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ABSTRAKT

Cilem této prace bylo zjistit, do jaké miry mize infekce kutat ve stadiu embrya zvysit
produkci oocyst rodu Cryptosporidium nasledné vylihnutymi kufaty. Devitidenni kufeci
embrya a jednodenni kufata byla experimentdlné infikovana rtiznymi davkami oocyst
Cryptosporidium baileyi a Cryptosporidium parvum. Po vylihnuti méla vSechna kufata
prokazatelnou infekci a velikost infekéni davky neméla vliv na prubéh infekce. Kutata
infikovana jako embrya vylu¢ovala oocysty ihned po vylihnuti a v prabéhu infekce
vylucovala vyrazné vice oocyst nez kufata infikovana ve staii jednoho dne. U kufat
infikovanych jako embrya byl druh C. baileyi nalezen ve vsech organech s vyjimkou
mozku, s nejvyssi infekci v pradusnici a jicnu, a C. parvum byl nalezen pouze v
gastrointestinalnim traktu a pridusnici, s nejvyssi infekci ve stfevech a kloace. U
jednodennich kutat byl druh C. baileyi nalezen pouze v gastrointestinalnim traktu a
prudusnici, s nejvyssi infekei ve stievech. Kufata infikovana C. baileyi jako embrya
uhynula do 16 dni po vylihnuti. VSechna ostatni kufata infekci ztratila béhem 13-25
dnd. Na zakladé téchto zjisténi by mohla byt infekce kufecich embryi vyuzita jako

finan¢né efektivni laboratorni model pro produkci kryptosporidii.

KLICOVA SLOVA:

Cryptosporidium baileyi; Cryptosporidium parvum; infekce; kufeci embryo; vejce



ABSTRACT

This study aimed to determine the extent to which infection at the embryo stage can
enhance the propagation of Cryptosporidium oocysts in chickens. Nine-day-old chicken
embryos and one-day-old chickens were experimentally infected with different doses of
Cryptosporidium baileyi and Cryptosporidium parvum oocysts. Post hatching, all
chickens had demonstrable infections, and the infection dose had no effect on the course
of infection. Chickens infected as embryos shed oocysts immediately after hatching and,
over the course of the infection, they shed significantly more oocysts than infected one-
day-old chickens. In chickens infected as embryos, C. baileyi was found in all organs
except the brain, with highest infections in the trachea and oesophagus, and C. parvum
was found only in the gastrointestinal tract and trachea, with highest infections in the gut
and cloaca. In one-day-old infected chickens, C. baileyi was found only in the
gastrointestinal tract and trachea, with highest infections in the gut. Chickens infected as
embryos with C. baileyi died within 16 days of hatching. All other chickens cleared the
infection within 13-25 days. Based on these findings, infection of chicken embryos

could serve as a cost effective and simple model for the propagation of Cryptosporidium

Spp.
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1 UVOD

Rod Cryptosporidium (Apicomplexa) zahrnuje vyhradné paraziticky Zzijici protista
infikujici prevazné epitelidlni buiiky gastrointestinalniho traktu hostiteli patficich do
vSech tfid obratlovcti (Monis et Thompson 2003). Kryptosporidie jsou velmi Castou
pfi¢inou prujmovych onemocnéni Cloveéka, zejména déti, starSich osob a pacientl
S riznym stupném imunodeficience (Canning 1990).

Ptestoze jsou kryptosporidie intenzivné zkoumany vice nez tfi desetileti, neni
V soucasné dobé k dispozici 100% ucinny 1ék (Wang et al. 2018). Pro rozvoj védniho
oboru vcetné¢ vyvoje ucinné léCby nebo pochopeni hostitelské specifity je dilezity
dostate¢ny pocet modelovych organizmii a infek¢nich oocyst, coz ptfedstavuje zdsadni
problém ve vyzkumu kryptosporidii. V soucasné dobé neni k dispozici zadna univerzalni
metoda in-vitro kultivace kryptosporidii a nedostatek oocyst ztézuje tizka hostitelska
specifita kryptosporidii (Arrowood 2002). K védeckym ucelim lze dosud vyuzit pouze
dva druhy kryptosporidii, C. parvum a C. muris, které jsou komeré¢né dostupné (Kvac et
al. 2008).

V roce 2014 bylo publikovano uspé$né pomnozeni C. baileyi, druhu hostitelsky
specifického pro ptaky, a C. parvum, druhu specifického pro savce, v embryich kura
domaciho (Huang et al. 2014). Tento vyzkum nebyl dosud nijak intenzivné védecky
rozvijen.

Dosud nezodpovézenou a neotestovanou otazkou zistava, zda jsou embrya kurat
vnimava k infekci hostitelsky nespecifickych druhii a genotypti kryptosporidii.
Vzhledem k tomu, Ze v fadé epidemiologickych studii byly u ptaki v malém procentu
ptipadi detekovany sav¢i druhy a genotypy kryptosporidii (Ng et al. 2006; Zhou et al.
2004) lze ptepokladat, ze za urCitych podminek mohou byt ptici vnimavi k riznym
druhlim a genotypim kryptosporidii. VySe uvedend domnénka byla testovana v této

praci.



2 LITERARNI PREHLED

2.1 Kur domaci

Pochazi z kura bankivského, ktery se divoce vyskytuje v jihovychodni Asii.
Domestikovany kur je velmi adaptabilni na podminky prostfedi a systém chovu, ma
vysokou reprodukcni schopnost, ranou pohlavni dospélost a také vysokou intenzitu
ristu. Ma schopnost rychlé¢ pfemény rostlinné hmoty na ZzivoCiSnou (maso, vejce)
s velice dobrymi nutri¢nimi hodnotami. U slepic existuji dva uzitkové sméry, nosny a

masny, liSici se stavbou téla a fyziologickymi funkcemi (Ledvinka 2009).

2.2 Historie kryptosporidii

Za objevitele kryptosporidii je povazovan E. E. Tyzzer, ktery roku 1907 nalezl tyto
prvoky ve sliznici zaludku u laboratornich mysi a pojmenoval je C. muris (Tyzzer 1907).
Roku 1912 detekoval a popsal druh nalezeny v tenkém stievé mysi, jehoz oocysty byly
vyrazné mensi nez u C. muris, a pojmenoval ho C. parvum (Tyzzer 1912). O nékolik let
pozdéji popsal dalsi druh nalezeny u kufat, velmi podobny druhu C. parvum (Tyzzer
1929). V roce 1955 Slavin popsal druh zplsobujici mortalitu v chovech krit a
pojmenoval ho C. meleagridis (Slavin 1955).

Velky zdjem o kryptosporidie vzrostl az v roce 1976 s prvnimi piipady ndkazy u lidi
(Meisel et al. 1976; Nime et al. 1976) a pii masivni epidemii kryptosporidiozy
v americkém mésté Milwaukee, kde doslo diky pfitomnosti oocyst ve vodé k nakaze u
vice jak 400 tisic lidi (MacKenzie et al. 1994). Doposud je zndmo 44 druhti a vice nez

100 genotypt kryptosporidii (Holubova et al. 2019; Kvac et al. 2016).

2.3 Taxonomie kryptosporidii

Zastupci rodu Cryptosporidium jsou eukaryotické organismy z kmene Apicomplexa.
Maji apikalni komplex, diky kterému dochazi k infekci hostitelské buiky. Jejich Zivotni
cyklus se velmi podoba vyvojovému cyklu kokcidii, a tak mezi né byly jeden Cas fazeny.
Oocysty kryptosporidii jsou ale na rozdil od oocyst kokcidii infekéni ihned po vylouceni
z téla hostitele (Fayer et al. 1997; Xiao et al. 2015). Na zakladé molekularnich analyz
byla prokazana pribuznost kryptosporidii s gregarinami (Carreno et al. 1999).
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2.4 Vyvojovy cyklus kryptosporidii

Vyvojovy cyklus kryptosporidii je monoxenni a skladd se ze 4 fazi: excystace,
merogonie, gametogonie a sporogonie. Po vniknuti oocyst do piislusného hostitele dojde
K excystaci, coz je uvolnéni sporozoiti z oocysty (Fayer et Leek 1984). Uvolnéni
infek¢éni sporozoiti napadaji epitelidlni buiiky tenkého stfeva a sliznici zaludku, ptipadné
respira¢niho traktu (Current et Garcia 1991). Dale probihd merogonie, neboli asexualni
mnozeni, kdy dochazi ke vzniku dvou typii merontti; meronti typu | a meronti typu Il
(Hijjawi et al. 2004). Meront typu I ma 68 jader a vytvari 6-8 merozoitii. Merozoiti
z merontu typu I napadaji dal$i epitelidlni bunky a mnozZi se nepohlavnim délenim.
Z merozoitu typu I nasledné vznika meront typu II, ktery ma 4 jadra a vytvari 4
merozoity. Merozoiti z merontu typu II napadaji nové hostitelské butiky, v nichz se
transformuji na pohlavni stddia a dochdzi u nich k pohlavnimu rozmnozovani
(gamogonie). Pfi gamogonii vznikaji gamonti, které lze rozd¢€lit na sam¢i mikrogamonty
a sami¢i makrogamonty. Z mikrogamontu se uvoliuji pohyblivé mikrogamety, které
oplodni makrogamety vzniklé z makrogamonti a dochdzi k formovani zygoty. Vznikla
zygota prod€la sporogonii, coz je vznik oocysty. U stfevnich kryptosporidii mohou
vzniknout 2 typy oocyst. Silnosténné oocysty se vyskytuji vice, jsou vyluCovany z téla
hostitele spolu s vykaly nebo vytoky z dychaciho traktu a diky tomu dochazi k infekci
jinych zvifat. Tenkosténné oocysty, které se vyskytuji vyrazné mén¢, nejsou nijak
vyluCovany z téla hostitele. Excystuji uvnitt a dochazi k takzvané autoinfekci (Current et

Reese 1986).

2.5 Hostitelska, tkanova a vékova specifita kryptosporidii

Hostitelské specifité kryptosporidii je v poslednich letech vénovana velka pozornost.
Na jejim zaklad¢ lze rozeznat nékteré druhy a genotypy, které jsou si navzajem
velikostné a strukturdlné podobné (Fayer et Xiao 2007). Néekteré druhy kryptosporidii
maji nizkou hostitelskou specifitu, to znamena, Ze mohou infikovat vice hostiteld.
Naptiklad druh C. parvum byl detekovan u mysi, skotu, ovei, koni a mnoho dalSich
savcil véetné Cloveka. Jsou ale 1 kryptosporidie, které jsou infekéni pouze pro jeden dany
druh zvifat, tzn., jsou hostitelsky specifické. Naptiklad druh C. erinacei je infekéni pro

jezky, 1 kdyz je znam jeden piipad infekce cloveka, nebo C. wrairi pro morcata (Tyzzer
10



1912; Kvac et al. 2014; Vetterling et al. 1971). Vétsina kryptosporidii infikuje omezenou
skupinu sob¢ blizce ptibuznych hostitelti (Fayer et Xiao 2007).

Kryptosporidie primarné parazituji v gastrointestindlnim traktu svych hostiteld. Dle
afinity Kk jednotlivym ¢astem travici trubice je délime na Zalude¢ni a stievni
kryptosporidie, kterych je vyrazné vice (Anderson 1987). Mezi zalude¢ni fadime napf.
C. muris, C. proliferans ¢i C. serpentis (Tyzzer 1910; Kva¢ et al. 2016; Levine 1980).
Mezi sttevni druhy parazitujici v tenkém stievé patii C. scrofarum, C. meleagridis nebo
C. tyzzeri (Kvac et al. 2013; Slavin 1955; Ren et al. 2012) a mezi parazitujici v tlustém
stievé C. suis, C. microti nebo C. occultus (Vitovec et al. 2006; Horc¢ickova et al. 2018;
Kvag et al. 2018). Druh C. parvum mize parazitovat jak Vv tlustém, tak v tenkém stieve
(Tzipori et al. 1981). Existuji vSak i druhy, které parazituji mimo travici trubici, jako
napt. C. avium, které postihuje vedle tenkého a tlustého stfeva i ledviny, mocovod a
kloaku (Holubova et al. 2016), ¢i druh C. baileyi, ktery ma vyraznou afinitu
k dychacimu systému (Current et al. 1986). Oocysty zalude¢nich kryptosporidii maji
ovalny tvar a vetsi velikost, naopak stfevni kryptosporidie maji tvar kulaty a jejich
velikost je vyrazné mensi (Morgan et al. 1999; Xiao et al. 2004).

VétSina druhit a genotyplt kryptosporidii nema vékovou hostitelskou specifitu.
Naptiklad C. avium je infek¢ni pro vSechny vékové kategorie kufat, avSak u mladSich
kufat ma infekce horsi pribéh (Holubova et al. 2018). Druh C. scrofarum je dosud
jedinou znamou kryptosporidii, ktera neni infek¢ni pro mlad’ata, v tomto ptipadé selata
(Jenikova et al. 2011; Kva¢ et al. 2009b). U druhu C. parvum byla popsana vékova
specifita v zavislosti na hostiteli. Zatimco u mys$i do véku 14 dnd vyvolava tento druh
infekci ve 100 % piipadi, dosp€lé mysi jsou vnimavé jen velmi malo. Obdobné tomu je
u skotu, zatimco kumulativni prevalence u telat dosahuje 100 %, dospéla zvirata jsou

vnimava jen ojedinéle (Fayer et al. 2006; Santin et al. 2004).

2.6  Prenos infekce

K ptenosu infekce dochazi fekalné-oralni cestou, kontaminovanymi potravinami a
vodou (Bouzid et al. 2013). K nakaZeni sta¢i mala infekéni davka, okolo 10 oocyst
(Current et Long 1983; Yousof et al. 2017). Kryptosporidiové infekce se tadi mezi

zoondzy. Oocysty jsou velmi odolné vici chemickym dezinfekcim, vysoké koncentraci
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soli, odolaji i nizkym teplotam ¢i chloraci pitné vody (Totkova et al. 2008; Xiao et Fayer
2008). Z vyse uvedenych zpusobl pienosu infekce se hostitel nejCastéji nakazi
kontaminovanou vodou (Thurston-Enriquez et al. 2002). Ta ohroZuje napf. hejna divoké
driibeze a vzhledem k tomu, Ze C. baileyi mize infikovat celou fadu ptakd, mohou hrat
voln¢ zijici ptaci dilezitou roli v epidemiologii kryptosporidiézy u domacich chovi
(Sréter et Varga 2000). Dalsim zdrojem nakazy mohou byt mlé¢né vyrobky, které byly

Spatné pasterované Ci syrova zelenina a ovoce (Fayer et al. 2000).

2.7 Patogenita a klinické priznaky kryptosporidiovych infekei

Klinické ptiznaky kryptosporidiové infekce se projevuji v zavislosti na véku. U lidi
jsou nejéastéji infikované déti a starsi osoby (Jaggi et al. 1994; Neill et al. 1996). Prubéh
nemoci ma celkové horsi dopad na mladsi jedince (Lindsay et Blagburn 1990). Potize
mohou byt sttedniho aZz téZkého charakteru, obzvlast’ nebezpecné jsou pro lidi trpici
HIV. U téch hrozi chronické ptiznaky az smrt. U zdravych lidi je pribéh nemoci
kratkodoby (Parsons et al. 2015). Pribéh infekce zalezi zejména na imunitnim stavu
hostitele a druhu kryptosporidie (Tzipori et Ward 2002). Hlavnim klinickym ptiznakem
je dehydratace a pietrvavajici vodnaty prijem, ktery lze pozorovat jak u zvirat, tak u lidi
(Angus 1990). Dalsi pfiznaky mohou byt bolest bficha, horecka, malatnost,
nechutenstvi, zvraceni, Ginava ¢i ztrata hmotnosti (Thompson et al. 2005). Infekce
zpusobena zalude¢nimi kryptosporidiemi je vétSinou bez ptiznakt (Taylor et al. 1999).
Fayer et al. (2005) uvad¢ji délku prepatentni periody okolo 10 dnui. To se vSak muze liSit
v zavislosti na véku a druhu hostitele, stejn¢ jako mnozstvi vyluCovanych oocyst a

celkova doba infekce (Fayer et al. 2005; Sréter et Varga 2000).

2.8 Lécba kryptosporidiovych infekei

V soucasné dob€ neni zndm Zadny 100% ucinny lék a terapie vétSinou probiha
pomoci rehydratace, nutriéni podpory a zajiSténi iontové rovnovahy organismu (Rossle
et Latif 2013). U druhu C. baileyi byl experimentalné pouzit toltrazuril
(kokcidiostatikum) a jeho t¢innost byla 52 %. Tento 1ék by mohl v kombinaci s dalSimi
kontrolnimi opatfenimi pomoci pii eliminaci kryptosporididzy z populaci ptakt v

zajmovém chovu (Sréter et al. 1999).
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2.9 Kryptosporidie a kryptosporidiéza u kura domaciho

Prvni kryptosporidiova infekce u ptakl byla popsana Tyzzerem jiz v roce 1929, kdy
byl u kurat detekovan druh podobny C. parvum (Tyzzer 1929). Na zakladé dneSnich
poznatkd vime, ze je kryptosporidiéza jednou z nejcastéjSich parazitarnich infekci u
domacich a divokych ptaki (Sréter et Varga 2000) a v chovech driibeze se mize fadit
mezi hlavni pti¢iny morbidity a mortality (Current et Garcia 1991). Mezi druhy a
genotypy rodu Cryptosporidium identifikované u kura domaciho pomoci technik
molekularni diagnostiky patii tyto druhy: C. meleagridis (Slavin 1955), C. baileyi
(Current et al. 1986), C. galli (Pavlasek 1999) a C. avium (Holubova et al. 2016) a tyto
genotypy: Cryptosporidium avian genotyp | a Cryptosporidium avian genotyp Il
(Nakamura et al. 2009). Dale byly u kura domaciho hlaSeny infekce kryptosporidiemi,
které jsou pro ptaky hostitelsky nespecifické: C. andersoni (Ng et al. 2006) a C. parvum
(Graczyk et al. 1998). Kryptosporididza se u ptaki projevuje nejcastéji ve dvou
klinickych formach: respiracni a stievni (Lindsay et Blagburn 1990). Kufata po
prodélani infekce ziskaji imunitu v takové miie, kdy se stavaji zcela rezistentnimi proti
dalsi ptipadné infekci (Matsui et al. 1992; Sréter et al. 1995). Infekce zplisobend C.
meleagridis a C. galli ptisobi negativné na gastrointestinalni trakt a projevuje se riznymi
stupni enteritidy (Gharagozlou et al. 2006). Na rozdil od C. baileyi je produkce oocyst u
ptaku infikovanych C. meleagridis pomérné nizka (Lindsay 1997). Pii experimentu s C.
avium nevykazoval zadny jedinec klinické ptiznaky infekce (Holubova a kol. 2016). U
genotypu Cryptosporidium avian genotyp | a Cryptosporidium avian genotyp II téz

nebyly piitomny klinické pfiznaky, jen vyjimeéné anorexie a prijmy (Ng et al. 2006).

Vzhledem k tomu, Ze jsem se ve své praci zabyvala pouze C. baileyi a C. parvum,

blize se o téchto druzich zminim nize.

2.9.1 Cryptosporidium baileyi

Druh C. baileyi byl vroce 1986 vyizolovan z burza Fabricii brojlerovych kufat
(Current et al. 1986). V tomto organu, ktery je odpovédny za humoralni imunitu u ptakd,
zpiisobuje zavaznou infekci (Scott 2004). Infikuje vSak 1 dal$i ¢asti organismu, véetné

spojivky, nosohltanu, pradusnice, pradusek, vzduchovych vakil, stiev, ledvin a
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mocovych cest a projevuje se ve tfech klinickych formach: respiracni onemocnéni,
enteritida a onemocnéni ledvin. Pti vypuknuti choroby je obvykle pfitomna pouze jedna
z téchto forem (Lindsay et Blagburn 1990). U kufat nakazenych C. baileyi byvaji nizsi
piirtstky télesné hmotnosti nez u zdravych kust (Guy et al. 1988). Pti experimentu s
inokulaci kutat pfimo do oka doslo k infekci spojivky, nebyly vSak pfitomny zadné jiné
klinické ptiznaky (Lindsay et al. 1987).

Mezi hostitele patii napt. korela chocholatd, jerab bélosiji, kondor havranovity,
kachna pekingska, straka obecna, kiepelka japonska, pstros dvouprsty, ¢i zpévny ptak
timalie Cinska. Velikost oocyst je 6,4 x 4,8 pum (Caccio et Widmer 2014).
Cryptosporidium baileyi je nejcastéji detekovanym druhem kryptosporidie u ptakta
(Yuan et al. 2014). Goodwin et al. (1996) ukazali, Ze hraje vyznamnou roli pfi
respira¢nich onemocnénich brojleri a ma tak na svédomi velké ekonomické ztraty. Roku
1998 bylo prokazano, ze infekce slepic ve snaskovém obdobi druhem C. baileyi ma za

nasledek ¢aste¢nou ochranu jejich potomki pred timto parazitem (Hornok el al. 1998).

2.9.2 Cryptosporidium parvum

Tento druh byl popsan E. E. Tyzzerem v tenkém stfevé mysi (Tyzzer 1912). Ma ze
vSech druhti kryptosporidii nejmens$i hostitelskou specifitu, jelikoz je nejcastéji
hlasenym druhem u savcu, predev§im u skotu, ovci a lidi, ale bylo hlaSeno mnoho
piipadi u jinych druhii hostiteltt (Tzipori et al. 1981). U ptaka byl popsan u celé fady
druhii patficich do tadu Accipitriformes, Anseriformes, Charadriiformes, Galliformes,
Passeriformes a Psittaciformes (Gomes et al. 2012; Graczyk et al. 1998; McEvoy et
Giddings 2009; Nakamura et al. 2009; Reboredo-Fernandez et al. 2015; Zhou et al.
2004; Zylan et al. 2008). Velikost oocyst je 4,5 x 5,0 um a infekce je lokalizovana
Vv tenkém a tlustém stfeveé, kde zpisobuje atrofii sttevnich klki a zanéty stievniho epitelu

(Caccio et Widmer 2014; Thompson et al. 2005).

2.10 In-vitro a in-vivo kultivace

Pfi metodach in-vivo probiha pokus na zivém organismu a lze tak pozorovat jeho
ptimou reakci. VEédci pracuji na tom, aby se pii metodach in-vitro tkan¢ chovaly stejné,

jako za podminek in-vivo (Bhanushali et al. 2010). U kryptosporidii Ize metodou in-vivo
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mnozit naptiklad druhy C. muris ¢i C. parvum, a to na né€kolika zvifecich modelech
(napt. mysi, selata, telata a piskomilové) (Kvac et al. 2009a; Petry et al. 1995; Vitovec et
Koudela 1992).

P#i metodach in-vitro se jedna o kultivaci mimo télo hostitele za pomoci bunéénych
Kultur. Bez bunéénych linii neni mozné provést idealni kultivaci, i kdyZz byly tspésné
kultivace timto zpisobem publikovany v roce 2004, opakované pokusy V dalich
laboratofich byly netispésné (Girouard et al. 2006; Hijjawi et al. 2004). In-vitro kultivace
v poslednich letech velmi pokrocily, ale stale chybi metody pro ziskani vétSiho pocétu
oocyst (Karanis 2017). Pokud by se podafilo vytvofit spolehlivy model pro in-vitro
kultivaci kryptosporidii, pomohlo by to v mnoha studiich ohledné vyvojového cyklu a
ptipadné lécby kryptosporidiozy (Hijjawi 2010).

Prvni GspéSnd in-vitro kultivace nepohlavnich vyvojovych stadii rodu
Cryptosporidium byla popsana v roce 1983 (Woodmansee et Pohlenz 1983). Vyvoj na
buné¢nych kulturach byl dale dokumentovan u C. parvum (Flanigan et al. 1991), C.
andersoni (Hijjawi et al. 2002), C. muris (Choi et al. 2004) nebo C. hominis (Hijjawi et
al. 2010), ale nedoslo k produkci oocyst nebo nebyly publikované metody nikdy uspésné
zopakovany.

V roce 2016 byla publikovana studie, v které byla pro kultivaci C. hominis pouzita
technologie imitujici stfevo. Kryptosporidie byly tspésné kultivovany po dobu nékolika
tydnu, nicméné metoda je finan¢né velmi nakladna (Morada et al. 2016). Jako slibna se
jevi také metoda zaloZzena na kultivaci kryptosporidii na COLO-680N bunkéach, ale
dosud se ji nikomu nepodaftilo zopakovat (Miller et al. 2018).

V roce 1986 popsali Current a Long (1983) uplny vyvoj izolatu ze Clovéka a telete v
endodermalnich bunkach chorioalantoidni membrany u kufecich embryi, kdy ziskané
oocysty byly infek¢éni pro mysi. Lindsay et al. (1989), Wunderlin et al. (1997) a Huang
et al. (2014) popsali kompletni vyvoj C. baileyi v embryich kufat pii inokulaci
sporozoitli ¢i oocyst piimo do alantoidni dutiny nebo alantoidni tekutiny. V alantoické
tekutin€ kazdého kuteciho embrya byl zjistén nejvyssi pocet oocyst po 168 hodinach od
inokulace. Tyto studie naznacuji, ze by v kufecich embryich mohly kryptosporidie
dokon¢it sviij vyvojovy cyklus a mohly by piedstavovat vhodny hostitelsky

organismus/model pro dalsi studie kryptosporidii.
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CILE PRACE

Popsat moznost kultivace riznych druhii a genotyptl kryptosporidii v kufecich

embryich.

Pomoci experimentalnich pokusii provéfit hypotézu, ze kufeci embrya jsou

vnimava k infekci riznymi druhy a genotypy kryptosporidii.

U uspésné infikovanych zvifat oveétit molekuldrnimi metodami identitu izolati a

pomoci parazitologickych a statistickych metod popsat efektivnost metody.

Na zaklad€ experimentalnich infekci popsat pribéh infekce u jednotlivych druhia
a genotypu kryptosporidii, popsat lokalizaci vyvojového cyklu a patogenitu pro
hostitele.
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4 MATERIAL A METODIKA
4.1 Material

4.1.1 Zvirata pro pokus

Pro laboratorni pokus byly pouzity osm tydna staré SCID mysi (Mus musculus; C.B-
17/1crHsd-Prkdcescid; The Jackson Laboratory, USA), jednodenni kutata, oplodnéna
vejce kura domaciho (Gallus gallus f. domestica) (Ustrasice, statni podnik Mezinarodni
testovani driibeze) a jednodenni kachny (Anas platyrhynchos f. domestica) (Chlumec
nad Cidlinou, Perena s.r.0.). Kurata a kachnata byla chovana v oddélenych chovnych
nadobach, kazda byla vybavena infralampou (do 7 dnt véku), krmivem a vodou ad
libitum. Kufata byla krmena krmnou smési K1, kachnata krmnou smési VKCH1 (Vykup
Mladé, Svabinského, Ceské Budgjovice) a mysi krmnou smési ALTROMIN (Altromin
Spezialfutter GmbH & Co. KG, Lage, Némecko). Jako podestylka byly pouzity
jednorazové podlozky s hydrofilnim jadrem (Sentina® Inko Form, Lohmann &
Rauscher, Ceska republika). Nadoby byly &istény spoleéné s odbérem vzorki kazdy den.
Imunodeficientni SCID mysi byly chovany v Parazitologickém ustavu v Ceskych
Bud¢jovicich, Biologické centrum Akademie véd, v.v.i. (PaU). Oplozena vejce byla

vlozena do lihni (4.2.5).

4.1.2 Oocysty kryptosporidii pro experimentalni ucely

Oocysty C. baileyi a C. parvum byly ziskany z pfirozené infikovanych domacich
kachen (Veseli nad Luznici) a telete (Hartmanice). Byly udrzovany v laboratornich
podminkach v jednodennich kachnich a osm tydnt starych SCID mySich v PaU.
Oocysty z kachen a SCID mysi byly purifikovany na cesium chloridovém gradientu
(4.2.2.). Purifikované oocysty byly poté oSetfeny chlornanem sodnym (4.2.3.) a pouZzity
pro infekei jednodennich kutat, kufecich embryi v 9. dni vyvoje, jednodennich kachen a
SCID mysi. Uelem experimentu bylo zjistit, zda by kufata infikovana kryptosporidiemi
jako embrya (jesté pfed maturaci imunitniho systému) mohla produkovat vice oocyst nez
kutata infikovana po vylihnuti. Pro zjisténi byly pouzity druhy C. baileyi, ktery kutata
infikuje pfirozené a druh C. parvum, ktery je pro kufata povazovan za neinfekcni.
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4.2 Metody

4.2.1 Cisténi oocyst na sacharézovém gradientu (Arrowood et Stearling 1987)

Priprava roztoku:
e Sheaterv roztok: 259 ml deionizované vody + 405 g cukru + 7,29 g fenolu
e PBS Tween: do 1 litru PBS ptidat 0,5 ml Tween 20
e Pracovni Sheateriv roztok: 1:2 (1 dil Sheater + 2 dily PBS Tween); 1:4 (1 dil
Sheater + 4 dily PBS Tween)

Postup:
. Trus homogenizovat ve tfeci misce a zbavit ho vétSich ptimési (ptes sitko)
. Do sklenénych zkumavek navrstvit gradient (plastovou pasterkou)

1. vrstva 30 ml Sheater 1:2
2. vrstva 30 ml Sheater 1:4
3. vrstva 15 ml vzorku
. Centrifugovat 20 minut pii 1370 g
. Horni zbarvenou vrstvu odsat vodni vyvévou a obsah zkumavek pienést do
¢istych zkumavek
o Objem zkumavek doplnit PBS (0,025 M; pH 7,2) a centrifugovat 20 minut pfi
1370 g
. Vodni vyvévou odsat obsah zkumavek na 2 a poté doplnit PBS a centrifugovat
20 minut pii 1370 g (tento krok provést 2x)

. Sedimenty pienést do jedné sbérné zkumavky a uchovavat pii 4 °C s pridavkem

antibiotik
4.2.2 Citéni oocyst na cesium chloridu (Arrowood et Donaldson 1996)

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

o Do mikrozkumavky napipetovat 1 ml CsCl

o Na roztok CsClI navrstvit 0,5 ml roztoku oocyst v PBS

o Centrifugovat pfi 20 °C po dobu 3 minuty pti 14000 g
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Ptepipetovat supernatant do 50 ml zkumavek a zbyly sediment vyhodit
Zkumavku doplnit deionizovanou vodou, centrifugovat pti 4 °C po dobu 20
minut pii 1370 g

Vodni vyvévou odsat supernatant na objem 5 ml

Doplnit zkumavku deionizovanou vodou, vortexovat, centrifugovat pti 4 °C po

dobu 20 minut pii 1370 g (tento proces opakovat 3x)

Oocysty uchovavat v PBS piti 4-8 °C

4.2.3 OSetreni infekéni davky

Infek¢ni davku oocyst pied pouzitim oSettit 4,7% chlornanem sodnym (Savo)
Precisténé oocysty (4.2.2) resuspendovat v5 ml 4,7% chlornanu sodného a
inkubovat v 50 ml zkumavkach 15 minut na ledu za pravidelného michani
Chlornan sodny vymyt z infekéni davky v nadbytku deionizované vody a za
opakovan¢ centrifugace

Zkumavku doplnit deionizovanou vodou, centrifugovat pii 4 °C 20 minut pfi
1370 g

Vodni vyvévou odsat supernatant na objem 2 ml

Doplnit zkumavku deionizovanou vodou, vortexovat, centrifugovat pii 4 °C 20
minut pii 1370 g (tento proces opakovat 5x)

Oocysty pouzit k inokulaci

4.2.4 Stanoveni intenzity infekce

Intenzita infekce byla hodnocena jako pocet oocyst na gram (OPG) cerstvého trusu

(Kvac et al. 2007). Pro vypocet byl pouzit celkovy pocet oocyst na podloznim sklicku a

hmotnost natéru.

Postup:

PodloZni mikroskopicka skla byla zvaZena s ptesnosti na 0,001 g
Po provedeni natéru trusu bylo kazdé sklo pfevaZeno a byla vypoctena hmotnost

trusu (natéru)
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o Po obarveni natéru (4.2.6) byly spocitdny vSechny oocysty na skle a bylo

vypocteno OPG

4.2.5 Inkubace a lihnuti vajec

Oplozena slepi¢i vejce byla vlozena do lihni Brinsea ovation 28 EX a Brinsea
Octagon 20 Advance s automatickym obraceCem. Vejce byla inkubovana pii teploté
37,5 °C a vlhkosti 45 % po dobu 19 dni. Poté byly dva dny ptfed lihnutim hodnoty
zménény na teplotu 37 °C a vlhkost 65 %. Po vylihnuti byla kufata pfemisténa do

sterilnich plastovych nadob (4.1.1).

4.2.6 Barveni oocyst dle Milacka a Vitovce (Milacek et Vitovec 1985)

Chemikalie: methanol, roztok methylvioleti (0,6 g methylvioleti, 1 ml anilinu, 1 g
fenolu, 30 ml alkoholu-ethanolu, 70 ml deionizované vody), 2% kyselina sirova, 1%

roztok tartrazinu v 1% kyseliné octové

Postup:

o PodloZni sklicko ponofit do methanolu a ihned ho zafixovat v plamenu

. Sklicko vlozit do stojanku a vnofit do roztoku methylvioleti na 30 minut

. Oplachnout stojanek pod tekouci vodou a vlozit do 2% kyseliny sirove,

diferencovat 2 minuty

o Oplachnout pod tekouci vodou a vlozit do roztoku tartrazinu na 3-5 minut
. Oplachnout pod tekouci vodou a dat susit
. Prohlizet natér pii 1000 nasobném zvétSeni za pouziti imerzniho oleje

4.2.7 lzolace DNA z trusu

Extrakce DNA ztrusu byla provedena pomoci komeréniho kitu GeneAll®
ExgeneTM Stool DNA mini (GeneAll Biotechnology, co., Itd., Soul, Jizni Korea).

Postup:

. Vzorek trusu (200 mg) dat do Safe-Lock Tube, ptidat sklenéné a zirkonoveé
kuli¢ky a napipetovat 1-1,3 ml FL pufru, homogenizovat vortexovanim a rozbit
V piistroji FastPrep®24 (MP Biomedicals, CA, USA) 1 minutu pii 5,5 m/s

. Inkubovat 5 minut pfi laboratorni teploté, centrifugovat 5 minut pii 16000 g
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o Ptepipetovat veskery supernatant na EzPass kolonku (bild kolonka)

J Centrifugovat 1 minutu pfi 16000 g, vylit odpad ze sbérné zkumavky

o Na kolonku napipetovat 100ul EB pufru, inkubovat 1 minutu pii laboratorni
teploté, centrifugovat 1 minutu pii 16000 g

o Vyhodit bilou kolonku a pfipipetovat 500ul PB pufru do sbérné zkumavky,
promichat pipetovanim

J Vsechen obsah sbérné zkumavky pfenést na mini spin column (zelend kolonka)

o Centrifugovat 1 minutu pti 16000 g, vylit odpad ze sbérné zkumavky

o Napipetovat 500ul NW pufru na stied kolony

o Centrifugovat 1 minutu pti 16000 g, vylit odpad ze sbérné zkumavky

o Opét centrifugovat 1 minutu pfi 16000 g, odstranit zbytky pufru, pfenést kolonku
na ¢istou eppendortku

o Napipetovat 200 ul EB pufru na kolonku, inkubovat 1 minutu, centrifugovat 1
minutu pii 16000 g

. Purifikovanou DNA uchovat pfi -20 °C pted pouzitim metody PCR

4.2.8 lzolace DNA z tkané

Izolace z tkédn¢ byla provedena pomoci DNeasy Blood & Tissue kitu (QIAGEN).

Postup:

. Do mikrozkumavky nastiihat asi 10 mg tkang, pfisypat sklenéné kulicky (0,5
mm) a 2-3 zirkonové kulicky (1,5 mm)

. Ptipipetovat 180 ul ATL pufru a vortexovat

. Rozbit vzorek a tim ho homogenizovat Vv pfistroji FastPrep®24 (MP
Biomedicals, CA, USA)1 minutu pii 5,5 m/s

o Centrifugovat 10 sekund pti 16000 g, ptipipetovat 20 pul proteinazy K

. Inkubovat 1 hodinu pti 56 °C, béhem inkubace pravideln¢ michat

J Centrifugovat 10 sekund, pfipipetovat 200 pul AL pufru, vortexovat

o Ptipipetovat 200 ul 96% EtOH, vortexovat, centrifugovat 45 sekund (10000 g)

J Veskery supernatant prepipetovat na Mini spin kolonku, centrifugovat 3 minuty

(10000 g), vylit odpad ze sbérné zkumavky
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o Ptipipetovat 500 ul AWI1 pufru, centrifugovat 1 minutu (16000 g), odstranit
odpad ze sbérné zkumavky

o Ptipipetovat 500 ul AW2 pufru, centrifugovat 1 minutu (16000 g), odstranit
odpad ze sbérné zkumavky

o Sbérné zkumavky vyhodit, nahradit je novymi mikrozkumavkami, pfimo na
membranu kolony napipetovat 200 pul AE pufru, inkubovat 1 minutu pfi
laboratorni teploté, centrifugovat 1 minutu (10000 g)

4.2.9 Polymerazova ietézova reakce (PCR)

Byl pouzit nested PCR protokol pro amplifikaci ¢aste¢né oblasti genu kddujiciho
malou podjednotku rRNA (SSU; Xiao et al. 1999) a 60 kDa glykoprotein (gp60; Alves
et al. 2003; Peng et al. 2001).

SSU
Set primert pro primarni reakci:
F1 5-TTCTAGAGCTAATACATGCG-3’
R15-CCCATTTCCTTCAAACAGGA-3’
Set primert pro sekundarni reakci:
F2 5'-GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAG-3’
R2 5'-AAGGAGCAACACACACAC-3”
gp60
Set primerti pro primarni reakci:
F1 5-ATAGTCTTCGCTGTATTC-3"
R1 5-GGAAGGAACGATGTATCT-3’
Set primert pro sekundérni reakci:
F1 5-TCCGCTGTATTCTCAGCC-3"
R2 5'-GCAGAGGAACCAGCATC-3”

4.2.10 Gelova elektroforéza

Chemikdalie: TAE pufr, agardza, Ethidium-bromid (EtBr), 100 bp DNA Ladder
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Postup:

4.2.11

V baiice smichat TAE pufr s navdzenou agar6zou a vlozit do mikrovinné trouby,
dokud nevznikne homogenni smés

Nosi¢ maly: 0,4 g /40 ml TAE pufr

Nosic stiedni: 0,8 g / 80 ml TAE pufr

Nosic¢ velky: 1,2g / 120 ml TAE pufr
Ochladit pod tekouci vodou, ptidat 1 pl EtBr a opatrné promichat
Vylit obsah banky do pfipraveného nosice, pouzit vhodny hieben a nechat
ztuhnout (15-20 minut)
Vyjmout hieben a vlozit gel do elektroforetické vany s TAE pufrem
Do prvni jamky nanést 10 pl ladderu, do dalSich jamek 20 pl sekundarnich PCR
produktii
Nechat gel vyvijet, aby doslo k separaci fragmenti DNA

Po skonceni procesu (20—30 minut) pouzit UV transiluminator

Izolace z gelu

Fragmenty DNA byly vyizolovany pomoci komeréniho kitu Gen Elute (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Postup:

Skalpelem vyiiznout z gelu fragmenty DNA a vlozit je do 1,5 ml
mikrozkumavky

Do zkumavky s fragmentem gelu piipipetovat 500 ul Gel Solubilization Solution
(na 100 mg gelu 300 pl)

Inkubovat 10 minut pii 50 °C, kontrolovat rozpousténi a promichat kazd¢ 2—3
minuty

Dat inkubovat PCR vodu na eluci na 65 °C

Sestavit Binding Column G, napipetovat 500 pl Column Preparation Solution a
centrifugovat 1 minutu pii 16000 g

Ptipipetovat ke vzorku 150 pl isopropanolu a promichat
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J Prepipetovat veskery objem vzorku na kolonku (Binding Column G) a
centrifugovat 1 minutu pii 16000 g, vylit odpad ze sbérné zkumavky

J Ptipipetovat 700 pul Wash Solution G a centrifugovat 1 minutu pii 16000 g

o Vylit odpad ze sbérné zkumavky a centrifugovat 1 minutu pii 16000 g
o Otocit zkumavku v centrifuze o 180° a centrifugovat znovu 3 minuty
o Vlozit kolonku do nové 1,5 ml zkumavky a provést eluci napipetovanim 30 ul

PCR vody ptedehiaté na 65 °C pfimo na stied kolony

. Inkubovat 1 minutu a poté centrifugovat 1 minutu pii 16000 g

4.2.12 Sekvenace

Purifikované sekundarni produkty byly sekvenovany v obou smérech pomoci
sekundarnich PCR primertt v komer¢ni spolecnosti (Eurofins Genomics Germany
GmbH, Ebersberg, Némecko). Sekvence ziskané ve studii byly porovndny se

sekvencemi v GenBank (https://www.ncbi.nIm.nih.gov/genbank/).

4.2.13 Design experimentu

Infekce riznymi infekénimi davkami C. baileyi a C. parvum byly provedeny u skupin
jednodennich kufat (45 ks) a kufecich embryi (45 ks). Deset vajec s kufecimi embryi a
deset jednodennich kutat bylo pouzito jako negativni kontrola. Prosvécovaci lampou
probihala kontrola zivotaschopnosti kufat, a to 9 dni po infekci. Mrtvi a nevyvijejici se
jedinci byli z experimentu vyfazeni.

Byly pouzity 3 infek¢ni davky rizné velikosti od obou druhii kryptosporidii. Infekéni
davka obsahovala bud’ 10%, 10° nebo 10° oocyst C. baileyi ¢i C. parvum v 50 ul
deionizované vody. InfekEnost oocyst byla vyzkouSena na 3 ks jednodennich kachen a 3
ks osm tydnli starych SCID mysi. Ty byly ordln€ infikovany spole¢né s jednodennimi
kutaty pomoci zaludecni sondy. Pro infekci embryi byl do skotapky v misté alantoické
dutiny vyvrtan otvor o priméru 2 mm pomoci sterilniho vrtaku. Do alantoické dutiny
byla injikovana infekéni ddvka a otvor byl uzavien pomoci sterilniho tekutého
Histoplastu-S (SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Némecko). Vejce a kutata
infikovana raznymi druhy kryptosporidii nebo infekéni davkou byla umisténa v
samostatnych klecich/lihnich. Po vylihnuti kufat byl kazdy den kontrolovan zdravotni
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stav a zaroven probihal odbér vzorku s jejich zpracovanim. Odbér vzorka trusu probihal
kazdy den od 1. dne infekce/vylihnuti po dobu 30 dni vzdy od 10 kufat z kazdé skupiny.
Trus byl odebiran do mikrozkumavky, ze které byl udélan natér na podlozni sklicko.
Vsechen material byl popsan dle ptislusného oznaceni kazdého kuiete. Mikrozkumavky
byly uchovavany pii 4-8 °C v chladni¢ce, podlozni skli¢ka byla zafixovana v plameni a
obarvena metodou dle Milacka a Vitovce (4.2.6) a byl proveden vypocet OPG (Kvac et
al. 2007). Byla sledovana maximalni doba intenzity infekce (tmax) @ maximalni
koncentrace intenzity infekce (Cmax). Intenzita infekce byla uvadéna jako pocet oocyst
na gram (OPG) Cerstvého trusu (4.2.4). Dvé kutata z kazdé skupiny byla usmrcena ihned
po vylihnuti a néasledné kazdy 3. den experimentu, vzorky organt a trusu byly dale

laboratorn€ zpracovany pro piitomnost specifické DNA.

4.2.14 Statisticka analyza

Kumulovana hodnota intenzity infekce byla stanovena prostiednictvim AUC, t;.
plochy pod kfivkou, prostifednictvim trapezoidalniho pravidla. Sou€asné byla hodnocena
délka prepatentni a patentni periody, tmax @ Cmax. Nasledné byla pouzita jednofaktorova
analyza rozptylu, piipadné neparametricky ptistup prostiednictvim metody DISCO
(Rizzo and Szekely 2010) v ptipad¢é poruSeni normality dat. Za ucelem vicendsobného
srovnavani byl v pfipadé signifikantniho vysledku pouzit tzv. Dunniv post-hoc test,
pricemz byla pouzita Benjamini-Hochbergova korekce s cilem kontrolovat predepsanou
hodnotu FDR. Pro dvouvybérové testy byl vyuzit Manntv-Whiteytv test. Veskeré nutné
vypocty byly realizovany prostiednictvim programovaciho prostiedi R 3.6.1. (R Core

Team 2019).
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5 VYSLEDKY

5.1 Molekuliarni charakteristika pouZivanych izolati kryptosporidii

Pouzité izolaty C. baileyi a C. parvum byly 100% identické se sekvenci SSU izolatu
C. baileyi z kutete [GenBank, ¢. AF093495] a izolatu C. parvum z telete [AF093493].
Nukleotidové sekvence gp60 u C. parvum potvrdily pfislusnost pouzitého izolatu
k subtypu ITaA16G1R1, ktery byl popsan u skotu, ovci a lidi [KJ158747, JX258866 a
AM937009]. Jednodenni kachny infikované C. baileyi a osm tydnd staré SCID mysi
infikované C. parvum (pozitivni kontroly) zacaly vylu¢ovat oocysty po 4-5, respektive
po 10-12 dnech po infekci, ¢imz byla potvrzena infektivita pouzivanych izolatu.
Nukleotidové sekvence SSU a gp60 ziskané z infikovanych zvitat byly totozné se

sekvencemi ziskanych z infek¢énich davek.

5.2 Pribéh infekce u kuiat inokulovanych ve stadiu embrya

Vsechna kufeci embrya infikovana C. baileyi a C. parvum se vylihla ziva a hmotnost
infikovanych kufat se vyrazné neliSila od negativnich kontrol (F=0,4806; p-
hodnota=0,6236). Jedno kufe, které se vylihlo zembrya, infikovaného davkou 10°
oocyst C. baileyi, bylo 5. den po vylihnuti usmrceno, kvili nizké hmotnosti a Spatnému
zdravotnimu stavu.

Mikroskopicka a molekularni analyza ukazala ptfitomnost oocyst a specifické DNA
ve vzorcich trusu vSech infikovanych kuftat jiz do 5 hodin po vylihnuti. Nebyl zjistén
z4ddny rozdil v intenzité infekce mezi skupinami, které byly infikovany rtznymi
infek¢nimi davkami (Fgisco=1,051; p-hodnota=0,3820; obrazek ¢. 1). Zatimco kufata
infikovana druhem C. baileyi vylu¢ovala mikroskopicky detekovatelné mnozstvi oocyst
kazdy den po celou dobu experimentu, kufata infikovand oocystami C. parvum
vylucovala prerusované (obrazek ¢. 1). Specifickhi DNA C. parvum byla vsak
detekovana témét denné az do 27 dnil po vylihnuti (obrazek €. 1). VSechna kufrata
infikovana druhem C. parvum ztratila infekci béhem 13-25 dni a pteZila az do konce
experimentu (tabulka ¢. 1). Zdravotni stav kufat infikovanych C. parvum se nelisil od
negativnich kontrol. Naproti tomu vSechna kufata infikovana C. baileyi uhynula nebo

byla usmrcena kviili Spatnému zdravi a to béhem 5-16 dni po vylihnuti. VSechna kutata
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infikovana C. baileyi jako embrya byla v prubéhu experimentu anorekticka, neméla chut
k jidlu, chybéla jim aktivita a dostatecné opefeni. Krom¢ toho 48 hodin pied smrti doslo
k nahromadéni trusu na vnéj$i strané kloaky, coz kutatiim znesnadniovalo defekaci.

U kufat infikovanych C. baileyi byla nejvyssi produkce oocyst, métena jako AUC,
pozorovana u jedinct inokulovanych infekéni davkou 10° oocyst, ale AUC se vyznamné
neliSilo mezi skupinami, které dostavaly rtuzné infekéni davky (Faisco=0,4480; p-
hodnota=0,896). Infek¢éni davka neméla zadny vliv na AUC ani u kutat infikovanych C.
parvum (F=2,3422; p-hodnota=0,1153; tabulka ¢. 1). Nejvys$§i Cmax (maximalni
koncentrace infekce) byla pozorovana u kufat infikovanych davkou 10° oocyst, ale
rozdily mezi skupinami nebyly statisticky vyznamné (Fgisco=1,6220; p-hodnota=0,1049
pro C. baileyi, Fgisco=1,819; p-hodnota=0,009 pro C. parvum). Tnax (Maximalni doba
intenzity infekce) nebyla ovlivnéna vysi infekéni davky (Fgisco=1,051; p-hodnota=0,3820
pro C. baileyi, Fgisco=0,9750; p-hodnota=0,4086 pro C. parvum; tabulka ¢. 1). Nebyl
zjistén zadny rozdil v pieziti kufat inokulovanych jako embrya riznymi davkami infekce
C. baileyi (F=0,0520; p-hodnota=0,9948) nebo C. parvum (Fgiso=0,5640; p-
hodnota=0,7043).

5.3 Priibéh infekce u kuiat infikovanych ve stari jednoho dne

Mikroskopicka a molekularni analyza prokdzala ptitomnost oocyst a/nebo specifické
DNA ve vzorcich trusu vSech infikovanych zvirat (tabulka ¢. 1, obrazek €. 1). Infikovana
jednodenni kufata zacala vylu¢ovat oocysty C. baileyi 46 dni po infekci. Kufata
infikovana davkou 10° oocyst C. baileyi zagala vylucovat oocysty vyznamné dfive, nez
kufata infikovana niz§imi davkami (Fgisco=3,2960; p-hodnota=0,0139; tabulka ¢. 1).
Kutata infikovand druhem C. parvum neprodukovala mikroskopicky detekovatelné
oocysty, ale specificka DNA C. parvum byla detekovana v trusu a byla detekovana diive
u kufat infikovanych davkou 10° oocyst nez u kufat infikovanych niz§imi davkami
(Faisco=3,9560; p-hodnota=0,0089; tabulka ¢. 1., obrazek ¢. 1). Na rozdil od kufat
infikovanych C. baileyi jako embrya, ktera vSechna uhynula, kufata infikovana ve véku
jednoho dne prezila vSechna. Nejvétsi produkce oocyst (AUC) a nejcasnéjsi dosazeni
tmax bylo pozorovano u kutat infikovanych davkou 108 oocyst C. baileyi (F= 3,7899; p-
hodnota=0,0354 a Fgisco=3,7210; p-hodnota=0,0069, tabulka ¢. 1).
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Zatimco délka infekce se nelisila u ptaka infikovanych riznymi infekénimi ddvkami

C. baileyi (Faisco=0,2650; p-hodnota=0,5125), ptaci infikovani davkou 10* oocyst C.

fvvr

vyssimi davkami (Fgisco=3,2700; p-hodnota=0,0249).

Obriazek ¢. 1: Intenzita infekce a pocet oocyst na gram trusu (OPG) u experimentalné
infikovanych kutat od 1 az po 30 dnti po vylihnuti. (A) Cryptosporidium baileyi a (B)
Cryptosporidium parvum u kufat infikovanych mnoZstvim oocyst 10% (&erny
trojahelnik), 10° (bily kruh) nebo 10° (&erny kruh) jako (1) devitidenni embrya nebo (2)
jednodenni — jiz vylihnuta kuftata.
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Tabulka €. 1: Inkuba¢ni doba, délka infekce a ukazatele intenzity infekce u kufat

infikovanych jako devitidenni embrya nebo jednodenni kufata infekéni davkou 10%, 10°

nebo 10° oocyst Cryptosporidium baileyi nebo Cryptosporidium parvum. Infekce byly

detekovany mikroskopickym (MIK) a molekularnim (PCR) vySetfenim trusu po dobu od

vylihnuti do 30 dnii veéku.

Inkubaéni doba Délka infekce AUC tmax Chrnax
Parazit Infekéni Infekce
dédvka MIK PCR MIK PCR . .
o ) (x10°) (den)  (x10°%
Dny (stfednitstandardni odchylka)
orélng 56 30 >30 0,860 13 0,120
(5,20+0,42) ! '
10*
embryo 0* 0* 8-16" 136,264 7 12,610
(10,80+2,48) ' '
= oralné 4-6 >30 >30 0,950 12 0,120
2 (5,40+0,70) . ,
T 10°
S embryo 0% o 8-15" 159,952 11 14,070
© (10,80+2,52) ' '
oralng 45 >30 >30 1,112 11 0,120
(4,70+0,78) ' '
1’ 5-15%
* * A
embryo 0 0 (10,202,82) 139,913 9 16,620
. 4-6 17-25
oralné ND (5,20£0,63) ND (21,1043,11) ND ND ND
10° 5-18 15-24
% %
SO 2 (10,30+4,11)  (20,10+4,23) 0,034 2 0,007
£ . 4-5 21-27
g oralné ND (4,6040,52) ND (24,1041,66) ND ND ND
5w 6-16 1325
o * * & R
il 2 g (10,50+3,44)  (20,50+4,62) 0,034 2 0,010
. 4-5 23-27
oralné ND (4,20£0,42) ND (24,50+1,58) ND ND ND
10°
5-18 15-25
* *
EEETEI g (10,80+5,59)  (21,70+5,01) 0,046 = 0,010

oralné - oralni infekce jednodennich kutat; embryo - infekce devitidenniho kufeciho embrya; AUC -
akumulovana hodnota intenzity infekce; tmax - maximalni doba intenzity infekce; Cpax - maximalni
koncentrace intenzity infekce; * zvifata produkovala oocysty ihned po vylihnuti; # vSechna zvitata
zemiela nebo byla usmrcena kvili $patnému zdravotnimu stavu; ND - neni ur¢eno
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5.4  Sifeni kryptosporidii v téle a v organech

U vsech kurat, ktera byla infikovana druhem C. baileyi jako embrya, byla detekovana
specifickd DNA Cryptosporidium ve vSech organech, krom¢ mozku, ihned po vylihnuti.
Infekce se zacCala vytracet z jater, ledvin a ze Zlaznatého a svalnatého Zaludku jiz od 6.
dne po vylihnuti. VSechny ostatni organy zlstaly pozitivni, dokud zvitata neuhynula
nebo nebyla usmrcena. Pocet infikovanych organti se nelisil u ptakt inokulovanych jako
embrya s riznymi davkami infekce. Naopak u jednodennich kutat infikovanych C.
baileyi byly pozitivni pouze pridusnice, jicen, dvanactnik a jejunoileum (obrazek ¢. 2).
U jednodennich kufat inokulovanych C. parvum se infekce vyvinuly pouze v tenkém
stievé, bez ohledu na davku infekce. Naproti tomu u kutat infikovanych C. parvum jako
embrya se infekce vyvinula v pradusnici, slepém stieve, tlustém stievé a kloace (obrazek
¢. 2). DNA C. baileyi u kutat inokulovanych jako embrya, byla detekovana ve zlaznatém
a svalnatém Zaludku, jatrech, ledvinach, plicich, srdci a oku, ale vyvojova stadia nebyla
detekovana v zadném z téchto organd. U ptakt inokulovanych C. baileyi jako embrya
nebo ve stafi jednoho dne byla vyvojova stadia detekovana v mukoznich natérech z
prudusnice, jicnu a stfeva. Zatimco vyvojové faze C. parvum byly obcas pozorovany v
mukoznich natérech pradusnice a ve stfevech kurat infikovanych jako embrya, u ptaki

infikovanych ve stafi jednoho dne detekovany nebyly.
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Obrazek & 2: Sifeni infekce Cryptosporidium baileyi a Cryptosporidium parvum v
organech a tkanich u kufat infikovanych jako embrya (Cerna barva) a kufat infikovanych
ve stafi jednoho dne (svétle Seda barva) davkou 10* oocyst, na zakladé molekularniho
vySetfeni od 1 do 30 dnii po vylihnuti. Bilé ¢tverecky znaci, ze specificka DNA nebyla
detekovana. Tmavé Sedé pozadi oznaCuje dobu, kdy kufata infikovana jako embrya
druhem C. baileyi bud’ uhynula, nebo byla usmrcena.
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5.5 Produkce oocyst

Kufata infikovana C. baileyi (p- hodnota=1,1220x10%?) a C. parvum (p-hodnota=
0,0278) ve stafi jednoho dne produkovala vyrazné méné oocyst nez kufata infikovana
jako embrya (tabulka ¢. 1, obrazek ¢. 3 a 4). Kufata infikovand jako embrya infek¢ni
davkou 10* oocyst C. baileyi produkovala pfiblizng 2,8 x 10° oocyst bdhem 17 dni po
vylihnuti, coZ je asi 85krat vice nez produkce oocyst u kutat infikovanych ve véku

jednoho dne (3,0 x 10" oocyst béhem 21 dni po vylihnuti; obrazek &. 4). Pomér mezi
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mnozstvim oocyst C. baileyi v inokulu a oocystami ziskanymi od kufat infikovanych
jako embrya byl 1:280000, u kufat infikovanych ve stafi jednoho dne to bylo 1:3200.
Nejvyssi denni produkce oocyst C. baileyi u kufat inokulovanych jako embrya byla
pozorovana 8. den po vylihnuti (obrazek ¢. 4). Zatimco kufata inokulovana C. parvum
ve stafi jednoho dne neprodukovala detekovatelné oocysty, kufata inokulovana jako
embrya infekéni davkou 10* oocyst C. parvum produkovala bdhem 15 dni po vylihnuti
pfiblizng 4,0 x 10° oocyst. Pomér mezi obsahem oocyst C. parvum v inokulu a
oocystami ziskanymi od kufat byl 1:35. Nejvyssi denni produkce oocyst C. parvum u

kufat inokulovanych jako embrya byla pozorovana 5. den po vylihnuti (obrazek ¢. 4).

Obrazek ¢. 3: Natéry trusu barvené metodou dle Milacka a Vitovece (4.2.6.) ukazujici
intenzitu vylucovani oocyst (pii zvétSeni 1000x). A) kufe infikované C. baileyi jako
embryo, B) kuife infikované C. baileyi ve stafi jednoho dne, C) kufe infikované C.
parvum jako embryo, D) kufe infikované C. parvum ve staii jednoho dne (nebyly
nalezeny zadné oocysty). Viechna zvifata byla infikovana infekéni davkou 10* oocyst a
usmrcena 6 dni po vylihnuti.
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Obrazek ¢. 4: Priblizna celkova produkce oocyst Cryptosporidium na ptaka, vypoctena
z denni AUC (kumulovana hodnota intenzity infekce) a celkové denni fekalni produkce
u kufat infikovanych A) C. baileyi jako embrya, B) C. parvum jako embrya a C) C.
baileyi ve stafi jednoho dne. Vsechna zvifata byla infikovana infekéni davkou 10°
0ocyst.
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6 DISKUZE

Hlavnim problémem experimentalnich studii provadénych na kryptosporidiich je
absence metod pro mnozeni oocyst. V soucasné dob¢ neexistuje zadna univerzalni in-
vitro metoda pro mnozeni kryptosporidii (Karanis 2017). V ptedeslych pracich (Current
et Long 1983; Lindsay et al. 1989) se experimentdln¢ podafilo v chorioalantoické
membrané embryi kufat popsat cely vyvoj druhu C. baileyi ziskaného z ptaka a dalsi
kryptosporidie, pravdépodobné druhu C. parvum, ziskaného ze clovéka a telete.
Nicméné moznost vylihnuti takto infikovanych embryi a prabéh infekce po vylihnuti
nebyl v zadné z provedenych studii zkouman.

Piitomnost specifické DNA druhu C. parvum byla popsana u riznych druht ptaka
(Ferrari et al. 2018; Gomes et al. 2012; Helmy et al. 2017; Ng et al. 2006; Oliveira et al.
2017; Santin et al. 2004), neni vSak dosud zcela jasné, zda jsou ptaci timto druhem
piirozené infikovani nebo slouzi pouze jako pasivni pienaSeci oocyst (Plutzer et Tomor
2009; Quah et al. 2011). Graczyk et al. (1998) detekovali ptitomnost oocyst druhu C.
parvum v trusu péti experimentdlné infikovanych kust bernesky velké (Branta
canademis) devét dni po infekci, ale ve své praci dospéli k zavéru, Ze toto uvoliiovani
mohlo byt zplsobeno pouze prichodem inokula ptes zazivaci trakt hus. Ziskani
infek¢énich oocyst C. parvum z asymptomatického nandu pampového (Rhea americana)
lze povazovat za probihajici infekci (Krindges et al. 2013). V této bakalarské praci jsme
prokazali, Ze kufata infikovana druhem C. parvum jako embrya produkuji 35krat vice
oocyst, nez byl obsah oocyst v inokulu, coZz je dikazem, Ze doSlo k ukonéeni
vyvojového cyklu a produkci novych oocyst. Také jsme prokazali, ze je mozné touto
cestou oocysty C. parvum mnozit. Naproti tomu kufata infikovand ve stafi jednoho dne
neprodukovala Zadné oocysty, které by byly detekovatelné mikroskopii. Ve srovnani s
teletem, které mize produkovat az 10 oocyst C. parvum (Nydam et al. 2001),
produkuje kufe infikované ve stadiu embrya pouze 3 x 10° oocyst. Na druhou stranu je
tteba vzit v uvahu ndklady spojené s oSetfovanim a ustdjenim telat, stejné jako délku
biezosti skotu. V porovnani s telaty pfedstavuje kufeci model vyrazné jednodussi a

levnéjsi variantu.
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Produkce oocyst C. baileyi u kufat infikovanych ve stafi jednoho dne je v souladu
Blagburn 1990). Podobné¢ jako v naSem experimentu, jiz dfive byla zaznamenana
postupna ztrata infekce C. baileyi u kufat infikovanych ve stafi jednoho dne (Sréter et al.
1995; Sréter et Varga 2000). Kromé této skutecnosti jsme také prokazali, ze maji kutata
infikovana jako embrya masivni infekci a produkuji obrovské mnozZstvi oocyst.
V porovnani s mnozstvim pouzité¢ infekéni davky, produkuji kufata infikovand jako
embrya 280000 krat vice oocyst. Wunderlin et al. (1997) ukazal, Ze kufeci embrya
uvolni do vejce dvakrat vice oocyst C. baileyi nez vyprodukuji kufata, ktera byla
infikovana ve stafi dvou dnl. Piestoze jsme v této praci nesledovali, kolik oocyst se
vytvoii a uvolni z embrya jiz ve vejci, celkovd produkce oocyst u kutat infikovanych
jako embrya byla asi 8000 krat vyssi nez u kufat infikovanych ve stafi jednoho dne.

Nase zjisténi, ze prubéh infekce nebyl ovlivnén velikosti infekéni davky, je v souladu
s predchozimi studiemi (Kvac et al. 2016; Yousof et al. 2017; Zambriski et al. 2013) a
naznacuje, Ze by mohl mit tento zptisob mnoZeni tspéch i s inokulem o malém poctu
oocyst. Tento fakt je diilezity, protoze spousta hostiteli vylucuje jen nizky pocet oocyst
(Holubova et al. 2016; Ortega-Mora et al. 1999; Vitovec et al. 2006). Minimalni velikost
infek¢ni davky je vSak nutné jesté ovérit dalSimi experimenty.

V souladu s pfedchozimi studiemi nebyla infekce druhem C. parvum a C. baileyi u
jednodennich kufat spojena s klinickymi pfiznaky infekce (Ferrari et al. 2018; Gomes et
al. 2012; Graczyk et al. 1998; Hatkin et al. 1990; Helmy et al. 2017; Ng et al. 2006;
Oliveira et al. 2017; Santin et al. 2004). Naproti tomu u kufat infikovanych jako embrya
druhem C. baileyi nastala 100% tmrtnost béhem 16 dni po vylihnuti.

Jak bylo jiz dfive zji$téno, u ostatnich ptaki a savcii se C. parvum vyviji primarné v
tenkém stfevé. V na$i praci byla detekovana specifickd DNA kryptosporidii pouze v
duodenu a jejunoileu u kufat infikovanych ve stafi jednoho dne (Li et al. 2013; Tzipori
et al. 1983; Vitovec et Koudela 1992; Zylan et al. 2008). Naopak kufata infikovana jako
embrya méla navic specifickou DNA i ve slepém stieve, tlustém stievé a pradusnici.
Ptedchozi studie ohledné infekce tlustého stfeva druhem C. parvum byly bud’ u hostiteli
s imunodeficienci (Benamrouz et al. 2012b; Certad et al. 2007) nebo karcinomem

(Benamrouz et al. 2012a; Osman et al. 2017; Sulzyc-Bielicka et al. 2018). Vyvoj C.
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parvum v pradusnici je v souladu se studiemi Azmanis et al. (2018) a Palkovic et
Marousek (1988), ktefi popsali ptfitomnost tohoto druhu v pridusnici pfirozené a
experimentalné infikovanych ptakda.

Druh C. baileyi ma Sirokou tkanovou specificitu u pfirozené¢ i experimentalné
infikovanych ptakt,, s infekci ve spojivce, nosohltanu, pradusnici, pruduskach,
vzduchovych vacich, tenkém a tlustém stievé, slepém stieve, kloace, burze Fabricii,
ledvinach a mocCovych cestach (Abbassi et al. 1999; Hatkin et al. 1990; Lindsay et
Blagburn 1990; Ryan et Xiao 2008). Podobné jako v této praci byl vyvoj parazita
vétsinou soustiedén ve stieve, burse Fabricii a kloace (Blagburn et al. 1991; Goodwin et
Brown 1989; Chvala et al. 2006; Lindsay et al. 1987; Surl et al. 2003).

Citlivost kurat infikovanych jako embrya k intenzivngjSim multiorganovym infekcim
je pravdépodobné zplisobena nezralosti jejich imunitniho systému. Lindsay et al. (1988),
Sréter et al. (1995) a Taylor et al. (1994) zjistili, ze vrozena rezistence ke C. baileyi
souvisi s vékem; star$i ptaci s 1épe fungujicim imunitnim systémem jsou schopni zbavit
se infekce podstatné diive a vylucuji celkové nizsi pocet oocyst. U C. baileyi ma prub&h
infekce u kufat infikovanych jako embrya velkou podobnost s vrozenou toxoplazmézou,
kde se infekce $ifi po celém téle, u nejvice postizenych jedinct se vyskytuje subklinické
onemocnéni a pokud se neléci, infekce je spojena s vaznym az smrtelnym onemocnénim

(McAuley 2014).
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7 ZAVER

Tato studie ukazala, ze kufata vylihnutd z infikovanych embryi produkovala
mnohonasobné vice oocyst C. baileyi a C. parvum nez byla davka infekce. Coz
naznacuje, ze by kufeci embrya mohla byt alternativni, finanéné a technicky efektivni
model pro mnozeni a dalsi studium paraziti rodu Cryptosporidium. Budouci studie by

mély prozkoumat infek¢nost jinych druhi rodu Cryptosporidium.
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