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1. CÍLE PRÁCE 

• Kriticky zpracovat literární rešerši k tématu. 

• Analyzovat hlavní problémy tématu s návrhem dalších možností výzkumu. 

• Rozpracovat podrobnou metodiku budoucí experimentální práce. 

2. LITERÁRNÍ REŠERŠE 

2.1. Rod Cryptosporidium 

Rod Cryptosporidium je kosmopolitně rozšířená parazitická skupina infikující 

převážně epiteliální buňky gastrointestinálního traktu celé řady obratlovců včetně 

člověka.  

Paraziti se šíří silnostěnnými oocystami, které jako klidová stádia přečkávají 

nepříznivé vnější podmínky. Oocysty jsou přenášeny fekálně-orální cestou. Infekční 

stádia, které se z nich uvolní způsobují onemocnění nazývané kryptosporidióza. 

Kryptosporidióza je zahrnována mezi zoonózy a oportunní infekce. Je to průjmové 

onemocnění spojené s dehydratací a úbytkem hmotnosti.  

Ernest Edward Tyzzer byl první, kdo pozoroval kryptosporidie. V roce 1907 

nalezl v žaludku laboratorní myši (Mus musculus) tyto prvoky a pojmenoval je 

Cryptosporidium muris (Tyzzer 1907). V roce 1912 popsal další nový druh 

Cryptosporidium parvum v tenkém střevě laboratorní myši (Tyzzer 1912). 

2.1.2. Systematické zařazení 

Kryptosporidie patří do kmene Apicomplexa. Původně byly řazeny do třídy 

Coccidea, na základě podobnosti vývojového cyklu některých zástupců kokcidií (Fayer 

et al. 1997). Až podle molekulárně fylogenetických studií, založených na analýze 

sekvencí malé ribozomální podjednotky DNA, se zjistila blízká příbuznost 

kryptosporidií ke gregarinám (Carreno et al. 1999), jmenovitě k archigregarinám, 

evolučně dříve vzniklé skupině (Leander et al. 2003). 
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Původní přiřazení ke třídě Coccidea přisuzovalo kryptosporidiím striktní 

hostitelskou specifitu. To zapříčinilo popsání více jak 20 druhů kryptosporidíí z různých 

hostitelů. Následné studie mezidruhových infekcí (Levine 1984) a morfologie oocyst 

tuto domněnku vyvrátily a tím se některé druhy staly neplatnými. Přes 40 nezařazených 

izolátů kryptosporidií je uváděno pod druhem Cryptosporidium sp. daného genotypu, 

který udává hostitelskou specifitu (Fayer et Xiao 2007). Tyto morfologicky identické 

genotypy zahrnující izoláty z jelena, fretky, kachny, lišky, husy, koně, vačnatce, opice, 

králíka, hada a ještěrky budou v budoucnu pravděpodobně popsány jako samostatné 

druhy (Fayer et Xiao 2007). 

Pro klasifikaci kryptosporidií se převážně využívá morfologie oocyst, 

molekulární metody a hostitelská specifita, dále pak lokalizace vývojového cyklu 

v hostiteli. Doposud bylo uznáno 17 platných druhů kryptosporidií (tabulka 1.).  

Podle lokalizace oocyst v trávicím traktu hostitele rozeznáváme dvě 

morfologicky odlišné skupiny kryptosporidií: žaludeční kryptosporidie s afinitou 

k žaludečním žlázám a střevní kryptosposridie s afinitou k enterocytům (Xiao et al. 

2004). Střevní kryptosporidie (C. bovis, C. canis, C. fayeri, C. felis, C. hominis, 

C. parvum, C. scophthalmi, C. suis, C. wrairi, C. meleagridis, C. bailey, C. varanii) 

mají menší a kulaté oocysty oproti žaludečním oocystám (C. andersoni, C. muris, 

C. galli, C. serpentis, C. molnari), která jsou větší a oválné. 
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Tabulka 1. Seznam platných druhů rodu Cryptosporidium 

Druh Hostitel Lokalizace Autor 

C. parvum myši tenké střevo Tyzzer 1912 

C. muris hlodavci žaludek Tyzzer 1912 

C. meleagridis ptáci tenké střevo Slavin 1955 

C. wrairi morčata tenké střevo Vetterling et al. 1971 

C. felis kočky tenké střevo Iseki 1979 

C. serpentis plazi žaludek Levine et al. 1980 

C. bailey drůbež bursa Fabricii Current et al. 1986 

C. varanii plazi žaludek, tenké střevo Pavlásek 1995 

C. andersoni skot žláznatý žaludek Lindsay et al. 2000 

C. canis psi tenké střevo Fayer et al. 2001 

C. hominis člověk tenké střevo Morgan-Ryan et al.2002 

C. molnari ryby žaludek, tenké střevo Alvarez-Pellitero et Sitja-
Bobadilla 2002 

C. galli ptáci žláznatý žaludek Ryan et al. 2003 

C. scophthalmi platýs  střevo Alvarez-Pellitero 2004 

C. suis prasata tlusté střevo Ryan et al. 2004 

C. bovis skot tenké střevo Fayer et al. 2005 

C. fayeri klokan  střevo Ryan et al. 2008 

 

 

2.1.3. Vývojový cyklus  

Životní cyklus rodu Crypstosporidium je monoxenní, zahrnuje 4 fáze: excystace, 

merogonie, gametogonie a sporogonie. Vývojový cyklus C. hominis a C. parvum je 

lokalizován v tenkém střevě, u C. muris, C. andersoni a C. serpentis probíhá 
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v žaludeční sliznici. Výjimku tvoří ptačí druh C. baileyi, který může být lokalizován 

v gastrointestinálním traktu, ale infikuje rovněž respirační trakt, kloaku a bursu Fabricii.  

Po spolknutí či inhalaci oocyst vhodným hostitelem dochází za působení 

rozličných faktorů (teplota, koncentrace oxidu uhličitého, pankreatické enzymy, žlučové 

sole) k excystaci (Fayer et Leek 1984). Z oocysty se uvolní sporozoiti prostřednictvím 

sutury umístěné v buněčné stěně oocysty (O´Donoghue 1995). Uvolnění infekční 

sporozoiti napadají epiteliální buňky tenkého střeva či sliznici žaludku, případně 

respiračního traktu. Sporozoiti uzavření v parazitoforní vakuole se mění v trofozoity. 

Trofozoiti prodělají asexuální proliferaci (merogonie). Při merogonii dochází k tvorbě 

dvou typů merontů u druhu C. parvum (u C. baileyi vznikají tři rozdílné typy merontů) 

(Current et al. 1986). Meronti І. typu obsahují 6–8 merozoitů, které po uvolnění 

z parazitoforní vakuoly napadají další epiteliální buňky a nepohlavním množením 

dávají vznik novým merontům І. typu nebo se přemění v morfologicky odlišné meronty 

ІІ. typu produkující 4 merozoity. Ty se již dále nemnoží merogonií, ale v následné 

gametogonii se transformují v sexuálně reprodukční stádia: jednojaderné mikrogamonty 

a vícejaderné makrogamonty. Mikrogamonti se vyvíjí v mikrogametocyty produkující 

14–16 nebičíkatých mikrogamet. Zralá mikrogameta pak oplodní makrogametocyt, 

vzniklý z makrogamonta. Vzniklá zygota prodělá sporogonii, při níž se v oocystě 

vytvoří 4 sporozoiti. V konečné endogenní fázi vznikají dva typy oocyst - rezistentní 

silnostěnné a autoinfekční tenkostěnné. Asi 80 % oocyst je silnostěnných. Tyto oocysty 

odchází s výkaly z těla hostitele a stávají se tak potenciálním zdrojem infekce pro další 

jedince. V případě respiračních kryptosporidií, oocysty odchází z těla hostitele 

respiračními nebo nasálními sekrety. Autoinfekční tenkostěnné oocysty excystují v těle 

hostitele a navozují tak další vývojový cyklus merogonií (Fayer et al. 1997). 

2.1.4. Vzájemný vztah host – parazit 

Kryptosporidie jako parazitická skupina se výborně přizpůsobila 

k intracelulárnímu parazitickému způsobu života. Cryptosporidium napadá apikální 

povrch mikroklků ve dvou krocích: adheze a internalizace. Kryptosporidie vyvinuly 

jedinečný způsob uchycení k hostitelské buňce. Pro přichycení používají apikální 

organely (rhoptrie, mikronemy, husté granule) a navíc všechna endogenní stádia 
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kryptosporidií jsou uzavřena v parazitoforní vakuole. Tento jedinečný útvar odlišuje rod 

Cryptosporidium od ostatních Apicomplex (Valigurová et al. 2008). Mechanismus 

vzniku této vakuoly není doposud znám. Vnější membrána parazitoforní vakuoly je 

souvislá plasmatická membrána hostitelské buňky (Vetterling et al. 1971), a proto se 

míní, že vakuola slouží jako ochrana před imunitním systémem hostitele (Tzipori 

et Ward 2002). Postupným uzavíráním parazita do vakuoly, se parazit stává 

epicelulárním (Valigurová et al. 2008) a způsobuje tím změnu struktury mikroklků. 

Kryptosporidie nepronikají přímo do hostitelské buňky ani nepřichází do těsného 

kontaktu s hostitelskou cytoplazmou (Valigurová et al. 2008). Od té jsou odděleny 

elektron densní vrstvou hostitelského původu. Během uzavírání parazita do vakuoly se 

vytvoří primární spojení, kterým parazit přilne k hostitelské buňce (Huang et al. 2004). 

Předpokládá se, že toto spojení je první krok k vytvoření „feeder organely“, která 

zajišťuje transmembránový transport živin z hostitele (Thompson 2005). 

2.1.5. Epidemiologie 

Kryptosporidie jsou zejména patogeny tenkého střeva způsobující ztrátu 

absorpční schopnosti tkáně, zánětlivou infekci slizničního vaziva a zhoršení transportu 

živin a elektrolytů. Nejčastějším klinickým symptomem je průjem. Průběh infekce 

závisí na stavu hostitele (věk, přítomnost mateřských protilátek, stav imunitního 

systému) a na druhu/genotypu parazita (Tzipori et Ward 2002). 

V roce 1976 byly zjištěny první případy kryptosporidiózy u člověka (Nime et al. 

1976, Meisel et al. 1976). U lidí byly diagnostikované především dva druhy: C. parvum 

(dříve C. parvum genotyp 2) parazitující mimo jiné u krav, ovcí, koz, prasat a myší 

a C. hominis (dříve C. parvum typ 1). Dalšími druhy infikujícími děti a imunodeficitní 

jedince jsou C. andersoni, C. canis, C. felis, C. meleagridis, C. muris, C. suis a 4 

genotypy (jelení, tchoří, CZB 141 genotyp, a Cryptosporidium pig genotype II). Pacient 

může být infikován i více druhy kryptosporidií (Cama et al. 2006). 

U imunokompetentních jedinců nejsou mnohdy klinické příznaky patrné nebo 

nejčastěji jedinec trpí akutním průjmem s inkubační dobou 3–14 dnů, poté dochází 

k samovyléčení (Warren et al. 2007). Dalšími příznaky mohou být kolikové bolesti 

břicha, malátnost, nechutenství, zvracení, horečka, únava (Thompson 2005). Vyskytly 
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se ojedinělé případy, kde průjem přetrvával až 1 měsíc, výjimečně 4 měsíce (Isaacs 

1985, Wolfson et al. 1985, Jokipii et Jokipii 1986, Soave et Armstrong 1986, Stehr-

Green et al. 1987). Střevní kryptosporidie, zejména druh C. parvum, způsobují 

u imunokompetentních jedinců poruchy trávení, růstu a vývoje především u mláďat. 

Naopak infekce některých střevních kryptosporidií jako je C. suis probíhají 

asymptomaticky (kapitola 2.2.4.2.). Infekce žaludečních kryptosporidií většinou 

probíhají bez klinických příznaků. 

Pro imunodeficitní jedince, jako jsou podvyživené osoby, děti (< 2 let), HIV 

pozitivní pacienti, příjemci transplantace či jedinci podstupující chemoterapii, 

představují kryptosporidiové infekce závažné zdravotní riziko. Střevní i žaludeční 

kryptosporidie způsobují vážný průběh infekce v závislosti na stupni imunodeficientu 

jedince (Flanigan et al. 1992). Onemocnění probíhá chronicky po několik měsíců až 

roků, často diseminuje do přilehlých orgánů zažívacího traktu (pankreas, játra, žlučník) 

a respiračního traktu (Current et Garcia 1991). Bez hospitalizace, následkem 

dehydratace a podvýživy může mít onemocnění až fatální průběh, zvláště u HIV 

pozitivních pacientů (Navin et Hardy 1987, Blanshard et al. 1992). 

2.1.5.1. Zdroje infekce  

Primárním zdrojem nákazy u lidí je kontaminovaná pitná a rekreační voda. 

K nakažení dochází pozřením vody nebo potravy kontaminované oocystami či přímým 

kontaktem s nakaženou osobou nebo zvířetem. Fekální znečištění půdy a povrchové 

vody může nakonec vést ke kontaminaci pitné vody a potravy (Fayer 2000). Díky 

vysoké životaschopnosti a odolnosti oocyst k vlivům vnějšího prostředí jsou schopné 

přežívat ve vodě až 140 dní (Ramirez et al. 2004). Oocysty nepodléhají ani klasickým 

desinfekčním postupům založeným na chloraci (Dolejš 2004). Největší epidemie, která 

byla způsobena kontaminovanou pitnou vodou, proběhla v roce 1993 v Milwaukee, 

Wisconsin (MacKenzie et al. 1995). Tato událost měla přímou souvislost se zpřísněním 

legislativy upravující kvalitu pitné vody v USA (Dolejš 2004). V České republice 

nebyla dosud hlášena žádná epidemie z pitné vody způsobená těmito parazity, ale není 

vyloučen jejich podíl na některých z epidemií, u nichž se původce nepodařilo prokázat 

(http://www.szu.cz/chzp/voda/pdf/mdcrypto.pdf). 
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Zdrojem kontaminace potravy je hnojení trusem zvířat nebo stolicí lidí 

a zavlažování kontaminovanou vodou. Oocysty kryptosporidií byly nalezeny i na 

žábrách mořských měkkýšů. Ty jsou často konzumováni syroví. Ojedinělé nákazy 

z kontaminované potravy byly zaznamenány ze špatně pasterizovaného mléka, z moštu, 

ze syrové zeleniny a ovoce (Fayer 2000). 

2.1.5.2. Terapie 

K terapii se využívá podpůrná a symptomatická léčba ke zmírnění následků 

infekce. U imunokompetentních jedinců se aplikují rehydratační roztoky k zamezení 

dehydratace. Ke zmírnění průjmu lze využít kaolin, pektin či loperamid. U AIDS 

pacientů se využívá antiretrovirová terapie pro zpomalení progrese imunodeficitu 

a doprovodné zvyšování počtu CD4+ lymfocytů. Tato podpůrná léčba redukuje počet 

vylučovaných oocyst a zlepšuje gastrointestinální klinické příznaky (Thompson 2005). 

Dále to jsou chemoterapeutické léky, které pomáhají omezovat tvorbu oocyst. Mezi ně 

patří například aminoglykosid paramomycin. Jeho účinnost je však nepatrná. Jen velmi 

malé množství paramomycinu projde přes apikální membránu obklopující parazita. 

Azithromycin inhibuje syntézu proteinů, byl používán v kombinaci s paramomycinem 

u lidí. Dalším lékem je nitazoxanid, který účinně zmírňuje průjem a eliminuje výskyt 

oocyst (Thompson 2005). Tento výčet léků není úplný. Byla zkoušena celá řada látek, 

nicméně bez uspokojivého výsledku. Další alternativní léčbou je imunoterapie. 

Podávání hyperimunitního bovinního kolostra obsahujícího protilátky proti C. parvum 

(Ramirez et al. 2004), snížilo exkreci oocyst u jehňat a telat. Bohužel tento druh léčby 

není vhodný pro lidi, u kterých vyvolává zvracení a křeče. Zřejmě to je dáno rozdílem 

imunitních protilátek a střevní fyziologií jedinců (Thompson 2005). Probiotické 

bakterie jsou další možností podpůrné léčby. Navozují proliferaci enterocytů 

(Thompson 2005) a snižují dobu a počet vylučovaných oocyst (Ramirez et al. 2004). 

Mezi tyto probiotické bakterie patří například Lactobacillus reuteri, L. acidophilus, 

Bifidobacterium breve a B. longum. 
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2.2. Druhy a genotypy kryptosporidií infikující prasata 

Druh C. parvum byl vzhledem ke své nízké hostitelské specifitě a značné 

vnímavosti selat k experimentálním infekcím tímto druhem dlouhou dobu považován za 

jediného původce způsobujícího kryptosporidiózu prasat. Avšak z následných 

epidemiologických a epizootologických studií bylo zjištěno, že kryptosporidiové 

infekce prasat jsou odlišné od infekcí jiných hospodářských zvířat a lidí (Morgan et al. 

1999). Molekulární analýzou prasečích izolátů kryptosporidií pocházejících z Austrálie 

a Švýcarska byla prokázána přítomnost dvou odlišných kryptosporidií, a to C. parvum 

a nového prasečího genotypu, který byl pojmenován Cryptosporidium pig genotype 

I (Morgan et al. 1999). V roce 2003 byl pomocí molekulárních metod identifikován 

další genotyp kryptosporidií, Cryptosporidium pig genotype II (Ryan et al. 2003). Na 

základě biologických studií byla zjištěna vysoká hostitelská specifita prasečích 

genotypů (genotype I a II) s adaptací na prasata (Morgan et al. 1999, Ryan et al. 2003). 

Cryptosporidium pig genotype I byl později na základě genotypizace a biologické 

charakterizace popsán jako samostatný druh a pojmenován Cryptosporidium suis (Ryan 

et al. 2004).  

Kromě druhů a genotyp kryptosporidií přirozeně se vyskytujících u prasat, byla 

experimentálně prokázána vnímavost prasat k infekci C. hominis (Pereira et al. 2002) 

a C. meleagridis (Akiyoshi et al. 2003).  

Vývojový cyklus všech výše uvedených druhů a genotyp kryptosporidií je 

lokalizován ve střevním epitelu hostitele. Za pozornost stojí nález žaludeční 

kryptosporidie C. muris v prasečí kejdě na farmě v Irsku (Xiao et al. 2006) a v trusu 

dvou porážkových prasat na jatkách v České republice (Kváč osobní sdělení). 

Vzhledem k tomu, že v prvním případě se jednalo o nález z netříděného materiálu, který 

mohl být kontaminován trusem hlodavců, kteří jsou přirozenými hostiteli C. muris. 

Taktéž v druhém případě nelze jednoznačně určit, zda se jednalo o přirozenou infekci 

nebo o pouhou pasáž oocyst zažívacím traktem prasat, která pozřela infikované 

hlodavce. 
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2.2.1. Fylogenetická analýza prasečích kryptosporidií 

Morfologie a morfometrie oocyst je jeden z hlavních aspektů používaných pro 

stanovení nového druhu. Nicméně určení druhů a genotypů Cryptosporidium sp. pouze 

pomocí morfologie oocyst je nemožné, proto je potřeba dalších metod pro identifikaci 

nových druhů a genotypů. V taxonomii kryptosporidií (kapitola 2.1.2.) se nejčastěji 

používají molekulární analýzy genu pro malou ribosomální podjednotku (18S rDNA), 

pro Heat Shock Protein (HSP 70) a pro aktin.  

Analýzou sekvencí nukleotidů genu 18S rDNA z izolátů C. suis byla prokázána 

genetická odlišnost od druhu C. parvum, přičemž genetická shoda v tomto lokusu mezi 

C. suis a C. parvum je 97 %, to je mnohem méně než je shoda mezi C. meleagridis, 

C. parvum a C. hominis (98,6 %) nebo mezi C. parvum a C. hominis (99,42 %). 

Podobné evoluční vztahy byly prokázány i analýzou genu pro HSP 70 a genu pro aktin. 

Přestože v závislosti na typu použité analýzy (neighbor-joining Tamura-Nei distance 

calculated, maximum-likelihood a parsimony) se měnila fylogenetická pozice C. suis 

bylo prokázáno, že C. suis je samostatným druhem (Ryan et al. 2004). Navíc analýzou 

genu HSP 70 z prasečích izolátů se prokázaly různé podskupiny v rámci druhu C. suis.  

Z fylogenetického hlediska se Cryptosporidium pig genotype II nepokládá za 

geneticky blízce příbuzného k C. suis, s kterým sdílí pouhých 93 % sekvence nukleotidů 

genu 18S rDNA. Dokonce jeho shodnost s C. parvum je ještě menší než u C. suis. 

Shodnost sekvencí genů 18S rDNA mezi Cryptosporidium pig genotype II a C. parvum, 

C. hominis a C. meleagridis byla pouze 92,2–92,8 %. (Ryan et al. 2003). Takto velká 

divergence od druhu C. parvum by v budoucnu mohla přispět k ustanovení 

Cryptosporidium pig genotype II novým druhem. Evoluční vztahy kryptosporidií jsou 

ukázány na fylogenetickém stromu (obrázek 1), ve kterém byly zvýrazněny prasečí 

kryptosporidie. 
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Obrázek 1: Genetické vztahy mezi druhy a genotypy kryptosporidií (analýza neighbor-

joining, částečná sekvence SSU rRNA, bootstrepy (%) v 1000 opakování). Převzato 

z knihy „Cryptosporidium and Cryptosporidiosis“ (Fayer et Xiao 2007) kapitola 

„Molecular Epidemiology“ (Xiao et Ryan 2007). 
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2.2.2. Morfologie exogenních stádií kryptosporidií infikujících prasata 

Jak již bylo zmíněno v kapitole 2.1.2., oocysty žaludečních a střevních 

kryptosporidií se liší v rámci morfologie i morfometrie. Avšak i v rámci skupiny lze 

nalézt odlišnosti v morfometrii oocyst. 

Oocysty C. suis, které popsali Ryan et al. (2004), měřily 4,9×4,4 µm. Velmi 

podobná velikost byla naměřena u druhu C. parvum s velikostí oocyst 5,0×4,5 µm 

(Upton et Current 1985). Vítovec et al. (2006) popsali jinou velikost oocyst C. suis 

z přirozené infekce prasat, která se prokazatelně odlišovala od C. parvum i od 

originálního popisu C. suis. Jejich velikost byla 6,2 × 5,5 µm. Tento výrazný rozdíl ve 

velikosti oocyst naznačuje morfologickou nejednotnost C. suis. Podobná variabilita 

velikostí oocyst byla popsána i u druhu C. andersoni (Lindsay et al. 2000, Kváč et 

Vítovec 2003). Morfometrie oocyst Cryptosporidium pig genotype II zatím nebyla 

popsána. 

2.2.3. Vývojový cyklus a lokalizace kryptosporidií u prasat  

Nejlépe probádaný vývojový cyklus je u druhu C. parvum (kapitola 2.1.3.). 

U ostatních kryptosporidií se předpokládá, že vývojový cyklus probíhá velmi podobně 

s výjimkou C. bailey (kapitola 2.1.3.). 

Endogenní stádia C. suis se nachází v epiteliálních buňkách tlustého střeva, 

později často dochází k diseminaci do dalších částí zažívacího traktu. Zajímavou 

lokalizaci této kryptosporidie popsali Vítovec et al. (2006) ve své studii patogenity 

C. suis, kde oocysty C. suis měly specifickou lokalizaci v žlázách lymfoglandulárního 

komplexu v submukóze colonu a recta, což nebylo pozorováno u žádných jiných 

střevních kryptosporidií. Podobnou lokalizaci oocyst můžeme najít u žaludečních 

kryptosporidií (C. muris, C. andersoni, jejichž vývojový cyklus probíhá v žaludečních 

žlázách). 

Experimentálními infekcemi byla prokázána vnímavost prasat ke střevním 

kryptosporidiím C. meleagridis, C. hominis. Cryptosporidium meleagridis, které 

parazitují především ve slepém střevě krůťat, u prasat se vyskytovaly v tenkém střevě. 

Vývojový cyklus C. hominis je lokalizován v celém tenkém střevě (duodenum, jejunum, 
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ileum). U experimentální infekce prasat se endogenní stádia C. hominis nacházela v ileu 

a v tlustém střevě (Pereira et al. 2002). 

Cryptosporidium parvum, které u telat infikuje převážně celé tenké střevo, mělo 

navíc u prasat tendenci diseminovat do tlustého střeva (Pereira et al. 2002).  

Kromě zažívacího traktu postihují kryptosporidie u prasat i přilehlé orgány. 

Například spontánní infekce v žlučníku, která byla způsobená druhem C. parvum (Fleta 

et al. 1995). Experimentálně se druhem C. parvum podařilo nainfikovat žlučovod 

a pankreat imunodeficitních prasat (Healey et al. 1997) a dále respirační trakt a spojivku 

oka zdravých prasat (Heine et al. 1984). 

2.2.4. Patogenita a klinické příznaky 

2.2.4.1. Cryptosporidium parvum  

Nejčastěji jsou popisovány kryptosporidiové infekce způsobené druhem 

C. parvum, který pravděpodobně parazituje u všech druhů savců. U neonatálních zvířat 

byla pozorována větší vnímavost k infekci C. parvum, především u telat, kde je tato 

kryptosporidie běžným enteropatogenem během prvních týdnů života. Klinické 

příznaky v podobě vodnatého průjmu, deprese, podvýživy, ztrátě hmotnosti 

a abdominální bolest mohou přetrvávat po dobu 4–14 dnů. Průběh kryptosporidiózy 

u telat je charakterizován různým stupněm morbidity, ale všeobecně nízkou mortalitou. 

Patologické změny zažívacího traktu jsou charakterizovány atrofií mikroklků, lokálním 

odumřením a ztrátou epiteliálních buněk, buněčnou infiltrací do lamina propria 

a občasným zánětem střevního epitelu (Thompson et al. 2005). 

Přestože bylo popsáno velké množství prací o patogenitě C. parvum, přirozené 

infekce prasat byly popsány jen v ojedinělých případech (Morgan et al. 1999, Zintl et al. 

2007, Kváč nepublikovaná data), i když vnímavost prasat k C. parvum byla 

experimentálně potvrzena (Tzipori et al. 1981, Vítovec et al. 1992).  

Klinické příznaky kryptosporidiózy způsobené C. parvum u prasat byly obdobné 

jako u kryptosporidiózy telat. U konvenčně chovaných prasat experimentálně 

infikovaných dávkou 5×106 oocyst C. parvum byl pozorován v průběhu prvních 4 dnů 

po infekci průjem s následným samovyléčením (Vítovec et Koudela 1992). Naopak při 
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dávce 2,5×105 oocyst nebyly pozorovány žádné klinické příznaky. U gnotobioticky 

chovaných prasat byl klinický průběh infekce vážnější s výraznou dehydratací 

organismu (Vítovec et Koudela 1992). 

Byly zaznamenány podobné patologické změny jako u telat, které se nelišily ani 

mezi konvenčně či gnotobiticky chovanými prasaty. Histopatologické změny byly 

charekterizované atrofií mikroklků s vymizením kartáčového lemu, hyperplazií krypt 

a zánětlivou odezvou v lamina propria. V počáteční fázi infekce bylo pozorováno 

postižení pouze tenkého střeva s následným rozšířením do tlustého střeva (Moon et al. 

1982, Tzipori et al. 1982, Vítovec et Koudela 1992). V kapitole 2.2.4.4. je uvedeno 

podrobnější srovnání infekce C. parvum a C. hominis u prasat za stejných 

experimentálních podmínek.  

2.2.4.2. Cryptosporidium suis  

Cryptosporidium suis se často vyskytuje u sajících selat. Ve většině případů 

spontánních a experimentálních infekcí prasat probíhala kryptosporidióza 

asymptomaticky (Guselle et al. 2003, Vítovec et al. 2006), kromě ojedinělých výskytů 

průjmu a zvracení u experimentálně infikovaných selat od 1. do 2. DPI (day post 

infection) (Enemark et al. 2003). V žádném z případů nebyly zjištěny podstatné 

makroskopické změny vnitřních orgánů (Enemark et al. 2003, Vítovec et al. 2006). 

Infekce se vyskytovala pouze v tlustém střevě s predispozicí k ansa centralis, kde 

poměr infikovaných a neinfikovaných žláz byl přibližně 1:5, zatím co v jiných partiích 

tlustého střeva byl tento poměr 1:10 až 1:20. Infikované žlázy byly mírně diletované 

a nebyla zjištěna zánětlivá odezva v lamina propria (Vítovec et al. 2006).  

Jediný netypický hostitel, který je vnímavý k experimentální infekce C. suis, je 

tele (Enemark et al. 2003). Obdobně jako u přirozeného hostitele se infekce C. suis 

u telat neprojevovala klinickými příznaky, ani nebyly zjištěny žádné makroskopické 

změny vnitřních orgánů. Typický výskyt oocyst C. suis v tlustém střevě byl 

zaznamenán i u telat s rozšířením do konečníku. Oportunní charakter C. suis byl 

prokázán při koinfekci s rotaviry, kdy bylo onemocnění provázeno polotekutým až 

vodnatým průjmem s nadměrným množstvím slizu v období od 4. do 19. DPI. Na rozdíl 

od monoinfekce (výše) bylo pozorováno mírné zvětšení mezenterických lymfatických 
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uzlin a zánět sliznice vymezený v zadní části jejuna a ilea (bez nálezu kryptosporidií) 

(Enemark et al. 2003). Obdobné výsledky patogenity kryptosporidií prasat 

(„C. parvum“ bez genotypizace) při koinfekci s prasečím cirkovirem typu 2 popsali 

Núñez et al. (2003).  

2.2.4.3. Cryptosporidium pig genotype II 

O patogenitě spontánní kryptosporidiózy prasat vyvolané Cryptosporidium pig 

genotype II je zatím velmi málo známo. Vzhledem k informacím vyplývajícím 

z epizootologických studií, lze předpokládat, že tento genotyp kryptosporidií je pro 

prasata málo patogenní (Suárez-Luengas et al. 2007).  

2.2.4.4. Cryptosporidium meleagridis  

Typickým hostitelem tohoto druhu kryptosporidie jsou ptáci, zejména drůbež 

(Ryan a Xiao 2007). Patologické změny na sliznici infikovaných částí zažívacího traktu 

jsou charakterizovány zkrácením mikroviální vrstvy a nepravidelností epiteliálního 

povrchu (Akiyoshi et al. 2003). Infekce C. meleagridis u ptáků se projevuje průjmem 

bez významného vlivu na ztrátu hmotnosti nebo na mortalitu (Tůmová et al. 2002). 

Na rozdíl od ptáků byl vývojový cyklus tohoto druhu kryptosporidie 

u experimentálně infikovaných selat nalezen pouze v tenkém střevě. Změny infikované 

sliznice jsou méně patrné než u infekce způsobené C. parvum a odpovídají 

patologickým změnám pozorovaným při experimentálních infekcích druhem C. hominis 

(Pereira et al. 2002, Akiyos jsou klinické příznaky infekce C. meleagridis u prasat 

omezeny pouze na mírné průjmové onemocnění bez známek dehydratace (Akiyoshi et 

al. 2003).  

2.2.4.5. Cryptosporidium hominis  

Cryptosporidium hominis je druh specializovaný na člověka, který ale také byl 

nalezen u dugonga (Morgan et al. 2000) a experimentálně přenesena na gnotobiotická 

prasata (Pereira 2002) a jehňata (Giles 2001). Infekce tohoto druhu kryptosporidie pro 

člověka je popsána v kapitole 2.1.5. 
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Experimentální infekce C. hominis u prasat měla ve srovnání s lidskou 

kryptosporidiózou mírnější průběh. Nízká infekční dávka oocyst (1–10 oocyst) 

u gnotobiotických prasat vyvolala pouze minimální patologické změny. Jednoznačně 

více endogenních stádií na povrchu mikroklků bylo pozorováno u prasat infikovaných 

druhem C. hominis než u infekce C. parvum. Cryptosporidium parvum způsobuje časté 

změny mikroklků na rozdíl od infekce C. hominis, kde byla jen ojediněle zaznamenána 

atrofie mikroklků. Mírná lymfatická hyperplazie a sporadický zánět byly pozorovány 

v ileu a v tlustém střevě pouze během patentní periody (16 dní) naopak u C. parvum 

byly tyto příznaky patrné od 1. do 2. DPI v duodenu, jejunu, ilea a od 7. do 10. DPI 

v tlustém střevě (Pereira et al. 2002). 

2.2.4.6. Cryptosporidium muris 

Cryptosporidium muris má široké hostitelské spektrum zahrnující myši a jiné 

hlodavce, některé přežvýkavce, primáty, psi, kočky a králíky (Iseki et al. 1989, Xiao et 

al. 2004). Žaludeční kryptosporidióza probíhá ve většině případů jako asymptomatické 

onemocnění (Iseki et al. 1989, Kváč et Vítovec 2003) bez makroskopických změn 

vnitřních orgánů. Patologické změny jsou charakterizovány hypertrofií, atrofií 

a metaplasií žláznatého epitelu s rozšířením infikovaných žláz, zatím co zánětlivá 

odezva ve sliznici není patrná (Anderson 1987, Özkul et Aydin 1994, Aydin et Özkul 

1996, Kváč a Vítovec 2003, Kváč et al. 2008).  

I když byly popsány nálezy C. muris u prasat (viz výše), není o patologii ani 

o klinických symptomech nic známo. Lze však předpokládat, že stejně tak jako 

u přirozených hostitelů bude i u prasat nízká patogenita a absence klinických příznaků. 

2.2.5. Prevalence 

Kryptosporidiové infekce prasat jsou celosvětové rozšířené. První zmínky 

o kryptosporidióze u prasat pochází z roku 1977 z jižní Dakoty a Kansasu (Bergeland 

1977, Kennedy et al. 1977).  

Kryptosporidie byly popsány u všech věkových kategorií prasat s různou mírou 

prevalence. Velmi často je popisován výskyt kryptosporidií u prasat krátce před 

odstavem a po odstavu s věkovým rozmezím 1,5–3 měsíce (Sanford 1987, Guselle et al. 
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2003, Maddox-Hyttel et al. 2006, Vítovec et al. 2006). Infekce se méně často vyskytuje 

u starších jedinců. Malá prevalence (5–12 %) byla zaznamenána u prasat ve věku 5,5–6 

měsíců (Tacal et al. 1987, Suárez-Luengas et al 2007) a další studie uvádějí nízkou 

prevalenci u prasat starších 9 měsíců (Xiao et al. 1994, Atwill et al. 1997, Maddox-

Hyttel et al. 2006). Některé studie uvádějí úplnou absenci kryptosporidiózy v této 

věkové kategorii (Quílez et al. 1996, Vítovec et al. 2006). Naopak 34% prevalenci u 2–

6 měsíčních prasat publikovali Quílez et al. (1996) a obdobnou prevalenci (30 %) 

u podobné věkové kategorie popsali Kváč et al. (nepublikovaná data). 

Bylo prokázáno, že distribuce jednotlivých druhů/genotyp kryptosporidií 

u prasat byla ovlivněna věkem jedince. Převažující kryptosporidií u prasat před 

odstavením je C. suis, kdežto u odstavených prasat je častěji popisován výskyt 

Cryptosporidium pig genotype II. Přirozený výskyt C. parvum u prasat je popisován 

vzácně (Morgan et al. 1999, Zintl et al. 2007). Byly nalezeny ojedinělé případy 

C. parvum u prasnic (Zint et al. 2007, Kváč nepublikovaná data), i když C. parvum je 

všeobecně znám jako kryptosporidie juvenilních jedinců. 

Vzhledem k faktu, že většina prací zabývajících se kryptosporidiemi prasat byla 

publikována před popisem C. suis a Cryptosporidium pig genotype II a data nejsou 

podpořena molekulární analýzou, nelze přikládat těmto výsledkům větší význam 

z hlediska distribuce jednotlivých druhů a genotypů kryptosporidií v závislosti na věku 

prasat (tabulka 2.).  
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Tabulka 2. Výskyt jednotlivých druhů/genotypu kryptosporidií u prasat 

1Ryan et al. 2003, 2Vítovec et al. 2006, 3Langkjaer et al. 2007, 4Wieler et al. 2001, 
5Hamnes et al. 2007, 6Quílez et al. 1996, 7Suárez-Luengas 2007. 

Procentuální podíl druhů/genotypu 
z genotypizovaných vzorků Země Počet 

zvířat Věk Prevalence 
(%) 

C. suis Cryptosporidium 
pig genotype II C. parvum 

Austrálie1 646 <9 t 6,03 50 50 0 

3368 <5 t 5,7 100 0 0 

835 >6 t 24,1 100 0 0 

Česká 
republika2 

135 prasnice 0 0 0 0 

488 < 1 m 6 69 31 0 

504 1–4 m 71 24 76 0 

Dánsko3 

245 prasnice 4 0 0 0 

Německo4 287 1–4 d 1,4 negenotypizováno 

Norsko5 684 4–33 d 8,3 67 33 0 

49 < 1 m 0 

49 1–2 m 59,2 

312 2–6 m 34,3 

Španělsko6 

210 dospělci 0 

negenotypizováno 
 

75 1–2 m 30,7 40 60 0 

42 2–6 m 11,9 0 100 0 

Španělsko7 

25 prasnice 16 100 0 0 
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3. NÁVRHY DALŠÍHO VÝZKUMU NA ZÁKLADĚ ANALÝZY DAT 

1. Popsat tvar a velikost oocyst Cryptosporidium pig genotype II (kapitola 2.2.2.). 

2. Podrobně prostudovat morfometrickou vnitrodruhovou variabilitu oocyst druhu 

C. suis (kapitola 2.2.2.). 

3. Provést detailní studie podpořené výsledky genotypizace s cílem objasnit 

věkovou specifitu jednotlivých druhů a genotyp kryptosporidií infikující prasata 

(2.2.5.). 

4. Determinovat lokalizaci vývojového cyklu a popsat patogenitu Cryptosporidium 

pig genotype II (kapitola 2.2.3.). 

5. Nalézt vhodný modelový organismus pro snadnou práci v laboratoři (2.2.4.2.).  

6. Objasnit hostitelskou vnímavost prasat k infekci druhem C. muris (2.2.4.6.). 
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4. NAVRHOVANÁ METODIKA 

4.1. Detekce oocyst kryptosporidií 

Vzhledem k tomu, že většina prací je prováděna na omezeném počtu vzorků je 

nutné povést větší množství pozorování, kde by byly zastoupeny všechny věkové 

kategorie. Vyšetření preparátů na přítomnost oocyst kryptosporidií bude prováděno 

barvením dle Miláček et Vítovec (1985) anilin - karbol - methyl – violetí. Nabarvené 

oocysty budou následně pozorovány pod světelným mikroskopem při zvětšení 1000× 

s použití imerzního oleje. 

Barvení dle Miláček et Vítovec (1985) 

Barvicí roztoky: 

• roztok methylvioleti (0,6 g methylvioleti, 1 ml anilinu, 1 g fenolu, 30 ml etanolu, 

70 ml deionizované vody) 

• roztok tartrazinu (1% tartrazin v 1% kyselině octové) 

 

Postup: 

1. tenký nátěr trusu na podložním sklíčku fixovat methanolem v plameni 

2. barvit roztokem methylvioleti 30 minut 

3. opláchnout vodou a diferencovat 2% kyselinou sírovou přibližně 30 sekund 

4. opláchnout vodou a dobarvit roztokem tartrazinu přibližně 1 minutu  

4.2. Purifikace oocyst 

Pozitivní nálezy oocyst Cryptosporidium pig genotype II budou připraveny pro 

morfometrickou analýzu tak, že budou vyčištěny na sacharózovém gradientu 

(Arrowood et Sterling 1987)  
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Sacharózový gradient (Arrowood et Sterling 1987)  

Použité roztoky : 

• Sheaterův cukerný roztok (259 ml deionizovaná voda; 405 g cukr; 7,29 g fenol) 

• 1% PBS TWEEN (do 1 l PBS přidat 0,5 ml TWEEN 20) 

• Pracovní sheaterovy roztoky:  

roztok A: 1+2 (1 díl Shaeterova roztoku + 2 díly PBS TWEEN) 

roztok B: 1+4 (1 díl Shaeterova roztoku + 4 díly PBS TWEEN) 

 

Postup: 

1. vzorek trusu přecedit přes sítko 

2. navrstvit sacharózové gradienty 30 ml roztoku A, 30 ml roztoku B a 15 ml 

suspenze oocyst v destilované vodě 

3. centrifugovat 30 minut při 1370 g 

4. vodní vývěvou odsát horní vrstvu a supernatant přenést do čisté zkumavky 

5. doplnit objem deionizovanou vodou 

6. centrifugovat 20 minut při 1370 g 

7. odsát vodní vývěvou polovinu objemu, doplnit deionizovanou vodou 

8. body 6 a 7 opakovat 2× 

9. pelet s oocystami přenést do čisté zkumavky a uchovávat ve tmě při 4 °C 

4.3. Morfometrická analýza  

Bude provedena morfometrická analýza oocyst pomocí digitální analýzy obrazu 

(M.I.C. Quick Photo Pro v.2.0 software; Olympus Camedia C 5060 WIDEZOOM, 5.1 

pixels digitalní kamera; mikroskop Olympus IX70). Bude změřena délka a šířka oocyst 

každého izolátu a bude vypočítán index tvaru (n=100). 
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4.4. Molekulární analýza 

Celková DNA bude extrahována přímo z trusu pomocí komerčního kitu Qiamp® 

DNA Stool Mini Kit (Qiagen) a analyzována pomocí polymerázové řetězové reakce 

(PCR). 

Izolace DNA 

K 180 – 200 mg trusu bude do mikrozkumavky (2 ml) přidáno 200 µl ASL a 150 mg 

skleněných kuliček (Ø 0,5 mm). Poté bude provedeno rozbíjení oocyst po dobu 2 

minut při rychlosti 5000 kmitů/min. Dále bude postupováno podle návodu, který je 

součástí kitu. Získaná DNA bude uchována při teplotě -20°C.  

PCR  

Přibližně 830-bp dlouhý fragment genu pro 18S rRNA bude amplifikován pomocí 

nested PCR protokolu podle Jiang et al. (2005). Sekundární PCR produkty budou 

sekvenovány pomocí ABI BigDye Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied 

Biosystems, Foster City, CA) a ABI3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). 

Sekvence budou upraveny v programu ClustalX a srovnány s referenčními sekvencemi 

uložené v GenBank. 

4.5. Histopatologické vyšetření 

Prase s pozitivním nálezem Cryptosporidium pig genotype II nebo C. muris bude 

zakoupeno a usmrceno nadměrnou dávkou barbiturátu. Při pitvě bude provedeno 

kompletní vyšetření vnitřních orgánů a tkání. Vzorky pro histologické vyšetření budou 

odebrány ze všech částí tenkého střeva a tlustého střeva dle metodiky Vítovec et al. 

(2006). Odebraný matriál bude fixován v 10% formolu a zpracován parafinovou metodou. 

Histologické řezy budou barveny hematoxylinem-eosinem, modifikovaným barvením 

podle Wolbacha. 

4.6. Experimentální infekce 

Infektivita vyizolovaných oocyst Cryptosporidium pig genotype II bude testována na 

různých druzích hlodavců. Každé zvíře bude nainfikováno per-orální jícní sondou (1×104 
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oocyst v 200–400 µl deionizované vody). Vzorky trusu budou denně (od 4. DPI do 30. 

DPI) vyšetřovány na přítomnost oocyst metodou Miláček et Vítovec (1985) (kapitola 

4.1.).  

Pro objasnění infektivity C. muris pro prasata budou infikována odstavená selata 

pocházející z chovů prostých kryptosporidiových infekcí (např. nukleové chovy) izolátem 

C. muris. Bude pozorována dynamika infekce a poté bude prase usmrceno 

a histopatoligicky vyšetřeno (viz 4.5.). 
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