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Annotation:

The occurrence of cryptosporidia in children

The aim of this thesis was to determine the inaéeaf unicellular parasites of the
genusCryptosporidiumwhich is the causative agent of cryptosporidiasishildren.

67 stool samples of children at the age @blwere analyzed in this study. Out of it, 4
children were admitted to the infectious ward of theské Budjovice Hospital, Corp.
Other samples were taken due to the suspicion thibogane presence which causes these
disorders, mainly abdominal pain, diarrhoea aneérev

The samples were analyzed microscopically whe sedimentation method M.I.F.C.,
which serves for the intestinal parasite diagnadmng with the staining method according
to Mild¢ek —Vitovec, which is used to prove oocyst crystosiia in the stool. They were
also analyzed molecularly with the help of PCR.

The cryptosporidia oocysts were not detected insamyple.
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Uvod

Cryptosporidiumje rod jednobu&nych parazii s druhy, které infikuji ryby,
obojzivelniky, plazy, ptdky a savcegetre ¢lovéka. Jednotlivé druhy byly popsany na
zatatku 20. stoleti. Poté byly rozpoznany jako patgginibeze, doméacich a vadzijicich
zvitat. V dnesni dabjsou zkoumany jako hrozbategného zdravi. Zjigni, Ze infekni
stadia-oocysty-se vyskytuji ve volném presli, zejména ve v@édkontaminované vykaly
infilkovanych jedind obohatilo pedstavy o epidemiologii kryptosporidii. Rozvoj
molekularnich metod k identifikaci morfologicky wetiSitelnych druli pomohl vymezit
vztahy mezi druhy para#it potencialnimi hostiteli a cestaniigmosu.

Diive panoval nazor, Ze existuje pouze jediny drulyptasporidii, a to
Cryptosporidium parvuninfikujici 155 iznych savich hostitel, véetrg ¢lovéka. Dnes je

identifikovano rkolik raznych druli kryptosporidii infikujicich #zné druhy hostitél



1. Sowasny stav

1.1. Historie

Vroce 1907 Ernest Edward Tyzzer jako prvni pop&ae Zzivotniho cyklu
jednoburi¢ného parazita nachazejiciho &esto v Zaludenich Zldzach laboratornich mysi,
které choval. V jejich vykalech také objevil oogystohoto parazita. Pojmenoval ho
Cryptosporidium murisO i roky pozdji popsal vSe detailiji a navrhl C. muris jako
novy druh kryptosporidii. V roce 1912 Zegil zprdvu o pojmenovani dalsiho nového
druhu C. parvum se stadii, kter4 se vyvijeji veiesi laboratornich mysi a s oocystami
mensimi nez m&. muris(Tyzzer 1912). Pasthto zjiStnich nebyla rodCryptosporidium
vénovana pozornost a to po dobu t#moloviny stoleti. Roku 1955 byl nalezen dalSi druh
Cryptosporidium meleagridisi krit (Slavin, 1955). V roce 1971 se poprvé zjistile Z
kryptosporidie jsou fvodci prijmovych onemoceéni howziho dobytka (Panciera et al.
1971). Roku 1976 se obijevily téin sowasrt dw zpravy o kryptosporidiéze u lidi
s oslabenou imunitou (Nime et al. 1976, Meisel let1876). O necelych 6 let pogd
byla Centrem pro kontrolu nemoci v USA publikov&mava o 21 muzich z @Gznych
meést majicich AIDS, ktd onemocsli kryptosporidiézou (Goldfarb et al. 1982). VSeahn
tato zjiSeni a objevy vyvolaly obrovsky zajengdc i vefejnosti. V roce 1977 publikoval
Brownstein et al. prvni kompletni zpravu o kryptosgiich u plaz. Nasledovaly zpravy
popisujici kryptosporidiézu u Siroké Skaly sayvptaki i plazi.

Identifikace fiznych druli byla zaloZzenaiedevSim na oocystéach, jejich velikosti,
tvaru a hostitelské citlivosti. Po roce 1990 pduaZitmolekularnich technik dosSlo
k zlepSeni uteni hostitelské specificity. Pogd byly popséany dalSi a dalsi druhy
kryptosporidii. Pestoze ohniska nakazy spojena s pittiotekreg&ni vodou byla hlaSena
jiz od roku 1980, uznani rodaryptosporidiumjako problému viejného zdravi fislo az
vroce 1993 s neffSi zaznamenanou nakazou kryptosporidiéZgn&u pithnou vodou v

Milwaukee, Wisconsin (MacKenzie et al. 1994).



1.2. Taxonomie a fylogeneze

Taxonomicky status kryptosporidii a pojmenovanicfejdruhi prochézi neustale,
piedevSim diky molekularnim metodam,&rami.

Clenové tohoto rodu byli po dlouhou dobu pokladémipibuzné kokcidii, parazity
zvitat i lidi, nebo dokonce zag¢nsamotné. Navzdory ztiaé morfologické podobnosti
v prabéhu Zivotniho cyklu a fitomnosti specifickych mitochondrialnich ge(Riordan et
al. 1999) nebylo prokazano, &e parvumma mitochondrii jako pravou organelu (Tetley et
al. 1998), jak tomu bylo u klasickych kokcidii, ated pouze sil redukovany zbytek
mitochondrie. Zgazeni kryptosporidii mimo kokcidie neni viasthddnou novinkou, ale
jen potvrzenim Tyzzerova nazoru, ktery pojmenovad mpodle ,nerozliSitelné nebo
chybgjici spde v oocyst* a zdiraznil, Ze tim se od kokcidii liSi, i kdyZ je nalkanke
kokcidiim gritadil.

Molekularni data nazraji, Ze rodCryptosporidiumje vice podobny hromadinkam
z kmene Apicomplexa (Carreno et al. 1999) a&jiSpodobnosti fazi Zivotniho cyklu tento
néazor jenom podgdo (Hijjawi et al. 2002).

V¢étSina popsanych druh kryptosporidii byla rozliSena jen pomoci odliSnych
hostiteli, pouze vyjiméné se nasSly rozdily ve velikosti oocyst, iiggad u
Cryptosporidiumfelis. Dnes je obecnplatné, Ze samotna morfologie oocyst neni zcela
dost&ujici pro popis druhu rodCryptosporidium V dnesni dob se nové druhy rozlisuji

predevsim na zakl&ksekvenci vybranych gén
1.3. Rod Cryptosporidium

Jednobu&eni paraziti roduCryptosporidiumsoutazeny doiidy Cryptosporidiidae
a kmene Apicomplexa. Parazituji v gastrointestimalriraktu savé vcetné ¢lovéka a
hospodé&skych zviat. Nakazeni jedinci vykazujiazné Kklinické piznaky, patogenita

kryptosporidii se liSi podle druhu parazita,ista imunitniho stavu hostitele. U mnoha



zvirat nejsou infekce spojeny s klinickymitipgnaky nebo jsou spojeny s hostitele
omezujicimi onemogmimi.
U nekterych zviat jako teba u plag, ale i u lidi, kté jsou imunosuprimovani,

probih& infekce velmiasto chronicky a f¥e skowit i smrti.

1.3.1Vyvojovy cyklus

VSechny druhy roduCryptosporidium jsou obligatni intracelularni paraziti.
Endogenni stadia byla popsana nejpodéphnC. parvum(O"Donoghue 1995, Fayer et al.
1997). Jediné stadium nachazejici se mimo hosjgestadium oocysty. Vyvojovy cyklus
kryptosporidii ma 4 faze, a to: excystace, merogiogametogonie a sporogonie.

Poté, co je oocysta ziskana zj&ho prostedi vhodnym hostitelem, uvalje ¢tyfi
pohyblivé sporozoity, které napadaji epitelialninky predevSim zazZivaciho traktu a
parazituji v nich. Sporozoiti se uzanim v parazitoforni vakuoledni v trofozoity.

Trofozoiti prodlaji asexualni proliferaci (merogonie). Vysledkerarogonie jsou u
C. parvumdva druhy merorit Meronti I. typu tvéi 6-8 merozoii, ktefi se uvohuji
z parazitoforni vakuoly, napadaji dalSi epitelidboiiky a nepohlavnim mnoZenim davaji
vzniku dalSim meroiim I. typu. Meronti Il. typu obsahuji 4 merozoityitd meronti se
dale nemnoZi merogonii, ale v nasledné gametogase transformuji v sexuain
reprodukni stadia: sadi mnohojaderné mikrogamonty a s&mijednojaderné
makrogamonty.

Mikrogamont se vyviji v mikrogametocyt obsahujicd-18 santich biikatych
mikrogamet, které oplodni nepohyblivé zralé makrogeocyty vzniklé z makrogamant
Vznikla zygota proda sporogonii, fi niz se v oocystvytvoii 4 sporozoiti.

V konené endogenni fazi vznikaji dva typy oocyst — rezisti silnostnné z 80 %
a tenkostnné z 20 %, které excystuji &é pivodniho hostitele a figobuji autoinfekci.
Silnosgénné oocysty, spote¢ s vykaly opoustido hostitele a stavaji se tak potencionalnim
zdrojem infekce dalSich jedia¢Fayer 1990 et 2004, Sterling et Arrowood 1992).
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Podle no¥jSich poznatk trva cely vyvojovy cyklus 12-14 hodin (Smith et al
2005). StarSi zdroje uvélg delSicasové Useky.

1.3.2Kryptosporidiéza

Onemocgni vyvolané parazity roduCryptosporidium se projevuje fedevSim
vodnatym nekrvavym @imem, bolestmi #icha, nevolnosti, zvracenim, malatnosti,
anavou, zvySenym poceninijpadré teplotou a dokonce i Ubytkem vahy (Thompson et al.
2005). Vodnaté mimy mohou byt zpsobeny pedevSim destrukci epitelialnich kiin
stteva, enterocyit (Sterling et Arrowood 1992 asto dochéazi k celkové porude resorpce
streva.

K ndkaze dochazi fekan oralni cestou, skrze vehikulum, &&$tji
kontaminovanou vodou (Garcia et Bruckner 2005).

V rozvojovych zemich se kryptosporidiové infekceskytuji negastji u déti
mladSich 5 let, vrchol vyskytu infekci adpnu je u diti mladSich 2 let (Bern et al. 2000,
Bhattacharya et al. 1997, Newman et al. 1999pavinutych zemich se infekce objevuji u
dosglych, ktai se nakazi néasgji potravinovouci vodni cestou (MacKenzie et al. 1995,
Millard et al. 1994, Quiroz et al. 2000). U imunokpromitovanych osob, n&glad u lidi
HIV pozitivnich (virus lidské ziskané imunodeficas), se vyskyt a zavaznost
kryptosporidiozy zvySuje s poklesem CD4+ lymfagytbzvlast pokud péty téchto burk
zprostedkovavajicich imunitu klesnou pod 200 Bkiw mikrolitru krve (Navin et al. 1999,
Pozio et al. 1997, Sorvillo et al. 1998).

Onemocgni u imunokompetentnich jediaicje nefastji akutni, nedochazi
k prechodu v chronickou formu, a trvé&ildizné deset db. Dochézi k samovolnému
vyléceni. U rekterych jedind maze infekce proéhnout bez fiznaki (Hunter et al. 2004).

U imunodeficitnich jedink byvd onemoc#ni chronické a nejevi tendenci
k samovolnému vylkéeni, infekcetasto diseminuje do dalSich orgamag. do respiréniho
traktu, slinivky kiSni, m@&ového néchyie a Zlgovodi (Current et Garcia 1991). Bx&h
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onemockni je zavisly na stupni imunodeficitu. Wzkych gipadi, jako jsou pacienti
s AIDS, dochazi kéZké dehydrataci a metabolickému rozvratu. Tyto kikape jsowasto
pri¢cinou smrti €chto pacient (O’'Donoghue 1995, Manabe et al. 1998, Hunter ehdls
2002).

Diagnostika kryptosporididozy spiva v pikazu oocyst ve vykalech jedince.
VyuzZiva se nejastji mikroskopického a imunofluorescémiho vySeteni na¢ra stolice.
Lze vyuzit i kometné dostupné imunodiagnostické testy nebo testy méhekis

Ucinna I&ba kryptosporidiozy zatim neexistuje (Volf et HoiZ®07). Uplatiuje se
piedevSim podjrna a symptomaticka dba ke zmirtini nasledk infekce. U
imunokompetentnich jedidcse aplikuji rehydratai roztoky pro zamezeni dehydratace. U
imunodeficitnich paciefitje situace slozifsi, i zde se uplauje predevsSim hydratace a
dopliovani elektrolyi. Ke zmirni prijmu lze vyuzZit kaolinci pektin (Thompson et al.
2005). Jednou moznosti ¢y imunodeficitnich paciefit je imonuterapie, podavani
hyperimunniho kolostrai hyperimunniho Zloutku. Ta sice oddali diseminadg samotné
onemockni nevyl&i, je taky finagné nara@né a proto se stale moc nepouziva. NejlepSich
vysledki se dosahuje &ou samotné infekce HIV a to antiretrovirovoadéu (Zardi et al.
2005). Zajimavou moznosti déy je pouZiti laktobaail pri tlumeni ¢i dokonce |éb¢
kryptosporidiozy. MetabolityLactobacillus acidophilusa Lactobacillus reuteri snizuji
schopnosiC. parvuma C. hominisvyvolat infekciin vitro (Glass et al. 2004). Uggna
lécba kryptosporidiézy pomoci laktobacke uz podaa (Pickerd et Tuthill 2004).
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1.3.3Druhy rodu Cryptosporidium

V sowasné dob je zndmo asi 23 druhrodu Cryptosporidium piehled je uveden
v Tab. 1.

Tab. 1:Druhy rodu Cryptosporidium

Druh Hostitel Tkamnova specificita
C. murisTyzzer, 1910
C. andersonLindsay et al., 2000 Savci
C. suisRyan et al., 2004 Zaludeni tk&i
C. galli Pavlasek, 1999 Ptaci
C. serpentid.evine, 1980 Plazi
C. fragile Jirka et al., 2008 Obojzivelnici
C. parvumTyzzer, 1912 Tkan stteva
C. hominisMorgan-Ryan et al.,

2002

C. wrairi Vetterling et al., 1971

C. felislseki, 1979

C. canisFayer et al., 2001

C. cuniculudnman et Takeuchi,
1979

C. bovisFayer et al., 2005

C. fayeriRyan et al., 2008

C. ubigquitumFayer et al., 2010

C. macropodunfPower et Ryan,
2008

C. ryanaeFayer et al., 2008

C. xiaoiFayer et Santin, 2009

C. meleagridisSlavin, 1955 Ptaci a lidé
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C. varanii(Pavlasek et al., 1995) blazi
azi

Pavlasek et Ryan 2007
C. molnariAlvarez-Pellitero et Sitja
Bobadilla, 2002

: : Ryby
C. scophthalmAlvarez-Pellitero et
al., 2004
C. baileyiCurrent et al., 1986 Ptaci Bursa Fabricii, kloaka

1.3.3.1. Druhy rodu Cryptosporidium infikujici savce

Savci tvai nejwtSi skupinu zviat, kt¢i mohou byt infikovani parazity z rodu
Cryptosporidium toto tvrzeni je ale pra¥godobré diasledkem mnoha studii provedenych
u této skupiny. Dnes vime, Ze existuje obrovskaobioka i geneticka rozmanitost
v druzich roduCryptosporidiuminfikujicich savce. Diky mnoha molekularnim stodii

byly objeveny a popséany dalSi nové druhy.

1.3.3.1.1. Cryptosporidium murisTyzzer, 1907

Jak bylo uvedeno v kapitole 1. Historietento druh byl prvnim, ktery byl popsan.
Oocysty ngti priblizné 8,4 na 6,3 um (7,5 az 9,8 na 5,5 az 7,8st®ze si Tyzzer nebyl
jist systematickym Zazenim, pojmenoval tohoto paraza muris Pozdji byly popsany
podrobrji jednotlivé faze Zivotniho cyklu (s &enim, kresbami a fotografiemi) a bylo
zjisténo, ze vSechny formy tohoto parazita se nachazejélazach v zaludku (Tyzzer
1910). Bylo také zjisho, Ze sporozoity Zsobuji infekci a to plati i pro jiné druhy rodu
Cryptosporidium nicmér patologie se zdala byt nepatrna (Current et é61900cysty
byly nalezeny ve vykalech skotu ve Spojenych shaf@mderson 1991), Brazilii (Mendes
Maia et al. 1995, Pena et al. 1997), Skotsku (BrildteSmith 1996) a Japonsku (Kaneta et
Nakai 1998), u skotu a velblotidv iranu (Nouri 2002). Identifikace driihnebyla ale
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stoprocentni, proto mnoho auiortéchto studii popsalo nalezené parazity jako
Cryptosporidium murigike. Nedavné studie ukézaly, &2 murisinfikuje Siroké spektrum
dalSich hostitél véetns kiecka, veverek, siliského chipmunka, mySicedvinné, nornika
rudého, mary stepni, rocka damana, horské kozyakiak lidi (Dubey et al. 2002, Guyot
et al. 2001, Morgan et al. 2000, Torres et al. 2002hledem k nizké patogedéineni

riziko lidskych infekci zavazné.

1.3.3.1.2. Cryptosporidium andersoniindsay et al., 2000

Tento druh infikuje slez skotu a produkuje oocystgrfologicky podobné, ale o
néco mensi, nez oocysy. muris(Lindsay et al. 2000, Guyot et al. 2001). Byl pejmovan
podle Bruce Andersona. Oocystyiin7,4 na 5,5 (6,0 az 8,1 na 5,0 az 6,5) um sépem
délky k Sfce 1,35. Na rozdil od oocySt muris které byly infekni pro imunokompetentni
mysi, tyto byly infekni pro kudata, kozy a skot (Anderson 1991). Dale byly oocysty
kryptosporidie nalezeny také u zubra, velblouda vats Usmdny penos oocysty
z dobytka na mys byl proveden Pavlaskem (Pavla88k)l Také se daji experimentéln
prenést na piskomily (Koudela et al. 1998). V Japonisid objeven takzvany novy typ
C. andersoni ktery je schopny infikovat pouze SCID (imbredmhén mysi sdzkou

imunodeficienci) mysi.

1.3.3.1.3. Cryptosporidium parvuniTyzzer, 1912

Nejcastji se vyskytujici druh u savc Byl poprvé nalezen u mySi. Gl murisse
liSi mensimi oocystami a lokalizaci pouze v kiciehkého steva. VSechny faze Zivotniho
cyklu byly popsany a dopdny fotografiemi a kresbami. Tyzzer poznamenal, t&elia
nejsou strikty extracelularni. StarSi oocysty maji ovoidni azdidvy tvar a jejich pimer
negresahuje 5 pum. Zivotaschopné oocysitird,5 az 5,4 na 4,2 az 5,0 um a gomélky
k Sicce je 1,16 (Upton et Current 1985), Tilley et aledli trochu jiné rozréry, kde
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koneiny poner délky k Stce byl 1,15 um (Tilley et al. 1990). Tyzzer pozabpodobné
organismy v tenkém i&w krélika. Vice nez 150 drihsav@ bylo rozpoznano jako
hostitelé C. parvum VétSina popid vSak byla zaloZzena pouze na mikroskopii, bez
peiliveho mofrometrického #feni ¢ biologickych nebo genetickych  GOdaj
Kryptosporidiové genotypy se od sebe liSi v sekv&1MA a také v infeknosti. xive pod
tento druh pdtly 3 genotypy,C. hominis(lidsky genotyp),C. parvum(genotyp skotu) a
Cryptosporidium caniggenotyp psi). Tyto genotypy byly pagidpopsany jako samostatné
druhy. Cryptosporidium parvune zndmo jako infelni agens fedevsim pro fezvykavce
(skot, ovce, kozy a jeleny) a lidi.

Tento druh se &n¢ nachazi na naSem Uzemi,dasigji v chovech hospodéakych
zvirat. Casty je pedevdim u &i. Vyskytuje se také v Gpravnach pitné vody (Ddlej al.
2000). U lidskych dobrovolntk ktei dostavali ti razné izolaty oocysC. parvum byla
hodnota infekni davky v rozmezi od 9 po 1024 oocyst (Okhuysesl.et999). F ndkaze
hraje roli mnoho faktdr, jednim z nich byla uZz opakovamprokazana role bezobratlych
(Graczyk et al. 1999a, Mathison et Ditrich 1999\iK snadnému experimentalnimu
pienosu jeC. parvumnejlépe prozkoumanym druhem.

V Ceské republice byla provedenatifeta studie, kter4 zhodnocuje agkum
C. parvumenteritid u dti hospitalizovanych na infékim oddleni Nemocnice eskych
Budgjovicich, a.s. vletech 1992-1996. Bylo z}i% celkem 34 fipadi enteritid
zpasobenych timto druhem. ®nérny vk pacientt byl 31 mesiai, 59 % z nich bylo
chlapd. Studie se sousdila na tuto ¥kovou skupinu, protoZze nejvice zajimavych
vysledki predchozich studii bylo zaznamenano &i ¢pod 3 roky. Studie srovnavala
Klinicky prabe¢h enteritid zisobenychC. parvums €mi zpisobenymi jinymi patogeny
nebo neidentifikovanymitgvodci. VSechny &i byly klinicky vySeteny @i ptijmu a poté
denré az do propusghi. Vysledkem studie bylo zji&ti, Ze procento @gima zpisobenych
kryptosporidiemi u &ti ve wWku 0-3 let bylo pekvapiw vysoké. ivod vysoké incidence
mohl byt vykEr pacienti, ktefi pochazeli ne&jastji z rodin s niz§im socioekonomickym

stavem a&astji z vesnického prosedi (Chmelik et al. 1998).
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1.3.3.1.4. Cryptosporidium canig-ayer et al., 2001

Oocysty tohoto parazita byly nalezeny v psich vgkal po celém s¥¢. Byly
morfologicky neodliSitelné odsth C. parvuma vlastnily stejné povrchové antigenyéii
4,71 az 4,95 um a pamdélky a &fky je 1,05. Oocysty ziskané od psa jsou itfékpro
telata, skot i¢lovéka, na rozdil od toho, nejsou infek pro mySi. Byl také nalezen u
medwdia. Je znama ziaa vnitrodruhova variabilita. Genotyp z lidi sd k&l genotypu z
liSek ¢i psiho genotypu. Tento druhrquistavuje prawibodobré stejré jako C. parvum

riziko pro vSechny jedince.

1.3.3.1.5. Cryptosporidium hominidviorgan-Ryan et al., 2002

Tento parazit byl tive ozn&ovan jakoC. parvumlidského genotypu, genotyp H,
pozckji na zakla@ molekularnich a biologickych rozdilbyl tento druh vymezen jako
samostatny. Je morfologicky totozn¥sparvum ale na rozdil o€. parvumje tento druh
neinfekeni pro mysi, krysy, ké&ky, psy a dobytek (Widmer et al. 2000). Jedna melist
zjistila, Ze ndkazyC. parvumjsou ¢etrgjSi v jarnim obdobi &. hominisv pozdnim lét a
na podzim u pacie@its anamnézou zahr&niho cestovniho ruchu (McLauchlin et al.
2000). Byla popsana varianta hominisu opic a to konkréthu makaka rhesus (Xiao et al.
2002), u jehat a telat. Experimentalnignos se nezdig a to ani v pipac laboratornich
hlodavdi. Cryptosporidium hominige pro ¢lovéka zn&né nebezpény. Byl identifikovan
jako pavodce doposavad té neéfgi epidemie kryptosporididozy v Milwaukee, USA \ceo
1993. Na naSem Uzemi je ale vyskyt vzacagtji se vyskytuje na Uzemi zapadni Evropy
a USA.
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1.3.3.1.6. Cryptosporidium felidseki, 1979

Prvni zpravy o parazitu rodCryptosporidiumu japonskych k&ek zahrnovaly
popis oocyst z vykal kocek. DalSi nalezy s mnohem podréf&im popisem pochazeji
z Austrélie (Sargent et al. 1998). Oocystyinbézne 4,5 az 5 um. Infekc€. felis byly
zjisteny u kasek, skotu a lidi (Mtambo et al. 1996). Mira neb&nosti neni dosud zcela

objasrna, neni dostatek Udaj

1.3.3.1.7. Cryptosporidium wrairiVetterling et al., 1971

Druh popsany z méat. Infekci trgla jen mald marata (200 az 300g) bez zjevnych
znamek infekce a bez {mu. Oocysty miii priblizné 5,4 na 4,6 um. Popséana jsou jak
asexualni tak i sexudlni stadia Zivotniho cykler&tse ziskala &rstvych slizninich séra

a nasledabyla vyfotografovana.

1.3.3.1.8. Cryptosporidium bovid-ayer et al., 2005

Tento druh byl tive uva@n jako genotypC. parvum ktery se nachazi u skotu.
Oocysty néii 4,76 az 5,35 um s pamem délka ku $€e 1,06. Oocysty nejsou infak pro
novorozené mysi, aipexperimentu nebyly infeki ani pro jefiata mladSi nez 1 tyden.
z 840 telat na 14 miédych farméach v 7 statech (Santin et al. 2004). &ldazk téchto dat je
povazovan tento velmi rozgény druh, ktery infikuje fedevsSim odchovana telata, za novy
druh.
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1.3.4 Pieziti v prostedi a cesty fenosu

Stadium oocysty obsahujayii sporozoity tvaru bananku a je obklopeno tvrdym
ochrannym obalem. Oocysty diky tomistavaji infekni v chladném, vihkém prasdi po
mnoho mésiai. To jim pomaha fezivat i v severnich klimatickych podminkach, kde
teplota vody viekach, jezerech a rybniciclistava nizka, ale nad bodem mrazuiziké
laboratorni studie se pokusily zhodnotitinky chladu, tepla, UV z&ni, vihkosti a
vysuSeni nai@Ziti oocyst.

Oocysty C. parvumzistaly po viozeni do vody o teptoO, 5, 10, 15 a 20°C
infekéni po 6 mésicich skladovani, zatimcdipeplot 25 a 30°C byly infeéni pouze po 3
mesicich skladovani a nakoned peplot 35°C byly schopny vyvolat infekci pouze po
1 tydnu (Fayer et al. 1998a). Oocysty takézgy dlouhou dobu ve slané vdkde Zistaly
Zivotaschopné po dobu 35 ipii teplot 4°C a ve tmd (Robertson et al. 1992). Infekce
oocysty skladovany a zaraveri nejkratSi dob skladovani. OvSem i z&ASich podminek,
jako byla 35 % salinita v 18°C védrekteré oocysty astaly infekni po dobu az 40 dn
(Freire-Santos et al. 1999).

Robertson et al. naSli po 2 hodinach expozice nlaraskopickém skbku pri
pokojové teplat pouze 3 % oocyst schopnych Zivota (Robertson .e1392). Po delSi
expozici, nebyly Zivotaschopné Zadné oocysty. Tofe dokazuje f@desSlou dominku, ze
vlihkost gipadré sucho ovliviuje preZiti oocyst.

Lidé mohou ziskat nakazu kryptosporidiemi pifedhictvim rkolika prenosnych
cest. U dti a starSich lidi, zejména v dennich stacdimia domech pro seniory, hraje cesta
pienosu z osoby na osobu prapddobré hlavni roli v Steni infekce kryptosporidii (Neill
et al. 1996, Tangermann et al. 1991). Ve venkoJskgblastech byla cestarimého
pienosu z hospodskych zvfat mnohokrat popsana, ale relativni vyznaimgho genosu
neni zcela jasny (Miron et al. 1991Fetna ohniska kryptosporidiozy igobena

kontaminovanymi potravinamii vodou (pitnou nebo rekréai) byla hldSena vdkolika
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pramyslow vysgElych zemich a studie ¢ékdy ozn&uji vodu za hlavni cestuignosu

kryptosporidiiv oblastech, kde je nemoc endemicka (Gallaher. 4989, MacKenzie et al.
1994, Nimri et Hijazi 1994, Weinstein et al. 19933den z hlavnich problénv pochopeni
pienosu infekce parazity z rodOryptosporidiumje nedostatek morfologickych zngk
které by jasé odliSily jednotlivé druhy rod@ryptosporidium(Fall et al. 2003).

1.3.4.1. Pienos midou

Fekélni kontaminace aply mize veést v kongném disledku ke kontaminaci
cerstvych potravin, pitné vody a rekdea vody. Oocysty byly detekovany uznych

pudnich typech (Anguish et Ghiorse 1997).

1.3.4.2. Pasaz zazivacim traktem

Roli v Sieni oocyst kryptosporidii maji ptaci, priednictvim ptak mohou byt
oocyst Sieny na rozséhlé oblasti po celén¥tgv(Smith et al. 1993). Nafklad oocysty
pozZité husou kanadskou a kachnou pekingskou pr@gigh travicim traktem, byly
vyluéovany trusem po téntyden a byly schopny vyvolat infekci. Oocy$&y parvumbyly
také nalezeny v travicim traktu Swabnachytanych v domécnosti, kde &ditrpelo
kryptosporidiozou (Zerpa et Huicho 1994).

1.3.4.3. Pi*enos vodou
V souwasnosti je nejvice probaddana tato cestangsu kryptosporidii. Pomoci
deteknich metod se zkouma vyskyt paréziodu Cryptosporidiumve vSech vodach.

Prizkumy povrchovych vod v severni Americe vyvratilyegpoklady, Ze oocysty se

nachazeji ve vodach jenomidkakdy v izolovanych lokalitach (Rose et al. 13972002).
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Oocysty zde byly nalezeny s koncentraci od 0,1 @&300 na 100 lifr vody v 4-100 %
piipadi (Lisle et Rose 1995).

NejvétsSi vodou penaSena nakaza kryptosporididzy byla zaznamenafateneoku
1993 v Milwaukee, Wisconsinu. Infekce postihla 4B lidi. Vedélo se Ze fivodcem je
Cryptosporidiumale ne¥délo se jaky konkréttrdruh (MacKenzie et al. 1994). Na zakiad
zaznani z Umrtnich list se po dvou letech zjistilo, Ze na tuto nakazuieéob4 obyvatel
(Hoxie et al. 1997). PozEi molekularni analyza uloZzenych vzarétolice ukazala na druh
Cryptosporidiumlidského genotypu (dnes uznavan jako hominiy, coz znamena, Ze
zdrojem organisiin byly lidské vykaly (Peng et al. 1997). Praktickyeechny néakazy, u
kterych byla prokadzana jako zdroj pitna voda, isobeny nedostatky distirnach vod.
Hlavnimi faktory, které ovlistuji vyskyt roduCryptosporidiumv nadrzich na pitnou vodu a
v povrchovych vodach, jsou de¥&é sradzky a jejich odtoky dachto nadrzi spotmé
s mikroby (Kistemann et al. 2002), obrovskeé rizikastava po povodnich.

Velkym problémem jsou také rekkga vody, které jsouwasto kontaminované
fekalnim znéiStenim od malych &i, batolat a inkontinentnich lidi. It@s dezinfekci a
filtraci v bazénech oocystyugtavaji infeknimi. Jedinou cestou jakorgalejit nakaze je

fadna osobni hygiena a snaha zamezit fekalnimtistér@ vod (koupaci pleny prost).

1.3.4.4. Pirenos jidlem

Zprav o genosu kryptosporidiéz jidlem je p@mé malo. Oocysty byly nalezeny
v mékkysich lovenych v blizkosti kanaligaiho vyuséni v Honolulu, Havaj (Johnson et al.
1995) a pi usti reky Chesapeake Bay (Fayer et al. 1998b). Oocgstyparvum byly
nalezeny v Ugicich a dalSich mlzich 2¢hto vod (Fayer et al. 1999, Graczyk et al. 1999b).
Zadny z gchto néled nebyl spojen s epidemii kryptosporidiézy, ale apaé virové
onemocini u lidi, pozivajicich tyto migké plody, stoji za povSimnuti, varovani a
doporueni lepsi tepelné Upravgchto jidel. Oocysty byly také nalezeny na povrSich

cerstvé zeleniny, salatuedkvicek, ragat, okurek, mrkve a zeli (Monge et al. 1996).
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V priméstskych slamech v Litn Peru byly listy bazalky, koriandru, celer, zgijrek a
mnoho dalSich druh zeleniny, ovoce a bylinek kontaminovany oocystdniparvum
Zelenina niZze byt kontaminovana z hnojiv obsahujicich vykalyifat a clovéka,
kontaminovanou vodou pouZivanou k omyvati zavlazovani, zn#Sttnyma rukama
zentdélskych pracovni, ze zneéiSttnych ploch kde je zelenina skladovana nebo
prodavana (Bier 1991).

Bylo popsano mnoho hromadnych vzplanuti kryptoghdrzy s ndkazou jidlem. Pro
piiklad uvedu #kolik, jabletnou $avou v Maine, USA (Millard et al. 1994), #ecim
salatem v Minnesot (Besser-Wiek et al. 1996), zelenymi cibulkami \okgne,
Washington (Quinn et al. 1998) a mnoho dalSich.

1.3.4.5. Pifenos vzduchem

Ackoliv nejsou dokazany zadnéipady genosu oocyst vzduchem, existagtné
zpravy o vysoké nié kaSle u &i a osob se sniZzenou imunitou, kterélyrpzarovei
kryptosporidiozou (Griffiths 1998). Smrtelné fipady kryptosporidiézy ziskané
pravcEpodobr respir&ni cestou byly zaznamenany u osob s AIDS, maliggimfomem
¢i po transplantaci kostnireins.

1.3.4.6. Pienos sexualni

K dispozici je série zprav hodnotici moznost sexild enosu kryptosporidiozy.

Data porovnavajici HIV/AIDS pacienty, homosexualpsoby uzivajici nitroziké drogy,

I Mrrs

u nich k genosu néakazy z tlustéhdesta do tlustého stva (Griffiths 1998).
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1.3.5Metody determinace jednotlivych dretrodu Cryptosporidium

1.3.5.1. Infektivita a hostitel

Infektivita byla pouZzivana pro charakterizaci agwrani tiznych izolovanych
druhi rodu Cryptosporidium Bylo jiz zvaejnéno mnoho kvalitnich studii infektivity
(Okhuysen et al. 1999 et 2002). Infektivita byvaupiwana jako dobry obecny ukazatel
citlivosti hostitele a Zivotaschopnosti oocyst. rititkace hostitele pomaha rozliSit druhy
rodu Cryptosporidium Stanoveni spektra hostiiell jednotlivych drufi Cryptosporidium

poskytuje velmi uZiteénou informaci pro podporu jejich rozliSeni.

1.3.5.2. Morfologie oocyst

Oocysty jednotlivych druin rodu Cryptosporidiumjsou si velmi podobné, ifpsto
jejich morfologické ndteni hraje velkou roli v determinagichto drulii. OocystyC. felis
jsou oproti ostatnim menSi @ryptosporidium baileyjsou naopak oproti ostatninetgi.
Neékteré oocysty se snadno odliSi od jinych uz poulpgrovnanim jejich tvaru, zda jsou
ovoidni¢i kulovité nebo protahlého tvaru apod. Oocysty dalnich kryptosporidii si jsou
navzajem znéné podobné, stefntomu tak je u s$evnich kryptosporidii. Kazdy popis
druhu roduCryptosporidiumby mél obsahovat podrobny morfologicky popis obvykle 20
az 100 oocyst (délka,ika a tvar pofipact poner délky a Siky). Oocysty se obvykle
pozoruji pomoci sstelnéci elektronové mikroskopie (Current et al. 1986, #&z-Pellitero
et Sitja-Bobadilla 2002).

1.3.5.3. Biochemické rozdily

Mohou byt potencidkh pouzity jako jediné kritérium ip determinaci druéd rodu

CryptosporidiumV pokusu Wit jak mezidruhové tak i vnitrodruhové rozdily bypouzito
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mnoho metod a analyz jako analyza izoenzymu (Awdtheem 1996, Awad-el-Kariem
et al. 1995 et 1998); dvou-dimenzionalni gelovktetdoréza (Mead et al. 1990); Zieai
povrchovych bilkovin¢i sacharid oocyst a sporozoit (Llovo et al. 1993, Nicholsakt
1991). Rozdily v elektroforetickych profilech bilkia mezi C. parvuma C. wrairi siln¢
podpdily identifikaci C. wrairi (Tilley et al. 1991). Celkayse ovSem tyto metody ukazaly
jako nepraktické, drahé a technicky n#mé. Neexistuje Zadna zaruka, Zemé druhy

nebudou mit stejné vysledkychto analyz.

1.3.5.4. Molekularni metody

Nedavné studie odhalily ohromujici mnozstvi gemkétipozmanitosti v ramci rodu
Cryptosporidium V poslednich letech se genetické rozdily staligokdym prvkem pi
definovani drub rodu Cryptosporidium Genetické rozdily koreluji s jinymi biologickymi
vlastnostmi, jako je spektrum hostitehebo infektivita. K determinaci se pouzivaji
konkrétni geny, jako nédiklad gen malé ribozomalni podjednotky ribozomu SRNA
ozn&ovany téZ jako 18S rRNA, gen proteingrst oocysty kryptosporidii COWP, gen pro
adhesivni protein kryptosporidiitipuzny thrombospondinu TRAP-C1 a dalSi. Genetické
znaky hraji vyznamnou roli fp vymezovani a wovani jednotlivych drulh rodu
Cryptosporidium(Sulaiman et al. 2002 et 2000, Xiao et al. 2000).
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2. Cile a hypotézy

2.1. Cil prace

Zpracovat literarni reSerSi o tématu. Vyieteprezentativni vzorek fjymové
stolice d&ti na kryptosporidie. Nalezené izolaty kryptospirigenotypizovat a podle
zjisttného druhuci genotypu usuzovat na zdroj infekce. Vyskyt krgporidii dat do

souvislosti s ¥kem, diagnozou a dalSimi vlivy.
2.2. Hypotézy

Hi: Na dtskych pfijmech se podili igvazré Cryptosporidiumparvum negastjsi
druh na naSem Uzemi se zoonotickym potencialem.

H,: Na dtskych pfijmech se podili vyznamini dalSi druhy kryptosporidii,

piedevSinCryptosporidium hominis
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3. Metodika
3.1. Charakteristika sledovaného souboru

Sledovany soubor se skladal z 67 osob (Tab. 2)¢ ktém poskytly vzorky stolice.
Z celkového p&tu byly 4 vzorky poskytnuty darci hospitalizovanyma infeknim
odcleni nemocnice Ceskych Budjovicich a.s., a 63 vzotknam bylo poskytnuto od
déarai prostednictvim laboratte parazitologie a mykologie v téZe nemocnici.

Pracovali jsme sdkem dard. Nekteri darci byli opravdu hodh mladi, kolem
1 roka. Jinym bylo kolem 15 let (Tab. 3). Také ndagmalo pohlavi dafg 29 bylo divek a
38 chlap@, coz odpovida 43 % divek a 57 % chlap¢ neposlednfad jsme se zajimali o
diagn6zu vySe zmbvanych darg stolice (Tab. 4).

Jméno, fijmeni a dalSi inicidly pacieninebyly uvadny.

Tab. 2:Sledovany soubor (darci)

Cislo Veék Pohlavi Diagnéza  Cislo Vek Pohlavi  Diagnoza
1 5 M R 104 35 13 M A 09
2 13 Z R 104 36 12 M R 509
3 14 Z K 219 37 15 Z R 104
4 7 M A 08 38 11 Z L 208
5 11 Z R 103 39 12 Z R 104
6 M R 104 40 11 M R 104
7 M R 104 41 12 Z R 104
8 10 M R 104 42 2 M R 104
9 13 Z R 104 43 2 M R 104
10 13 Z R 104 44 2 M R 104
11 13 Z R 104 45 6 Z R 104
12 14 Z R 104 46 6 Z R 104
13 14 Z R 104 47 7 M R 10
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14 14 Z R 104 48 10 Z R 104
15 4 M D 899 49 10 4 R 104
16 4 M D 899 50 Z R 104
17 4 M D 899 51 Z R 104
18 9 Z R 509 52 11 M A 099
19 4 M R 104 53 11 Z R 104
20 4 M L 130 54 12 M R 104
21 10 M F 480 55 10 Z B 80
22 M R 104 56 10 A B 80
23 M R 104 57 10 A B 80
24 12 M R 104 58 5 M K 519
25 10 M F 480 59 9 z J 028
26 12 M R 10 60 6 z R 10
27 12 M R 10 61 3 M R 104
28 9 M F 480 62 1 M R 509
29 7 M R 104 63 8 4 R 10
30 6 M R 104 64 2 M A 09
31 6 M R 104 65 2 M A 09
32 6 M R 104 66 2 z A 09
33 2 M R 509 67 1 z A 09
34 2 M R 509
Zdroj: Vlastni vyzkum
Tab. 3:Vékova struktura darcua
Vék darce Pdiet Patet (%)

1-3 11 16,4

4-6 15 22,4

7-9 11 16,4

10-12 20 29,9
13-15 10 14,9

Zdroj: Vlastni vyzkum
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Tab. 4:Diagnéza darai

Cislo diagnozy Diagndza Pocet
A 08 Strevni infekce viry a jingmi utenymi mikroorganismy 1
A 09 Jin& gastroenteritida a kolitida infeitho a NS pivodu 5
A 099 Gastroenteritida a kolitida nespecifickéhiovpdu 1
B 80 Enterobiéza — enterobiasis 3
D 899 Porucha tykajici se mechanisimunity NS 3
F 480 Neurastenie 3
J 028 Akutni zagt hitanu zgisobeny jinymi ugenymi organismy 1
K219 Gastroezofagedlni reflexni oneminirbez ezofagitidy 1
K 519 Ulcerdzni kolitida NS 1
L 130 Dermatitis herpetiformis 1
L 208 Jina atopicka dermatitida 1
R 10 Bfisni a panevni bolest 5
R 103 Bolest umistna do jinych mist dolnfasti k¥icha 1
R 104 Jin4 a neutena lisni bolest 35
R 509 Horéka NS 5

Zdroj: Vlastni vyzkum

" MKN-10 Mezinérodni statistika klasifikace nemogFaruzenych zdravotnich problém

3.2. Odbeér vzorki

K naSemu vyzkumu jsme pouzili vzorky, které bylyebdany do nesterilnich
nadobek samotnymi pacienty a naskedpracovany laboratb Po zpracovani labordfo
byly tyto vzorky poskytnuty nam k vyzkumu. Vzorkyrgekénino odéleni byly odebirany
piimo od @ti do jednorazovych papirovych plen.

Vzorky byly transportovany v uzaviratelné, gpldezinfikovatelné nadab Nejdelsi
interval mezi odbrem a zpracovanim vzorku byl 7 dni. Vzorky, kteggnohly byt ihned

po odiEru zpracovany, byly skladovanyipeplot 5°C.
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Jsem si ¥doma mozného vlivu transportu, skladovaniagového intervalu mezi

odbirem a zpracovanim vzorku na vysledky vyzkumu.

3.3. Metody

Vzorky byly vySeteny koncentréni metodou M.L.F.C., barvici metodou podle

Milacka-Vitovce a molekulaggenetickou metodou PCR (polymeréazaogtzova reakce).

3.3.1.Mikroskopické metody

3.3.1.1. M.L.LF.C.

Tato metoda p#t mezi koncentréni (sedimenténi) metody a pomoci ni iieme

diagnostikovat parazity ve stolici.

Pouzité roztoky:

MIF — 500 ml HO, 50 ml 40 % formaldehydu, 400 ml 0,1 % roztoku
metriolatu sodného (0,4 g/400 ml 96 % etanolu)ml@lycerinu

Lugolav roztok — 1 g krystalického jodu, 2 g jodidu diagéo (KJ), 100 ml
H.0

Postup metody:

Do zkumavky vloZime vzorek stolice velikosti hrachu

Pridame 5 ml roztoku MIF a 1 ml Lugolova roztoku.

Vzorek zhomogenizujeme.

Homogenni sis pefiltrujeme res gazu.

Do peefiltrovaného extraktu fimdame 6 ml éteru, zkumavku uzawme
gumovym Spuntem &dre roztepeme.

Centrifugujeme 2 minutyip1500 ot./min.

Vznikly prstenec odstranime Spejli a vzorek slijeme
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Sediment usazeny na&nkumavky pozorujeme pod mikroskopem.

K pozorovani jsem pouzila &elny mikroskop OLYMPUS BX 51 ip celkovém

zvétSeni 400x.

3.3.1.2. Barveni podle Mil&ka-Vitovce (1985)

Tato metoda slouzi k diagnostice oocyst kryptosjpiove stolici.

PouZzité roztoky:

Roztok methylvioleti - 0,6 g methylvioleti, 1 mliéinu, 1 g alkoholu, 70 ml
deionizované vody

Kyselina sirova — 2 % vodny roztok

Roztok tartrazinu — 1 % roztok tartrazinu v 1 %y octové

Postup metody:

Vzorek stolice rozéeme na podlozni sklo pomoci Spejle, vyture
rovnhongrny natr a nechame zaschnout.

Fixujeme methanolem v plameni.

Poté skléko se vzorkem barvime v roztoku methylvioleti pdod@0 minut.
Sklicko oplachneme dost&® vodou a nasledn diferencujeme v2 %
kyselirg sirové po dobu 2 minut.

Opet oplachneme vodou.

Nakonec dobarvime tartrazinem.

Sklicko oplachneme vodou, nechame zaschnout a pozorujeme

Obarveny preparat na skle jsem pozorovala podtekym mikroskopem
OLYMPUS BX 51 za pouziti olejového imerzniho roaigiki zvétSeni 1000x.
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3.3.2.Molekularni metody

Molekularni diagnostiku jsem pouzila na 12 vybranyezorki (Tab. 5).

Tab. 5:Vybrané vzorky pro diagnostiku pomoci molekularré genetické metody PCR

Cislo Vek Pohlavi Diagndza
1 5 M R 104
15 4 M D 899
19 4 M R 104
20 4 M L 130
22 4 M R 104
33 2 M R 509
34 2 M R 509
42 2 M R 104
43 2 M R 104
44 2 M R 104
61 3 M R 104
62 1 M R 509

Zdroj: Vlastni vyzkum

3.3.2.1. Izolace DNA ze vzorku stolice

Kizolaci DNA ze vzork jsem pouzila komeni set PSP Spin Stool DNA Kit
(Invitek). Pred samotnym procesem, jehoZz postup popisuji nigemjsi pipravila
Proteinase K lyofylizat rozpudtim pidanim 1,5 ml deionizované vody. Po rozgostse
Proteinase K lyofylizat skladuje fip -20°C. Dale jsem si fiedem odpipetovala do
ependorfky Elution Buffer D (200 pl/1 vzorek) a utdovala ho i 70°C.
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Postup:

200-400 mg stolice dame do Safe-Lock-Tubiggddgme sklesné kulicky o
praméru 0,5 mm a 1 ml Lysis Buffer P.

Material v ependorfce rozbijeme v homogenizatorustPFeep-24 (MP
Biomedicals) po dobu 1 minutyipychlosti 5,5 m/s.

Inkubujeme 10 minut #p 95°C v termostatu. Po inkubaci centrifugujeme
1 minutu @ 14 000 ot./min.

VesSkery supernatant rgneseme pomoci pipety do InviAdsorb-Tube,
15 sekund vortexujeme, 1 minutu inkubujem# laboratorni teplat a
centrifugujeme 3 minutyip14 000 ot./min.

Supernatant app prepipetujeme dctistych ependorfek a centrifugujeme
3 minuty @ 14 000 ot./min.

Do ¢istych ependorfek napipetujeme 25 ul Proteinasepiidame 400 ul
supernatantu, vortexujeme, inkubujeme 10 miu7@°C.

Pripipetujeme 400 pl Binding Buffer P, vortexujeme.

Veskery objem fepipetujeme do Spin Filter + Tube, inkubujeme 1utin
pii laboratorni teplata centrifugujeme 1 minutuigl4 000 ot./min.

Vylijeme odpad z ependorfky, napipetujeme 500 ukkh centrifugujeme
1 minutu @ 14 000 ot./min.

Opét vylijeme odpad z ependorfky, napipetujeme 800 \Wash I,
centrifugujeme 1 minutuipl4 000 ot./min.

Vylijeme odpad a ofi centrifugujeme 3 minutyipl4 000 ot./min.

Na kolonu dameistou ependorfku, napipetujeme 200 pl Elution Bufibe
(predeltatého) na kolonu a inkubujeme 3 minutylpboratorni teplat
Centrifugujeme 1 minutuip8 500 ot./min.

Ziskanou DNA uchovavameigeplot -20°C.
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3.3.2.2. Polymerazovéetézova reakce (PCR)

Pomoci metody PCR jsem pomnozila neboli amplifitavgen kdédujici malou
ribozomalni podjednotku (SSU rRNA) za pouzitegem navrZzenych primer(Tab. 6).
VSechny reakce byly provédy v celkovém objemu 20 ul. Seasti kazdé reakce byla
pozitivni i negativni kontrola. Reakce probihalydyzlvakrat a to v primarni amplifikaci a
sekundarni amplifikaci. Pro amplifikaci sekundamiproduktu byly pouzity 3 pul DNA
z primarni amplifikace. Amplifikace byly provéay v thermocycleru MJ Mini-Personal
Thermal Cycler (BIO-RAD).

Reakni cyklus za&al paiateni denaturaci i 94°C po dobu 3 minut, pak
nasledovalo 35 cykl sestavujicich se z denaturacé §4°C po 45 sekund, nasedani
primefi (annealing) B 55°C po 45 sekund, syntéza novéiettzce DNA @i 72°C po
dobu 60 sekund, kotieé dosyntetizovani (finalni extenze) novébtzce (i 72°C trvalo

7 minut. Rehled reagencii je uveden v Tab. 7, Tab. 8 a Tab. 9

Tab. 6:Primery

Primery Sekvence
Primarni PCR
SSU F1 TTC TAG AGC TAATAC ATG CG
SSU R1 CCC ATT TCC TTC GAA ACA GGA
Sekundéarni PCR
SSU F2 GGA AGG GTT GTATTT ATT AGA TAA AG
SSU R2 CTC ATAAGG TGC TGA AGG AGT A

Zdroj: Vlastni vyzkum
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Tab. 7:Reagencie pro primarni PCR

SSuU
Teplota pro nasedani priniet°C) 55
Reagencie Koncentrace Objem/1 vzorek (ul) Celkovybjem (ul)” = master mix

HO e 11, 30 169, 50
MgCl, 25 mM 1,20 18, 00
10Xbuffer ~ ---meeeeee- 2,00 30, 00
dNTP 10 mM 0, 40 6, 00
Forward 10 uM 0, 40 6, 00
Reverse 10 uM 0, 40 6, 00
BSA 10 mg/ml 0, 80 12,00
Taq 1U/1 ul 0, 50 7,50
DNA e 3,00 45, 00

celkem 20, 00 300, 00

Zdroj: Vlastni vyzkumByl pepattem na 15 vzork pro pipadné opakovani zidodu chybného pipetovani.

Tab. 8:Reagencie pro sekundéarni PCR

SSuU
Teplota pro nasedani priniief°C) 55
Reagencie Koncentrace Objem/1 vzorek (pl) Celkovybgem (ul)” = master mix

HO e 12,10 193, 60
MgCl, 25 mM 1, 20 19, 20
10Xbuffer ~  —memeeee 2,00 32,00
dNTP 10 mM 0, 40 6, 40
Forward 10 uM 0, 40 6, 40
Reverse 10 uM 0, 40 6, 40
Taq 1 U/ pl 0, 50 8, 00
DNA e 3,00 48, 00

celkem 20, 00 320, 00

Zdroj: Vlastni vyzkumByl pepattem na 16 vzork pro pipadné opakovani zidodu chybného pipetovani.
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Tab. 9:Reagencie pro PCR

Zkratka reagencie Nazev reagencie
H,O Deionizovana PCR voda
MgCl, Chlorid hagecnaty
10Xbuffer Pufr o pesré definované koncentraci soli a pH
dNTP Deoxyribonukleotid trifosfat
Forward Zasatesni primer
Reverse Konezny primer
BSA Howézi sérovy albumin
Taq Taq purple DNA polymeraza

Zdroj: Vlastni vyzkum

3.3.2.3. Gelova elektroforéza

Gelova elektroforéza je metoda pouzivana k ¢terd DNA fragmeni v agaroze
podle molekulovych hmotnostiipobenim elektrického pole.
PouZzité roztoky:
= 50x TAE pufr
e 242 g TRIS baze + 47,1 ml ledoveé kyseliny octové08 ml 9,5 M
EDTA
= Agaréza
» Ethidium bromid
= 100 bp DNA ladder
Postup:
= Agar6zu smichame s 1x TAE a rozpustime v mikrovinoebs.
= Vznikly roztok zchladime fiblizn¢ na 40°C a fjdame ethidium bromid tak,
aby jeho koncentrace v gelu byla 0,5 pg/ml.
= Vzniklou smés nalijeme do fedem pipraveného noge s vloZzenym

hiebenem a nechame ztuhnout.
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= Ztuhly gel vloZzime do elektroforetického tanku #jemne pufrem (1x TAE).

» Do jamek po febenu naneseme vzorky z PCR.

» Provedeme elektroforézutiip70 V po dobu nezbyth nutnou k separaci
sledovanych fragmeint

= Provedeme detekci fragmé&nna UV transiluminatoru ip vinové délce
302 nm.

Vysledek byl zaznamenan pomoci kamery déitade.
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4. Vysledky

4.1. Mikroskopické metody

4.1.1.M.l.LF.C.

Pomoci koncenttai metody M.I.LF.C. nebyli ve stolici Zzadného z 6Zonki
nalezeni Zadni mnohobéni ¢i jednoburéni paraziti (Tab. 10).

Tab. 10:Vysledky vySefeni vzorki stolice pomoci metody M.I.F.C.

Cislovzorku  Hodnoceni  Cislovzorku  Hodnoceni Cislovzorku  Hodnoceni

1 - 24 - 47 -
2 - 25 - 48 -
3 - 26 - 49 -
4 - 27 - 50 -
5 - 28 - 51 -
6 - 29 - 52 -
7 - 30 - 53 -
8 - 31 - 54 -
9 - 32 - 55 -
10 - 33 - 56 -
11 - 34 - 57 -
12 - 35 - 58 -
13 - 36 - 59 -
14 - 37 - 60 -
15 - 38 - 61 -
16 - 39 - 62 -
17 - 40 - 63 -
18 - 41 - 64 ]
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19 - 42 - 65 -

20 - 43 - 66 -
21 - 44 - 67 ]
22 - 45 -
23 - 46 -

Zdroj: Vlastni vyzkum

4.1.2.Barveni podle Mil&a-Vitovce

Pomoci této barvici metody nebyla zjisa gitomnost oocyst kryptosporidii
v Zadném ze vzotkstejre jako v fedchozim fipad (Tab. 11).

Tab. 11:Vysledky vySe¥eni vzorki stolice pomoci barvici metody Miléek-Vitovec

Cislo vzorku Hodnoceni  Cislo vzorku Hodnoceni  Cislo vzorku Hodnoceni

1 - 24 - 47 -
2 - 25 - 48 -
3 - 26 - 49 -
4 - 27 - 50 -
5 - 28 - 51 -
6 - 29 - 52 -
7 - 30 - 53 -
8 - 31 - 54 -
9 - 32 - 55 -
10 - 33 - 56 -
11 - 34 - 57 -
12 - 35 - 58 -
13 - 36 - 59 -
14 - 37 - 60 -
15 - 38 - 61 -
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16 - 39 - 62 -

17 - 40 - 63 -
18 - 41 - 64 -
19 - 42 - 65 -
20 - 43 - 66 -
21 - 44 - 67 -
22 - 45 -

23 - 46 -

Zdroj: Vlastni vyzkum
4.2. Molekularni metody
4.2.1.Polymerazovéetézova reakce (PCR)
VyuZitim této metody, ktera umbidje detekovat DNA parazitaiippmného ve
stolici a byla pouzita na 12 vybranych vzibrisme ot neziskali Zadny pozitivni vysledek

(Tab. 12).

Tab. 12:Vysledky vySe¥eni vzorki stolice pomoci metody PCR

Cislo vzorku Hodnoceni  Cislo vzorku Hodnoceni  Cislo vzorku Hodnoceni

1 - 22 - 43 -
15 - 33 - 44 -
19 - 34 - 61 -
20 - 42 - 62 -

Zdroj: Vlastni vyzkum
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5. Diskuse

Cilem mé préce bylo zjistit, zda se n&sttych pijmech podileji paraziti z rodu
Cryptosporidium K detekci parazit bylo pouzito wkolik metod. Koncentrni
(sedimentani) metoda M.I.F.C., diky které imeme diagnostikovat parazity ve stolici.
Barvici metoda dle Mikka-Vitovce, ktera slouZi k diagnostice oocyst kogmoridii ve
stolici. Pro svoji ¥tSi citlivost byla pouzita téz molekularni metogalymerazovaettzova
reakce (PCR). Studie byla provedena v rozsahu Géteni vzorki stolice. Molekulara
bylo vySeteno 12 vybranych vzoik kvili potizim v laboratéi (porouchany beetbeater
neumoznil izolaci DNA z#Siho mnoZstvi vzoif). Vyskyt parazitk zrodu
Cryptosporidiunnebyl prokazan ani v jednom ze vzibrk

Prace HajduSek et al. 2004 studovala rozmanitakt @yptosporidiumu riznych
hostitehi véetns ¢lovéka na GzemCeské republiky. VyS#bvany byly oocysty ziskané ze
vzorka vody z vodni nadrze. K &eni druhu kryptosporidii byla pouZita PCR SSU rRaIA
identifikace proteinu shy oocyst kryptosporidii (COWP). Bylo vy$eho 26 izolat, v 19
z nich byly identifikovany oocystyC. parvum Dale byly zjiS¢ény oocystyC. hominis
andersoni meleagridis serpentis baileyi, saurophiluma felis. Pomoci COWP, ktera byla
aspEsna u 20 izoldt, byly zjiS€ny oocysty pedevSimC. parvum U dvou izolal z Velké
BritAnie bylo potvrzeno zji&hi C. hominisa C. meleagridisna zaklad sekvence geh
Analyzy ukazaly velkou rozmanitost driuhrodu Cryptosporidium v tomto regionu.
lidskych infekci u nas.

Ukazalo se tedy, Ze na naSem Uzemétil greviadaji infekceC. parvumna rozdil
od jinych oblasti, kdeipvazujeC. hominis(HajduSek et al. 2004).

Xiao et al. nasli 5 druhroduCryptosporidiumu déti v Limée, Peru a zjistili pevahu
C. parvumlidského genotypu@. hominiy. V 67 pipadech z 85 vySeinych vzork.
Identifikace tohoto druhu byla prov&th pomoci genotypové analyzy RFLP a SSU rRNA
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genotypizace. Déle byly identifikovang. parvumbovinniho genotypu, psiho genotypu,
C. meleagridisaC. felis(Xiao et al. 2001).

Mor et Tzipori zvéejnili studii provedenou v subsaharské Africe o
kryptosporidiozach &i ve wku 6-36 ngsial. Opst zde pgevazovala infekce€. hominis
Déti byly ¢asto podvyzivené a velké procento jich bylo HIV igenich. Toto zjiseéni Ize
také gikladat Spatnym hygienickym podminkam (Mor et Tzif008).

O’Brien et al. provedli studii, ktera se tykalajsédo problému jako vipdchozich
piipadech. VySdbvaly 50 vzork stolice od dti s gastrointestinalnimi problémy a 7 izélat
od telat krmenych mlékem. U studigtidbylo zjiS€no C. hominisv 41 gipadech. U vSech
telat byly zjis€ny C. parvum(O’Brien et al. 2008).

InfekceC. hominisprevliada nadC. parvumi v dalSich regionech, jako nidklad ve
Velké Britanii (Patel et al. 1998, McLauchlin et &000) nebo na Haiti (Raccurt et al.
2006).

Prace Chmelik et al. 1998 odhalila kryptosporidikoj pivodce péjma déti v nas
v Ceské republice. Tato studie byla provedena v lete@92-1996. V této perigdbylo
zjisténo celkem 34 fipadh C. parvumenteritid. \&k pacient: byl v rozsahu 5-93 #siai, 6
z nich bylo mladSich 12 &siai. 59 % dti byli chlapci. Ve studii bylo zkoumano celkov
198 dti. VSechny dti vykazovaly znamky gastrointestinalni poruchfgyazre s vodnatym
prijmem. Rivodce nebyl zjign v 92 gipadech. Ve 110 izolatech od zbylych 106 paéient
bylo C. parvumidentifikovano v 11 %. DalSimi identifikovanymi fegeny byly rotaviry,
Salmonella Campylobacter adenoviry a dalSi. U 12 %gtdl nebylo C. parvumjediné
etiologické agens, ve vzorku byly nalezeny i jirstqgeny, udchto dti bylo C. parvum
zjistétno nadhodw a pravépodobré pouze jako spolupatogen. Patogeny byly identiféoy
pomoci parazitologickych testByla pouzita koncenttai (sedimenténi) metoda M.1.F.C.
a barveni podle Mikka-Vitovce. Prace je z doby, kdy molekularni chegagtika izolal
jes€ nebyla rutind zavedena a po#jl byly analyzovany pouzeékteré z nich (Hajdusek
et al. 2004). Proto jsme povazovali za rozumné gedobnému souboru paciéntratit a

ziskané izolaty molekulagranalyzovat.
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Predpokladala jsem, Ze s pouZzitim PCRspji k druhové determinaci aiskych
kryptosporidiovych pijma a owiim tim hypotézy o podileni €& parvumaC. hominisna
détskych pfijmech.

Moje studie se zabyvala v podstatejnym souborem paciénkze stejné spadové
oblasti jako studie Chmelika et al. 1998tefl0 jsem dosga pouze k negativnhim
vysledikim. Tento negativni nalez a rozdil otegdchozi studie by mohl mitkolik pficin.

V praci Chmelika et al. 1998 byly vybrany pouz¢ d prijmy, ja jsem nila za celou dobu
sledovani pijmovych stolic malé procento, i kdyZz v mém soubgi@vazovaly éti

s gastrointestinalnimi potizemi. DalS¥ignou mého negativniho vysledku mohl byt
nedostatek vzoik ale ffece jen dostatek k tomu, aby bylkteré pozitivni, pokud by byla
situace stejna jakaed 13 lety.

DalSim vys¥tlenim mize byt fakt, Ze klesa prevalence infeich pGjmu obecr.
Vroce 2005 bylo Ceské republice hlaeno celkem 72692 infésh prijmovych
onemockni, z toho vice nez polovinu tiity prajmy déti, nejpostize®Si skupinou jsou
déti od 1 do 4 let (AmbroZovéa 2006). V roce 2009 bigldSeno celkem 43 592¢pmovych
onemockni (Ambrozova 2010). &&jme klesa i samotny podil kryptosporidii jakéymdai
téchto phajma. Kryptosporidie se na naSem Uzemicasgji pienaSeji progednictvim
kontaminované vody a to jak pitné, uzitkové takkre&ni. Mensi vyskyt proto f¥e byt
vyswtlen i lepSi kvalitou pitné vody. Téth vSude v naSem regionu byly v poslednich
letech zavedeny vodovody, a pokud gkde jako pitna vyuZiva voda ze studnéesto se
alespa détem podava balena voda. V poslednich letech se vé&e dba na zlepSeni
technologii Upravy vody pro vodovodnitsiPro zamezeni #&ni kryptosporidii je
nejdilezitejSi kvalitni filtrace vod.

Mé& studie neprokazala vyskyt kryptosporidii u zdwn&e sledovanychétd. Na
zékladt vysledki jinych studii zkoumajicich podobné soubory jediday bylo jis€ na

mist provedeni rozséhlejSiho vyzkumu, zahrnujicitidivoaet vzorki.
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6. Zavér

I. Ve vySetovaném souboru vzoikstolice @ti od 1-15 let nebyly kryptosporidie

prokdzany ani mikroskopickou ani molekularni te&bni
[I.  Tento negativni vysledek e byt odrazem skuteosti, Ze v posledni déb

dochazi pedevsim vlivem kvalitni pitné vody k poklestiestnich infekci obeah prijmu u

déti obecr a podilu kryptosporidii na fiymech dti.
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