hlodavců je Cryptosporidium muris. 

Tato kryptosporidie má životní cyklus lokalizovaný v žaludku. Žaludeční 

kryptosporidie vykazují všeobecně delší prepatentní periodu než kryptosporidie 

střevní. U myší je uváděna prepatentní perioda v délce 18 – 36 dnů po infekci 

(Koudela et al. 1998). Na základně různě dlouhých prepatentních period je možné 

střevní a žaludeční kryptosporidie snadno oddělit při smíšených infekcích.  

Během této studie jsme sledovali průběh experimentální infekce 

Cryptosporidium mouse genotype I (izoláty HZ 117 a HZ 206) celkem u 14 odlišných 

kmenů myší, 5 kmenů myší Mus musculus musculus (BULS, BUSNA, PWD, STUF a 

STUS) a 9 kmenů myší Mus musculus domesticus (PLOSSEN, SCHEST, SCHUNT, 

SIN, SIT, SMON, SPOS, STRA a STRB). Srovnání vnímavosti k oběma izolátům 
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jsme provedli pouze u kmenů myší (BUSNA, PWD, SCHEST, SCHUNT, SIN, STRA, 

STRB a STUF), u ostatních kmenů myší nebyl k dispozici dostatečný počet jedinců, 

proto jsme provedli infekci pouze jedním ze dvou izolátů.  

Jak již bylo řečeno, vnímavost jednotlivých kmenů se mezi sebou lišila a byla 

pozorována i odlišnost mezi vnímavosti u jednotlivých pohlaví. U většiny kmenů jsme 

pozorovali vyšší intenzitu infekce, vyjádřenou množstvím oocyst na gram trusu, u 

samců, pouze u kmene SCHEST byly k infekci oběma izoláty výrazně vnímavější 

samice. Samice byly nepatrně vnímavější i u kmenů STRA infekce izolátem HZ 206, 

SMON infekce izolátem HZ 206. U kmene myší STUS byly samice opět výrazně 

vnímavější k experimentální infekci izolátem HZ 117. U všech kmenů byla vnímavost 

samic a samců shodná k oběma izolátům. Pouze u kmene SIN byly při infekci izolátem 

HZ 117 vnímavější samice, zatímco při infekci izolátem HZ 206 byli vnímavější 

samci. Vyšší vnímavost samců bývá přičítána imunosupresivnímu účinku testosteronu. 

V průběhu našeho experimentu se díky vyšší vnímavosti samic u některých kmenů 

ukázalo, že imunosupresivní účinek testosteronu zřejmě nehraje jedinou roli. Existuje 

zde variabilita mezi jednotlivými geneticky se lišícími kmeny myší a dokonce i 

variabilita v rámci jednoho kmene při infekci různými izoláty Cryptosporidium mouse 

genotype I. Jednotlivé izoláty od sebe byly odlišeny na základě rozdílů v genu pro 

glykoprotein 60 (GP60), který je lokalizovaný v apikální oblasti na povrchu 

vývojových stádií kryptosporidií. Jednotlivé druhy kryptosporidií, respektive podtypy 

lišící se právě v GP60, mají odlišné biologické vlastnosti, zejména se odlišují svým 

hostitelským spektrem (Cama et al. 2007). Například podtypy C. parvum a C. hominis 

byly odlišeny právě na základě této variability (Sulaiman et al. 2005). 

U kmenů myší, kde jsme měli možnost srovnat průběh experimentální infekce 

oběma izoláty, byla prokázána vnímavost jednotlivých myší jak k izolátu HZ 117, tak 

k izolátu HZ 206. U kmenů myší BUSNA, SCHEST, STRB a STUF byla vyšší 

vnímavost k infekci pozorována u izolátu původně získaného z daného poddruhu myši, 

takže u kmenů BUSNA a STUF k izolátu HZ 206 („musculoidní izolát“) a u kmenů 

SCHEST a STRB k izolátu HZ 117 („domestikoidní izolát“). V jediném případě, a to u 

myší kmene SIN (Mus musculus domesticus), byla vyšší intenzita infekce pozorována 

u izolátu HZ 206 („musculoidní izolát“). Rozdíl mezi jednotlivými izoláty byl opravdu 

markantní, u izolátu HZ 206 byla nejvyšší intenzita infekce u samců až třicetinásobná 

oproti izolátu HZ 117. U kmenů myší SCHUNT, SMON, STRA a STUS jsme úspěšně 

provedli experimentální infekci izolátem původně získaným z druhého poddruhu myši. 
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U kmene myší PLOSSEN (M. musculus domesticus) nebyla experimentální infekce 

izolátem HZ 117 („domestikoidní izolát“) úspěšná. 

Různá vnímavost u jednotlivých kmenů myší může být způsobena jak rozdíly 

v genu pro GP60 jak již bylo zmíněno výše, tak například i různě namířenou imunitní 

odpovědí u jednotlivých poddruhů myší. U Cryptosporidium mouse genotype I nebyly 

zatím provedeny žádné imunologické studie. Nejlépe je imunitní odpověď proti 

kryptosporidióze prostudována u střevní kryptosporidie C. parvum. Ta je však věkově 

specifická a dospělá zvířata jsou považována za rezistentní vůči tomuto druhu. 

Vhodným modelem pro studium imunitní odpovědi u hlodavců je žaludeční 

kryptosporidie C. muris, a to především z důvodu dlouhé prepatentní a patentní 

periody a také z důvodu absence věkové specifity, díky které lze provádět srovnávací 

studie infektivity u imunokompetentních a imunodeficitních myší (McDonald and 

Bancroft 1993). Důležitosti přítomnosti T-buněčné odpovědi proti kryptosporidiové 

infekci si jako první povšimnul Heine, který zjistil, že novorozené nahé myši při 

experimentální infekci C. parvum trpí chronickou a nakonec fatální formou 

kryptosporidiózy, zatímco myši s neporušenou T-buněčnou imunitní odpovědí jsou 

nakonec schopné se z infekce vyléčit (Heine et al. 1984). V podobných studiích byl 

stejný průběh prokázán i u experimentálních infekcí druhem C. muris u SCID myší 

(Mead et al. 1991, Kuhls et al. 1992, McDonald et al. 1992). T-lymfocyty TCRαβ 

exprimují na svém povrchu další znaky, podle kterých jsou T-lymfocyty rozlišeny na 

CD4+ a CD8+ lymfocyty. Důkazy o protektivní roli CD4+ lymfocytů přinesla řada 

experimentů. Myši s nedostatkem MHC II se nebyly schopny vyléčit z infekce C. 

parvum (Aquirre et al. 1994). Podáním protilátek proti CD4+ antigenu významně 

zhoršilo průběh infekce (Ungar et al. 1991, McDonald et al. 1994). Depleční pokusy 

na SCID myších ukázaly, že myši byly po přidání suspenze lymfocytů schopny 

kontrolovat infekci, ovšem když byly CD4+ T-lymfocyty ze suspenze odstraněny, 

myši nebyly schopny se vyléčit (Chen et al. 1993, McDonald et al. 1994). 

Při infekci kryptosporidiemi hrají podstatnou roli také NK buňkami 

sekretované cytokiny, za klíčový je považován IFN-γ. Rovněž cytotoxická aktivita NK 

buněk je považována za jeden z  účinných obranných mechanismů při 

kryptosporidióze. Při infekci myší s tzv. beinge mutation, která je charakterizována 

nedostatečnou cytotoxickou aktivitou NK buněk (Reder and Duwe 1979), byl 

pozorován těžší průběh infekce C. parvum oproti zdravým myším (Enriquez and 

Sterlina 1991). 
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Výše zmíněná fakta mohou ovlivňovat vnímavost jednotlivých kmenů hostitelů 

i při infekci Cryptosporidium mouse genotype I. Je zapotřebí dalších infekčních studií 

se zaměřením na imunitní odpověď u jednotlivých kmenů a u případných hybridů, 

vzniklých křížením vnímavých a nevnímavých kmenů. 
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6. Závěry 

• Různé kmeny myší obou poddruhů myši domácí (Mus musculus) jsou vnímavé 

k experimentální infekci Cryptosporidium mouse genotype I pocházejících 

z hybridní zóny. 

 

• V rámci jednoho kmene byly pozorovány rozdíly ve vnímavosti hostitelů 

v závislosti na pohlaví. Nicméně nebyla jednoznačně potvrzena předpokládaná 

vyšší vnímavost samců. 

 

• Experimentálními infekcemi byla prokázána hostitelská adaptace použitých 

izolátů Cryptosporidium mouse genotype I na odpovídající poddruhy myši 

domácí. 

 

• Faktory ovlivňující vnímavost jednotlivých hostitelů je třeba dále studovat na 

genetické a imunologické úrovni. 
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