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Abstrakt

Zastupci rodu Cryptosporidium jsou celosvétové rozsifeni jednobunééni
epicelularni paraziti patiici do kmene Apicomplexa, zpusobujici vodnaté prijmy lidi
a zvitat. Cely vyvojovy cyklus probiha v jednom hostiteli, kde kryptosporidie
napadaji epitelidlni buiiky gastrointestinalniho traktu, u ptadkli mohou zputsobit
onemocnéni 1 dychaciho nebo urogenitalniho aparatu. Pribéh onemocnéni zavisi na
imunitnim stavu hostitele a pro jedince s oslabenou imunitou jsou kryptosporidie
velmi nebezpecné. Jednim z problémd, zejména v rozvojovych zemich, je vcasna
a spravna diagnostika, i s ohledem na fakt, ze v soucasné dob¢ neexistuje zadna
ucinnd lécba.

Cilem této prace bylo porovnat G¢innost imunochromatografickych testli u rizné
uchovanych vzorkd trusu. Dale porovnat senzitivitu téchto testli s molekularnimi
a mikroskopickymi metodami a urcit jejich specifitu pro rizné druhy a genotypy
kryptosporidii. Déle se tato prace zabyva vhodnosti imunochromatografickych testt
pro rozpoznani aktivni infekce v pribchu prepatentni periody. Teoretickd Cést
zahrnuje obecné informace 0 Kryptosporidiich jako je naptiklad taxonomie, vyvojovy
cyklus nebo pfenos a pribéh onemocnéni. Zabyva se také zplisoby jejich detekce
pomoci imunochromatografickych testi.

V této praci nebyl zjiStén rozdil v senzitivité pouzitych imunochromatografickych
testh a detekéni limit pro vétSinu testi byl 200 oocyst ve vzorku. Pfitomnost
koproantigenu je vazana na ptitomnost oocyst ve vzorku trusu/stolice. V této studii
bylo zjiSténo, Ze faleSné negativni vysledky imunochromatografickych testl jsou
zpusobeny 1) nizkou koncentraci oocyst ve vzorku (senzitivita) nebo ii) protilatky
pouzité v testu nereaguji s antigenem pfisluSné kryptosporidie (specifita). Vysledky
této prace ukazuji, Ze imunochromatografické testy je vhodné kombinovat s dalsimi
metodami. V pribéhu prepatentni periody nelze detekovat specifickou DNA, antigen
nebo oocysty kryptosporidii. Pouziti imunochromatografickych testt neodlisi aktivni

infekci od pasaze oocyst ani pfi pouziti v kombinaci s PCR.

Kli¢ova slova: Cryptosporidium; infekce; detekce DNA; pasaz oocyst; rychly

imunochromatograficky test



Summary

Cryptosporidium is a genus of apicomplexan unicellular epicellular parasite with
worldwide distribution causing watery diarrhea in humans and animals. The life
cycle is completed in one host, where Cryptosporidium parasitizing epithelial cells
of gastrointestinal tract and in birds can cause disease of respiratory or urogenital
tract. Course of disease depends on condition of immune system. For
immunodeficient individuals could be life threatening. One of problems especially in
developing countries is early and correct diagnostic, particularly no effective
treatment currently exist.

The aim of this thesis was to compare efficiency of immunochromatographic tests
in samples stored under different conditions. The comparison of sensitivity
and specificity of these tests with molecular and microscopic techniques was also
performed. Additionaly, suitability of immunochromatographic tests for detection
of active infection during prepatent period was evaluated. The theoretic part includes
general information about Cryptosporidium. Its taxonomy, cycle of evolution or
transmission and course of disease. Using of immunochromatographic test is also
mentioned.

No differences in sensitivity of used immunochromatographic tests was observed
in this thesis. The detection rate for most of tests was 200 oocyst per sample. The
presence of coproantigen is depend upon presence of oocysts in a sample. False
negative results of immunochromatographic tests was caused by i) low concentration
of oocysts in a sample (sensitivity) or ii) antibodies in used test don't react
with antigen of Cryptosporidium spp. (specificity). Results of this thesis show that
combination of immunochromatographic tests and other techniques is convenient.
During prepatent period is not possible to detect specific DNA, antigen or oocysts
of Cryptosporidium. The active infection could not be distinguish from passage

of oocysts using of immunochromatographic tests even if PCR is also used.

Key words: Cryptosporidium; infection; detection of DNA; passage of oocyst;

a rapid immunochromatographic assay
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1 Cile prace
Porovnat uc¢innost imunochromatografickych testd u rizn¢ uchovavanych vzorki
trusu.
Porovnat  senzitivitu =~ imunochromatografickych  testi s molekularnimi
a mikroskopickymi metodami.
Popsat specifitu imunochromatografickych testi pro rtzné druhy a genotypy
kryptosporidii.
Posoudit vhodnost imunochromatografickych testii detekujicich koproantigen

kryptosporidii pro rozpoznéni aktivni infekce v pritbéhu prepatentni periody.



2 Uvod

Kryptosporidie jsou jednobunécni obligatni epicelularni paraziti, ktefi jsou Castou
pti¢inou prijmu u lidi a zvifat po celém svété. Kryptosporidie jsou jednohostitelské,
tedy vyvojovy cyklus je uzavien v jednom hostiteli (Deng et al. 2004). Zastupci rodu
Cryptosporidium primarn¢ infikuji epitelialni buniky gastrointestinalniho traktu, coz
vede k akutnimu vodnatému prajmu. Nékteré druhy kryptosporidii mohou infikovat
1 dychaci nebo urogenitéalni cesty. Pribéh onemocnéni zavisi zejména na imunitnim
stavu hostitele a v souc¢asné dobé neexistuje zadna G¢inna 1écba (Elliott et al. 2001).
Vylou€ené oocysty jsou velmi odolné a ve vnéjSim prostiedi piezivaji dlouhou dobu
pfi zachovani plné infektivity (Fayer et al. 1998).

Jednotlivé druhy kryptosporidii se od sebe 1isi hostitelskou specifitou. Druhy jako
C. parvum nebo C. ubiquitum maji Sirokou hostitelskou specifitu a jsou infekéni pro
vétSinu saveu (predpoklada se, ze pro vSechny). Na druhou stranu jsou znamy druhy,
jako napiiklad C. wrairi, u kterého je znam pouze jeden hostitel (morée). Rada druhti
a genotypil je infekéni pro skupiny blizce piibuznych hostiteli. Naptiklad druh
C. andersoni je infekéni pro prezvykavee nebo druh C. muris pro hlodavce (Current
et al. 1986; Fayer et al. 2010; Lindsay et al. 2000; Tyzzer 1912; Tyzzer 1907
Vetterling et al. 1971).

Z hlediska molekuladrni epidemiologie pfedstavuje nejvétsi problém piitomnost
specifické DNA hostitelsky nespecifickych druhti a genotypli v trusu nebo stolici
riznych hostiteld vcéetné clovéka. Vzhledem k citlivosti molekuldrnich metod
a moznosti prichodu oocyst kryptosporidii zaZivacim traktem hostitele nelze
spolehlivé urcit, zda se jedna o aktivni infekci nebo pouze o pasivni pasaz zaZzivacim
traktem. V disledku toho byla v minulosti u fady druhd a genotypt kryptosporidii
mylné popsana hostitelska specifita (Grazcyk et al. 1996b).

Tato prace se snazi fadou experimentl objasnit, zda pfitomnost specifické DNA
Vv kombinaci s pfitomnosti koproantigenu kryptosporidii v trusu milZe slouZit
k odliSeni probihajici infekce od pasaze oocyst travicim traktem. Dale se tato prace
zabyva porovnanim senzitivity a specifiénosti imunochromatografickych testl
s molekularnimi metodami, zejména PCR a vlivem zpisobu uchovani vzorkil trusu

pro nasledné testovani imunochromatografickymi testy.



3 Literarni prehled

3.1 Historie kryptosporidii

Kryptosporidie byly poprvé popsany Ernestem Edwardem Tyzzerem v roce 1907,
kdy popsal prvoka parazitujictho v zalude¢nich zlazach laboratornich mysi
a pojmenoval ho Cryptosporidium muris (Tyzzer 1907). O par let pozdé&ji Tyzzer
nalezl dalsi druh kryptosporidie, tentokrat parazitujiciho ve stfevé mysi a pojmenoval
ho Cryptosporidium parvum (Tyzzer 1912). Ttetim popsanym druhem kryptosporidii
bylo Cryptosporidium meleagridis nalezené u kriat vroce 1955 (Slavin 1955).
Vyznam téchto parazitl vSak dalsi 1éta nebyl nijak velky. ZvySené pozornosti se
kryptosporidiim dostalo v sedmdesatych letech 20. stoleti, kdy byly dény do
souvislosti kryptosporidiové infekce se zavaznymi prijmovymi stavy telat (Tzipori et
al. 2002) a s prvnimi klinickymi onemocnénimi ¢lovéka (Nime et al. 1976). Do této
doby byly kryptosporidie povazovany za oportunni prvoky S nizkou nebo zadnou
patogenitou (Tzipori et al. 2002). Velkého vyznamu ziskaly kryptosporidie
S nastupem pandemie HIV a zvySenym mnozstvim umrti u AIDS pacientii. Pocet
studii zabyvajicich se kryptosporidiemi se vroce 1983 a 1984 vyrazné zvysil
(Casemore et al. 1985). Do soucasné doby bylo publikovano téméf 9000 studii
zamé&fenych na tyto parazity (zdroj: Web of Science). Pies veSkery védecky pokrok

existuje stale mnoho otazek, na které dosud nezndme odpovédi.

3.2 Taxonomie kryptosporidii

Kryptosporidie byly dlouhou dobu tazeny mezi kokcidie, ke kterym je ptifadil
Tyzzer v roce 1910, ptestoze jiz v té dobé poznamenal, Ze se tito paraziti od kokcidii
lisi v fad¢ biologickych vlastnosti (Fayer et al. 1997; Tyzzer 1910). Na konci 20.
stoleti byla molekularnimi analyzami prok4zéna bliz8i piibuznost kryptosporidii
s gregarinami nez s kokcidiemi (Carreno et al. 1999). Podobnost s gregarinami lze
pozorovat také ve stavbé organel slouzicich k pfichyceni k hostitelské¢ burice
(Valigurova et al. 2007). Kryptosporidie byly zafazeny na zéklad¢ fylogenetické
analyzy genu kodujictho RNA malé ribozomalni podjednotky (SSU) do tiidy
Gregarinea (Carreno et al. 1999). V soucasné dob¢ jsou kryptosporidie taxonomicky
fazeny do tfidy Gregarinomorphea v ramci kmene Apicomplexa (Cavalier-Smith
2014). V soucasné dobé je uznano celkem 36 druhti kryptosporidii vzajemné

odliSenych na zakladé morfologickych rozdild, hostitelské specifity, lokalizace
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vyvojového cyklu v organismu a molekuldrnich rozdili. Déle je popsano velké
mnozstvi genotypu, u kterych Ize predpokladat, ze v budoucnu budou potvrzeny jako
samostatné druhy (Kvac et al. 2014b). Aby mohly byt takto taxonomicky zatfazeny,
museji  spliiovat pravidla Mezindarodniho kodexu pro zoologické nazvoslovi

(International Commission on Zoological Nomenclature) (Fayer 2010).

3.3 Hostitelska a vékova specifita

Kryptosporidie parazituji u vSech tiid obratlovci vcéetné clovéka. Jednim ze
zékladnich znakii jak od sebe odlisit jednotlivé druhy kryptosporidii je prave
hostitelska specifita. Nékteré¢ druhy maji uzkou hostitelskou specifitu, jiné naopak
parazituji u Sirokého spektra hostiteld. Druh C. parvum je povazovan za nejméné
hostitelsky specifickou kryptosporidii a je pravdépodobné infekéni pro vSechny
savce. Typickym hostitelem jsou piezvykavcei, zejména telata. Tento druh je také
infekéni pro ¢lovéka (Fayer 2010). Cryptosporidium baileyi je druh s nejvyssi
hostitelskou specifitou infikujici ptaky (Current et al. 1986). Mezi kryptosporidie
s vysokou hostitelskou specifitou patii naptiklad C. andersoni, ktery je typicky pro
skot a dalsi polygastry (Peng et al. 2003) nebo C. muris, ktery je infekéni pro
hlodavce (Fayer et al. 1991). V soucasné dobé pievlada nazor, Ze vétSina druha
a genotypu kryptosporidii je Gizce hostitelsky specifickych (Kvac et al. 2014b).

Na zdklad¢ veékové specifity rozliSujeme kryptosporidie do tfi skupin. Prvni
skupinu tvofi vétSina druhii a genotypl kryptosporidii, které jsou infekéni pro
vSechny ve€kové kategorie vnimavych hostiteld. Napiiklad druh C. andersoni je
infekéni jak pro telata, tak pro dospély skot (Kvac et al. 2006; Santin et al. 2004). Do
druhé skupiny jsou tazeny kryptosporidie, které jsou infekéni pouze pro mladsi
vékové kategorie. Do této skupiny lze zatadit druh C. parvum, nicméné zatrazeni je
vazano na hostitele. Cryptosporidium parvum je infekéni pouze pro mlad’ata
laboratornich mysi kmene BALB/c do véku 3 tydnt, zatimco dospéli jedinci nejsou
k infekci vnimavi. Obdobn¢ je tento druh infekéni vyhradné pro telata do véku 2-3
mesicl, zatimco u dospélého skotu se vyskytuje velmi sporadicky. Na druhou stranu
je C. parvum pln¢ infekéni pro vsechny veékové kategorie ¢loveéka nebo piskomilt
(Kvac et al. 2009a; Nichols 2008). Do tfeti skupiny byl dosud zatazen pouze jeden
druh, Cryptosporidium scrofarum, ktery je infek¢éni pouze pro prasata po odstavu
ve v€ku 6 a vice tydni (Jenikova et al. 2011; Kvac¢ et al. 2014c; Langkjer et al.
2007).
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Tabulka 1. Seznam uznanych druhti rodu Cryptosporidium

Druh Reference Hostitel Lokalizace
C. andersoni Lindsay et al. 2000 skot slez
C. avium Holubova et al. 2016 ptaci stfevo, vzdu$né vaky, ledviny
C. baileyi Current et al. 1986 driibez bursa fabricii
C. bovis Fayer et al. 2005 skot tenké stfevo
C. canis Fayer et al. 2001 psi tenké stievo
C. cichlidis Paperna et Vilenkin 1996 ryby stfevo*
C. cuniculus Robinson et al. 2010 kralici tenké stievo
C. ducismarci Traversa 2010 zelvy stievo*
C. erinacei Kvac et al. 2014a jezci stfevo
C. fayeri Ryan et al. 2008 klokani stfevo*
C. felis Iseki 1979 kocky tenké stievo
C. fragile Jirkt et al. 2008 obojzivelnici  zaludek
C. galli Ryan et al. 2003a ptaci zlaznaty zaludek
C. hominis Morgan-Ryan et al. 2002 lidé tenké stievo
C. huwi Ryan et al. 2015 ryby zaludek, tenké stievo
C. marcopodum Ryan et al. 2008 klokani stievo*
C. meleagridis Slavin 1955 ptaci tenké stéevo
C. molnari Alvarez-Pellitero et al. 2002  ryby zaludek, tenké stfevo
C. muris Tyzzer 1907 hlodavci zaludek
C. nasorum Hoover et al. 1981 ryby stievo*
C. parvum Tyzzer 1912 savci tenké stfevo
C. proliferans Kvag et al. 2016 savci zaludek
C. reichenbacklinkei  Paperna et Vilenkin 1996 ¢ichavci stievo*
C. rubeyi Lietal. 2015 veverky stievo
C. ryanae Fayer et al. 2008 skot stievo
C. scophthalmi Alvarez-Pellitero et al. 2004  platyzi stievo
C. serpentis Levine et al. 1980 plazi zaludek
C. scrofarum Kvac et al. 2013 prasata stievo
C. suis Ryan et al. 2004 prasata tlusté stievo
C. testudinis Jezkova et al. 2016 zelvy zaludek
C. tyzzeri Ren et al. 2012 mysi tenké stfevo
C. ubiquitum Fayer et al. 2010 skot stfevo
C. varanii Pavlasek et al. 1995 plazi zaludek, tenké stievo
C. viatorum Elwin et al. 2012 lidé stfevo*
C. wrairi Vetterling et al. 1971 morcata tenké stievo
C. xiaoi Fayer et Santin 2009 ovce stfevo

12
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Tabulka 2. Druhy a genotypy zoonotickych a lidskych kryptosporidii (Ortega et
Kvac 2013)

Riziko infekce  Hlavni zdroj

Druh / Genotyp pro ¢lovéka oocyst
C. hominis vysoka lidé
C. parvum vysoka lidé, skot
C. canis stiedni/vysoka  psi
C. felis stiedni/vysoka kocky
C. meleagridis stitedni/vysoka  kruty
C. viatorum stitedni/vysoka lidé
C. andersoni nizka skot
C. erinacei nizka jezci
C. cuniculus nizka lidé, kralici
C. fayeri nizka klokani
C. muris nizka hlodavci
C. scrofarum nizka prasata
C. suis nizka prasata
C. tyzzeri nizka hlodavci
C. ubiquitum nizka skot, ovce, kozy
C. wrairi nizka morcata, prasata
chipmunk genotype nizka veverky
horse genotype nizka koné
monkey genotype  nizka opice
skunk genotype nizka skunci
C. suis-like nizka Neznamo
apodemus genotype nizka mysice

3.4 Vyvojovy cyklus

Vyvojovy cyklus za¢ind po poziti oocyst hostitelem. Obecné lze rozdélit
jednotlivé druhy kryptosporidii dle lokalizace vyvojového cyklu na dvé kategorie,
a to druhy parazitujici v zlaznatém zaludku a druhy svyvojem v tenkém nebo
tlustém stfeveé (Tzipori et al. 2002). Vyvojovy cyklus kryptosporidii je monoxenni, to
znamend, ze probiha vjednom hostiteli. Probihd v epitelidlnich bunkach
gastrointestindlniho, ojedinéle dychaciho a urogenitalniho traktu. D¢li se na Ctyfi
hlavni faze: excystace, merogonie, gametogonie a sporogonie (Fayer et al. 1997). Pti
excystaci se ve stievech zkazdé oocysty uvolni ¢tyfi infekéni sporozoiti, ktefi
se prichyti k hostitelskym bunikam a méni se na trofozoity uzaviené v parazitofornim
vaku (Elliott et al. 2001). Dale probiha nepohlavni déleni, tak zvana merogonie, kdy
se jadro trofozoita déli a vznikaji dva typy merontti. Meront I. typu ma 6-8 jader,

mnozi se nepohlavné a vytvari tedy 6—8 merozoitd. U meronta II. typu se tvoii pouze
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4 merozoiti (Melicherova et al 2014). Tito merozoiti napadaji dalsi epitelialni buniky
hostitele a vytvari dvé sexudlni stadia, vicejaderné mikrogamonty a jednojaderné
makrogamonty. Z mikrogamontti vznikaji pohyblivé mikrogamety, které oplodiuji
makrogamety pifeménéné z makrogamonti za vzniku zygoty. Zygota prochazi
sporogonii, kdy se méni na oocystu, ve které se tvori ¢tyii sporozoiti. Takto vzniklé
oocysty jsou dvojiho typu: silnosténné a tenkosténné. VEtSina oocyst je silnosténych
a z hostitele jsou vylouceny do vnéjSiho prostedi trusem; jsou velmi odolné a plné
infek¢ni pro dalsi hostitele. V menSim poctu se tvoii tenkosténné oocysty, které
slouzi k autoinfekci. Tyto oocysty excystuji v hostiteli a parazit je tedy schopen
se dale udrzet v téle (Bouzid et al. 2013).

Obrazek 1. Vyvojovy cyklus Cryptosporidium spp. (CDC, https://www.

cdc.gov/dpdx/ cryptosporidiosis/index.html, upraveno)
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3.5 Prenos a pribéh infekce

Ptenos kryptosporidii je fekalné-ordlni cestou a to bud’ piimo kontaktem
s infikovanymi jedinci nebo nepfimo naptiklad kontaminovanou vodou ¢i potravou.
Jelikoz kryptosporidie napadaji celou fadu volné zijicich zvifat, nejen savci ale také
celou fadu vodnich ptaka, existuje pravdépodobnost kontaminace zivotniho
prostfedi, zejména povrchové vody. Potencidlni nebezpe¢i nehrozi pouze od volné

ey

zijicich zvifat, ale nesmime zapomenout i na domestikované druhy, jako je napiiklad
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skot, ktery je Castym hostitelem C. parvum, které je infekéni i pro lidskou populaci.
Trus téchto =zvifat se vyuziva jako hnojivo zemédé€lskych pid, odkud
se zivotaschopné oocysty mohou jednoduSe dostat do povrchovych vod (Graczyk
1996). Kontaminovana voda piedstavuje Casty zdroj infekce u lidi, dikazem je
masivni infekce v Milwaukee v roce 1993, kdy bylo kryptosporidiézou postizeno
vice nez 400 000 lidi (Mac Kenzie et al. 1994). Hlavnim piiznakem je rozsahly
vodnaty prijem, ktery zplsobuje vaznou dehydrataci a ubytek télesné hmotnosti.
Vyjime¢né muze obsahovat hlen, leukocyty nebo krev. Prijem trva ptiblizné¢ 7-10
dni dle stavu hostitele, mize vSak pfejit i do chronické formy, a to predevSim
u imunokompromitovanych jedincti, kdy miize trvat i n€kolik mésicti az let (Tzipori
et al. 2002). Dale je toto onemocnéni spojeno také s bolestmi biicha, horeckou,
nechutenstvim a malatnosti. U jedinci s oslabenou imunitou se mohou také objevit
atypické projevy: gastrointestindlni onemocnéni, onemocnéni Zzluéovych cest,
onemocnéni dychacich cest nebo pankreatitida (Bouzid et al. 2013). Klinické
ptiznaky kryptosporididzy zavisi na dvou faktorech: na hostiteli (v€k, imunitni stav,
kondice) a druhu/genotypu parazita (Kvac et al. 2006). Zavaznost kryptosporidiozy
muze byt tedy rizna, od lehkého pribéhu az po Zivot ohrozujici onemocnéni.
Zejména pro imunokompromitované jedince je toto onemocnéni velmi nebezpecné.
Mohou to byt lidé s AIDS, lidé po transplantaci organa ¢i kostni dfen¢ a podobné.
Kryptosporidioza je také Casto spojovana s podvyZivou déti v rozvojovych zemich
(Bouzid et al. 2013). Tento parazit muze zpusobit znacné ekonomické ztraty pro
chovatele hospodaiskych zvitat, at’ uz je to zpomaleni ristu nebo v hor§im ptipadé
smrt jedince. Pouze jedina oocysta staci k propuknuti infekce (Ghazy et al. 2016).
Oocysty jsou velmi odolné v zZivotnim prostiedi, odolavaji desinfekénim
prosttedklim a zistavaji dlouhou dobu Zivotaschopné a plné infekéni (Kvac et al.
2006).

3.6 Terapie a prevence

I pfes mnoho studii stdle neexistuje zadnd specifickd uc¢innd metoda na lécbu
kryptosporidiozy (Striepen 2013; Tzipori et al. 2002). Dle studie Smitha et al., ktera
se zabyvala lécbou kryptosporididzy lékem nitazoxanid, bylo prokazano, ze lze
projevy zmirnit nebo zkratit dobu trvani, ale nelze kryptosporididozu zcela vylécit
(Smith et al. 2004). Byly zkouSeny i dalSi rizné chemické preparaty, u nichz

se ocekavalo, Ze budou Uuc¢inné, avSak vzhledem k jejich vysoké toxicité pro
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organismus a pretrvani jejich rezidui v Zivocisnych produktech bohuzel neuspély.
Terapie je zaméfena pfedevSim na rehydrataci a iontovou rovnovahu organismu,
u imunokompetentnich jedincii dochazi vétSinou k samovyléceni (Striepen 2013).
Jedinou ochranou pied timto parazitem zUstavaji pouze preventivni opatfeni, mezi
ktera patii dodrzovani hygienickych navyki, myti ovoce a zeleniny pfed konzumaci,
apod. (Feng 2008). U zvifat jsou dulezitd pravidelnd parazitologicka vySetieni,
zamezeni kontaminace krmiv a steliv a piedev§im dobra zoohygiena chovu. Nemén¢
dalezitym preventivnim opatfenim je dezinfekce veSkerych pracovnich pomiticek

a ploch (Kvac et al. 2005).

3.7 Zpisoby detekce kryptosporidii

Jednou z nejcéastéji pouzivanych diagnostickych metod jsou mikroskopické
metody, které jsou levné a snadno vyuzivané, maji vSak nizkou citlivost a specifitu
(Jex et al. 2008; Kvac et al. 2013). Vzhledem k tomu, Ze jednotlivé druhy a genotypy
kryptosporidii nelze od sebe odlisit na zakladé velikosti oocyst, ztraceji tyto metody
vyznam z hlediska taxonomického zatfazeni parazita (Ryan et Xiao 2014). Dalsimi
pouzivanymi metodami je identifikace kryptosporidii pomoci povrchovych antigenti
a izoenzymatickych analyz (McLauchlin et al. 1998; Nichols et al. 1991, Nina et al.
1992; Ogunkolade et al. 1993). Nicméné i tyto metody postradaji patfi¢nou
rozliSovaci schopnost. S rozvojem a snadnou dostupnosti molekularnich metod doslo
K rychlému pokroku v diagnostice kryptosporidii a popisu velkého mnozstvi novych
genotypu (Ryan et Xiao 2014; Xiao 2010). Molekularni metody svou citlivosti pred¢i
vSechny dosud pouZivané metody. Paradoxné¢ vSak rozSifené pouzivani
molekularnich metod ¢aste¢né prispélo k chybnym popisiim. Jednim z dtvodu je, ze
ptfitomnost specifické DNA kryptosporidii v testovaném vzorku nemusi znamenat
probihajici infekci. Experimentdlné bylo prokazano, Ze hostitelsky nespecifické
a tedy pro daného hostitele neinfekéni oocysty kryptosporidii mohou projit bez
poruSeni zaZivacim traktem hostitele a byt tak detekovany pomoci riznych
diagnostickych postuptt (Graczyk et al. 1996a). Navic si oocysty i po pruchodu
zazivacim traktem nevnimavého hostitele zachovavaji svou infektivitu (Graczyk et
al. 1996b). V poslednich letech jsou k detekci kryptosporidii, zejména ve stolici lidi,
pouzivany imunochromatografické testy zalozené na detekci koproantigenu (Helmy
et al. 2013).
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3.7.1 Imunochromatografické testy pro detekci antigenu rodu Cryptosporidium
Jak uz bylo popsano vySe, kryptosporidie lze diagnostikovat bud’ pomoci
mikroskopického vySetieni, nebo riznych molekularnich metod. Tyto metody jsou
vSak ve vetsing piipadi Casove i laboratorné narocné a je k nim zapotiebi nakladné
vybaveni laboratofe a specializovany persondl. Imunochromatografické testy
zalozené na detekci antigenu kryptosporidii jsou vhodnym doplnénim téchto metod.
Slouzi krychlé a nendro¢né diagnostice kryptosporidii pouzitelné i1 v terénu
(Bouyou-Akotet et al. 2016). Tyto testy jsou pfipraveny k okamzitému pouZiti,
z nekoncentrovanych vzorktu trusu/stolice je béhem par minut znam vysledek.
Podstatou téchto testd je, Ze na membrané jsou navazany protilatky proti antigenu
kryptosporidii (El-Moamly et al. 2011). Po ponofeni stripu do vzorku nafedéného
pufrovym roztokem migruje suspenze kapilarnim vzlindnim vzhlru po membréné.
Jsou-li ve vysetfovaném materialu pfitomny prislusné antigeny, dochazi pii kontaktu
s protilatkami pro kryptosporidie adsorbovanych na stripu ve vysledkové zoné
K vytvofeni linky. Suspenze pokracuje v migraci po membrané k imobilizovanym
protilatkdm v kontrolni zoné. V piipadé ze chromatograficka reakce probéhla
spravné, objevi se kontrolni linka. U negativnich vzorki tato linka potvrzuje validitu
testu. Strip, na kterém se vytvofi obé linky je hodnocen jako pozitivni (Fleece et al.
2016). Jednim z omezeni je, ze jsou tyto testy vyvijeny primarné pro detekci
C. parvum, ptipadné C. hominis, tedy druht, které jsou zodpovédné za 95 % lidskych
infekci a neni zndma jejich senzitivita pro dal$i druhy a genotypy kryptosporidii.
Z dosud vice nez 30 publikovanych praci byly téméf vSechny provedeny na téchto
dvou druzich kryptosporidii (Bouyou-Akotet et al. 2016; Chartier et al. 2013; Diaz—
Garcia et al. 2000; Johnston et al. 2003; Klein et al. 2009; Lee et al. 2011; Shimelis
et al. 2014; Trotz—Williams et al. 2005). Jejich citlivost a specifi¢nost vétsinou neni

stoprocentni (Agnamey et al. 2011).
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4 Material a metodika

4.1 Material

4.1.1 Paraziti

Pro tcely této prace byly pouzity oocysty druhu Cryptosporidium proliferans
udrzované v laboratornich podminkdch ve SCID (Severe Combined
Immunodeficiency) mySich a krysach malych (Mastomys coucha) na
Parazitologickém ustavu Biologického centra AVCR v.v.i. v Ceskych Bud&jovicich,
Cryptosporidium parvum ziskané z pfirozené infikovaného 18-ti denniho telete
Holstynského skotu (Bos taurus) a Cryptosporidium baileyi ziskané z pfirozené
infikované kachny divoké (Anas platyrhynchos). Pro testovani specifity rychlych
imunochromatografickych testi (4.1.4) byly pouzity vzorky trusu obsahujici oocysty
riznych druhii a genotypu kryptosporidii (Tabulka 3). Pfitomnost a genotypizace
oocyst V jednotlivych vzorcich byla potvrzena na zékladé amplifikace Césti genu

kodujiciho malou ribozomalni podjednotku (4.2.5).

4.1.2 Typy infekénich davek
Zivé oocysty - Gisté oocysty ziskané po cesium chloridovém gradientu (4.2.3)

0 maximalnim stafi 1 tyden.

Devitalizované oocysty - Cisté oocysty ziskané po cesium chloridovém gradientu
(4.2.3) o maximalnim stafi 1 tyden vystavené u¢inku 90 °C po dobu 10 minut

V suchém termobloku.

Solubilni Kkryptosporidiovy antigen - Cist¢é oocysty ziskané po cesium
chloridovém gradientu (4.2.3) o maximalnim stafi 1 tyden byly excystovany pii
38 °C po dobu 30 minut ve vodni lazni. Uspé&snost excystace byla kontrolovana
mikroskopicky. Ziskana suspenze byla zfiltrovana pies hepafiltr s velikosti pori
0,20 um (CHROMAFIL® CA-20/25, MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG).
Mnozstvi ziskaného solubilniho antigenu bylo spektrofotometricky zméteno
ptistrojem Nanodrop 1000 (Termo Scientific) za pouziti softwaru NanoDrop 1000 v.

3.8.1.

18



Tabulka 3. Seznam druhti a genotypt kryptosporidii pouzitych pro testovani
specifity rychlych imunochromatografickych testi

Druh / genotyp Hostitel
C. andersoni Bos taurus
C. avium Gallus gallus
C. baileyi Gallus gallus
C. ducismarci Testudo horsfieldii
C. hominis Homo sapiens
C. muris Mus musculus
C. parvum Bos taurus
C. parvum Homo sapiens
C. parvum Mus musculus
C. proliferans Mus musculus
C. scrofarum Sus scrofa
C. testudinis Testudo horsfieldii
C. tyzzeri Mus musculus

apodemus genotype |
apodemus genotype 11
duck genotype

rat genotype |

rat genotype 1V

vole genotype 1l

vole genotype IV

Apodemus flavicollis
Apodemus flavicollis
Anas platyrhynchos
Rattus norvegicus
Rattus norvegicus
Microtus arvalis
Microtus arvalis

4.1.3 Laboratorni zvifata

BALB/c mysi byly ziskany z chovu Parazitologického ustavu, Biologického
centra AVCR, v.v.i. v Ceskych Budg&jovicich. Veskeré experimentélni infekce byly
provedeny v akreditovaném zvéfinci Biologického centra, v.v.i. Akademie véd Ceské
republiky. Pti provadéni experimentd byly noSeny jednorazové kombinézy, navleky
na obuv a rukavice. VSechen odpadni materidl (napt. podestylka a ochranné odévy)
byly uzavieny v igelitovych pytlich a sterilizovany. Veskeré postupy véetné krmeni,
¢iSténi boxii pro zvifata, infekce zvifat a odbér biologickych vzorkl byly provedeny
na zakladé projektu pokust schvaleném Rezortni odbornou komisi Akademie véd

Ceské republiky pro schvalovani projekti pokusti na zvifatech (Protokol &. 52/2014).
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4.1.4 Imunochromatografické testy
Za ucelem testovani pfitomnosti koproantigenu kryptosporidii v trusu pfirozené
a experimentaln¢ infikovanych hostitelit byly pouzity nasledujici komeréné dodavané

imunochromatografické testy (Tabulka 4).

Tabulka 4. Seznam imunochromatografickych testu a jejich ceny pouzitych v této

praci
Nazev testu Vyrobce Cena (K¢/strip)

RIDA QUICK Cryptosporidium R-Biopharm AG 117
Crypto-Strip C-1005 Coris BioConcept 112
CoproStripTM Cryptosporidium Savyon Diagnostics 254
Cryptosporidium parvum BioK 15 Bio-X Diagnostic 183
OD-278 CryptoCard VIDIA 76

4.2 Metody

4.2.1 Barveni oocyst kryptosporidii anilin-karbol-methyl violeti (Milacek et
Vitovec 1985)

Chemikalie:
e Roztok methylvioleti (0,6 g methylvioleti; 1 ml anilinu; 1 g fenolu; 30 ml 96%
alkoholu, 70 ml dH,0)
e Roztok tartrazinu (1% tartrazin v 1% kyselin¢ octové)
e 2% H,SO,4

Pracovni postup:

1. Testovany vzorek trusu nebo obsahu zaludku ¢i stieva natfit pomoci dievéné
Spejle na podlozni sklicko v tenké vrstve.

2. Po zaschnuti vzorek fixovat metanolem v plameni.

3. Po vychladnuti vzorek barvit roztokem methylvioleti po dobu 30 minut.

4. Podlozni sklicko dukladné oplachnout vodou a dale odbarvit po dobu
2—-3 minut ve 2% H,SO,.

5. Znovu sklicko oplachnout vodou a barvit roztokem tartrazinu po dobu
5 minut.

6. Naposledy sklicko oplachnout, ususit a mikroskopicky vyhodnotit.
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4.2.2 Hodnoceni intenzity infekce

Intenzita infekce byla vyjadiena jako pocet oocyst v gramu trusu (OPG, oocyst

per gram). Kazdé podlozni sklo bylo zvdzeno pied provedenim natéru

a bezprostiedné po ném s presnosti na 0,001 g. Pii nizké intenzité byly pocitany

vSechny oocysty nalezené na preparatu, pti vysoké intenzité byl pocitan pocet oocyst

ve 30 ndhodnych zornych polich. Ze zjisténych udaji (hmotnost trusu, pocet zornych

poli a pocet oocyst na sklicku) byla odhadnuta intenzita infekce jako OPG dle

publikovaného postupu (Kvac et al. 2007).

4.2.3 Purifikace oocyst

4.2.3.1 Sacharézovy gradient (Arrowood et Sterling 1987)
Chemikalie:

Sheateriv cukerny roztok (259 ml deionizované vody (dH20); 405 g cukru).
1% PBS Tween (1% Tween 20 v PBS (phosphate buffered saline, 1 | dH,0;
80 g NaCl; 2 g KCI; 14,4 g Na;HPO,4 x12 dH,0; 2,4 g KH,POy,).
Pracovni Sheaterovy roztoky

o Roztok 1: 1+ 2 (1 dil Sheaterova roztoku + 2 dily 1% PBS Tween)

o Roztok 2: 1 +4 (1 dil Sheaterova roztoku + 4 dily 1% PBS Tween)

Pracovni postup:

1.

o o k~ w

8.
9.

Trus zhomogenizovat ve tfeci misce a vzniklou suspenzi ptecedit pfes jemné
(¢ajove) sitko.

Do 100 ml silnosténnych sklenénych centrifugacnich zkumavek navrstvit
gradient v nasledujicim pofadi: 1. vrstva 30 ml Sheatertiv roztok 1, 2. vrstva
30 ml Sheateriv roztok 2.

Na vrstvu Sheaterova roztoku 2 navrstvit 15 ml suspense oocyst v dH,0.
Vyvazit zkumavky a centrifugovat 20 minut pii 1370 g a 4 °C.

Oocysty kryptosporidii se nachdzeji na rozhrani Sheaterova roztoku 1 a 2.
Odstranit supernantant nad prstencem Sheaterova roztoku 1 a 2, zbyly
supernantant prenést do nové €isté zkumavky a doplnit dHO.

Opctovné centrifugovat 20 minut pii 1370 g a 4 °C.

Odstranit % supernatantu a doplnit dH,O. Oocysty se nachazi v sedimentu.
Dvakrat zopakovat krok 7 a 8.

10. Odsat supernatant.

11. Pelet s oocystami uchovavat pii 4 °C v dH,0.
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4.2.3.2 Cesium chloridovy gradient

Chemikalie:
o Roztok cesium chloridu (21,07 g CsCl (> 99% cistota) + 100 ml dH20).
o PBS (pH 7,2).

Pracovni postup:

1. Oocysty po preCiSténi na sachard6zovém gradientu (4.2.3.1) centrifugovat
10 minut pii 1450 g a 4 °C.

2. Odebrat supernatant a sediment obsahujici oocysty resuspendovat v PBS.

3. Do c¢isté mikrozkumavky napipetovat 1 ml CsCl a navrstvit 0,5 ml roztoku
oocyst v PBS.
Centrifugovat 3 minuty pti 16 000 g a 20 °C.
Oocysty kryptosporidii se nachazeji na rozhrani CsCl a PBS.

4
5
6. Odebrat prstenec s oocystami a natedit v nadbytku PBS.
7. Centrifugovat 3 minuty pii 16 000 g a 20 °C.

8. Bod 7 dvakrat opakovat.

9. Odsat supernatant.

10. Pelet s oocystami uchovavat pii 4 °C v dH,0.

4.2.4 Zjisténi koncentrace oocyst

Koncentrace oocyst byla zjisténa pomoci Biirkerovy komirky. Cista suspense
oocyst byla napipetovana do Biirkerovy komirky. Pomoci mikroskopu bylo pfi
zvétSeni 400x spocitano celkové mnoZstvi oocyst ve 25 stfednich ctvercich dle
navodu prilozenému k Biirkerové komiirce. Zjistény pocet oocyst byl vynasoben 10*

a tim byla vypoctena koncentrace oocyst v 1 ml roztoku.
4.2.5 Molekularni analyza

4.2.5.1 lzolace DNA z trusu
K izolaci DNA z trusu byl pouzit komeréni kit Exgene'™ Stool DNA mini
(GeneAll®).

Pracovni postup:

1. Piiblizné 200 mg trusu vlozit do mikrozkumavky (Safe-Lock Tube), ptidat

sklenéné a zirkonové kulicky. Do mikrozkumavky pfipipetovat 1 ml FL pufru.
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10.
11.

12.

Obsah zkumavky zhomogenizovat pomoci vortexu a rozbit 0ocysty pomoci
homogenizatoru (Fast Prep 24 Instrument, MP Bio) 1 minutu pfi rychlosti
55m.s™.

Inkubovat 5 minut pii laboratorni teploté a centrifugovat 5 minut pii 14 000 g.
Veskery supernatant prepipetovat na EzPass kolonku.

Centrifugovat 1 minutu pti 14 000 g, vylit odpad ze sbérné zkumavky.

Na kolonku napipetovat 100 ul EB pufru. Inkubovat 1 minutu pfi laboratorni
teploté a znovu centrifugovat 1 minutu pii 14 000 g.

Po centrifugaci kolonku vyhodit a do sbérné zkumavky pftipipetovat 500 pl PB
pufru, pipetovanim promichat a pfenést na mini spin column.

Centrifugovat a vznikly odpad vylit.

Na stfed kolonky napipetovat 500 ul NW pufru a centrifugovat 1 minutu pfi
14 000 g.

Odpad ze sbérné zkumavky vylit a kolonku pfenést na ¢istou mikrozkumavku.
Na kolonku napipetovat 200 ul EB pufru, inkubovat 1 minutu pti laboratorni
teploté a naposledy centrifugovat 1 minutu pii 14 000 g.

Vyizolovanou DNA skladovat pii -20 °C.

4.25.2 lzolace DNA z tkané

Izolace DNA z tkani byla provadéna pomoci komer¢niho kitu DNeasy Blood &
Tissue Kit (Qiagen).

Pracovni postup:

1.

Do pfipravené mikrozkumavky, dat sklenéné a zirkonové kulicky, a ptidat
10 mg tké&né.

Do mikrozkumavky ptidat 180 pul ATL Buffer a zvortexovat.

Rozbit buniky pomoci homogenizatoru (Fast Prep 24 Instrument, MP Bio) po
dobu 1 minuty pii rychlosti 5,5 m.s™.

Centrifugovat 10 sekund pii 6 000 g.

Ptidat 20 pl proteinase K a vSe inkubovat 1 hodinu pii 56 °C, béhem celé
inkubace pravideln¢ prottepavat.

Obsah znovu centrifugovat 10 sekund pfi 6 000 g a ptidat 200 pl AL Buffer,
zvortexovat.

Dale ptidat 200 pl 96% EtOH, zvortexovat a centrifugovat 10 sekund pfti
6 000 g.
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8. Supernatant pfenést na kolonku se sbérnou zkumavkou a centrifugovat 1
minutu pii 8 000 g.

9. Vznikly odpad ve sbérné zkumavce vylit a dale na kolonku napipetovat 500
ul AW I Buffer a centrifugovat 1 minutu pti 8 000 g.

10. Vylit odpad ze sbérnych zkumavek, na kolonku pfipipetovat 500 ul AW II
Buffer a centrifugovat 1 minutu pii 13 400 g.

11. Po centrifugaci vyménit sbérné zkumavky za nové mikrozkumavky a pfimo na
kolonku nanést 200 pul AE Buffer. VSe inkubovat 1 minutu pii laboratorni
teploté a naposledy centrifugovat 1 minutu pti 8 000 g.

12. Vyizolovanou DNA skladovat pfti -20 °C.

4.2.5.3 Polymerazova retézova reakce (PCR)

K detekci specifické DNA kryptosporidii byla pouZzita metoda nested PCR
amplifikujici variabilni ¢ast genu kddujici malou ribozomalni podjednotku rRNA
(Jiang et al. 2005). Ke kazdé sad¢ testovanych vzorkli byla zatfazena pozitivni
1 negativni kontrola. Byly genotypovany infekéni davky, oocysty ziskané po infekci
a druhy a genotypy kryptosporidii pouzité pro test senzitivity.

Chemikalie:

e PCR H,0 (Top-Bio, CR)

e Primery (10 uM, Generi Biotech, CR)

e PCR mastermix — HS-Taqg premix AmpONE (GeneAll, Korea)

Sekvence pouzitych primeri:
Primarni PCR (55 °C)
e SSUFL: TTCTAGAGCTAATACATGCG
e SSURI1: CCCATTTCCTTCGAAACAGCA
Sekundarni PCR (55 °C)
e SSUF2: GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAG
e SSUR2: CTCATAAGGTGCTGAAGGAGTA

DNA byla amplifikovana v termocykleru (Bioer, Krd). Pocate¢ni denaturace
trvala 3 minuty pfti teploté 95 °C. Nasledovalo 35 cykli, opakujici tii kroky:

1. Denaturace pii 95 °C, 45 sekund.

2. Nasedani primeri pii 55 °C, 45 sekund.

24



3. Syntéza nového fetézce pii 72 °C, 60 sekund.

Finalni extenze trvala 7 minut pfi 72 °C. Pro amplifikaci sekundarniho PCR

produktu byly pouzity 2 ul primarniho PCR produktu. Jako pozitivni kontrola byla

pouzita DNA C. tyzzeri. SloZeni reakénich smési pro PCR je uvedeno v tabulce 5.

Tabulka 5. SloZeni reak¢éni smési pro PCR pro amplifikaci ¢asti genu kodujici

malou ribozomalni podjednotku rRNA

Primarni reakce

Sekundarni reakce

Reagencie Koncentrace Objem (pul) Reagencie Koncentrace Objem (ul)
H,O e 7 HO - 7
Forward 200 mM 0,5 Forward 200 mM 0,5
Reverse 200 MM 0,5 Reverse 200 mM 0,5
PCR 10 PCR 10
mastermix mastermix
DNA e 2 Primarni 5

reakce
CELKEM  —mmmee- 20 CELKEM  -meee- 20

4254 Gelova elektroforéza

Pro detekci findlniho PCR produktu byl pouzit 1% agardézovy gel s piidanym

ethidium-bromidem. Vizualizace byla provedena pomoci UV zafeni (vinova délka

302 nm) transiluminatorem (Ultra-Lum Inc, USA) a vysledek byl zdokumentovan

(High Performance UV Transilluinator, Biotech, CR).

Chemikalie:

e 50x TAE pufr (242 g tris baze; 57,1 ml ledové kyseliny octové; 100 ml 0,5 M

EDTA pH 8,00)

e Agaréza (Serva Electrophoresis, Germeny)
e 100 bp DNA Ladder (10 mg.mI™; Sigma Aldrich, USA)
e Ethidium-bromid (10 mg.ml™; Sigma-Aldrich, CR)

Pracovni postup:

1. Ve sklenéné banice smichat agar6zu s 1x TAE pufrem (80 ml TAE pufru + 0,8

g agarozy).

2. Agardzu rozpustit v mikrovinné troub¢ a nasledné za mirného michani zchladit

pod tekouci vodou piiblizné na teplotu 50 °C.

3. Ptidat 2 pl ethidium-bromidu a jemné promichat.

4. Nalit smés do piipravené formy, pridat hiebeny a gel nechat ztuhnout.
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5. Po tplném zatuhnuti hiebeny vyndat a gel vlozit do elektroforetické vany
naplnéné TAE pufrem.

6. Do prvni jamky napipetovat 10 ul 100 bp Ladder.

7. Do ostatnich jamek napipetovat 20 ul sekundarnich PCR produkti vcetné
pozitivnich i negativnich kontrol.

8. Spustit elektroforézu (napéti nastavit na 90 V po dobu potiebnou pro separaci
fragmenti DNA).

9. Pro vizualizaci DNA fragment( pouzit UV transiluminétor.

4.2.5.5 Sekvenovani a genotypizace

Nukleotidové sekvence ziskané v této praci byly zpracovany pomoci ChromasPro
1.7.5. softwaru (Technelysium, Pty, Ltd.) a uspofadany mezi sebou a s referenénimi
sekvencemi ziskanymi z GenBank pomoci online programu MAFFT verze 7
(http://mafft.cbrc.jp/alignment/software/). Vysledné alignmenty byly ruéné editovany

v programu BioEdit.

4.2.6 Design experimenti
Zvirata pouzita pro vSechny experimenty byla infikovana peroralné jicni sondou

vyjma experimentu, kdy byly oocysty ptidavany do vody uréené k napdajeni.

4.2.6.1 Porovnani senzitivity imunochromatografickych testii s molekularnimi
a mikoskopickymi metodami

Pro ucely tohoto experimentu byly pouzity vzorky trusu ziskané z pfirozené
infikovaného telete a experimentalné infikované krysy malé obsahujici oocysty C.
parvum, respektive C. proliferans. Byly pfipraveny vzorky o koncentraci 5x10%
oocyst ve 100 mg trusu. Trus byl nasledné tedén dvojkovym fedénim az do
koncentrace 12x10" oocyst ve100 mg trusu. Vzorky byly testovany
imunochromatografickymi testy na pfitomnost antigenu, PCR na pfitomnost

specifcké DNA a mikroskopicky na pfitomnost oocyst.

4.2.6.2 Porovnani senzitivity imunochromatografickych testi pro detekci
solubilniho antigenu kryptosporidii

Pro ucely tohoto experimentu byl ziskan solubilni antigen z excystovanych oocyst

C. parvum a C. proliferans. Byly ptipraveny vzorky odpovidajici koncentraci 5x10*

oocyst ve 100 pl roztoku. Vzorky byly nasledné fedény dvojkovym fedénim, az do
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koncentrace antigenu odpovidaji 12x10" oocyst ve 100 ul roztoku. Vzorky byly

testovany imunochromatografickymi testy na pfitomnost antigenu.

4.2.6.3 Vliv zpusobu skladovani vzorku na senzitivitu
imunochromatografickcyh testu

Pro tento experiment byl pouzit vzorek trusu z pfirozen¢ infikovaného telete
obsahujici oocysty C. parvum o koncentraci 1x10° oocyst na 1 g. Vzorky byly
uchovavany pii: 1) 4-6 °C, ii) -18 °C, iii) laboratorni teploté, iv) Vv roztoku
RNAlateru pti 4-6 °C, v) v roztoku 5% dichromanu draselného pii 4-6 °C
a vi) v70% etanolu pii laboratorni teplot¢ po dobu 1 roku. Kazdy mésic byly
3 vzorky testovany na pfitomnost antigenu pomoci imunochromatografickych testa.
Trus fixovany etanolem byl vzdy den pied vysetfenim centrifugovan 3 minuty pfi
13 000 g, nasledné byl supernatant odsan a obsah v mikrozkumavce byl vysusen pii
65 °C ptes noc. Trus fixovany RNAlaterem nebo dichromanem draselnym, byl tésné
pted vySetfenim centrifugovan 3 minuty pti 13 000 g a supernatant byl odsan. Kazdy

test byl proveden piesn¢ dle pokynii vyrobce.

4.2.6.4 Testovani specifity imunochromatografickych testi pro rizné druhy a
genotypy kryptosporidii

Specifita imunochromatografickych testii (Tabulka 4) byla testovana na vzorcich

trusu pfirozené a experimentalné infikovanych hostitelli riznymi druhy a genotypy

kryptosporidii (Tabulka 3). Kazdy test byl proveden piesné¢ dle pokynil vyrobce.

4.2.6.5 Detekce prichodu infekéni davky Cryptosporidium proliferans
gastrointestinalnim traktem zviiat v prvnich 24 hodinach po infekci

V tomto experimentu bylo pouZzito devét 8-tydennich BALB/c mysi. Tii zvifata
byla inokulovdna davkou 1x10° purifikovanych, Zivotaschopnych oocyst
C. proliferans. Dalsi tii zvifata byla inokulovéna davkou 1x10° purifikovanych,
devitalizovanych oocyst C. proliferans. Posledni tii zvifata byla inokulovana davkou
solubilniho antigenu odpovidajici mnozstvi 1x10® purifikovanych oocyst
C. proliferans. Zvirata byla inokulovana 5 davkami vzdy po 1 hodiné. Od zacatku
experimentu byl z kazdého zvifete odebiran trus v hodinovych intervalech.
Ptitomnost oocyst a specifické DNA kryptosporidii byla ve vSech vzorcich testovana
mikroskopicky, PCR a imunochromatografickymi testy. Za pozitivni vysledek byl

povazovan alespoii jeden pozitivni zachyt ze tii zvitat.
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4.2.6.6 Detekce prichodu infekéni davky Cryptosporidium parvum
gastrointestinalnim traktem zvirat v prvnich 24 hodinach po infekci

Tento experiment je identicky s predeslym (4.2.6.5) vyjma pouzité infekéni

davky. BALB/c mysi byly peroraln¢ inokulovany oocystami nebo antigenem C.

parvum.

4.2.6.7 Detekce prichodu infekéni davky Cryptosporidium  baileyi
gastrointestinalnim traktem zvifat v prvnich 24 hodinach po infekci

V tomto experimentu byly pouzity tii 8-tydenni BALB/c mysSi. Zvifata byla
inokulovéna davkou 1x10° purifikovanych, Zivotaschopnych oocyst C. baileyi.
Zvitata byla inokulovana 5 davkami vzdy po 1 hodin€. Od zacatku experimentu byl
z kazdého zvifete odebirdn trus v hodinovych intervalech. Pfitomnost oocyst
a specifické DNA kryptosporidii byla ve vSech vzorcich testovana mikroskopicky,
PCR a imunochromatografickymi testy. Za pozitivni vysledek byl povaZovéan

alespotii jeden pozitivni zachyt ze tii zvitat.

4.2.6.8 Detekce antigenu Kkryptosporidii v trusu zvifat po pridani antigenu
ziskaného z excystovanych oocyst do pitné vody

V tomto experimentu byly pouzity tfi 8-tydenni BALB/c mysi. Kazdé zvite bylo
chovdno individudlné v samostatné chovné nadobé. Do pitné vody byl pifidan
solubilni antigen ziskany po excystaci oocyst C. proliferans v davce odpovidajici
mnozstvi 200, 1000 nebo 10 000 oocyst v 1 ml vody. Po 18 hodinach byl odebiran
trus a dals$i vzorky vzdy po 6 hodindch po dobu 3 dnii. Pfitomnost specifického
antigenu Vv trusu jednotlivych zvifat byla detekovana imunochromatografickym
testem RIDA.

4.2.6.9 Detekce Cryptosporidium proliferans v pribéhu prepatentni periody
u 7-dennich a 8-tydennich BALB/c mysi

Pro tento experiment bylo pouzito 21 7-dennich a 21 8-tydenich BALB/c mysi.
Viechna zvifata byla peroralné inokulovana davkou 1x10° Zivotaschopnych,
purifikovanych oocyst C. proliferans. Po infekci bylo vzdy utraceno jedno zvife
vintervalech: 0 h, 1 h, 6 h, 12 h a pak kazdych 12 hodin, od 3. dne po infekci pak
kazdych 24 hodin az do konce experimentu (15 DPI). Po usmrceni zvifete byla vzdy
thned provedena pitva a byl odebiran vzorek obsahu zaludku, sliznice Zaludku a trusu

z rekta. Pritomnost oocyst byla testovana mikroskopicky (obsah zaludku a vzorek
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trusu z rekta) a antigenu imunochromatografickym testem RIDA QUICK
Cryptosporidium (dale jen RIDA) (obsah zaludku a vzorek trusu z rekta). Specificka
DNA kryptosporidii byla prokdzana pomoci PCR (sliznice zaludku a vzorek trusu

z rekta).

4.2.6.10 Detekce Cryptosporidium parvum V pribéhu prepatentni periody
U 7-dennich a 8-tydennich BALB/c mysi

Pro tento experiment bylo pouzito 21 7-dennich a 21 8-tydenich BALB/c mysi.
Vsechna zvifata byla perordlné¢ inokulovana davkou 1x10° zivotaschopnych,
purifikovanych oocyst C. parvum. Po infekci bylo vzdy utraceno jedno zvite
vintervalech: O h, 1 h, 6 h, 12 h a pak kazdych 12 hodin az do 3. dne po infekci.
Nasledné bylo kazdych 24 hodin utraceno jedno zvife az do konce experimentu
(15 DPI). Po usmrceni zvifete byla vzdy ihned provedena pitva a byl odebiran vzorek
obsahu tenkého stieva, sliznice tenkého stieva a trusu z rekta. Pfitomnost oocyst byla
testovana mikroskopicky (obsah tenkého stfeva a vzorek trusu z rekta) a antigenu
imunochromatografickym testem RIDA (obsah tenkého stfeva a vzorek trusu
z rekta). Specificka DNA kryptosporidii byla prokazana pomoci PCR (sliznice

tenkého stieva a vzorek trusu z rekta).
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5 Vysledky

5.1 Porovnani senzitivity imunochromatografickych testi
s molekularnimi a mikoskopickymi metodami

Nejméné citlivou metodou detekce oocyst v trusu bylo mikroskopické vySetfeni
barvené¢ho natéru. Dolni limit senzitivity této metody se pohyboval mezi 781-1563
oocystami. VSechny testované imunochromatografické testy vykazovaly podobnou
senzitivitu az do koncentrace ~400 oocyst v testovaném vzorku. Testem Crypto-Strip
C-1005 nebyla zachycena koncentrace 200 oocyst ve vzorku, zatimco zbylé Ctyfi
testy vykazovaly pozitivni reakci. Metoda nested PCR byla ze vSech metod

nejcitlivéjsi a bylo ji detekovano ~12 oocyst ve vzorku (Tabulka 6).

Tabulka 6. Porovnani  senzitivity = imunochromatografickych  testl

s molekuldrnimi a mikoskopickymi metodami

Pocet oocyst ve 100 mg trusu

Typ vysetfeni 50000 25000 12500 6250 31251563 78L 391 195 98 49 25 12
Mikroskopické vySetieni poz. poz. pPOzZ. POZ. pPOz. POz. poz. neg. neg. neg. neg. neg. neg.
Imunochromatograficky test
e RIDA QUICK poz. poz. pPOZ. POZ. POzZ. POZ. POZ. POz. pPOz. neg. neg. neg. neg.
e Crypto-Strip C-1005 poz. poz. pPOzZ. POZ. POzZ. POZ. POZ. POz. pPoz. neg. neg. neg. neg.
e CoproStripTM poz. poz. pPOZ. POZ. POzZ. POZ. POZ. POzZ. POzZ. Neg neg. neg. neg.
e BioK 15 poz. poz. pPOzZ. POZ. POzZ. POZ. POzZ. Poz. Neg. Neg neg. neg. neg.
e OD-278 CryptoCard poz. poz. pPOZ. POZ. POzZ. POZ. POZ. POzZ. POzZ. Neg neg. neg. neg.
Nested PCR poz. poz. poOZ. POZ. POzZ. POZ. pOzZ. POZ. pPOZ. pPOzZ. POZ. POZ. POZ.

poz. — pozitivni vysledek; neg. — negativni vysledek

5.2 Porovnani senzitivity imunochromatografickych testii na solubilni
antigen kryptosporidii
Vysledky senzitivity testll na solubilni antigen kryptosporidii byl srovnatelny
se senzitivitou zjisténou pfi testu detekce oocyst v trusu. VSemi testy vyjma Crypto-
Strip C-1005 byl detekovan antigen odpovidajici koncentraci ~200 oocyst. Nejniz$i
koncentrace antigenu, ktera byla detekovana testem Crypto-Strip C-1005 odpovidala
500 excystovanym oocystam (Tabulka 7). U testu BioK 15 od vyrobce Bio-X

Diagnostic byl na rozdil od ostatnich testli vykazujici pozitivni reakci vysledny

pozitivni pruh pfi koncentraci antigenu ekvivalentnimu 200 oocystam velmi slaby
(Obrazek 2).
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Tabulka 7. Porovnani senzitivity imunochromatografickych testi pii detekci

solubilniho antigenu kryptosporidii

Koncentrace antigenu ve 100 pl roztoku

Typ vySetireni odpovidajici poctu excytovanych oocyst
2000 1000 500 200 100
RIDA QUICK poz. poz. poz. poz. neg.
Crypto-Strip C-1005 poz. poz. poz. neg. neg.
CoproStripTM poz. poz. poz. poz. neg.
BioK 15 poz. poz. poz. poz. neg.
OD-278 CryptoCard poz. poz. poz. poz. neg.

poz. — pozitivni vysledek; neg. — negativni vysledek

Obrazek 2. Ukazka pozitivni reakce imunochromatografickych testt A) RIDA
QUICK, B) Crypto-Strip C-1005, C) CoproStripTM, D) BioK 15 a E) OD-278
CryptoCard na pfitomnost 1) 50 000 nebo 2) 200 oocyst ve 100 mg vzorku. Cervena

Sipka ukazuje pozitivni vysledek; ¢erna Sipka ukazuje negativni vysledek

5.3 Vliv zpusobu skladovani vzorki na senzitivitu
imunochromatografickych testu
Vysledky tohoto testu prokazaly, ze ani pouzita skladovaci média (RNAlater, 5%
dichroman draselny a 70% etanol), ani teplota skladovani (4-6 °C, -18 °C
a laboratorni teplota) nemaji vliv na detekci antigenu kryptosporidii v trusu pfi
dlouhodobém  uchovdvani po dobu 1  roku. VSechny testované

imunochromatografické testy prokazaly pfitomnost antigenu kryptosporidii.
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5.4 Testovani specifity imunochromatografickych testii pro riizné druhy
a genotypy kryptosporidii

Vsechny nami pouzité imunochromatografické testy byly specifické k detekci
antigenu C. parvum, pro ktery jsou testy vyrobci certifikovany. Vysledky testovani
ukazaly, ze pouziti testli neni univerzalni. U fady druht a genotypu kryptosporidii
nebyla prokazana pozitivni reakce s antigenem, piestoze vzorky byly prokazatelné
pozitivni a koncentrace oocyst byla dostatecnd (Tabulka 8). Vysledky experimentu
taktéz ukazaly, ze vSechny testované imunochromatografické testy vykazuji shodny
vysledek. Na nékterém byl pozitivni pruh méné intenzivni, na jiném vice, odecteny
finalni vysledek byl vsak stejny. U testu Crypto-Strip C-1005 bylo stejné jako
v piedeslych testech pozorovano slabsi zbarveni pozitivniho prouzku, coz zhorSuje

jeho odecitani (Obrazek 2).

Tabulka 8. Specifita imunochromatografickych testd pro rizné druhy a genotypy
kryptosporidii

Imunochromatograficky test

Druh/genotyp RIDA Crypto-Strip CoproStripT OD-278

kryptosporidii ;- C-1005 M BIOK1S  ryntocard
C. hominis poz. poz. poz. poz. poz.
C. muris poz. poz. poz. poz. poz.
C. parvum poz. poz. poz. poz. poz.
C. proliferans poz. poz. poz. poz. poz.
C. tyzzeri poz. poz. poz. poz. poz.
vole genotyp 1V poz. poz. poz. poz. poz.
C. avium neg. neg. neg. neg. neg.
C. baileyi neg. neg. neg. neg. neg.
C. ducismarci neg. neg. neg. neg. neg.
C. scrofarum neg. neg. neg. neg. neg.
C. testudinis neg. neg. neg. neg. neg.
apodemus genotyp | neg. neg. neg. neg. neg.
apodemus genotyp 11 neg. neg. neg. neg. neg.
duck genotyp neg. neg. neg. neg. neg.
rat genotyp | neg. neg. neg. neg. neg.
rat genotyp IV neg. neg. neg. neg. neg.
vole genotyp |1 neg. neg. neg. neg. neg.

poz. — pozitivni vysledek; neg. — negativni vysledek
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5.5 Detekce prichodu oocyst a antigenu Cryptosporidium proliferans,
C. parvum a C. baileyi gastrointestinalnim traktem zviiat v prvnich
24 hodinach po inokulaci
Prvni zachyt specifické DNA nebo antigenu C. proliferans nebo C. parvum byl
poprvé zaznamenan pomoci PCR a imunochromatografického testu v trusu zvifat
2—4 hodiny po inokulaci. Oocysty téchto kryptosporidii byly mikroskopicky poprvé
detekovany od 3. hodiny a naposledy 12.-14. hodinu po inokulaci (Tabulka 9).
Posledni pozitivni PCR analyzy a imunochromatografické testy u zvifat
inokulovanych antigenem C. proliferans nebo C. parvum byly zaznamenany
16-20 hodin po zahajeni experimentu, vyjma zvifat inokulovanych devitalizovanymi
oocystami C. proliferans nebo C. parvum. U této skupiny zvifat nebyla v zadném
z odebranych vzork detekovana specifickdi DNA pomoci PCR, piestoze vzorky
trusu byly pozitivni na antigen kryptosporidii (Tabulka 9).
V experimentu, kdy byly mysi inokulovany C. baileyi, bylo prokazano, Zze
specifickou DNA a oocysty je mozné detekovat od 3., respektive 5. hodiny do 17.,
respektive 16. hodiny po inokulaci, zatimco specificky antigen nebyl detekovan

v zadném z testovanych vzorki (viz specifita v tabulce 8).
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Tabulka 9. Detekce prichodu oocyst, specifické DNA a antigenu
Cryptosporidium  proliferans  (C.pr) a Cryptosporidium parvum (C.pa)
gastrointestindlnim traktem BALB/c mysi v prvnich 24 hodindch po inokulaci
pomoci mikroskopickych a molekularnich metod a imunochromatografického testu
RIDA QUICK Cryptosporidium. Vysledek reprezentuje detekci u tii zvitat v kazdé
skupingé. Pozitivni zachyt ptredstavuje alespon jedno pozitivni zvife ve skupiné v
daném case.

1x10° devitalizovanych Antigen odpovidajici 1x10°
Cas oocyst excystovanych oocyst

(hod) PCR ICT |MICRO| PCR ICT |MICRO| PCR ICT | MICRO
C.prC.palC.prC.paC.prC.paC.prC.paC.prC.paC.prC.paC.prC.paC.prC.paC.prC.pa

1x10° Zivych oocyst

neg. neg. neg. neg.|neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.|neg. neg. neg. neg. neg. neg.
neg. neg.|neg. neg.|neg. neg.| neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg. neg.
neg. poz. neg. poz.|neg. neg. neg. neg.|poz. neg. neg. neg.|neg. neg. neg. neg. neg. neg.
neg. poz. neg. poz.|neg. poz./neg. neg.|poz. neg. neg. neg.|neg. neg. neg. neg. neg. neg.
pOz. POz.|poz. POZ.|pPOZ. POZ.|Ney. neg.| poz. poz. neg. neg.|neg. neg.|poz. poz. neg. neg.
pOz. POZ.|poZ. POZ.|pPOZ. POZ.|Neg. Neg.| poz. poz./poz. poz.|neg. neg.|poz. poz. neg. neg.
pOz. POz.|poz. POZ.|pPOz. POZ.|Neg. Neg.| poz. poz./poz. poz.|neg. neg.|poz. poz. neg. neg.
pOz. POZ.|p0Z. POZ.|POZ. POZ.|Neg. Neg.| poz. poz./poz. poz.|neg. neg.|poz. poz. neg. neg.
pOz. POz.|poz. pPOz.|pP0Oz. POZ.|Neg. Neg.| poz. poz./poz. poz.|neg. neg.|poz. poz. neg. neg.
pOz. POZ.|p0Z. POZ.|POZ. POZ.|Neg. Neg.| poz. poz./poz. poz.|neg. neg.|poz. poz. neg. neg.
pOz. POz.|poz. POZ.|pPOz. POZ.|Neg. Neg.| poz. poz./poz. poz.|neg. neg.|poz. poz. neg. neg.
pOz. poz.|poz. poz.|poz. neg. neg. neg. poz. poz. poz. neg.|neg. neg.|poz. poz. neg. neg.
pOz. POZ.|p0z. POZ.|pPOZ. POZ.|Ney. Neg.| poz. poz./poz. poz.|neg. neg.|poz. poz. neg. neg.
pOz. poz.|poz. poz.|poz. Poz.|neg. neg. poz. poz. poz. neg.|neg. neg.|poz. poz. neg. neg.
pOz. POz.|p0z. POZ.|p0Oz. Neg. neg. neg. poz. poz./poz. neg.|neg. neg.|poz. poz. neg. neg.
pOz. poz.|neg. poz.|neg. neg. neg. neg. poz. poz. neg. neg.|neg. neg.|poz. poz. neg. neg.
poz. poz.|neg. poz. neg. neg.|neg. neg.| poz. poz.|neg. neg. neg. neg.|poz. poz. neg. neg.
neg. poz. neg. poz.|neg. neg.| neg. neg. neg. poz. neg. neg.|neg. neg. neg. neg. neg. neg.
neg. poz. neg. poz.|neg. neg. neg. neg.| neg. poz. neg. neg.|neg. neg. neg. neg. neg. neg.
neg. poz. neg. poz.|neg. neg. neg. neg. neg. poz. neg. neg.|neg. neg. neg. neg. neg. neg.

20 neg. poz. neg. neg.|neg. neg. neg. neg. neg. poz. neg. neg. neg. neg.|neg. neg. neg. neg.
21-24 neg. neg.|neg. neg.| neg. neg. neg. neg.| neg. neg. neg. neg.|neg. neg.|neg. neg.|neg. neg.

PR RPRPRPR R R R PR R
©ONOUTRWNROORNARWNREO

PCR — polymerazova fetézova reakce; ICT — detekce kryptosporidiového antigenu
MICRO - mikroskopicka detekce oocyst; poz. — pozitivni vysledek; neg. — negativni
vysledek
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5.6 Detekce antigenu kryptosporidii v trusu zvirat po pridani antigenu
ziskaného z excystovanych oocyst do pitné vody

U zvifat, kterym byl do pitné vody ptidan antigen C. proliferans v mnozstvi
odpovidajicim 200 nebo 1000 excystovanych oocyst, nebyl u zddného z testovanych
vzorkll trusu zaznamenan pozitivni imunochromatograficky test. U zvitat, kterym byl
do pitné vody prfidan antigen odpovidajici 10 000 excystovanych oocyst, byl
imunochromatografickym testem antigen detekovan po 18, 24 a 48 hodinach od
ptidani do pitné vody, naopak po 30, 36, 42, 54, 60, 66 a 72 hodindch po ptidani

antigenu byly testy negativni.

5.7 Detekce specifické DNA, oocyst a antigenu Cryptosporidium
proliferans v priubéhu prepatentni a patentni periody u BALB/c mysi

DNA C. proliferans byla ve sliznici zaludku zachycena pomoci PCR jiz od

1. hodiny po infekci a to jak u 8-tydennich, tak 7-dennich mysi a nasledné po celou
dobu trvani experimentu. Specifickd DNA C. proliferans byla v trusu 8-tydennich
mysi poprvé detekovana metodou PCR 6 hodin po infekci a nasledné az 10. den po
infekci (DPI). U 7-dennich mysi byl pravidelny zachyt specifické DNA
C. proliferans zaznamenan od 6. DPI. U obou vé&kovych kategorii byla prokazana
pfitomnost oocyst a antigenu v obsahu zaludku 1. hodinu po infekci a nasledné az po
uplynuti prepatentni periody. Navic mikroskopicky prukaz ptitomnosti oocyst
C. proliferans a antigenu byl v zalude¢nim obsahu obou vékovych skupin
nepravidelny (Graf 1). AZ od prvniho zachytu specifické DNA kryptosporidii v trusu
8-tydennich (10 DPI) a 7-dennich mysi (6 DPI) byly vzorky trusu pozitivné

testovany pomoci mikroskopickych a imunochromatografickych metod (Graf 1).
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Graf 1. Detekce specifické DNA, oocyst a antigenu Cryptosporidium proliferans
v pribéhu prepatentni a patentni periody u 7-dennich a 8-tydennich BALB/c mysi v
ruznych castech zazivaciho traktu. PCR — polymerdzova fetézova reakce, ICT —

Imunochromatograficky test, Micro — mikroskopické vysetieni.
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5.8 Detekce Cryptosporidium parvum v praubéhu prepatentni a patentni
periody u BALB/c mysi

DNA C. parvum byla ve sliznici tenkého stfeva 7-dennich mys$i zachycena
pomoci PCR jiz od 1. hodiny po infekci a nésledné po celou dobu trvani
experimentu. Naopak u 8-tydennich mysi byla DNA C. parvum ve sliznici tenkého
stteva detekovana sporadicky (Graf 2). Vtrusu 8-tydennich mys$i byla DNA
C. parvum detekovana v prvnich 24 hodinach po infekci a nasledné ojedinéle, a to
5. a 7. DPI, pficemZz v Zadném z testovanych vzorkli nebyly mikroskopicky
detekovany oocysty a soucasné nebyl Zadny z nich pozitivni na pfitomnost antigenu
kryptosporidii. TaktéZ obsah tenkého stfeva byl po celou dobu trvani experimentu
negativni na pfitomnost oocyst nebo antigenu. U 7-dennich BALB/c mysi byla
zjisténa 2-denni prepatentni perioda. Od 2. DPI byl vzorky trusu pozitivni na
ptitomnost specifické DNA, oocyst a antigenu. Naopak v obsahu tenkého stfeva byly

oocysty nebo antigen detekovany ojedinéle (Graf 2).
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Graf 2. Detekce specifické DNA, oocyst a antigenu Cryptosporidium parvum v

pribéhu prepatentni a patentni periody u 7-dennich a 8-tydennich BALB/c mysi v

ruznych castech zazivaciho traktu. PCR — polymerdzova fetézova reakce, ICT —

imunochromatochraficky test, Micro — mikroskopické vySetreni .
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6 Diskuse

Prijem patii ve vyspélych statech k jedné z nejcastéjSich pfi¢in absence lidi
V pracovnim procesu, zatimco v rozvojovych zemich je jednou z hlavnich pficin
smrti obyvatelstva (Nemes 2009). Celosvétoveé zemie rocné na nasledky prijmovych
onemocnéni 8—10 miliona lidi, z cehoz témet 11 % predstavuji déti do péti let véku
(Liu et al. 2012; Nemes 2009). Paraziti rodu Cryptosporidium jsou jednou ze ¢tyf
nejcastéjSich piicin prijmi. Na rozdil od mnoha béznych pficin infek¢nich enteritid,
1é¢ba a kontrola kryptosporididzy je stale problematickd. V soucasné dob¢ nejsou
k dispozici zadné 100% ucinné 1éky nebo vakcina (Striepen 2013). Kryptosporidie
jsou casto podcetiovany zejména z divodi omezenych, anebo nevhodnych
diagnostickych nastroji a postupt zvlasté Vv rozvojovych zemich (Caccio et
Putignami 2014). Pouzit¢ metody a spravna interpretace vysledki je pii diagnostice
kryptosporidiovych infekci zcela zasadni.

Ve vétsingé piipadi je pribéh kryptosporidiové infekce bez vyznamnych
problémt, ale u jedinc s oslabenou imunitou mohou vyvolat zdvazné zdravotni
problémy v podobé rozsahlych prijmt (Tzipori et al. 2002). V pripadé
symptomatické infekce, kdy je nutna 1ékatskd pomoc, protoze akutni prijem muize
byt u oslabenych jedinct i zivot ohrozujici, je nezbytna rychla diagnostika (Bouyou-
Akotet et al. 2016). Prestoze mikroskopické techniky jsou velmi rychlé a cenové
a materidln¢ celosvétové dostupné, jejich citlivost je v porovnani s molekuldrnimi
metodami nizkd, coz prokdzala i1 naSe studie (Hadfield et al. 2011). Navic pfi
akutnich pfipadech nastupuji klinické ptiznaky diive, neZ jsou vyluovany oocysty
(Raskova et al. 2013).

Velmi castou alternativou k molekularnim a mikroskopickym metodam
se v poslednim desetileti staly imunochromatografické testy (Agnamey et al. 2011;
Bouyou—Akotet et al. 2014; Chalmers et al. 2011; Klein et al. 2009). Vysledky jsou
znamy béhem 10 minut, coz umoziuje diagnostikovat infekci v¢as a ihned mohou
byt provedena 1é¢ebna opatieni. Pouziti téchto testi ma vsak fadu nevyhod, kterymi
se zabyvala 1 tato prace. VSechny imunochromatografické¢ testy jsou primarné
vyvijeny pro detekci nejcastéjSich druhii kryptosporidii infikujicich ¢loveka, tedy
proti C. parvum a C. hominis zodpovédnych za vice nez 90 % vsech kryptosporidioz
(Bouyou-Akotet et al. 2016). Nicméné c¢lovék mize byt parazitovan nejméné

20 dal$imi druhy a genotypy kryptosporidii (Ortega et Kvac 2013). V souladu s diive
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publikovanymi pracemi, jsme prokézali specifitu pouzitych
imunochromatografickych testi k C. parvum a C. hominis (Chalmers et al. 2011).
Senzitivita k dal§im kryptosporidiim je nejednoznacna. Zatimco Llorente et al.
(2002) neprokazali pfitomnost antigenu C. meleagridis v testovaném vzorku,
pfestoze byl vzorek na tento druh pozitivni, Chalmers et al. (2011) uvadéji senzitivitu
imunochromatografickych testd k tomuto druhu kryptosporidie. Rozdil ve vysledcich
studii provedenych Chalmers et al. (2011) a Llorente et al. (2002) by mohl byt
zpusoben v pouziti odliSného typu testu. Na druhou stranu oba testy byly pouzity
V této studii a na zadném z provedenych experimentd nebyl zjistén rozdil ve specifité
a senzitivit¢ testll. Pfestoze vétSina praci a vyrobel testil uvadi vysokou specifitu
v rozmezi 95-99 % (Garcia et al. 2003, Llorente et al. 2002), v této praci jsme
jednoznaéné prokazali, ze fada komercnich testl nereaguje s velkym mnozstvim
druhii a genotypu kryptosporidii. Tento nedostatek Cini testy zcela nevhodné pro
pouziti ve veterinarni medicin€. Také v ptipadech, kdy by byl pacient parazitovan
malo frekventovanymi druhy a genotypy kryptosporidii, jako napiiklad C. scrofarum
(Kvag et al. 2009b) nebo apodemus genotyp I (Beser et al. nepublikovano), budou
dle nasi studie vysledky imunochromatografickych testii falesn¢ negativni. Chalmers
et al. (2011) uvadi citlivost testi k C. ubiquitum a C. felis, nicméné tyto druhy nebyly
V nasi studii pouZzity a proto nelze porovnat vysledky.

Nase studie prokazala, Ze limitni mnoZstvi oocyst ve vzorku je pfiblizné
200 oocyst a ze senzitivita testll se od sebe téméf nelisi. K podobnym vysledkim
dospél i Llorente et al. (2002). Senzitivita testd v jednotlivych studiich se pohybuje
v rozmezi od 5,5 do 98,8 % (Agnamey et al. 2011; Bouyou-Akotet et al. 2016;
Chalmers et al. 2011; Garcia et al. 2003; Llorente et al. 2002). Vsechny studie byly
zalozeny na testovani klinickych vzorkl infikovanych pacientt, v jejichz stolici byla
detekovana specifickd DNA kryptosporidii s ndslednou genotypizaci (Shimelis et al.
2014). Soucasné vSak ve vétsin€ studii chybi kvantifikace intenzity infekce vyjadiena
poctem oocyst v 1 g stolice. V tomto spatfujeme jednu z hlavnich pficin odlisné
senzitivity testll. Za zminku stoji, Ze vétSina vyrobcli neuvadi minimalni detekéni
limit oocyts. U testu Crypto-Strip C-1005 uvadi vyrobce limit 50-100 oocyst. Tento
test vSak byl vnasi praci nejhor$si a dle naSich vysledk byl detekéni limit
500 oocyst. Falesn¢ negativni vysledky mohou byt tedy dany bud’ nizkou
koncentraci oocyst ve vzorku (senzitivita), nebo protilatky pouZzité v testu nereaguji

s antigenem pfislusné kryptosporidie (specifita).
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Jednim z dosud nevyfeSenych problémt je, zda je mozné od sebe odliSit aktivni
infekci od pasivni pasaze oocyst zazivacim traktem a zda je mozné detekovat infekci
hostitele v pribéhu prepatentni periody. Pouziti citlivych metod, jako je PCR nebo
gPCR, je velmi u¢inné, ale pozitivni vysledek potvrzuje pouze piitomnost
Cryptosporidium specifické DNA ve vzorku, ktera mize, ale nutné nemusi znamenat
aktivni infek¢ni proces, o cemz svéd¢i cela fada ptipadt (Arcay et al. 1995; Kvac et
al. 2012). Piestoze oocysty C. parvum byly detekovany v zazivacim traktu ryb,
experimentalni infekce neprokazaly vnimavost ryb k této kryptosporidii (Graczyk et
al. 1996; Upton 1990). Obdobné piitomnost oocyst C. muris, C. tyzzeri nebo
Cryptosporidium spp. Vv trusu z rohatky ozdobné (Ceratophrys ornata) (Crawshaw et
Mehren 1987), uzovky ¢ervené (Elaphe guttata), uzovky ¢erné (Elaphe obsoleta)
nebo hroznyse (Boa constrictor) byla v dusledku pasaze zaZzivacim traktem (Xiao et
al. 2004). Oocysty detekované v trusu téchto zvitat pochazely z infikovanych mysi
pouzivanych ke krmeni. Obdobné¢ Kvaé et al. (2012) prokazali, Ze prasata (Sus
scrofa) nejsou vnimava k infekci C. muris a C. tyzzeri, pfestoze se tito paraziti
Vv jejich trusu ojedinéle vyskytuji. Vysledky této prace bezpochyby prokazaly, Ze je
v trusu hostitele mozné detekovat jak specifickou DNA, tak i antigen nebo oocysty
kryptosporidii, a to i v pfipad¢, Ze se jedna 0 pasaz devitalizovanych oocyst nebo
hostitelsky nespecifické druhy (C. baileyi), které nemohou vyvolat aktivni infekci.
VSechny nadmi pouzité metody v téchto ptipadech vykazovaly falesné pozitivni
vysledky. Nicméné byla vzdy detekovdna pouze infekéni davka v prvnich
24 hodinach po infekci. Na zéklad¢ téchto vysledki by bylo vhodné vysetfovat
hostitele opakovang. Avsak i tento piistup méa sva omezeni. Rada hostitelli, zejména
volné zijicich zvifat, vylucuje oocysty do prostfedi nepravidelné, tedy opakovany
negativni vysledek nemusi signalizovat pasdz oocyst. Nase studie jasn€ ukazala, Ze i
Vv ptipadé kdy je hostitel prokazateln¢ infikovan (pfitomnost parazita v tkani), nemusi
byt pfitomnost specifické DNA, antigenu nebo oocyst vzdy detekovatelna. Tyto
vysledky jsou ve shodé s predeslymi studiemi (Jezkova et al. 2016; Kvac et al. 2012;
Munzarova 2012).

V shodé¢ s Munzarovou (2012) jsme jednoznacné prokazali, ze v prubéhu
prepatentni periody neni moZzné detekovat specifickou DNA kryptosporidii v trusu
experimentalné infikovanych zvifat. Navic jsme ukézali, Ze pfitomnost antigenu

detekovaného imunochromatografickymi testy je vazéna na piitomnost oocyst
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Vv trusu, respektive na pfitomnost jejich antigenu. V pfipad€, ze nejsou hostitelem

produkovany oocysty je imunochromatograficky test negativni.
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[ Zavéry
Nebyl zjistén rozdil v senzitivité pouzitych imunochromatografickych testt.

Detekéni limit pro vétSinu imunochromatografickych testi byl 200 oocyst

ve vzorku.
Ptitomnost koproantigenu je vazana na pfitomnost oocyst ve vzorku trusu/stolice.

Falesn¢ negativni vysledky imunochromatografickych testli jsou zpiisobeny 1)
nizkou koncentraci oocyst ve vzorku (senzitivita) nebo ii) protilatky pouzité

V testu nereaguji s antigenem prislu$né kryptosporidie (specifita).

Vysledky imunochromatografickych testd je vhodné kombinovat s dal§imi

metodami.

V pribéhu patentni periody nelze detekovat specifickou DNA, antigen nebo
oocysty kryptosporidii.

Nelze odlisit aktivni infekci a pasaz oocyst pouzitim kombinace PCR

a imunochromatografickych testa.
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