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1. Úvod 
Zástupci r o d u Cryptosporidium j s o u kosmopolitně rozšíření oportunní p a r a z i t i , kteří 

postihují všechny třídy obratlovců včetně člověka. K r y p t o s p o r i d i e infikují primárně 

epiteliální buňky gastrointestinálního t r a k t u a způsobují průjmové onemocnění, které 

nazýváme kryptosporidióza ( N i m e e t a l . 1 9 7 6 ; X i a o a C a m a 2 0 1 8 ) . Průběh i n f e k c e závisí 

n a d r u h u a g e n o t y p u k r y p t o s p o r i d i e a d r u h u , věku a imunitním s t a v u h o s t i t e l e (Kváč e t a l . 

2 0 0 9 b ; Tinavská 2 0 2 1 ; L a m i s e r e e t a l . 2 0 2 2 ) . Některé d r u h y kryptosporidií j a k o například 

C. parvum a C. baileyi infikují více druhů hostitelů, j iné s e omezují n a s k u p i n y , j a k o j s o u 

h l o d a v c i (C. muris) n e b o přežvýkavci (C. andersoni) a o dalších j e známo, že parazitují 

p o u z e u j e d n o h o d r u h u h o s t i t e l e , například C. tyzzeri n e b o C. apodemi ( F a y e r a X i a o 2 0 0 7 ; 

R e n e t a l . 2 0 1 2 ; Condlová e t a l . 2 0 1 8 ) . Člověk j e vnímavý k i n f e k c i více než 2 0 d r u h y 

a g e n o t y p y kryptosporidií, nicméně většina lidských infekcí j e způsobena d r u h e m 

C. hominis, který j e h o s t i t e l s k y adaptován n a člověka a d r u h e m C. parvum, který 

j e charakteristický s v o u nízkou h o s t i t e l s k o u s p e c i f i t o u ( X i a o 2 0 1 0 ; C h e c k l e y e t a l . 2 0 1 5 ) . 

V rámci r o d u rozlišujeme dvě fylogenetické větve kryptosporidií, první s k u p i n u tvoří 

k r y p t o s p o r i d i e s a f i n i t o u k enterocytům a d r u h o u s a f i n i t o u k žaludečním žlázám ( F a y e r 

a X i a o 2 0 0 7 ) . 

Některé d r u h y j a k o například C. parvum, C. hominis n e b o C. galii j s o u patogenní, 

zatímco u druhů j a k o j s o u C. muris n e b o C. andersoni probíhá i n f e k c e v e většině případů 

a s y m p t o m a t i c k y (Díaz e t a l . 2 0 2 1 ) . 

V současné době j e popsáno 1 1 druhů žaludečních kryptosporidií ( T y z z e r 1 9 1 0 ; L e v i n e 

1 9 8 0 ; P a p e r n a a V i l e n k i n 1 9 9 6 ; L i n d s a y e t a l . 2 0 0 0 ; A l v a r e z - P e l l i t e r o a Sitjá-Bobadilla 

2 0 0 2 ; R y a n e t a l . 2 0 0 3 a ; Jirků e t a l . 2 0 0 8 ; R y a n e t a l . 2 0 1 5 ; Kváč e t a l . 2 0 1 6 ; Holubová 

e t a l . 2 0 1 9 ; B o l l a n d e t a l . 2 0 2 0 ) , u savců j s o u t o d r u h y C. muris, C. andersoni 

a C. proliferans, jejichž biologické a molekulární v l a s t n o s t i s e v m n o h a o h l e d e c h liší o d 

střevních druhů ( L i n d s a y e t a l . 2 0 0 0 ; Kváč e t a l . 2 0 1 6 ) . 

Typickými h o s t i t e l i žaludečních kryptosporidií j s o u h l o d a v c i a přežvýkavci ( T y z z e r 

1 9 1 0 ; L i n d s a y e t a l . 2 0 0 0 ; X i a o e t a l . 2 0 0 4 a ; Kváč e t a l . 2 0 1 6 ) . U ostatních s k u p i n savců 

b y l y kryptosporidiové i n f e k c e v žaludku popsány j e n ojediněle. Navíc v řadě případů s e 

j e d n a l o o pasáž zažívacím t r a k t e m p o t o m , c o predátor pozřel s v o u kořist, která b y l a 

přirozeným h o s t i t e l e m žaludečních kryptosporidií ( X i a o e t a l . 2 0 0 4 b ; Kváč e t a l . 2 0 1 2 ; 

2 0 2 1 ) . 
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V r o c e 2 0 0 7 p o p s a l Pavlásek a R y a n případ přirozeně infikované kočky domácí d r u h e m 

C. muris. Přestože myši j s o u přirozenými h o s t i t e l i C. muris a kočky j s o u přirozenými 

p r e d a t o r y myší, kočky nesdílí s myšmi stejné d r u h y kryptosporidií. Nicméně kočky j s o u 

pravděpodobně ojediněle vnímavé k i n f e k c i C. muris. 

V této práci s e zabýváme případem a bližší b i o l o g i c k o u a g e n e t i c k o u c h a r a k t e r i s t i k o u 

izolátu C. muris C A T 2 1 získaného z přirozeně infikované kočky. 
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2. Literární přehled 
2.1. Rod Cryptosporidium 

2.1.1. Historie 

P o p i s kryptosporidií, které b y l y původně považovány z a vývojová s t a d i a kokcidií 

Coccidium falciforme ( d n e s Eimeriafalciformis) ( C l a r k e 1 8 9 5 ) , s e d a t u j e až d o r o k u 1 9 0 7 , 

k d y E r n e s t E d w a r d T y z z e r i d e n t i f i k o v a l první o r g a n i s m u s patřící d o t o h o t o r o d u . V t o m t o 

r o c e r o z p o z n a l a následně v r o c e 1 9 1 0 p o p s a l p a r a z i t a , který s e v y s k y t o v a l v žaludečních 

žlázách laboratorních myší a p o j m e n o v a l h o j a k o nový d r u h Cryptosporidium muris ( T y z z e r 

1 9 0 7 ; 1 9 1 0 ) . Následně v r o c e 1 9 1 2 p o p s a l střevní d r u h kryptosporidií C parvum a v r o c e 

1 9 2 9 p o p s a l první nález kryptosporidií v e l m i podobné d r u h u C parvum v c e k u kuřat 

( T y z z e r 1 9 1 2 ; 1 9 2 9 ) . Nicméně t e n t o p o p i s n e b y l úplný. 

S l a v i n ( 1 9 5 5 ) p o p s a l k r y p t o s p o r i d i i , která p a r a z i t o v a l a v e p i t e l u střeva a F a b r i c i o v y 

b u r z y krocanů. Způsobovala těžké průjmy, v některých případech i s m r t j e d i n c e 

a p o j m e n o v a l j i Cryptosporidium meleagridis. V r o c e 2 0 0 3 b y l t e n t o d r u h popsán j a k o 

jediný d r u h , který běžně i n f i k u j e j a k ptáky, t a k s a v c e ( A k i y o s h i e t a l . 2 0 0 3 ) . V r o c e 1 9 7 1 

P a n c i e r a e t a l . p o p s a l i první případ závažné kryptosporidiózy u t e l a t s těžkými vodnatými 

průjmy, které s e nedařilo léčit žádnými dostupnými c h e m o t e r a p e u t i k y a často končily smrtí 

t e l e t e . T e n t o případ v e d l k e zvýšenému zájmu o kryptosporidiové i n f e k c e j a k o takové. Další 

případy, které přispěly k e zvýšenému zájmu o t y t o i n f e k c e , b y l y i n f e k c e u lidí ( N i m e e t a l . 

1 9 7 6 ; M e i s e l e t a l . 1 9 7 6 ; L a s s e r e t a l . 1 9 7 9 ) . 

Střevní d r u h C. parvum a žaludeční d r u h C. muris b y l y v r o c e 1 9 8 4 chybně s j e d n o c e n y 

j a k o j e d e n d r u h ( L e v i n e 1 9 8 4 ) . O r o k později b y l y díky popsaným případům 

kryptosporidiózy s k o t u t y t o d v a d r u h y o d s e b e odděleny ( U p t o n a C u r r e n t 1 9 8 5 ) . V z h l e d e m 

k morfologickým p o d o b n o s t e m žaludečních o o c y s t nalezených u myší a u s k o t u , b y l y 

izoláty z e s k o t u označovány j a k o C. muris-\ike ( U p t o n a C u r r e n t 1 9 8 5 ; A n d e r s o n 1 9 8 7 ) . 

S r o z v o j e m a všeobecnou dostupností molekulárních m e t o d došlo n a přelomu tisíciletí 

k p o p i s u velkého množství druhů a genotypů kryptosporidií. V současné době j e uznáno 

4 9 druhů ( T a b u l k a 1 ) a známo několik desítek genotypů, které pravděpodobně představují 

samostatné t a x o n y ( T y z z e r 1 9 1 0 ; L i n d s a y e t a l . 2 0 0 0 ; X i a o e t a l . 2 0 0 4 a ; Kváč e t a l . 2 0 0 7 b ; 

2 0 0 8 ; 2 0 0 9 b ; Kodádková e t a l . 2 0 1 0 ) . 
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Tabulka 1 . S e z n a m platných druhů r o d u Cryptosporidium. Žaludeční d r u h y j s o u 
zvýrazněny. 

Druh Hostitelé Lokalizace Reference 
C. abrahamseni r y b y střevo Z a h e d i e t a l . 2 0 2 1 
C. alticolis hraboš obecný tenké střevo Hořčičková e t a l . 2 0 1 9 
C. andersoni s k o t žaludek L i n d s a y e t a l . 2 0 0 0 
C. apodemi m y šice střevo Čondlová e t a l . 2 0 1 8 
C. avium ptáci střevo Holubová e t a l . 2 0 1 6 

C. baileyi drůbež střevo, dýchací a 
močové c e s t y 

C u r r e n t e t a l . 1 9 8 6 

C. bollandi r y b y žaludek B o l l a n d e t a l . 2 0 2 0 
C. bovis 
C. canis 
C. cichlidis 

C. cuniculus 

C. d i t r i c h i 
C. ducismarci 
C. erinacei 
C. f a y e r i 
C. felis 
C. f r a g i l e 

C. homai 
C. hominis 
C. h u w i 
C. macropodum 
C. meleagridis 
C. microti 

C. m o l n a r i 

s k o t 
p s i 
r y b y 

tenké střevo 
tenké střevo 
tenké střevo 

králíci a lidé tenké střevo 

m y s i c e 
želvy 
ježci 
k l o k a n i 
kočky 
žáby 

m o r c e 
lidé 
r y b y 
k l o k a n i 
drůbež a lidé 
hraboš obecný 

tenké střevo 
střevo 
tenké střevo 
tenké střevo 
tenké střevo 
žaludek 

střevo 
tenké střevo 
žaludek 
střevo 
střevo 
tlusté střevo 

C. muris 
C. myocastoris 
C. nasoris 
C. occultus 
C. ornithophilus 
C. parvum 
C. proliferans 
C. proventriculi 
C. r a t t i 
C. reichenbachklinkei 
C. rubeyi 
C. ryanae 
C. sciurinum 
C. scophalmi 

h l o d a v c i 
n u t r i e 
r y b y 
p o t k a n i 
ptáci 
s a v c i 
h l o d a v c i 
papoušci 
p o t k a n i 
r y b y 
v e v e r k y 
s k o t 
v e v e r k y 
r y b y 

žaludek 
tenké střevo 
střevo 
tlusté střevo 
tlusté střevo 
tenké střevo 
žaludek 
žaludek 
tlusté střevo 
žaludek 
střevo 
tenké střevo 
střevo 
střevo 

F a y e r e t a l . 2 0 0 5 
F a y e r e t a l . 2 0 0 1 
P a p e r n a a V i l e n k i n 1 9 9 6 
R o b i n s o n e t a l . 2 0 1 0 ; I n m a n 
a T a k e u c h i 1 9 7 9 
Čondlová e t a l . 2 0 1 8 
Ježková e t a l . 2 0 1 6 
K v á č e t a l . 2 0 1 4 
R y a n e t a l . 2 0 0 8 
I s e k i 1 9 7 9 
Jirků e t a l . 2 0 0 8 
Pavlásek 1 9 9 9 ; R y a n e t a l . 
2 0 0 3 a 
Z a h e d i e t a l . 2 0 1 7 
M o r g a n - R y a n e t a l . 2 0 0 2 
R y a n e t a l . 2 0 1 5 
P o w e r a R y a n 2 0 0 8 
S l a v i n 1 9 5 5 
Hořči čková e t a l . 2 0 1 9 
A l v a r e z - P e l l i t e r o a Sitjá-
B o b a d i l l a 2 0 0 2 
T y z z e r 1 9 1 0 ; 1 9 0 7 
Ježková e t a l . 2 0 2 1 a 
H o o v e r e t a l . 1 9 8 1 
K v á č e t a l . 2 0 1 8 
Holubová e t a l . 2 0 2 0 
T y z z e r 1 9 1 2 
K v á č e t a l . 2 0 1 6 
Holubová e t a l . 2 0 1 9 
Ježková e t a l . 2 0 2 1 
P a p e r n a a V i l e n k i n 1 9 9 6 
L i e t a l . 2 0 1 5 
F a y e r e t a l . 2 0 0 8 
P r e d i g e r e t a l . 2 0 2 1 
A l v a r e z - P e l l i t e r o e t a l . 2 0 0 4 
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Tabulka 1. S e z n a m platných druhů r o d u Cryptosporidium. Žaludeční d r u h y j s o u 
zvýrazněny (pokračování). 

Druh Hostitelé Lokalizace Reference 
C. scrofarum p r a s a t a střevo K v á č e t a l . 2 0 1 3 
C. serpentis p l a z i žaludek L e v i n e 1 9 8 0 
C. suis p r a s a t a střevo R y a n e t a l . 2 0 0 4 
C. testudinis želvy neznámá Ježková e t a l . 2 0 1 6 
C. tyzzeri myši tenké střevo R e n e t a l . 2 0 1 2 
C. u b i q u i t u m o v c e a k o z y střevo F a y e r e t a l . 2 0 1 0 
C. v a r a n i i p l a z i střevo Pavlásek a R y a n 2 0 0 8 
C. viatorum lidé neznámá E l w i n e t a l . 2 0 1 2 
C. w r a i r i morčata tenké střevo V e t t e r l i n g e t a l . 1 9 7 1 
C. x i a o i o v c e a k o z y střevo F a y e r a Santín 2 0 0 9 

2.1.1.1. Chronologie popisu žaludečních druhů kryptosporidií 

1907 Cryptosporidium maris 

Cryptosporidium murisje prvním popsaným d r u h e m r o d u Cryptosporidium, který v r o c e 

1 9 0 7 p o p s a l E . E . T y z z e r . T e n t o d r u h b y l detekován v žaludečních žlázách myší. Typickým 

h o s t i t e l e m j s o u t e d y h l o d a v c i , především z čeledi myšovitých ( M u r i d a e ) . 

1980 Cryptosporidium serpentis 

T e n t o d r u h k r y p t o s p o r i d i e b y l o b j e v e n j iž v r o c e 1 9 7 7 v žaludeční stěně h a d a 

( B r o w n s t e i n e t a l . 1 9 7 7 ) , nicméně své jméno Cryptosporidium serpentis d o s t a l t e n t o d r u h 

až v r o c e 1 9 8 0 N o r m a n D . L e v i n e m ( L e v i n e 1 9 8 0 ) . 

1999 Cryptosporidium g a l i i 

Pavlásek ( 1 9 9 9 ) n a l e z l m o r f o l o g i c k y i d e n t i c k o u k r y p t o s p o r i d i i s C blagburni ( t e n t o 

d r u h není d n e s uznáván j a k o platný) u uhynulé 1 7 . měsíční s l e p i c e (Gallus gallus) 

v p r o v e n t r i k u l u a p o j m e n o v a l t e n t o d r u h Cryptosporidium galii. V z h l e d e m k t o m u , že t e n t o 

p o p i s měl řadu nedostatků, b y l t e n t o d r u h v r o c e 2 0 0 3 redeskribován s dalšími biologickými 

a molekulárními c h a r a k t e r i s t i k a m i ( R y a n e t a l . 2 0 0 3 ) . 

2000 Cryptosporidium andersoni 

L i n d s a y e t a l . ( 2 0 0 0 ) n a základě molekulárních a biologických vlastností odlišili C. muris 

infikující h l o d a v c e a k r y p t o s p o r i d i i parazitující v e s l e z u t u r a domácího (Bos taurus), která 

d o té d o b y b y l a popisována j a k o C. muris-\ike, a p o j m e n o v a l i j i Cryptosporidium andersoni. 

2002 Cryptosporidium m o l n a r i 

T e n t o d r u h b y l popsán u d v o u druhů kostnatých r y b (Sparus aurata a Dicentrachus 

labrax) v r o c e 2 0 0 2 ( A l v a r e z - P e l l i t e r o a Sitjá-Bobadilla 2 0 0 2 ) . O o c y s t y b y l y lokalizovány 

v e p i t e l u žaludeční s l i z n i c e a j e n v e l m i zřídka v e p i t e l u tenkého střeva. 
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2008 Cryptosporidium f r a g i l e 

Cryptosporidium fragile b y l o n a l e z e n o v žaludeční stěně r o p u c h y jihoasijské 

(Duttaphrynus melanostictus), která b y l a d o v e z e n a z M a l a j s i e d o České r e p u b l i k y 

(Jirků e t a l . 2 0 0 8 ) . M i m o t e n t o p o p i s n e b y l t e n t o d r u h n i k d y u žádných j iných hostitelů 

detekován. 

2015 Cryptosporidium h u w i 

Původně Cryptosporidium s p . p i s c i n e g e n o t y p I b y l n a l e z e n v žaludku živorodky duhové 

(Poecilia reticulata). O o c y s t y C. huwi j s o u s v o u velikostí v e l m i podobné d r u h u 

Cryptosporidium molnari, nicméně n a základě genetické odlišnosti b y l y v r o c e 2 0 1 5 

popsány j a k o samostatný d r u h ( R y a n e t a l . 2 0 1 5 ) . 

2016 Cryptosporidium proliferans 

Původně Cryptosporidium muris izolát T S 0 3 , který b y l získán z přirozeně infikovaného 

h l o d o u n a východoafrického (Tachyoryctes splendens) v K e n i . N a základě biologických 

a molekulárních c h a r a k t e r i s t i k b y l t e n t o izolát v r o c e 2 0 1 6 popsán j a k o nový d r u h 

( K v á č e t a l . 2 0 1 6 ) . 

2019 Cryptosporidium proventriculi 

Holubová e t a l . ( 2 0 1 9 ) p o p s a l i morfologické, biologické a molekulární v l a s t n o s t i t z v . 

Cryptosporidium s p . a v i a n g e n o t y p I I I a u s t a n o v i l i t u t o k r y p t o s p o r i d i i j a k o samostatný d r u h . 

2020 Cryptosporidium bollandi 

B o l l a n d e t a l . ( 2 0 2 0 ) p o p s a l i Cryptosporidium bollandi j a k o jméno p r o Cryptosporidium 

piscine s p . g e n o t y p I I n a základě morfologické, biologické a molekulární c h a r a k t e r i z a c e . 

2.1.2. Systematika 

R o d Cryptosporidium j e řazen d o třídy A p i c o m p l e x a , p r o který j e charakteristickým 

z n a k e m přítomnost apikálního k o m p l e x u sloužícího k i n f e k c i hostitelské buňky 

( F a y e r a X i a o 2 0 0 7 ) . Zařazení r o d u Cryptosporidium v rámci výtrusovců s e v průběhu l e t 

několikrát měnilo. Původně b y l i zástupci r o d u Cryptosporidium řazeni m e z i k o k c i d i e , 

především n a základě p o d o b n o s t i m o r f o l o g i e a vývojového c y k l u ( T y z z e r 1 9 0 7 ) . 

Zajímavostí j e , že j iž v r o c e 1 9 1 0 T y z z e r , který k r y p t o s p o r i d i e p o p s a l a přiřadil j e k e 

kokcidiím, v y s l o v i l domněnku, že s e pravděpodobně jedná o s a m o s t a t n o u s k u p i n u 

vyznačující s e odlišnostmi o d kokcidií ( T y z z e r 1 9 1 0 ) . Dalším z důkazů o nesprávnosti 

zařazení k r y p t o s p o r i d i i k e kokcidiím b y l a nevnímavost těchto parazitů n a léčbu přípravky 

používanými k e k o n t r o l e kokcidiózy ( A b r a h a m s e n e t a l . 2 0 0 4 ) . Důležitým milníkem 

v e s t u d i i taxonomického zařazení k r y p t o s p o r i d i i b y l y fylogenetické analýzy, které o d h a l i l y 

j e j i c h blízký v z t a h k e gregarinám ( G r e g a r i n a s i n a ) ( C a r r e n o e t a l . 1 9 9 9 ) . Příbuznost 

1 1 



kryptosporidií k e gregarinám b y l p a k p o t v r z e n o b d o b n o u m o r f o l o g i c k o u s t a v b o u o r g a n e l 

sloužících k přichycení k hostitelské buňce (Valigurová e t a l . 2 0 0 7 ) . Všechny výše uvedené 

skutečnosti n a k o n e c v e d l y k přesunutí kryptosporidií z podtřídy C o c c i d i a d o nové podtřídy 

C r y p t o g r e g a r i a v rámci třídy G r e g a r i n o m o r p h e a a řádu C r y p t o g r e g a r i d a ( C a v a l i e r - S m i t h 

2 0 1 4 ; R y a n e t a l . 2 0 1 6 ) . 

2.1.3. Vývojový cyklus 

V současnosti j e známo velké množství druhů a genotypů kryptosporidií, a l e vývojový 

c y k l u s b y l popsán p o u z e u pěti druhů kryptosporidií, a t o u tří druhů savčích, C. parvum 

( T y z z e r 1 9 1 2 ) , C. muris ( T y z z e r 1 9 0 7 ; 1 9 1 0 ) a C. proliferans (Melicherová e t a l . 2 0 1 3 ) . 

Životní c y k l u s kryptosporidií j e monoxenní, t e d y probíhá p o u z e v j e d n o m h o s t i t e l i 

a z a h r n u j e pohlavní i nepohlavní stádia ( F a y e r a X i a o 2 0 0 7 ) . K nakažení h o s t i t e l e dochází 

fekálně-orální c e s t o u , pozřením o o c y s t z kontaminované p o t r a v y či v o d y . Vývojový c y k l u s 

z a h r n u j e čtyři fáze, t e d y e x c y s t a c i , m e r o g o n i i , g a m o g o n i i a s p o r o g o n i i . Zajímavostí 

vývojového c y k l u kryptosporidií j e , že s p o r o z o i t i s e nezanořují d o c y t o p l a z m y , a l e zůstávají 

uloženi intracelulárně m i m o c y t o p l a z m u , e p i p l a z m a t i c k y ( A l v a r e z - P e l l i t e r o a Sitjá-

B o b a d i l l a 2 0 0 2 ; R y a n e t a l . 2 0 1 5 ; Z a h e d i e t a l . 2 0 2 1 ) . 

Nejpodrobněji b y l popsán životní c y k l u s střevního d r u h u C. parvum, a l e c y k l y ostatních 

druhů, j a k o například C. baileyi, C. muris n e b o C. proliferans, s e příliš neliší ( C u r r e n t 

e t a l . 1 9 8 6 ; Kváč e t a l . 2 0 1 6 ; Melicherová e t a l . 2 0 1 3 ) . 

Excystace 

P o pozření o o c y s t y k r y p t o s p o r i d i e vhodným h o s t i t e l e m j e prvním k r o k e m k propuknutí 

i n f e k c e e x c y s t a c e . Stěna o o c y s t y s e otevře podél švu ( s u t u r a ) n a j e d n o m pólu o o c y s t y , 

z e které s e uvolní čtyři infekční s p o r o z o i t i . P r o e x c y s t a c i žaludečních kryptosporidií 

j e potřeba p o u z e zvýšení t e p l o t y n a t e p l o t u těla h o s t i t e l e p o pozření o o c y s t y , zatímco p r o 

e x c y s t a c i střevních kryptosporidií j e nutné, a b y s e o o c y s t y d o s t a l y d o k o n t a k t u s kyselým 

prostředím žaludku a následně b y l y v y s t a v e n y pankreatickým enzymům ( S m i t h e t a l . 2 0 0 5 ; 

W i d m e r e t a l . 2 0 0 7 ) . Jaké j s o u podmínky p r o e x c y s t a c i k r y p t o s p o r i d i e infikující 

extraintestinální tkáně, např. t r a c h e u , není známo. S p o r o z o i t i , kteří excystují z o o c y s t y , j s o u 

pohybliví a k hostitelské buňce s e přichycují pomocí apikálního k o m p l e x u ( W e t z e l e t a l . 

2 0 0 5 ) . S p o r o z o i t i s e epicelulárně přemění n a t r o f o z o i t y (Valigurová e t a l . 2 0 0 8 ) . 

Merogonie 

Jádro t r o f o z o i t a s e rozdělí a nastává m e r o g o n i e , což j e opakované mnohonásobné 

nepohlavní dělení. U většiny d o s u d studovaných vývojových cyklů kryptosporidií b y l y 
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popsány d v a t y p y merontů (schizontů), třetí t y p m e r o n t a b y l detekován p o u z e u ptačího 

d r u h u C. baileyi ( C u r r e n t e t a l . 1 9 8 6 ) . 

J a k o první vznikají m e r o n t i I . t y p u , kteří s e dělí n a 6 - 8 merozoitů. T i t o m e r o z o i t i 

následně opouští m e r o n t , infikují další hostitelské buňky a vyvíjejí s e v další 

m e r o n t y I . n e b o I I . t y p u . M e r o n t i I I . t y p u s e dělí n a 4 m e r o z o i t y , u d r u h u C. baileyi 

s e m e r o n t i I I . t y p u dělí n a 8 merozoitů. Nedávná s t u d i e provedená pomocí transfikovaných 

sporozoitů C. parvum ukázala, že m e r o z o i t i I I . t y p u s e v in vitro nevyvíjejí v pohlavní stádia 

a p r o další vývoj p a r a z i t a j s o u potřebné j e n m e r o z o i t i I . t y p u n e b o p o u z e o s m i - jaderní 

m e r o z o i t i ( E n g l i s h e t a l . 2 0 2 2 ) . 

Gametogonie 

Následuje g a m e t o g o n i e , sexuální rozmnožování, které spouští d l e tradičního názoru 

m e r o n t i I I . t y p u . Začnou s e d i f e r e n c i o v a t d o mikrogamontového (samčího) n e b o 

makrogamontového (samičího) stádia. M i k r o g a m o n t i j s o u vícejaderní a následně z n i c h 

vznikají m i k r o g a m e t y ( 1 6 ) . M a k r o g a m o n t i j s o u jednojaderní a vznikají z n i c h m a k r o g a m e t y 

( 1 ) , a l e poměr mikrogamotů a makrogamotů není znám ( F a y e r a X i a o 2 0 0 7 ) . Uvolněné 

m i k r o g a m e t y splývají s m a k r o g a m e t o u a výsledkem j e j e d n o diploidní stádium - z y g o t a . 

Z y g o t a prodělá p r o c e s podobný meióze a vzniká o o c y s t a ( C l o d e e t a l . 2 0 1 5 ) . 

Sporogonie 

Při s p o r o g o n i i dochází k meiotickému dělení jádra, a vznikají čtyři s p o r o z o i t i 

s redukovaným, haploidním počtem chromozomů a reziduálni tělísko. Sporulující o o c y s t a 

j e infekční p r o další h o s t i t e l e i h n e d p o vyloučení z h o s t i t e l e ( F a y e r e t a l . 1 9 9 0 ; 

L i u e t a l . 2 0 0 9 ; F a y e r 2 0 0 7 ) . U d r u h u C. parvum b y l y popsány d v a t y p y o o c y s t . Většina 

o o c y s t má s i l n o u stěnu a opouští tělo h o s t i t e l e s výkaly ( d r u h y infikující e p i t e l střeva či 

žaludku) n e b o případně h l e n e m ( d r u h y infikující p l i e n i e p i t e l ) . Přítomnost tenkostenných 

o o c y s t j e prokázána u 2 0 % z celkového počtu o o c y s t . T y t o o o c y s t y excystují v těle h o s t i t e l e 

a j s o u zodpovědné z a případy a u t o i n f e k c e ( A l d e y a r b i a K a r a n i s 2 0 1 6 ) . Schéma vývojového 

c y k l u j e u v e d e n o n a Obrázku 1 ( S l i f k o e t a l . 1 9 9 7 ) . 
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Obrázek 1. Vývojový c y k l u s Cryptosporidium s p p . ( U p r a v e n o ; S l i f k o e t a l . 1 9 9 7 ) . 

2.1.4. Zdroj a přenos infekce 

Kryptosporidiové i n f e k c e s e šíří fekálně-orální c e s t o u . Přenos může probíhat př ímým 

k o n t a k t e m , t e d y z infikovaného zvířete n a člověka a n a o p a k , a l e také z člověka n a člověka. 

M e z i n e j častější způsob přenosu patří kontaminovaná v o d a , která j e znečištěná výkaly 

hospodářských zvířat, a l e i volně žijících zvířat n e b o člověka ( P o h j o l a e t a l . 1 9 8 6 ; R e i f e t 

a l . 1 9 8 9 ; Cacciô a W i d m e r 2 0 1 4 ) . O o c y s t y kryptosporidií j s o u díky své trilaminární 

struktuře stěny v e l m i odolné a m o h o u přežít filtrace i chemické ošetření pitné v o d y . Dalším 

z d r o j e m nákazy m o h o u být živočišné p r o d u k t y , zejména mléko a z něj vyrobené mléčné 

výrobky, které n e b y l y dostatečně pasterované ( D j u r e t i c e t a l . 1 9 9 7 ; G e l l e t l i e e t a l . 1 9 9 7 ) . 

2.1.5. Klinické příznaky a terapie kryptosporidiózy 

M e z i hlavní příznaky kryptosporidiózy řadíme průjem, žaludeční potíže, zvracení 

či horečku ( M a c K e n z i e e t a l . 1 9 9 4 ) . D o d n e s n e e x i s t u j e žádná 1 0 0 % účinná léčba 

kryptosporidiové i n f e k c e , jedná s e spíše o s y m p t o m a t i c k o u léčbu založenou n a r e h y d r a t a c i 

o r g a n i z m u t e k u t i n a m i a podávání protiprůjmových preparátů ( J o k i p i i a J o k i p i i 1 9 8 6 ; F a y e r 

a X i a o 2 0 0 7 ) . N a v z d o r y dlouhodobému intenzivnímu zkoumání různých léků, které b y b y l y 

účinné n a t e r a p i i kryptosporidiózy, bohužel n e j s o u v současné době k d i s p o z i c i žádné 

univerzální léky s v y s o k o u účinností ( H o m m e r e t a l . 2 0 0 3 ; M e l e e t a l . 2 0 0 3 ; F a y e r a X i a o 

2 0 0 7 ) . Jediný v U S A schválený lék j e n i t a z o x a n i d , který j e možno použít n a léčbu 

dospělých a dětí starších j e d n o h o r o k u . U t o h o t o léku nastává problém u léčby 
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kryptosporidiózy u pacientů s H I V , k d y a n i zvýšené dávky či prodloužená léčba nemá žádný 

účinek ( A m a d i e t a l . 2 0 0 9 ) . 

V z h l e d e m k vysové p r e v a l e n c i infekcí C. parvum či C. hominis v lidské p o p u l a c i j s o u 

všechny s t u d i e zaměřeny a léky testovány právě n a střevní d r u h y kryptosporidií. 

Terapeutické účinky testovaných léků p r o t i žaludečním druhům kryptosporidií n e j s o u zatím 

známy. 

Další známý m e c h a n i s m u s , který j e s c h o p e n vyléčit h o s t i t e l e z kryptosporidiózy, 

j e specifická imunitní odpověď. S t u d i e , které s l e d o v a l y imunitní odpověď h o s t i t e l e 

n a k r y p t o s p o r i d i o v o u i n f e k c i , b y l y prováděny p o u z e n a d r u h u C. parvum, což j e střevní 

d r u h k r y p t o s p o r i d i e ( M c D o n a l d e t a l . 2 0 1 3 ; T y z z e r 1 9 1 2 ) . 

2.1.6. Prepatentní a patentní perioda 

V průběhu i n f e k c e rozlišujeme prepatentní a patentní p e r i o d u . Prepatentní p e r i o d a 

j e d o b a o d i n o k u l a c e / i n f e k c e p o objevení s e prvních vývojových stádií - o o c y s t . Délka 

prepatentní p e r i o d y závisí n a d r u h u k r y p t o s p o r i d i e , d r u h u a věku h o s t i t e l e a j e h o imunitním 

s t a v u ( C h a m p e l l e e t a l . 1 9 9 9 ) . Prepatentní p e r i o d a b y l a popsána u m n o h a druhů 

kryptosporidií n a základě experimentálních infekcí. U střevních druhů kryptosporidií 

j e délka prepatentní p e r i o d y většinou v rozmezí 2 - 7 dnů. U žaludečních druhů j e d o b a 

o d nakažení d o začátku vylučování o o c y s t delší, pohybující s e v rozmezí 7 - 2 1 dnů ( T z i p o r i 

1 9 8 3 ; D u P o n t e t a l . 1 9 9 5 ) . 

Patentní p e r i o d a j e n a p r o t i t o m u označení p r o d o b u , k d y j e k r y p t o s p o r i d i e přítomna 

v h o s t i t e l i (Svobodová e t a l . 2 0 1 3 ) . Délky patentních p e r i o d s e výrazně liší u různých 

hostitelů v závislosti n a j e j i c h věku a imunitním s t a v u . Experimentálně b y l a prokázána 

patentní p e r i o d a u řady střevních druhů, například u C. parvum s e patentní p e r i o d a p o h y b u j e 

o d 1 d o 1 2 dní u t e l a t ( T z i p o r i 1 9 8 3 ) , a l e například u C. scrofarum j e patentní p e r i o d a delší 

než 3 0 dní u experimentálně infikovaných p r a s a t (Kváč e t a l . 2 0 1 3 ) . Žaludeční 

kryptosporidióza probíhá j a k o chronická i n f e k c e , k d y patentní p e r i o d a j e výrazně delší 

o p r o t i střevním druhům a v m n o h a případech u hostitelů přetrvává j a k o celoživotní i n f e k c e 

( L i n d s a y e t a l . 2 0 0 0 ; M a s u n o e t a l . 2 0 0 6 ; Kváč e t a l . 2 0 0 8 ) . 

2.1.7. Hostitelská specifita 

Hostitelská s p e c i f i t a vyjadřuje s c h o p n o s t p a r a z i t a i n f i k o v a t a dokončit svůj vývojový 

c y k l u s v j e d n o m či v e více druzích hostitelů. K zjištění hostitelského s p e k t r a s e využívají 

e x p e r i m e n t y , k d y s e infekčními o o c y s t a m i kryptosporidií infikují odlišné d r u h y zvířat, než 

z e kterých b y l izolát získán. V případě, že h o s t i t e l začne vylučovat o o c y s t y , které j s o u 
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g e n e t i c k y shodné s o o c y s t a m i z infekční dávky, l z e považovat daného h o s t i t e l e 

z a vnímavého p r o daný d r u h či g e n o t y p kryptosporidií. 

V rámci r o d u Cryptosporidium můžeme rozlišit dvě s k u p i n y kryptosporidií 

d l e hostitelské špecificky. První s k u p i n a j e početně málo zastoupená a řadíme s e m d r u h y 

s nízkou h o s t i t e l s k o u s p e c i f i t o u , t e d y d r u h y , které j s o u přirozeně infekční p r o široké 

s p e k t r u m hostitelů. D o této s k u p i n y můžeme zařadit například d r u h y C. parvum, 

C. ubiquitum, C. baileyi a C. meleagridis ( T y z z e r 1 9 1 2 ; S l a v i n 1 9 5 5 ; L i e t a l . 2 0 1 4 ) . 

D r u h o u s k u p i n u tvoří d r u h y , které j s o u specifické p r o určité s k u p i n y hostitelů. D o této 

s k u p i n y můžeme zařadit například d r u h y C. andersoni, p r o který j e typickým h o s t e l e m s k o t 

( A n d e r s o n 1 9 9 1 ; 1 9 9 8 ; E s t e b a n a A n d e r s o n 1 9 9 5 ; L i n d s a y e t a l . 2 0 0 0 ; Kváč a Vítovec 2 0 0 3 ; 

Kváč e t a l . 2 0 0 8 ) , a l e také d r u h C. muris, p r o který j s o u typickým h o s t i t e l e m h l o d a v c i 

( A n d e r s o n 1 9 9 1 ; F a y e r e t a l . 1 9 9 1 ; Kváč e t a l . 2 0 0 8 ; R y a n e t a l . 2 0 0 3 b ) . V rámci této 

s k u p i n y můžeme ještě odlišit d r u h y , u kterých b y l d o s u d popsán p o u z e jediný h o s t i t e l . 

Takovýmto případem j e například C. myocastoris, d r u h parazitující u nutrií (Ježková e t a l . 

2 0 2 1 a ) n e b o C. huwi parazitující u r y b ( R y a n e t a l . 2 0 1 5 ) . 

2.1 .7 .1. Kryptosporidie a kryptosporidióza koček 

U koček b y l y kryptosporidiové i n f e k c e poprvé popsány v J a p o n s k u , identifikovány 

a popsány j a k o d r u h Cryptosporidium felis ( I s e k i 1 9 7 9 ) , a l e g e n e t i c k y charakterizován b y l 

t e n t o d r u h až v r o c e 1 9 9 8 ( S a r g e n t e t a l . 1 9 9 8 ) . O d první nákazy koček b y l o popsáno m n o h o 

dalších případů, ať už asymtomatických, t a k symptomatických a m e z i hlavní s y m p t o m y 

patřily přetrvávající průjem a úbytek n a váze ( P o o n a c h a a P i p p i n 1 9 8 2 ; M o n t i c e l l o e t a l . 

1 9 8 7 ) . 

M t a m b o e t a l . ( 1 9 9 1 ) uvádí, že p r e v a l e n c e kryptosporidií u koček j e j a k u domácích, 

t a k u divokých koček v e l m i malá ( 8 , 1 % ) . Všechny s t u d i e , které p o p i s o v a l y 

kryptosporidiové i n f e k c e u koček, i d e n t i f i k o v a l y p o u z e d r u h C. felis (např. M o r g a n e t a l . 

1 9 9 8 ; G a s s e r e t a l . 2 0 0 1 ; R y a n e t a l . 2 0 0 3 b ; Hajdušek e t a l . 2 0 0 4 ; Kváč e t a l . 2 0 1 7 ) . 

Výjimkou j s o u d v a případy, k d y b y l y v t r u s u koček detekovány o o c y s t y d r u h u C. muris 

(Santín e t a l . 2 0 0 6 ; Pavlásek a R y a n 2 0 0 7 ) . 

V e s t u d i i , k t e r o u p r o v e d l i Santín e t a l . ( 2 0 0 6 ) v C o l u m b i i , s e j e d n a l o o j e d n o l e t o u kočku. 

S o h l d e m n a vyšetření p o u z e j e d n o h o v z o r k u , n e b y l a vyloučena možná pasáž o o c y s t 

pocházejích z infikovaného h l o d a v c e (kořist). O r o k později Pavlásek a R y a n ( 2 0 0 7 ) p o p s a l i 

další případ přirozeně infikované kočky d r u h e m C. muris. Z d e b y l a pasáž vyloučena 

z důvodu dlouhodobého vylučování o o c y s t kočkou. B y l y popsány morfologické a genetické 
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v l a s t n o s t i izolátu k r y p t o s p o r i d i e , který b y l identifikován j a k o C muris. O o c y s t y , které b y l y 

získány z infikované kočky zakoupené v e z v e r i m e x u , b y l y životaschopné a infekční a b y l y 

přeneseny d o laboratorních myší. U kočky s e s e d m dní o d zakoupení o b j e v i l y 

gastrointestinální problémy, n a které nezabíraly žádné veterinární léčivé preparáty. I přes 

neúspěšnou léčbu s e p o 2 měsících zdravotní s t a v kočky vrátil d o normálu. 

Cryptosporidium muris i n f i k u j e především h l o d a v c e , a l e b y l y popsány také přirozené 

i n f e k c e u celé řady dalších hostitelů j a k o například u křečka, v e v e r k y , sibiřské v e v e r k y 

(Eutamias sibiricus), myšice lesní (Apodemus sylvaticus), hraboše polního (Clethrionomys 

glareolus), n e b o také člověka ( C h a l m e r s e t a l . 1 9 9 7 ; T o r r e s e t a l . 2 0 0 0 ; Hůrková e t a l . 2 0 0 3 ; 

X i a o e t a l . 2 0 0 4 a ) . 

M i m o výše uvedené, b y l d r u h C muris experimentálně přenesen d o psů, králíků, j ehňat 

a koček ( I s e k i e t a l . 1 9 8 9 ) . V e zmíněné s t u d i i b y l y kočky ( n = 3 ) experimentálně infikovány 

C muris R N 6 6 . U všech koček b y l a zjištěna masivní i n f e k c e s i n t e z i t o u odpovídající 

až 1 0 x 1 0 6 o o c y s t z a j e d e n d e n . Prepatentní d o b a b y l a 1 5 - 2 1 D P I . Nicméně i přes v e l m i 

v y s o k o u i n t e n z i t u i n f e k c e n e b y l y u experimentálně infikovaných koček pozorovány žádné 

klinické příznaky ( I s e k i e t a l . 1 9 8 9 ) . 

2.1.8. Žaludeční kryptosporidie savců 

J a k j iž b y l o výše zmíněno, s a v c i j s o u parazitováni třemi d r u h y žaludečních 

kryptosporidií, které s e o d s e b e liší g e n e t i c k y a b i o l o g i c k y . V rámci jednotlivých druhů b y l a 

popsána řada izolátů, které s e o d s e b e odlišují biologickými v l a s t n o s t m i a j s o u považovány 

z a izoláty příslušného d r u h u . Níže j e u v e d e n přehled a c h a r a k t e r i s t i k a jednotlivých izolátů. 

C R Y P T O S P O R I D I U M M U R I S 

Morfologie: Cryptosporidium muris měří přibližně 6 , 3 - 8 , 1 (průměr = 7 , 5 ) x 5 , 0 - 6 , 6 

(průměr = 5 , 7 ) u m s poměrem délky k šířce 1 , 3 5 (Kváč e t a l . 2 0 1 6 ) . O o c y s t y j s o u oválné 

a větší než o o c y s t y C parvum ( U n i e t a l . 1 9 8 7 ) . 

Hostitelská specifita: Cryptosporidium muris j e infekční p r o h l o d a v c e , především 

z čeledi myšovitých (Muridae) a křečkovitých (Criceridae). Experimentálně b y l y 

prokázány i n f e k c e i u j iných druhů zvířat j a k o například u v e v e r k y , myšice lesní (Apodemus 

sylvaticus), hraboše polního (Clethrionomys glareolus), morčete, králíka, p s a , kočky n e b o 

také člověka ( I s e k i e t a l . 1 9 8 9 ; X i a o e t a l . 2 0 0 4 a ) . 

Lokalizace: Cryptosporidium muris i n f i k u j e p o u z e žaludeční žlázy ( T y z z e r 1 9 0 7 ; 

1 9 1 0 ) . 
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Klinické příznaky: I n f e k c e C. muris probíhá o b v y k l e a s y m p t o m a t i c k y a n e b y l y 

prokázány a n i výrazné zánětlivé p r o c e s y v žaludeční s l i z n i c i ( I s e k i e t a l . 1 9 8 9 ; Ôzkul 

a A y d i n 1 9 9 4 ) . 

C R Y P T O S P O R I D I U M M U R I S (izolát CB03) 

Morfologie: O o c y s t y t o h o t o izolátu mají elipsoidní t v a r a měří 7 , 4 9 ± 0 , 1 3 x 5 , 7 0 

± 0 , 1 0 u m s i n d e x e m t v a r u 1 , 3 2 (Kváč e t a l . 2 0 0 8 ; W a n g e t a l . 2 0 2 1 ) . 

Hostitelská specifita: Přirozeně b y l t ímto izolátem infikován v e l b l o u d dvouhrbý 

(Camelus bactrianus). Experimentálně s e podařila prokázat infekčnost t o h o t o izolátu p r o 

laboratorní myši (Kváč e t a l . 2 0 0 8 ; W a n g e t a l . 2 0 2 1 ) . 

Lokalizace: Cryptosporidium muris izolát C B 0 3 b y l detekován v e žláznaté části žaludku 

experimentálně infikovaných hlodavců (Kváč e t a l . 2 0 0 8 ) . Obdobné izoláty pocházející 

z velbloudů dvouhrbých b y l y u těchto hostitelů n a l e z e n y v e s l e z u ( A n d e r s o n 1 9 9 1 ) . 

Klinické příznaky: U experimentálně inokulovaných myší i n f e k c e probíhá 

a s y m p t o m a t i c k y . Prepatentní p e r i o d a s e u myší p o h y b u j e m e z i 7 a 8 D P I a patentní 2 7 D P I 

(Kváč e t a l . 2 0 0 8 ; W a n g e t a l . 2 0 2 1 ) . 

C R Y P T O S P O R I D I U M M U R I S (izolát RN66) 

Morfologie: O o c y s t y t o h o t o izolátu b y l y naměřeny v e d v o u velikostních formách. Malá 

f o r m a měří 5 , 3 x 4 , 8 ( 5 , 0 - 6 , 0 x 4 , 0 - 5 , 5 ) u m a velká f o r m a měří 8 , 4 x 6 , 3 ( 7 , 5 - 9 , 8 x 5 , 5 -

7 , 0 ) u m ( I s e k i 1 9 8 6 ) . 

Hostitelská specifita: Izolát b y l získán z přirozeně infikovaného p o t k a n a 

obecného (Rattus norvegicus), a l e experimentálně inokulované různé k m e n y myší b y l y 

k i n f e k c i t ímto izolátem také vnímavé ( I s e k i e t a l . 1 9 8 9 ; I s e k i 1 9 8 6 ) . 

Lokalizace: T e n t o izolát i n f i k u j e také p o u z e žláznatou část žaludku ( I s e k i e t a l . 1 9 8 9 ) . 

Klinické příznaky: Prepatentní p e r i o d a s e p o h y b u j e o k o l o 5 D P I a patentní p e r i o d a 

přibližně 3 4 - 7 5 D P I . U žádné experimentálně infikované myši n e b y l y pozorovány žádné 

klinické příznaky ( I s e k i e t a l . 1 9 8 9 ) . 

C R Y P T O S P O R I D I U M M U R I S (izolát M C R ) 

Morfologie: V e l i k o s t o o c y s t C. muris izolát M C R j e menší než C. muris izolát R N 6 6 

a měří 7 , 8 0 ± 0 , 5 6 x 5 , 8 9 ± 0 , 3 6 u m ( R h e e e t a l . 1 9 9 1 ) . 

Hostitelská specifita: T e n t o izolát b y l získán z korejské myši (Apodemuspeninsulae) 

a následně b y l dlouhodobě udržován v S P F laboratorních myších. Experimentálně b y l a 

prokázána také vnímavost křečka zlatého (Mesocricetus auratus), k o z y n e b o také o v c e 

( R h e e e t a l . 1 9 9 8 ; 1 9 9 9 ) . 
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Lokalizace: O o c y s t y infikují žláznatou část žaludku myší ( R h e e e t a l . 1 9 9 1 ) . 

Klinické příznaky: U experimentálně infikovaných myší b y l a prepatentní p e r i o d a 5 -

6 D P I a patentní p e r i o d a s e p o h y b o v a l a o d 6 2 D P I d o 6 5 D P I , nicméně i n f e k c e probíhala 

a s y m p t o m a t i c k y a u myší s e n e p r o j e v i l y žádné klinické příznaky ( R h e e e t a l . 1 9 9 1 ) . 

C R Y P T O S P O R I D I U M M U M S (izolát z kočky - bez označení) 

Morfologie: O o c y s t y t o h o t o izolátu měří 8 , 0 x 4 , 8 u m s i n d e x e m t v a r u 0 , 6 (Pavlásek 

a R y a n 2 0 0 7 ) . 

Hostitelská specifita: T e n t o izolát b y l získaný z přirozeně infikované kočky, která b y l a 

zakoupená v e z v e r i m e x u . Experimentálně s e podařilo o o c y s t y přenést d o laboratorních 

myší, t e d y d o typického h o s t i t e l e C muris. 

Lokalizace: Cryptosporidium muris získané z kočky j e taktéž lokalizováno v žaludku 

(Pavlásek a R y a n 2 0 0 7 ) . 

Klinické příznaky: U kočky s e i n f e k c e C muris p r o j e v i l a g a s t r o e n t e r i c d o u a zvracením. 

U experimentálně i n o k u l ováných myší s e i n f e k c e p r o j e v o v a l a a s y m p t o m a t i c k y 

s prepatentní p e r i o d o u 1 1 D P I a patentní p e r i o d u 4 2 dní (Pavlásek a R y a n 2 0 0 7 ) . 

C R Y P T O S P O R I D I U M M U R I S (izolát Kawatabi) 

Morfologie: O o c y s t y t o h o t o izolátu mají v e l i k o s t 5 , 7 0 ± 0 , 5 9 x 7 , 6 6 ± 0 , 6 4 u m 

s i n d e x e m t v a r u 1 , 3 6 ( H i k o s a k a a N a k a i 2 0 0 5 ) . 

Hostitelská specifita: Cryptosporidium muris K a w a t a b i b y l vyizolován z myšice 

východní (Apodemus speciosus) v J a p o n s k u . Experimentálně b y l t e n t o izolát infekční také 

p r o laboratorní myši ( H i k o s a k a a N a k a i 2 0 0 5 ) . 

Lokalizace: O o c y s t y j s o u lokalizované v žaludečních žlázách, které j s o u zvětšené 

( H i k o s a k a a N a k a i 2 0 0 5 ) . 

Klinické příznaky: A n i u přirozeně infikovaných myšic východních a n i u laboratorních 

myší n e b y l y pozorovány žádné klinické příznaky ( H i k o s a k a a N a k a i 2 0 0 5 ) . 

C R Y P T O S P O R I D I U P R O L I F E R A N S (izolát TS03) 

Morfologie: Cryptosporidium proliferous měří 6 , 8 - 8 , 8 (průměr = 7 , 7 ) x 4 , 8 - 6 , 2 

(průměr = 5 , 3 ) u m s poměrem délky k šířce 1 , 4 8 (Kváč e t a l . 2 0 1 6 ) . 

Hostitelská specifita: Typovým h o s t i t e l e m t o h o t o izolátu j e h l o d o u n východoevropský 

(Tachyoryctes splendens). Další přirozeně infikovaní hostitelé j s o u například o s e l africký 

(Equus africanus; L a a t a m n a e t a l . 2 0 1 5 ) , v e v e r k a východní (Sciurus carolinensis; F e n g 

e t a l . 2 0 0 7 ) , b u v o l africký (Syncerus caffer; S a k e t a l . 2 0 1 3 ) n e b o také kůň {Equus 

caballus; Kváč e t a l . 2 0 1 6 ) . M e z i experimentální h o s t i t e l e , kteří j s o u vnímaví k t o m u t o 
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izolátu, můžeme zařadit například mastomyš {Mastomys concha), myš domácí 

(Mus musculus) - k m e n B A L B / c a S C I D , a l e také hraboše syslího (Lasiopodomys brandtii) 

(Kváč e t a l . 2 0 0 8 ; 2 0 0 9 a ; Jalovecká e t a l . 2 0 1 0 ; Modrý e t a l . 2 0 1 2 ) . 

Lokalizace: Cryptosporidium proliferans i n f i k u j e žaludek, konkrétně žláznatou část 

(Kváč e t a l . 2 0 1 6 ) . 

Klinické příznaky: Patentní p e r i o d a u imunokompetentních myší B A L B / c s e výrazně 

neliší o d i n f e k c e C. muris. Nicméně patentní p e r i o d a u mastomyší infikovaných 

C. proliferans je m n o h e m delší a vylučují o o c y s t y s větší i n t e n z i t o u než u i n f e k c e C. muris. 

I n f e k c e C. proliferans způsobuj e významné klinické a patologické změny, konkrétně úbytek 

h m o t n o s t i a masivní zvětšení žaludeční s l i z n i c e (Kváč e t a l . 2 0 1 6 ) . 

C R Y P T O S P O R I D I U M A N D E R S O N I (izolát V S 1742) 

Morfologie: O o c y s t y j s o u strukturálně podobné oocystám C muris a měří 

8 , 4 (± 0 , 3 ) x 6 , 2 (± 0 , 2 ) u m s i n d e x e m t v a r u 1 , 3 5 ( L i n d s a y e t a l . 2 0 0 0 ) . 

Hostitelská specifita: Cryptosporidium andersoni b y l o poprvé popsáno z t r u s u t u r a 

domácího (Bos taurus). T e n t o izolát C. andersoni není infekční p r o laboratorní myši 

( K o u d e l a e t a l . 1 9 9 8 ; L i n d s a y e t a l . 2 0 0 0 ) . 

Lokalizace: O o c y s t y C andersoni infikují především žlázy s l e z u s k o t u ( L i n d s a y e t a l . 

2 0 0 0 ) . 

Klinické příznaky: I n f e k c e t ímto d r u h e m bývá v e většině případů asymptomatická, 

nicméně u infikovaného s k o t u b y l pozorován p o k l e s p r o d u k c e mléka a menší váhový 

přírůstek ( E s t e b a n a A n d e r s o n 1 9 9 5 ) . 

C R Y P T O S P O R I D I U M A N D E R S O N I (izolát Kawatabi) 

Morfologie: O o c y s t y t o h o t o izolátu mají vejčitý t v a r a měří 7 , 4 - 7 , 6 x 5 , 1 - 5 , 9 u m 

( S a t o h e t a l . 2 0 0 3 ) . 

Hostitelská specifita: Cryptosporidium andersoni K a w a t a b i b y l poprvé popsán u volně 

s e pasoucího s k o t u n a farmě v J a p o n s k u ( S a t o h e t a l . 2 0 0 3 ) . Experimentálně b y l o 

prokázáno, že t e n t o izolát C. andersoni j e infekční také p r o imunodeficitní S C I D myši 

( S a t o h e t a l . 2 0 0 3 ; M a t s u b a y a s h i e t a l . 2 0 0 5 ) . 

Lokalizace: Stejně j a k o u C. andersoni získaného z e s k o t u v U S A j e i n f e k c e 

lokalizovaná v e s l i z n i c i s l e z u n e b o žláznaté části žaludu myší ( S a t o h e t a l . 2 0 0 3 ) . 

Klinické příznaky: I n f e k c e t ímto d r u h e m probíhá a s y m p t o m a t i c k y , j a k u přirozeně 

infikovaného s k o t u domácího, a l e také n e b y l y pozorovány klinické příznaky u žádné 

experimentálně inokulováné myši ( S a t o h e t a l . 2 0 0 3 ; M a s u n o e t a l . 2 0 1 4 ) . 
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Cíle práce 
o Z p r a c o v a t literární rešerši o tématu. 

o S t u d o v a t biologické a molekulární c h a r a k t e r i s t i k y izolátu Cryptosporidium muris 

C A T 2 1 získaného z přirozeně infikované kočky domácí, 

o P o r o v n a t výsledky s l i t e r a t u r o u . 

o P o r o v n a t t e n t o izolát s dalšími izoláty C. muris, které přirozeně infikují myši, 

p o t k a n y a v e l b l o u d y . 

2 1 



4. Materiál a metodika 
4.1. Materiál 
4.1.1. Paraziti 

• Cryptosporidium muris C A T 2 1 : získán z přirozeně infikované kočky domácí 

(Felis catus). 

• Cryptosporidium proliferans T S 0 3 : získán z h l o d o u n a východoafrického 

(Tachyoryctes splendens). Izolát j e dlouhodobě udržován v imunodeficitních S C I D 

myších a mastomyších (Mastomys couchá) n a Parazitologickém ústavu B C AVČR, 

v . v . i . , Česká r e p u b l i k a . 

• Cryptosporidium muris R N 6 6 : získán z p o t k a n a obecného (Rattus norvegicus). 

Izolát j e dlouhodobě udržován v imunodeficitních S C I D myších 

n a Parazitologickém ústavu B C A V C R , v . v . i . , Česká r e p u b l i k a . 

• Cryptosporidium muris C B 0 3 : získán z v e l b l o u d a dvouhrbého 

(Camelus bactrianus). Izolát j e dlouhodobě udržován v imunodeficitních S C I D 

myších n a Parazitologickém ústavu B C AVČR, v . v . i . , Česká r e p u b l i k a . 

4.1.2. Experimentální zvířata 

• imunodeficientní myši S C I D (Mus musculus) ( C h a r l e s R i v e r , G e r m a n y ) 

• imunokompetentní myši B A L B / c (Mus musculus) ( C h a r l e s R i v e r , G e r m a n y ) 

• I N T E R F E R O N - Y - K O myši ( I N F - y - K O , Mus musculus) ( C h a r l e s R i v e r , G e r m a n y ) 

• Mastomyš (Mastomys coucha, vlastní c h o v P a U B C A V ČR, v . v . i . ) 

Myši b y l y chovány z a standardních podmínek v oddělených plastových b o x e c h 

v e zvěřinci Parazitologického ústavu Biologického c e n t r a A k a d e m i e věd České r e p u b l i k y , 

v . v . i . v Českých Budějovicích. Režim v e zvěřinci b y l 1 2 h o d i n světla a 1 2 h o d i n t m y 

při teplotě 2 2 °C, relativní vzdušná v l h k o s t 5 0 - 5 5 %, k r m e n a b y l a komerční g r a n u l o v a n o u 

směsí p r o h l o d a v c e ( A l t r o m i n 1 3 1 4 ) a napájena v o d o u ad libitum. 
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4.2. Metody 
4.2.1. Barvení kryptosporidií 

N a podložní s k l o b y l p r o v e d e n tenký nátěr t r u s u , zafixován pomocí m e t h a n o l u 

a protažený p l a m e n e m . V z o r k y b y l y o b a r v e n y m e t o d o u anilin-karbol-methylvioletí 

(Miláček a Vítovec 1 9 8 5 ) , m e t o d o u d l e Z i e h l - N e e l s e n a ( H e n r i k s e n a P o h l e n z 1 9 8 1 ) 

a a u r a m i n - f e n o l e m ( C a s e m o r e e t a l . 1 9 8 5 ) . Dále b y l y využity Cryptosporidium specifické 

protilátky konjugované s F I T C značící stěnu o o c y s t y ( I F A ; C r y p t o s p o r i d i u m I F T e s t , 

C r y p t o c e l , C e l l a b s P l y L t d . , B r o o k v a l e , Austrálie). 

4.2.1.1. Barvení nátěru trusu anilin-karbol-methyl-violetí 

D e t e k c e o o c y s t kryptosporidií v e vzorcích t r u s u b y l a p r o v e d e n a m e t o d o u specifického 

barvení nátěru (Miláček a Vítovec 1 9 8 5 ) . P r o následnou k v a n t i f i k a c i i n f e k c e b y l a podložní 

sklíčka před a p o nátěru zvážena s přesností n a 3 desetinná místa. 

Roztoky a chemikálie: 

- r o z t o k m e t h y l v i o l e t i : 0 , 6 g m e t h y l v i o l e t i , 1 m l a n i l i n u , 1 g f e n o l u , 3 0 m l e t h a n o l u , 

7 0 m l deionizované v o d y ( d F h O ) 

- r o z t o k 2 % k y s e l i n y sírové 

- t a r t r a z i n : 1 % r o z t o k t a r t r a z i n u v 1 % kyselině octové 

Pracovní postup: 

1 . S k l o před nátěrem zvážit n a 3 desetinná místa. 

2 . Špejlí rozetřít t r u s d o slabého nátěru n a podložní sklíčko. 

3 . S k l o s nátěrem t r u s u opět zvážit n a 3 desetinná místa. 

4 . Z a f i x o v a t sklíčko m e t h a n o l e m v p l a m e n i . 

5 . Zafixovaná sklíčka b a r v i t v r o z t o k u m e t h y l v i o l e t i p o d o b u 3 0 m i n u t . 

6 . Opláchnout p o d tekoucí v o d o u . 

7 . D i f e r e n c o v a t v 2 % kyselině sírové p o d o b u 3 0 s e k u n d . 

8 . Opláchnout p o d tekoucí v o d o u . 

9 . D o b a r v i t v t a r t r a z i n u p o d o b u 5 m i n u t . 

1 0 . Opláchnout p o d tekoucí v o d o u a n e c h a t sušit. 

1 1 . Sklíčka prohlížet světelným m i k r o s k o p e m při zvětšení l O O O x z a použití imerzního 

o l e j e . 

Vyhodnocení: O o c y s t y kryptosporidií s e barví temně fialově n a žlutém, žlutohnědém n e b o 

světle fialovém pozadí. 
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4 .2 .1 .2 . Barvení Ziehl-Neelsen v modifikaci dle Henriksena a Pohlenze (1981) 

Roztoky a chemikálie: 

- r o z t o k k a r b o l f u c h s i n u : 2 , 5 m l rozpuštěných fenolových krystalů, 5 m l 1 0 0 % e t h a n o l u , 

0 , 5 g práškového basického f u c h s i n u , 5 0 m l (IH2O 

- 1 % kyselý a l k o h o l : 1 m l H C 1 , 1 0 0 m l 7 0 % e t h a n o l u 

- 0 , 8 % f a s t g r e e n zeleň: 0 , 8 g prášku l i g h t g r e e n , 1 0 0 m l (IH2O 

Pracovní postup: 

1 . S k l o před nátěrem zvážit n a 3 desetinná místa. 

2 . Špejlí rozetřít t r u s d o slabého nátěru n a podložní sklíčko. 

3 . S k l o s nátěrem t r u s u opět zvážit n a 3 desetinná místa. 

4 . Z a f i x o v a t sklíčko m e t h a n o l e m v p l a m e n i . 

5 . D o r o z t o k u k a r b o l f u c h s i n u vložit zafixované sklíčko n a 4 5 m i n u t . 

6 . Opláchnut p o d tekoucí v o d o u . 

7 . O d b a r v i t v 1 % kyselém a l k o h o l u , d o k u d nepřestane z nabarveného sklíčka odtékat 

červená b a r v a . 

8 . Opláchnut p o d tekoucí v o d o u . 

9 . B a r v i t světlou zelení p o d o b u 1 m i n u t y . 

1 0 . Opláchnut p o d tekoucí v o d o u a n e c h a t sušit. 

1 1 . Sklíčka prohlížet světelným m i k r o s k o p e m při zvětšení 1 0 0 0 x z a použití imerzního 

o l e j e . 

Vyhodnocení: O o c y s t y kryptosporidií s e barví sytě červeně n a zeleném pozadí. 

4.2.1.3. Fluorescenční mikroskopie po značení stěny oocyst Cryptosporidium rodově  

specifickými protilátkami konjugovanymi s F I T C 

Roztoky a chemikálie: 

- C r y p t o C e l l r e a g e n t - fluorescenčně značené specifické monoklonální protilátky p r o t i 

stěně o o c y s t y 

- M o u n t i n g f l u i d , které j s o u součástí komerčního k i t u (Cryptosporidium I F T e s t , 

C r y p t o c e l ) 

Pracovní postup: 

1 . N a j amkové s k l o kápnout 2 0 u l v z o r k u s o o c y s t a r n i a n e c h a t z a s c h n o u t . 

2 . F i x o v a t 5 m i n u t v m e t h a n o l u a následně n e c h a t z a s c h n o u t při laboratorní teplotě. 

3 . Přidat 1 0 u l C r y p t o C e l l R e a g e n t u . 

4 . Sklíčko i n k u b o v a t v t e m n u v e vlhké komůrce při teplotě 3 7 °C p o d o b u 3 0 m i n u t . 

5 . Sklíčko omýt 1 m i n u t u v P B S . 
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6 . Sklíčko osušit (může být uchováno 2 4 h o d i n při 2 - 8 °C). 

7 . Před prohlížením kápnout n a sklíčko 1 0 u l m o u n t i n g fluid, překrýt krycím sklíčkem. 

8 . Prohlížet s k l a fluorescenčním m i k r o s k o p e m s filtrem W B 5 1 5 n m při zvětšení 

1 0 0 0 x z a použití imerzního o l e j e . 

Vyhodnocení: O o c y s t y kryptosporidií mají z e l e n o u fluorescenci n a tmavém pozadí. 

4.2.1.4. Barvení auramin-fenolem (Casemore et al. 1985) 

Roztoky a chemikálie: 

- 0 , 5 % r o z t o k a u r a m i n - f e n o l u : 0 , 5 g o - a u r a m i n , 3 , 2 g f e n o l u , 3 2 m l e t h a n o l u , d o p l n i t 

d o 1 0 0 m l d H 2 0 

- r o z t o k 3 % k y s e l i n y chlorovodíkové v 7 0 % m e t h a n o l u 

- 0 , 1 % m a n g a n i s t a n draselný 

Pracovní postup: 

1 . Špejlí rozetřít t r u s d o slabého nátěru n a podložní sklíčko. 

2 . F i x o v a t v m e t h a n o l u - n a k a p a t m e t h a n o l n a v z o r e k a n e c h a t z a s c h n o u t při 

laboratorní teplotě. 

3 . B a r v i t 0 , 5 % a u r a m i n - f e n o l e m p o d o b u 1 0 m i n u t . 

4 . Opláchnut p o d tekoucí v o d o u . 

5 . O d b a r v i t 3 % H C 1 v 7 0 % m e t h a n o l u p o d o b u 5 m i n u t . 

6 . Opláchnut p o d tekoucí v o d o u . 

7 . D o b a r v i t 0 , 1 % m a n g a n i s t a n e m draselným p o d o b u 3 0 s e k u n d . 

8 . Prohlížet s k l a fluorescenčním m i k r o s k o p e m s filtrem W B 5 1 5 n m při zvětšení 

1 0 0 0 x z a použití imerzního o l e j e . 

Vyhodnocení: O o c y s t y kryptosporidií mají zeleno-žlutou f l u o r e s c e n c i n a tmavém pozadí. 

4.2.2. Molekulární vyšetření 

4.2.2.1. Izolace DNA z trusu 

Z t r u s u b y l a vyizolovaná D N A pomocí komerčně dodávaného k i t u GeneAll® Exgene™ 

S t o o l D N A m i n i ( G e n e A l l B i o t e c h n o l o g y , c o . , I t d . , S o u l , Jižní K o r e a ) . 

Materiál a chemikálie: 

- 1,5 m l m i k r o z k u m a v k y S a f e - L o c k T u b e 

- skleněné kuličky ( 0 , 5 m m ) a zirkonové kuličky ( 2 m m ) 

- F L p u f r 

- 0 , 7 m l m i k r o z k u m a v k y s k o l o n k a m i E z P a s s 

- 0 , 7 m l m i k r o z k u m a v k y s m i n i s p i n k o l o n k a m i 
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- E B p u f r 

- P B p u f r 

- N W p u f r 

Pracovní postup: 

1 . 2 0 0 m g t r u s u dát d o S a f e - L o c k T u b e , přidat 0 , 5 m l skleněných kuliček 

a 5 zirkonových kuliček. 

2 . N a p i p e t o v a t 1 m l F L p u f r u . 

3 . Z v o r t e x o v a t a z h o m o g e n i z o v a t v z o r e k pomocí B e a d B e a t e r u (FastPrep™ 

B i o m e d i c a l s , S a n t a A n a , C A , U S A ) 1 m i n u t u při r y c h l o s t i 5 , 5 m / s . 

4 . P o h o m o g e n i z a c i n e c h a t v z o r e k i n k u b o v a t při laboratorní teplotě 5 m i n u t . 

5 . C e n t r i f u g o v a t 5 m i n u t při 1 4 0 0 0 g. 

6 . Veškerý s u p e r n a t a n t přepipetovat n a m i k r o z k u m a v k u E z P a s s , c e n t r i f u g o v a t 

1 m i n u t u při 1 4 0 0 0 g. 

7 . Vylít o d p a d z e sběrné části E z P a s s m i k r o z k u m a v k y , n a p i p e t o v a t 1 0 0 u l E B p u f r u n a 

k o l o n k u , 1 m i n u t u i n k u b o v a t při laboratorní teplotě, c e n t r i f u g o v a t 1 m i n u t u při 

1 4 0 0 0 g. 

8 . V y h o d i t k o l o n k u , d o sběrné m i k r o z k u m a v k y n a p i p e t o v a t 5 0 0 u l P B p u f r u , 

promíchat pipetováním, přenést všechen o b s a h n a m i n i s p i n k o l o n k u , c e n t r i f u g o v a t 

1 m i n u t u při 1 4 0 0 0 g. 

9 . Vylít o b s a h z e sběrné m i k r o z k u m a v k y a n a střed k o l o n y n a p i p e t o v a t 5 0 0 u l N W 

p u f r u , c e n t r i f u g o v a t 1 m i n u t u při 1 4 0 0 0 g. 

1 0 . Vylít o b s a h z e sběrné m i k r o z k u m a v k y a opět c e n t r i f u g o v a t 1 m i n u t u při 1 4 0 0 0 g. 

1 1 . Přenést k o l o n k u n a čistou m i k r o z k u m a v k u a n a p i p e t o v a t 2 0 0 u l E B p u f r u , i n k u b o v a t 

1 m i n u t u při laboratorní teplotě a c e n t r i f u g o v a t 1 m i n u t u při 1 4 0 0 0 g. 

1 2 . V y i z o l o v a n o u D N A v m i k r o z k u m a v c e s k l a d o v a t při teplotě - 2 0 °C. 

4 . 2 . 2 . 2 . Izolace DNA z tkáně 

P r o prokázání přítomnosti specifické D N A kryptosporidií v konkrétních orgánech b y l a 

z e vzorků orgánů vyizolovaná D N A pomocí D N e a s y B l o o d & T i s s u e k i t u ( Q I A G E N ) . 

Materiál a chemikálie: 

- 1,5 m l m i k r o z k u m a v k y 

- skleněné kuličky ( 0 , 5 m m ) a zirkonové kuličky ( 2 m m ) 

- m i n i s p i n k o l o n k a 

- A T L p u f r 
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- proteináza K 

- A L p u f r 

- E t O H 

- A W 1 p u f r 

- A W 2 p u f r 

- A E p u f r 

Pracovní postup: 

1 . D o m i k r o z k u m a v k y nastřihat přibližně 2 0 0 m g tkáně. 

2 . Přidat 0 , 5 m l skleněných kuliček a 5 zirkonových kuliček. 

3 . Připipetovat 1 8 0 u l A T L p u f r u a v o r t e x o v a t . 

4 . H o m o g e n i z o v a t v z o r e k pomocí B e a d B e a t e r u (FastPrep™ B i o m e d i c a l s , S a n t a A n a , 

C A , U S A ) 1 m i n u l u při r y c h l o s t i 5 , 5 m / s . 

5 . C e n t r i f u g o v a t přibližně 1 0 s e k u n d při 6 0 0 0 g, připipetovat 2 0 u l proteinázy K . 

6 . I n k u b o v a t 1 h o d i n u při 5 6 °C, během i n k u b a c e pravidelně míchat. 

7 . C e n t r i f u g o v a t 1 0 s e k u n d při 6 0 0 0 g. 

8 . Připipetovat 2 0 0 u l A L p u f r u , v o r t e x o v a t . 

9 . Připipetovat 2 0 0 u l 9 6 % E t O H , v o r t e x o v a t , c e n t r i f u g o v a t 1 0 s e k u n d při 6 0 0 0 g. 

1 0 . Veškerý s u p e r n a t a n t přepipetovat n a M i n i s p i n k o l o n k u , c e n t r i f u g o v a t 1 m i n u t u při 

8 0 0 0 g. 

1 1 . Vylít o d p a d z e sběrné z k u m a v k y . 

1 2 . Připipetovat 5 0 0 u l A W 1 p u f r u , c e n t r i f u g o v a t 1 m i n u t u při 8 0 0 0 g, o d s t r a n i t o d p a d 

z e sběrné z k u m a v k y . 

1 3 . Připipetovat 5 0 0 u l A W 2 p u f r u , c e n t r i f u g o v a t 1 m i n u t u při 1 4 0 0 0 g, o d s t r a n i t o d p a d 

z e sběrné z k u m a v k y . 

1 4 . Sběrné z k u m a v k y v y h o d i t , n a h r a d i t j e novými m i k r o z k u m a v k a m i , př ímo n a 

membránu k o l o n y n a p i p e t o v a t 2 0 0 u l A E p u f r u , i n k u b o v a t 1 m i n u t u při laboratorní 

teplotě, c e n t r i f u g o v a t 1 m i n u t u při 8 0 0 0 g. 

1 5 . V y i z o l o v a n o u D N A v m i k r o z k u m a v c e s k l a d o v a t při teplotě - 2 0 ° C 
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4 .2 .2 .3 . Polymerázová řetězová reakce ( P C R ) 

Přítomnost specifické D N A kryptosporidií b y l a v e vyizolované D N A s t a n o v e n a pomocí 

a m p l i f i k a c e fragmentů g e n u kódujícího m a l o u p o d j e d n o t k u r R N A (SSU; - 8 3 0 b p ; X i a o e t 

a l . 1 9 9 9 ; J i a n g e t a l . 2 0 0 5 ) , a k t i n ( ~ 1 0 6 6 b p ; S u l a i m a n e t a l . 2 0 0 2 ) , 7 0 k D A H e a t S h o c k 

P r o t e i n (HSP70; - 5 1 5 b p ; Kváč e t a l . 2 0 1 6 ) , a T h r o m b o s p o n d i n - R e l a t e d A d h e s i v e P r o t e i n 

o f Cryptosporidium-l (TRAP-Cl;- 9 5 5 b p ; Kváč e t a l . 2 0 1 6 ) . 

D N A b y l a amplifikována v t e r m o c y k l e r u z a použití p r o g r a m u : 

1 . Počáteční d e n a t u r a c e p o d o b u 3 m i n u t y při 9 4 °C. 

2 . 3 5 cyklů zahrnující d e n a t u r a c i 4 5 s při 9 4 °C, nasedací t e p l o t y primerů 

( T a b u l k a 2 ) a e x t e n z i 6 0 s při 7 2 °C. 

3 . Finální e x t e n z e 7 m i n u t při 7 2 °C. 

Sekundární r e a k c e b y l a shodná s primární, a l e b y l o použito 2 u l p r o d u k t u primární P C R 

j a k o templátová D N A . J a k o negativní k o n t r o l a b y l a použita P C R v o d a a j a k o pozitivní 

k o n t r o l a b y l a použita D N A C. parvum. P r o t o k o l y p r o reakční směsi P C R j s o u u v e d e n y 

v T a b u l c e 2 . S e t y primerů p r o a m p l i f i k a c i části g e n u j s o u u v e d e n y v T a b u l c e 3 - 6 . 

Tabulka 2 . R o z p i s koncentrací reagencií primární a sekundární r e a k c e P C R r e a k c e . 

P R I M Á R N Í R E A K C E S E K U N D Á R N Í R E A K C E 
Reagencie Koncentrace Objem (ul) Reagencie Koncentrace Objem (ul) 

H 2 0 — 1 9 , 3 5 H 2 0 — 1 9 , 3 5 
b u f f e r l x 3 , 0 0 b u f f e r l x 3 , 0 0 

M g C h 2 , 5 m M 3 , 0 0 M g C b 2 , 5 m M 3 , 0 0 
B S A 1 0 m g / m l 1 , 2 0 B S A 1 0 m g / m l 1 , 2 0 
D N T P s 2 0 0 u M 0 , 6 0 D N T P s 2 0 0 u M 0 , 6 0 
F l 1 0 0 n M 0 , 3 0 F 2 1 0 0 n M 0 , 3 0 
R l 1 0 0 n M 0 , 3 0 R 2 1 0 0 n M 0 , 3 0 
t a q 1 , 2 5 U 0 , 2 5 t a q 1 , 2 5 U 0 , 2 5 
D N A — 2 D N A — 2 
Celkem 30 Celkem 30 
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Tabulka 3. S e t y primerů a nasedací t e p l o t y p r o a m p l i f i k a c i části g e n u kódujícího m a l o u 

ribozomální p o d j e d n o t k u Cryptosporidium s p p . ( X i a o e t a l . 1 9 9 9 ; J i a n g e t a l . 2 0 0 5 ) . 

s s u 
P R I M Á R N Í R E A K C E 50 °C 
F l T T C T A G A G C T A A 
R l C C C A T T T C C T T C 

T A C 
G A A 

A T G 
A C A 

C G 
G G A 

S E K U N D Á R N Í R E A K C E 55 °C 
F2 G G A A G G G T T G T A 
R2 A A G G A G T A A G G A 

T T T 
A C A 

A T T 
A C C 

A G A 
T C C 

T A A A G 
A 

Tabulka 4. S e t y primerů a nasedací t e p l o t y p r o a m p l i f i k a c i části g e n u kódujícího a k t i n 

Cryptosporidium s p p . ( S u l a i m a n e t a l . 2 0 0 2 ) . 

A K T I N 
P R I M Á R N Í R E A K C E 50 °C 
F l A T G R G W G A A G A A 
R l A G A A R C A Y T T T C 

G W A 
T G T 

R Y W 
G K A 

C A A 
C A A 

G C 
T 

S E K U N D Á R N Í R E A K C E 45 °C 
F2 C A A G C W T T R G T T 
R2 T T T C T G T G K A C A 

G T T 
A T W 

G A Y 
S W T 

A A 
G G 

Tabulka 5. S e t y primerů a nasedací t e p l o t y p r o a m p l i f i k a c i části g e n u kódujícího HSP70 

Cryptosporidium s p p . (Kváč e t a l . 2 0 1 6 ) . 

H S P 7 0 
P R I M Á R N Í R E A K C E 52 °C 
F l G C T C G T G G T C C T A A A G A T A A 
R l A C G G G T T G A A C C A C C T A C T A A T 

S E K U N D Á R N Í R E A K C E 50 °C 
F2 A C A G T T C C T G C C T A T T T C A 
R2 G C T A A T G T A C C A C G G A A A T A A 

Tabulka 6. S e t y primerů a nasedací t e p l o t y p r o a m p l i f i k a c i části g e n u kódujícího TŘAP

CI Cryptosporidium s p p . (Kváč e t a l . 2 0 1 6 ) 

T R A P - C 1 
P R I M Á R N Í R E A K C E 55 °C 
F l G G A G A T C C T T T A 
R l C C T G T A C A A A T T 

T G T 
C T T 

G T T 
C T G 

G 
A T 

S E K U N D Á R N Í R E A K C E 53 °C 
F2 G C T C A G A A G A T C 
R2 G A T T G C T C T G A A 

C A A 
C T A 

G T A 
G G A 
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4.2.2.4. Gelová elektroforéza 

Výsledný sekundární P C R p r o d u k t b y l detekován n a 1 % agarózovém g e l u s přídavkem 

e t h i d i u m - b r o m i d u ( E t B r ) a vizualizován pomocí U V záření ( 3 0 2 n m ) transiluminátorem 

( U l t r a - L u m l n e , U S A ) a dokumentován ( H i g h P e r f o r m a n c e U V T r a n s i l l u i n a t o r , B i o t e c h , 

Česká r e p u b l i k a ) . 

Roztoky a chemikálie: 

- 5 0 x T A E p u f r : 2 4 2 g t r i s báze, 4 7 , 1 m l ledové k y s e l i n y octové, 1 0 0 m l 0 , 5 M E D T A 

- agaróza ( B i o t e c h , H e i d e l b e r g r , Německo) 

- e t h i d i u m 4 j r o m i d ( S i g m a - A l d r i c h , S t . L o u i s , M i s s o u r i , U S A ) 

- 1 0 0 b p D N A L a d d e r ( S o l i s B i o D y n e , T a r t u , E s t o n i a ) 

Příprava agarózového gelu: 

1 . V Erlenmeyerově baňce navážit agarózu a následně smíchat s i x T A E p u f r e m : 

• nosič malý: 0 , 4 g agarózy / 4 0 m l 1 x T A E p u f r u 

• nosič střední: 0 , 8 g agarózy / 8 0 m l 1 x T A E p u f r u 

• nosič velký: 1 , 2 g agarózy / 1 2 0 m l 1 x T A E p u f r u 

2 . Vložit d o mikrovlnné t r o u b y a zahřívat, d o k u d s e všechna agaróza nerozpustí. 

3 . E r l e n m e y e r o v u baňku s g e l e m o c h l a d i t p o d tekoucí v o d o u n a t e p l o t u c c a 5 0 °C 

(baňkaje udržitelná v r u c e ) . 

4 . Přidat 1 u l E t B r ( 0 , 2 u g / m l ) a r o z t o k promíchat. 

5 . Nalít agarózový g e l d o nosiče, vložit hřeben a g e l n e c h a t 5 - 1 0 m i n u t z t u h n o u t . 

6 . P o ztuhnutí vložit g e l d o elektroforetické v a n y t a k , a b y s t a r t y ležely u záporné 

e l e k t r o d y . 

7 . P o vyjmutí hřebenu nanést d o první j a m k y 1 0 u l l a d d e r u ( 1 0 0 b p ) d o následujících 

j a m e k 2 0 u l sekundárního P C R p r o d u k t u . 

8 . N e c h a t g e l vyvíjet při 7 0 V d o k u d n e d o j d e k s e p a r a c i všech fragmentů. 

9 . G e l vložit d o U V transiluminátoru a v y h o d n o t i t pozitivní a negativní v z o r k y . 

4.2.2.5. Izolace z gelu 

F r a g m e n t y D N A p o elektroforetické s e p a r a c i vhodné k osekvenování b y l y vyizolovány 

pomocí k i t u G e n E l u t e ( S i g m a ) p o d l e doporučení výrobce. 

Součásti kitu: 

• C o l u m n P r e p a r a t i o n s o l u t i o n 

• G e l S o l u b i l i z a t i o n S o l u t i o n 

• W a s h S o l u t i o n C o n c e n t r a t e G 
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• E l u t i o n S o l u t i o n 

Pracovní postup: 

1 . F r a g m e n t D N A vyříznout z g e l u čistým s k a l p e l e m a přendat d o připravené 

e p p e n d o r f k y . 

2 . D o e p p e n d o r f k y s f r a g m e n t e m g e l u přidat 5 0 0 u l G e l S o l u b i l i z a t i o n S o l u t i o n . 

3 . E p p e n d o r f k u p o n e c h a t v t e r m o b l o k u p o d o b u 1 0 m i n u t při 5 0 °C a každé 2 - 3 m i n u l y 

z k o n t r o l o v a t rozpuštění g e l u promícháním. 

4 . D o t e r m o b l o k u vložit P C R v o d u n a e l u c i a zahřát n a t e p l o t u 6 5 °C. 

5 . N a j iž s e s t a v e n o u k o l o n u ( B i n d i n g C o l u m n G ) n a p i p e t o v a t 5 0 0 u l C o l u m n 

P r e p a r a t i o n S o l u t i o n a c e n t r i f u g o v a t 1 m i n u t u při 1 6 0 0 0 g. 

6 . K e vzniklému žlutému r o z t o k u připipetovat 1 5 0 u l i s o p r o p a n o l u a promíchat. 

7 . N a k o l o n u přenést veškerý o b j e m v z o r k u pomocí p i p e t y a k o l o n u c e n t r i f u g o v a t p o 

d o b u 1 m i n u l y při 1 6 0 0 0 g. 

8 . Vylít o d p a d z e sběrné z k u m a v k y . 

9 . N a k o l o n u připipetovat 7 0 0 u l W a s h S o l u t i o n G a c e n t r i f u g o v a t p o d o b u 1 m i n u l y 

při 1 6 0 0 0 g. 

1 0 . Vylít o d p a d z e sběrné z k u m a v k y . 

1 1 . K o l o n u c e n t r i f u g o v a t 1 m i n u t u při 1 6 0 0 0 g b e z jakýchkoli přidaných roztoků. 

1 2 . V c e n t r i f u z e otočit k o l o n u o 1 8 0 ° a z n o v u c e n t r i f u g o v a t 3 m i n u t y při 1 6 0 0 0 g. 

1 3 . Přendat k o l o n u n a 1,5 m l e p p e n d o r f k u a provést e l u c i napipetováním 3 0 u l P C R 

v o d y předehřáté n a 6 5 °C přímo n a střed k o l o n y . 

1 4 . E p p e n d o r f k u i n k u b o v a t 1 m i n u t u při laboratorní teplotě a poté c e n t r i f u g o v a t 

1 m i n u t u při 1 6 0 0 0 g. 

4.2.2.6. Sekvenování vzorků a fylogenetické analýzy 

Sekundární P C R p r o d u k t y b y l y sekvenovány pomocí sekundárních P C R primerů 

komerční f i r m o u S e q M e , s . r . o . (Dobříš, Česká r e p u b l i k a ) . 

Získané nukleotidové s e k v e n c e b y l y analyzovány v p r o g r a m u C h r o m a s P r o 2 . 4 . 1 . 

( T e c h n e l y s i u m , P t y , L t d . , S o u t h B r i s b a n e , Austrálie). Získané s e k v e n c e b y l y porovnány s e 

s e k v e n c e m i uloženými v G e n B a n k pomocí p r o g r a m u M A F F T v e r z e 7 ( M a f f t , 

h t t p : / / m a f f t . c b r c . j p / a l i g n m e n t / s e r v e r / ) . 
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4.2.3. Purifikace oocyst 

Před samotným čištěním b y l o zapotřebí t r u s rozmělnit a z b a v i t větších částic. 

Pracovní postup: 

1 . T r u s z h o m o g e n i z o v a t v třecí m i s c e a zředit d H 2 0 . 

2 . Přepasírovat pomocí tloučku n e b o špachtle přes sítko d o kádinky. V průběhu sítko 

promývat d H 2 0 , a b y nedocházelo k velkým ztrátám o o c y s t . 

3 . Sítko několikrát promývat v o d o u a získanou s u s p e n z i dvakrát přecedit. T a k t o 

připravený materiál použit n a čištění n a sacharózovém g r a d i e n t u ( A r r o w o o d 

a S t e r l i n g 1 9 8 7 ) a dočistit pomocí c e s i u m chloridového g r a d i e n t u . 

4.2.3.1. Sacharózovy gradient 

Roztoky a chemikálie: 

- Sheaterův r o z t o k : 4 0 5 g c u k r u v 2 5 9 m l d H 2 0 

- P B S ( P h o s p h a t e B u f f e r e d Salině): r o z p u s t i t 8 0 g N a C l , 2 g K C 1 , 

1 4 , 4 g N a 2 H P 0 4 x 1 2 H 2 0 , 2 , 4 g K H 2 P 0 4 d o 1 0 0 0 m l d H 2 0 a u p r a v i t p H 7 , 2 - 7 , 4 

- 1 % T - P B S ( P B S T w e e n ) : 0 , 5 m l T w e e n 2 0 + 9 9 9 , 5 m l P B S 

Pracovní postup: 

1 . N a v r s t v i t g r a d i e n t d o skleněných k y v e t : 

• Dolní v r s t v a : 3 0 m l S h e a t e r 1 + 2 ( 1 díl S h e a t e r + 2 díly 1 % P B S T w e e n ) . 

• Střední v r s t v a : 3 0 m l S h e a t e r 1 + 4 ( 1 díl S h e a t e r + 4 díly 1 % P B S T w e e n ) . 

• Horní v r s t v a : 1 5 m l homogenizovaného v z o r k u . 

2 . C e n t r i f u g o v a t 2 0 m i n u t při 1 0 0 0 g a teplotě 4 °C. 

3 . Odsát horní čirou v r s t v u . 

4 . Přemístit p r s t e n e c n a rozhraní dolní a střední v r s t v y d o nových k y v e t . 

5 . D o p l n i t k y v e t y d H 2 0 d o původního o b j e m u . 

6 . C e n t r i f u g o v a t 2 0 m i n u t při 1 5 0 0 g a teplotě 4 °C. 

7 . Odsát s u p e r n a t a n t n a d s e d i m e n t e m , z n o v u naředit s e d i m e n t ( o b s a h u j e o o c y s t y ) 

n a d b y t k e m d H 2 0 a c e n t r i f u g o v a t 2 0 m i n u t při 1 5 0 0 g a teplotě 4 °C. 

8 . Předchozí k r o k 2 x o p a k o v a t a následně přenést s e d i m e n t d o čistých z k u m a v e k . 

9 . S k l a d o v a t v z o r k y v P B S při teplotě 4 °C. 
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4.2.3.2. Cesium chloridový gradient 

Roztoky a chemikálie: 

- r o z t o k c e s i u m c h l o r i d u : 2 1 , 0 7 g C s C l d o 1 0 0 m l d H 2 0 , (výsledný r o z t o k 

p = 1 , 1 5 g / m l ) 

- P B S : r o z p u s t i t 8 0 g N a C l , 2 g K C 1 , 1 4 , 4 g N a 2 H P 0 4 x l 2 H 2 0 , 2 , 4 g K H 2 P 0 4 d o 

1 0 0 0 m l d H 2 0 a u p r a v i t p H 7 , 2 - 7 , 4 

Pracovní postup: 

1 . N a p i p e t o v a t d o čisté 2 m l m i k r o z k u m a v k y 1 m l C s C l . 

2 . D o z k u m a v k y s C s C l n a v r s t v i t 0 , 5 m l r o z t o k u o o c y s t v P B S . 

3 . C e n t r i f u g o v a t 3 m i n u t y při 1 6 0 0 0 g při teplotě 2 0 °C. 

4 . Přepipetovat s u p e r n a t a n t d o 5 0 m l z k u m a v e k a s e d i m e n t v y h o d i t . 

5 . Z k u m a v k u d o p l n i t d H 2 0 a c e n t r i f u g o v a t 2 0 m i n u t při 1 3 7 0 g při teplotě 4 °C. 

6 . Odsát s u p e r n a t a n t n a o b j e m 5 m l . 

7 . D o p l n i t z k u m a v k u d H 2 0 , v o r t e x o v a t a c e n t r i f u g o v a t při teplotě 4 °C p o d o b u 

2 0 m i n u t při 1 3 7 0 g ( o p a k o v a t 3 x ) . 

8 . O o c y s t y u c h o v a t v d H 2 0 při teplotě 4 °C. 

4.2.3.3. Počítání koncentrace oocyst 

Pracovní postup: 

1 . D o B i i r k e r o v y komůrky přidat s u s p e n z i s o o c y s t a r n i . 

2 . Komůrku prohlížet světelným m i k r o s k o p e m ( O l y m p u s B X 5 1 ) při zvětšení 4 0 0 x . 

3 . O o c y s t y spočítat v 2 5 různých čtvercích. 

4 . Konečnou k o n c e n t r a c i o o c y s t v 1 m l s u s p e n z e s t a n o v i t součtem všech o o c y s t 

v 2 5 čtvercích vynásobených 1 0 4 . 

4.2.4. Morfometrická analýza oocyst 

M o r f o l o g i e a m o r f o m e t r i e purifikovaných o o c y s t C. muris C A T 2 1 b y l a zkoumána 

pomocí diferenciální interferenční kontrastní m i k r o s k o p i e ( D I C ) , barvení a n i l i n - k a r b o l -

m e t h y l violetí ( M V ; Miláček a Vítovec 1 9 8 5 ) a barvení d l e Z i e h l - N e e l s e n a ( Z N ; H e n r i k s e n 

a P o h l e n z 1 9 8 1 ) . M o r f o m e t r i e b y l a měřena pomocí digitální analýzy o b r a z u ( O l y m p u s c e l l 

S e n s E n t r y 2 . 1 ; O l y m p u s C o r p o r a t i o n , S h i n j u k u , T o k i o , J a p o n s k o ) získaných pomocí 

O l y m p u s D i g i t a l C o l o u r C a m e r a D P 7 3 . Délka a šířka o o c y s t ( n = 1 0 0 ) b y l a měřena při 

zvětšení 1 0 0 0 x a b y l vypočítán i n d e x t v a r u o o c y s t . Dále b y l a změřena v e l i k o s t o o c y s t 

C. proliferans ( n = 1 0 0 ) , C. muris C B 0 3 ( n = 1 0 0 ) a C. muris R N 6 6 ( n = 1 0 0 ) . 

Měření prováděla stejná o s o b a z a použití stejného m i k r o s k o p u . 
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4.2.5. Izolace gDNA z oocyst 

I z o l a c e g D N A (genomová D N A ) z o o c y s t b y l a p r o v e d e n a pomocí p r o t o k o l u 

s c e t y l t r i m e t h y l a m o n i u m b r o m i d e m ( C T A B ; D o y l e a D o y l e 1 9 8 7 ) . 

Materiál a chemikálie: 

- 2 m l m i k r o z k u m a v k y 

- C T A B extrakční p u f r ( 2 % ) : 1 0 0 m M T r i s - H C l ( p H 8 , 0 ) , 2 0 m M E D T A ( p H 8 , 0 ) , 

l , 4 M N a C l 

- P - m e r c a p t o e t h a n o l ( f 3 - M E ) 

- proteináza K 

- c h l o r o f o r m 

- R N A s e A 

- 7 , 5 M o c t a n amonný ( C 2 H 7 N O 2 ) 

- i s o p r o p a n o l 

- 7 5 % E t O H 

- D N A a R N A - f r e e v o d a 

Pracovní postup: 

1 . D o C T A B extrakčního p u f r u přidat ( 3 - M E a r o z t o k v e vodní lázni předehřát n a 5 5 °C. 

2 . O o c y s t y c e n t r i f u g o v a t a o d s t r a n i t s u p e r n a t a n t . 

3 . K p e l e t u přidat 1 m l C T A B p u f r u ( s 2 0 u l ( 3 - M E ) a r e s u s p e n d o v a t pipetováním. 

4 . Přidat 2 u l proteinázy K a i n k u b o v a t při 6 5 °C p o d o b u 1 h o d i n y a občas promíchat 

otočením z k u m a v k y . 

5 . Poté snížit t e p l o t u n a 5 5 °C (optimální t e p l o t a p r o proteinázu K j e 5 5 °C), přidat 

2 u l proteinázy K a opět i n k u b o v a t 1 h o d i n u . 

6 . Poté přidat stejné množství c h l o r o f o r m u ( 1 m l ) a promíchat j e m n o u inverzí 

m i k r o z k u m a v k y p o d o b u 5 až 1 0 m i n u t . 

7 . C e n t r i f u g o v a t 1 0 m i n u t při 5 5 0 0 g. 

8 . Vrchní fázi přenést pomocí p i p e t y s širokou špičkou d o čisté m i k r o z k u m a v k y (horní 

fáze j e vodný r o z t o k obsahující D N A , spodní j e organická fáze f e n o l u 

či c h l o r o f o r m u a m e z i v o d n o u a o r g a n i c k o u fází s e hromadí p r o t e i n y ) . 

9 . Přidat 5 u l R N A s e A a i n k u b o v a t při 3 7 °C p o d o b u 1 h o d i n y . 

1 0 . Z o p a k o v a t e x t r a k c i pomocí c h l o r o f o r m u a opět vrchní fázi přenést d o čisté 

m i k r o z k u m a v k y . 

1 1 . Přidat 1 2 5 u l o c t a n u amonného a j emně promíchat. 
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1 2 . Přidat 1 m l studeného i s o p r o p a n o l u a opět j emně promíchat. 

1 3 . P e l e t g D N A dvakrát opláchnout pomocí 7 5 % E t O H a n e c h a t l e h c e v y s c h n o u t . 

1 4 . Následně p e l e t j emně r o z s u s p e n d o v a t v D N A a R N A - f r e e vodě. 

4.2.6. Degradace oocyst 

4.2.6.1. Testování životaschopnosti oocyst 

Životaschopnost o o c y s t b y l a s t a n o v e n a barvením pomocí p r o p i d i u m j o d i d u ( P I ) 

a f l u o r e s c e i n diacetátem ( F D A ) ( J o n e s a S e n f t 1 9 8 5 ) . B a r v i v o P I proniká přes narušenou 

c y t o p l a z m a t i c k o u membránu, a p r o t o s e využívá p r o v i z u a l i z a c i mrtvých o o c y s t , které svítí 

jasně červeně. Vlnová délka e x c i t a c e p r o P I j e 5 3 6 n m a vlnová délka e m i s e j e 6 1 7 n m . 

F D A s e využívá p r o přibližné stanovení počtu živých buněk v e v z o r k u . F D A j e schopné 

p r o n i k n o u t přes neporušenou c y t o p l a z m a t i c k o u membránu, k d e j e následně metabolizován 

n a f l u o r e s c e i n , který není s c h o p e n p r o n i k n o u t zpět přes c y t o p l a z m a t i c k o u membránu. 

F l u o r e s c e i n následně vyzařuje zelený signál typický p r o živé buňky. Excitační vlnová délka 

F D A j e 4 9 0 n m a emisní vlnová délka 5 2 1 n m . 

Roztoky a chemikálie: 

- F l u o r e s c e i n d i a c e t a t e ( F D A ) : 

• zásobní r o z t o k : 5 m g f l u o r e s c e i n u v 1 m l a c e t o n u 

• pracovní r o z t o k : 4 0 u l zásobního r o z t o k u v 1 0 m l P B S 

- P r o p i d i u m i o d i d e ( P I ) : Pracovní r o z t o k 1 m g P I v 5 0 m l P B S 

- P B S : r o z p u s t i t 8 0 g N a C l , 2 g K C 1 , 1 4 , 4 g N a 2 H P 0 4 x l 2 H 2 0 , 2 , 4 g K H 2 P 0 4 d o 

1 0 0 0 m l d H 2 0 a u p r a v i t p H 7 , 2 - 7 , 4 

Pracovní postup: 

1 . R o z s u s p e n d o v a t 0 , 5 > < 1 0 6 o o c y s t v 1 m l P B S . 

2 . Připipetovat 1 0 0 u l pracovního r o z t o k u F D A a 3 0 u l P I . 

3 . N e c h a t i n k u b o v a t v t e m n u při laboratorní teplotě minimálně 1 5 m i n u t . 

4 . C e n t r i f u g o v a t v z o r e k 3 m i n u t y při 1 4 0 0 0 g při teplotě 2 0 °C. 

5 . Odsát s u p e r n a t a n t a z k u m a v k u d o p l n i t d H 2 0 . 

6 . C e n t r i f u g o v a t 3 m i n u t y při 1 4 0 0 0 g při teplotě 2 0 °C. 

7 . K r o k číslo 5 a 6 o p a k o v a t minimálně 2 x . 

8 . J a k o k o n t r o l u použít devitalizované o o c y s t y , které b y l y před použitím inkubovány 

v e vodní lázni s vroucí v o d o u p o d o b u alespoň 1 0 m i n u t . 

9 . O o c y s t y p o z o r o v a t fluorescenčním m i k r o s k o p e m s f i l t r e m o vlnové délce 5 9 0 n m 

při zvětšení 4 0 * n e b o 1 0 0 * ( O l y m p u s 1 X 7 0 ) . 

3 5 



Vyhodnocení: P o k u d o o c y s t y svítí červeně, o o c y s t y j s o u j iž mrtvé. P o k u d o o c y s t y nesvítí 

n e b o svítí zeleně j s o u životaschopné. 

4 .2 .6 .2 . Kvantifikace oocyst pomocí průtokové cytometrie 

P r o stanovení změny počtu o o c y s t C. muris C A T 2 1 ( d e g r a d a c e ) v průběhu času b y l o 

2 0 m l r o z t o k u purifikovaných o o c y s t o k o n c e n t r a c i 2 x 1 0 6 / m l rozděleno d o d v o u 5 0 m l 

šroubovacích z k u m a v e k p o 1 0 m l . D o každé z k u m a v k y b y l o přidáno 1 0 0 JLXI směsi a n t i b i o t i k 

( S i g m a A l d r i c h , 1 0 0 U / m l p e n i c i l i n , 1 0 0 m g / m l streptomycín, 2 . 5 m g / m l a m p h o t e r i c i n ) . 

T o t o ředění b y l o p r o v e d e n o také u o o c y s t C. proliferans, které sloužily j a k o k o n t r o l a . 

V z o r k y b y l y uloženy v chladničce při teplotě 4 °C. Změna počtu o o c y s t v čase b y l a 

sledována 0 . , 1 4 . , 3 0 . a 6 0 . d e n e x p e r i m e n t u . V z o r k y b y l y před použitím zvortexovány 

a z každé zásobní s u s p e n z e b y l o vždy odpipetováno a měřeno 4 5 0 u l ( 0 , 5 x 1 0 6 o o c y s t ) 

v 5 opakováních. 

K e v z o r k u , který o b s a h o v a l 4 5 0 u l s u s p e n z e s o o c y s t a m i b y l o připitpetováno 5 0 u l 

referenčních fluorescenčních kuliček ( F l o w - C o u n t F l u o r o s p h e r e s , B e c k m a n C o u l t e r , U S A ) 

a j a k o m e d i u m b y l a použita d F b O . P r i n c i p e m průtokové c y t o m e t r i e j e průchod buněk n e b o 

částic v unášejícím médiu procházejícím měřícím přístrojem - průtokovým c y t o m e t r e m 

( B D F A C S C a n t o I I , B D B i o s c i e n c e s , U S A ) . B y l o zjišťováno p r o c e n t o zdegradovaných 

o o c y s t v porovnání s k o n t r o l o u a nultým d n e m . Získané h o d n o t y b y l y zapisovány d o t a b u l e k 

a následně přepočítány n a p r o c e n t a . 

4 . 2 . 7 . Design infekčních experimentů 

Přirozeně infikovaná kočka domácí b y l a sledována p o d o b u 1 1 0 dnů a pravidelně 

vyšetřována n a přítomnost o o c y s t kryptosporidií v t r u s u . Odebraný t r u s b y l následně 

purifikován n a sacharózovém g r a d i e n t u a n a c e s i u m chloridovém g r a d i e n t u ( v i z . 4 . 2 . 3 . ) . 

Získaná infekční dávka ( l x l O 6 oocyst/myš v 1 0 u l d F h O ) b y l a podána experimentálním 

skupinám myší. 

Myši k m e n e B A L B / c , S C I D a I F N - y - K O a mastomyši b y l y perorálně infikovány dávkou 

1 x 1 0 6 o o c y s t C. muris C A T 2 1 v 2 0 0 u l d F h O ( z každé s k u p i n y vždy 5 myši). J a k o negativní 

k o n t r o l a sloužila s k u p i n a tří stejně starých myší inokulovaných 2 0 0 u l d F h O . U všech 

s k u p i n zvířat b y l v průběhu celého e x p e r i m e n t u denně kontrolován zdravotní s t a v 

a k o n z i s t e n c e t r u s u . O d 5 . d n e p o i n f e k c i ( D P I ) b y l každému zvířeti odebírán individuálně 

v z o r e k t r u s u a vyšetřován n a přítomnost o o c y s t a specifické D N A C. muris. Z každého 

získaného v z o r k u b y l p r o v e d e n nátěr t r u s u n a s k l o a o b a r v e n o m e t o d o u d l e Miláčka 

a Vítovce ( 1 9 8 5 ) ( v i z . 4 . 2 . 1 . 1 . ) , i z o l a c e D N A ( v i z . 4 . 2 . 2 . 1 . ) a zjištěna i n t e n z i t a i n f e k c e 
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( v i z . 4 . 2 . 7 . 1 . ) . Z každé experimentální s k u p i n y b y l 4 0 D P I vybráni d v a j e d i n c i , kteří b y l i 

humánně u s m r c e n i a b y l a p r o v e d e n a p i t v a . V z o r k y tkání b y l y použity p r o P C R ( v i z . 4 . 2 . 2 . 3 ) 

a histologické m e t o d y a S E M a T E M zobrazení ( v i z . 4 . 2 . 8 . ) . E x p e r i m e n t y b y l y ukončeny 

p o 6 0 d n e c h . 

4.2.7.1. Hodnocení intenzity infekce 

U m i k r o s k o p i c k y pozitivních vzorků b y l a i n t e n z i t a i n f e k c e s t a n o v e n a j a k o počet o o c y s t 

n a g r a m t r u s u ( O P G ; Kváč e t a l . 2 0 0 7 b ) . 

Pracovní postup: 

1 . Z rozdílu hmotností podložního sklíčka s nátěrem a čistého sklíčka vypočítat 

h m o t n o s t nátěru. 

2 . Spočítat počet o o c y s t n a s k l e o b a r v 

3 . eném a n i l i n - k a r b o l - m e t h y l violetí. 

4 . Vypočítat počet o o c y s t n a 1 g r a m t r u s u . 

Při nízké intenzitě i n f e k c e b y l y počítány všechny o o c y s t y nalezené n a preparátu, při 

vysoké intenzitě i n f e k c e b y l počítán počet o o c y s t v e 3 0 náhodných zorných polích. 

Z e zjištěných údajů ( h m o t n o s t t r u s u , počet zorných polí a počet o o c y s t n a sklíčku) b y l a 

spočítána i n t e n z i t a i n f e k c e a vyjádřena j a k o počet o o c y s t v g r a m u t r u s u ( O P G , o o c y s t s p e r 

g r a m ) (Kváč e t a l . 2 0 0 7 b ) . 

4.2.8. Lokalizace infekce 

Z každé s k u p i n y experimentálně infikovaných zvířat b y l y vybrány 2 myši, které b y l y 

humánně u s m r c e n y 4 0 D P I a b y l a p r o v e d e n a p i t v a . V z o r k y tkáně (jícen, žláznatý žaludek, 

svalnatý žaludek, d u o d e n u m , j e j u n u m , i l e u m , cékum a k o l o n ) o d každého zvířete b y l y 

získány z a použití sterilních pitevních nástrojů p r o každé místo. 

Z každého orgánu b y l y odebrány v z o r k y p r o P C R a následné sekvenování, 

h i s t o l o g i i , skenovací e l e k t r o n o v o u m i k r o s k o p i i ( S E M ) a transmisní e l e k t r o n o v o u 

m i k r o s k o p i i ( T E M ) . Z e stěny žaludku b y l y p r o v e d e n y seškraby, které b y l y následně 

b a r v e n y pomocí barvení W r i g h t p o d l e T y z z e r ( 1 9 1 0 ) . Histologické řezy b y l y o b a r v e n y 

h e m a t o x y l i n e m a e o s i n e m ( H E ) a p e r i o d i c a c i d s c h i f f ( P A S ) , prohlíženy při zvětšení 1 0 0 -

4 0 0 x a dokumentovány pomocí s o f t w a r u O l y m p u s c e l l S e n s E n t r y 2 . 1 ( O l y m p u s 

C o r p o r a t i o n , S h i n j u k u , T o k i o , J a p o n s k o ) a digitálního fotoaparátu ( O l y m p u s D P 7 3 ) . 

V z o r k y p r o S E M b y l y prohlíženy pomocí J E O L J S M - 7 4 0 1 F - F E S E M vybaveného 

digitálním fotoaparátem. V z o r k y p r o T E M b y l y prohlíženy pomocí J E M - 1 4 0 0 J E O L . 
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4.2.8.1. Příprava histologických preparátů 

Roztoky a chemikálie: 

- I . vzestupná alkoholová odvodňovací řada ( 7 0 % a l k o h o l ; 8 0 % a l k o h o l ; 9 6 % 

a l k o h o l ; a c e t o n ; x y l e n ) 

- parafinová řada ( 4 následné r o z t o k y p a r a f i n u v x y l e n u 1 : 3 , 1 : 1 , 3 : 1 , 1 0 0 % p a r a f i n ) 

- alkoholová sestupná řada, odparafinovací řada ( x y l e n ; a l k o h o l 9 6 % , a l k o h o l 8 0 % , 

a l k o h o l 7 0 % ; d H 2 0 ) 

- I I . vzestupná odvodňovací alkoholová řada ( 7 0 % a l k o h o l ; 8 0 % a l k o h o l ; 9 6 % 

a l k o h o l ; k a r b o x y l e n ; x y l e n ) 

- kanadský balzám 

Pracovní postup: 

1 . V z o r k y odvodňovat I . v z e s t u p n o u řadou, p o 6 0 minutách vyměnit r o z t o k 

( v posledním r o z t o k u n e c h a t 9 0 m i n u t ) . 

2 . P r o s y t i t p a r a f i n e m ( 2 - 4 h o d i n y v p a r a f i n u I ; 4 - 6 h o d i n v p a r a f i n u I I ; 8 - 1 2 h o d i n 

v p a r a f i n u I I I , 8 - 1 2 h o d i n v e 1 0 0 % p a r a f i n u ) . 

3 . V z o r k y zalít d o čistého p a r a f i n u a vytvořit bločky. 

4 . Z h o t o v i t 5 u m silné histologické řezy a připravit preparáty n a podložní sklíčko. 

5 . N e c h a t 2 4 h o d i n n a plotně o teplotě 4 2 °C. 

6 . Preparáty o d p a r a f i n o v a t a l k o h o l o v o u s e s t u p n o u zavodňovací řadou vždy p o 

5 minutách. 

7 . V z o r k y n a b a r v i t a p o barvení pokračovat v odvodňování I I . a l k o h o l o v o u v z e s t u p n o u 

řadou vždy p o 5 minutách, v k a r b o x y l e n u a x y l e n u p o n e c h a t 1 m i n u t u . 

8 . V z o r k y z a m o n t o v a t d o kanadského balzámu a p o n e c h a t k sušení při teplotě 3 7 °C. 

9 . Poté prohlížet m i k r o s k o p e m ( O l y m p u s B X 5 1 ) při vhodném zvětšení. 

B A R V E N Í H E M A T O X Y L I N - E O SIN 
Roztoky a chemikálie: 

- h e m a t o x y l i n : 0 , 5 g h e m a t o x y l i n u ( S i g m a - A l d r i c h , S t . L o u i s , M O , U S A ) + 5 0 0 m l 

d l H h O + 2 5 g síranu hlinito-amonného + 0 , 1 g jodičnanu sodného + 2 0 m l k y s e l i n y 

octové 

- d H 2 0 

- síran hlinito-amonný 

- jodičnan sodný 

- k y s e l i n a octová 
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- e o s i n : 0 , 5 g e o s i n ( S i g m a - A l d r i c h , S t . L o u i s , M O , U S A ) + 2 5 0 m l d H 2 0 + 1 0 m l 

k y s e l i n y octové) 

Pracovní postup: 

1 . Připravit odparafínované řezy. 

2 . V z o r k y b a r v i t 1 0 m i n u t v h e m a t o x y l i n u . 

3 . 1 0 m i n u t o p l a c h o v a t p o d tekoucí v o d o u . 

4 . 5 m i n u t b a r v i t v z o r k y v e o s i n u . 

5 . 1 0 m i n u t o p l a c h o v a t p o d tekoucí v o d o u . 

B A R V E N Í P E R I O D I C A C I D S H I F F (PAS) 
Roztoky a chemikálie: 

- S c h i f f o v o r e a g e n s : 1 0 0 m l d P h O , 1 g basický f u c h s i n , 1 0 m l I N k y s e l i n a 

chlorovodíková, 1 g pyrosiřičitan draselný, 0 , 5 g aktivní uhlí 

- siřičitá v o d a : 5 m l I N k y s e l i n y chlorovodíkové, 0 , 5 g pyrosiřičitan draselný, 1 0 0 m l 

d H 2 0 

- r o z t o k k y s e l i n y j odisté: 0 , 8 g v e 1 0 0 m l d P h O 

- h e m a t o x y l i n 

- 9 6 % a l k o h o l 

- b u t y l a l k o h o l 

- x y l e n 

Pracovní postup: 

1 . Připravit odparafínované řezy. 

2 . Řezy vložit d o r o z t o k u k y s e l i n y j odisté n a 1 0 m i n u t . 

3 . O p l a c h o v a t 1 0 m i n u t p o d tekoucí v o d o u . 

4 . Vložit d o S c h i f f o v a r e a g e n s n a 3 0 m i n u t . 

5 . O p l a c h o v a t 5 m i n u t v lázni siřičité v o d y . 

6 . O p l a c h o v a t 1 5 m i n u t p o d tekoucí v o d o u . 

7 . Ponořit d o r o z t o k u h e m a t o x y l i n u n a 1 - 2 m i n u t y . 

8 . Opláchnout v 9 6 % a l k o h o l u , b u t y l a l k o h o l u a x y l e n u . 
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M O N T O V Á N Í N A B A R V E N Ý C H Ř E Z Ů 
Pracovní postup: 

1 . N a preparát n a podložním s k l e kápnout k a p k u kanadského balzámu. 

2 . Přiložit krycí sklíčko t a k , a b y s e nevytvořily vzduchové b u b l i n y . 

3 . Případné b u b l i n k y vytlačit mírným t l a k e m n a krycí sklíčko. 

4 . Hotový preparát vložit d o t e r m o s t a t u ( 3 7 °C), k d e z a s c h n e montovací m e d i u m . 

4.2.8.2. Příprava preparátů pro skenovací elektronovou mikroskopii 

Roztoky a chemikálie: 

- 3 % g l u t a r a l d e h y d 

- 0 , 1 M kakodylátový p u f r 

- 2 % o x i d osmičelý 

- acetonová řada ( 2 5 %, 7 5 % a 1 0 0 % r o z t o k ) 

Pracovní postup: 

1 . F i x o v a t v z o r k y orgánů v g l u t a r a l d e h y d u v kakodylátovém p u f r u při 4 °C přes n o c . 

2 . Promýt v z o r k y v kakodylátovém p u f r u 3 x 1 5 m i n u t . 

3 . F i x o v a t v z o r k y v o x i d u osmičelém v kakodylátovém p u f r u p o d o b u 2 h o d i n při 

laboratorní teplotě. 

4 . Promýt v z o r k y v kakodylátovém p u f r u 3 x 1 5 m i n u t . 

5 . P o d e h y d r a t a c i v z e s t u p n o u a c e t o n o v o u řadou v z o r k y vysušit m e t o d o u kritického 

b o d u ( C P D ) . 

6 . Vysušené v z o r k y n a l e p i t pomocí oboustranné lepící pásky n a hliníkový terčík. 

7 . Nalepené v z o r k y p o z l a t i t a prohlížet pomocí elektronového m i k r o s k o p u J O E L 

J S M 7 4 0 1 F - F E S E M . 

4.2.8.3. Barvení Wright podle Tyzzer (1910) 

K v i z u a l i z a c i vývojových stádií kryptosporidií b y l o použito W r i g h t o v o barvení. 

Roztoky a chemikálie: 

- P B S ( P h o s p h a t e B u f f e r e d Salině): r o z p u s t i t 8 0 g N a C l , 2 g K C 1 , 1 4 , 4 g 

N a 2 H P 0 4 x 1 2 H 2 0 , 2 , 4 g K H 2 P 0 4 d o 1 0 0 0 m l d H 2 0 a u p r a v i t p H 7 , 2 - 7 , 4 

- 2 % o x i d osmičelý 

- M e t h a n o l 

- B a r v i v o W r i g h t (směs e o s i n u a methylenové modři): 0 , 1 6 % r o z t o k v m e t a n o l u 
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Pracovní postup: 

1 . V z o r k y tkáně žaludku promýt studeným P B S . 

2 . N a stěnu žaludku n a k a p a t sérum z myši negativní n a k r y p t o s p o r i d i e a n e c h a t působit 

5 m i n u t . 

3 . S l i z n i c i j emně seškrábnout s k a l p e l e m a rozetřít n a podložní s k l o . 

4 . S k l a f i x o v a t 3 0 m i n u t v parách 2 % o x i d u osmičelého ( n a h r d l o nádoby s r o z t o k e m 

o x i d u osmičelého umístit preparát s e v z o r k e m směrem dolů a n e c h a t f i x o v a t 

v parách). 

5 . Fixovaný v z o r e k opláchnout m e t h a n o l e m (odstranění zbytků k y s e l i n před 

barvením). 

6 . N a v z o r e k pomocí p i p e t y nanést b a r v i v o W r i g h t naředěné s d e s t i l o v a n o u v o d o u 

v poměru 1 : 1 a n e c h a t b a r v i t 9 m i n u t . 

7 . B a r v i v o opláchnout p o d tekoucí v o d o u . 

8 . Sklíčka prohlížet světelným m i k r o s k o p e m při zvětšení 1 0 0 0 x z a použití imerzního 

o l e j e . 

4.2.9. Statistická analýza 

Rozdíly v e v e l i k o s t i o o c y s t C. muris C A T 2 1 získaných z různých hostitelů a v e v e l i k o s t i 

o o c y s t C. muris C A T 2 1 a dalších izolátů C. muris a C. proliferans b y l y testovány pomocí 

H o t e l l i n g o v y vícerozměrné v e r z e dvouvýběrového t - t e s t u v balíček I C S N P : T o o l s 

f o r M u l t i v a r i a t e N o n p a r a m e t r i c s v p r o g r a m u R 4 . 2 . 2 . T e s t o v a n o u hypotézou b y l o , z d a 

dvourozměrné střední v e k t o r y měření j s o u v e srovnávaných populacích stejné. 
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5. Výs ledky 

5.1. Přirozená infekce Cryptosporidium muris CAT21 u kočky domácí 
V rámci výzkumu Laboratoře veterinární a madicínské p r o t i s t o l o g i e Parazitologického 

ústavu B C A V C R b y l y m i m o j iné d r u h y domácích zvířat vyšetřovány kočky domácí 

n a přítomnost různých druhů parazitů. U jedné z koček b y l a detekována středně silná 

i n t e n z i t a i n f e k c e k r y p t o s p o r i d i e m i ( 3 - 4 x l 0 4 / g r a m t r u s u ) . N a základě m o r f o l o g i e o o c y s t 

(větší o o c y s t y s oválným t v a r e m ) b y l o předpokládáno, že s e jedná o o o c y s t y žaludečního 

d r u h u C. muris. Molekulární analýzy založené n a s e k v e n a c i části g e n u kódujícího m a l o u 

p o d j e d n o t k u r R N A (SSU) prokázaly, že o o c y s t y získané z kočky patří k d r u h u C. muris 

( v i z . 5 . 3 . ) . Získaná částečná s e k v e n c e ( 8 2 0 b p ) S S U b y l a 1 0 0 % identická s e s e k v e n c e m i 

uloženými v G e n B a n k ( M N 0 3 8 1 4 6 ) . Opakovaná koprologická vyšetření kočky ukázala 

přítomnost o o c y s t C. muris v t r u s u , čímž b y l a vyloučena možnost pasáže o o c y s t zažívacím 

t r a k t e m . Získaný izolát b y l pracovně označen C. muris C A T 2 1 . 

Infikovaná kočka b y l a sledována p o d o b u 1 1 0 dnů o d prvního vyšetření. Výsledky 

mikroskopického vyšetření t r u s u ukázaly intermitentní vylučování o o c y s t C. muris p o c e l o u 

d o b u sledování, a t o s i n t e n z i t o u i n f e k c e dosahující až 3 7 1 0 0 0 O P G , která b y l a detekována 

5 2 . d e n sledování ( G r a f 1 ) . 
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Graf 1. Průběh i n f e k c e Cryptosporidium muris C A T 2 1 u přirozeně infikované kočky 

domácí (Felis catus) vyjádřený j a k o počet o o c y s t n a g r a m t r u s u . 

O o c y s t y C. muris získané z přirozeně infikované kočky domácí b y l y dále použily p r o 

experimentální i n f e k c e a další laboratorní analýzy. 
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5.1.1. Infektivita Cryptosporidium muris C A T 2 1 pro modelové hlodavce 

Experimentální i n f e k c e různých kmenů myší ( B A L B / c , S C I D a L N F - y - K O ) a mastomyší 

izolátem C. muris C A T 2 1 prokázaly vnímavost všech použitých modelových hostitelů 

k i n f e k c i . Nicméně u jednotlivých hostitelů b y l a zaznamenána odlišná délka patentní 

a prepatentní p e r i o d y a i n t e n z i t a i n f e k c e . 

Imunokompetentní myši k m e n e B A L B / c začaly vylučovat o o c y s t y C. muris C A T 2 1 

o d 1 1 . d n e p o i n f e k c i . Nicméně i n t e n z i t a i n f e k c e b y l a p o d detekčním l i m i t e m 

mikroskopického vyšetření a b y l a detekována p o u z e přítomnost specifické D N A . 

M i k r o s k o p i c k y detekovatelné množství o o c y s t b y l o pozorováno p o u z e 1 9 , 2 4 , 3 0 a 3 1 D P I 

s i n t e n z i t o u 7 0 0 - 3 6 0 0 O P G . O d 4 2 D P I b y l y všechny myši až d o k o n c e e x p e r i m e n t u 

( 6 0 D P I ) j a k m i k r o s k o p i c k y , t a k P C R negativní ( G r a f 2 ) . 

U imunodeficitních S C I D a r N F - y - K O myší b y l a detekována prepatentní p e r i o d a o d 1 1 , 

r e s p e k t i v e 1 2 d n e p o i n f e k c i . Všechny infikované myši vylučovaly m i k r o s k o p i c k y 

detekovatelné množství o o c y s t . I n t e n z i t a i n f e k c e u S C I D myší s e p o h y b o v a l a v rozmezí 

7 0 0 0 - 2 6 0 0 0 0 0 O P G ( G r a f 2 ) , k d y m a x i m a dosáhla 3 3 D P I . Počínajíc 4 0 D P I k l e s l a 

i n t e n z i t a i n f e k c e n a přibližnou h o d n o t u o k o l o 2 0 0 0 0 0 O P G a t a t o h o d n o t a s e udržela 

až d o k o n c e e x p e r i m e n t u ( 6 0 D P I ) . U myší k m e n e I N F - y - K O b y l pozorován postupný 

nárůst i n t e n z i t y i n f e k c e s v r c h o l e m 4 8 D P I ( 3 2 0 0 0 0 0 O P G ) , a o p r o t i S C I D myší nedošlo 

k výraznému p o k l e s u i n t e n z i t y i n f e k c e n a k o n c i e x p e r i m e n t u . 

Mastomyši začaly vylučovat o o c y s t y i s p e c i f i c k o u D N A v e stejný d e n a t o o d 1 1 D P I . 

I n t e n z i t a i n f e k c e s e v průběhu p o k u s u p o h y b o v a l a v rozmezí 2 0 0 0 - 3 0 0 0 0 0 O P G , 

k d y nejvyšší h o d n o t a b y l a detekována 3 4 D P I . O d 5 5 D P I došlo k samovyléčení a až d o 

k o n c e e x p e r i m e n t u n e b y l a u žádné z mastomyší detekována přítomnost a n i o o c y s t , 

a n i specifické D N A v t r u s u ( G r a f 2 ) . 
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Graf 2. Průběh i n f e k c e Cryptosporidium muris C A T 2 1 u experimentálně infikovaných 

myší k m e n e B A L B / c , S C I D , E S T F - y - K O a mastomyší. H o d n o t y představují průměr 

a směrodatnou o d c h y l k u získaných z měření i n t e n z i t y i n f e k c e vyjádřené j a k o počet o o c y s t 

n a g r a m t r u s u . 

5.2. Morfometrie a morfologie oocyst 
B y l a porovnána m o r f o m e t r i e a m o r f o l o g i e o o c y s t C. muris C A T 2 1 získaných z přirozeně 

infikované kočky domácí a o o c y s t získaných z experimentálně infikovaných myší 

a mastomyší ( T a b u l k a 7 ) . Statistické analýzy prokázaly, že původní izolát z kočky 

s e m o r f o m e t r i c k y nelišil o d o o c y s t získaných z experimentálně infikovaných myší 

a mastomyší (T2 = 4 , 3 2 , dfi = 2 , df2 = 2 4 , 6 2 , P = 0 , 2 2 0 8 ) . O o c y s t y získané z kočky měřily 

8 , 4 3 x 6 , 2 2 u m s i n d e x e m t v a r u 1 , 3 7 ( n = 9 0 ) . Statistická analýza prokázala, že o o c y s t y 

C. muris C AT2\ n e j s o u velikostně odlišitelné o d o o c y s t C . murisRN66 (T2 = \2,32,dfi = 2, 

df2 = 2 5 , 6 3 , P = 0 , 1 9 0 7 ) C. muris C B 0 3 (T2 = 1 3 , 2 5 , dfi = 2 , df2 = 2 3 , 4 5 , P = 0 , 1 8 7 5 ) 

a C. proliferans (T2 = 3 2 , 5 6 , dfi = 2,df2 = 3 2 , 2 7 , P < 0 , 0 0 0 1 ) . 

O o c y s t y b y l y z h o s t i t e l e vylučovány plně i n f e k c e schopné obsahující 4 s p o r o z o i t y 

a j e d n o velké reziduálni tělísko. Stěna o o c y s t y b y l a tenká, bezbarvá b e z znatelné s u t u r y . 
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Tabulka 7. Porovnání v e l i k o s t i o o c y s t různých izolátů Cryptosporidium muris 

a Cryptosporidium proliferous. 

Druh/Izolát Hostitel Délka (um) Šířka (|j.m) Délka/šířka poměr 

C. muris CAT21 kočka 8 , 4 3 ( 7 , 2 1 - 9 , 5 5 ) 6 , 2 2 ( 4 , 8 4 - 8 , 3 3 ) 1 , 3 7 

C. muris CAT21 S C I D 8 , 1 1 ( 6 , 0 5 - 9 , 6 6 ) 5 , 5 9 ( 4 , 5 2 - 8 , 8 1 ) 1 ,37 

C. muris CAT21 I N F - y - K O 8 , 4 0 ( 7 , 4 8 - 8 , 9 8 ) 6 , 0 6 ( 5 , 2 9 - 6 , 5 6 ) 1 ,39 

C. muris CAT21 mastomyš 8 , 4 8 ( 7 , 5 2 - 9 , 1 6 ) 6 , 0 5 ( 5 , 5 8 - 7 , 1 4 ) 1 ,39 

C. proliferans mastomyš 7 , 7 7 ( 6 , 8 0 - 8 , 8 0 ) 5 , 3 0 ( 4 , 8 0 - 6 , 2 0 ) 1 ,48 

C. muris RN66 S C I D 8 , 4 0 ( 7 , 5 0 - 9 , 8 0 ) 6 , 3 0 ( 5 , 5 0 - 7 , 0 0 ) 1 , 3 1 

C. muris CB03 S C I D 8 , 5 0 ( 8 , 2 0 - 9 , 3 0 ) 5 , 9 0 ( 5 , 5 0 - 6 , 6 0 ) 1 , 3 2 

5.2.1. Diferenciální diagnostika 

O o c y s t y C muris izolát C A T 2 1 získané z přirozeně infikované kočky domácí 

a experimentálně infikovaných modelových hostitelů b y l o možné d e t e k o v a t v nátěru t r u s u 

pomocí standardních barvících t e c h n i k p r o d e t e k c i kryptosporidií. O o c y s t y C muris C A T 2 1 

s e b a r v i l y pomocí a n i l i n - k a r b o l - m e t h y l v i o l e t i (Obrázek 2 B ) , pomocí k a r b o l f u c h s i n u 

(Obrázek 2 C ) a pomocí a u r a m i n - f e n o l u (Obrázek 2 E ) obdobně j a k o o o c y s t y dalších druhů 

a genotypů r o d u Cryptosporidium. O o c y s t y C muris C A T 2 1 značené F I T C konjugovanými 

polyklonálními protilátkami p r o t i stěně o o c y s t kryptosporidií měly t y p i c k o u z e l e n o u 

f l u o r e s c e n c i (Obrázek 2 D ) . 

® ® © o © o 

o o 
Obrázek 2 . O o c y s t y Cryptosporidium muris C A T 2 1 A) v diferenciální interferenční 

kontrastní m i k r o s k o p i i , B) obarvené anilin-karbol-methylvioletí, C ) obarvené Z i e h l -

Nielsenovým barvením, D) značené F I T C konjugovanými polyklonálními protilátkami 

p r o t i stěně o o c y s t Cryptosporidium s p p . a E ) obarvené a u r a m i n - f e n o l e m . Měřítko = 5 u m . 
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5.3. Molekulární analýzy 
Molekulární analýzy částečných sekvencí genů SSU, a k t i n , TRAP-C1, a HSP70 

prokázaly, že izoláty získané z experimentálně infikovaných myší a mastomyší b y l y 

vzájemně 1 0 0 % identické a současně s e nelišily o d sekvencí získaných z přirozeně 

infikované kočky. Dále n e b y l y zjištěny žádné sekvenční rozdíly m e z i C. muris C A T 2 1 

a ostatními C. muris izoláty (Obrázky 3 - 6 ) . 

91 J1|< 
1< 

62 

80 

0 . 0 1 96 

56 

99 

C. muris [ E U 0 9 6 2 3 7 ] - Sciurus carolinensis 
C. proliferans [ E U 2 4 5 0 4 3 ] - Tachyoryctes splendens 

C. muris [ E U 5 4 9 7 8 4 ] - Cants lupus 
C. m u r i s CAT21 - F e l i s c a t u s 
C. m u r i s CAT21 - M u s m u s c u l u s (BALB/c) 
C. m u r i s CAT21 - M u s m u s c u l u s (SCID) 
C. m u r i s CAT21 • M u s m u s c u l u s (INF-y-KO) 
C. m u r i s CAT21 - M a s t o m y s c o u c h a 
C. muris R N 6 6 [ A B 0 8 9 2 8 4 ] - Rattus norvegicus 
C. muris C B 0 3 [ E U 2 4 5 0 4 4 ] - Cameius bactrianus 
C. muris [ J Q 4 1 3 3 5 8 ] - w a t e r 

muris [ A Y 2 6 8 5 8 1 ] - Elaphe guttata 
muris 3 4 [ A F 0 9 3 4 9 8 ] - Mus musculus 
muris H Z 2 0 6 [ J Q 0 7 3 5 5 6 ] - Mus musculus domesticus 
muris [ F J 8 8 3 5 7 7 ] - Giraffa camelopardalis reticulata 
muris [ D Q 8 3 6 3 4 1 ] - Fells catus 
muris [ E U 1 5 6 4 4 6 ] - Phoca hispida 

C. muris K a w a t a b i [ A Y 6 4 2 5 9 1 ] - Apodemus speciosus 
C. muris K a w a t a b i [ A B 6 9 7 0 5 4 ] - Apodemus speciosus 

C. andersoni L I 0 3 [ E U 2 4 5 0 4 2 ] - Bos taurus 
C. andersoni 2 1 [ F J 6 0 8 6 0 5 ] - Ovis aries 

97C. andersoni K a w a t a b i [ A B 0 8 9 2 8 5 ] - Bos taurus 
C. andersoni [ A Y 9 5 4 8 8 5 ] - B o s taurus 
C. andersoni [ K J 0 9 4 5 7 1 ] - Bos mutus 

—C. serpentis [ A F 1 5 1 3 7 6 ] 
- C . g a / / / ' [ H M 1 1 6 3 8 8 ] 

C. fragile [ E U 1 6 2 7 5 1 ] 
C. m o / n a n [ H M 2 4 3 5 4 8 ] 

91 

54 

C. 
c. 
c. 
c. 
c. 
-c. 

81 

91 

- C . baileyi [ A F 0 9 3 4 9 5 ] 
99| C bovis [ A Y 7 4 ; i 

90 
95 

-C. ryanae [ E U 4 1 0 3 4 4 ] 
- C . varanii [ E U 5 5 3 5 5 6 ] 

C . ře//s[AF159113] 
- C . c a n / s [ A F 1 1 2 5 7 6 ] 
- C . ŕ a y e / 7 [ A F 1 1 2 5 7 0 ] 
C. suis [AF108861] 
- C . ubiquitum [ E U 8 2 7 4 2 4 ] 

— C . me/eagr/aí/s[AF112574] 
C . wra/77 [ A F 1 1 5 3 7 8 ] 

C . parvum [ A F 0 9 3 4 9 3 ] 
C. hominis [ A F 0 9 3 4 9 2 ] 

5 c T - c 
šeLf 

Obrázek 3. K l a d o g r a m fylogenetických vztahů C. muris C A T 2 1 s ostatními izoláty 

C. muris a dalšími d r u h y a g e n o t y p y kryptosporidií n a základě částečné nukleotidové 

s e k v e n c e g e n u p r o m a l o u p o d j e d n o t k u r R N A (SSU) vytvořený m e t o d o u M a x i m u m 

l i k e l i h o o d . S e k v e n c e získaná v této s t u d i i j e zvýrazněna tučně. Databázové číslo G e n B a n k 

j e u v e d e n o v hranaté závorce. U žaludečních d r u h u j e z a pomlčkou u v e d e n h o s t i t e l . 
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100 

100 

72 

100 

C . muris [ K J 7 4 6 8 3 4 ] - Struthio cameius 
C. muris [ J X 4 8 5 4 1 3 ] - Rattus norvegicus 
C. muris R N 6 6 [ X M 0 0 2 1 4 0 1 6 5 ] - Rattus norvegicus 
C. muris H Z 2 0 6 [ K R 0 9 0 6 2 8 ] - Mus musculus domesticus 

98| C. muris [ A F 3 8 2 3 5 0 ] - Mus musculus 
C. m u r i s CAT21 - F e l i s c a t u s 
C. m u r i s CAT21 - M u s m u s c u l u s {BALB/c) 
C. m u r i s CAT21 - M u s m u s c u l u s (SCID) 
C. m u r i s CAT21 - M u s m u s c u l u s {INF-y-KO) 
C. m u r i s CAT21 - M a s t o m y s c o u c h a 

C. proliferans [ K T 7 3 1 1 9 3 ] - Equus afhcanus 
C. proliferans [ K T 7 3 1 1 9 4 ] - Syncerus caffer 
C. proliferans [ K R 0 6 0 6 1 9 ] - Tachyoryctes splendens 

73 

C. andersoni [ F J 4 6 3 2 0 5 ] - Bos taurus 

83L 

85 r 

7 5 

— C serpentis [ A F 3 8 2 3 5 3 ] 
C . g a / / / [ A Y 1 6 3 9 0 1 ] 

C . xiaoi [ H M 6 2 7 5 3 1 ]  
C . ryanae [ F J 4 6 3 2 0 6 ] 

- C. Ď a / t e y ; [ E U 7 4 1 8 5 3 ] 
C . canis [ E U 7 5 4 8 4 1 ] 

C . felis [ A F 3 8 2 3 4 7 ] 
C. ubiquitum [ G Q 3 3 7 9 6 1 ] 

— C . S Í / / S [ E F 0 1 2 3 7 3 ] 
5 4 

90 
89|_f 

72[ 

C . fayerí [ H Q 0 0 8 9 3 3 ] 
C . meieagňdis [ A B 4 7 1 6 6 2 ] 
- C . wrairi [ A F 3 8 2 3 4 8 ] 

I r - C . parvum [ A F 3 8 2 3 3 8 ] 
9 3 C . hominis [ E F 5 9 1 7 8 4 ] 

Obrázek 4. K l a d o g r a m fylogenetických vztahů C. muris C A T 2 1 s ostatními izoláty 

C. muris a dalšími d r u h y a g e n o t y p y kryptosporidií n a základě částečné nukleotidové 

s e k v e n c e g e n u p r o a k t i n vytvořený m e t o d o u M a x i m u m l i k e l i h o o d . S e k v e n c e získaná v této 

s t u d i i j e zvýrazněna tučně. Databázové číslo G e n B a n k j e u v e d e n o v hranaté závorce. 

U žaludečních d r u h u j e z a pomlčkou u v e d e n h o s t i t e l . 
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C . muris R N 6 6 [ X M 0 0 2 1 4 0 8 1 6 ] - Rattus norvegicus 
C. muris [ G U 0 0 1 6 4 5 ] - Bos taurus 
C. muris [ A F 2 2 1 5 4 3 ] - Mus musculus 
C. muris [ A B 0 8 9 2 8 6 ] - Rattus norvegicus 
C. muris [ K J 7 4 6 8 3 5 ] - Struthio camelus 
C. muris H Z 2 0 6 [ K R 0 9 0 6 2 7 ] - Mus musculus domesticus 
C. m u r i s CAT21 - F e l i s c a t u s 
C. m u r i s CAT21 - M u s m u s c u l u s (BALB/c) 
C. m u r i s CAT21 • M u s m u s c u l u s (SCID) 
C. m u r i s CAT21 - M u s m u s c u l u s (INF-y-KO) 
C. m u r i s CAT21 - M a s t o m y s c o u c h a 
C. muris [ A F 2 2 1 5 4 3 ] - Mus musculus 
C. muris [ F J 4 2 9 6 3 9 ] - Python regius 

C. proliferans [ K R 0 9 0 6 1 8 ] - Tachyoryctes splendens 
C. muris K a w a t a b i [ A Y 6 4 3 4 9 0 ] - Apodemus speciosus 
-C. andersoni [ F J 4 6 3 2 0 1 ] - Bos taurus 
C. serpentis [ A F 2 2 1 5 4 1 ] 
- C . galli [AY168849] 

53 
73 

58 
63 

- C . b a / / e y / [ A F 2 2 1 5 3 9 ] 
I C . varanii [ F J 4 2 9 6 0 3 ] 

i — C . suis [ D Q 8 9 8 1 6 4 ] 
— C . ubiquitum [ D Q 8 9 8 1 6 3 ] 
— C . viatorum [ J N 8 4 6 7 0 6 ] 
— C . meleagridis [ A F 2 2 1 5 3 7 ] 

C . macropodum [ A Y 2 3 7 6 3 2 ] 
C . wrairi [ A F 2 2 1 5 3 6 ] 

8 9 - C . ŕ y z z e n [ A F 2 2 1 5 3 0 ] 
7 8

L

r C . parvum [ X M 6 2 5 3 7 3 ] 
7 3trC. hominis [ X M 6 6 1 6 6 2 ] 

78^C. cuniculus [ A Y 2 7 3 7 7 5 ] 
r C . Ö O W S [ A Y 7 4 1 3 0 6 ] 

Hv—r -C. x/aoi [ F J 8 9 6 0 4 1 ] 
851 C . canis [ E U 7 5 4 8 4 3 ] 

57L 

C. fe//s[AF221538] 
- C . scrofarum [ J X 4 2 4 8 4 2 ] 
- C . ryanae [ E U 4 1 0 3 4 6 ] 

Obrázek 5. K l a d o g r a m fylogenetických vztahů C. muris C A T 2 1 s ostatními izoláty 

C. muris a dalšími d r u h y a g e n o t y p y kryptosporidií n a základě částečné nukleotidové 

s e k v e n c e g e n u p r o HSP70 vytvořený m e t o d o u M a x i m u m l i k e l i h o o d . S e k v e n c e získaná 

v této s t u d i i j e zvýrazněna tučně. Databázové číslo G e n B a n k j e u v e d e n o v hranaté závorce. 

U žaludečních d r u h u j e z a pomlčkou u v e d e n h o s t i t e l . 
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1 0 0 

C . proliferans [ K T 7 3 1 2 1 0 ] - Equus caballus 
C. proliferans [ K T 7 3 1 2 1 1 ] - Equus africanus 
C. proliferans [ K T 7 3 1 2 1 2 ] - Syncerus caffer 
C. proliferans [ K R 0 9 0 6 1 7 ] - Tachyoryctes splendens 

C. m u r i s CAT21 - F e l i s c a t u s 
C. m u r i s CAT21 - M u s m u s c u l u s (BALB/c) 
C. m u r i s CAT21 - M u s m u s c u l u s (SCID) 
C. m u r i s CAT21 - M u s m u s c u l u s (INF-v-KO) 
C. m u r i s CAT21 - M a s t o m y s c o u c h a 
C, muris H Z 2 0 6 [ K R 0 9 0 6 2 6 ] - Mus musculus domesticus 
C. muris R N 6 6 [ X M 0 0 2 1 4 2 5 8 0 ] - Rattus norvegicus 

w r a « 7 ' [ U 4 2 2 1 3 ] 
-C. ubiquitum [ J X 8 4 6 9 2 2 ] 

C . r y z z e r / [ J Q 0 7 3 5 3 1 ] 
5 0 C . tyzzeri [ J Q 0 7 3 5 3 0 ] 

C . ftonwws[XM661371] 
C. tyzzeri [ J Q 0 7 3 5 4 7 ] 

JC. parvum [ X M 6 2 8 1 6 2 ] 
6 9 1 C . erinacei [KF612328] 

Obrázek 6. K l a d o g r a m fylogenetických vztahů C. muris C A T 2 1 s ostatními izoláty 

C. muris a dalšími d r u h y a g e n o t y p y kryptosporidií n a základě částečné nukleotidové 

s e k v e n c e g e n u p r o TRAP-C1 vytvořený m e t o d o u M a x i m u m l i k e l i h o o d . S e k v e n c e získaná 

v této s t u d i i j e zvýrazněna tučně. Databázové číslo G e n B a n k j e u v e d e n o v hranaté závorce. 

U žaludečních d r u h u j e z a pomlčkou u v e d e n h o s t i t e l . 

5.4. Výtěžnost izolace gDNA z oocyst 
V z h l e d e m k t o m u , že biologické v l a s t n o s t i izolátu C. muris C A T 2 1 s e výrazně lišily 

o d vlastností popsaných u dalších izolátů v rámci d r u h u C. muris a současně j s m e 

n e d e t e k o v a l i žádné rozdíly v g e n e c h (SSU, a k t i n , HSP70 a TRAP-C1; obrázky 3 - 6 ) , které 

s e používají p r o běžnou g e n o t y p i z a c i , r o z h o d l i j s m e s e o s e k v e n o v a t celý g e n o m t o h o t o 

izolátu. O o c y s t y p r o t y t o účely b y l y sbírány z experimentálně infikovaných S C I D a I F N - y -

K O myší. Izolací o o c y s t j s m e získali d o h r o m a d y 4 7 0 0 n g D N A , k d y p r o sekvenování b y l o 

použito 2 0 0 0 n g a zbylá g D N A b y l a uchována při - 8 0 °C p r o případné další využití. Čistota 

vyizolované g D N A b y l a měřena pomocí N a n o D r o p u a množství b y l o měřeno pomocí 

Q u b i t u . Aktuálně probíhá příprava D N A k n i h o v n y a získaná g D N A b u d e sekvenována 

pomocí nanopórového sekvenování n a platformě M i n I O N , která umožňuje získat dlouhá 

čtení. Následné sestavení a a n o t a c e osekvenovaného g e n o m u b u d e předmětem další s t u d i e . 
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5.5. Klinický průběh infekce 
P o c e l o u d o b u sledování n e b y l y zjištěny žádné příznaky klinické kryptosporidiózy 

u přirozeně infikované kočky domácí. Zvíře netrpělo žádnými průjmy, zvracením a n e b y l y 

pozorovány a n i j iné gastrointestinální obtíže. Zvíře přijímalo p o t r a v u běžným způsobem 

a h m o t n o s t zvířete odpovídala věku, pohlaví, krmné dávce a aktivitě zvířete. Obdobně j a k o 

u kočky, také u experimentálně infikovaných hlodavců j s m e n e z a z n a m e n a l i klinické 

příznaky spojené s infekcí C. muris C A T 2 1 . 

5.6. Lokalizace infekce 
Vyšetření tkání gastrointestinálního t r a k t u experimentálně infikovaných mastomyší 

a S C I D a I F N - y - K O myší pomocí molekulární, histologické, S E M a T E M analýzy 

prokázala přítomnost specifické D N A a vývojových stadií C. muris C A T 2 1 výhradně 

v e žláznaté části žaludku všech vnímavých hostitelů (Obrázek 7 a 8 ) . U žádné 

z e tří vyšetřovaných B A L B / c myší n e b y l a pomocí histologického vyšetření a S E M analýzy 

detekována vývojová s t a d i a , přestože v t k á n i b y l a detekována specifická D N A C. muris. 

N a vnitřních orgánech žádného z vnímavých hostitelů n e b y l y pozorovány makroskopické 

změny. 

Vyšetření p o v r c h u žláznaté části žaludku infikovaných mastomyší, S C I D a I F N - y - K O 

myší ukázalo silné až masivní i n f e k c e . Vnitřní slizniční p o v r c h infikovaných oblastí 

žaludku b y l mírně edematózní, b e z přichycených kryptosporidií. Téměř p o celé o b l a s t i 

p o v r c h u s l i z n i c e b y l y pozorovány dilatované žlázy obsahující nekrotický materiál, h l e n 

a velké množství vývojových stadií C. muris C A T 2 1 , pravděpodobně o o c y s t (Obrázek 7 ) . 

H l e n a o o c y s t y pokrývaly většinu povrchového e p i t e l u . 

Četná vývojová s t a d i a C. muris C A T 2 1 s e v y s k y t o v a l a zejména v horní polovině většiny 

infikovaných žláz (Obrázek 7 A - C a 8 ) . Infikované žlázy b y l y výrazně dilatované, vyplněné 

nekrotickým materiálem, h l e n e m a četnými k r y p t o s p o r i d i e m i . Epiteliální buňky žláz b y l y 

atrofické a kuboidálně zploštělé. Laminapropria b y l a mírně edematózní, n e b y l a překrvená 

a u S C I D myší n e o b s a h o v a l a zánětlivé infiltráty. N a o p a k u mastomyší a I F N - y - K O myší 

b y l y při lamina propria detekovány s h l u k y zánětlivých infiltrátů. U S C I D myší a mastomyší 

b y l a pozorována výrazná a k t i v a c e hlenových buněk, zatímco u I F N - y - K O myší b y l y t y t o 

buňky aktivovány j e n ojediněle (Obrázek 8 ) . 

5 0 



Obrázek 7. M i k r o f o t o g r a f i e z e skenovacího elektronového m i k r o s k o p u ukazující vývojová 

s t a d i a Cryptosporidium muris izolát C A T 2 1 n a s l i z n i čním e p i t e l u žláznatého žaludku S C I D 

myši usmrcené 4 0 D P I . A ) a B) h l e n , nekrotický materiál a četná vývojová stádia 

pokrývající p o v r c h s l i z n i c e žláznatého žaludku, C ) rozšířený vývod žlázy žaludku vyplněný 

o o c y s t a m i , D) p o h l e d d o žlázy žaludku s uvolněnými z o i t y ( z o ) , E ) p o v r c h žláznatého 

e p i t e l u pokrytého h l e n e m , v d e t a i l u j e vidět uvolněné vývojové s t a d i u m s prodlouženou 

f e e d e r o r g a n e l o u ( f o ) , F ) s h l u k uvolněných vývojových stadií uvnitř žlázy s patrnými f e e d e r 

o r g a n e l a m i ( f o ) . Měřítko j e součástí každé f o t o g r a f i e . 
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Obrázek 8. Histologické řezy obarvené p e r i o d i c a c i d s h i f f ( P A S ) ukazující vývojová s t a d i a 

Cryptosporidium muris izolát C A T 2 1 n a s l i z n i c i e p i t e l u žláznatého žaludku u experimentálně 

infikované A ) S C I D myši, B) I F N - y - K O myši, a C ) mastomyši usmrcené 4 0 dní p o i n f e k c i , 

D) d e t a i l infikovaných žláz u S C I D myši. H r o t y šipek ukazují vývojová s t a d i i C. muris C A T 2 1 , 

šipky ukazují aktivované hlenové buňky, hvězdičky ukazují přítomnost zánětlivých infiltrátů 

při laminapropria. Měřítko j e součástí každé f o t o g r a f i e . 
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5.7. Vývojový cyklus 
M o r f o m e t r i e vývoj ových stadií C. muris C A T 2 1 b y l a zkoumána v preparátech získaných 

z žaludku experimentálně infikovaných S C I D a I F N - y - K O myší a mastomyší obarvených 

Wrightovým barvením. B a r v i v o W r i g h t pomáhá růžově zvýraznit jádra vývojových stádií, 

n a o p a k parazitoforní v a k obklopující vývojová stádia zůstává neobarvený. Výsledky 

mikroskopického vyšetření prokázaly, že nejčastěji s e v y s k y t o v a l i jednobuněční t r o f o z o i t i 

(Obrázek 9 B ) . V e l i k o s t t o h o t o s t a d i a b y l a v e l m i variabilní, dosahující 4 , 6 2 - 1 1 , 8 3 x 3 , 5 1 -

8 , 6 5 u m ( T a b u l k a 8 ) . V nátěrech b y l o detekováno velké množství o o c y s t a většina z n i c h 

b y l a neobarvená (Obrázek 9 A ) , a l e n e b y l o možné rozlišit tenkostenné a tlustostěnné 

o o c y s t y . Obdobný počet j a k o b y l napočítán u o o c y s t , b y l detekován i u z y g o t y 

(Obrázek 9 F ) . Volní s p o r o z o i t i n e b y l i n a l e z e n i n a žádném z preparátů. Dále b y l i detekováni 

m e r o n t i obsahující o s m formujících s e merozoitů, zatímco m e r o z o t i obsahující čtyři 

m e r o z i t y n a l e z e n i n e b y l i (Obrázek 9 C ) . Volní m e r o z o i t i b y l i pozorováni j e n zřídka 

(Obrázek 9 D ) . Zat ímco m a k r o g a m e t y , p r o které j e typické vyplnění oválnými 

amylopektinovými g r a n u l e m i s charakteristickým pěnovitým v z h l e d e m , b y l y pozorovány 

relativně často (Obrázek 9 E ) , nepodařilo s e nám d e t e k o v a t m i k r o g a m o n t y s 1 6 jádry. 

Tabulka 8. Srovnání v e l i k o s t i vývojových stádií Cryptosporidium muris C A T 2 1 . V e l i k o s t 

stádií b y l a s t a n o v e n a z e seškrabu s l i z n i c e žaludku z experimentálně infikovaných S C I D 

myší (Mus musculus), I F N - y - K O (Mus musculus) a mastomyší (Mastomys couchd) 

barvených m e t o d o u p o d l e W r i g h t a . Myši b y l y infikovány dávkou l x 1 0 6 o o c y s t 

a p o d r o b e n y pitvě 4 0 D P I . ND - nedetekováno. 

Vývojová stádia Délka ( u m ) (Průměr ± SD) Šířka (pm) (Průměr ± SD) 
Oocysta 7 , 2 2 - 9 , 4 9 ( 8 , 4 6 ± 0 , 5 6 ) 5 , 1 6 - 7 , 3 1 ( 6 , 1 5 ±0,57) 

Sporozoit N D N D 
Trofozoit 4 , 6 2 - 1 1 , 8 3 ( 6 , 9 5 ± 1 , 6 2 ) 3 , 5 1 - 8 , 6 5 ( 5 , 7 5 ± 1 , 3 4 ) 
Meront 7 , 6 9 - 1 1 , 7 7 ( 9 , 9 8 ± 1 , 4 4 ) 6 , 3 8 - 1 1 , 0 4 ( 8 , 8 3 ± 1 , 6 4 ) 

Merozoit 2 , 3 8 - 6 , 2 8 ( 3 , 9 8 ± 1 , 8 2 ) 0 , 7 1 - 1 , 2 8 ( 0 , 9 3 ±0,23) 
Makrogamont 6 , 7 6 - 1 1 , 9 5 ( 9 , 4 8 ± 1 , 2 4 ) 6 , 4 4 - 1 0 , 3 5 ( 8 , 2 3 ± 0 , 9 7 ) 
Mikrogamont N D N D 

Zygota 6 , 0 8 - 9 , 7 8 ( 8 , 8 2 ±0,81) 4 , 5 7 - 6 , 8 4 ( 6 , 0 0 ± 0 , 5 9 ) 
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Obrázek 9. Vývojová stádia Cryptosporidium muris C A T 2 1 získaná seškrabem s l i z n i c e 

žaludku S O D myši (Mus musculus) experimentálně infikované l x 1 0 6 o o c y s t a usmrcené 

6 0 D P I . A) o o c y s t a , B) jednojaderný t r o f o z o i t s f e e d e r o r g a n e l o u ( h r o t šipky), 

C ) formujícím s e m e r o n t e m , D) uvolnění m e r o z o i t i ( z o ) , E ) m a k r o g a m o n t , a F ) z y g o t a . 

Měřítko = 1 0 u m . 

V s o u l a d u s výsledky nátěrů seškrabu s l i z n i c e obarvených Wrightovým barvením, také 

pomocí T E M j s m e d e t e k o v a l i j e n některá vývojová s t a d i a (Obrázek 1 0 ) . Nejčastěji 

detekovanými s t a d i i b y l y o o c y s t y , z y g o t y a jednojaderní t r o f o z o i t i . V e shodě s dříve 

uvedeným, také T E M analýza n e o d h a l i l a přítomnost čtyřjaderných merozoitů 

a mikrogamontů. 
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Obrázek 10. Vývojová stádia Cryptosporidium muris C A T 2 1 zachycená transmisním 

elektronovým m i k r o s k o p e m . A ) o o c y s t a s formující s e stěnou o o c y s t y ( o w ) , 

B) jednojaderný t r o f o z o i t ukrytý v parazitoforním v a k u ( p s ) , C ) průřez m e r o n t e m I . s plně 

vyvinutými m e r o z o i t y ( r a e ) , D) průřez m e r o n t e m I I . t y p u , E ) m a k r o g a m o n t s pěnovitou 

s t r u k t u r o u způsobenou amylopektinovými g r a n u l e m i , a F ) z y g o t a . Měří tko 2 u m . 

5.8. Degradace oocyst 
V průběhu celé práce b y l o třeba p r a c o v a t s velkým množstvím živých, infekčních 

o o c y s t , přičemž b y l o zjištěno, že dochází k výrazným ztrátám o o c y s t při skladování. 

Z těchto důvodů b y l p r o v e d e n t e s t ověřující s c h o p n o s t o o c y s t zachovávat s i s v o u i n t e g r i t u . 

J a k o k o n t r o l a b y l y použity o o c y s t y C. proliferans. P r o účely p o k u s u b y l y použity čerstvé, 

n e více než 5 dní staré o o c y s t y s životaschopností vyšší než 9 7 %. Výsledek t o h o t o 

e x p e r i m e n t u ukázal, že purifikované o o c y s t y C. muris C A T 2 1 , které b y l y skladované p o u z e 

v deionizované vodě při teplotě 4 °C samovolně postupně excystují. Během prvních 1 4 dnů 

skladování došlo k e ztrátě i n t e g r i t y u 2 0 % o o c y s t (excyštaci) C. muris C A T 2 1 v porovnání 

s e 4 % u C. proliferans ( G r a f 3 ) . P o 3 0 d n e c h skladování b y l u C. muris C A T 2 1 pozorován 

výrazný p o k l e s v počtu o o c y s t ( 9 0 % ) , zatímco u C. proliferans došlo k e ztrátě pouhých 

2 0 %. P o 4 5 , r e s p e k t i v e 6 0 d n e c h skladování n e b y l u C. muris C A T 2 1 pozorován žádný 
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další p o k l e s v počtu excystovaných o o c y s t . U C. proliferans b y l o zaznamenáno postupné 

snížení n a průměrnou h o d n o t u 6 0 % o p r o t i začátku e x p e r i m e n t u . 

0 14 30 45 60 

Dny 

Graf 3. D e g r a d a c e o o c y s t C. muris C A T 2 1 a C. proliferans skladovaných v destilované 

vodě při teplotě 4 °C v průběhu 6 0 dnů vztažená k hodnotám zjištěným v d e n 0 . 
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6. Diskuse 
Střevní d r u h C. parvum a žaludeční d r u h C. muris b y l y prvními popsanými d r u h y v rámci 

r o d u Cryptosporidium. O b a d r u h y b y l y n a začátku 2 0 . století odlišeny n a základě 

m o r f o l o g i e o o c y s t a l o k a l i z a c i vývojového c y k l u v h o s t i t e l i , kterým p r o o b a d r u h y b y l a 

laboratorní myš ( T y z z e r 1 9 0 7 ; 1 9 1 2 ) . Až d o k o n c e 2 0 . století b y l y všechny izoláty 

žaludečních kryptosporidií označovány z a C. muris n e b o C. muris-like, a t o b e z o h l e d u n a 

t o , z j akého h o s t i t e l e pocházely ( A n d e r s o n 1 9 8 7 ; D u b e y e t a l . 2 0 0 2 ; H i k o s a k a a N a k a i 

2 0 0 5 ) . 

V současné době j s o u uznány tři d r u h y žaludečních kryptosporidií savců, C muris, 

C. andersoni a C proliferans, s tím, že d v a posledně jmenované d r u h y b y l y původně 

označovány j a k o C. muris a b y l y o d C. muris odlišeny n a základě biologických 

c h a r a k t e r i s t i k a molekulárních odlišností ( L i n d s a y e t a l . 2 0 0 0 ; Kváč e t a l . 2 0 1 6 ) . 

V rámci d r u h u C muris b y l o d o současné d o b y popsáno několik izolátů, které s e o d s e b e 

g e n e t i c k y „neliší", a l e mají různé biologické v l a s t n o s t i ( I s e k i 1 9 8 6 ; Kváč e t a l . 2 0 0 8 ) . 

Odlišnost jednotlivých izolátů C muris j e však p r o v e d e n a j e n n a několika málo g e n e c h . 

Genové s e k v e n c e genů SSU, HSP70, a k t i n a TRAP-Cl námi studovaného izolátů 

C. muris C A T 2 1 s e nelišily o d sekvencí genů dalších izolátů C. muris získaných p o celém 

světě z různých hostitelů. T y t o g e n y j s o u běžně používány p r o odlišení jednotl ivých druhů 

kryptosporidií v rámci r o d u Cryptosporidium ( M o r g a n - R y a n e t a l . 2 0 0 1 ; J i a n g e t a l . 2 0 0 5 ; 

T a n g e t a l . 2 0 1 6 ) . Nicméně l z e n a základě j iž dříve publikovaných výsledků předpokládat, 

že s e jednotlivé izoláty b u d o u m e z i s e b o u lišit n a dalších g e n e c h (Kváč e t a l . 2 0 1 6 ) . 

Příkladem může být vnitrodruhová v a r i a b i l i t a v rámci d r u h u C parvum. Jednotlivé izoláty 

t o h o t o d r u h u s e n a zmíněných g e n e c h neliší, zatímco při genomovém sekvenování b y l y 

zjištěny rozdíly. Současně j e známo, že jednotl ivé izoláty s e o d s e b e výrazně liší 

biologickými v l a s t n o s t m i . Například izoláty označované j a k o l íc, které b y l y odlišeny 

n a základě sekvencí g e n u kódujícího 6 0 k D a p r o t e i n , j s o u infekční výhradně p r o člověka, 

zatímco izoláty I l a j s o u dominantě detekovány u s k o t u a l i d u ovcí ( C o u t o e t a l . 2 0 1 4 ; W a n g 

e t a l . 2 0 1 4 ; D e s h p a n d e e t a l . 2 0 1 5 ) . Obdobné rozdíly v genetické a biologické diverzitě b y l y 

identifikovány u dalších druhů/genotypů kryptosporidií - C hominis n e b o C ubiquitum 

( F e n g e t a l . 2 0 0 9 ; L i e t a l . 2 0 1 4 ) . Bohužel v rámci g e n o t y p i z a c e žaludečních kryptosporidií 

savců není znám žádný m a r k e r , pomocí kterého b y b y l o možné jednotlivé izoláty o d s e b e 

odlišit ( W a n g e t a l . 2 0 1 2 ) . 
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Stejně t a k j a k o v případě C. parvum, C. hominis n e b o C. ubiquitum, také v rámci 

C. muris b y l y identifikovány různé izoláty lišící s e o d s e b e biologickými v l a s t n o s t m i . 

Cryptosporidium muris je považováno z a d r u h specifický p r o myši a p o t k a n y ( T y z z e r 1 9 1 0 ; 

I s e k i 1 9 8 6 ) . Námi studovaný izolát C A T 2 1 b y l získán z přirozeně infikované kočky. 

L z e přepokládat, že i n f e k c e j e n a kočky přenesena z přirozeného h o s t i t e l e , t e d y z myší, které 

j s o u d r u h e m C. muris parazitovány relativně často ( - 3 0 % ) (Kváč 2 0 2 2 , osobní sdělení). 

I n f e k c e koček C. muris j s o u však vzácné, o čemž svědčí pouhé tři případy přirozené i n f e k c e 

koček, včetně našeho (Santín e t a l . 2 0 0 6 ; Pavlásek a R y a n 2 0 0 7 ) . Není jasné, j e s t l i i n f e k c e 

koček j e způsobena v l a s t n o s t m i izolátu n e b o individuální vnímavostí koček. V naší s t u d i i 

j s m e kromě přirozeně infikované kočky s l e d o v a l i i další kočky a koťata žijící s p o l u 

s i n f i k o v a n o u kočkou ( d a t a n e j s o u ukázána). Žádná z e sledovaných koček n e b y l a pozitivní 

n a C. muris. T y t o výsledky l z e považovat z a obdobné těm, které uvádí Santín e t a l . ( 2 0 0 6 ) 

a Pavlásek a R y a n ( 2 0 0 7 ) . V j e j i c h studiích s e vždy j e d n a l o o j e d n o h o j e d i n c e . N a o p a k I s e k i 

e t a l . ( 1 9 8 9 ) , který p r o v e d l experimentální i n o k u l a c i koček izolátem R N 6 6 uvádí úspěšnou 

i n f e k c i všech tří koček. 

I n f e k c e žaludečními k r y p t o s p o r i d i e m i savců j e v e většině případů asymptomatická 

( I s e k i e t a l . 1 9 8 9 ; R h e e e t a l . 1 9 9 1 ; Ôzkul a A y d i n 1 9 9 4 ; H i k o s a k a a N a k a i 2 0 0 5 ; Kváč e t 

a l . 2 0 0 8 ) . V ojedinělých případech b y l y v s o u v i s l o s t i s žaludeční kryptosporidiózou 

popsány klinické příznaky. P o s p i s c h i l e t a l . ( 1 9 8 7 ) p o p s a l i a n o r e x i i a n t i l o p chovaných 

v zoologické zahradě, u kterých b y l y v t r u s u detekovány o o c y s t y m o r f o l o g i c k y identické 

s C. muris. Z dnešního p o h l e d u však nemůžeme s j i s t o t o u t v r d i t , že s e o C. muris j e d n a l o , 

protože n e b y l a p r o v e d e n a molekulární g e n o t y p i z a c e . U s k o t u infikovaného C. andersoni 

b y l u některých kusů popsán p o k l e s mléčné p r o d u k c e a ztráta tělesné k o n d i c e ( E s t e b a n 

a A n d e r s o n 1 9 9 5 ; A n d e r s o n 1 9 9 8 ) . U námi sledované kočky n e b y l y v průběhu 1 1 0 dnů 

zjištěny žádné klinické příznaky spojené s infekcí C. muris, což j e v s o u l a d u s výsledky 

I s e k i e t a l . ( 1 9 8 9 ) . N a o p a k Pavlásek a R y a n ( 2 0 0 7 ) popisují u kočky s C. muris infekcí 

výrazné klinické příznaky včetně průjmu a zvracení. Autoři připisují t y t o příznaky i n f e k c i 

C. muris, nicméně z c e l a opomíjejí f a k t , že kočka b y l a současně infikována škrkavkou 

Toxocara cati. J e t e d y pravděpodobné, že zdravotní obtíže j i m i sledované kočky b y l y 

způsobné právě infekcí T. cati, p r o k t e r o u j s o u popisované klinické příznaky typické 

( O v e r g a a u w 1 9 9 7 ; U r s a c h e e t a l . 2 0 2 1 ) . 

Izolát C. muris C A T 2 1 charakterizovaný v této práci b y l plně infekční p r o laboratorní 

h l o d a v c e . K e stejným závěrům dospěli i Pavlásek a R y a n ( 2 0 0 7 ) , kteří úspěšně i n f i k o v a l i 

laboratorní myši. V případě izolátu C. muris R N 6 6 n e j s o u dostupné údaje. V e s t u d i i I s e k i 
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e t a l . ( 1 9 8 9 ) zpětně nepoužili o o c y s t y získané z koček p r o i n f e k c e laboratorních hlodavců. 

Izo lá tCAT21 b y l infekční j a k p r o imunokompetentní, t a k imunodeficitní myši amastomyši . 

O b d o b n o u h o s t i t e l s k o u s p e c i f i t u p o p s a l i i Pavlásek a R y a n ( 2 0 0 7 ) u j e j i c h izolátu, když 

úspěšně i n f i k o v a l i laboratorní myši a p o t k a n y ( b e z označení kmenů). Prepatentní p e r i o d a 

námi testovaného izolátu b y l a u myší identická s prepatentní p e r i o d o u p o p s a n o u Pavláskem 

a R y a n e m ( 2 0 0 7 ) ( 1 1 dnů). O b d o b n o u prepatentní p e r i o d u p o p s a l i R h e e e t a l . ( 1 9 9 5 ) , který 

použil izolát C. muris M C R . N a o p a k experimentálně infikovaní p s i , morčata, králíci a myši 

infikovaní izolátem C. muris použitým A y d i n a Ôzkul ( 1 9 9 6 ) začali vylučovat o o c y s t y j iž 

7 D P I . K podobným výsledkům dospěli i M a t s u e e t a l . ( 2 0 0 1 ) , kteří i n f i k o v a l i laboratorní 

myši izolátem R N 6 6 , a l e také Kváč e t a l . ( 2 0 0 8 ) , kteří p o p s a l i průběh i n f e k c e u myší 

a hrabošů infikovaných izolátem C. muris C B 0 3 původně získaného z v e l b l o u d a 

dvouhrbého. U t o h o t o izolátu s e však lišila prepatentní p e r i o d a u sledovaných hostitelů, k d y 

u myší b y l a 9 dní, zatímco u hrabošů 1 4 dnů (Kváč e t a l . 2 0 0 8 ) . N a průběh i n f e k c e může 

mít také v l i v infekční dávka. Některé s t u d i e uvádějí, že s e snižujícím s e počtem o o c y s t 

v infekční dávce s e prodlužuje prepatentní p e r i o d a ( M a t s u e e t a l . 2 0 0 1 ) , zatímco j iné s t u d i e 

t e n t o fenomén nepotvrzují ( R h e e e t a l . 1 9 9 5 ; A y d i n a Ôzkul 1 9 9 6 ; Melicherová e t a l . 2 0 1 3 ) . 

V naší s t u d i i i v e studiích, s e kterými j s m e výsledky srovnávali, b y l y použity infekční dávky 

o d 1 0 5 d o 1 0 6 , což b y nemělo mít zásadní v l i v n a průběh i n f e k c e . P o d l e M a t s u e e t a l . ( 2 0 0 1 ) 

dochází k prodloužení prepatentní p e r i o d y až při infekčních dávkách nižších než 1 0 2 . 

Průběh i n f e k c e způsobený C. muris C A T 2 1 u laboratorních hlodavců s e lišil v závislosti 

n a d r u h u h o s t i t e l e a současně s e odlišoval o d j iných izolátu C. muris. Imunokompetentní 

myši infikované C. muris C A T 2 1 s e vyléčily z i n f e k c e d o 4 2 dnů p o i n f e k c i , zatímco 

R h e e e t a l . ( 1 9 9 5 ) uvádí patentní p e r i o d u p r o izolát M C R v délce 7 1 - 7 5 dnů. N a o p a k 

Kváč ( 2 0 0 8 ) uvádí, že B A L B / c myši infikované C. muris C B 0 3 ztratí i n f e k c i d o 2 2 dnů. 

U imunodeficitních S C I D myší j s m e p o počátečním nárůstu i n f e k c e p o z o r o v a l i výrazný 

p o k l e s v množství vylučovaných o o c y s t . Takovýto vývoj u imunodeficitních myší b y l 

neočekávaný a není srovnatelný s žádnými d o s u d publikovanými výsledky. Kváč e t a l . 

( 2 0 0 8 ; 2 0 1 6 ) , kteří s l e d o v a l i průběh i n f e k c e C. muris C B 0 3 , C. muris R N 6 6 a C. proliferans 

u S C I D myší neuvádí žádný takovýto p o k l e s , n a o p a k zmiňují kontinuální masivní i n f e k c i . 

Podrobné údaje o průběhu i n f e k c e dalšími kočičími izoláty C. muris v imunodeficitních 

myších n e j s o u k d i s p o z i c i . 

U mastomyší, které n e j s o u často používány j a k o modelový h o s t i t e l , b y l zjištěn výrazný 

rozdíl v průběhu i n f e k c e m e z i C. muris C A T 2 1 a C. proliferans. Zat ímco mastomyši 
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infikované C. proliferans mají celoživotní i n f e k c i doprovázenou masivní i n t e n z i t o u i n f e k c e 

(Kváč e t a l . 2 0 1 6 ) , mastomyši infikované C. muris C A T 2 1 s e vyléčily z a 5 5 dnů. 

I n t e n z i t a i n f e k c e u námi sledované kočky, která vylučovala o k o l o 1 0 4 až 3 x 1 0 5 o o c y s t 

n a g r a m t r u s u , s e nelišil o d údajů I s e k i e t a l . ( 1 9 8 9 ) , který uvádí denní p r o d u k c i o k o l o 

1 0 7 oocyst/zvíře. I n f o r m a c e o intenzitě i n f e k c e u dalších koček n e j s o u známy (Santín e t a l . 

2 0 0 6 ; Pavlásek a R y a n 2 0 0 7 ) . 

Námi sledovaná kočka s e p o 1 1 0 d n e c h sledování vyléčila z i n f e k c e . V z h l e d e m k t o m u , 

že s e j e d n a l o o starší zvíře a nevíme, k d y s e n a k a z i l a , n e l z e o d h a d n o u t , j a k d l o u h o t r v a l a 

patentní p e r i o d a . Z výsledků I s e k i e t a l ( 1 9 8 9 ) l z e o d v o z o v a t , že délka páteřní p e r i o d y 

j e delší než 1 5 0 dnů, což odpovídá i našemu sledování. 

Žaludeční k r y p t o s p o r i d i e savců parazitují výhradně v e žláznatém žaludku svých 

hostitelů ( T y z z e r 1 9 1 0 ; I s e k i 1 9 8 6 ; Kváč e t a l . 2 0 1 6 ) . V s o u l a d u s těmito zjištěními j s o u 

i naše výsledky. N e b y l y zjištěny žádné rozdíly v l o k a l i z a c i i n f e k c e C. muris C A T 2 1 

a dalších C. muris izolátů. Všechny C. muris izoláty výhradně infikují žláznatou část 

žaludku hlodavců. U koček, které b y l y infikované C. muris, b y l i I s e k i e t a l . ( 1 9 8 9 ) jediní, 

kteří p r o v e d l i p i t v u a prokázali, že u koček j e l o k a l i z a c e i n f e k c e stejná j a k o u hlodavců. 

Endogenní vývojová s t a d i a C. muris C A T 2 1 s e m o r f o l o g i c k y a velikostně neliší o d stadií 

ostatních žaludečních kryptosporidií savců ( T y z z e r 1 9 1 0 ; Melicherová e t a l . 2 0 1 3 ) . 

V e shodě s ostatními a u t o r y j s m e n a l e z l i velký počet jednojaderných trofozoitů a merozitů. 

N a rozdíl o d předchozích popisů j s m e n e d e t e k o v a l i čtyřjaderné m e r o n t y a m i k r o g a m o n t y . 

J e j i c h nepřítomnost není pravděpodobně způsobena absencí v rámci vývojového c y k l u , 

a l e spíše f a k t e m , že obě zmíněná s t a d i a s e vyskytují v e l m i málo (Melicherová e t a l . 2 0 1 3 ) . 

Patologické změny způsobené infekcí žaludečními k r y p t o s p o r i d i e m i savců j s o u 

variabilní. U d r u h u C . andersoni b y l y popsány změny v p H v a b o m a s u a trojnásobné 

zvýšení h m o t n o s t i infikované části s l e z u ( A n d e r s o n 1 9 9 8 ) . Kváč a Vítovec ( 2 0 0 3 ) popisují 

také zvýšenou p r o d u k c i h l e n u a nekrotického materiálu. Obdobné změny j s o u navíc 

popisovány i u mastomyši infikovaných C. proliferans (Kváč e t a l . 2 0 1 6 ) . N a o p a k u myší 

infikovaných C. proliferans, C. muris C B 0 3 n e b o C. muris R N 6 6 n e j s o u popisovány žádné 

makroskopické změny a n i výrazné změny v e funkčních v l a s t n o s t e c h ( I s e k i 1 9 8 6 ; I s e k i e t a l . 

1 9 8 9 ; Kváč e t a l . 2 0 0 8 ; 2 0 1 6 ) . U myší a mastomyši infikovaných C. muris C A T 2 1 b y l a 

pozorována zvýšená p r o d u k c e h l e n u . Obdobný nález b y l pozorován také u myší 

a mastomyši infikovaných C. prolifrans (Kváč e t a l . 2 0 1 6 ) . Bohužel ostatní p u b l i k a c e s e 

o p r o d u k c i h l e n u indukovaného infekcí C. muris nezmiňují. 
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N a rozdíl o d C. proliferans, která způsobuje masivní p r o l i f e r a c i e p i t e l u žaludku, 

C. muris C A T 2 1 takovéto změny n e i n d u k u j e , což j e v s o u l a d u s p o p i s y p a t o g e n i t y dalších 

C. muris izolátů ( R N 6 6 , C B 0 3 ) ( I s e k i e t a l . 1 9 8 9 ; Kváč e t a l . 2 0 0 8 ) . U myší I F N - y - K O 

a mastomyší b y l a detekována přítomnost zánětlivých infiltrátů při laminapropria ukazující 

n a imunitní odpověď h o s t i t e l e n a i n f e k c i . Obdobná imunitní odpověď b y l a popsána u myší 

a mastomyší infikovaných C. proliferans, C. muris R N 6 6 a C. muris C B 0 3 (Jalovecká e t a l . 

2 0 1 0 ; Kváč e t a l . 2 0 1 1 ) . Zatímco mastomyší infikované C. muris C A T 2 1 a C. muris C B 0 3 

s e z i n f e k c e vyléčí (Kváč e t a l . 2 0 0 8 ) , i n f e k c e C. proliferans je u těchto hostitelů celoživotní 

( K v á č e t a l . 2 0 1 6 ) . 

O o c y s t y kryptosporidií mají různý t v a r . Zat ímco o o c y s t y střevních druhů j s o u většinou 

menší a okrouhlé, o o c y s t y žaludečních druhů j s o u oválné a větší. Experimentální s t u d i e 

provedené n a druzích patřících d o o b o u s k u p i n , t e d y j a k střevních, t a k žaludečních druhů 

kryptosporidií, prokázaly, že o o c y s t y náležící j e d n o m u d r u h u s i zachovávají svůj t v a r 

a v e l i k o s t nezávisle n a d r u h u h o s t i t e l e , přes který j s o u pasážovány (Holubová e t a l . 2 0 1 6 ; 

Kváč e t a l . 2 0 1 8 ; Ježková e t a l . 2 0 2 1 a ) . K e stejnému závěru j s m e dospěli i v n á š í práci. 

O o c y s t y C. muris C A T 2 1 získané z přirozeně infikované kočky s e m o r f o m e t r i c k y nelišily 

o d o o c y s t stejného izolátu pasážovaného přes různé h l o d a v c i h o s t i t e l e . Porovnáním 

velikostí o o c y s t různých izolátů C. muris, které j s m e během práce měli k d i s p o z i c i , j s m e 

z j i s t i l i , že o o c y s t y C A T 2 1 s e velikostně neliší o d o o c y s t C. muris R N 6 6 a C. muris 

C B 0 3 j s o u větší než o o c y s t y C. proliferans. P o k u d porovnáme publikované údaje, zjistíme, 

že m e z i jednotlivými izoláty a l e nepatrné rozdíly j s o u . Izolát C. muris, který b y l získaný 

z člověka j e výrazně menší než ostatní izoláty C. muris ( K a t s u m a t a e t a l . 2 0 0 0 ) a velikostně 

identický s izolátem z Clethrionomys glareolus ( C h a l m e r s e t a l . 1 9 9 7 ) . 

O o c y s t y kryptosporidií s e v y v i n u l y t a k , a b y chránily s p o r o z o i t y a m a x i m a l i z o v a l y j e j i c h 

přežití o d okamžiku, k d y s e uvolní z epitelové buňky, až d o okamžiku, k d y j e pozře nový 

h o s t i t e l ( W i d m e r e t a l . 2 0 0 7 ; B o u z i d e t a l . 2 0 1 3 ; S p o n s e l l e r e t a l . 2 0 1 4 ) . Obecně 

s e přepokládá, že o o c y s t y kryptosporidií j s o u v e l i c e odolné nepříznivým podmínkám 

vnějšího prostředí. Nicméně naše p o z n a t k y vycházejí především z šíření C. parvum 

v p o p u l a c i hospodářských zvířat a lidí ( R o b e r t s o n e t a l . 2 0 1 4 ) . M e z i jednotlivými d r u h y 

však pravděpodobně existují významné rozdíly, které d o s u d n e b y l y intenzivně studovány. 

O o c y s t y C. parvum j s o u extrémně odolné a zůstávají infekční více než 8 měsíců v temných, 

chladných a vlhkých podmínkách ( R o b e r t s o n e t a l . 1 9 9 2 ) . S tím j e s p o j e n a i s c h o p n o s t 

o o c y s t z a c h o v a t s i i n t e g r i t u stěny o o c y s t y a ochránit s p o r o z o i t y . O o c y s t y C. andersoni 

zůstávají infekční j e n p o d o b u 5 - 6 měsíců (Kváč e t a l . 2 0 0 7 a ) a dochází k postupné 
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d e g r a d a c i o o c y s t , nicméně většina o o c y s t zůstává kompaktních. V rámci naší s t u d i e j s m e 

porovnávali o o c y s t y C. muris C A T 2 1 a C. proliferans. Zatímco o o c y s t y C. proliferans 

s e ukazují j a k o strukturálně stabilní během skladování a p o d l e dřívějších studií 

s i zachovávají i n f e k t i v i t u p o d o b u více než 6 měsíců (Schulzová 2 0 2 2 ) , většina o o c y s t 

( 9 0 % ) C. muris C A T 2 1 z t r a t i l o i n t e g r i t u stěny o o c y s t y během 2 měsíců skladování. 
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7. Závěry 
Výsledky této práce prokázaly, že izolát C. muris C A T 2 1 není n a testovaných g e n e c h 

molekulárně odlišitelný o d j iných izolátů C. muris, a l e v y k a z u j e některé odlišné biologické 

v l a s t n o s t i : 

• vyvolává výraznou imunitní odpověď h o s t i t e l e projevující s e migrací/proliferací buněk 

imunitního sytému d o tkáně žaludku; 

• způsobuje mírnější i n f e k c i u imunodeficitních myší; 

• a k t i v u j e hlenové buňky v e žláznaté části žaludku k e zvýšené p r o d u k c i h l e n u , obdobně 

j a k o C. proliferans; 

• izolát C. muris C A T 2 1 má výrazně o m e z e n o u životaschopnost o o c y s t projevující 

s e j e j i c h r y c h l o u degradací. 
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