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Anotace

Forejtkova T. (2016). Laboratorni diagnostika promorenosti lidskou protozoarni
infekci Cryptosporidium sp. Univerzita Hradec Kralové, Prirodovédecka fakulta,

katedra biologie, diplomova prace (nepublikovany manuskript), 71 s.

Kryptosporidie jsou eukaryotni protozoarni paraziti infikujici gastrointestinalni
trakt ZivoCichl. Velmi zavazny az fatdlni pribéh miva kryptosporidiéza u
imunokompromitovanych jedincli, zejména u HIV séropozitivnich pacientii ve
stadiu AIDS a déti. Onemocnéni se projevuje prijmy, které jsou doprovazeny
kolikovymi bolestmi bticha, nauzeou, vomitem, zvySenou teplotou, nechutenstvim.
Cryptosporidium hominis. Cilem prace je zpracovani literarni reserSe v teoretické
¢asti a v experimentalni ¢asti monitoring pacienti Kliniky infek¢nich nemoci ve
Fakultni nemocnici v Hradci Kralové hospitalizovanych vroce 2015. Odebrané
vzorky stolice budou obarveny metodou podle Milacka a Vitovce a mikroskopicky
diagnostikovany. Vysledky budou zpracovavany statistickymi metodami. Hlavnim
cillem prace je stanovit promofenost timto patogenem a zjistit cetnost
kryptosporidiové infekce u déti. DalSim cilem je stanoveni, zda je ¢etnost oocyst
ve stolici zavisla na konzistenci stolice, zda pacienti s oslabenou imunitou jsou
nachylnéjsi ke kryptosporidiové infekci a zda oslabeny imunitni systém podporuje

mnoZeni parazita.
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Annotation

Forejtkova T. (2016). Laboratory diagnosis of prevalence by protozoal infection
Cryptospodium sp. University of Hradec Kralové, Faculty of Science, Department of

Biology, Diploma Thesis (unpublished manuscript), 71 p.

Cryptosporidium is a genus of protozoan parasites infecting the gastrointestinal tract
of animals. Cryptosporadium can have a very serious to fatal process with the
immunocompromised individuals, especially the HIV infected patients in AIDS stage
or with children. The disease is manifested by diarrhea, that is accompanied by
abdominal pain, nausea, vomit, and increased temperature, inappetence. The most
clinically important species in the human medicine are the Cryptosporidium parvum
and Cryptosporidium hominis. The thesis target is the sources research process in
the theoretical part and monitoring of patients hospitalized in Faculty hospital of
Hradec Kralove in 2015 on Clinic of Infectious Deseases. The collected stool samples
will be stained by the Milacek and Vitovec staining method and microscopically
valuated. The results will be processed by statistical methods. The central thesis
target is the prevalence evaluation by this pathogen and the prevalence
investigation of the cryptosporidiosis infection in children. Next target is the
detection oocysts quantity rexpectively if the oocysts quantity has an impact on
stool consistence, if the immunocompromised patients are more sensitive to

cryptosporidiosis and if the immunodeficiency stimulates the parasit reproduction.
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Uvod

Kryptosporidie jsou eukaryontni patogenni agens, jejichZ intracelularni reprodukce
je vazana na enterocyty ve stievnim epitelu v zoné mikroklkii. Rupturou enterocytu
je uvolnéno do lumen streva vysoké mnozstvi kulovitych, tlustosténnych, k vnéjSim
vliviim velmi rezistentnich oocyst, které se dale dostavaji ven z organismu béhem
defekace. Po dozrani mohou infikovat dal$i makroorganismus. Pokud je oocystami
tohoto patogenu kontaminovan vodni zdroj, mlize dojit k masivnim epidemiim a
epizoociim. Kryptosporidie zplisobuji priijmové onemocnéni, kryptosporidiézu, jak
u poikilotermnich, tak u homoiotermnich zivocichl. Zastupci pocetného rodu
Cryptosporidium jsou monoxenni Kkokcidie, znichZ klinicky nejvyznamnéjsi je
v humannim l1ékarstvi druh Cryptosporidium parvum, prenosny z hovéziho dobytka
na clovéka. U imunokompetentnich pacientli vyvolava vodnaté prijmy docasného
charakteru, avsak u imunokompromitovanych pacientdi, predevsim HIV
séropozitivnich ve stadiu AIDS, zptlisobuje trvalé onemocnéni ¢asto s dramatickym

pribéhem vedouci k trvalé neschopnosti tenkého stieva resorbovat Ziviny.

7

Vzhledem k dosud neobjevené ucinné terapii, je u téchto pacienti kryptosporidiova
infekce vaznou komplikaci, kterou je tfeba monitorovat u veSkerych
hospitalizovanych pacienti vykazujici suspektni symptomy, ale i u ostatnich
pacientd hospitalizovanych na infek¢nich oddélenich. Onemocnéni zplisobené timto
patogenem je castéjsi, nez se v poslednich desetiletich myslelo, protoZe se
kryptosporidiéza napriklad vyskytuje jako sekundarni onemocnéni nebo probiha
bezpriznakové. Ne ve vSech pripadech také dochazi k diagnostice. Proto se zabyvam
touto problematikou a chtéla bych dokazat, Ze promorenost timto patogenem je

vz

vyssi, neZ je vSeobecné znamo.

z

Prace je rozdélena na teoretickou a experimentalni ¢ast. Teoreticka cast je pojata
jako literarni reSerse, tedy formou prehledu dostupné literatury o daném tématu.
V prvni kapitole jsem nejprve zpracovala zakladni informace o kryptosporidiich,
jejich taxonomii, morfologii a Zivotnim cyklu. Nasledné v druhé kapitole popisuji
kryptosporidiézu, napriklad jeji virulenci, patogenezi, symptomatiku a terapii. Ve
treti kapitole zminiuji epidemiologii a prevalenci, v€etné zpisobtli prenosu. Ve ¢tvrté

kapitole se zaméruji na druhy kryptosporidii infikujici ¢lovéka. V posledni kapitole
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se vénuji diagnostice, zejména mikroskopické a uvadim prehled ostatnich

diagnostickych metod.

Experimentalni C¢ast prace probéhla pod =zastitou projektu MVDr. Zuzany
Cermakové, Ph.D. a Ustavu klinické mikrobiologie Fakultni nemocnice Hradce
Kralové. Sleduji v ni pacienty Kliniky infek¢nich nemoci ve Fakultni nemocnici v
Hradci Kralové hospitalizovanych vroce 2015. Z dostatecného mnozstvi
odebranych vzorki stolice byly vyhotoveny preparaty a nasledné byly obarveny
selektivni barvici technikou podle Milacka a Vitovce, kterou jsme zvolili jako
nejprikaznéjsi barvici metodu. Vysledky jsou zaznamenany v experimentalni ¢asti
diplomové prace se zachovanim anonymity vSech sledovanych pacienti. Vysledky
jsou dale zpracovavany statistickymi metodami, znichZz bude vyjadifena

promorenost timto onemocnénim.

Cilem vyzkumu je monitoring kryptosporidii jako infekéniho onemocnéni. Kromé
stanoveni promofenosti timto patogenem budeme zjiStovat, jestli je
kryptosporidiova infekce Cetnéjsi u déti do 12 let. Dale probéhne statistické

vyhodnoceni vysledkii pomoci testii hypotéz. Jsou stanoveny tyto hypotézy:
1. Cetnost oocyst ve stolici nezavisi na jeji konzistenci.

2. Oslabeny imunitni systém méné omezuje mnoZeni parazita.

3. Pacienti s oslabenou imunitou jsou nachylnéjsi ke kryptosporidiové infekci.

Dilezitost prace vidim v upozornéni na vysokou promotenost timto patogenem,
zejména u déti. Kryptosporididza prodélana v raném détstvi totiz miize mit trvaly
vliv na rist a vyvoj ditéte. Uvédomuji si vSak omezeni, které spociva v malém
mnozstvi souboru pacient a vtom, Ze byli vySetfovani pouze pacienti Kliniky

infek¢nich nemoci.



1 Teoreticka cast

1.1 Kryptosporidie

Kryptosporidie jsou jednobunéc¢ni protozoarni paraziti infikujici gastrointestinalni
trakt zivocichi, které jsou rozsirené kosmopolitné (0'Donoghue 1995). Byly dlouho
povazovany jen za parazity zvirat infikujici savce, ptaky a plazy (Schindler 2014).
Cryptosporidium parvum je castou priinou prijmového onemocnéni clovéka
zvaného Kkryptosporidiéza (Atlas 1995). Velmi =zavazny pribéh miva
kryptosporidiéza u pacienti s téZkym postizenim imunity (Jawetz 1989, Guk et al.
2004, Sunnotel et al. 2006) a to i vCeské republice (Votava 2003). U
imunokompetentnich jedinci ma onemocnéni obvykle docasny charakter a i bez
1é¢by ustoupi béhem nékolika tydnt (Votava et al. 2000); ¢asto po inkubacni dobé
trvajici ¢tyri az dvanact dnli nemoc trva nejcastéji deset az Ctrnact dni (Nester
1998). Kromé prijmu se v riizné mire pridavaji i dalsi priznaky: kolikové bolesti
bricha, nauzea, vomitus, flatulence, zvySena teplota, nechutenstvi aZ anorexie a
vahovy ubytek. U nékterych jedinci muZze infekce probéhnout bez patrnych

priznakt (Ditrich 2010).

Zatimco nékteré druhy jsou vysoce specializované a napadaji jen tizky okruh druhti
zivoCicht, u jinych druhd riznorodost hostiteld piilis nerozhoduje (Xiao et Fayer
2008). Vramci rodu Cryptosporidium rozliSujeme dvé fylogenetické vétve
kryptosporidii, jednu s mensimi oocystami a s afinitou ke stievu (k enterocytim),
druhou s vétSimi oocystami a s afinitou k Zalude¢nim Zlazam (Xiao et al. 2004b).
Infekéni stadia (oocysty) jsou velmi odolna vii¢i nepiiznivym podminkam prostiedi
a prezivaji velmi dlouhou dobu. Ve vhodnych podminkach (vlhka ptida, povrchova

voda) si mohou zachovat svou infek¢nost az Sest mésicii (Fayer et al. 1998).
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1.1.1 Historie

Oocysty kryptosporidii byly nalezeny v jeskynnich koprolitech lidského plivodu na
stredo-severnim pobteZi Peru. (Jira 2009). Viibec prvnim objevenym druhem bylo
Cryptosporidium muris. Upozornil na néj Tyzzer (1907) v praci pojednavajici o
sexualnich a asexualnich vyvojovych stadiich tohoto druhu, ktery ptreZival v travicim
traktu mysi, kde se parazit pomoci specializovanych organel prichycoval na
epitelové bunky hostitele (Tyzzer 1907). Tyzzer vroce 1912 popsal novy druh
Cryptosporidium parvum. Zjistil, Ze parazit, ktery byl identifikovan u laboratornich
mysi, obyva pouze tenké stievo, a Ze ve srovnani s Cryptosporidium muris jsou jeho
oocysty mnohem mensi. Postupné ucinil dalsi nalezy C. parvum i v tenkém strevé
kralikti (Tyzzer 1912). Tento druh objevil i u driibeZe, kde vSak parazit infikoval
pocatek tlustého stireva (Tyzzer 1929).

Kryptosporidie byly mnoho let opomijené, nebot jim nebyla prikldadana dostatecna
dllezitost jak zhlediska Ilékarstvi veterinarniho, tak zhumanniho. AvSak
Cryptosporidium meleagridis bylo popsano jako piivodce smrtelného onemocnéni u
Meleagris gallopavo f. domestica (krocana domaciho) (Slavin 1955). Byla taktéz
zjiSténa souvislost mezi kryptosporidiemi a prijmovym onemocnénim u skotu

(Panciera et al. 1971).

Prvni nalezy u ¢lovéka byly u¢inény nezavisle u triletého ditéte a devétatricetiletého
muZe snedostateCnou imunitou. Oba postiZeni Zili na farmé, kde byl chovan
dobytek, a oba trpéli silnym prijmovym onemocnénim (Meisel et al. 1976, Nimem
et al. (1976). Dalsi nalezy kryptosporidii u clovéka nasledovaly zahy i u osob, které
nebyly ve styku se zviraty, zejména u imunosupresivnich pacientd. Interhumanni
pfenos byl timto potvrzen. Vroce 1984 byla kryptosporidiéza Svétovou

zdravotnickou organizaci (WHO) oznacena za zoonézu (Pavlasek 1995).
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1.1.2 Taxonomie

Do fylogenetického systému jsou Kkryptosporidie zarazeny takto: FiSe
Chromalveolata, nadkmen Alveolata, kmen Apicomplexa (vytrusovci), tiida
Cryptosporidea, Celed Cryptosporidiidae (kryptosporidioviti), rod Cryptosporidium
(kryptosporidie) (Volf et al. 2007, Jira 2009).

Cryptosporidium jako jediny rod patii do tridy Cryptosporidea. Zatrazeni do
samostatné tiidy apikomplex si vyzadaly nékteré zvlastni vlastnosti jeho zastupct,
které se sice podobaji kokcidiim, ale jejichZ nejbliZzsi pribuzni, jak ukazuje
molekularni fylogenetika, jsou zrejmé hromadinky Gregarinea (Ditrich 2010).
Oproti gregarinam, které jsou veliké viadech stovek mikrometrd, jsou ale
kryptosporidie organismy velmi drobné, v fadech nékolika um (Volf et al. 2007).

Postaveni kryptosporidif v rdmci kmene vytrusovci je znazornéno na obrazku 1.
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Obrazek 1: Zarazeni kryptosporidii do hypotetického stromu vytrusovcti, upraveno podle

Slapety (2011).
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1.1.3 Morfologie a lokalizace

Kryptosporidie jsou specificky tkanové lokalizovany, a to v zéné mikroklki epitelu
traviciho traktu a epitelu dychacich cest. Nékteré druhy parazituji v epitelu
vystylajicim Zaludecni sténu. Netypicky se vSak mohou vyskytnout i vjinych
organech. Gregarinam se podobaji lokalizaci na povrchu infikovanych bunék, ale na
rozdil od nich se vyvoj kryptosporidii odehrava v ristové komirce (parazitoforni
vakuola). Tato lokalizace byva popisovana jako intracelularni extracytoplasmaticka
(Volf et al. 2007). Kryptosporidie maji dale silné redukovany zbytek mitochondrie
(Ditrich et al. 2003).

Oocysty kryptosporidii patii se svymi 2-7 pum k nejmensim oocystam (Rebanova
1998). Oocysty jsou kulovité nebo elipsovité (Jira 2009). U nékterych druht je
popisovan vyskyt dvou typl oocyst: tenkosténné v hostiteli zodpovédné za
autoinfekci a tlustosténné urcené pro vnéjsi prostiedi a mezihostitelsky pirenos. U
Cryptosporidium parvum jsou ve vétsiné pripadt, asi v 80 %, oocysty silnosténné a
rezistentni k pisobeni environmentalnich vlivli. Asi ve 20 % se vyskytuji oocysty
tenkosténné (Current 1988, Ditrich et al. 2005, Volf et al. 2007). Priklady oocyst

kryptosporidii jsou na obrazku 2.

Obrazek 2: Oocysty kryptosporidii. 1 - Cryptosporidium muris, 2 - C. parvum, 3 - C. bayleyi,
4a, 4b - C. meleagridis (Chroust et al. 1998).
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1.1.4 Zivotni cyklus

Zivotni cyklus kryptosporidif je slozity a dosud neni zcela presné objasnén. Na

obrazku 3 je jeho ndzorna ilustrace zachycujici jednotlivé vyvojové faze.

.,

TTHALY
POLITE F @\\
» TLUSTOSTENNE _ \
SPOROCONIE T -~ DOCYSTY /@ I~
TENKOSTERKE @
; v,
’ \x\' e
e \}!-ﬁ:—__..- L _-;_-t"-;"
| atoinfekee S~ 2 &
- T ) ‘."-\
R, e & \ '
e ."-\.--.,_"3.%.‘.:_ - '}?'\i\\. . .
‘\Q S 3
: :\x\ R T N,
% s . % -y Q} __.Irf
0 'df!-‘ -/
“#
D %Y o .
F 2 % 5 ':E:: : -\:i—\
& schizofit <8 Q / &
merdzoity p o
N\ -

Obrazek 3: Zivotni cyklus kryptosporidii, upraveno podle Caccio et Putignani (2014).

Kryptosporidie jsou monoxenni paraziti, a tedy prochdazeji Zivotnim cyklem
v travicim epitelu jednoho hostitele. Slozity Zivotni cyklus se sklada ze 4 fazi:
excystace, merogonie, gametogonie a sporogonie. Samotny vyvojovy cyklus se déli
na sexudlni a asexudlni reproduk¢ni fazi. Dale je mozno podle pribéhu vyvojového
cyklu délit zastupce na dvé razné skupiny. U prvni skupiny dochazi k vyvoji v
Zalude¢nim epitelu a u druhé ve stievnim epitelu. Druhy infikujici epitel stiev
vytvareji mensi a kulaté oocysty, zatimco druhy vyvijejici se v Zaludku svého
hostitele maji vétsi a ovalny tvar (Current et al. 1986, Precechtél et al. 1990, Jira

2009, Caccio et Putignani 2014).
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Nejlépe je probadany cyklus Cryptosporidium parvum. Zivotni cykly ostatnich druhii
jsou vsak stejné nebo velmi podobné. Cyklus zacina excystaci napriklad v tenkém
strevé. Uvolnéni sporozoiti adheruji k mikroklklim enterocyti pomoci vice nez 20
povrchové aktivnich proteinii. Sporozoiti se méni v jednobunécné trofozoity neboli
merozoity. Ti jsou situovani v parazitoforni vakuole pod bunéfnou membranou
enterocytu, nikoliv v cytoplazmé. Proto se jedna o intervilézni nebo intracelularni-
extracytoplazmatickou lokalizaci, ¢imz se odliSuji napriklad od izospor. Prominuji
do prusvitu streva, a tedy se nezanofuji do cytoplazmy. Od ni jsou oddéleny
prichytnou ploskou, coZ je elektrondenzni struktura, ktera predstavuje
intracelularni kompartment v apikalni oblasti enterocytu. Predpokladanym mistem
pro pifjem vyzivnych latek je zvlastni membranova struktura parazitarniho ptivodu
umisténd nad prichytnou ploSkou a zvana feeder organelle, do niZ zasahuje
endoplazmatické retikulum parazita. Resorp¢ni plocha je zvétSena cCetnymi
membranovymi zahyby. Tato organela je vlastni pouze kryptosporidiim. Nasledny
energeticky metabolismus zavisi na glykolyze. Je jak aerobni, tak anaerobni a

probiha v redukované mitochondrii (Ditrich et al. 2005, Jira 2009).

Z trofozoitli po trech karyokinezich procesem merogonie a tedy asexudlnim
mnoZenim vznikaji meronti I. typu s 8 merozoity, ktefi po rozruSeni hostitelského
enterocytu invaduji dalsi burikky. Mohou se dale mnozit asexudlné a vznikaji dalsi
meronti [. typu nebo se formuji v meronty II. typu se 4 merozoity II. generace, kteri
vstupuji do sexualni faze - gametogonie (Current et al. 1986, Ditrich et al. 2005, Jira

2009).

Gametogonie je dalsi proces mnoZeni, kdy se vytvareji jednojaderni makrogamonti
a vicejaderni mikrogamonti. Makrogamonti davaji vzniknout makrogametocytiim a
z mikrogamontl se uvoliiuje 16 pohyblivych mikrogamet do lumen stfeva. Po
fertilizaci makrogamety mikrogametou vznika zygota a z ni oocysta s bezbarvou
dvouvrstevnou sténou. V oocysté se transformaci stény vytvori jedna tetrazoicka
sporocysta obsahujici rezidualni télisko (Current et al. 1986, Ditrich et al. 2005, Jira
2009).

Sporogonie v oocysté probiha bud’ jesté v enterocytech nebo aZ po jejim uvolnéni do

prusvitu stireva. V obou pripadech se jedna o endogenni sporulaci a oocysty jsou
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infekéni ihned ve vyloucené stolici. Cestou autoendoinvaze nebo autoinfekce se
infekéni sporozoiti uvolnuji jiz ve stfevé a napadaji enterocyty, v nichZ znovu

probéhne cyklus merogonie (Jira 2009, Caccio et Putignani 2014).

Excystaci oocyst aktivuji nejspis hostitelské signaly, jakymi jsou teplota, zmény pH,
zluCové soli, proteazy, specifické lektiny a dals$i neobjasnéné faktory (Jira 2009,
Caccio et Putignani 2014). Cely vyvojovy cyklus trva 12 - 14 hodin (Ditrich et al.
2005).
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1.2 Kryptosporididza
1.2.1 Patogenita a virulence

O skuteCnosti, zda jsou Kkryptosporidie schopny hostitele vibec infikovat se
rozhoduje v prvnich fazich interakce sporozoitli nebo merozoiti s hostitelskou
burikou, tedy pri adhezi a internalizaci (proniknuti parazita do burky). Rozhoduji
faktory nazyvané determinanty virulence. Jde o adhezni proteiny, sporozoitovy
protein bohaty na cystein, glykoproteiny a specifické lektiny. Cysteinové a serinové
proteazy a argininova aminopeptidaza se podileji na internalizaci, ale podileji se jiZ
i na excystaci. Po adhezi sporozoitii zahajuji epitelidlni buniky produkci cytokind,
které aktivuji fagocyty. Ty pak produkuji histamin, serotonin, adenosin,
prostaglandiny a nékolik dalSich faktor(, které hlavné tlumi zanétlivé procesy ve
strevé. Navic tyto latky zvysuji sekreci vody a inhibuji absorp¢ni schopnost streva.
Bunky strevni sliznice jsou poskozovany jak primo invazi kryptosporidie tak i
neprimo. Disledkem je atrofie klkli a hyperplasie krypt. Kryptosporidie dale
inhibuji apoptézu hostitelskych bunék a naopak ji indukuji u okolniho
neinfikovaného epitelu. Diky tomu je spolecné stlumenim zanétu zajiSténo

prezivani kryptosporidii ve stfevni sliznici (Ditrich et al. 2005).

Minimalni infek¢ni davka pro ¢lovéka je podle Jiry (2009) 10 - 100 oocyst. U lidi jsou
nejcastéjsi pri¢inou kryptosporidioz strevni druhy kryptosporidii, nebot jsou lépe
adaptovany k dlouhodobému preZivani ve vnéjSim prostiedi, nez druhy zaludecni

(Kvac et al. 2005).
1.2.2 Imunologie

Vyvoj kryptosporidie je spojen se sliznicnimi povrchy, coZ znamena, Ze lokalni
imunitni reakce se vazi na slizni¢ni lymfatickou tkan. Diky své intracelularné-
extracytoplazmatické lokalizaci se imunitni odpovéd odliSuje od mechanismi
imunity jinych intracelularnich paraziti. V rdmci neadaptivni imunity zplsobuji
kryptosporidie rizné slizni¢ni ochranné reakce, které omezuji mnozeni parazitd,
drive neZ T lymfocyty navodi zanétlivé zmény a je podporena fagocytarni aktivita.
Vramci adaptivni imunity se u c¢lovéka (i zvirat) zvySuji hladiny specifickych

imunoglobulinti v krvi a sekretu stievni sliznice. Titry IgG perzistuji nékolik let po
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nakaze, titry koproprotilatek IgA a IgM stoupaji béhem nakazy a klesaji béhem
odeznéni. HIV pozitivni ¢i nemocni AIDS vykazuji vysoké titry specifickych
sekrec¢nich IgA (Jira 2009).

V Casné fazi infekce Th1 lymfocyty produkuji interferon IFN-y, ktery se podili na
odolnosti enterocytii proti nakaze C. parvum. Existuji ale i dal$i mechanismy
lymfocyty. Cim mensi je jejich pocet, tim vétsi je vnimavost k ndkaze a tiZe jejiho

pribéhu, coz je patrné pravé u pacientd s HIV pozitivitou nebo AIDS (Jira 2009).
1.2.3 Symptomatika a patogeneze

Masové rozmnoZeni paraziti ve stfevnim epitelu (zvlasté vyrazné u
Cryptosporidium parvum) vede Kk destrukci enterocytli. Kryptosporidie zplisobuji
zplosténi kartackového lemu, atrofii stfevnich klkii a naslednou malabsorpci.
Postupnou dilataci stievnich krypt dochazi ke snizeni enzymatické aktivity strevni
mukozy. Hypersekrece tekutin a elektrolytli v proximalni ¢asti tenkého streva se
klinicky manifestuje vodnatymi nekrvavymi prijmy, které pii ndkazach C. parvum
maji charakter prijmu cholerového. Prijmy jsou doprovazeny dalSimi
gastrointestindlnimi obtiZemi, jako jsou bolesti bricha a krece, nevolnost,
nechutenstvi, dale ztrata hmotnosti a inava. U imunokompetentnich jedincii ma
onemocnéni obvykle do¢asny charakter a i bez 1é¢by ustoupi béhem nékolika tydnf.
U osob s rozvracenou imunitou (napt. AIDS) dochazi k trvalému onemocnéni, ¢asto
s dramatickym pribéhem a Zivot ohrozujicimi nasledky, protoze zpulsobuje
dehydrataci, rozvrat rovnovahy elektrolyti, hubnuti zplisobené neschopnosti
stfeva resorbovat Ziviny (Bednat et al. 1996, Chroust et al. 1998, Nester 1998,
KoziSek 2005). Nespecifickymi ptriznaky mohou byt i bolesti hlavy, svaldi, celkova
slabost a malatnost (Ramirez et al. 2004). Symptomy jsou u dospélych a déti
podobné, ale kryptosporidiéza prodélana v raném détstvi mlze mit trvaly vliv na

rist a vyvoj ditéte (Mglbak et al. 1997), dokonce i na dusevni rozvoj (Jex et al. 2011).

Symptomy infekce C. parvum jsou v rozmezi mirného prijmu az vice tézkého a
hojného prijmu, zalezi na imunokompetenci pacientd. Po kratké prepatentni
periodé trvajici obvykle 2-10 dni nastupuje patentni perioda trvajici 6-40 dni.

Perioda vodnatych prijmi je dlouha asi 4-10 dni a u imunokompetentnich jedincti
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dojde k samovolnému vyléceni. Kryptosporidiéza miiZe probihat i bezpriznakové. U
imunokompromitovanych jedincti se jednotlivé periody prodluzuji a prijem

prechazi v chronicky (Anane 2011).

V USA byly popsany ctyti hlavni klinické syndromy: chronicky prijem postihujici 36
% pacientd, cholefe podobné onemocnéni u 33 % postiZenych, prechodny prijem u

15% nemocnych a relapsni onemocnéni u 15 % pacienti (Anane 2011).

Onemocnéni diseminuje i do dalsich organti. Sif{ se do dal$ich usek@ zaZivaciho
traktu smérem kranidlnim i kaudalnim, napt. C. parvum byla nalezena v travici
trubici od faryngu aZz po rektum. Dale postihuje sliznici Zlucovodil, vyvody
pankreatu a dychaci trakt, kde zplisobuje pneumonii. Schopnost sporozoitii se
uvolnovat z oocysty i spontanné castecné vysvétluje, pro¢ kryptosporidie mohou
infikovat extraintestinalni mista lokalizace, jako je pravé dychaci trakt nebo spojivka
oka (Talaro et Talaro 1993, Chroust et al. 1998, Ditrich et al. 2005, Goering 2009,
Jira 2009).

Bylo popsano mnoho pripadi gastritidy. Jedny z nejkomplikovanéjsich gastrickych
problémt jsou antraln{ ziZeni Zaludku a vystupni obstrukce vedouci k nevolnosti a
zvraceni, které nakonec miiZzou zpiisobit zavazné sniZeni piijmu Zivin (Iribarren et
al. 1997, Moon et al. 1999, Anane 2011). V neposledni radé kryptosporidiéza
zplsobuje zanét slepého stireva (Oberhuber et al. 1991). U pacientti s AIDS trpicich
kryptosporidiézou je diilezitou komplikaci také cholangitida, zejména sklerotizujici
cholangitida, tedy zanét a fibréza Zlu€ovych cest. Onemocnéni se projevuje vyraznou

bolesti a v diisledku mtiZe vést az k cirho6ze jater (Forbes et al. 1993).

Kryptosporidi6za je velmi bézna infekce u lidi s AIDS. U jedincti s CD4+ T buiikami
v po¢tu niz$im neZ 200/mm? krve je priijem nevratny, dochazi ke smrti nasledkem
metabolického rozvratu (Ditrich et al. 2005, Goering et al. 2009). Mezi dalsi
imunokompromitované osoby, které mohou onemocnét svysokym rizikem
kryptosporidiézou, patfi jedinci trpici syndromem hyperimunoglobulininemie
(Hyper-IgM imunodeficit X-vazany = XHIM), s mutaci v genu pro antigenni ligand
CD40, jedinci s deficitem vy-interferonu, déti trpici leukémii a pacienti po
transplantaci organt, naptiklad ledvin (Caccio et al. 2009, Caccio et Putignani 2014).

Za zminku stoji souvislost mezi XHIM syndromem a nadorem slinivky, jater a
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ZluCovych cest, ukazalo se, Ze kryptosporidie mohou hrat dilezitou roli p¥i vyvoji

malignity (Hayward et al. 1997).
1.2.4 Terapie

Specificka 1é¢ba se zretelnym ucinkem zatim neexistuje. Onemocnéni vSak reaguje
na symptomatickou lécbu snahradou tekutin nebo je mozné podavat strevni
dezinficiens. Doposud bylo vyzkouSeno nékolik 1éciv, ale Casto s nevyraznym
ucinkem, jako tomu je u spiramycinu a sulfonamidd. Nitazoxanide je nedostatecné
vyhodnocen, paromycin a azitrhomycin sniZil tvorbu oocyst, ale nepotlacil infekci

(Precechtél et al. 1990, Greenwood et al. 1999, Goering et al. 2009).

Symptomatickd lécba je omezena na rehydrataci perordlné ¢i infuzi roztoky
elektrolytli a na podpirnou terapii dietou (Jira 2009). U pacientii s HIV infekci je
nejlepsich vysledkd dosaZeno antiretroviralni terapii, Highly active antiretroviral
therapy (HAART). Lécba zaznamenava zlepSovani symptomu prijmu. To miZe byt
v disledku inhibitort proteazy pouzivané v kombinované terapii interferujici primo
s C. parvum proteazou podilejici se na protozodrnim Zivotnim cyklu. Kromé toho ma

HAART za vysledek sniZeni zatéze HIV (Goering et al. 2009).

Ktlumeni a 1écbé kryptosporidiézy je moZné pouzit probiotickych bakterii.
Metabolity Lactobacillus acidophilus a L. reuteri snizuji infektivitu a poc¢ty oocyst u
telat i imunosupresivnich pacienti (Ditrich et al. 2005). U telat byla rovnéz

vyzkouSena peroralni vakcinace oocystami ozarenymi y zarenim (Hubalek 2000).
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1.3 Epidemiologie a prevalence
1.3.1 Zpisob pirenosu

Nékaza se $iri fekalné oralni cestou a také inhalaci. Je prokazan antropozoonoticky i
interhumanni prenos. U Cryptosporidium hominis je to zvlasté interhumanni prenos.
Imunodeficitni postiZeny miiZe prijmem vyloucit azZ 1 mld. oocyst za den. K prenosu
dochazi také kontaktem s faeces dobytka a pri piti kontaminované vody. U ¢lovéka
bylo popsano i Sifeni vzdusnou cestou. Celkové nejzavaznéjsi rizikovy faktor je
kontaminovand voda, piredevsim co do poctu nakazenych osob. Nakazit se miizeme
iz vody slané ¢i pojidanim moftskych Zivoc¢ich(, napriklad mlzl (Cerastoderma edule,
Mytilus galloprovincialis). Mechanicky mohou byt pfenaseny i vektory (mouchami a
koprofagnimi brouky), u kterych se vyskytuji na jejich vnéjSim povrchu a v travici

trubici (Chroust et al. 1998, Hubalek 2000, Ditrich et al. 2005, Jira 2009).

Nejcastéji je zdrojem infekce kontaminovana pitna voda, protoZe kryptosporidie
maji vysokou odolnost vic¢i béZzné pouzivanym diavkam chloru nebo oxidu
chloric¢itého. NakaZeni jidlem se ukazuje jako nejméné casta pricina, presto se lze
nakazit nepasterizovanym mlékem, jogurty, tepelné neupravenymi masnymi
vyrobky, zeleninou ¢i mosty z ovoce. Napriiklad v jogurtové kulture ziistavaji pri 4 °C

oocysty Zivotaschopné minimalné 8 dni (Kvac et al. 2005, KoZiSek 2005).

Mezi nejrizikovéjsi skupiny patfi déti a zaméstnanci v peCovatelskych domech,
farmari a zdravotni pracovnici (Fayer et al. 2000). Dale turisté cestujici do
rozvojovych zemi svysokym stupném vyskytu infekce (Ramirez et al. 2004).
Oocysty Cryptosporidium parvum byly nalezeny na povrchu syrové zeleniny
prodavané na trzisStich v Kostarice, Peru a Limé (Monge et Arias 1996). Zelenina
byva kontaminovana zvifecim trusem, nejcastéji v podobé hnojiva a také

kontaminovanou zalivkou. Snadno se nakazi pravé péstitelé této zeleniny zijici ve

Spatnych hygienickych podminkach (Fayer et al. 2000).
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1.3.2 Prevence

Vyznamnym epidemiologickym faktorem kryptosporidif je vysoka odolnost oocyst
vici zevnim vliviim se zachovanim jejich infektivity. Pfesto pocet Zivotaschopnych
oocyst klesa ptisobenim raznych prirozenych vliv{, hraje zde roli naptiklad teplota,
hnilobné procesy a voda, protoze oocysty jsou malo odolné vici vyschnuti (Kvac et
al. 2005).

Nejlépe kryptosporidiéze mizeme predejit hygienickymi opatienimi, budovanim
kanalizaci a vreZimu CiSténi odpadnich vod. Cilem téchto opatfeni je zamezit
kontaminaci povrchovych vod fekdliemi (Ditrich 2010). V soucasnosti
nejvyznamnéjsi krok pro odstranéni oocyst pri upravé pitné vody je piskova filtrace.
Budoucnosti v odstranovani ¢i devitalizaci kryptosporidii je membranova filtrace ¢i
oSetireni vody UV zarenim. Pfi pokusech s UV zarenim se ukazalo, Ze samo o sobé ma
pouze CasteCny inaktivacni ucinek. Spolecné s pilisobenim teploty 45 °C jiz po 2
hodinach expozice byly inaktivovany vsSechny oocysty. Jako nejvyznamnéjsi
inaktivac¢ni faktor se tedy ukazuje praveé teplota. Nejvétsiho inaktiva¢niho ticinku lze
dosahnout pti teplotach pod -20 °C a nad 45 °C pri dostate¢né dobé expozice (Kvac
etal. 2005).

Také podle Chrousta et al. (1998) teplota a vlhkost umoZiuji oocystdm dlouhou
dobu Zivotaschopnosti, které zlistavaji infek¢ni az po dobu jednoho roku. Oocysty
kryptosporidii spolehlivé ni¢i peroxid vodiku a chlordioxid, vysoké teploty (65 °C za
20 minut) a zmrazeni. Ozonizace vody rovnéz napomaha devitalizaci oocyst. Naopak
jsou oocysty velmi odolné vici béznym dezinfek¢nim prostiedkiim (amoniak a
formaldehyd), pouZivanych v lékarskych zatizenich a laboratorich (Fayer et al.
2000).

Nejjednodussi zpiisob dezinfekce vod urcenych pro pitny rezim hlavné v tropickych
a subtropickych oblastech, kde neni pristup ke kvalitni pitné vodé, je solarni
dezinfekce, kde je slunce zdrojem prirodniho UV zareni. Vodu v plastovych lahvich
je mozné vystavit plisobeni primého slune¢niho zareni. Doba expozice je nutna
minimalné 4 - 5 hodin, zaleZi na typu plastového obalu: béZny PET polymer dovoluje
UV zareni pronikat obalem, stejné tak PE a PP. Jako umély zdroj je moZné pouzit

specialni vybojky naplnéné parami rtuti. Jako dalsi zpisob dezinfekce je mozné
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pisobeni tepla. Pii 20 °C jsou oocysty infekéni 6 mésici, pri 25-30 °C jen 3 mésice, a
nakonec pii 72 °C jsou po 5 sekundach oocysty neinfek¢ni. Nejlepsi je vyuZiti
kombinace obou zpiisobi, tedy ptisobeni UV zafenim 4 - 8 hodin a teploty 45°C. UV
zareni a teplo jsou tedy vhodné a levné alternativy dezinfekce vod kontaminovanych

kryptosporidiemi (Kvétonova et al. 2004).

Roli pfi odstrafiovani oocyst kryptosporidii z vody maji rtizni vodni bezobratli.
V povrchovych vodach se oocysty dostavaji do kontaktu s planktonnimi i bentickymi
bezobratlymi Zivoc¢ichy a pro mnohé z nich se mohou stat soucasti jejich potravy.
Predacni aktivita byla zaznamenana u nalevniki (Euplotes patella, Paramecium
caudautum, Stylonychia mytilus). Oocysty, které prosly travicim traktem viiniki
(Asplanchna, Brachionus, Epiphanus, Euchlanis, Monostyla, Philodina), jiZ nejsou
schopné dalsi infekce. PerlooCky Daphnia pulicara také snizuji infektivitu oocyst a
aktivné je vyhledavaji. Probéhly pokusy také na zabronozkach a mlzich, ale ukazalo
se, Ze jsou naopak prenaseci oocyst. ZabronoZKky infikuji svoje predatory - ryby. Na
zabrach mlzi mohou dlouhodobé pieZivat. Druhy, které jsou pojidany v syrovém
stavu, napiiklad dstiice, mohou infikovat clovéka. Nékteré druhy ale opét plisobi na
oocysty inaktivacné. Mlzi se tak spiSe vyuzivaji jako indikatory kontaminace vody
kryptosporidiemi, ktefi je také pomalu vychytavaji. Jako zdroj infekce v naSich

podminkach se neuplatiiuji (Ditrich et al. 2010).

Ditrich et al. (2004) provedli studii zaloZenou na pouziti mlzi jako indikatora
vyskytu kryptosporidii. Pokusy probéhly na pisniku Mélice a na prehradé Orlik.
Z Mélic pouzili velevruba malifského (Unio pictorum) a zOrliku Skebli fi¢ni
(Anodonta cygnea). Zabry téchto mlzi se ukazaly jako Géinny filtr, protoZe zachytily

oocysty Cryptosporidium parvum.

23



1.3.3 Epidemiologie

Velmi vyznamnym epidemiologickym faktorem je hostitelska specificita a od ni se
odvijejici mozZnost pienosu z jednoho hostitelského druhu na jiny. VétSina starsich
udajt se vztahuje k druhu Cryptosporidium parvum s. 1. a ¢asto se jedna o informace
tykajici se nékolika druhii s odliSnym hostitelskym spektrem. Diive byly bézné
zaménovany jednotlivé genotypy zamérené na rtizné hostitele, u C. parvum je zndm
mySi genotyp zaméreny na hlodavce a bovinni typ s nizkou hostitelskou specifitou
schopny infikovat rzné druhy savct (véetné mysi) (Ditrich et al. 2005). VétSina
genotypl je v soucasnosti povazovana za samostatné druhy, viz nasledujici kapitoly

tykajici se jednotlivych druhd.

Kontaminaci vodnich zdroji oocystami miize dojit k masivnim epidemiim. Na viné
pii epidemiich kryptosporidiézy zvody jsou zejména C. hominis, C. parvum, C.
meleagridis, ¢asto plisobi sou¢asné vice druhd (Ditrich 2010). V Ceské republice
nebyla dosud hlasena Zadna epidemie z vody zptlisobena kryptosporidiemi. Neni
vSak vyloucen jejich podil na nékteré z epidemii, u nichz se plivodce nepodarilo

prokazat (Kozisek 2005).

Na obrazku 4 jsou shrnuty faktory ovliviiujici rozsireni kryptosporidii a kontrolu
nad nimi. Na epidemie kryptosporidiéz maji vliv zejména geograficka distribuce, se
kterou souvisi hygienické a stravovaci navyky, systém upravy vody, venkovské ¢i
méstské prostiedi. Diilezity je hlavné imunologicky status, dale vék a pohlavi. Je
potfeba sledovat kontaminace vod, nepodcenovat symptomy a spravné
diagnostikovat (Caccid et Putignani 2014). ZvySené teploty a srazky jsou také
spojovany s nartistem vyskytu kryptosporididzy, v tropickém podnebi se uplatiuji
zejména srazky, v mirném podnebi zvySena teplota (Jagai et al. 2009). Vyskyt
kryptosporididz vykazuje také silnou sezénnost. Sezénnost se pro rizné druhy lisi

vzhledem k rozdilu v prenosovych cestach (McLauchlin et al. 2000).
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Obrazek 4: Faktory ovliviiujici rozsireni kryptosporidii a kontrola nad nimi, zpracovano

podle Caccio et Putignani (2014).
1.3.4 Promorenost

U pacientii s AIDS pisobi kryptosporidie jako oportunni patogen (Carey et al. 2011).
Jejich rozsireni je kosmopolitni. Nejvétsi prevalence je v zemich tretiho svéta
zdlivodu neadekvatni hygieny (Talaro et Talaro 1993). Vyskyt oocyst
kryptosporidii se ve stolici u lidi pohybuje kolem 4 % u détia 1 - 2 % u dospélych,
v riznych zemépisnych sSitkach miize dosahnout prevalence u clovéka 6 - 27 % pfri
asymptomatickém pribéhu onemocnéni. Imunokompetentni déti onemocni

nejcastéji v prvnich dvou letech Zivota (Chroust et al. 1998).

Na delté reky Nil probéhla dvouleta studie kryptosporididzy u déti s prijmem. Byla
zjiSténa prevalence 17 %, nakaZeno bylo 241 déti z 1275. U déti do jednoho roku
véku byla 2,4x vétsi pravdépodobnost, Ze jsou infikované oproti star$Sim détem. Déti
ve véku 1 - 2 let mély 1,9x vétsi pravdépodobnost infekce nez starsi déti. Dale se
ukazalo, Ze kojeni ma vyznam v ochrané proti onemocnéni (Abdel-Messih et al.
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2005). Studie provedena v Nigerii zjistila, Ze prevalence u déti je 19,4 %, bylo
nakazeno 134 z 692 déti (Molloy et al. 2011).

0 vysoké prevalenci u déti svédci i studie provedena v Peru. Béhem ctyr let bylo
sledovano 533 déti. Za tu dobu se infekce vyskytla 156x u 109 déti (Cama et al.
2008). VPeru probéhla i jedna znejrozsahlejSich studii kryptosporidiozy
imunodeficientnich pacientli. Kryptosporidie byly nalezeny u 354 HIV pozitivnich
pacientli. Objevené druhy s procentudlnim zastoupenim: Cryptosporidium hominis
67,5 %, C. meleagridis 12,6 %, C. parvum 11,3 %, C. canis 4 %, C. felis 3,3 %, C. suis 0,5
% (Ditrich et al. 2005).

Studie o promorenosti kryptosporidii u riznych etnik probéhla ve vychodnim
Slovensku. Celkem byla vySetifena stolice 103 déti, 54 chlapcti a 49 divek. 53 déti
bylo romského ptivodu a 50 déti neromského ptlivodu predstavovalo kontrolni
skupinu. Ukazalo se, Ze riziko kryptosporidiové infekce je u romskych déti témér

dvanactkrat vyssi v porovnani s neromskymi détmi (Hasajova et al. 2014).

Vzhledem Kktomu, Ze onemocnéni probihd ve velkém mnozZstvi pripadi
asymptomaticky, jsou provadény studie i tohoto typu. V Indonésii bylo vySetieno
917 pacientli s akutnim prijmovym onemocnénim a byla zjiSténa promoienost
oocystami u 2,8 % (26 pacientii). V kontrolni skupiné bylo 1043 pacientli a
promotenost byla 1,4 % (15 pacientti) (Katsumata et al. 1998). Byla provedena i
studie hostitelské genetické nachylnosti k infekci. V Bangladési po dobu tii let bylo
sledovano 226 déti ve véku od 2 do 5 let. U 42,5 % byla diagnostikovana
kryptosporidiova infekce. 22,6 % déti mélo asymptomatickou infekci, 25,7 % mélo
symptomatickou kryptosporidiézu, z nichz 29,3 % mélo recidivujici onemocnéni.
Dale se ukazalo, Ze déti se symptomatickou i asymptomatickou infekci s nejvétsi
pravdépodobnosti nesou lidsky leukocytarni antigen. Ten mliZze mit rizné alely
(tridy I a II). V budoucnu by se mohla ukazat souvislost mezi symptomatickou a
asymptomatickou infekci s prislusnou alelou. Jednalo se o prvni popis genetického
komponentu imunitni odpovédi na kryptosporidiovou infekci (Kirkpatrick et al.

2008).

Jedna z hlavnich ptic¢in priijmového onemocnéni v rozvojovych zemich je pravée

kryptosporidiéza (Nemes 2009, Shirley et al. 2012). JenZe kontrola a 1éCeni infekce
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jsou stale problematické. Kontrola je zaméfena predevSim na prevenci, ktera je
nedostatecnd. OhroZeni jsou nejen imunokompromitovani jedinci a déti, ale i starsi
osoby a zejména podvyziveni lidé. Ti dale ohroZuji i imunokompetentni osoby. Proto
je potreba sledovat globalni infekci na nékolika udrovnich, a to i u
nesymptomatickych osob. Kryptosporidiéza je stale podcenovana i diky
omezenému pouzivani vhodnych diagnostickych nastroji (Caccid et Putignani

2014).

Co se tyce jednotlivych druhii kryptosporidii, jejich geograficka distribuce se lisi.
Xiao et Ryana (2008) zjistili, Ze Cryptosporidium parvum a C. hominis jsou
zodpovédné za vice nez 90 % pripadi lidské kryptosporididzy ve vétSiné oblasti. Ve
Spojeném kralovstvi, jinych evropskych zemich a Novém Zélandu je C. parvum
zodpovédny za vice infekci nez C. hominis (Xiao 2010). Na Stfednim vychodé je C.
parvum dominantnim druhem u lidi. C. hominis je zase zodpovédny za vice infekci ve
Spojenych statech, Australii, Ciné, Japonsku a ve vétsiné rozvojovych zemich. Ale
také pocet onemocnéni zplisobenych C. meleagridis miiZe byt v urcitych oblastech

svéta stejné vysoky jako u C. parvum (Cama et al. 2008).

Na tizemi Ceské republiky toto onemocnéni neni piilis ¢asté. Epidemie z vody nebyla
zaznamenana. HIV pozitivnich pacientd, ve srovnani s jinymi staty, u nas také neni
velké mnozZstvi. Pfesto u nich nalézame zejména C. parvum a C. hominis, ten spiSe
vzéacné. (Ditrich et al. 2005, Kva¢ et al. 2005). Podle Pumanna et Saska (2004) je
vyskyt oocyst v povrchovych vodach béZzny. NejcastéjSim zdrojem oocyst v nich jsou
zvirata volné Zijici i domaci a necisténé i CiSténé odpadni vody. Koncentrace oocyst

ve vodeé vSak byva nizka.
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1.4 Druhy kryptosporidii

V soucasné dobé existuje 30 platnych pojmenovanych druhd kryptosporidii, 14
z nich parazituje u lidi, 28 z 30 druhli mohou byt identifikovany s pouzitim tplné
nebo C¢aste¢né ssrRNA (Slapeta 2013). V nasledujici podkapitole jsou uvedeny
nasleduje podkapitola s tabulkou 1, kde je soupis vSech platnych druht, a obrazek 5

s fylogenetickym stromem. Druhy jsou fazeny podle roku objeveni druhf.
1.4.1 Druhy Kkryptosporidii infikujici ¢clovéka
Cryptosporidium muris Tyzzer, 1907 - kryptosporidie mysi

Kryptosporidie infikuje Zaludecni zlazy zejména hlodavct (kiecek, veverka, mysice,
hrabos), ale také velbloudli, damand, makakd a zarovenn imunokompetentni a
imunodeficitni lidi. Jeho patogenita je ale nizka. Oocysty dosahuji velikosti 7,4 x 5,6

um (Chroust et al. 1998, Xiao et al. 2004b, Ditrich et al. 2005, Jira 2009).
Cryptosporidium parvum Tyzzer, 1912 - kryptosporidie mala

Tento druh zahrnuje predevsim takzvany genotyp II, bovinni, ale diive zahrnoval
fadu dalsich genotypt, které jsou v soucasnosti popsany jako samostatné druhy. C.
kopytniky, hlodavce, zajicovce, primaty vcetné clovéka, Selmy, pravdépodobné i
dalsi rady, dokonce i ptaky (experimentalné). Predpoklada se, Ze je infekcni pro
vétSinu savct. Je nejlépe prozkoumanym druhem a tyka se ho vétSina informaci o
imunitni odpovédi, biochemickych cyklech apod. V Ceské republice je nejvice
rozsifeny v chovech hospodatskych zvirat, nalézame ho u clovéka, zejména u déti.
Oocysty jsou pritomny v povrchovych i hlubinnych vodnich zdrojich, jez predstavuji
relativné vysoké riziko pro imunodeficientni i imunokompetentni jedince. Zdrojem
nakazy pro Clovéka jsou nejcastéji telata. Velikost oocyst je 5,4 x 4,5 pm (Chroust et
al. 1998, De Graaf et al. 1999, Fayer et al. 2000, Ditrich et al. 2005, Jira 2009, Votava
etal. 2010).
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Cryptosporidium meleagridis Slavin, 1955 - Kryptosporidie krocani

Jedna se o druh poprvé popsany u krocana, ale je zde zahrnut i genotyp III izolovany
u lidi. Bylo popsano nékolik subtypt. Je infekéni pro nékteré druhy domacich a
divokych ptak, kde parazituje ve streve, a dale je infek¢ni pro imunosuprimované
mySi. Experimentalné 1ze prenéstinajiné druhy, napr. hlodavce a telata. Byl objeven
jako ptvodce nékolika epidemii z vody (Velka Britdnie). Predstavuje riziko pro
imunodeficitni i imunokompetentni jedince. Oocysty jsou velké 5,4 x 4,6 pm

(Chroust et al. 1998, Ditrich et al. 2005, Jira 2009).
Cryptosporidium felis Iseki, 1979 - kryptosporidie koc¢ici

Druh vyskytujici se zejména u koCkovitych Selem, ale také u hovéziho skotu a lidi.
Znacné se podoba C. parvum, také napada stievo, ale lisi se od néj mensSimi
oocystami. Zatim u tohoto druhu nebyly shromazdény dostate¢né pocty udajt, ale
pravdépodobné také predstavuje riziko pro imunodeficitni i imunokompetentni

jedince (Ditrich et al. 2005, Jira 2009).

Cryptosporidium andersoni Lindsay, Upton, Owens, Morgan, Mead et Blagburn,

2000 - kryptosporidie turi

Kryptosporidie infikuje Zaludecni Zlazy (slez) hovéziho skotu, velblouda, svisté,
gazely. Byly prokazany u pacientti s AIDS. Neni infek¢ni pro mysi a nékteré hlodavce,
stejné tak pro kurata. Oocysty maji velikost 7,4 x 5,5 um (Lindsay et al. 2000, Sréter
et al. 2000, Ditrich et al. 2005, Jira 2009).

Cryptosporidium canis Fayer, Trout, Xiao, Morgan, Lal et Dubey, 2001 -
kryptosporidie psi

Plivodné byl popsan jako psi genotyp, ale jedna se o samostatny druh zahrnujici
vlastni genotypy (lidsky, lis¢i, psi). Mimo psa a liSku napada také kojota. Parazituje
v tenkém stirevé. U Clovéka se s nim setkdvdme u imunosuprimovanych pacientd a
imunokompetentnich déti. Velikost oocyst je 4,9 x 4,7 um (Fayer et al. 2001, Ditrich
et al. 2005, Jira 2009).
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Cryptosporidium hominis Morgan-Ryan, Fall, Ward, Hijjawi, Sulaiman, Fayer,

Thompson, Olson et Xiao, 2002 - kryptosporidie lidska

Druh napadajici tenké stievo je specializovany na clovéka a donedavna byl
oznacovany jako genotyp I nebo lidsky genotyp. Kromé ¢lovéka je vzacné nalézan u
opic, jehnat, dugonga. Tento druh by nemél byt infek¢ni pro mysi, krysy, kocky, psy
a hovézi skot. Pro clovéka je velmi virulentni, svysokym potencidlem
interhumanniho prenosu. Je zodpovédny za epidemie zvody vletné nejvétsi
v Milwaukee z roku 1993 (priijmové onemocnéni probéhlo u 403 tisic lidi poté, co
pili vodu z méstského vodovodu kontaminovanou potokem vytékajicim z farmy, kde
se nachazela infikovana zvirata). U nas neni béZny stejné jako C. parvum, ale
piredstavuje velké riziko jak pro imunodeficientni, tak i imunokompetentni jedince.
Oocysty jsou nerozlisSitelné od oocyst C. parvum a méri 4,6 - 5,4 x 3,8 - 4,7 um (Atlas

1995, Ditrich et al. 2005, Jira 2009).
Cryptosporidium pestis Slapeta, 2006

Tento druh nachazejici se vtenkém stievé skotu byl diive urcovan jako
Cryptosporidium parvum bovine genotype. Nejcastéji se vyskytuje u telat do dvou
tydni véku, pozdéji je nahrazovan dominantnéjsi C. bovis. Je infekéni pro
pirezvykavce a savce vCetné ¢lovéka. Pri silné infekci mize napadat i tlusté stievo a

7lu¢ovody (Slapeta 2006).

Cryptosporidium suis Ryan, Monis, Enemark, Sulaiman, Samarasingher, Read,

Buddle, Robertson, Zhou, Thompson et Xiao, 2004 - kryptosporidie praseci

Kryptosporidie parazitujici v tenkém stievé. Diive popisovana jako porcine genotyp
I. Vyskytuje se u prasat a pacientii s poruchou imunity. Oocysty nelze strukturalné
odlisit od C. parvum, jejich velikost je 4,4 - 4,9 x 4,0 - 4,3 um (Ditrich et al. 2005, Jira
2009).

Cryptosporidium ubiquitum Fayer, Santin et Macarisin, 2010

Druh byl drive nazvan jako Cryptosporidium cervine genotype. Vyskytuje se u divoce

Zijicich i domestikovanych piezvykavct, hlodavcii, masozravct, dikobrazt, primati

a Clovéka. Jeho rozsireni je kosmopolitni a je nejcastéji nalézanym druhem
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kryptosporidii ve vodnich zdrojich (Xiao et al. 2000, Xiao et al. 2006, Fayer et al.
2010).

Cryptosporidium viatorum Elwin, Hadfield, Robinson, Crouch et Chalmers, 2012

Tento druh byl urcen u turistl z Velké Britanie, ktefi navstivili Indii a projevily se u
nich gastrointestindlni priznaky zahrnujici prjmy, bolesti bricha, nevolnost,

zvraceni, horecku (Elwin et al. 2012).
1.4.2 Soupis vSech soucasné platnych druhu

Tabulka 1: Soupis vSech platnych druhéi podle Slapety (2013) s t¥idami hostitelt a

vyznamem pro zdravi clovéka.

Druh Vyznam pro
C. |kryptosporidie Objevitel a rok verl. zdravi | Hostitel
1. | C muris Tyzzer, 1907 maly savci, ptaci
2. | C parvum Tyzzer, 1912 maly savci
C. meleagridis
3. | (syn.C tyzzeri) Slavin 1955 (Levine 1961) stiedni savci, ptaci
4, |C. wrairi Vetterling, Jervis, Merrill et Sprinz 1971 | neni savci
C. agni Barker et Carbonell 1974 (Fayer et
5. | (syn.C. xiaoi) Santin 2009) neni savci
6. | C. bovis Barker et Carbonell 1975 neni savci
7. |C cuniculus Inman et Takeuchi 1979 stredni savci
8. |C felis Iseki 1979 stiedni savci
9. |C. serpentis Levine 1980 neni plazi, savci
Hoover, Hoerr, Carlton, Hinsman et
10.] C naroris Ferguson 1981 neni ryby
11.] C baileyi Current, Upton et Haynes, 1986 neni ptaci
C. varani Pavlasek, Lavickova, Horak, Kral et
12.] (syn. C. saurophilum) | Kral, 1995 (Koudela et Modry, 1998) neni plazi
13.] C. cichlidis Papema et Vilenkin, 1996 neni ryby
14.] C. reichenbachklinkei | Papema et Vilenkin, 1996 neni ryby
15.] C galli Pavlasek, 1999 neni ptaci
Lindsay, Upton, Owens, Morgan, Mead,
16. ] C. andersoni et Blagburn, 2000 maly savci
Fayer, Trout, Xiao, Morgan, Lal et
17.] C. canis Dubey, 2001 mensi savci
Morgan-Ryan, Fall, Ward, Hijjawi,
Sulaiman, Fayer,
18. | C. hominis Thompson, Olson, Lal et Xiao, 2002 velky savci
Alvarez-Pellitero et Sitja-Bobadilla,
19.] C. molnari 2002 neni ryby
Ryan, Monis, Enemark, Sulaiman,
Samarasinghe, Read, Buddle,
Robertson, Zhou, Thompson et Xiao,
20. | C. suis 2004 maly savci
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Druh Vyznam pro
C. | kryptosporidie Objevitel a rok ver. zdravi | Hostitel
Alvarez-Pellitero, Quiroga, Sitja-
Bobadilla, Redondo,
Palenzuela, Padrés, Vazquez et Nieto,
21.] C. scophthalmi 2004 neni ryby
22.| C. pestis Slapeta, 2006 velky savci
23. | C. fayeri Ryan, Power et Xiao, 2008 maly savci
24.) C. ryanae Fayer, Santin et Trout, 2008 neni savci
Jirkd, Valigurova, Koudela, Ktizek,
25.) C. fragile Modry et Slapeta, 2008 neni obojzivelnici
26. ) C. macropodum Power et Ryan, 2008 neni savci
27.1C. ducismarci Traversa, 2010 neni plazi
28. | C. ubiquitum Fayer, Santin et Macarisin, 2010 maly savci
Elwin, Hadfield, Robinson, Crouch et
29. | C. viatorum Chalmers, 2012 stiredni savci
Kvac, Kestiranova, Pinkova, Kvétonova,
Kalinova, Wagnerova, Kotkov3, Vitovec,
30. ] C. scrofarum Ditrich, McEvoy, Stenger et Sak, 2013 maly savci

Skupina druhd

Cryptosporidium parvum

Vyznam pro vefejné zdravi:
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Obrazek 5: Fylogeneticky strom sestaveny na zakladé ssrRNA sekvenci, upraveno podle

Slapety (2013).
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1.5 Diagnostika
1.5.1 Diagnostika - mikroskopie

Diagnostika protozoarnich nakaz je zaloZena zejména na primém mikroskopickém
dtkazu parazita (Jilek et al. 2002, Schindler 2014). Odebira se vzorek stolice, kterou
vySetfujeme vtlustém natéru (Votava 2000). Oocysty jsou Castecné
acidorezistentni, Ize je proto prokazat modifikovanou barvici Ziehl-Neelsenovou
metodou, pii niZ se jako prvni barvivo pouziva karbolfuchsin nebo auramin
(Schindler 2014). Mikroskopovaci a dalsi techniky jsou shrnuty v tabulce 2 na zavér

kapitoly.

Princip acidorezistence je zaloZen na tom, Ze buné¢na sténa pomalu vaZe barvivo,
které se udrZi i pri moreni silnou kyselinou. Podstatu acidorezistence ovliviiuje
obsah mykolovych Kkyselin v cytoplazmatické membrané (Dobias et al. 2003).
RozliSeni mezi druhy je pak mozZné mérenim velikosti jejich oocyst a pozorovanim

jejich charakteristického tvaru (Carey et al. 2011).

Obdobné lze vyuZit tzv. negativniho barveni podle Heineho a diferencialniho
barveni anilin-karbol-methylviolet a dobarveni tartrazinem, tedy dle Milacka a
Vitovce (Chroust et al. 1998). V Ceské republice se pouZiva zejména toto barveni
(Votava et al. 2010). Dalsi barvici technikou je barveni podle Giemsy-
Romanovského, v némz se cytoplazma oocyst barvi modre se zietelné patrnymi
sporozoity a s pritomnosti zbytkového téliska. Méné casté je barveni akridinovou
oranzi (Jira 2009). Oocysty je moZné detekovat také dalSim fluorescenénim

barvivem auramin-rhodaminem (Anane 2010).

DalSi moZnosti diagnostiky provadéné mikroskopicky ze stolice je napriklad pouziti
nékterych koncentracnich metod (Precechtél et al. 1990). Hojné se vyuziva
koncentra¢ni metody dle Sheathera (Chroust et al. 1998), pri které probiha flotace
stolice v nasyceném roztoku sachar6zy (Hubalek 2000). Oocysty mohou byt také
koncentrovany modifikovanou odstredivou flotaci v roztoku siranu zinec¢natého.
Dalsi koncentracni technika zahrnuje formalin-ethyl acetat sedimentaci a nasleduje

vrstveni a flotace pres hypertonicky roztok chloridu sodného, aby se oddélily
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oocysty od necistot stolice. Nasleduje svételné mikroskopovani s fazovym

kontrastem (Anane 2011).

U mrtvych organismil se pouZiva nejen mikroskopicky nalez oocyst ve stolici, ale
také nalez vyvojovych stadii parazita a oocyst v duodenalni biopsii (Bednar et al.
1996, Hubalek 2000). Zejména u zvirat oocysty diagnostikujeme v histologickych
fezech nebo seSkrabech sliznice tenkého streva. Po barveni v hematoxilin-eosinu se
kryptosporidie jevi jako drobna, sféricka téliska o velikosti 2-5 pm, nachazeji se
v z6né kartacového lemu enterocytii tenkého stieva, kde se barvi bazofilné (Chroust

etal. 1998).

Vposledni dobé se casto pouZivaji imunofluorescenéni techniky a
imunochromarografické testy (Votava et al. 2003, Anane 2011). Detekce se provadi
pomoci detekénich sad kopro-antigen (Anane 2011). K detekci oocyst ve fekalnich
vzorcich se aplikuji monoklondlni protilatky znacené izothiokyanatanem

fluoresceinu (Jira 2009).
1.5.2 Molekularni diagnostika

Zakladni koncept molekularni diagnostiky kryptosporidii je zaloZen na urceni druhu
nebo genotypu kryptosporidie a nasledné subtypizaci. Pro identifikaci
kryptosporidii je nejCastéji pouzivana metoda nested PCR. PouZivaji se rodové
specifické primery amplifikujici variabilni Gisek genu kédujictho malou ribozomalni
podjednotku. Dalsi vyuZivané markery jsou napiiklad gen kodujici protein stény

oocysty, gen kddujici actin nebo gen kddujici HSP70 (Kvac et al. 2013b).

Dal$im c¢asto pouZivanym ndastrojem je metoda PCR-RFLP (Jira 2009). Ta je ale
pouzivana spiSe jen jako prostiedek pro rychlou orientaci kviili snizeni naklada za
sekvenovani. Napriklad vhodné zvolenymi kombinacemi restrik¢nich endonukleaz

1ze spolehlivé odlisit Zaludecni a stfevni druhy kryptosporidii (Kvac et al. 2013b).

Problémy pri diagnostice se vyskytuji pri smiSené infekci. Mikroskopie a nasledna
morfometrie oocyst nemusi byt jasna, stejné tak molekularni metody nemusi prinést
vysledek. Obecné plati, Ze je prednostné amplifikovan ten druh nebo genotyp, ktery
je ve vzorku vice zastoupen, takZe naslednd PCR ve vétSiné pripadi prokaze

pritomnost pouze jednoho z nich. Jako slibna alternativa se ukazuje real-time PCR
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s naslednou analyzou krivky teploty tani, nutné je vSak standardizovat kiivky pro

jednotlivé druhy a genotypy kryptosporidii (Kvac et al. 2013b).

Pro epidemiologické tcely se pouZiva analyza pohyblivosti heteroduplexti (HMA =
heteroduplex mobility assay). Pomoci této metody lze analyzovat piivod epidemie

(Jira 2009).
1.5.3 Primé stanoveni oocyst ve vodé

Pti sledovani oocyst kryptosporidie ve vodé je mozné pouZit nékolik piistupt. Patii
mezi né séroepidemiologické studie nebo vyuziti organismd, které vychytavaji
oocysty z vody a kumuluji je ve svych télech (naptiklad mlZi). Je mozZné ale pouZit i
primé stanoveni. PouZivaji se napriklad metody USEPA, SOPs, ISO/DIS 15553.
Koncentrace oocyst ve vodé byva nizk3, proto je nutné zpracovat velky objem vody
(desitky aZ tisice litri) pies specialni filtry (Pumann et Sasek 2004). Pro prikaz
oocyst ve vzorcich vody filtraci se nejlépe (zachytnost vice nez 70%) osvédcily
membranové filtry z acetatu celulézy v kombinaci s mikroanalytickym sklenénym
systémem (Millipore) a imunofluorescencni mikroskopii. Alternativni metody
predstavuji priitokova cytometrie a kvantitativni eletrochemoluminiscence. (Jira

2009).

Po filtraci specidlnimi filtry probihd odstfedéni priitokovymi centrifugami a
flokulace. V zahus$téném vzorku byva velké mnozstvi riiznych organismi a nezivych
castic, proto je nutné ho procistit. Pouziva se imunomagneticka separace (IMS),
gradientova centrifugace a flotace. Nasleduje detekce mikroskopicky ¢i molekularné

biologickymi metodami (Pumann et Sasek 2004).
1.5.4 Diagnostika mimostrevni kryptosporidiozy

Kryptosporidiézu zZlucovych cest lze diagnostikovat nékolika zptlsoby. Nejlepsi
vychozi technikou je ultrasonografie. Dale je moZné pouzit pocitacovou tomografii.
ERCP (endoskopicka retrogradni cholangiopankreatografie) se ukazala jako
nejcitlivéjSi metoda, protoZe odhali onemocnéni, které nebylo prokazané pri
ultrasonografii. Nedoporucuje se pouzivat pri podezieni na asymptomatickou AIDS
cholangiopatii. NepriliS uZitecna je metoda perkutanni jaterni biopsie. U plicni
kryptosporidiézy jsou oocysty identifikovany ve vzorcich sputa (Vohra et al. 2012).
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Tabulka 2: Tabulka s druhy diagnostiky podle Vohry et al. (2012).

Mikroskopovaci
techniky

Koncentracni
techniky

Flota¢ni metody:

Sheatertiv cukerny roztok

siran zine€naty

nasyceny solny roztok

Sedimentac¢ni metody:

formalin éther

formalin ethyl-acetat

Barvici metody

Hematoxylin a eosin barveni

Romanowského barveni

modifikované acidorezistentni barveni

barveni safranin-methylenova modr

negativni barveni

DMSO modifikované acidorezistentni barveni

fluorescenci barveni

auramin-rhodamin

auramin-fenol

auramin-karbolfuchsin

akridinovéa oranz

Sérologické techniky

Antigenové detekce

ICT (imunochromatografie)

EIA (enzymové imunotesty)

RPHA (reverzni pasivni hemaglutinani techniky)

Detekce protilatkou
Priitokova cytometrie
Molekularni techniky | PCR Real-time PCR
Multiplex PCR
Nested PCR
FISH
LAMP
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2 Experimentalni cast

2.1 Metodika

2.1.1 Charakteristika sledovaného souboru

Sledovani kryptosporidii probéhlo u pacientt Kliniky infekénich nemoci (=KIN) ve
Fakultni nemocnici v Hradci Kralové za ucelem zjiSténi promorenosti timto
patogenem. Stolice byla odebirana v rozmezi mésict leden az zari roku 2015. Byly
odebrany vzorky stolice od 42 pacientd. Z kazdého byly provedeny roztéry na 7
podloZnich sklicek.

2.1.2 Odbér materialu

Odbér materialu byl provadén zdravotnimi sestrami KIN do plastovych kontejnert
a dopraveny na Ustav klinické mikrobiologie (=UKM). V parazitologické laboratoti
byly uloZeny maximalné 2 dny v lednici az do doby zpracovani. Kazdému pacientovi
bylo z divodu zachovani anonymity prirazeno c¢islo a byl zaznamenan charakter
stolice, pohlavi, vék a diagn6za pacienta. Vzorky byly ponechany zaschnuti

v laminarnim boxu.
2.1.3 Barveni

Oocysty kryptosporidii byly detekovany pomoci specifického barveni anilin-karbol-

methyl violeti s dobarvenim tartrazinem podle Milacka et Vitovce (1985).
Priprava roztokii:

Roztok anilin-karbol-methylvioleti: 0,6 g methyl violeti

1 ml anilinu
1 g fenolu
30 ml 96% alkoholu

destil. voda doplnit do 100 ml
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Roztok tartrazinu: 1% roztok tartrazinu v 1% kyseliné octové

Roztok kyseliny sirové: 2% kyselina sirova

Pracovni postup:
1. Suchy roztér stolice fixovat v methanolu 5 minut pti pokojové teploté.
2. Barvit roztokem anilin-karbol-methyl violeti po dobu 30 minut.
3. Oplachnout v tekouci vodé.

4. Diferencovatv 1 - 2% kyseliné sirové po dobu 0,5 - 2 minut, dokud nebude

mit vzorek svétle modrofialovou barvu.

5. Znovu oplachnout v tekouci vodé.

6. Dobarvit tartrazinem po dobu 0,5 - 1 minuty.

7. Kratce oplachnout pod tekouci vodou a nechat oschnout.

8. Roztér prohlizime pod mikroskopem s imerznim objektivem za pouziti

imerzniho oleje pri zvétSeni 1000x.
Oocysty se barvi modie azZ modrofialové na Zlutém az Zlutozeleném pozadi.
2.1.4 Mikroskopické vysSetieni

Diagnostika je zaloZena na primém mikroskopickém priikazu oocyst ve stolici po
barveni podle Milacka a Vitovce. Metoda je zaloZena na principu specifického
barveni oocyst v natéru stolice a jejich odlisSeni od ostatnich objektl. Ovalné oocysty

méri v priméru 5,5 x 4,5 pm, podle druhu mohou byt i mensi ¢i vétsi.

Po obarveni byly oocysty pozorovany pod mikroskopy znacky Olympus CX31
(Olympus Japan; Praha) a Olympus BX41 (Olympus Japan; Praha) za pouziti
imerzniho objektivu a imerzniho oleje pii zvétSeni 1000x. Oocysty byly jasné
zbarvené a snadno odliSitelné. Usmrcené oocysty po obarveni zlstaly jako prazdna
mista, tzv. ,ghost cells“. Hodnoceni ¢etnosti pomoci kiizka bylo Cisté empirické ve

stupnici 0 - 3.
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2.2 Vysledky

Vék pacientii se pohyboval vrozmezi od 1 roku do 34,5 let. 17 pacient bylo
muzského pohlavi a 25 bylo Zenského pohlavi. Ze 42 pacient jich bylo 9 pozitivnich,

tedy 21,43 % (viz tabulku 3).
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Tabulka 3: Soupis vSech dat.

Cislo]Sex |Vék |Diagndza | Mila¢ek/Eetnost | Konzistence, barva stolice
1M 3,5 | A080 NEG tuha, hnéda
2|F 4,5 | E86 NEG tuhd, zelena s vypotkem
3|F 6 | A099 NEG tuha, tmava
41F 5,5|E86 POZ/0,5 + tuhg, svétle hnéda
5|F 4| R509 NEG tuha, tmava
6|F 6 | A099 NEG tuha, tmava
7|M 7 | E86 NEG tuha, hnéda
8|F 3,5 |E86 NEG tuha, hnéda
91F 12 | E86 POZ/0,5 + tuhia, tmava
10| F 24,5 | E86 POZ/++ vodnat3d, svétla
11| M 7 | R509 POZ/+++ tuhd, svétle hnéda
12|F 34,5 | E86 NEG tuha, tmava
13|F 4| E86 NEG tuhd, tmava
14| F 3| E86 NEG tuhda, hnéda
15| M 5,5 | E86 NEG tuha, tmava
16| F 5,5 | E86 NEG tuha, tmava
17| F 1,5 |E86 NEG tuhd, tmava
18| M 1,5|E86 NEG tuha, hnédozelena
19| M 4,5 | E86 NEG tuha az mazlava, svétle hnéda
20| M 6| E86 NEG tuhda, hnéda
21| M 9,5 A099 NEG tuha, tmava
22| F 23 | E86 NEG tuhg, cerna
23| M 4| E86 POZ/+ tuha, tmava
24| F 1|E86 POZ/0,5 + tuhg, Zlutd
25]1F 6,5 | E86 NEG vodnatad, Zluta
26| F 14| A099 POZ/+ mékka az ridsi, Zlutohnéda
271 M 4| E86 NEG vodnatd, okrova
28| F 8 | E86 POZ/+ tuha, hnéda
291F 6 | A692 NEG tuhg, svétle hnéda
30| M 4,5 | E86 NEG tuh3g, cihlové ¢ervend
31| M 16,5 | A0O90 NEG vodnatd, zelenohnéda
321 M 8 | E86 NEG tuh3, tmavé hnédozelena
33| M 4| A692 NEG mékka, zlutohnéda
341F 1,5|E86 NEG tuh3, s primési hnédych vlaken, hlen
35]F 1,5|E86 NEG tuha, tmavé hnéda az éerna
36| M 6 |R42 NEG tuha, hnéda
371F 3,5 A099 NEG vodnat3, piskové Zluta
381 F 2 |E86 NEG tuha, tmavé hnéda
391F 12,5|E86 NEG vodnata, oranzova, svétle hnéda, s hlenem
40| M 9 | A099 NEG vodnatd, ¢ernohnéda
41| F 7,5 | E86 POZ/++ tuha, hnéda
421 M 2,5 |E86 NEG vodnat3, piskové Zluta, s hnédymi vliakny
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Ukazky empirického hodnoceni ¢etnosti 0 +, 0,5 +, +, ++ a +++ oocyst v preparatech

od pacientt pii zvétSeni 1000x jsou predloZeny na obrazcich 6, 7, 8, 9 a 10.

Obrazek 6: Negativni nalez, Cetnost 0 +, vzorek ¢. 19, zvétSeno 1000x.
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Obrazek 7: Pozitivni nalez, ¢etnost 0,5 +, vzorek ¢. 4, zvétseno 1000x.

Obrazek 8: Pozitivni nalez, ¢etnost +, vzorek ¢. 26, zvétSeno 1000x.
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Obrazek 10: Pozitivni nalez, ¢etnost +++, vzorek ¢. 11, zvétSeno 1000x.
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2.2.1 Pohlavi

V nasem souboru bylo nakaZeno celkem 9 pacientii. 2 ze 17 muzii (11,76 %) a7 z 25

Zen (28 %). Viz graf 1.

Graf 1: PoCet muzi a Zen s po¢tem pozitivnich pacienti.

B Celkovy poCet M Pozitivni

30
25
20
15

10

(6]

Zeny

2.2.2 Vék

Pro statistické vyhodnoceni byli pacienti podle véku (a ontogenetického vyvoje)
rozdéleni do 6 Kkategorii podle Langmeiera et Krej¢ikové (2000) a Svingalové

(2002):

kojenecky a batoleci vék: 1 - 2,5 let
piredskolni vék: 3 - 5,5 let

mladsi Skolni vék: 6 - 11,5 let
starsi Skolni vék: 12 - 14,5 let
dorost: 15 -17,5 let

o 1ok W N e

dospélost: 18 a vice let.

Pocty pacientli v jednotlivych kategoriich s poctem zastoupeni pozitivnich pacienti

jsou v tabulce 4 a v grafu 2.
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Tabulka 4: Pocet pacientti ve skupinach s poctem pozitivnich pacientd.

Kategorie | Pocet Pozitivni | Procenta
1 7 1 2,38 %
2 15 2 4,76 %
3 13 3| 7,14%
4 3 2 4,76 %
5 1 0 0%
6 3 1 2,38%

Z tabulky 4 vyplyv4, Ze v 1. skupiné (7 pacientti) je promorenost 2,38 %, 2. skupina
(15 pacientti) 4,76 %, 3. skupina (13 pacientti) 7,14 %, 4. skupina (3 pacienti) 4,76
%, 5. skupina (1 pacient) 0 %, 6. skupina (3 pacienti) 2,38 %.

Graf 2: Prevalence kryptosporidiemi ve vékovych kategoriich sledovaného souboru.

B Pocet pacientd W Pozitivni
16
14
12
10

I . L

1-2,51let 3-55Ilet 6-11,5let 12-14,5let 15-17,5let 18 avicelet

o N B O

2.2.3 Zavislost Cetnosti oocyst na konzistenci stolice

Je patrné, Ze dle charakteru stolice nelze urcit, zda je pacient pozitivni ¢i negativni.
Stolice je v 7 pripadech z 9 tuha. Pouze v jednom piipadé méla mékkou az ridsi
konzistenci (pacient 26) a vjednom vodnaty charakter (pacient 10). Co se tyka
Cetnosti pri fidké konzistenci, v pripadé pacienta 10 byla na dva krizky, v ptipadé

pacienta 26 byla ¢etnost 1 krizek. Viz tabulku 5.
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Tabulka 5: Pozitivni pacienti, Cetnost a konzistence stolice.

Cislo | Cetnost | Konzistence Fidka
410,5 ne
9]10,5 ne
10| 2 ano
113 ne
2311 ne
2410,5 ne
26|1 ano
28| 1 ne
41]2 ne

Hypotéza 1 (HO): Cetnost oocyst ve stolici nezavisi na jeji konzistenci. Ridkou
konzistenci stolice méli pouze dva pozitivni pacienti. Testovali jsme nulovou
hypotézu nezavislosti v kontingencni tabulce viici alternativé zavislosti. Poté byl
pouzit Fishertv ptesny test. Nulova hypotéza nebyla zamitnuta, p=0,75. Lze tedy
Fici, Ze Cetnost parazita nemusi mit vliv na konzistenci stolice. Podrobna statisticka
analyza je v tabulce 6, vysledek je zvyraznén Zluté. Zarovei jsou pro informaci
v textu primérné Cetnosti v obou skupindch (mean), tedy ve skupiné ridka stolice

(ano) a tuha stolice (ne).
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Tabulka 6: Statisticka analyza hypotézy 1 (HO).

Cross Tabulation Report
Dataset O:\data stat\i2016\wipler\stat NCSS
Row Variable cetnostkon
Column Variable konzistence

Counts Table

konzistence

cetnostkon

ano ne Total
0.5 0 3 3
1 1 2 3
2 1 1 2
3 0 1 1
Total 2 T 9

The number of rows with at least one missing value is 33

Column Percentages Table

konzistence

cetnostkon

ano ne Total
0.5 0.00% 42 86% 3333%
1 50.00% 28.57% 3333%
2 50.00% 14 29% 22.22%
3 0.00% 14 29% 11 11%
Total 100.00% 100.00% 100.00%

The number of rows with at least one missing value is 33

Chi-Square Contributions Table

konzistence

cetnostkon

ano ne Total
0.5 0.6667  0.1905 0.8572
1 01667  0.0476 0.2143
2 0.6944 01984 0.8928
3 0.2222  0.0635 0.2857
Total 1.7500  0.5000 22500

The number of rows with at least one missing value is 33
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Cross Tabulation Report
Dataset O-\data stat\2016\wipler\stat NCSS
Row Variable cetnostkon
Column Variable  konzistence

Tests for Row-Column Independence

(cetnostkon by konzistence)

HO: "cetnostkon” and “"konzistence” are independent.

H1: "cetnostkon” and "konzistence” are associated (not independent).

Chi-Square Prob Reject HO
Test Type Value DF Level at a=0.05?
Pearson's Chi-Squaret 2-Sided 22500 3 0.52217 No
Yates' Cont. Correction®
Likelihood Ratio 2-Sided 2.9430 3 0.40049 Mo
Fisher's Exact® 0.75000

T WARMING: At least one cell had an expected value less than 5.
* Test computed only for 2=2 tables.

Descriptive Statistics Report

Dataset Odata stat\2016wipler\stat NCS5
Summary Section of cetnostkon when konzistence=ano

Standard Standard
Count Mean Deviation Error Minimum Maximum Range
2 15 0.7071068 0.5 1 2 1
Quartile Section of cetnostkon when konzistence=ano

10th 25th 50th 75th 90th

Parameter Percentile Percentile Percentile Percentile Percentile
Value 1 1 15 2 2
95% LCL
95% UCL
Summary Section of cetnostkon when konzistence=ne

Standard Standard
Count Mean Deviation Error Minimum Maximum Range
7 1.214286 0.9511898 0.3595159 05 3 25
Quartile Section of cetnostkon when konzistence=ne

10th 25th 50th 75th 90th

Parameter Percentile Percentile Percentile Percentile Percentile
Value 05 0.5 1 2 3
95% LCL 0.5
95% UCL 3

2.2.4 Diagnéza

V tabulce 7 jsou vysvétleny diagndzy vsech pacienti.
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Tabulka 7: Diagno6zy vSech pacientt.

Cislo | Diagnéza | Diagnéza slovy

1] A080 Rotavirova enteritida

2] E86 Snizeni objemu plazmy nebo extracelularni tekutiny

3| A099 Gastroenteritida a kolitida nespecifikovaného plvodu

4]1E86 Snizeni objemu plazmy nebo extraceluldrni tekutiny

5] R509 Horecka NS

6] A099 Gastroenteritida a kolitida nespecifikovaného plvodu

7| E86 Snizeni objemu plazmy nebo extracelularni tekutiny

8] E86 Snizeni objemu plazmy nebo extracelularni tekutiny

9] E86 Snizeni objemu plazmy nebo extracelularni tekutiny
10| E86 Snizeni objemu plazmy nebo extracelularni tekutiny
11| R509 Horecka NS
12| E86 Snizeni objemu plazmy nebo extracelularni tekutiny
13| E86 Snizeni objemu plazmy nebo extracelularni tekutiny
14| E86 Snizeni objemu plazmy nebo extracelularni tekutiny
15]E86 Snizeni objemu plazmy nebo extracelularni tekutiny
16| E86 Snizeni objemu plazmy nebo extracelularni tekutiny
17| E86 Snizeni objemu plazmy nebo extracelularni tekutiny
18] E86 Snizeni objemu plazmy nebo extracelularni tekutiny
19]E86 Snizeni objemu plazmy nebo extracelularni tekutiny
20| E86 Snizeni objemu plazmy nebo extracelularni tekutiny
21| A099 Gastroenteritida a kolitida nespecifikovaného plvodu
22| E86 Snizeni objemu plazmy nebo extracelularni tekutiny
23| E86 Snizeni objemu plazmy nebo extracelularni tekutiny
24| E86 Snizeni objemu plazmy nebo extracelularni tekutiny
25| E86 Snizeni objemu plazmy nebo extracelularni tekutiny
26 | A099 Gastroenteritida a kolitida nespecifikovaného plvodu
27| E86 Snizeni objemu plazmy nebo extracelularni tekutiny
28| E86 Snizeni objemu plazmy nebo extracelularni tekutiny
29| A692 Lymeska nemoc
30| E86 SniZeni objemu plazmy nebo extracelularni tekutiny
31| A090 Jind a nespecifikovana gastroenteritida a kolitida infekéniho plvodu
32| E86 SniZeni objemu plazmy nebo extracelularni tekutiny
33| A692 Lymeskd nemoc
34| E86 Snizeni objemu plazmy nebo extraceluldrni tekutiny
35| E86 Snizeni objemu plazmy nebo extracelularni tekutiny
36| R42 Zavrat - vertigo
37| A099 Gastroenteritida a kolitida nespecifikovaného plvodu
38| E86 Snizeni objemu plazmy nebo extraceluldrni tekutiny
39| E86 Snizeni objemu plazmy nebo extracelularni tekutiny
40] A099 Gastroenteritida a kolitida nespecifikovaného plivodu
411 E86 Snizeni objemu plazmy nebo extracelularni tekutiny
42| E86 Snizeni objemu plazmy nebo extracelularni tekutiny

49




2.2.5 Zavislost imunodeficitu a cetnosti oocyst

Pozitivni pacienti sudaji o Cetnosti infekce a imunodeficitu jsou v tabulce 8.

Vyznamny imunodeficit je charakteristicky pouze pro diagnézu E86.

Tabulka 8: Tabulka s idaji o Cetnosti infekce a imunodeficitu.

Cislo Cetnost | Imunodeficit
410,5 ano
9|0,5 ano
10| 2 ano
11|13 ne
23|1 ano
2410,5 ano
26]1 ne
28]1 ano
41)2 ano

Hypotéza 2 (HO0): Oslabeny imunitni systém méné omezuje mnoZeni parazita. Pri
vypoctu zavislosti imunodeficitu a cetnosti oocyst byl pouzit stejny postup jako pri
hypotéze 1. Nulova hypotéza nebyla zamitnuta, p=0,417. Lze tedy rict, Ze ve stievé
pacientd s diagnézou provazejici imunodeficit probihd mnoZeni parazita s veétsi

Cetnosti. Postup statistické analyzy je se zvyraznénym vysledkem v tabulce 9.
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Tabulka 9: Statisticka analyza hypotézy 2 (HO).

Cross Tabulation Report
Dataset O\data stat\2016\wipler\stat. NCS5
Row Variable cetnosti
Column Variable  Imunodeficit

Counts Table

Imunodeficit

cetnosti

ano ne Total
0.5 3 0 3
1 2 1 3
2 2 0 2
3 0 1 1
Total 7 2 9

The number of rows with at least one missing value is 33

Column Percentages Table

Imunodeficit

cetnosti

ano ne Total
0.5 42 86% 0.00% 33.33%
1 28.57% 50.00% 33.33%
2 28.57% 0.00% 22.22%
3 0.00% 50.00% 11.11%
Total 100.00% 100.00% 100.00%

The number of rows with at least one missing value is 33

Chi-Square Contributions Table

Imunodeficit

cetnosti

ano ne Total
0.5 0.1905  0.66ET 0.8572
1 0.0476  0.1667 0.2143
2 01270 04444 05714
3 07778 27222 3.5000
Total 1.1429  4.0000 51429

The number of rows with at least one missing value is 33
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Cross Tabulation Report

Dataset O:\data stat\2016'wipleristat NCS55
Row Variable cetnosti
Column Variable Imunodeficit

Tests for Row-Column Independence
(cetnosti by Imunodeficit)
HO: "cetnosti” and "Imunodeficit” are independent.

H1: "cetnosti" and "Imuncdeficit” are asseciated (not independent).

Chi-Square
Test Type Value DF
Pearson's Chi-Squaret 2-Sided 51429 3
Yates' Cont. Correction™
Likelihood Ratio 2-Sided 57156 3

Fisher's Exact®

T WARNING: At least one cell had an expected value less than 5.
* Test computed only for 2=2 tables.

Descriptive Statistics Report

Dataset O-\data stat\2016\wipleristat NCS5
Summary Section of cetnosti when Imunodeficit=ano
Standard Standard

Count Mean Deviation Error Minimum
7 1.071429 0.6725927 02542161 05
Quartile Section of cetnosti when Imunodeficit=ano

10th 25th 50th T5th
Parameter Percentile Percentile Percentile Percentile
Value 05 05 1 2
95% LCL 05
95% UCL 2
Summary Section of cetnosti when Imunodeficit=ne

Standard Standard

Count Mean Deviation Error Minimum
2 2 1.414214 1 1
Quartile Section of cetnosti when Imunodeficit=ne

10th 25th 50th T5th
Parameter Percentile Percentile Percentile Percentile
Value 1 1 2 3
95% LCL
95% UCL

2.2.6 Zavislost imunodeficitu a pozitivity

Prob
Level
0.16163

0.12630
0.41667

Maximum
2

90th
Percentile
2

Maximum
3

90th
Percentile
3

V tabulce 10 jsou podle diagnézy informace o imunodeficitu pacientd.
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Tabulka 10: Udaje o imunodeficitu a pozitivité pacientt.

Cislo | Imunodeficit | Pozitivita Cislo | Imunodeficit | Pozitivita
1] ne NE 22]ano NE
2]ano NE 23]ano ANO
3]ne NE 24]ano ANO
4]ano ANO 25| ano NE
5]ne NE 26| ne ANO
6] ne NE 27| ano NE
7]ano NE 28] ano ANO
8]ano NE 29 ne NE
9]ano ANO 30]ano NE
10| ano ANO 31]ne NE
11]ne ANO 32]ano NE
12]ano NE 33 ne NE
13]ano NE 34]ano NE
14]ano NE 35]ne NE
15]ano NE 36 ne NE
16]ano NE 37 ne NE
17]ano NE 38]ano NE
18] ano NE 39]ano NE
19]ano NE 40| ne NE
20]ano NE 41]ano ANO
21]ne NE 42]ano NE

Hypotéza 3 (HO): Pacienti s oslabenou imunitou jsou nachylnéjsi ke
kryptosporidiové infekci. Vtomto pripadé jsme pouZili testovani hypotézy
nezavislosti v kontingen¢ni tabulce. Nulova hypotéza nebyla zamitnuta, p=0,692.
Lze tedy fict, Ze imunodeficit ma pozitivni vliv na vnimavost hostitelské buriky.
Pacienti s diagn6zou E86 by zfejmé mohli byt rizikovou skupinou pro tuto infekci.

Postup statistické analyzy je se zvyraznénym vysledkem v tabulce 11.
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Tabulka 11: Statisticka analyza hypotézy 3 (HO).

Cross Tabulation Report

Dataset O:\data stat\2016\wipler\stat NCSS
Row Variable Pozitivita
Column Variable  imunodef
Counts Table
imunodef
Pozitivita
ano ne Total
ANO T 2 9
NE 21 12 33
Total 28 14 42
Column Percentages Table
imunodef
Pozitivita
ano ne Total
ANO 25.00% 14.29% 21.43%
NE T5.00% 85.71% T8.57%
Total 100.00% 100.00% 100.00%
Chi-Square Contributions Table
imunodef
Pozitivita
ano ne Total
ANO 01667 03333 0.5000
NE 0.0455 0.0909 0.1364
Total 02122 04242 0.6364

Tests for Row-Column Independence
(Pozitivita by imunodef)
HO: "Pozitivita” and "imunodef” are independent.

H1: "Pozitivita” and "imunodef” are associated (not independent).

Test

Pearson's Chi-Squaret
Yates' Cont. Correction
Likelihood Ratio
Fisher's Exact

Fisher's Exact (Lower)
Fisher's Exact (Upper)

Type

2-Sided
2-Sided
2-Sided
2-Sided
1-Sided
1-Sided

Chi-Square
Value DF
0.6364 1
0.1591 1
0.6707 1

T WARNING: At least one cell had an expected value less than 5.
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Prob

Level
0.42503
0.68999
0.41281
0.69245
0.88692
0.35472

Reject HD
ata=0.057
Mo

Mo

Mo

Mo

Mo

Mo



3 Diskuze

Americké zaznamy zlet 2009 - 2010 zaznamenavaji, Ze kryptosporidiéza se
vyskytuje po celé USA. Za rok 2009 s Cetnosti 2,3 na 100 tisic obyvatel a zarok 2010
2,9 na 100 tisic obyvatel. Je tedy zaznamenan mirny vzestup. Casnéji se projevuji
priznaky u déti mezi 5 - 9 lety véku neZ u dospélych mezi 25 - 34 lety. To je dano

méné vyvinutou obranyschopnosti détského organismu (Yoder et al. 2012).

NasSe studie ukazuje vyssi hodnoty znékolika diivodi. Jednak jsme hodnotili
pritomnost oocyst kryptosporidii ve stolici, ne jiZ propuknuté onemocnéni. Hodnota
morbidity je vzdy nizs$i nez hodnota prevalence. Pii vyhodnoceni nasich vysledki
musime brat v potaz maly soubor testovanych pacienti a navic se nejednalo o
nahodné vybranou skupinu, nybrz o suspektni pacienty KIN. I v nasem pripadé bylo

nejvice ptripadl zaznamenano u déti. V tom se vysledky studii shoduji.

V pakistanské studii byl testovan vybrany soubor 105 pacienti s akutnim prijmem.
Pacienti byli hospitalizovani na Klinice gastroenterologie. 53 pacientli byli muZi.
Vybrani pacienti bud’ jiz drive prodélali kryptosporidiézu nebo jsou silné
imunodeficientni napt. diky HIV infekci, hematologické malignité, po transplantaci
organu nebo prodélavaji steroidovou ¢i jinou imunosupresivni terapii. Od vSech
byly ziskany vzorky stolice a barveny modifikovanou metodou barveni dle Ziehl-
Nielsona. Oocysty kryptosporidii byly pfitomné u 58 testovanych pacientti. Z toho u
31 (53,4 %) muzi a 27 (46,6 %) Zen. Pozitivni pacienti byli rozdéleni na vékové

kategorie a procentualné vyhodnoceni, viz tabulku 12.

Tabulka 12: Procentudlni zastoupeni vékovych kategorii u pozitivnich pacienti

pakistanské studie.

xity) Pocet Procenta
<20 5 8,6
21-30 20 34,5
31-40 23 39,7
41-50 7 12,1
> 50 3 5,2
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Vodnatou konzistenci stolice mélo z pozitivnich pacientti 50 (86.2%) a z negativnich

jen 9 (19,1 %) (Ali et al. 2014).

Nas testovany soubor pacientii obsahoval 42 pacientti KIN ve véku od 1 roku do 34,5
let, z toho 17 (40,5 %) muzl a 25 (59,5 %) Zen. 2 muzi (11,7 %) byli pozitivni. Z 25
7en bylo pozitivnich 7 (28 %). Udaje o prevalenci kryptosporidiemi u jednotlivych
pohlavi jsou zminény spiSe jako doplnujici informace, nelze z nich vyvodit
smeérodatné zavéry (z divodu malého souboru dat). Domnivame se v$ak, Ze pohlavi
na promorenost nema Zadny vliv. Zajimavé by vSak bylo zjistit rizikové chovani
souvisejici s hygienickymi navyky pacientii. Experiment zaméteny na zhodnoceni
prevalence podle véku byli pacienti rozdéleni do 6 kategorii na zakladé
ontogenetickych fazi vyvoje clovéka, abychom mohli ovérit, zda je promorenost

nejveétsi u déti (viz tabulku 13).

Tabulka 13: Procentudlni zastoupeni vékovych kategorii u pozitivnich pacientti

nasi studie.

Vék (roky) | Pocet |Procenta
1-25 1 14,3
3-55 2 13,3
6-11,5 3 23,1
12-14,5 2 66,7
15-17,5 0 0
>18 1 33,3

Ztabulky 13 jasné vyplyva, Ze promorenost je skutecné nejvétsi u déti.
V pakistanské studii byli hodnoceni starsi pacienti s imunodeficitem, kdeZto v nasi
studii imunitni nedostatecnosti trpélo jen 29 (69,1 %) pacienti a jen 7 z nich (24,1
%) bylo pozitivnich na pritomnost oocyst kryptosporidii ve stolici. Zajimavé je, Ze 7
z9 pozitivnich bylo imunodeficientnich, coZ jasné naznacuje souvislost
s pritomnosti parazita a imunodeficitu. V testovaném souboru se nachazeli pacienti
predevsSim détského véku a udaj tak nelze povazovat za smérodatny. Domnivame se,
Ze prevalence u déti je zvySena pro nedostatecné hygienické navyky v kombinaci
s teprve vyvijejicim se imunitnim systémem. Méli bychom brat v potaz, Ze

nejcastéjsSim zdrojem nakazy je vodni zdroj kontaminovany fekaliemi nakaZeného
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organismu, a proto se mohou kryptosporidie v détském kolektivu rozsirit diky

spolecnému koupani.

Zajimalo nas, jestli 1ze podle konzistence stolice urcit, zda je pacient pozitivni i
negativni. Vzhledem k tomu, Ze byla stolice v 7 pripadech z 9 tuha a pouze ve 2
pripadech méla ridsi ¢i vodnaty charakter, pozitivitu podle charakteru stolice urcit
nelze. Stanovili jsme tedy tuto hypotézu: Cetnost oocyst ve stolici nezavisi na jeji
konzistenci. Spravnou metodou by bylo porovnani ¢etnosti mezi skupinou s tuhou
stolici a skupinou s ridkou stolici. To bohuZel udélat nebylo mozné, protoZe ve
skupiné s ridkou stolici byly pouze 2 subjekty. Byl tedy pouzit Fishertv presny test:
Nulova hypotéza nebyla zamitnuta. Mohlo by to tedy znamenat i to, Ze ani Cetnost
oocyst ve stolici nema vliv na jeji konzistenci. Prestoze vysledky pakistanské studie
souvislost mezi konzistenci stolice a pritomnosti kryptosporidii ve stolici prokazali,
nelze nijak tuto hypotézu testovat, nebot vybrani pacienti byli silné
imunodeficientni a na prijmu se mohlo podilet i vice patogenl. AvSak i terapie

antibiotika, jimiZ byli pacienti z Pakistanu lé¢eni, mohla zptlisobit diarrheu.

Dalsi analyza probéhla u zavislosti imunodeficitu a ¢etnosti oocyst. Hypotéza byla
stanovena takto: Oslabeny imunitni systém méné omezuje mnoZeni parazita. Pri
vypoctu byl pouzit stejny postup jako pri hypotéze 1. Nulova hypotéza nebyla
zamitnuta. Podle statistické analyzy je zavér takovy, Ze ve stfevé pacienti

s diagndzou provazejici imunodeficit probihd mnoZeni parazita s vétsi cetnosti.

Treti statisticka analyza probéhla pti stanoveni zavislosti imunodeficitu a pozitivity.
NaSe hypotéza znéla: Pacienti s oslabenou imunitou jsou nachylnéjsi ke
kryptosporidiové infekci. Jako testovaci metodu jsme pouZili testovani hypotézy
nezavislosti v kontingencni tabulce. MiZeme tedy rict, Ze imunodeficit ma pozitivni

vliv na vnimavost hostitelské burky.

Celkova promorenost nam vysla pomérné vysoka (21,43 %). PrestoZe se jednalo o
pacienty KIN, tak k této vysoké hodnoté ptispél fakt, Ze v podminkach CR se b&Zné
nediagnostikuje vyskyt kryptosporidii ve stolici a neni tedy zndma priimérna
hodnota promoienosti timto patogenem v populaci. Proto se miize zdat byt tato
hodnota vysoka. Pro¢ je nedostatek tidajii o promotenosti V CR: pii normaln{ tuhé

stolici nemusi byt podezieni na kryptosporidiovou infekci a neni provedena
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diagnostika. Jak jsme vSak zjistili, konzistence stolice nemusi s infekci souviset,
prestoZe se prijem uvadi jako jeden z hlavnich projevi. Stolice byva poslana na
parazitologické vySetreni nékdy i po nékolika tydnech, béhem nichZ mizZe byt
kryptosporidiéza vylécena symptomatickou lécbou a nastolenim vhodnych
hygienickych podminek. Nejprve totiz podle klinického obrazu probihaji
bakteriologickd a virologickd vySetieni. Casto se stava, Ze do laboratofe
k parazitologickému vySetreni se material dostava az tehdy, kdyZ se v ostatnich
typech vySetieni nenajde Zadny jiny ptivodce. BéZné se tedy na vySetieni stolice na
pritomnost oocyst kryptosporidii nedostane. To je také jednim z diivoddi, proc je
vCR malo zachytd tohoto parazita. Dilezitd je véasnost pozadovaného
parazitologického vysetreni, nejlépe hned na zacatku hospitalizace pacienta. Na
konci patentni periody vyvoje kryptosporidie je intenzita vylucovani oocyst ve
stolici nizka. To je dalsi zdiivodnéni, pro¢ nam vysla promorenost tak vysoka.

K odbéru materialu dochazelo brzo po hospitalizaci pacienta.

UZ ze starsich publikaci (Talaro et Talaro 1993, Chroust et al. 1998) vime, Ze nejvétsi
prevalence Kkryptosporidii je vzemich tretiho svéta, predevSim zdlvodu
neadekvatni hygieny. Dalsi divody jiz byly zminény v teoretické ¢asti. Vyskyt oocyst
ve stolici u lidi se pohybuje kolem 4 % u déti a 1 - 2 % u dospélych, pricemz
vriznych zemépisnych Sitkdch muize dosahnout prevalence 6 - 27 %. To
koresponduje i s naSimi vysledky. I ndm vysSla promoienost vyssi u déti, avSak ve

vétsim méritku. Diivody proc¢ tomu tak je, jiz byly zminény.

Studie provedena v Nigerii (Molloy et al. 2011) zjistila, Ze prevalence u déti je 19,4
%. Tento udaj také koresponduje s nasSimi vysledky. Abdel-Messih et al. (2005)
v Egypté zjistili, Ze prevalence u déti s prijmem je 17 %. U déti do jednoho roku véku
byla 2,4x vétSi pravdépodobnost, Ze jsou infikované oproti starSim détem. Déti ve
véku 1 - 2 let mély 1,9x vétsi pravdépodobnost infekce nez starsi déti. Dale studie
ukazala, Ze kojeni ma vyznam v ochrané proti onemocnéni. Vnasi studii byla
promofenost naopak vys$si u star$ich déti. Rekla bych, Ze v na$ich podminkéach je to
z diivodu trendu kojeni déti co nejdel$i dobu a také jsou v CR zajistény lepsi
hygienické podminky a pristup na vétSiné tuzemi k velmi kvalitni pitné vodé.
Zejména o mladsi déti je také dobfe postardno, dba se na jejich hygienu.

Promoftenost se zvySuje aZ s navstévovanim predskolnich a Skolnich zatizeni.
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Pokud by byla provedena studie ve vétSim méritku i na naSem Uzemi a nejen u
pacientt KIN, moZna by se zjistilo, Ze promorenost kryptosporidiemi je daleko vyssi,
nez jak se dosud myslelo. Za zminku stoji starsi studie (Katsumata et al. 1998)
provedena vIndonésii, kde byli vySetfeni pacienti sakutnim prajmovym
onemocnénim, u nichz byla promorenost oocystami 2,8 %, ale u kontrolni skupiny
byla kryptosporidioza také, v 1,4 % pripadech. Tato prace potvrzuje, Ze by bylo
vhodné otestovat nejen suspektni pacienty, ale i Sirsi verejnost. DalSi prace, ktera
potvrzuje asymptomatickou kryptosporidiézu, probéhla v Bangladési. Kirkpatrick
et al. (2008) po dobu tri let sledovali 226 déti ve véku od 2 do 5 let. U 42,5 % byla
diagnostikovana kryptosporidiova infekce. 22,6 % déti mélo asymptomatickou
infekci, 25,7 % mélo symptomatickou kryptosporidiézu, z nichz 29,3 % mélo

recidivujici onemocnéni.
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Zaver

Hlavnim cilem prace bylo stanovit promorenost kryptosporidiemi a zjistit, jaké
faktory ovliviiuji kryptosporidiovou infekci a jaka je jeji prevalence u pacienti
hospitalizovanych v roce 2015 na Klinice infek¢nich nemoci ve Fakultni nemocnici
v Hradci Kralové, predevSim téch détskych. Dale jsme stanovovali, zda Cetnost
oocyst ve stolici nezavisi na jeji konzistenci, zda pacienti s oslabenou imunitou jsou
nachylnéjsi ke kryptosporidiové infekci a zda oslabeny imunitni systém omezuje

mnoZeni parazita.

Byl ispésné obarven klinicky material 42 pacientti po 7 vzorcich. Zjistili jsme, Ze 9
pacientti je pozitivnich, tedy prevalence naseho souboru je 21,43 %. V souboru bylo
17 muzl a 25 Zen. NakaZeno Kryptosporidiemi bylo 7 Zen a pouze 2 muzi, prevalence
u Zen nam tedy vysla 28 % a u muzi 11,76 %. Tento vysledek je ale spiSe
informativni kviili malému souboru dat a poskytuje namét pro dalsi moznou studii

na toto téma.

Zjistili jsme, Ze promorenost u déti do 12 let véku je nejvétsi. Opét toto zjisténi je
pouze informacni, protoZe v naSem souboru se nachazely predevsim déti. Tyto
vysledky by ale mohly také poskytnout zaklad pro dalsi studie prevalence détskych

pacientd.

Dale jsme zjistili, Ze z charakteru stolice nelze urcit, zda je pacient pozitivni nebo
negativni. Statistickymi metodami jsme hodnotili zavislost Cetnosti oocyst na
konzistenci stolice. Dosli jsme k zavéru, Ze Cetnost oocyst ve stolici nema vliv na jeji

konzistenci.

DalSi stanovovanou zdavislosti byla zavislost imunodeficitu a cetnosti oocyst.
Vysledkem bylo zjiSténi, Ze ve stievé pacientll s diagnézou provazejici imunodeficit
probiha mnozZeni parazita s vétSi Cetnosti. Posledni zjiStovanou zavislosti byla
zavislost imunodeficitu a pozitivity. Podle nasi hypotézy jsou pacienti s oslabenou
imunitou nachylnéjsi ke kryptosporidiové infekci. Hypotéza nezavislosti nebyla
zamitnuta. Imunodeficientni pacienti s diagnotou E 86 tedy mohou predstavovat

rizikovou skupinu.
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Zavérem je nutné rici, Ze jsme si védomi toho, Ze byl otestovan pouze maly soubor
pacienti na to, aby byly vysledky smérodatné. Nase prace by se ale mohla stat
vychozi pro dalsi studie tématu prevalence kryptosporidiemi. Rovnéz jsme ukazali,
ze diagnostika kryptosporidii nemusi byt zaleZitosti pouze specializovanych
laboratoti, ale je moZné ji provadét i v béznych laboratornich podminkach
vhodnymi barvicimi metodami. PrestoZze dosud neni vyvinuta efektivni lécba,
tak diky véasnému rozpoznani kryptosporidiové infekce mize byt nasazena vhodna

symptomaticka a podptirna lécba.
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