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ABSTRACT

Cilem této prace bylo vyhodnotit vyskyt a prevalenci kryptosporidii pfirozené
infikujicich kozeSinovéd zvifata, konkrétné¢ u norka amerického, lisky stiibrné a
¢incily vlnaté. Celkem bylo vySetfeno 370 vzorkl trusu pochéazejicich od 340 norkt
americkych, 18 liSek stfibrnych a 12 ¢incil vlnatych. Zatimco mikroskopické
vySetfeni vSech vzorkll trusu neprokézalo pfitomnost oocyst kryptosporidii, pomoci
molekularnich metod amplifikujicich malou ribozomalni podjednotku rRNA a
60kDa glykoprotein kryptosporidii byly detekovany 3 pozitivni norci. Nasledné
fylogenetické analyzy prokazaly ptitomnost C. ubiquitum XIIal subtypu, ktery byl u
masozravcu popsan vubec poprvé. Nebyla zjisténa korelace mezi kryptosporidiovymi

infekcemi a prijmovym onemocnénim.

KLIiCOVA SLOVA: Cryptosporidium; norci; lisky; ¢inéily; mikroskopie; PCR



SUMMARY

The object of this thesis was evaluation of occurrence and prevalence of
Cryptosporidium infection in fur animals, mainly American mink, fox and chinchilla.
A total 370 individual specimens originated from mink (n = 340), fox (n = 18) and
chinchilla (n = 12) were collected. While microscopy examination did not proved
any presence of Cryptosporidium oocyst in fecal samples, molecular tolls based on
amplification of small ribosomal subunit and 60 kDa glycoprotein of
Cryptosporidium revealed three positive samples in minks. Following phylogeny
analyses of both loci showed presence of C. ubiquitum of the Xllal family subtype in
all positive samples. The Xllal family subtype was detected in Carnivores for the
first time. No correlation between Cryptosporidium infection and presence of

diarrhea was observed in this thesis.

KEY WORDS: Cryptosporidium; minks; foxes; chinchillas; microscopy; PCR
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1. Uvod

Zastupci rodu Cryptosporidium jsou jedni z nékolika parazitickych prvoku
patficich do kmene Apicomplexa. Tito prvoci jsou obligatni intracelularni paraziti
infikujici Siroké spektrum obratlovct, véetné ¢loveka (Ziegler et al. 2007). Zastupci
rodu Cryptosporidium infikuji pfevazné epitelidlni bunky gastrointestinalniho traktu,
ale také dychaci cesty. U imunodeficitnich jedincti mohou infikovat i dalsi sliznice
(Wang et al. 2014).

Kryptosporidie jsou jednim z nejvyznamnéj§ich parazitarnich ptvodct
zpusobujicich prijmova onemocnéni u lidi na svété, patii mezi Ctyfi nejcastéjsi
pfi¢iny stfednich az t€zkych prijmovych onemocnéni u déti v rozvojovych zemich a
predstavuji vyznamné nebezpeci pro HIV pozitivni pacienty (Parsons et al. 2015)

Oocysty jsou hostiteli do prosttedi vylucovany plné infek¢ni, jsou velmi odolné a
zustavaji infekce schopné po velmi dlouhou dobu. Kryptosporidie mohou byt na
vnimavé hostitele pfenaSeny bud’ pfimym kontaktem nebo nepiimo prostfednictvim
konzumace kontaminované potravy nebo vody (Ziegler et al. 2007).

V soucasné dob¢ je kryptosporidiim a jimi vyvolané kryptosporididoze ¢im dale
Castéji vénovana vétsi pozornost v prumysloveé vyspélych zemich, zatimco v mnoha
et al. 2015).

Kromé lidské kryptosporididzy, ktera je z pochopitelnych divodt nejcastéji
v zajmu védeckych a Iékatskych tymi, predstavuji infekce vyvolané témito parazity
u hospodarsky vyznamnych zvitat nemaly problém (Gatei et al. 2003; Katsumata et
al. 2000; McGuigan 2005).

KozeSinova zvitata, jez jsou velmi casto chovdna na farmach pro svoji srst,
predstavuji vyznamny zdroj kozeSin pro kozedélny primysl. Stejné jako ostatni
zvifata jsou kozeSinova zvifata hostiteli celé fady paraziti, véetné kryptosporidii.

Vzhledem k tomu, Ze neni v souc¢asné dobé mnoho zprav o vyskytu a prevalenci

kryptosporidii u koZeSinovych zvifat je tato prace vénovana prave této problematice.



2. Literarni prehled

2.1. Historie kryptosporidii

Zastupci rodu Cryptosporidium byli poprvé zjistény v zaludcich pitvanych mysi
Tyzzerem v roce 1907 (Tyzzer 1907). Ernest Edward Tyzzer pojmenoval rod
Cryptosporidium a popsal nalezeny druh jako Cryptosporidium muris. Pozdéji
publikoval podrobnéjsi popis zivotniho cyklu, véetné nékresti a mikrofotografii, a
poznamenal, Ze pozoroval podobné organismy piipojené k epitelu tenkého streva u
kralikii (Tyzzer 1910, 1912). VS8iml si podobnych fazi jako ve stfevé mysi a
pojmenoval druh C. parvum. Tento druh se vSak lisil, protoze infikoval tenké stievo,
nikoliv zaludek, a protoze oocysty byly mensi (Fayer 2010; Tyzzer 1912).

Az do pocatku 80. let 20. stoleti nebyly kryptosporidie povazovany za vyznamné
patogeny. Zajem o tyto parazity se zvySil po prvnich prokazatelnych
kryptosporidiovych infekcich lidi (Lasser et al. 1979; Nime et al. 1976; Weisburger
et al. 1979) a nasledné se dramaticky zvysSil po masivni epidemii v dusledku
kontaminace pitné vody v Milwaukee (Wisconsin, USA) v roce 1993, kdy bylo
postizeno vice nez 400 000 osob (Mac Kenzie et al. 1994) a s nastupem pandemie
AIDS se kryptosporidie ukazaly jako zZivot ohrozujici patogeny HIV pozitivnich osob
(Dillingham et al. 2002). Tyto udalosti odstartovaly intenzivni vyzkum, ktery trva az

do dne$nich dna.

2.2. Taxonomie kryptosporidii

Rod Cryptosporidium je jednou z bazalnich linii kmene Apicomplexa. Diive byly
na zakladé vyvojového cyklu fazeny mezi kokcidie (Fayer et al. 1997). Nicméné na
zaklad¢ fylogenetickych analyz genu kodujiciho malou ribozomalni podjednotku
rRNA (SSU rDNA) jsou kryptosporidie dnes povazovany za piibuzné gregarinam
(Carreno et al. 1999) s nimiz je spojuje spolecna nepfitomnost plastidového genomu
(Zhu et al. 2000) a antigenni piibuznost (Bull et al. 1998).

V soucasné dobé je uzndno celkem 27 platnych druht kryptosporidii (tabulka 1) a
dale je znama cela fada genotypi, jez se od sebe liSi nejen na molekularni Grovni, ale
i hostitelskou specifitou (Xiao et Fayer 2008; Kva¢ et al. 2013a). Je vice nez
pravdépodobné, ze vétSina genotypti bude v budoucnu popsana jako samostatné

druhy.



Tabulka 1. Seznam platnych druhi Cryptosporidium

Druh Lokalizace Hostitel Reference

C. andersoni slez skot Lindsay et al. 2000

C. baileyi bursa Fabricii driibez Current et al. 1986

C. bovis tenké stievo skot Fayer et al. 2005

C. canis tenké stievo psi Fayer et al. 2001

C. cuniculus stievo kralik Robinson et al. 2010

C. erinacei stievo jezek Kvac et al. 2014

C. fayeri stfevo klokani Ryan et al. 2008

C. felis tenké stievo kocky Iseki 1989

C. fragile Zaludek obojzivelnici  Jirku et al. 2008

C. galli zlaznaty zaludek ptaci Ryan et al. 2003

C. hominis tenké stfevo clovek Morgan-Ryan et al. 2002

C. huwi zaludek ryby Ryan et al. 2015

C. macropodum stfevo klokani Power a Ryan 2008

C. meleagridis  tenké stievo krocan Sréter et al. 2000

C. molnari zaludek, tenké ryby Alvarez-Pellitero a Sitja-
stievo Bobadilla 2002

C. muris zaludek hlodavci Tyzzer 1910

C. parvum tenké stfevo savci Tyzzer 1912

C. ryanae stievo skot Fayer et al. 2008

C. scrofarum stievo prasata Kvac et al. 2013

C. serpentis zaludek plazi Levine 1980

C. suis tlusté stfevo prasata Ryan et al. 2004

C. tyzzeri tenké stfevo mys Ren et al. 2012

C. ubiquitum stfevo ovce, kozy Lietal. 2014

C. varanii stievo plazi Pavlasek a Ryan 2008

C. viatorum stievo ¢lovek Elwin et al. 2012

C. wrairi tenké stfevo morcata Vetterling et al. 1971

C. xiaoi stievo ovce Fayer et al. 2009

2.3. Vyvojovy cyklus

Zivotni cyklus kryptosporidii je monoxenni, tedy dokonéuji sviij cyklus pouze
v jednom hostiteli v obdobnych fazich jako naptiklad kokcidie rodu Eimeria a
Isospora. Oocysty obsahujici ¢tyfi infekéni Sporozoity jsou nejcastéji vyluovany
stolici, respektive trusem infikovanych hostiteli (Xiao et Fayer 2008). Excystace
z pozitych oocyst se spousti podminkami ve stfeve, ptipadné v zaludku a dochézi
k uvolnéni pohyblivych sporozoitdi, kteti aktivné napadnou epitelidlni bunky
gastrointestinalniho traktu. V pfipad¢ extraintestindlnich infekei i epitelidlni bunky

jinych sliznic. Sporozoiti jsou ptipojeni na buiiku a obklopeny mikroklky, ¢imz se
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nezanofuji do cytoplazmy, ale zlstavaji ulozeny epiplazmaticky v parazitofornim
saku (PS) (Chalmers et Davies 2010). Pfedpoklada se, Ze membrana PS chrani
parazita pred imunitnim systémem hostitele a extraceluldrni prostfedi umoznuje jeho
vyvoj (Carey et al. 2003). Nasleduje asexudlni cyklus, zahrnujici diferenciaci na
trofozoity, meronta I. typu déliciho se na 6-8 merozoit 1. typu. Uvolnéni merozoiti 1.
typu infikuji sousedni epitelové bunky, a bud’ se vyvinou do trofozoitlh a asexudlni
cyklus se opakuje nebo do meronti II. typu. Meront II. typu produkuje Ctyti
merozoity, ktefi prechazeji do sexualni ¢asti cyklu. Merozoiti II. typu se méni na
makrogamonty a mikrogamonty. Mikrogamonti se stanou mnohojadernymi a uvolni
volné mikrogamety do lumen a oplodni makrogamety za vzniku zygoty. Nasleduje
meiodza, kdy se v zygoté diferencuji ¢tyfi sporozoiti. Oocysty sporuluji in situ a jsou
pIn¢ infekéni ihned po vyloudeni z téla hostitele (obrazek 1; Carey et al. 2003). Je
mozna infekce i v dalSich mistech ustroji, jako zaludecni epitel, ZluCovod, jatra,

slinivka bfi$ni a dychaci tstroji (Chalmers et Davies 2010).

Obrazek 1. Schématické zndzornéni Zivotniho cyklu kryptosporidii
(http://www.cdc.gov/parasites/crypto/biology.html, upraveno).

Silnosténna oocysta Trofozoit Meront L. typu

(sporulujici)

Sporozoit
Oocysta

Tenkosténni oocysta
(sporulujici)

Nediferencovany

gamont % %

Merozoiti

@ w."y Pohlavni cyklus

oS

= 3
Zygota (3 )

11



2.4. Prenos infekce

Oocysty jsou nejcasteji prenaSeny fekdlné-oralni cestou prostiednictvim piimého
kontaktu s infikovanym hostitelem, a nepfimé kontaminace potravin a vody. Byly
hlaseny ptipady pienosu z clovéka na Clovéka mezi Cleny rodiny, sexudlnimi
partnery, détmi ve Skolkach a pacienty nemocnic (Current et Garcia 1991; Koch et al.
1985; Xiao 2010).

Epidemiologické studie potvrdily zoonoticky pfenos zahrnujici domaci zvirata,
hospodarska zvifata, a ndhodné infekce veterinarnich pracovniki (Gait et al. 2008;
Grinberg et al. 2011; Robertson et al. 2006). Potraviny péstované v ptidé a hnojené
hnojem by mohly byt povazovany za mozny zdroj ndkazy, nicmén¢, kontaminovana
voda ptedstavuje hlavni zdroj infekce pro ¢lovéka, nebot’ oocysty kryptosporidii
mohou ziistat zivotaschopné ve vod€ po dobu vice nez 140 dni, a jsou velmi odolné
vici vétsiné béznych dezinfekénich prostredkd (Ramirez et al. 2004). V USA byl
parazit identifikovan v 80-97 % vSech povrchovych vod (feky, jezera, rybniky, atd).
Studie ukézaly, Ze az 97 % z povrchovych vod a 54 % z upravovanych (filtrovanych
a chlorovanych) vod obsahuji maly pocet oocyst kryptosporidii (LeChevallier et al.
1991a,b).

2.5. Kryptosporidioza

Kryptosporidioza je klinické onemocnéni vyvolané kryptosporidiemi projevujici
se obvykle jako gastroenteritida. Pfiznaky a projevy zéavisi na misté infekce,
nutricnim a imunitnim stavu hostitele (Chalmers et Davies 2010). Obvykle mezi
pfiznaky patii vodnaté prijmy s rliznou zavaznosti, kieCe v bfise, ztrata chuti k jidlu,
nevolnost, zvraceni a zvySena télesna teplota (Ng-Hublin et al. 2013). Prilezitostné
mohou byt pozorovany i respira¢ni poruchy (Wang et al. 2014). Prijem obvykle
spontanné vymizi (Segura 2015). Kryptosporidioza muze piejit do chronické faze a
ohrozit Zivot v pfipad¢ nepfitomnosti kompetentni imunitni odpovedi (Raskova et al.
2012). Na rozdil od ftady kryptosporidiovych infekci zvifat, postihuje
kryptosporidioza lidi vSechny vékové skupiny, nicméné nejéastéji se vyskytuje u déti
a imunosuprimované populace (Segura 2015).

U imunokompetentnich osob muize onemocnéni trvat nékolik dni az tydnu a je

eliminovano bunéénou imunitni odpovédi (Hunter et al. 2004). Pro déti mladsi 5 let,
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star§i osoby, nebo osoby s oslabenym imunitnim systémem, muze nemoc byt
chronicka, vysilujici a mize vést k t€zké dehydrataci a podvyzive.

Vétsina lidskych infekei je zptisobena dvéma druhy - C. hominis a C. parvum. V
mensi mife jsou lidé infikovani druhy C. meleagridis, C. felis a C. canis (Ng-Hublin
et al. 2013). Ostatni druhy a genotypy kryptosporidii byly detekovany jen
v ojedinélych piipadech (tabulka 2). Kryptosporidiéza vétSiny lidi je nejcastéji
zpusobena jedinym druhem, nicméné smiSené infekce nejsou neobvyklé (Raskova et

al. 2012).

Tabulka 2. Seznam kryptosporidii infe¢nich pro ¢lovéka (Ortega et Kvac 2013)

Druh/genotyp Réﬂtzg 0 Hlavni zdroj infekce
C. hominis vysoké Clovek
C. parvum vysoké skot, ¢lovek
C. canis stiedni pes
C. felis stfedni kocka
C. melagridis stiedni ptaci
C. viatorum sttedni/vysoké clovek
C. andersoni nizké skot
C. cuniculus nizké ¢lovek
C. erinacei nizké jezek
C. fayeri nizké klokan
C. muris nizké hlodavci
C. scrofarum nizké prase
C. suis nizké prase
C. tyzzeri nizké hlodavci
C. ubiquitum nizké skot, hlodavci
C. wrairi nizké morce
chipmunk genotype nizké zemni veverka
horse genotype nizké kun
monkey genotype nizké opice
skunk genotype nizké skunk

13



2.6. Terapie

Hlavnim problém tykajici se kryptosporidiozy je nedostatek i€¢inného prostredku
pro prevenci a 1é¢bu této nemoci. Vzhledem k tomu, ze jsou oocysty vysoce odolné
proti vlivim okolniho prostfedi a mnohym dezinfekénim prostfedkiim, hygienicka
opatfeni samy o sobé obvykle nestaci spolehlivé eliminovat oocysty tak, aby se
zabranilo infekci (Xiao et al. 2006).

Bylo testovano vice jak 200 latek proti kryptosporidiéze. Nékteré vykazuji
slibné ucinky, ale zadny z nich nebyl schopen trvale snizit klinické ptiznaky nebo
zcela eliminovat infekci. Nicméné pouziti nékterych 1ékd mize snizit vylu¢ovani
oocyst. Terapie zahrnuje antikryptosporididlni latky, imunizaci a podpirnou lécbu

(Shahiduzzaman et Daugschies 2012).

2.7. Kryptosporidie a kryposporidiéza koZeSinovych zvirat

Vyznamna koZeSinova, farmové chovand zvifata miiZzeme rozdé¢lit do dvou
zakladnich skupin, a to na i) masozrava kozeSinova zvifata (liska obecna, liska
stiibrna, liska polarni, norek a fretka) a ii) bylozrava kozeSinova zvifata (nutrie,
¢inila a kralici). Vyjma vySe uvedenych zvifat je pro kozeSinu loveno velké

mnozstvi volné zijicich savcil.

2.7.1. Lisky

Kryptosporidie byly detekovany u dvou rodu pravych lisek: Vulpes a Urocyon.
Vétsina dosud publikovanych popist je zaloZzena na mikroskopické detekci oocyst
V trusu nebo na pfitomnosti protilatek v krvi odstfelenych lisek. Current (1989)
popsal vyskyt Cryptosporidum sp. u lisky Sedé (U. cinereoargenteus) v USA. Na
Slovensku byla zjisténa 38,7 % (24/62) prevalence u lisek obecnych (V. vulpes)
(Ravaszova et al. 2012), nicméné nebyla provedena genotypizace. Nagano et al.
(2007) popsal vyskyt druhu C. parvum u 2 lisek v Irsku, celkova prevalence v této
studii byla pouze 8,1 %. Obdobné nizky vyskyt kryptosporidii u lisSek obecnych byl
zaznamenan v Norsku a v Anglii, kde bylo Cryptosporidium sp. detekovano u 2,2 %
(6/269), respektive 8,7 % (2/23) lisek (Hamnes et al. 2007; Sturdee et al. 1999).
Cryptosporidium canis a Cryptosporidium muskrat genotype I byly identifikovany u
blize nespecifikovanych lisek v Marylandu, USA (Zhou et al. 2004).

14



2.7.2. Norci a kuny

Prvni zaznam o vyskytu kryptosporidii u kuny skalni (Martes foina) pochazi
z roku 1999. Rademacher et al. (1999) nalezli oocysty kryptosporidii o velikosti 3-5
pum u kuny chované v zajeté trpici prijmy. U hranostaji (Mustela erminea) v USA
byly detekovany smisené infekce Cryptosporidium shrew genotype (znamé také jako
W5 genotype) a W18 genotype (Feng et al. 2007) a Cryptosporidium sp. (Ziegler et
al. 2007a).

Co se tyka norkd, oocysty o velikosti 4,5-5,5 um byly popsany z 24,2 % (8/33)
V zajeti chovanych norkdi americkych (Mustela vison) ve Spanélsku. Molekularni
analyzy prokazaly pfitomnost genotypu blizce piibuzného Cryptosporidium ferret
genotype (Gomez-Couso et al. 2007). V Ciné byl u farmové chovanych norkd
americkych nalezen novy genotyp: Cryptosporidium mink genotype (Wang et al.
2008).

2.7.3. Fretky

Rehg et al. (1988) popsal subklinické kryptosporidiové infekce u 40 % fretek
chovanych ve vyzkumném zatizeni v Tennessee, USA. Nasledné studie prokazaly, ze
rizné druhy fretek mohou byt hostiteli kryptosporidii. Cryptosporidium ferret
genotype byl detekovan u tchofe ¢ernonohého (Mustela nigripes) a fretky domaci
(Mustela putorius furo) v USA a Japonsku (Abe et Iseki 2003; Sulaiman et al. 2000;
Xiao et al. 1999).

Vroce 1985 publikovali Gomez-Villamandos et al. (1985) piipady fatalni
kryptosporidiozy fretek spojené s anorexii, depresemi a prijmy. Zvifata hynula
béhem 48-72 hodin po nastupu klinickych ptfiznakd. BohuZel, ptesny piivodce (druh
kryptosporidie) nebyl urcen.

2.7.4. Nutrie
Jedina dosud publikovana zprava o vyskytu kryptosporidii pochazi z roku 2003,
kdy bylo Cryptosporidium sp. detekovano u nurie fiéni (Myocastor coypus) (Ryan et
al. 2003)

2.7.5. Cin¢ily
Cingily patfi spolu smoréaty a kapybarami mezi prvni hlodavce, ktefi

kolonizovali Jizni Ameriku pfed vice nez 40 miliony let (Antoine et al. 2012).
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Prestoze jsou CincCily velmi cCasto vyuzivany jako koZeSinova zvifata, byly
kryptosporidie u ¢incily vInité (Chinchilla laniger) popsany pouze jedenkrat (Yamini
et Raju 1986).

2.7.6. Kralici
Kralici jsou hlavnimi hostiteli zoonotického druhu C. cuniculus. Nicméné pienos
z farmové chovanych kraliku na ¢lovéka nebyl nikdy prokazan (Smith et al 2010).
Tento druh piedstavuje jediného zastupce rodu Cryptosporidium, ktery byl
nalezen u kralikd v Australii a Cing (Nolan et al. 2010, 2013; Shi et al. 2010; Zhang
et al. 2012).

2.8. Chov kozeSinovych zviiat

Jednd se o faremni chov zvitat, chovanych pfedevs§im ¢i vyhradné pro produkci
kozeSiny.
Dominujicim farmarsky chovanym zviietem je norek, nebot’ poptavka po kozkach

z tohoto zvitete je znacné¢ vysoka (Skiivan et al. 1976).

2.8.1. Technologie chovu koZeSinovych zvirat

Na kozeSinovych farméch se vyuzivd klecovy chov zvifat, nebot omezuje
moznost zne€isténi srsti. Klece se buduji ze samonosného, tzv. bodovaného pletiva
(obrazek 2).

Klece jsou umistény dnem asi 50-60 cm nad zemi. Mezi dvéma nosniky kolny je
6-7 kleci, obycejné ptipevnénych na zelezném prutu, zavéseném na bo¢nim opérném
zeleze nosniku. Ke kolmému sloupu modulli jsou navaieny nosniky, na néz jsou
uloZzeny na dievénych hranolech budniky, do kterych jsou vestavena siténa hnizda
Z hustého pletiva. Mezi jednotlivymi klecemi jsou 5-7 cm mezery branici pii
pomérné velkych okéch kleci vzdjemnému pokousani zvifat (Skiivan et al. 1976).
Dle vyhlasky ¢. 208/2004 Sb. o minimalnich standardech pro ochranu hospodatskych
zvitat se stanovuji pro faremné chovana kozeSinova zvifata nasledujici parametry

kleci bez budniku.
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Pro farmovy chov norki
e jedno dospé&lé zvife plocha 2550 cm?
e jedna samice s mladaty do odstavu 2550 cm®
e mladata po odstavu — pro 2 ks 2550 cm?

e minimalni vyska klece 45 cm

Pro farmovy chov lisek
e jedno dospélé zvife plocha 8000 cm?
¢ jedna samice s mladaty do odstavu 20000 cm?
e mladata po odstavu — pro 2 ks 12000 cm?

e minimalni vyska klece 70 cm

Pro farmovy chov ¢incil
e jedno dospél¢ zvife plocha 5000 cm?
e jedna samice s mlad’aty do odstavu 5000 cm?
e ml4adé po odstavu 3330 cm?

e minimalni vyska klece 100 cm

Obrazek 2. Klec pro norky
(http://web2.mendelu.cz/af 291 projekty2/vseo/stranka.php?kod=198).
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. Cile

Vyhodnotit vyskyt a prevalenci kryptosporidii pfirozen¢ infikujicich kozeSinova
zvitata, konkrétné u norka amerického, lisky sttibrné a ¢incily vinaté.

Pomoci molekularnich metod urcit druh a genotyp kryptosporidii.

Vyhodnotit zoonoticky potencial nalezenych druhti a genotypl kryptosporidii.

V ptipadé¢ silnych infekci popsat morfologii a morfometrii oocyst kryptosporidii.
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4. Material a metodika

4.1. Charakteristika sledovanych chovu

Vzorky trusu byly odebrany v obdobi roku 2014, pievazné na kozeSinovych
farmach. Kromé vzorkd trusu norka amerického a lisek stéibrnych chovanych na
farmach, byly odebrany vzorky ¢incil vinatych od soukromého chovatele. S ohledem
na pfani chovateld bude v této praci zachovana anonymita chovatelii a jednotlivé

farmy budou uvadény pod cisly.

4.2. Odbér vzorki pro parazitologické vySetieni

Odbér trusu na kozeSinovych farmach byl provadén ze zemé pod klecemi zvirat.
U soukromého chovatele Cincil se sbiral Cerstvé vylouceny trus v klecich zvifat.
Vyloucené exkrementy se potom jednordzové sbiraly do plastovych kelimk.
Kelimky byly opatfeny unikatnim kédem a nasledné byly uskladnény v chladu pfii

teploté + 4 az +8 °C.

4.3. VySetieni vzorki trusu na pritomnost kryptosporidii
Vsechny ziskané vzorky byly mikroskopicky vySetfeny na pfitomnost oocyst
kryptosporidii pomoci specifického barveni (kapitola 4.4) a molekularnimi metodami

na pritomnost specifické DNA kryptosporidii (kapitoly 4.5.-4.9).

4.4. Barveni oocyst anilin carbol methyl violeti (Milacek et Vitovec 1985)

Zasobni roztoky
e Roztok methylvioleti (0,6 g methylvioleti; 1 ml anilinu; 1 g fenolu; 30 ml 96
% alkoholu; 70 ml dH,0).
e Roztok tartrazinu (1% roztok tartrazinu v 1% kyselin€ octové).

e 2% kyselina sirova.

Pracovni postup
e Spejli rozetiit vzorek trusu na podlozni sklitko a fixovat metanolem
v plameni.
e Vzorek barvit roztokem methylvioleti po dobu 30 minut.

e Oplachnout pod tekouci vodou.
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Diferencovat v 2% kyselin€ sirové po dobu 2 minut.

Oplachnout pod tekouci vodou.

Dobarvit roztokem tartrazinu po dobu 1-2 minut.

Oplachnout pod tekouci vodou.

Nechat uschnou pii laboratorni teploté a nasledné prohlédnout mikroskopem

pti zvétSeni 1000x za pouziti imerzniho oleje.

Vysledek

Oocysty se barvi modrofialové na zlutooranzovém pozadi. Preparaty byly

vySetfeny mikroskopem OLYMPUS BX51 pfi zvétseni 1000% za pouziti imerzniho

oleje.

4.5. Izolace DNA

Izolace byla provedena pomoci komercniho kitu PSP Spin Stool DNA Kit
(Invitek).

Soucdasti kitu

Proteinase K lyofilizat: rozpustit ptidanim 1,5 ml deionizované PCR vody.
Po rozpusténi skladovat pti -20°C.

Elution Buffer: odpipetovat do ependortky (200 ul/1 vzorek) a inkubovat
pfedem pi1 70°C.

Lysis Buffer P.

Binding Buffer A: natedit pfidanim 21 ml 98% isopropanolu.

Promyvaci pufry Wash I a Wash II.

Kolony se sbérnymi zkumavkami.

InviAdsorb zkumavky.

Pracovni postup

Vzorek trusu (200-400 mg) dat do Safe-Lock-Tube, ptidat sklenéné
zirkonové kulicky o priméru 0,5 mm a 0,8-1,2 ml Lysis Buffer P,
zhomogenizovat a rozbijet 1 minutu pii rychlosti 5,5 m/s Fast Prepem

(Fast Prep 24 Instrument, MP Bio);

Inkubovat v termobloku 10 minut pti 95°C, protfepat béhem inkubace.
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Centrifugovat 1 minutu pii 11 000 g.

Supernatant ptenést do InviAdsorb-Tube, zvortexovat, 1 minutu inkubovat
pfi laboratorni teploté a nasledné centrifugovat 3 minuty pti 13 400 g.
Supernatant pfenést do Cistych 1,5 ml ependorfek, centrifugovat 3 minuty pfi
13 400 g.

Do ¢istych ependorfek napipetovat 25 pl Proteinase K a 400 pl supernatantu,
zvortexovat.

Inkubovat v termobloku 10 minut pii 70°C, protfepat béhem inkubace.
Ptipipetovat 200 ul Binding Buffer A, zvortexovat.

Pienést veskery objem do Spin Filter + Tube (kolona se sbémou
mikrozkumavkou), inkubovat 1 minutu pii laboratorni teplot¢ a poté
centrifugovat 1 minutu pii 11 000 g.

Vylit odpad z ependorfek, napipetovat 500 ul Wash I a centrifugovat 1
minutu pii 11 000 g.

Vylit odpad z ependorfek, napipetovat 700 pul Wash II a centrifugovat 1
minutu pii 11 000 g.

Vylit odpad a opét centrifugovat 4 minuty pii 13 400 g.

Kolonu dat na cistou ependorfku, napipetovat 200 pl predehfatého Elution
Buffer D na kolonu, inkubovat 3 minutu pfi laboratorni teplot¢, centrifugovat
1 minutu pii 11 000 g.

Skladovat v mrazicim boxu pii teploté -20°C.

4.6. Polymerazova retézova reakce (PCR)

Pritomnost specifické DNA kryptosporidii byla testovana pomoci nested PCR

amplifikujici ¢ast genu kodujiciho malou ribosomalni podjednotku rRNA (Jiang et

al. 2005) a 60kDA glykoprotein (Li et al. 2014).

DNA byla amplifikovana v termocykleru za pouziti programu:

Pocatecni denaturace po dobu 3 minuty pti 94 °C;
35 cyklt zahrnujici denaturaci 45 s pii 94 °C;
nasedaci teploty primert — tabulka 4

extenze 60 s pii 72 °C;

finalni extenze 7 minut pii 72 °C.
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Pro amplifikaci sekundarniho PCR produktu byly pouzity 2 pl primarniho PCR
produktu. Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA C. parvum a C. ubiquitum
subtyp XIId (vzorek pochézejici z pfirozené infikovaného jelena). Reakéni smés

PCR protokolu je uvedena v tabulce 3 a sety primerd pro amplifikaci v tabulce 4.

Tabulka 3. Reakéni smés primarni a sekundarni reakce pro PCR protokol pro

amplifikaci ¢asti genu kodujici malou ribozomalni podjednotku Cryptosporidium

spp.

PRIMARNI REAKCE SEKUNDARNI REAKCE
Koncentrace  Objem (ul) Koncentrace  Objem (ul)

H,O W e 12,70 HO W 13,10
MgCl, 3mM 1,20 MgCl, 3mM 1,20
10x buffer  --------—--- 2,00 10x buffer  -----—---- 2,00
dNTP 200 nM 0,40 dNTP 200 nM 0,40
Forward 200 mM 0,40 Forward 10 uM 0,40
Reverse 200 mM 0,40 Reverse 200 mM 0,40
BSA 10 mg/ml 0,40  smmeeem e

Taq 1U 0,50 Taq 1U 0,50
DNA - 2,00 DNA - 2,00
SUM 20,00 SUM e 20,00

Tabulka 4. Sety primert pro amplifikaci genu kodujiciho malou ribozomalni

podjednotku (SSU) Cryptosporidium spp. a 60kDA glykoprotein (GP60) C.

ubiquitum

SSU

Primarni reakce 55°C

F1 TTCTAGAGCTAATACATGCG

R1 CCCATTTCCTTCGAAACAGGA
Sekundarni reakce 55 °C

F2 GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAG
R2 CTCATAAGGTGCTGAAGGAGTA
GP60

Primarni reakce 58 °C

F1 TTTACCCACACATCTGTAGCGTCG-
R1 ACGGACGGAATGATGTATCTGA
Sekundarni reakce 55°C

F2 ATAGGTGATAATTAGTCAGTCTTTAAT
R2 CCAAAAGCGGCTGAGTCAGCATC
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4.7. Gelova elektroforéza

Vysledny sekundarni PCR produkt byl detekovan na 1% agar6zovém gelu s

ptidavkem ethidium-bromidu a vizualizovin pomoci UV zafeni (302 nm)

transiluminatorem (Ultra-Lum Inc, USA) a dokumentovan (High Performance UV

Transilluinator, Biotech, CR).

Chemikalie
50x TAE pufr (242 g tris baze, 47,1 ml ledové kyseliny octové, 100 ml 0,5 M
EDTA, pH=8,00).

Agaroza.
Ethidium bromid.
100 bp DNA ladder.

Pracovni postup

Smichat agarézu s TAE pufrem.

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

Ptidat ethidium-bromid, promichat.

Do formy nalit gel, vlozit hfeben a nechat ztuhnout.

Po ztuhnuti vyjmout hieben a vlozit gel do elektroforetické vany s TAE
pufrem.

Vyjmout hieben a do 1. jamky pipetovat 5 pul Ladder, do ostatnich 18 pl
produktu sekundarni PCR.

Spustit elektroforézu pii napéti 80 V na dobu potiebnou pro separaci
fragmentti DNA.

Vizualizovat DNA fragmenty za pomoci UV transimulatoru.

4.8. Sekvenovani

Sekundarni PCR produkty byly sekvenovany pomoci ABI BigDye Terminator v

3.1 Cycle Sequencing Kit a sekvenatoru ABI123130 za pouziti sekundarnich primert

Vv komer¢énich laboratofich.
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4.9. Genotypizace a fylogenetické analyzy

Nukleotidové sekvence ziskané v této studii byly analyzovany programem
Chromas Pro (www.technilysium.com.au/chromas.html) a alignovany pomoci
programtt  ClustalX (ftp://ftp-igbmc.u-strasbg.fr/pub/SlustallX/) a BioEdit se
sekvencemi uloZzenymi v databazi GenBank. Metodou Neighbor-Joining byly
vypocteny fylogenetické vztahy mezi jednotlivymi druhy a genotypy kryptosporidii.
Byl pouzit dvouparametrovy distan¢ni model dle Kimury. Na zakladé 1000
opakovani byl ziskdn bootstrapovy konsenzus vyslednych stromti. Ke konstrukci

fylogenetickych stromi byl pouzit program MEGA 6.
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5. Vysledky a diskuze

5.1. Vyskyt a prevalence

Celkem bylo vysetfteno 370 vzorkil trusu pochdzejicich od nork americkych
(n = 340), lisek stiibrnych (n = 18) a ¢in¢il vinitych (n = 12) (tabulka 5).

Mikroskopické vysetieni neprokazalo pfitomnost oocyst kryptosporidii v Zzadném
z testovanych vzorkd. Molekuldrnimi metodami byla prokdzana piitomnost
specifické DNA kryptosporidii u 3 norkt v chovu 5 (tabulka 5).

U ¢in¢il nebyli v této praci detekovani zadni pozitivni jedinci. Vzhledem k tomu,
ze v ptipad¢ Cincil byl uvetejnén pouze jediny nalez kryptosporidii ve svéte (Yamini
et Raju 1986) a dalsi studie nebyly provedeny, nelze na zakladé nasich vysledki
vyslovit zadné zobeciujici zavéry.

Taktéz nebyly nalezeny zadné pozitivni vzorky pochazejici od farmové chovanych
lisek. Piestoze lisky jsou hostitelé minimalné dvou riznych kryptotosporidii (Zhou

et al. 2004), vsechny dosud popsané nalezy pochazeji od divoce Zijicich lisek.
Obdobn¢ jako u cincCil, nelze na zaklad¢ naSi prvotni studie vyslovit zadny
zobeciujici zaver.

Celkova prevalence kryptosporidiovych infekci u norkt v této praci (mén¢ nez 1
%) je vyrazné nizsi ve srovnani s vyskytem kryptosporidii u farmové chovanych
norkli ve Spanélsku, kde byla detekovana 24,2% prevalence (Goémez-Couso et al.
2007).

Tabulka 5. Pocet odebranych a pozitivnich vzorkl na jednotlivych farmach

Norek americky LiSka stFibrna Cintila vinata
Farma m“‘m?'?"pi,fky PCR pozitivni/ ~ MIKIOSKOPICkY  peR pogitivni/  MIKIOSKOPicky  peR pogitivni/
pOVZItlvvm, vySetfené P Ovzmvvm,/ vySetiené poz mvvm'/ vysetiené
vySetiene vySetiené vySetiené
1 0/20 0/20 - - - -
2 0/170 0/170 0/7 017 — -
3 0/50 0/50 - - - -
4 0/50 0/50 - - - -
5 0/50 3/50 0/10 0/10 — -
6 - — 0/1 0/1 — -
7 - - - - 0/12 0/12
Celkem 0/340 3/340 0/18 0/18 0/12 0/12
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5.2. Genotypizace

Specificka DNA kryptosporidii genu kédujiciho malou ribozomalni podjednotku
rRNA byla uspésné amplifikovana u 3 vzorki z 370 vysetfenych. Sekvenacni
analyzy snaslednymi  fylogenetickymi  analyzami  prokdzaly  pfitomnost
Cryptosporidium ubiquitum ve vSech pozitivnich vzorcich. Nami ziskané sekvence
byly 100 % identické se sekvenci C. ubiquitum (EF362479) dfive znamé také jako
Cryptosporidium cervine genotype 1 (obrazek 3). Tento druh kryptosporidie byl
v minulosti detekovan u celé fady savc¢ich hostiteltl zahrnujici ¢lovéka, ovce, kozy,
yaky, barasingy, impaly, kon¢, myvaly, bobry, zemni a stromové veverky, mysSice,
svisté nebo dikobrazy (Fayer et al. 2010; Li et al. 2014). Vzhledem k hostitelské
nespecifité C. ubiquitum neni nalez u norku piekvapivy.

Nasledna subtypizace C. ubiquitum na genu kodujicim gp60 byla Gspésna ve dvou
ze tii pozitivnich vzorkl. Fylogenetickd analyza prokézala ptislusnost obou uspésné
amplifikovanych izolatl k alelické roding ,,XIla* (obrazek 4). Podle studie Li et al.
(2014) lze zastupce alelické rodiny XlIla dale rozdélit do subtypti 1-3. Nase izolaty
spadaji do skupiny 1. Tento subtyp byl difive nalezen u ovci v Jizni a Severni
Americe, Ciné a divokych pfezvykavcl v Zoologickych zahradach (Li et al. 2014).
Detekce této alelické rodiny u norkd je viibec prvnim nalezem u masoZravcu.
Jedinym dosud zndmym hostitelem C. ubiquitum z fadu masozravci je myval, ktera

vsak byl infikovan C. ubiquitum XIId.

5.3. Zoonoticky potencial detekovanych kryptosporidii

Cryptosporidium ubiquitum je povazovano za druh infekéni pro ¢loveka (Fayer et
al. 2010). Na zakladé subtypizace byly u lidi detekovany subtypy XllIb, Xllc a XlId
(Li et al. 2014). Nami detekovany subtyp Xlla byl povazovan za specificky pro
ptezvykavce, ale v této studii popsany nalez u norkd vyrazné posouva nase znalosti o
hostitelské specifité jednotlivych subtypti. Neni tedy vylouceno, ze v budoucnu bude
u lidi detekovan subtyp Xlla, zejména pak u osob pracujicich v blizkém kontaktu

S domécimi a volné zijicimi prezvykavci.

5.4. Klinické priznaky

Z celkového poctu 340 vzorkil pochdzejicich od norkii byl zaznamenéan prijem u

28,8 % (n = 98) zvitat. U 36 zvifat s prijmy byl navic detekovan hlen a krev v trusu.
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Na rozdil od statisticky prukazné korelace mezi infekci C. ubiquitum a prijmy u
farmové chovanych piezvykavci ¢eledi Cervidae a Caprinae (Robertson et al. 2014),
7zadné ze zvifat pozitivni na pritomnost kryptosporidie C. ubiquitum netrpélo
prijmem, ani jinymi klinickymi piiznaky charakteristickymi pro kryptosporidiové
infekce. Krom vySe uvedeného, u lisek a ¢incil nebyly prijmy zaznamenany.

Rozdily v pribéhu infekci vyvolané C. ubiquitum mohou byt ovlivnény
hostitelem. Negativni vysledky mikroskopické detekce ukazuji na velmi nizkou
intenzitu infekce, coz je vsouladu s vysledky Skerrett et Holland (2001), ktefi

detekovali bezptiznakové infekce u jelend.

100y C. hominis [AF108865]
541 ovine genotype [DQ054819]
monkey genotype [AF112569]
C. cuniculus [AY120901]
C. meleagridis [AF112574]
C. parvum [AF108865]
C. tyzzeri [EU553589]
deer mouse Il genotype [EF641014]
horse genotype [EU437418]
C. fayeri [AF108860]
82 C. wrairi [AF115378]
58 A C. saurophilum [AF112573]

C. canis [AF112576]
C. suis [AF115377]
C. macropodum [AF513237]
C. ubiquitum [EF362480]
9.¢ ubiquitum [EF362479]
152
153
154
C. ubiquitum [EF362481]

C. felis [AF108862]
C. baileyi [L19068]
4 Y C. scrofarum [EU331243]

C. bovis [AY741305]
gﬁ@er genotype [FJ607928]
78 C. ryanae [EU410344]

81 C.fragile [EU162751]
C. galli[AY168847]
C. serpentis [AF151376]
C. andersoni [EU245042]
C. muris [AF093497]
98L- C. muris TS03 [EU245043]

&l

53

100

| —
0.1 substitutions/site 95

100

Obrazek 3: Kladogram fylogenetickych vztahii izolati kryptosporidii ziskanych
znorkll s ostatnimi druhy a genotypy kryptosporidii na zdkladé castecné
nukleotidové sekvence genu kodujiciho malou ribozomalni podjednotku (SSU),
vytvoieny metodou neighbor—joining (1000x bootstrap). Sekvence ziskané v této

studii jsou zvyraznény.
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154

C. ubiquitum Xlla [JX412921]

I C. ubiquitum Xlla [KC204979]

64_ | C. ubiquitum Xlla [JX412920]

‘| C. ubiquitum Xlla [KC204982]
C. ubiquitum Xlla [JX412919]

100(, ¢, ubiquitum Xlla [JX412916]

1 C. ubiquitum Xlla [JX412915]

100 L C. ubiquitum Xlla [JX412918]

C. ubiquitum Xlla [JX412917]

C. ubiquitum Xllb [JX412926]

7] C. ubiquitum Xlic [JX412925]
—|88 1001 C- ubiquitum XIld [JX412924]

C. ubiquitum XIld [JX412923]

81! C. ubiquitum XIid [JX412922]

C. ubiquitum Xlle [KC204983]

C. ubiquitum XIIf [KC204984]

0.1 substitutions/site

Obriazek 4: Kladogram fylogenetickych vztahli izolati kryptosporidii ziskanych
znorki s ostatnimi druhy a genotypy kryptosporidii na zakladé¢ Céstecné
nukleotidové sekvence genu 60kDa glykoprotein, vytvofeny metodou neighbor—

joining (1000x bootstrap). Sekvence ziskané v této studii jsou zvyraznény.
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6. Zavér

¢ Byla detekovana velmi nizkd prevalence kryptosporidii u norkli americkych.

e Byly nalezeny 3 ptipady infekce C. ubiquitum u norkd americkych.

e |zolaty C. ubiquitum nalezely do stejné glykoproteinové rodiny XII, subtypu ,,a“.
e Nebyl pozorovan vztah mezi kryptosporidiovymi infekcemi vyvolanymi

C. ubiquitum a klinickym onemocnénim norkd.
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