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1. Uvod

1.1 Kryptosporidie

Kryptosporidie jsou celostové rozSteni lékadsky i veterinars vyznamni
jednoburcni paraziti, ktéi prevazre infikuji epitelialni buky zazivaciho traktu vSech
druhi obratlovdé. Nekteré kryptosporidie infikuji také Ity dychaciho aparéatu
(O’'Donoghue 1995).

U kryptosporidii, které infikuji zaZivaci trakt, ziisujeme d¥ linie, prvni
primérre infikuji Zaludek, zatimco druha linie ma afinite Isliznici tenkého #tva.
Nekteré kryptosporidie jsou Uzce hostitelsky sper@mlané, jiné infikuji celodadu
hostitef.

Onemocsini kryptosporidiemi se nazyva kryptosporididza afgeeno mezi
oportunni parazitézy a zoondzy. U imunodeficiefinf@mcient zpisobuje zavazné
onemocgni, u AIDS pacient a podvyzivenych &i muaze mit letalni nasledky
(MacFarlane and Horner-Bryce 1987, Manabe et &8)19U imunokompetentnich
jedinal je onemoc#ni ¢asto provazeno vodnatymitpmy, kiecemi a abdominélnimi
bolestmi. V &chto gipadech dochazi ét8inou k samovyk&eni tzv. ,self-cure”
(Chappel et al. 1999, Xiao et al. 2004).

1.2 Historie

Prvni kryptosporidie byla pozorovana vroce 1907neStem Edvardem
Tyzzerem, ktery objevil tohoto prvoka ve sliznicl@dku laboratorni mySiMus
musculuy a pojmenoval jeCryptosporidium murigTyzzer 1907).

Vroce 1912 tentyZz autor popsal dalsi druh krypposie, tentokréat
lokalizovany v tenkém s\ laboratorni mysSi, a pojmenoval j€ryptosporidium
parvum PovSimnul si také, ZE€. parvumma oocysty mensi a kulaté na rozdil©d
muris, jehoZ oocysty jsou ovalného tvaruigbpzné dvakrat tak velké (Tyzzer 1912).

U ¢loveka byla poprvé kryptosporididza diagnostikovanaeser 1976, a to ve
dvou na sob nezavislych fipadech. Oba pacienti, 3leté it 39lety muz, Zili na

farmeé, kde se pstoval ho¥zi dobytek, trpli téZzkym vodnatym pijmem a nemoc byla



uréena pomoci mikroskopického vyBati materialu ziskanéhdibiopsii zaZivaciho
traktu (Nime et al. 1976, Meisel et al. 1976).

1.3 Taxonomie

Vzhledem  ktomu, Ze  Zivotni cyklus  kryptosporidii probiha
v gastrointestinalnim traktu hostitele, stejjako u rodi Eimeria Isospora a
Cyclospora byly diive fazeny mezi kokcidie (Corliss 1994, Fayer et al. 7)99
Nicmére na zaklad studii genu pro malou ribosomalni podjednotku (3BNA) byla
prokazana jejich ifbuznost s gregarinami, s nimiz tvsesterskou skupinu na bazi
celého kmene Apikomplexa (Carreno et al. 1999).

Jejich bazalni postaveni podporuje i figpnnost apikoplastu a fylogenetické
studie celych genoinu sedmi drufi Apikomplex (Zhu et al. 2000, Kuo et al. 2008).
Mezi spol€éné znaky gregarin a kryptosporidii fataké zanik apikalniho komplexu
brzy po invazi hostitelské kilky a morfologicka stavba organel slouzicichricipyceni
k hostitelské btice (u kryptosporidii feeder organelaa u gregarin epimeri)
(Valigurova et al. 2007). V sdasné dob je uznano 23 platnych dratkryptosporidii,
které byly rozliSeny na zakladmolekularnich rozdil, morfologie oocyst lokalizace
vyvojového cyklu a hostitelské specifity (tabulka).1lJe popsano také mnoho
genotym, u kterych se ffedpoklada, Zze budou v budoucnu popsany jako satnésta
druhy (Xiao et al. 2004, Chacin-Bonilla 2007, Pértand Karanis 2009).



Tabulka 1. Platné druhy rodu Cryptosporidium

Druh Autor Hostitel Lokalizace
C. andersoni  Lindsay et al., 2000 Bos taurus Zlaznaty Zaludek
C. baileyi Current et al., 1986  Gallus gallus bursa Fabricii
C. bovis Fayer et al., 2005 Bos taurus tenké stevo
C. canis Fayer et al., 2001 Canis familiaris tenké stevo
C. cuniculus  Robinson et al., 2010 Oryctolagus cuniculus tenké stevo
C fayeri Ryan et al., 2008 Macropus rufus strevo
C. felis Iseki, 1979 Felis catis tenké stevo
C. fragile Jirka et al., 2008 Duttaphrynus Zaludek
melanostictus
C. galli Ryan et al., 1999 Gallus Gallus Zlaznaty Zaludek
C. hominis MorganRyan Homo sapiens tenké stevo
et al., 2002
C. macropodumPower and Ryan, 2008Macropus giganteum  sttevo
C. meleagridis Slavin, 1955 Meleagris gallopavo tenké stevo
C. molnari Alvarez-Pellitero and Sparus aurata Zaludek
Sitja-Bobadilla, 2002 Dicentrarchus labrax  tenké stevo
C. muris Tyzzer, 1907 Mus musculus zaludek
C. parvum Tyzzer, 1912 Mus musculus tenké stevo
C. ryanae Fayer et al., 2008 Bos taurus strevo
C. scophthalmi AlvarezPellitero Scophthalmi maximus strevo
et al., 2004
C. serpentis Levine, 1980 Elaphe guttata Zaludek
(Browstein et al., Elaphe subocularis
1977) Sanzinia
madagascarensus
C. suis Ryan et al., 2004 Sus scrofa tlusté stevo
C. ubiquitum  Fayer et al. 2010 Bos taurus strevo
C. varanii Pavlasek and Ryan Varanus prasinus Zaludek
2008 tenké stevo
C. wrairi Vetterling et al., 1971 Cavia procellus tenké stevo
C. xiaoi Fayer and Santin, 200Qvis aries strevo



1.4 Zivotni cyklus

Zivotni cyklus kryptosporidii je monoxenni, cozammena, ze viechna vyvojova
stadia (asexualni i sexualni) jsou lokalizovanazgowu jednom hostiteli. K nakaze
dochéazi fekalé orélni cestou pdenim oocysty s kontaminovanou vodou nebo
potravou. Sporulovana oocysta obsahujigii sporozoity je vylodena spolu s vykaly
do vrgjSiho prostedi. Oocysty maji po#nné velké rezidualni disko, nemaiji
mikropyle a jejich sina je takka bezbarva s charakteristickou suturou na jedn@lon p
kterou sporozoiti opoudi oocystu lhem exystace. Zivotni cyklus jeétginou
lokalizovan v gastrointestinalnim traktu. Po fwd oocysty dochazi pomoci
proteolytickych enzyrin (serinové a cysteinové endopeptidazy, aminopeptjda
k degradaci sutury. Z oocysty se posléze uvolnékimmfi stadia — sporozoiti, kite
adheruji k hostitelskym hikam. Lokalizace kryptosporidii je oztwana jako
epiplasmaticka. Sporozoiti se poslézénima trofozoity lokalizované v parazitoformni
vakuole v enterocytech mikroklk Jadro trofozoita se &ni a dochazi k asexuélnimu
mnoZeni — merogonii. Vznikaji dva typy merénimeront typu | (vytvl 6 — 8
merozoifi) z ithoz nasled& vznika meront typu Il (vytvi& 4 merozoity). Merozoiti
vznikajici z meronta typu | se dale mnozi asexyya@atimco merozoiti z meronta typu
Il vstupuji do sexualni faze — gametogonie. Merbziypu Il napadaji hostitelské
bunky, ve kterych se transformuji v pohlavni stadigeenojaderné makrogamonty a
vicejaderné mikrogamonty. Z mikrogaménse uvohuji pohyblivé mikrogamety,
které oplodni makrogamety vzniklé z makroganiodejich splynutim vznikne zygota.
Béhem endogenni sporulace vznikaji ze zygoty dva tgpgyst — silnoghné a
tenkostnné. Silnosinné oocysty opoudi télo hostitele a slouzi kipnosu infekce na
dalSi hostitele. Oocysty kryptosporidii jsou glmfekéni ihned po vyloteni z Ela
hostitele. Tenkoghné oocysty excystuji jeStv téle hostitele, dochazi k aktivnimu
uvolhovani sporozoit a napadani zatim neinfikovanych mikrakigfreva, tento jev je
nazyvan jako autoinfekce (Tyzzer 1910, Tyzzer 1l et al. 1987).

VySe uvedenym Zisobem probiha Zzivotni cyklus wtginy kryptosporidii
s vyjimkou Cryptosporidium baleyi Tato kryptosporidie mafit generéni typy
meronfi. Prvni generace merdgnbbsahuje osm merozojtdruha generace obsahuje
Ctyfi merozoity; teti generace obsahuje osm meraz{@urrent et al. 1986).
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Obrazek 1: Vyvojovy cyklus kryptosporidii (Centers for Disease Control and
Prevention — CDC)

1.4 Kryptosporidie u hlodavai
1.4.1 Cryptosporidium mouse genotype |

Tato kryptosporidie byla poprvé popsana zéevat mySi domaci Mus
musculu} v Australii (Morgan et al. 1999). Negjbr¢jSi je tento druh prévu mysi
domaci Mus musculuys a dalSich malych hlodatrc— hraboSe polnihoMicrotus
arvalis), mysice lesni Apodemus sylvatichsa nornika rudéhoMyodes glareolus
(Morgan et al. 1999, Bajer et al. 2003). Dale b@hyptosporidiummouse genotype |
popséano u krys a bizénve Spasisku, Portugalsku, USA a Velké Britanii (Xiao and
Fayer 2008, Xiao and Feng 2008). Existuje také adiza vyskytu u netopyr(Dubey
et al., 1998), dale u pandgrvené, levharta skvrnitého a takina indického ét\al
2009). OocystyCryptosporidiummouse genotype | byly nalezeny i wkterych
studenokrevnych obratlowrc nagiklad hadi, jeStrek a Zelv, udchto nélea se vSak
piedpoklada, Ze jde pouze o pasaz, ktera se dostal&lal hostitele spolané

s kontaminovanou potravou (Xiao et al. 2004).




K dispozici jsou jiz také prvni zaznamy o vyskytéto kryptosporidie u
¢lovéka. Jeden pochazi z Indie, kdy byl@ryptosporidium mouse genotype |
diagnostikovano u dite a potvrzeno na zakladRFLP analyzy genu pro malou
ribosomalni podjednotku (SSU rRNA). Je vSak mozpe,se mohlo jednat i o
Cryptosporidium meleagridisvelikost jehoz fragmefitje pri PCR RFLP metodéach
shodna a navic je to drukkame se vyskytujici u lidi (Ajjampur et al. 2007). Vygk
Cryptosporidiummouse genotype | byl zaznamenan i Wwitditv Kuwaitu, zde se
jednalo o sekvenci AY738188 (Sulaiman et al. 2005).

Na zaklad fylogenetickych analyz bylo zji&ho, ZeCryptosporidiummouse
genotype | je nejbliz€. parvumpodtypu IIFA6, a to z 97,2 %. Velikost oocyst byla
meiena pomoci sitelného mikroskopu a bylo zji&to, Ze oocysty. mousegenotype
| jsou menSi nez oocysty. parvum Velikost oocystC. parvumije 5,42 x 4,90 um a
velikost oocysC. mousegenotype | je 4,8 x 4,1 um (Lv et al. 2009).

Na zaklad odliSnosti v sekvencich genu kodujici glykopro@iR60 byly u
Cryptosporidiummouse genotype | odliSeny dva podtypy, IXa a IRbdtyp 1Xa byl
nalezen u 4 ze 3esti vzdripochazejicich od mysi domaciCiny. Podtyp IXb byl
nalezen u dvou mySi domacich pochéazejicich z US#inZneni zcela jasné, zda jsou
tyty podtypy vazany na geografickou oblast nebo it o disledek limitované
migrace mysi (Lv et al. 2009). Oba podtypy maji 76 kopii mikrosatelitni
sekvence TCA (Feng et al. 2010).

Vedle druhu C. mouse genotype | byl nalezen i dalsi druh, a to
Cryptosporidiummouse genotype Il. U tohoto druhu se zatim nefilod@arovést
platnou morfologickou analyzu. Analyza byla provealez mensiho @tu oocyst,
velikost oocyst se nijak neliSila od oocystyptosporidium parvung5,0 x 4,3 um),
prevalence byla 7,6 %. Zatim nerfepre znam potencial infektivity u zkat ani u lidi
(Foo et al. 2007).

1.4.2 Cryptosporidium parvum

Cryptosporidium parvumje nejroz&iensjSi druh kryptosporidie s nejnizsi
hostitelskou specifitou. Vnimavost jednotlivych titedi k tomuto druhu byla popsana
experimentald. Poprvé byl tento druh nalezen u mysi (Tyzzer )9PPavapodobré

je infekeni pro WtSinu sava, u kterych je také ve velké reinalézan. Népstji byvaji
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infikovani timto druhem ffg@zvykavci (de Graaf 1999). Rezervoarem pro hosfséda
zvirata a také proloveéka jsou drobni hlodavci (Morgan et al. 2000)yptosporidium
parvum je také nejasgjSi kryptosporidii infikujici clovéka (Xiao et al 2004). U
imunodeficientnich paciefit kon¢i diseminované infekce éSinou smrti. Stav
nadkazy (Nimri and Batchoun 1994, Current and Gai€fl). Akoliv je Zivotni

cyklus uC. parvumv hostiteli ¥tSinou lokalizovan v zazivacim traktujige pronikat
i do jinych orgaf, nagiklad plic, jater a sleziny (Ditrich et al. 1991 elsimar et al.
2006).

Primérré probiha infekceC. parvumv distalnic¢asti tenkého #va a kolonu.
Patologické zrny vtenkém g$ew jsou charakterizovany atrofii tevnich klki,
ztratou epitelialnich butk a zargtem stevniho epitelu (Thompson et al. 2005).

Velikost oocyst je 5,0 x 4,5 um (Upton and Curreeas).

1.4.3 Cryptosporidium andersoni

U C. andersonjsou znamy dva ,kmeny* liSici se velikosti oocydpton and
Current (1985) uvaili velikost oocyst izolovanych ze skotu 7,4 x 5. .00ocystyC.
andersonj které popsal Lindsay et al. (2000) v USA a &Kwnd Vitovec (2003)
v Ceské Republice 8y rozméry 8,4 x 6,2 um, coz je blizsi rozndm C. muris

Cryptosporidium andersongpolu sC. muris pati do skupiny kryptosporidii
osidlujici zlaznaty Zaludek savcPrvni nalezy kryptosporidii osidlujici zlazy dlea
skotu Bos tauru} popsali v roce 1985 Upton and Current. Tyto kogpboridie nebyly
infekéni pro mysi, proto byly nazvan@ryptosporidium muridike. Anderson (1991)
experimentalé owril, Ze oocysty morfologicky shodnéG muris ziskané z trusu
velblouda dvouhrbéhoClamelus bactriangsbyly infekéni pro mysi, akoli oocysty
oznaené jakoC. murisziskané z trusu kravy pro mysi intek nebyly.

Az v roce 2000 na zakladnolekularnich analyz a hostitelské specifity Byl
murislike popsan jako samostatny dr@h andersoni(Lindsay et al. 2000). Byla
provedena molekularni analyza bovinniho a murinnitadatu ze Zaludku kravy,
respektive mySi. Na zakladmolekularnich poznatk se oocysty murinniho izolatu

nazyvajiC. muris zatimco oocysty bovinniho izolatu byly nazv&yandersoni



Typickym hostitelenC. andersonje skot, dale bylaifrozena infekce popsana
u velblouda dvouhrbéhoCa@melus bactrianys svis€ stepniho KMarmota bobay a
zubra evropskéhoBfzon bonasys(Ryan et al. 2003). &Sina autoi povazujeC.
andersoniza neinfekni pro hlodavce. Toto bylo popsano u hraboSe pol(i¥ticrotus
arvalis), nornika rudéhoQGlethrionomys glareolys mySi polni Apodemus silvaticyis
moriete Cavia porecellusa potkanaRattus norvegricys

Prekvapiw vSak byly popsanyipozené a experimentalni infekce tkolika
zastupd radu Rodentia. IzolaC. andersoni(kmen Kawatabi) z kravy byl pouZzit
k usgsSné infekci imunokompetentnich mySi a SCID mySitdBaet al. 2003,
Matsubayashi et al. 2004, 2005).

1.4.4 Cryptosporidium muris

PIr¢ vysporulované ovalné oocystytnokolo 8,4 x 6,3 um (Iseki et al. 1986).
Typickymi hostiteli Cryptosporidium  murisjsou hlodavci zeledi mySovitych
(Muridae) a keckovitych (Criceridae). Experimentalni transmisnidi¢ ukazaly, Ze
izolaty C. muris z laboratornich mysi jsou infehki i pro jina zvfata, etné pdi,
morcat, kraliki, jehat a piskomil (Fayer 1990). #rozend infekce byla popsana i u
damana Rrocavia capens)sze ZOO (Fayer et al. 1997), u velblouda dvouhobéh
(Camelus bactrianyss chronickou kryptosporidiézou (Tzipori and Gtlis 1998,
Anderson et al. 1991) a Zzirafy tevané Giraffa camelopardalis reticulaja
(Kodadkova et al. 2010).

1.4.5 Cryptosporidium meleagridis

Tato kryptosporidie byla poprvé popsana vroce 519%lavin 1955).
Typickymi hostiteli jsou ptaci, fiedevSim dibez (Morgan et al. 2001).fiRbzené
infekce se také vyskytuji clovéka. Jedna se deti nejl@znejSi druh kryptosporidie,
ktery je u ¢lovéka diagnostikovan (Xiao et al. 2001, Pedraza-Diazale 2000).
Cryptosporidium meleagridig jedina zndma kryptosporidie, ktera infikuje jatéky,
tak savce. Byly popsany experimentalni infekce takumysi, selat a telat (Akiyoshi et

al. 2003).



U ptaki se infekceC. meleagridigprojevuje pjmem bez ztraty na hmotnosti a dalSich
vazregjSich klinickych giiznaki (Tamova et al. 2000). Patologické &ny vznikajici na
sliznici infikovanych ¢asti zazivaciho traktu a jsou charakterizovany cadréam
mikrovilarni vrstvy a nepravidelnosti epitelialnipovrchu.

Infekce C. meleagridisje u pték i u experimentélé infikovanych hlodava
lokalizovana v tenkém istvé (Akioshi et al. 2003, Huang et al. 2003).

Oocysty maji kulaty tvar a jejich velikost je 4&51,0um (Lindsay et al. 1989).

1.4.6 Cryptosporidium wrairi

Tento druh kryptosporidie #apobuje chronickou enteritidu u ndat
(Vetterling et al. 1971). Na rozdil dd. parvum kterému je velmi podobné, je schopné
infikovat dosglé imunokompetentni jedince ntat. Infekce je vymezend strikima
tenké stevo.

Velikost oocyst je (C. wrairi srovnatelna s velikosti oocystu parvum(5,4 x
4,6 um).



2. Cile prace
e Zpracovat kriticky literarni reSersi o tématu
 Pomoci experimentalnich fgnos$i popsat vnimavost a {h infekce
Cryptosporidium mouse genotype | uuznych kmed mySi domaci

stredoevropskéMius musculus musculua mysi domaci zapadoevropshkéus

musculus domesticus
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3. Material a metody

3.1 Ziskavani pokusnych z\fat

Pokusna zvata byla chytana v lokaditna pomezéeskych a smeckych hranic
v hybridni z6®g. Na tomto uzemi dochazi kéikeni dvou poddruhmysSi domaci, a to
mysSi domaci zapadoevropskéMys musculus domestiQusa mysSi domaci
stredoevropskéMus musculus musculuslednotlivé kmeny mysSi byly pojmenovany
podle mista odchytu a poté dlouhodgto rekolik generaci imbredn mnozZeny na
Ustavu biologie obratlovg AV CR, Studenec.

Ptimo v lokali€ hybridni zény byla odchycena %afa vySabvana na
pritomnost kryptosporidii v trusu. Mysi byly chytadg Zivochytnych pasti v blizkosti
lidskych obydli a ve stajich hospddiych zvfat. Z celkového ptiu 352 vySaenych
zvirat byly ziskany dva odliSné izolat@ryptosporidiummouse genotype |. Jeden
ozn&eny jako HZ 117 izolovany z my3us musculus domesticumlchycené v
lokalit¢ Minchenreuth a druhy HZ 206 — izolovany z miyBis musculus musculus

odchycené v lokakitBusSkovice.

3.1.1 Experimentalni zvfata

Pro experimentélni infekce bylo pouZito celkem r#&nych kmef@ mysi
(tabulka 2.) §izného st a pohlavi (vzdy vSak nejmé&n3 samice a 3 samci ve
skupirg). Jako kontrola byly pouzity 2 SCID mysi.

Pokusna zvata byla chovana v chovnych nadobach s podestylkouena
komekni granulovanou s#si pro hlodavce a napajena vodullibitum
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Tabulka 2. Kmeny mysi pouZzité v experimentu

nazev kmene typ misto odchytu

BULS M BuSkovice CZ

BUSNA M BuSkovice CZ
PLOSSEN D Plossen 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 OocystyCryptosporidiummouse genotype |

Dva izolaty Cryptosporidiummouse genotype | (HZ 117 a HZ 206) byly
v laboratdi udrzovany pasazovanimigs SCID mySi (mySi £fkou kombinovanou

imunodeficienci). Trus odkthto mysi byl pravidek odebiran, poté bylipcisten a

takto ziskané oocysty byly pouZity k intekm experimerim.

3.3 Experimentalni infekce

Kazdé zvfe bylo infikovano per-orath pomoci jicni sondy davkou 1x%0
viabilnich oocystC. mousegenotyp |. Pro snadjsi manipulaci byla zvata gedem

uspana inhalani éterovou narkézou.

3.4 Purifikace oocyst

Vzorky trusu ziskané ze SCID mysSi byly zhomogendaogvve feci misce a
prefiltrovany gres sitko do 100 ml zkumavky a centrifugovaiiy350g po dobu 20
12



minut, nasled& byl odsan supernatant. Poté byl ziskany sediméetiSEn na
sachar6zovém gradientu (Arrowood and Sterling 1987)

3.4.1 Sachar6zovy gradient (Arrowood and Sterling987)

Pouzité roztoky:

Sheateniv roztok: 259 ml deionizované vody
405 g cukru
7,29 g fenolu
1% PBS Tween: do 11 PBS fidat 0,5 ml Tween 20
Pracovni Sheateiiv roztok: A (1 dil Sheater + 2 dily PBS Tween)

B (1 dil Sheater + 4 dily PBS Tween)

Pracovni postup:

1. do centrifugani kyvety navrstvit sacharézovy gradient - 30 mttoku A,
30 ml roztoku B; 15 ml vzorku

2. centrifugovat p 1370g po dobu 30 minip4° C

3. vodni vywvou odsafcirou vrstvu supernatantu, zbyly supernatafgvpst do

Cisté kyvety
4. doplnit objem deionizovanou vodou
5. centrifugovat 20 minip 13709
6. odséat vodni vy@vou Y2 supernatantu a doplnit objem deionizovanalouo
7.krok 6. a 7. opakovatikrat
8. purifikované oocysty uchovavat vedmii 4° C

13



3.5 Dezinfekce a dekantacengs sitko

K roztoku oocyst s deionizovanou vodou (1 ml) bytodivodu mozné
piitomnosti bakterii idano 5 ml 5% NaClO (Savo) a michano 15 min na .ledu
Nasledr byl roztok 5x promyt nadbytkem deionizované vodgngrifugace 20 min,
1370g, 4 °C). Aby byly ze suspenze oocyst odstrgnpiipadné oocysty eimerii, byl
roztok gefiltrovan pges mikrositko s otvory o velikosti 10 pl a oocystyly dale

skladovany v chladice (i 4 °C.

3.6 Fiprava infekéni davky

Po gecisténi byl paiet oocyst v suspenzi stanovencpanim v Birkerow
pocitaci kormiirce. Nasled& byl proveden test viability oocyst pomoci barveni
propidium iodidem. Byla fipravena infekni davka obsahuijici 1x3®iabilnich oocyst

C. mouse genotyp |I.

3.6.1 Barveni propidium iodididem (Brescia et al. @09)

Pouzité chemikalie:
P — 4170 (Sigma) skladovatig °C

Roztok PI:
1 mg P —4170 rozpustitv 1 ml 0,1 M PBS, pH 7¢havavat pi 4 °C

Pracovni postup:

1. piipravit 100 pl suspenze oocyst (ne vice nez 1%ob8yst ve 100 pl)
2. pridat 10 pl roztoku PI

3. barvit 30 min pi laboratorni teplat

4. dobkre proplachnout v PBS nebo destilovanédvod

5. pozorovat fluoresce&mim mikroskopem
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3.7 Koprologické vySeteni

Vzorky trusu byly odebirany de&md prvniho dne po infekci (DPI) az do 30
DPI. Fitomnost oocyst v trusu byla detekovana pomociiple&ho barveni anilin-

karbol-metyl violeti s dobarvenim tartrazinem (Mé& and Vitovec 1985).

3.7.1 Barveni kryptosporidii (Mila¢ek and Vitovec 1985).

Pouzité roztoky:

Roztok methylvioleti: 0,6 g methylvioleti

1 ml anilinu

1 g fenolu

30 ml 96% etanolu

70 ml deionizované vody
Kyselina sirova: 2% vodny roztok
Tartrazin: 1% tartrazin v 1% kyselinoctové

Pracovni postup:

1. tenky na&r trusu na podloZnim skle fixovat metanolem v plaime
2. barvit metylvioleti po dobu 30 min

3. oplachnout slabym proudem vody

4. diferencovat roztokem kyseliny sirové po dobu2lmin

5. oplachnout vodou

6. dobarvit tartrazinem po dobu 1 — 2 min

7. oplachnout slabym proudem vody

8. nechat uschnout a prohlizegginym mikroskopemifp zvétSeni 1000x
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3.8 Vyhodnoceni intenzity infekce

Bylo zjisfovano mnozstvi trusu (v gramech), které bylo paubia pdizeni
naeru. Vaha trusu byla ziskana jako rozdil hmotnostsu nateného na skiku a
hmotnosticistého skiéka. Byly sp@itany vSechny oocysty na sl pri zvétSeni
1000x. Ze zji&tnych udaj byla odhadnuta intenzita infekce a vyjdla jako OPG —
pocet oocyst v gramu trusu dle Kyét al. (2007).

3.9 Molekularni analyza

3.9.1 Izolace DNA

Celkova DNA byla extrahovanatimo ztrusu pokusnych zwt pomoci
komekniho kitu PSP Spin Stool DNA Kit (Invitek) s mirnowodifikaci.

Postup:

1. do mikrozkumavek (Safe Lock Tube, 2,5 midat 200 mg trusu, 150 mg
sklerenych kuliek (ptimér 0,5 mm, BioSpec Product Inc., USA)

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

3. provést rozbijeni oocyst pomoci homogenizatoruSFRREE - 24 Instrument
MP Biomedicals, Solon, OH, USA) 1 min rychlosti m%s.

4. dalSi kroky byly provedeny podle navodu poskythat&yrobcem. Ziskana
DNA byla uchovavénaip-20 °C.
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3.9.2 Polymerazové&etézova reakce (PCR)

Chemikalie:

»  Deoxyribonukleosid trifosfaty (200 uM dNTP’s, 10 mM roztok, Top-Bio,
CR)

10x koncentrovany pufr pro Taq purple DNA polymeraa (Top-Bio,CR)
«  Taq purple DNA polymeréza (1 U/ul, Top-Bio,CR)

«  PCR H,0 (Top-Bio,CR)

«  MgCl; (25 mM, Top-BioCR)

«  Bovinni sérovy albumin (BSA 10 mg/ml, Sigma-AldrickR)

«  Primery (10 uM, Generi BioteclR)

Pro amplifikaci GP60 byla pouzita nested PCR dtdqgkolu Feng et al. 2007.
Celkovy objem jednotlivych regkich sngsi byl 20 pl (tabulka 3.).

Primery:
Primarni
. F5 ATAGTCTCCGCTGTATTC 3
. R 5° GGAAGGAACGATGTATCT 3
Sekundarni
* F5 TCCGCTGTATTCTCAGCC 3

* R5 GCAGAGGAACCAGCATC 3
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Tabulka 3. Reakéni smés pro PCR protokol pro amplifikaci GP60.

primarni reakce 50 °C sekundarni reakce 50 °C
HO 11,30 pl HO 12,10 pul
MgCl, 25 mM 1,20 pl MgCl, 25mM 1,20 pul
10x buffer ~ -------- 2,00 pl 10x buffer ~ -------- 2,00 pl
dNTP 10mM 0,40 pl dNTP 10 mM 0,40 pl
Forward 10mM 0,40 pl Forward 10mM 0, 40 ul
Reverse 10mM 0,40 pl Reverse 10 mM 0,40 pl
BSA 10 mg/ml 0,80 pl BSA -
Taq 1 U/l 0,50 pl Taq 1U/pul 0,50 pul
DNA e 3,00 pl DNA - 3,00 pul
Celkem -------- 20 pl Celkem - 20 ul

Pozadované useky templatové DNA byly amplifikovartgrmocycleru (Bioer,
Krd, CR) za pouZiti nasledujiciho programu: po:gieni denaturaci 94 °C 3 min,
bylo provedeno celkem 35 cykkestavajicich z denaturace 94 °C po 45 s, angealin
50 °C po 45 s a extenze 72 °C po 60 s, s finaltdnzx 72 °C 7 min. Pro amplifikaci
sekundarniho PCR produktu byly pouZzity 3 pl prinildonPCR produktu.

3.10 Gelova elektroforéza

Vysledny PCR produkt byl detekovan na 1% agaréaogelu s pidavkem

ethidium-bromidu a vizualizovan pomoci UVieéi (320 nm).

Chemikalie:
* 50x TAE pufr (242 g tris baze; 457,1 ml ledové Kyseoctové; 100 ml 0,6 M
EDTA)

« agaroza (BioteclCR)
« ethidium-bromid (Sigma-Aldrich(R)

« 100 bp DNA Ladder (O’Gene Rulét, Biogen,CR)
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Postup:

1. smichat agar6zu s 1x TAE pufrem (pro 1% gel smibttatg agardzy s 80 ml
TAE pufru)

2. nechat agardzu rozpustit v mikrovinné trdud zchladit pod tekouci vodou

priblizné na teplotu 50 °C
3. pridat 2 pl ethydium-bromidu a promichat
4. do pedem pipravené formy nalit gel, vlozittben a nechat ztuhnout
5. gel vlozit do elektroforetické vany nagime 1x TAE pufrem

6. do jamek nanést 1x 10 ul ladderu a 20 pl sekundg@rCR produktu
s druho¥ specifickymi primery

7. nastavit nagti 70 V a vyvijet dobu ps¢bnou pro separaci fragmént

DNA fragmenty byly vizualizovany UV transluminagmn a vyfoceny kamerou
propojenou s pitacem. Byla také provedena sekvenace ziskaného PC&ukito
v Laboratdi genomiky na Ustavu molekularni biologie rostlikademie ¥d Ceské
republiky za delem owfeni identity pouzitého vzorku svzorku ziskaného

Z experimentalnich zkat.

3.11 Statistické vyhodnoceni vysledk

Pro statistické vyhodnoceni variability intenzityfakce (kumulativni hodnoty
plochy pod kivkou (Area Under Curve — AUCYXasu dosazeni nejvyssi intenzity
infekce (tmax) a nejvysSi hodnoty koncentrace oo@@max) byla pouzita Kruskal-
Walissova a Wilcoxonova analyza. Rozdily wlgthu infekce byly vyhodnoceny
pomoci neparametrického Mann-Whitney-testu. Analyzy byly provedeny
programem Statistica 6.0 (StatSoft CR, Praha).

19



4. Vysledky

4.1 Molekularni charakteristika izolatu Cryptosporidiummouse genotype |

Castené sekvencetwodnich izolal Cryptosporidiummouse genotype | (HZ
117 a HZ 206) pouzitého k experimentalnim infek@msekvence ziskané po izolaci

z infikovanych zwvfat v posledni den patentni periody byly identické.

4.2 Dynamika infekce

Prepatentni a patentni perioda u experimentalmdtat vnimavych k infekci
Cryptosporidiummouse genotype | se pohybovala v rozmezi od deatirdacti drii a
liSila se jak u iznych kmed mySi a jednotlivych pohlavi, tak i u obou izdlat
(tabulka 4., 5.).

NejdelSi prepatentni periodu pro izolat HZ 117 aadvaly samice km&nSIT
a SPOS a trvala 6 dnNaopak nejkratSi prepatentni periodélynsamice kmet
BUSNA, SCHEST, STUF a SIT déle samci krad8lUSNA, SCHEST, SPOS, STRB a
STUF, a to shodh3 dny. U izolatu HZ 206 byla nejdelSi pozorovanapatentni
perioda v délce 14 dn a to u samce kmene SMON. NejkratSi prepatentrioghe
vykazovaly samice kmé&BUSNA a SIN a samci kmene BULS a STURbghod#,
tentokréat v délce trvani 2 dny.

NejdelSi patentni perioda pro izolat HZ 117 bylad?d, a to u obou pohlavi
kmene BUSNA, vyldovani oocyst bylo pozorovano i 30 DPI, kdy byl expent
ukonten. U samice kmene SIT byla mikroskopicky zaznamar@itomnost oocyst
v trusu pouze 7. den po infekci.

NejdelSi patentni perioda pro izolat HZ 206 bylsam@ kmene BUSNA, zde
byla pfitomnost oocyst v trusu pozorovana az do 19. rés@eR3. DPI, molekularh
byla vSak pitomnost Cryptosporidium mouse genotype | potvrzena i 30. DPI.
NejkratSi patentni perioda byla zaznamenéri jeden den, tentokrat u sainkmene
SMON, a to 15. den po infekci.

U kazdé z mySi bylo molekul&nowteno, zda opravdu doSlo k vyEni
z kryptosporidiozy.
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pozitivnich, infekce u nichiptrvala az do konce experimentu. Intenzita infegia
vSak tak nizka, Ze ji nebylo mozné mikroskopickyetlevat. Z infekceC. mouse
genotype | (HZ 117) se dokéazali wyigsamci kmene SCHEST; samice kmene SIN;
samice i samci kmene SIT; samci kmene STUF a samsamci kmene STUS.
Z infekceC. mouse genotype | (HZ 206) se dokazaly vilaéasledujici mysi: samice i
samci kmene SIN; samci kmene SMON; samci kmene S&aRAmice i samci kmene
STUF.

Tabulka 4. Prepatentni a patentni perioda izolat HZ117

prepatentni perioda patentni perioda

mikroskopicky /  mikroskopicky /

kmen samice samci  PCR pozitivni PCR pozitivni
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 mysi nebyl k dispozici
N = negativni
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Tabulka 5. Prepatentni a patentni perioda izolat HZ206

prepatentni perioda patentni perioda

mikroskopicky /  mikroskopicky /

kmen samice samci  PCR pozitivni PCR pozitivni
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 mysi nebyl k dispozici
N = negativni

4 .3 Intenzita infekce

Stejre jako u patentni a prepatentni periody byly gt rozdily v intenzig
infekce u jednotlivych kmenmysi, a to jak v ramci kméntak i mezi jednotlivymi
pohlavimi. Zarova byla pozorovanaizna intenzita infekce u obou izaldtabulka 6.,
7.).

Z vysledki vyplyva, Ze u kmein BULS, BUSNA, PWD, SCHUNT, SIT,
SPOS, STRA, STRB a STUF byli samci vnirgdv k infekci Cryptosporidiummouse
genotype | nez samice. U dvou knien SCHEST a STUS byly naopak vninigv
samice. Ve vSechifpadech byla vySSi vnimavost u daného pohlavi shédal@ma
izolattm - jak k HZ 117 tak k HZ 206. Pouze u kmene Silliylsamice vnimajsi

k izolath HZ 117, zatimco samci byli vnimgsi k izolatu HZ 206.
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Kizolatu HZ 117 byly podle mikroskopického vy&sti nevnimavé kmeny
PLOSSEN, PWD, SCHUNT a STRA. Molekularni analyzakvédhalila pozitivitu u
kmenmi PWD, SCHUNT a STRA. Intenzita infekce &chito 3 kmed byla vSak tak
nizka, Zze nebylo mozné ji mikroskopicky zaznamedatlinym kmenem nevnimavym
k experimentalni infekcCryptosporidiummouse genotype |, izolat HZ 117, je tedy
kmen PLOSSEN. Naopak nejvice vnimavym kmenem bwgirhmene SPOS. U
samd tohoto kmene byla 12. DPI zjta intenzita infekce 76,8 x 1OPG (oocyst na
gram trusu).

Kizoladtu HZ 206 byly vnimavé vSechny pouzité kmemysSi, nejvice
vnimavym byl kmen SIN, a to samci tohoto kmene, jjalbylo ie¢eno vyse, samice

tohoto kmene byly vnimajsi k izolatu HZ 117 (tabulka 6., 7.).

Tabulka 6. Izolat HZ 117: Srovnéni intenzity infeke u jednotlivych kmeni
experimentalné infikovanych mysi

v v s %

kmen samice samci

OPG DPI OPG DPI
BUSNA 50,1 x 18 11 51,9 x 18 11
SCHEST 15,4 x 16 6 10,7 x 16 6
SIN 7,8 x 16 10 3,4 %16 10
SIT 0,7 x 16 7 2,8 x 16 12
SPOS 48,4 x 18 12 76,8 x 18 12
STRB 0,7 x 16 11 5,0 x 16 6
STUF 22,6 x 18 8 42,0 x 18 6
STUS 17,1 x 16 9 3,6 x 168 7
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Tabulka 7. Izolat HZ 206: Srovnani intenzity infeke u jednotlivych kmeni
experimentalné infikovanych mysi

N 4 %

kmen samice samci

OPG DPI OPG DPI
BULS 1,4 x 16 7 3,6 x 16 14
BUSNA 64,7 x 18 6 111,6 x 18 11
PWD 2,1 x 16 4 2,8x 168 14
SCHEST 13,5 x 16 8 2,1 %168 13
SCHUNT 2,8 x 16 11 3,6 x10 5
SIN 54 x 10 6 141,5 x 19 5
SMON 3,5 x 1G 6 1,4 x 16 15
STRA 2,8 x 16 5 2,1x168 13
STRB 1,4 x 16 9 2,1x18 13
STUF 7,8 x 16 6 64,7 x 16 4

Pouze u osmi kménmysi (BUSNA, PWD, SCHEST, SCHUNT, SIN, STRA,
STRB a STUF) byl ziskan dostatsy paiet mySi k provedeni experimentalnich infekci
obéma izolatyC. mouse genotype |. U ostatnich kmiemysi byla z dvodu ¢asow
omezené dostupnosti provedena infekcd’ leplatem HZ 117 (kmeny PLOSSEN,
SIT, SPOS a STUS) nebo izolatem HZ 206 (BULS a SMQOWasledujici grafy

shrnuji ziskané vysledky.
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Graf 1. Priabéh infekce kmen BUSNA, srovnani obou izoldt
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Graf ¢. 1 ukazuje pibéh infekce u mysi kmenu BUSNAM. musculus
musculus Je jasi patrné, Ze samci tohoto kmene jsou vnigE\k infekci C. mouse

genotype |, a to vice k izolatu HZ 206. U sa@ntohoto kmene byla zji&ha druhd

v v s

nejvyssi intenzita infekcetbec, a to 111,6 x POOPG (oocyst na gram trusu).

VSeobect jsou mySi kmene BUSNA vnim&éi k izolatu HZ 206. U izolatu HZ 117
jsme zase pozorovali delSi patentni periodu. Pegstediki molekularni analyzy se

mySi nedokazaly vyl#ét z infekce ani u jednoho z izotat

Graf 2. Priabéh infekce kmen SCHEST, srovnani obou izolat
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Graf ¢. 2 ukazuje pib¢h infekce u mysi kmenu SCHESM{( musculus
domesticus Jedna se o jediny kmen, &hoZ jsou k infekci obma izolaty vyraza

vhimawjsi samice. Vnimavost k jednotlivym izolét se nijak diametratnnelisi. Lisi
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se ale patentni perioda, ktera je delSi u izoldfu2d6. Podle molekularni analyzy se
dokazaly vyléit pouze samiceipinfekci izoladtem HZ 206

Graf 3. Priabéh infekce kmen SIN, srovnani obou izolat
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Graf¢. 3 ukazuje pibéh infekce u mySi kmenu SINW, musculus domesticus
Ukazalo se, Ze kizolatu HZ 117 jsou vnirgdv samice, zatimco k izolatu HZ 206
jsou vnimaxjSi samci. Intenzita infekce u safnpri infekci izolatem HZ 206 dosahuje
takika ticetinasobku intenzity infekce sathael izoldtu HZ 117 a jedna se dbec
nejvyssi zjid&nou intenzitu infekce a to 141,5 x *LOPG (oocyst na gram trusu).
Pouze samciip infekci izolatem HZ 117 se nedokazali wité U ostatnich skupin
nebyla @i provedeni molekularni analyzy prokazaré&gmnostC. mouse genotype |

V trusu.
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Graf 4. Prabéh infekce kmen STRB, srovnani obou izoldt
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0

4 ukazuje pirbeh infekce u mysi kmene STRBM( musculus

domesticus U tohoto kmene byla nepa#rwyssi intenzita infekce u safn& izolatu

HZ 117. VSeobech byla intenzita infekce u tohoto kmene pong¢ nizka, avSak

molekularni analyza prokazala, Ze trvala az do &@xperimentu, a to u obou izdlat

a u vSech skupin pokusnych tati

Graf 5. Priabéh infekce kmen STUF, srovnani obou izoldt
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Graf¢. 5 ukazuje pibeh infekce u mysi kmenu STUM( musculus musculus

MysSi tohoto kmene jsou vnim&éi k izolatu HZ 206, a to @psamci. U tohoto kmene

muzeme delSi patentni periodu pozorovat u izolatu HZ a pomoci molekularni

analyzy byly samice pozitivni i na konci experimentatimco samci se dokazali

vylécit, a to jak u izolatu HZ 117, tak i u druhého @i HZ 206.
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Graf 6. Pr

ubéh infekce kmen BULS, izolat HZ 206
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Graf ¢. 6 ukazuje pibéh infekce u mysi kmenu BULSM. musculus

musculus U tohoto kmene jsou &p nepatri vnimawjsSi samci. | kdyz celkova

intenzita infekce byla dost nizka, &gylo pomoci molekularni analyzy prokazano, ze

samice i samci vyktuji oocysty az do konce experimentu.

Graf 7. Pr

ubéh infekce kmen PWD, izolat HZ 206
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Graf¢. 7 ukazuje prbéh infekce u mySi kmenu PWDM( musculus musculus

Také u tohoto kmenu jsou vningsi samci a intenzita infekce byla &ppomerné

nizka. Pomoci molekularni analyzy bylo prokazarm,irfekce trvala az do konce

experimentu, a to i u izolatu HZ 117, kde byla ivtiéa infekce tak nizka, ze se ji po

celou dob

u trvani experimentu neptibamikroskopicky zaznamenat.
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Graf 8. Priabéh infekce kmen SCHUNT, izolat HZ 206
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Graf ¢. 8 ukazuje pibeh infekce u mysi kmenu SCHUNTM( musculus
domesticus U tohoto kmene jsou @&p kinfekci vnima¥jSi samci, ale bylo
prokdzano, Ze i samice vylji oocysty do Uplného konce experimentu. U tohoto
kmene je situace obdobna jako u kmene PWD. | ztied¥yinfekci izolatem HZ 117
pii mikroskopickém vySéeni vSechna ziata po celou dobu experimentu negativni,
avSak molekularni analyza prokazat&gmnostC. mouse genotype | v trusu, a to i 30
DPI.

Graf 9. Priabéh infekce kmen SMON, izolat HZ 206
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Graf ¢. 9 ukazuje pibeh infekce i u kmenu mySi SMONM( musculus

domesticus U tohoto kmene jsou k infekci izolatem HZ 206imawjSi samice.
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Pomoci molekularni analyzy bylo prokdzano, Ze sasacz infekce dokazali vyié,

zatimco u samic trvala az do konce experimentu.

Graf 10. Priabéh infekce kmen STRA, izolat HZ 206
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Graf ¢. 10 ukazuje pibeh infekce u mysSi kmene STRAM( musculus
domesticus U tohoto kmene je vnimavost jednotlivych pohlaskika na stejné
arovni. Molekularni analyzou se pdida prokédzat, Ze samci se dokazali wlié¢
zatimco samice vyliovaly po celou dobu trvani experimentu. | u tohkneene mysi
byla @i experimentalni infekci izolatem HZ 117tipmikroskopickém vySéeni
vSechna zv¥ata negativni. AvSak molekularni analyza prokapéitomnostC. mouse
genotype | v trusu samic i 30. DPI.
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Graf 11. Prabéh infekce kmen SIT, izolat HZ 117
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Graf ¢. 11 ukazuje pibeh infekce u mysi kmenu SITM, musculus
domesticus U téchto mysi je intenzita infekcestdi u sama@. Molekularni analyzou
bylo prokazano, Ze étpohlavi se dokazala vyié.

Graf 12. Intenzita infekce kmen SPOS, izolat HZ 117
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Graf ¢. 12 ukazuje prbeéh infekce u kmenu mySi SPO3M.( musculus
domesticus Samci tohoto kmene byli k infekci izolatem HZ7linimawjSi a jednéa se
vilbec o nejvnimayjsi kmen u tohoto izolatu, nejvyssi dosazena OPI& B§,8 x 16.

Podle molekularni analyzy se samice na rozdil otcdanedokazaly vylé&t.
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Graf 13. Intenzita infekce kmen STUS, izolat HZ 117
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Graf ¢. 13 ukazuje pibeh infekce u kmenu mysSi STUSM(s musculus
musculuy U tohoto kmene se ukézaly jako vnirgdV samice, a to podmé vyrazre.
AvSak patentni i prepatentni perioda je srovnatelr@dbou pohlavi a row u obou

pohlavi doSlo podle molekularni analyzy k \géi.
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5. Diskuze

V oblasti hybridni zony se provadiguevSimirada genetickych a evainich
studii tykajici se dvou odliSnych poddfumySi domaci Mus musculus a to mysi
domaci zapadoevropskéls musculus domestiQua mysSi domaci stdoevropské
(Mus musculus musculugPialek et al. 2008). V nedavné dobde bylo zape&ato i
s vyzkumem vyskytu parasit (mikrosporidii a kryptosporidii) dzn¢ infikujicich
mysSovité hlodavce (Sak et al. 2010) se &@mim na posouzeni vnitrodruhové
variability ve vztahu parazit - hostitel.

Pri studiich gimo v oblasti hybridni zéony byly ziskany dva izglat
Cryptosporidiummouse genotype |, HZ 117 a HZ 206. Vnimavost jddrych kmeni
mysi k experimentalni infekcémito izolaty nebyla doposud nikym sledovana. Nebyla
zatim ani zjisovana usgsnost experimentalni infekce mySi domaci zapad@sk®
(Mus musculus domestiquézolatem HZ 206 (fiwodré ziskanym 2. musclus
musculusv lokalit¢ Buskovice) a mysi domaciistioevropskdévl. musculus musculus
izolatem HzZ 117 (pvodre ziskanym 2M. musculus domesticuss lokalité
Minchereuth). Zrovna tak nebyly dosud popsany paiem prepatentni periody u
jednotlivych hostital Cryptosporidiummouse genotype I. Z ndmi ziskanych vysftedk
vyplyva, Ze vnimavost jednotlivych kminmysi se od sebe diametraldisi.
Prepatentni perioda se pohybovala v rozmezi 3 rifd infekci u izolatu HZ 117 a
vrozmezi 2 — 14 dnpo infekci u izolatu HZ 206. Tento Udaj je srowiaf s
prepatentni periodou uvé&bu pro Cryptosporium parvunu hlodavé, primérna
prepatentni perioda je zde u¥éd 6,2 di po infekci (Yang et al. 2000, Barbot et al.
2001). Dalsi bzre se vyskytujici kryptosporidii u hlodavge Cryptosporidium muris
Tato kryptosporidie méa Zivotni cyklus lokalizovany Zaludku. Zaludéni
kryptosporidie vykazuji vSeobe&ndelSi prepatentni periodu nez kryptosporidie
sttrevni. U mysi je uvatha prepatentni perioda v délce 18 — 3G ¢o infekci
(Koudela et al. 1998). Na zakladmizn¢ dlouhych prepatentnich period je mozné
strevni a Zaludéni kryptosporidie snadno oéld pti smisenych infekcich.

Béhem této studie jsme sledovali tpéh experimentalni infekce
Cryptosporidiummouse genotype | (izolaty HZ 117 a HZ 206) celked¥ odliSnych
kmeni mysi, 5 kmeft mySiMus musculus muscul{BULS, BUSNA, PWD, STUF a
STUS) a 9 kmein mySi Mus musculus domestic(BLOSSEN, SCHEST, SCHUNT,
SIN, SIT, SMON, SPOS, STRA a STRB). Srovnani vnioséivk ol&ma izolatim
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jsme provedli pouze u kmémysSi (BUSNA, PWD, SCHEST, SCHUNT, SIN, STRA,
STRB a STUF), u ostatnich kmemySi nebyl k dispozici dostatey paiet jedind,
proto jsme provedli infekci pouze jednim ze dvooiaf.

Jak jiz byloteceno, vnimavost jednotlivych kmérse mezi sebou liSila a byla
pozorovana i odliSnost mezi vnimavosti u jednotitvypohlavi. U ¥tSiny kmeri jsme
pozorovali vysSi intenzitu infekce, vyj@hou mnoZstvim oocyst na gram trusu, u
sama@, pouze u kmene SCHEST byly k infekciéoa izolaty vyrazé vnimawjsi
samice. Samice byly nepatrmnimawjSi i u kmeri STRA infekce izolatem HZ 206,
SMON infekce izolatem HZ 206. U kmene mySi STUSybgamice ot vyrazre
vnimawjsi k experimentalni infekci izoldtem HZ 117. U gBekmeni byla vnimavost
samic a samicshodnéa k okma izolatim. Pouze u kmene SIN bylyipnfekci izolatem
HZ 117 vnimayjSi samice, zatimcoipinfekci izolatem HZ 206 byli vnimaysi
samci. VysSi vnimavost safhbyva gic¢itana imunosupresivnimiiaku testosteronu.
V pribéhu naSeho experimentu se diky vySSi vnimavosti camiekterych kmei
ukazalo, Ze imunosupresivrnéinek testosteronuiejmé nehraje jedinou roli. Existuje
zde variabilita mezi jednotlivymi geneticky se d¢igni kmeny mysi a dokonce i
variabilita v ramci jednoho kmenéipnfekci riznymi izolatyCryptosporidiummouse
genotype |. Jednotlivé izolaty od sebe byly odhsexa zaklad rozdili v genu pro
glykoprotein 60 (GP60), ktery je lokalizovany vleni oblasti na povrchu
vyvojovych stadii kryptosporidii. Jednotlivé drukgyptosporidii, respektive podtypy
liSici se prav v GP60, maji odliSné biologické vlastnosti, zejmée odliSuji svym
hostitelskym spektrem (Cama et al. 2007). ildad podtypyC. parvuma C. hominis
byly odliSeny pra¥ na zaklad této variability (Sulaiman et al. 2005).

U kmem mysSi, kde jsme #li moznost srovnat fib¢h experimentéalni infekce
obé¢ma izolaty, byla prokazana vnimavost jednotlivycySimjak k izolatu HZ 117, tak
kizolatu HZ 206. U kmein mySi BUSNA, SCHEST, STRB a STUF byla vyssi
vnimavost k infekci pozorovana u izolattivodns ziskaného z daného poddruhu mysi,
takze u kmeth BUSNA a STUF k izolatu HZ 206 ifusculoidniizolat®) a u kmei
SCHEST a STRB k izolatu HZ 117dgmestikoidnizolat”). V jediném pipads, a to u
mySi kmene SINMus musculus domestiqudyla vysSi intenzita infekce pozorovana
u izolatu HZ 206 (musculoidnizolat”). Rozdil mezi jednotlivymi izolaty byl opvdu
markantni, u izolatu HZ 206 byla nejvyssi intenzitiekce u samic az ticetinasobna
oproti izolatu HZ 117. U kme&nmysi SCHUNT, SMON, STRA a STUS jsme &5
provedli experimentélni infekci izolateniiypdre ziskanym z druhého poddruhu mysi.
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U kmene mySi PLOSSENW; musculus domesticusebyla experimentalni infekce
izolatem HZ 117 (jomestikoidnizolat") asgsna.

Razna vnimavost u jednotlivych kmémysi mize byt zgisobena jak rozdily
v genu pro GP60 jak jiz bylo zmino vySe, tak najklad i nizné namfenou imunitni
odpowdi u jednotlivych poddrunmysi. UCryptosporidiummouse genotype | nebyly
zatim provedeny Zadné imunologické studie. Nejl@gpemunitni odpo¥d proti
kryptosporidiéze prostudovana uestni kryptosporidieC. parvum Ta je vSak skove
specifickd a dospya zvirata jsou povazovana za rezistentriciviomuto druhu.
Vhodnym modelem pro studium imunitni odgdv u hlodavé je Zaludeni
kryptosporidie C. muris, a to gedevSim zdvodu dlouhé prepatentni a patentni
periody a také zivodu absenceckové specifity, diky které Ize provédsrovnavaci
studie infektivity u imunokompetentnich a imunodgfiich mysi (McDonald and
Bancroft 1993). Dlezitosti gitomnosti T-buiéné odpo¥di proti kryptosporidiové
infekci si jako prvni povSimnul Heine, ktery zjistte novorozené nahé mystip
experimentalni infekciC. parvum trpi chronickou a nakonec fatalni formou
kryptosporididézy, zatimco mysi s neporuSenou Téboau imunitni odpo¥di jsou
nakonec schopné se z infekce ¥ildHeine et al. 1984). V podobnych studiich byl
stejny pfibeh prokadzan i u experimentalnich infekci druh@nmurisu SCID mysi
(Mead et al. 1991, Kuhls et al. 1992, McDonald let1892). T-lymfocyty TCRf
exprimuji na svém povrchu dalSi znaky, podle kterjpou T-lymfocyty rozliSeny na
CD4+ a CD8+ lymfocyty. Bkazy o protektivni roli CD4+ lymfocyt ptineslarada
experimeni. Mysi s nedostatkem MHC Il se nebyly schopny w¥l& infekce C.
parvum (Aquirre et al. 1994). Podanim protilatek proti €Dantigenu vyznan#
zhorsilo pfibéh infekce (Ungar et al. 1991, McDonald et al. 1993@ple&ni pokusy
na SCID mysSich ukazaly, Zze mysSi byly p#idani suspenze lymfoaytschopny
kontrolovat infekci, ovSem kdyz byly CD4+ T-lymfdyyze suspenze odstiay,
mysSi nebyly schopny se vy (Chen et al. 1993, McDonald et al. 1994).

Pri infekci kryptosporidiemi hraji podstatnou roli kia NK buikami
sekretované cytokiny, za ktivy je povazovan IFN- RovreZ cytotoxicka aktivita NK
burek je povaZzovdna za jeden z ¢imnych obrannych mechanism pri
kryptosporidiéze. R infekci mySi s tzv. beinge mutation, ktera je ididerizovana
nedostaténou cytotoxickou aktivitou NK buik (Reder and Duwe 1979), byl
pozorovan &zSi pihbeh infekce C. parvumoproti zdravym mySim (Enriquez and
Sterlina 1991).
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VySe zmigna fakta mohou ovlisovat vnimavost jednotlivych kmérhostiteh
i pii infekci Cryptosporidiummouse genotype |. Je zafeidi dalSich infeknich studii
se zamifenim na imunitni odp@d’ u jednotlivych kmefh a u gipadnych hybrid,

vzniklych kizenim vnimavych a nevnimavych knien
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6. Zavry

e Ruzné kmeny mysi obou poddriumysi domaci Mus musculusjsou vnimavé
k experimentalni infekciCryptosporidium mouse genotype | pochazejicich

z hybridni zony.

* Vramci jednoho kmene byly pozorovany rozdily veimavosti hostitel
v zavislosti na pohlavi. Nicmémebyla jednoznané potvrzena fedpokladana

vySSi vnimavost samc
» Experimentalnimi infekcemi byla prokazadna hostkélsadaptace pouzitych
izolath Cryptosporidiummouse genotype | na odpovidajici poddruhy mysSi

domaci.

» Faktory ovliviiujici vnimavost jednotlivych hostitelje tteba dale studovat na

genetické a imunologické urovni.

37



7. Literatura

Ajjampur S. S., Gladstone B. P., Selvapandian D., Miyil J. P., Ward H., Kang
G. 2007:Molecular and spatial epidemiology of cryptospmsis in children in
a semi-urban community in south India.Clin. Microbiol.45: 915-920.

Akiyoshi D. E., Dilo J., Pearson C., Chapman S., Tawine J., Tzipori S. 2003:
Characterization ofCryptosporidium meleagridi®f Human Origin Passaged
through Different Host Specidsifect. Immun71: 1828-1832.

Alvarez-Pellitero P, Quiroga M. |., Sitja-Bobadilla A., Redondo M. J., Palenzuela
0., Padrés F., Vazquez S., Nieto J. M. 200&ryptosporidium scophthalnm.
sp. (Apicomplexa: Cryptosporidiidae) from culturedrbot Scophthalmus
maximus Light and electron microscope description andojpigthological study.
Dis. Aquat. Organ62: 133-145.

Alvarez-Pellitero P., Sitja-Bobadilla A. L. 2002: Cryptosporidium molnarin. sp.
(Apicomplexa: Cryptosporidiidae) infecting two meei fish speciesSparus

aurataandDicentrarchus labraxint. J. Parasitol.32:1007-1021.

Anderson B. C. 1991:Experimental infection in mice ofryptosporidium muris

isolated from camell. Protozool38: 16-17.

Aquirre S. A., Mason P. H., Perryman L. E. 1994:Susceptibility of major
histocompatibility complex (MHC) class |- and MHQ-deficient mice to

Cryptosporidium parvunnfection.Infect. Immun62: 697-699.

Arrowood M. J., Sterling C. R. 1987: Isolation of Cryptosporidiumoocysts and
sporozoites using discontinuous sucrose and isipy&ercoll gradients.J.
Parasitol 73: 314319.

Bajer A., Caccio S., Bednarska M., Behnke J. M., Bhiazek N. J., Sinski E. 2003:
Preliminary molecular characterization Gfyptosporidium parvumsolates of
wildlife rodents Poland]. Parasitol.89: 1053-1055.

38



Barbot L., Topouchia A., Capet C., Magne D., Huneau. F., Kapel N., Gober J.
G. 2001: Cryptosporidium parvum functional study of the intestinal

malabsorption syndrom@&nn. Pharm. Fr59: 305-311.

Brescia C. C., Griffin S. M., Ware M. W., VarugheseE. A., Egorov A. I., Villegas
E. N. 2009:Cryptosporidiumpropidium monoazide-PCR, a molecular biology-
based technique for genotyping of viab@&yptosporidium oocysts. Appl.
Environ. Microbiol.75: 6856-6863.

Browstein D. G., Strandberg J. D., Montali R. J., Bish M., Fortner J. 1977:
Cryptosporidiumn snakes with hypertrophic gastritiget. Pathol14: 606-617.

Cama V. A., Ross J. M., Crawford S., Kawai V. ChaveValdez R., Vargas D.,
Vivar A., Ticona E., Navincopa M., Williamson J., Qtega Y., Gilman R. H.,
Bern C., Xiao L. 2007: Differences in clinical manifestations among
CryptosporidiumSpecies and subtypes in HIV-infected persaninfect. Dis.
196:648-691.

Carreno R. A., Martin D. S., Barta J. R. 1999:Cryptosporidiumis more closely
related to the gregarines than to coccidia as shoyvphylogenetic analysis of
apicomplexan parasites inferred using small-subuifibsomal RNA gene
sequencedRarasitol. Res85: 899904.

Chacin-Bonnila L. 2007: Cryptosporidium phylogeny and taxonomynvest. Clin.
48: 1-4.

Chappell C. L., Okhuysen P. C., Sterling C. R., Wag C., Jakubowski W., DuPont
H. L. 1999: Infectivity of Cryptosporidiumparvumin healthy adults with pre-
existing anti€. parvumserum immunoglobulin GAm. J. Trop. Med. Hyd0:
157-164.

Chen W., Harp J. A., Harmsen A. G. 1993:Requirements for CD4+ cells and
gamma interferon in resolution of establisi@&ygptosporidium parvunmfection
in mice.Infect. Immun61: 3928-3932.

Corliss J. O. 1994:An interim utilitarian ("user friendly") hierarotal classification

and characterization of the protiéicta Protozoal33: 1-51.

39



Current V. L., Upton S. J., Haynes T. B. 1986The life cycle ofCryptosporidium
baileyi n. sp. (Apicomplexa, Cryptosporidiidae) infecticlgckens.J. Protozool.
33:289-371.

Current W. L., Garsia L. S. 1991:CryptosporidiosisClin. J. Microbiol.4: 325358.

De Graaf D. C., Vanopdenbosch E., Ortega-Mora L. M.Abbassi H., Peeters J. E.
1999: A review of the importance of cryptosporidiosisfarm animals Int. J.
Parasitol 29: 12691287.

Ditrich O., Palkovi¢ L., Stérba J., Prokopi¢ J., Loudova J., Giboda M. 1991The
first finding of Cryptosporidium baleyin man.Parasitol. Res77: 44-47.

Dubey J. P., Hamir A. N, Sonn R. J., Topper M. J1998: Cryptosporidiosisn a bat
(Eptesicus fuscys]. Parasitol 84: 622623.

Enriquez F. J., Sterling C. R. 1991 Cryptosporidiuminfections in inbred strains of
mice.J. Protozool.38: 100-102.

Fayer R., Santin M. 2009: Cryptosporidium xiaoi n. sp. (Apicomplexa:
Cryptosporidiidae) in sheepyis arie3. Vet. Parasitol164:192-200.

Fayer R., Santin M., Macarisin D. 2010:Cryptosporidium ubiquitunm. sp. in

animals and human¥et. Parasitol172: 23-32.

Fayer R., Santin M., Trout J. M. 2008: Cryptosporidium ryanaen. sp.
(Apicomplexa: Cryptosporidiidae) in cattl®ds tauruy. Vet. Parasitol.156:
191-198.

Fayer R., Santin M., Xiao L. 2005:Cryptosporidium bovisi. sp. (Apicomplexa:
Cryptosporidiidae) in cattleBps tauru}. J. Parasitol.91: 624629.

Fayer R., Speer C. A., Dubey J. P., 199The general biology o€ryptosporidium
In Fayer R. (Eds.)Cryptosporidiumand cryptosporidiosi<CRC Presspp. 233.

Fayer R., Trout J. M., Xiao L., Morgan U. M., Lai A. A., Dubey J. P. 2001:
Cryptosporidium canis. sp. from domestic dogs. Parasitol.87: 1415-1422.

40



Fayer, R., Guidry, A., Blagburn, B.L. 1990:Immunotherapeutic efficacy of bovine
colostral immunoglobulins from a hyperimmunized cowagainst

cryptosporidiosis in neonatal midefect. Immun58: 2962-2965.

Feng Y., Lal A., Na Li, Xiao L. 2010 Subtypes oCryptosporidiunmspp. in mice and
other small mammal&xp. Parasitol 127:238-242.

Feng Y., Ortega Y., He G., Das P., Xu M., Zhang XFayer R., Gatei W., Cama
V., Xiao L. 2007: Wide geographic distribution a@ryptosporidium boviand
the deer-like genotype in bovindget. Parasitol144:1-9.

Foo C., Farrell J., Boxell A., Robertson I, Ryan U M. 2007 Novel
Cryptosporidiumgenotype in wild Australian miceMus domesticysAppl.
Environ. Microbiol.73: 7693-7696.

Heine J., Moon H. W., Woodmansee D. B. 1984PersistentCryptosporidium
infection in congenitally athymic (nude) midafect. Immum3: 856-859.

Huang K., Akiyoshi D. E., Feng X., Tzipori S. 2003:Development of patent
infection in immunosuppressed C57BI/6 mice withiagke Cryptosporidium

meleagridisoocyst.J. Parasitol.89: 620-622.

Iseki M. 1979: Cryptosporidium felisp. n. (Protozoa, Eimeriorina) from the domestic
cat.Jpn. J. Parasitol28: 285-307.

Iseki, M. 1986: Two species o€ryptosporidiumrmaturally infecting house ratRattus
norvegicus. Jpn. J. Parasit@5: 521-526.

Jirk @ M., Valigurova A., Koudela B., Krizek J., Modry D., Slapeta J. 2008 New
species ofCryptosporidiumTyzzer, 1907 (Apicomplexa) from amphibian host:

morphology, biology and phylogenkyolia Parasitol.55: 81-94.

Kodadkova A., Kvac M., Ditrich O., Sak B., Xiao L.2010: Cryptosporidium muris
in a reticulated giraffeGiraffa camelopardalis reticulajaJ. Parasitol 96: 211-
212.

Koudela B., Modry D., Vitovec J. 1998:Infectivity of Cryptosporidiummuris
isolated from cattlevVet. Parasitol.76: 181-188.

41



Kuhls T. L., Grennfield R. A., Mosier D. A., Crawford D. L., Joyce W. A. 1992:
Cryptosporidiosis in adult and neonatal mice witkvese combinated
immudeficiencyJ. Comp. Patholl06: 399-410.

Kuo C., Wares J. P., Kissinger J. C. 2008The Apicomplexan whole-genome
phylogeny: An analysis of incongruence among GeeedMol. Biol. Evol.25:
2689-2698.

Kva¢ M., Ondrac¢kova Z., Kvétonova D., Sak B., Vitovec J. 2007Infectivity and
pathogenicity of Cryptosporidium andersonito a novel host, southern

multimammate mousélastomys couchaVet. Parasitol 143: 229-233.

Kva¢ M., Vitovec J. 2003: Prevalence and pathogenicity @fryptosporidium
andersoniin one herd of beef cattld. Vet. Med B Infect Dis. Vet. Public Health
50: 451-457.

Levine N. D. 1980: Some corrections of coccidian (Apicomplexa, Pro&)zo
nomenclaturel. Parasitol.66: 830-834.

Lindsay D. S., Blagburn B. L., Sundermann C. A. 198 Morphometric
comparation of the oocyst @fryptosporidium meleagridiand Cryptosporidium
baileyifrom birds.Proc. Helminthol. Soc. Wash6: 91-92.

Lindsay D. S., Upton S. J., Owens D. S., Morgan W., Mead J. R., Blagburn B.
L. 2000: Cryptosporidium andersonn. sp. (Apicomplexa: Cryptosporiidae)
from cattle,Bos taurusJ. Eukaryot. Microbiol47: 91-95.

Lv C., Zhang L., Wang R., Jian F., Zhang S., Ning C Wang H., Feng C., Wang
X., Ren X., Qi M., Xiao L. 2009:Prevalence and molecular characterization of
Cryptosporidium spp. in wild, laboratory, and pet rodents in Chidgpl.
Environ. Microbiol.75: 7692-7699.

MacFarlane D., Horner-Bryce J. 1987: Cryptosporidiosis in well-nourished and
malnourished childrerActa. Pediatr. Scand.6: 474-477.

42



Manabe Y., Clark D., Moore R., Lumadue J., DahlmanH., Belitsos P., Chaisson
R., Sears C. 1998:Cryptosporidiosis in patients with AIDS: Correlate$
disease and survivdllin. Infect. Dis.27: 536-542.

Matsubayashi M., Kimata 1., Iseki M., Hajiri T., Tani H., Sasai K., Baba E. 2005:
Infectivity of a novel type o€ryptosporidium andersono laboratory miceVet.
Parasitol.129: 165-168.

Matsubayashi, M., Kimata, I., Abe, N., Tani, H., Saai, K. 2004:The detection of a
novel type ofCryptosporidium andersormocyst in cattle in Japararasitol.
Res.93: 504-506.

McDonald V., Bancroft G. J. 1993:Cryptosporidiummuris in adult mice: a model
for investigation of the immunology of mammaliarymiosporidiosis. In Bartha
J. R., Fernando M. A. (Ed.) Proceedings of the Vitternational Coccidiosis
Konference. University of Guelph, Canada p. 133.

McDonald V., Deer R., Uni S., Iseki M., Bancroft GJ. 1992:Immune response to
Cryptosporidiummuris andCryptosporidiumparvumin adult immunocompetent
or immunocompromised (nude and SCID) miogect. Immun60: 3325-3331.

McDonald V., Robinson H. A., Kelly J. P., BancroftG. J. 1994:Cryptosporidium
muris in adult mice: adoptive transfer of immunity antpctive roles of CD4
versus CD8 celldnfect. Immun62: 2289-2294.

Mead J. R., Arrowood M. J., Sidwell R. W., Healey M C. 1991: Chronic
Cryptosporidiumparvum infections in cogenitally immunodeficient SCID and
nude miceJ. Infect. Dis163:1297-1304.

Meamar A. R., Rezaian M., Rezaie S., Mohraz M., KieE. B., Houpt E. R.,
Solaymani-Mohammadi S. 2006:Cryptosporidiumparvum bovine genotype
oocysts in the respiratory samples of an AIDS pétiefficacy of treatment with

a combination of azithromycin and paromomyd@&arasitol. Res98: 593-595.

Meisel J. L., Perera D. R., Meligro C., Rubin C. E1976: Overwhelming watery
diarrhea associated with @ryptosporidiumin an immunosuppressed patient.
Gastroenterology 0: 11561160.

43



Mild¢ek P., Vitovec J. 1985:Differential staining ofCryptosporidia by aniline-
carbol-methyl violet and tartrazine in smears frémeces and scrapings of

intestinal mucosé&:olia Parasitol 32: 50.

Morgan U. M., Monis P. T., Xiao L., Limor J., Sulaman I., Raidal S.,
O’Donoghue P., Gasser R., Murray A., Fayer R., Bldurn B.L., Lla A. A,,
Thompsom R. C. 2001: Molecular and phylogenetic characterization of
Cryptosporidiumfrom birds.Int. J. Parasitol.31: 289-296.

Morgan U. N., Sturdee A. P., Singleton G., Gomez M., Gracenta M., Torres J.,
Hamilton S. G., Woodside D. P., Thompson R. C. A. 999: The
Cryptosporidium“mouse” genotype is conserved across geograplaasal.
Clin. Microbiol. 37: 1302-1305.

Morgan U., Weber R., Xiao L., Sulaiman I., ThompsorR. C., Ndiritu W., Lal A.,
Moore A., Deplazes PJ. 2000: Molecular characterization @ryptosporidium
isolates obtained from human immunodeficiency viniscted individuals
living in Switzerland, Kenya, and the United Stat€bkn. Microbiol. 38: 1180-
1183.

Morgan-Ryan U. M., Fall A., Ward L. A., Hijawi N., Sulaiman I|., Fayer R.,
Thompson R. C., Olson M., Lal A., Xiao L. 2002Cryptosporidium hominis.
sp. (Apicomplexa: Cryptosporidiidae) fronHomo sapiens J. Eukaryot.
Microbiol. 49: 433-440.

Nime F. A., Burek J. D., Page L. L., Holscher M. A.Yardley J. H. 1976: Acute
enterokolitis in a human being infected with th@tpzoanCryptosporidium
Gastroenterology 0: 592598.

Nimri F. L., Batchoun R. 1994:Prevalence o€ryptosporidiunmspecies in elementary
school childrend. Clin. Microbiol.32: 10401042.

O’Donoghue P. J. 1995Cryptosporidiumand Cryptosporidiosis in man and animals.
J. Parasitol.25: 139-195.

Pavlasek 1., Ryan U. 2008:Cryptosporidiumvaranii takes precedence ové&l.
saurophilumExp. Parasitol118: 434-437.

44



Pedraza-Diaz S., Amar C., McLauchlin J. 2000: The identification and
characterization of an unusual genotypeCofptosporidiumfrom human faeces
asCryptosporidium meleagridi$EMS Microbiol. Lett189: 189-194.

Pialek J., Vyskocilovd M., Bimova B., Havelkova D.Pialkova J., Dufkova P.,
Bencova V., Dureje L., Albrecht T., Hauffe H. C., Macholan M., Munclinger
P., Storchova R., Zajicova A., Holan V., Gregorovés., Forejt J. 2008:
Development of unique house mouse resources seiitabkvolutionary studies
of speciationJ. Hered.99: 34-44.

Plutzer J., Karanis P. 2009:Genetic polymorphism i€ryptosporidiumspecies: an
update Vet. Parasitol165: 187-199.

Power M. L., Ryan U. M. 2008:A new species o€ryptosporidium(Apicomplexa:
Cryptosporidiidae) from eastern grey kangarodsadropus giganteys J.
Parasitol.94:1114-1117.

Robinson G., Wright S., Elwin K., Hadfield S. J., Katzer F., Bartley P. M., Hunter
P. R., Nath M., Innes E. A., Chalmers R. M. 2010:Re-description of
Cryptosporidium cuniculusInman and Takeuchi, 1979 (Apicomplexa:
Cryptosporidiidae): morphology, biology and phylageint. J. Parasitol.40:
1539-1548.

Roder J., Duwe A. 1979The beige mutation in the mouse selectively ingaatural
killer cell function.Nature29: 451-453.

Ryan U. M., Monis P., Enemark H. L., Sulaiman I., &marasinghe B., Read C.,
Buddle R., Robertson I, Zhou L., Thompson R. C., Mo L. 2004:
Cryptosporidium suisn. sp. (Apicomplexa: Cryptosporidiidae) in pigSué
scrofg. J. Parasitol.90: 769-773.

Ryan U. M., Power M., Xiao L. 2008:Cryptosporidium fayern. sp. (Apicomplexa:
Cryptosporidiidae) from the Red KangaroMacropus rufus J. Eukaryot.
Microbiol. 55: 22-26.

45



Ryan U. M., Xiao L., Read C., Sulaiman I. M., MonisP., Lal A. A, Fayer R.,
Pavlasek 1. 1999: A redescription of Cryptosporidium galli Pavlasek,

(Apicomplexa: Cryptosporidiidae) from birds. Parasitol.89: 809-813.

Ryan U., Xiao L., Read C., Zhou L., Lal A. A., Pawsek I. 2003:Identification of
novel Cryptosporidium genotypes from Czech Republidppl. Environ.
Microbiol. 69: 4302-4307.

Sak B., Kv& M., Kvétonova D., Albrecht T., Pialek J. 2011:The first report on
natural Enterocytozoon bieneusind Encephalitozoorspp. Infections in wild
East-European house middys musculus musculuand West-European house
mice M. musculus domesticugn a hybrid zone across the Czech Republic-

Germany bordeNet. Parasitolv tisku

Satoh M., Hikosaka K., Sasaki T., Suyama Y., Yandl., Ohta M., Nakai Y. 2003:
Characteristics of a novel type of bovi@ryptosporidium andersoniAppl.
Environ. Microbiol.69: 691-692.

Slavin D. 1955:Cryptosporidium meleagridip. nov.)J. Comp. Pathole5: 262266

Sulaiman I. M., Hira P. R., Zhou L., Al-Ali F. M., Al-Shelahi F. A., Shweiki H.
M., Igbal J., Khalid N., Xiao L. 2005: Unique endemicity of cryptosporidiosis
in children in KuwaitJ. Clin. Microbiol 43: 2805-2809.

Thompson R. C., Olson M. E., Zhu G., Enomolo S., ABhamsen M. S., Hijjawi
N. S. 2005Cryptosporidiumand cryptosporidiosiadv. Parasitol59: 77-158.

Tamova M., Skfivan M., Marounek M., Pavlasek I., Ledvinka Z. 2002
Performance and oocyst shedding in broiler chickerally infected with
Cryptosporidium baleyand Cryptosporidium meleagridisAvian. Dis.46: 203-
207.

Tyzzer E. E. 1907:A sporozoan found in the peptic glands of the cammmouse.
Proc. Doc. Exp. Biol. Medh: 12-13.

Tyzzer E. E. 1910:An extracellular coccidiumCryptosporidiummuris (gen. et sp.
nov.) of the gastric glands of the common mous#&led. Res23: 487-511.

46



Tyzzer E. E. 1912:Cryptosporidium parvun{sp. nov.), a coccidium found in the
small intestine of the common mouse&ch. Protistenkd26: 394412.

Tzipori S., Griffiths J. K. 1998: Natural history and biology o€ryptosporidium
parvum. Adv. Parasito#0: 5-36.

Ungar B. L., Kao T. C., Burris J. A., Finkelman F. D. 1991: Cryptosporidium
infection in an adult mouse model. Independentsrde IFN-gamma and CD4+

T lymphocytes in protective immunity. Immunol147:1014-1022.

Uni S., Iseki M., Maekawa T., Moriva K., Takada S.1987: Ultrastructure of
Cryptosporidium muris (strain RN 66) parasitizing the murine stomach.
Parasitol. Res74: 123-132.

Upton S. J., Current W. L. 1985: The species o€ryptosporidium(Apicomplexa:
Cryptosporidiidae) infecting mammalk.Parasitol 71: 625629.

Valigurova A., Hofmannova L., Koudela B., Vavra J.2007: An ultrastructural
comparison of the attachment sites betwe@&regarina steini and

Cryptosporidiummuris. J. Eucaryot. Microbiol54: 495-510.

Vetterling J. M., Jervis H. R., Merrill T. G., Sprinz H. 1971: Cryptosporidium
wrairi sp. n. from the guinea piGavia porcellus with an emendation of the
genus.J. Protozool18: 243-724.

Xiao L., Bern C., Limor J., Sulaiman I., Roberts J, Checkley W., Cabrera L.,
Gilman R. H., Lal A. A. 2001: Identification of 5 types oCryptosporidium
parasites in children in Lima, Petl.Infect. Dis183:492-497.

Xiao L., Fayer R. 2008: Molecular characterization of species and genatypie
Cryptosporidiumand Giardia and assessment of zoonotic transmissioh. J.
Parasitol.38: 1239-1255.

Xiao L., Fayer R., Ryan U., Upton S. J., 2004Cryptosporidiumtaxonomy: recent

advances and implications for public hea@hin. Microbiol. Rev17: 72-97.

Xiao, L., Feng, Y. 2008: Zoonotic cryptosporidiosisFEMS Immunol. Med.
Microbiol. 52: 309-323.

47



Yang S., Benson S. K., Du C., Healey M. C. 2000hfection of immunosuppressed
C57BL/6N adult mice with a single oocyst Gfryptosporidiumparvum J.
Parasitol.86: 884-887.

Zhu G., Marchewka M. J., Keithly J. S. 2000:Cryptosporidiumparvumappears to
lack a plastid genomlicrobiology146: 315-321.

48



