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ANNOTATION

This bachelor thesis studies the fundamental ctexatics of biological and genetic
diversity of two different isolates @ryptosporidium mouse genotype | obtained during
the field trapping oMus musculus musculus anddomesticus in the Czech Republic and
Germany. The study deals with the morphometry afgexous stages, the course of
infection and pathological effects in the digestitract of selected rodent host

organisms.
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1. UVOD

Kryptosporidie jsou jednobutini paraziti infikujici epitelialni  biiky
gastrointestindlniho a respirdho traktu nejizréjSich obratlové veetns ¢lovéka
(Neumayerova a Koudela 2008). Vyskytuji se celuasx. Jejich patogenita se liSi v
zavislosti na jednotlivych druzich kryptosporidii @a hostiteli. Nkteré druhy
kryptosporidii infikuji Siroké spektrum hostitel jiné jsou specifické pro konkrétni
skupiny hostitelskych organismjako jsou nap plazi (Levine 1980), hlodavci (Lv a
kol. 2009), pezvykavci (Lindsay a kol. 2000), ptaci (Ryan a iZf103) a dalSi. Zastupci
rodu Cryptosporidium infikuji predevSim Zaludek, igva a respiri trakt. Zarove
existuji jak velmi patogenni druhy kryptosporidiiak druhy bez vyznamnych
negativnich vlivi na hostitelsky organismus. Infekcéntito parazity nazyvame
kryptosporidiéza. Mze se projevovat jako akutni, subakutni nebo chkeni
onemockni. Negastji je prab¢h infekce doprovazen silnymimovym onemocénim
spojenym s Ubytkem hmotnosti a dehydrataci (Xigkola 2004). Imunokompetentni
jedince obvykle provazi migsi infekce na rozdil od imunosuprimovanych jedinc
jako jsou nagiklad pacienti s AIDS, kde @ize infekce probihat velmi prudce &vodit
hostiteli i smrt. Za refereémi druh kryptosporidii se povazujgyptosporidium parvum,
neba’ je geograficky velmi roz&nym druhem, vyznamnym v oboru veterinarniho
medicinského Iékatvi, je infekni pro velké mnoZzstvi hostiteh vyzn&uje se vysokou
infektivitou a produkci oocyst. Je tedy snadno ajsym druhem, vhodnym pro

nejrizngjSi morfologickeé, imunologické, patologické a bieadhické studie.



2. CILE PRACE

e Zpracovat kriticky literarni reSersi o tématu.

» Pomoci experimentélniclignos: popsat pibéh infekce
Cryptosporidium mouse genotype | Mus musculus.

* Popsat velikost exogennich vyvojovych stadii.

» Studovat genetickou variabilitu dvou izal&Eryptosporidium mouse
genotype |I.



3. LITERARNI P REHLED

3.1. Historie

Prvni zminka o kryptosporidiich se objevila ve §thd Ernesta Edwarda Tyzzera.
Poprvé tohoto parazita detekoval v Zakirdeh Zlazach u laboratornich mysi. V roce
1907 popsal jejich vyvojova stadia (Tyzzer 1907)ist, Ze jejich oocysty jsou
vyluéovany spolu s exkrementy hostitele. V roce 1910 pagsal piib¢h infekce a
patogenituCryptosporidium muris v Zaludénich ZlazdchMus musculus. Na zéklad
pozorovani sételnym mikroskopem popsal vyvojovy cykl@& muris. S ohledem na
ziskané vysledky se domnival, Ze stejny organigmususel pozorovat Jackson Clark
v letech 1894-1895. V roce 1912 Tyzzer popsal daisy druh a taCryptosporidium
parvum (Tyzzer 1912). Tohoto parazita lokalizoval v temk&tew hostitele. Zjistil
také, Ze oocystyC. parvum jsou menSi nez oocyst§. muris. V roce 1929 popsal
vyvojova stadia parazita veistni sén¢ kurete. Tento novy druh vyskytujici se ve
sttevnich stnach dtibeze byl vroce 1955 nazva@ryptosporidium meleagridis.
Jednalo se o prvni druh kryptosporidii spojovapyakazateld patogennim jisobenim
na hostitele a jeho smrti (Slavin 1955), nicehgdjem o tyto parazityistal stéle nizky.
Az v roce 1970 nastal flom ve studiu &chto parazii. P¥icinou zajmu bylo spojovani
piitomnosti kryptosporidii v trusu dobytka sipnovym onemocénim (Panciera a kol.
1971, Meutin a kol. 1974). V roce 1976 byl popreévozen vyskyt kryptosporidii u lidi
(Nime a kol. 1976). Kryptosporidie byly potvrzeny dvou imunosuprimovanych
pacienti sdilejicich spoknou domaéacnost. Oba pacienti byli kimppém styku s
dobytkem a trgli silnym prijmem. Pozdji byly zaznamenany dalsi tipady
kryptosporidiézy u lidi (Lasser a kol. 1979, Weigiper a kol. 1979). V roce 1993 &p
zdjlem o studium ¢thto organism vzrostl na zéklagl masivni infekce z vody
v americkém Milwaukee. Odhaduje se, Ze kryptospazml onemocto az 403 000
lidi (MacKenzie a kol. 1994). Nasletinse véejna zdravotnickd agenda, vedeni
zemedélskych zdizeni a dalSi instituce ¢aly podilet na studiich o obecné biologii
zé&stupé roduCryptosporidium se zamirenim na detekci vyvojovych stadii v priesti a

u nejiiznéjSich hostitel, prevenci a [&u nemaoci, které Zigobuiji.



3.2. Taxonomie

VSechny druhy rodiCryptosporidium jsou intracelularni parazitRadime je mezi
eukaryota, coZ znamena, Zé&tSina jejich DNA je centralizovana v jé&l a obalena
dvojitou jadernou membranou. Kryptosporidierpatezi jednobu&iné organismy. Rod
Cryptosporidium zahrnuje 24 platnych driha vice nez 80 genotypkteréiadime do
kmene Apicomplexa. Jsou to parazitické organisnmychz rékteré jsou vyznamnymi
puvodci chorob ¢lovéka a zviat (Levine 1970). U druh nalezicich do kmene
Apicomlexa nalézame tzv. apikalni komplex, coz getsor organel narpdnim konci
zoita. Tento systém umdzje invazi do hostitelské By a u kryptosporidii se podili
na vystavh stny parazitoforni vakuoly, jejiz vznik je s&asti vyvojového cyklu
(Hausmann a kol. 2003).&8&ina druli nalezicich do kmene Apicomplexa ma slozeny
Zivotni cyklus. Probiha u nich tedy sexualni i agg®i rozmnozovani. &teré druhy se
vyviji v gastrointestindlnim traktu obratlavc Nagiklad druhy z rod Eimeria,
Isospora, Cyclospora a Cryptosporidium. | presc¢etné morfologické shody a podobnosti
v zZivotnim cyklu kryptosporidii a kokcidii bylo mekularni studii genu kddujiciho
RNA malé ribozomalni podjednotky prokazadno, Ze faogporidie maji
z fylogenetického hlediska blize ke gregarinam €&y a kol. 1999).

3.3. Zdroj a pirenos infekce

K ptenosu kryptosporidii z hostitele na hostitele dach@kalre—oralni cestou.
RozliSujeme dva zakladni @goby genosu infekce. #my kontakt s infikovanym
jedincem, tedydovek—zviie), @Glovék—¢lovek), (zvire—zvie), nebo infekce Zsobena
pozitim kontaminované vody nebo potravy (Caccié®0Bait a kol. 2008). Oocysty
jsou velmi odolné negativnim podminkameéj@iho prostedi diky své trilaminarni
ochranné vrst skny oocysty, kterd umakije peziti i ve vod. Proto je takeé
negasgjSim zdrojem infekce voda (Domenéch—-Sanchez a2af8). Ke kontaminaci

vody nebo potravy dochazi vykaly nebo stolici ologiaimi oocysty.

3.4. Klinické projevy infekce

Klinické projevy kryptosporididzy jsou zavislé ntagu hostitele, druhu parazita a
lokalizaci infekce vdle hostitele. Hlavnim klinickym projevem kryptosmbézy
s lokalizaci ve $ew, jak u imunokompetentnich, tak imunosuprimovangehient: je

silny prijem (Sterling a kol. 1986). Blem miZe byt provazen bolestmi v abdominalni



oblasti, zvySenouétesnou teplotou, népnéienou Unavou, malatnosti i zvracenim
(Thompson 2005). Pokud je prefetafm mistem infekce tlustéistzo, onemoactni
muze probihat asymptomaticky (Vitovec a kol. 2006)inuinodeficientnich jedinic
byva infekce persistentni &sto se roz#ii do dalSich orgdn (Current a kol. 1991,
Fayer a kol. 1997). Intenzita a délka infekce jeidd na stupni imunodeficience
(Flanigan a kol. 1992). Proto kryptosporidieg@stavuji obzvlastvyznamné riziko pro
HIV pacienty s rozvinutym AIDS, u kterych trbe dojit nasledkem dehydratace a
malnutrice az ke smrti (Navin a kol. 1987, Blanshaikol. 1992).

3.5. Prepatentni a patentni perioda

Prepatentni doba udava nejkrat&sovy interval od poziti infékich oocyst
hostitelem do detekce prvni oocysty v exkrementeadtitele. Tato doba zavisi jak na
hostitelském organismu, tak na jednotlivém drdnyptosporidium a v neposledniade
na infelkéni davce. ExperimentalrzjisSttna prepatentni perioda se pohybuje v rozmezi
2—7 dni proCryptosporidium parvum u telat (Tzipori a kol. 1983), a 4-22 dni u lidi
(DuPont a kol. 1995), 2—-9 dni p@ryptosporidium suis u prasat (Enemark a kol. 2003),
10-12 dni proCryptosporidium bovis u dobytka (Fayer a kol. 2005), 6-21 dni pro
Cryptosporidium muris u mysi (Matsui a kol. 1999), 5-6 dni poyptosporidium felis
u koatek (Iseki 1979), 4—24 dni pr@ryptosporidium baileyi u kurat (Current a kol.
1986). Prepatentni perioda u jednotlivych drigntedy rozmanita. N&fklad u lidského
izolatu Cryptosporidium sp. byla prokazana doba k dokeni vyvojového cyklu pouhé
tiéi dny (Current a kol. 1984). Jini atitpak uvadiji dokonce i kratsi interval a to 12-14
hodin (Smith a kol. 2005).

Patentni perioda udava dobu trvani infekce. Tabjgykle charakterizovana pem
dni, po kterou dochazi k vylavani oocyst zéta hostitele. Experiment&inziskané
hodnoty patentni periody se pohybuji v rozmezi 1eiii2proC. parvum u telat (Tzipori
a kol. 1983), 1-20 dni u lidi, 9-15 dni gZosuis u prasat (Enemark a kol. 2003), 18 dni
pro C. bovis u dobytka (Fayer a kol. 2005), 7-10 dni @xdedisu katek (Iseki 1979) a
do 18 dni proC. baileyi u kurat (Current a kol. 1986). Nicmé&nv pfirozenych
podminkadch se délka patentnich period u jednothivggtuhi mize vyrazg liSit,

zejména v zavislosti naku hostitele a dalSich koinfekcich.



3.6. Lokalizace kryptosporidii

Kryptosporidie nejasgji nalézame v zazivacim traktu. Jejich mistisqgbeni je
vétSinou u jednotlivych drub specifické. Nafiklad infekceC. parvum je primarr
lokalizovana v tenkém igwé. Kryptosporidie vSak byly nalezeny i v extrainteétnich
prostorech jak u lidi, tak u Zwt (Fleta a kol. 1995). Ve sliznici zalugéch Zlaz byly
nalezenyC. muris, C. andersoni nebo C. serpentis. Cryptosporidium baileyi pak
nachazime u ptak kde napadaji respitai trakt a kloakyCurrent et al. 1986)J ovci a
prasat byla infekce detekovana i vechliku, ma@ovém néchyxi, lymfatickych uzlindch,
varlatech a éoze (Fleta a kol. 1995).

3.7. Vyvojovy cyklus

Referegnim druhem pro popsani Zivotniho cyklu kryptospiérig@ C. parvum.
Predpoklada se, Ze ve vyvojovém cyklu jednotlivyclihdr rodu Cryptosporidium se
vyskytuji pouze nepatrné odchylky. Vyvojovy cyklksyptosporidii je monoxenni.
Sklad4d se z&i hlavnich fazi: excystace, invaze hostitelskénkyl merogonie,

gamogonie a sporogonie.

3.7.1. Excystace

Endogenni faze Zzivotniho cyklu &md v okamziku, kdy je oocysta pena
hostitelem. Jakmile se dostane d#fatnoveého hostitelského organismu, dochazi
k excystaci. Dochazi k otésni stny oocysty na jedné stram uvolréni sporozoii. U
vétSiny kryptosporidii je excystace podraia pFedchozimu vystaveni oocysty
kyselému prosedi v Zaludku nebo pankreatickym enzym ¢i Zlucovym solim
v duodenu. Na zé&kl&dexperimentalnich studii vSak bylo prokdzano, Zeyst@m
k excystaci Mize postait i vysSi teplota vodniho prasdi. Za &chto podminek pak

muze dochazet k infekcim oka a respiréno traktu (Fayer a kol. 1990).

3.7.2. Invaze

Sporozoiti excystované z oocysty jsou pohyblivi, mpetentni fichytit se
k potencialni hostitelské hoe a maji schopnost akt&rbuiku napadnout (Wetzel a
kol. 2005). Je pro & charakteristicka fitomnost sekr@ich organel, které vyuZivaji
k invazi do hostitelské hiky (O’Hara a kol. 2005). Sporozoiti maji apikalrarkplex.
Souwasti je i glykoprotein CSL, ktery obsahuje ligandgpomahajici ifichyceni



k epitelialnim buikdm v pabehu infekce (Riggs a kol. 1997, Langer a Riggs 1999)
Podobna funkce byla prokazana i u dalSiho glykaimat mucinu lokalizovaném také
v apikalni ¢asti sporozoit (Cevallos a kol. 2000). Vyznamnou latkou byl shled
adhezivni trombospondin, ktery je zasadni pro indazhostitelské biky (Spano a kol.
1998). Po fichyceni se tvar sporozoitu zéskkového tvaru mani na kulaty. Zmina
tvaru je zapicinéna vznikem parazitoforni vakuoly. Parazit je obldop
cytoplazmatickou membranou hiknmikrovillt hostitelského organismu (Umemiya a
kol. 2005). Po dokafeni procesu internalizace dochazirkmené na trofozoit. Jadro

trofozoita se roz#li a dochazi k nepohlavnimu rozmnoZzovani (merogonii

3.7.3. Merogonie

Merogonie je faze nepohlavniho rozmnozovani. DoccHami pi déleni jadra
trofozoitu. U kryptosporidii obeénrozliSujeme dva typy nepohlavniho rozmnoZovani.
Pfi rozmnozovani prvniho typu se v merontu vyviji Ga8rozoifi (vyvojové stadium
podobné sporozoitu). Kazdy zraly merozoit opousS&rant, aby infikoval dalSi
hostitelskou bitku a vyvinul se v dalSi meront typu | nebo mergmut Il. Meronty
typu Il tvoii 4 merozoity (Aydin 1997). U druhC. bayleyi je souasti vyvojového
cyklu meront typu Ill, ve kterém se @ merozoil (Current a kol. 1986).

3.7.4. Gamogonie

Pohlavni rozmnoZovani, neboli gamogonii, zahajupslgdni generace merdnt
Hostitelskou biiku infikuji za sodasné pemény v mikrogamont (satt stadium) nebo
makrogamont (sardi stadium). Kazdy mikrogamont se stdva mnohojaderaykazdé
jadro je zélenéno do mikrogamet, spermatickych kkn Makrogamonty, respektive
makrogamety w&stavaji jednojaderné, ekvivalentni k ¢&ji. Proces vzajemného
rozpoznani satfich a samiiich burgk neni dosud zcela znam. Je v3dkjme, Ze
dochazi k fichyceni, penetraci &y hostitelské biiky a cytoplazmatické membrany
makrogamety a nasleduje oplozeni. Po proniknutirogémet skrz cytoplazmatickou
membranu makrogamety dochazitkegani jadra pdjpad jaderného obsahu. Pouze
oplozené makrogamety se mohou vyvinout v oocystu.oplozeni makrogamety se
vytvari trilaminarni skna a nasleduje meioza (Current a kol. 1987).



3.7.5. Sporogonie

Zralé oocysty obsahuji 4 sporozoity (Fayer 1997pcy3ty z gastrointestinalniho
traktu jsou vylodeny spoléné s vykaly, zatimco ty z respifaiho traktu opousji télo
hostitele spolu se sliztnim sekretem. UC. parvum vznikd giblizné 20 %
tenkosEnnych oocyst, ty mohou excystovat jesthostitelském organismu a podilet se
na autoinfekci. Zbylych 80 % procent jsou silkosté oocysty. Ty opoudt télo
hostitele a jsou zodp&Ené za infekci dalSich organiéniCurrent 1985, 1988).

3.8. Kryptosporidie u hlodavai

Hlodavci jsou vyznamnymiignaséi nejraznéjSich druti patogefi. Jsou jednak
kosmopolitré rozsteni, dale v uzkém kontaktu s hospiskymi zviaty, kde nasledn
muze dojit k infekci jak hospodigkych zvfat, tak vodnich zdréj To miZze nasled&
piindSet riziko infekce i prélovéka (Jellison a kol. 2002, Xiao a kol. 2000, 20aBky
celoswtovému vyskytu a Uzkému kontaktu s hosgeki@mi zviaty povazujeme
hlodavce zailezity objekt studia kryptosporidiovych infekci.

U hlodav@ nalézame mnoho drtihkryptosporidii, z nichz nejvyznamsimi a
bezesporu nejfrekventovgBimi svym vyskytem jsou zoonotické dru@yparvum aC.
muris. Tyto dva druhy byly fivodre popsany u mysi doméaci a odliSeny na zaklad
morfologie a rozdilné lokalizace #¢ hostitele (Tyzzer 1907, 1912). Nasledwyly
pozorovany u dalSich hostitelskych diijako mySice vychodniApodemus speciosus),
mysSice Kovinné @podemus sylvaticus), mySi stedozemniNlus spretus) dale u kecka,
veverek, hrabasa burundull (Iseki 1986, Chalmers a kol. 1994, 1997, Matskbh
2000, Torres a kol. 2000, Hurkova a kol. 2003). daB. muris, tak C. parvum byly
vedle &Zr¢ se vyskytujiciho typu nalezeny jestlalSi podtypy, které se liSi nejen
geneticky ale také infektivitou pro laboratorni titete (Hikosaka a Nakai 2005, K&a
kol. 2008b).

Mezi dalSi vyznamné druhy kryptosporidii infikujiblodavce pa&t C. andersoni
nalezené u svi§tbobaka(Marmota bobak) (Ryan a kol. 2003)C. wrairi detekovano u
morcete domacihoQavia aperea porcellus) (Feng a kol. 2010)C melagridis u kiecika
dlouhoocaséhoPeromyscus maniculatus) (Xiao a kol. 2002, Feng a kol. 2007) a
v neposlednifack i Cryptosporidium mouse genotype | (Morgan a kol. 1999).

Tomuto druhu je v poslednich letecknevano pordrné hodré pozornosti, nekltbse
zda byt primarnim zdrojem infekce pro mySi domdaeivodré byl tento druh



zamenovan zaCryptosporidium parvum, nicmére na zaklad odliSné morfometrie a
molekularni analyzy bylo prokadzano, Ze se jednava d@dliSné zastupce rodu
Cryptosporidium (Xiao a kol. 2004).

Na zaklad molekularnich analyz bylo potvrzeno, Zze u mysSi doith je nejast;i
detekovana infekc€. muris, Cryptosporidium mouse genotype | a Il (Morgan a kol.
1999, 2000, Foo a kol. 2007).

U hlodavé byly popsany dalsi druhy a genotypy, které se &uajh svou
hostitelskou specifitou. MezierradimeCryptosporidium deer mouse genotype |, 11, I,
IV infikujici kiecika dlouhoocaséhoPéromyscus maniculatus), Cryptosporidium rat
genotype I, 1l a Il primérre infikujici krysy a potkany (Lv a kol. 2009),
Cryptosporidium shrew genotype vyskytujici se u rdjsKAlves a kol. 2005),
Cryptosporidium vole genotype u hrab®S(Feng a kol. 2007a)Cryptosporidium
muskrat genotype u ondatry pyZzmovOnflatra zbethicus) (Zhou a kol. 2004),
Cryptosporidium squirrel genotype &ryptosporidium ferret genotype vyskytujici se u
veverek (Kvé a kol. 2008) aCryptosporidium beaver genotype u babfFeng a kol.
2007a). Tyto jednotlivé druhy a genotypy kryptosgidrcasto infikuji velmi malo
hostiteli a to pouze v rdmci blizcgipuznych druh.

U hlodavd byly detekovany i druhy, které prim&rimfikuji jiné hostitele. Nafiklad
Cryptosporidium ubiquitum béZzné se vyskytujici u fezvykavd, jako jsou jelen sika
(Cervus nippon), jelenec Wloocasy Qdocoileus virginianus), bulovec Blocely
(Damaliscus pygargus phillipsi), nyaly jizni (Tragelaphus angasii) a u dalSich zvat
jako je teba myval severniP¢ocyon lotor), je girozere infekéni i pro celoufadu
hlodavd (Perz a Le Blancq 2001, da Silva a kol. 2003, Ry&wl. 2003, Feng a kol.
2007a, Karanis a kol. 2007, Wang a kol. 2008a).

Je naprostodinym jevem, Ze u jednoho hostitele nachaziglik raznych druli
a genotyf kryptosporidii Napriklad u ondatry pizmovéQndatra zbethicus) byla
prokdzana satasna infekceCryptosporidium muskarat genotype | a Il (Zhou a kol.
2004), ucipmanka vychodnihoTamias striatus) byla detekovana smiSena infekce
Cryptosporidium cervine genotype (dne€ryptosporidium ubiquitum) a chipmunk
genotype | (Feng a kol. 2007a). Kagtji je vSak smiSena infekce detekovana u mysi
domaci Mus musculus domesticus), kde bylo nalezeno nesf®i kombinaci dznych
druhi a genotyp (Feng 2008).



3.8.1.Cryptosporidium mouse genotype |
dnes je pouzivan nazedryptosporidium mouse genotype I. Prvni pojmenovani bylo
dusledkem fylogenetické ffbbuznosti &chto dvou kryptosporidii. Nejblize ma
Cryptosporidium mouse genotype k podtypu Cryptosporidium parvum [IfA6 se
kterym sdili 97,2 % shodnych sekvenci.

Cryptosporidium mouse genotype | byl definovan na zakladolekularni analyzy
genu pro malou ribozomalni podjednotku SSU a Ae€lglA (Morgan a kol. 1999).
Nalezen byl v nejizngjSich geografickych oblastech od Spiaka, Portugalska ips
Velkou Britanii, Australii a USA. Stephjako C. parvum i Cryptosporidium mouse
genotype linfikuje Sirokou Skalu hostitél Za primarni hostitele iZeme povazovat
mySi (Mus Musculus) a malé hlodavce, jako je hraboS poldidrotus arvalis), mysice
lesni  @Apodemus flavicolis), nornik rudy WMyodes glareolus), u kterych
Cryptosporidium mouse genotype | nalézame daegji. Oocysty Cryptosporidium
mouse genotype | byly ale detekovany i u bizonaijpféo (Bison bison), takina
indického Budorcas taxicolor), pandycervené Ailurus fulgens), levharta skvrnitého
(Panthera pardus) a paovce tivnaté @Ammotragus lervia) (Lv a kol. 2009). Tento druh
byl nalezen i u baZzanta uSatél@rdssoptilum auritum), neni vSak zcela jasné, zda se
nejednalo o pasaz, ktera se dostala do zazivacht tptaka kontaminovanou vodou
nebo potravou. U hdida jeSérek byly také zjisiny oocysty tohoto druhu v trusu. Zde se
vSak prokazatekh jednalo o pasaz zanesenou dia tspolu s potravou, proto nejsou
plazi povazovani zaipozené hostitelské organismy drul@ryptosporidium mouse
genotype | (Xiao a kol. 2004b). Dosud vSak vyskyyptosporidium mouse genotype |
nebyl ptkazre potvrzen u lidi (Xiao a Fayer 2008, Xiao a Fen®&0 V roce 2007
byly nalezeny oocysty ve stolici di¢ v Indii. Ze se jedna Eryptosporidium mouse
genotype |, bylo potvrzeno pomoci RFLP analyzy S8jjampur a kol. 2007). Tato
studie vSak postrada ikaznost, neho identicky binding pattern ip pouzité PCR—
RFLP metod ma i C. melagridis. Mohlo se tedy jednat prédwo tento druh, ktery
infikuje lidi pomérné casto. O hostitelské specifjtprevalenci, patogegita pfibeéhu
infekce Crptosporidium mouse genotype | toho neni dosudip znamo. Pray tato
prace se snazi zodpmlét na otazky ohledh zakladnich biologickych vlastnostech
tohoto druhu.

U Cryptosporidium mouse genotype | byly ¢égny dva podtypy IXa a IXb. Neni

dosud jasné, zda jednotlivé podtypy jsou vazanygeagrafickou oblasti nikoli. U
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studovanych vzorkbyl prokézan podtyp [Xa u mysi domaci pochazejiciny, podtyp
IXb byl detekovan rov&¢ u mySi domaci pochazejici z USA (Feng a kol. 200ba
podtypy maji pouze 6 kopii mikrosatelitni TCA, cofiZze zodpovidat za nizkou
variabilitu Cryptosporidium mouse genotype I.

U druhuCryptosporidium mouse genotype | byly provedeny morfologické amaly
pii kterych bylo zjis&no, Ze oocystEryptosporidium mouse genotype | jsou mensSi nez
oocysty Cryptosporidium parvum. Jednotlivé zdroje se m#nliSi. Podle Lv a kol.
(2009) jsou oocystyCryptosporidium mouse genotype | velké 4,83 x 4,07 um. Jiny
zdroj udava délku 4,5 um al&i 4,0 um (Morgan a kol. 1999).

Vedle druhuCryptosporidium mouse genotype | byl popsanCryptosporidium
mouse genotype Il. Studie tohoto druhu jsou vSakrzaa samém patku i z divodu

nizké produkce oocyst (Foo a kol. 2007).
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4. MATERIAL A METODY

4.1. AIVOD 1IZOLAT U

Na zéklad predchozich terénnich sledovani byly vilmhu roku 2009 odchyceny
volné Zijici mySi vychodoevropskéVus musculus musculus) a mySi zapadoevropské
(Mus muculus domesticus) v hybridni zé® zmirgnych podrui mySi domaci v oblasti
hranic zapadnicBech Ceska republika) a severovychodni hranice BavorSkalkova
republika Nemecko). Mysi byly chytany do Zivochytnych pasti lizkosti lidskych
obydli a ve stdjich hospoidkych zvfat. Odchycené mysi byly drzeny po dobu 24
hodin na sterilni podestylce a napgjeny a krmemmdd sterilré. VSechna zvata byla
vySetena na fitomnost kryptosporidii v trusu (kapitola 4.4.).

Z celkového po&tu 352 vySaenych zvfat byly ziskany dva odliSné izolaty
Cryptosporidium mouse genotype | ozéené HZ 117 pochazejici z mydius musculus
domesticus (lokalita Minchenreuth) a HZ 206 pochazejici zmidus musculus
musculus (lokalita BuSkovice) (Obrazek 1).

Spolkova republika Némecko

Cesk4 republika

10 km
—_—

Obrazek 1: Pavod izolati Cryptosporidium mouse genotype | HZ 117 a HZ 206.

Jak izolatCryptosporidium mouse genotype | HZ 206, tak izolatyptosporidium
mouse genotype | HZ 117 byly nalezeny ve smiSentekén spoléné s
Cryptosporidium muris.

4.2.Pokusna zviata

Vzhledem k nizké intenzitinfekce Cryptosporidium mouse genotype | uigodnich
hostiteli, byly oba izolatyCryptosporidium mouse genotype | pasazovangg SCID
mysi (BC AV CR, Parazitologicky Ustav vlastni chovy). #védu popisu hostitelské
specifity, paibéhu infekce a lokalizace vyvojového cyklu v hostiteyly provedeny
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experimentalni infekce nésledujicich hostitebCID a BALB/c mysi, divoké kmeny
mySi STUS §us musculus musculus), STRA a SCHESTMus musculus domesticus),
krysa mala Mastomys coucha), piskomil mongolsky Nleriones unquiculatus), mysice

lesni @podemus flavicolis).

4.3. Uchovani a skladovani izolatu

Trus infikovanych mysi byl sbirdn a skladovan \sppaych nadobach v 2,5%

dichromanu draselném.
4.4. Detekce oocyst kryptosporidii v trusu (koprolgické vySefeni)

4.4.1. Barveni oocyst Miléek—Vitovec

Oocysty v nafru trusu byly obarveny specifickym barvenim.

Z4sobni roztoky:

* roztok metyl violeti

0,6 g metylvioleti

1 ml anilinu

1g fenolu

30 ml 96 % alkoholu

70 ml deionizované vody
* 2% roztok kyseliny sirové

* 1% roztok tartrazinu v 1% kyseéiroctové
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Postup:
Na podlozni sklo byl n&nvzorek trusu.

Po zaschnuti byl fixovan metanolem v plameni.

Sklicko bylo barveno v kyvétroztokem metylvioleti po dobu 30 minut.
Kyveta se sklem bylatdladns proplachnuta vodou.

Do kyvety byl nalit 2 % roztok kyseliny sirové poli 2 minut.

Kyveta se skitikem byla znovu proplachnuta vodou.

Sklo bylo dobarveno roztokem tartrazinu 3 minuty.

© N o g B~ wbdPRE

Natr byl oplachnut proudem vody.

Sklo s natrem bylo nasledhprohlizeno s#telnym mikroskopem (Olympus BX 51)
s imerznim olejem ip zvétSeni 1000x. Oocysty byly zbarvené fialoma sétlejSim

pozadi.

4.5.Ur¢eni intenzity infekce

Intenzita infekce byla zji®vana pomoci néta v pribéhu infekéniho obdobi. Po
odebrani vzorku trusu, vyti¥eni a obarveni n&u bylo skltko prohlédnuto sstelnym
mikroskopem §i zvétSeni 1000x za pouziti imerzniho oleje. Oocysty Ipdeitany na
celé sklo. Hmotnost trusu byla zjigh na zaklagl vahového rozdilu skla a skla

s natrem trusu. Intenzita byla pak vyjéha jako péet oocyst na gram trusu (OPG).

4.6.0ddéleni izolatu

Oba izolatyCryptosporidium mouse genotype | HZ 117 Gryptosporidium mouse
genotype | HZ 206 byly ziskany jako smiSena infekc€ryptosporidium muris z
ptirozenych hostitél. Izolaty byly oddleny na zékladl rozdilné prepatentni periody
strevnich a Zaludmich kryptosporidii Cisty izolat Cryptosporidium mouse genotype |
HZ 206 a HZ 117 byl ziskan nasledujicimigpbem: Po peroralni infekci SCID mysi
smésnou davkou obsahujici oocystLryptosporidium mouse genotype | a
Cryptosporidium muris byl monitorovan pkbéh infekce od druhého dne po infekcti P
detekci prvnich oocysCryptosporidium mouse genotype | vtrusu byly exkrementy
individualn® sbirany a mikroskopicky vy&eny na pitomnost oocyst kryptosporidii

(kapitola 4.4.). Vzhledem ke kratSi prepatentniiquiér stevnich kryptosporidii byly
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vzorky trusu sbirdny od 3 do 5 dne po infekci.ifippc, Ze byl prokadzan vyskyt oocyst
C. muris, takovy vzorek nebyl pouZzit k opakované pas@gyptosporidium mouse
genotype |I.

4.7.Priprava infekéni davky

4.7.1. Test na viabilitu

Pomoci tohoto testu bylo zj&to procento Zivotaschopnych oocyst, tedy oocyst

vhodnych pro infekci zvat.

Z4sobni roztoky:

* Propidium iodid
1 mg propidium iodidu /1 ml 0,1 M PBS (pH 7,2)

Postup:

1. Do eppendorfky bylo dano 100 pl suspenze s oocygtaet
oocyst by ner#l byt v&tsi nez 18 ve 100 pl).
Bylo pridano 10 ul zasobniho roztoku propidium iodidu.
Po promichani byla suspenze barvena wepgondobu 30 minut.
Po barveni byla suspenze centrifugovana 3 miniity3#0g.
Supernatant byl odsan a objem da&pliPBS.

o 00k~ w D

Oocysty byly pozorovany na jamkovém gkli fluorescetnim
mikroskopem s filtrem o vinové délce 590 nmétdeni 40 x (Olympus
IX 70) .

Mrtvé, neinfeRni oocysty byly detekovany podlgervené fluorescence. Bylo

vyhodnoceno 300 oocyst a byla vy¢pena jejich Zivotaschopnost.
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4.7.2. Infikovani zv¥at

Zvitata byla infikovana peror&npodanim 200 ul suspenze s obsahem 4x10
Zivotaschopnych oocyst.

Postup:
1. Do Burkerovy konirky byla gridana suspenze s oocystami.

2. Komirka byla prohlizena stelnym mikroskopem (Olympus BX 51Fip
z\&tSeni 400x.

3. Oocysty byly paéitany v 25 éiznych¢tvercich.

4. \Vysledny souet viech oocyst v 28vercich vynasobeny t@idava

kone&nou koncentraci oocyst v 1 ml suspenze.
4.8.Cisténi oocyst

4.8.1. Kiprava materiélu pro ¢iSténi na sachar6zovém gradientu

Pred samotnyntisténim bylo zapadgbi nasbirany trus jeStozmelnit a zbavit od
vétSichgastic v trusu.

Postup:
1. Material byl nalit doiteci misky a tloskem roznglnen.

2. Déle byl gepasirovan pomoci Spachtliep sitko do kadinky. V gb¢hu
bylo ¢ajové sitko promyvano destilovanou vodou, aby nkdpelo
k velkym ztratam oocyst.

3. Sitko bylo rekolikrat promyvano vodou a ziskana suspenze dvakrat

precezena.

Takto gipraveny material byl pouzit nasténi na sachar6ézovém gradientu.
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4.8.2.Cisténi na sacharézovém gradientu

Z&sobni roztoky:
» Sheateiv roztok
259 ml deionizované vody
405 g cukru
7,29 g fenolu

* Pracovni Sheaterovy roztoky
1+2 (1 dil Sheateru + 2 dily PBS Tween)
1+4 (1 dil Sheateru + 4 dily PBS Tween)

1% PBS Tween
11PBS s fidavkem 0,5 ml Tween 20

Postup:

1. Do jednotlivych kyvet bylo nalito 30 ml pracovnihaztoku 1+2 a
nasleds na r&j navrstveno 30 ml roztoku 1+4.

2. Na gradient bylo navrstveno pomoci kapatka 15 mpenze
S oocystami.

3. Kyvety byly centrifugovany 20 minut‘pl370g a @i 4 °C.

4. Oocysty byly koncentrovany na rozhrani gradientrchvii zbarvenéast
s neistotami byla odsata pomoci wwy.

5. Supernatant bylielit do ¢isté nadoby a objem byl dogim destilovanou
vodou.

6. Nasled’ byl centrifugovan 20 minutip1370g.

7. Supernatant byl odsan wwou do ¥2 a znovu dopin destilovanou
vodou.

8. Tento postup byl zopakovan jegdnou. Celko¥ bylo porovedeno troji
promyvani.

9. Po posledni centrifugaci byl sedimefiépesen dgisté zkumavky s PBS

nebo destilovanou vodou.
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4.8.3. Cesium chloridovy gradient

Oocysty vyisttné pes sachardzovy gradient byly dat@sSteny na cesium-—

chloridovém gradientu.

e Zasobni roztokyCsCl roztok cesium chloridu (hustota 1,15)
(21,07 g CsCl + 100 ml deionizované vody)
* PBS (0,025 M, pH 7,2)

1. Oocysty vyistené na cukru byly centrifugovany 20 minut p370g
a teplot 4 °C. Sediment byl resuspendovan v PBS.

2. Do eppendorfky o objemu 2 ml bylo napipetovano 1Q0€oztoku CsCl
a nasled#& opatrré navrstveno 500 pl suspenze oocyst v PBS.
Eppendorfky byly centrifugovany po dobu 3 miniit 4000g.

Na rozhrani PBS a CsCI byl prstenec oocyst. Pomipetty byl odebran
do ¢isté zkumavky.

5. Suspenzeistych oocyst byla dedina roztokem PBS a nasledmnovu
centrifugovana 3 minutypl4000g.

6. Supernatant byl odsan a sediment znowvedta roztokem PBS.

Tento postup byl opakovan jeé§ednou, aby byl roztok CsChéladne
vymyt ze suspenze s oocystami.

8. 0Oocysty byly uchovavany v chladicimiizeni fFi 4 °C v roztoku PBS.

4.9. Sledovani ptibéhu infekce

Infekce byla sledovana po dobu 30 dni po infekdPIllD Od kazdého ziéte byl
denré odebran vzorek trusu. Vzorek byl obarven pomoaivdrd pomoci Miléka—
Vitovce (kapitola 4.4.) a sklo prohlizencesinym mikroskopemip zvétSeni 1000x za
pouziti imerzniho olejeCast vzorku trusu byla uchovana pripadnou molekularni
analyzu v mikrozkumavceip—20 °C. Pokud bylafitomnost oocyst v trusu u daného
hostitele potvrzena koprologickym vyEstim (kapitola 4.4.), molekularni analyzou

byla potvrzena identita izolatu, ktery byl geti podan (kapitola 4.12.).

18



4.10. Morfometrick& analyza oocyst

Morfometricka analyza byla provedena jak u izold#i 117, tak u izolatu HZ 206.
Z kazdého izolatu bylo z&éheno 150 oocyst a to vzdyi&a a délka. Dohromady bylo
provedeno 300 witeni u kazdého izolatu. Pro morfometrickou analyia lpouZzita
digitalni analyza obrazu, software M.I.S QuickPHOT®o, fotoaparat Olympus
Camedia C-5060widezoom, 5.1 megapixal mikroskop Olympus BX 51. Oocysty
byly zméteny v nativnim stavu (Nomarski kontrast). Ziskargtadbyla statisticky
vyhodnocena pomoci analyzy variance (ANOVA) veistiakém programu Statistica,
Realase 5.1. (Statsoft, Tulsa, OK, USA 1997).

4.11 Histopatologické vySekteni

U hostiteti, u nichZ byla prokdzana vnimavost na zaklaikroskopického vySéeni
trusu, bylo u vybranych zkdt provedeno 6. den po infekci histopatologickéewghi
Zaludku a geva, které bylo rozileno na 1 cm dlouhé Useky. U jednotlivyeasti
zazivaciho traktu byla vyvojova stadia kryptospidritetekovana za pomoci barveni
hematoxylinem—eosinem, Wolbachovou metodou a dpkgihi monoklonalnimi
protilatkami proti stn¢ oocysty (kapitoly 4.11.5.). Intenzita infekce dp®tlivych
castech zazivaciho traktu byla hodnocena semikadintii metodou na zakladooctu

detekovanych vyvojovych stadii (Tabulka I).

Tabulka I: Semikvantitativni hodnoceni intenzity infekce @&acim traktu

hostitele na zakladpoctu detekovanych vyvojovych stadii na 1 crfest.

Intenzita infekce Pdtet vyvojovych stadii
negativni 0
+ O<a<50
++ 50< a< 100
+++ >100
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4.11.1. Riprava vzorki pro histologické zpracovani

Z4sobni roztoky:

Postup:

AFA (Alcohol-Formalin—Acid)
60 ml 40% formalinu

500 ml 95% etanolu

40 ml ledoveé kyseliny octove
400 ml deionizované vody

rada alkohal (70%, 80% a 96%)

Jednotliv&asti steva byly rozdleny na Useky o délce 1 cm,
podélrt rozstizeny a obsah &tva byl vymyt destilovanou vodou.
Rozstizené stevo bylo narovnano na kousek papirku a na Petriho

misce fixovano roztokem AFA.

3. Nasledrt byly vzorky fixovany v nadbytku AFA roztoku.

7.

Po fixaci byly tkAg odvodrény ve stoupajicfact alkohol

(70%, 80% a 96%) po 5 minutach v kazdém roztoku

Po odvodsini byl alkohol z tkani vymyt. Tkanbyly pfesyceny xylenem
3x20 minut a feneseny do tekutého parafinu.

Nakonec byly vzorky feneseny doigfiltrovaného parafinu a zhotoveny
blocky.

Z blocku byly na mikrotonu krajenyezy tenké 4—8 um.

Pred barvenim bylyezy odparafinovany xylenem 3x20 minut a odwognpies
snizujici se alkoholovouadu (96%, 80% a 70%). Nakonec byfgzy dvakréat

oplachnuty destilovanou vodou po dobu 5 minut.

4.11.2. Barveni hematoxylinem-eosinem

Z4sobni roztoky:

Mayeriv hematoxylin
1000 ml destilované vody
1 g hematoxylinu

0,2 g jodénanu sodného

50 g kamence draselného
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1 g kyseliny citronoveé
50 g chloralhydratu

* 0,2% eosin
190 ml destilované vody
5 ml 2% eosinu

1 ml 1% kyseliny octové

Postup:
1. Odparafinované a odvodnéiezy byly barveny v kyvétMayerovym
hematoxylinem po dobu 15 minut.
2. Rezy byly oplachnuty tekouci vodou.
3. Poté bylyfezy barveny 3—7 minut v kywegeosinem.

4. Nakonec byly preparaty oplachnuty tekouci vodou.

Preparéaty byly prohlizeny &telnym mikroskopem i zvétSeni 1000x za pouZiti

imerzniho oleje.

4.11.3. Barveni Wolbachovou metodou

Z&sobni roztoky:

» Giemsa (pracovni roztok bi¢din vodou 1:10)
4 ml Giemsa
5 ml etanolu
0,4 ml NaCGQ;
100 ml deionizované vody

» diferencialni roztok kalafuny (pracovni roztok gtén etanolem 1:100)
10 g kalafuny
100 ml etanolu

Postup:

1. Odparafinované a odvodmeé fezy byly barveny v kyvét roztokem
Giemsa pes noc.

2. Rezy byly oplachnuty deionizovanou vodou a 96% d&mo

3. Nasledr byly pondeny do diferencialniho roztoku kalafuny nikalik
sekund.

4. Opet byly oplachnuty deionizovanou vodou a 96% etamole
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Nabarvené preparaty byly prohlizeng®inym mikroskopem i zvétSeni 1000x za

pouziti imerzniho oleje. Kryptosporidie byly zbanéetmay fialove.

4.11.4.Cryptosporidium — IF test

Tento test slouzi k detekci kryptosporidii pomogiedfické monoklonalni
protilatky proti s&né oocysty.
Postup:
1. Nejprve byla pipravena kontrola. Na jamkové sid bylo kapnuto
20 pl suspenze s oocystami daného izolatu. Vzarateshal uschnout a
nasleds byl fixovan 5 minut v metanolu.
2. Byla pripravena vihkéa korirka. Do ni byly naskladany odparafinované
histologické preparaty spolu s kontrolou.
3. Na jednotlivé preparaty bylo kapnuto 10 pl CryptellCRegentu
(Cellabs).
4. Preparaty byly inkubovany ve vihké kéroe @i teplo& 37 °C po dobu
30 minut.
5. Nasledr byly preparaty omyty PBS a osuseny.
Bezprostedre pred prohlizenim bylo na prohlizeny preparat aplikava
10 pl mounting fluid.
7. Na preparat byloidoZzeno kryci skkko.

Preparaty byly prohlizeny fluoresa@m mikroskopem s filtrem o vinové délce

520 nm. Oocysty byly zbarveny zeten

4.12.Molekularni analyza

4.12.1. Izolace DNA

Izolace DNA byla provedena pomoci kommho kitu PSP Spin Stool DNA Kit
(Invitek)

Postup:
1. 200 mg trusu bylo dano do Safe—Lock-Tube.

2. K materialu byly pidany sklegné kulicky a 900 ul Lysis Buffer P.
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3. Obsah byl rozbijen po dobu 60 i$ pychlosti 5,5 m/s pomoci beat
beateru (MP Fast Prep—24).

4. Zkumavky byly inkubovany v termoblokui®5 °C po dobu 10 minut a
nasleda centrifugovany 1 minutuip16 000g.

5. Veskery supernatant bytgnesen do zkumavek InviAdsorb—Tube a
zvortexovan 15 s.

6. Obsah byl inkubovan 1 minutdipaboratorni teplat Nasleds byla
zkumavka centrifugovana 3 minuti 16 000g.

7. Supernatant byl fepipetovan docistych mikrozkumavek a znovu
centrifugovan 3 minutyip16 000g.

8. Do novych mikrozkumavek bylo napipetovano 25 ult€irase K a bylo
piidano 400 pl supernatantu. VesSkery obsah zkumayky\wortexovan
a nasled#&inkubovan v termoblokuip70 °C po dobu 10 minut.

9. Do zkumavky bylo gidano 400 ul Binding Buffer P a zvortexovano.

10. VesSkery objem byl fenesen do Spin Filter + Tube a inkubovan 1 minutu
pii laboratorni teplat a centrifugovan 1 minuturipl6 000g.

11. Z mikrozkumavky byl vylit odpad a napipetovano 500promyvaciho
roztoku Wash |. Eppendorfka byla znovu centrifugevd minutu fi 14
000 g.

12. Znovu byl vylit odpad a kolonka promyta 800 ul psoraciho roztoku
Wash Il a opt centrifugovanal minutuipl4 000g.

13. Naposledy byl odpad vylit a mikrozkumavka s kolomentrifugovana
3 minuty g 14 000g.

14. Odpadni mikrozkumavka byla vyhozena a nahrazena ownov
vyautoklavovanou mikrozkumavku. Na kolonu byldipgpetovano
200 pl Elution Buffer D pedeltatého na 70 °C. Obsah byl inkubovan 3
minuty @i laboratorni teplat.

15. Na zavr byla zkumavka centrifugovana 1 minuiii  000g.

Ziskana DNA byla uchovavana v mrazicintizeni g —20 °C.
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4.12.2. Polymerazov&etézcové reakce

Polymerazova ietzcova reakce byla pouzita kipazu specifické DNA
Cryptosporidium mouse genotype | pro &eni identity izolatu, jimz bylo dané %ei
infikovano (kapitola 5.3.) a dale proceni délky patentni periody infekce u vnimavych
hostiteli (kapitola 5.4.). Pro afeni identity izoladtu byl proveden gkaz specifické
DNA pouze za vyuziti primérpro amplifikaci¢asti genu kodujiciho glykoprotein 60
(GP60). Pro zjigini patentnich period byly pouzity regk sn€si pro malou
ribozomalni podjednotky (SSU). Pro vnitrodruhovoariability obou studovanych
izolath byly pouzity primery amplifikujici SSU, TRAP-Clrgmbospondin adhezivni
protein), COWP (protein &y oocysty kryptosporidii) a GP60 (Tabulka Il, IN/, V).

Zasobni roztoky:

* PCRHO
* MgCl;(25mM)

» 10 x koncentrovany pufr pro Taq puprle DNA polyneera
* Taq purple DNA polymeraza

» deoxyribonukleosid trifosfaty

e primery (10uM)

» bovinni sérovy albumin (BSA 10mg / ml)

Sety primeria pro molekularni analyzy

Primery pro amplifikaci ¢asti genu kodujici RNA malé ribozomalni
podjednotky (SSU rDNA)
Primarni primery
 F5-TTC TAG AGC TAATACATGCG -3
* R5-CCCATTTCCTTC GAAACAGGA-3
Sekundarni primery
* F5 -GGAAGG GTT GTATTT ATT AGATAAAG -3
* R5 -CTCATAAGG TGC TGAAGGAGTA-3
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Primery pro amplifikaci &asti genu kdédujiciho trombospondin adhezivni protei

(TRAPC-1)

Primarni primery
e F5 —GGATGG GTA TCA GGT AAT AAG AA-3
e« R —-CAACTAGCCCAGTTICTGACTCTCTGG -3

Sekudnarni primery
e F5 —CCAATTTCTTGAACATATTCT GAG TG -3
* R5 —AGAAAG TTG TAATAAAGA TGT GGAATG -3

Primery pro amplifikaci ¢asti genu kodujiciho protein sény oocysty kryptosporidii
cowP
Primarni primery
* F5 —-CGCACCTGTTCC CACTCAATGTAAACCC-3
* R5 —-ACCGCTTCT CAACAACCATCTTGTCCTC-3
Sekundarni primery
* F5 —-GGACTGAAATACAGGCATTATCTTG -3
* R5 —GTA GAT AAT GGAAGAGATTGTG -3

Primery pro amplifikaci_éasti genu kodujiciho glykoprotein 60 (GP60)

Primarni primery
* F5 -ATAGTCTCC GCT GTATTC -3
* R5 —GGAAGA AAC GATGTATCT -3
Sekundarni primery
* F5 —-TCCGCTGTATTCTCAGCC-3
* R5 -GCAGAGGAACCAGCATC-3
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Tabulka Il: Reakni snes pro PCR protokol pro amplifikaéasti genu SSU.

Primarni reakce 55 °C Sekundarni reakce 55°C
HO0 - 11,30 pl H.O0 e 12,10 pl
MgCl>, 25 mM 1,20 pl MgCl>, 25 mM 1,20 pl
10xbuffer — ------------ 2,00 pul  10xbuffer = ------------ 2,00 pl
dNTP 10 mM 0,40 ul  dNTP 10 mM 0,40 pl
forward 10 uM 0,40 ul  forward 10 uM 0,40 pl
reverse 10 uM 0,40 pl reverse 10 uM 0,40 pl
BSA 10 mg/ml 0,80 pl BSA 10 mg/ml —----memme—-
taq 1U/1pl 0,50 pl taq 1U/1pl 0,50 pl
DNA - 3,00 pl DNA e 3,00 pl
celkem  ----m-meme-- 20,00ul celkem  -----emeeee- 20,00ul

Tabulka Ill: Reakni smés pro PCR protokol pro amplifika¢ésti genu TRAPC-1.

Primarni reakce 55 °C Sekundarni reakce 53 °C
H,0 - 11,66 pl H,0 e 11,26 ul
MgCl>, 25 mM 1,20 pl MgCl, 25 mM 1,60 pl
10xbuffer  ------------ 2,00 ul  10xbuffer — ------------ 2,00 pl
dNTP 10 mM 0,50 pl dNTP 10 mM 0,50 pl
forward 10 uM 0,72 ul  forward 10 uM 0,72 pl
reverse 10 uM 0,72 pl reverse 10 uM 0,72 pl
BSA 10 mg/ml 0,40 pl BSA 10 mg/ml 0,40 pl
taq 1U/1pl 0,80 pl taq 1U/1ul 0,80 pl
DNA - 2,00 pl DNA e 2,00 pl
celkem  -------me-- 20,00l celkem  ------mm-ee- 20,00ul

Tabulka IV. Reakni snes pro PCR protokol pro amplifika¢asti genu COWP.

Primarni reakce 55°C Sekundarni reakce 53 °C
HO0 - 11,66 pl HO0 - 11,26 pl
MgCl, 25 mM 1,20 pl MgCl, 25 mM 1,60 pl
10xbuffer — ------------ 2,00 ul  10xbuffer — ------------ 2,00 pl
dNTP 10 mM 0,50 pl dNTP 10 mM 0,50 pl
forward 10 uM 0,72 ul  forward 10 uM 0,72 pl
reverse 10 uM 0,72 pl reverse 10 uM 0,72 pl
BSA 10 mg/ml 0,40 pl BSA 10 mg/ml 0,40 pl
taq 1U/1pl 0,80 pl taq 1U/1pl 0,80 pl
DNA - 2,00 pl DNA - 2,00 pl
celkem  ------------ 20,00l celkem = --------e-- 20,00l
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Tabulka V. Reakni snes pro PCR protokol pro amplifika¢ésti genu GP60.

Primarni reakce 55 °C Sekundarni reakce 55°C
H,0 - 11,30 pl H,0 e 12,10 pl
MgCl>, 25 mM 1,20 pl MgCl>, 25 mM 1,20 pl
10xbuffer  ------------ 2,00 ul  10xbuffer — ------------ 2,00 pl
dNTP 10 mM 0,40 ul  dNTP 10 mM 0,40 pl
forward 10 uM 0,40 ul  forward 10 uM 0,40 pl
reverse 10 uM 0,40 pl reverse 10 uM 0,40 pl
BSA 10 mg/ml 0,80 pl BSA 10 mg/ml —----memme—-
taq 1U/1pl 0,50 pl taq 1U/1pl 0,50 pl
DNA - 3,00 pl DNA e 3,00 pl
celkem  -------me-- 20,00l celkem  ------mm-ee- 20,00l

VSechny PCR protokoly zahrnovaly g&eni denaturaci 94 °C po dobu 3 minut a
35 cykli skladajicich se z 94 °C po dobu 45 s, specifick®edaci teploty (uvedeny
v tabulkach I, Ill, IV, V) po dobu 45 s, 72 °C pdobu 60 sa finalnim
dosyntetizovaninietzca pri 72 °C po dobu 10 minut.

4.13.Gelova elektroforéza

Pomoci gelové elektroforézy byla zfisa velikost fragmeiit Byl pouzit 1,5 %
agardzovy gel sfidavkem ethidium—bromidu (pro sekundarni PCR reaRégsledek
byl vizualizovan pomoci UV transiluminatorii pinové délce 320 nm.

Z&sobni roztoky:

» 50 x TAE pufr (242 g tris baze; 457,1 ml ledovéddirsy octove;
100 ml 0,5 M EDTA)

« Agardza (BiotechCR)

« 100 bp DNA Ladder (BiogerR)

+ ethidium—bromid (Sigma-AldriciGR)

1. Agaréza byla v Erlenmeyerdwbaice smichana s 1x TAE pufrem.

2. Nasledr byla rozpu&tna v mikrovinné troub a poté ochlazena tekouci
vodou na cca 50 °C.

3. Do roztoku byly pimichany 3 pl ethydium—bromidu.
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4. Do pripravené formy byl nalit agar6zovy gel a naskedo rgj byl vioZzen
hieben. Gel byl ponechan ztuhnout.

5. Po ztuhnuti byl feben vyjmut a do jedné jamky bylo aplikovano 1x
10 pl ladderu a do nasledujicich jamek 20 pl se&mmiio PCR
produktu s rodo¥ specifickymi primery.

6. Napsti bylo nastaveno na 70 V a vyvyjeni probihalo dblkuedoSlo

k separaci vSech fragménicca 60 minut).

DNA fragmenty byly vizualizovany UV transluminatone a dokumentovany
(Electronic UV transiluminator).

4.14. Sekvenace

Sekundarni PCR produkty byly sekvenovany za powsttundarnich primér
K piipraw vzorki k sekvenaci byl pouzit ABI BigDye Terminator v 3.Qycle
Sequencing kit (Applied Biosystems, Foster City, ,G4SA) a ABI3130 Genetic
Analyzer (Applied Biosystem). Sekvence byly uprayenprogramu ChromasPro
(Technelysium, Queenland, Australia). Ziskané se&ee byly porovnany se
sekvencemi uloZzenymi v databazi GenBank pomocirprog ClustalX.

4.15. Fylogeneticka analyza

Pro posouzeni genetické&ilpuznosti éznych druli, genotym, piipadré subtypi
v ramci genotypizace GP60 rodGryptosporidium, byly vytvoreny fylogenetické
stromy pomoci programu TreeconW zalozené na eémolwzdalenosti vypétané

pomoci modelu Kimura—2—parametrického testu (neghbining).

4.16. Statisticka analyza

Rozdily ve velikosti oocyst testovanych izéldtyly vyhodnoceny pomoci programu
Statistica 8.0 (Statsoft, USA).
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5. VYSLEDKY

5.1. Morfometricka analyza oocyst

VeSkeré narfrené hodnoty #ky a délky oocyst v nativnhim stavu byly vyhodnoceny
na zaklad vypctitanych ptimérnych délek a $&k jednotlivych oocyst. Byl vypiden
index tvaru pro oba izolaty. Na zaktadéieni oocyst v nativnim stavu (Obrazek 2)
bylo zjiS&no, Ze roznsry oocyst izolatu HZ 206 jsou statisticky vyznaimtsi (P <
0,01) nez rozréry oocyst izolatu HZ 117 (Tabulka V1).

Tabulka VI: Morfologické parametry oocy§lryptosporidium mouse genotype | HZ
117 a HZ 206.

Cryptosporidium mouse Cryptosporidium mouse
genotype | HZ 117 genotype | HZ 206
délka 4,2 um(3,6-5,1) 4,5 um(4,0-5,0)
Sirka 3,7 um(3,2-4,3) 3,9 um(3,4-4,4)
index tvaru 1,16 1,16

Obrazek 2: OocystyCryptosporidium mouse genotype | v nativnim stavu. 1zolat HZ
117 (A) aizolat HZ 206 (B). Bfitko = 10 pm.
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5.2. Geneticka variabilita Cryptosporidium mouse genotype |

Na zaklad fylogenetickych analyz zaloZenych na porovnaniveeki casti geri
kodujicich  rRNA malé ribozomalni podjednotky (SSUDNA), trombospondin
adhezivni protein (TRAP—C1) nebo proteirénst oocysty kryptosporidii (COWP)
nebyla mezi izolaty HZ 117 a HZ 206 z§isa zadna variabilita. U obou izaidbyly
detekovany identické sekvence zwgniych geri (Obrazky 3, 4 a 5). Zarém byly
vSechny ziskané sekvence odliSné od odpovidajisakvenci ostatnich driha
genotyp kryptosporidii.

Analyzy sekvenci SSU rDNA, jez byly k dispozici oejwtSiho pdtu druhi a
genotym kryptosporidii, ukazaly shodu nasSich izé@lasCryptosporidium mouse
genotype | (EU553589). Sekvence gedOWP a TRAP-C1 pro tento genotyp nejsou
k dispozici v databdzi GenBanKiryptosporidium mouse genotype | reprezentovany
nasimi izolaty HZ 117 a HZ 206 je dle naSich anagstersky k druim C. parvum a
C. hominis, respektive ke&ryptosporidium horse genotype (Wipad COWP).

100 HZ206 <+
HZI17T <«

80+ Cryptosporidium horse genotype (EU437416)
96|~ C. parvum (XM627569)

61 C. cuniculus (EU437411)
0,05 substituce/pozice

59 L ¢ wrairi (U35027)

100 ,98 Cryptosporidium ferret genotype (AB469366)

100 L Cryptosporidium mink genotype (EU197215)
C. meleagridis (GU904403)
C. andersoni (AB514044)
C. muris (DQ060430)

Obrazek 3. Kladogram fylogenetickych vztéhzolati kryptosporidii ziskanych ius
musculus musculus (Cryptosporidium mouse genotype | HZ 206) dvk m. domesticus
(Cryptosporidium mouse genotype | HZ 117) (Sipky) s ostatnimi driazhgenotypy
kryptosporidii na zakladé¢ast&né nukleotidové sekvence genu kodujiciho proteimyst
oocysty kryptosporidii (COWP) vyt¥eny metodou neighbor—joining v programu
Treecon, 1000x bootstrap, znazim podpory ¥tvi vice nez 50 %.
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—— C. hominis (EU03235)

— C. parvum (AF164102)

- Cryptosporidium mouse genotype I (EU553589)
_‘ HZ117 4

HZ206 <—

0,1 substituce/pozice 54

_|__ C. fayeri (HQ008932)
C. wrairi (AF115378)

C. meleagridis (AF112574)

C. suis (AB449871)

C. macropodum (AF513227)
C. canis (AB210854)

C. felis AF108862)

29 C. varanii (EF502042)
_70] C. xiaoi (GQ337962)
100 99 E C. bovis (EF493331)
C. ryanae (EU410344)
100 ————————— C. baileyi (AY954822)
C. serpentis (AF093502)
56| 100 C. muris (AF093498)
C. andersoni (AY954885)
C. fragile (EU162754)

Obrazek 4. Kladogram fylogenetickych vztéhzolati kryptosporidii ziskanych klus
musculus musculus (Cryptosporidium mouse genotype | HZ 206) dvk m. domesticus
(Cryptosporidium mouse genotype | HZ 117) (Sipky) s ostatnimi draghygenotypy
kryptosporidii na zaklad ¢ast&né nukleotidové sekvence genu kodujici RNA malé
ribozomalni podjednotky (SSU rDNA) vytieny metodou neighbor—joining
v programu Treecon, 1000x bootstrap, zna&awyrpodpory ¥tvi vice nez 50 %.
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0,1 substituce/pozice
I 1

—— C. hominis (XM661371)

79

100 —— C. parvum (XM628162)

HZ117 <+
100\
HZ206 <+

C. wrairi (U42213)

Obrazek 5. Kladogram fylogenetickych vztéhzolati kryptosporidii ziskanych klus
musculus musculus (Cryptosporidium mouse genotype | HZ 206) dvk m. domesticus
(Cryptosporidium mouse genotype | HZ 117) (Sipky)s ostatnimi drihygenotypy
kryptosporidii na zaklad cast&éné nukleotidové sekvence genu kédujiciho
trombospondin adhezivni protein (TRAP-C1) vy®mmy metodou neighbor—joining
v programu Treecon, 1000x bootstrap, znaawyrpodpory ¥tzvi vice nez 50 %.

Fylogenetickd analyz&sti genu kodujiciho GP60 ukéazala, Zze nami ziskasiéty
HZ 117 a HZ 206 &Lryptosporidium mouse genotype | t¥bdoke podpdenou étev
zietelrg odklenou od ostatnich skupin. Oba izolaty se nicinm@ezi sebou vyraznlisi,
mouse genotype lithe popsanym z my3i doméaciiing a USA a éti v Kuwaitu (Feng
a kol. 2010). Izolat HZ 117 t¥bbazalni ¥tev skupiny mySich genotykryptosporidii
(Obrazek 6). Odlisnost sekvenéthto izolati nespdiva pouze v zasmé nukleotidi,

ale i v gitomnosti inserci/deleci (Obrazek 7).
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601 Cryptosporidium mouse genotype 1 IXb (HM234177)
Cryptosporidium mouse genotype I IXa (GQ121030)
HZ206 <

69 L HZ117 <~

100 — C. parvum 111 (AM937006)
388 C. parvum 1Ig (AY873780)
94D C. parvum 1a (DQ192501)
95 'L C. parvum 11a (AY262034)

C. parvum 11k (AB237137)

68 C. hominis 1g (EF208067)

C. hominis 1a (AF164502)

C. hominis Th (FJ971716)

C. cuniculus Va (FJ262730)

100— C. parvum 11i (AY873782)

I C. hominis 1d (DQ665692)

C. parvum 1le (AY382675)

Cryptosporidium horse genotype VIb (FJ435960)
Cryptosporidium horse genotype Vla (FJ435960)
C. parvum 11j (DQ648547)

C. wrairi VIla (HM234184)

%0 Cryptosporidium parvum 11f (AY738188)
100

52

100 [— C. hominis Ib (DQ665688)
0,02 substituce/pozice 100 C. hominis 1b (AY262031)
C. hominis e (AY738184)
88 C. hominis If (AF440638)
95 C. parvum 11h (AY873781)
= 100 C. parvum Ilc (AF440636)

1 C. parvum 1lc (EU095267)
531 C. parvum Ilc (AF164501)
C. parvum 1lc (AF164491)
C. cuniculus Vb (FJ262734)
C. hominis - monkey genotype ITm (HM23413)
C. parvum 11b (AF402285)

100}
C. parvum 11d (AY738194)
1001 Cryptosporidium hedgehog genotype (GQ214085)
Cryptosporidium hedgehog genotype (GQ214081)
100 — C. meleagridis 111d (DQ067570)
79 L— C. meleagridis 1llc (AF401497)
10 00 Cryptosporidium mink genotype Xa (HM234174)
67 Cryptosporidium ferret genotype VIlIa (GQ121029)
100] C. melagridis I1Tb (AF401501)
C. melagridis 111 (AF401500)
92 100 C. melagridis 111e (AB539721)
95 L— C. melagridis 111 (AF401501)
C. melagridis I11a (AF401499)
C. fayeri IVf (FJ490076)
C. fayeri IVa (FJ490060)
58 99, C. fayeri IVb (FJ490087)
Cryptosporidium opposum genotype Xla (HM234181)
5 + 100 C. fayeri IVc (FJ490069)
100 — C. fayeri TVe (FJ49071)
C. fayeri 1IVd (FJ490058)

Obrazek 6. Kladogram fylogenetickych vztéhzolati kryptosporidii ziskanych blus
musculus musculus (Cryptosporidium mouse genotype | HZ 206) dvk m. domesticus
(Cryptosporidium mouse genotype | HZ 117) (Sipky) s ostatnimi drahygenotypy
kryptosporidii na zakladcasténé nukleotidove sekvence genu kédujiciho glykopmote
60 (GP60) vytvéeny metodou neighbor—joining v programu Treeco®0k0bootstrap,

znézorgny podpory ¥tvi vice nez 50 %.
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HZ117 DNQEQSTASQATAPTQGSADTTQSTETNENEECGTSFVMWFGEGTPAATMKCGGYTIVYAPTKDQTEP
HZ206 DhOoooOoODODDODOODOCOCDOoOOOOODOODOSDODDO oD Do oo L.

Obrazek 7. Porovnani sekvenci genu pro glykoprotein 60 izoll&typtosporidii
ziskanych Mus musculus musculus (Cryptosporidium mouse genotype | HZ 206) a
z M. m. domesticus (Cryptosporidium mouse genotype | HZ 117).

5.3. Vnimavost jednotlivych hostiteli k infekci Cryptosporidium
mouse genotype |

Na zaklad kombinace koprologického vy$ehi a PCR detekce specifické
kryptosporidiové DNA byla prokazana vnimavost my€iiD, BALB/c, STUS, STRA a
SCHEST k obma testovanym izolam Cryptosporidium mouse genotype |. Ed¢hto
hostiteli byla prokazana vnimavost jak na zaklaetekce oocyst kryptosporidii v trusu
infikovanych zvifat, tak ptikazem specifické kryptosporidiové DNA. Vnimavost k
Cryptosporidium mouse genotype | se celkovyskytovala u 5 hostitelskych driutz 8
testovanych (Tabulka VII).

Tabulka VII: Vnimavost hostitél k infekci Cryptosporidium mouse genotype | na

zaklad koprologického vyséeni a detekce specifické DNA.

Prikaz oocyst Prukaz specifické DNA
Hostitel koprologickym vySetfenim (gen pro GP 60)
HZ 117 HZ 206 HZ 117 HZ 206
SCID ano ano ano ano
BALB/c ano ano ano ano
STUS ano ano ano ano
STRA ne ano ano ano
SCHEST ano ano ano ano
krysa mala ne ne ne ne
piskomil mongolsky ne ne ne ne
mysice lesni ne ne ne ne
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5.4. Pmibéh a intenzita infekce u sledovanych hostitél

5.4.1. Prepatentni perioda

U v8ech hostitél, u kterych byla prokazana vnimavostGeyptosporidium mouse
genotype | HZ 117 a HZ 206 na zakla#oprologického vySéeni, byla utena
prepatentni perioda (Tabulka VIII). Prepatentniigma u izolat Cryptosporidium
mouse genotype | HZ 117 a HZ 206 se vyegazeliSila a pro vSechny vnimavé hostitele

byla téngi shodna.

Tabulka VIII: Prepatentni period@ryptosporidium mouse genotype | u sledovanych

hostiteli ziskana na zaklgdkorpologického vysSéeni na pitomnost oocyst.

Prepatentni perioda zjiS€na na zaklad

Hostitel koprologického vySefeni vzorki trusu
HZ 117 HZ 206
SCID 3-5 DPI 4-5 DPI
BALB/c 4-5 DPI 4—6 DPI
STUS 4-5 DPI 4—6 DPI
STRA nezjistna 4-6 DPI
SCHEST 4-8 DPI 6—7 DPI
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5.4.2. Pribéh a intenzita infekce u vnimavych hostitai.

Na rozdil od prepatentni periody, kdy nebyly #i§t vyznamné rozdily mezi
jednotlivymi hostiteli, ani mezi izolaty kryptospadii, v délce patentni periody, zejména
v pribéhu infekce, byly zjig&ny vyrazné rozdily.

SCID mysi byly vnimavé tést shodi k obdma testovanym izolam. Infekce byla
persistentni. fetrvavala po celou dobu sledovani. NejvySsingrna intenzita infekce
byla dosazena 14. DPI a to ve vysi 83 200 OPG latizddZ 117 a 11. DPI ve vySi
106 133 OPG u izolatu HZ 206 (Obrazek 8). U mysiCs@yla intenzita infekce
detekovatelna mikroskopickym vyg$ehim po celou dobu sledovani.
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Obrazek 8: Pribeh infekce Cryprosporidium mouse genotype | HZ 117 a HZ 206 u
SCID mysi na zakladkoprologického vységni.
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BALB/c mySi byly také podobf vnimavé k obma testovanym izolam. Délka
patentni periody zji8ha na zaklaglkoprologického vysSéeni se pohybovala v rozmezi
7-9 dnii pro izolat HZ 117 a 8-14 drpro izolat HZ 206. NejvysSi pmérna intenzita
infekce byla u obou izolatzjisSttna 6. DPI a to ve vysSi 15 644 OPG pro izolat HZ a417
18 631 OPG u HZ 206 (Obrazek 9). Délka patentniodgrbyla nésledh owtena
molekularni analyzou, kde byla infekce zaznamerséindo 25—-27. DPI u obou izolét
Patentni perioda na zakkadolekularni analyzy byla tedy 22—24 dni. Intenmitf@kce
po 12-17. DPI byla natolik nizka, Ze infekci bylooiné detekovat pouze pomoci

molekularnich metod.
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Obrazek 9: Prib¢h infekce Cryprosporidium mouse genotype | HZ 117 a HZ 206 u
BALB/c mySi na zéklaglkoprologického vyséeni.
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U kmene STUSNlus musculus musculus) nebyly zjisény vyrazné odliSnosti v délce
patentni periody, na druhou stranu rozdilnostitgnait infekce jednotlivych izoldit
byly znatelrjSi (Obrazek 10). Patentni perioda &t mikroskopickym vySégnim se
pohybovala v rozmezi 8-11 dmro izolat HZ 117 a 9-11 dnpro izolat HZ 206.
NejvySSi pimeérna intenzita infekce byla zjita 4. DPI ve vySi 7 111 OPG u izolatu
HZ 117 a 6 DPI ve vySi 68 977 OPG. Molekularni smal bylo prokazano, Ze u
kmene STUS probiha infekce chronicky a byla detékavi 30. DPI.
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Obrazek 10: Pribéh infekceCryprosporidium mouse genotype | HZ 117 a HZ
206 uMus musculus musculus kmene STUS na zakladoprologického vyseéeni.
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U kmene STRA Nus musculus domesticus) nebyly mikroskopickym vySgtnim
trusu detekovany oocysty izolatu HZ 117, niceaggjich pritomnost ve vzorcich byla
prokazana molekula#én Intenzita infekce byla natolik nizka, Ze nebyl@mzané ji
zaznamenat koprologickym vysehim. Molekulara zjiSttna patentni perioda byla 13
dni. U izoladtu HZ 206 byla patentni period&ama koprologickou metodou v rozmezi
8-9 dni. Nejvyssi @meérna intenzita infekce u izolatu HZ 206 byla zjisa 6. DPI ve
vySi 4 266 OPG (Obrazek 11). Molekularbylo u mysi STRA infikovanych izolatem

HZ 206 prokazana infekcegirvavajici vice jak 30 dni.
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Obrazek 11: Prab¢h infekceCryprosporidium mouse genotype | HZ 117 a HZ 206 u

Mus musculus domesticus kmene STRA na zakl@dkoprologického vyséeni.
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U Mus musculus domesticus kmene SCHEST nebyly zaznamenany vyznamné
rozdily v patentnich periodach jednotlivych izél&atentni perioda ziskana na zaklad
koprologického vyséeni byla 12—13 dni u izolatu HZ 117 a 5-6 dni dazoHZ 206.
NejvysSi pamérna intenzita infekce byla zji&ta 6. DPI ve vysi 4 977 OPG u izolatu
HZ 117 a 6. DPI ve vySi 27 733 OPG u izolatu HZ 208razek 12). Molekulagnbylo
u mysi infikovanych izolatem HZ 117 prokazéano tivéafiekce do 23-25. DPI. U mysSi

infikovanych izolatem HZ 206 byla ¢épzaznamenana infekce trvajici déle jak 30 dni.
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Obrazek 12: Pribéh infekceCryprosporidium mouse genotype | HZ 117 a HZ 206 u
Mus musculus domesticus kmene SCHEST na zakka#oprologického vyséeni.

U zbylych hostital, krysy malé, piskomila mongolského a mysSice lesebyla
infekce prokazéana mikroskopicky ani molekularnilgnau.

5.5. Lokalizace vyvojového cykliuCryptosporidium mouse genotype |

v zazivacim traktu hostitek

Histopatologické vySéeni bylo provedeno u hostitel SCID, BALB/c a STUS
infikovanych izolatenCryptosporidium mouse genotype | HZ 117 a mysi kmeny SCID,
BALB/c a STRA infikované izolatem HZ 206. VSechneaifata byla mikroskopicky

pozitivni na kryptosporidie. Intenzita infekce wptlivych c¢astech seva byla
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vyhodnocena n&ezech metodou specifickych monoklonalnich protidgbeoti s&né
oocyst (kapitola 4.11.5.), (Tabulka 1X), (Obraze®.1

Tabulka IX: Intenzita infekce v jednotlivychastech zazivaciho traktu hosiit&8CID,
STUS, BALB/c a STRAS Sesty den po infekci.

Lokalit SCID _ BALB/c__STUS SCID _ BALB/c__ STRAS
oxata HZ 117 HZ 206
Zaludek 0 0 0 0 0 0
dvanéctnik +++ + ++ +++ + +
laénik +++ + + +++ + +
kyéelnik + + + ++ + 0
slepé skevo + 0 0 + 0 0
traénik 0 0 0 0 0 0
rektum 0 0 0 0 0 0

Obrazek 13: OocystyCryptosporidium mouse genotype | HZ 117 (Sipky) véestnim
epitelu l&niku mysi SCID. Mi#itko = 10 um.
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5.5.1. Patogenita a Kklinické piznaky kryptosporidiozy  vyvolané
Cryptosporidium mouse genotype |

Patogenita byla zhodnocena na histologickiehech barvenych hematoxylinem—
eosinem a Wolbachovou metodou (kapitola 4.11.314.4). Ve stevech hostitei
nebyly zaznamenany Zadné histopatologickérsm

U vS8ech vnimavych hostitelnebyly zaznamenany zadné klinickézpaky spojené

s infekciCryptosporidium mouse genotype |.
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6. DISKUZE

Ziskané hodnoty délek a 8k obou izolat jasré¢ dokazuji, Ze oocysty
Cryptosporidium mouse genotype | jsou menSi nez oodgtyptosporidium parvum,
které maji pimérnou délku 5,42 um ai&u 4,90 um (Lv a kol. 2009).i€stoze jiz
oocystyCryptosporidium mouse genotype bylyid¢ méteny (Morgan a kol. 1999, Lv a
kol. 2009), mnou ziskané hodnoty se od jiz publdmich mirg liSi. Je teba brat
v Gvahu, Ze i publikované hodnoty velikosti oocgsyptosporidium mouse genotype |
nejsou shodné. Jednotliva¢tani byla provedena wiznych zemipisnych oblastech a
ziskané izolaty, u nichz byla velikost oocystirana, pochazely roe# z odliSnych
hostitefi. Prvni izolat pochazel z potkana obecnéRatt(s Norvegicus) a byl nalezen
v Cing (Lv a kol. 2009). Druhy izolat pochazel z Austeédi byl izolovan z mysi domaci
(Mus musculus domesticus) (Morgan a kol. 1999). Toto zj&ti nas¥dcuje tomu, Ze
jednotlivé izolaty ziskané z odliSnych lokalit ashiteli se mohou liSit svou infektivitou
i v ramci jednoho druhu, respektive genotypu. N#gmé hodnoty velikosti u izolatu HZ
206 se nepatliSily od hodnot naréenych u izolatu ziskaného v Austrdlii. S ohledem
na mozné odchylky v kalibrackigtroji, jimiz byly oocysty néteny, je pravépodobné,
Ze se jedna o shodny izolat (Morgan a kol. 1999)zd&me tak soudit i na zaklad
infektivity obou izolaf pro Mus musculus musculus a Mus musculus domesticus.
Vysledky totiz prokazuji Ze pbéh a intenzita infekce wt¢hto dvou hostitél je stejna i
Vv pripact, Ze byly infikovany izolatem ziskanym z @&ho druhu, tedy prdus
muscuslus musculus izolatem ziskanym Klus musculus domesticus a naopak. | festo,
Ze izolat HZ 206 byl izolovaniwodre z mySiMus musculus musculus je mozné, zZe je
totozny s izolatenCryptosporidium mouse genotype |, jenz byl nalezen v Australii u
Mus musculus domesticus (Morgan a kol. 1999). U tohoto izolatu vSak boHuibyla
provedena molekularni analyza genu pro glykoprod@®r{GP 60). Tvrzeni, Ze se jedna
o totozné izolaty proto postradaikaznost.

Prepatentni a patentni periody pro jednotlivé helské organismy infikované
Cryptosporidium mouse genotype | nebyly dosud popsany. Na zé&kladSich
experimeni bylo zjiS€no, Ze prepatentni perioda se pro vSechny testolastitele
pohybovala od 3 do 8 dmpo infekci, pimérné tedy 5,5 di po infekci. Tento zjigny
Gdaj je ot srovnatelny s fimérnou prepatentni perioddDryptosporidium parvum u
hlodavd, jez je udavana 6,2 drpo infekci (Barbot a kol. 2001). Patentni peridgia
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parvum je pon¥rné rozmanita a hostitelsky specificka, nejinak toma j
Cryptosporidium mouse genotype |.

Prestoze je mySice lesni Agodemus flavicolis) negasgjSim hostitelem
Cryptosporidium mouse genotype | (Lv a kol. 2009), vnimavost katton HZ 117 a
HZ 206 nebyla potvrzena a to jak na zakladprologického vyséeti, tak molekularni
analyzou.

U druhuC. parvum nalézametetné klinické projevy infekce. Rowh patogenita je
velmi vysoka. InfekceC. parvum je \&tSinou provazena silnym vodnatymapnem,
poruchou transcelularni a paracelularni propustnebtnice steva, atrofii vib,
malnutriénim syndromem (Barbot a kol. 2001) a syndromemdivého tr&niku (IBS)
(Khaldi a kol. 2009). Tyto projevy nalézame jak mmunokompetentnich, tak u
imunosuprimovanych hostitgl kterym niize givodit i smrt v disledku vyrazné ztraty
hmotnosti (Garza a kol. 2008). U SCID mysi bylokdmano, Ze infekce vyvolara
parvum muze vest k vzniku intramukosélniho adenokarcinomart@ a kol. 2007).
Bylo tedy velmi gekvapivé, Ze v gibeéhu infekceCryptosporidium mouse genotype |
izolatu HZ 117 i HZ 206 nebyly u experimentalnicbstiteli pozorovany zadné
klinické pfiznaky typické pro kryptosporidiézu. Vzhled a katence trusu byla stale
stejnd. Dokonce ani na histologicky¢bzech barvenych hematoxylinem—eosinem a
Wolbachovou metodou nebyly v jednotlivy¢astech seva prokazany zadneé zdilivé
infiltraty nebo zndny typické pro sevni kryptosporidiozu Zjsobenou druhentC.
parvum.

Intenzita infekce je row specifickd nejen pro jednotlivé druhy, ale vaitiab
muzeme pozorovat i v ramci jednoho druhu.QJ parvum intenzita infekce vyrazn
koreluje s klinickymi projevy kryptosporidiézy. U CID mysSi je intenzita
n¢kolikanasobg vyssi nez u &nych imunokompetentnich mysi (Chappell 1996). P
porovnani intenzity infekceCryptosporidium mouse genotype | izoldt HZ 117 a
Cryptosporidium mouse genotype | izolat HZ 206 pozorujeme u droh&olatu
vyrazre vysSi intenzitu. VySSi intenzita infekce jednohmolétu v ramci druhu
Cryptosporidium mouse genotype | u experimentalnich hostitetize byt zapicinéna
detekovanou variabilitou v genu kédujici glykopiotesO, ktery je lokalizovany
v apikalni oblasti na povrchu vyvojovych stadii pagsporidii. Jednotlivé druhy
kryptosporidii, respektive podtypy liSici se pfav GP60 maji odliSné biologické
vlastnosti, zejména se odliSuji svym hostitelskypeksrem (Cama a kol. 2007).

Nap‘iklad podtypy C. parvum a C. hominis byly odliSeny pr&y na zaklad této
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variability (Sulaiman a kol. 2005). VysSi infektiai izolatu HZ 206 mze byt
Lokalizace vyvojovych stadii ve igt\¢ hostitele roviz nebyla uCryptosporidium
mouse genotype | doposud studovana. Po vyhodnotestblogickych fezi
s imunofluorescemim barvenim bylo zjigho, Ze vyvojova stadia se vyskytuji
v dvanactniku, kniku, kyelniku a slepém #w. V tratniku a rektu uz Zadna
vyvojova stadia detekovana nebyla. Naproti toniu ipfekci C. parvum nalézame

vyvojova stadia v mikrovilarni vrséw ramci vSech oddilstreva (Yang a kol. 2009).

45



7. ZAVER

* Bylo prokazano, Ze oocystgryptosporidium mouse genotype | jsou
mensSi nez oocysi@ryptosporidium parvum.

» OocystyCryptosporidium mouse genotype | izolatu HZ 117 jsou mensi
nez oocystyCryptosporidium mouse genotype | izolatu HZ 206.

 Oba studované izolaty HZ 117 a HZ 2@ yptosporidium mouse
genotype | jsou infaini pro SCID a BALB/c mysi, pro divoké kmeny
STUS (Mus musculus musculus) STRA a SCHEST Nlus musculus
domesticus) a nejsou infeéni pro krysy malé, mysice lesni a piskomily
mongolske.

* Nebylo prokazano zadné patogenisgbeni Cryptosporidium mouse
genotype | v zaZivacim traktu vnimavych hosiitel

* Vramci genu kodujiciho glykoprotein 60 byla pro&aa vnitrodruhova
variabilia Cryptosporidium mouse genotype |, kter4 praypddobr
vyrazre ovliviiuje infektivitu studovanych izolat pro jednotlivé

hostitele.
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