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1. CiLE PRACE

e Kriticky zpracovat literarni reSersi k tématu.

e Popsat morfologii exogennich vyvojovych stadii kryptosporidii infikujicich
prasata.

e Studovat v€kovou specifitu prasecich kryptosporidii.

e Popsat lokalizaci vyvojového cyklu Cryptosporidium pig genotype II

v pfirozeném hostiteli.



LITERARNI PREHLED

2. UVOD

Kryptosporidie jsou jednobunécni, kosmopolitné rozsiteni paraziti se Sirokou
hostitelskou specifitou zahrnujici ryby (Hoover a kol. 1981), obojzivelniky a plazy
(Levine 1980; Jirkli a kol. 2008), ptaky (Slavin 1955) a savce vcetné ¢lovéka (Meisel
a kol. 1976; Nime a kol. 1976). N¢které druhy infikuji celou fadu hostiteli (C. parvum),
zatimco jiné jsou specializované na urCitou skupinu hostiteld jako jsou naptiklad
hlodavci (C. muris). Existuji i druhy majici pouze jednoho hostitele (C. wrairi).
Kryptosporidie napadaji predevSim epitelidlni bunky gastrointestindlntho nebo
respiracniho traktu. Onemocnéni zpisobené témito parazity se nazyva kryptosporididza
a fadi se mezi oportunni infekce a zoondzy. Patogenita rodu Cryptosporidium se lisi
podle jednotlivych druhii a souvisi s vékem a imunitnim systémem hostitele. Infikovani
jedinci vykazuji Siroké spektrum klinickych pifiznakl. Nejcastéji se kryptosporididza
projevuje jako priijmové onemocnéni spojené s dehydrataci a ibytkem hmotnosti (Xiao
a kol. 2004). Tito paraziticti prvoci predstavuji riziko predevSim pro
imunosuprimované, ale i imunokompetentni hostitele. U imunosuprimovanych pacient
maji protozoalni infekce téZ§i priibéh (Canning 1990).

Poprvé byly kryptosporidie popsany E. E. Tyzzerem v roce 1907, ktery nalezl tyto
prvoky ve sliznici Zaludku laboratornich mysi (Mus musculus) a pojmenoval je
Cryptosporidium muris (Tyzzer 1907). Pozdé&ji v roce 1912 tentyz autor popsal novy
druh kryptosporidie s lokalizaci v tenkém stfevé mySi a nazval ho Cryptosporidium

parvum (Tyzzer 1912).

2.1. Systematické razeni kryptosporidii

Rod Cryptosporidium je fazen do kmene Apikomplexa. Piivodné byly kryptosporidie
fazeny mezi kokcidie, predev§im diky morfologické podobnosti téchto organismi
a vyvojovému cyklu, ktery probiha v gastrointestinalnim traktu hostitele stejné jako
u rodt Eimeria, Isospora a Cyclospora (Fayer a kol. 1997; Chacin-Bonilla 2007). Na
zakladé molekularni analyzy malé ribozomdlni podjednotky vSak byla zjisténa jejich
blizs§i ptibuznost ke gregarinam (Carreno a kol. 1999). Taxonomie toho rodu
a pojmenovani jednotlivych druhli se v soucasné dobé stile méni s ptibyvajicimi

informacemi z molekuldrnich analyz. V soucasné dobé je uzndno 20 platnych druht



kryptosporidii, které¢ byly rozliSeny na zakladé¢ molekularnich rozdili, morfologie
oocyst, lokalizace vyvojového cyklu a hostitelské specifiky (tabulka 1). Také je popsano
mnozstvi genotypt, které budou v budoucnu pravdépodobné potvrzeny jako samostatné

druhy (Xiao a kol. 2004; Chacin-Bonilla 2007).

Tabulka 1. Seznam platnych druht rodu Cryptosporidium (Fayer 2010)

Druh Hostitel Lokalizace Autor
C. muris hlodavci zaludek Tyzzer 1907
C. parvum mysi stfevo Tyzzer 1912
C. meleagridis  ptaci stievo Slavin 1955
C. wrairi morce sttevo Vetterling a kol. 1971
C. felis kocka stievo Iseki 1979
C. serpentis plazi zaludek Levine 1980
C. baileyi driibez bursa fabricii Current a kol. 1986
C. varanii plazi zaludek Pavlasek a kol. 1995
C. galli ptaci zaludek Pavlasek 1999
C. andersoni skot zaludek Lindsay a kol. 2000
C. canis pes stievo Fayer a kol. 2001
C. molnari ryby zaludek Alvarez-Pellitero a
Sitja-Bobadilla 2002

C. hominis clovek sttevo Morgan-Ryan a kol. 2002
C. suis prase stievo Ryan a kol. 2004
C. scophthalami platys sttevo Alvarez-Pellitero a kol. 2004
C. bovis skot neznama Fayer a kol. 2005
C. fayeri klokan nezndma Ryan a kol. 2008
C. ryanae skot neznama Fayer a kol. 2008
C. macropodum  klokan nezndma Power a Ryan 2008
C. fragile obojzivelnici ~ zaludek Jirkd a kol. 2008

2.2. Vyvojovy cyklus

Piedpoklada se, ze vyvojovy cyklus rodu Cryptosporidium probiha stejné u vSech
zastupcll, nebo mize probihat s mensimi odlisnostmi (Current a kol. 1986).

Zivotni cyklus kryptosporidii je monoxenni a je rozdélen do &tyf hlavnich fazi
-excystace, merogonie, gametogonie a  sporogonie.  Excystaci  oocysty
v gastrointestinalnim ¢i dychacim traktu hostitele dochdzi k uvolnéni sporozoitl, kteti
napadaji epitelidlni bunky. VSechna dal§i vyvojova stadia jsou ulozena epicelularné
(Valigurova a kol. 2008). Sporozoiti se pfeméni na jednojaderné trofozoity. Jadro
trofozoita se rozdéli a dochazi k nepohlavnimu rozmnoZovani (merogonii), jehoz
vysledkem je vznik merontd. U vétSiny kryptosporidii existuji dva typy merontd, ktefi

se 1isi poctem jader, u C. baleyi vznikaji tfi typy merontti (Current a kol. 1986). Meront



typu I ma Sest az osm jader a vytvaii Sest az osm merozoitii. Merozoiti z merontu typu [
napadaji dalsi epitelidlni bunky a mnozi se nepohlavnim délenim. Z merozoitu typu I
nasledn¢ vznik4 meront typu II, ktery ma Ctyfi jadra a vytvaii Ctyfi merozoity. Merozoiti
z meronta typu II napadaji nové hostitelské buiiky, v nichz se transformuji na pohlavni
stadia a dochazi u nich k pohlavnimu rozmnozovani (gamogonie), pii ném vznikaji
gamonty: sam¢i mikrogamonty a samic¢i makrogamonty. Z mikrogamontu se uvoliuji
pohyblivé mikrogamety, které oplodni makrogamety vznikl¢ z makrogamontli a dochazi
k formovani zygoty. Vznikld zygota prochazi sporogonii, v niz se formuji Ctyfi
sporozoiti (Fayer a Ungar 1986). Vysledkem sporogonie je zrald oocysta. U stfevnich
kryptosporidii mohou vznikat dva typy oocyst: silnosténné a tenkosténné. Silnosténné
oocysty (pfiblizné 80 %) jsou vylucovany z téla vykaly, poptipadé respiracnimi sekrety
a slouzi k pfendseni infekce mezi hostiteli. Tenkosténné oocysty (ptiblizné 20 %) nejsou
vylucovany ven z téla, excystuji v hostiteli a dochazi k takzvané autoinfekci (Current

a Reese 1986).

2.3. Lokalizace kryptosporidii

Ve vétsing piipadl probihaji kryptosporidiové infekce v gastrointestindlnim traktu,
mohou vSak také probihat v dychacim traktu (Goodstein a kol. 1989; Moore a Frenkel
1991), v jatrech (Kahn a kol. 1987) ¢i zlu¢niku (Hinnant a kol. 1989). Kryptosporidie
1ze dle lokalizace rozdélit na dvé skupiny, zaludeéni a stfevni. Zalude&ni kryptosporidie
maji afinitu ke sliznici zaludku hostitele, oocysty maji ovalny tvar a jsou vétsi (Morgan
a kol. 1999a). Stfevni kryptosporidie maji afinitu ke sliznici stfeva hostitele, oocysty

maji kulaty tvar a jsou mensi nez oocysty zalude¢nich kryptosporidii (Xiao a kol. 2004).

3. ZDROJ INFEKCE

K pienosu kryptosporidii z hostitele na hostitele dochazi fekalné-oralni cestou.
Existuje nékolik moznosti pienosu infekce: pfimy kontakt s nakazenou osobou (¢lovek-
clovék) nebo zvifetem (zvife-Clovek), kontaminovanou vodou nebo potravou (Gait
a kol. 2008; Caccio 2005). NejcastéjSim zdrojem nakazy je voda, ptfedevSim diky
vysoké  zivotaschopnosti a odolnosti oocyst kvlivim vnéjStho prostredi
(Domenéch-Sanchez a kol. 2008). Ke kontaminaci vody nebo potravy dochazi vykaly,

které obsahuji silnosténné oocysty.



Vyznam jednotlivych cest pfenosu kryptosporidii neni v epidemiologii
kryptosporididzy zcela jasny piedevSim proto, ze tradiéni diagnostické metody nejsou
schopné rozlisit jednotlivé zdroje paraziti a provadéni epidemiologickych vySetfeni je
financn¢ nakladné. Nicméné v poslednich deseti letech byly vyvinuty rGzné
molekularné-biologické techniky k detekovani a rozliseni jednotlivych druhii/genotypt
a subtypi kryptosporidii. Tyto techniky jsou nyni hojné vyuzivany v epidemiologickych
studiich a mohou vyznamné pfispét k porozuméni pifenosu kryptosporididzy u lidi

a zvitat (Xiao 2010).

3.1. Kryptosporidioza jako zoondza

Paraziti rodu Cryptosporidium bézné infikuji ¢lovéka, domaci a divoka zvifata.
Vzhledem k vnimavosti Cloveéka k celé¢ tfadé¢ druht a genotypti kryptosporidii je
kryptosporidiéza povazovédna za zoonotické onemocnéni, nicméné role hospodaiskych
a domadcich zvifat v pfenosu infekce na Cloveka neni zcela jasnd, predevsim diky
morfologické podobnosti oocyst mezi pro ¢lovéka nepatogennimi a patogennimi druhy
a omezenym vyuzivanim modernich molekularné-biologickych diagnostickych metod
pfi uréovani jednotlivych druhii/genotyp a subtypli kryptosporidii v Iékatské praxi
(Xiao a Ryan 2004; Caccio6 2005; Xiao a Feng 2008).

Paraziti rodu Cryptosporidium piedstavuji vyznamné zdravotni riziko jak pro
Cloveka, tak pro hospodaiska zvifata (Fayer a kol. 1997). U imunokompetentnich
jedinct zplisobuji vodnaty prijem, ktery po €ase odezni. U oslabenych jedincti jsou
prijmu i zivot ohrozujici (Caccid 2005; Chen a kol. 2005). Celosvétove jsou tito prvoci
zodpovédni za vétSinu parazitdrnich gastrointestinalnich infekei (Doganci a kol. 2002).
V poslednich dvou desetiletich se zvySuje pocet zaznamenanych infekci v rozvojovych
zemich (Craun a kol. 2005). Kryptosporidie jako patogeny pfenaSené vodou, mohou
prezivat mimo hostitele i nékolik mésictl, pti¢emz oocysty zustavaji po celou dobu plné

infekéni.

4. KRYPTOSPORIDIE A KRYPTOSPORIDIOZA PRASAT

Chov prasat ma v Ceské republice a v fadé statd Evropské unie dlouholetou tradici
a patfi k vyznamnym agrarnim odvétvim. Jednim ze zakladnich problémul uspéSného

chovu prasat jsou parazitarni infekce. Plvodci parazitdrnich onemocnéni mohou
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vyrazn¢ ovlivnit zdravotni stav zvifat a tim ovlivnit parametry uzitkovosti.
Kryptosporidie patii do skupiny parazitii, ktefi jsou vtomto ohledu intenzivné
sledovany a byly popsiny jako pifima pfi¢ina riznych respiratornich
a gastrointestindlnich onemocnéni hospodaiskych a volné zijicich zvirat, ale 1 ¢lovéka
(Fayer a Ungar 1986; Xiao a Fayer 2008; Xiao 2009).

Poprvé byly kryptosporidiové infekce u prasat popsany v USA vroce 1977
(Bergeland 1977; Kennedy a kol. 1977), od té doby byla kryptosporididza vyskytujici se
u prasat popsana celosvétové u riznych veékovych kategorii (Koudela a kol. 1986;
Mpolbak a kol. 1994; Xiao a kol. 1994; Quilez a kol. 1996; Izumiyama a kol. 2001;
Wieler a kol. 2001).

Z vysledki studii, v nichz byly sledovany rizné vékové kategorie prasat vyplyva, ze
vyskyt jednotlivych druhti kryptosporidii zavisi na véku zvitat. Obecné plati vyssi
vyskyt prirozenych kryptosporidiovych infekci u jedinci starSich jednoho mésice
a mladSich Sesti mésict (Xiao a kol. 1994; Vitovec a kol. 2006; Sanford 1983; 1987;
Johnson a kol. 2008). Mén¢ casto se kryptosporidiové infekce vyskytuji u selat
mladsSich jednoho mésice a dospélych jedincii (Quilez a kol. 1996; Guselle a kol. 2003;
Maddox-Hyttel a kol. 2006; Vitovec a kol. 2006; Hammes a kol. 2007).

Vyvojovy cyklus vSech uvedenych druhi a genotypl kryptosporidii infikujicich
prasata probihd v tenkém nebo tlustém stfevé hostitele (Vitovec a Koudela 1987; Coates
1991; Reinoso a Becares 2008; Kirkoyun a kol. 2009), krom¢ druhu C. muris, ktery
infikuje epitel zaludku hostitele (Tyzzer 1907).

4.1. Druhy a genotypy kryptosporidii infikujicich prasata

Cryptosporidium parvum bylo dlouho povazovano za jediny druh kryptosporidie
zpusobujici prase¢i kryptosporidiozu diky své nizké hostitelské specifité a znacné
vnimavosti selat k experimentdlnim infekcim timto druhem (Moon a Bemrick 1981;
Tzipori a kol. 1982; Vitovec a Koudela 1992a). V roce 1998 byly popsany dva nové
genotypy infikujici prasata, Cryptosporidium pig genotype I (Morgan a kol. 1999b)
a Cryptosporidium pig genotype II (Ryan a kol. 2003). Na zakladé¢ molekularnich
analyz a biologickych vlastnosti byl genotyp I ustanoven jako samostatny druh
a pojmenovan Cryptosporidium suis (Ryan a kol. 2004).

Kromé vySe zminénych druhi a genotypti, které se u prasat vyskytuji ptirozen¢, byla

experimentalné prokdzana vnimavost prasat k infekci C. hominis a C. meleagridis
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(Akiyoshi a kol. 2003a, b). Také byly zaznamenany ojedin€lé ptipady ptirozenych
infekei C. muris (Xiao a kol. 2006; Kva¢ a kol. 2009a), C. mouse genotype I (Chen
a Huang 2007) a Cryptosporidium sp. Eire w65.5 (Zintl a kol. 2007).

4.1.1. Cryptosporidium suis

Druh Cryptosporidium suis je v sou¢asné dobé nejcastéji popisovanou kryptosporidii
prasat. Typickym hostitelem C. suis je prase, avSak experimentalné byla prokazana
vnimavost telat k tomuto druhu kryptosporidie (Enemark a kol. 2003). Také byl popsan
pripad, kdy se timto druhem nakazil ¢loveék (Xiao a kol. 2002). Experimentalné bylo
prokazano, Ze pro mysi neni C. suis infek¢ni (Morgan a kol. 1999b). Tento ,,praseci®
druh byl poprvé identifikovan v izolatech ze Svycarska, zapadni Austrilie a Kanady
(Morgan a kol. 1999b; Guselle a kol. 2003). Nejcasteji se tento druh kryptosporidie
vyskytuje u selat (Kva¢ a kol. 2009a). Ackoli byly zaznamenany klinické piiznaky
kryptosporidiézy vyvolané druhem C. suis u dvoudennich, experimentalné infikovanych
selat (Enemark a kol. 2003) a u selat pfed odstavem (Misi¢ a kol. 2003), vétSina piipadi
spontannich a experimentdlnich infekci probihala bezptiznakové (Guselle a kol. 2003;
Vitovec a kol. 2006; Suarez-Luengas 2007). V zadném z experimentalnich ani
spontannich ptipadi nebyly zjistény makroskopické zmény vnitinich orgdnti (Enemark
a kol. 2003).

Infekce druhem C. suis je lokalizovana v tlustém stievé (zejména tracéniku), bézné se
také vyskytuje v lymfoglandularnich komplexech v submukoze tlustého stieva (Guselle
a kol. 2003; Vitovec a kol. 2006).

Velikost oocyst C. suis byla popsana jako morfologicky shodna s oocystami

C. parvum (4,6 x 4,2 um) (Ryan a kol. 2004). Naopak Vitovec a kol. (2006) popsali

velikost oocyst statisticky vyznamné vétsi (6,2 x 5,5 pm).

4.1.2. Cryptosporidium pig genotype 11

Tento genotyp kryptosporidii prasat je pomérn¢ malo prozkouman. Byl izolovan
u sajicich selat v Norsku, v praseci kejde z irskych farem ¢i v odpadni vodé v Australii
(Ryan a kol. 2003; 2005; Xiao a kol. 2006; Hamnes a kol. 2007). Cryptosporidium pig
genotype Il je nalézan pfedevSim u starSich prasat - po odstavu (Kvac a kol. 2009a).
Infekce zplsobend timto druhem kryptosporidie probiha pievazné bez klinickych

priznaki (Langkjaer a kol. 2007). O lokalizaci infekce v zaZzivacim traktu hostitele
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zatim neexistuji zadné udaje. Tvar a morfologie oocyst Cryptosporidium pig genotype

IT zatim nebyly popsany.

4.1.3. Cryptosporidium parvum

Cryptosporidium parvum je nejrozSifenéjsi druh kryptosporidie s nejnizsi
hostitelskou specifitou. Vnimavost jednotlivych hostitelii k tomuto druhu byla popséna
experimentalné. Poprvé byl tento druh nalezen u mysi (Tyzzer 1912). Pravdépodobné je
infekéni pro vétSinu savel, u kterych je také ve velké mife nalézan. NejCastéji byvaji
infikovani timto druhem piezvykavci (de Graaf 1999). Cryptosporidium parvum je také
zdrojem zoonotickych infekci Clovéka (Xiao a kol. 2004). Experimentdlné byla
potvrzena vnimavost prasat k tomuto druhu kryptosporidie (Tzipori a kol. 1981;
Vitovec a Koudela 1992a), a ackoli existuje fada studii zabyvajicich se vyskytem C.
parvum v chovech prasat (Xiao a kol. 1994; Quilez a kol. 1996; Olson a kol. 1997;
Izumiyama a kol. 2001; Wieler a kol. 2001), pfirozené infekce prasat touto
kryptosporidii jsou vzacné (Morgan a kol. 1999b; Widmer a kol. 2004; Zintl a kol.
2007).

Primarné probihd infekce C. parvum v distalni casti tenkého stfeva a kolonu.
Patologické zmény v tenkém stfeve jsou charakterizovany atrofii stfevnich klkt, ztratou
epitelidlnich bunék a zdnétem stfevniho epitelu (Thompson a kol. 2005).

Velikost oocyst je 5,0 x 4,5 um (Upton a Current 1985).

4.1.4. Cryptosporidium muris

Typickymi hostiteli Cryptosporidium muris jsou hlodavci z éeledi mySovitych
a kieckovitych. Experimentaln¢ vSak bylo prokazano, Ze izolaty z laboratornich mys$i
jsou infeke¢ni 1 pro dalsi zvifata jako jsou morcata, kralici, piskomilové, psi ¢i jehiata
(Fayer 1990). Pfirozené infekce timto druhem kryptosporidie byly popsany u damana
(Fayer 1997), velblouda (Anderson 1991) a ¢lovéka (Fayer a kol. 1997). Znamy jsou
také infekce prasat, kdy byla popsana ptitomnost C. muris v praseci kejdé naptiklad na
farmach v Irsku, Cin& a jinde ve svété (Xiao a kol. 2006; Chen a Huang 2007; Zintl
a kol. 2007; Kvac a kol. 2009a). Jedna se ovSem o nalez z netfidéného materialu, ktery
mohl byt kontaminovan trusem hlodavct, jez jsou pfirozenymi hostiteli. Nelze tedy
jednoznacné urcit, zda jde o pfirozenou infekci ¢i nikoliv.

Druh C. muris infikuje epitel zaludku a ve vétSiné piipadt probiha asymptomaticky

(Iseki a kol. 1989), bez makrospopickych zmén na vnitfnich organech. O patologii
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a symptomech u prasat neni nic zndmo. Stejn¢ jako u piirozenych hostitelli 1ze 1 u prasat
ptedpokladat nizkou patogenitu a absenci klinickych ptiznakii.

Oocysty jsou ovalného tvaru a méfti 8,4 x 6,3 um (Iseki 1986).

4.1.5. Cryptosporidium meleagridis

Poprvé byl tento druh popsan v roce 1955 (Slavin 1955). Typickymi hostiteli jsou
ptéaci, predevsim dribez (Morgan a kol. 2001). Pfirozené infekce se dale vyskytuji
u clovéka. Je to tfeti nejb&znéjsi druh kryptosporidie nalézany u ¢lovéka (Xiao a kol.
2001; Pedraza-Diaz a kol. 2000). Experimentalné¢ byla prokdzana vnimavost prasat
k tomuto druhu (Akiyoshi a kol. 2003a). Prirozené infekce prasat timto druhem doposud
nebyly publikovany.

U ptakd se infekce C. meleagridis projevuje prijmem bez ztraty na hmotnosti
a dalSich véaznéjsich klinickych pfiznakd (Timova a kol. 2002). U prasat byly
pozorovany pouze slabsi klinické ptiznaky - mirné prijmové onemocnéni bez zndmek
dehydratace. Patologické zmény vznikaji na sliznici infikovanych ¢asti zazivaciho
traktu a jsou charakterizovany zkracenim mikrovilarni vrstvy a nepravidelnosti
epitelidlniho povrchu (Akiyoshi a kol. 2003).

Infekce C. meleagridis je u ptaki i u experimentalné nakazenych prasat lokalizovana
v tenkém stfeve (Slavin 1985; Pereira a kol. 2002).

Oocysty maji kulaty tvar a jejich velikost je 4,5 x 4,0 um (Lindsay a kol. 1989).

4.1.6. Cryptosporidium hominis

Cryptosporidium hominis je druh specializovany na ¢lovéka. Nejprve byl povazovan
pouze za genotyp C. parvum a byl nazyvan C. parvum human genotype. Na zakladé
molekularnich a biologickych rozdili byl ustanoven jako novy druh a pojmenovan
C. hominis (Morgan-Ryan a kol. 2002). Tento druh kryptosporidie je povazovan za
neinfekéni pro mysi, krysy, kocky, psy a dobytek (Peng a kol. 1997; Widmer 1998;
Widmer a kol. 2000; Giles a kol. 2001; Morgan-Ryan a kol. 2002). Nicmén¢ v sou¢asné
dobé bylo C. hominis popsano u duonga (Morgan a kol. 2000) a byla prokazana
experimentalni vnimavost prasat a jehnat k tomuto druhu kryptosporidie (Giles a kol.
2001; Ebeid a kol. 2003). Stejn¢ jako v ptipadé C. meleagridis, pfirozena infekce
u prasat druhem C. hominis doposud nebyla popsana. Infekce zptisobena C. hominis ma
u prasat mnohem nizsi intenzitu infekce, mirné;jsi klinické piiznaky a kratsi prepatentni

periodu nez infekce druhem C. parvum (Xiao a kol. 2004). Nizka infek¢ni davka oocyst
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(1-10 oocyst) vyvolala u prasat pouze minimalni patologické zmény. Byly pozorovany
endogenni stddia na povrchu mikroklkli a sporadicky zanét byl pozorovan v ileu
a tlustém strevé (Pereira a kol. 2002). Infekce probiha v distalni ¢asti tenkého stfeva
a v kolonu.

Oocysty C. hominis jsou morfologicky identické s C. parvum a jsou 5,4 x 4,7 um
velké (Xiao a kol. 2004).

4.2. Prevalence a pribéh kryptosporidiovych infekci u prasat

Vyskyt kryptosporidiovych infekci u prasat je popisovan ve vsSech vekovych
kategoriich s riznou mirou prevalence, od 0 az 60 % (Quilez a kol. 1996; Izumiyama
a kol. 2001; Epe a kol. 2004). Nejcastéji jsou infikovana selata kratce pred odstavem
a po odstavu (Guselle a kol. 2003). Mén¢ casto je infekce nalézdna u starSich jedinct
(Xiao a kol. 1994; Atwill a kol. 1997). N¢které studie uvadéji uplnou absenci
kryptosporididozy ve starSich vekovych kategoriich (Quilez a kol. 1996). Vyskyt
jednotlivych druhli/genotypii kryptosporidii prasat je ovlivilovan veékem jedince.
Prevazujici druh/genotyp kryptosporidii je C. suis a Cryptosporidium pig genotype II.
Pfirozeny vyskyt C. parvum je u prasat popisovan pouze vzacné (Zintl a kol. 2007),
z ¢ehoz vyplyva, ze vSechna data popisujici vyskyt a prevalenci C. parvum v chovech
prasat pred rokem 2004, tedy pted popisem C. suis a Cryptosporidium pig genotype 11
nejsou zcela jednoznaénd, protoze C. parvum se u prasat vyskytuje pfirozené jen
ojedinéle (Xiao 2010) a Ize se tedy domnivat, ze tyto infekce byly zpisobeny jinymi
druhy kryptosporidii.

Ve vétsiné piipadd probihd kryptosporididoza u nakazenych prasat bezptiznakové
nebo s mirnymi ptiznaky, jako nespecificka kolitida (Higgins 1999). Klinické ptiznaky
mohou mit vSak i vazngjsi prube¢h, jestlize se souCasn€é objevi koinfekce s jinym

enteropatogenem, jako je naptiklad rotavirus (Enemark a kol. 2003).

4.3. SmiSené infekce

SmiSené kryptosporidiové infekce byly popsany u rtznych hostiteld. Mohou byt
zpusobeny jednak dvéma druhy stfevnich kryptosporidii nebo kombinaci infekci
sttevnich a Zalude¢nich kryptosporidii. Naptiklad u ¢loveéka byly soucasné detekovany

C. hominis a C. meleagridis (Gatei a kol. 2007). Experimentalné bylo prokazano, Ze
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prubéh infekce zaludecnich kryptosporidii nebyl ovlivnén piedchozi ndkazou stfevnimi
kryptosporidiemi a naopak (Kva¢ a kol. 2009c).

Jak jiz bylo feCeno, prasata jsou bézné infikovana dvéma druhy kryptosporidii,
C. suis a Cryptosporidium pig genotype II. Vysledky studii naznacuji, ze zvifata se
mohou nakazit genotypem Cryptosporidium pig genotype II, piestoze u nich probiha
infekce C. suis. Mohou tedy byt infikovana ob&éma druhy kryptosporidii soucasné,
ackoli oba druhy maji odliSnou veékovou specifitu (Kva¢ a kol. 2009a). Zatim nebyly
provedeny zadné experimentalni smiSené infekce prasat druhem C. suis s genotypem
Cryptosporidium pig genotype II. Nebyla provedena ani infekce samostatnym
genotypem Cryptosporidium pig genotype II. Bez informaci, které lze ziskat pouze
z experimentalnich infekci, nelze posoudit vyznam vzajemného ovliviiovani pritbéhu

infekce a vliv na zdravotni stav zvirat.
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5. MATERIAL A METODY

5.1. Material
Odbéry byly provadény v pravidelnych intervalech v letech 2009 a 2010 na praseci

farmé v Kozlovicich. Vzorky trusu byly odebirany po vykéleni zvifete z podlahy. Pro
diagnostiku byly odebirany ptiblizné 3 g vykali. Vzorky byly ulozeny do plastovych
kelimkt, oznaCeny a skladovany pii 4 °C bez fixace. VysSetieni bylo provedeno do

24 hodin po odbéru.

5.1.1. Charakteristika sledovanych chovu

Na farm¢ v Kozlovicich bylo chovano 15 ks prasnic. Prasnice byly ustajeny ve
skupinovych kotcich s krmenim do spolecnych zlabli. Biezi prasnice byly pievadény do
individudlnich kotct, kde se mohly volné pohybovat a asi 14 dni pfed porodem byly
pfevedeny na porodnu. Jeden roh kotce byl piehrazen, zde méla selata doupé. V téchto
kotcich byla selata spolu s prasnici az do odstavu v 6. tydnu véku. Odstavena selata byla
posléze umisténa do skupinovych kotcti s krmenim do spole¢nych Zlabi. Zvifata byla
ustdjena na betonové podlaze se slaménou podestylkou. Odklizeni hnoje a krmeni bylo

provadéno 2x denné.

5.2. Detekce oocyst kryptosporidii v trusu
Vsechny odebrané¢ vzorky byly mikroskopicky vySetfeny na pfitomnost oocyst

kryptosporidii v trusu.

5.2.1. Barveni oocyst kryptosporidii (Milacek a Vitovec 1985)
Zasobni roztoky:

e Roztok anylin-karbol-methylvioleti
0,6 g methylvioleti
1 ml anilinu
1 g fenolu
30 ml ethanolu
70 ml deionizované vody
e 2% roztok kyseliny sirové

e 1% roztok tartrazinu v 1% Kkyseliné octové
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Postup:

1. Tenky natér trusu na podloznim skle fixovat methanolem v plameni (sklo
ponofit do methanolu a po vyjmuti zapalit).

Barvit v roztoku methylvioleti 30 minut.

Oplachnout pod tekouci vodou.

Diferencovat 2% kyselinou sirovou 2 minuty.

Opléachnout pod tekouci vodou.

Dobarvit v roztoku tartrazinu 3-5minut.

S A A T o

Oplachnout slabym proudem tekouci vody.

Oocysty se barvi modrofialové na Zlutém pozadi.
Preparaty byly prohlizeny svételnym mikroskopem (Olympus BX 51) za pouziti
imerzniho oleje pti zvétSeni 1000x. Vzdy byl prohlédnut cely preparat.

5.2.2. Cryptosporidium imunofluorescen¢ni test

Tento piimy In vitro imunofluorescencni test slouzi k detekci kryptosporidii
z biologického materidlu. Fluorescencné znacend monoklondlni mysi protilatka se
specificky vaze na kryptosporidie ve vzorku a vznikd svétle zelend fluorescence pii
vlnové délce 490 nm. Tento typ testu byl vyuzit pro morfologickou analyzu oocyst.
Barveni bylo provedeno pomoci komeréniho kitu Crypto Cel (50T, Medac, CR).
Chemikalie:
Kit Crypto Cel (50T, Medac, CR)

e Crypto Cel reagent

e Mounting Fluid

e methanol, PBS
Postup:

1. Na sklicko kapnout 20 pl purifikovanych oocyst, rozetfit po sklicku a nechat
uplné zaschnout.
Fixovat 5 minut v methanolu a nechat zaschnout.
Na vzorek nakapat 5 pl Crypto Cel reagentu.
Inkubovat sklicko ve vlhké komiirce 30 minut pii 37 °C.

Omyt sklicko v PBS a nechat zaschnout.

A A

Na sklicko kapnout 10 pl Mounting Fluid a ptilozit kryci sklicko.
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Oocysty kryptosporidii maji svétle zelenou fluorescenci.
Preparaty byly prohliZzeny fluorescenénim mikroskopem (Olympus IX 70) pii

zvétseni 1000x za pouziti imerzniho oleje.

5.3. Kvantifikace intenzity infekce (Kvac a kol. 2007)

Intenzita infekce byla zjiStovana podle mnozstvi oocyst ve vzorku natfeném na
sklicku. Hmotnost trusu, ktera byla pouzita k pofizeni natéru, byla zji§téna rozdilem
hmotnosti sklicka s natfenym vzorkem trusu a hmotnosti Cistého sklicka. Intenzita
infekce byla vyjadiena jako pocet oocyst v gramu trusu.

Postup:
1. Vzorek trusu natfit na sklicko a obarvit dle Milacka a Vitovce (1985).

2. Prohlizet svételnym mikroskopem (Olympus BX 51) pfi zvétSeni 1000x.

3. U pozitivnich vzorkli spocitat pocet oocyst v 30 zornych polich pii vysoké

intenzit¢ infekce, nebo na celém skle pfi nizké intenzité infekce.

4. Ze zjisténych udaji (hmotnost trusu, poc¢et zornych poli na sklicku, pocet oocyst

na sklicku) odhadnout intenzitu infekce a vyjadfit jako pocet oocyst v gramu

trusu (OPQG).

5.4. Sledovani pribéhu infekce

Pribéh infekce byl sledovan na skupiné deviti stejné starych jedinci od narozeni.
Vzorky trusu byly sbirany pravidelné jednou tydné, od 1. tydne do 12. tydne veku.
Vsechny vzorky byly nabarveny dle Milacka a Vitovee (1985), prohlédnuty svételnym
mikroskopem (Olympus BX 51) ptfi zvétSeni 1000x. Vyhodnoceny byly pomoci

molekularni analyzy za pouziti druhové specifickych primert (viz nize).

5.5. Purifikace oocyst

Vzorek trusu byl rozmélnén s deionizovanou vodou v tieci misce, prefiltrovan pres
sitko (velikost ok 50 mesh) do 100 ml zkumavky a centrifugovan pti 1350 g po dobu 20
minut. Supernatant byl odsan a sediment obsahujici oocysty kryptosporidii nasledné
precistén na sachar6zovém (Arrowood a Sterling 1987) a cesium-chloridovém gradientu

(Arrowood a Donaldson 1996).
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5.5.1. Sacharozovy gradient (Arrowood a Sterling 1987)
Zéasobni roztoky:

e Sheateriv cukerny roztok
259 ml deionizované vody
405 g cukru
7,29 g fenolu
e 1% PBS TWEEN (do 1 1PBS piidat 0,5 ml TWEEN 20)
e Pracovni sheaterovy roztoky
roztok A: 1+2 (1dil Sheaterova roztoku + 2 dily PBS TWEEN)
roztok B: 1+4 (1dil Sheaterova roztoku + 4 dily PBS TWEEN)
Postup:
1. Vzorek trusu rozmichat v deionizované vodé¢ a precedit pies sitko.
2. Sachar6zové gradienty navrstvit nasledujicim zpisobem: 30 ml roztoku A, 30
ml roztoku B a 15 ml suspenze oocyst.
3. Centrifugovat 30 minut pti 1370 g.
4. Oocysty jsou koncentrovany mezi roztoky sachardzy. Odsat vrchni vrstvu,
supernatant prenést do ¢isté zkumavky.
5. Objem doplnit deionizovanou vodou.
6. Centrifugovat 20 minut pti 1370 g.
7. Odsat vodni vyvévou polovinu objemu, doplnit deionizovanou vodou
a centrifugovat 30 minut pti 1370 g. Tento krok opakovat jesté 1x.
8. 0Odsat vSechen supernatant.

9. Pelet s oocystami uchovéavat pii 4 °C.

5.5.2. Cesium chloridovy gradient (Arrowood a Donaldson 1996)
Zasobni roztoky:

e CsCl cesium chloridovy roztok (hustota 1,15 g/ml)
(21,07 g CsCl + 100 ml destilované vody)
e PBS (0,025 M PBS; pH 7,2)
Postup:
1. Oocysty precisténé na sachar6zovém gradientu centrifugovat 10 minut pii 1450 g.

2. Sediment rozmichat v PBS.
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3. Do 2 ml zkumavky napipetovat 1ml CsCl a na n&j navrstvit 0,5 ml suspenze
oocyst v PBS.

4. Centrifugovat 3 minuty pii 16 000 g

5. Na rozhrani CsCl a PBS jsou koncentrovany oocysty

6. Odebrat prstenec obsahujici oocysty do Cisté zkumavky, dotedit PBS.

7. Centrifugovat 3 minuty pii 16 000 g.

8. Odebrat supernatant a pelet rozmichat v PBS.

9. Centrifugovat 3 minuty pti 16 000 g.

10. Odebrat supernatant, pelet rozmichat s pfiblizn¢ 200 ul PBS.

11. Oocysty uchovavat pti 4 °C v PBS.

5.6. Morfologicka analyza oocyst

Pro morfologickou analyzu byly pouzity oocysty C. parvum, C. suis
a Cryptosporidium pig genotype II purifikované pomoci sachar6zového a nasledné
cesium chloridového gradientu. Z kazdého izolatu bylo zméteno 100 oocyst. Oocysty
byly vzdy zméteny v nativnim stavu (Nomarski kontrast) a ve fluorescenci. U kazdé
oocysty byla zméfena délka a Sitka a byl vypocten index tvaru. Pro morfologickou
analyzu byla pouzita digitdlni analyza obrazu, software M.L.S. QuickPHOTO Pro,
fotoaparat Olympus Camedia C-5060WIDEZOOM, 5.1 pixeli a mikroskop Olympus
IX 70. Variabilita ve velikosti oocyst byla statisticky vyhodnocena pomoci analyzy
variance (ANOVA) ve statistickém programu Statistica, Realase 5.1. (Statsoft, Tulsa,
OK, USA 1997).

5.7. Histopatologické vySetieni

Vytypovana zvifata pozitivni na Cryptosporidium pig genotype II byla odkoupena
a utracena. Bezprostfedné po usmrceni byly odebrany ¢asti zaludku, tenkého, tlustého
a slepého stfeva (duodenum; piedni, stfedni a zadni jejunum; ileum; cékum; vzestupny,
pricny a sestupny tracnik; rektum) a fixovany pro histologické vysetieni v 10%
formaldehydu. Vzorky byly zpracovany standardni parafinovou metodou. Histologické
fezy byly barveny hematoxylinem, Wolbachovou modifikaci Giemsova barveni a

specifickymi monoklonalnimi protildtkami proti st€én€ oocyst.
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5.8. Molekularni analyza

VSechny odebrané vzorky, mikroskopicky pozitivni i negativni, byly vySetfeny na

pritomnost oocyst kryptosporidii pomoci nested PCR s rodové specifickymi primery

(5.8.2.) vkombinaci s metodou PCR-RFLP (5.9.1.) a nested PCR s druhové

specifickymi primery (5.9.2.).

5.8.1. Izolace DNA

Extrakce DNA z trusu byla provadéna pomoci komeréniho kitu PSP Spin Stool DNA
Kit (Invitek).
Postup:

1.

Do mikrozkumavek (Safe Lock Tube, 2,5 ml) pfidat 200 mg trusu, 150 mg
sklenénych kuli¢ek (& 0,5 mm, BioSpec Product Inc., USA)
Pridat 1,2 ml Lysis Buffer P a zvortexovat.

. Dale provést rozbijeni oocyst pomoci homogenizatoru (FASTPREP® - 24

Instrument MP Biomedicals, Solon, OH, USA) 1 minutu rychlosti 5,5 m/s.
Dalsi kroky byly provedeny dle navodu poskytnutého vyrobcem. Ziskana DNA

byla uchovévana pii -20 °C.

5.8.2. Polymerazova retézova reakce (PCR)

Chemikalie:

deoxyribonukleosid trifosfaty (200 uM dNTP’s, 10 mM roztok, Top-Bio, CR)
10x Koncentrovany pufr pro Taq purple DNA polymerizu (Top-Bio, CR)
Taq purple DNA polymeraza (1 U/pul, Top-Bio, CR)

PCR H,O (Top-Bio, CR)

MgCl, (25 mM, Top-Bio, CR)

bovinni sérovy albumin (BSA 10 mg/ml, Sigma-Aldrich, CR)

primery (10 uM, Generi Biotech, CR)

Pro amplifikaci ¢asti genu pro malou ribozomalni podjednotku (SSU rRNA) byla

pouzita metoda nested PCR dle protokolu Jiang a kol. (2005). Celkovy objem

jednotlivych reakénich smési byl pro primarni PCR reakci 20 pl a pro sekundarni PCR

reakci 30 ul (tabulka 2). Vzorky byly vizualizovany v 1,5% agar6zovém gelu.
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Primery

Priméarni — rodoveé specifické

e F5-TTCTAGAGCTAA TAC ATG CG -3’
e R5-CCCATTTCC TTC GAA ACA GGA -3°

Sekundarni — rodové specifické

e F5-GGAAGG GTT GAT TTT ATT AGA TAA -3’
e R5-CTCATA AGG TGC TAG AGG AGT A -3°

Tabulka 2. Reak¢ni smés pro PCR protokol pro amplifikaci ¢asti genu pro malou
ribozomalni podjednotku.

Primarni reakce 55°C Sekundarni reakce 55 °C
H,O0O W - 1,30l H,O - 19,65 ul
MgCl, 25 mM 1,20l MgCl, 25 mM 1,80 pl
10x buffer ---------- 2,00l 10x buffer ---—-----—-- 3,00 ul
dNTP 10 mM 0,40 ul  dNTP 10 mM 0,60 pl
forward 10 uM 0,40 ul  forward 10 uM 0,60 pl
reverse 10 uM 0,40 ul  reverse 10 uM 0,60 pl
BSA 10mg/ml 0,80 ul  BSA
taq 10U/l 0,50 ul  taq 10U/l 0,75 ul
DNA = - 3,00ul  PCR produkt  ---------- 3,00 pl
celkem @ -----—--- 20 pl celkem 0 - 30 pl

Pozadované tseky templatové DNA byly amplifikovany v termocycleru (Bioer, Krd,
CR). Po pocateni denaturaci 94 °C 3 minuty, bylo provedeno celkem 35 cykld
sestavajicich z denaturace 94 °C po 45 s, annealingu 55 °C po 45 s a extenze 72 °C po
60 s, s finalni extenzi 72 °C 7 minut. Pro amplifikaci sekunddrniho PCR produktu byly
pouzity 3 pl primarniho PCR produktu. Pomoci nested PCR byly amplifikovany ~ 830

bp dlouhé fragmenty.

5.9. Genotypizace

K rozliSeni jednotlivych druhii/genotypti kryptosporidii byla pouzita metoda
PCR-RFLP (polymorfismus délky restrikénich fragmenti) a druhové specifické

primery.
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5.9.1. PCR-RFLP

Sekundarni PCR produkt SSU rRNA byl nastipan pomoci restrikéniho enzymu Ssp 1.
Chemikalie:

e restrikéni endonukledza Ssp I (10 U/ml, BioLabs® Inc., USA)

e 10x pufr Ssp I (BioLabs® Inc., USA)

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

e sekundarni PCR produkt
Postup:

1. Celkovy objem reak¢éni smési = 25 pl (tabulka 3)
2. Reakéni smés inkubovat v termobloku pii 37 °C 12 hodin.

3. Vzorky vizualizovat v 2% agar6zovém gelu.

Tabulka 3. Reak¢ni smés pro RFLP pomoci restrikéniho enzymu Ssp 1

RFLP

Sspl 10 U/ul 0,5 ul
Buffer 10x - 2,5ul
HO 7 ul
PCR produkt ~  --—--—-- 15 ul
Celkem 25 ul

Cryptosporidium suis se $tépi restrikénim enzymem Ssp I na 3 fragmenty o velikosti
453 bp, 379 bp a 11 bp. Cryptosporidium pig genotype II se $tépi restrikénim enzymem
Ssp I na 5 fragmentt o velikosti 413 bp, 268 bp 103 bp 32 bp a 19 bp. Cryptosporidium
parvum se $tépi restrikénim enzymem Ssp I na 3 fragmentl o velikosti 449 bp, 254 bp a
111 bp.

5.9.2 Druhové specifické primery

Byly navrzeny druhové specifické primery pro Cryptosporidium suis (reverse
a forward) a druhové specifické primery pro Cryptosporidium pig genotype II (reverse
a forward). S témito primery byla provedena nested PCR pro amplifikaci ¢asti genu pro
malou ribozomalni podjednotku.
Chemikalie:

e deoxyribonukleosid trifosfaty (ANTP’s, 10 mM roztok, Top-Bio, CR)

e 10x koncentrovany pufr pro Taq purple DNA polymerizu (Top-Bio, CR)

e Taq purple DNA polymeraza (1 U/ul, Top-Bio, CR)
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e PCR H,O (Top-Bio, CR)

e MgCl, (25 mM, Top-Bio, CR)

e bovinni sérovy albumin (BSA 10mg/ml, Sigma-Aldrich, CR)

¢ sekundarni rodové specifické primery (10 uM, Generi Biotech, CR)

e druhové specifické primery (10 pM, Generi Biotech, CR)

Celkovy objem jednotlivych reakénich smési byl pro primarni i sekundarni PCR
reakci 20 pl. V primarni reakci byly pouzity sekundarni rodové specifické primery,
zatimco v sekundarni reakci primery druhové specifické (forward a reverse

C. suis/Cryptosporidium pig genotype II).

Primery

Primérni — rodové specifické
e F,5-GGA AGG GTT GAT TTT ATT AGA TAA -3’
e R,5-CTC ATA AGG TGC TAG AGG AGT A -3’

Sekundarni — druhové specifické
e suis 3F 5'- CAT AAT AAC TTT ACG GAT CAC ATT TTT -3’
e suisR5-CTC AAA GTA AAA TTT CAT ATA CTA ATA AAA AT -3
e pig genotype Il 2F 5'- GCG GAT CAC GTT ATG TGA CAT -3’
e pig genotype Il 2R 5'- TTC CAC ATA CTG TAA AGT AAT GTG -3’

Reakéni smés byla amplifikovana v termocycleru (Bioer, Krd, CR). Po po&ate¢ni
denaturaci 94 °C 3 minuty, bylo provedeno 35 cykla sestavajicich v primarni reakci
z denaturace 94 °C po 45 s, annealingu 55 °C po 45 s a extenze 72 °C po 60 s, s findlni
extenzi 72 °C 7 minut. Cykly pro sekundéarni reakci byly totoZzné kromé& annealingu
- 62 °C po 45 s. Pro amplifikaci sekundarniho PCR produktu byly pouzity 2 pl
primarniho PCR produktu (tabulka 4).
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Tabulka 4. Reak¢éni smés pro PCR protokol pro amplifikaci ¢asti genu pro malou
ribozomalni podjednotku.

Primarni reakce 55°C Sekundarni reakce 62 °C
H,0O e 11,30l H,O - 12,30 pl
MgCl, 25 mM 1,20 ul  MgCl, 25 mM 1,20 ul
10x buffer ---------- 200l 10x buffer ~  ---------- 2,00 pl
dNTP 10 mM 0,40 ul  dNTP 10 mM 0,40 pl
forward 10 uM 0,40 pI  forward 10 uM 0,40 ul
reverse 10 uM 0,40 ul  reverse 10 uM 0,40 ul
BSA 10mg/ml 0,80 ul  BSA 10 mg/ml 0,80 ul
taq 1 U/l 0,50 ul  taq 1 U/l 0,50 ul
DNA = - 3,00ul  PCR produkt  ---------- 2,00 ul
celkem  ------—--- 20pl  celkem @ - 20 pl

5.9.2.1. Ovéreni specifity a senzitivity navrZzenych C. suis a Cryptosporidium pig
genotype II specifickych primeri

Navrzené specifické primery byly testovany pomoci nested PCR na nespecifické
amplifikace. K testovani byly pouzity nasledujici genotypizované druhy kryptosporidii:
C. parvum, C. hominis, C. andersoni, C. muris, C. canis, C. suis, Cryptosporidium pig
genotype 11, ferret genotype, chipmunk genotype I a mouse genotype I; navic byl piidan
vzorek, u kterého byla potvrzena smisena infekce C. suis a Cryptosporidium pig
genotype II. Testovani bylo provedeno nésledujicim zptisobem:

I. Deset vySe uvedenych druhl/genotypti kryptosporidii bylo amplifikovano
standardni metodou nested PCR a naStipano restrikénim enzymem Ssp 1. Stejné vzorky
byly amplifikovany s druhové specifickymi primery dle ndmi navrzeného protokolu
(kapitola 5.9.2.).

I1. Byly smichany 3 ul DNA C. parvum vyizolované z cca 3 000 000 oocyst s 3 ul
DNA C. suis nebo Cryptosporidium pig genotype II ziskanych ze vzorku obsahujicich
75x méné oocyst (cca 40 000). Byla provedena nested PCR jak s druhové, tak s rodove
specifickymi primery.

III. Specifita ndmi navrzenych primerd byla otestovdna na dvanacti ndhodné
vybranych vzorcich trusu obsahujicich oocysty C. suis a Cryptosporidium pig genotype
II. Pozitivni vzorky trusu byly ndhodné vybrany z riznych vékovych kategorii
zvitat - 2, 4, 8 a 12 tydnu stafi. Jednotlivé druhy a genotypy byly potvrzeny piimou
sekvenci PCR produktu ziskaného pomoci rodové specifickych primert a RFLP
a vysledky byly porovnany se sekvencemi PCR produktli ziskanymi pomoci druhové

specifickych primerd.
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5.10. Gelova elekroforéza

Velikost PCR fragmentl byla zjiStovana gelovou elektroforézou. Na 1,5%

agarozovém gelu s pridavkem ethidium-bromidu (pro sekundarni PCR reakce) nebo na

2% agar6zovém gelu (pro RFLP reakce) byl vysledny produkt detekovan a vizualizovan

pomoci UV transluminatoru (320 nm).

Chemikalie:

50x TAE pufr (242 g tris baze; 457,1 ml ledové kyseliny octové; 100 ml 0,5 M
EDTA)

agaréza (Biotech, CR)

ethidium-bromid (Sigma-Aldrich, CR)

100 bp DNA Ladder (O’Gene Ruler' ™, Biogen, CR)

Postup:

1. Smichat agarézu s 1x TAE pufrem (pro 1% gel smichat 0,4 g agardzy se 40 ml
TAE pufru; pro 2% gel smichat 0,8 g agardzy se 40 ml TAE).

2. Nechat agardzu rozpustit v mikrovinné troubé a zchladit pod tekouci vodou
priblizné na teplotu 50 °C.

3. Piidat 3 pl ethydium-bromidu a promichat.

4. Do pfedem piipravené formy nalit gel, vlozit hieben a nechat ztuhnout.

5. Gel vlozit do elektroforetické vany naplnéné 1x TAE pufrem.

6. Do jamek nanést 1x 10 pl ladderu a 20 ul sekundarniho PCR produktu s rodové
specifickymi primery nebo 20 pl sekundarniho PCR produktu s druhové
specifickymi primery nebo 25 pl restrikéni reakce.

7. Nastavit napéti 70 V a vyvijet dobu potiebnou pro separaci fragmentl (ptiblizné

60 minut).

DNA fragmenty byly vizualizovany UV transluminatorem a vyfoceny kamerou

propojenou s pocitacem. Pomoci rodové specifickych primerti byly amplifikovany

produkty o velikosti ~ 830 bp, pomoci druhové specifickych primerd byly

amplifikovany produkty o velikosti ~ 482 bp (C. suis) a o velikosti ~ 443 bp

(Cryptosporidium pig genotype II).
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5.11. Sekvenovani

Sekundéarni produkty zrodové i druhové specifické PCR byly sekvenovany za
pouziti sekundarnich primerti. K ptiprave vzorkl k sekvenaci byl pouzit ABI BigDye
Terminator v 3.1 Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
a ABI3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystem). Sekvence byly upraveny pomoci
programu ChromasPro (Technelysium, Queenland, Austarlia). Ziskané sekvence byly

porovnany se sekvencemi ulozenymi v databazi GenBank pomoci programu ClustalX.
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6. VYSLEDKY

6.1. Prevalence kryptosporidii

Béhem sledovani v letech 2009 a 2010 bylo vysetieno celkem 457 vzorkd trusu

prasat rtiznych veékovych kategorii z prase¢i farmy v Kozlovicich.

6.1.1. Prevalence na zakladé mikroskopického vySetieni

Vsechny vzorky byly nejprve vyhodnoceny na vyskyt oocyst kryptosporidii
mikroskopicky. Ze 457 vySettenych vzorki bylo 58 (12,7 %) mikroskopicky
pozitivnich (tabulka 5), z toho 41 (70,9 %) vzorki bylo od prasat pfed odstavem a 17
(29,1 %) vzorkt bylo od prasat po odstavu.

Tabulka 5. Frekvence vyskytu oocyst kryptosporidii v jednotlivych veékovych
kategoriich na zékladé mikroskopického vysetieni.

Pocet vySetienych

Kategorie vzorki Pozitivni
Selata 183 41 (22.4 %)

Odstav 274 17 (5,8 %)
Celkem 457 58 (12,7 %)

U jednotydennich selat nebyla mikroskopicky zachycena pfitomnost oocyst
kryptosporidii v trusu. Tfi- a Ctyitydenni zvifata byla nejvice promoifena. Od patého
tydne véku se prevalence kryptosporidii u sledovanych zvifat snizovala, 12 tydnl po

narozeni byla témét nulova (graf 1).

Graf 1. Prevalence Cryptosporidium spp. u prasat rizného staii hodnocena na zaklade
mikroskopického vySetteni.
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6.1.2. Prevalence na zakladé molekularni analyzy

Molekularni analyza prokazala vétsi pocet pozitivnich vzorkli nez mikroskopické
vySetfeni, a to predevSim u starSich selat (od 5. tydne véku), kdy se pocet oocyst
vylucovanych trusem vyrazné¢ snizuje. Vzorky selat do 4 tydni véku, prokézané jako
pozitivni molekularni analyzou, byly prokézany jako pozitivni i mikroskopicky. Vzorky
trusu selat od 5. tydne v€ku prokdzané jako pozitivni molekuldrni analyzou nebyly
prokazany ve v$ech ptipadech jako pozitivni i mikroskopicky. Cim vice bylo vzorkii od
starSich selat, tim méné jich bylo prokdzano mikroskopicky pozitivnich. Srovnani
zachytnosti mikroskopického vysetfeni a molekularni detekce ukazalo, ze mikroskopie
je mnohem mén¢ spolehliva predevSim u vzorkl prasat starSich 6ti tydnii, kdy pomoci
PCR bylo detekovano vice pozitivnich vzork.

Celkem bylo 167 (36,5 %) vzorku trusu molekularné pozitivnich na kryptosporidie.
Pocet a procenta pozitivnich zvifat v jednotlivych vékovych kategoriich je uveden
v tabulce 6. Zatimco u zvifat po odstavu byla sledovana 45,6% promotenost, pouze

23 % selat pied odstavem bylo pozitivnich na pfitomnost kryptosporidii v trusu (tabulka

6).

Tabulka 6. Frekvence vyskytu oocyst kryptosporidii v jednotlivych veékovych
kategoriich na zaklad€¢ molekularnich analyz.

Pocet vySetienych

Kategorie o Pozitivni
vzorkiu
Selata 183 42 (23,0 %)
QOdstav 274 125 (45,6 %)
Celkem 457 167 (36,5 %)

6.1.2.1. PCR-RFLP

Pouzitim standardni rodové specifické nested PCR s néslednou PCR-RFLP analyzou
byl z celkového poctu 167 molekularné pozitivnich vzorkt u 42 (25,1 %) vzorkl
potvrzen druh Cryptosporidium suis, u 124 (74,3 %) vzorkt Cryptosporidium pig
genotype Il a u 1 (0,6 %) vzorku byla potvrzena smiSena infekce druhem C. suis
a genotypem Cryptosporidium pig genotype II. V grafu 2 jsou uvedeny procentualni
pocty pozitivnich vzorku v jednotlivych veékovych kategoriich. Druh C. suis se
vyskytoval pievazné u selat ve stafi 4 tydnt. Poprvé byl zaznamenan u zvifat ve véku
2 tydnd, od 5. tydne nakaza timto druhem kryptosporidie klesala, v 6. tydnu uz se tento
druh u selat samostatné nevyskytoval. Cryptosporidium pig genotype II byl poprvé
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zjistén v 6. tydnu véku selat a jeho prevalence stale vzristala az do 12. tydne véku
zvitat (zvifata starSi 12 tydnt uZ nebyla sledovana). U jednoho selete v 6. tydnu véku
byla zjisténa smiSena infekce (graf 2).

Z pozitivnich vzorkd bylo ndhodné vybrano 40 vzorkd, u kterych byly vysledky
ziskané¢ pomoci PCR-RFLP ovéfeny genotypizovanim. Porovnavanim ziskanych
sekvenci se sekvencemi uvedenymi v databdzi GenBank byla zjiSténa 100% shoda

s C. suis (AF115377) a Cryptosporidium pig genotype 11 (DQ182600).

Graf 2. Prevalence C. suis, Cryptosporidium pig genotype II a smiSenych infekci

C. suis a Cryptosporidium pig genotype II za pouziti rodové specifickych primert
a PCR-RFLP.
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6.1.2.2. Druhové specifické primery

Pouzitim druhové specifickych primeri bylo rozpoznano méné mono-infekci
zpusobenych genotypem Cryptosporidium pig genotype Il nez v ptipadé pouziti metody
PCR-RFLP a naopak stoupl pocet smiSenych infekci C. suis s Cryptosporidium pig
genotype II.

Shodné jako za pouziti rodové specifickych primert byl ve 42 (25,1 %) vzorcich
potvrzen druh Cryptosporidium suis, nicméné pouze u 84 (50,3 %) vzorku byla zjisténa
mono-infekce vyvolana Cryptosporidium pig genotype Il a u 41 (24,6 %) vzorku byla
potvrzena infekce souc¢asné druhem C. suis a genotypem Cryptosporidium pig genotype
IL

Druh C. suis se vyskytoval pfevazné u selat ve stati 4 tydnt. Poprvé byl zaznamenan

u zvitat ve véku 2 tydni, od 5. tydne nakaza timto druhem kryptosporidie klesala,
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v 6. tydnu uz se tento druh u selat samostatné nevyskytoval. Cryptosporidium pig
genotype II byl poprvé zjistén v 6. tydnu véku selat a jeho prevalence stale vzristala az
do 12. tydne ve&ku zvifat. SmiSené infekce byly druhové specifickymi primery
zachyceny od 6. tydnu az do 12. tydne veéku (graf 3).

Nastup a pokles C. suis; nastup Cryptosporidium pig genotype II a nastup smiSenych
infekei je shodny jako pfi pouZziti metody PCR-RFLP (graf 2). V grafu 3 lze pozorovat
zvySovani poctu smiSenych infekci, které kopiruji kiivku zvySujicich se infekci

genotypem Cryptosporidium pig genotype II.

Graf 3. Prevalence C. suis, Cryptosporidium pig genotype II a smiSenych infekci
C. suis aCryptosporidium pig genotype II za pouziti druhové specifickych primerd.
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6.2. Sledovani pribéhu kryptosporidiovych infekei

Prabéeh infekci u sledované skupiny prasat v jednotlivych tydnech byl obdobny jako
prabéh infekci u jednotlivych vékovych kategoriich sledovanych v letech 2009—2010
(graf 4). V prvnim tydnu véku zvifat nebyla zjiSténa zadna kryptosporidiova infekce.
Od 2. tydne veku selat byla zjisténa infekce druhem C. suis, postupné se timto druhem
nakazila vSechna zvitata, 100% prevalence byla detekovana ve 4. tydnu véku selat, od
5. tydne klesala, v 6. tydnu nebyly zaznamenany jiz Zadné samostatné infekce timto
druhem. V 6. tydnu byla zjisténa infekce genotypem Cryptosporidium pig genotype II
a postupné byla zaznamenavana u stale vySsiho poctu selat a v 8. tydnu dosahla 100%,
do 12. tydne véku zlstala nakazend vSechna selata. SmiSené infekce byly poprvé

zjistény jiz v 6. tydnu a pietrvavaly az do 12. tydne véku selat.
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Graf 4. Pribéh kryptosporidiovych infekci u sledované skupiny zvifat od 1. do
12. tydne véku za pouziti druhové specifickych primeri
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Mikroskopicky pozitivni vzorky byly rozdéleny do skupin podle véku prasat a byla

stanovena intenzita infekce. Byly zjistény rozdily v zavislosti na v€ku zvifat. U sajicich

selat byla intenzita infekce n¢kolikandsobné vyssi nez u selat odstavenych. Intenzita

infekce se pohybovala v rozmezi od 5 x 10" az 1,8 x 10° oocyst/gram trusu (tabulka 7).

Tabulka 7. Primérné intenzita infekce v zavislosti na stafi prasat.

Stari (tydny)

Intenzita infekce (OPG)

O 00 1N DN K W —

0

80 000
300 000
1 800 000
600
350
200
200

80

50

50

50

6.4. Testovani specifity a senzitivity druhové specifickych primeri

Druhové specifické primery byly testovany na nespecifické amplifikace. Deset

uvedenych druhl/genotypi kryptosporidii bylo testovdno metodami uvedenymi

a popsanymi v kapitole 5.9.2.1.
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I. Pouzitim rodové specifickych primerti byly ziskany odpovidajici ¢asti malé
ribozomdlni podjednotky vSech ndmi pouzitych druhii a genotypl kryptosporidii
(obrazek 1A). Druh/genotyp byl navic ovéfen jak sekvencni, tak i restrikéni analyzou
(obrazek 1B). Vzorek ¢. 11, kde byla pomoci PCR-RFLP prokazana smisena infekce
C. suis a Cryptosporidium pig genotype II, nebyl na trovni sekvence z divodu jeji
necitelnosti vyhodnocen. V pfipadé€, kdy byly pouzity druhové specifické primery pro
amplifikaci druhu C. suis, doslo k amplifikaci pouze pozadovaného druhu, a to ve
vzorcich 6 (C. suis) a 11 (C. suis + Cryptosporidium pig genotype II) (obrazek 1C).
V ptipadé, kdy byly pouzity druhové specifické primery pro amplifikaci druhu
Cryptosporidium pig genotype II, doslo k amplifikaci pouze pozadovaného genotypu,
a to ve vzorcich 7 (Cryptosporidium pig genotype II) a 11 (C. suis + Cryptosporidium
pig genotype II) (obrazek 1D). SmiSend infekce (vzorek 11) byla potvrzena jak metodou
PCR-RFLP (obrazek 1B), tak i pomoci druhové specifickych primert (obrazky 1C
a 1D).

Obrazek 1. Deset druhli/genotypt kryptosporidii A) amplifikovanych pomoci nested
PCR za pouziti rodové specifickych primert; B) amplifikovanych pomoci nested PCR
za pouziti rodové specifickych primert s naslednou restrikci enzymem Ssp I; C)
amplifikovanych pomoci druhové specifickych primert pro Cryptosporidium suis; D)
amplifikovanych pomoci druhové specifickych primera pro Cryptosporidium pig
genotype IL.
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1 100 bp Ladder, 2 C. parvum, 3 C. hominis, 4 C. andersoni, 5 C. muris, 6 C. suis, 7
Cryptosporidium pig genotype II, 8 chipmunk genotype I, 9 ferret genotype, 10 mouse
genotype I, 11 smiSend infekce C. suis a Cryptosporidium pig genotype II, 12 C. canis,
13 negativni kontrola.
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II. Druhova specifita navrzenych primert byla prokazana i v ptipadé, kdy byl
k jednotlivym vzorkim (C. suis, Cryptosporidium pig genotype II a smiSené infekci)
pfidan nadbytek DNA jiného druhu kryptosporidie, konkrétné druhu C. parvum.
Zatimco v ptipadé pouziti nested PCR srodoveé specifickymi primery a naslednou
restrikéni analyzou, dosSlo k amplifikaci pouze druhu C. parvum (obrazek 2A), pii
pouziti druhové specifickych primert byl amplifikovan pouze pozadovany druh nebo
genotyp, prestoze DNA C. parvum bylo v reakci 75x vice nez DNA C. suis nebo
Cryptosporidium pig genotype II (obrazek 2B).

Obrazek 2. A) Nested PCR za pouziti rodové specifickych primera s naslednou
restrikci enzymem Ssp 1. B) Nested PCR pro C. suis, Cryptosporidium pig genotype 11
a smiSenou infekci (C. suis + Cryptosporidium pig genotype II) s nadbytkem DNA
C. parvum amplifikovanych pomoci druhové specifickych primert. Vzorky 2, 3 a 6
byly amplifikovany pomoci druhové specifickych primert pro C. suis. Vzorky 4, 5 a 7
byly amplifikovany pomoci druhové specifickych primertt pro Cryptosporidium pig
genotype II.

B L2 L3 ol o5, o8 L7
W NSNS ™S

- @ N W N el e

1100 bp Ladder, 2 C. suis a C. parvum, 3 Cryptosporidium pig genotype II a C.
parvum, 4 C. suis a C. parvum, 5 Cryptosporidium pig genotype I a C. parvum, 6
smiSena infekce C. suis, Cryptosporidium pig genotype II a C. parvum, 7 smiSena
infekce C. suis, Cryptosporidium pig genotype II a C. parvum, 8 negativni kontrola

III. Pouzitim rodové specifickych primerti byly ziskdny odpovidajici casti malé
ribozomalni podjednotky dvanécti ndhodné vybranych vzorki z vékovych kategorii 2,
4, 8 a 12 tydna (obrazek 3A). Druh/genotyp byl ovéten jak sekvencni, tak 1 restrikéni
analyzou (obrazek 3B). U vzorki ¢. 8, 10, 11 a 13 nebyla pomoci PCR-RFLP prokazana
smisena infekce C. suis a Cryptosporidium pig genotype II, ackoliv specifické primery
u téchto vzorkti smisenou infekci odhalily. V piipadé, kdy byly pouzity druhové
specifické primery pro amplifikaci druhu C. suis, doslo k amplifikaci pouze
pozadovaného druhu, a to ve vzorcich 2-7 (C. suis) a 8, 10, 11 a 13 (C. suis +
Cryptosporidium pig genotype II) (obrazek 3C). V pripad¢, kdy byly pouzity druhové
specifické primery pro amplifikaci druhu Cryptosporidium pig genotype II, doslo

k amplifikaci pouze pozadovaného druhu, a to ve vzorcich 9 a 12 (Cryptosporidium pig
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genotype II) a 8, 10, 11 a 13 (C. suis + Cryptosporidium pig genotype II) (obrazek 3D).
SmiSené infekce (vzorky 8, 10, 11 a 13) byly potvrzeny pouze pomoci druhové
specifickych primerti (obrazky 3C a 3D).

Obrazek 3. Nahodné vybrané vzorky z vékovych kategorii 2 tydny (2—4), 4 tydny
(5-7), 8 tydnti (8-10) a 12 tydnii (11-13) tydnt A) amplifikované pomoci nested PCR
pomoci rodové specifickych primerti; B) amplifikovanych pomoci nested PCR za
pouziti rodové specifickych primert s naslednou restrikci enzymem Ssp I; C)
amplifikovanych pomoci druhové specifickych primert pro Cryptosporidium suis; D)
amplifikovanych pomoci druhové specifickych primera pro Cryptosporidium pig
genotype IL.
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1 100 bp Ladder, 2-7 C. suis, 9, 12 Cryptosporidium pig genotype II, 8, 10, 11, 13
smisena infekce C. suis a Cryptosporidium pig genotype II, 14 negativni kontrola.

6.5. Morfologicka analyza oocyst

Vsechna méfeni byla vyhodnocena na zakladé praimérnych hodnot namétenych délek
a Sifek a byl vypocten index tvaru pro fluorescencni i nativni preparaty. Oocysty
Cryptosporidium pig genotype II byly zméfeny pouze ve fluorescenci, nativni oocysty
tohoto genotypu se ndm nepodatilo ze vzorki trusu vyizolovat v dostateném mnozstvi.
Primémé hodnoty jednotlivych méfeni jsou popsany v tabulce 8. Na zaklade
statistického zhodnoceni vysledkil velikosti oocyst ziskanych pomoci méfeni jak
v nativu, tak ve fluorescenci bylo prokazano, ze oocysty C. suis jsou statisticky

vyznamné vEtsi nez oocysty C. parvum a Cryptosporidium pig genotype I1.
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Tabulka 8. Primér naméfenych délek a Sifek oocyst (v um) jednotlivych
druhii/genotypt kryptosporidii.

IFAT NATIV
, v index , e index
délka Sitka délka §ifka
tvaru tvaru
C. parvum 52(4,5-59) 4,5(3,6-54) 1,15 53(4562) 4,6(4,0-54) 1,15
C. suis 56(4,7-63) 493,857 114 59(51-7,1) 51(43-59) 1,14
C. pig genotype II 5,1 (4,8-5,7) 4,8(4,6-52) 1,06 N N N

N - nezméreno

6.6. Histopatologické vySetieni

Histologické vySetieni prokazalo vyvojova stadia Cryptosporidium pig genotype II
pouze u jednoho zvitete ze dvou utracenych. Vyvojova stadia byla nalezena v duodenu,
jejunu, ileu a tlustém stievé - ve vzestupném, piicném a sestupném tra¢niku. Vyvojova
stadia  kryptosporidii byla prokazana ve vSech typech pouzitych barveni
- v imunofluorescenci, barveni hematoxylinem a Wolbachovou modifikaci Giemsova

barveni. Vyvojova stadia nebyla nalezena v zaludku, slepém stfevé a konecniku.

Obrazek 4. Histologické fezy A) sliznici tenkého stfeva (pfedni jejunum) a B) tlustého
stteva (vzestupny tracnik) pfirozené¢ infikovaného prasete. Oocysty kryptosporidii
(Sipky) barvené druhové nespecifickym imunofluerscenénim barvenim proti sténé
oocysty (Cryptosporidium IF Test, Crypto Cel, Medac). Méfitko 10 pum.
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7. DISKUZE

Prasata jsou vnimava k ndkazdm kryptosporidiemi v Sirokém vékovém rozpéti.
Prevalence téchto infekei byla popsana v nékolika zemich a souhrnné se pohybuje
v rozmezi od 6 do 60 % (Quilez a kol. 1996; Wieler a kol. 2001; Ryan a kol. 2003;
Vitovec a kol. 2006; Hamnes a kol. 2007; Langkjaer a kol. 2007; Suéarez-Luengas a kol.
2007). V této praci byly oocysty kryptosporidii detekovany v 36,5 % vzorkil trusu
(167/457). Toto &islo vyrazné prevySuje prevalence popsané diive v Ceské republice
(11 a 21,1 %) (Vitovec a kol. 2006; Kvac a kol. 2009b). Vysledky této prace prokazaly
nizs§i prevalenci kryptosporididzy detekované u zvitat pred odstavem (23 %) a vyssi
prevalenci u zvifat po odstavu (45,6 %). Shodné vysledky byly popsany v pracich
Sanforda (1987) a Vitovce a kol. (2006). Tato prace se shoduje i s jinymi studiemi, kdy
byla zjistovana vékova specifita C. suis a Cryptosporidium pig genotype II. U starSich
selat jsme zjistili vyssi prevalenci Cryptosporidium pig genotype II nez C. suis podobné
jako Langkjaer a kol. (2007) a Suérez-Luengas a kol (2007).

Je znamo, Ze vyskyt jednotlivych druhi/genotypti kryptosporidii infikujicich prasata
pravdépodobné souvisi s vékem zvifat. Kryptosporidiové infekce byly popsany az
u selat starSich 7 dnu (Xiao a kol. 2004). Jednalo se o druh C. suis, ktery se vyskytuje
prevazné u sajicich selat, na rozdil od genotypu Cryptosporidium pig genotype II, ktery
infikuje spiSe strar$i kategorie prasat (Langjaer a kol. 2007; Suarez-Luengas a kol.
2007; Zintl a kol. 2007; Kvac a kol. 2009b). V nasi studii byla monoinfekce zptisobena
Cryptosporidium suis poprvé zaznamenana u osmi dennich selat a posledni v 5. tydnu
veéku, coz se shoduje s pracemi Quilez a kol. (1996), Ryan a kol. (2003), Vitovec
a Koudela (2006); Hamnes a kol. (2007); Kvac a kol. (2009a). Nase vysledky potvrdily,
ze Cryptosporidium pig genotype II se vyskytuje pouze u starSich prasat, konkrétné az
od 6-ti tydnti véku (Suarez-Luengas a kol. 2007; Johnson a kol. 2008; Kvac a kol.
2009a) a vyskyt tohoto genotypu se neustidle zvySoval sveékem prasat, az do
sledovan¢ho 12. tydne. Tato prace tedy jednoznacné prokazala, ze nastup infekce
Cryptosporidium pig genotype II souvisi s vékem zvifat, tak jak bylo naznaceno
v pracich Santin a kol. (2004), Fayer a kol. (2006), Langjaer a kol. (2007) a Kvac a kol.
(2009a).

Na zéklad¢ molekularnich analyz pomoci rodové specifickych primerii jsme
prokazali samostatny vyskyt C. suis pouze u selat mladsSich 6ti tydnt. V nasem ptipadé

byl nejvyssi vyskyt C. suis zaznamenan u sajicich selat ve 4 tydnech stafi. U starSich
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selat od 5-ti tydnt vyskyt tohoto druhu kryptosporidie postupné ustupuje.
Cryptosporidium suis vSak lze nalézt i u starSich prasat ve smiSené infekci
s Cryptosporidium pig genotype 11, coz bylo prokazano nové navrzenou metodou nested
PCR s druhové specifickymi primery. Infekce C. suis v pozdé¢jsim veku selat, tedy po
odstavu, byly dfive detekovany jen v ojedin€lych piipadech. V nasi praci jsme
prokazali, Zze v€rohodnost téchto nalezii neni zcela pravdiva a ze C. suis se bé&zné
vyskytuje i u starSich zvifat, ale jak jiz bylo zminéno, vzdy spole¢né s Cryptosporidium
pig genotype I1.

Intenzita infekce se pohybovala od 5 x 10' do 1,8 x 10° OPG. Tyto vysledky
odpovidaji vysledkiim studie Kvace a kol. (2009a), ktery uvadi intenzitu infekce
vrozmezi od 2 x 10> do 1 x 10°. Na zakladé vysledki genotypizace pomoci metod
PCR-RFLP a druhové specifickych primert byla zjiSténa vysSsi intenzita infekce
u sajicich selat, tedy zvifat infikovanych druhem C. suis. U selat po odstavu byla
intenzita infekce niz$i a s rostoucim vékem se stale snizovala. Tyto vysledky se shoduji
s praci Kvac a kol. (2009a) a naopak odporuji vysledklim praci Guselle a kol. (2003)
a Vitovec a kol. (2006), v kterych byl zaznamenan nizs§i pocet oocyst C. Suis u sajicich
selat nez u selat po odstavu.

Ackoli Misi¢ a kol. (2003) popsal prijmy u selat pred odstavem po nakazeni
kryptosporidiemi, v této praci nebyly pozorovany zadné klinické symptomy u pfirozené
infikovanych selat, coz odpovida vysledkiim prace Enemarkové a kol. (2003) a Vitovce
a kol. (2006).

Velikost vyizoloovanych oocyst Cryptosporidium pig genotype II byla porovnavana
s oocystami C. suis a C. parvum. Byly porovnavany pouze hodnoty ziskané métenim ve
fluorescenci, protoze se nam nepodarilo ziskat dostate¢né mnozstvi nativnich oocyst
Cryptosporidium pig genotype II z Zadného molekularné pozitivniho vzorku. Primérna
velikost oocyst Cryptosporidium pig genotype II ve fluorescenci byla 5,1
(4,8-5,7) x 4,8 (4,6-5,2) um, index tvaru mél hodnotu 1,06. Tyto hodnoty nebylo
mozné porovnat s Zadnou praci, morfologie oocyst tohoto genotypu zatim nebyla nikym
popsana. Porovnavani méteni ve fluorescenci s druhy C. suis 5,6 (4,7-6,3) x 4,9 (3,8—
5,7) um (index tvaru 1,15) a C. parvum 5,2 (4,5-5,9) x 4,5(3,6-5,4) um (index tvaru
1,16) ukazalo, ze oocysty Cryptosporidium pig genotype II jsou statisticky vyznamné
mensi nez oocysty C. suis a jejich velikost je téméf shodna s velikosti oocyst

C. parvum. Z vysledkit méteni vyplyva, ze velikost oocyst métenych ve fluorescenci je
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mensi nez velikost oocyst métenych v nativu. Lze tedy predpokladat, Ze nativni oocysty
Cryptosporidium pig genotype II budou mit vétsi rozméry nez udavané rozméry ve
fluorescenci. Nami naméfené rozméry oocyst C. suis 5,9 (5,1-7,1) x 5,1 (4,3-5,9) um
v nativu odpovidaji spiSe rozmérim uvadénym v praci Vitovec a kol. (2006) - 6,2 x 5,5
um, nez rozmértum, které udava ve své praci Ryan a kol. (2004) - 4,6 (4,4-4,9) x 4,2
(4,0-4,3) um. Nami namétené oocysty C. parvum 5,3 x 4,6 um odpovidaji hodnotam
jaké udava ve své studii Upton a Current (1985) - 5,0 (4,5-5.,4) x 4,5 (4,2-5,0) um.

Histologické vysetieni gastrointestindlniho traktu selete po odstavu, které bylo
piirozen¢ infikované Cryptosporidium pig genotype II naznacuje, Ze kryptosporidiova
infekce probihd v tenkém i tlustém stfeve, nicméné vyvojova staddia kryptosporidii byla
nalezena pouze ojedinéle. Nase vysledky nelze porovnat s jinymi pracemi, protoze
lokalizace infekce Cryptosporidium pig genotype II nebyla doposud v zadné praci
popsana.

Pro identifikaci druhti a genotypt kryptosporidii se bézné pouziva rodové specificka
nested PCR s naslednym RFLP. Tato metoda je dostatecné citlivd a detekuje Siroké
rozmezi kryptosporidiovych druhti a genotypii (Xiao a Ryan 2008). Pomoci této metody
1ze odlisit dva geneticky rozdilné hostitelsky specifické druhy/genotypy prasat, C. suis
a Cryptosporidium pig genotype II. Nicménég, tato metoda je nevhodna k detekovani
smiSenych infekci, protoze pii pouziti rodové specifickych primerit se pfednostné
amplifikuje pouze druh ¢i genotyp kryptosporidie, ktery je v testovaném vzorku
zastoupen dominantné (Cama a kol. 2006). Z tohoto diivodu byly navrzeny a otestovany
druhové specifické primery, které byly nasledné pouzity k molekularni analyze vSech
pozitivnich vzorkl. Pouzitim této metody bylo odhaleno néckolikandsobné vyssi
mnozstvi smiSenych infekci prasat C. suis s Cryptosporidium pig genotype II. Druhové
specifické primery odhalily ptitomnost C. suis ve smiSené infekci s Cryptosporidium
pig genotype Il ve 24,6 % piipadil. Z naSich vysledki tedy vyplyva, Ze pocet smiSenych
infekci prasat, ktery byl udavan doposud, pravdépodobné neodpovida skutecnosti a je

podstatné vyssi nez se predpokladalo.
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8. ZAVER

Cryptosporidium suis je infekéni pro vSechny vékové kategorie prasat, prub¢h
infekce je v prvnich 4 tydnech véku selat charakterizovan vys$i intenzitou
infekce.

Cryptosporidium pig genotype II je infek¢éni pro zvifata starsi 6 tydnt veku.

Z divodu nedostatecné citlivosti metody PCR-RFLP a piimého sekvenovani
PCR produkti amplifikovanych pomoci rodové specifickych primert je pro
rozliSeni ptipadnych smiSenych infekci nezbytné pouzivat metody vyuzivajici
druhové specifické primery.

Oocysty Cryptosporidium pig genotype II jsou mensi nez oocysty C. suis.

Cryptosporidium pig genotype II infikuje epitel tenkého i tlustého stieva.
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