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1 UVOD

Kryptosporidie jsou celostové rozsteni jednobué&cni intracelularni paraziti
infikujici epitelialni buiky gastrointestinalniho traktu ryb, ptazptéalki a savé, véetreg
¢lovéka. Nekteré druhy roduCryptosporidium infikuji celou fadu hostitel, naproti
tomu jiné druhy jsou specializované n&atitou skupinu hostitél. Kryptosporidie
Ize rozliSit na d¥¢ morfologicky odliSné linie podle lokalizace vyvegho cyklu
v hostiteli — kryptosporidie infikujici Zaludek aylptosporidie infikujici sliznici seva,
tenkého itlustého. Vyjimkou jsou pfa kryptosporidie, které byly lokalizovany
v gastrointestinalnim traktu, ale i v dychacim dista burze Fabricii. Na zaklad
vSeobecné dostupnosti molekularnich metod byla gaasda tzv. environmentalnich
genotyp, pro které neni zndm hostitel. Lokalizace paraxitestiteli je odhadovana

podle vysledl fylogenetickych analyz.



2 LITERARNI PREHLED

2.1 Historie

Prvni zminka o kryptosporidiich pochazi ze studihdsta Edwarda Tyzzera
zroku 1907. Vroce 1907 popsal jejich asexualnseaualni faze (Tyzzer 1907).
Také poznamenal, Ze vytrusy (oocysty) jsou dguany do vykal. ldentifikoval
parazita nejistého taxonomickéhoiazeni a pojmenoval h@ryptosporidium muris.
Roku 1910 popsal parazita podréfra navrhl jménoCryptosporidium pro novy rod
aC. muris jako typovy druh (Tyzzer 1910).

V roce 1912 Tyzzer popsal dalSi dr@ryptosporidium parvum. Demonstroval,
Ze C. parvum se vyviji jen vtenkém &w experimentalé infikovanych mysi a ze
oocystyC. parvum jsou mensi ne€. muris (Tyzzer 1912).

Po dobu 48 let od prvni Tyzzerovy publikace neliylyptosporidie povaZzovany
za ekonomicky, Iékaky nebo veterinatnvyznamné, proto nebyl vyzkum intenzévn
provadn a nebyly ziskavany Zzadné nové informace o rodatféf 1938). Roku 1955
byl popsan novy druh rodCryptosporidium - C. meleagridis. Tento druh infikuje
strevni epitel dibeZze a je spojovdn se mortalitou hostitele. Nawzdomu z4jem
o tento rod #stal stdle minoritni (Slavin 1955). Nacatku roku 1970 byl zjem
o kryptosporidiové infekcevysSen v souvislosti s fjimem skotu (Meutin et al. 1974,
Panciera et al. 1971).

Vroce 1976 byly zaznamenany prvnifigady lidské kryptosporididézy
(Meisel et al. 1976; Nime et al. 1976)¢kbli bylo do roku 1980 hlaseno relatévmalo
piipadi, byla kryptosporididza spojovana s vlieklynijpmem u pacierit se syndromem
ziskané imunodeficience (AIDS). To podnitilo intemd vyzkumy na |ékéske
a veterinarni Urovni zabyvajici se epidemiologiiagthostikou, lébou a prevenci
kryptosporididzy (Current et al. 1983).

Roku 1993 zajem dramaticky vzrostl #stedku masivni epidemie @gobené
kontaminaci vodniho zdroje v Milwaukee (Wisconduf5A), ktera postihla vice nez
400 000 osob (MacKenzie et al. 1994). Sirokéejrest, zdravotni agentury, ekologické
skupiny, dodavatelé pitné vody a dalSi vyjdznepokojeni a podnitili studium
zakladni biologie kryptosporidis dirazem na vyvijeni metod pro detekci oocyst,

prevenci a |ébu onemocéni.



2.2 Taxonomie

VSichni zastupci rodu Cryptosporidium jsou jednobu&ni intracelularni
eukaryotéti paraziti patici mezi apikomplexa ac¢hteti jsou dilezitymi pavodci chorob
¢loveka a zviat. V sodasné dob je popsano 23 platnych driukryptosporidii (Tab. ).
Existuje vice nez 80 izokaCryptosporidium uvedenych jako genotypy (Levine 1970).

VétSina zastupc kmene apikomplexa ma slozity Zivotni cyklus skjédase
ze sexualnich a asexualnich fazi. Mezi rody, kéergyviji v travicim traktu obratlovic
a projdou vSemi fazemi jejich zivotniho cyklu u¥nigdnoho hostitele, siadi krong
rodu Cryptosporidium takéEimeria, |sospora a Cyclospora.

| navzdory mnoha morfologickym shodam a podobndstiotniho cyklu
kryptosporidii a kokcidii byl na zaklad molekularnich studii prokazan uzsi

fyziologicky vztah mezi druh€ryptosporidium a Gregarina (Carreno et al. 1999).

2.3 Specifi €nost hostitele

Pokud chceme it rozsah vnimavych hostitel pro druh nebo genotyp
kryptosporidie, oocysty ziskané z jednoho druhuiatvpouzijeme k infekci druhu
jiného. Je-li Zivotni cyklus dok@en u dalSich hostitelskych diuha vylwované
oocysty jsou identick&im, které iniciovaly infekci, je rozsah hostitebzSfen. Obec#
plati, Ze izolaty z jedné&itly obratlové nebyly infekéni pro zvfata z jiné tidy (Ditrich
et al. 1991; Gatei et al. 2003; Guyot et al. 20@édraza-Diaz et al. 2000; Xiao et al.
2001).



Tab. I: Plat& pojmenované druhy rodDryptosporidium.
Druh Hostitel Lokalizace Autor
C. andersoni Bos taurus Zlaznaty Lindsay et al., 2000
Zaludek
C. baileyi Gallus gallus bursa Current et al., 1986
Fabricia
C. bovis Bos taurus tenké stevo  Fayer et al., 2005
C. canis Canis familiaris tenké stevo  Fayer et al., 2001
C. cuniculus Oryctolagus cuniculus tenké stevo  Robinson et al., 2010
C. fayeri Macropus rufus strevo Ryan et al., 2008
C.felis Felis catis tenké stevo  Iseki, 1979
C.fragile Duttaphrynus zaludek Jirk et al., 2008
melanostrictus
C. galli Gallus gallus Zlaznaty Pavlasek, 1999
Zaludek
C. hominis Homo sapiens tenké stevo  Morgan-Ryan et al.,
2002
C. macropodum  Macropus giganteum strevo Power et Ryan, 2008
C. meleagridis Meleagris gallopavo tenké stevo  Slavin,1955
C. molnari Sparus aurata, Zaludek, Alvarez-Pellitero
Dicentrarchus labrax tenké stevo et Sitja-Bobadilla, 2002
C. muris Mus musculus Zaludek Tyzzer, 1910
C. parvum Mus musculus tenké stevo  Tyzzer, 1912
C. ryanea Bos taurus strevo Fayer et al., 2008
C. scophthalmi Scophthalmi maximus strevo Alvarez-Pellitero et al.,
2004
C. serpentis Elaphe guttata, Zaludek Levine, 1980
E. subocularis
Sanzinia
madagascarensus
C. suis Sus scrofa tlusté stevo  Ryan et al., 2004
C. ubiquitum Bos taurus strevo Fayer et al., 2010
C. varanii Varanus prasinus Zaludek, Pavlasek et al., 1995
tenké stevo
C. wrairi Cavia porcellus tenké stevo  Vetterling et al., 1971
C. xiaoi Ovisaries strevo Fayer et Santin, 2009




2.4 Zivotni cyklus (Obr. 1)

Vyvojovy cyklus kryptosporidii je monoxeni (Thongus et al. 2005). Zivotni
cyklus kryptosporidii se sklada #tp fazi: 1. excystace, 2. invaze, 3. merogonie,
4. gamogonie, 5. sporogonie. Nejlépe je pops&h parvum. U ostatnich druln rodu
Cryptosporidium se gredpoklada velmi podobny {dsch.

trofozoit

sporozoit

oocysta

=y
/ poZita novym \ Q=i®
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zrala oocysta nezrald oocysta makrogamont

Obr. 1: Schematické znazém Zivotniho cykluCryptosporidium parvum.

Sporulovana oocysta je vylovana zgdla infikovaného hostitele. Kazda oocysta
obsahuje ¢tyii infekéni sporozoity, které jsou obklopenyivistevnou sinou,

jez umoiuje preziti sporozoii za nepiznivych podminek.

Endogenni faze 2&né po poziti oocysty vhodnym hostitelem. Jakrmelegcysta
uvnité téla vhodného hostitele, dochazi k excystaciéaastoocysty se otég podél Svu
(sutura) na jednom pélu a dojde k uvainpohyblivych sporozait (Fayer et al. 1990).
K excystaci dochazi diky tgobeni Zldi proteolytickych enzym ve stew

nebo kyselého pragdi v Zaludku na oocystu.



Sporozoiti uvoldni z oocysty jsou pohyblivi afighycuji se k hostitelské kae
apikélnim koncem a akti¢nji napadaji (Wetzel et al. 2005), vyuZivajfitpmnost
sekre&nich organel k invazi do hostitelskénby (O’Hara et al. 2005). Sporozoit se
nejdiive pichyti k hostitelské btce a mikronemy a denzni granuligjolou do oblasti
apikalniho komplexu (Huang et al. 2004; Valigurataal. 2007). Satésti apikalniho
komplexu kryptosporidii je glykoprotein CSL, kteppmah& k fichyceni sporozoita
k epitelidlnim buikam hostitele (Langer et Riggs 1999; Riggs et @07). Ri kontaktu
sporozoita s hostitelskou #kou dochazi k evaginaci plazmatické membrany
hostitelské biiky, ta se prodluZzuje a olBt4 gichyceny sporozoit, jejim spojenim
vznik& parazitoforni vakuola (Elliott et al. 200¥aligurova et al. 2007; Yoshikawa
et Iseki 1991). Sporozoit ma zJadku tvar Stihly a srpkovity, ale pdighyceni se ni
na ovalny nebo kulaty (Huang et al. 2004). Tatasbs vakuolou spolu s hostitelskou
bunéénou membranou formuje rozhrani mezi hostitelem razitem (Umemiya et al.
2005). Sporozoiti v parazitoforni vakuole jsou aulularni, ale nejsou fimo
v kontaktu s cytoplazmou hostitelskych bBln maji tedy epicelularni lokalizaci
(Valigurova et al. 2008). Vakuola jako strukturaag@kalnim konci sporozoitu se zda
byt pipojena pimo k cytoplasm hostitelské biky pomoci tzv. feeder organely.
Jak tento proces internalizace postupuje, ze spiieozse stava trofozoit
(Lumb et al. 1988).

Nepohlavni rozmnoZovani tzv. merogonie je vysledkeozdlovani jader
trofozoiti. Obecr plati, Ze kryptosporidie maji dva typy merogonietypu | vznika
6 — 8 jader, kazdé se stane &&aii merozoita. Kazdy zraly merozoit typu | opusti
meront Kk infikovani dalSich bgk hostitele a vyvine se do dalSiho typu I,
nebo do meronta typu Il. Meront typu Il produkujg/ii merozoity (Aydin 1997).
Vyjimkou je C. baileyi, tento druh mafit typy meront.. Ve ftetim typu se tvid
8 merozoit (Current et al. 1986).

Pouze merozoiti typu Il zahaji pohlavni rozmnozdva(gametogonie)
infikovanim novych hostitelskych bgk tim, Ze se diferencuji na mikrogamont (gam
stadia), nebo makrogamont (sanhstadia). Jadro mikrogamontu se mnohonasaksh
a vznika 16 pohyblivych mikrogamet. Makrogamontistane jednojaderny.
Neni znamo, jak mikrogamety lokalizuji makrogamoale musi se #pojit a projit

bunéénou membranou hostitele. Po vstupu mikrogamet doptgsmy makrogamontu



bud’” mikrogamety vstoupi do jadra, neboegaji svij jaderny obsah ies jadernou
membranu makrogamontu. Pouze oplodn makrogamonty se mohou vyvinout

v oocysty (Current 1988).

KdyZz oocysty sporulovanéin situ uzraji, obsahuji 4 sporozoity.
Oocysty z gastrointestinélniho traktu jsou ¥uany s vykaly, ty v dychacich cestach
vystupuji z ¢la s respiranim nebo nasalnim sekretem (Current 1985, 1988jrubiu
C. parvum vznikaji dva druhy oocyst: 1. silngsné oocysty (80 %) jsou vyiavany
trusem zdla hostitele; 2. tenko&tné oocysty (20 %), které v organismu hostitele
pronikaji do neinfikovanych mikrokik a tim se podileji na autoinfekci (Current 1988).

2.5 Cryptosporidium muris

Cryptosporidium muris byla prvni popsanou kryptosporidiiitvec (Tyzzer 1907).
Cryptosporidium muris je lokalizovana v Zaludaich Zzlazach hostitél Hlavnimi
hostiteli jsou hlodavci (Rodentia) (Iseki et al. 889. VSechen vyvoj
je epicelularni je zde prawpdodobna autoinfekce sporozoity v Zaludku. Na zaklad
studii a dalSich experiménbylo zjiS€no SirSi spektrum hostitelzahrnujici gkterée
druhy z kmed Primates, Lagomorpha, Carnivora, Pinnipedia, Hyidea,
Artiocadtyla. Pimérnéa velikost oocystf. murisje 7 x 5 um (Tyzzer 1910).

V ramci tohoto druhu je rozliSovanoekolik izolati, které se od sebe lisi
molekularni charakteristikou genu pro malou riboabrhpodjednotku.

Cryptosporidium muris mize mit velky vyznam ve vztahu klidem Zijicim
ve Spatnych hygienickych podminkach. Prviipad infekceC. muris byl zaznamenan
u dvou indonéskychétii v roce 2000 (Katsumata et al. 2000)COmuris existuje malo

praci, které se zabyvaji vyskytem a prevalencitmdouhu v pirozenych hostitelich.

2.6 Prepatentni perioda

Prepatentni perioda je nejkratSi doba od pozitekimi oocysty, jez ma

dokorteny Zivotni cyklus do prvni névvyvinuté oocysty, ktera byla vyléana.

Tato doba se #mi s hostitelem a druhem kryptosporidie a takésiaw infekni davce.



Prepatentni perioda je u jednotlivych diuhkryptosporidii velmi rozlina.
Experimentéls byla prokdzana prepatentni perioda v rozmezi 2aiproC. parvum

u telat (Tzipori 1983) a prolovéka 4 — 22 dni (DuPont et al. 1995), 6 — 21 dni pro
C. murisu mySi (Matsui et al. 1999).

2.7 Zdroj a p fenos infekce

Oocysty maji vysokou Zivotaschopnost. Jsou schdfiésvé trilaminarni gné
byt odolné w¢i nepiznivym podminkam wjSiho prostedi. Odolavaji i BZnym
dezinfeknim Upravam vody (Dolejs 2004, Domenéch-Sanchak 2008).

K ptenosu infekce z hostitele na hostitele dochazilfekaralni cestou aipnos
oocyst je omezen hostitelskou specifitoder®s infekce rive byt bd’ primy, kdy
dojde ke kontaktu s infikovanym jedincem, nebo ipaim potravin ¢i vody
kontaminovanymi vykaly (Fayer et al. 2000), ale étakpohlavnim stykem
(Newman et al. 1994).

2.8 Kryptosporidioza

Klinické projevy kryptosporididzy zavisi na imuniin stavu hostitele, druhu
a lokalizaci parazita. Hlavnim symptomem infekce ypkosporidiemi
u imunokompetentnich paciéntu kterych byl parazit lokalizovan v tenkéntest,
je silny ptijem (Sterling et al. 1986). Dale se metizpaky doprovazejici pyem fadi
malatnost, zvraceni, Unava, hika, zvySené poceni, nechutenstvi a bolgsthh
(Fayer 2003; Thompson et al. 2005)i Rakaze Zaludsimi kryptosporidiemi probiha
onemocgni bez typickych symptoin (asymptomaticky), ale byly zaznamenany
I symptomy souvisejici s kachexii (Anderson 198@sptschil et al. 1987). Chronicky
se infekce projevuje u imunodeficientnich jedindkde se infekce f¥e rozsiit
do dalSich orgén (slinivka, respirani trakt atd.) (Current et Garcia 1991). Nasledkem
dehydratace a malnutrice ude dojit u HIV pozitivnich pacieat ke smrti
(Blanshard et al. 1992; Navin et Hardy 1987).



3 MONOKLONALNI PROTILATKY

3.1 Charakteristika monoklonalnich protilatek

Protilatkovd afinita — suma jednotlivych nekovatdnh interakci mezi
paratopem protilatky a epitopem antigenu. Protyask nizkou afinitou slab vazi
antigen a naopak protilatky s vysokou afinitou \atigen silgji.

Homogenita — protilatky jsou nejlépe charakterizévairodni makromolekuly
s definovanou biologickou aktivitou.

Specifétnost — protilatky jsou bilkovinné produkty B lymfgé imunitniho
systému vznikajici v reakci na cizi bilkoviny, tzantigeny. Protilatky slouzi jako
markery. Po vazbna antigen riize byt tento antigen rozpoznan acem fagocytdzou.
Kratka sekvence aminokyselin na antigenu, kteromngmoklonalni protilatka schopna
rozpoznat, se nazyva epitop (Rt al. 1986).

3.2 Produkce monoklonalnich protilatek

Fuzi plasmatickych bwk s myelinovymi biikami byly ziskany hybridni hiky,
které dostaly nesmrtelnost od myelinovych dum schopnost produkovat protilatky
od plasmatickych buk.

Produkce MADbs se sklada zé zakladnich krok: 1. konstrukce B hybridoin
2. testovani ziskanych kléma produkci protilatky poZzadované specifity, 3mpmzZeni
vybranych hybridom. FUzované biky se nasazuji do 96-ti jamkovych mikrotitnéch
panel se selektivnim HAT (hypoxantin, aminopterin, thgm) médiem. Po 5 — 10
dnech jsou viditelné kolonie hybridomovych BUnK testovani hybridofnna produkci
pozadovanych protilatek se uziva technik: ELISAARI IFAT (Kdhler et Milstein
1975).



3.3 Zk¥izen& reaktivita

Zkiizena reaktivita nastava, pokud protilatka vyvolgthim antigenem reaguje
s antigenem jinym. K této reakcitxe dojit, pokud odliSné antigeny nesou sfoje
epitop nebo pokud se protilatka specificka pro fedpitop vaze na epitop jiny,
ale chemicky podobny. Pokud protilatka reagujengnji antigenem, vaze se ndn
s nizsi afinitou (Fragk et al. 1986).

3.4 PouZiti monoklonalnich protilatek

Monoklonalni protilatky Ize pouzit jako proby prproteiny a hormony,
jako specifickd agens se pouzivaji pro testovardtokompatibility, identifikaci
alikvidaci nadorovych buk, imunoterapii, purifikaci protein identifikaci
povrchovych antigaihna lymfocytech a nadorovych itkach. Stovky monoklonalnich
protilatek usnatuji diagnostiku infeknich chorob, detekci mnoZstvi drog
a terapeutickych lék detekci diabetu, jgkaz €hotenstvi, mapovani HLA antigén
a diagnostiku parazitickych onemean (Nakanuta 1983).
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4 IMUNOLOGICKE METODY

4.1 Detekce antigenu pomoci fluorescen éné znaéené protilatky

Vazba antigen - protilatka je vizualizovdna a@mm protilatky
fluorochromem. Nejasgji vyuzivanymi flourochromy jsou: flourescein a demin.
Oba mohou byt konjugovany s Fc oblasti protilatkawe@lekuly aniz by doSlo
k poskozeni antigen — vazebné kapacity.tvhg metod je fluorochromem zn#na
protilatka proti sledovanému antigenu. V fiegg metod se Kk vizualizaci této
protilatky se pouZzivad zgané antiizotypové protilatky nebo zmesmého proteinu A,
nebo je jedna z protilatek konjugovana s biotinenk gjimu pfikazu se pouzije
streptavidin konjugovany s flourofchromem. Niepa metoda je citligjSi nez pima
(Dréber et al. 1987).

N¢které kity obsahuji Evansovu migdtera snizuje nespecifickou fluorescenci
a vytvai cervené pozadi fluorescence. Nespecificka fluorese@nzluta. Vzdy by #a
byt provedena pozitivni kontrola, aby bylo zaji&i, Ze velikost, tvar a barva danych
oocyst jsou v souladu s ustanovenimi pozitivni kagt Modry filtr (excitace 490 nm;
emise 510 nm) se pouziva k zobrazeni FO-MAbs a ultrafialova excitace (excitace
355 nm; emise 450 nm)ike byt pouZzita k weni gitomnosti 4°,6-diamidino-2-fenyl
indolu (DAPI), ktery barvi jadra sporozoifNichols et al. 2006).

Jsou doportovana ti kritéria pro identifikaci oocyst kryptosporidiiomoci
imunofluorescence: 1. charakteristicka zelena @soence vymezujici&tu oocysty
2. kulovité nebo miknvejcité objekty

3. velikost 4 — 6 um v pmeru

4.2 Detekce antigenu pomoci enzymem zna €ené protilatky

Zpocatku se EIA  (Enzym Immunoassay) a ELISA (Enzymekkih
Immunosorbent Assay) systémy liSily v provedeniueale ol techniky jsou zalozeny
na principech odflovani vazané a nevazané reagencie ke zvySeni vsfano

specifénosti, citlivosti a pesnosti a detekce analytu protilatky. K dispozisoy
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komekni Kkity zaloZzené na enzymem zeaé protilatce k weni antigenu
kryptosporidii. Antigeny kryptosporidii lze hledate vzorcich stolice s nebo bez

piitomnosti oocyst (Smith 2008).

4.2.1 Enzym Immunoassay

EIA je uzitend, protoze: 1. latky, jako jsou protilatky nebdigeny, mohou byt
pasivré absorbovany do povrchu pevnych latek; 2. jedezaktant je piipojen k pevné
fazi, tak je oddleni vazané a nevazané reagencie snadno proveditelA mize
nabidnout ¥tSi speciftnost, citlivost, pesnost progednictvim MAbs a prakinost,
také napiklad stabilitu, rychlost provedeni a automatizaaiiencialu.

Ne vSechny koméni protilatky rozpoznaji vSechny antigeagcystC. parvum
aC. hominis, a &koli jak rozpustné tak nerozpustné antigeny jsochygeeny EIA,
protilatky pouzité v kitu EIA nemohou reagovat nebaguji slab s antigeny &kterych
druhi Cryptosporidium, které jsou geneticky vzdalené &l parvum a C. hominis.
V tomto pipadt je rozumné pouZit diagnostické metody zaloZené odbSnych
principech (nap konveni barveni, metody zaloZzené na PCR) (Smith 2008).

4.2.2 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

Hlavni divody, pr@& ELISA previada v diagnostice infékich chorob, jsou:
1. pasivni absorpce na 96-ti jamkoveé ftitria panely umoiuje snadnou manipulaci
a vydej reagencie, pouziti malych objemeagencii a moznost rychle manipulovat
s velkym mnoZzstvim vzotk 2. barevnou reakci Izerggist pouhym okem nebo pomoci
specialg konstruovanych vicekanalovych spektrofotorinetimoziujicich elektronické
predavani dat.

Sendvéovy test ELISA je zaloZzen na principu, kdy protkt navazané
v jamkach mikrotitraniho panelu zachycuji a vazi antigen. Druhd pibtlése vaze
na vystavené epitopy na zachyceném antigenu. Antige zachycen mezi dv
protilatky, z toho plyne pojmenovani ,,senghia“. Tato reakce dZe byt zobrazena
dvéma zmsoby: bu’ druh& protilatka rize byt ozn&na enzymenyi je enzymem

ozna&ena feti protilatka, ktera se vaze na protilatku druh®auzitim protilatky
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zna&ené tetim enzymem ii¥e dojit ke zvySeni citlivosti testu. Reakce je ragena
po pidani substratu, ktery je katalyzovdn enzymem klpkai rozpustné barvy, jejiz
intenzita niize byt posouzena vizu&mebo spektrofotometrem. Pozitivni reakce jsou
kvalitativni a jsou vnimany jako zma barvy na uitém mist panelu. Rychlost
interakce antigen-protilatka u senétwého testu ELISA je dena molekularni difazi
antigenu a zachycené protilatky, obvykle reakce & trasi jednu hodinu.
Nekteré kometni ELISA kity jsou lepSi k detekci infekce nez jsoekteré IF kity
(Garcia et Shimizu 1997; Graczyk et al. 1996).

Klinické vzorky mohou byt nefixované nebo fixované0% formalinu, SAF,
PVA nebo v jiném fixénim prostedku.

4.2.3 Copro-Antigen Detection Immunoassays

Copro-antigen detection immunoassays jsou émé&aso¥ narane, snazsSi
mikroskopické metody a nenabizi Zzadné zvySeni vogti nad mikroskopii.
Jednou z neocenitelnych vyhod je, Ze mohou byt ippu¥ ptipadech infekce
za nepitomnosti detekovatelnych oocyst. U¥ad specifita je vysoka (98 — 100 %)
(Smith 2008).

4.2.4 Immunochromatographic Assays

Immunochromatographic Assays (ICA) nabizi diagrégtin laboratéim
vhodnou alternativni metodu pro provedenitigsto zjiS€ni antigenu kryptosporidii
ve vzorcich stolice. HlaSena specifita je vysok8 {9100 %). IC testy mohou byt
rovréZz neocenitelné vifpadech infekce za n&dpmnosti zjistitelnych oocyst (Smith
2008).
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5 CILE PRACE

Zpracovat kriticky literarni reSerSi o tématu

- Pomoci hybridomové techniky fipravit monoklonélni protilatky proti
Cryptosporidium muris

- Vybrané protilatky charakterizovat na Urovni spegid senzitivity

- Otestovat fipravené protilatky proti dalSim drim roduCryptosporidium
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6 MATERIAL A METODIKA

6.1 Experimentalni zvi fata

- krysy malé Mastomys coucha)
- imunokompetentni mysi BALB/c

6.2 Paraziti

Cryptosporidium  muris izolat TS03 jvodne ziskan z hlodouna
vychodoafrického Tachyoryctes splendens) byl dlouhodol v laboratornich

podminkach udrzovan pasazovanifagkrysy maléNlastomys coucha)

Cryptosporidium parvum izolat izolovan ztrusu teleteBgs taurus) byl

pasazovanigs SCID mysi

Cryptosporidium andersoni izolovan z trusu dosteho kusu skotuBos taurus)

Cryptosporidium mouse genotype | byl ziskan #irpzere infikované mysi

(Mus musculus musculus) a dlouhodob pasazovanigs SCID mysSi

6.3 Skladovani a uchovani vzorku

- trus infikovanych experimentain infikovanych zviat byl shromadovan

do plastovych nadob a uchovavan v 2,5% dichromaasethém ve tipii 4 °C
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6.4 Parazitologické vySet Feni

K detekci oocyst kryptosporidii v trusu experimémtainfikovanych zviat

za (telem ziskani dostateého mnozstvi korpuskularnino antigenu bylo pouzito
barveni podle Miléka a Vitovce (1985).

pouzité chemikalie a roztoky:

metanol

roztok metylvioleti (0,6 g metylvioleti, 1 ml amilu, 1 g fenolu, 30 ml
alkoholu, 70 ml deonizované vody)

2% H,SOy

tartrazin (1% roztok tartrazinu v 1% kyselioctové)

podlozni skiéko s tenkym n@rem trusu bylo fixovano metanolem
v plameni

preparat byl barven roztokem metylvioleti po doloundin

po uplynulé dob byl preparat oplachnut vodovodni vodou
a diferencovan 2 — 3 min v 2e5S0Oy

preparat byl oplachnut vodovodni vodou a dobarvamrazinem
po dobu 2 — 3 min

preparat oft oplachnut vodovodni vodou a suSen

preparat byl prohlizen stelnym mikroskopem (Olympus BX 51),
pii zvétSeni 1000x za pouziti imerzniho oleje

pii nizké intenzié byly pcitany vSechny oocysty v preparatu,
pii vysoké intenzit pcaitany oocysty ve 30 nahodnych zornych
polich, tim byla odhadnuta intenzita infekce (Ked al. 2007).
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6.5 Purifikace oocyst

6.5.1 Sachar6zovy gradient

pouzité chemikalie a roztoky:

postup:

Sheateiv roztok (259 ml deonizované vody, 405 g cukru,97¢2
fenolu)
PBS+Tween (0,05% roztok Tween 20 v PBS) (Phospaftéered
saline)
Sheaterovy pracovni roztoky:

- roztok A: 1 dil Sheaterova roztoku + 2 dily PB&én

- roztok B: 1 dil Sheaterova roztoku + 4 dily PB&¢n

trus experimentalnich Zwt s oocystami kryptosporidii byl
homogenizovan wéci misce v deionizované védd grecezen fes
sitko
do sklegnych centrifuganich kyvet o objemu 100 ml byl navrstven
sachardzovy gradient:

1. vrstva: 30 ml Sheater roztok A

2. vrstva: 30 ml Sheater roztok B

3. vrstva: 15 ml vodného roztoku vzorku
nasledovala centrifugace po dobu 20 minlB70ga 4 °C
vodni vywévou byla odséna horni zbarvena vrstva (Ygaobjemu
zkumavky), zbytek supernatantu bykpesen tgisté kyvety a objem
doplreén deonizovanou vodou
nasledovala centrifugace po dobu 20 min370ga 4 °C
!/, objemu byla odséna a objem dagindeonizovanou vodou,
centrifugace 20 minip1370g a 4 °C, tento krok byl opakovan j&st
jednou, celkem byl tedy proveden 3x
nakonec byl odsan tafihvSechen supernatant, pelet s oocystami byl

skladovan ve tmpii 4 °C v deonizované vad
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6.5.2 Cesium chloridovy gradient

pouzité chemikalie a roztoky:
- roztok Cesium chloridu (21,07 g CsCl + 100 mL@H
- PBS (pH 7,2)

- oocysty po peciSténi na sachardézovém gradientu byly centrifugovany
po dobu 20 mini 1500ga 4 °C

- supernatant byl odebran a k peletu s oocystanpiiigyan PBS

- do cistée 2 ml mikrozkumavky byl napipetovan 1 ml CsCl
a prevrstven 0,5 ml roztoku oocyst v PBS

- centrifugace po dobu 3 mikid6 000g a 4 °C

- po centrifugaci byl odebran 1 ml supernatantu yst@eni (vytvdi
prstenec na rozhrani PBS a CsCl)

- suspenze oocyst bylaieaEna nadbytkem PBS

- centrifugace po dobu 3 mikid6 000g a 4 °C

- supernatant byl @ip odsan a vzorek centrifugovan 3 miti p6 000g
a4°C

- precistené oocysty byly skladovany ve &pii 4 °C v deionizované
vodk

6.5.3 Odstran éni bakterii antibiotiky

pouzité chemikalie a roztoky:
- snes antibiotik a antimykotik (SIGMA)
- PBS (pH 7,2)

- oocysty pecisttné na CsCl byly centrifugovany po dobu 10 min
pti 16 000g a 4 °C

- supernatant byl odsan a k peletu byiml@n roztok PBS sijfdavkem
10 % antibiotik a antimykotik

- suspenze byla promichana a skladovana ¥eptn# °C

18



6.5.4 FACS sorter

- po shromazéhi dostaténého mnozstvi oocyst kryptosporidii
C.muris, byla pomoci FACS sorteru (Becton Dickinson)
(Mikrobiologicky Ustav AWCR, Praha 4 — K nastaveného tak,
aby odseparoval pouze oocysty na zaklacklikosti a hustoty
objektu, ziskana suspenze obsahujite oocysty kryptosporidii .

- mnozstvi patbnych oocyst bylo stanoveno tak, aby byly ziskany

styti davky 16 oocyst/my$

6.6 PFiprava monoklonalnich protilatek

6.6.1 Imunizace

- mySi kmene BALB/c byly intraperitonealnimunizovany davkou
10° oocyst Cryptosporidium muris ve 200 pl PBS celkentikrat
ve 14-ti dennich intervalech

- ¢tvrta davka byla aplikovana dny pred provedenim bwiné fuze

- mnozstvi oocyst bylo stanoveno mikroskopicky cipgnim
v Burkerow komarce

- po posledni imunizai davce byla imunizovanym mysSim odebrana
krev z retroorbitéalniho sinu a metodou IFAT ¢tena pitomnost

specifickych protilatek proti antigennim determitéanC. muris

6.6.2 Bun é¢néa fuze

- myS byla humanh usmrcena zlomenim vazu a jeji slezina byla
sterilné vyjmuta do média RPMI-1640 bez séra

- protlatenim sleziny fes sitko byly ziskdny splenocyty, které byly
nasledg dvakrat promyty médiem RPMI-1640 bez séra
a centrifugovany i 120g po dobu 5 min
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myelinové buky Sp 2/0-Ag-14 byly promyty médiem RPMI-1640
bez séra a smichany se splenocyty

vznikla suspenze byla centrifugovana p20 g 5 min a ve vodni
lazni o teplot 37 °C byla provedena fuze

po dobu jedné minuty byl ke ssi burgk piikapavan za stalého
michani 1 ml vytemperovaného roztoku PEG (polyeiylgkol
(Boenhringer Mannheim))

poté byla sms promichavana po dobu jedné minuty, dale bylo
ke sngsi po dobu 10 minut za stdlého michatikgpavano 10 ml
vytemperovaného média RPMI-1640 bez séra

nasledg byla snés centrifugovanaip120g 5 min a rosuspendovana
ve 200 ml RPMI-1640 s 10 % BOFES + ATB + 6L + MEIAT

buiky byly rozkapany po 200 ul do deseti 96-ti jamkcvypanei
inkubace probihala v 3,5% atma&féCG pii 37 °C, po gti dnech se
zataly objevovat prvni kolonie

Z jamek s dostate¢ narostlymi koloniemi byly odebrany vzorky
média na testovani produkce specifickych protilateletodou
ne@imé imunofluorescence

pozitivni hybridomové kultury byly pomnozZeny ve Zdmkovych
panelech v kultivénim médium RPMI-1640 s 10 % BOFES + ATB
+ 6L + ME

hybridomové biikky byly rozdtleny do zamraZovacich lakek
(NUNC) s 900 pl média médium RPMI-1640 s 10 % BORESTB

+ 6L + ME a 100 pul DMSO (dimetylsulfoxid) (SIGMA)

takto pipravené biky byly zmrazeny v parach tekutého dusiku

a ulozeny do Dewarovy nadoby s tekutym dusikemg(~1®)
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6.6.3 Klonovani

Hybridomové biky produkujici specifické protilatky byly klonovany

metodou limitnihadedni.

- suspenze buk byla redkna médiem RPMI-1640 s 5 % BOFES +
ATB + 6L + ME + HAT tak, aby na jednu jamku kult&iho panelu
piipadlo maximald 5 burék

- narostlé kolonie byly testovany na produkci monaoklaich
protilatek metodou népmé imunofluorescence

- pro stabilizaci kultur hybridomovych bék produkujicich
monoklonalni protilatky bylo provedeno opakovanggimvani, ktere

je dopordovano provéstékolikrat v pribéhu dlouhodobé kultivace

6.6.4 Produkce monoklonalnich protilatek

Monoklonalni protilatky (MAbs) byly ziskaniyn vitro ve forme kultivacniho
meédia z hybridomovych kultur a ve foémascitickych tekutin $ in vivo

kultivaci hybridomovych bugk.

- mySi BALB/c byly intraperitoneakhinokulovany 0,5 ml 2, 6, 10, 16
— tetra-methyl-pentadecane (SIGMA)

- po tydnu byly mysi intraperitoneain inokulovany suspenzi
hybridomovych buik o koncentraci 1bursk/ml

- po 10 dnech se jim vytvila asciticka tekutina, kter4 byla
pousmrceni mySi odebrdna a rozpipetovana po 50 ul
do mikrozkumavek typu eppendorf a poté zamrazefa-30 °C
v mrazicim boxu

- protilatkova specifita v supernatantech hybridonabvykultur byla

priabézre testovana metodou némé imunofluorescence
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6.6.5 NepfFima imunofluorescence

Metoda IFAT byla provatha podle Chalupského a kol. (1973) s mirnou
modifikaci, ke které se do&8p po praktickych zkuSenostech v laborato

veterinarni a medicinské protistologie PaU &R v Ceskych Budjovicich.

- precistené oocysty kryptosporidii byly nakoutovany na 1l{athkova
sklicka odmasiéa 96 % alkoholem v gtu 10 na jamku, coZ i» 10
ul na jamku odpovida vychozi koncentracf #6cyst/ml

- sklicka se nechala schnout 24 had4°C v chladnice

- média zhybridomovych kultur byla nakapana na ckhli
s navazanym antigenem (10 pl na jamkuf¢gmz de jamky byly
uréeny pro pozitivni a negativni kontrolu

- jako pozitivni kontrola byl pouZzit Krypto Cel Reage(Cellabs Pty
Ltd) fedény v pongru 1 : 9 deonizovanou vodou

- jako negativni kontrola bylo pouzito sérumCrgyptosporidium
negativnich mysi

- sklicka byla inkubovana ve vihké kamte 45 min v termostatu
pii teplog 37 °C

- nasled® byla promyta v PBS+TWEEN po dobu 2 x 2 min

- po oschnuti v bezprasném piesti bylo do v3ech jamek nakapano
10 pl prase&iho konjugétu proti mySim imunoglobutim IgG
znaeneho flouresceinem — SWAM/FITieédneho v pordru 1 : 20
0,5% roztokem Evansovy miml v PBS (Evansova mbdzhasi
piirozenou nespecifickou fluorescenci a je proto vethilezitou
souasti ndedného konjugatu)

- takto gipravena skiika byla inkubovana ve vihké kdmte 30 min
v termostatu 37 °C

- nasledovalo promyti v PBS+TWEEN po dobu 2 x 2 min

- po oschnuti vtemném a bezpraSném pedst byly jamky
prevrstveny pufrovanym glycerolem &fryty krycim skiékem

- poté byla skitka prohlizena fluorescénim mikroskopem (Olympus

IX 70) pii zvétSeni 40x a vinové délce 520 nm
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Vysledek pozorovani ve fluoreseésmm mikroskopu byl hodnocen negatévn
(=), pokud nebyla pozorovana zadna fluorescence goayebo pozitive,
kdy byla pozorovana Zlutozelend fluorescence oo¢§kéla pozitivity podle

svitivosti od + do ++++).
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7 VYSLEDKY

7.1 PFiprava monoklonalnich protilatek

Po fazi myelinovych butk se splenocyty mySi BALB/c imunizovariyimi
davkami oocystC. muris bylo ziskano 549 hybridoim z nichz 209 produkovalo
protilatky reagujicich s antigeny kryptosporidii. edddou IFAT bylo vybrano
10 hybridonii, které vykazovaly nejvySSi protilatkovou aktivifiyto hybridomy byly
klonovany metodou limitnihoredni a bylo ziskano 46 subkldnprodukujicich
monoklonalni protilatky. Metodou IFAT byla &pstanovena spectiost. Koneény
pocet dlouhodob stabilnich subklofn produkujicich protilatky byl stanoven jako 7.
Tyto subklony byly ozngeny: 1/A5, 2/E3, 3/C5, 4/G4, 5/A3, 7/C2, 9/C3. Kuk®
téchto subkloi byly pouzity k giipraw ascitickych tekutin.

7.2 Charakterizace monoklonalnich protilatek

Afinita monoklondlnich protilatek byla vyhodnocemamoci IFAT. Poet kizka
udava intenzitu pozitivni reakce (od ++++ do +)tim@o negativni reakce je ztema
znameénken.

Titraci monoklonalnich protilatek pomoci metody ATF (Tab. 1) byla
pozorovana pozitivni reakce do titru 6400 pro 1/2&3, 3/C5, 5/A3, 9/C3 a do titru
3200 u monoklonalni protilatky 4/G4, 7/C2 (Obr. 2A)

Tab. Il: Vysledky testovani protilatek pr@ii muris.

MADb/fedéni 1:10 1:100 1:200 1:400 1:800 1:1600 1:3200 1:6400 1:12800

1/A5 ++++  +H++ A+ ++ + -
2/E3 +++  +H++ A+ ++ + -
3/C5 ++ o e e S o o o s ++ + -
4/G4 +++ A+ 4+ + + - -
5/A3 ++ o o e S s s + + -
7/C2 ++++  +H++ A+ ++ + - -
9/C3 o T o O S o S R s o S ++ + -
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7.3 Zk¥izend reaktivita

Déle bylo &chto 7 protilatek testovano naizkenou reaktivitu s antigeny jinych
zastupé rodu Cryptosporidium (C. parvum, C. andersoni a Cryptosporidium mouse
genotype |). Titrace byla provedena metodou IFABedhny testované protilatky
vykazovaly pozitivni zkZenou reakci <. parvum, C. andersoni a Cryptosporidium
mouse genotype |I.

Nejvyssi titr proti antigeim C. parvum (Tab. Ill) vykazovala protilatka 2/E3,
3/C5 ato k titru 800 (Obr. 2B). Nejvyssi titr prahtigerim C. andersoni (Tab. 1V) byl
800 a vykazovaly ho protilatky 1/A5, 2/E3, 3/C5/A% (Obr. 2C). UCryptosporidium

mouse genotype | (Tab. V) byla hodnota nejvysSitna 800 u protilatky 2/E3, 3/C5
a 5/A3 (Obr. 2D).

Tab. lll: Vysledky testovani ant@-. muris protilatek protiC. parvum.

MADb/Fedéni  1:10 1:100 1:200 1:400 1:800 1:1600 1:3200

1/A5 +++ ++ ++ + - - -
2/E3 +++ +++ ++ + + - -
3/C5 - +++ +++ ++ + - -
4/G4 +++ +++ ++ + - - -
5/A3 - +++ ++ + - - -
7/C2 +++ +++ ++ + - - -
9/C3 +++ +++ ++ + - - -

Tab. IV: Vysledky testovani an@- muris protilatek protiC. andersoni.

MADb/Fedéni  1:10 1:100 1:200 1:400 1:800 1:1600 1:3200

1/A5 +++ +++ ++ ++ + - -
2/E3 ++++ +++ ++ ++ + - -
3/C5 ++++ +++ +++ ++ + - -
4/G4 +++ +++ ++ + - - -
5/A3 ++++ +++ ++ ++ + - -
7/C2 +++ +++ ++ + - - -
9/C3 ++++ +++ ++ + - - -
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Tab. V: Vysledky testovani protilatek a@i-muris proti Cryptosporidium mouse

genotype |I.

MADb/ Fedéni 1:10 1:100 1:200 1:400 1:800 1:1600 1:3200
1/A5 +++ +++ ++ + - - -

2/E3 ++++ +++ +++ ++ +

3/C5 ++++ +++ ++ + + - -

4/G4 ++++ +++ ++ + - - -

5/A3 ++++ +++ ++ + + - -

7/C2 ++++ +++ ++ + - - -

9/C3 +++ +++ ++ + - - -

Obr. 2: Testovani specifity monoklonalni protilaBAC5fedné 1:400 pomoci metody
negimé imunofluorescence. AG. muris, B - C. parvum, C - C. andersoni,

D —C. mouse genotype |. 8flitko 5pum.
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8 DISKUZE

Cryptosporidium muris izolované z Zaludku laboratornich mySi bylo poprvé
popsano Tyzzerem v roce 1907. Tyzzerovi se plodmfikovat mysi tim, Ze je krmil
Zaludeni sliznici a Zaludsnim obsahem infikovanych mySi. Rdtyptosporidium
je infekeni nejen pro krysy, ale i mySi, mwata, kraliky, psy, kiky a dalsi.
OvsSem hlavnim hostiteler®. muris jsou hlodavci. DalSi experimenty prokazaly, ze
C. muris mohou byt infekni i pro ¢loveéka (Iseki et al. 1989). O 11 let pagidbyl
zaznamendn prvniipad infekceC. muris u ¢lovéka (Katsumata et al. 2000).

Jednim ze zakladnich rgapoklad UOspchu @i vyrob¢é monoklonalnich
protilatek je vyksr detekni metody. B vybéru metody je dlezité: 1. budouci vyuziti
protilatky (nag: ve vazebném testu, v cytotoxickém testu), 2. ivosit
(predevSim v dob pripravy hybridoni, jsou koncentrace protilatek nizké),
3. jednoduchost gpkonstrukci je nutné testovat az stovky vzoek vysledky musi byt
mnohdy rychle vyhodnoceny), 4. spolehlivost (poakpozitivni a negativni kontroly).
kovalentd napevny povrch nosi (destéky, sklicka). K detekci produkce
monoklonalnich protilatek je moZzné pouZit i radioimologické testy, které dosahuji
vySSi  citlivosti nez enzymoimunologické testy. Dogmvany jsou testy
enzymoimunologické vzhledem k jejich dostupnostigiier et al. 1987)

Na pitikaz gitomnosti oocyst ve vzorcichtrbe byt pouzita ima nebo nefpma
fluorescence za pomoci MAbs proti antigem na s&né oocyst kryptosporidii G-
MADbs). Tyto metody jsou citlivé a specifické a stouakée k detekci oocyst v réét
stolice (Arrowood et Sterling 1989; Garcia et &8T; McLauchlin et al. 1987; Sterling
et Arrowood 1986; Stibbs et Ongerth 1986). Bylo imgwo mnoho MADbs
rozpoznavajicich epitopy na povrchu oocystiné a nefimé fluorescetni detekce
1989; Stibbs et Ongerth 1986). Korfr@r dostupné FITG=-MADbs se 2n¢ pouZzivaji
pro detekci a kvantifikaci oocyst v environmentéivzorcich (Smith et Grimason
2003; Smith et Rose 1990).

Neexistuje Zzadna koma® dostupna latka specificky z&mené proti epitopm
oocyst lidskych nebo ztdcich patogennich kryptosporidiinEié MAbs se komeéné
vyuZzivaji k rozpoznaniuznych soubar povrchovych epitop (Smith et Roland 2001),

tak miZe byt intenzita fluorescéni emise zavisla na izolované ooeyatFITC-C-MAb
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piitomné v kitu. \étSina, pokud ne vSechny konie¢ dostupné MAbs byly vyti@né
proti epitogim omezeného mnoZstvi isalaC. parvum. Na zéklad vystavovanych
epitopx oocyst v ramci rodCryptosporidium se @ekava odlisSnost, Je prasgbdobné,
Ze u oocyst odliSnych draha genotyfi, stejré jako u rékterych isolal v ramci druhu
nebo genotypu, bude fluorescence éntenzivni. To je ieba mit na pasti
pii vySetovani jak vzork klinickych, tak vzork z Zivotniho prosedi (Fayer 2008).

Ve své praci jsem pro jkaz protilatek pouzila metodu némé fluorescence,
kde bylo Zetelre vidét, Ze sviti pouze povrch oocystyjgravené MADbs byly zagteny
proti antigeim na s&né oocysty C. muris. Vnitiek oocysty byl zbarvergervere
pasobenim Evansovy meée, zcéehoz vyplyvd, Ze se zde protilatky nevéazaly.
Vysledek bylo mozné hodnotit na zalkdabarevné reakce vizuanTato specificka
reakce dava IFAT testu vyhodu opraiznym typim barveni a dalSim imunologickym
testim nag: ELISA. Na z&klad antigenni specifity mohou byt protilatky dvojingt:

1. reagujici s povrchovymi antigeny; 2.reagujicianigeny uvnit oocysty.
OvSemcastji vznikaji protilatky, které se vazi na povrchoaatigeny oocyst diky
jejich primé expozici imunitnimu systému. Metodou IFAT bpl@kazana dlouhodoba
stabilni produkce specifickych monoklonalnich géiék pouze u 7 z 549 hybrid@m

Po fedni MAbs byl metodou IFAT ziskan nejvysSi titr pozty 6400
pro protilatky 1/A5, 2/E3, 3/C5, 9/C3, 5/A3 a 32Q0monoklonalni protilatky 4/G4,
7/C2. Vyse titru udava vlastnosti protilatikyim vyssi titr, tim vySSi bude spec¢ifiost
a afinita protilatky k antigenu. Metoda IFAT je owi¢na chybami pozorovatele,
neni tedy stoprocentni. Speéifost a afinitu protilatek Ize také &it ELISA testem.
Nicmére vyhodnoceni ELISA testem viipadt pouziti korpuskularniho antigenu
ziskaného z trusuide veést k ziskani fale§mpozitivnich vysledl zpaisobeného vazbou
protilatek, & jiz primarnich¢i znatenych sekundarnich na pozadi obsahujici bakterie
a jiny detrit. Z tohoto hlediska byla k vyhodnocav&pecifity protilatek pouzivana
metoda IFAT.

Aby bylo mozné uiit jak moc jsou pipravené protilatky specifické, byly
testovany na zkZzenou reaktivitu, coz je reakce monoklonalnichtif@iek s antigeny
unichz se pedpoklada strukturni ffpuznost. Nkdy miZze byt gicina trivialni:
protilatka neni zagiena proti vlastni polypeptidickéasti antigenu,ale proti jeho
souwasti vzniklé postsynetitickou modifikacitippdni (glykosylace) nebo artificialni

(fixacni prostedek). Existuji fipady, kdy je toto vysdleni vyloweno a vznikaji
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ne zcela kvalifikované zé&w o nizké specifinosti monoklonalnich protilatek a tedy
0 jejich omezené pouzitelnosti (Fekret al. 1986).

K testovani protilatek proti povrchovym antigem C. muris na zKiZzenou
reaktivitu byla opt pouzita metoda IFAT. Vysledkem bylo z{igt zkiizené reakce
sC. parvum, C. andersoni a Cryptosporidium mouse genotype |, nicmé&titr byl nizsi
nez uC. muris, 800 u protilatky 2/E3, 3/C5 proti antigen C. parvum, 1/A5,2/ES3,
3/C5, 5/A3 pro antigemm C. andersoni a u protilatek 3/C5, 5/A3 proti antigem
Cryptosporidium mouse genotype |. Pokud bychom &htziskat protilatky o vysSi
specifénosti, museli by projit dalSimi testovanimiaalou Uprav.

Mnou pripravené monoklonalni protilatky reagujici s poweyimi antigeny
oocyst jsou pouzitelné jak pro Zalddé tak pro sevni kryptosporidie, coZz umadje
universalni pouziti v laboratorni praxi. Navic parhditrovani protilatek Ize usgns

odlisit jednotlivé, i morfologicky neodliSitelné why kryptosporidii.
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9 Zaver

Pripravila jsem 7 stabilnich subklonkteré produkuji specifické monoklonalni
protilatky proti antigeim C. muris. Metodou nefimé imunoflourescence byl stanoven
titr protilatek, ktery byl vysoky (3200 a 6400).

Testované protilatky reagovaly itzkere s antigeny dalSich drih rodu
Cryptosporidium (C. parvum, C. andersoni a Cryptosporidium mouse genotype ),
ale titr byl mensi (800).

Pripravené monoklonalni protilatky reaguji s povrciiow antigeny oocyst
a jsou pouzitelné pro rutinni laboratorni detelkadudenich a stevnich kryptopsporidii

v klinickych vzorcich a mohou poslouzit k druhodénmtifikaci kryptosporidii.
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