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Abstrakt

Klidova stadia paraziti velmi dobie odolavaji nepfiznivym vlivim vnéjSiho
prostiedi. Maji schopnost pfezit dlouhou dobu a s témito vlivy se vyrovnat. Jednou s
ptesnych metod detekce C. parvum a E. cuniculi je PCR. Jako nejvhodné;si
skladovaci médium k odbéru trusu v terénu lze doporucit RNA later a 2,5%
dichroman draselny. Vzorky takto fixované lze skladovat v rozmezi teplot -20 az

21 °C a to i v ptipadé, kdyZ neni moznost uskladnéni v chladnicce.

Klicova slova: C. parvum; E. cuniculi; PCR; skladovaci médium

Summary

Resting stages of parasites are very well resistant to adverse effects of the external
environment. They have the ability to survive for long periods and to accommodate
to such effects. One of the accurate methods for detection of C. parvum and E.
cuniculi is PCR. As the most appropriate storage medium for the droppings collected
in the field is recommended RNA later and 2,5 % potassium dichromate. Samples
fixed in this way may be stored at temperatures ranging from -20 to 21 °C, event if
there is no possibility of storing them in a refrigerator.

Keywords: C. parvum; E. cuniculi; PCR; storage medium
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1. Uvod - DNA objasnéni minulosti

Vlastnosti vSech Zivych organizmi je schopnost pifenosu genetické
informace. Genetickym materidlem v bunéénych organizmech je DNA. Ta zustava
zachovana 1 po mnoho miliont let. Z fosilnich pozlstatkli organizmi lze Gspésné
izolovat molekuly archaické DNA. Piikladem je nalez genetického materidlu
z Kanady. Je jim bakterialni DNA, ktera byla uchovana v krystalech soli, jejiz stafi
védci odhaduji na 419 milionu let (Park et al. 2009).

Studium historické DNA (aDNA) provazi dva hlavni problémy a to
degradace DNA v pribéhu casu a kontaminace starych vzorkli recentni DNA
(O’Rourke et al. 2000; Hofreiter et al. 2001; Kaestle-Horsburgh 2002). Na degradaci
aDNA maji vliv chemické, fyzikalni a biologické faktory. Po uvolnéni endonukleaz
dochazi v bunce k rychlé degradaci nukleovych kyselin. Piestoze molekuly DNA
mohou byt izolovany z recentnich 1 fosilnich tkani, procesy probihajici po smrti
organismu maji za nasledek, ze vytézky aDNA z fosilnich tkani jsou vV porovnani s
recentnimi tkanémi az stokrat niz$i. V ptipadé aDNA je nutno na rozdil od
recentnich vzorkidl pracovat s kratkymi useky molekul, které obvykle neptesahuji
100-300 paru bazi. (Rogan et Salvo 1990). Dal§im typem postmortalniho poskozeni
DNA je modifikace a zmény nukleotidi v lokalnim zachovalém vlakné DNA
spontannimi chemickymi reakcemi, zejména hydrolyzou a oxidaci (Hofreiter et al.
2001). Vice nez staii pozistatki ma na zachovalost aDNA vliv teplota. Zatimco
mladsi fosilie jsou vétSinou lépe zachovalé neZ star$i, rozdil mezi zachovalosti
starSich fosilii z chladného prostfedi a mladSich fosilii z teplejSiho prostredi je
mnohem t&éZ§i posoudit (Smith et al. 2003). Proto daleko mladsi forenzni poztstatky
obsahujici aDNA vykazuji mnohdy stejnou miru poskozeni aDNA jako vzorky
fosilni (Poinar 2003).

Pfesto muze byt za pfiznivych podminek ¢ast ptivodni DNA dlouhodobé
zachovana ve stavu umoznujicim extrakci a analyzu. Uchovani DNA je jednou ze

zakladnich podminek vyzkumu.



2. Literarni prehled

2.1. Kryptosporidie

Zastupci rodu Cryptosporidium jsou intracelularni, epiplazmaticti protozoalni
paraziti infikujici mikroklky epitelu traviciho traktu celé fady plazt, ptakd, ryb,
obojzivelnikd, saved véetné ¢lovéka (Xiao et al. 2004). Diive byly kryptosporidie
fazeny ke kokcidiim vzhledem k podobnosti vyvojového cyklu (Corliss 1994; Fayer
et al. 1997). Podle nejnovégjsich poznatkd zalozenych na molekularni fylogenetice

jsou jejich nejbliz§imi piibuznymi gregariny (Carreno et al. 1999).

Kryptosporidie jsou charakteristické specifickou morfologii a biologickymi
vlastnostmi. Jednotlivé druhy se lisi velikosti oocyst. Lze rozlisit dvé vyrazné
skupiny druhti, prvni s mensimi oocystami a s afinitou ke stfevu (k enterocytim) a
druhou s vétsimi oocystami a s afinitou k zalude¢nim zlazam (Xiao et al. 2004).
Endogenni vyvoj kryptosporidii probihd v butikdch gastrointestindlniho traktu.
U vSech vyssich obratloveti nalézame druhy osidlujici stievni epitel i druhy
s vyvojem lokalizovanym ve sliznici zaludku. Postizeny mohou byt 1 dalsi organové
soustavy, zejména u ptaka (Cryptosporidium baileyi), kde miZe byt rozvoj
lokalizovan kromé travici soustavy také v plicich, vzdusnych vacich, Fabricové

burze nebo v ledvinach (Hirkova et Modry 2003).

2.1.1. Historie

Ernest Edvard Tyzzer jako prvni popsal prvoka, kterého nalezl v zalude¢ni
sliznici laboratornich mysi. Pojmenoval ho Cryptosporidium muris. V roce 1907
popsal jeho sexudlni a asexudlni vyvojova stadia (Tyzzer 1907). V rocel912 popsal
dal$i novy druh kryptosporidii Cryptosporidium parvum s vyvojovym cyklem v
tenkém stievé mysi (Tyzzer 1912). DalSim, v potadi tfetim druhem bylo
Cryptosporidium meleagridis popsané v souvislosti S onemocnénim a imrtim krut
(Slavin 1955). V roce 1970 vzbudily kryptosporidie zajem v souvislosti s prijmem u
skotu (Panciera et al. 1971; Meutin et al. 1974). Prvni dva pfipady kryptosporidiozy
u lidi se objevily v roce 1976 (Meisel et al. 1976; Nime et al. 1976).



2.1.2. Zivotni cyklus

Kryptosporidie jsou monoxeni, to znamena, ze zivotni cyklus dokoncuji v jednom
hostiteli. Nejlépe probadany je cyklus druhu C. parvum a C. muris, Zivotni cykly
ostatnich  druhtt  jsou  pravdépodobné¢ stejné nebo velmi  podobné
(Tyzzer 1912; O’'Donoghue 1995; Melicherova et al. 2014). Endogenni faze zacina
po poziti oocyst vhodnym hostitelem. Infekéni davka se v zavislosti na odolnosti 1isi
u jednotlivych hostiteldi, 1 malé mnozstvi oocyst je schopné vyvolat onemocnéni
(Zambriski et al. 2013). Prvnim krokem k infekci je excystace (obrazek 1) pozienych
oocyst. Proces excystace je ovlivnén fadou faktort, jako jsou teplota a pH (Hijjawi et
al. 2001). Zkazdé oocysty se uvolni 4 infekce schopni sporozoiti, kteti aktivné
pronikaji do mikroklkt slizni¢nich epitelidlnich buné¢k traviciho tstroji (Wetzel et al.
2005). Nasleduje merogonie (asexudlni mnozeni), postupné vznikaji dva odlisné typy
merontid. Meronti I. typu obsahuje 6-8 merozoiti Hostitelska butika je zniCena a
merozoiti infikuji nové epitelové bunky. Tento cyklus se bud’ nékolikrat opakuje,
nebo vznikaji meronti II. typu (obsahuji pouze 4 merozoity), kteti davaji vzniknout
mikro- a makrogametocytim a vyvojovy cyklus pfechazi do sexualni faze (Sunnotel
et al. 2006; Melicherova et al. 2014). Z nich v procesu gametogonie vznikaji
makrogamonty a mikrogamonty se 16 pohyblivymi mikrogametami. Vzniklé
mikrogamety a makrogamety splyvaji, vznika zygota a z ni oocysta s jednou
tetrazoickou sporocystou. Existuji dva druhy produkovanych oocyst, tenkosténné a
silnosténné. Tenkosténné oocysty nejsou schopny dlouhodobé piezit ve vnéjsim
prostiedi, excystuji v travicim traktu a zplsobuji tzv. autoinfekci. Silnosténné
oocysty maji vnéjsi vrstvu z kyselého glykoproteinu, stfedni lipoproteinovou a
vnitini glykoproteinovou. Tyto oocysty sporuluji jesté¢ v gastrointestinalni soustave
puvodniho hostitele, a jsou ihned schopné infekce. Kazdy ze 4 sporozoitl v oocysté
ma haploidni jadro s 8 chromozomy. Ty obsahuji 10,1-10,4 milionii parovych bazi
DNA s nepocetnymi introny. Cytoplasma obsahuje pfiblizné tisic kopii od kazdé ze
dvou typt dvouvldknové RNA pochdazejici z viru celedi Partitiviridae (Blunt et al.

1997).
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Obrizek 1. Zivotni cyklus C. parvum
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Zdroj: Bouzid et al. 2013

2.1.3. Exogenni vyvojové stadium — oocysta

Sténa oocysty je tvofena ze tfi vrstev, jeji primérna sila je 49 nm (Harris et
Petry 1999). Vn¢gjsi vrstva je nepravidelna, jeji primérna sila je 10 nm (Reduker et
al. 1985). Pod touto vrstvou je 2,5 nm silna prisvitna vrstva. Pod ni je vnitini vrstva
a ta se sklada ze dvou zon. Vnéjsi zony 11,6 nm a vnitini zéony 25,1 nm silné. Sténa
je souvisla s vyjimkou jednoho poélu, ktery je prerusen spojem (sutura), ktery zabira
1/3 - 1/2 obvodu. Pti excystaci se spoj rozevie, na obou stranach oocysty se zasouva,

staci dovnitt a sporozoiti opousti oocystu.

Vnéjsi sténa je glykoproteinova. Stredni vrstva této stény je povazovéana za
glycolipid/lipoproteinovou, ktera ji proptjcuje urcitou tuhost a je zodpovédna za
acidorezistentni barveni. Vnitini vrstva, kterd se zobrazuje jako linearni a vlaknita je
povazovana za glykoproteinovou a poskytuje stén¢ urcitou tuhost a pruznost.

Tenkosténné oocysty se lisi v tom, Ze jejich sténa neobsahuje silnou multizonéarni
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vnitini vrstvu. Zbyla ¢ast obsahuje velké lipidové ¢astice, mnoho amylopektinovych

granuli, krystalicky protein, ribozémy a cytomembreanu.

Amylopektinové granule se skladaji ze slozitych rozvétvenych
polysacharidovych fetézci dvou morfologickych typii — vétsi, hladké granule stoCené
uvnitf, pfipominajici klubicko provazku a mensi granule s nepravidelnym povrchem

uvnitt ¢astic (Harris et al. 2004).

Obrazek 2. Tenkosténna a silnosténna oocysta.

A Tenkosténna oocysta: Am — amylopektin, Fo —, feeder* organela, Lb — lipidni

Castice, Pv — parazitoformni vakuola, Sp — sporozoiti

B silnosténna oocysta se suturrou na jednom polu: Lb — lipidové ¢astice, Au — silna

sténa oocysty, Pv — parazitoformni vakuola, Sp — sporozoiti

Zdroj: Fayer R. 1997

2.1.4. Epidemiologie

Zpusob ptenosu infekce je fekalné - oralni cestou, pficemz pfenos mlzZe probihat
kontaktem  (zvife-Cloveék,  cloveék-Clovek,  cClovek-zvife) nebo  pozienim
kontaminované vody (pitnd, rekreacni, moiska, led) a potravy (mléko, ovoce, moiské
plody, salaty). Nej¢astéjsim zdrojem infekce zlstavaji kontaminované vodni zdroje

znec€isténé trusem nebo stolici (MacKenzie et al. 1994).
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Do roku 1995 bylo v USA zaznamenano 5 velkych epidemii kryptosporidiozy,
ve Velké Britdnii osm. V osmdesatych letech probéhlo v Severni Americe nékolik
velkych nékaz, napiiklad v roce 1983 v New York City, 1984 v Braun Station
v Texasu. V roce 1992 v Medford a Talent v Kretonu (3 000-15 000 nakaZenych
0sob) a v Pensylvanii (522 nakazenych osob), v Kanadé byla zaznamenana epidemie

v Kitchener — Waterloo v Ontariu (1 000 nakazenych osob) (Lisle et Rose 1995).

Dosud nejvyznamnéjsi epidemie byla zaznamenana v Millwaukee v roce 1993
(Wisconsin, USA). Bylo infikovano vice nez 400 000 osob, z nichZz bylo vice nez
4 000 hospitalizovano a kryptosporididéza byla pravdépodobné pti¢inou 54 az 100
umrti v pfimé souvislosti s touto nejrozsahlejsi infekci z pitné vody v historii USA

(MacKenzie et al. 1994).

Jako zdroje lidskych infekci byly zjiStény nepasterizované mléko, jogurty,
tepelné neupravené masné vyrobky, syrova zelenina, ovoce a mosty
(Dillingham et al. 2002). Tyto infekce se vyskytuji v mensi mife nez infekce, jejichz

zdrojem je kontaminovana voda.

2.2. Mikrosporidie

Mikrosporidie  pfedstavuji  velkou a rtznorodou skupinu obligatnich
intracelularnich parazitli, infikujicich celou fadu bezobratlych a obratlovci.
Zpusobuji hospodaisky vyznamné onemocnéni u hmyzu (bourec morusovy, vcely),
(Becnel et Andreadis 1999), ryb (Lom 2002; Shaw 1999) a savcu (kraliku,
kozesinovych zvitat a laboratornich hlodavcti) (Caning et Lom 1986). Ve spojeni se
Sifenim pandemie AIDS byl zaznamenan velky pocet mikrosporidiovych infekei u
imunodeficitnich pacient (Franzen et Miller 2001; Didier et Weiss 2006).
Nejnové€jsi poznatky ukazuji 1 na nebezpeci infekci u imunokompetentnich osob
(Sak et al. 2011).
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2.2.1 Historie

Parazita poprvé popsal v rocel857 Négeli v housenkdch bource morusového a
pojmenoval ho Nosema bombycis (Nédgeli 1857). U savct byla poprvé popsana
mikrosporidie Encephalitozoon cuniculi vroce 1922 a to u kralikd (Wright et
Craighead 1922). Dodnes byl tento druh zaznamenan u Sirokého spektra savcu
véetné ¢loveka. Prvni infekce u lidi byla zaznamenana v roce 1959 (Matsubayashi et
al. 1959). Nejvice klinicky vyznamny druh spojeny s AIDS je Enterocytozoon
bieneusi, ktery souvisi s lidskou mikrosporidiézou (Mathias et al. 2005). V soucasné
dobé je popsano vice nez 1300 druha (Cappella-Gutierrez et al. 2012) vel60 rodech
(Wittner et Weiss 1999).

2.2.2. Zivotni cyklus

Mikrosporidie byly diive milné povazovany za jedny z nejstarSich organizmd,
protoze jim chybély typické mitochondrie, Golgiho aparat a perixomy a maji malé
ribozomy jako prokaryota (Vossbrinck et al. 1987). Na zakladé molekularné-
fylogenetickych analyz se ukazalo, ze jde o dobfe pfizplisobené a specializované
parazity patiici bud’ do tiSe hub (Keeling et Slamovits 2004) nebo je vztah k nim
velmi blizky (Gill et Fast 2006) (obrazek 3).

Zivotni cyklus mikrosporidii se skladd ze tii fazi: proliferace, sporogonie a
infekéni faze (Wittner et Weiss 1999). Misto infekce zéalezi na zplisobu pienosu,
typicky je vyskyt v epitelovych bunikach gastrointestindlniho traktu nebo
respiraéniho Ustroji. Zivotaschopné infekéni spory mikrosporidii jsou piitomné
Vv priibéhu infekce v riznych télnich tekutinach (stolice, moc, sekrety dychacich cest,

apod.) (Schwartz et al. 1993b,c).

Spora je vybavena dlouhou, spirdlovité tocenou polovou trubici, kterd je velmi
dulezita pro infekci hostitelské bunky. Pomoci ni je do cytoplasmy hostitelské bunky
injektovana sporoplazma a zafind merogonie. Vznikajici meronti S€ rozmnoZzuji
binarnim délenim nebo rozpadem plazmodii na merozoity (dcefiné buiiky).
Nasleduje faze sporogonie, dochazi k déleni sporontti, vyviji se sporoblast a dozrava

Vv konec¢né stadium spory (Vavra et Larsson 1999).
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Jinym zptsobem infekce hostitelské bunky je fagocytdza. Spora je pohlcena
bunkou a fagozom s pohlcenou sporou dospiva v lysozom. Sporoplasma je schopna
uniknout z lysozomu a vystielenim polové trubice infikovat cytoplazmu hostitelské
bunky (Franzen 2005).

Obrizek 3. Zivotni cyklus mikrosporidii
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Pii vhodnych podminkach pronika polarni trubice do hostitelské buriky a infikuje ji
sporoplazmou (1 b). Sporoplazma dozrava v meronty (1 c). Meronti se mnozi binarnim
délenim a nakonec se vyvinou ve sporonty (1 d). Sporonti se dale déli na sporoblast, ze
kterého se nakonec vyvinou zralé spory. Nové spory jsou uvoliiovany z parazitoformni
vakuoly (1 f) a z hostitelské buniky (1 g). Existuje i jiny zptsob umoZiujici vstup do
hostitelské buriky. Spory jsou fagocytovany buiikou (2 a), fagosom s fagocytovanou sporou
zraje v lysozom (2 c). Sporoplazma je schopna proniknout ze zrajiciho lysozomu a infikovat
cytoplazmu buniky polarni trubici (2 d). Uvniti hostitelské buiiky sporoplazma dozrava na

meronty a vyvoj probiha tak jak je popsano vyse (2 e —h).

Zdroj: Franzen 2005
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2.2.3. Exogenni vyvojové stadium — spora

Jednim z hlavnich ryst spor mikrosporidii je jejich sténa. Jeji mechanické
vlastnosti ji poskytuji odolnost vii¢i podminkdam vnéjSiho prostfedi a umoziuje
zvyseni hydrostatického tlaku, ktery umoziuje vystieleni spor (Frixione et al. 1997).
Obal tvori 3 vrstvy: vnéjsi vrstva je tvorena glykoproteiny, stfedni a vnitini tvofena
chitinem. Sténa na vrcholu spory je zeslabena. Uvnitf spory je cytoplazma s jednim
(Encephalitozoon, Enterocytozoon, Pleistophora a Trachipleistophora) nebo dvéma

(Brachiola, Nosemy a Vittaforma) jadry (Keohane et Weiss 1999).

Polové vlakno je ma unikatni strukturu (obrazek 4), je ptipojené k vnitini strané
predniho konce spory kotvicim diskem, od poloviny spory se spiralovité staci do
zavitd. Se zménou pH nebo osmotického tlaku protoplast a zadni vakuola bobtnaji
v disledku absorpce vody a vyvijeji tlak a vytla¢i obsah spory vldknem ven
(Undeen1990; Keohane et Weiss 1999).

Spory maji schopnost piezit mimo hostitele, nékteré spory prezivaji ve vodé

mnoho let (Cali et Takvorian 2004).

Obrazek 4. Schéma spory mikrosporidie

X — exospora, n — endospora, k — kotvici aparat, po — polaroplast, t — pélové vlakno,
sp — sporoplasma, j — jadro, z — zadni vakuola
Zdroj: Lom a Dykova 1992

16



2.2.4. Epidemiologie

Mikrosporidie byly uznany jako oportunni patogeny u imunokompromitovanych
pacientl, ale mikrosporididza je cCastéjSim jevem u imunokompetentnich pacientii
(Lorez et al. 2002). Vétsinu lidskych infekei zptsobuji Enterocytozoon bieneusi nebo
Encephalitozoon intestinalis (Cali et al. 1993, Desportes et al. 1985).
Encephalitozoon intestinalis je druhou nej¢astéjsi mikrosporidii napadajici GIT, na
druhé stran¢ E. cuniculi nej¢astéji napada domaci zvifata, véetné kralikd, psu, kocek,
skotu, ovci a koni. Symptomatické infekce lidi tohoto druhu jsou vzacné (Harcourt-
Brown et Holloway 2003).

Mikrosporidie byly nalezeny ve zdrojich pitné vody, v pidé¢, u domacich a volné
Zijicich zvitat, coz naznacuje moznou infekci z vody a alimentarni pienos (Mathis et

al. 2005; Li et al. 2012).

2.3. Vliv faktoru vnéjsiho prostiedi odolnost exogennich stadii

Ob¢ exogenni stadia, jak oocysta, tak spora, jsou velmi odolna a snadno pfi
urcitych podminkéach ptezivaji ve vnéjSim prostiedi. Mezi faktory, které ovliviuji

jejich preziti, patii zejména teplota, ¢as nebo pH.

2.3.1. Vliv teploty

Oocysty jsou vysoce odolné vici neptiznivym podminkam ptirodniho prostiedi a
chemickym desinfekcim. Patrné se vyvinuly v rozptylenych mobilnich populacich
tam, kde byl silny selekéni tlak, vysledkem je produkce oocyst, které piezivaji po
dlouhou dobu (Blewett 1989). N¢kolik laboratornich studii se zabyvalo snizenim
poctu Zivotaschopnych nebo infekénich oocyst po plsobeni riznych fyzikélnich
faktorii jakou je teplo, chlad, UV zafeni, tlak a vysuSeni. Pfi teplotdch 5-15 °C,
zustalo né€kolik oocyst C. parvum infekénich po dobu 6 mésict. Byly ziskany
z vykald a skladovany ve vod¢. Klesne-li teplota pod 5 °C nebo se zvysi nad 15 °C,
zkracuje se doba pteziti (Fayer et al. 1998). Zachovani Zivotaschopnosti pii riznych

teplotach je zavislé na sacharidovych zasobach energie ulozenych ve sporozoitech.
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Pfi vyssich teplotam dochazi k rychlej§imu spotiebovavani amylopektinovych
granuli. Amylopektin poskytuje energii potiebnou pro excystaci a invazi hostitelské
buniky (Fayer et al. 1998; Jenkins 2003). Ztrata infekcnosti je také spojovana se
snizenym obsahem ATP, ktery maji za néasledek vySs$i metabolické aktivity oocyst
(King 2005). Pti ptusobeni teplot 64,2 °C a vyssich podobu 5 minut a 72,4 °C po
dobu 1 minuty jsou oocysty neinfekéni (Fayer 2004).

Stény spor jsou tvofeny chitinem, ktery jim poskytuje ochranu pfed riznymi vlivy
vné&jsiho prostiedi. Za experimentalnich podminek spory E. cuniculi zistaly infekéni
po inkubaci po dobu 16 dni pii 22 °C a po 98 dnech pii 4 °C (Waller 1979). Infekéni
zustali 1 spory, které byly vysuseny a nasledn¢ inkubovany pfi teploté 22 °C a
relativni vlhkosti 2 % po dobu 28 dni. Inkubace v destilované vod¢ nebo zmrazeni a

rozmrazeni nedokaze zabit vSechny spory E. cuniculi (Shadduck et Polley 1978).

2.3.2. Vliv pH

V laboratornim pokusu byl zkouman vliv pH na pieziti oocyst. Pokud pH bylo
upraveno piiblizné z 1,5 na 6 pfidanim NaOH nebo CaOH nebyl zjistén zadny vliv

.....

oocyst ovlivnilo (Robertson et al. 1992).

Studie zabyvajici se inaktivaci oocyst C. parvum ukazuje, Ze eXpozice pro
hodnoty pH odpovidajici tém, které souvisi s koncentraci amoniaku, vykazaly
minimalni ucinky alkalického pH na zivotaschopnost oocyst. Z hlediska Zivotniho
prostredi pfislusné koncentrace volného amoniaku muize vyrazné zvysit inaktivaci
oocyst v prostiedi s amoniakem Dokonce i nejnizs§i koncentrace amoniaku vyrazné
snizila zivotaschopnost oocyst po 24 hodinach expozice. ZvySujici se koncentraci
amoniaku vzrasta inaktivacni stupen, ktery se pohyboval od 0,014-0,066 hodin. Pfi
nejvyssi koncentraci amoniaku stale zlistdva maly zlomek zivotaschopnych oocyst.

(Jenkins et al. 1998).

Vzhledem ktomu, Zze mikrosporidiec maji Siroké hostitelské spektrum,
suchozemské 1 vodni hostitele, tak rtzné druhy vyzaduji rozdilné podminky pro
vypousténi a aktivaci spor. Podminky, které podporuji vypousténi a aktivaci spor

zahrnuji inkubaci V alkalickém nebo kyselém prostiedi, posun z kyselého do
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alkalického pH nebo z alkalického do neutralniho pH (Undeen et Avery 1984;Unden
et Epsky,1990). Nékteré druhy prokéazaly vypousténi spor za kyselého i alkalického
pH (Hashimoto et al. 1976). Spory E. cuniculi piezivaji 24 hodinovou inkubaci pfi
pH 4 a pH 9 (Shadduck et Polley 1978).

2.3.3. Schopnost exogennich stadii prezivat v pudé

Z vyzkuml zabyvajicimi se schopnosti pfezitim oocyst C. parvum vV pudé
vyplynulo, Ze v pidach s vyssim podilem jilu a stim souvisejici vyss§i retencni
schopnosti vody, pfezivaji oocysty nejdéle. Se stoupajicim podilem pisku a stoupajici
teplotou okoli jsou oocysty rychleji inaktivovany. V mirnych klimatickych
podminkach mohou oocysty piezit nékolik mésicti v zemédélské ptide, a predstavuji
tak hrozbu pro povrchové vody (Jenkins et al. 2002). Ukladanim hnoje na
zemédéelskou pudu mize také dojit ke kontaminaci podzemnich vod. Zalezi na typu
pudy a podlozi, protoZe pienos oocyst je méné piimocary a vyzaduje pohyb piidou.
Nizsi teploty mohou mit vliv na zvySenou miru uvoliovani oocyst z hnoje a
vyluhovani pidou. Chladnéjsi teplota (10 °C) ma vliv na pteziti a udrzeni infekénosti

oocyst po dobu 3 mésict a déle (Boyer et al. 2009).

Ze studii zabyvajicich se plisobenim trusu na Zivotaschopnost oocyst se zjistilo, Ze
pfi ulozeni trusu ve tm¢ pii 4 °C zlstdvd po 25 tydnech 40 % oocyst
zivotaschopnych a 10 % oocyst pieziva déle nez 400 dni (Robertson et al. 1992;
Jenkins et al. 1997).

Vegetacni ochranny pds se vyuzZiva k zachyceni pldnich Castic a Zivin na
zem&délské pidé a tim se zabraiuje znelisténi povrchovych vod. Méfenim
pozemniho pienosu pohybu oocyst, hloubky infiltrace pudy, pfilnavost k vegetaci na
holém a rostlinami porostlém povrchu pudy se zjistilo, Ze vegetacni pas sniZuje
pohyb oocyst, umoziuje jim vniknuti do pidniho profilu a nasledné pfilnuti nebo
zachyceni v jilovitych agregatech, v mensi mife pfilnuti k vegetaci (Mc Laughlin et
al. 2013).
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2.3.4. Schopnost exogennich stadii prezivat ve vodé

Infikovani hostitelé vylucuji vétSinu oocyst sporulujicich a infekénich a jsou
odolné proti celé fadé podminek vnéjsiho prostiedi. Laboratorni studie prokazaly, ze
oocysty ulozené ve vodnim roztoku ziistavaji Zivotaschopné pii pokojové teploté
(15-20 °C) az po dobu 3 mésict a v ledni¢ce (4—6 °C) i po dobu jednoho roku. Ke
ztraté infektivity doslo zahfatim na 65 °C po dobu 30 minut nebo susenim podobu 4

hodin (O’Donoghue 1995).

Spory mikrosporidii jsou odolné vii¢i vlivim vnéjsiho prostfedi a piezivaji urCitou
dobu ve vodé, spory jsou malé a neni snadné je zachytit filtraci, infekéni davka je
pomérn¢ nizka (Franzen et Miiller 1999a). Mnoho druhti mikrosporidii, které infikuji
¢lovéka bylo identifikovano z riznych vodnich zdroji (Hutin et al. 1998; Dascomb et
al. 2000). Mikrosporidie maji schopnost pietrvavat ve sladké, slané vodé (po
inkubaci v médiu pro tkanové kultury) nebo delsi dobu po dehydrataci (Li et al.
2003).
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3. Cile prace

Posoudit a najit vhodny zptsob konzervace trusu nebo stolice pii terénnich

odbérech pro dalsi zpracovani.
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4. Material a metodiky

4. 1. Paraziti
Cryptosporidium parvum

Oocysty C. parvum byly ziskany z ptirozen¢ infikovaného 18-ti denniho telete.
Encephalitozoon cuniculi

Spory kmene E. cuniculi EC2 byly ptivodné izolovany z dexamethazonem 1é¢enych
laboratornich mysi a kultivovany in vitro v ledvinovych bunkach opic (VERO, fada
E6) skladovanych v RPMI-1640 médiu (SIGMA) teplem inaktivovanym bovinim
sérem (Koudela et al. 1994).

4.2 Barveni preparati dle Mila¢ka-Vitovce

Zasobni roztoky

Roztok methylvioleti

* 0,6 g methylvioleti
= 1 mlanilinu

= 1gfenolu

= 30 ml 96% alkoholu

= 70 ml deionizované vody

Roztok tartazinu

e 1% roztok tartrazinu v 1% kyseliné octové

Roztok 2% kyseliny sirové
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Pracovni postup

= Spejli rozetiit tenkou vrstvu trusu (obsahu stfeva) na podlozni skli¢ko.

= Sklo s natérem fixovat pomoci metanolu plamenem.

= Obarvit roztokem methylvioleti; doba barveni 30 minut.

*  Omyt pod tekouci vodou.

= Diferencovat v 2% kyseliné sirové po dobu 2 minut.

=  Omyt pod tekouci vodou.

= Dobarvit natér v roztoku tartrazinu po dobu 4 minut.

*  Omyt pod tekouci vodou.

= Nechat uschnout pii laboratorni teploté. Prohlizet mikroskopem pfi zvétSeni

1000x za pouziti imerzniho oleje.

4.3. Purifikace oocyst Cryptosporidium parvum

Sacharodzovy gradient (Arrowood et Sterling 1987)
Zasobni roztoky

Sheateruv cukerny roztok

259 ml deionizované vody
405 g cukru
7,29 g fenolu

1% PBS TWEEN (do 1 1PBS ptidat 0.5 ml TWEEN 20)

Pracovni sheaterovy roztoky

roztok A: 1+2 (1 dil Sheaterova roztoku + 2 dily PBS TWEEN)

roztok B: 1+4 (1 dil Sheaterova roztoku + 4 dily PBS TWEEN)
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Pracovni postup

Vzorek trusu rozmichat v deionizované vodé a piecedit pies sitko.

Navrstvit sachar6zové gradienty:30 ml roztoku A, 30 ml roztoku B a 15 ml
suspenze oocyst.

Centrifugovat 30 minut pti 1370 g.

Odsat vrchni vrstvu, supernatant prenést do ¢isté zkumavky.

Objem doplnit deionizovanou vodou.

Centrifugovat 20 minut pii 1370 g.

Odsat polovinu objemu, doplnit deioniovanou vodou a centrifugovat 30
minut pti 1370 g. Toto opakovat jeste jednou.

Odsat vSechen supernatant.

Pelet s oocystami uchovavat pii 4 °C.

Cesium chloridovy gradient (Arrowood et Donaldson 1996)

Zasobni roztoky

CsClI - cesium chloridovy roztok (hustota 1,15 g/ml)

21,07 g CsCl

100 ml destilované vody

PBS

0,025 M PBS; pH 7,2

Pracovni postup

Oocysty precisténé na sachardézovém gradientu centrifugovat 10 minut pii
1450 g.

Sediment rozmichat v PBS.

Do 2 ml zkumavky napipetovat 1 ml CsCl a na néj navrstvit 0,5 ml suspenze
oocyst v PBS.

Centrifugovat 3 minuty pti 16 000 g.

Odebrat prstenec obsahujici oocysty do Cisté zkumavky, dofedit PBS.
Centrifugovat 3 minuty pii 16 000 g.
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» (QOdebrat supernatant a pelet rozmichat v PBS.

= Centrifugovat ptil6 000 g.

= QOdebrat supernatant, pelet rozmichat s pfiblizné 200 ul PBS.
=  Qocysty uchovavat pii 4 °C v PBS.

4.4. Purifikace spor Encephalitozoon cuniculi

Spory se izoluji a Cisti od bunék centrifugaci 50 % Percoll (SIGMA) na 1, 1006 g po
dobu 30 minut. Pfed uloZzenim do deionizované vody s piidavkem antibiotik
(SIGMA, 100 U/ml penicilin, 100 mg/ml streptomycin, 2,5 mg/ml amfotericinu B)
pti 4°C se tikrat promyji deionizovanou vodou (Kotkova et al. 2013).

4.5. Design experimentu

Celkem bylo ptipraveno 200 sterilnich zkumavek s trusem, ke kterym byl pfidan
2,5% dichroman draselny, 70% etanol, 96% etanol, RNA later, 4% formaldehyd a
sada vzorki byla ulozena bez média. Zkumavky byly uskladnény pfi teplotach 37 °C,
4 °C, RT, -20 °C. Jedna sada vzorkil (n=8) byla vysuSena pii 40 °C a skladovana pii
laboratorni teploté¢ Po dobu 10 mésicli, byla od 1. do 6. mé&sice mésicné z kazdé
kombinace skladovaci teploty a média vybrana nahodné jedna zkumavka a byla

provedena izolace DNA (kapitola 4. 6.), nasledn¢ pak 8. a 10. mésic.

Obsah jedné zkumavky:

* navazka 200 mg trusu = 0,1 mg
* mnozstvi paraziti 1 ¢ trusu - 100 000 oocyst C. parvum a 100 000 spor
E. cuniculi)
* | ml pfislusného média
Pouzitd média: 2,5 % dichroman draselny, 70 % etanol, 96 % etanol, RNA later,

4 % formaldehyd. Jedna sada zkumavek byla skladovana bez pouziti média.

Pouzité teploty uskladnéni: -20 °C, 4 °C, RT, 37 °C.
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4.6. 1zolace DNA

Material
200 mg vzorku trusu s médiem, PSP Spin Stool DNA Kit (Invitek)

Proteinaze K lyofylizét: rozpustit pfidanim 1,5 ml deionizované vody. Po rozpusténi

skladovat pti -20 °C.

Elution Buffer: odpipetovat do1,5 ml mikrozkumavky a inkubovat pfedem pti 70 °C.
Postup

= Material dat do Safe - Lock — Tube, pfidat sklenéné zirkonové kulicky a
0,8 ml Lysis Buffer P, vortexovat 1 minutu a rozbijet Fast Prepem 1 minutu
pfi rychlosti 5,5 m/s.

* Inkubovat 10 minut pti 95 °C v termobloku, béhem inkubace protiepat.

» Centrifugovat 1 minutu pii 11 000 g.

» Prenést veskery supernatant do InviAdsorb-Tube, 15 svotex, 1 minutu
inkubovat pfi laboratorni teploté, centrifugovat pii 14 000 g.

= Supernatant piepipetovat do Cistych 1,5 ml mikrozkumavek, centrifugovat pti
14 000 g.

* Do distych 1,5 ml mikrozkumavek napipetovat 25 pl Proteinase K a ptidat
400 pl supernatantu, vortexovat.

= Inkubovat 10 minut pii 70 °C, béhem inkubace protiepat.

* Pfipipetovat 200 pl Binding Buffer A, vortexovat.

= Piepipetovat veskery objem do spin Filter + Tube, inkubovat 1 minutu pfi
laboratorni teploté, centrifugovat 1 minutu pfi 11000 g.

» Vylit obsah z mikrozkumavek, napipetovat 500 ul Wash I, centrifugovat
1 minutu pii 11 000 g.

* Vylit obsah mikrozkumavek, napipetovat 700 pul Wash Il, centrifugovat
1 minutu pii 11 000 g.

» Vylit odpad a opét centrifugovat 4 minuty pii 14 000 g.

* Na kolonu dat ¢istou 1,5 ml mikrozkumavku, napipetovat 200 pl Elution
Buffer D (pfedehifatého) na kolonu, inkubovat 3 minuty pii laboratorni

teploté, centrifugovat 1 minutu pfi 11 000 g.
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4.7. Polymerazova fetézova reakce (PCR)

Z vyizolované DNA byla pro detekci specifické DNA C. parvum provedena
amplifikace casti genu kodujiciho malou ribozomalni podjednotku a pro detekci
DNA E. cuniculi amplifikace ITS regionu ribozomalni podjednotky za pouziti nested

PCR a setti specifickych primert.
DNA byla amplifikovana v termocykleru pomoci nasledujiciho programu.

= Pocatecni denaturace po dobu 3 min pti 94 °C.

35 cykll zahrnujicich denaturaci 45 s pii 94 °C.

Nasedaci teploty primerti —45 s

¢ Kryptosporidie — 55 °C u primarni i sekundarni reakce

¢ Mikrosporidie — 57 °C u primarni a 58 °C u sekundarni reakce
Extenze 60 s pti 72 °C.

Finalni extenze 7 min pii 72 °C.
K amplifikaci sekundarniho PCR produktu bylo vyuzito 2 pl primarniho produktu

PCR. Jako pozitivni kontrola byl pouzit vzorek obsahujici DNA C. muris. Set
pouzitych specifickych primert je uveden v tabulce 1 a 2 Protokol pro reakéni smés

PCR je uveden v tabulce 3.

Tabulka 1. Sety primert pro amplifikaci ¢asti genu kodujiciho malou ribozomalni
podjednotku Cryptosporidium spp. (Jiang et al. 2005)

PRIMARNI REAKCE

FI TTC TAG AGC TAA TAC ATG CG

Rl CCC ATT TCC TTC GAA ACA GGA
SEKUNDARNI REAKCE

F2 GGA AGG ATT ATA TTT ATT AGA TAA AG
R2 CTC ATA AGG TGC TGA AGC AGT A
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Tabulka 2. Sety primert pro amplifikaci ITS regionu ribozomalni podjednotky
mikrosporidii rodu Enzephalitozoon (De Bosscuere et al. 2007; Katzwinkel-
Wiadarsch et al. 1996)

PRIMARNI REAKCE
F1 TGA ATG (GT)GT CCC TGT
R1 GTT CAT TCG CAC TAC T
SEKUNDARNI REAKCE
F2 GGA ATT CAC ACC GCC CGT C(AG)CT) TAT
R2 CCA AGC TTA TGC TTA AGT CCA GGG AG

Tabulka 3. Reak¢ni smés pro amplifikaci ¢asti genu kodujiciho malou ribozomalni
podjednotku Cryptosporidium spp. a ITS regionu ribozomalni podjednotky

mikrosporidii rodu Encephalitozoon.

Primarni reakce Sekundarni reakce
Koncentrace objem Koncentrace objem
(1) (1)

H,O e 1230 H,O e 12,30
MgCl, 25 mM 1,20 MgCl, 25 mM 1,20
10X buffer 1X 2,00 10X buffer 1X 2,00
dNTP 10 mM 0,40 dNTP 10 mM 0,40
Forward primer 10 uM 0,40 Forward primer 10 uM 0,40
Reverse primer 10 uM 0,40 Reverse primer 10 uM 0,40
BSA 10 mg/mi 0,80 BSA 10 mg/mi 0,80
Tag polymerase 10/1ul 0,50 Tag polymerase 1U/1ud 0,50
DNA e 200 DNA e 2,00
Suma @ - 2000 Suma @ -mmmememeee- 20,00
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4.8. Elektroforéza

U vyslednych produkt ze sekundarni reakce PCR byla provedena separace

pomoci elektroforézy na 1% agarézovém gelu s ptidavkem ethidium-bromidu.

Chemikalie

Postup

TAE pufr (242 g tris baze; 47,1 ml ledové kyseliny octové; 100 ml 0,5 M
EDTA

pH 8,00

Agardza (Serva Electrophoresis, Germany).

Ethidium-bromid (10 mg/ml; Sigma-Aldrich, USA).

10 bp DNA Ladder (Fermentas International Inc., Canada).

TAE pufr smichat s agar6zou (120 ml TAE pufru + 1,2 g agarézy).

Nechat rozpustit v mikrovinné troubé a nasledné zchladit pod tekouci vodou
na teplotu pfiblizné 50 °C.

Ptidat ethidium-bromid a promichat.

Gel nalit do formy, vlozit hiebeny, nechat cca 20 minut tuhnout.

Po ztuhnuti vyjmout hiebeny a gel vlozit do vany na elektroforézu s TAE
pufrem.

Do prvni jamky napipetovat ladder, do ostatnich jamek napipetovat 20 pl
produktu sekundarni PCR.

Spustit elektroforézu - napéti 85 V po dobu potiebnou k separaci fragmentt
DNA.
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5. Vysledky

Vysledky naSeho experimentu prokazaly, ze DNA mikrosporidii je obecné 1épe
uchovavana nez DNA kryptosporidii. Bez ohledu na pouzit¢ médium ¢i teplotu byla
v 138/200 testovanych vzorcich detekovana DNA mikrosporidii. Oproti tomu DNA
kryptosporidii byla detekovana pouze v 83 z 200 vzorcich.

5.1. Vliv konzerva¢niho média a teplot na uchovani DNA Cryptosporidium
parvum

Bez ohledu na teplotu skladovani bylo prokazano 25, respektive 23 pozitivnich
vysledkt amplifikace DNA Cryptosporidium parvum z 32 testovanych vzorcich
skladovanych v RNA lateru a dichromanu draselném. V materialu uchovavaném bez
média bylo detekovano 15 pozitivnich z 32. Pti pouziti 70 % a 96 % etanolu nebo
4 % formaldehydu bylo detekovano pouze 11, 2, respektive 7 vzorki jako
pozitivnich. Ve vysusenych vzorcich se nepodatilo prokdzat ptitomnost C. parvum

ani v jednom z testovanych vzorku (tabulka 4).

Piitomnost DNA C. parvum byla prokazana v RNA lateru pii teplotach -20 °C,
4 °C ve vSech vzorcich po dobu 10 mésici. Pfi RT bylo vzorky pozitivni jesté 8
mésic a pii 37 °C pouze 2 mésice. V dichromanu byly vSechny vzorky za 10 mésici
pozitivni pii -20 °C, 4 °C, pti RT po 6 mésicich a pti 37 °C pouze po 1 mésici. Ve
vzorcich bez média byla DNA C. parvum prokazana nejdéle pii -20 °C, a to po dobu
8 mesici. Naopak skladovani pii 37 °C se ukazalo jak zcela nevhodné. Vzorky
uchovavané v 70 % etanolu byly pozitivnich pii -20 °C po dobu 8 mésicu a se
stoupajici teplotou se detekovatelnost DNA vyrazné snizovala. Uchovavéani v 96 %
etanolu se ukazalo jako jesté mén¢ vhodné (tabulka 4). Ve 4 % formaldehydu byla

prokazéana ptitomnost DNA u vzorkl skladovanych maximalné do 4 mésicu.
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Tabulka 4. Vliv teploty a média na uchovani DNA Cryptosporidium parvum

Mésic sledovani

4 5 6 8 10
+ 4+ 4+ o+ 4+
+ + + + o+
+ + 4+

Typ média Teplota

-20 °C
4°C
RT

37°C

+ + [

3
+
+
+

K>Cr,07

+ + + + |-

-20°C
4°C
RT

37°C

-20°C
4°C
RT

37°C

-20°C
4°C
RT

37°C

-20°C
4°C
RT

37°C

-20 °C
4°C
RT

37°C

70% etanol

96% etanol

RNA later

Bez média

4% formaldehyd

vysuSeny
+ Pozitivni amplifikace; I neaplifikovano; RT laboratorni teplota

5.2. Vliv konzerva¢niho média a teplot na uchovani DNA Encephalitozoon
cuniculi

Na rozdil od C. parvum byla pfitomnost DNA E. cuniculi prokazana ve vsech 8

vysusenych vzorcich, také 32 vzorkil z 32 ulozenych bez média bylo pozitivni. Ve

vzorcich s RNA laterem bylo pozitivné testovano 26 z 32. U vzorktl uchovavanych

Vv dichromanu draselném bylo 23 z 32 vzorku pozitivnich. V 96 % etanolu bylo 21

pozitivnich z 32 a 22 pozitivnich vzorkd bylo v 70 % etanolu. Ve 4 % formaldehydu

bylo pouze 6 pozitivnich z 32.

Pritomnost DNA E. cuniculi byla prokazana ve vzorcich bez média po dobu 10

mésici, a to bez ohledu na skladovaci teplotu. Taktéz vysuSeni vzorku pfispélo k
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dlouhotrvajici detekovatelnosti specifické DNA E. cuniculi. V dichromanu byly
témet vSechny vzorky pozitivni po dobu 10 mésicii vyjma vzorka uchovavanych pii
37 °C. RNA later spolehlivé uchoval DNA po dobu 6 mésicti bez ohledu na teplotu a
v ptipad¢ skladovéani pii -20 °C 1 po dobu 10 meésicti. Shodné jako v piipadé
kryptosporidii, taktéz skladovani spor E. cuniculi ve 4% formaldehydu vyrazné
ovlivnilo detekovatelnost specifické DNA. V ptipad¢ pouziti jak 70%, tak 96%
etanolu se jako optimalni ukézala teplot -20 °C, pii které byla DNA detekovana po
dobu 10 mésict. Se stoupajici teplotou se doba, pii které jsme byli schopni DNA

E. cuniculi ulozené v etanolu amplifikovat, vyrazné zkracovala (tabulka 5).

Tabulka 5. Vliv teploty a média na uchovani DNA Encephalitozoon cuniculi.

Mésic sledovani

Typ média Teplota

1 2 3 4 5 6 8 10
20°C + + o+ 4+ o+ 4+ 4+ 4+
4°C + o+ o+ + o+ o+ o+ o+
K2Lr207 RT + o+ o+ o+ o+ o+ 4
37°C
20°C + + o+ o+ 0+ 0+ o+ 0+
4°C + o+ o+ o+
70% etanol RT + o+ o+ o+ o+
37 °C + o+ o+ o+ o+
20°C + + o+ o+ 0+ 0+ o+ 0+
4°C + o+ o+
96% etanol RT o+ o+ o+ o+ o+
37 °C + o+ o+ o+
20°C + + o+ o+ 0+ 0+ o+ 0+
4 °C + o+ o+ o+ o+ o+
37 °C + o+ o+ o+ o+ o+
20°C + + + o+ 0+ + o+ 0+
B cdi 4°C + o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+
€z media RT + o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+
37 °C + o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+
-20°C
4°C
0,
4% formaldehyd RT
37°C
vysuseny + + + + + + + o+

+ Pozitivni amplifikace; I neaplifikovano; RT laboratorni teplota
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Obecné lze shrnout, ze s prodluzujici se dobou skladovani se doba uchovani,
respektive moznost prokazani jeji pfitomnosti pomoci metod PCR zkracovala.
V ramci sledovani piitomnosti DNA C. parvum se V zavislosti na druhu média a
teploté skladovani jako kriticka doba ,,degradace* DNA ukazal 3-5 mésic. V piipadé
detekce specifické DNA E. cuniculi doslo k nemoznosti amplifikace v zavislosti na

druhu média a teploté od 4 do 7 mésice skladovani (tabulky 4 a 5).
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6. Diskuse

Klidova stadia parazith nachéazejici se v zivotnim prostfedi se velmi dobie
vyrovnavaji s vnéjSimi vlivy, které na n¢ ptisobi. Jsou schopna piezivat po dlouhou
dobu, vyrovnat se s nepfiznivymi teplotami a udrzet si infek¢nost. Jednou s piesnych
metod detekce mnoha infekénich agens je metoda PCR — polymerazova fetézova
reakce. Polymerazova fetézova reakce je nejvyuzivanéjs$i metoda pouzivana v mnoha
odvétvich védy. Mezi jeji klady patii potfeba malého mnozstvi DNA, vysoka
citlivost, ktera je soucasn¢ jeji nevyhodou. Metoda je tak citliva, ze dokaze odhalit

jedinou molekulu ve vzorku.

* Pro wuchovani vzorkli je potfeba pouzit vhodné skladovaci médium
v kombinaci s teplotou a ¢asem. V naSem vyzkumu jsme pouzili 2,5 %
dichroman draselny, 70 % etanol, 96 % etanol, RNA later, Zadné médium,

4 % formaldehyd a vysuSené vzorky.

Po dobu desiti mésicti byly pozitivni vSechny vysusené vzorky, ve kterych bylo
detekovano E. cuniculi, podobné tak bylo ve vyzkumu Shadducka et Polley (1978),
kdy vzorky se sporami vysusili a inkubovali pfi teploté 22 °C pii relativni vlhkosti
2 % podobu 28 dni byly infekéni. Encephalitozoon cuniculi odolava i velmi nizkym
teplotam, dle Koudely et al. (1999) jsou spory infek¢ni, i kdyz byly vystaveny teploté
-70 °C po dobu 8 hodin bez kryoprotektiv, schopnost infekce méli spory ulozené pii
teplotaich -12 °C a -24 °C po dobu 1, 8 a 24 hodin. V nami zkoumanych vzorcich
byly ve vsech skladovacich médiich kromé 4 % formaldehydu, pti -20 °C po dobu 10
meésict pritomny spory E. cuniculi. To dokazuje, ze jsou schopné pii této teploté
velmi dobfe piezit ne jenom nékolik hodin, ale i mésice. DNA C. parvum byla
pfitomna po 10 mésict pfi vétsin€ zkoumanych teplot v 2,5 % dichromanu draselném
a RNA lateru. Ve své studii Fayer et Nerad (1996), ve které se zabyvali vlivem
nizkych teplot na zivotaschopnost oocyst C. parvum, uchovavali vzorky trusu

vV 2,5 % dichromanu draselném pii teploté 4 °C po dobu dvou mésic.

Vysus$eni nepfiznivé ovlivnilo pfitomnost C. parvum, coz také zminuje Robertson
et al. (1992), ktery zjistil, ze vysychani je pro oocysty devitalizujici.

Dichroman draselny byl vhodny jak pro C. parvum, tak pro E. cuniculi, kdy
pomoci PCR byly detekovani pii teplotich -20 °C, 4 °C po 10 mésict. Také

v n¢kolika dalSich studiich je pouzivan 2,5 % dichroman draselny jako skladovaci
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médium pti 4 °C (Hamer et al. 1994; Buraud et al. 1991). Vlivem pouziti 2,5 %
dichromanu draselného a formaldehydu se zabyval Johnson et al. (1995). Ve svém
vyzkumu dosli k zavéru, ze 2,5 % dichroman draselny mtze byt pouzit jako vhodné
skladovaci médium. Zarovenn doporucuji diukladné promyti vzorku pied extrakei,
protoze dichroman inhibuje PCR. Formaldehyd jako skladovaci médium
nedoporucuji. Také nase vysledky ukazuji, ze formaldehyd je nevhodny.
Cryptosporidium parvum bylo piitomno pouze prvni az tieti mésic pii -20 °C a pii

RT prvni az ¢étvrty mésic a E. cuniculi pii 4 °C od prvého az do Sestého mésice.

35



7. Zavér

S ohledem na zjisténé vysledky a fakt, ze vzorky ziskané pii terénnich prace mtze
obsahovat celou fadu rGznych stadii patogennich agens, je z ekonomického a

praktického hlediska ucelné uchovavat vzorky trusu pfi stejnych podminkéch.

e Na zaklad¢ naSeho vyzkumu muzeme jako nejvhodnéjsi skladovaci médium
K odbéru trusu v terénu doporuc¢it RNA later a dichroman draselny. Takto
fixované vzorky 1ze skladovat v rozmezi teplot -20 az 21 °C, a to i v pfipadeé,

kdy neni moznost uskladnéni v chladnicce.

e Uchovavani kryptosporidii a mikrosporidii v 70 % a 96 % etanolu a 4 %

formaldehydu je nevhodné.

e Ve vysuSenych vzorcich nelze detekovat DNA C. parvum.
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