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1. UVOD

U krélika domaciho@ryctolagus cuniculus) bylo dosud plattipopsano 11 druh
kokcidii. U deseti druln Eimeria stiedai, E. perforans, E. magna, E. media, E. irresidua,
E. piriformis, E. flavescens, E. coecicola, E. intestinalis, E. vejdovskyi byl jednim nebo
vice autory popsan jejich zivotni cyklus.BHJexigua byla popsana morfologie oocyst,
doba sporulace, mira patogenity, ale endogennij\igtm kokcidie dosud charakterizovan
nebyl.

Cilem této prace je studium endogenniho vy¥ojexigua: lokalizace, morfologie
a ultrastruktura endogennich stadii a jefiaBova souslednostetrg uréeni p@&tu

asexudlnich generaci.



2. LITERARNI P REHLED

2.1. Rod Eimeria

RodEimeria pati do kmene nazvaného Levinem (1973) Apicomplexaide
monofyleticky kmen zahrnuje organismy adaptovaneni@o(epi)burény zpisob Zivota.
Cleny této velké heterogenni skupiny spojujggmnost unikatniho tzv. apikéalniho
komplexu, coZ je soubor organel nachazejicich @ednicasti nepohlavnich stadii,
sporozoiti a merozoii. Apikalni komplex je uiiznych skupin vicéi méns vyvinut a

umoziuje €mto parazitm prinik do hostitelskych buik.

2.2. Ultrastruktura

Apikalni komplex je tvéen funkiné odliSnymi organelami: mezi tzv. skeletarni
pati prekonodialni prstence, konoid, polarni prstesoépelikularni mikrotubuly. Povrch
sporozoiti a merozoii je slozen zeit membran a nazyva se pelikula.&& membrana je
souvisla a obklopuje celou tku, zatimco dalSi dvmembrany nejsourfiomny v oblasti
polarnich prstenca cytostomu. Nafpdnim pélu z prstence vychazeji podélné
mikrotubuly, které jsou uloZeny pod pelikulou. Unomoith Eimeria stiedai aE. perforans
se nachéazi 24 mikrotubu{Scholtyseck a Piekarski 1965Fuintestinalis 24-30
mikrotubuli (Chejsin a Snigirevskaja 1965) &umagna 26 mikrotubuli (Sénaud &erna
1969). Konoid se sklada ze spirdbtatenych fibril a ma tvar komolého kuzele. Yepni
¢asti konoidu se nachazi prekonoidialni kruhy. Sekiekou funkci se vyzralji rhoptrie
a mikronemy prochazejici konoidem a Ustictedmicasti buiky. DalSimi sekretorickymi
organelami jsou denzni granula, které upravujitpeds a povrch parazitoforni vakuoly.
V cytoplasng se také vyskytuji amylopektinova granula, lipicddkkluze, mitochondrie,
Golgiho aparat, endoplasmatické retikulum a jadaxlérkem. U eimerii byla objevena
jako ufady jinych protist organela ohrgenactyimi membranami, ktera byla nazvana
apikoplast.

2.3. Zivotni cyklus

Vyvojové cykly apikomplex se odehravaji v jednoride hostitelichToxoplasma,
Plasmodium a Sarcocystis jsou nejznargSi heteroxenni parazité, kigotebuji
k dokorteni sveého vyvoje jak definitivniho hostitele takezihostitele, ve kterém
uskutenuje ¢ast svého vyvoje. Rdimeria pati mezi monoxenni kokcidie vyvijejici se

pouze v jednom hostiteli. Zpravidla jsotigné hostitelsky specifické. Ve vyvojovém



cyklu monoxennich kokcidii s&st vyvoje odehrava ve &8im prostedi, kde dochazi ke
sporulaci oocyst (sporogonii) a drukesst v hostiteli, kdy po uvoémi a vniknuti

sporozoiti do vhodnych tkani nasleduje nepohlavni mnozenidgmie) a poté pohlavni
mnoZeni (gamogonie). U apikomplex diploidast cyklu zdina oplozenim makrogamety
a korti sporulaci oocysty. Proto vSechna stadia kropiodrené makrogamety (zygoty)
jsou haploidni (Cornelissen a kol.1984).

2.3.1. Excystace

Po pozeni oocysty hostitelem dochazi veest k uvolréni infelk¢nich sporozoit,
excystaci. Tento proces je nespecificky, k excystaze dojit i v hostiteli cizim, kde ale
nedochazi k uskuteeni celého zivotniho cyklu parazita. Excystace zajalva zakladni
stimuly (Fernando 1990). Prvnim stimulem je oxidi &ity a redukni prostedi. Druhym
je trypsin rozpousfici Stiedovo &lisko a Zlkové soli ovliviujici pohyblivost sporozait
Studium sporozoit raznych drulii eimerii v bugénych kulturach ukézalo, Ze sporozoiti
shadno a rychle vstupuji a vystupuji z &kia Ze zpravidla proces penetrace je wkeon
béhem rékolika sekund (Kelley a Hamond 1970). K excysta@Zmdojit za vhodnych
podminek také in vitro. Sha oocyst dkterych kraltich kokcidii miZze byt rozpugha
inkubaci oocyst v médiu obsahujicim 0,002M L-cystenasycenym oxidem uéiliym pfi
39°C (Coudert 1995),&8inou se gny oocyst mechanicky narusi. Velmildzité je také
pH v rozmezi 7,5-8,5 (Hibbert a kol. 1969). Po mai ze sporocyst vnikaji sporozoiti do
burek strevni tkar. Cesta, kterou se sporozoiti dostavaji na mistgpkdbiha dal&fast
endogenniho vyvoje neni jégtostaténé objasina. Durr (1972) objevil sporozoity.
stiedai v mezenterickych lymfatickych uzlinach (MLN) a etni deni. Sporozoiti
Eimeria coecicola byli detekovani ve slezéna MLN (Pakandl| a kol. 2006) P
extrainestialni migraci byli sporozoH meria coecicola odhaleni v B a T lymfocytech
(Renaux a kol. 2001).

2.3.2.Merogonie

Po vstupu sporozoita do itky nastava nepohlavni mnozeni parazita. Asexualni
mnozeni kokcidii probiha v hlkdch hostitele v parazitoforni vakuole vznikajici z
plasmalemy hostitelské biay. Sporozoit, ktery vnikl do hostitelskéiky, se néni
v meronta. B mnoZeni parazita dochazi k opakované resorbeiraigapikalniho
komplexu a jejich znovuvytweni v dcéinych merozoitech. Meronti se postépnetsuii,

velikost a doba jejichiistu dosahuje velkych rozdijak mezi fiznymi druhy tak i mezi



raiznymi generacemi téhoz druhu. Existuji 2 zaklagpyimerogonie: endomerogonie a
ektomerogonie (Hamond 1973).

Jako prvni Mizeme uvést endomerogonitj piz formovani dcgnych merozoil
probih& uvnit matéskeé buiky. Tento zisob mnozeni bylijvodné objeven v
mezihostitelichlroxoplasma gondii (Goldman a kol. 1958) a byl nazvan endodyogomie. J
o0 jev, kdy uvnit matéské buiky se z&nou formovat dva dd¢ani jedinci jeS¢ pied
resorbci gvodnich organel maitského organismu. Druhy typ endomerogonie popsal ve
strevnim epitelu kéek uToxoplasma gondii (Piekarski a kol. 1971) a nazval ho
endopolygonie. Endopolygonie se |iSi od vySe pogpsardodyogonie v mnozstvi
merozoifi vznikajicich uvnit meronfi. V tomto gipad dochézi k skolikandsobnému
déleni jader a ke vzniku vice meroZoit

Druhy zpmsob formovani daaych merzoiti se nazyva ektomerogonidi P
ektomerogonii dochazi nejprve k kadbani fivodnich organel maitské buiky a poté
k n¢kolikanasobnémudeni jadra. Dale se v kontaktu s Btinou sénou z&inaji formovat
jednojaderni merozoiti, kiejsou ¥ svém vzniku vysouvani do parazitoforni vakuoly. U
mnozeni.

V nékterych gipadech #stavaji organely typické pro sporozoity zachovamipe
k déleni jader. Tyto jaderné formy byvaji nazyvany jakporozoit-like schizont".
Schizonti podobni sporozéin byli popsany u kratich kokcidiiEimeria stiedai (Cerna a
Sénaud 1971) akimeria magna (Speer a kol. 1973).

Meronti obsahujici vicejaderné merozoity jsou @owani jako typ A. Meronti
typu A jsou typéti pro kralci kokcidie a zpravidla vytédmére merozoifi. Meronti typu
B davaji vznik mnoha Stihlym jednojadernym meramuoitMeronti typu A se vyskytuji
v menSi nmile nez meronti typu B a zpravidla vytef mér merozoiti. Dva typy merorit
byly nalezeny u desiti dridlroduEimeria vyskytujici se u kralik Eimeria stiedai
(Pellérdy a Durr 1970Eimeria perforans (Streun a kol. 1979Eimeria intestinalis
(Pellérdy 1953, Licois a kol. 1994 meria coecicola (Pakandl a kol. 1996afimeria
magna (Ryley a Robinson 1976, Pakandl a kol., 199&h)jeria media (Rutherford 1943,
Pellérdy a Babos 1953, Pakandl| a kol. 199Bijeria vejdovskyi (Pakandl a Coudert
1999),Eimeria flavescens (Norton a kol. 1979, Pakandl 2008)meria piriformis
(Pakandl a Jelinkova 2006).

Streunova a kol. (1979) navrhli hypotézu, kter@dpoklada sexualni determinaci

endogennich vyvojovych stadii (sporozoineronti i merozoifi). Predpokladali, Zze prvni



generace meroitypu A dava vznik druhé generaci meiotypu A a nakonec
mikrogamonlm. A stejrE tak, Ze posledni generace metotypu B vytvaeji
makrogamonty. Raet mikrogamont u kokcidii je mnohem mensi nezégo
makrogamont, coZ je v souladu s tim, Zedsd meront typu A je nizSi nez meroinB.
Tato teorie je v rozporu s faktem, Ze patentnikoéebyla zfisobena i jedinym
sporozoitem (Shirley a Harvey 1996). Sexualni aeiteice nepohlavnich stadii neni

dosud dostata¢ vyswtlena.

2.3.3. Gamogonie

Kazdy druh ma charakteristicky ¢t generaci,ii¢emz sanii pohlavni biky
mikrogametocyty a sariimakrogametocyty se vyviji z generace posledni.

Scholtyseck a Spiecker (1964) popsal mechanisniesedciace satiich
pohlavnich bugk u Eimeria perforans. Hamond a kol. (1967) se zabyvali také strukturou
mikrogamont E. perforans a dalek. stiedai. Vyvoj mikrogamet nize byt rozdlen do
dvou fazi: fazeturstové a faze diferenciace. Pro prvni fazi je typickst
mikrogametocyl, béhem kterého dochazi Kleéni jadra. Tato jadra jsou lokalizovana na
periferii buiky a kazdé je asociovano s tubularni mitochonézi kazdym jadrem a
povrchem mikrogametocytu, jsou lokalizované parosétrioly. Nezraly mikrogamont se
postupr vysouva srrem do parazitoforni vakuolyfiPzrani mikrogamet se jejich jadro
protahuje a mikrogamety se atigji od matéského mikrogametocytu. Ve zralém
mikrogamontu se nachazi protahlé jadro, mitochendrigednicasti je kryt
perforatoriem, z pod kterého vychazi dveéiky.

U krélicich kokcidii byla ultrastruktura saéich pohlavnich stadii popsana u
Eimeria intestinalis (Snigirevskaja 1968, 196%meria perforans a Eimeria stiedai
(Scholtyseck a kol. 1966). U makrogamoneprobiha mnohonasobnéehi jadra, ale
dochéazi zde k obrovskémuét$eni buiky. Tento fist je gledevSim spojen s tvorbou
rezervnich granuli glykogenového a lipidového ckiamai. Druhy roduEimeria maji
obvykle dva typy granul znamé jaksiska formujici stnu oocyst (wall-forming bodies)
1. a 2. typu, které se podileji na tvodvouvrstevné ghy oocyst. Eliska prvniho typu
jsou homogenni, sféricka az elipsoidni, maji obgyseriferni lokalizaci a vyskytuji se
pozdiji nez €liska typu 2. UEimeria intestinalisaE. perforansjsou obklopeny vrstvou
podobnou membré&nktera je obas UE. perforans zjizvena. Eliska druhého typu maji
houbovitou strukturu (Scholtyseck 1962), jsdiigmna dive nez &liska formujici stnu

oocysty.



Zraly mikrogamet opousti hostitelskouru, poté penetruje jinou hostitelskou
buiku, ve které se nachazi makrogamet. Nakonec dokhégch splynuti.
2.3.4. Formovani stn oocyst

S&ny oocyst se zdnaji formovat kratce po oplodni makrogamety. dliska
formujici sEny oocyst typu 1 davaji vznik ¥$i vrstw stny oocyst, zatimcaliska typu
2 jsou zodpo¥dnd za vytvEeni vnitni vrstvy oocystarni 8hy. Po vytvdeni sény se

oocysty dostavaji z hostitelskéitky a pote s vykaly do #giho prostedi.

2.3.5. Sporogonie

U oocyst rodiEimeria probiha sporulace ve #8im prostedi mimo &lo hostitele.
Pro usgsSnou sporulaci musi byt sgimy dw zakladni podminky:iftomnost kysliku a
teplota. Na p&atku sporulace je t&fhcela oocysta vyplma protoplasmatickym obsahem,
ten kondenzuje a vznika kulovity Utvar sporont. Iddsji dw po sol¥ jdouci dleni jadra,
po kterém se rozti cytoplasma a zformuji sgyti sporoblastyCast givodni cytoplasmy
muze v oocystachiptrvavat ve forma tzv. rezidualnihodiska. Sporoblasty jsou nejprve
kulatého tvaru poté se &@u prodluZzovat a na jednom konctma vznikat Stiedovo
télisko. Poté se uvriikazdého sporoblastu&eu formovat dva sporozoiti a také je zde
piitomno rezidudlnidisko sporocyst (Hamond 1973).

Délka sporulace je druh®specificka a zalezirpni predevSim na teplét Oocysta,
ktera je vystavenaifhis vysoké nebo naopak nizké teglge ve \tSin¢ pripadi
poSkozena. Optimalni teplota pro sporulaci kiéh oocyst je 26°C, teplota vySSi nez
28°C snizuje fedevsim Zivotnost oocyst (Coudert a kol. 1995).

2.4. Hostitelska specifita

Hostitelska specifita kokcidii je posuzovana z Hdka schopnosti uskuteeni
endogenniho vyvoje v hostiteli, ktery je uken produkci oocyst. DruhwpduEimeria
jsou povaZzovany za monoxenni a stenoxenni paraadyf nejen vysokou hostitelskou
specifitu, ale i v daném hostiteli napadaji spek#itypy bugk, specifickych tkani nebo
organi (Fernando 1990). AvSak tato charakteristika figgrbyt pokladana za absolutni,
nagiklad Eimeria chinchillae mize swvij vyvojovy cyklus uskuténit jak v¢inéilach, kde
byla poprvé popsana, tak ¢kterych jinych hlodavcich (de Vos, A.J. 1970). Dyubdu
Eimeria jsou v ffevazrt vétsSing parazité sevniho epitelu, existuji vSak druhy, pro které je
typicky vyvoj v jinych buikach a organech. Krélikokcidie Eimeria stiedai se vyviji

v epitelu Zl¢ovodi aEimeria truncata v tubularnim epitelu ledvin hus.



2.5. Patogenita

Kokcidioza se u zvat Zijicich voli v prirod vyskytuje pouze ojedite. Ve WtSi
miie je spojena s oslabenou imunitou hostitele, kt€rZe byt zapicinéna jinymi
patogenyi stresem. Kokcidie Zjsobuji velké ztraty ve velkochovnychizaenich, kde
dochazi k obrovské koncentraci iativ malém prostoru. Ke vzniku kokcidioziigpiva
mnoho faktoidi: druh parazita, infeli davka, interakce mezi druhy, interakce s jinymi
patogeny, ¥k, stres a vyZiva

Dulezitym faktorem je druh parazita, protoz&ieré druhy jsou vice patogenni nez
jiné. U kralich kokcidii pati k nepatogenniri. coecicola k lehce patogennira.
perforans, E. exigua aE. vejdovskyi. Kralici napadeniémito druhy nejevi Zadné znamky
nemoci nebo u nich dochazi k mirnému pokléstu. Ri napadeni patogennimi
kokcidiemi E. media, E. magna, E. piriformis aE. irresidua se u kralik objevuje piijem,
pokles fistu a mortalita zavisejici na mnoZstvi fgg/ch oocyst. Vysoce patogenni
kokcidieE. intestinalis aE. flavescens zpasobuiji silné pkjmy, velky poklesiistu a maji
vysokou mortalitu. Patogenita stiedai je zavisla na davkach oocystj mfekenich
davkach> 1x10 se objevi ztrata vahy a mortalita (Coudert 1995).

Zavaznost onemoeéni je zavisla na mnozstvi p@nych oocyst. Vysoké
jednorazoveé davky oocyst vedouckgimu ptibéhu nemoci (Norton a kol. 1979). Pokud je
infekéni davka rozélena do davek menSich a je podavana v roznmigailika dni nebo
tydnd, je pitibéh onemoc#ni zpisobeny danym druhem kokcidie n#j&i, nez kdyz je
stejné mnozstvi oocyst podano v jedné davce. destlia druhy kokcidii napadaji stejnou
cast steva, kompetuji spolu a vysledny patogenni efektgemy jako pi napadeni pouze
jednou kokcidii. Pokud je ale hostitel napadenyckaiemi parazitujicimi v odliSnych
¢astech seva nasledky pro hostitele mohou byt vic nez dwsgbéé. Stres je dalSim velmi
dulezitym faktorem, ktery snizuje rezistenci organispmoti kokcidioze. Stres fize byt
zagicinén: zmenami ve vyzi¥, dlouhym transportem, kdy zeitrpi Ziznki hladem,
nizkou nebo vysokou teplotou nebo &&&nym vyskytem jiné infekce (Gregory 1990).

Kokcidie napadajici enterocyty kikpisobuji poSkozeni ivni sliznice, ktera
regeneruje rychle, protoze kmenovéikyv kryptach nejsou poskozeny. Kokcidie, které
uskutenuji svij vyvoj v kryptach mohou z&g&init zniceni kmenovych buik, takze
regenerace epitelu je pak velmi obtizna. Tentogsdxyl popsan H. flavescens (Gregory
a Catchpole 1986). Typické histopatologick&mgnjsou: zastlivy infiltrat, hyperplasie
epitelu, ztrata enteroayt vaskularni zgny. Zmeny v tkani zapicinéné sporozoity jsou

obvykle minimalni, protoZe @et sporozoii je obvykle nizsi nez u dalSich vyvojovych



stadii. Naproti tomu obrovsky pet meront mize byt zodpo¥dny za hypertrofii, z8ani
mukozy a jeji krvaceni. U&Siny kokcidii jsou v jejich endogennim vyvoji naje
patogenni sexualni stadia, prapddobr proto, Ze jsou nejvice petna. Nahromashi

gamonti mohou navic z&pinit i erozi sliznice a nekrézu tkar{Gregory 1990).

2.6. Prevence

Dosud je hlavnim zisobem prevence krélikokcididzy pouzivani antikokcidik.
Mezi nejvice pouzivana gasalinomycin, Lerbek a robenidin, ktera jsdidavana do
krmnych smdsi. Do pitné vody se u nasigava Sulfacox, jehoz ¢&véa slozka sulfadimidin
pati mezi nejstarsi pouzivana antikokcidika. S podéwéamntikokcidik je spojentada
nevyhod: vznik resistence, jejich toxicita, reziduaase zvat a kontaminace zivotniho
prostedi.

DalSi moznosti je pouziti Zivé vakciny obsahujidilentni kmeny. Ta mé ale také
své nevyhody. Je velmiiezité disledre kontrolovat davkovani, protoZe zdéhe nastat
moznost, Ze parazit @pobi onemoaini zvireti, které bylo nedostate¢ imunizovano
(Shirley a Long 1990).

Velmi dobrou moZznosti je vakcinace zZivymi oslabranimiemi kokcidii. Oslaben&
linie se lisi od pvodniho kmene zkracenim prepatentni periody, airaabo redukci
poctu asexualnich generaci, snizenim reprodiiio potencialu a virulence. Navzdory
tomu oslabena linie paraivyvolavaji imunitni odpogd, ktera niZe hostitele ochranit
pied napadenim virulentnimi kmeny.

Oslabenou linik. intestinalis odvodili Licois a kol. (1990). Prepatentni perioda
byla zkracena z 215 na 144 hodin. U oslabené $@irevyskytovalaeti generace
meronfi, zatimco prvni, druha@vrta generace se vyvijela norméaliDalsi kraléi
kokcidii, u které byla ziskana oslabena liniek jenedia. Prepatentni perioda byla
zkracena ze 108 na 72 hodin (Licois a kol. 199afdgenni vyvoj této kokcidie byl
studovan Pakandlem a kol. (1996¢). Byla zaznamealsence posledrieti generace
meronfi. Licois a kol. (1995) odvodili také oslabenouilia@lSi kralti kokcidieE. magna.
Zde byla prepatentni perioda zkracena ze 154 ndad@0®. Studium endogenniho vyvoje
prokazalo nefitomnost merorit ¢tvrté generace Pakandl a kol. (1996b). OslabemiiuHi
coecicola ziskal Coudert a kol. (1995). Prepatentni perimgda zkracena o 3,5 dne a to
z 9,5 na 5,5 dne. Endogenni vyvoj oslabené liriee kékcidie nebyl studovan. Takék!
flavescens byla ziskana a dale charakterizovana oslaberéthioto druhu (Pakandl

2005). Absence dvou generaci mebtomtuhé (neboreti) actvrté je charakteristicka pro



tuto linii. Prepatentni perioda byla zkracena z 201 na 13%mydDosud poslednim kdo
se ¥noval ziskani a poté popisu endogenniho vyvojebesi@ linie krakii kokcidie byli
Pakandl| a Jelinkova (2006)x\wdni kmerk. piriformis s prepatentni dobou 194 hodin
zahrnovaktyii generace merofit Oproti tomu oslabena linie této kokcidie bylatkra 24
hodin a vyskytovali se u ni pouze prviiigenerace merott

Oslabené linie se lisi odipodnich kmen téZ ultrastrukturou sporocyst. Touto
problematikou se zabyval Pakandl a kol. (2001)uh@lE. media, E. magna, E. intestinalis
a pozdji také Pakandl a Jelinkova (2006kupiriformis. Sporocysty oslabenych linii se

liSily od pavodniho kmene velikosti, tvarem nebo urmém refraktilniho &liska .

2.7. Endogenni vyvoj 11 druli krali ¢ich kokcidii

U krélika bylo dosud izolovano a platpopsano 11druhkokcidii. Deset z nich
parazituje ve gevech krélik: Eimeria coecicola, E. exigua, E. flavescens, E. intestinalis,
E. irresidua, E. magna, E. media, E. perforans, E.piriformis, E. vejdovskyi a pouzeE.
stiedai v epitelu Zl¢ovodi. Tyto druhy mohou byt odliSeny na zakdawtkolika kritérii:
velikosti a morfologii oocyst, patogenity, lokaldandogennich stadii vditém segmentu
streva nebo v witych partiich sliznice, makroskopickych |ézi,¢poasexualnich generaci

a prepatentni periody.

2.7.1.Eimeria stiedai (Clindemann, 1865) Kisskalt a Hartmann, 1907

E. stiedai ma mirr¢ ovalné oocysty, mikropyle je téihnepatrné. Rezidualndlisko
oocyst (RTO) je tviieno pouze &kolika granuly. Oocysty &fi 36,9x19,9um. Sporocysty
vSech kralkich kokcidii obsahuji refraktilnélisko sporocyst (Coudert a kol. 1995).

Endogennim vyvojem této kokcidie se zabyval OWI&YQ). Sporozoiti byli
zaznamenani jiz 12 hodin po inokulaci (h.p.i.) vzerterickych lymfatickych uzlinach a
po 24 h.p.i. v kostniigni. V jatrech byli sporozoiti pozorovani prvniéty den po
inokulaci (d.p.i.) Pellérdy a Durr (1970). PopsastSgeneraci merantkteré vytvéely dva
typy merozoit.. Prvni generace merdnbyla objevena druhy adti d.p.i. a nachazela se na
bazi epitelovych butk Zlucovodi. DalSi generace se nachazely také v epitektozhdi,
ale blize luminu. Druh& generace metonyla gitomna paty,ieti generace Sesttyvrta
generace osmy d.p.i. Pata a Sesta generace bydanmfl d.p.i. Meronti posledni
generace byli nejpetngjSi. Meronti typu A davali vznik 10 mnohojadernynerazoitim,
meronti typu B vytvéeli az 40 jednojadernych merozpitMladi gamonti byli pozorovani
12 d.p.i.



2.7.2.Eimeria perforans (Leuckart, 1879) Sluiter a Swellengrebel, 1912

E. perforans aE. exigua jsou kralti kokcidie, jejichz oocysty nemaiji mikropyle.
OocystyE. perforans jsou ovalného tvaru, obsahuji malé RTO a dosafalifosti
22,2x13,9um. Délka sporulace je 22 Itipptimalni teplo¢ a prepatentni perioda 5 dni
(Coudert a kol. 1995).

Rutherford(1943) popsal dvgenerace této kokcidie, které se vyviji v duodenu
jejunu. Ot zaznamenal dva typy merdnt obou generacich. Prvni generace se objevila 4
d.p.i. a druh& o den pogd Meronti typu A vytvdeli u obou generaci 2-8 meroZpit
Meronti typu B vytvéeli v prvni generaci 8-32 a v druhé 16-32 merdz@treun a kol.
(1979) jako dalSi charakterizovali Zivotni cyklisneria perforans za pomaoci sételné i
elektronové mikroskopie. Nejvice napadeny bylya@ini buiky duodena, parazit se
ob¢as vyskytoval v jejunu a ileu, nikdy ale nebyl zae v jinych¢astech seva. Jiz 24
h.p.i. bylo moZno rozeznat dva typy meiori¥leronti prvniho typy vytvieli 12-24
Stihlych jednojadernych merozbimarozdil od meroiitdruhého typu, kig davali vznik 2-
8 tlustym mnohojadernym meroziit. 72 h.p.i se zZali objevovat meronti druhé
generace, néastji pozorovani byli meronti obsahujici 20-36 relakivmalych
jednojadernych merozdit Méng ¢asti byli meronti s &Simi mnohojadernymi merozoity.
Gamonti se vyskytovali v intervalu 96-108 h.p.itrdstrukturu sexualnich stadi
perforans studovali Scholtyseck (1962), Scholtyseck a Ki®66) a Hammond a kol.
(1967).

2.7.3.Eimeria magna Pérard, 1925

Prepatentni perioda, tj. doba od nakaZeni az doshi prvnich oocyst, je .
magna 6,5 dne. Tyto oocysty jsou wdgho tvaru s mikropyle, okolo kterého je patrna
limeckovita struktura. V oocystach se nachazi velké RAFOMeérna velikost oocyst je
36,3-24,1um. Délka sporulaceip26°C je 46 hodin (Coudert 1995).

Endogenngast vyvojového cyklu byla popsana Chejsinem (1998,7) a
Rutherfordem (1943), kiepozorovali oba typy merointv epitelu jejuna a mértasto ilea.
Podle Chejsina (1967) se ¥estnim epitelu vyviji 4 generace na rozdil od Rutireia
(1943), ktery popsal pouze 2 generacg.geéneraci uvagi Ryley a Robinson (1976), Kie
rovnéZ pozorovali vicejaderné merozoity. Nasléde za pomoci elektronové mikroskopie
vénoval studiu endogenniho cykliyodni a oslabené linie Pakandl a kol. (1996a).
Asexualni stadia byla lokalizovanéepdevsim v jejunu a ileu, mé&fasto v duodenu.
Meronti prvnich tech generaci se vyvijeli v epitelovychilach klki, kdezto meronti



¢tvrté generace a gamonti se nalézali spiSe v biahalastech kik a v kryptach. Pouze u
merozoifi prvni generace se objevovala refraktittiska.

2.7.4.Eimeria media Kessel, 1929

Eimeria media je krélici kokcidie s nejkratSi prepatentni periodou aj@jioj trva
4,5 dne. Jeji oocysty jsou ovalného azwého tvaru. Maji sedre velké az velké RTO a
mikropyle pyramidovitého tvaru. Oocysty vysporulpiji 26°C za 35h. Rimérna velikost
oocyst dosahuje rozimi 31,5 x17,Qum (Coudert a kol. 1995).

Rutherfordem (1943) pozoroval stejako u ostatnich druhdvé generace meroint
obou typi v epitelu celého tenkéhoreva. Paty a Sesty den zaznamenal vyskyt prvnich
makrogamont a mikrogamont. Na rozdil od Rutherforda Pellérdy a Babos (1953)
pozorovali ti generace merofif ktefi uskute€nili svij vyvoj v epitelu sliznice tenkého
streva a to pevazr ve stedni a zadniteting. Tento vyvoj je dokoen subepitelakha
pozjSi stadia mohou byt lokalizovana i v tlustérfes. DalSim, kdo ¥noval pozornost
Zivotnimu cykIuE. media, byl Pakandl (1988). V epitelu tenkéhoesta fedevsim
v duodenu a jejunu byla lokalizovana vSechna st&iachny generace&®tre gamogonie
se nachazely ve vrcholcich nebénstch kiki. Pakandl (1996b) zaznamenidlgenerace
meronfi, z nichZ kazda davala vznik meromt obouch tyf. Prvni meronti se zali
vyskytovat 24 h.p.i., druha generace bylagmna 40 h.p.i aeti 76 h.p.i. Sexualni stadia
se vyvijela 96 h.p.i.

2.7.5.Eimeriairresidua Kessel a Jankiewicz, 1931

U E. irresidua je prepatentni perioda dlouha 9 dni. Oocysty dpgmii teplot
26°C 50 hodin a jsou ovalného nebo soudkovitehtsa Sirokym mikropyle. Bmérna
velikost oocyst, které neobsahuji RTO, je 39,2x23nl(Coudert a kol. 1995).

DruhemEimeriairresidua se nezavisle na sékabyvali (Rutherford 1943),
Chejsin (1972) a Norton a kol. (1979). Podle Rutivéia (1943) zahrnoval endogenni
Vvyvoj dvé generace meroint Prvni generace bylaipomna 6 dni po inokulaci, druha byla
zaznamenana o dny déle. V obou generaci se nachazeli meromtudypi. Mensi
meronti typu A, davali vznik malému o merozoitt a nachazeli se v epitelu kik
tenkého gteva. \EtSi meronti typu B obsahovali vice meroaat vyvijeli se subepiteladn
Chejsin (1972) nalezl prvni generaci 3 dni po idaku(d.p.i.), druhou 4 d.p.i.idti 5 d.p.i.
actvrtou generaci 7 d.p.i. V jejunu a ileu byl lokalvan endogenni vyvd. irresidua

(Norton a kol. 1979). Prvni generace byla popn#namenana v kryptachu 72 h.p.i. Po 24



h se objevila v lamina propria druh& generadeti&actvrta generace se nachazela
v epitelu tenkého sva. Gamonti byli nalezeni 163 h.p.i jak v epitila v lamina propria

jejuna ailea. V duodenu a tlustérrest se zadna stadia parazita nevyskytovala.

2.7.6.Eimeria piriformis Kotldn a Pospesch, 1934

Devitidenni prepatentni periodasto asymetrické oocysty hruSkovitého tvaru
s napadnym mikropyle n&pomnost RTO a velikost 29,5x18yin jsou charakteristiké pro
Eimeria piriformis (Coudert a kol. 1995).

Donedavna jedinym, kdo se zabyval Zivotnim cykkEmeria piriformis, byl
Chejsin (1948). Zaznamenai generace, které se vyviji v kryptach ve slepéewst
kolonu a veervovitém pivésku. Vyskyt meronit prvni generace byl poprvé zgtpaty
den po inokulaci. Tato generace davala vznik 185agtihlym merozoiim. Naproti tomu
meronti druhé generace bylig®ini a vytvéeli mnoho silnych merozdit Posledniieti
generace se objevovala 9. den po inokulaci. Da§ionpopsal endogenni vyvgj
piriformisv tenkém sew a oocysty s RTO byl Pellérdy (1953). Z morfologayst a
lokalizace endogenniho vyvoje Ize vyvodit, Ze Rdlyg1953) popisoval Zivotni cyklus
Eimeri intestinalis. V nedavné dabse zabyvali biologii kokcidiEimeria piriformis za
pouziti elektronové mikroskopie Pakandl a Jelink(@@06). V jejich praci byly popsany
Ctyfi generace meronyf tato stadia byladetn® gamogonie pozorovana v proximadidisti
kolonu az pdusus coli. Pro vSechnytyii generace byl charakteristicky vyskyt dvouityp
meronfi. Sporozoiti a prvni generace metiobyli nalezeni 80 h.p.i. Oba typy merént
prvni i treti generace vytwély dva merozoity, merozoiti typu A obsahovali \&Sire
piipadi dvé jadra, kdezto merozoiti typu B byli jednojadefdio meronty druhé &vrté
generace byl typicky vysoky pet jednojadernych merozaitMeronti typu A davali vznik
opét dvema merozoiim uvnitt kterych se nachazelo 4-10 jader.Vyvoj ganigrbbihal od
160 h.p.i.

2.7.7.Eimeria exigua Jakimoff, 1934

Yakimoff (1934) poprvé popsal kradi kokcidii s nejmensimi oocystami, které
byly kulaté s pimérnou velikosti 14,5x12,Am a postradaly mikropyle. Vysporulované
oocysty neobsahovaly RTO.

Dlouho byl tento druh povazovan za neplatny¢astji za synonymum
E. perforans (Chejsin 1967).



Coudert a kol. (1995) zaznamenali u drithexigua sedmidenni prepatentni dobu.
Popisovali sférické aZ subsférické oocysty, ktenéxty mikropyle ani RTO a dosahovaly
pumerné velikosti 15,1x14,@m. Fi teplo 26°C oocysty vysporulovaly za 17 h.

Gres a kol. (2000) popsali oocysty, kulateho anévalneho tvaru bez RTO a
mikropyle s velikosti 13,7x12,8m, které byly vyl@dovany divokymi kraliky.V tenkém
strevé tohoto krélika byla nalezena endogenni stadiattijader epitelovych buik,
pievazre ve vrchnichtastech kik. Jednalo se ale o spontamakazena zvata vylwujici
oocystyE. exigua, jejichz vyskyt byl spojen s endogennimi stadichmgzejicimi se uvnit

jadra.

2.7.8.Eimeria flavescens Marotel a Guilhon, 1941

Prepatentni perioda jek flavescens dewt dni. Sporulaceip26°C trva 48 hodin.
OocystyE. flavescens jsou vefitého tvaru s velkym mikropyle na Sir§im konci, B€EO a
s piamérnou velikosti 30x2@m (Coudert a kol. 1995).

Touto vysoce patogenni kokcidii se zabyvali Noddwl. (1979). Po 24 hodinach
se z&ali objevovat prvni sporozoiti v proximalsasti klki jejuna a ilea, ale jiz 48 h.p.i. se
naprosta #tSina nachézela v kryptach. Pouze prvni generaeej ke vyvijela 72 h.p.i.

v epitelovych bikach i bazi klki byla lokalizovana v jejunu a ileu. OdliSnou lakaki
meli meronti 2.,3. a 4. generace, ktee nachazeli v epitelu tlustéhoesta a posledni pata
generace spateé¢ s gamogonii vyskytujici se v kryptach v téasti steva. Zaznamenali
také malopdetné mnohojaderné meronty. Biologie této eimeria baké popsana
Pakandlem a kol. (2003). Prvni generace byla zagnanma v duodenu a jejunu 80-96
h.p.i., nasledujicityii generace a gamogonie byly objeveny ve stejriashech seva

jako ve studii Nortona a kol. (1979). V kazdé gewese objevovaly oba typy merdany
druhé, teti actvrté generaci byli vice zastoupeni meronti typwhate generaci byl

pomer meronti typu B:A 6,3:1 a podr makrogamorit a mikrogamont 5,81:1.

2.7.9.Eimeria coecicola Cheissin, 1947

Nepatogenni druBimeria coecicola s prepatemtmi periodou 9 dni ma ovalné
oocysty s pimérnou velikosti 34,5x19,&m, které vysporuluji za 60 hoditti pptimalni
teplog 26°C. Oocysty maji mikropyle s lirflkovitou strukturou a uvnite pongrné malé
RTO (Coudert 1995).

Endogenni vyvokE. coecicola byl studovan Cheissinem (1947, 1967). Prvni
meronty zaznamenal Sest dni po inokulaci v ilemadalenosti do 15 cm od ileocekalni



valvy. Jiz sedmy den byli objeveni ve slepémeat acervovitém vykzku mladi gamonti

a 9 den hostitel vyltoval prvni oocysty. Pakandl a kol. (1993) se zabywagraci
sporozoiti a prvni generaci merantV epitelovych biikach klki a v intraepiitelialnich
lymfocytech (IEL) duodena a ilea byli sporozoitizooovani az do 32 h.p.i. Pagjdse
nachazeli v lymfocytech lamina propria a po 48ihyplymfoidnich buikach tech
odliSnychc¢asti steva ¢ervovitého pivésku,saculus rotundus a Peyerovych placich). Takeé
prvni generace #ha stejnou lokalizaci a nachazela se uviyinfocyti nebo M-bugk

64 h.p.i. Nasledhse druhou,itti, ¢tvrtou merogonii a gamogonii se zabyval Pakandl a
kol. (1996a). VSechna stadia se nachazela v epitettiobuikach redevsim i bazi doni
ve stejnychtastech seva jako meronti prvni generace. Oba typy merbmti nalezeny az
ve 3. a 4. generaci. Zatimco ¥etf generaci byl pfet merozoit typu A i B vyrovnany, ve
¢tvrté generaci merozoiti typu B jasprevladali. Prvni gamonti se vyskytovali 160 h.p.i.,

mnohojaderni mikrogamonti byli mé&paocetni nez makrogamonti.

2.7.10.Eimeriaintestinalis Cheissin, 1948

Prepatentni perioda trvajici 8,5 dne a oocystykaougeho tvaru s velkym RTO
jsou charakteristické pra. intestinalis. Jejich pimérné velikost je 26,7x18,8m a doba
sporulace 60 hip26°C (Coudert a kol. 1995).

V Klcich tenkého geva se vyskytuji 3 asexualni generace, naproti igamiogonie
byla pozorovana i veigw tlustém. Az ve druhé generaci se objevovali mdtbabou
typt (Chejsin 1948). Z Pellérdyho (1953) prace charad@ci endogenni vyvdg.
piriformis v tenkém sew a oocysty s velkym RTO byldgimé, Ze popisoval jiny druh
kokcidie a tcE. intestinalis. Byli zaznamenany 2 generace metotypu A i B. Prvni
meronti byli zaznamenani druhy den po inokulacipfééi tomuctyti generace meroit
u nichZz meronti prvnichritgeneraci obsahuji jednojaderné i mnohojadernézody,
kdezto u meroritétvrté generace byli nalezeni pouze jednojadernoewti. 36 hodin po
inokulaci (h.p.i.) byli nalezeni prvni meronti a8lB.p.i. prvni sexudlni stadia.

V intraepitelialnich lymfocytech se jiz 48 h.se vyskytovali sporozoiti. Mistem
endogenniho vyvoje byly klky a krypty tenkéheest (Licois a kol.1992). S pomoci
elektronové mikroskopie studovala sexudlni stéake Snigirevskaja (1968, 1969).



2.7.11.Eiemeria vgidovskyl Pakandl, 1988

NejdelSi prepatentni dobu zéestnich kokcidii md&imeria vejdovskyi a to 10 dni.
Oocysta je vysporulovana za 35i 26°C. Ma vefity tvar, mikropyle bez limgovité
struktury, stedre velké RTO a dosahuje roznd 31,1x17,0um (Coudert a kol. 1995).

Pakandl (1986) popsal dva typy oocyst u drihueria media. Na zaklad
morfologie oocyst, endogenniho cyklu, prepatengmiqaly a enzymové analyzy bylo
Zjisténo, Ze se jedna o dva samostatné druhy. Poprévmthi cyklus popsan Pakandlem
(1988), ale pouze na urovnigelné mikroskopie a s pouzitim konwaich kraliki.
Endogenni vyvoj zahrnovali tgenerace meroaitvyvijejicich se v epitelu ilea a &ds také
v zadnicasti jejuna. Vyskyt prvni generace je sdedin v kryptach na rozdil od zbylych
studie (Pakandl a Coudert 1999) odhalila dal§igbnerace, kter&@dchazelyiem jiz
diive popsanym (Pakandl 1988). Sporozoiti se popbygvovali 36 h.p.i. a prvnfit
generace meroitse vyvijely v epitelu krypt. V epitelu kikbyly lokalizovany jak posledni

dvé generace merointtak gamonti.



3. MATERIAL A METODY

3.1. Hostitelsky organismus

V této préaci byl hostitelskym organismem kraliknaici Oryctolagus cuniculus).
Pri studiu endogenniho vyvoje kokcidii bylo velniileZité pouziti SPF (specific
pathogen-free) kralik ktei byli dodani firmou AnLab s.r.o. (Praha), od nidhia
odchovana midata.

VSichni krélici zahrnuti v této praci byli chovanizolované mistnosti vybavené
HEPA(iltry. Klece i ostatni vybaveni bylo autoklaxdmo nebo vystaveno nékolik hodin
teplo& 70°C. Krmeni a voda bylo o$eho stejnym zj{isobem.

Zvitata byla odstavena veku 35 dni. Nejpozgi pét dni gred inokulaci jim byla

vysazena antikokcidika.

3.2. Parazit -Eimeria exigua

Gringoli izolovalcistou linii druhuEimeria exigua v Italii (Pakandl, Ustni sdeni).
Poté byl tento druh poskytnut francouzské labdratdNRA-BASE, Laboratoire de
Pathologie du Lapin, Nouzilly, France. Zde byl tedtuh charakterizovan a vysledky byly
uverejnéné pouze v publikaci Couderta a kol. (1995).

3.3. Slér a purifikace oocyst

Kralici byli krmeniad libitum. Krmivo ani voda neobsahovaly Zadna antikokcidika.
Abychom zamezili ztratdm oocyst s vykaly a elimialbezbytky potravy v obsahu slepého
streva a Zaludku, ukdaili jsme krmeni pevnou stravou 24 hodifeg odiErem oocyst.

Krélici byli utraceni omré&enim a vykrvenim. Dale byl obsah slepélrest a
Zaludku rozectn v destilované vag poté bylo pidano rekolik kapek sméeciho
prostedku (tekutého mydla) a material byl ponechan jduwdinu stét.

Poté byl obsah k&dinkyegfiltrovan gres sito o velikosti ok 200m, material zbyly
v situ byl znovu Eedén a gefiltrovan. Filtrat byl stéen 15 minut v centrifuze Multifuge 4
KR (Heraeus) p 1910 g a 18°C.

Nasledr byl sediment resuspendovan vessimestilovana voda - nasyceny roztok
siranu h#ecnatého v poréru 1:4 a opt centrifugovan.

Odebrany supernatant byl&giedn nejmeérs v trojnasobném mnozstvi
destilované vody a zcentrifugovan. Nakonec byl eedit jesSt tiikrat promyt

v destilované voél Poté bylo mnoZstvi oocyst gfiidno pomoci McMasterovy kairky



tak, Ze poet oocyst ve 40 sloupcich byl vynasoliedEnim a vysledkem bylo mnoZzstvi
oocyst na 1 ml. Nakonec byly oocysty dany do 2,6%6aku dichromanu draselného.

3.4. Sporulace
Oocysty byly nechany sporulovat pokojové teplat po dobu 48 hodin na ratai
trepace. Oocysty byly v 2,5% roztoku dichromanu dradetna jejich koncentrace

negresahovala mnoZstvi 3x36ocyst na 1 ml.

3.6. Inokulace krélika

Nejprve byl odebran takovy objem suspenze, ktesaboval padebné mnozstvi
oocyst. Opakovanou centrifugaci byl odstradichroman draselny a nasl€dy!
sediment Fedén malym mnozstvim vody.

Infekéni davky atas odiru vzorki jsou shrnuty v Tab.1. Krélici byli inokulovani
pomoci Zaludéni sondy nebo byly malé objemy inokula podany paraotomatické
pipety do ustni dutiny.

Nejprve byli kralici inokulovani v rozmezi 18 hodizn. (18, 36, 54, 72, 90, 108,
126, 144, 162 h.), ale prvni vysledky ukazaly,eaytné doplnit studii o dalsi intervaly,
které by objasnily fedevsim z&atek endogenniho vyvofe exigua. Pro kazdy interval
byli pouziti 1-2 krélici (Tab.1).

Tabulka 1. MnoZstvi inokulovanych oocy&ineria exigua a ¢éas odebirani vzotk
h.p.i. = hodin po inokulaci

Odbér vzorkii [h.p.i.] 1 5 10 18 24 36 48 54 72
Pocet oocyst 4x10°  4x10° 2,2x10° 2,5x10° 1,5x10° 3x10° 1,5x10° 3x10°  3x10’
3x10°
Odbér vzorku [h.p.i.] 76 85 90 94 103 108 126 144 162 188
Pocet oocyst 3x10°  3x107  6x10° 3x10° 2,2x10° 6x10°  2x10° 10° 10° 10°
1,2x10° 1,2x10°  4x10°  2x10°  2x10°




3.7. Histologie

Vzorky tkar¢ pro histologické zpracovani odebirané do 72 (h.pyily
z nasledujicicliasti steva: z pedniho a zadniho duodena, dva vzorkyedpiho jejuna,
jeden ze sedniho a zadniho jejuna, dalSi z rozmezi ileausgep jeden vzorek z ilea. Pro
identifikaci pozajSich generaci endogenniho cyklu byly vzorky od&bjrz
duodena, fedniho jejuna, dva zefstini¢asti jejuna a ze zadniho jejunaiasti na
rozhrani jejuna a ilea a Zg@iniho a zadniho ilea.

Material byl fixovan 10% neutralnim formaldehyddbanécasti steva o velikosti
asi 1 cm byly po délce rozgteny a natazeny na kousky tvrdého papiru slizraeich.
Tyto ¢4sti stev byly poté zkrdjeny na mensi kousky, dany do féely odvodiny a
pievedeny do parafinu.

Vzorky byly odvodrny v nasledujicfadt alkoholi: v 70% etanolu, 3x v 96%
etanolu a 2x v 100% etanolu, v kazdém alkoholu pggechany po dobu jedné hodiny.
Poté byly vloZeny 2x do xylolu (nejprve po 1 h alpdé 1,5 h).

Nasledovalo fevedeni materialu do parafinu, 3x po 12 hodinadahafihové
blo¢ky byly krajeny narezy silné 4-um, které byly barveny Harrisovym hematoxylinem

a eosinem.

3.8. Transmisni elektronova mikroskopie

Material pro elektronovou mikroskopii byl odebraajsym zpisobem jako pro
histologii. Vzorky byly fixovany v modifikovaném rtoku podle Karnovského po dobu
1-12 hodin. SloZeni fixadZze bylo nasledovné: 50 jAMkakodylatového pufru, 10ml
15% paraformaldehydu, 8ml 8% glutaraldehydu a 3#estilované vody. Nakonec bylo
pH fixdze upraveno na 7,2-7,4i8to bylo dale nakrajeno na kousky veliké maxiraaln
1mnT. Tyto vzorky byly dany 3x do vypiraciho roztokezdyl 0,1M kakodylatovy pufr
(pH 7,2-7,4) a nasledrpo dobu 1 hodiny dofixovany 2% Os@témze pufru a afp
vloZeny do 0,1 M kakodylatového vypiraciho roztoku3x 20 minut..

Odvodréni materialu probihalo nasledair8x v 70% etanolu, 2x v 96% etanolu,
2x v 100% etanolu vzdy po dobu 15 minliast materialu byla po odvodni uchovana
v butanolu.

Nasledovalo prosyceni vzorku propylenoxidem (3xf0ut), poté srési
propylenoxid-pryskiice v pongru 2:1, 1:1, 1:2, v kazdé ssi byl vzorek ponechan 1
hodinu. Nakonec byl materialdsté pryskyici vioZzen do exikatoru. Druhy den byly

vzorky ozngeny, zality do pryskijce a ponechany polymerovai feplot 60°C. Byla



pouZzita pryskiyice Spurr (Polysciences). Z takttigravenych vzork byly pomoci
ultramikrotomu krajeny polotenk&zy pro sételnou mikroskopii, které byly dale barveny
toluidinovou modi nebo Warmkeho polychromem. Také bylijppavenyiezy ultratenké,
které byly kontrastované octanem uranylu a citrabéoaa a prohlizeny elektronovym

mikroskopem Jeol 1010.



4. VYSLEDKY
4.1. Endogenni vyvoEimeria exigua

Béhem endogenniho vyvofemeria exigua se vytvdi ¢tyfi generace meroit
Meronti prvni generace byli velmi mélo &ini, coZ omezovalo moZnost jejich studia
pomoci elektronové mikroskopie a nebyli u nich igehi meronti dvou tyfp S vyuzitim
switelného mikroskopu byli zaznamenani meronti obsahugdy 2 merozoity. Dva typy
meronfi a merozoit byly zaznamenany v 2.,3. a 4. generaci. Merompti t& byli mensi
nez meronti typu B a davali vznik malémupotlustych merozoit, kteti byli obvykle
dvoujaderni. Meronti typu B obsahovatitsi paet StihlejSich jednojadernych merozoit
Merozoiti typu B se formovaliifppovrchu meront procesem zvanym ektomerogonie
(obr. 1). Naproti tomu dé¢@gni merozoiti u meroiittypu A vznikali uvnit merozoifi
procesem zvanym endomerogonie (obr. 2). Meronti #oyli bchem endogeniho vyvoje
meére frekventovani nez meronti typu B a jejich zastomie v piibé¢hu vyvoje snizovalo.
Lokalizace vSeckityt generaci ¥etné gamogonie byla v tenkémist€. Tato endogenni
stadia se vyskytovala pouze v epitelu ve vrcholaistiednich partiich klik (obr. 17).
Endogenni vyvoEimeria exigua je shrnut v Tabulce 2.

4.1.1. Rehled asexualnich generaci
1. generace

Prvni generace merdnbyla poprvé zaznamenana 72-90 h.p.i. Pouze tatergee
se rozvijela v pednic¢asti tenkého $¢va a to od duodena az peesini jejunum
ve stednich partiich klis. Meronti této generace dosahovali malych ré&Zn3,5x4,6um,
byli témet kulatého tvaru a davali vznik vZzdy &wa Sirokym merozaiim (obr. 13, 14).
2. generace

V epitelovych biikach vrchnicktasti klkii od predniho jejuna az po konec ilea se
nachazeli meronti druhé generace (obr. 15, 16h gaherace byla nalezena 90-108 h.p.i.
a zahrnovala meronty dvou typMeronti typu A byli mensSi nez meronti typu B alyz
obsahovali dva dvoujaderné merozoity (obr. 3)chgpitimérna velikost byla 3,6x4,8m.
Meronti typu B davajici vznik jednojadernym merdiéoi dosahovali grmeérné velikosti
4,2x6,4um. Uvnitt meronti typu B se nachazelo 3-7 merozgjobr. 4).
3. generace

Meronti ¥eti generace (obr. 17) bylfippomni v epitelovych bikach klki jejuna a
ilea 126 h.p.i. V této dabbyl zaznamenan velky ngt paitu meroniti, coZ ukazuje na



novou generaci. G byly nalezeny dva typy merantTvar, velikost a p&et merozoil se
v obou typech vyraznliSil. Pramérna velikost meroiittypu A vytvéejicich dva aZtyti
dvoujaderné merozoity byla 4x54n (obr. 5). Meronti typu B dosahovali veti generaci
nej\wtSich rozmdra 5,6x9,6um a byli protahlého ovalného tvaru. Meronti typualdvali
vznik 4-16 merozoitm (obr. 6).
4. generace

144 h.p.i. byl&tvrta generace meranfobr. 18) objevena v zadéasti jejuna a
ileu. V této generaci se vyskytovaly dva typy mefoDva tlusti dvoujaderni merozoiti
byli pozorovani uvnit meronfi typu A (obr. 7). Meronti typu B byli narozdil odguichozi
generace mensi (5,6x8n) a davali vznik 4-13 merozéin, ktei obsahovali pouze jedno

jadro (obr. 8). V tuto dobu se&i objevovat také mladi gamonti (obr. 18).

4.1.2. Gamogonie

Mladi gamonti byli pitomni 144-162 h.p.i. ( obr. 19, 20). Tato stadidarstejnou
lokalizaci jako posledni asexualni generace.

Nejmladsi makro- i mikrogamonti obsahovali jedadrp a byli od sebe navzajem
nerozliSitelni. Mladi mikrogamonti byli kulatého a#irré¢ ovalného tvaru a vyskytoval se
u nic mensi peet jader umisinych na periferii biiky (obr. 10). Zrali mikrogamonti byli
zaznamenani 188 h.p.i. (obr. 12).

162 h.p.i. byli také identifikovani mladi makroganti sférického tvaru v jejichz
cytoplasné se nachazelo jedno jadro (obr. 9). U zralych mgémeet 188 h.p.i. bylo
pozorovano jedno jadro s napadnym jadérkem, ktgoéumistno ve stedu buiky (obr.
23). V cytoplasm bylo velké mnoZstvi amylopektinovych granul. Dalga pozorovana
téliska formujici stnu oocyst dvou typ ktera byla méhpacetna v porovnani s ostatnimi
druhy kraltich kokcidii. Rliska prvniho typu byla mensi a vice elektrondemeii tliska
druhého typu. DalSim rozdilem je undisitt€chto €lisek v buice. Teliska prvniho typu se
vyskytuji na periferii, kdeZtcliska druhého typu lezi vairnv cytoplasnd (obr. 11).

4.1.3. Oocysty
188 hodin po inokulaci byly veigvnim epitelu nalezeny tenkéshé oocysty.



Tabulka 2. Endogenni vy\Eimeria exigua

h.p.i. Velikost meronta Poéet merozoita Poéet jader Lokalizace

. generace

Meronti 72-90 3,5x4,6 ym 2 duodenum - jejunum

. generace
Meronti typu A 90-108 3,6 x4,8 um 2 jejunum - ileum
Meronti typu B 4,2 xX6,4um 3-7

. generace
Meronti typ A 126 4x55pum 2-4 jejunum - ileum
Meronti typ B 5,6 Xx 9,6 ym 4-16

. generace
Meronti typ A 144 4,5x5,7 um 2 ileum
Meronti typ B 5,6 X8 um 4-13

Gamonti

Makrogamonti 144-188 54x7,1um - ileum
Mikrogamonti 5,2 x 6,8 um -

* pocet jader nebyl zjign



5. DISKUZE

Poprvé popsal druBimeria exigua Yakimoff (1934) na zakladmorfologie
oocyst, které byly kulatého az méravalného tvaru. 8$ha oocyst byla hladké a postradala
mikropyle. Ve vysporulovanych oocystach se neobjalm rezidualnidisko. Jejich
pramérna velikost byla 14,5x12 m. Endogenni vyvoj nebyl studovan.

Oocysty rekterych kokcidii parazitujicich u krafik u zajiai se podobaji tvarem i
velikosti a proto byl&. exigua nejprve povazovana za kokcidii, kter4 dokaze @shiit
swvij zivotni cyklus jak v kralikovi tak v zajici. Pélidy (1956) a poz(Bi autdi povaZzuji
kokcidie kraliki a zajiéi za samostatné druhy. Plati to i firchungarica, ktera se
morfologii oocyst podobk. exigua.

Neékterymi autory byl ovSem dru. exigua povaZzovan za neplatny, dagtji za
synonymunE. perforans (Chejsin 1967). K tomuto tvrzeni nejspi$spéla podobnost
oocyst obou druina pongrné vzacny vyskyt této kokcidie.

Coudert a kol. (1995) seémovali studiu vSech jedenacti platnych dindlicich
kokcidii. UE. exigua trvala prepatentni perioda 7 dni, doba sporulaic2g3C byla 17
hodin a endogenni vyvoj probihal v ileu. Dale Bjiaténa slaba patogenita tohoto druhu.
Velikost oocyst se pohybovala v rozmezi 10-18x11u16

Déle byly sférické az subsférické oocysty bez npkte a rezidualnihasliska
pozorovany ve Francii u kralika divokého (Gres b R000). U krélika vylaujici tyto
oocysty byly provedeny seSkraby z&eshi sliznice, ve kterych byla nalezena endogenni
stadia parazita vyskytujici se uutrjider hostitelskych bwk. Endogenni stadiasipomna
v jadre byla ffitazena k vyldovanym oocystam a tedy povaZzovana za stadesigua.

V této préci byl Zivotni cyklus studovan s vyuZittistého kmene parazita
E. exigua, SPF krélik a s pomoci transmisni elektronové mikroskopie.l&tlsy ukazaly,
Ze zadna stadia nebyla lokalizovana uvjaidra. Proto Ize usuzovat, Ze figadt studie
Gres a kol. (2000) sete jednat o dosud nepopsaného parazita.

Prvni meronti LE. exigua byli v epitelu kiki tenkého seva pozorovani az 72 h.p.i.
Pozdni vyskyt prvnich merahnbyl také popsan Pakandlem a kol. (2008 flavescens, u
které se prvni generace objevovala 80 h.pk., piriformis (Pakandl a Jelinkova 2006) u
niz byli prvni meronti fitomni také az 80 h.p.i. ak irresidua, u které se meronti prvni
generace vyskytovali 72 h.p.i. (Norton a kol. 197@to prodleva rize souviset
s dlouhou migréni fazi, Ehem niz sporozoiti migruji z mista excystace daanigvoje

prvni asexualni generace. Teoretickyze them této faze dochazet i k merogonii, v obou



piipadech pakigdpokladame extraintestinalni lokalizaci paraafghledem k mistm a
intervalim odkEru v naSich pokusech Ize vyl&tiptitomnost parazita veisig, ale nikoliv
mimo stevo. Piikaz extraintestinalnich stadii by vyZzadoval poyiitich velmi
naranych metod.

E. exigua vytvai dva typy meront. Meronti typu B davaji vznik vice
jednojadernym merozdiin, ktefi vznikaji procesem zvanym ektomerogonie. Pro &rali
kokcidie jsou typiti merozoiti, ktéi obsahuji vice jader. Tito merozoiti se formujniii
meronfi typu A procesem zvanym endomerogonie. Meronti digpiu byli popséani i u
ostatnich drutn krélicich kokcidii kron¢ Eimeria irresidua, ktera nebyla studovana
pomoci elektronové mikroskopiBimeria stiedai (Pellérdy a Durr 1970Eimeria
perforans (Streun a kol. 1979Eimeriaintestinalis (Pellérdy 1953), (Licois a kol. 1992),
Eimeria coecicola (Pakandl a kol. 1996afimeria magna (Ryley a Robinson 1976,
Pakandl a kol., 1996blimeria media (Rutherford 1943, Pellérdy a Babos 1953, Pakand| a
kol. 1996¢) Eimeria vejdovskyi (Pakandl a Coudert 199%imeria flavescens (Norton,
Catchpole a Joyner 1979, Pakandl 20&8)eria piriformis (Pakandl a Jelinkova 2006).

Coudert a kol. (1995) po studiu patogenity kiigh kokcidii z#adili druhE. exigua
spolu s dalSimi druhl. coecicola, E. perforans aE. vejdovskyi mezi kokcidie nepatogenni
nebo lehce patogenni. Patogenita Uzce souvisidizaki endogennich stadii. Endogenni
stadia nepatogennich a lehce patogennichtkchlkokcidiiE. perforans aE. exigua se
vyskytuji v epitelu kiki tenkého seva,v ffipadt E. coecicola na povrchu sliznice
cervovitého pivésku slepého stva a Sacculus rotundus. Prvniigtitgenerace meraint
E. vejdovskyi se sice nachazi v kryptach ilea, ale mnoZstviziajécich stadii neni
v prirozenych podminkach tak velké jako &igact poslednich dvou generaci meriat
gamogonie. Tato stadia se jiz vyskytuji v epitdkiik Naproti tomu u kokcidii
povazovanych za vysoce patogenni probile&drzna ¥tSina endogenniho cyklu
v kryptéch, v pipact E. intestinalis tenkého stva a LE. flavescens tlustého steva. To
patrreé souvisi s tim, Ze zde dochézidtehi a vzniku novych epitelovych b&ky a jsou-li
napadeny tyto hiky, je regenerace epitelu velmi obtizna.

U oocystE. exigua je znamo, Ze maji kratkou zivotnost (Coudert a kBb5). Ta
muze souviset s faktem, Ze&sa oocyst tohoto druhu je t&ra proto i mé# odolna nez
sttna oocyst ostatnich kréich kokcidii. Za vytvéeni sény oocysty jsou zodp@dna
téliska formujici stnu oocysty (wall-forming bodies), ktera se fornjigiv
makrogamontech. Uviitmakrogamorii E. exigua se nachazelo meén¢lisek formuijici

sténu oocysty prvniho i druhého typu ve srovnani atasmni druhy kokcidii vyskytujicich



se u kralik. To miZze souviset s tim, Zegsia oocyst je relativhtenkd a #ejme i malo
odolna.

ProE. exigua jsou charakteristické oocysty velmi malych r@zin Ovsem i
endogenni stadia dosahovala nejmensich velikostiioxaani s ostatnimi druhy kr&lth
kokcidii. V endogennim vyvojE. exigua se objevovalytyii asexudlni generaceiéti
generace meromtyla nej\tsi a jejich pimérna velikost byla pouze 5,6x9,én.

E. exigua byla dosud posledni kréiikokcidii, u které nebyl popsan endogenni

vyvoj. Znalosti o vyvojovych cyklech krdlich kokcidii jsou touto praci zavrsSeny.



6. ZAVER

Endogenni vyvoj kokcidiBimeria exigua parazitujici u kralika@ryctolagus
cuniculus) byl studovan na urovni stelné i elektronové mikroskopie s pouzitim SPF
(specific pathogen-free) krafilacistého kmene druhBimeria exigua.

Endogenni vyvoj nepohlavnich i pohlavnich stado té@kcidie byl lokalizovan
v tenkém gew v epitelu klki. Prvni generace se narozdil od zbytku cyklu séytgsala
predevsim v fednicasti tenkého geva. Meronti této generace byli nalezeni vednich
¢astech klk v epitelu duodena a jejuna. Nasledujicgenerace a gamogonie byly
piitomny v epitelu vrchnich partii kikod predniho jejuna az po zadni ileum s &GV
koncentraci v distalniasti tenkého géva..

Prvni generace meranbyla zaznamenana 72-90 hodin po inokulaci (h.@.ajo
generace vyti&la velmi malé meronty pouze seitha merozoity. Meronti druhé
generace se objevovali 90-108 h.p.i. Uinieronti typu A vznikali dva merozoiti, u nichz
byla pozorovana dvjadra. Meronti typu B davali vznik 4-7 jednojadgm merozoitm.
126 h.p.i. byla zaznamenartatt generace meranbbou tygi. Meronti typu A vytvéeli 2-
4 dvoujaderné merozoity a uvihineronti typu B vznikalo 4-16 Stihlych merozbit
s jednim jadrem. Meronti typu A davajici vznik dwodlvoujadernym merozain a
meronti typu B s 4-12 jednojadernymi merozoity gskytovali vectvrté generaci 144
h.p.i. V pibéhu vyvoje klesal pget meront typu A. Prvni mladi gamonti byliifiomni jiz
144 h.p.i. a mnoho doslgch bylo zaznamenano162 h.p.i. Oocysty byly velpisteva
188 h.p.i.
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8. PRILOHA

Elektronogramy vyvojovych stadii Eimeria exigua. Us&ka = 2 pm.

Obr. 1. Formovani merozdidruhé generace procesem zvanym ektomerogeriphOw
vznikajici merozoiti. n = jadro (nukleus)

Obr. 2. Merontitvrté generace, uviikterého se formuji procesem zvanym
endomerogonie dé@i merozoiti ().

Obr. 3. Druha generace, meront typ A.&adra jsou fitomna v jednom merozoitu.
Obr. 4. Meront typu B druhé generace, formujichgdderné merozoity.

Obr. 5. Teti generace, meront typ A, merozoiti obsahuji¢ijddra. () vytvérejici se
dceini merozoiti.

Obr. 6. Teti generace, meront typu B vyiefici jednojaderné merozoity.

Obr. 7. Meront typu Atvrté generace, merozoiti obsahujicé ¢iadra.

Obr. 8. Meront typu RBtvrté generace obsahujici jednojaderné merozoity.

Obr. 9. Nezraly makrogamont s centgéirioZzenym jadrem a jadérkem. nu = jadérko
(nukleolus).

Obr. 10. Mlady mikrogamont se sedmi jadry na perife

Obr. 11. Zraly makrogamont obsahujici jadro, jadétiiska formujici sthu oocysty
(wall — forming bodies) typu 1 (WB1) a typu 2 (WB2pamylopektinova granula (AG).
Obr. 12. Zraly mikrogamont vytvgjici (—) mikrogamety s Igiky (b).

Snimky histologickych a polotenkychiezi.

Obr. 13. (x 1050) Histologickkez barveny Harrisovym hematoxylinem a eosines) (
meront prvni generace formujici dva merozoity.

Obr. 14. (x 1050) Polotenkygz barveny toluidinovou maéil (—) meronti prvni generace.
Obr. 15. (x1050) Polotenkgz barveny Warmkeho polychromenm;) meront druhé
generace obsahujici dva merozoity.

Obr. 16. (x 1050) Polotenkgz barveny Warmkeho polychromem; ) meront druhé
generace vyti&jici ¢tyii merozoity.

Obr. 17. (x 1050) Polotenk{z barveny toluidinovou méi (—) meronti teti generace.
Obr. 18. (x 1050) Polotenkyz barveny toluidinovou méid (—) étvrtd generace meraint

a (—) mladi gamonti.



Obr. 19. (x 1750) Polotenk¥z barveny Warmkeho polychromem; Y mlady
mikrogamont.

Obr. 20. (x 1750) Polotenk¥z barveny Warmkeho polychromemy; \ mladi
makrogamonti.

Obr. 21. ( x 1500) Polotenk¥z barveny toluidinovou méi (—) mikrogamont se
vznikajicimi mikrogametami.

Obr. 22. (x 1500) Polotenkygz barveny toluidinovou meéil (—) mikrogamont, uvnit
ketrého se zanaji formovat mikrogamety.

Obr. 23. (x 1500) Polotenk{z barveny Warmkeho polychromermy;) zraly
makrogamont.

Obr. 24. (x 1530) Oocysta obsahugtyii sporocysty.



























