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Detekce kryptosporidii pomoci molekularnich metod Vv klinickych vzorcich: infekce

nebo pasaz oocyst zazivacim traktem hostitele?

ABSTRAKT

Zastupci rodu Cryptosporidium jsou lékafsky a veterinarné vyznamni jednobunééni
parazititi prvoci, ktefi infikuji vSechny tfidy obratlovcd véetné cloveka. Jejich
vyvojovy cyklus je monoxenni, coz znamena, ze je kompletn¢ ukoncen Vv jednom
hostiteli. Jejich exogenni infekéni vyvojova stadia - oocysty - jsou vétSinou vylu¢ovany
vykaly. Zpisobuji onemocnéni zvané kryptosporidioza. Obecné se piedpoklada, Ze
izolaty kryptosporidii z jedné tfidy obratlovet nejsou infekéni pro jiné hostitele
z dalsich tfid, a také, ze vétSina druhti a genotypi kryptosporidii ma nizkou hostitelskou
specifitu. Nicméné existuje celd fada ptipadl, kdy byla prokdzéna pfitomnost oocyst,
respektive specifické kryptosporidiové DNA Vtrusu tzv. netypickych hostiteld.
Vzhledem k tomu, ze vétSina genotypu a jejich potencialnich hostiteld byla popsana
pouze na zaklad¢é piitomnosti specifické kryptosporidiové DNA Vv trusu, vyvstava
otazka, kterou se zabyva tato bakalaiskd prace, zda tito hostitelé jsou ve vSech
ptipadech vnimavi Kk dané infekci nebo se jednalo 0 pouhou kontaminaci vzorku ¢i
pasaz oocyst zazivacim traktem hostitele. Na tuto otazku se studie snazi odpoveédét sérii
experimentl. Pro experimentalni infekci hlodaved byly pouzity rizné izolaty
kryptosporidii, kterymi byla zvifata perordlné infikovana a po dosaZeni piedpokladané
patentni periody utracena. Pomoci kombinace standardnich paratzitologickych
a molekularnich metod jsme sledovali pfitomnost oocyst aspecifické DNA
kryptosporidi Vv trusu a ve sliznici zazivaciho traktu infikovanych hostitelt. Vysledky
studie ukdzali, Ze pasaZ oocyst zazivacim traktem je moZné detekovat v rozmezi pouze
6-24 hodin po infekci, ato ne ve vSech piipadech. Na zakladé tohoto zjisténi jsme
castecné potvrdili hypotézu 1: Detekei specifické kryptosporidiové DNA ve vzorcich
stolice nebo trusu nelze jednoznacné posoudit, zda se jednd 0 probihajici infekci
v hostiteli nebo 0 pasaz oocyst zazivacim traktem. Hypotézu 2: Specifickou
kryptosporidiovou DNA v klinickych vzorcich stolice nebo trusu Ize detekovat pouze

Vv piipadé tspésné infekce hostitele, jsme zavrhli.



Detection of cryptosporidia by means of molecular methods in clinical samples:

infection or the transit of oocysts through the host gastrointestinal tract?

SYNOPSIS

Representatives of the Cryptosporidium family are, from a medical and veterinary
aspect, designated as important unicellular parasitic protozoa infecting all classes of
vertebrates including humans. Their development cycle is monoxene, which means that
its life cycle is completed uniquely in one host. Their exogenous stages of infection
development — oocysts — are mostly secreted in faeces causing a parasitic disease called
Cryptosporidiosis. Generally, it is assumed that isolated cryptosporidia from one class
of vertebrates are not contagious for other hosts from different classes, and also, that the
majority of cryptosporidia types and genotypes have low host specifity. However, there
are many cases where the presence of oocysts was proved, or the presence of specific
cryptosporidium DNA in faeces of atypical hosts. With regard to the fact that the
majority of genotypes and their potential hosts were described only on the basis of the
presence of the specific cryptosporidium DNA in faeces, the question arises as to
whether the aforementioned hosts are in all cases perceptive to the given infection, or it
was only contamination in asample or the transit of oocysts through the host
gastrointestinal tract. This issue is also characterised as being the main objective of this
thesis. The study gives an appropriate answer to this question by aseries of
experiments. Different isolations of cryptosporidia were used for experimental infection
of rodents which were per orally infected and put down after reaching the specified
patent period. By means of the combination of standard parasitological and molecular
methods, the presence of oocysts and specific DNA of cryptosporidia in faeces and in
mucous membrane of the gastrointestinal tract of infected hosts was observed. The
results of this study prove that the transit of oocysts through the gastrointestinal tract
can be detected in the interval between 6 and 24 hours after infection, yet not in every
case. On the basis of this finding, the first hypothesis which stated that it is not possible
to qualify explicitly by detection of a specific cryptosporidium DNA in faeces whether

the infection has begun in the host orit is the transit of oocysts through the host



gastrointestinal tract, was thus partially proved. On the other hand the second
hypothesis stating that the specific cryptosporidium DNA in clinical samples of faeces

can be detected only in cases of the host’s successful infection, was rejected.
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UvVoD

Zastupci rodu Cryptosporidium jsou jednobunéni parazititi prvoci patiici do
kmene Apicomplexa. Kryptosporidie jsou ubiquitarné rozsifeny a vyjma Antarktidy
byly nalezeny na vSech kontinentech (Palacios akol. 2010). Az do konce minulého
stoleti bylo popsano pomérné malo druht kryptosporidii. S rozvojem molekularnich
metod a jejich celosvétové dostupnosti (Nagamani a kol. 2007) doslo zejména Vv prvni
polovin¢ prvniho desetileti dvacatého prvniho stoleti k vyraznému boomu vV oblasti
molekularni epidemiologie kryptosporidii.

Zatimco Vroce 1999 bylo hldSeno az na 100 zprav o0 molekuldrni detekci rodu
Cryptosporidium u riznych hostiteli, v soucasnosti je jich na 600 (zdroj: Web of
Science).

Vzhledem ktomu, Ze celd fada genotypu a jejich potencialnich hostiteld byla
popsana pouze na zakladé piitomnosti specifické kryptosporidiové DNA v trusu, je
otazkou, zda tito hostitelé jsou ve vSech piipadech vnimavi k dané infekci nebo se
jednalo o pouhou kontaminaci vzorku ¢i pasaz oocyst zazivacim traktem hostitele. Tato

prace se pokusi sérii experimentt na tuto otdzku odpovédét.
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1. SOUCASNY STAV

1.1 Taxonomie

Rod Cryptosporidium je jednim z vice nez 300 rodd zahrnujicich 4800 druhu
patficich do kmene Apicomplexa. VSichni zastupci rodu Cryptosporidium jsou
intracelularni paraziti.

Vzhledem k podobnosti vyvojového cyklu byly diive kryptosporidie fazeny ke
kokcidiim (Corliss 1994, Fayer a kol. 1997). V soucasné dob¢ jsou kryptosporidie na
zakladé fylogenetickych analyz fazené do ptibuznosti ke gregarinam (Carreno a kol.
1999). Nicméné na zékladé dnes$nich znalosti neni mozné urcit, zda se kryptosporidie
z gregarin vyvinuly nebo jsou jejich sesterskou skupinou (Leander a kol. 2003). Jejich
spoleénym znakem je morfologicka stavba organel slouzicich k ptichyceni K hostitelské
bunce (Valigurova akol. 2007). K pfichyceni pouzivaji kryptosporidie apikalni
organely (rhoptrie, mikronemy, denzni granula) a vSechna jejich endogenni stadia jsou
uzaviena V parazitoforni vakuole, ktera tento rod odliSuje od ostatnich rodt z kmene

Apikomplexa (Valigurova a kol. 2008).

1.2. Historie

Roku 1907 popsal Ernest Edward Tyzzer prvoka parazitujiciho
v bunkach zalude¢niho epitelu laboratorni mysi (Mus musculus) a pojmenoval ho
Cryptosporidium muris (Tyzzer 1907). O pét let pozdéji popsal jesté dalsi druh
Vv tenkém stfevé laboratorni mysi a nazval ho Cryptosporidium parvum (Tyzzer 1912).
Je zfejmé, Ze kazdy druh a genotyp ma individualni vlastnosti, které se lisi od ostatnich.
To je dilezit¢ mit na paméti pii posuzovani informaci z velké casti zalozenych na
jednom nebo néckolika malo druzich. Nicméné je tfeba uvést na pravou miru
»skutecnou® identitu druhu C. parvum. Tento druh byl sice Tyzzerem popséan Vv roce
1912, ale popsal parazita infikujiciho bézné laboratorni mysi a prokdzal experimentalni
ptenos infekce na dospélé mysi, zatimco dnesni C. parvum, izolované prevazné z telat,
je na zéklad¢€ velkého mnozZstvi experimentalnich infekci povazovéno pro dospélé mysi

za velmi malo infekéni nebo neinfekéni. V roce 2012 byl popsan novy druh
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kryptosporidie, Cryptosporidium tyzzeri, ktery je hostitelsky specificky pro mysi (Ren
a kol. 2012). Prislusnost Tyzzerova C. parvum Kk souc¢asnému C. tyzzeri ¢i jinému druhu
nebo genotypu kryptosporidii nemuze byt zpétné ovétena, nebot’ se nedochoval zadny

referenéni material.

1.3 Hostitelska specifita

Prirozena hostitelska specifita je jednim ze zakladnich znakd odlisujicich od sebe
jednotlivé druhy kryptosporidii (Xiao a Ryan 2004a).

V ramci rodu Cryptosporidium rozlisujeme dvé vyrazné, morfologicky odlisné
skupiny - prvni ma mensi, kulaté oocysty a afinitu ke stievu - K enterocytim (pi. C.
parvum 5 x 4,5 um, C. bovis, C. canis, C. fayeri, C. felis, C. hominis, C. scophthalmi, C.
suis, C. wrairi, C. meleagridis, C. bailey, C. varanii), druha ma oocysty vétsi, ovalné
a afinitu k zalude¢nim zlazam (pt. C. andersoni 8,4 x 6,2 um, C. muris, C. galli, C.
serpentis, C. molnari). Primarn¢ infikuji bunky gastrointestinalniho traktu celé fady
obratlovcu vcetné ¢lovéka ( Tyzzer 1912, Lindsay a kol. 2000, Xiao 2010). Napiiklad
usavcu byly popsany zaludec¢ni krypstosporidie C. muris a C. andersoni stadou
kmenti, které se 1isi svoji hostitelskou specifitou (Morgan a kol. 2000, Xiao a Ryan
2004a, Kvac akol. 2008a). V soucasné dobé je uznavano 28 platnych druhi rodu
Cryptosporidium (Slapeta 2012) (Tabulka 1.) na podkladé hostitelské specifity,
molekularnich rozdili, morfologie oocyst a lokalizace vyvojového cyklu. V ramci rodu
lze obecné odlisit druhy Sriznou hostitelskou specifitou. Zatimco nékteré druhy
kryptosporidii se vyznacuji Sirokou hostitelskou specifitou a mohou nakazit velké
mnozstvi hostitelt napti¢ fady (C. parvum, C. ubiquitum), jiné se omezuji pouze na
skupiny hostitelt, jako jsou hlodavci nebo piezvykavci (C. muris a C. andersoni) (Fayer
a Xiao 2008b). Primarnim mistem infekce C. hominis a C. parvum je tenké stievo.
U nekterych zvifat, jako jsou mysi a telata, je predilekénim mistem C. parvum illeum
a caecum. Kryptosporidie mohou infikovat dalsi extraintestinalni organy (Fleta a kol.
1995). Zaludeéni kryptosporidie jako je C. muris a C. andersoni infikuji Zalude&ni
sliznici a poziené oocysty excystuji uz v zaludku. Cryptosporidium baileyi u kufat je

nachézena v kloace.

12



Obecné se piedpoklada, ze vétsina kryptosporidii je uzce hostitelsky specifickych (Xiao
a Ryan 2004a).

Tabulka 1. Seznam platnych druhi rodu Cryptosporidium

DRUH HOSTITEL LOKALIZACE

C. andesoni Lindsay a kol., 2000 skot slez

C. baileyi Current a kol., 1986a dribez bursa Fabricii

C. bovis Fayer a kol., 2005 skot tenké stievo

C. canis Fayer a kol., 2001 psi tenké stfevo

C. cichlidis Paperna a kol., 1996 ryby zaludek

C. cuniculus Robinson a kol., 2010 kralici tenké stfevo

C. ducismarci Traversa, 2010 plazi stievo

C. fayeri Ryan a kol., 2008 klokani stievo

C. felis Iseki, 1979 kocky tenké stievo

C. fragile Jirka a kol., 2008 obojzivelnici | zaludek

C. galli Pavlasek, 1999 ptaci Zlaznaty zaludek

C. hominis Morgan-Ryan a kol., 2002 clovek tenké stfevo

C. macropodum Power a Ryan, 2008 klokani stievo

C. meleagridis Slavin, 1955 ptaci tenké stfevo

C. molnari Alvarez-Pellitero a Sitja-Bonadilla,

2002 ryby zaludek, tenké stievo
C. muris Tyzzer, 1907 hlodavci zaludek

C. nasoris Hoover a kol., 1981 ryby stievo

C. parvum Tyzzer, 1912 savci tenké stfevo

C. reichenbachklinkei Paperna a kol., 1996 ryby zaludek

C. ryanae Fayer a kol., 2008a skot stievo

C. scophthalmi Alvarez-Pellitero a kol., 2004 | platys stievo

C. serpentis Levine, 1980 plazi zaludek

C. suis Ryan a kol., 2004 prasata zaludek, tlusté stfevo
C. tyzzeri Ren a kol., 2012 mysi tenké stievo

C. ubiquitum Fayer a kol., 2010 skot stievo

C. varanii Pavlasek a kol., 1995 plazi zaludek, tenké stievo
C. wrairi Vetterling a kol., 1971 morcata tenké stfevo

C. xiaoi Fayer a Santin, 2009 ovce stievo

1.4 Kryptosporidie a kryptosporidiéza nespecifickych hostitelu
Hostitelské spektrum, respektive hostitelska specifita parazita predstavuje soubor
hostiteld, které je dany parazit schopen infikovat a ukon¢it v nich vyvojovy cyklus. Pro

ovéfeni hostitelského spektra jednotlivych druhii a genotypt kryptosporidii se pouZzivaji
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oocysty ziskané z jednoho pfirozené¢ infikovaného hostitele a jejich experimentalni
ptenos na dalsi hostitelské druhy. V pfipadé, Ze je v novém hostiteli dokonéen vyvojovy
cyklus a oocysty vyluCované do prostiedi jsou geneticky totozné s témi, které byly
pouzity pro infekci, je hostitelské spektrum daného druhu/genotypu rozsifeno. Obecné
se predpoklada, ze izolaty kryptosporidii z jedné tfidy obratlovci nejsou infekéni pro
jiné hostitele z dalSich tfid a také, Ze vétSina druhta a genotypii kryptosporidii mé nizkou
hostitelskou specifitu. Nicméné existuje celd tada piipadi, kdy byla prokazana
pritomnost oocyst, respektive specifické kryptosporidiové DNA vV trusu celé fady tzv.
netypickych hostitelti (Fayer 2008b).

U tady druhi kryptosporidii, zejména pak u genotypi je/byl zndm pouze jediny
hostitel. Naptiklad druh C. wrairi byl po dlouhou dobu povazovan za pfisné hostitelsky
specificky druh, infikujici pouze morcéata (Graczyk a kol. 1997), avsak v roce 2007 byl
tento druh detekovan u skotu aclovéka (Azami akol. 2007). Cryptosporidium
meleagridis pivodné popsany u krocana (Xiao a Ryan 2004a), byl rozpoznan jako novy
lidsky patogen, ktery je odpovédny za témét 1 % vsech infekei v Anglii (Pedraza-Diaz
a kol. 2001, Leoni a kol. 2006), a asi 10 % v Peru, kde je jeho vyskyt stejné vysoky jako
u C. parvum (Cama a kol. 2003). Cryptosporidium muris infikuje primarné hlodavce,
a také Sirokou Skalu dalSich hostitelil véetné damant, velbloudt, horskych koz, Ziraf,
prasat, tulend, lidi a opic (Gatei a kol. 2002, Xiao a Ryan 2004a, Kva¢ 2009a).

Kromé toho byly hlaseny experimentalni infekce C. muris u psu, kraliki, jehnat
akodek (Iseki akol. 1989, Kva¢ a kol. 2008b). V Ceské republice, Vv parazitologické
laboratofi Statniho veterinarniho ustavu Vv Praze, byla hlaSena viibec prvni zprava
0 pfirozené infekci C. muris u kocky. Do té doby se myslelo, Ze kotka mize byt
nakazena jen C. felis (Pavlasek 2005, Pavlasek a Ryan 2007). Oocysty C. muris byly
nalezeny také v trusu zaby rohatky ozdobné (Ceratophrys ornata) (Crawshaw a Mehren
1987), uzovky Cervené a uzovky ¢erné (Elaphe guttata, Elaphe obsolete) a u hroznyse
kralovského (Boa constrictor) (Xiao a kol. 2004c). Objevily se také zpravy 0 oocystach
C. muris a C. andersoni ve vykalech lelkouna soviho (Podargus strigoides) a koroptve
korunkaté (Rollulus rouloul) (Ng a kol. 2006). N¢které ptipady kryptosporididzy byly
popsany u dravych ptakt v zajeti. Roku 2010 byla prvné popsana C. baileyi u divokého
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vyrecka malého (Otus scops) (Molina-Lopez a kol. 2010). Cryptosporidium muris a C.
tyzzeri byly detekovany také ve vykalech prasat v Ceské republice (Kvaé akol.
2009b,c) a v Cine (Chen a Huang 2007). U ryb existuji dva uznavané druhy ato C.
molnari u motana zlatého a morcaka evropského (Sparus aurata, Dicentrarchus labrax)
a Cryptosporidium scophthalmi u kambaly velké (Psetta maxima) (Alvarez-Pellitero
a Sitja-Bodadilla 2002, Alvarez-Pellitero a kol. 2004), avsak u hostitelt jezdikovce
pruhovaného (Sillago vittata) a cipala hlavatého (Mugil cephalus) byly identifikovany
dal$i druhy kryptosporidii: C. parvum, C. xiaoi a Cryptosporidium pig genotype Il. Pro
C. andersoni je typickym hostitelem dobytek (Bos taurus), ale C. andersoni mize také
infikovat velblouda dvouhrbého (Camelus bactrianus), svisté stepniho (Marmota
bobac) ¢i zubra (Bison bonasus) (Ryan a kol. 2003, Kvac a kol. 2004).

Tento vycet nespecifickych hostiteld je Vrozporu se sou¢asnym pohledem na
hostitelskou specifitu kryptosporidii, kdy se predpoklada, ze jednotlivé druhy
a genotypy jsou vice méné hostitelsky specifické, vyjma C. parvum (Xiao a kol. 2004c).

Na zaklad¢ téchto zjisténi, lze piedpokladat, ze 1) iostatni druhy ¢i genotypy,
u kterych je znam pouze jeden jediny hostitel, budou mit §irsi hostitelské spektrum nez
je dosud zndmo nebo 2) detekce rGznych druhti a genotypti kryptosporidii
v nespecifickych hostitelich je pouhou pasdzi oocyst zaZivacim traktem hostitele.
Vzhledem ktomu, ze vétSina zminénych popisi je zaloZena pouze na molekularni
detekci DNA ziskané v pribéhu epidemiologickych studii, neexistuji aZ na vyjimky
experimentalni studie diikkazy, potvrzujici rozsifeni hostitelského spektra piislusné
kryptosporidie. Otazka, zda pfitomnost specifické kryptosporidiové DNA nebo oocyst
V trusu je nezvratnym dikazem O probihajicim vyvojovém cyklu parazita v hostiteli

neni dodnes jasné vyfeSena.

1.5 Vyvojovy cyklus

Zivotni cyklus kryptosporidii je kompletné ukonéen v jednom hostiteli, je tedy
monoxenni (Okhuysen 1999, Thompson akol. 2005), ajejich exogenni infekéni
vyvojova stadia - oocysty, jsou vétSinou vyluCovany vykaly. Vyjimkou jsou

kryptosporidie z dychaciho traktu (ptf. C. baileyi), které infikuji ptaky a jejich oocysty
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opousti té€lo dychacimi cestami nebo nosnim sekretem (Current a Reese 1986b).
Oocysty kryptosporidii excystuji Vv gastrointestindlnim nebo respiratnim traktu
uvolnénim c¢tyt pohyblivych, infekénich sporozoiti skrz spojnici ve sténé oocysty
(Reduker a kol. 1985a). Proces excystace je ovlivnén fadou faktord, jako jsou teplota a
pH (Hijjawi akol. 2001). K dalsim mohou patfit jest¢ oxid uhli¢ity, pankreatické
enzymy a zlucové soli (Fayer a Leek 1984, Reduker a Speer 1985b, Robertson a kol.
1993). Infekéni cyklus zacind ve chvili, kdy oocysty pozife novy hostitel potravou,
kontaminovanou vodou ¢i inhalaci. K pfichyceni na hostitelskou bunku slouzi
kryptosporidiim apikalni komplex, coz je soubor n¢kolika organel na prednim pdlu
stadii zivotniho cyklu, kterd vnikaji castecné ¢i Uplné¢ do bunék hostitele (sporozoiti,
merozoiti). Do apikéalnich organel patii kyjovité rhoptrie, pocetné vlaskovité mikronémy
a Vv buiice rozptylna denzni granula, kterd jsou neprihledna v elektronovém mikroskopu
(Volf a kol. 2007, Valigurova a kol. 2008).

Sporulované oocysty, jez jsou znamy pouze V exogenni fazi, obsahujici 4
sporozoity, jsou pii defekaci uvolnény z infekéniho hostitele do prostredi. Skladaji se
z tiivrstevné stény S pramérnou tloustkou 49 nm (Harris a Petry 1999), ktera obklopuje
audrzuje zivotaschopnost 4 vnitinich sporozoiti pii nepfiznivych podminkéch
prostiedi. Komplex ochranné bariéry je slozen z proteino-lipido-sacharidového matrix
(Fayer 2008b). Tito sporozoiti jsou zdrojem nové infekce.

Endogenni faze zacind poZzitim oocyst vhodnym hostitelem. Jakmile je oocysta
uvnitt téla, prvnim krokem Kk infekci je excystace — otevieni oocysty podél $vu na
jednom jejim poélu, jehoz prostiednictvim ji mohou opustit 4 infekéni sporozoiti.

Sporozoiti, ktefi excystuji z oocysty, jsou pohyblivi, infikuji cilové bunky stievniho
epitelu (Wetzel akol. 2005), kde tvoii vyvojova stadia - trofozoity, uzaviené
Vv parazitofornim vaku. Tato stadia dale prodé&lavaji merogonii (schizogonii) - asexualni,
prolifera¢ni dé€leni, jehoz vysledkem je rozdéleni jadra trofozoita a vznikaji 3 typy
merontt u C. baileyi a2 typy meronti u C. parvum. Podle stavajiciho vyvojového
modelu C. parvum mame dva vyvojové odlisné druhy merontt a to jsou meront I. typu
a meront II. typu, oba produkujici merozoity (nepohlavné vzniklé stadium vyvoje), kteii

jsou morfologicky podobni sporozoitim (Bjorneby 1990). Meronti I. typu uvoliuji az 8
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merozoitl, jez pak napadaji sousedni enterocyty. Meronti II. typu podstupuji bunééné
déleni a vysledkem jsou 4 merozoity, ze kterych se vyviji nediferencovana stadia —
gamonti, kazdy schopny infikovat dalSi enterocyty. Ti se nakonec diferencuji na
sexualni reprodukéni stadia- mikrogamonty a makrogamonty. AZ 16 mikrogamontl se
vyviji uvnitf jednoho makrogamontu. Nebicikaté, vicejaderné mikrogamonty tvori
mikrogametocyty, které jsou lokalizovany prostifednictvim neznamého mechanismu
a nakonec oplodni jednojadernou makrogamontu, ktera dale vytvari makrogametocyty,
coz ma za vysledek pouze jednu diploidni fazi vyvoje. Z mikrogametocyti vznikaji
pohyblivé mikrogamety, jez migruji, oplodnuji makrogamety, které vznikly pfeménou
makrogametocytll a vysledkem je diploidni zygota, kterd podstupuje proces podobny
meidze (d€li se sporogonii), nasledkem ¢ehoz jsou 4 haploidni sporozoiti V jedné
oocysté (sporulace oocyst). Ze zygoty se tvoii dva vysledné typy oocyst, ato bud’
tenkosténné, nebo silnosténné. Silnosténné oocysty odchazeji ztéla hostitele ven
s trusem a vyckavaji, nez je V potravé piijme jiny hostitel, zatimco tenkosténné oocysty
excystuji ve stfevé aproces autoinfekce miize znovu zacit uvolnénim infekénich
sporozoitt (Tyzzer 1910, Current 1986a, Current 1988, O "Hara a Chen 2011).

Obecné plati, Ze ukonceni tohoto zivotniho cyklu Vv bunééné kultufe se tézko
prokazuje, coz zabranuje nepietrzité pasazi a brani in vitro analyzdm Vv né€kolika fazich
zivotniho cyklu. V poslednich letech bylo hlaseno, ze k Sifeni C. parvum mutize dochazet

extracelularné (Hijjawi a kol. 2004) podobnym zpisobem jako u gregarin.
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Obrazek 1. Zivotni cyklus kryptosporidii v enterocytech (Putignani a Menichella
2010).

1.6 Prepatentni a patentni perioda

Prepatentni perioda je nejkratsi ¢as po poziti infekéni oocysty, endogenni zivotni
cyklus byl dokoncen a prvni nové vyvinuté oocysty byly vylouceny. Tato doba se méni
s hostitelem a druhem Kkryptosporidii stejné, jako infekéni davka. Experimentalné
stanovena prepatentni perioda se pohybuje u C. parvum u lidi od 4 — 22 dnu (DuPont
a kol. 1995), od 2 do 9 dni pro C. suis u prasat (Enemark a kol. 2003), od 10 do 12 dni
pro C. bovis u skotu (Fayer a kol. 2005).
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Patentni doba je doba trvani infekce a vétSinou byva charakterizovana ode dne
vyluCovani oocyst. Experimentalné ur¢ené patentni obdobi se pohybuje od 1 do 20 dnta

pro C. parvum u lidi, 9 az 15 dni pro C. suis u prasat, 18 dni pro C. bovis u skotu.

1.7 Priibéh a projevy kryptosporidiézy

Onemocnéni, které zpiisobuji kryptosporidie, je nazyvano kryptosporididza. Ta je
vaznym problémem vetejného zdravi vV rozvojovych irozvinutych zemich (Checkley
1998). Obecné je charakterizovana tézkymi vodnatymi, nekrvavymi prijmy a u jinak
zdravych jedincl je casto doprovazena Zzaludecnimi nevolnostmi (Fayer 2004).
Zavaznost a trvani infekci patogennimi druhy jsou také ovlivnény imunitnim stavem
infikované osoby nebo zvitete (Fayer a kol. 2008a).

Hlavnim mistem infekce je tenké stievo (jejunum aileum) azlaznaty zaludek,
i kdyz parazit se muze roz$ifit po celém gastrointestinalnim a respiraénim traktu.
Infekce hostitelskych bunék vede ke ztrat¢ povrchového epitelu, coz zptisobuje naruseni
klku a jejich atrofii, a to nakonec vede ke smrti enterocytti (Farthing 2000), zhorSeni
transportu zivin a elektrolytli. PoSkozeni tkdn¢ vyvoldva imunologickou zanétlivou
odpovéd’ hostitele, navozuje indukci prostaglandind, které vylucuji prozanétlivé bunky.
Prostaglandiny zase stimuluji sekreci chloridovych iontt a inhibuji absorpci NaCl.
V disledku naruSeni stfevni absorpce tekutin a Zivin a naruseni normélniho toku iontt
dochazi K prijmu. Extra-gastrointestinalni kryptosporidioza byla zaznamenana
u imunokompetentnich i imunodeficitnich jedinct, kde ovliviiovala funkci slinivky,
jater azlucovodid. V zavaznych piipadech byva popisovano tracheo-bronchialni
postizeni a zanét dutin. Pfesné patogenni mechanismy kryptospotidiozy nebyly dosud
plné objasnény, ackoliv pokusy provadéné in vitro nasvédcuji, ze se procesu mohou
ucastnit enterotoxiny (Guarino a kol. 1995, Carmena 2010). K pifenosu dochazi fekalng-
oralni cestou, obvykle spojenou se Spatnou hygienou, kdy vykaly, které obsahuji
infekéni oocysty, mohou byt spolknuty vnimavym hostitelem. Voda ajidlo jsou
nejcastéjsim zdrojem pienosu, ackoliv dilezitym zdrojem infekce je i pfimy kontakt
¢lovéka s Clovékem nebo zvifetem. Nejvice ohrozeny jsou imunodeficitni osoby (tj.

osoby s AIDS, pacienti s rakovinou, velmi mladé nebo staré osoby). Kryptoporididza
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zpusobuje zna¢nou socialné-ekonomickou zatéz Vv rozvojovych zemich avzhledem
k tomu byla v roce 2004 zahrnuta Svétovou zdravotnickou organizaci jako opomijené

onemocnéni (World Health Organization’s Neglected Disease Initiative) (Savioli 2006).

1.8 Prevence a 1é¢ba

Protoze vSechny infekce kryptosporidiemi zahrnuji poziti nebo vdechnuti oocyst,
opatfeni K zabranéni nebo snizeni infekce musi byt zaméfeno na odstranéni nebo Sifeni
infekénich oocyst z kontaminovaného prostfedi. V lidské populaci se snazime
minimalizovat pfenos Z osoby na osobu pomoci dezinfekénich prostfedki v domacich
| institu¢nich zafizenich a efektivné jednat pti kontaminaci vody hlavné v rekreacnich
zatizenich.

Neexistuji zadné vSeobecné ucinné léky pro profylaxi nebo terapii pro lidi ¢i
zvifata, které by zabranily nebo zastavily produkci oocyst infikovanymi jedinci.
Hygiena, v¢etné dezinfekce ziistdva nejucinnéjSim nastrojem preventivni péce. Chceme-
li zjistit Gcinnost néjakého prostredku proti oocystdm, musime nejprve stanovit
zivotaschopnost a infek¢énost oocyst po 1é¢bé (Fayer a kol. 2008a). Na zmirnéni prijmu
lze vyuzit kaolin, pektin ¢i loperamid. U pacientii S AIDS se vyuziva antiretrovirova
terapie. Tato podpirnd lé¢ba redukuje pocet vyloucenych oocyst a zlepSuje
gastrointestinalni klinické pfiznaky (Thompson a kol. 2005). Dalsi 1éky, které se daji
pouzit jsou napf. paramomycin, azithromycin, nitazoxanid, jejich vysledky ale nejsou
zcela uspokojivé. Lze pouzit i imunoterapii, kdy je podavano hyperimunitni bovinni
kolostrum obsahujici protilatky proti C. parvum (Ramirez a kol. 2004). Tato 1é¢ba ale
muze vyvolat kieCe a zvraceni, coz je pravdépodobné zptisobeno rozdilem imunitnich

protilatek a stfevni fyziologii jednotlivych pacientd (Thompson a kol. 2005).
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2. CILE PRACE

Pomoci série experimentalnich infekci provedenych na vnimavych a nevnimavych
hostitelich ke kryptosporidiové infekci prokazat jednu z nasledujicich hypotéz:
Hypotéza 1: Detekei specifické kryptosporidiové DNA Vv vzorcich stolice nebo trusu
nelze jednoznaéné posoudit, zda se jedna 0 probihajici infekci v hostiteli nebo o pasaz
oocyst zazivacim traktem.

Hypotéza 2. Specifickou kryptosporidiovou DNA v klinickych vzorcich stolice nebo

trusu lze detekovat pouze v ptipadé aspésné infekce hostitele.
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3. MATERIAL A METODIKA

3.1 Material

3.1.1 Paraziti

e Cryptosporidium muris HZ206 - izolat =ziskany 2z divoké mysi domaci
vychodoevropské (Mus musculus musculus). Oocysty z ptirozené infikované mysi
jsou dlouhodobé¢ pasézovany V laboratornich podminkach pies vnimavého hostitele:
krysa mala (Mastomys coucha).

e Cryptosporidium muris TS03 — izolat ziskan z piirozen¢ infikovaného hlodouna
vychodoafrického (Tachyorectes splendens). Izolat je udrzovan V laboratornich
podminkach pfes vnimavého hostitele: krysa mala (Mastomys coucha).

e Cryptosporidium parvum HA1 — izolat ziskany z piirozené infikovaného 1,5 mésict
starcho telete plemene Hereford. Oocysty jsou dlouhodobé pasazovany
v laboratornich podminkach ve SCID mysich (kmen BALB/c-Igh® scid , C.B-17 scid;
Charles River, Germany).

e Cryptosporidium tyzzeri HZ117— izolat ziskany zdivoké mysi domaci
zapadoevropské (Mus musculus domesticus). Oocysty z pfirozené infikované mysi

jsou dlouhodobé pasédzovany v laboratornich podminkach ve SCID mysich.

3.1.2 Zvifata pouZita pro experiment

e mysi BALB/c: kmen BALB/cJ (Charles River, Germany)

e mysi SCID: kmen BALB/c-Igh® scid ,C.B-17 scid (Charles River, Germany);
v soucasné dobé dlouhodobé udrzovano v chovech PaU BC AVCR, v.v.i.)

e krysa mala (Mastomys coucha; vlastni chovy PaU BC AVCR, v.v.i.)

3.1.3 Chovatelské podminky
Zvitata byla chovana ve sterilnim prostfedi v individualné ventilovanych chovnych
nadobach (IVC, Air Handing Solutions, Tecnoplast, Italy) vzdy po 5 zvifatech v jedné

chovné nadobé pii teploté 21 °C, vlhkosti 50 % a dvanactihodinovém dennim reZimu:
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12 h svétlo a 12 h tma. Vyména sterilni podestylky (Geschiftesbereich Tierhygiene,
Germany) byla provadéna ob den. VSechna zvitata byla krmena sterilni komercni smési

(Top-Velaz, CR) a napajena sterilni vodou ad libitum.

3.2 Metodika

3.2.1 Shér parazitit a jejich priprava na purifikaci

Trus experimentalné infikovanych vnimavych hostiteld (viz 3.1.2) slouzicich
k pomnozovani pouzivanych izolati kryptosporidii byl pravidelné sbiran tak, aby pro
infekci experimentalnich zvitat byly pouzity oocysty ne star$i vic nez jeden mésic. Trus
byl az do purifikace skladovan pti 4 °C v nadbytku 2,5% dichromanu draselného
(CryK;07). Nasbirany trus byl dan do tfeci misky adikladné homogenizovan
s nadbytkem deionizované vody (dH20). Homogenat trusu byl zbaven hrubych necistot
pfecezenim pres soustavu sitek s velikosti ok 0,1mm a centrifugovan pti 1500 g po dobu
15 min. Sediment byl 5% opakované fedén nadbytkem vody a centrifugovan, aby doslo
Kk odstranéni dichromanu draselného z roztoku. Vysledny sediment byl resuspendovan
v PBS (phospate buffered saline). Takto vznikld suspenze byla pouzita pro purifikaci

oocyst pomoci sachar6zového gradientu (3.2.2.1).

3.2.2 Purifikace oocyst

3.2.2.1 Sacharézovy gradient (Arrowood a Sterling 1987)
Chemikalie:
e Sheateriiv cukerny roztok (259 ml deionizované vody (dH,0), 405 g cukru, 7,29
g fenolu)
e 1% PBS TWEEN (do 11PBS piidat 0,5 ml Tween 20)
e PBS (phospate buffered saline) 1 |1 dH,0, 80 g NaCl, 2 g KClI, 14,4 g Na,HPO,
x12H,0, 2,4 g KH,POy)
e dH,O

Z t&chto zasobnich roztokl byly pfipraveny dva pracovni roztoky:
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e pracovni Sheatertiv roztok 1+2 (1 dil Sheater+ 2 dily PBS Tween)
e pracovni Sheatertiv roztok 1+4 (1 dil Sheater+ 4 dily PBS Tween)

Pracovni postup.

Do 4 sklenénych zkumavek byl navrstven sacharézovy gradient (vrstva 30 ml
Sheater 1+2 a30 ml Sheater 1+4) a 15 ml homogenatu vzorku v PBS (3.2.1),
centrifugovano 20 min pti 1370 g, 4 °C. Supernatant byl ptfenesen do ¢istych zkumavek
doplnén dH,O a centrifugovan 20 min pii 1370 g, 4 °C. Tento promyvaci krok byl
opakovan jesté dvakrat. Oocysty byly uchovavany v PBS pii 4 °C.

3.2.2.2 Cesium chloridovy gradient

Chemikalie:
e roztok cesium chloridu: 21,07 g CsCl + 100ml dH,0
e 10x fedény PBS (pH 7,2)

Pracovni postup:

Suspenze preciSténych oocyst na sacharézovém gradientu (3.2.2.1) byla
centrifugovana 10 min pii 1450 g, 4 °C a poté prevedena do PBS. Do mikrozkumavky
byl napipetovanl ml CsCl , ptevrstven 0,5 ml roztoku oocyst v PBS a centrifugovan 3
min pii 16 000 g, 4 °C. Prstenec mezi roztoky CsCl a PBS obsahujici oocysty byl
odebran a natedén nadbytkem PBS a opét centrifugovana 3 min pii 16 000 g, 4 °C. Poté
byl vzorek jesté¢ 2x promyt a centrifugovan Vv nadbytku PBS stejnym postupem pro
odstranéni zbytkt roztoku CsCl. Oocysty byly uchovavany v dH,O pfi 4 °C.

3.2.3 Zjisténi koncentrace oocyst

Celkem 10 pl Cisté suspenze oocyst bylo napipetovano do Biirkerovy komurky
a spocitano celkové mnozstvi oocyst ve 25 stiednich ¢tvercich. Pocitany byly oocysty,
které se dotykaly levé strany Ctverce, spodniho okraje ¢tverce a vSechny uvnitt ¢tverce,
naopak oocysty, které se dotykaly pravého ahorniho kraje ¢tverce nebyly pocitany.

Vynésobenim po&tu oocyst 10* byl ziskan podet oocyst v 1 ml roztoku.
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3.2.4 Test Zivotaschopnosti oocyst
Chemikalie:
e propidium jodid (PI, 1 mg/1 ml 0,1 M PBS)

Pracovni postup:

Ke 100 ul suspenze piecisténych oocyst (pocet oocyst 1><106) bylo ptfidano 10 pl
zasobniho roztoku PI. Smés byla promichidna apoté 30 min barvena ve tmé pii
laboratorni teplote. Nasledné byla centrifugovana 3 min pii 16 000 g, 20 °C. Vzorek byl
nakonec promyt jesté¢ 2x v nadbytku dH,O centrifugaci stejnym postupem. Oocysty
byly pozorovany fluorescen¢nim mikroskopem s filtrem o vinové délce 590 nm
a zvétsenim 40x (Olympus IX 70). Takto zjiSténa Zivotaschopnost byla vyuzita pro

spoc¢itani skuteéného mnozstvi oocyst pouzitelnych pro infekei experimentélnich zvitat.

3.2.5 Design experimentii

3.2.5.1 Infekcni davka

VSechna experimentalni zvifata pouzitd Vv nasledujicich pokusech byla peroralné
infikovéana jicni sondou davkou 1x10° purifikovanych Zivotaschopnych oocyst ve 200
ul dH,0 (3.2.2, 3.2.3, 3.2.4). Kazd¢ zvite slouZzici jako negativni kontrola bylo per
oralné inokulovano 200 pl dH,0.

3.2.5.2 Kontrolni zviiata

Tt1 krysy malé nebo SCID mysi slouZici jako negativni kontrola byly inokulovany
dH20 asledovany po celou dobu experimentu na pfitomnost oocyst kryptosporidii
Vv trusu pomoci specifického barveni dle Milacka a Vitovce (1985) (3.2.6.1). Na konci
kazdého experimentu byla vSechna kontrolni zvifata usmrcena cervikalni dislokaci §ije
a vySetiena na pfitomnost oocyst a specifickou DNA kryptosporidii shodnymi

metodami jako experimentaln¢ infikovani jedinci.
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3.2.5.3 Pritbéh infekce u hostitelii infikovanych Zaludecénimi kryptosporidiemi

3.2.5.3.1 Odber biologického materidalu

Po infekci bylo vzdy utraceno jedno zvife v nasledujicich intervalech: 1 h, 3h, 6 h,
12 h, 24 h adale kazdych 24 h az do konce experimentu. Zvifata byla usmrcena
cervikalni dislokaci Sije.

Ihned po usmrceni byla provedena pitva zvifete a byl odebiran vzorek sliznice
zaludku, obsah Zzaludku, sliznice duodena a vzorek trusu pro PCR analyzu (3.2.7.3)
a obsah zaludku, obsah duodena a trus pro detekci oocyst pomoci specifického barveni

dle Milacka a Vitovce (3.2.6.1).

3.2.5.3.2 Detekce Cryptosporidium muris HZ206 v pribéhu prepatentni periody
U dospélych krys malych

Pro experiment ¢. 1 bylo pouZito celkem 27 dospélych krys malych. VSechna
zvitata byla peroralng nakazena davkou 1x10° Zivotaschopnych, purifikovanych (3.2.2)
oocyst C. muris HZ206. Prub¢h infekce byl sledovan po dobu 20 DPI. Jako kontrolni
zvitata byly pouzity krysy malé.

3.2.5.3.3 Detekce Cryptosporidium muris TSO03 Vv pribéhu prepatentni periody
dospélych krys malych

Pro experiment ¢. 2 bylo pouzito celkem 27 dospélych krys malych. VSechna
zvitata byla peroralné infikovana davkou 1x10° Zivotaschopnych, purifikovanych
(3.2.2) oocyst C. muris TS03. Prubéh infekce byl sledovan po dobu 20 DPI. Jako
kontrolni zvifata byly pouZity krysy malé.

3.2.5.3.4 Detekce Cryptosporidium muris HZ206 v pribéhu prepatentni periody
u dospélych SCID mysi
Pro experiment €. 3 bylo celkem pouzito 16 dospélych mysi SCID. VSechna zvitata

byla perordln¢ nakazena davkou 1x 10° zivotaschopnych, purifikovanych (3.2.2) oocyst

26



C. muris HZ206. Prabéh infekce byl sledovan po dobu 10 DPI. Jako kontrolni zvifata
byly pouzity SCID mysi.

3.2.5.3.5 Detekce Cryptosporidium muris TSO03 V pribéhu prepatentni periody
u dospélych SCID mysi

Pro experiment €. 4 bylo celkem pouzito 16 dospelych SCID mysi. VSechna zvirata
byla peroralng nakazena davkou 1x10° Zivotaschopnych, purifikovanych (3.2.2) oocyst
C. muris TS03. Prib¢h infekce byl sledovan po dobu 15 DPI. Jako kontrolni zvifata
byly pouzity SCID mysi.

3.2.5.4 Priibéh infekce u hostitelu infikovanych stievnimi kryptosporidiemi

3.2.5.4.1 Odbér biologického materidlu

Po nakazeni bylo vzdy utraceno jedno zvife Vv nésledujicich intervalech: 1 h, 3 h, 6
h, 12 h, 24 h a dale kazdych 24 h, vyjimkou byly neonatalni BALB/c mysi, kdy bylo
zvife utraceno Vv intervalu: 1 h, 3 h, 6 h, 12 h, adale kazdych 12 h az do konce
experimentu. Zvifata byla usmrcena cervikalni dislokaci $ije. Thned po usmrceni byla
provedena pitva kazdého zvifete a byl odebran vzorek duodena, jejuna, ilea a trusu pro
PCR analyzu (3.2.7.3) a obsah duodena, jejuna, ilea a trus pro detekci oocyst pomoci
specifického barveni dle Milacka a Vitovce (3.2.6.1).

3.2.5.4.2 Detekce Cryptosporidium parvum HAL Vv pribéhu prepatentni periody
U neonatdlnich BALB/c mysi

Pro experiment €. 5 bylo celkem pouzito celkem 20 neonatalnich mysi BALB/c.
Viechna zvifata byla perordlng infikovana davkou 1x10° Zivotaschopnych,
purifikovanych (3.2.2) oocyst C. parvum HA1. Prub¢h infekce byl sledovan po dobu 10
DPI. Jako kontrolni zvifata byl pouZit jeden vrh neonatalnich BALB/c mysi.

27



3.2.5.4.3 Detekce Cryptosporidium parvum HAL v pribéhu prepatentni periody
u dospélych BALB/c mysi

Pro experiment ¢. 6 bylo pouzito celkem 5 dospélych mysi BALB/c. Kazd¢é zvite
bylo po dobu tii dni inokulovano davkou 1x10° Zivotaschopnych, purifikovanych
(3.2.2) oocyst C. parvum HA1 v rozmezi 8 hodin (celkem 9 davek). Pti kazdé inokulaci
byl odebran vzorek trusu pro PCR analyzu (3.2.7.3) atrus pro detekci oocyst pomoci
specifického barveni dle Milac¢ka a Vitovce (3.2.6.1). V tomto experimentu byla na
zéklad¢ predchozich vysledkl sledovana ptitomnost oocyst kryptosporidii pouze Vv trusu
pomoci PCR analyzy (3.2.7.3) a specifického barveni dle Milacka a Vitovce (3.2.6.1).

3.2.5.4.4 Detekce Cryptosporidium parvum HAL v pribéhu prepatentni periody
u dospélych SCID mysi

Pro experiment ¢. 7 bylo celkem pouzito 5 dospélych SCID mysi. VSechna zvifata
byla peroralné infikovana davkou 1x 10° zivotaschopnych, purifikovanych (4.2.2) oocyst
C. parvum HA1. Prib¢h infekce byl sledovan po dobu 10 DPI. Jako kontrolni zvitata
byly pouzity SCID mysi. V tomto experimentu byla na zékladé ptedchozich vysledki
sledovana pfitomnost oocyst kryptosporidii pouze V trusu pomoci PCR analyzy (3.2.7.3)

a specifického barveni dle Milacka a Vitovce (3.2.6.1).

3.2.5.4.5 Detekce Cryptosporidium tyzzeri v pritbéhu prepatentni periody u dospélych
SCID mysi

Pro experiment ¢. 8 bylo celkem pouzito 5 dospélych SCID mysi. VSechna zvitata
byla peroralné infikovana davkou 1x 10° zivotaschopnych, purifikovanych (3.2.2) oocyst
C. tyzzeri HZ117. Pribéh infekce byl sledovan po dobu 10 DPI. Jako kontrolni zvifata
byly pouzity SCID mysi. V tomto experimentu byla na zékladé ptedchozich vysledkt
sledovana pfitomnost oocyst kryptosporidii pouze Vv trusu pomoci PCR analyzy (3.2.7.3)

a specifického barveni dle Milacka a Vitovce (3.2.6.1).
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3.2.5.4.6 Detekce Cryptosporidium tyzzeri v priabéhu prepatentni periody u dospélych
BALB/c mysi

Pro experiment ¢. 9 bylo celkem pouzito 5 dospélych BALB/c mysi. VSechna
zvifata byla peroralng infikovana davkou 1x10° Zivotaschopnych, purifikovanych
(3.2.2) oocyst C. tyzzeri HZ117. Prib¢h infekce byl sledovan po dobu 10 DPI. Jako
kontrolni zvifata byly pouzity BALB/c mysi. V tomto experimentu byla na zakladé
predchozich vysledkl sledovéana ptitomnost oocyst kryptosporidii pouze V trusu pomoci

PCR analyzy (3.2.7.3) a specifického barveni dle Milacka a Vitovce (3.2.6.1).

3.2.6 Parazitologické vySetieni nasbiraného materialu
Obsah zaludku, duodena, jejuna, ilea atrus odebrany z rekta byl pouzit K ur¢eni

piitomnosti oocyst C. muris, C. parvum nebo C. tyzerri.

3.2.6.1 Barveni dle Milac¢ka a Vitovce (1985)
Chemikalie:
e Roztok methylvioleti (0,6 g methylvioleti, 1 ml anilinu, 1 g fenolu, 30 ml
ethanolu- EtOH, 70 ml dH,0)
e Roztok tartrazinu (1% tartrazin v 1% kyselin¢ octové)
e 2% H,SO,

Pracovni postup:

Obsah Zaludku, duodena, jejuna, ilea a trusu byl natfen na podlozni sklicko v tenké
vrstvé a po zaschnuti pfi laboratorni teploté fixovan methanolem v plameni. Poté bylo
sklicko barveno 30 min V roztoku methylvioleti, dale oplachnuto tekouci vodovodni
vodou a diferencovano 1 min v 2% H,SO,4, znovu oplachnuto vodou a dobarveno
roztokem tartrazinu po dobu 2 min, nasledovalo dalsi oplachnuti vodou, ususeni sklicka
pfi laboratorni teploté. Skla byla prohlédnuta mikroskopem za pouziti imerzniho oleje

a pii zvétseni 1000x.
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3.2.7 Molekularni analyzy
Molekularni analyzou byla prokazana pritomnost specifické kryptosporidiové DNA
ve sliznici, obsahu zaludku, duodena, jejuna, ilea atrusu daného druhu aizolatu

pouzitého pro experimentalni infekci.

3.2.7.1 lzolace DNA z trusu

Izolace DNA byla provedena pomoci kitu QIAamp DNA Stool Minu Kit (Qiagen,
Germany)
Chemikalie: soucasti soupravy

e ASL pufr, inhibicni EX tablety, AL pufr, AWl a AW2 promyvaci pufry,

proteinaza K, AE elu¢ni purf, QIAamp kolony se sbérnymi zkumavkami

Pracovni postup:

Do Sroubovaci 2 ml mikrozkumavky (BlOplastics, Landgraaf, The Netherlands)
bylo odebrano cca 200 mg vysetiovaného vzorku (trus, obsah zaludku) a byly pfisypany
sklenéné kulicky o velikosti 0,5 mm (BioSpec Products, Inc., USA). K takto
ptipravenému vzorku byl pfipipetovan 1 ml pufru ASL a obsah byl homogenizovan
pomoci voterxu 1 min. Oocysty byly rozbijeny 1 minutu pfistrojem (FastPrep® -24,
M.P. Biomedicals, USA) pfi rychlosti 5 500 kmiti/min. Poté byly vzorky inkubovany
po dobu 5 min pfti 70 °C v inkuba¢nim bloku. Vzorky byly homogenizovany po dobu 15
s a centrifugovany 1 min pii 16 000 g.

Maximum supernatantu bylo pfeneseno do ¢isté mikrozkumavky a byla ptidana 2
inhibi¢ni EX tablety, vortexovano 1 min (dokonale rozpustit), inkubovano 1 min pfi
laboratorni teploté a centrifugovano 3 min pii 16 000 g .

Veskery supernatant byl ptepipetovan do nové eppendorfky, znovu centrifugovan 3
min pii 16 000 g. Napipetovano 15 pl proteinase K do ¢isté mikrozkumavky a ptidano
200 pl supernatantu a 200 ul pufru AL, homogenizovano 15 s a inkubovano 10 min pfi
70 °C v inkubac¢nim bloku. Ptipipetovano 200 pl 96% ethanolu, homogenizovano.
Lyzat byl prepipetovan na QIAamp kolonu opatienou sbérnou zkumavkou,

centrifugovanl min pti 16 000 g a sbérna zkumavka byla vyprazdnéna. Pfidano 500 pl
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pufru AW1, centrifugovano 1 min pii 16 000 g a sbérna zkumavka byla vyprazdnéna.
Ptidano 500 pl pufru AW2, centrifugovano 3 min pti 16 000 g.

Kolona byla pfenesena na ¢istou mikrozkumavku, napipetovano 200 ul pufru AE
pfimo na membranu, inkubovano 1 min pfi laboratorni teploté a centrifugovano 1 min

pti 16 000 g. Ziskand DNA byla uchovavana pfi teploté -20 °C.

3.2.7.2 1zolace DNA z tkané (DNeasy Blood and Tissue Kit)
Izolace DNA byla provedena pomoci DNeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen,
Germany).
Chemikalie: soucasti soupravy
e ATL pufr, inhibicni EX tablety, AL pufr, AWI a AW2 promyvaci pufry,

proteinaza K, AE elu¢ni purf, QIAamp kolony se sbérnymi zkumavkami

Pracovni postup:

Do eppendorfky bylo nastfihano 10 mg tkané a pridano malé mnozstvi sklenénych
kulicek 0,5 mm (BioSpec Products, Inc., USA) ajedna velkd keramicka kulicka
(Zirconia Beads II.), pfipipetovano 180 pul ATL pufru a vortexovdno. Nasledné byly
oocysty a tkan zhomogenizovany pomoci (FastPrep® -24, M.P. Biomedicals, USA) 1
min pii 16 000 g, centrifugovano (Eppendorf, MANEKO, miniSpin) 10
s a pripipetovano 20 ul proteinase Kk a inkubovano s pravidelnym michanim pii 56 °C/ 1
h. Centrifugovano 10 sa pfipipetovano 200 upl AL pufru, zhomogenizovano
a ptipipetovano 200 pl 96% ethanolu, homogenizovano a centrifugovanol0 s pii 6 000
g. Veskery supernatant napipetovan na QIAamp kolonu opatfenou sbérnou zkumavkou
byl centrifugovan 1 min pii 6 000 g aodstranén odpad ze sbémé zkumavky.
Ptipipetovano 500 ul AW1 pufru, centrifugovano 1 min pii 8 000 rpm, znovu odstranén
odpad ze sbérné zkumavky.Napipetovano 500 ul AW2 pufru, centrifugovano 1 min pfi
16 000 g a odstranén odpad ze sbérné zkumavky. Sbérné zkumavky byly nahrazeny
novymi mikrozkumavkami. Pfimo na membranu kolony bylo napipetovano 200 pul AE
pufru, inkubovdno 1 min pfi laboratorni teploté a centrifugovano 1 min pii 6 000 g.

Ziskand DNA byla uchovavana pii teploté -20 °C.
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3.2.7.3 Polymerdzova ietézova reakce (PCR)

Pro detekci specifické DNA kryptosporidii byla pouzita druhové specifickd nested
PCR amplifikujici variabilni ¢ast genu SSU kodujiciho rRNA malé ribozomalni
podjednotky s pouzitim seti primert uvednych Vv tabulce 2. (Jiang akol. 2005).
Protokol pro amplifikaci primarni a sekundarni PCR je uveden v tabulce 3.

Chemikalie:

e PCR H,0 (Top-Bio, CR)

e MgCl, (25mM, Top-Bio, CR)

e 10x koncentrovany pufr pro Taq purple DNA polymerazu (Top-Bio, CR)

e deoxyribonukleotid trifosfat (ANTPs, 10 mM, Top-Bio, CR)

e primery forward a reverse (10 uM, Generi Biotech, CR, Tabulka x.)

e Dbovinni sérovy albumin (BSA, 10 mg/ml, Sigma-Aldrich, USA)

e Taq polymeraza (1 U/1 pl)

Tabulka 2. Set primert pro amplifikaci SSU rRNA

primarni reakce

reverse 5 CCCATTTCCTTC GAAACAGGA T

sekundarni reakce
forward 5" GGA AGG GTTGTATTTATT AGATAAAG 3
reverse 5 CTC ATA AGG TGC TGA AGG AGT a3
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Tabulka 3. PCR protokol pro amplifikaci SSU rRNA

primarni reakce 55 °C sekundarni reakce 55 °C
[ 11O J—— 113ul HO e 12,1 ul
MgCl, 25 mM 1,2ul  MgCl, 25 mM 1,2 ul
10x buffer  ---------- 2,0 ul  10x buffer --------- 2,0 ul
dNTP 10 mM 0,4 ul  dNTP 10 mM 0,4 ul
forward 10 uM 0,4 ul  forward 10 uM 0,4 pl
reverse 10 uM 0,4 ul  reverse 10 uM 0,4 ul
BSA 10 g/l (5T [ U 0,8 pl
taq 1 U/1ul 0,5ul tag 1 U/1ul 0,5 ul
DNA = e 30ul DNA  —eoeeeeee 3,0 ul
celkem  -emeeee- 20,0 pl celkem  -emeeee- 20,0 pl
Pracovni postup.

Celkovy objem jednotlivych reak¢énich smési pro primarni i sekundarni reakci byl
20 pl. Pozadované tseky SSU rRNA (cca 830 bp) byly amplifikovany v termocykleru
(Bioer, P. R. China) pfi pouziti nasledujiciho programu: po¢ate¢ni denaturace 3 min pfi
94 °C, 35 cykli zahrnujicich denaturaci 45 s pii 94 °C, annealing 45 spii 55 °C
aextenze 60 spii 72 °C, afinalni extenze 10 min pfi 72 °C. Pro amplifikaci
sekundarniho PCR produktu byly pouZity 3 pl priméarniho PCR produktu. Jako pozitivni
kontrola byla pouzita DNA vyizolovana ze suspenze oocyst C. andersoni ziskanych
z trusu tura domaciho. Vzorky byly posléze vizualizovany na agar6zovém gelu

s pfidavkem ethidium bromidu.

3.2.7.4 Gelova elektroforéza

Vysledné vzorky z PCR byly detekovany na 1 % agarézovém gelu s pfidanym
ethidium-bromidem a vizualizovany pomoci UV zafeni (302nm) transluminatoru
(Ultra-Lum Inc, USA) a zdokumentovany (Hight Performance UV Transilluminator,
Biotech, CR)

Chemikalie:
e 50x TAE pufr (242 g Tris baze, 457,1 ml ledové kyseliny octové, 100 ml 0,5 M
EDTA pH 8,00)
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e agaro6za (Serva Electrophoresis, Germany)
e ethidium-bromid (EtBr, 10mg/ml, Sigma-Aldrich, USA)
e 100 bp DNA Ladder (Fermentas International Inc., Canada)

Pracovni postup:

Do sklenéné banky bylo dano 100 ml TAE pufru a pfidan 1 g sachar6zy. Roztok
byl promichén a dal se varit do mikrovinky. Uvateny gel byl ochlazen na ptiblizné¢ 50
°C, byly pridany 2 pl EtBr a smés nalita do nosic¢e, kam se daly hiebeny a gel se nechal
ztuhnout. Po vytahnuti hiebenti byl gel vlozen do elektroforetické vany, kterd byla
naplnéna TAE pufrem. Do prvni a posledni jamky bylo napipetovéno 5 pl DNA Ladder
a do kazdé dalsi potom 20 pl sekundarniho PCR produktu. Potom byl gel vyvijen ve
van¢ az do uplné separace vSech fragment pii napéti 75 V a prohlizen pomoci UV

zafeni na transiluminatoru.
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4. VYSLEDKY

4.1 Experimentalni infekce dospélych krys malych Cryptosporidium muris HZ206
Experimentalni infekce dosp€lych krys malych prokézala, ze zvitata jsou vnimava
k infekci Cryptosporidium muris HZ206. Specificki DNA kryprosporidii, vcetné
zachytu oocyst V trusu infikovanych zvitat byla poprvé detekovana 12-24 hodin po
infekci. Nicméné prepatentni perioda tohoto izolatu v krysach malych byla 4 dny.
Zatimco specifickda DNA kryptosporidii riznych vyvojovych stadii izolatu HZ206 byla
ve sliznice zaludku zachycena pomoci PCR jiz od 1 h po infekci a nasledné po celou
dobu trvani experimentu, v obsahu zaludku byly oocysty, respektive specificka DNA
detekovany pouze V prvnich 12 hodinich po infekci anasledné od 4 DPIL, kdy bylo
prokazano kontinualni vylu€ovani oocyst Vtrusu hostitele. Zachyt oocyst nebo
specifické DNA V tenkém stfevé hostiteli byl do 4 DPI sporadicky aod zacatku

patentni periody kontinualni S vyjimkou 9 dne (Graf 1.).

Graf 1. Detekce Cryptosporidium muris HZ206 u dospélych krys malych v priabéhu

prepatentni a patentni periody
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4.2 Experimentalni infekce dospélych krys malych Cryptosporidium muris TS03

Experimentalni infekce dosp€lych krys malych prokézala, ze zvitata jsou vnimava
k infekci Cryptosporidium muris TS03. Specificki DNA kryprosporidii v trusu
infikovanych zvitat byla poprvé detekovana 12 hodin po infekci. Nicméné prepatentni
perioda tohoto izoldtu V krysdch malych byla 8 dni. Zatimco specificki DNA
kryptosporidii riznych vyvojovych stadii izolatu TS03 byla ve sliznice zaludku
zachycena pomoci PCR jiz 1 h po infekci a nasledné po celou dobu trvani experimentu,
v obsahu zaludku byly oocysty, respektive specifickd DNA detekovany pouze Vv prvnich
6 hodinéch po infekci a nasledné od 8 DPI, kdy bylo prokdzano kontinudlni vylucovani
oocyst Vv trusu hostitele. Zachyt oocyst nebo specifické DNA v tenkém stfeve hostiteli
byl do 5 DPI sporadicky a od zac¢atku patentni periody kontinudlni S vyjimkou 15 dne
(Graf 2.).

Graf 2. Detekce Cryptosporidium muris TS03 u dospélych krys malych v prubéhu

prepatentni a patentni periody
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4.3 Experimentalni infekce dospélych SCID mysi Cryptosporidium muris HZ206

Experimentalni infekce dospélych SCID mysi prokazala, ze zvifata jsou vnimava
k infekci Cryptosporidium muris HZ206. Specificki DNA kryprosporidii V trusu
infikovanych zvitat byla poprvé detekovana 6 - 12 hodin po infekci. Avsak prepatentni
perioda tohoto izolatu ve SCID mysich byla 4 dny. Specifickd DNA kryptosporidii
ruznych vyvojovych stadii izolatu HZ206 byla ve sliznice zaludku zachycena pomoci
PCR jiz 1 h po infekci anasledné po celou dobu trvani experimentu, stejné jako
v obsahu zaludku. Zachyt oocyst nebo specifické DNA v tenkém stievé hostitel byl do
3 DPI sporadicky a od zacéatku 4. dne kontinualni (Graf 3.).

Graf 3. Detekce Cryptosporidium muris HZ206 u dospélych SCID mysi Vv pribéhu

prepatentni a patentni periody
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4.4 Experimentani infekce dospélych SCID mysi TS03 Cryptosporidium muris TS03

Experimentalni infekce dospélych SCID mysi prokéazala, Ze zvifata jsou vnimava
k infekci Cryptosporidium muris TS03. Specificka DNA kryprosporidii, véetné zachytu
oocyst v trusu infikovanych zvifat byla poprvé detekovana 6-12 hodin po infekci.
Nicméné prepatentni perioda tohoto izolatu ve SCID mySich byla 11 dnl. Zatimco

specifickd DNA kryptosporidii riznych vyvojovych stadii izolatu TS03 byla ve sliznice
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zaludku zachycena pomoci PCR jiz 1 h po infekci anésledné po celou dobu trvani
experimentu, v obsahu zaludku byly oocysty, respektive specificka DNA detekovany
pouze V prvnich 12 hodinach po infekci anésledné od 4 DPI. Zachyt oocyst nebo
specifické DNA Vv tenkém stievé hostiteld byl do 7 DPI sporadicky a od zacatku 8. dne
kontinualni (Graf 4.).

Graf 4. Detekce Cryptosporidium muris TS03 u dospélych SCID mysi Vv prubéhu
prepatentni a patentni periody
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4.5 Experimentalni infekce neonatialnich BALB/c myS$i Cryptosporidium parvum
HAl

Experimentalni infekce neonatdlnich BALB/c myS$i prokéazala, ze zvifata jsou
vnimava k infekci Cryptosporidium parvum HAL. Specificki DNA kryprosporidii,
véetné zachytu oocyst V trusu infikovanych zvifat byla poprvé detekovana 12 hodin po
infekci anasledné po celou dobu trvani experimentu. Zatimco specifickh DNA
kryptosporidii riznych vyvojovych stadii izolatu HALl byla vobsahu duodena
zachycena pomoci PCR jiz 1 h po infekci a nasledné po celou dobu trvani experimentu,
v obsahu jejuna byly oocysty, respektive specificka DNA detekovany 1 hodinu — 1 den
po infekci a nasledné od 2 2 DPIL. Oocysty, respektive specifickh DNA z obsahu ilea
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byly prvné zachyceny 12 hodin po infekci a nasledné po celou dobu trvani experimentu

(Graf 5.).

Graf 5. Detekce Cryptosporidium parvum HAL u neonatalnich BALB/c mysi v pribéhu

prepatentni a patentni periody
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4.6 Experimentalni infekce dospélych BALB/c mysi Cryptosporidium parvum HA1

Dospélé BALB/c mysi inokulované jednordzovou déavkou 1.10°  oocyst
Cryptosporidium parvum HAL nevylucovali v prabéhu 10 DPI zadné oocysty
kryptosporidii, ani nebyla detekovana specifickd kryptosporidiovd infekce Vv trusu
sledovanych zvirat. Navic nebyla v pribéhu prvnich hodin, respektive dnti po infekci
zjiSténa piitomnost pasaze oocyst V trusu.

Obdobné v navazujicim experimentu, kdy byly BALB/c mysi opakované kazdych 8
hodin inokulovany davkou 1.10% oocyst C. parvum HAI, nebyla ani mikroskopickymi
ani molekularnimi metodami zjiSténa pfitomnost oocyst ¢i specifické DNA Vv prabéhu 5

po sob¢ jdoucich dnii (Graf 6.).
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Graf 6. Detekce Cryptosporidium parvum HAL a Cryptosporidium tyzzeri u dospélych
BALB/c a SCID mysi Vv priitbéhu prepatentni a patentni periody
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4.7 Experimentalni infekce dospélych SCID mysi Cryptosporidium parvum HA1
Na rozdil od vySe uvedeného, V pfipadé¢ experimentdlni infekce vnimavého

hostitele — dospélych SCID mysi byla specificka DNA kryptosporidii Cryptosporidium

parvum HAI, vetné zachytu oocyst detekovana od 3. dne po infekci a nasledné az do

konce trvani experimentu (Graf 6.).

4.8 Experimentalni infekce dospélych SCID mysi Cryptosporidium tyzzeri
Experimentalni infekce dospélych SCID mysi prokazala, Ze zvifata jsou vnimava

k infekci Cryptosporidium tyzzeri. Specificka DNA kryprosporidii infikovanych zvifat

byla v trusu zvitat poprvé detekovana 3. den po infekci a nasledné az do konce trvani

experimentu (Graf 6.).

4.9 Experimentalni infekce dospélych BALB/c mysi Cryptosporidium tyzzeri
V piipadé¢ infikovanych dospélych BALB/c mysi druhem C. tyzzeri byla specifika
DNA kryptosporidii zachycena od 4. dne po infekci adale az do konce trvani

experimentu (Graf 6.).
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5. DISKUZE

Kryptosporidie jsou jednobunééni, monoxenni paraziti, jejichz kompletni vyvojovy
cyklus ve vétsin¢ piipadt probiha v zazivacim traktu obratlov¢iho hostitele. Infekéni
exogenni stadium, oocysta, opousti télo hostitele spolu strusem nebo stolici ato
I v pfipadé, ze vyvojova stadia jsou lokalizovana mimo zazivaci trakt (Fayer a Xiao
2008b). Na rozdil od cyst Giardia intestinalis, oocysty kryptosporidii jsou vylu¢ovany
nepfretrzit¢ a mohou byt detekovany v prubéhu celého obdobi patentni periody.

Az do konce minulého stoleti panoval nazor, ze kryptosporidie maji Sirokou
hostitelskou specifitu, nicméné na zékladé¢ dnesSnich poznatki se vétSina odborné
vefejnosti piiklani k nazoru, ze jednotlivé druhy a genotypy Kryptosporidii jsou uzce
hostitelsky specifické (Xiao akol. 2004b). S rozvojem molekularnich metod bylo
Vv poslednich nékolika letech popsano velké mnozstvi novych genotypt kryptosporidii
atada z nich byla nasledné ustanovena jako samostatny druh (Fayer a Xiao 2008b).
U velkého mnozstvi genotypll je na zdkladé¢ molekularni epidemiologie zndm pouze
jediny hostitel, ackoliv neni jisté zda byl hostitel opravdu infikovan nebo se jednalo
0 pouhou pasdz oocyst Ci specifické DNA zazivacim traktem hostitele. Pouziti
citlivéjSich metod, jako je PCR nebo qPCR je vyhodné, ale pozitivni vysledek pouze
potvrdi pfitomnost kryptosporidiové specifické DNA ve vzorku, coZ ovSem nemusi
nutné¢ znamenat infekéni proces. Cilem této prace je posoudit, zda pfitomnost oocyst,
respektive specifické DNA ve vzorcich trusu odpovida probihajici infekci v hostiteli
nebo se mize jednat 0 pasaz oocyst zazivacim traktem.

S rozsifenim citlivych molekularnich metod se v odborné literatuie stale Castéji
objevuji popisy vyskytu kryptosporidii v nespecifickych hostitelich, aniz by vnimavost
hostitele byla potvrzena dalsimi metodami (histologie, experimentalni infekce). Jednim
z mnoha piipadt je vyskyt ,,hlodav¢ich® kryptosporidii u hadd, jestérek, ryb ¢i savcu
(Crawshaw and Mehren 1987, Upton 1990, Graczyk a kol. 1996a, Gatei a kol. 2002, ,
Xiao a Ryan 20044, Xiao a kol. 2004c, Fayer 2008b, Kvac 2009a).

Vysledky této prace naznacuji, ze V piipadé, kdy je hostitel infikovan hostitelsky

specifickou kryptosporidii, dochazi Vv zazivacim traktu Kk excystaci vétSiny,
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pravdépodobné Zivotaschopnych oocyst a uvolnéni sporozoiti iniciuji infekei hostitele.
Oproti tomu, mrtvé oocysty prochazi pravdépodobné jako pasaz, kterd miize byt
detekovana jako celé oocysty nebo specifickd DNA Vv trusu bezprostiedné po inokulaci.
U mysich hostitel se tato doba, kdy bylo mozné detekovat pasaz inokula pohybovala
od 6 do 24 hodin po inokulaci. Toto zjisténi podporuji i vysledky pasaze oocyst C.
muris, C. tyzzeri nebo C. andersoni u ptaku, plazt, obojzivelniki ¢i prasat.

Naptiklad oocysty C. muris byly zjistény Vv trusu uzovky ¢ervené a ¢erné (Elaphe
guttata, Elaphe obsolete), hroznyse kralovského (Boa constrictor) (Xiao a kol. 2004c)
a zaby rohatky ozdobné (Ceratophrys ornata) (Crawshaw a Mehren 1987). V téchto
ptipadech se jednalo 0 pouhou pasaz (Xiao a kol. 2004c). Piitomnost kryptosporidiové
infikovani kryptosporidiemi. V piipadé vytazeni infikovanych hlodavet z krmné diety
doslo k ,,vyléceni* nespecifickych hostiteltt (Xiao a kol. 2004c). Navic neinfek¢énost C.
muris, C. andersoni, C. wrairi, C. baileyi ¢i C. meleagridis pro hady byla
experimentalné prokazana (Graczyk a Cranfield 1996b). Podobného pivodu mutizou byt
i oocysty C. muris a C. andersoni detekované ve stolici lelkouna soviho (Podargus
strigoides) a koroptve korunkaté (Rollulus rouloul) (Ng a kol. 2006).

Dalsim prikladem je detekce oocyst C. muris a C. tyzzeri ve vykalech prasat
v Ceské republice (Kva¢ akol. 2009a), v Cine (Chen a Huang 2007) a v odpadnich
kalojemech z chovu prasat (Xiao a kol. 2006, Jenkins a kol. 2010). Nevnimavost prasat
k t¢émto druhiim kryptosporidii, jejichZz hostitelé¢ jsou hlodavci (Feng a kol. 2011, Ren
a kol. 2012), byla nedavno potvrzena sérii experimentalnich infekci (Kva¢ a kol. 2012).
Je vice nez pravdépodobné, ze zjisténi kryptosporidii z hlodaveti ve vzorcich trusu
prasat bylo zpisobeno mechanickou pasazi. Taktéz ptitomnost specifické DNA druhti
C. muris a C. tyzzeri v kalojemu vepiint (Jenkins a kol. 2010) byla nejspiSe zpisobena
kontaminaci trusem hlodavct zijicich Vv jejich okoli. Vzhledem k bohaté ptitomnosti
synantropnich hlodavcii a obcasné detekcei kryptosporidii u nespecifickych hostiteld, by
tyto nalezy nemély byt zadnym piekvapenim (Kvac a kol. 2009b, 2012).

Dal$im z vyznamnych zjisténi této prace je, ze V piipad¢ infekce neonatdlnich mysi

Cv v
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oocysty detekovany jiz od 12 hodin po infekci, tedy diive nez je délka kompletniho
vyvoje tohoto parazita v tomto hostiteli (4 DPI). Tento vysledek Ize vysvétlit tak, ze
pasaz zazivacim traktem neonatalnich zvitat je vyrazné odlisna od dospélych a taktéz
proces traveni, tedy ptfipadné destrukce uvolnénych sporozoitli, je vyrazné limitovan
oproti dospélym jedincim. Tato naSe teorie byla nasledné potvrzena sérii experimenti.
U dospélych BALB/c mysi, které nejsou vnimavé K infekci C. parvum, jsme v prubéhu
10 DPI nedetekovali zadné oocysty Vvitrusu ato ani mikroskopickymi, ani
molekuldrnimi metodami. Navic ani V ptipad¢, kdy byly dospélé BALB/c mysi v 8
hodinovych intervalech inokulovany, nebyly oocysty nebo specifickd DNA detekovany.
Tento vysledek naznacuje, Ze prakticky vétSina oocyst excystovala a uvolnéni sporozoiti
byli nasledné destruovani. Naopak ve studii provedené Graczykem a kol. (1998) bylo
prokazano, ze oocysty C. parvum pasazové pres zazivaci trakt berneSek (Branta
canadenis) byly infekéni pro neonatalni BALB/c mysi, nicméné vice jak 60 % oocysts
proslych zazivacim traktem excystovalo. Rozdil mezi Graczykovymi vysledky a nasim
pozorovani muze byt v hostitelské specifité jednotlivych kryptosporidii. Zatimco nami
pouzité druhy kryptosporidii jsou schopny vyvolat infekci u testovanych modelovych
hostitelt, v ptipadé C. parvum pouze u neonatalnich ¢i imunosuprimovanych jedinct,
druh C. parvum neni pravdépodobné pro ptaky infek¢éni. Z vySe uvedeného Ize
vyvozovat, ze kryptosporidie excystuji pfi prichodu zazivacim traktem nezavisle na
druhu hostitele, ale s tim, Ze v typickych ¢i potencialné vnimavych hostitelich dochazi
k excystaci prakticky vSech oocyst, zatimco V netypickych hostitelich excystuje pouze
cast.

Za zésadni vysledek této prace mimo jiné povazujeme fakt, Ze se nam podafilo
prokazat, ze detekce oocyst Vv trusu infikovanych zvifat koresponduje S pfitomnosti
vyvojovych stadii v misté infekce a S pfitomnosti oocyst V trusu zvirat. Jinymi slovy
fe¢eno, do doby neZ je ukoncen vyvojovy cyklus a jsou produkovany oocysty, neni az
na vyjimky (pasaz inokula) mozné detekovat specifickou kryptosporidiovou DNA
V trusu zvifat. Pfedpokladame, ze DNA uvolnénych zoitl, ktefi neinternalizovali nové

hostitelské buiiky je v disledku traveni velmi rychle degradovana.
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6. ZAVER

Na zaklad¢ provedené studie Ize konstatovat, Ze nelze vyvratit hypotézu 1: Detekci
specifické kryptosporidiové DNA ve vzorcich stolice nebo trusu nelze jednoznacné
posoudit, zda se jedna 0 probihajici infekci v hostiteli nebo 0 pasaz oocyst zazivacim
traktem. Nicméné tyto zavéry lze vztahovat pouze na hlodavéi hostitele, V jejichz
ptipadé¢ jsme dospéli k poznani, Ze pasaz oocyst zazivacim traktem je mozné detekovat
V rozmezi pouze 6-24 hodin po infekci, a to ne ve vSech ptipadech. Z tohoto zjisténi lze
ucinit doporuceni pro epidemiologické studie zabyvajici se diverzitou kryptosporidii
voln¢ zijicich hlodavct. Odchycend volné Zzijici zvifata je nutné chovat minimalné po
dobu 48 hodin na sterilni podestylce a krmit a napajet je sterilnim krmivem a vodou.
V ptipad€ detekce specifické DNA v trusu mizeme takovyto zachyt povazovat za
projev probihajici infekce, nebot” vysledky prace potvrdily, Ze detekovatelna DNA
pochazi vzdy z oocyst, tedy kone¢ného stadia vyvojového cyklu.

Hypotézu 2: Specifickou kryptosporidiovou DNA vV klinickych vzorcich stolice

nebo trusu lze detekovat pouze v piipadé Gispésné infekce hostitele, 1ze zamitnout.
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