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1 ÚVOD 

Zástupci rodu Cryptosporidium parazitují v tělech poikilotermních i homoiotermních 

obratlovců včetně člověka. Jedná se o jednohostitelské, jednobuněčné a epicelulární 

parazity (O´Donghue 1995; Ziegler a kol. 2007). Kryptosporidie patří do kmene 

Apicomplexa. Dříve byly řazeny mezi kokcídie z důvodu jejich vývojového cyklu 

(Fayer a kol. 1997; Tyzzer 1910). Na základě molekulárních analýz byla zjištěna bližší 

příbuznost s gregarinami než s kokcídiemi (Carreno a kol. 1999). V současné době jsou 

kryptosporidie řazeny do třídy Gregarinomorphea, která zahrnuje skupiny 

Orthogregarinia, Cryptosporidiidae a Rhytidocystidae. Kryptosporidiím je 

nejpříbuznější skupina Orthogregarinia, která zahrnuje řády Vermigregarida  

a Arthogregarida (Cavalier-Smith 2014). Mezi společné znaky gregarin a kryptosporidií 

patří morfologická stavba organel, které slouží k přichycení k hostitelské buňce 

(Valigurová a kol. 2007).  

Vzhledem k tomu, že dle morfologie oocyst nelze přesně určit o jaký druh se jedná,  

k rozlišení jednotlivých druhů kryptosporidií se využívá molekulárních metod.  

Pro genotypizaci jsou používány rodově specifické primery amplifikující různé geny, 

nejčastěji gen kódující malou ribozomální podjednotku rRNA (Sulaiman a kol. 1999).  

Tato práce se zabývá biologií a diverzitou kryptosporidií hlodavců rodu Rattus.  

U potkanů byly dosud detekovány jak známé druhy často spojované s lidskými 

infekcemi, tak i nové, hostitelsky specifické genotypy kryptosporidií (Paparini a kol. 

2012; Silva a kol. 2013; Zhao a kol. 2015). Cílem této práce je popsat diverzitu  

a biologii kryptosporidií hostitelsky specifických genotypů za pomoci mikroskopických, 

histologických, molekulárních metod a experimentálních infekcí.  
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2 LITERÁRNÍ PŘEHLED 

2.1 Obecné rozdělení zástupců rodu Cryptosporidium 

Kryptosporidie jsou velmi odolní paraziti, kteří jsou kosmopolitně rozšířeni. 

Parazitují zejména v gastrointestinálním traktu svých hostitelů, ale byla popsána i další 

místa výskytu jako plíce, Fabriciova bursa, vzdušné vaky, ledviny, játra, slinivka, 

žlučník nebo žlučovod (Current a kol. 1986; Goodstein a kol. 1989; Holubová a kol. 

2016; Xiao a kol. 2002). U imunodeficitních pacientů, zejména s rozvinutým 

syndromem AIDS (Acquired Immune Deficiency Syndrome) může dojít k rozšíření 

infekce téměř do všech tkání hostitele (Kváč, osobní sdělení; Macher 1988; Reina a kol. 

2016; Wesełowska a kol. 2016). Kryptosporidie se dělí do dvou monofyletických  

a morfologicky odlišitelných linií. Jedná se o žaludeční, infikující epiteliální buňky 

žláznatého žaludku a střevní, které infikují tenké a tlusté střevo (Xiao a kol. 2002).  

Oocysty střevních kryptosporidií jsou menší a kulaté, zatímco žaludeční 

kryptosporidie jsou větší a oválné (Fayer a kol. 2000; Kváč a kol. 2013a; Lindsay a kol. 

2000; Robinson a kol. 2010; Tyzzer 1912). Velikost oocyst se u každého druhu více  

či méně liší. Velikost střevní kryptosporidie C. parvum je 5,00 × 4,50 µm (Tyzzer 

1912). Nejmenší oocysty byly zjištěny u C. ryanae a mají velikost 4,41 × 2,94 µm 

(Fayer a kol. 2008). Velikost žaludeční C. muris je udávána 7,75 × 5,55 µm (Katsumata 

a kol. 2000), C. andersoni jsou velké 7,40 × 5,50 µm (Lindsay a kol. 2000) a C. galli 

měří 8,25 × 6,30 µm (Ryan a kol. 2003). 

2.2 Historie 

Roku 1907 detekoval Tyzzer kryptosporidie ve žláznaté části žaludku u myši. Tento 

druh byl popsán jako Cryptosporidium muris a podrobněji byl popsán roku 1910 

(Tyzzer 1910). Několik let před popisem C. muris Tyzzerem byl tento parazit s největší 

pravděpodobností detekován taktéž u myší a pojmenován Coccidium falciforme (Tyzzer 

1910). Druhým popsaným druhem bylo Cryptosporidium parvum parazitující v tenkém 

střevě dospělých myší (Tyzzer 1912). V dalších letech bylo popsáno množství dalších 

druhů kryptosporidií s různým místem jejich lokalizace (Ryan a kol. 2015). Dnes je 

uznáváno 32 platných druhů kryptosporidií, přičemž potkani nejsou typickým 

hostitelem žádného z nich. Výčet všech druhů, které jsou popsané dle pravidel 

zoologické nomenklatury, je uveden v tabulce 1. První nález hostitelsky specifických 

kryptosporidií u potkanů detekovali Kimura a kol. (2007) v Japonsku.  
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Tabulka 1: Seznam platných druhů rodu Cryptosporidium. 

Druh Reference Hostitel Lokalizace 

C. andersoni Lindsay a kol. 2000 skot slez 

C. avium Holubová a kol. 2016 ptáci střevo, vdušné vaky, ledviny 

C. baileyi Current a kol. 1986 drůbež bursa Fabricii 

C. bovis Fayer a kol. 2005 skot tenké střevo 

C. canis Fayer a kol. 2001 psi tenké střevo 

C. cuniculus Robinson a kol. 2010 králík střevo 

C. ducismarci Traversa 2010 želvy střevo 

C. erinacei Kváč a kol. 2014 ježek střevo 

C. fayeri Ryan a kol. 2008 klokani střevo 

C. felis Iseki 1979 kočky tenké střevo 

C. fragile Jirků a kol. 2008 obojživelníci žaludek 

C. galli Ryan a kol. 2003 ptáci žláznatý žaludek 

C. hominis Morgan-Ryan a kol. 2002 člověk tenké střevo 

C. huwi Ryan a kol. 2015 ryby žaludek 

C. macropodum Power a Ryan 2008 klokani střevo 

C. meleagridis Sréter a kol. 2000 krocan tenké střevo 

C. molnari Alvarez-Pellitero a Sitjá-Bobadilla 2002 ryby žaludek, tenké střevo 

C. muris Tyzzer 1910 hlodavci žaludek 

C. parvum Tyzzer 1912 savci tenké střevo 

C. proliferans Kváč a kol. 2016 hlodavci žaludek 

C. rubeyi Li a kol. 2015 veverka střevo 

C. ryanae Fayer a kol. 2008 skot střevo 

C. scrofarum Kváč a kol. 2013 prasata střevo 

C. serpentis Levine 1980 plazi žaludek 

C. suis Ryan a kol. 2004 prasata žaludek, tlusté střevo 

C. testudinis Ježková a kol. 2016 želvy střevo 

C. tyzzeri Ren a kol. 2012 myš tenké střevo 

C. ubiquitum Li a kol. 2014 ovce, kozy střevo 

C. varanii Pavlásek a Ryan 2008 plazi střevo 

C. viatorum Elwin a kol. 2012 člověk střevo 

C. wrairi Vetterling a kol. 1971 morčata tenké střevo 

C. xiaoi Fayer a kol. 2009 ovce střevo 

 

2.3 Vývojový cyklus 

Životní cyklus kryptosporidií je poměrně komplikovaný a zahrnuje čtyři fáze. Tyto 

fáze jsou excystace, merogonie, gametogonie a sporogonie. Vývojový cyklus zahrnuje 

jednoho hostitele a dělí se na sexuální a asexuální fázi. Prvním krokem k úspěšnému 

vývojovému cyklu je pozření oocyst hostitelem. I velmi malé množství oocyst může 

vyvolat onemocnění zvané kryptosporidióza (Zambriski a kol. 2013). 

Z oocyst, které v hostiteli excystují, se uvolní čtyři sporozoiti, kteří napadají buňky 

epitelu. Každý sporozoit obsahuje haploidní jádro s 8 chromozomy (Blunt a kol. 1997). 
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Kryptosporidie nejčastěji infikují gastrointestinální trakt, a to konkrétně žaludek nebo 

střevo. Jak již bylo popsáno výše, kryptosporidie byly detekovány i v jiných orgánech,  

a to zejména u ptáků, kdy se kryptosporidie vyskytují v dýchacím aparátu, případně  

u imunodeficitních jedinců (Current a kol. 1986; Lindsay a Blagburn 1990; Wang a kol. 

2014). 

U kostnatých ryb byl popsán odlišný vývojový cyklus. Jedná se o druhy 

Cryptosporidium molnari a Cryptosporidium huwi. Oocysty byly detekovány uvnitř 

žaludeční sliznice, případně uvnitř buněk střevního epitelu. Část vývojového cyklu 

těchto dvou druhů kryptosporidií probíhá uvnitř buněk, což je pro tyto druhy unikátní 

(Ryan a kol. 2015; Sunnotel a kol. 2006).  

Životní cyklus začíná požitím infekce schopných oocyst, pro které je daný hostitel 

vnímavý. Množství pozřených životaschopných oocyst není pro infekci rozhodující 

(Melicharová a kol. 2014; Zambriski a kol. 2013). 

Oocysty excystují v hostiteli v žaludku, respektive ve střevě. Obecně je 

předpokládáno, že žaludeční druhy jsou adaptovány na kyselé žaludeční pH, zatímco 

sporozoiti střevních druhů nejsou schopni při nízkém pH přežívat (Widmer a kol. 2007). 

Nicméně Havrdová (2016) prokázala, že oocysty C. parvum nemusí být vystaveny 

prostředí žaludku, aby byla vyvolána infekce u vnímavého hostitele. Uvolnění 

sporozoiti z oocyst se aktivně pohybují, vyhledávají a napadají hostitelskou buňku 

(Wetzel a kol. 2005). Při kontaktu hostitelské buňky se sporozoitem dochází 

k vychlípení plazmatické membrány hostitelské buňky, membrána postupně obklopuje 

sporozoit až do vzniku parazitoforního vaku (Melicharová a kol. 2014; Valigurová  

a kol. 2007; Yoshikawa a Iseki 1991). S hostitelskou buňkou je sporozoit spojen pomocí 

tak zvané feeder organely (Goebel a Braendler 1982). 

Další fází vývojového cyklu je merogonie, během které se jádro trofozoita asexuálně 

rozmnožuje. Vzniká meront I. typu, který obsahuje 6-8 merozoitů. Merozoiti I. typu 

napadají další buňky a opět dávají vzniknout merontům I. typu, případně merontům  

II. typu, kteří obsahují 4 merozoity (Aydin 1997). Pouze merozoiti II. typu se vyvíjí  

v samčí (mikrogamonty), respektive samičí (makrogamonty) stádia. Mikrogamonti  

se mnohonásobně dělí a vzniká z nich celkem až 16 pohyblivých mikrogamet. 

Makrogamont je jednojaderný a vyvíjí se v jednu makrogametu, která je vyhledávána 

mikrogametami. Mikrogameta penetruje do makrogamety a tím dochází k oplodnění. 

Oplodněná makrogameta se vyvíjí v oocystu (Current a kol. 1986; Current a Reese 

1987; Fayer a Ungar 1986; Valigurová a kol. 2008).  
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Každá oocysta obsahuje velké reziduální tělísko a čtyři sporozoity (Uni a kol. 1987). 

U Cryptosporidium parvum byl prokázán vznik dvou typů oocyst. Tenkostěnné oocysty, 

které způsobují autoinfekci (Blunt a kol. 1997; Widmer 2007) a silnostěnné oocysty, 

které jsou vylučovány společně s trusem do vnějšího prostředí, kde jsou ihned schopné 

infikovat dalšího hostitele (Current a Reese 1987; Sunnotel a kol. 2006). Díky stavbě 

buněčné stěny jsou silnostěnné oocysty dobře adaptovány na přežití v nepříznivém 

prostředí (Jenkins a kol. 2010a).  

 

Obrázek 1: Vývojový cyklus kryptosporidií (Current 1991; upraveno). 

 

2.4 Hostitelská specifita 

Každý parazit využívá určité rozmezí živočišných druhů jako své hostitele. Toto 

rozmezí je označováno jako hostitelská specifita. Kryptosporidie jsou úzce nebo široce 

hostitelsky specifické. Mezi nejméně hostitelsky specifické druhy patří C. parvum  

a C. ubiquitum, u kterých se předpokládá jejich infektivita pro všechny savce včetně 

člověka (DuPont a kol. 1995; Fayer 2004; Li a kol. 2014; Rašková a kol. 2013). Úzká 

hostitelská specifita je typická pro druhy C. wrairi, C. ryanae, C. hominis, C. suis  

nebo C. scrofarum (Ifeonu a kol. 2016; Kváč a kol. 2013a; Morgan-Ryan a kol. 2002). 

Nicméně i úzce hostitelsky specifické druhy mohou příležitostně parazitovat 

v nespecifickém hostiteli. Jako příklad lze uvést infekci imunokompetentního muže 

druhem Cryptosporidium erinacei, pro který je typickým hostitelem ježek (Kváč a kol. 

2014). 
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2.5 Klinické příznaky kryptosporidiových infekcí 

Infekce, která je vyvolaná kryptosporidiemi, se nazývá kryptosporidióza. Klinické 

projevy u každého hostitele jsou úzce spjaty s jeho imunitním systémem a také závisí  

na lokalizaci parazita. Kryptosporidióza je studována u velkého spektra hostitelů 

z důvodu porozumění patogenitě těchto parazitů. Infikovaní jedinci mohou být postiženi 

silnými vodnatými průjmy a dochází u nich k poškození střevního epitelu (Sterling  

a kol. 1986), nicméně v řadě případů se vodnaté průjmy vůbec neobjevují (Houpte  

a kol. 2005; Turkcapar a kol. 2002). Mezi další příznaky patří například zvracení, 

nechutenství, bolesti břicha, únava, malátnost, nadměrné pocení a horečka (Fayer 2003; 

Rašková a kol. 2013; Thompson a kol. 2005). 

Kryptosporidióza se nejčastěji vyskytuje u imunosuprimovaných osob a u dětí 

(Segura 2015). U imunokompetentního člověka trvá infekce průměrně 12 dní. Klinické 

příznaky se objevují nejčastěji v rozmezí 3–26 dní. V případě infekce tlustého střeva 

může infekce probíhat zcela asymptomaticky, stejně jako při infekci žaludečními 

kryptosporidiemi (Vítovec a kol. 2006). Pouze v ojedinělých případech došlo  

u postižených jedinců ke kachexii (Anderson 1987; Kváč a kol. 2013c, 2014; Pospischil 

a kol. 1987).  

V zemích třetího světa je kryptosporidióza druhé nejčastější průjmové onemocnění, 

na které umírají nejčastěji děti do 5 let věku. Obvykle se nakazí z vody, ve které  

se nacházejí oocysty kryptosporidií. Ty se do vody dostaly z trusu hospodářských  

i volně žijících zvířat (Striepen 2013). 

V posledních letech byla provedena řada studií a bylo zjištěno, že většina druhů 

kryptosporidií nezpůsobuje žádné klinické příznaky (Houpte a kol. 2005; Kváč a kol. 

2013c, 2014; Ryan a Xiao 2014; Segura 2015; Turkcapar a kol. 2002; Vítovec a kol. 

2006). 

2.6 Kryptosporidiové infekce hlodavců 

Hlodavci zahrnují přibližně 40 % savčí rozmanitosti. Jedná se o skupinu s více  

než 2 200 druhy. Obvykle je rozeznáváno 5 podřádů: Myomorpha (myši, krysy, 

pískomilové a jim příbuzní), Sciuromorpha (stromové veverky a jim příbuzní), 

Castorimorpha (bobři, pytlonoši a jim příbuzní), Anumaluromorpha (šupinatky  

a noháči) a Hystricomorpha (gundiové, kapybary a jim příbuzní). S takovou 

rozmanitostí zabírají hlodavci širokou škálu habitatů a zobecňování, týkající se jejich 

přirozené historie, je obtížné. Všichni hlodavci mají dva horní a dva dolní řezáky, které 
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rostou nepřetržitě (samy se obrušují), ale chybí jim špičáky. Většina druhů jsou 

býložravci, případně všežravci. 

Myši a krysy starého světa jsou zahrnuty v čeledi Muridae. Do stejné skupiny patří  

i pískomilové, kteří jsou často využíváni jako laboratorní zvířata pro experimentální 

infekce kryptosporidiemi, jelikož jsou k těmto parazitům dobře vnímaví (Baishanbo  

a kol. 2005; Kváč a kol. 2009d). 

Kryptosporidiím hlodavců byly dosud věnovány stovky studií (PubMed, 

www.ncbi.nlm.nih.gv/pubmed). Byly u nich popsány druhy jako C. muris (Tyzzer 

1910), C. tyzzeri (Ren a kol. 2012) a u morčat C. wrairi (Vetterling a kol. 1971).  

2.7 Hlodavci rodu Rattus 

Hlodavci rodu Rattus jsou řazeni do říše Animalia, kmene Chordata, podkmene 

Vertebrata, třídy Mammalia, řádu Rodentia a čeledi Muridae. Příbuznost s dalšími 

drobnými hlodavci znázorňuje obrázek 2.  

Obrázek 2: Fylogenetická příbuznost vybraných druhů hlodavců (Bedford a Hoekstra 

2015; upraveno). 

 

Nejznámější zástupci rodu Rattus jsou potkan (Rattus norvegicus) a krysa obecná 

(Rattus rattus), přičemž potkan je jediný druh rodu Rattus, který se označuje v češtině 

rodově jinak než krysa a to jako potkan obecný. Hlodavci rodu Rattus jsou téměř 

celosvětově rozšíření s výjimkou polárních oblastí (Reid 2006). Tito hlodavci jsou 

nejrozšířenější ze všech komenzálních zvířat a nejhorší ze všech škůdců (Lowe a kol. 

2000). 
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2.7.1 Fylogeografie hlodavců rodu Rattus 

Hlodavci rodu Rattus sensu stricto se poprvé objevili před ~7,5 – 5,5 miliony let. 

Rattus sensu stricto prodělal dvě intenzivní speciace. První byla před ~2,7 miliony let  

a vytvořilo se pět Rattus linií v období kratším než 0,3 milionu let. Druhá speciace 

začala před ~1,2 miliony let a stále pokračuje (Verneau 1998). K největší diverzifikaci 

v rodu Rattus došlo v době před ~3,5 miliony let. V tomto období se separoval 

endemický druh z Nové Guinei Rattus praetor a další linie zahrnovala druhy  

R. norvegicus, R. exulans, R. rattus a R. tanezumi (Robins 2008). V průběhu let došlo 

k rozpadu tzv. pravých krys a potkanů na přibližně 60 druhů. Výčet je uveden v tabulce 

2. K celosvětovému výskytu napomohla těmto hlodavcům námořní doprava, která 

značně zasáhla do jejich přirozeného rozšíření (Aplin a kol. 2003; Verneau 1998).  

Jako původní oblast výskytu potkana obecného je považována východní centrální 

Asie, včetně dnešní severní Číny a Mongolska (Hedrich 2000; Lin a kol. 2011; 

Lydekker 1896). Nedávné analýzy ovšem prokázaly, že ancestrální formy druhu Rattus 

norvegicus původně pochází z Jihovýchodní Číny z doby před ~1,6 – 1,2 miliony let 

(Jin a kol. 2008; Wu a Wang 2012). Zkoumání fosilních vzorků nalezených v jeskyni 

Choukoutien v severní Číně prokázalo, že se potkani do těchto míst dostali v době  

před ~0,4 miliony let a dále se rozšířili do většiny Číny a přilehlých Asijských zemí 

(~0,13 – 0,01 milionu let) (Wu a Wang 2012). Během 15. století byli potkani postupně 

introdukováni do celého světa. V Evropě je jejich výskyt zaznamenán poprvé 

začátkem 18. století.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



15 

 

Tabulka 2: Výčet druhů rodu Rattus (Musser a Carleton 1993). 

Druh Výskyt Druh Výskyt 

Rattus adustus Indonésie Rattus mindorensis Filipíny 

Rattus annandalei Indonésie, Malajsie Rattus mollicomulus Indonésie 

Rattus argentiventer JV Asie Rattus montanus Srí Lanka 

Rattus baluensis Malajsie Rattus mordax Papua Nová Guinea 

Rattus bontanus Indonésie Rattus morotaiensis Indonésie 

Rattus burrus Indie Rattus nativitatis Vánoční ostrov 

Rattus colletti Austrálie Rattus nitidus JV Asie 

Rattus detentus Papua Nová Guinea Rattus norvegicus Celosvětově 

Rattus elaphinus Indonésie Rattus novaeguineae Papua Nová Guinea 

Rattus enganus Indonésie Rattus osgoodi Vietnam 

Rattus everetti Filipíny Rattus palmarum Indie 

Rattus exulans 
JV Asie, ostrovy 

Pacifiku 
Rattus pelurus Indie 

Rattus feliceus Indonésie Rattus praetor 
Indonésie, Papua 

Nová Guinea 

Rattus foramineus Indonésie Rattus ranjiniae Indie 

Rattus fuscipes Austrálie Rattus rattus Celosvětově 

Rattus giluwensis Papua Nová Guinea Rattus sikkimensis JV Asie 

Rattus hainaldi Indonésie Rattus simalurensis Indonésie 

Rattus hoogerwerfi Indonésie Rattus sordidus 
Austrálie, Indonésie, 

Papua Nová Guinea 

Rattus jobiensis Indonésie Rattus steini 
Indonésie, Papua 

Nová Guinea 

Rattus koopmani Indonésie Rattus stoicus Indie 

Rattus korinchi Indonésie Rattus tanezumi JV Asie 

Rattus leucopus 
Austrálie, Indonésie, 

Papua Nová Guinea 
Rattus tawitawiensis Filipíny 

Rattus losea JV Asie Rattus timorensis Indonésie 

Rattus lugens Indonésie Rattus tiomanicus JV Asie 

Rattus lutreolus Austrálie Rattus tunneyi Austrálie 

Rattus macleari Vánoční ostrov Rattus turkestanicus Asie 

Rattus marmosurus Indonésie Rattus villosissimus Austrálie 

 

2.7.2 Nemoci přenášené hlodavci rodu Rattus 

Celosvětově nejrozšířenější hlodavec z rodu Rattus je Rattus norvegicus (potkan 

obecný). V České republice se vyskytuje na celém území včetně vysokých 

nadmořských výšek. Tento hlodavec patří mezi významné přenašeče parazitárních, 

bakteriálních i virových onemocnění. Z původců onemocnění přesnosných  

na hospodářská a domácí zvířata případně na člověka jsou nejvýznamnější leptospiry, 

listerie, salmonely, rickettsie, Mycobacterium tuberkulosis, Francisella tularensis, 

Trichinella spiralis a řada dalších (Evangelista 2010; Hilton a kol. 2002; Lecuit 2007; 

Webster a Macdonald 1995; Zhan a kol. 2009). Kromě výše uvedených původců 

zoonotických chorob, jsou hlodavci rodu Rattus zdrojem kryptosporidií.  
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2.7.3 Biologie rodu Rattus 

Hlodavci rodu Rattus jsou jedním z nejúspěšnějších rodů v živočišné říši. Nachází 

uplatnění jako laboratorní zvířata, jelikož jsou významným modelovým organismem. 

Výhodou je rychlá generační doba a velký počet potomstva. Pohlavně dospívají v 50-60 

dnech stáří a samice má v jednom vrhu až 12 mláďat.  

Na druhou stranu divoké druhy rodu Rattus způsobují obrovské škody v zemědělství 

a to hlavně v jihovýchodní Asii. Přirozeně se vyskytují v zemědělských oblastech,  

při pobřeží, na pastvinách, v mokřadech, ruderálních a urbanizovaných plochách. Jejich 

výskyt je obvykle spojen s přítomností člověka. Hlodavci rodu Rattus jsou omnivorní 

oportunisti, ale preferují více rostlinnou potravu, jako je obilí, brambory, ovoce  

a zelenina. Díky studiu jejich potravních preferencí lze redukovat populace těchto 

hlodavců. Sociální učení a předávání zkušeností mladým jedincům je obecně známý 

fenomén (Cowan a kol. 2003; Galef a Allen 1995). 

Rozdíl ve stavbě těla krysy a potkana znázorňuje obrázek 3. Obecně lze říci,  

že potkan má menší uši a ocas je kratší než délka těla. Krysa je obvykle tmavě zbarvená 

a potkan je spíše hnědý a má světlé břicho (Reid 2006).  

 

Obrázek 3: Rozdíl ve stavbě těla krysy, potkana a myši domácí (Reid 2006; upraveno). 
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2.8 Kryptosporidie a kryptosporidióza hlodavců rodu Rattus 

Kryptosporidiím bylo dosud věnováno přibližně 9000 studií. Těch, které se zabývají 

kryptosporidiemi u hlodavců, jsou řádově stovky, studií zabývajících se molekulární 

epidemiologií nebo biologickými vlastnostmi kryptosporidií u hlodavců rodu Rattus je 

méně než 20 (WEB of Knowledge, https://apps.webofknowledge.com).  

Ve většině prací byly oocysty kryptosporidií u hlodavců rodu Rattus detekovány 

pouze mikroskopicky a rozlišování různých druhů bylo založeno pouze na morfologii  

a morfometrii oocyst (Gholipoury a kol. 2016; Iseki 1986; Webster a Macdonald 1995). 

Ze současného pohledu nelze bez molekulárních analýz různých genotypů přesně 

porozumět diverzitě, epidemioologii a zoonotickému potenciálu těchto parazitů (Xiao  

a Fayer 2008). 

Hlodavci rodu Rattus jsou vnímaví k řadě druhů kryptosporidií. Jedná se jak o druhy 

s úzkou, tak i s širokou hostitelskou specifitou. Do současné doby bylo u těchto 

hlodavců popsáno 5 druhů, 5 genotypů kryptosporidií a řada dalších izolátů (tabulka 3). 
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Tabulka 3: Přehled dosud detekovaných druhů a genotypů kryptosporidií u hlodavců 

rodu Rattus. 

Druh / genotyp rodu 

Cryptosporidium 

Metoda  

detekce 

Referenční 

sekvence 

(SSU) 

GenBank 

Země Reference 

C. parvum 

Mikroskopicky – Japonsko Iseki 1986 

Mikroskopicky – Anglie Webster a Macdonald 1995 

PCR AB271070 Japonsko Kimura a kol. 2007 

PCR-RFLP HQ651732 Írán Bahrami a kol. 2012 

PCR AB986579-81 Írán Saki a kol. 2016 

PCR (EU331237)* Čína Zhao a kol. 2015 

C. muris 

Mikroskopicky – Japonsko Iseki 1986 

PCR JX485397 Filipíny Ng-Hublin a kol. 2013 

PCR JQ313975 Brazílie Silva a kol. 2013 

PCR (EU245045)* Čína Zhao a kol. 2015 

C. tyzzeri PCR GQ121024 Čína Chaochao a kol. 2009 

C. scrofarum PCR JX485403 Filipíny Ng-Hublin a kol. 2013 

C. suis-like PCR JX485388 Filipíny Ng-Hublin a kol. 2013 

C. meleagridis PCR AB271063 Japonsko Kimura a kol. 2007 

rat genotype I PCR JX485398 Filipíny Ng-Hublin a kol. 2013 

rat genotype II 

PCR GQ121025 Čína Chaochao a kol. 2009 

PCR JX294358 Austrálie Paparini a kol. 2012 

PCR JX485400 Filipíny Ng-Hublin a kol. 2013 

rat genotype III 

PCR GQ121026 Čína Chaochao a kol. 2009 

PCR JX294361 Austrálie Paparini a kol. 2012 

PCR JX485389 Filipíny Ng-Hublin a kol. 2013 

PCR KF176349 Brazílie Silva a kol. 2013 

rat genotype IV PCR JX485394 Filipíny Ng-Hublin a kol. 2013 

izolát BR31 PCR AB271061 Japonsko Kimura a kol. 2007 

izolát BR4 a 201 PCR AB271062 Japonsko Kimura a kol. 2007 

izolát BR8 PCR AB271064 Japonsko Kimura a kol. 2007 

izolát BR121 PCR AB271066 Japonsko Kimura a kol. 2007 

izolát BR10 a 152 PCR AB271067 Japonsko Kimura a kol. 2007 

izolát BR16 a 441 PCR AB271068 Japonsko Kimura a kol. 2007 

izolát BR312 PCR AB271071 Japonsko Kimura a kol. 2007 

izolát BR402 PCR AB271072 Japonsko Kimura a kol. 2007 

Cryptosporidium sp.  

(blíže nedefinováno) 

histologie – Korea Seok a kol. 2005 

mikroskopicky – Írán Gholipoury a kol. 2016 

mikroskopicky – Indonésie Prasetyo 2016 

mikroskopicky – Japonsko Yamaura a kol. 1990 

* Sekvence z této studie nejsou uloženy v databázi GenBank, jsou však identické s těmito uvedenými 

sekvencemi; 1 později popsáno jako Cryptosporidium rat genotype IV; 2 později popsáno jako 

Cryptosporidium rat genotype I 

 

Jako první detekoval oocysty v trusu u Rattus norvegicus a R. rattus Iseki (1986)  

v Japonsku. Vzorky trusu z kolonu a céka byly vyšetřeny mikroskopicky.  

Dle morfometrie se jednalo o dva různé druhy kryptosporidií, které byly považovány  

za C. parvum a C. muris a tyto izoláty byly infekční pro laboratorní potkany. Prevalence 

byla 14,8 %. V další studii provedené v Japonsku byly detekovány oocysty ze vzorků 
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trusu opět mikroskopicky. Dle velikosti oocyst se předpokládalo, že se jednalo o jeden 

druh kryptosporidií, který nebyl blíže specifikován. Prevalence byla 13,9 % (Yamaura  

a kol. 1990). V roce 1995 byly detekovány kryptosporidie v Anglii a dle velikosti 

oocyst byly považovány za C. parvum. V této studii byla překvapivě vysoká prevalence 

a to 63 % (Webster a Macdonald 1995). Další studie byla provedena až v roce 2005.  

U 6 % laboratorních potkanů v Severní Koreji dodávaných do výzkumných laboratoří, 

byly kryptosporidie nalezeny v histologických preparátech střeva, ačkoliv vzorky trusu 

byly mikroskopicky negativní (Seok a kol. 2005). 

První studie, ve které byla provededena molekulární genotypizace kryptosporidií  

u Rattus norvegicus, byla publikována až v roce 2007 v Japonsku. Fylogenetická 

analýza genu kódujícího malou ribozomální podjednotku rRNA ukázala přítomnost  

jak známých druhů, tak nových genotypů, které do té doby nebyly detekovány  

u žádných jiných obratlovců. Celková promořenost potkanů v této studii byla 38 % 

(Kimura a kol. 2007).  

Feng a kol. 2009 sledovali výskyt kryptosporidií v odpadních vodách v Číně  

a detekovali sekvenci malé ribozomální podjednotky, která byla identická s izolátem 

BR15 ze studie Kimura a kol. 2007. Tento genotyp byl nazván Cryptosporidium rat 

genotype.  

V roce 2009 byly detekovány a pojmenovány další 2 nové genotypy kryptosporidií 

parazitujících u krys, jmenovitě Cryptosporidium rat genotype II a III (Chaochao a kol. 

2009).  Prevalence v této studii byla 8,9 %. 

V roce 2012 byly provedeny dvě studie zabývající se kryptosporidiemi hlodavců 

rodu Rattus. První studie byla provedena v Íránu a vzorky byly vyšetřovány pomocí 

PCR-RFLP metody. Pomocí této metody byly všechny pozitivní vzorky detekovány 

jako C. parvum (Bahrami a kol. 2012). V druhé studii ze severní Austrálie byla  

na základě přítomnosti specifické DNA kryptosporidií pomocí PCR analýzy pro malou 

ribozomální podjednotku rRNA a gen kódující aktin popsána 8,2% prevalence 

kryptosporidií u Rattus rattus. Byly detekovány genotypy Cryptosporidium rat genotype 

II a Cryptosporidium rat genotype III (Paparini a kol. 2012). 

V následujícím roce byly provedeny další dvě studie. V první studii z Brazílie byla 

na základě molekulárních metod (SSU a aktin) 29,6% promořenost hlodavců rodu 

Rattus druhem C. muris a Cryptosporidium rat genotype III. Genotyp rat genotype II 

dříve detekovaný pouze u potkanů a krys byl v této studii nalezen i u myší (Silva a kol. 

2013). Ve druhé studii, která byla provedena na vzorcích z Filipín, byly vyjma druhů  



20 

 

C. muris a C. scrofarum převážně detekovány hostitelsky specifické genotypy 

Cryptosporidium rat genotype I-IV (Ng-Hublin a kol. 2013). Fylogenetické analýzy 

prokázaly, že rat genotype IV vytváří společnou skupinu s dříve popsanými izoláty 

z potkanů z Japonska s izolátem W19 získaném z odpadní vody v USA (Jiang a kol. 

2005; Kimura a kol. 2007).  U krys byl v této studii popsán výskyt nového genotypu 

nazvaného C. suis-like, přičemž autoři poznamenali, že by neměl být zaměňován 

s druhem C. suis, od kterého se molekulárně liší. Celková promořenost hlodavců rodu 

Rattus byla 28,1 % (Ng-Hublin a kol. 2013). 

Roku 2015 byli vyšetřeni hlodavci rodu Rattus v Číně. Detekce kryptosporidií byla 

provedena pomocí PCR, amplifikací genu pro malou ribozomální podjednotku rRNA  

a 60-kDa glykoprotein. Molekulární analýzy prokázaly přítomnost specifické DNA  

u 9 % jedinců, konkrétně druhů C. parvum a C. muris (Zhao a kol. 2015).  

Poslední dosud publikované studie věnované kryptosporidiím u hlodavců rodu 

Rattus byly provedeny v roce 2016 v Indonésii a Íránu. Ve dvou studiích z Indonésie  

a Íránu byla popsána prevalence 33 % a 6,6 %. Nicméně hlodavci byli podrobeni 

celkovému parazitologickému vyšetření a oocysty kryptosporidií byly detekovány 

pouze mikroskopicky a není tudíž jasné, jaké druhy, případně genotypy kryptosporidií 

se u těchto hlodavců vyskytovaly (Gholipury a kol. 2016; Prasetyo 2016). Ve třetí studii 

(Írán) byla detekce kryptosporidií založena na kombinaci mikroskopického vyšetření, 

RFLP-PCR a sekvenování genu pro malou ribozomální podjednotku rRNA. Na základě 

restrikční analýzy a získaných sekvencí byly pozitivní vzorky vyhodnoceny jako  

C. parvum. Prevalence u hlodavců rodu Rattus v této studii byla 3,2 % (Saki a kol. 

2016).  
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3 CÍLE PRÁCE 

• Kritické zpracování literární rešerše k problematice daného tématu. 

• Popis diverzity kryptosporidií hlodavců rodu Rattus z vybraných lokalit 

pomocí molekulárních metod. 

• Popis biologie nalezených a nedostatečně charakterizovaných genotypů. 

• Vyhodnocení zoonotického potenciálu detekovaných druhů a genotypů 

kryptosporidií. 
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4 MATERIÁL A METODIKA 

4.1 Materiál 

4.1.1 Zdroj biologického materiálu 

Celkem bylo získáno 788 vzorků trusu nebo obsahů zažívacího traktu z několika 

lokalit v České republice, na Slovensku, Novém Zélandu, Filipínách, v Kamerunu, 

Keni, Kambodži a Thajsku. Vzorky byly skladovány v dichromanu draselném  

nebo v ethanolu. 

4.1.2 Získaní paraziti 

Ze vzorků trusu byly získány 4 genotypy kryptosporidií hostitelsky specifické  

pro hlodavce rodu Rattus. Pouze oocysty genotypů Cryptosporidium rat genotype I  

a Cryptosporidium rat genotype IV byly získány v takovém množství a kvalitě, aby bylo 

možné s nimi laboratorně pracovat. Ze vzorků s izoláty Cryptosporidium rat genotype II 

a Cryptosporidium rat genotype III byla získána pouze specifická DNA, jelikož vzorky 

byly uchovány v ethanolu.  

4.1.3 Experimentální zvířata 

Laboratorní potkani kmene Wistar (Rattus norvegicus) ve věku 4 a 8 týdnů, 8 týdnů 

staré laboratorní myši BALB/c (Mus musculus), 8 týdnů staří pískomilové mongolští 

(Meriones unguiculatus). Potkani byli pořízeni z firmy AnLab, s.r.o. Myši  

a pískomilové byli získáni z chovu Parazitologického ústavu, Biologického centra 

AVČR, v. v. i. v Českých Budějovicích. 

4.2 Metody 

4.2.1 Zpracování vzorku 

U čerstvě odebraných vzorků trusu, případně ze vzorků skladovaných v dichromanu 

draselném byla provedena detekce oocyst kryptosporidií pomocí specifických barvení, 

dále purifikace oocyst pro experimentální infekce a morfometrické analýzy a izolace 

DNA pro genotypizaci. Ze vzorků skladovaných v ethanolu byla provedena pouze 

izolace DNA. 

4.2.2 Purifikace oocyst 

Trus s oocystami Cryptosporidium rat genotype I nebo Cryptosporidium rat genotype 

IV byl homogenizován ve třecí misce, dále přečištěn na sacharózovém gradientu  

a nakonec dočištěn na cesium chloridovém gradientu. 
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Sacharózový gradient (Arrowood a Stearling 1987) 

Chemikálie: Sheaterův roztok, 1% roztok PBS Tween a pracovní Sheaterovy 

roztoky. 

Složení Sheaterova roztoku: 259 ml deionizované vody, 405 g cukru a 7,29 g fenolu 

Pracovní Sheaterovy roztoky:  1+2 (1 díl Sheater + 2 díly PBS Tween) 

1+4 (1 díl Sheater + 4 díly PBS Tween) 

Postup: 

1. Zbavit trus příměsí přecezením přes sítko. 

2. Do 4 skleněných zkumavek navrstvit pomocí pasteurovy pipety gradient: 

  1. vrstva: 30 ml Sheater 1+2 

  2. vrstva: 30 ml Sheater 1+4 

  3. vrstva: 15 ml vzorku trusu 

3. Centrifugovat při 4 °C po dobu 20 minut při 1370 g. 

4. Horní zbarvenou vrstvu (cca 1/3) odsát a zbylý supernatant přenést do čistých 

zkumavek. 

5. Zkumavky doplnit deionizovanou vodou a centrifugovat při 4 °C po dobu  

20 minut. při 1370 g. 

6. Polovinu objemu odsát a vzorky doplnit deionizovanou vodou. Centrifugovat 

při 4 °C po dobu 20 minut při 1370 g. 

7. Zopakovat krok 6. 

8. Sediment přenést do čisté zkumavky a uchovat při 4 °C s přídavkem ATB 

případně zalít 5% dichromanem draselným. 

Cesium chloridový gradient 

Chemikálie: Cesium chlorid (roztok o hustotě 1,15 g.ml-1), PBS (0,025 M roztok;  

pH 7,2). 

Postup: 

1. Centrifugovat vzorky přečištěné na cukrovém gradientu. 

2. Odsát supernatant, přidat PBS a rozsuspendovat. 

3. Do čisté 1,7 ml zkumavky napipetovat 1 ml CsCl. 

4. Na CsCl opatrně navrstvit 0,5 ml roztoku oocyst v PBS. 

5. Vzorek centrifugovat při laboratorní teplotě po dobu 3 minuty při 16 000 g. 
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6. Odebrat 1 ml supernatantu s oocystami a poté naředit deionizovanou vodou.  

7. Vzorek centrifugovat při 4 °C po dobu 20 minut při 1370 g. 

8. Supernatant odsát a pelet skladovat v dichromanu draselném. 

4.2.3 Specifické barvení oocyst kryptosporidií 

Byl proveden tenký nátěr trusu na podložní sklo, zafixován pomocí methanolu  

a protažením v plameni. Vzorky byly obarveny metodami anilin-karbol-methyl violetí  

a metodou dle Ziehl-Neelsena. 

Metoda barvení anilin-karbol-methyl violetí (Miláček a Vítovec 1985) 

Chemikálie: Methylvioleť (roztok 0,6 g methylvioleti, 1 ml anilinu, 1 g fenolu, 30 ml 

96% alkoholu a 70 ml deionizované vody), roztok 2% kyseliny sírové, 1% roztok 

tartrazinu v 1% kyselině sírové. 

Postup: 

1. Nafixované vzorky obarvit v roztoku methylvioleti po dobu 30 minut. 

2. Vzorky opláchnout vodou. 

3. Diferenciace v H2SO4 po dobu 2 minut. 

4. Vzorky opláchnout vodou. 

5. Vzorky dobarvit v tartrazinu po dobu 4 minut. 

6. Vzorky opláchnout vodou. 

7. Nechat vzorky oschnout při laboratorní teplotě a následně prohlížet 

mikroskopem při zvětšení 1000× za použití imerzního oleje. 

Barvení dle Ziehl-Neelsena v modifikaci dle Henriksena a Pohlenze (1981) 

Chemikálie: Roztok karbolfuchsinu (2,5 ml rozpuštěných fenolových krystalů, 5 ml 

100% ethanolu, 0,5 g práškového basického fuchsinu, 50 ml destilované vody),  

1% kyselý alkohol (1 ml koncentrované kyseliny solné – HCl, 100 ml 70% ethanolu), 

0,8% fast green zeleň (0,8 g prášku light green – světlá zeleň, 100 ml deionizované 

vody). 

Postup: 

1. Nafixované vzorky v methanolu obarvit v roztoku karbolfuchsinu 2–3 hodiny. 

2. Vzorky opláchnout pod tekoucí vodou. 

3. Odbarvit nabarvené roztěry v 1% kyselém alkoholu tak, že při odbarvování  

již neodtéká roztok červené barvy. 



25 

 

4. Opláchnout pod vodou po dobu 1 minuty.  

5. Barvit 1 minutu světlou zelení. 

6. Vzorky opláchnout pod tekoucí vodou. 

7. Nechat vzorky oschnout při laboratorní teplotě a následně prohlížet 

mikroskopem při zvětšení 1000× za použití imerzního oleje. 

4.2.4 Hodnocení intenzity infekce 

U mikroskopicky pozitivních vzorků byla odhadnuta intenzita infekce a vyjádřena 

počtem oocyst v gramu trusu (OPG = oocyst per gram) (Kváč a kol. 2007). 

4.2.5 Izolace DNA 

Izolace byla provedena pomocí komerčního kitu Exgene Stool DNA mini (GeneAll 

Biotechnology).  

Součásti kitu: FL pufr, PB pufr, NW pufr, EzPass kolona, Kolona typ G, 1,5 ml 

mikrocentrifugační zkumavka. 

Postup: 

1. Přibližně 200 mg vzorku trusu dát do Safe-Lock zkumavky, přidat skleněné  

a zirkonové kuličky a napipetovat 0,8 ml FL pufru, homogenizovat 

vortexováním a rozbít přístrojem Fast Prep 24 Instrument (MP Bio) po dobu 

1 minuty při rychlosti 5,5 m/s. 

2. Inkubovat 5 minut při laboratorní teplotě, centrifugovat 5 minut při 14 000 g.  

3. Přepipetovat veškerý supernatant na EzPass kolonu (bílá kolona). 

4. Centrifugovat 1 minutu při 14 000 g, vylít odpad ze sběrné zkumavky.  

5. Na kolonku napipetovat 100 µl EB pufru, inkubace 1 minutu při laboratorní 

teplotě, centrifugovat 1 minutu při 14 000 g. 

6. Vyhodit bílou kolonku a připipetovat 500 µl PB pufru do sběrné zkumavky, 

promíchat pipetováním.  

7. Všechen obsah sběrné zkumavky přenést na mini spin column (zelená 

kolona). 

8. Centrifugovat 1 minutu při 14 000 g, vylít odpad ze sběrné zkumavky. 

9. Napipetovat 500 µl pufru NW na střed kolony a centrifugovat 1 minutu  

při 14 000 g. 

10. Vylít odpad ze sběrné zkumavky a opět centrifugovat 1 minutu při 14 000 g. 

Přenést kolonu na čistou eppendorfku. 
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11. Napipetovat 200 µl EB pufru na kolonu, inkubovat 1 minutu a centrifugovat 

1 minutu při 14 000 g. Získanou DNA skladovat při -20 °C 

4.2.6 Genotypizace 

Vyizolovaná DNA byla použita pro amplifikaci genu kódujícího malou ribozomální 

podjednotku rRNA (SSU) a aktin genu pomocí nested PCR. Jako negativní kontrola 

byla použita dH2O a jako pozitivní kontrola vyizolovaná DNA C. parvum, respektive  

C. muris. Primární reakce byla provedena ve 20 µl, z toho 10 µl byl HS-Taq premix 

(GenAll, Korea) obsahující 2U HS-Taq DNA polymerázy, 200 µM dNTPs, reakční pufr 

(2,5 mM MgCl2), loading dye a stabilizátor. Do reakce bylo dále přidáno 7 µl PCR 

vody, 200 mM specifického forward a reverse primeru a 2 µl genomové DNA. 

Sekundární reakce byla shodná s předpisem primární reakce. Jako templát  

pro sekundární reakci byly použity 2 µl primární reakce. 

Primární a sekundární PCR reakce proběhly v 35 cyklech. Nejprve došlo  

k denaturaci DNA při 95 °C po dobu 45 sekund. Dále následoval krok nasedání primerů 

(annealing) při specifické teplotě pro každou reakci po dobu 45 sekund (níže). Následně 

se teplota zvýšila na 72 °C, při které se prodlužoval řetězec DNA (extension) po dobu  

1 minuty. Prvnímu cyklu předcházela počáteční denaturace při teplotě 95 °C po dobu  

3 minut a poslední cyklus byl následován finální extenzí při 72 °C po dobu 7 minut. 

Pro amplifikaci každého genu byly použity specifické primery. Tyto primery a jejich 

nasedací teploty jsou popsány v tabulce 4. 
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Tabulka 4: Nukleotidové sekvence specifických primerů pro různé geny. 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.2.7 Gelová elektroforéza 

Produkt PCR reakce byl analyzován na 1% agarózovém gelu. Pro detekci byl použit 

ethidium bromid (EtBr). Vizualizace byla provedena pomocí UV záření 

transiluminátorem (Ultra-Lum Inc, USA) a následně byl výsledek reakce 

zdokumentován (Gel Logic 112, program Carestream 1-877-747-HELP, USA). 

Chemikálie: 50× TAE pufr (242 g Tris báze; 47,1 ml ledové kyseliny octové; 100 ml 

0,5 M EDTA o pH 8,00), agarosa (Serva Electrophoresis, Germany), ethidium bromid 

(10 mg/ml, Sigma Aldrich, USA), DNA Ladder – 100 bp (Fermentas International Inc., 

Canada). 

Postup:  

1. TAE pufr smíchat s agarózou. 

2. Pufr s agarózou rozpustit v mikrovlnné troubě a ochladit pod tekoucí vodou. 

3. Do tekutého gelu napipetovat 2 µl EtBr a opatrně promíchat. 

4. Gel nalít do předem připravené formy s hřebeny a ponechat ztuhnout. 

5. Po ztuhnutí hřebeny vyndat a gel vložit do elektroforetické vany s TAE 

pufrem. 

6. Do první jamky napipetovat DNA Ladder a do dalších jamek produkty 

sekundární reakce PCR. 

7. Zapnout zdroj a nastavit napětí v rozmezí 70–120 V po dobu potřebnou 

k separaci jednotlivých fragmentů DNA.  

SSU 

Primární reakce 55 °C 

F1 5´-TTCTAGAGCTAATACATGCG-3´ 

R1 3´-AGGACAAAGTTCCCTTTACCC-5´ 

Sekundární reakce 55 °C 

F2 5´-GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAG-3´ 

R2 3´-ATGAAGGTGACGTAGGATACTC-5´ 

Aktin 

Primární reakce 50 °C 

F1 5´-ATGRGWGAAGAAGWARYWCAAGC-3´ 

R1 3´-TAACAKGTGTCTTTYACRAAGA-5´ 

Sekundární reakce 45 °C 

F2 5´-CAAGCWTTRGTTGTTGAYAA-3´ 

R2 3´-GGTWSWTAACAKGTGTCTTT-5´ 
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8. Výsledek elektroforézy vizualizovat pomocí UV transluminátoru  

a dokumentovat pomocí příslušné kamery. 

4.2.8 Izolace z gelu 

Produkty gelové elektroforézy vhodné k osekvenování byly vyizolovány pomocí Gen 

Elute (Sigma) podle doporučení výrobce. 

Součásti kitu: Column Preparation solution, Gel Solubilization Solution, Wash 

Solution Concetrate G, Elution Solution. 

Postup: 

1. Vyříznout fragment DNA z gelu čistým skalpelem a dát do připravené 

eppendorfky. 

2. Do eppendorfky s fragmentem gelu připipetovat Gel Solubilization Solution. 

Na 100 mg gelu přidat 300 µl Gel Solubilization Solution. 

3. Inkubovat 10 minut při 50 °C, kontrolovat rozpouštění a promíchat každé 2–3 

minuty během rozpouštění. 

4. Zahřát PCR vodu na eluci na 65 °C. 

5. Sestavit Binding Column G, napipetovat 500 µl Column Preparation Solution 

a centrifugovat 1 minutu při 13 200 g. 

6. Po rozpuštění musí být v eppendorfce žlutý roztok.  

7. Připipetovat ke vzorku 150 µl isopropanolu a promíchat. 

8. Přepipetovat veškerý objem vzorku na kolonu (Binding Column G)  

a centrifugovat 1 minutu při 13 200 g. Kolona pojme 700 µl, vzorky s větším 

objemem nanášet a centrifugovat postupně.  

9. Vylít odpad ze sběrné zkumavky a opět použít s kolonou. 

10. Přepipetovat 700 µl Wash Solution G a centrifugovat 1 minutu při 13 200 g.  

11. Vylít odpad ze sběrné zkumavky a opět ji použít s kolonou. 

12. Centrifugovat 1 minutu při 13 200 g bez přídavku jakýchkoli roztoků. 

13. Otočit zkumavku v centrifuze o 180° a centrifugovat znovu 3 minuty  

při 13 200 g. 

14. Kolonu dát do nové 1,5 ml eppendorfky a provést eluci napipetováním 30 µl 

Elution Solution předehřátého na 65 °C přímo na střed kolony. Inkubovat  

1 minutu a poté centrifugovat 1 minutu při 13 200 g. 
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4.2.9 Sekvenování a fylogenetické analýzy 

Sekvenování sekudárního PCR produktu bylo provedeno pomocí ABI BigDye 

Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Kit a sekvenátoru ABI123130 za použití 

sekundárních primerů. Nukleotidové sekvence byly analyzovány pomocí programu 

ChromasPro v 1.32 a následně pomocí programů ClustalX a BioEdit porovnány  

se sekvencemi uloženými v databázi GenBank.  

Získané sekvence byly seřazeny pomocí MAFFT verze 7 online  

server s automatickým výběrem seřazovací strategie (Mafft, 

http://mafft.cbrc.jp/alignment/server/). Zarovnané sekvence byly následně ručně 

doopraveny v programu BioEdit a byly provedeny fylogenetické analýzy za použití 

MEGA 6.0. Fylogenetické vztahy byly vytvořeny pomocí metody Maximum likelihood 

(ML) substitučním modelem, který nejlépe vyhovuje testovaným souborům sekvencí  

na zákaldě Bayesiánského informačního kritériea. Pro alignmenty SSU a aktinu byl 

vybrán GTRT+G+I model. Podpora všech větví pro všechny modely byla získána 1000 

bootstrapovými replikacemi.  Fylogenetické stromy byly do finální podoby upraveny 

pomocí programu CorelDraw X7.  

4.2.10 Design experimentálních prací 

Ze vzorků trusu pozitivních na kryptosporidie byla získána infeční dávka  

pro pokusná zvířata: laboratorní potkan, laboratorní myš BALB/c a pískomil 

mongolský. Vzorky trusu byly přečištěny přes sítko o velikosti ok 40 µm. 

Experimentální zvířata byla nainfikována pomocí jícní sondy izoláty Cryptosporidium 

rat genotype I nebo Cryptosporidium rat genotype IV v dávce 1×104 oocyst/zvíře  

v 0,2 ml dH2O. 

Všechna zvířata byla odebírána denně po dobu 30 dní po infekci. Vzorky byly 

vyšetřeny nejprve mikroskopicky pomocí barvící metody dle Ziehl-Neelsena. 

Z každého vzorku byla následně vyizolována DNA a provedena amplifikace genu SSU. 

4.2.11 Odběr vzorků orgánů a tkání 

Po usmrcení laboratorních potkanů infikovaných izoláty Cryptosporidium rat 

genotype I a IV byly odebrány vzorky duodena, jejuna, ilea, céka a kolonu.  

Aby nedošlo ke kontaminaci jednotlivých vzorků, byla na každou část střeva použita 

nová sada pitevních nástrojů, která byla vysterilněna autoklávováním při 125 °C a dále 

UV zářením o vlnové délce 254 nm (Uvlink CL 508, UVITEC, UK). 
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4.2.12 Příprava histologických preparátů 

Odebrané části střeva byly nejprve fixovány v 10% formaldehydu a později 

odvodněny ve vzestupné alkoholové řadě. Alkohol byl po odvodnění zcela nahrazen 

xylenem. Vzorky byly přeneseny do tekutého parafínu a následně zality  

do přefiltrovaného parafínu. Byly vytvořeny malé bločky, ze kterých byly pomocí 

mikrotomu nakrájeny 5 µm široké histologické řezy. Řezy byly přeneseny na podložní 

skla a byly odparafínovány v xylenu a sestupnou alkoholovou řadou byly převedeny  

do vody. Takto připravené tkáně byly barveny hematoxylin-eosinem. Obarvené vzorky 

byly zality do kanadského balzámu a prohlíženy světelným mikroskopem (Olympus 

IX70) s vhodným zvětšením. Výsledky pozorování byly porovnány s neinfikovanými 

tkáněmi, které byly vyšetřeny stejným postupem. 

4.2.13 Barvení hematoxylin-eosinem 

Chemikálie: hematoxylin (0,5 g hematoxylinu, 500 ml dH2O; 25 g síranu  

hlinito-amonného; 0,1 g jodičnanu sodného; 20 ml kyseliny octové), eosin (0,5 g eosin; 

250 ml dH2O; 10 ml kyseliny octové). 

Postup: 

1. Vzorky obarvit 10 minut v hematoxylinu. 

2. Vzorky oplachovat 10 minut pod tekoucí vodou. 

3. Vzorky obarvit 5 minut v eosinu. 

4.2.14 Příprava preparátů pro skenovací elektronovou mikroskopii (SEM) 

Chemikálie: 3% glutaraldehyd; 0,1M kakodylátový pufr; 2% oxid osmičelý; 

acetonová řada (25%, 75% a 100% roztok). 

Postup: 

1. Vzorky střevní sliznice fixovat přes noc při 4 °C v glutaraldehydu 

v kakodylátovém pufru. 

2. Vzorky promýt v kakodylátovém pufru 3 × 15 minut. 

3. Fixovat vzorky v oxidu osmičelém v kakodylátovém pufru po dobu 2 hodin  

při laboratorní teplotě. 

4. Vzorky promýt 3 × 15 minut v kakodylátovém pufru. 

5. Po dehydrataci vzestupnou acetonovou řadou vzorky vysušit metodou kritického 

bodu (CPD). Vzorky vysušit v tlakové komoře pomocí kapalného CO2. 

6. Vysušené vzorky nalepit pomocí oboustranné lepící pásky na hliníkový terčík. 
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7. Nalepené vzorky pozlatit a prohlížet pomocí elektronového mikroskopu JOEL 

JSM-7401F-FE SEM. 
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5 VÝSLEDKY 

5.1 Prevalence kryptosporidií u hlodavců rodu Rattus 

Z celkového počtu 788 vzorků trusu volně žijících hlodavců rodu Rattus byly 

mikroskopicky pomocí barvení dle Ziehl Neelsena detekovány oocysty kryptosporidií 

pouze v 5 vzorcích trusu (0,6 %) u potkanů druhu Rattus norvegicus z České republiky. 

Ve všech případech byla zjištěna velmi nízká intenzita infekce v rozmezí 1000-2000 

OPG. Specifická 18S rDNA kryptosporidií byla prokázána celkem ve 107 vzorcích, 

z nichž bylo do následných fylogenetických analýz zařazeno pouze 97. Ve zbylých  

10 případech bylo zřejmé, že se jedná o sekvence náležící k některému z druhů  

nebo genotypů kryptosporidií, ale kvůli nízké kvalitě sekvencí nebylo možné provést 

genotypizaci (tabulka 5). 

Tabulka 5: Druhy a genotypy kryptosporidií detekované u přirozeně infikovaných 

druhů hlodavců rodu Rattus na základě molekulárních analýz, včetně země původu 

hostitele.  

Hostitel Země 

Počet 

vyšetřených/ 

pozitivních 

vzorků 

Genotypizace pozitivních vzorků 

SSU Aktin 

(počet hodnotitelných sekvencí) 

R. norvegicus 

CZE 390/49 

rat genotype I (27) rat genotype I (23) 

rat genotype IV (13) rat genotype IV (9) 

C. andersoni (3) C. andersoni (3) 

C. muris (4) C. muris (4) 

C. suis-like (1) C. suis-like (1) 

C. ryanae (1) C. ryanae (1) 

NZL 28/5 rat genotype II (3) rat genotype III (5) 

THA 100/30 

rat genotype I (7) rat genotype I (6) 

rat genotype II (1) rat genotype II (1) 

rat genotype IV (16) rat genotype IV (13) 

C. proliferans (2) C. proliferans (2) 

C. muris (3) C. muris (2) 

C. suis-like (1) C. suis-like (1) 

 SVK 46/0 – – 

R. tanezumi THA 28/6 

rat genotype II (2) 
rat genotype II (2) 

rat genotype III (1) 

C. suis-like (1) C. suis-like (1) 

C. muris (1) C. muris (1) 

C. serpentis (1) C. serpentis (1) 

R. exulans KHM 39/3 

rat genotype II (1) rat genotype II (1) 

 rat genotype III (1) 

rat genotype IV (1) rat genotype IV (1) 

Rattus sp. 
NZL 36/8 rat genotype II (4) 

rat genotype II (1) 

rat genotype III (3) 

PHL 63/5 rat genotype II (3) rat genotype III (2) 

 KEN 40/0 – – 

 CMR 10/0 – – 

R. adamanensi THA 8/1 C. suis-like (1) C. suis-like (1) 

CZE – Česká republika; CMR – Kamerun; KEN – Keňa; KHM – Kambodža; NZL – Nový Zéland; 

PHL – Filipíny; SVK – Slovensko; THA – Thajsko  
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Fylogenetická analýza na základě genu kódujícího malou ribozomální podjednotku 

rRNA prokázala přítomnost 5 druhů kryptosporidií, jmenovitě C. andersoni (n=3),  

C. muris (n=8), C. proliferans (n=2), C. ryanae (n=1), C. serpentis (n=1) a 4 genotypů:  

C. suis-like  (n=4),  Cryptosporidium rat genotype I (n=34), Cryptosporidium rat 

genotype II (n=14) a Cryptosporidium rat genotype IV (n=30; tabulka 5). Všechny 

sekvence byly 99,5-100 % shodné se sekvencemi uloženými v databázi GenBank 

(obrázek 4).  

Sekvence genu kódujícího aktin byly získány z 87 vzorků ze 107 pozitivních  

na 18S rRNA. Fylogenetická analýza na základě genu kódující aktin prokázala taktéž 

přítomnost všech druhů a genotypů detekovaných na základě sekvencí 18S rDNA.  

Ve 12 případech byly amplifikovány sekvence genu pro aktin, které byly identické  

se sekvencemi Cryptosporidium rat genotype III, přestože fylogenetické analýzy 

neprokázaly přítomnost tohoto genotypu v rámci získaných 18s rDNA sekvencí 

(tabulka 5; obrázky 4 a 5). Všechny tři vzorky z R. norvegicus získané na Novém 

Zélandu byly na základě sekvencí 18S rDNA určeny jako Cryptosporidium rat genotype 

II, zatímco na základě sekvencí genu pro aktin jako Cryptosporidium rat genotype III. 

Obdobně tomu bylo i ve dvou vzorcích získaných na Filipínách a Novém Zélandu 

z Rattus sp. Ve zbylých sedmi případech, kdy byly detekovány sekvence genu pro aktin 

jako Cryptosporidium rat genotype III nebyly získány sekvence pro 18S rDNA  

(tabulka 5). 

Všechny vzorky, které byly mikroskopicky pozitivní (n=5), byly zároveň i PCR 

pozitivní. V těchto mikroskopicky pozitivních vzorcích byl ve 4 případech detekován 

Cryptosporidium rat genotype I a v 1 případě Cryptosporidium rat genotype IV. 
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Obrázek 4: Kladogram fylogenetických vztahů izolátů kryptosporidií získaných 

z hlodavců rodu Rattus v této práci s ostatními druhy a genotypy kryptosporidií  

na základě částečné nukleotidové sekvence genu kódujícího malou ribozomální 

podjednotku vytvořený metodou Maximum likelihood. Sekvence získané v této studii 

jsou tučně zvýrazněny. 
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Obrázek 5: Kladogram fylogenetických vztahů izolátů kryptosporidií získaných 

z hlodavců rodu Rattus v této práci s ostatními druhy a genotypy kryptosporidií  

na základě částečné nukleotidové sekvence genu pro aktin vytvořený metodou 

Maximum likelihood. Sekvence získané v této studii jsou tučně zvýrazněny. 
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5.2 Biologické vlastnosti Cryptosporidium rat genotype I a IV 

5.2.1 Morfometrie oocyst 

Pro morfologii oocyst byl použit nativní preparát. Tento preparát byl připraven 

z přečištěného vzorku trusu na cesium chloridovém gradientu a následně uchováván 

v dichromanu draselném. 

Oocysty Cryptosporidium rat genotype I má sférické oocysty o velikosti 4,40–5,39 

µm (průměr=4,89) × 4,29–4,95 µm (průměr=4,63) s indexem tvaru 1,06±0,04 (n=30). 

Oocysty Cryptosporidium rat genotype IV jsou sférické o velikosti 4,84–7,48 µm 

(průměr=5,77) × 4,29–7,37 µm (průměr=5,47) s indexem tvaru 1,06±0,05 (n=30). 

Oocysty Cryptosporidium rat genotype I a IV jsou morfometricky neodlišitelné  

od oocyst druhu C. parvum (obrázek 6). 

 

Obrázek 6: Oocysty Cryptosporidium parvum, Cryptosporidium rat genotype I  

a Cryptosporidium rat genotype IV barvené A) modifikovanou metodou  

dle Ziehl Neelsena a B) anilin-karbol-methyl-violetí. Měřítko 5 µm. 
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5.3.1 Hostitelská specifita 

Vzhledem k nízkému množství získaných životaschopných oocyst z přirozeně 

infikovaných hlodavců rodu Rattus byla hostitelská specifita experimentálně testována 

pouze u Cryptosporidium rat genotype I a Cryptosporidium rat genotype IV. Výsledky 

sledování experimentálních pokusů prokázaly, že Cryptosporidium rat genotype I  

a Cryptosporidium rat genotype IV bylo infekční pouze pro laboratorní potkany (Rattus 

norvegicus). Mikroskopické ani molekulární vyšetření trusu infikovaných BALB/c myší 

(Mus musculus) a pískomilů mongolských (Meriones unguiculatus) neprokázalo 

přítomnost oocyst v trusu ani jejich specifickou DNA. 

5.3.2 Průběh infekce 

První záchyt specifické DNA u potkanů infikovaných Cryptosporidium rat genotype 

I byl 3. den po infekci (DPI). Oocysty nebyly mikroskopicky detekovány. U potkanů 

infikovaných izolátem Cryptosporidium rat genotype IV byl první záchyt DNA 4. DPI. 

Ani v tomto případě nebyly oocysty mikroskopicky detekovány. Specifická DNA byla 

v obou případech detekována intermitentně pomocí PCR (obrázek 7). Průběh infekce  

u 4 a 8 týdnu starých laboratorních potkanů se nelišil. 

 

Obrázek 7: Průběh infekce Cryptosporidium rat genotype I a Cryptosporidium rat 

genotype IV na základě molekulární detekce specifické DNA kryptosporidií. 
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5.3.3 Klinické příznaky a patogenita 

U žádného z pokusných zvířat nebyly pozorovány žádné klinické příznaky 

kryptosporidiózy. Zvířata neměla průjem, inapetenci, nebyla dehydratovaná, unavená 

ani malátná. U potkanů infikovaných Cryptosporidium rat gentoype I  

nebo Cryptosporidium rat genotype IV nebyly pozorovány žádné histopatologické 

změny v důsledku infekce vyvolané těmito genotypy kryptosporidií. Oba genotypy byly 

detekovány na střevním epitelu jejuna a ilea (obrázky 8 a 9). Ojediněle byla pozorována 

edematózně prosáklá lamina propria, nicméně tyto změny nesouvisely s infekcí 

kryptosporidiemi. U infekce Cryptosporidium rat genotype I bylo pozorováno mírné 

zmnožení pohárkových buněk na infikovaných klcích v zadní části ilea. 

 

Obrázek 8: Přítomnost vývojových stádií Cryptosporidium rat genotype I (šipka)  

na slizničním epitelu jejuna u laboratorního potkana (Rattus norvegicus) detekované  

A) a B) v histologických řezech barvených hematoxylin eosinem, C) skenovacím 

elektronovým mikroskopem. 
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Obrázek 9: Přítomnost vývojových stádií Cryptosporidium rat genotype IV (šipka)  

na slizničním epitelu jejuna u laboratorního potkana (Rattus norvegicus) detekované  

A-C) v histologických řezech barvených hematoxylin eosinem, D) skenovacím 

elektronovým mikroskopem. 
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6 DISKUSE 

Hlodavci, krysy a potkani především, jsou považováni za potenciální přenašeče celé 

řady původců onemocnění významných pro člověka. Jedná se zejména o bakteriální 

onemocnění, jako jsou leptospiróza, salmonelóza, tuberkulóza, tularémie, tyfus a další 

(Evangelista 2010; Hilton a kol. 2002; Lecuit 2007; Webster a Macdonald 1995; Zhan  

a kol. 2009). U hlodavců rodu Rattus byli detekováni i původci parazitárních 

onemocnění včetně kryptosporidií (Franssen a kol. 2016; Zhao a kol. 2015).  

V této práci byl sledován výskyt kryptosporidií v různých populacích hlodavců rodu 

Rattus. Kryptosporidie se ve většině studií vyskytují s rozdílnou prevalencí. Procento 

pozitivních zvířat v této studii bylo 13,6 %. Naše výsledky nejvíce odpovídají studiím, 

které provedli Iseki (1986), Yamaura a kol. (1990), Chaochao a kol. (2009), Paparini  

a kol. (2012) a Zhao a kol. (2015), kteří detekovali kryptosporidie u 8,2–14,8 % 

hlodavců rodu Rattus. Naopak nižší prevalence v rozpětí 3,2–6,6 % byla zjištěna  

ve studiích Saki a kol. (2016), Seok a kol. (2005) a Prasetyo (2016). Vyšší prevalence 

byly popsány ve studiích Kimura a kol. (2007), Silva a kol. (2013), Ng-Hublin a kol. 

(2013) a Gholipoury a kol. (2016), konkrétně 28,1–38 %. Pouze ve studii z roku 1995 

byla na základě mikroskopických metod popsána výrazně vyšší prevalence u potkanů, 

která byla 63 % (Webster a Macdonadl 1995). Promořenost zvířat v jednotlivých 

studiích může být ovlivněna řadou faktorů, zejména lokalitou a hustotou populace,  

ze kterých byly vzorky získány nebo použitými metodami. Prevalence může být také 

ovlivněna věkem, imunitou hostitele, roční dobou a řadou dalších faktorů (Gatti a kol. 

2017; Petersen a kol. 2015).  

Fylogenetická analýza založená na částečných sekvencích 18S rDNA prokázala 

přítomnost 9 geneticky odlišných skupin sekvencí. Jednotlivé skupiny sekvencí získané 

v této práci klastrovaly do dobře podpořených skupin s dříve popsanými druhy  

nebo genotypy kryptosporidií. Taktéž fylogenetická analýza založená na částečných 

sekvencích genu kódujího aktin prokázala přítomnost 9 dobře podpořených skupin 

sekvencí. Nicméně některé izoláty, které v analýze 18S rDNA klastrovaly  

ke Cryptosporidium rat genotype II, klastrovaly v analýze pro aktin gen se sekvencemi 

Cryptosporidium rat genotype III. Tyto výsledky odpovídají studii z Filipín, kde byla 

taktéž popsána velmi nízká vnitrodruhová variabilita aktinového lokusu u genotypů  

II a III (Ng-Hublin a kol. 2013). Na rozdíl od našich výsledků Ng-Hublin a kol. získali 

sekvence 18S rDNA z Cryptosporidium rat genotype III, které však vytvářely dobře 
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podpořenou skupinu spolu s Cryptosporidium rat genotype II. Nicméně v rámci jejich 

studie nebyly získány žádné aktinové sekvence Cryptosporidium rat genotype II. Námi 

provedená analýza prokázala 95,5–99,8% podobnost genu pro aktin u námi získaných 

genotypů II a III. Sekvence aktinu genotypu III ze studie Ng-Hublin a kol. (2013) je  

z 99,7 % shodná se sekvencí rat genotype II (JX294376).  Vzájemná podobnost  

18S rDNA námi získaných sekvencí rat genotype II a III byla 97,2%. Vnitrodruhová 

varibilita v sekvencích 18S rDNA kryptosporidií je poměrně častá. Bylo prokázáno,  

že v genomu kryptosporidií, stejně jako u jiných apikomplex (Plasmodium), jsou 

přítomny odlišné paralogní kopie tohoto genu (El-Sherry a kol. 2013; Le Blancq a kol. 

1997; McCutchan a kol. 1988; Nishimoto a kol. 2008; Qari a kol. 1994; Stenger a kol. 

2015). Bylo prokázáno, že při použití pouze sekvencí 18S rDNA pro odvození 

evolučních vztahů mezi kryptosporidiemi může vést k chybným závěrům (Stenger  

a kol. 2015). Proto je nutné použít další polymorfní lokusy, jako je například aktin  

a další geny pro fylogenetické analýzy (Tang a kol. 2016). Přítomnost aktinových 

sekvencí Cryptosporidium rat genotype III ve vzorcích, které byly na 18S rDNA 

genotypovány jako Cryptosporidium rat genotype II lze vysvětlit dvěma způsoby. 

Zaprvé, mohlo se jednat o smíšenou infekci, které nebývají u kryptosporidií neobvyklé 

a Cryptosporidium rat genotypy II a III se často vyskytují společně. Druhým 

vysvětlením je, že se jedná o jeden druh kryptosporidie s vysokou vnitrodruhovou 

variabilitou v 18S rDNA, která byla popsána například u Cryptosporidium chipmunk 

genotype II nebo C. hominis (Stenger a kol. 2015; Ukwah a kol. 2017). Vzhledem 

k absenci dalších genetických markerů, například genů kódujících HSP70 (Heat shock 

protein 70), COWP (Cryptosporiidum oocyst wall protein), nebo TRAP-C1 

(thrombospondin-related adhesive protein 1), nelze s jistotou určit, zda se jedná o dva 

samostatné taxony.  

Kryptosporidie jsou často označovány za původce průjmových onemocnění zvířat  

a člověka, zejména infekce vyvolané druhem C. parvum u telat a člověka nebo druhem 

C. hominis u člověka (Chappell a kol. 2015; Johansen a kol. 2014; Kváč a kol. 2013; 

Morgan-Ryan a kol. 2002; Naciri a kol. 1999; Pettoelo-Mantovani a kol. 1995). 

Nicméně kryptosporidiové infekce způsobené především úzce hostitelsky specifickými 

druhy s nízkou intenzitou infekce nejsou spojovány s klinickými příznaky. Například 

infekce vyvolaná druhem C. tyzzeri není doprovázena žádnými průjmovými stavy  

a to jak u imunokompetentních, tak i imunodeficitních myší, pro které je tento druh 

hostitelsky specifický (Kváč a kol. 2013b). Dalšími z mnoha příkladů mohou být 
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infekce vyvolané C. suis a C. scrofarum u prasat (Kváč a kol. 2013a; Ryan a kol. 2004), 

C. rubeyi, ground squirrel genotype I, II a III u stromových a zemních veverek (Li a kol. 

2015; Stenger a kol. 2015) nebo C. testudinis a C. ducismarci u suchozemských želv 

(Ježková a kol. 2016). V námi provedené studii nebyly pozorovány žádné průjmové 

stavy vyvolané Cryptosporidium rat genotype I a IV jak u přirozeně, tak experimentálně 

infikovaných potkanů. Tyto výsledky se plně shodují s publikovanými údaji (Kimura  

a kol. 2007; Ng-Hublin a kol. 2013). Taktéž naše a dříve publikované výsledky 

naznačují, že infekce vyvolané Cryptosporidium rat genotype II a III nejsou 

doprovázeny klinickými příznaky (Chaochao a kol. 2009; Ng-Hublin a kol. 2013; Silva 

a kol. 2013). Vyjma Rattus specifických genotypů, byly v naší a dalších studiích 

detekovány druhy a genotypy, které jsou buď hostitelsky specifické pro jiné druhy 

obratlovců, nebo mají širokou hostitelskou specifitu. Žádná z dosud publikovaných 

studií včetně této neuvádí souvislost mezi průjmovými onemocněními hlodavců rodu 

Rattus a kryptosporidiovou infekcí vyvolanou dalšími druhy a genotypy. V této práci 

byly v souladu s dříve uveřejněnými studiemi detekovány ojedinělé nálezy C. muris 

(Ng-Hublin a kol. 2013; Silva a kol. 2013; Zhao a kol. 2015). Vzhledem k tomu,  

že infektivita tohoto druhu byla pro potkany a krysy experimentálně ověřena a C. muris 

je infekční pro celou řadu hlodavců (Kváč a kol. 2012; Murakoshi a kol. 2013),  

lze považovat tento nález za očekávaný. S ohledem na potravní strategii a způsob života 

potkanů a krys nejsou ojedinělé nálezy dalších druhů a genotypů kryptosporidií  

jak v této, tak dalších studiích překvapující. Dosud nevyřešenou otázkou však zůstává, 

zda přítomnost specifické DNA těchto parazitů (C. proliferans, C. andersoni, C. ryanae, 

C. meleagridis, C. scrofarum, C. serpentis, C. tyzzeri nebo C. suis-like) je důsledkem 

pasivní pasáže oocyst zažívacím traktem hostitele nebo výsledkem probíhající infekce. 

Obdobně nelze plně posoudit vnímavost myší ke Cryptosporidium rat genotype II. 

Tento genotyp byl v jednom případě detekován u myši (Mus musculus) ve studii 

provedené na hlodavcích v Brazílii (Silva a kol. 2013). Přítomnost hostitelsky 

nespecifických druhů kryptosporidií v trusu potkanů a krys lze také hodnotit  

dle lokality, kde byli hlodavci odchyceni. Například C. andersoni a C. ryanae bylo 

získáno z potkanů, kteří byli odchyceni ve stáji, kde byl chován skot, který je typickým 

hostitelem těchto kryptosporidií. Obdobně C. suis-like bylo nalezeno u potkana ze stáje 

pro prasata. Z výsledků této i ostatních studií lze usuzovat, že Cryptosporidium rat 

genotype I-IV jsou hostitelsky specifické pro hlodavce rodu Rattus, což částečně 

potvrdily i naše experimentální infekce.  
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Průběh infekce je závislý na celé řadě faktorů, zejména na věku a stavu imunitního 

systému hostitele (Baishanbo a kol. 2005; Kváč a kol., 2013a; Lindsay a Blagburn, 

1990; Pereira a kol. 2002). Většina autorů se shoduje, že pohlaví a infekční dávka nemá 

zásadní vliv jak na prepatentní, tak patentní periodu (Rhee a kol. 1995; Tarazona a kol. 

1998; Zambriski a kol. 2013), nicméně například Matsui a kol. (1999) popsal vliv nízké 

infekční dávky C. muris na prodloužení prepatentní periody u myší. Prepatentní perioda 

se v závislosti na druhu a genotypu kryptosporidií pohybuje od 3 do 26 dní po infekci 

(Vítovec a kol. 2006). Pro střevní druhy kryptosporidií, zejména ty, které infikují tenké 

střevo savců, je typická krátká prepatentní doba. Například C. parvum u telat  

je vylučováno po 2-7 dnech (Tzipori 1983), C. tyzzeri u myší po 4-7 dnech (Kváč a kol. 

2013b), C. xiaoi u ovcí po 7-8 dnech (Fayer a Santín 2009) nebo C. scrofarum  

po 4-6 dnech u prasat (Kváč a kol. 2013a). Obdobně délka prepatentní periody 

Cryptosporidium rat genotype I a IV, které infikují tenké střevo potkanů a krys, byla  

3-4 dny, respektive 4-6 dnů. Do současné doby nebyly provedeny žádné studie,  

které by se zabývaly průběhem infekce některého z tzv. rat genotypů, proto není možné 

porovnávat naše výsledky s jinými autory. 

Taktéž délka patentní periody je velmi variabilní; v řadě případů dochází  

k tzv. self-cure jevu, kdy dojde k samovyléčení jedince (DuPont a kol. 1995; Enemark  

a kol. 2003; Matsui a kol. 1999; Tzipori 1983). Tento fenomén je velmi často popisován 

u imunokompetentních pacientů infikovaných druhy C. parvum, C. hominis nebo  

C. meleagridis v souvislosti s explozivními průjmovými stavy (Ghoshal a kol. 2016; 

Ng-Hublin a kol. 2013; Ukwah a kol. 2017). Naopak u celé řady druhů a genotypů 

kryptosporidií jako například C. testudinis, C. avium, C. bovis, které jsou úzce 

hostitelsky specifické, jsou často popisovány dlouhodobé až celoživotní infekce 

charakteristické intermitentním vylučováním malého množství oocyst s absencí 

klinických příznaků a patologických změn na sliznici infikovaných tkání (Fayer a kol. 

2005; Holubová a kol. 2016; Ježková a kol. 2016). Shodný průběh infekce byl v této 

práci pozorován u potkanů experimentálně infikovaných Cryptosporidium rat genotype 

I nebo IV. V obou případech byla popsána patentní perioda delší než 30 dní.  

Taktéž pitva a následné histopatologické vyšetření neprokázalo žádné makroskopické 

ani patologické změny na sliznici infikovaných částí tenkého střeva. 

V této práci jsme ukázali, že oocysty Cryptosporidium rat genotype I jsou nepatrně 

menší než oocysty Cryptosporidium rat genotype IV, nicméně velikost oocyst  

se překrývá. Navíc velikost oocyst Cryptosporidium rat genotype II a III nebo druhu  
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C. parvum, které byly často detekovány v řadě studií včetně této, je shodná  

jak mezi sebou navzájem, tak s výše jmenovanými genotypy (Chaocaho a kol. 2009). 

Tyto výsledky plně potvrzují skutečnost, že většinu kryptosporidií nelze taxonomicky 

odlišovat na základě morfometrie oocyst (Chaochao a kol. 2009; Feng a kol. 2011). 

 Přestože jsou potkani parazitováni převážně hostitelsky specifickými genotypy, 

mohou být hostiteli celé řady dalších, často zoonotických druhů kryptosporidií 

(Bahrami a kol. 2012; Kimura a kol. 2007; Ng-Hublin a kol. 2013). Vzhledem k tomu, 

že oocysty kryptosporidií si i po průchodu zažívacím traktem nevnímavého hostitele 

zachovávají svou infektivitu (Graczyk a kol. 1996), představují potkani a krysy 

s ohledem na jejich celosvětové rozšíření a způsob života ideální pasivní přenašeče  

pro šíření kryptosporidií. Nicméně z výsledků této a dalších studií je zřejmé, že hlodavci 

rodu Rattus nepředstavují významné riziko pro přenos patogenních druhů kryptosporidií 

na člověka. 
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7 ZÁVĚRY 

• Bylo detekováno 5 druhů (C. andersoni, C. muris, C. proliferans, C. ryanae  

a C. serpentis) a 5 genotypů (C. suis-like a Cryptosporidium rat genotype I-IV). 

kryptosporidií infikujících hlodavce rodu Rattus. 

• Byl popsán průběh infekce u Cryptosporidium rat genotype I a Cryptosporidium 

rat genotype IV u potkanů (Rattus norvegicus). 

• Cryptosporidium rat genotype I a IV nejsou infekční pro laboratorní myši 

BALB/c (Mus musculus) ani pískomily mongolské (Meriones unguiculatus). 

• Cryptosporidium rat genotype I a IV nezpůsobují klinické onemocnění potkanů. 

• Cryptosporidium rat genotype II a III byly dosud detekovány pouze v Asii,  

na Novém Zélandě a v Jižní Americe. 

• Cryptosporidium rat genotype I a IV jsou rozšířeny celosvětově. 

• Hlodavci rodu Rattus nepředstavují významné riziko pro přenos patogenních 

druhů kryptosporidií na člověka. 
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