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Abstrakt 

Cílem této práce bylo zjistit, jaký vliv má tělesná teplota hostitele a pH prostředí na 

excystaci a zachování infekce schopnosti oocyst žaludečních kryptosporidií hlodavců. 

Dále byla prozkoumána infektivita nevyexcystovaných oocyst. Imunodeficitní SCID 

myši (Mus musculus) byly infikovány oocystami C. proliferans, následně byl odebírán 

jejich trus a byly prováděny jednotlivé experimenty. Byl zkoumán vliv teploty na ex-

cystaci, kdy byly oocysty vkládány do vodní lázně vytemperované na příslušnou tep-

lotu (32–44 °C) a dále vliv pH, kdy byly oocysty vystaveny roztokům o různé hodnotě 

pH (2–7). Za pomoci průtokového cytometru byla následně prováděna buněčná sepa-

race a zjištěné hodnoty byly zapisovány do tabulek. Nejvíce oocyst excystovalo při 

teplotě 40 °C a při pH 7. Dále byla provedena pitva nakažených myší, pro zjištění 

infekčnosti oocyst z různých částí trávicí soustavy. Všechny odebrané vzorky oocyst 

byly infekční pro následného hostitele. Dále byly provedeny infekční experimenty, 

kdy bylo zjištěno, že nevyexcystované oocysty vystavené účinkům SAVA a labora-

torní teploty si zachovávají svou infekce schopnost. Oproti tomu sporozoiti oocyst, 

které excystovaly, byly náchylní jak k SAVU, tak k laboratorní teplotě a schopnost 

infekce následného hostitele tak ztratily. 

Klíčová slova: Cryptosporidium spp.; kryptosporidióza; excystace; infekce; hlodavci 

 

 

 

 



Abstract 

The aim of this study was to determine the effect of host body temperature and en-

vironmental pH on the excystation and preservation of the ability to infection of rodent 

gastric cryptosporidia oocysts. The infectivity of unexcysted oocysts was further ex-

amined. Immunodeficiency SCID mice (Mus musculus) were infected with C. prolif-

erans oocysts, then their faeces were collected and individual experiments were per-

formed. The effect of temperature on excystation, when oocysts were placed in water 

baths at the appropriate temperature (32–44 °C) and the effect of pH, when oocysts 

were exposed to solutions of different pH (2–7), was investigated. Cell separation was 

then performed using a flow cytometer and the values obtained were recorded in the 

tables. The most oocysts excysted at 40 °C and pH 7. An autopsy of infected mice was 

also performed to determine the infectivity of oocysts from various parts of the diges-

tive system. All taken oocyst samples were infectious for the subsequent host. Infec-

tion experiments, which were further carried out revealed, that unexcysted oocysts ex-

posed to hypochlorite and laboratory temperatures retain their ability to infect. In con-

trast, the oocyst sporozoites that excysted were susceptible to both hypochlorite and 

room temperature, thus losing the ability infect the subsequent host. 
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Úvod 

Kryptosporidie jsou kosmopolitně rozšíření paraziti, kteří infikují převážně buňky 

gastrointestinálního a dýchacího traktu obratlovčích hostitelů. Zástupci rodu Cryp-

tosporidium jsou nebezpeční jak pro hospodářská zvířata, tak i pro člověka (Current a 

Garcia, 1991). Doposud bylo popsáno 49 platných druhů a více než 100 genotypů, 

z nichž je přibližně 20 infekčních pro člověka – nejčastěji hlášené infekce u lidí jsou 

způsobeny druhy C. parvum a C. hominis (Holubová et al., 2019; Ježková et al., 2021; 

Xiao, 2010). 

Jednotlivé druhy kryptosporidií se liší místem infekce. Některé parazitují ve stře-

vech, zatímco jiné primárně v žaludku. Dále se od sebe tyto dvě skupiny kryptosporidií 

navzájem odlišují velikostí a tvarem oocyst, kdy oocysty žaludečních kryptosporidií 

jsou větší než ty, které se vyvíjejí ve střevě. Vzhledem k relativně nízké patogenitě 

jsou žaludeční kryptosporidie na okraji zájmu a doposud bylo provedeno málo studií. 

Místo infekce má zásadní vliv na podmínky, při kterých infekční oocysty excystují 

v těle hostitele a začíná proces infekce (Kváč et al., 2013; Neumayerová a Koudela, 

2008; Xiao et al., 2004). Proces je ovlivněn řadou faktorů, jako je teplota, pH, koncen-

trace žlučových solí, oxidu uhličitého, či pankreatických a proteolytických enzymů, 

kdy právě teplota je považována za jeden z významných činitelů ovlivňujících života-

schopnost oocyst. Do současné doby bylo provedeno jen omezené množství studií za-

bývajících se faktory ovlivňujících excystaci (Fayer a Leek, 1984; Curtiss et al., 2015).  

Většina studií zabývajících se excystací kryptosporidií byla zaměřena na druhy 

infikující střevní epitel hostitelů. U žaludečních druhů se předpokládá, že pro excystaci 

je třeba pouze zvýšené teploty. Tento předpoklad má však řadu nedostatků a nevysvět-

luje fakt, že nově vytvořené oocysty žaludečních kryptosporidií neexcystují v těle hos-

titele při několika hodinovém průchodu zažívací soustavou hostitele (Smith et al., 

2005). 

Z tohoto důvodu jsme se zaměřili na studium faktorů ovlivňujících excystaci ža-

ludečních kryptosporidií infikujících hlodavce.  
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1 Literární přehled 

1.1 Historie kryptosporidií 

Tyto organismy byly poprvé popsány Ernestem Edwardem Tyzzerem již na počátku 

20. století, kdy zjistil jejich přítomnost ve sliznici žaludku laboratorních myší a proká-

zal, že se oocysty vylučují společně s exkrementy. Tento druh pojmenoval Cryptospo-

ridium muris (Tyzzer, 1907). O několik let později popsal další druh, který detekoval 

v tenkém střevě laboratorních myší a nazval jej Cryptosporidium parvum. Určil, že 

oocysty C. muris jsou větší, než oocysty C. parvum (Tyzzer, 1912). Roku 1955 popsal 

Slavin druh C. meleagridis u krůt (Slavin, 1955). Zájem o tohoto parazita vzrostl roku 

1970, kdy byly popsány první infekce kryptosporidií u telat a o šest let později u člo-

věka (Panciera et al., 1971; Meisel et al., 1976; Nime et al., 1976).  

V současné době je známo velké množství druhů a genotypů kryptosporidií, které 

je obtížné od sebe odlišit na základě morfologických znaků. Jedinou možností pro spo-

lehlivou determinaci druhů a genotypů je použít molekulární metody (El-Alfy a 

Nishikawa, 2020). 

1.2 Kryptosporidie a kryptosporidióza 

Kryptosporidie jsou jednobuněční paraziti  rodu Cryptosporidium infikující gastroin-

testinální trakt, případně další orgány, většiny obratlovců, včetně člověka (O'Dono-

ghue, 1995). Dlouhou dobu byly řazeny mezi kokcidie, z důvodu podobnosti jejich 

vývojového cyklu, ale na základě molekulárních studií byla zjištěna podobnost s gre-

garinami z kmene Apicomplexa. Kryptosporidie mají, pro tento kmen charakteris-

tický, apikální komplex, který slouží k průniku do hostitelské buňky. K nákaze dochází 

nejčastěji fekálně-orální cestou, přes kontaminovanou vodu, krmivo, nepasterizované 

mléčné výrobky, či přímým kontaktem s nakaženým člověkem/zvířetem (Levine, 

1988; Gait et al., 2008; Cacció, 2005; Dillingham et al., 2002). Po vniknutí do orga-

nismu způsobují onemocnění zvané kryptosporidióza, které se nejčastěji projevuje 

průjmem, dehydratací a ztrátou tělesné hmotnosti (Xiao et al., 2004). Průběh však zá-

leží na věku, imunitním systému, celkovém zdraví jedince a dalších faktorech. Roku 

1986 byla popsána studie, kdy imunokompetentní pacienti trpěli symptomatickou 

kryptosporidiózou, někteří asymptomatičtí však pouze vylučovali oocysty. Při dobrém 

zdravotním stavu hostitele je průběh většinou bez příznaků (Jokipii a Jokipii, 1986). 
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1.3 Vývojový cyklus kryptosporidií 

Životní cyklus kryptosporidií je jednohostitelský a má čtyři fáze: excystace, merogo-

nie, gametogonie a sporogonie. V momentu, kdy se oocysta dostane do těla hostitele, 

dojde k otevření její stěny v místě nazývaném sutura a následně dochází k uvolnění 

čtyř infekčních sporozoitů (excystace), kteří se pohybují klouzavým pohybem 

(Okhuysen a Chapell, 2002). K nákaze stačí jen velmi malé množství oocyst (Tyzzer, 

1910; Zambriski et al., 2013). Sporozoiti vyhledají povrch sliznice hostitele, ke kte-

rému se připojí díky apikálnímu komplexu a infikují epiteliální buňky tenkého střeva, 

sliznice žaludku nebo dýchacího traktu. Lokalizace cyklu je ale druhově specifická, 

byly hlášeny případy i mimo gastrointestinální či dýchací trakt – oko, močový měchýř, 

lymfatické uzliny, děloha, pochva, vaječníky a varlata či játra (Wetzel et al., 2005; 

Sponseller et al., 2014; Baskin, 1996; Fleta et al., 1995; Kahn et al., 1987).  

Další fází je merogonie (nepohlavní rozmnožování), která nastává po přeměně 

sporozoitů na jednojaderné trofozoity a po rozdělení jejich jádra dochází k nepohlav-

nímu rozmnožování za vzniku merontů dvou typů – z prvního typu vzniká šest až osm 

merozoitů, kteří infikují další hostitelské buňky. Druhý typ merontů spouští gameto-

gonii – pohlavní rozmnožování (Current a Reese, 1986). 

Z merontů druhého typu vznikají gamonti, kdy samčí jsou mikrogamonti a samičí 

makrogamonti. Z mikrogamontů vznikají mikrogametocyty se čtrnácti až šestnácti bi-

číkatými mikrogametami. Mikrogamety oplodňují makrogamety, které vznikají ze sa-

mičích makrogamontů, tím vzniká zygota, která se dále vyvíjí v oocystu (Current et 

al., 1987). 

Poslední fází vývojového cyklu je sporogonie, při které dochází k endogenní spo-

rulaci vzniklé zygoty. Dotváří se čtyři sporozoiti a výsledkem je zralá oocysta, která 

je infekční pro další hostitele ihned po vyloučení z toho původního (Fayer, 1997). 

Bylo zjištěno, že infekce střevním druhem C. parvum vykazuje kratší prepatentní 

období a rychlejší výskyt zralých oocyst v hostitelském trusu než žaludeční druh C. 

proliferans (Melicherová et al., 2014; Tzipori, 1983). 

1.4 Hostitelská specifita kryptosporidií 

Jednotlivé druhy kryptosporidií se od sebe odlišují svou hostitelskou specifitou. Ně-

které mají širokou specifitu, některé jsou typické pouze pro určitou skupinu obratlovců 

a jiné jen pro jeden konkrétní druh hostitele (Fayer et al., 2007). Například nejvíce se 

vyskytující druh C. parvum má široké spektrum hostitelů, mezi které patří většina 

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/oocysts
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savců, včetně lidí a hospodářských zvířat. Oproti tomu se druh C. hominis vyskytuje 

pouze u člověka. Byly však hlášeny případy nákazy u prasat a jehňat či u dugonga 

(Bankier et al., 2003; Santoro et al., 2019; Feng et al., 2018; Giles et al., 2001; Ebeid 

et al., 2003; Morgan et al., 2000). Dalším druhem je C. meleagridis, který je hlášen u 

savců a ptáků (Xiao, 2010; Silverlås et al., 2012; Wang et al., 2014). Druh C. ubiqui-

tum, který má nízkou hostitelskou specifitu, je kromě lidí běžně detekován u malých 

přežvýkavců (Fayer et al., 2010; Li et al., 2014; Xu et al., 2019). Druh C. suis je mo-

mentálně nejčastěji se vyskytující kryptosporidií u prasat, a to především u selat. 

Kromě prasat byla prokázána vnímavost i u telat (Kváč et al., 2009; Enemark et al., 

2003). K druhu C. erinacei jsou vnímaví ježci, ale byl prokázán i u člověka (Kváč et 

al., 2014). 

1.5 Tkáňová specifita kryptosporidií 

Jednotlivé druhy a genotypy kryptosporidií mají různou tkáňovou specifitu. Orgánová 

specifita je pro kryptosporidie typická, lze je touto cestou od sebe lépe odlišit, ale nelze 

ji používat pro diagnostiku jednotlivých druhů. Mohou parazitovat v různých místech 

trávicí trubice. Některé druhy jsou primárně v tenkém střevě – C. tyzzeri, C. bovis, C. 

canis, C. ryanae či C. wrairi (Ren et al., 2012; Fayer et al., 2005; Fayer et al., 2001; 

Fayer et al., 2008; Vetterling et al., 1971), jiné v tlustém střevě – C. ratti, C. ornitho-

philus, C. microti, C. occultus (Ježková et al., 2021; Holubová et al., 2020; Horčičková 

et al., 2019; Kváč et al., 2018). Druhy C. meleagridis či C. parvum parazitují jak v ten-

kém, tak v tlustém střevě (Slavin, 1955; Upton a Current, 1985). Další druhy v žaludku 

– viz. Tabulka 1. Dále např. druh C. baileyi, který parazituje jak ve střevech, tak ve 

velké míře i v dýchacích či močových cestách (Current et al., 1986) nebo C. avium, 

který má kromě tenkého a tlustého střeva afinitu i k ledvinám, močovodu a kloace 

(Holubová et al., 2016). 

1.6 Lokalizace kryptosporidiových infekcí 

Dle lokalizace infekce rozeznáváme dva typy kryptosporidií: žaludeční a střevní. In-

fekce vyvolané žaludečními kryptosporidiemi mají většinou asymptomatický průběh, 

naopak infekce způsobené těmi střevními jsou často provázeny silnými průjmy, de-

hydratací, zvracením, horečkou a malátností. Oocysty žaludečních kryptosporidií jsou 

oproti střevním větší a oválné. Žaludeční druhy kryptosporidií jsou méně odolné vůči 

vnějším vlivům a jejich infekčnost ve srovnání se střevními kryptosporidiemi rychle 
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klesá (Taylor et al., 1999; Fayer ,2003; Thompson et al., 2005; Kváč et al., 2013; 

DuPont et al., 1995; Kváč et al., 2018). 

 

1.6.1 Žaludeční kryptosporidie 

Tabulka 1 – Seznam platných druhů žaludečních kryptosporidií 

 

1.6.2 Druhy žaludečních kryptosporidií hlodavců 

Cryptosporidium proliferans 

Druh nejprve známý jako C. muris, kmen TS03, avšak po výsledcích studie Kváč et 

al. (2016) popsán jako samostatný druh C. proliferans. Charakteristickým hostitelem 

tohoto druhu jsou hlodavci a místem infekce je žaludek. Je ale známo, že neinfikuje 

nežláznatou část žaludku. Rozměry oocyst jsou 6,8–8,8 μm (7,7 μm) × 4,8–6,2 μm 

(5,3 μm), přičemž v každé oocystě jsou přítomni čtyři sporozoiti. Jsou delší a užší než 

oocysty druhu C. muris a také se velikostně významně liší od oocyst střevních druhů 

kryptosporidií (Fayer a Xiao, 2008; Melicherová et al., 2014; Ghazy et al., 2015). Pre-

patentní perioda (tj. doba od pozření oocysty až po okamžik vylučování nově vznik-

lých oocyst) je 6–21 dní v závislosti na druhu hostitele, patentní perioda (doba vylu-

čování oocyst) může trvat několik dní, měsíců či let (Kváč et al., 2016).  

Druh Hostitel Autor 

C. muris hlodavci Tyzzer, 1907 

C. serpentis plazi Levine, 1980  

C. reichenbachklinkei ryby Paperna a Vilenkin, 1996  

C. galli ptáci Pavlásek, 1999 

C. andersoni skot Lindsay et al., 2000 

C. fragile obojživelníci Jirků et al., 2008 

C. huwi ryby Ryan et al., 2015 

C. proliferans hlodavci Kváč et al., 2016 

C. proventriculi papoušci Holubová et al., 2019 

C. bollandi ryby Bolland et al., 2020 
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Cryptosporidium muris 

Druh byl popsán již roku 1907 v žaludku laboratorních myší (Tyzzer, 1907). Typic-

kým hostitelem jsou hlodavci (myši, potkani, hraboši, pískomilové), ale byly popsány 

přirozené nebo experimentální infekce u přežvýkavců (ovce, kozy, velbloudi). Stejně 

jako C. proliferans neinfikuje nežláznatou část žaludku hlodavců nebo předžaludky 

přežvýkavců. Dále byla popsána omezená vnímavost u psů, koček a u člověka (Fayer, 

1990; Fayer et al., 1991; Anderson, 1991; Fayer et al., 1997; Lupo et al., 2008; Aydin 

a Özkul, 1996; Hůrková et al., 2003; Katsumata et al., 2000). Infekce probíhá ve vět-

šině případů bez příznaků a bez viditelných změn na orgánech. Rozměry oocyst jsou 

5,5–7 μm (6,3 μm) × 7,5–9,8 μm (8,4 μm). Délka prepatentní periody je u laborator-

ních myší 7–12 dní (Iseki, 1986; Kváč et al., 2008). 

1.7 Excystace kryptosporidií 

Žaludeční kryptosporidie jsou přizpůsobené k životaschopnosti a excystaci vlivem ky-

selého prostředí žaludku, ve kterém by střevní kryptosporidie nepřežily – ty excystují 

až účinkem proteolytických enzymů, žluče a trypsinu ve střevě (Fayer a Ungar, 1986). 

O podmínkách nezbytných pro excystaci žaludečních kryptosporidií toho není 

mnoho známo. Naopak proces excystace u střevních druhů, zejména u druhu C. par-

vum, byl velmi dobře prozkoumán. In vitro studie se snaží simulovat přirozený prů-

chod oocysty hostitelem. Je známo, že oocysty C. andersoni jsou schopny v in vitro 

podmínkách excystovat pouze vlivem vyšší teploty ve vodním prostředí, přičemž byly 

použity teploty odpovídající teplotě těla hostitele ~ 38 °C (Fayer a Leek, 1984; Wid-

mer et al., 2007; Li et al., 2021). Velmi často je jak u střevních, tak i žaludečních 

kryptosporidií používáno vystavení oocyst různým koncentracím chlornanu sodného, 

který simuluje průchod oocyst žaludkem (Fayer, 1995; Siripanth et al., 2004). Wood-

manse (1987) a Reduker a Speer (1985) uvádějí, že pro excystaci bovinních kryptospo-

ridií v in vitro podmínkách není zapotřebí trypsin ani jiné proteázy, stačí oocysty za-

hřát na tělesnou teplotu hostitele. Nezbytné je však oocysty před excystací vystavit 

účinkům chlornanu sodného a při excystaci taurocholátu sodnému (Woodmanse, 

1987; Reduker a Speer, 1985; Gold et al., 2001). Nejvhodnějším médiem podporujícím 

vysokou rychlost excystace a motilitu sporozoitů C. parvum je RPMI 1640 a 5% bo-

vinní sérový albumin (BSA) (Melicherová et al., 2016) a ideální pH pro úspěšnou ex-

cystaci a přežití sporozoitů je 6,8–7,4 (Woodmansee, 1987). Melicherová et al. (2016) 

experimentálně popsali, že při excystaci druhu C. muris byly často uvolněny jen tři 
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sporozoiti, čtvrtý buď opustil oocystu později, nebo zůstal uvězněn ve stěně oocysty. 

Výsledky studie tak naznačují, že úspěšná excystace oocyst není omezena života-

schopností všech čtyř sporozoitů. Některé studie dále tvrdí, že ošetření oocyst chlor-

nanem sodným může mít nežádoucí účinky jak na excystaci, tak na samotné oocysty, 

jelikož v důsledku inkubace v chlornanu sodném dochází ke ztenčení stěny oocysty 

(Smith et al., 1988). Výsledky studie od Modolo et al. (1994) uvádí, že po 30 minutách 

expozice oocyst v chlornanu sodném získaly načervenalý nádech, což znesnadnilo je-

jich identifikaci. 

V současné době je pro excystaci střevních kryptosporidií používáno několik růz-

ných metodik, které se od sebe liší koncentrací použitých reagencií, časem excystace 

nebo teplotou při ošetření oocyst před excystací (Rasmussen et al., 1995; Harris a Pe-

try, 1999; Korich et al., 1990; Black et al., 1996; Gut a Nelson, 1999; Rennecker et al., 

1999), zatímco pro excystaci žaludečních kryptosporidií je využíváno pouze zahřátí 

oocyst na teplotu 38 °C (Melicherová et al., 2018). 

1.8 Léčba kryptosporidiových infekcí 

Proti kryptosporidióze dosud nebyla vyvinuta žádná účinná léčba, což staví do nebez-

pečí jak jedince se špatnou imunitou, tak imunodeficientní pacienty s AIDS (Flanigan 

a Soave, 1993; Maggi et al., 2000). V současné době je nitazoxanid jedinou prokáza-

nou antiparazitární léčbou proti kryptosporidiovým infekcím, nicméně tento lék není 

účinný při léčbě imunodeficitních jedinců, u kterých dochází i přes léčbu k opakova-

ným relapsům infekce (Sparks et al., 2015; Checkley et al., 2015; Rossignol et al., 

2001; Theodos et al., 1998). V řadě dalších studií bylo vyzkoušeno velké množství 

medikamentů, žádný z nich nebyl nijak zvlášť účinný, pouze v některých případech 

nepatrně snižoval množství vylučovaných oocyst, či zkracoval délku trvání infekce 

(Lindsay et al., 1987; White et al., 1994; Griffiths et al., 1998; Hornok et al., 1999). 

Halocur je v současné době jedním z nejčastěji používaných léčiv ve veterinární me-

dicíně, jehož účinek výrazným způsobem omezuje množství produkovaných oocyst 

nakaženým jedincem. Nicméně bez aktivního zapojení imunitního systému hostitele 

by nedošlo ke zvládnutí infekce. Primárním řešením je nezbytná symptomatická léčba 

ve formě rehydratace a náhrady elektrolytů (Trotz et al., 2011; Thompson et al., 2005).  
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1.9 Prevence proti kryptosporidiovým infekcím 

Preventivní opatření patří k základní ochraně zdraví zvířat a lidí před infekcí. Je ne-

zbytné dodržovat základní hygienická opatření omezující kontakt jedince s kontami-

novaným prostředím a infikovanými jedinci, např. výstavbou kanalizací a izolací po-

zitivních jedinců. Vzhledem k vysoké odolnosti oocyst vůči podmínkám vnějšího pro-

středí a dezinfekčním prostředkům je obtížné při výskytu tohoto parazita eliminovat 

(Barbee et al., 1999). Nedávné studie prokázaly, že oxid chloričitý (ClO2) je účinnější 

dezinfekční prostředek než volný chlor (Chauret et al., 2001). Hlavní faktor, který 

ovlivňuje životaschopnost oocyst, je však teplota – jak extrémně vysoké, tak extrémně 

nízké teploty dokážou oocysty spolehlivě zničit (Fujino et al., 2002; Fayer, 2004; Fa-

yer a Nerad, 1996). 
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2 Cíle práce 

• Studovat vliv tělesné teploty hostitele a pH prostředí na excystaci oocyst žalu-

dečních kryptosporidií infikujících hlodavce. 

• Pomocí in vitro experimentů popsat efekt studovaných vlivů na excystaci oo-

cyst a životaschopnost sporozoitů. 

• Pro studie použít druh Cryptosporidium proliferans. 

• Zpracovat výsledky příslušnými statistickými metodami a porovnat je s publi-

kovanými údaji. 
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3 Materiál a metodika 

3.1 Materiál 

3.1.1 Zvířata pro pokus 

Pro laboratorní pokus byly použity imunodeficitní SCID myši (Mus musculus), které 

jsou chovány v Parazitologickém ústavu v Českých Budějovicích, Biologické centrum 

Akademie věd, v.v.i. (PaU). Myším bylo pipetou orálně aplikováno inokulum o kon-

centraci 1 000 000 oocyst nebo ekvivalentně 4 000 000 sporozoitů. Z odebíraného 

trusu byly poté dělány nátěry, fixovány v plamenu a barveny pomocí metody  Miláčka 

a Vítovce (1985) (3.2.10). 

3.1.2 Zdroj oocyst 

Pro experiment byly použity oocysty C. proliferans – izolát TS03, získaný původně 

z hlodouna východoafrického (Tachyoryctes splendens). Izolát je dlouhodobě udržo-

ván v imunodeficitních SCID myších. 

Získané oocysty z trusu SCID myší byly přečištěny na sacharózovém gradientu 

(Arrowood a Stearling, 1987) a následně na cesium chloridovém gradientu (Arrowood 

a Donaldson, 1996), poté byly použity pro experiment. 

3.1.3 Příprava roztoků o různém pH 

Pomocí pracovního 1× PBS, 1M HCl, 1M NaOH a pH metru byly připraveny roztoky 

o různém pH v rozmezí 2‒7. 

3.2 Metodika 

3.2.1 Purifikace oocyst 

Vzorek trusu pozitivní na kryptosporidie homogenizovat v třecí misce, přečistit na sa-

charózovém gradientu a dočistit za pomoci cesium chloridového gradientu. Uchovávat 

v deionizované vodě či v PBS, což je neutrální pufrovaný fyziologický roztok použí-

vaný ke stabilizaci pH. 

Níže uvedené metody již byly metodicky zvládnuty a použity v mé bakalářské 

práci, z tohoto důvodu používám částečně upravenou metodiku i ve své navazují di-

plomové práci (Schulzová, 2020). 

3.2.2 Čištění oocyst na sacharózovém gradientu 

Příprava roztoků: 

• Sheaterův roztok: 259 ml deionizované vody + 405 g cukru + 7,29 g fenolu 

• PBS Tween: do 1 litru PBS přidat 0,5 ml Tween 20 
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• Pracovní Sheaterův roztok: 1:2 (1 díl Sheater + 2 díly PBS Tween); 1:4 (1 díl 

Sheater + 4 díly PBS Tween) 

Postup: 

• Trus homogenizovat ve třecí misce a zbavit ho větších příměsí (přes sítko). 

• Do skleněných zkumavek navrstvit gradient (plastovou pasterkou) – 1. vrstva 

30 ml Sheater 1:2, 2. vrstva 30 ml Sheater 1:4, 3. vrstva 15 ml vzorku trusu. 

• Centrifugovat 20 minut při 1370 g. 

• Horní zbarvenou vrstvu odsát vodní vývěvou a obsah zkumavek přenést do 

čistých zkumavek. 

• Objem zkumavek doplnit PBS (0,025 M; pH 7,2) a centrifugovat 20 minut při 

1370 g. 

• Vodní vývěvou odsát obsah zkumavek na ½ a poté doplnit PBS a centrifugovat 

20 minut při 1370 g (tento krok provést 2×). 

• Sedimenty přenést do jedné sběrné zkumavky a uchovávat při 4 °C s přídav-

kem antibiotik. 

3.2.3 Čištění oocyst na cesium chloridovém gradientu 

Chemikálie: roztok cesium chloridu (CsCl; 1,15 g/ml), PBS (0,025 M; pH 7,2) 

Postup: 

• Do mikrozkumavky napipetovat 1 ml CsCl. 

• Na roztok CsCl navrstvit 0,5 ml roztoku oocyst v PBS. 

• Centrifugovat při 20 °C po dobu 3 minuty při 14000 g. 

• Přepipetovat supernatant do 50 ml zkumavek a zbylý sediment vyhodit. 

• Zkumavku doplnit deionizovanou vodou, centrifugovat při 4 °C po dobu 20 

minut při 1370 g. 

• Vodní vývěvou odsát supernatant na objem 5 ml. 

• Doplnit zkumavku deionizovanou vodou, vortexovat, centrifugovat při 4 °C po 

dobu 20 minut při 1370 g (tento proces opakovat 3×). 

• Oocysty uchovávat v deionizované vodě při 4–8 °C. 

3.2.4 Skladování oocyst 

Použité oocysty byly skladovány v deionizované vodě při 4 °C, oocysty nebyly starší 

než 4 týdny. 
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3.2.5 Testování životaschopnosti 

Životaschopnost oocyst byla stanovena barvením pomocí propidium jodidu (PI). Bar-

vivo PI proniká přes narušenou cytoplazmatickou membránu, a proto se využívá pro 

vizualizaci mrtvých oocyst, které svítí jasně červeně. Vlnová délka excitace pro PI je 

536 nm a vlnová délka emise je 617 nm. 

Pracovní roztok: Propidium iodide (PI) – rozpustit 1 mg PI v 50 ml PBS 

• 0,5×106 oocyst ve 435 µl dH20 

• Připipetovat 15 µl pracovního roztoku PI. 

• Nechat inkubovat v temnu minimálně 15 minut. 

• Do měření na průtokovém cytometru uchovávat v temnu a na ledu. 

• Jako kontrola byly použity devitalizované oocysty, čehož bylo dosáhnuto je-

jich povařením po dobu alespoň 10 minut. 

3.2.6 Testování vlivu teploty 

Za pomoci vodní lázně a průtokového cytometru (BD FACSCanto II, BD Biosciences, 

USA) bylo zjišťováno, jaké množství oocyst excystuje při různých teplotách (32‒44 

°C). Na každou teplotu bylo provedeno 20 měření (5 vzorků po 5, 15 a 30 minutách 

inkubace ve vodní lázni + 5 vzorků jako kontrola). Každý měřený vzorek obsahoval 

450 µl roztoku s oocystami o koncentraci 500 000 oocyst a 50 µl referenčních flu-

orescenčních kuliček (Flow-Count Fluorospheres, Beckman Coulter, USA), jako me-

dium byla použita dH20. Principem průtokové cytometrie je průchod buněk nebo částic 

v unášejícím médiu procházejícím měřícím přístrojem – průtokovým cytometrem. 

Bylo zjišťováno procento excystovaných oocyst v porovnání s kontrolou. Získané 

hodnoty byly zapisovány do tabulek. 

3.2.7 Testování vlivu pH 

Za pomoci roztoků o různém pH (pH 2 – pH 7) bylo zjišťováno, jaké množství oocyst 

excystuje při různém pH prostředí. Oocysty kryptosporidií byly nejprve vloženy ve 

zkumavkách do vodní lázně při 38 °C – teplota těla původního hostitele (na příslušnou 

hodnotu pH bylo vždy 20 měření – 5 vzorků po 5, 15 a 30 minutách inkubace ve vodní 

lázni + 5 vzorků jako kontrola). Každá zkumavka obsahovala 500 000 přečištěných 

oocyst ve 450 µl roztoku o různém pH. Po inkubaci bylo do zkumavky přidáno 50 µl 

referenčních fluorescenčních kuliček (Flow-Count Fluorospheres, Beckman Coulter, 
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USA) a vzorky byly změřeny  průtokovým cytometrem. Bylo zjišťováno procento ex-

cystovaných oocyst v porovnání s kontrolou. Získané hodnoty byly zapisovány do ta-

bulek. 

3.2.8 Infektivita nevyexcystovaných oocyst 

Jak v prvním (3.2.6), tak v druhém (3.2.7) experimentu jsme prokázali, že nedochází 

k excystaci určitého procenta oocyst. Na základě výše uvedených zjištění byly prove-

deny experimenty ověřující infektivitu oocyst, které nevyexcystovaly po vystavení op-

timální teplotě pro excystaci (38 °C). Nevyexcystované oocysty byly rozděleny do 

dvou skupin. Skupina 1 byla vystavena účinku koncentrovaného roztoku SAVA za 

účelem devitalizace vyexcystovaných sporozoitů, skupina 2 byla ponechána dva dny 

při laboratorní teplotě (samovolná devitalizace sporozoitů). Jako kontrolní skupiny 

sloužily skupina 3 – čisté infekční oocysty, skupina 4 – vyexcystovaní sporozoiti, sku-

pina 5 – vyexcystovaní sporozoiti po devitalizaci SAVEM a skupina 6 – vyexcystovaní 

sporozoiti ponecháni dva dny při laboratorní teplotě. Každou skupinou oocyst/spo-

rozoitů byly infikovány vždy tři osmitýdenní SCID myši, a to v dávce 1 000 000 oo-

cyst nebo ekvivalentem 4 000 000 sporozoitů na jedno zvíře. 

3.2.9 Infektivita žaludečních kryptosporidií nevyloučených z hostitele 

Dalším experimentem, který byl proveden, bylo ověření infektivity oocyst procháze-

jících zažívacím traktem hostitele. Účelem bylo získat dostatečné množství oocyst 

z různých částí těla infikovaného jedince. 

Z laboratorní SCID myši, která byla infikována C. proliferans a kontinuálně vy-

lučovala oocysty, byly odebrány vzorky obsahu žaludku, tenkého, slepého a tlustého 

střeva a konečníku. Vzorky byly odebírány při teplotě 38 °C a bezprostředně po ode-

brání umístěny do dH2O o teplotě 38 °C a použity k inokulaci myší pro ověření infek-

tivity. Každá pokusná skupina byla složena ze tří osmitýdenních SCID myší. 

3.2.10 Ověření identity používaného izolátu 

Barvení oocyst dle Miláčka a Vítovce (Miláček a Vítovec, 1985) 

Chemikálie: methanol, roztok methylvioleti (0,6 g methylvioleti, 1 ml anilinu, 1 g fe-

nolu, 30 ml alkoholu-ethanolu, 70 ml deionizované vody), 2% kyselina sírová, 1% 

roztok tartrazinu v 1% kyselině octové 

Postup:  

• Podložní sklíčko s nátěrem trusu ponořit do methanolu a ihned ho zafixovat 

v plameni. 
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• Sklíčko vložit do stojánku a vnořit do roztoku methylvioleti na 30 minut. 

• Opláchnout stojánek pod tekoucí vodou a vložit do 2% kyseliny sírové, 

diferencovat 2 minuty. 

• Opláchnout pod tekoucí vodou a vložit do roztoku tartrazinu na 3–5 minut. 

• Opláchnout pod tekoucí vodou a dát sušit. 

• Prohlížet nátěr světelným mikroskopem při 1000-násobném zvětšení, za pou-

žití imerzního oleje. 

Izolace DNA z trusu 

Extrakce DNA z trusu byla provedena pomocí komerčního kitu GeneAll® ExgeneTM 

Stool DNA mini (GeneAll Biotechnology, co., Itd., Soul, Jižní Korea). 

Postup: 

• Vzorek trusu (200 mg) dát do Safe-Lock Tube, přidat skleněné a zirkonové 

kuličky a napipetovat 1–1,3 ml FL pufru, homogenizovat vortexováním a 

rozbít v přístroji FastPrep®24 (MP Biomedicals, CA, USA) 1 minutu při 5,5 

m/s. 

• Inkubovat 5 minut při laboratorní teplotě, centrifugovat 5 minut při 16000 g. 

• Přepipetovat veškerý supernatant na EzPass kolonku (bílá kolonka). 

• Centrifugovat 1 minutu při 16000 g, vylít odpad ze sběrné zkumavky. 

• Na kolonku napipetovat 100 μl EB pufru, inkubovat 1 minutu při laboratorní 

teplotě, centrifugovat 1 minutu při 16000 g. 

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

promíchat pipetováním. 

• Všechen obsah sběrné zkumavky přenést na mini spin column (zelená 

kolonka). 

• Centrifugovat 1 minutu při 16000 g, vylít odpad ze sběrné zkumavky. 

• Napipetovat 500 μl NW pufru na střed kolony. 

• Centrifugovat 1 minutu při 16000 g, vylít odpad ze sběrné zkumavky. 

• Opět centrifugovat 1 minutu při 16000 g, odstranit zbytky pufru, přenést 

kolonku na čistou eppendorfku. 

• Napipetovat 200 μl EB pufru na kolonku, inkubovat 1 minutu, centrifugovat 1 

minutu při 16000 g. 

• Purifikovanou DNA uchovávat při -20 °C před použitím metody PCR. 
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Polymerázová řetězová reakce – PCR 

Byl použit nested PCR protokol pro amplifikaci částečné oblasti genu kódujícího ma-

lou podjednotku rRNA (SSU; Xiao et al., 1999).  

Set primerů pro primární reakci: 

F1 5´-TTCTAGAGCTAATACATGCG-3´ 

R1 5´-CCCATTTCCTTCAAACAGGA-3´ 

Set primerů pro sekundární reakci: 

F2 5´-GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAG-3´ 

R2 5´-AAGGAGCAACACACACAC-3´ 

Gelová elektroforéza 

Chemikálie: TAE pufr, agaróza, ethidium-bromid (EtBr), 100 bp DNA Ladder 

Postup: 

• V baňce smíchat TAE pufr s naváženou agarózou a vložit do mikrovlnné 

trouby, dokud nevznikne homogenní směs. 

nosič malý: 0,4 g / 40 ml TAE pufr  

nosič střední: 0,8 g / 80 ml TAE pufr  

nosič velký: 1,2g / 120 ml TAE pufr 

• Ochladit pod tekoucí vodou, přidat 1 μl EtBr a opatrně promíchat. 

• Vylít obsah baňky do připraveného nosiče, použít vhodný hřeben a nechat 

ztuhnout (15–20 minut). 

• Vyjmout hřeben a vložit gel do elektroforetické vany s TAE pufrem. 

• Do první jamky nanést 10 µl ladderu, do dalších jamek 20 µl sekundárních 

PCR produktů. 

• Nechat gel vyvíjet, aby došlo k separaci fragmentů DNA. 

• Po skončení procesu (20–30 minut) vizualizovat UV transiluminátorem. 

Izolace z gelu 

Fragmenty DNA byly vyizolovány pomocí komerčního kitu Gen Elute (Sigma-Al-

drich, St. Louis, MO, USA) 

Postup: 

• Skalpelem vyříznout z gelu fragmenty DNA a vložit je do 1,5 ml 

mikrozkumavky. 

• Do zkumavky s fragmentem gelu připipetovat 500 µl Gel Solubilization 

Solution (na 100 mg gelu 300 µl). 
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• Inkubovat 10 minut při 50 °C, kontrolovat rozpouštění a promíchat každé 2–3 

minuty. 

• Dát inkubovat PCR vodu na eluci na 65 °C. 

• Sestavit Binding Column G, napipetovat 500 µl Column Preparation Solution 

a centrifugovat 1 minutu při 16000 g. 

• Připipetovat ke vzorku 150 µl isopropanolu a promíchat. 

• Přepipetovat veškerý objem vzorku na kolonku (Binding Column G) a 

centrifugovat 1 minutu při 16000 g, vylít odpad ze sběrné zkumavky. 

• Připipetovat 700 µl Wash Solution G a centrifugovat 1 minutu při 16000 g. 

• Vylít odpad ze sběrné zkumavky a centrifugovat 1 minutu při 16000 g. 

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

• Vložit kolonku do nové 1,5 ml zkumavky a provést eluci napipetováním 30 µl 

PCR vody předehřáté na 65 °C přímo na střed kolony. 

• Inkubovat 1 minutu a poté centrifugovat 1 minutu při 16000 g. 

Sekvenování a genotypizace 

Purifikované sekundární produkty byly sekvenovány v obou směrech pomocí sekun-

dárních PCR primerů v komerční společnosti (Eurofins Genomics Germany GmbH, 

Ebersberg, Německo). Sekvence získané ve studii byly porovnány se sekvencemi v 

GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). 
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4 Výsledky 

Předpokusy provedené před započetím práce prokázaly, že stáří oocyst má zásadní vliv 

na počet excystovaných oocyst (data nejsou součástí práce). Se zvyšujícím se stářím 

oocyst se snižuje procento úspěšně excystovaných oocyst. Z těchto důvodů byly pro 

experimenty použity oocysty mladší jednoho měsíce. 

4.1 Testování vlivu teploty 

Experimenty sledující vliv teploty na excystaci ukázaly, že do teploty 33 °C excystuje 

méně než 20 % oocyst. Při teplotách 34–35 °C dochází k excystaci přibližně až jedné 

poloviny oocyst. S rostoucí teplotou a přibývajícím časem dochází ke zvyšování pro-

centa excystovaných oocyst až do teploty 40 °C. Další zvyšování teploty nemá vliv na 

počet excystovaných oocyst (Tabulka 2). 

Tabulka 2 – Vliv teploty na excystaci oocyst Cryptosporidium proliferans. Výsledky ukazují prů-

měrné procento excystovaných oocyst po odečtení mrtvých oocyst (1,6 %). Výsledná hodnota vyja-

dřuje průměr z pěti na sobě nezávislých měření. 

Teplota 
Čas expozice (minuty) 

5  15  30 

Kontrola 4 °C 0  0  0 

32 °C 2  11  16 

33 °C 9  12  18 

34 °C 15  36  45 

35 °C 37  57  60 

36 °C 67  76  80 

37 °C 78  83  84 

38 °C 78  82  84 

39 °C 86  86  86 

40 °C 87  88  88 

41 °C 86  88  88 

42 °C 87  88  89 

43 °C 88  88  89 

44 °C 87  88  88 
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4.2 Testování vlivu pH 

Experimenty sledující vliv pH na excystaci ukázaly, že při pH 2 a pH 3 excystuje méně 

jak 75 % oocyst. Při vyšších hodnotách pH dochází k excystaci přibližně 85 % oocyst, 

přičemž se míra excystovaných oocyst zvyšuje s rostoucím časem inkubace oocyst ve 

vodní lázni. Nejvyššího procenta excystovaných oocyst jsme docílili u pH 7 a 8, kdy 

excystovalo 86 % oocyst. Naopak nejnižší procento jsme naměřili u pH 2, kdy došlo 

k excystaci přibližně jen u 65 % oocyst (Tabulka 3). 

Tabulka 3 – Vliv pH prostředí na excystaci oocyst Cryptosporidium proliferans při teplotě těla 

původního hostitele (38 °C). Výsledky ukazují procento excystovaných oocyst po odečtení mrtvých 

oocyst (1 %). Výsledná hodnota vyjadřuje průměr z pěti na sobě nezávislých měření. 

Hodnota pH/teplotní pod-

mínky 
Čas expozice (minuty) 

5  15  30 

Kontrola pH 7 / 4 °C 0  0  0 

pH 2 / 38 °C 60  66  67 

pH 3 / 38 °C 69  71  74 

pH 4 / 38 °C 78  80  82 

pH 5 / 38 °C 77  78  84 

pH 6 / 38 °C 77  79  84 

pH 7 / 38 °C 81  83  86 

pH 8 / 38 °C 82  85  86 

 

4.3 Infektivita nevyexcystovaných oocyst 

Vzhledem k tomu, že volní, infekční sporozoiti žaludečních kryptosporidií mohou pře-

žívat v obsahu žaludku a vyvolat tedy infekci, provedli jsme devitalizaci vyexcystova-

ných sporozoitů. Experimentální infekce prokázaly, že excystovaní sporozoiti vysta-

vení účinkům SAVA nebo ponechaní v laboratorní teplotě po dobu 2 dnů ztrácejí svou 

infektivitu a nejsou pro hostitele infekční (Tabulka 4). Výsledky infekčních experi-

mentů s oocystami, které po vystavení excystační teplotě neexcystovaly, prokázaly, že 

jsou plně infekční pro hostitele (Tabulka 4). 
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Tabulka 4 – Infektivita oocyst a sporozoitů Cryptosporidium proliferans pro imunodeficitní SCID 

myši (modelové hostitele). 

Skupina 
Infektivita pro 

hostitele 

1. Nevyexcystované oocysty po excystaci + SAVO ANO 

2. Nevyexcystované oocysty po excystaci + 2 dny v lab. tep-

lotě 
ANO 

3. Infekční oocysty ANO 

4. Infekční sporozoiti ANO 

5. Infekční sporozoiti + SAVO NE 

6. Infekční sporozoiti + 2 dny v lab. teplotě 
NE 

 

 

4.4 Infektivita žaludečních kryptosporidií nevyloučených z hostitele 

Výsledky pokusu ukázaly, že oocysty C. proliferans z různých částí zažívacího traktu 

jsou infekční pro dalšího hostitele (Tabulka 5), aniž by muselo dojít k procesu zchla-

zení. Lze přepokládat, že za vyvolanou infekci by mohly zodpovídat oocysty, které 

neexcystují pouze vlivem teploty.  

Tabulka 5 – Infektivita oocyst Cryptosporidium proliferans z různých částí zažívacího traktu infi-

kované imunodeficitní SCID myši pro naivní SCID myši. 

Původ oocyst 
Infektivita pro SCID myši 

1 2 3 

Žaludek ANO ANO ANO 

Tenké střevo ANO ANO ANO 

Slepé střevo ANO ANO ANO 

Tlusté střevo ANO ANO ANO 

Konečník  ANO ANO ANO 

Kontrola – oocysty po vyloučení  ANO ANO ANO 
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5 Diskuse 

Uvolňování sporozoitů z oocyst je extrémně rychlý proces, který se podobá vystřelo-

vání sporozoitů ze sutury ve stěně oocysty. Je známo, že nejvýznamnějšími excystač-

ními faktory jsou vhodné pH a teplota. Ty modifikují propustnost stěny oocysty (Mat-

subayashi et al., 2011; Jenkins et al., 2003; Robertson et al., 1993). Mohou tak zvýšit 

tlak uvnitř oocysty absorbováním tekutin přes propustnou stěnu oocysty (nejpravdě-

podobněji přes suturu) do zvětšujícího se zbytkového tělíska. Následně nadměrný tlak 

v oocystě vede k výstřelovému uvolňování sporozoitů do okolního prostředí. Pod-

mínky excystace se u jednotlivých druhů patogenů liší tak, aby došlo k maximalizaci 

infekce. Metody používané pro in vitro excystace tak imitují přirozené podmínky v 

hostiteli. 

Většina dosud publikovaných studií se týká excystace střevních druhů kryptospo-

ridií, zatímco žaludeční druhy jsou opomíjeny. Pecková et al. (2016) ve své studii 

srovnávali různé metody excystace střevního druhu C. parvum a zjistili, že nejúčin-

nější z používaných metod byly ty, které popsali Rasmussen et al. (1993), Petry a 

Harris (1999) a Mead et al. (1990). Společným jmenovatelem všech těchto metod je 

zařazení předinkubačního kroku – ošetření oocyst chlornanem sodným. Výsledky stu-

die Woodmansee (1987) potvrzují, že bělení chlornanem sodným zvyšuje rychlost ex-

cystace. Je to pravděpodobně proto, že ošetření takovým roztokem má za následek 

ztenčení a perforaci vnější a vnitřní vrstvy stěny oocysty. Zároveň vystavuje receptory 

umístěné v různých úrovních stěny oocysty, které vyžadují stimulaci kyselinou chlo-

rovodíkovou a žlučí, než se naskytne vhodný hostitel (Smith et al., 2005). Bělidlo 

může také sloužit k další sanitaci vzorku oocyst, aby se zabránilo nežádoucí mikrobi-

ální kontaminaci buněčné kultury (Arrowood, 2002). Také výsledky studie Kar et al. 

(2011) docházejí k závěru, že u mladých oocyst (3 měsíční) předúprava za pomoci 

NaClO zvyšuje rychlost excystace. Opačné výsledky uvádí Gold et al. (2001), kteří 

testovali vliv žlučové soli (taurocholát sodný) v inkubačním médiu na rychlost ex-

cystace s použitím jak bělených, tak nebělených oocyst. Došli k závěru, že bělení ne-

zvýšilo rychlost excystace druhu C. parvum. V případě žaludečních kryptosporidií 

nemá ošetření oocyst chlornanem sodným zásadní vliv na excystaci. Widmer et al. 

(2007) uvádí, že oocysty C. andersoni excystují samovolně při teplotě 37 °C, což je 

v souladu v našimi výsledky. Nicméně jako první jsme prokázali, že žaludeční kryp-

tosporidie parazitující u hlodavců mají optimální teplotu excystace na hodnotě 38 °C. 
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Zvyšováním teploty nad 40 °C již nedochází ke zvýšení procenta excystovaných oo-

cyst. Zatímco žaludeční druhy si zjevně vyvinuly metody k zabránění excystace u stej-

ného hostitele, střevní druhy čelí výzvě, jak zabránit předčasnému uvolnění sporozoitů 

po příjmu novým hostitelem, protože excystace v žaludku by s největší pravděpodob-

ností vedla k okamžité inaktivaci sporozoitů. Kolísání teploty během čištění a zejména 

během různých kroků odstřeďování by mohlo být dostatečné k zahájení excystace. 

Dokazuje to přítomnost prázdných obalů oocyst u vzorků, které nebyly inkubovány 

při 37 °C. 

Matsubayashi et al. (2011) zkoumali morfologické změny a hodnotili života-

schopnost sporozoitů C. andersoni po excystaci v médiu RPMI. Sporozoiti postupně, 

nikoli však rychle, měnily svůj podlouhlý tvar na zaoblený, jako C. parvum. Života-

schopnost sporozoitů zůstala po 3 hodinách inkubace na 90,6 % ve srovnání s 56 % u 

C. parvum (Matsubayashi et al., 2010). Tyto výsledky naznačují, že je C. andersoni 

odolnější vůči kyselému prostředí a může mít tak delší životnost po excystaci in vitro. 

Dále vystavili sporozoity C. andersoni nízkému pH – pH ve slezu u skotu je stejné 

jako v žaludku u myší – přibližně 2,0 (Moran, 2005). V důsledku sníženého pH se 

životaschopnost sporozoitů C. andersoni postupně snižovala, což je v souladu se zjiš-

těním, že C. muris, žaludeční druh, je také usmrcován při pH 2,0 (životaschopnost 23,2 

%) (Brown et al., 1996). Naše výsledky ukázaly, že při pH 2 dochází k nízké míře 

excystace – pouze 65 % oocyst, oproti pH 7, kdy excystovalo až 86 % oocyst. Ve 

výsledcích našich experimentálních infekcí jsme také prokázali, že je možné nainfiko-

vat hostitele volnými, vyexcystovanými sporozoity C. proliferans. Sporozoiti C. pro-

liferans tedy přežívají nízké pH v žaludku myší. Dále jsme prokázali, že sporozoiti 

dlouhodobě nepřežívají a po vyčerpání energetických zásob dochází k jejich devitali-

zaci (po 48 hodinách při teplotách okolo 20 °C). 

Životaschopnost kryptosporidiových oocyst je ovlivněna biotickými a abiotic-

kými faktory, jako je stáří oocyst, teplota, postup čištění, doba skladování nebo che-

mické složení médií (Fayer et al., 1998a, Fayer et al., 1998b; Hijjawi, 2003; Jenkins et 

al., 2003, Kar et al., 2011; Reduker et al., 1985, Reinoso et al., 2008, Robertson et al., 

1992), což potvrzují i výsledky této práce. Zatímco některé studie tvrdí, že života-

schopnost oocyst lze udržet ve vhodných podmínkách po dobu 6 měsíců (Fayer et al., 

1998a; Fayer et al., 1998b), jiné doporučují pracovat s oocystami mladšími než 3 mě-

síce (Kar et al., 2011). Výsledky této práce ukázaly, že optimální je pracovat s oo-

cystami mladšími 1 měsíce. Podle našich poznatků lze usoudit, že pro úspěšné in vitro 
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experimenty s druhem C. proliferans není prodloužené skladování oocyst přijatelné. 

V naší studii jsme nepracovali s oocystami staršími 4 týdnů. U oocyst mladších 4 

týdnů jsme při optimální excystaci detekovali více než 90 % excystovaných oocyst, 

zatímco u oocyst starších 3 měsíců byl zaznamenán významný pokles excystovaných 

oocyst. Tyto výsledky odpovídají i studii provedené Kváčem et al. (2007), která pro-

kázala, že oocysty C. andersoni ztrácí svou infekce schopnost po 6 měsících sklado-

vání při teplotě 4 °C. Dle Melicherové et al. (2016) snížily oocysty C. muris uchová-

vané v PBS svou životaschopnost o 20 %, a to za dobu skladování 4 měsíců. Jenkins 

et al. (2003) zaznamenali 50% pokles úspěšnosti excystace po 3 měsících skladování 

oocyst, zatímco oocysty staré 9 měsíců byly neživotaschopné. Melicherová et al. 

(2016) uvádí, že testování životaschopnosti oocyst C. muris pomocí fluorescenčního 

dvojitého PI/FDA barvení je obecně považováno za standardní postup před experi-

mentální prací (Jones a Senft, 1985). Tato tvrzení jsou v rozporu s výsledky Widmera 

et al. (2007), kteří nepřikládájí těmto faktorům nijak zvlášť velký význam. Jako mé-

dium jsme použili deionizovanou vodu, Melicherová et al. (2016) však tvrdí, že pro in 

vitro kultivaci různých buněčných kultur a jednobuněčných parazitů je nejlepší použít 

RPMI 1640 společně s BSA, kvůli jejich stimulačnímu účinku na motilitu sporozoitů 

(Smith et al., 2005; Widmer et al., 2007; Galvani et al., 2007; Harrison et al., 1982). 

Doporučená koncentrace BSA je 5 %, při vyšším procentu by mohlo dojít k poškození 

oocyst vlivem velké hustoty média a tak ke znemožnění excystace.  

Je však důležité zmínit, že Boyd et al. (2008) zkoumali integritu membrány a ži-

votaschopnost buněk pomocí barvení FDA/PI a tvrdili, že toto testování životaschop-

nosti závisí na řadě dalších faktorů (účinek ředidla FDA nebo doba trvání samotného 

postupu barvení). Smith a Smith (1989) pozorovali, že některé oocysty nelze obarvit 

ani pomocí FDA, ani PI. Kváč et al. (2007) popsali, že oocysty skladované v dichro-

manu draselném se po delší době skladování omezeně barví pomocí PI. Z těchto dů-

vodů jsme v naší práci použili oocysty skladované pouze v deionizované vodě a živo-

taschopnost oocyst byla testována barvením PI.  

Trypsin, serinová proteáza, nacházející se v duodenu, je běžně používán mnoha 

výzkumníky v protokolech in vitro excystace k napodobení prostředí duodena (Mead 

et al., 1990; Black et al., 1996; Rennecker et al., 1999; Rasmussen et al., 1993). Pec-

ková et al. (2016) ve své studii nezjistili žádný vliv přítomnosti trypsinu na excystaci 

střevních kryptosporidií, což je v souladu s výsledky Woodmansee (1987), který zjis-

til, že trypsin je pro excystaci nepotřebný a má při vyšší koncentraci dokonce inhibiční 
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účinky. Použití trypsinu nemá rovněž žádný vliv na excystaci žaludečních kryptospo-

ridií. Také Robertson et al. (1993) potvrdili výsledky, že použití trypsinu nezvyšuje 

počet excystovaných oocyst, ale zvyšuje translucenci (průsvitnost) intaktních oocyst a 

také motilitu excystovaných i neexcystovaných sporozoitů. V souladu s těmito vý-

sledky jsou i závěry našich experimentů. Oocysty C. proliferans procházející zažíva-

cím traktem hostitele po dobu několika hodin jsou nevnímavé k podmětům okolního 

prostředí a neexcystují, nicméně si zachovávají plnou infekce schopnost.  

Tzipori (1983) vypozoroval, že excystace kryptosporidií druhu C. parvum nastává 

krátce po vystavení vzduchu, pravděpodobně stimulovanému vhodnou hladinou kys-

líku a oxidu uhličitého. Avšak oproti tomu údaje ze studie Reduker a Speer (1985) 

naznačují, že expozice samotnému vzduchu má malý nebo žádný vliv na excystaci 

oocyst. V našich experimentech jsme dospěli k obdobnému závěru jako Reduker a 

Speer (1985). Oocysty nevystavené vzduchu (získané z různých částí zažívacího traktu 

infikovaného hostitele) byly stejně infekční pro hostitele, jako oocysty vystavené účin-

kům vnějšího prostředí. Naopak změna teploty měla výrazný vliv na procento ex-

cystace oocyst C. proliferans. 
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Závěr 

• Optimální teplota pro excystaci oocyst C. proliferans je 38 °C.  

• Zvyšování teploty nad 40 °C nemá vliv na excystaci. 

• Sporozoiti C. proliferans přežívají nízké pH žaludku a jsou schopni vyvolat 

infekci u hostitele. 

• Sporozoiti C. proliferans jsou bezprostředně devitalizováni účinkem 2,5% roz-

toku chlornanu sodného. 

• Nově vzniklé oocysty C. proliferans jsou plně infekční pro hostitele ještě před 

opuštěním těla hostitele. 

• pH prostředí ovlivňuje procento excystovaných oocyst. 
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