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Abstrakt

V letech 2018 — 2020 bylo ziskano 1366 vzorki sér imunokompetentnich pacientt, z
toho 860 z Ceské republiky a 506 z Ukrajiny. U kaZzdého pacienta byl zjistén vék, pohlavi
a predchozi infekce kryptosporidiemi. Piitomnost specifickych IgG protilatek proti
kryptosporidiim v krevnim séru byly testovana pomoci nepfimého ELISA testu. Jako
korpuskularni antigen byla pouzita drt oocyst C. parvum v mnozstvi 10° oocyst na jamku.
Krevni sérum bylo fedéno v poméru 1:200 a protilatek 1:20 000. VEk pacientii se
pohyboval v rozmezi od 1 dne véku do 89 let. Celkem bylo vySetfeno 639 pacienti
muzského pohlavi a 709 zenského pohlavi. Bylo prokézano, Ze se vzristajicim vékem
vySetfované osoby se zvySuje pravdépodobnost, ze bude jedinec mit protilatky proti
kryptosporidiim, tedy se setka s infekci. Dale jsme prokazali, ze Zeny jsou Castéji
pozitivni nezZ muZi, a to bez rozdilu narodnosti. Pii porovnani narodnosti, bylo zjisténo,
ze Cesi jsou Gast&ji pozitivni nez Ukrajinci. Ze ziskanych vysledkd vyplyva, Ze u osob
mladsich 15 let byla zjiSténa séroprevalence u méné nez 20 % jedincti a u osob starsich
16 let se séroprevalence pohybovala od 20 do 42 %, vyjma vékové skupiny 41 — 50 let,

kde byla zji$téna séroprevalence ve vysi okolo 50 %.

Kli¢ova slova: Kryptosporidie; séroprevalence; sérum; ELISA; Ceska republika;

Ukrajina; ¢lovék



Summary

In 2018 — 2020, 1366 samples of serum from immunocompetent patients, including 860
sera from the Czech Republic and 506 sera from Ukraine, were collected and examined
by an indirect ELISA test to detect specific IgG antibodies against Cryptosporidium in
human population. Age, sex, and relevant data on previous cryptosporidial infections
were obtained from each patient. Oocysts of C. parvum, 10° oocysts per well, were used
as a corpuscular antigen. Blood serum samples and secondary antibodies were diluted
1:200 and 1:20 000, respectively. The age range of patients varied from newborn infant
to 89 years old. A total of 639 male and 709 female patients were examined. The results
showed number of serologically positive patients increased with age. Moreover, females
had higher seropositivity than males, regardless of nationality. Additionally, Czechs were
more often positive than Ukrainians. The results showed less than 20 % of patients under
15 years of age were seropositive. In patients older than 15 years the seroprevalence
ranged from 20 to 42 %, except the age group 41 — 50 years old, where seroprevalence
was 50 %.

Key words: Cryptosporidium; seroprevalence; serum; ELISA; Czech Republic; Ukraine;

human
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1. Uvod

Svétova zdravotnicka organizace a vétSina zemi svéta uznava kryptosporidiézu jako
globdlni problém, ktery se vyznacuje vyznamnym dopadem na socialni, lékatskou,
veterinarni, hospodaiskou a environmentéalni sféru, coz v poslednich letech vyrazné
zvysilo intenzitu vyzkumu boje proti kryptosporidioze, véetné studii zaméfenych na
epidemiologii/epizootologii nemoci a vyvoje novych diagnostickych metod. Soucasna
medicina povazuje kryptosporidiozu za komorbidni onemocnéni vyvolané silnym
imunosupresivnim stresem, které je tvoifeno zvlastnim komplexem symptoml s

charakteristickymi znaky parazitozy.

Prace je rozdé€lena na teoretickou a praktickou ¢ast. Teoreticka Cast obsahuje zakladni
informace tykajici se kryptosporidii v biologickém a medicinském pojeti. V prvni
kapitole je podrobné popsan vyvojovy cyklus prvoku rodu Cryptosporidium, jejich
morfologie a taxonomie. Druhé podkapitola se zamétuje na onemocnéni kryptosporidiézu
a interakce mezi parazitem a lidskym télem, rozebira ptiznaky, patologii a 1é¢bu. Treti a
¢tvrtd podkapitola se zamétfuje na epidemiologii kryptosporididozy a na vztahy mezi
imunitnim systémem lidského téla a parazitem. Posledni teoretickd ¢ast pojednava o
diagnostické metodé¢ ELISA a jejich typech. V experimentdlni ¢asti je provedena
laboratorni metoda ELISA: nejprve se pomoci metody Milacka a Vitovce identifikuje
vzorek stolice skotu pozitivni na C. parvum, poté se vzorek pieéisti na sachar6zovém a
nasledné¢ na cesium chloridovém gradientu. Dale byla piecisténa suspenze oocyst
imobilizovana ke dnu mikrodesticky. Nakonec se pfipravené vzorky séra otestovaly na

ptitomnost specifickych protilatek proti C. parvum pomoci nepiimého ELISA-testu.



2. Literarni prehled
2.1. Biologie a obecny piehled rodu Cryptosporidium
2.1.1. Historie rodu Cryptosporidium

Rod Cryptosporidium je tvoifen vyhradné¢ kosmopolitné rozsSifenymi parazity
gastrointestinalniho traktu obratlovcl. Béhem poslednich 50 let byl zaznamenan
naristajici zajem vefejnosti a védcu o kryptosporidie, diky jejich biologickym a
patogennim vlastnostem, zejména zoonotickému potencidlu. Prvnim védcem, ktery
identifikoval parazita a popsal zivotni cyklus prvoka rodu Cryptosporidium, byl Ernest
Edward Tyzzer. V roce 1907 izoloval jednotliva stadia ze sliznice zaludku mysi a pfifadil
rodové jméno Cryptosporidium muris podle nepfitomnosti sporocystového obalu
uvnitt oocysty. O 5 let pozdéji popsal dalsi druh — C. parvum, kdy byl parazit nalezen
Vv tenkém stfevé mysi, pozdéji i kraliki. Tyzzer se rozhodl uvést C. parvum jako novy
druh na zakladé rozdilti v lokalizaci parazita ve srovnani s C. muris a podle odli§né
morfometrie oocyst: oocysty C. parvum byly nalezeny jenom v tenkém stfevé a byly
vyrazné mensi nez u C. muris (Tyzzer 1907, 1912). Béhem nésledujicich sto let se
podafilo popsat 45 druhti a desitky genotypl patiicich do rodu Cryptosporidium
(Holubova et al. 2019; Ryan et Xiao 2014).

Vsudypiitomnost krytosporidii je zalozena na schopnosti parazita infikovat vSechny
tiidy obratlov¢ich hostiteld, véetné ryb, obojzivelnikd, plazi, ptakd a savei (Ryan et Xiao
2014). Infekéni stadia jsou nesmirn€ odolnd vici béznému filtrovani vody, dezinfekci
chloridem a UV-zaienim, ale nékteré latky, napiiklad peroxid vodiku, chlordioxid a také
zmrazovani oocysty ni¢i (Chroust et al. 1998; Rochelle et al. 2004). Oocysty zlstavaji
Zivotaschopné mésice az rok ve vodé — nejefektivnéjsi piirodni dezinfikujici prostredi
zpusobujici zni€eni minimalne 70 % oocyst, podle Nicholse et al. (2004), tvoii inkubaéni
podminky pti minimalni teploté 20 °C na dobu minimalné 12 tydnd, anebo skladovani ve
tme v ficni vod¢ pii teploté 4 °C zplsobuje inaktivaci 99 % oocyst béhem 25 tydni

(Robertson et al. 1992).

2.1.2. Taxonomie kryptosporidii

Tradi¢né byly kryptosporidie fazeny do tfidy Coccidia spolu s vyznamnymi parazity
hospodarskych zvirat — rody Eimeria, lsospora, Sarcocystis a dalsimi, avSak bylo
nalezeno velké mnozstvi zasadnich rozdili mezi kryptosporidiemi a zéastupci kokceidii.
Zéakladni morfologické a funkéni znaky kryptosporidii jsou: nepiitomnost
sporocystového obalu uvnitf oocyst, zvlastni extracytoplazmaticky (ambiceluldrni)

zplisob rozmisténi v hostiteli, dva odli$né typy oocyst (tlustosténné a tenkosténné) s
9



relativné jednoduchou vnéj$i morfologii — bez mikropyle ¢i polarnich granuli, ale
s unikatni strukturou — suture complex, neboli Sev (Lendner et Daugschies 2017).
Morfologicky a funkéné podobna struktura se nachazi ve sténé oocyst rodu Sarcocystis,
Toxoplasma, Isospora a Goussia, coz naznaCuje Uzky fylogeneticky vztah mezi
kryptosporidiemi, sarcocystidy a calyptosporidy (Goussia a Calyptospora). Vyse
vypsané vlastnosti nejsou charakteristické pro kokcidie, coz miize naznacovat nepiesnost

taxonomického systému.

Nastup molekularni éry narusil ptivodni taxonomické zarazeni kryptosporidii, proto se
v soucasn¢ dobé¢ rod Cryptosporidium povazuje za chybé&jici ¢lanek mezi téidami
Coccidia a Gregarina a je pfifazen do nové skupiny Gregarinomorphea spolu s podtiidou
Orthogregarinia. Pfibuznost podtiid Cryptogregaria a Orthogregarinia naznacuje shodny
prubéh pohlavniho rozmnozovani merozoitl typu II, ptitomnost extracytoplazmatickych
stadii uvniti hostitele — trofozoiti a merozoitii a homologick4 podobnost epimeritového
komplexu, spolu s druhotnou redukci apikoplastu. Kromé toho byla prokazana shodnost
mezi antigennimi epitopy C. muris a ¢eledi Monocystidae, patfici do gregarin (Bull et al.
1998). Na zdklad¢ analyz malé podjednotky rRNA a vySe popsanych znaki byla
prokézana teorie divergence rodu Cryptosporidium spolu s gregarinami od spole¢ného
ptredka a jejich evolu¢ni vzdalenost od skupiny kokcidii (Cavalier-Smith 2014; Chalmers

et Katzer 2013). Souc¢asné taxonomické zatazeni rodu Cryptosporidium:
Kmen: Chromalveolata
Podkmen: Vytrusovci (Apicomplexa)
Ttida: Conoidasida
Podtiida:  Kokcidie (Coccidiasina)
Rad: Eucoccidiorida
Podiad: Eimeriorina
Celed: Cryptosporidiae

Rod: Cryptosporidium

10



2.1.3. Morfologie a vyvojovy cyklus kryptosporidii
2.1.3.1. Morfologie

Sev

—
B

Misto zlomu oocysty
citlivé na trypsin a dalsi proteazy.

Provazy

vlakna bohata na uhlovediky a glykeproteiny
spojujici sporozoit s globularnimi agregaty.
«Knofliky»

globuldrni agregaty obsahujici
N-acetylgalaktosamin a proteiny na

vhitini strané stény oocysty.

Sténa oacysty - 26 nm

Pevna vrstva bohata na proteiny.

Dvouvrstva - 12 nm

rezistentni na proteazy,

slozena s lipida.

Glykokalyx

vnéjsi obal citlivy na kyselé podminky.

obsahuje kyselé polysacharidy glukézu/mandzu.

Reziduilni télisko

Obréazek 1. SloZeni oocysty C. parvum, upraveno podle Lendner et Daugschies (2017).

Sténa oocysty C. parvum je trojvrstevnd (obrdzek 1). Oocysta je pokryta

glykokalyxem, ktery je schopen zmény elektroforetické mobility v zavislosti na prostiedi

a je imunogenni. Vysoka odolnost oocysty je zajisténa hydrofobni lipidovou dvojvrstvou

a vrstvou bohatou na proteiny, ktera poskytuje mechanickou odolnost. Centralni obal

bunééné stény se sklada z glykolipido-lipoproteinové vrstvy. Vnitini obal se sklada

z glykoproteinovych vlaken poskytujici stén€ pruznost a pevnost a slouzi k pfipojeni

sporozoitl ke sténé oocysty. Tenkosténné oocysty se li$i v tom, Ze jejich sténa neobsahuje

vnitini obal (Ditrich et al. 2005; Fayer et Xiao 2008; Lendner et Daugschies 2017).
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Tabulka 1. RozliSovaci znaky jednotlivych stadii C. parvum, upraveno podle Borowski et al. (2009)

Cas (hod) Stadia Rozmér Morfologické odli§nosti
0 Oocysta 5 x 7 um Ovalna, hladky povrch se sFerblnou pro uvolnéni
sporozoitu
>24 Excystovana oocysta 5% 7 um Perforovany povrch
. Hruby povrch, Spicata apikalni oblast (elongovana v
>3 Sporozoit 5x05Hm blizkosti hostitelskych bungk)
. . Hladky povrch tvotfeny apikalni membranou
>6 Rany trofozoit <1lum hostitelské bufiky
> 24 Trofozoit 2,5 um Epicelularni, hladky povrch_, pr}tomnost feeder-
organely, cytoplazmaticka granulace
>4 Shluk trofozoit - Slouceni apllfalnlch_m'embrarj obklopujicich
jednotlivé parazity

> 24 Meront 1. typu 1,5 um Epicelularni, hladky povrch
> 24 Merozoit 1. typu 0,4 x 1 um  Tycinkovy tvar, Spicata apikalni oblast, drsny povrch
>72 Meront 2. typu 3.5um Epicelularni, hladka silnd membrana
>72 Merozoit 2. typu 0.5-1 pm Kulaty drsny povrch
> 96 Mikrogamont 2%X2um Extracelularni, husté obalené mikrogametami
> 96 Mikrogameta 0.1 um Sféricky drsny povrch
> 96 Makrogamont 4 x5um Extracelularni, drsny povrch

48 Extracelularni trofozoit 2 Um Formy v matetské fazi, drsny povrch

96 Extracelularni meront <2um Kulaty, extracelularni shromazdéni trofozoitt

2.1.3.2. Vyvojovy cyklus
Cely vyvojovy cyklus kryptosporidii je monoxenni — probiha pouze v jednom hostiteli.
Jednotlivé vyvojové faze jsou znazornéné na obrazku 2 a popsané v tabulce 1. U stievnich

druht cyklus trva 12 — 14 hodin a zahrnuje 5 fazi.

VWkay
%
R @
" ‘QJSTOSTENN ° . O
& ocysty s
@ @ oo 0>

®
)/ g, 7 J i
‘9%/9/4 b o S oy ) / o
7/ . A\
Us < o 4 Q°

Obrazek 2. Vyvojovy cyklus C. parvum, upraveno podle Caccio et Putignani (2014)
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Excystace

Excystace predstavuje slozity fyziologicky proces zahrnujici spusténi kombinacnich
kaskad ptisobenim kyselého pH (zalude¢ni druhy) nebo mirné alkalického pH (stievni
druhy), vhodné teploty, zlucovych soli a proteolytickych enzymi: serinovych a
cysteinovych endopeptidaz a aminopeptidaz, které degraduji proteinovou vrstvu stény
oocysty, vétsinou v oblasti $vu, coz vede k prasknuti struktury a vypousténi sporozoiti
do lumenu stieva (Ditrich et al. 2005). Rozdily mezi zaludecnimi a stievnimi druhy,
kromé& mista pfichyceni sporozoitl, jsou déale ve vyrazn€¢ menSich rozmérech oocyst
stfevnich druhti ve srovnani s zalude¢nimi a také v rychlosti prubéhu excystace: druhy
s afinitou k Zalude¢nimu epitelu rychleji uvoliuji sporozoity pfi vystaveni t€lesné teploté
a kyselému prostfedi zaludku, zatimco wuvolnéni stievnich druhti probiha
komplikovanéjsim zptisobem, protoze oocysta musi prochézet skrz zaludek a dosahnout

duodena pied excystaci (Fayer et Xiao 2008).
Pripojeni sporozoitii a tvorba parazitoforni vakuoly

Druhd faze zacina pohybem sporozoiti apikalnim smérem k epitelovym bunikam a
nasleduje prichyceni. Pro invazni ucely vyuZzivaji sporozoiti specifickou organelu,
apikalni komplex, ktera se sklada ze sekretorickych vacku — mikronem, rhoptrii a
denznich granul. Pii adhezi na povrch buiky je parazit otaen apikalnim smérem do
epitelu a je schopen zajistit procesy pro uspésnou internalizaci (Tomley et Soldati 2001).
Po tom nasleduje tvorba parazitoforni vakuoly: sporozoit indukuje aktinovou
polymerizaci pomoci bunééného proteinového komplexu Arp2/3 a nasledkem toho je
vakuola hluboce invaginovana a izolovand od lumen stfeva a zaroven 1 od cytoplazmy
hostitele (Elliott et al. 2014). Béhem pfipojeni se sporozoit meéni na sféricky trofozoit,

ktery je schopen se nepohlavné mnozit.
Nepohlavni déleni (merogonie)

Merogonie je charakterizovana délenim jadra trofozoitl a jejich rozpadem na meronty.
VétSina druht kryptosporidii tvofi 2 typy meronti liSicich se poctem, velikosti merozoitl
a také schopnosti zahajeni pohlavniho rozmnozovani. Meronty typu | obsahuji 6 — 8 jader,
ze kterych se po dozrani vyviji merozoiti infikujici epitelidlni buiky, a tim pokracuje
asexudlni cyklus. Béhem nésledujicich generaci merogonie mohou vzniknout meronty
typu I, nebo morfologicky odlisné meronty typu Il obsahujici pouze 4 merozoity (Chroust
et al. 1998). Vyjimku ptedstavuje pro ptaky infekéni druh, Cryptosporidium baileyi,
produkujici 3 typy merontd (Current et al. 1986).
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Pohlavni rozmnoZovani (gametogonie)

Pouze merozoiti vznikli z merontt typu II jsou schopni se ménit v pohlavni stadia —
sam¢i mnohojaderné mikrogamonty a sami¢i makrogamonty pouze s jednim jadrem.
Jaderné déleni v mikrogamontu dava vzniknout mikrogametam a makrogamonty se vyviji
v makrogamety. Uvolnéné mikrogamety penetruji cytoplazmu makrogametocyta,
preménénych makrogamontli, rozmisténych na povrchu hostitelskych bun¢k a zaroven
predavaji genetickou informaci. Pii uspé€sné konjugaci vznikaji zygoty, které néasledné

proch&zi fazi sporogonie (Fayer et Xiao 2008).
Endogenni sporulace (sporogonie)

Pfi sporogonii se zygoty méni v oocysty obsahujici 4 sporozoity — kazdy ma haploidni
jadro s 8 chromozomy. VétSina oocyst, pfiblizné 80 % (C. parvum), maji tlustou sténu a
opousti télo hostitele s vykaly (druhy infikujici epitel stieva ¢i zaludku) nebo sputem
(druhy infikujici plicni epitel). Pfitomnost tenkosténnych oocyst je prokazana u 20 %
z celkového poctu oocyst. Tyto oocysty excystuji v téle hostitele a jsou zodpovédné za

ptipady autoinfekce (Aldeyarbi et al. 2016).

2.1.4. Cryptosporidium parvum

Cryptosporidium parvum je monoxennim oportunnim parazitem nékterych savci a
¢lovéka. Infekce imunokompetentnich pacientil se projevuje akutnimi nebo chronickymi
prijmy rizné intenzity, souCasné¢ u imunodeficientnich jedincii pfedstavuje Zzivot
ohrozujici onemocnéni. Druh C. parvum je jednim z hlavnich pavodct lidské
kryptosporidiozy. Geneticka analyza déli C. parvum podle genotypti na 14 platnych
subtypu: medicinsky a veterinarné vyznamné subtypy piedstavuji subtyp IIc neboli
antroponoticky, zoonotické subtypy Ila a IId a vyhradné zviteci subtyp Ilo. Subtyp Ila
infikuje skot a ¢loveka, Ilc pfitomen pouze u ¢loveka, I1d infikuje ovee, kozy a ¢loveka

(Caccio et Widmer 2014; Fan et al. 2019).

2.2. Kryptosporiditza

2.2.1. Patogenita a virulence

Kryptosporidie jsou c¢asto fazeny k oportunnim parazitim. U jedinct s fungujici
imunitou maji predvidatelny pribéh: sporozoiti nejcastéji infikuji epitel tenkého ¢i
tlust¢tho  stfteva nebo  zaludku. Patologie  kryptosporidiozy  spocivda v
destruktivnich zménach sttevniho epitelu v disledku pfichyceni sporozoitt do apikalniho
povrchu a posléze ztratou funkci a normalni fyziologie bun€k. Zavazna infekce vede k

pfemisténi nebo ke ztraté povrchového epitelu, coz vede k atrofii klki, hyperplazii krypt,
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zpusobuje zmény ve funk¢éni anatomii a zprostfedkovava zanétlivé reakce, indukované
masivni infiltraci imunitnich bunék do lamina propria a uvniti epitelu. Tyto zmény
nevyhnutelné vedou ke zmenseni povrchové plochy mikroklkt a v diisledku toho dochazi
ke zhorSeni aktivity disacharidaz a aminopeptidaz na jejich apikalni membrané (Ditrich

et al. 2005; Farthing 2000).

O skutecnosti, zda jsou kryptosporidie schopny hostitele viibec infikovat, se rozhoduje
v prvnich fazich interakce sporozoitii (nebo merozoitil) s hostitelskou buiikou, tedy pti
adhezi a pfipadné internalizaci. Na obou procesech se podili fada faktort souhrnné
nazyvané determinanty virulence. Jde napiiklad o adhezni proteiny (TRAP C-1 a TRAP
C-2), sporozoitovy protein bohaty na cystein (SCRP), glykoproteiny (CSL a gp900) a
specifické lektiny. Po excystaci v lumenu tenkého stieva se sporozoiti rychle dostavaji k
enterocytiim, obalenych mucinovou vrstvou, ktera piedstavuje prvni obrannou bariéru
proti pfichyceni parazita. Sporozoiti dokazi odolat tomuto mechanismu vylu¢ovanim
glykoproteini z apikalniho komplexu (vyse popsané CSL proteiny, glykoproteiny gp40,
cp47, gpl5/cpl7, GP900, TRAP-CI1, Muc4/5), které umoziuji ptichyceni do enterocytu,
diky pevnym N-glykosylovanym vazbam a dal$imu pohybu po substratu (Cevallos et al.
2000; Tomley et Soldati 2001). Cysteinové a serinove proteazy a argininova
aminopeptidaza se podileji na internalizaci, ale jsou aktivni jiz pfi excystaci. Po adhezi
sporozoitil zahajuji epitelidlni bunky produkei cytokinli, které aktivuji rezidentni
fagocyty. Ty pak produkuji histamin, serotonin, adenosin, prostaglandiny a nekolik
dalSich rozpustnych faktoru, které v prvni fad¢ tlumi zanétlivé procesy ve stievé. Navic
tyto latky jednak zvySuji sekreci vody a chloridové ionty ve stfevni sliznici a také inhibuji
absorp¢ni schopnost stfeva. Buiiky stievni sliznice jsou tak poskozovany piimo i nepiimo
— negativnim pusobenim vlastniho imunitniho systému. Kryptosporidie inhibuji
apoptotick¢ procesy infikovanych hostitelskych bunék prostiednictvim aktivace
transkripéniho komplexu NF-kB v ¢asném stadiu infekce a zaroven je indukuji u okolnich
neinfikovanych bun¢k. Tlumeni zanétu a ovliviiovani apoptdzy umoziuje delsi prezivani
kryptosporidii ve stfevni sliznici. Produkce toxinii kryptosporidiemi je obcas
predpokladana, ale nebyla dosud jednozna¢né prokazana (Caccio et Widmer 2014;
Ditrich et al. 2005).

2.2.2. Symptomatika a patologie

Kryptosporidioza se projevuje snizenou resorpcni schopnosti stieva, coz zpusobuje
vodnaté prujmy a v patologickych piipadech zavazna poskozeni epitelu tenkého stieva.
Infekce probiha peroralnim pfijmem oocyst z kontaminované pitné vody, potravin nebo
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stolice ¢lovéka nebo trusu zvitat. Sporozoiti dokazi in vitro vyexcystovat béhem 15 minut

(Forney et al. 1999; Lumb et al. 1988).

Infekce druhem C. hominis jsou spojeny s komplikovanéj$imi infekcemi, o ¢emz
svéd¢i delSi patentni doba a také absence popsanych piipadii asymptomatického
vylucovani u testovanych skupin (Chappel et al. 2006). Na druhou stranu, intenzivnéjsi
vyluovani oocyst je zaznamenano U 0sob infikovanych pravé C. parvum, ale nikoli
C. hominis (Bushen et al. 2007). Krom¢ prijma se v rizné mife piidavaji dalsi ptiznaky:
kolikové bolesti bficha, nauzea, vomitus, flatulence, zvySena teplota, nechutenstvi az
anorexie a vahovy ubytek ¢asto i nékolik mésict po infekci zpisobenou druhy C. parvum
nebo C. hominis. Nemoci nesouvisejici s gastrointestinalnimi poruchami se projevuji
primarné po infekci C. hominis a nejcastéji to jsou opakujici se bolesti hlavy, o¢i, vertigo
a vzacné mize infekce zplisobit autoimunni onemocnéni, napiiklad reaktivni artropatie

(Hunter et al. 2004; Shepherd et al. 1989).

Stupen manifestace onemocnéni zalezi na veéku, pohlavi, stavu imunitniho systému,
okolni populaci a zemi pobytu. Prubéh a symptomatika onemocnéni se klasifikuje do

nasledujicich typt:

1) Mira projevu je labilni v zavislosti na stavu imunity a zdravi jedinct, 1i$i se od
asymptomatického prabéhu az po zavazné prijmy pozorované u imunokompetentnich
pacientdl. Po kratké prepatentni period¢ (4 — 6 dni, pfi vysoké infekéni davee oocyst 3
dny), nastupuje patentni perioda (6 — 18 dni); obdobi vodnatych prijmu je o néco kratsi
(4 — 10 dni v typickych ptipadech), dochazi k samovolnému vyléceni a k zastaveni
vylucovani oocyst. U starsich lidi dochazi ke zkraceni stredni prepatentni doby na 1 — 2

dny ve srovnani s dospélymi a détmi (Kvac et al. 2005; Naumova et al. 2003).

2) Ptetrvavajici prijem, ktery nej€astéji postihuje déti v rozvojovych zemich a miize byt
spojen s nedostatkem vyzivy a zdravotni péce. Obdobi prvni nékazy se pohybuje v
rozmezi 12 + 7 mésicli. Kryptosporidiéza probiha se stabilnim vylu¢ovanim oocyst po

dobu vice nez 2 tydny, zvlasté u déti mladsich 2 let (Agnamey et al. 2010).

3) Chronické prijmy, které se nejcastéji vyskytuji u osob s imunodeficienci s prokazanym

bunééné trovni: v mnohem vétsi mife je kolem infikovanych bunék pozorovana zanétliva

infiltrace. Patentni perioda se prodluzuje na mnoho tydnti i mésict a v této dobé¢ se stiidaji

prijmova obdobi s relativné klidnymi fazemi, kdy jsou kryptosporidie pfitomny ve

formované stolici. Onemocnéni je chronické a nejevi tendenci k samovolnému vylécenti,
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naopak casto diseminuje do dalSich organt. V prvé fadé se $ifi do dalSich useki
zazivaciho traktu, smérem kranidlnim (duodenum, zaludek, jicen) i kaudalnim (caecum,
kolon, rectum). Déle postihuje sliznice zlucovodl, vyvody pankreatu a dychaci trakt.
Pribéh onemocnéni zavisi na stupni imunodeficience, u tézkych piipadt, napiiklad u
pacientil s rozvinutym AIDS (po¢et CD4+ lymfocyti < 200 v 1 mm? krve) dochazi ke
generalizaci a ke smrti nasledkem metabolického rozvratu a ztraté télesnych tekutin pres

10 I/den (Ditrich et al. 2005; Ma et Soave 1983).

2.2.1. Terapie kryptosporididzy

V soucasnosti neexistuje univerzalni lécba proti kryptosporididéze. Ve Spojenych
statech je Iék nitazoxanid (s a¢innou latkou tizoxanid, podavany ve formé kapek a tablet)
schvélen k lé¢b¢ prijmi u imunokompetentnich déti ve v€ku od 1 roku do 11 let,
zpusobenych parazity rodu Cryptosporidium a Giardia, av§ak u¢innost nitazoxanidu je u
imunodeficientnich pacientd nejasna. U HIV-pozitivnich déti se pouzivaji hlavné
antiretrovirova 1é¢iva v kombinaci s inhibitory proteaz (IP), diky schopnosti IP narusovat
funkci enzymu parazita. Ostatni testovana 1éCiva proti kryptosporididze zahrnuji
azithromycin, spiramycin, paromomycin a bovinni antikryptosporidiové imunoglobuliny
— jejichz ucinek nebyl dostate¢né vyzkousen nebo byla prokazana velmi slaba schopnost
snizovani mnozstvi vylu¢ovanych oocyst u HIV-pozitivnich pacientti (Sparks et al. 2015;
Checkley et al. 2015). Dulezitym trendem je postupné snizujici se incidence nakaz
kryptosporidii u HIV-pozitivnich jedinct, hlavné muzt: vyskyt kryptosporididozy u muza
infikovanych HIV se od zavedeni vysoce aktivni antiretrovirové terapie (Highly active
antiretroviral therapy — HAART) vyrazn¢ snizil a poklesl pod hodnoty prevalence u Zzen
(Painter et al. 2016). Symptomaticka 1é¢ba kryptosporididézy zahrnuje vhodnou dietu a

konstantni dopliiovani télesnych tekutin peroralné ¢i pomoci infuze (Jira 2009).

2.3. Epidemiologie a prevalence kryptosporidii

2.3.1. Epidemiologie

Dilezitymi faktory potencidlniho nebezpeci kryptosporidiové epidemie jsou obrovska
rychlost rozsifeni ndkazy mezi lidmi nebo zvifaty v chovech a vysoky pomér morbidity.
Pro druh Cryptosporidium parvum je 50% infekéni davka 132 oocyst a pro druh C.
hominis od 10 do 83 oocyst (Chappell et al. 2006; DuPont et al. 1995). Zptsoby pienosu
kryptosporidii se déli na pfimé a nepiimé. Pfima cesta pienosu zahrnuje fekalné-oralni
pfenos oocyst mezi lidmi (antropondza) nebo ze zvifete na cloveéka (zoondza). Hlavni
cesta nepifimého pfenosu se déje prostfednictvim kontaminované vody a potravy.
V Evropé byl prokézan sezonni vyskyt kryptosporididzy, zvySeny vyskyt infekce byl
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zaznamenan zejména béhem pozdniho jara a pozdniho 1éta 1 za¢atku podzimu (Caccio et

Chalmers 2016).

Potencialné patogennimi druhy pro c¢lovéka jsou C. hominis, C. parvum,
C. meleagridis, C. baileyi, C. felis, C. canis, C. cuniculus, C. ubiquitum, C. viatorum, C.
muris, C. suis, C. fayeri, C. andersoni, C. scrofarum, C. tyzzeri, C. erinacei, C. occultus
a Cryptosporidium horse genotype a Cryptosporidium skunk genotype (Ryan et al. 2014).
Nejvetsi mnozstvi, vice nez 90 % lidskych ndkaz, je zpisobeno druhy C. parvum a C.
hominis (Xiao 2009). Globalni studie ptivodct prijmovych onemocnéni u déti naznacily,
ze paraziti rodu Cryptosporidium jsou po rotaviru druhym nejrozsitenéjSim prijmovym
patogenem v rozvojovych statech (Kotloff et al. 2013). Za endemické zony C. hominis
jsou povazovany méstské oblasti s vy§§im socioekonomickym statusem a vysokou Urovni
urbanizace, naproti tomu zeméd¢€lské oblasti vyuZzivajici ptirodni vodni zdroje piedstavuji
typické endemické zény C. parvum (Lake et al. 2007). Epidemiologické analyzy ukézaly,
ze pievaha nakaz druhem C. hominis byla pozorovéna u populace v rozvojovych zemich,
naptiklad testované skupiny déti z Peru a Keni v Severni a Jizni Americe, Africe, Australii
(Gatei et al. 2006; Xiao et al. 2001), zatimco druh C. parvum zpusobuje vice infekci u
lidi v Evropé, zejména ve Velké Britanii (Caccio et al. 2005). V posledni dobé¢ je
pozorovan narist nakaz druhem C. meleagridis, ktery je zodpoveédny za 1 % vSech infekci
v Anglii (Caccio et al. 2005). V zemich Jizni Ameriky se hodnota prevalence C.

meleagridis blizi hodnotam prevalence C. hominis (Cama et al. 2008).

Hlavni prvky, které jsou zodpovédné za vznik infekce: kontakt s infikovanou osobou,
infikované dité¢ 2 — 11 let, kontakt s hospodaiskymi zvifaty, $patna hygiena a zivotni
podminky, nedostatek filtrované vody a problémy spojené s likvidaci fekalniho odpadu,

cestovani do endemickych oblasti a poziti kontaminované vody nebo jidla.

Kratké shrnuti hlavnich epidemiologickych faktorl, zodpovédnych za vznik a Sifeni

kryptosporididzy, je znazornéno na obrazku 3.
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Obrazek 3. Epidemiologické faktory ovliviujici rozsifeni kryptosporidiozy, upraveno podle
Putignani et Menichella (2010)

Kryptosporidiéza u imunokompromitovanych pacientii

Kromé HIV-pozitivnich jedincl pfedstavuji rizikovou skupinu pacienti po
transplantaci organt, lidé podstupujici imunosupresivni 1é¢bu nebo lidé s deficitem
imunoglobulinu A nebo hypogamaglobulinémii  (Bhadauria et al. 2015).
Kryptosporididéza je zodpovédna za 5 — 40 % ptipadd klinickych prijmu u HIV-
pozitivnich jedincl. Rozdily v prevalenci kryptosporididzy u HIV-pozitivnich pacientt
trpicich prijmem se li§i v zavislosti na geografickych podminkach, pouziti
antiretrovirové terapie a stupni imunosuprese. Na rozdil od imunokompetentnich pacientti
jsou HIV-pozitivni jedinci vice nachylni k nakazeni druhy C. suis, C. felis a
C. meleagridis (Wanyiri et al. 2014).

Vyznam sexudlniho chovani jako rizikového faktoru zejména pro imunodeficientni
pacienty byl rovnéZ popsan ve velké studii v USA (16 953 testovanych HIV-pozitivnich
pacientil), kde byla prevalence kryptosporididzy vyssi u osob, u nichz bylo podezieni na
expozici HIV prostiednictvim pohlavniho styku (3,9 %) nez u osob nakazenych HIV
jinymi zpisoby (2,6 %) (Sorvillo et al. 1994).
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2.3.2. Prevalence a promorenost

Evropa

Sledovani a vyhodnocovani vyskytu lidské kryptosporidiézy v Evropé piedstavuje
slozit&jsi kol kvuli nedostacujicimu povédomi zdravotniho systému z hlediska role

kryptosporidii zptisobujicich stievni nemoci (Caccio et Chalmers 2016).
Ceska republika

Béhem 22 let, od roku 1994 az po rok 2015, bylo laboratorné potvrzeno 109 ptipadii
kryptosporididzy. Podle Koziska et al. (2005) jsou nékteré ze symptomatickych piipadt
kryptosporidiozy Kklasifikovany jako prijem a akutni gastroenteritida neznamého
infekéniho puvodu (diagndéza A09 ICD-10) a z tohoto divodu nebyly hlaseny jako
kryptosporidiéza. Hlavni symptomy nakazenych zahrnovaly hlavné komplikace
sttevniho traktu (Kvaé et al. 2016). Séroprevalence obyvatelti Ceské republiky, podle
pruzkumu Koziska et al. (2007) se pohybuje v rozmezi 67 — 72 % (200 testovanych sér),
mezi HIV-pozitivnimi  jedinci pouze 10,71 % vykazovaly vysoké titry
antikryptosporidiovych protilatek (Pospisilova et al. 1998). Statni zdravotni ustav
informuje o béZzném vyskytu oocyst v povrchovych a povrchovymi vodami ovlivnénych
vodach, kde jsou jejich zdrojem domaci i volné Zijici zvifata a také nedostatecnd kontrola

kvality filtrace (Pumann et Sasek 2004).
Ukrajina

Hlavni zdroje informaci ohledné kryptosporidiozy na Ukrajin€é je soustfedén
v nepublikovaném sedmiletém prizkumu (2001 — 2007) z Univerzity veterindrni
mediciny a biotechnologii ve Lvové. Ve studii se uvadi celkovy pocet vySetienych
pacientl dosahujici hodnot vice nez 1 500 vzorkti. Kromé¢ toho existuje hodnoceni
prevalence kryptosporidii u imunokompetentnich (889 vzorkd stolice) a HIV-pozitivnich
pacientd (189 vzorki), které bylo provedeno na oddéleni infekénich onemocnéni v
nemocnici mésta Kryvyj Rih. Zde byly oocysty detekovany ve vzorcich u 24,6 %
imunokompetentnich a 12,4 % HIV-pozitivnich pacientli. Kvantitativni a druhova
identifikace parazita ve vzorcich je znemoznéna kvili tomu, Ze jedinou metodou pfi
detekci kryptosporidii na Ukrajiné je barveni mikroskopickych preparatt, hlavné

modifikovanou Ziehl-Neelsenovou metodou. Vysledky jsou znazornény na obrazku 4.
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Obrazek 4. Prevalence kryptosporidii na vybranych oblasti Ukrajiny, upraveno podle Pokhil et
al. (2016)

Jizni Amerika

Préce tykajici se kryptosporididzy z Jizni Ameriky jsou pomérné vzacné a vysledky
pochazi hlavné ze severnich statl. Mezi autory pievladd hypotéza, Ze osoby v
rozvojovych zemich jsou uz béhem détstvi ¢asto vystaveny druhu C. parvum (Kuhls et
al. 1994). Ungar et al. (1988) ukazali, ze 20 % ekvadorskych déti s prijmem bylo
séropozitivni na IgM a 1gG specifické pro C. parvum. Podle dalsich vysledkti Ungar et
al. (1988) uvadi seropozitivitu proti C. parvum u déti do 2 let véku z Peru (389 vzorkt) a
Venezuely (84) v hodnoté 19,8 % a 15,5 %. Mezi HIV-pozitivnimi pacienty (354
pozitivnich z celkového poétu 2672) v Peru byly detekovany nasledujici druhy:
Cryptosporidium hominis (u 67,5 %), C. meleagridis (12,6 %), C. parvum (11,3 %),
C. canis (4,0 %), C. felis (3,3 %) a C. suis (0,5 %) (Ditrich et al. 2005).

Afrika

Squire et Ryan (2017) publikovali velmi rozsahlé shrnuti provedeného vyzkumu
prevalence kryptosporidii ve vétSin¢ Africkych statii. Za sedmileté obdobi bylo celkem
detekovano 13 genotypi kryptosporidii, kdy nejcastéji vyskytujicim se druhem byl
C. hominis. Pro diagnostiku byly pouzité jak molekularni metody, tak ELISA Kity.

-----
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déti do 5 let (20 — 60 % prevalence), pficemz déti trpici imunodeficienci maji tfikrat az
osmnactkrat vyssi pravdépodobnost vyskytu protilatek proti kryptosporidiim. Mezi
jedinci ve véku 15 — 80 let se hodnota prevalence pohybuje v Sirokém rozmezi od 2 do
23 %. Mezi HIV-pozitivnimi pacienty je ve vétSin¢ zemi podil pozitivnich jedinct
vyrazn€¢ men$i (2 — 9 %), vyjimku pfedstavuje Jihoafricka republika, kde prevalence
imunodeficientnich pacientt dosahuje 46 % (detekce pomoci gPCR, PCR, Ziehl-
Neelsenovo barveni, imunoassay) a Kena s prevalenci 34,1 % (immunoassay a PCR)
(Squire et Ryan 2017; Wanyiri et al. 2014).

Asie

Prace Mahmoudi et al. (2017) je soustfedéna na statistické zpracovani ¢lankl o
kryptosporidiich a kryptosporidiéze ve 37 zemich pevninské oblasti Asie. Vysledky
z celkového poctu clanki (744) naznacuji, ze stfedni hodnota prevalence se pohybuje
v rozmezi 3 — 15 % s vyrazné zvySenym pocétem nakaz ve vychodni Asii (Japonsko, Jizni
Korea), kde se prevalence pohybuje aZ okolo 57 %. Nej€astéji se u pacientd vyskytuji
druhy C. hominis a C. parvum. Ostatni druhy (C. felis, C. muris, C. meleagridis a C. suis)
byly hlaseny také, avSak s nizkou frekvenci a nédlezem hlavné u imunodeficientnich

jedincti (bud’ u HIV-pozitivnich nebo u pacientd po transplantaci orgdna).
Australie

V Australii je kryptosporididza onemocnéni podléhajici povinnému hlaseni, statistika
k dne$nimu dni naznacuje, ze C. hominis je pievladajicim druhem infikujicim
lidi, s vyjimkou Jizni Australie, kde je pozorovana vyssi prevalence C. parvum (Ng et al.
2010). Ohniska kryptosporidiozy v Australii byla spojena ptevazné s kontaminovanymi
rekreaCnimi vodami a se stykem se zvifaty v mateiské Skolce, a n€kolika dalSimi, pro
které nebyla pfi¢ina znama (Ng-Hublin et al. 2018). V roce 2019 bylo hlaSeno 211
pripadl kryptosporididzy, coz bylo paté nejcastéjsi sttevni onemocnéni (7 ptipadi na 100
000 obyvatel), pticemz vyskyt kryptosporidiézy u zen v roce 2019 byl 0 31 % vyssi nez
u muzu (8,5 proti 6,5 ptipadii na 100 000 obyvatel) (OzFoodNet 2019). BohuZzel zatim v

Australii neexistuji zZadné ¢lanky o séroprevalenci kryptosporididzy.

2.4. Imunitni odpovéd’ hostitele na kryptosporidiovou infekci

2.4.1. SloZKy vrozené imunity
Hlavnimi jednotkami pfirozené imunity jsou makrofagy, dendritické bunky, NK
bunky (Natural Killer cells), granulocyty, antimikrobialni peptidy, chemokiny, cytokiny,

prostaglandiny, komplementovy systém a epitelové bunky. Faktory vrozené imunity hraji
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signaliza¢ni roli a nahlasuji antigen prezentujicim bunikam a jsou schopny za velmi

kratkou dobu znicit cizorodé bunky (Hofejsi et Bartliikova 2017).
Epitelialni buniky

Jako detekéni mechanismus maji enterocyty na svém povrchu pattern recognition
receptory (PRR), které rozpoznavaji charakteristické PAMP (pathogen-associated
molecular patterns) a spoustéji transkripci prozanétlivych geni — pfevazné pomoci
jaderného transkripéniho systému NF-«xB. Pfi fyzickém setkani s antigenem, epitelové
bunky produkuji antimikrobialni peptidy, interferony typu I, oxid dusnaty (NO) — latky,
které jsou schopné zniCit nebo alesponn inhibovat rast parazita. Spolu s tim sekretuji
prozanétlivé cytokiny: IL-15 a IL-8. Interleukin-15 je aktivatorem NK, y3-T lymfocytd,
indukuje chemokinovou sekreci pomoci neutrofilti a monocytl a propaguje fagocytdézu
nakazenych bunék (Dann et al. 2005). Dilezitd je schopnost enterocytii produkovat
mucinové glykoproteiny, schopné piimého zasahu a tlumeni pfipojeni sporozoitil

(Cevallos et al. 2000).

Mechanismus apoptdzy epitelovych bunék pii setkani se sporozoity C. parvum je
Vv soucasné dobé¢ intenzivné zkouman. Studie in vitro prokazaly, ze ¢ast bunék podléha
apoptdze brzy po invazi sporozoitd. Béhem né¢kolika hodin vSak infikované buiky
spoustéji transkripci antiapoptotickych gentli, coz umoziuje parazitim dokoncit prvni

generaci merogonie (Liu et al. 2009).
Interferony typu |

Barakat et al. (2009) popisuji vlastnost dendritickych bun¢k kostni dfen¢ a enterocytti
produkovat IFN-a a IFN-B, patiicich do skupiny interferont typu I. Sekretované IFN typu
| prokézaly schopnost inhibice rastu intracelularnich stadii C. parvum nezévisle na
aktivit¢ a mnozstvi IFN-y, v disledku toho lze zabrafiovat parazitdrni invazi a vyvoji
(Barakat et al. 2009).

Antimikrobialni peptidy

Antimikrobialni peptidy (AMP) jsou kratké polypeptidy (<100 aminokyselin), které
maji protiparazitdrni a imunomodulacni vlastnosti. AMP, které jsou exprimovany a
vyluCovany epitelialnimi buiikami stieva, zahrnuji a-, B-defensiny a katelicidiny. Existuje
Sest lidskych B-defensini (HBD), z nichz je HBD-1 konstitutivné exprimovan a HBD-2,
HBD-3 a HBD-4 jsou exprimovany jenom béhem infekce ¢i zanétu. Studie in vitro na

lidskych stfevnich epitelidlnich buiikkdch prokazaly, Ze na zacatku infekce C. parvum
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pusobi snizenim produkce HBD-1, coz v dusledku umoznuje pieziti parazitd. Infekce
vSak také indukuje expresi a sekreci protiparazitarnich HBD-2 s funkci atraktantt

dendritickych bun¢k a T lymfocytti (Borad et Ward 2010).
Nk buiiky

NK bunky funkéné produkuji cytokiny, nejpocéetnéjsi z nich jsou interferon gama
(INFvy), interleukin 12 (IL-12) a tumor necrosis factory alpha a beta (TNFa, TNFB). TNFf
efektivné poSkozuje cizorodé buniky a dokdze aktivovat antigen prezentujici bunky
(APC), naptiklad makrofagy a dendritické bunky z klkii sttevni mukozy. Cytotoxicka
povaha NK bun¢k spociva v detekci snizené exprese MHC I na povrchu nakazené buiky

a nésledné sekreci toxickych proteinil (granzimu a perforini).
Exosomy

Exosomalni vesikuly hraji dualezitou roli v udrzovani homeostdzy, pii vyvoji
organismu a Vv obrané proti patogenum (Théry 2011). Exosomalni struktury jsou
sekretovany retikulocyty, neuralnimi, epitelovymi a také nadorovymi bunkami. Pti
setkdni s C. parvum se exosomy na n¢j navazuji a snazi se poskodit parazita pomoci
antimikrobidlnich peptidl (naptiklad HBD-2). Nejvic citlivé viici pisobeni exosomt jsou

extracelularni stadia: mikrogametocyty, sporozoiti a merozoiti (Hu et al. 2014).
Antigen prezentujici buniky (APC)

K nejdulezitéjsim APC patii dendritické buniky, makrofagy a Langerhansovy bunky.
APC vystavuji cizorodé peptidy na svém povrchu pomoci molekul hlavniho
histokompaktibilniho komplexu druhé ttidy (MHC II) a soucasné pii jejich aktivaci NK
bunkami sekretuji dalsi cytokiny (IL-1B, IL-12). Po aktivaci APC zac¢ina diferenciace
pomocnych T lymfocytta bud’ v podtyp 1 (Th1) nebo 2 (Tnz). Lymfocyty Thi propaguji
cytotoxickou imunitni odpovéd’ vylucovanim piislusnych cytokini (IL-12, IFN-y a
TNFa). Lymfocyty Thz jsou zodpoveédny za protilatkovou imunitni odpoveéd’: sekretu;ji
IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 a IL-13, které napomahaji v diferenciaci plazmatickych B
lymfocytl a indukuji ptesmyk IgM protilatek na ostatni izotypy (IgD, IgG, IgE) (Hotejsi
et Barttinkova 2017; Owen et al. 2018)

Komplement

Role komplementovych proteinli béhem kryptosporidiozy neni dostatecné
prozkoumana. Existuji studie na mySich modelech, ve kterych je zaznamenéana u¢innost

klasické a lektinové drahy aktivace komplementu: manan vazajici lektin (MBL) je
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schopen adheze na povrch sporozoiti a blokace pfipojeni sporozoita na epitel, spolu s tim
soucasné indukuje tvorbu a rozmisténi C3b proteinové slozky a termindlniho

komplementového komplexu na povrch parazita (Fayer et Xiao 2008; Kelly et al. 2000).
Prostaglandiny

Prostaglandiny patii do skupiny eikosanoidli — derivath kyseliny arachidonové a
nekterych nenasycenych dvacetiuhlikatych mastnych kyselin (Berg et al. 2015). Béhem
infekce stievni buiiky sekretuji zvySené mnozstvi prostaglandinti E2 (PGE2) a F2 (PGF2),
pusobenim PGE2 a PGF2 dochazi k produkci HBD antimikrobialnich peptidt a snizeni
produkce zanétlivych cytokinii. Kromé toho, pisobenim prostaglandinti je upregulovana
sekrece mucinu z epitelovych bunék, coz zpomaluje rychlost pfipojeni sporozoiti

k epitelovym bunkam (Laurent et al. 1998).

2.4.2. Slozky adaptivni imunity
Utinnost adaptivni imunity zavisi hlavné na p¥ijmu signalis CD4+ T lymfocytii neboli
Th (pomocnych T lymfocytll) a ddle na intenzivni tvorb¢, vyvoji a diferenciaci T a B

lymfocytt do aktivnich forem.

Adaptivni bunééna imunita

Obranné schopnosti hostitele zavisi nejvice na signaliza¢nich a cytotoxickych
vlastnostech T lymfocytil, zejména na populaci CD4+ a v mensi mite CD8+. CD8+ jsou
schopné samostatné indukce nebo se aktivuji pii ziskani signalit od CD4+ a uplatiiuji se,
na rozdil od CD4+, hlavné pii reinfekci. T lymfocyty se aktivuji, pokud jsou ve styku
s APC, naptiklad s dendritickymi buikami a makrofdgy a hlavné organizuji povahu
adaptivni imunity. T lymfocyty reguluji proliferaci a diferenciaci B lymfocytli na
pamétové a plazmatické bunky (Caccio et Widmer 2014). Dikazem dualezitosti Th jako
obrannych slozek jsou obtizné pribéhy infekce u pacientd s oslabenou imunitou
(s celkovym poétem Th <50 bunék/mm? krve) nebo stejné tak i u imunodeficitnich mysi

SCID kmenu (Heine et al. 1984).

Th1 odpovéd’

Latky produkované Thi lymfocyty jsou piedev§im zaméfeny na bunéénou cytotoxicitu
prostiednictnim APC. Th1 je nejucinnéj§im mechanismem kontroly a likvidace
intracelularnich stadii. Hlavnim cytokinem je IL-2, ktery spousti proliferaci Th i T¢
lymfocytt. V Thy reakci IL-12 tidi T lymfocyty k produkci IFN-y — latky zodpovédné za
indukci MHC 1I receptorti na povrchu APC a naslednou eliminaci intracelularnich

patogenu. IL-12 se projevuje nejvice pii opakovaném setkani s parazitem. Produkce IFN-
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vy predstavuje dulezitou soucast adaptivni odpovédi a rezistence k reinfekci u diive
exponovanych imunokompetentnich jedinct, kdy u vétSiny séropozitivnich pacientt byla
pozorovana exprese IFN-y* na povrchu bunék sliznice (Riggs 2002). Na druhou stranu,
zvysena sekrece IL-15 pozitivné koreluje u pacientd, ktefi nebyli diive vystaveni infekci
C. parvum. Exprese IL-15 je spojena s ukonfenim primdrni infekce a zastavenim

vylucovani oocyst u pacienti, ktefi neexprimovali IFN-y (Robinson et al. 2001).

Adaptivni humoralni imunita

Protilatkova odpovéd’ piedstavuje intenzivné zkoumany obranny mechanismus proti
kryptosporidioze. Pfitomnost imunoglobulinii proti kryptosporidiim neni hlavnim
nastrojem eliminace parazita, nemusi nutn¢ korelovat s aktivni infekci, ale naznacuje, ze
jedinec byl infikovan parazity rodu Cryptosporidium v ur¢itém obdobi Zivota. Protilatky
se objevuji ve stievnich tkanich, krvi a mukoze. Béhem infekce C. parvum jsou
syntetizovany hlavné IgM, IgA a IgG druhy protilatek, pfi¢emz schopnost IgA cestovat
pfes tkan a obklopovat infekéni stadia zabranuje ptfipojeni patogenit k epitelidlnim
buitkdm, zaroven napomaha APC a kromé¢ toho hraje roli v aktivaci komplementu. Ptesto
prace na mysich modelech s deficientnimi B lymfocyty ukazaly slabou korelaci mezi
pritomnosti protilatek v organismu a zdvaznosti infekce. Za nejvhodnéjsi vysvétleni
autofi povazuji zaméteni protilatkové odpovédi hlavné na voln€ vystavena extracelularni

stadia cizorodého organismu (Chen et al. 2003; Taghi-Kilani et al. 1990).

Th2 odpovéd’

Hlavni funkci Th2 populaci je aktivace humoralni protilatkové imunity. Th. buriky
produkuji riiznorodé cytokiny, napiiklad 1L-4, IL-5, IL-9, IL-10 a IL-13, které pomahaji
v indukci slozek humoralni imunity. IL-5 inhibuje mnoZeni parazita, IL-13 ma
protizanétlivé cinky, IL-4 zvySuje produkci MHC II receptorii a naopak inhibuje
diferenciaci Th1 bunék, makrofagt, dendritickych bunék a produkei IFN-y (Fayer et Xiao
2008; Wynn 2003).

Pamét'ové T-lymfocyty

Ziskana rezistence vuci kryptosporidioze u lidi je ve vEtsi mife zavisld na aff T
lymfocytech. Role pamétovych T lymfocyti spo¢ivd v urychleni odpovédi béhem
reinfekce hostitele, prestoze bylo prokazano omezené trvani imunologické paméti u
mySich modelt: v obdobi 30 dnil po vyléceni je mySi organismus schopen nejefektivnéji
podporovat bunéénou a imunitni odpovéd’, ale po kratké dob¢ se pamét’ T lymfocytl po

kryptosporidiové infekci vyrazné zeslabuje (Caccio et Widmer 2014).
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Nekodujici RNA

Imunitni obrana pomoci nekédujici RNA piedstavuje evoluéné star$i mechanismus,
pritomny dokonce i u bezobratlych. Nekddujici RNA (ncRNA) vedou kazdy krok
bunécné odpovédi na infekci prostfednictvim regulaci vnitrobunéénych signalnich
kaskad, specificky interaguji s jinymi bunéénymi faktory véetné proteint, DNA a dalSich
molekul RNA; jsou pifitomné v exosomalnich strukturach a zprostfedkovavaji
komunikaci mezi epitelem a imunitnimi buiitkami. Nekoddujici RNA, zodpovédna za
imunitni obranu, se d¢li na dlouhou (IncRNA) a kratkou (miRNA) — obé jsou potencialné
dilezitymi mechanismy imunitniho vyzkumu. Celkem bylo zatim u lidi identifikovano
1048 zralych miRNA a témét 3300 IncRNA (Kozomara et Griffiths-Jones 2011;
Schonrock et al. 2012).

IncRNA

IncRNA (long non-coding RNA) se obvykle skladaji ze sekvence obsahujici vic nez
200 nukleotidit a maji velmi malou nebo viibec Zadnou translaéni schopnost. Zplisoby
pusobeni IncRNA zahrnuji kontrolu genové exprese uvniti useku genu nebo mezi
vzdalenymi geny (cis a trans regulace) prostfednictvim zapojeni proteini nebo
molekularnich komplexti do specifickych lokust a interakce s jinymi RNA za
ucelem vyvolavani posttranskripcnich regulacnich procesti. Genomovy screening mysiho
modelu v prabéhu infekce ukézal aktivni Gcast uréitych IncRNA (napiiklad NR_045064),
spolu s epigenetickymi modifikatory histonti, v mediaci ¢asnych zanétlivych procest,
konkrétné usnadiovanim transkripce obrannych gentt Nos2 a Csf2 (Nos2 — gen
zodpovédny za tvorbu oxidu dusnatého, Csf2 — kolonie stimulujici faktor
granulocytii/makrofagii) (Chen et al. 2019).

miRNA
MIRNA (mikro RNA) jsou malé regulac¢ni useky RNA, které zprostiedkovavaji bud’

Stépeni mRNA nebo transkripéni €1 posttranskripéni regulace vétsi ¢asti savéi mRNA
kodujici proteiny (Liu et Olson 2010). miRNA se tvofi §t€penim pri-miRNA (primarni
transkript, syntetizovan RNA polymerézou Il) na drobné tseky do 200 bp (nejcastéji 70
— 100 bp) enzymem Ribonukledzou III. Posttranskripéni mechanismus regulace mRNA
spo¢iva v nasedani urcitych miRNA na 3'UTR (netranslatované useky MRNA,
lokalizovany upstream od kddujici sekvence) a inhibice translac¢nich procesii. Piiklady
posttranskrip¢nich regula¢nich miRNA predstavuji miR-221, miR-513, miR-424, miR-
503, které jsou zodpovédné za tlumeni celé fady prozanétlivych proteint, zpisobujicich

antimikrobidlni ¢i antiparazitické reakce. Kryptosporidie jsou schopné ptevzit pod vlastni
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kontrolu miRNA v hostitelskych buiikach a tlumit expresi pfisluSnych cytokind
a chemokind. Dilezitd pro obranu je regulacni role miRNA v exosomech (Caccio et
Widmer 2014; Théry 2011).

2.4.3. ELISA test

ELISA neboli enzyme-linked immunosorbent assay (diéivé EIA, enzyme
immunoassay) je imunologicka metoda slouzici ke kvalitativni a kvantitativni detekci
antigeni pomoci konjugovanych protilatek se zna¢enym enzymem (avidin peroxidazou,
beta-galaktosiddzou nebo alkalickou fosfatdzou). Po vytvofeni vazby antigenu
S enzymem znacenym imunnim sérem se ke smési pfidava substrat neboli chromogen.
Substrat je $té€pen enzymem a dochazi ke zméné barvy reak¢éniho produktu — intenzita
zbarveni je piimo umérna poétu navazanych molekul antigenu a protilatky. ELISA
se pouziva k diagnostice virovych, bakteridlnich a parazitarnich onemocnéni a
ke stanoveni hormont, enzym, 1éCiv a jinych biologicky aktivnich latek obsazenych

ve zkouseném materialu v malych koncentracich: 10102 g/I (Hnasko 2015).

Piima metoda ELISA

Ptima ELISA je mnohem rychlejsi nez jiné typy, protoze vyzaduje mén¢ krokii. Pfima
metoda je méné nachylna k chybam, nepotiebuje velké mnozstvi Cinidel a kroki. I kdyz
existuji ur¢ité nevyhody této metody: imobilizace antigenu neni specifickd, protoze
vSechny proteiny ve vzorku, v€etné cilového antigenu, se budou vazat na dno desticky.
Na rozdil od nepfimé metody se nepouziva zadnad sekundarni protiladtka a nedochézi k

amplifikaci signalu, coZ snizuje citlivost testu (Crowther 2001).

Sendvi¢ova metoda ELISA

Sendvicové ELISA testy vyzaduji pouziti parovanych protilatek (zachytné a detekéni
protilatky). Kazda protilatka je proto specificka pro vlastni epitop antigenu. Postup pro
sendvicovou ELISA metodu nejprve vyzaduje pfipojeni zachytné protilatky na dno
mikrodesti¢ky. Pokud je detekéni protilatka neznadena, je nezbytné pouzit sekundarni
enzymem konjugované detek¢ni protilatky. Hlavni vyhodou sendvicového ELISA testu
je vysoka citlivost — je 2 — 5 krat citlivéjsi nez ptima nebo neptima ELISA. Sendvicové
ELISA testy jsou zvlast¢ vhodné pro analyzu komplexnich vzorki, protoze antigen
nemusi byt pred testem prefiltrovan, ale vysledek stale poskytuje vysokou citlivost a

specificitu (naptiklad pfi méfeni hladin cytokinti v imunitni odpovédi) (Hnasko 2015).
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Kompetitivni neboli inhibi¢ni varianta metody ELISA

Kompetitivni/inhibi¢ni ELISA, také znama jako blokujici metoda ELISA,
se pouziva hlavné k méfeni koncentrace antigenu nebo protilatky ve vzorku pomoci
detekci rozdilii ve sniZzeni absorbance barevné reakce ve srovnani s ocekavanym signalem
(pro ziskani hodnoty o¢ekdvaného signalu se pouziva pfimd metoda, bez ptidani dalsiho
antigenu). Testovany antigen nebo protilatka soutézi s kontrolnim vzorkem o vazbu na
omezené mnozstvi znadenych protilatek nebo antigeni. Cim vyssi je koncentrace
testované latky, tim slabsi je detekovany signal, coz znamena, Ze absorbance nepiimo
koreluje s mnozstvim antigenu ve vzorku. Kromé popsanych ELISA metod existuji jesté
dalsi, naptiklad POCKET ELISA, ELISPOT a rtzné modifikace tradi¢nich metod
(Hnasko 2015).

Nepiima metoda ELISA

Vymyti nespecifickych vazeb
i ) //] ! W (f wl - -

200l (000 looo [0ee

Eimc.)bAi'Iiéovad-)-'/ Primarnl protilatka Znacend sekundami  Pridani St]bstréi'h, detekce
antigen protilatka a méfeni signalu

Al
)

Obrazek 5. Schématické zobrazeni postupti pii provedeni nepiimé ELISA metody, upraveno
podle Kohl et al. (2017)

Nepiimd ELISA ma vysokou citlivost, protoze vice nez jedna molekula znacené
sekundarni protilatky se mtize vazat na primarni protilatku, je ekonomictéjsi nez ptima
ELISA, nabizi vyhodu v tom, ze jakykoli pocet sér miize byt vySetfen na vazbu k danému
antigenu pomoci jediné sekundarni protilatky. Mezi nevyhody patii moznost zktizené
reaktivity sekundarni protilatky a pfipojeného antigenu. Neptima ELISA je nejvhodnéjsi
pro stanoveni celkové koncentrace protilatek ve vzorcich. Neptima ELISA se vyuZziva v
diagnostickych aplikacich, zejména pii zkoumani velkého poctu vzorkl. Hlavni
problémem neptimého ELISA testu je rlizny stupen nespecifity vazeb v jednotlivych
sérech, coz zplusobuje véetsi rozptyl ve vysledcich, a proto zvySuje potiebu v
mnohocetném opakovani anebo zavedeni specifickych standardi pro posouzeni
spolehlivosti. Behem experimentl popsanych v dané bakalaiské praci byl pouzit Tween-

20 a bovinni fetalni serum (BOFES), které slouzily jako blokujici latky a inhibovaly vznik
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nespecifické reakce (Kohl et al. 2017). Kromé toho se mezi jednotlivymi kroky provad¢lo

promyvani mikrodesti¢ek izotonickym roztokem PBS pro stejné ucely (obrazek 5).

2.4.4. Antigeny C. parvum

V prubéhu infekce C. parvum je protilatkova odpoveéd” hostitele namifena proti dvéma
nizkomolekularnim sporozoitovym antigenim: rodina antigent 27-kDa, ktera obsahuje
piiblizné 5 proteint v hmotnostnim rozmezi 23 az 27 kDa a rodina antigent 17-kDa,
obsahujici 10 proteini v rozmezi 15 az 17 kDa (Priest et al. 1999). Molekularni analyza
17-kDa a 27-kDa antigenti ukazala, ze jsou to komplexni rodiny ptibuznych proteind, z
nichz nékteré jsou asociovany s membranou a nékteré z nich jsou rozpustné. 10 antigenti
v 17-kDa-antigenové rodin¢ a 5- v 27-kDa-antigenové rodiné sdili stejnou primarni
proteinovou strukturu, ale jsou modifikované v riznych mezich §tépenim endopeptidazou
a pridanim uhlovodikovych zbytki a mastnych kyselin. V experimentalnich studiich se
uvédi, ze reaktivita a koncentrace IgG protilatek k 27-, 17-kDa antigenim C. parvum
dosahuje nejvyssi intenzity v obdobi 32 dnti po inokulaci (Moss et al. 1998) a pozitivné

koreluje u pacientl S asymptomatickym pritbéhem onemocnéni (Priest et al. 1999).

2.4.5.1gG

IgG ma molekulovou hmotnost okolo 150 kDa a sklada se, jako ostatni izotypy
lidskych imunoglobulint, ze dvou identickych téZzkych fetézcl a dvou identickych
lehkych fetézct, které jsou spolu spojeny disulfidickymi vazbami. IgG je produkovan
plazmatickymi B lymfocyty, tvoii asi 75 % veskerych imunoglobulint v séru. Je to také
molekula s nejdelsim biologickym polo¢asem rozpadu — piiblizné 22 dnt. Hlavni funkci
IgG je vazat antigeny, které iniciuji aktivaci komplementu a spousti dalsi katabolismus
antigenu. U lidi existuji ¢tyfi podtiidy IgG (IgG1, 2, 3 a 4), které jsou fazené podle jejich
relativniho zastoupeni v séru (IgG1 je nejcastéjsi). Imunoglobuliny IgG3 a IgG1 dobte
aktivuji komplement, IgG2 hif a IgG4 jej vibec neaktivuji. Zvysené koncentrace 19G lze
pozorovat pii infekénich a autoimunitnich onemocnénich (Hofejsi et Bartinkova 2017,

Owen et al. 2018; Vidarsson et al. 2014).

Protilatky IgG proti antigenim 27-kDa a 17-kDa jsou detekovany ve vzorcich seéra
odebranych od pacientli v obdobi 28 az 66 dni po nastupu patentni doby. Protilatky proti
témto antigenim byly navic detekovany cCastéji v séru pacientd s pozdnim nastupem

symptom neZ u pacientll s Casnym nastupem.
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. Cile prace
Zpracovat literarni resersi o tématu

Popsat séroprevalenci proti infekci Cryptosporidium spp. v populaci lidi v zavislosti

na véku, stavu imunitniho systému a pohlavi

Porovnat udaje o séroprevalenci se skutecnym vyskytem infekci v Ceské republice,

Ukrajin€ a ve svéteé
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4. Material

4.1. Vzorky sér pacienti
Vzorky lidskych sér byly ziskany z Nemocnice Ceské Budgjovice, a.s. (Ceska
republika), polikliniky meésta Svaljavy (Ukrajina) a ozdravného sanatoria ,,Kvitka

Polonyny* (Ukrajina).

4.1.2. Protilatky

Pro detekci lidskych imunoglobulini IgG proti kryptosporidiim a pro provedeni
neptimého testu ELISA byly pouzity sekundarni anti-1gG protilatky (A0170-1ML Sigma-
Aldrich Corporation, St. Louis, MO, USA), znafené enzymem avidin-peroxidazou a

ziskané z kozich sér.

4.1.3. Oocysty Cryptosporidium parvum
Pro ELISA test byly pouzity oocysty Cryptosporidium parvum ziskané z trusu

ptirozené nakaZzeného telete (chov mlécného skotu, Jiho€esky kraj).

4.1.4. Pozitivni a negativni séra

Jako negativni a pozitivni kontrola bylo pouzito sérum ziskané z jednodenniho
imunokompetetniho  novorozenéte (6.  177), respektive  sérum  z 28-leté
imumokompetentni pacientky (¢. 41), kterd prodélala klinickou kryptosporididézu

zpusobenou druhy C. parvum a C. tyzzeri.

5. Metody

5.1. Barveni natéru trusu anilin-karbol-methyl-violeti dle Mila¢ka a Vitovce
(1985)
Pro detekci oocyst kryptosporidii ve vzorcich trusu byla provedena metoda

specifického barveni natéru dle Milacka a Vitovce (1985).
Roztoky a chemikalie:

e Roztok methylvioleti: 0,6 g methyl violeti, 1 ml anilinu, 1 g fenolu, 30 ml
ethanolu, 70 ml deionizované vody.
e Roztok 2% kyseliny sirove.

e Tartrazin: 1% roztok tartrazinu v 1% kyselin¢ octové.
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Pracovni postup:

L N o g A~ WD PE

Na podlozni sklicko ud€lat slaby natér trusu.

Sklicko s natérem zafixovat methanolem v plameni.

Zafixovana sklicka barvit v roztoku methylvioleti po dobu 30 minut.

Sklicka oplachnout vodou.

Diferencovat v 2% kyseliné sirové po dobu 1 minuty.

Skli¢ka oplachnout vodou a dobarvit v tartrazinu po dobu 10 minut.

Sklicka oplachnout vodou a ususit.

Prohlizet skla svételnym mikroskopem pfi zvétSeni 1000x za pouziti imerzniho

oleje.

5.2. Purifikace oocyst

Pozitivni vzorky trusu telat byly homogenizovany v tfeci misce, fedény deionizovanou

vodou a zbaveny hrubych necistot ptes sitko o velikosti 200 pum. Z takto ziskaného

homogenatu byly oocysty kryptosporidii pfeciStény na sachar6zovém a nasledné na

cesium chloridovém gradientu. Suspenze oocyst byla nasledn¢ osetfena 4,7% roztokem

chlornanu sodného (SAVO) za t¢elem odstranéni bakterii.

5.2.1. Sacharézovy gradient (Arrowood et Sterling 1987)

Roztoky a chemikalie:

Sheateruv roztok: 405 g cukru v 259 ml dH.O

PBS (Phosphate Buffered Saline): rozpustit 80 g NaCl, 2 g KClI, 14,4 g NazHPO4
x12 H20, 2,4 g KH2PO4 do 1000 ml dH20 a upravitnapH 7,2 - 7,4

1% PBS Tween: 0,5 ml Tween 20 + 999,5 ml PBS

Postup:

1.

Homogenizovat vzorky trusu v tfeci misce pomoci deionizované vody a piecedit
pfes sitko
Navrstvit gradient do sklenénych kyvet:
1) Dolni vrstva: 30 ml Sheater 1+2 (1 dil Sheater + 2 dily 1% PBS Tween).
2) Stiedni vrstva: 30 ml Sheater 1+4 (1 dil Sheater + 4 dily 1% PBS Tween).
3) Horni vrstva: 15 ml homogenizovaného vzorku.
Centrifugovat kyvety 20 minut pfi 1000 g a 4 °C.
Odsat horni Cirou vrstvu.

Premistit prstenec na rozhrani dolni a stéedni vrstvy do novych kyvet.
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6. Doplnit kyvety PBS.

7. Centrifugovat kyvety 20 minut pii 1500 g a 4 °C.

8. Odsét supernatant nad sedimentem (obsahuje oocysty) s nadbytkem PBS a
centrifugovat kyvety 20 minut pti 1500 g a 4 °C.

9. Piedchozi krok 2% opakovat a nésledné prenést sediment do Cistych zkumavek.

10. Skladovat vzorky pti 4 °C v PBS.

5.2.2. Cesium chloridovy gradient
Roztoky a chemikalie:

e Roztok cesium chloridu (CsCl; p = 1,15 g/ml): 21,07 g CsCl do 100 ml dH20).
e PBS (viz vyse).

Postup:

Napipetovat 1 ml CsCl do kazdé mikrozkumavky.
Navrstvit 0,5 ml vzorku oocyst v PBS do mikrozkumavek.
. Centrifugovat 3 minuty pii 16000 g pii 20 °C.

1.
2
3
4. Prepipetovat supernatant ze vSech ependorfek do 50 ml zkumavek.
5. Zkumavku doplnit PBS a centrifugovat 20 minut pii 1000 g pti 4 °C.
6. Odsat supernatant na objem 5 ml.

7

. Doplnit zkumavku destilovanou vodou, vortexovat a centrifugovat 20 minut pfi
1000 g pti 4 °C.
8. Opakovat kroky 5 — 7 minimalné 3x.

9. Uchovavat vzorek v destilované vodé pii 4 °C.

5.2.3. Oseti‘eni oocyst chlornanem sodnym (SAVO)
Roztoky a chemikalie:

e 4,7% roztok chlornanu sodného (SAVO): 47 g NaCIO v 1 kg dH0.

e Destilovana voda.
Postup:

1. Vystavit oocysty ucinku 4,7% chlornanu sodného (SAVO) po dobu 15 minut
pii 4 °C.
2. Vymyt SAVO nadbytkem deionizované vody minimalné¢ 5x (opakovana

centrifugace pii 1000 g po dobu 20 minut).
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5.3. Testovani korpuskularniho antigenu
Byl proveden pokus na zjisténi postupt, které poskytnou nejvyssi absorbance pii

zaverecném meéteni na spektrofotometru:

1) Y4 oocyst byla pouzita beze zmén

2) Y. oocyst byla excystovana pii 38 °C 1 hodinu (rozmichani na vortexu
kazdych 10 minut)

3) Yaoocyst bylarozbita pomoci 0,5 mm sklenénych kuli¢ek homogenizaci po
dobu 60 sekund (FastPrep-24 Beadbeater)

4) Y. oocyst byla ptipravena kombinaci postupti 2 a 3

Vysledek:

Nejvyssi absorbance prokéazaly vzorky ziskané kombinaci excystacni metody a

nasledné rozbiti oocyst — metoda 4.

5.4. Nepfima ELISA
5.4.1. Pfiprava korpuskularniho antigenu

Na zéaklad¢ piedpokusti byl stanoven pocet oocyst na jamku, koncentrace séra a
protilatek. Celkové mnozstvi oocyst C. parvum navazanych na dno mikrotitraéni desky
se rovnalo 10° oocyst na jamku (9,6 X 10° oocyst na desku). V&tsi mnoZstvi oocyst na
jamku, stejné¢ jako vysSi koncentrace protilatek produkovalo necitelnou absorbanci,

naopak mensi mnozstvi nevyvolavalo ¢itelnou reakci.
Redéni séra: 1:200 (2 pl séra + 398 ul fediciho roztoku).

Protilatka znacena peroxidazou: protilatky v fedicim roztoku v poméru 1:20 000
(0,5 pl roztoku anti-1gG + 10 ml T-PBS, na 96 jamek) pro optimalni vysledky pii méteni
absorbance.

Roztoky a chemikalie:

e Roztok PBS: 80 g NaCl, 2 g KCI, 14,4 g NazHPO4 12H:0, 2,4 g KH2PO4 do
1000 ml dH20O, upravit na pH 7,2 - 7,4.

e Blokovaci roztok: 5% BOFES v T-PBS: 5 ml BOFES + 95 ml T-PBS

e (BOFES — bovinni fetalni sérum).

e Stopovaci roztok: 2M H.SO4: 196,16 g koncentrované H2SO4 do 1000 ml dH20.

o Fosfatovy pufr: 14,3 g 0,2M Na2HPOg - 12 H20 do 200 ml dH-0.

e Citratovy pufr: 4,2 g 0,1M CesHsO7 (kyselina citronova) do 200 ml dH20.
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5.4.2.

0,05M Fosfato-citratovy pufr (pH 5): smichat 51,4 ml fosfatového pufru a 48,6
ml citratového pufru ve 100 ml dH2O.

Substratovy roztok (na 100 jamek): 10 ml fosfato-citratového pufru (pH 5) + 4
pl 0,03% H.02 + 4 mg 2,5mM O-Phenylendiaminu (OPD), piipravit tésné pied

pouzitim.

Navazani antigenti na pevnou fazi mikrotitracni desti¢ky:

Roztoky a chemikalie:

Vazebny (koutovaci) roztok: 1,59 g Na.COgz, 2,93 g NaHCO3 do 1 000 ml dH20,
upravit na pH 9,6.

Fixacni roztok: 100 ml acetonu a 100 ml metanolu (pomér 1:1).

Blokovaci roztok: 5% BOFES v T-PBS (BOFES — bovinni fetalni sérum) (5 ml
BOFES + 95 ml T-PBS).

Promyvaci roztok T-PBS: 0,05% Tween 20 v PBS (0,5 ml Tween 20 + 999,5 ml
PBS).

Postup:

1.

o g > w DN

10.

Nafedit korpuskularni antigen (vySe) ve vazebném roztoku v odpovidajici
koncentraci oocyst 10°/jamka.

Ptipravit mikrotitracni desticku 8x12 (96 jamek).

Do kazdeé jamky napipetovat 100 pl roztoku korpuskularniho antigenu.

Inkubovat desticku 24 hodin pii 4 °C ve vlhké komtrce.

Po inkubovani vyklepnout obsah jamek a osusit desticku.

Ptidat 200 pl fixacniho roztoku aceton:metanol (1:1) do kazdé jamky a inkubovat
roztok 10 minut pfi laboratorni teploté.

Po inkubovéni znovu vyklepnout obsah jamek a osusit desticku.

Po fixaci vyblokovat nespecifické vazby blokovacim pufrem v mnoZzstvi 200
pl/jamka, inkubovat 1 hodinu V termostatu pii 37 °C (nebo v lednici pii 4 °C,
skladovat maximalné n¢kolik dnti).

Jamky 3x promyt 300 ul promyvaciho pufru T-PBS.

Pokud se ELISA neprovadi hned po promyvani, napipetovat 300 ul T-PBS do
kazdé jamky a desticky zamrazit na teplotu -20 °C.
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5.4.3. Priprava testovaného vzorku séra:

Roztoky a chemikalie:

e Vzorky lidskych sér odebranych z nemocnic.

e Redici roztok: 2% BOFES v PBS (2 ml BOFES + 98 ml PBS).

e Promyvaci roztok Tween-PBS: 0,05% Tween 20 v PBS (500 ul Tween 20 +999,5
ml PBS).

e Antiizotypova anti-IgG protilatka znacena enzymem avidin-peroxidazou.
Postup:

1. Do 2 ml mikrozkumavek natedit vzorek testovaného séra.

2. Redéni séra 1:200 (2 pl séra + 398 pl fediciho roztoku).

3. Po fedéni vzorkli pfidat 100 pl tedéného séra do jamky mikrotitraéni
desky, testovat kazdy vzorek séra v triplikatu.

4. Inkubovat desticku 1 hodinu v termostatu pii 37 °C (nebo 24 hodin v lednici pfi
4 °C).

5. 3% promyt desticku roztokem T-PBS (300 ul do jamKky).

6. Do kazdé jamky napipetovat 100 pl antiizotypového séra proti studovanym
imunoglobulinim skupiny 1gG zna¢enych avidin-peroxidazou, fedit 1:20 000
tedicim pufrem (10 ml fediciho pufru + 0,5 ul protilatky).

7. Inkubovat 1 hodinu pti 37 °C.

8. 3x vymyt vzorky promyvacim pufrem T-PBS (300 ul do jamky).

9. Napipetovat 100 pl substratového roztoku (10 ml fosfato-citratového pufru, 4 pli
0,03% H202, 4 mg 2,5mM OPD), piemistit desticku na 10 minut do tmy.

10. Pro zastaveni enzymové reakce pouzit 100 pul 2M H2SO4 do kazdé jamky.

11. Méfit absorbanci ELISA spektrofotometrem pii vinové délce 490 nm.

5.5. Hodnoceni metody ELISA

Kazdé hodnoceni ELISA testu musi probihat podle piesné stanovenych standardi.
Jako hlavni orientacni jednotky béhem posuzovani platnosti provedeného testu slouzi
hodnoty absorbance blank (prazdného) vzorku, obsahujiciho jenom fedici roztok bez
pfidani séra, pozitivni a pfedev§im negativni kontroly. Pozitivni kontrola obsahovala
sérum pacienta, ktery prokazatelné¢ prodélal kryptosporididzu, a negativni kontrola
obsahovala sérum pacienta, u kterého byl vysoky piedpoklad, Zze kryptosporididzou
neprosel. Cut-off, neboli hodnota minimalniho kritického vypoctu byla stanovena jako

dvojnasobek absorbance negativni kontroly.
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5.5.1 Statistické hodnoceni
Pro mezistatni porovnani byla stanovena nulovéa hypotéza, kterd znaci, Ze neexistuje
statisticky vyznamny rozdil mezi absorbanci a &etnosti séropozitivnich pacientt z Ceské

republiky a Ukrajiny.

Pti feSeni byl pouzit generalizovany linedrni model (GLM), ve kterém byla zavisla
proménna binarniho charakteru (negativni, pozitivni) vysvétlovana prostiednictvim
proménnych faktor: vék (numerickd proménnd), pohlavi (binarni charakter) a statni
ptislusnost (binarni: CZ a UKR). Vzhledem k vySe uvedenému byla pro tento regresni
model vyuzita logisticka regrese s logitovou linkovaci funkci. Po odhadnuti regresnich

koeficientii bylo mozno odhad pravdépodobnosti pozitivniho testu vyjadrit jako:

eﬁo +PXiy+ -+ BpXip
T

I_1+e

Bo+PiXis+ -+ BpXip

Kde 7,je odhad pravdépodobnosti pozitivniho testu u i-tého probanda. Symboly
Bo: By, Byjsou odhadnuté regresnim  koeficientem prostfednictvim ML metody
a IRLS algoritmu. Symboly x;,,---, X;, , pak pfedstavuji hodnoty vysvétlujicich regresort

u i-tého probanda. Numerické vypoéty byly provedeny pomoci programovaciho prostredi

R (R Core Team).
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6. Vysledky
V priabéhu let 2018 — 2020 bylo ziskano celkem 1366 vzorku sér pacienti, z toho 860

na izemi CR a 506 na Ukrajing. Zatimco na Ukrajing odpovida pocet ziskanych sér poétu
vysetfovanych osob, v Ceské republice bylo z dtivodti opakovanych odbéria krve

vysetieno mensi mnozstvi osob nez vzorkl sér (dale).

6.1. Séroprevalence v CR

Béhem obdobi duben 2019 — Ginor 2020 bylo z Ceské republiky ziskano celkem 860
vzorkl sér od 842 pacientil, pfiCemz 825 pacientli bylo vysetfeno jednorazove, u 16
pacientli byla pritomnost protilatek proti kryptosporidiim vySetfovana dvakrat ze dvou
riznych odbért v rozmezi 3 — 6 tydnu a u jednoho pacienta ze tfi riznych odbéria. Veék
pacientii se pohyboval v rozmezi od n€kolika dni do 89 let. Celkem bylo vySetieno 388
pacientli muzského pohlavi a 454 Zenského pohlavi. Z 842 pacientl bylo 351 pozitivnich
(40,4 %, tabulka 2). Procentudlni zastoupeni osob majicich protilatky proti
kryptosporidiim v jednotlivych vékovych skupinach je uvedeno v obrazku 7. Vysledky
této prace ukazaly, Ze se vzristajicim v€kem dochazi k nartstu poctu séropozitivnich
jedinct v populaci. U osob mladsich 15 let byla zjisténa séroprevalence u méné nez 20 %
jedinct. U 0sob mezi 16 az 40 rokem Zivota se seroprevalence pohybovala do 40 % a u
osob nad 60 let je vyssi nez 60 % (obrézek 7). Byl zjistén vyznamny rozdil mezi
séroprevalenci muzu a zen (p = 0.0001). Ze 17 opakované vysetiovanych pacientll bylo
9 negativnich a 8 pozitivnich na ptitomnost protilatek proti kryptosporidiim. U opakované
pozitivné testovanych pacientd nebyl zjistén rozdil ve vysi detekovanych protilatek v

case.

Zadny z pacientt z Ceské republiky, ktery byl zatazen do této studie, netrpél v pribéhu
odbéru krve chronickym nebo akutnim prijmem a parazitologické vysetieni, pokud bylo
provedeno, neprokézalo piitomnost oocyst kryptosporidii ve stolici. Soucasné zadné

z 0sob nebyla v minulosti kryptosporidiéza diagnostikovana.
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Tabulka 2. Pocet vySettenych a sérologicky pozitivnich pacienti podle vékovych skupin a podle
pohlavi v Ceské Republice.

Vékové skupiny Muzi Zeny Celkem
(roky) VySetieni/pozitivni (%0)

0-5 38/4 (10,5 %) 27/3 (11,1 %) 65/7 (10,8 %)
6-10 33/3 (9,1 %) 24/5 (20,8 %) 57/8 (14,0 %)
11-15 42/6 (14,2 %) 48/9 (18,8 %) 90/15 (16,7 %)
16-20 18/4 (22,2 %) 43/13 (30,2 %) 61/17 (27,9 %)
21-30 37/9 (24,3 %) 45/16 (35,6 %) 82/25 (30,4 %)
31-40 36/9 (25,0 %) 49/20 (40,8%) 85/29 (34,1 %)
41-50 54/20 (37,0 %) 53/31 (58,5 %) 107/51 (47,7 %)
51-60 42/26 (61,9 %) 59/43 (72,8 %) 101/69 (68,3 %)
61-70 40/25 (62,5 %) 48/30 (62,5 %) 88/55 (62,5 %)
71-80 38/26 (68,4 %) 45/28 (62,2 %) 83/54 (65,1 %)
81+ 10/6 (60 %) 13/8 (61,5 %) 23/14 (60,9 %)

Celkem 388/138 (35,6 %0) 454/206 (45,4 %) 842/344 (40,9 %)
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Vékové skupiny (roky)

Obrézek 7. Procentualni zastoupeni séropozitivnich pacientii v Ceské republice podle vékové

skupiny a pohlavi

Statistickou analyzou nebyl zjiStén rozdil ve vySi absorbance, tedy mmnoZstvi
naméfenych protilatek, mezi jednotlivymi v€kovymi skupinami a pohlavim

vySetiovanych osob.
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Obrazek 8. Pramérné hodnoty absorbance se smérodatnou odchylkou sér pacientti z Ceské

republiky podle veékové skupiny a pohlavi

6.2. Séroprevalence na Ukrajiné

Vzorky sér byly ziskany z polikliniky a zdravotniho sanatoria bé&hem tfimési¢niho
obdobi: Cervenec 2019 — zari 2019. Kazda osoba byla odebrana pouze jedenkrat.
S ohledem na typ zafizeni, ve kterém byla studie provadéna, nebyly ziskany vzorky sér
od osob mladsich 10 let. Vysledné mnozstvi séropozitivnich pacientti bylo 186 (36,8 %)
z 506 (tabulka 3).

Ze ziskanych vysledkl vyplyva, Ze u osob mladSich 15 let byla zjiSténa séroprevalence
u méné nez 20 % jedinci a u osob starSich 16 let se seroprevalence pohybovala od 20 do
42 %, vyjma vekové skupiny 41 — 50 let, kde byla zjiSténa seroprevalence ve vysi 48 %

(obréazek 9).
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Obrazek 9. Procentualni zastoupeni séropozitivnich pacientti na Ukrajiné podle v€kové skupiny

a pohlavi

Tabulka 3. Pocet vySettenych a sérologicky pozitivnich pacienti podle v€kovych skupin a podle

pohlavi z Ukrajiny

Vékové skupiny Muzi Zeny Celkem
(roky) VySsetieni/pozitivni (%)

0-5 1/0 (0 %) 0/0 (0 %) 1/0 (0 %)
6-10 1/0 (0 %) 1/0 (0 %) 2/0 (0 %)
11-15 2/1 (50 %) 14/3 (21,4 %) 5/1 (20 %)
16-20 13/5 (38,5 %) 43/13 (30,2 %) 2718 (29,6 %)
21-30 49/14 (28,6 %) 47113 (27,7 %) 96/27 (28,1 %)
31-40 38/14 (36,8 %) 42/16 (38,1 %) 80/30 (37,5 %)
41-50 36/11 (30,6 %) 37/24 (64,9 %) 73135 (47,9 %)
51-60 52/20 (38,5 %) 57/23 (40,4 %) 109/43 (39,4 %)
61-70 36/14 (38,8 %) 36/13 (36,1 %) 72127 (37,5 %)
71-80 19/7 (36,8 %) 15/5 (33,3 %) 34/12 (35,3 %)
81+ 413 (75 %) 3/0 (0 %) 713 (42,8 %)

Celkem 251/92 (36,7 %)  255/94 (36,9 %)  506/186 (36,8 %)



Nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil v naméfené absorbanci mezi zenami a muzi

Vv jednotlivych vékovych kategoriich ani v ramci vSech vékovych skupin (Obrazek 10).

U zadného z pacientl vySetfovaného na Ukrajiné nebyly v pribéhu studie zjistény
zadné klinické ptiznaky kryptosporidiové infekce. Soucasné¢ u zadné z osob nebyla
v minulosti prokazéna kryptosporidiova infekce.
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Obrazek 10. Pramérné hodnoty absorbance se smérodatnou odchylkou sér pacient z Ukrajiny

podle vékové skupiny a pohlavi

6.3. Statistické shrnuti

Na zéklad¢ odhadu regresnich koeficientli byl proveden odhad pravdépodobnosti
pozitivniho testu u jednotlivych kategorii. Bylo prokazano, ze se vzrustajicim vékem
vySetfované osoby se zvysSuje pravdépodobnost, Zze bude jedinec mit protilatky proti
kryptosporidiim, tedy se setka s infekci (p < 0,001). Déle jsme prokézali, Ze Zeny jsou
Castéji pozitivni nez muzi (p = 0,01), a to bez rozdilu nrodnosti. Pfi porovnani narodnosti

bylo zjisténo, ze Cesi jsou ¢astéji pozitivni nez Ukrajinci (p = 0,001).
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7. Diskuze

Kryptosporidiové infekce patii mezi Castda onemocnéni ¢lovéka, zejména
v rozvojovych zemich a zemich/oblastech s nizkymi hygienickymi standardy (King et al.
2019; Kotloff et al. 2013; Putignani et Menichella 2010). Vysledky nedavnych studii
ukazuji na zna¢né rozdily ve vyskytu kryptosporidioz v lidské populaci v zemich
s obdobnymi standardy a ekonomickou silou (Lake et al. 2007, Plutzer et al. 2018).
Plutzer et al. (2018) poukazuji na vyrazny rozdil nejen mezi zemémi stiedni a vychodni
Evropy, ale také na rozdil mezi zemémi zapadni a stiedni Evropy. Tyto rozdily mohou
byt zplisobeny rozlicnym piistupem zdravotniho systému k vySetiovani pacientii na

kryptosporidiové infekce (Plutzer et al. 2018, Caccio et Chalmers 2016).

V Ceské republice je roéné hlaseno do Sesti pripadi kryptosporidioz (ECDC 2019),
pfi¢emz V letech 2013 — 2017 bylo detekovano pouze 12 piipadia infekci. Témto
vysledkiim odpovidaji zavéry této prace, kdy u zaddného z vySetfovanych pacientl
v Ceské republice nebyla zjisténa manifestni kryptosporidiova infekce. Obdobné nizky
zachyt kryptosporidiovych infekci jako v Ceské republice je i v dalsich statech stiedni a
vychodni Evropy, napiiklad Polsko (22), Slovensko (18), Rumunsko (6) a Mad’arsko
(78). Naopak ve statech zdpadni Evropy je hlaSen relativné vysoky pocet piipadu.
Naptiklad v Némecku bylo za stejné obdobi hlaseno 8485 piipadi nakaz
kryptosporidiemi, v Holandsku 7148, v Irsku 2463 nebo ve Velké Britanii 25798 (ECDC
2019). Piestoze absolutni pocty hlaSenych nakaz nemusi odrazet promoienost
v jednotlivych statech z davodd rozdilné velikosti populace, je ¢Cetnost vyskytu
kryptosporidiovych infekci na 100 000 obyvatel vyssi v zapadni Evropé (2 — 12) nez v
ostatnich ¢astech Evropy (0 — 0,1) (ECDC 2019).

Oficialni udaje o vyskytu kryptosporidiovych infekci na Ukrajin€ nejsou k dispozici,
nicméné¢ Pokhil et al. (2016) uvadégji prevalenci kryptosporidii v riznych oblastech
Ukrajiny v rozmezi 4,4 — 26,9 % (obrazek 4) a ve étyfech studiich zaméfenych na vyskyt
kryptosporidii Vv zavislosti na v€ku u imunokompetentnich osob byla zjisténa
promotenost u déti ve vysi 19,9 % a u dospélych 20,7 % (Bohach 2007; Kovalenko 2014;
Poletaeva 2010; Shulezhko et Snisarenko 2011). Na rozdil od vySe uvedenych udaji
nebyla kryptosporidiova infekce detekovana u zadného pacienta z Ukrajiny pied ani

Vv pritbéhu studie.

Ptestoze jsou kryptosporidiové infekce Casto spojovany s klinickym onemocnénim

hostitele (Certad et al. 2017; Farthing 2000), infekce mohou probihat bezptiznakové a
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takovy pacient neni pozitivné testovan. Naptiklad Checkley et al. (1997) uvadi, ze 63 %
(36 z 57) kryptosporidiovych infekci u perudnskych déti do 2 let probiha bezpiiznakove.
Ve studii provedené v Libanonu byly zjistény asymptomatické prubéhy
kryptosporidiovych infekci u 27 % déti ve véku 3 — 16 let (Osman et al. 2016). Studie u
predskolnich déti ve Spojeném kréalovstvi ukazala, ze vSechny déti (3 z 230)
s krytosporidiovou infekci mély bezpiiznakovy prubéh onemocnéni (Davies et al. 2009).
Z téchto a dalsich praci vyplyva, ze bezptiznakovy prubéh infekce se mize pohybovat
v rozmezi od 1 % do 65 % piipada (Brockmann et al. 2008; Checkley et al. 1997; Davies
et al. 2009; Frost et al. 2005; Reh et al. 2019; Korkoca et al. 2013; Osman et al. 2016;
Vandenberg et al. 2012). Zvyse wuvedeného je ziejmé, ze séroprevalence
kryptosporidiovych protilatek v populaci je mnohonasobné vy$$i nez procento

detekovanych ptipada.

V této studii jsme prokazali, ze séroprevalence proti kryptosporidiim se u
imunokompetentnich osob pohybuje v rozmezi od 20 do 68 % v Ceské republice a od 20
do 40 % na Ukrajiné v zavislosti na véku. Nase vysledky z Ceské republiky jsou vyrazné
niz$i nez 95% pozitivita v Ceské republice zjisténa pomoci metody Western Blot pomoci
antigenu 27-kDa (Kozisek et al. 2008). Rozdily mezi pracemi mohou byt zptusobeny
rozdilnou metodou pro zjisténi séropozitivity. Z vysledki Frost et al. (1998) vyplyva, Ze
pocet pozitivnich jedincl je pti pouziti metody Western Blot a antigenu 27-kDa 3 krat

vy$§i nezZ pti ELISA testu.

Za rizikové a nejvice ohrozené skupiny osob jsou obecné povazovany déti a
imunodeficientni lidé (Caccio et Chalmers 2016). Caccio et Widmer (2014) uvadéji, ze
prumérny vyskyt oocyst ve stolici u déti a dospélych z Evropskych zemi se pohybuje
v rozmezi 1 — 2 %, respektive okolo 4 %. Celosvétove se procento detekovanych piipadi
pohybuje az do 26 %. Rozdil je pravdépodobné zplsoben ruznymi epidemiologickymi
faktory (Becker et al. 2015).

Z vysledku této prace je patrné, ze 10 % ceskych déti ve véku do 5 let se setkalo
s kryptosporidiovou infekci. Kuhls et al. (1994) uvadi zvysujici se trend séropozitivity

v souvislosti s navstévovanim predskolnich a skolnich zafizeni.

Z vySe uvedenych dat 1ze predpokladat, ze vétSina ptipada ziistala neodhalena a to
bud’ z diivodli asymptomatického pribéhu onemocnéni, nebo zdmény kryptosporididzy
za jinou gastrointestinalni infekci. Nami zjisténé vysledky jsou tak v souladu

s predeslymi pracemi, v kterych byla detekovana vysoka seroprevalence IgG protilatek
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(az 82 %) zatimco piitomnost oocyst Ve stolici se pohybovala od 4,3 % do 22,2 % (Abdel-
Messih et al. 2005; Gatei et al. 2006; Kuhls et al. 1994; Miron et al. 2000). Tyto rozdily
mohou byt zpusobeny v dusledku vzniku ¢aste¢né nebo Uplné rezistence po opakovanych
infekcich. Na zvifecich modelech a lidskych dobrovolnicich bylo prokazano, ze prubéh

cvwr

(Hor¢ickova 2019; Kvac et al. 2009; Okhuysen et al. 1997).

Podle Moss et al. (1998) jiz existujici protilatky nemusi chranit pted naslednou infekci,
ale mohou chranit pied projevem symptomu pfi nasledném onemocnéni, coz neplati pro
pacienty s oslabenou imunitou a star$i déti. Tomuto tvrzeni odpovidaji vysledky
experimentalni infekce dobrovolniki. U dobrovolnikt, ktefi méli protilatky proti
kryptosporidiim, bylo zapotiebi 3 krat vétsi infekéni davky Kk vyvolani infekce nez
u dobrovolnikti bez protilatek (Chappell et al. 1999).

V této praci jsme zjistili statisticky vyznamny rozdil v séroprevalenci muzi a Zen
s tim, Ze zeny byly Castéji pozitivni nez muzi. Vys$§i mnozstvi nakaz u Zen muze byt
vysvétleno roli zen jako hlavnich pecovatelek o malé déti v domdcnosti i mimo domov
(naptiklad v matefské $kole), piipadné prace v zemédélstvi. Zeny jsou tak vystaveny
zvySenému riziku infekce (Painter et al. 2015; Kozisek et al. 2008; Pumann et Sasek
2004).

Z vysledku této prace vyplyva, ze lidé se s kryptosporidiovymi infekcemi
pravdépodobné setkavaji opakované po cely zivot a s opakovanymi infekcemi dochazi
K vzniku protektivni imunity u vétSiny osob. Painter et al. (2015) na vzorku vice nez
100 000 osob prokazal, ze se vzrastajicim vékem se snizuje pravdépodobnost klinické
kryptosporidiozy. Kozisek et al. (2008) a Ramsey et al. (2014) piedpokladaji pozitivni
korelaci mezi mnozstvim exprimovanych protilatek, celkovou séroprevalenci a systemem
oSetfeni vody v misté¢ bydliSt¢ testovanych skupin. Autofi naznacuji ochranny vliv
konzumace kontaminované pitné vody, obsahujici nizké mnozstvi oocyst kryptosporidii.
V ptipadé zmény filtratniho systému doslo k odstranéni oocyst kryptosporidii z pitné
vody a tim snizeni vyskytu infekci pfenasené vodou, ale paradoxné zvyseni rizika infekce

z jinych zdroju kviili vymizeni protektivni imunity (Ramsey et al. 2014; Roy et al. 2004).
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8. Zavéry

Procento detekovanych klinickych piipadd kryptosporidiovych infekei v Ceské

republice a na Ukrajin€ je nizké
S piibyvajicim vékem se zvySuje procento 0sob s protilatkami proti kryptosporidiim
Zeny jsou vice seropozitivni nez muzi

Nebyl zjistén rozdil ve vysi absorbance mezi skupinami (narodnost, pohlavi, vék)
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9. Seznam zkratek
Ab — Antibody, protilatka

Ag — Antigen

AIDS — Acquired Immune Deficiency Syndrome, syndrom ziskaného selh&ni imunity
ANOVA — Analysis of variance, analyza rozptylu

AMP — Antimicrobial peptide, antimikrobialni peptidy

APC — Antigen presenting cells, antigen prezentujici buiiky

BOFES — Bovine foetal serum, hovézi fetalni sérum

CI1 — Confidence interval, interval spolehlivosti

CR — Ceska republika

DNA — Deoxyribonucleic acid, deoxyribonukleova kyselina

ELISA — Enzyme-linked immunosorbent assay, enzymove vazand imunosorpcni esej
HBD — Human Beta-Defensin, lidsky p-defensin

HIV — Human Immunodeficiency Virus, virus lidské imunitni nedostate¢nosti

HPR — Horseradish peroxidase, avidin peroxidaza
IFN — Interferon

IgA — Imunoglobulin A

I1gD — Imunoglobin D

IgE — Imunoglobulin E

19G — Imunoglobulin G

IgM — Imunoglobulin M

IL — Interleukin

kDa — Kilodalton

MBL — Mannose-binding lectin, manan vazajici lektin
MHC — Major histocompatibility complex, hlavni histokompatibilni komplex

NK — Natural killer cell
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OD - Optical density, absorbance

OPD - O-fenylendiamin

PBS — Phosphate Buffered Saline, fosfatovy pufr

RNA — Ribonucleic acid, ribonukleové kyselina

TNF — Tumor necrosis factor, faktor nadorové nekrézy
UTR — Untranslated region, nepiekladané oblast

UV — Ultraviolet, ultrafialové zareni
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