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Abstrakt:

Prasata vedku 3-4 a 8 tydfi véku (tfi zvirata v kazdé skupé) byla per orala
infikovanaCryptosporidium murisC. tyzerri, C. suig Cryptosporidiunpig
genotype lidavkou 1 x 10oocyst / zvie. Prasata inokulovana druh@ntyzerri
neboC. murisnevykazovala Zadné klinickéipnaky onemoaini a v pibéhu 30 dni
po infekci nebyla zji%na Zadna infekce zminymi druhy. BEhem pitvy nebyly
zjistény Zadné makroskopické Zmy na vnitnich organech. Vyvojova stadia
kryptosporidi nebyla v gastrointestindlnim trakatekovana ani histologickymi a
PCR metodami. Infektivitaéthto izolati byla owiena na SCID mySich, kteréczdy
vyluc¢ovat oocysty od 4 do 8 DPI. Experimentalni infegoekazaly vnimavost obou
vékovych kategorii prasat k drul@lt suis Zatimco parazitologické, molekul&rn
genetické a histologické vy$ehi prokazalo vnimavost 8 tydennich prasat k infekc
Cryptosporidiumpig genotype I, 4 tydenni selata nebyla k téfekni vnimava.
Vyvojova stadia obou kryptosporid(@,. suisCryptosporidiumpig genotype I, byla
detekovana jak v tenkém, tak i tlustérfest. Na zaklad naSich zji&ni mizeme
konstatovat, Ze prasata nejsou vnimava k inf€kdyzerriaC. muris druhC. suis
neni \kowve specificky aCryptosporidiunpig genotype Il neni infeki pro selata

pied odstavem.

Kli ¢éova slova:PrasataCryptosporidium Experimentalni infekce; 8kova specifita

Summary:

Three-four and 8 week old pigs (three animals pelaie) were inoculated with
Cryptosporidium muri€. tyzerri, C. suisand Cryptosporidiumpig genotype llat a
dose of 1 x 10 oocysts per animal. Pigs inoculated with murisor C. tyzerri
showed no detectable infection and no clinical sgms of cryptosporidiosis during
30 days post infection (DPI), and no macroscopianges were detected in the
digestive tract after necropsy. Any developmenttdges were detected in
gastrointestinal tract tissue neither by histology PCR throughout the duration of
the experiment. The infectivity of these isolatesswerified on SCID mice, in which
oocysts shedding started from 4 to 8 DPI. Experialerinfection revealed
susceptibility of both 4 and 8 week old pigs @ suis While parasitological,

molecular and histology examination confirmed spsbdity of 8 week old pigs to



Cryptosporidiumpig genotype I, 4 week old pigs were not beinigated with this

genotype. BotlC. suisandCryptosporidiumpig genotype Il were detected in small
and large intestine. Based on our findings, it banconcluded that pigs are not
susceptible taC. murisor C. tyzzeriinfection, C. suisdoes not have age specificity

andCryptosporidiunpig genotype Il is not infectious for pre-weanegpi

Key words: Pigs;Cryptosporidiumspp.; Experimental infection; Age specificity
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1. UVOD

Poprvé byly kryptosporidie popsany E. E. Tyzzerernoe 1907, ktery nalezl tyto
prvoky ve sliznici Zaludku laboratornich my§ys musculus(Tyzzer 1907).

V souwasné dob existuje 28 uznanych drilmodu Cryptosporidium(Fayer a kol.
2000; Morgan a kol. 2000; Carreno a kol. 2001, &a@012), které se vyskytuji po
celém s¥t¢ (Johnson a kol. 2008) a infikuji Siroky okruh dbmaci (Beach 2008)
zahrnuijici ryby (Hoover a kol. 1981), obojzivelnjlpjazy (Levine 1980; Jitka kol.
2008), ptaky (Slavin 1955) a savagetre ¢loveka (Meisel a kol. 1976; Nime a kol.
1976). Kryptosporidie infikuji gastrointestinalmakt (Jenikova a kol. 2011) a
v nékterych gipadech organy dychaciho a Wdwaciho aparatu (Goodstein a kol.
1989). Onemoaini zpisobenédmito parazity se nazyva kryptosporidiéza aipat
mezi oportunni infekce a zoondzy. Patogenita z&stugdu Cryptosporidiumse liSi
podle druli a souvisi s &kem a imunitnim systémem hostitele. Infikovani fedli
vykazuiji Siroké spektrum Klinickychtiznakii. Nejéastji se kryptosporidiéza
projevuje jako pijmové onemocEni spojené s dehydrataci a Ubytkem hmotnosti
(Xiao a kol. 2004b).

Infikovani hostitelé vylduji infekéni oocysty ve vykalech, ale na rozdil od cyst
giardii jsou oocysty vyliovany nepetrzZitt a mizou byt uvohovany po celou dobu
patentni periody (Jenikova a kol. 2011).



2. CILE
Cilem této bakal&ké prace je:

» Na zaklad experimentalnich infekciienych ¥kovych kategorii prasat
(3 a 8 tydl) vyhodnotit vnimavost kC. muris C. tyzzer
Cryptosporidiumpig genotype Il &. suis

» Srovnat vysledky siipdchozimi publikacemi a pracemi



3.LITERARNI P REHLED

3.1. HISTORIE

Ernest Edward Tyzzer byl prvni ktery rozpoznalpgagopsal a zvieejnil zpravu
0 parazitechcasto se nachazejicich vitkach Zaludéniho epitelu mysSi (Tyzzer
1907). V roce 1910 popsal parazita pod&pba navrhoval jméndCryptosporidium
jako novy rod &. murisjako typovy druh (Tyzzer 1910).

V roce 1912 Tyzzer popsal dalSi novy druh jaBryptosporidium parvuma
prokadzal ze C. parvum se vyvijeji pouze vtenkém ist€¢ experimentalé
infikovanych mysi a Ze oocys€y. parvumbyly mensi neXs. muris (Tyzzer 1912).

Jiné druhy kryptosporidii byly pojmenovany podlestiliské speciénosti.
Napiiklad oocysty nalezené v trusu ovci byly pojmengvamyptosporidium agni
(Barker a Carbonell 1974), jiné ve vykalectlovéka byly pojmenovany
Cryptosporidium garnham(iBird 1981) nebdCryptosporidium enteritigQadripur a
Klose 1985). Nicméhtyto a rekolik dalSich popig druhi postradaly taxonomické
Gdaje, které by je jagmozliSovaly. Proto se staly neplatnymi.

Zajem o kryptosporidietstaval nizky az do gatku 70. let 20 stoleti kdy bylo
zjisteno, Ze kryptosporidie byly spojeny sipnovym onemoc#énim u skotu
(Panciera a kol. 1971; Meutin a kol. 1974). V r@®&&6, byly popsany prvni dva
piipady kryptosporididzy u lidi. U 3-leté divky a 88ého imunosuprimovaného
pacienta. U obouifpadi pacienti popisovaligZké vodnaté gijmy. Diagnostika byla
provedena pomoci mikroskopického vygei a stevni biopsie (Nime a kol. 1976;
Meisel a kol. 1976). feti piipad nakazyloveka byl hlasen u 9-letého chlapce s
vrozenou hypogamaglobulinémii (Lasser a kol. 1879ty piipad byl hlaSen v roce
1970, u 52-letého pacienta, s IgA deficitem, sndzeimunitou a po transplantaci
ledvin (Weisburger a kol. 1979).

Mezi roky 1970 az 1990 se v literéuobjevily zpravy o 159ifpadech
kryptosporidiézy u imonokompetentnich pacieat71 gipadi u imunodeficitnich
pacienti (Casemore a kol. 1985). Jasna souvislost mezéskatinfekci lidi byla
prokadzana ve 26ifpadech, alei@nos ze zwéete natlovéka nebyl prokadzan
v Zzadném ze 71ifpadi u imunodeficitnich pacieit(Casemore a Jackson 1984). V
roce 1980 bylo jiz zvejnéno téngi 1200 zprav o vyskytu kryptosporidii. Tento
narist nasledoval v roce 1982, zprava z Centra proréitnhemoci (CDC) v USA,
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popisujici 21 mui s AIDS (syndrom ziskaného selhani imunity) fktegli zavazné
vleklé piaijmy zpisobené parazity roddryptosporidium (Anonymous 1982).

V roce 1993 zajem @b dramaticky vzrostl v souvislosti s masivni infekorody v
Milwaukee (Wisconsin,USA),ipbniz bylo nakazeno dle odhagice nez 403,000
osob (MacKenzie a kol. 1994).V tehdej3ifeskoslovensku byl vyskyt
kryptosporidii vibec poprvé zaznamenan u dvou négeoraZzenych 14-ti dennich
byekt v jiznichCechéach v roce 1979 (Pavlasek 1981).

3.2. SYSTEMATIKA

VSichni zastupci rodCryptosporidiunmsou jednobu&ni intracelularni paraziti.
Kryptosporidie jsou eukarydtii prvoci, coz znamena, Zétgina jejich DNA je
uloZena v jate, které je obklopené dvojitou membranou. Rogptosporidiume
jednim z vice nez 300 radkteré zahrnuji 4800 pojmenovanych drzhkmene
Apicomplexaktery je pojmenovan podle tzv. apikalniho komplecaZ je soubor
organel na fednim konci zoil. Drive byly kryptosporidigazeny k rodiEimeria,

ale molekularni analyzy prokazaly uzsi vztah k gregam (Carreno a kol. 1999).

3.3. VYVOJOVY CYKLUS KRYPTOSPORIDII

Predpoklada se, Ze vyvojovy cyklus ro@uyptosporidiumprobiha stejgiu vSech
zastupé nebo niize probihat s mensimi odliSnostmi (Current a kb86).
Kryptosporidiove infekce ve&sSin¢ pripadi probihaji v gastrointestinalnim traktu
(Guselle a kol. 2003). Parazit se vSalkZmvyvijet také v organech dychaciho a
vylu¢ovaciho aparatu (Goodstein a kol. 1989), v jatrpainkreatu a Ztiniku (Kahn
a kol. 1987; Hinnant a kol. 1989). Zivotni cykluyjitosporidii je monoxenni a je
rozclen doctyt hlavnich fazi - excystace, merogonie, gametogarsigorogonie
(Valigurova a kol. 2008) (obrazek 1).

Excytacez&aina pozitim oocysty vhodnym hostitelem. Jakmilegeysta uvnit
téla, prvnim krokem Kkinfekci je otégni oocysty na jednom polu, jehoz
prostednictvim opusti oocystttyti infekéni sporozoiti (Fayer a kol. 1990), kie
napadaji epitelidlni hiky (Valigurovd a kol. 2008). Sporozoiti seepeni na
jednojaderné trofozoity. Jadro trofozoita se #dizch dochazi k nepohlavnimu

rozmnoZzovani (merogonie).
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Vysledkemmerogonieje vznik meroni. U vétSiny kryptosporidii, jako nagklad
C. parvum existuji dva typy merofit a uC. baileyijsou 3 typy (Current a kol.
1986). Meront I. typu ma Sest az osm jader, kigt&ai Sest az osm merozbit
Kazdy zraly merozoit opusti meront a infikuje ddléstitelské biky. Z merozoita |.
typu se stava meront Il. typu, ktery produkéfgi merozity. Merozoiti z meronta 1.
typu napadaji nové hostitelskémty, v nichz se transformuji na pohlavni stadia a
dochazi u nich k pohlavnimu rozmnozZovani (gametmsgjon

P¥i gametogoniivznikaji gamonti: sagi mikrogamonti a sarmdi makrogamonti.

Z mikrogamontu se uvilji pohyblivé mikrogamety, které oplodni makrogaynet
vzniklé z makrogamoita dochazi k formovani zygoty. Vznikla zygota praxh
sporogonii.

Ve sporogonii se formujictyii sporozoiti (Fayer a Ungar 1986). Vysledkem je
zrald oocysta. Vznikaji dva typy oocyst- silrwsté a tenkoghné. Silnosinné
oocysty opousji télo hostitele trusem a slouzi kgmosu infekce na dalSi vnimavé
hostitele. Z hostitele odchazi oocysty dinfekeni, coz je dalsi rozdil odétSiny
kokcidii. Tenkostnné oocysty excystuji jeSw t¢le hostitele, sporozoiti se akti&n
uvolni z oocyst a velmi rychle pronikaji do zatiminfikovanych mikroklk streva,
cemuz sdika autoinfekce. (Current a Reese 1986).

Trofozoit

o

Poditl mowym

| hostitekam
Autoinfekce o ) -

\ y
. Extraceiulami etapy o #

- -
o

Ddchazi s wkaly
Tenkosténna

o . :
oocysia Silmosténna

cocysia Mikrogameta

ol

Mezrala cocysta Makrogamaont

Obrazek 1. Schématické znazémhzivotniho cykluCryptosporidiumspp (Fayer 1997.)
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3.4. RENOS KRYPTOSPORIDII

Prenos je mozny dkolika cestami, a to: z osoby na osobu, kontaktem s
zajmovymi a hospodékymi zviaty a pozitim kontaminovanych potravigi
kontaminované pitné vody (Tangermann a kol. 19%gdB 2008; MacKenzie a kol.
1994; Griffiths 1998; Nichols 2008; Ortega a Carfa®.

Oocysty kryptosporidii jsou vysoce odolné a moheezf izné filtrace pitné
vody a chemické oSeni, jako je naiiklad proces chlorovani (Dolejs 2004). Ke
kontaminaci surovin pro vyrobu potravin u#e dojit @ zavlazovani

kontaminovanou vodou (Thurston-Enriquez et al. 2002

3.5. URCENI A DIAGNOSTIKA

Diive se k diagnostice pouzivala biopsigewni tkar (Keusch et al. 1995).
Tento zmsob se ovSem neukazal jako nejlepStspb diagnostiky, proto byly
vyvinuty metody pro detekci oocystimo z trusu.

Nejcastji se pouziva specifické barveni &t trusu nebo stolice (Mitgk a
Vitovec 1985). V sotasné dob je detekce kryptosporidii zaloZzena na molekuldrnic
metodach, jako je polymerazoygigzova reakce (PCR) s naslednou sekvenaci PCR
produktu nebo PCR-RFLP (Restriction Fragment Lemgitymorphism) (Jenikova a
kol. 2011).

3.6. DRUHY A GENOTYPY KRYPTOSPORIDII INFIKUJICI PRA SATA

Prasata jsoudirg infikovana dema druhy kryptosporidii a t@ryptosporidium
suis a Cryptosporidium pig genotyp Il (Jenikova a kol. 2011). KreénvySe
zmirgnych druli a genotyp, které se u prasat vyskytujitifpzers, byla
experimentaldé prokazana vnimavost prasat k infekzi hominisa C. meleagridis
(Akiyoshi a kol. 2003a, b) Také byly zaznamenanigiddruhy kryptosporidii jako
nagiklad. C. parvum, C. muris a C. tyzz€klorgan a kol. 1999a).

Studie, které byly provedeny jasnprokazaly vztah mezi vyskytem
kryptosporidii a ¥kem prasat, jako je tomu nididad u skotu (Langkjaer a kol. 2007;
Johnson a kol. 2008).

Prestoze je dale znamo, Ze prasata i jini hostitelé jsou nachilsmiSené
infekci nékolika druhy kryptosporidii (Akiyoshi a kol. 2003cTanriverdi a kol.
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2003; Cama a kol. 2006), nicmébylo zaznamenano pouzekolik zprav o smisené
infekci kryptosporidii u prasat (K¢a kol. 2009a).

3.6.1.Specifické druhy kryptosporidii infikujici prasata

V roce 1998 byly popsany dva nové genotypy infiéiuprasataCryptosporidium
pig genotype | (Morgan a kol. 1999a) &tyii roky pozdji Cryptosporidiumpig
genotype Il (Ryan a kol. 2003). Na zakiaaholekularnich analyz a biologickych
vlastnosti byl genotyp | ustanoven jako samostatiigh a pojmenovan

Cryptosporidium suigRyan a kol. 2004).

3.6.1.1.Cryptosporidium suis

Tento druh je v saiasré dob: nejvice popisovanou kryptosporidii prasat po
celém s¥té. Typickym hostitelenCryptosporidium suige prase, ale experimentéln
byla k tomuto druhu prokazana vnimavost u telate(Bark a kol. 2003). Také byl
popsan fipad, kdy se timto druhem nakazilovék (Xiao a kol. 2002). Bylo
prokazano, Zz&. suisneni infeRni pro mysi (Morgan a kol. 1999b). Neptji se
tento druh kryptosporidie vyskytuje u selat (Kva kol. 2009a). festoze byly
zaznamenany klinickérfznaky kryptosporidiézy vyvolan€. suisu dvoudennich,
experimentald infikovanych selat (Enemark a kol. 2003) a u seftaetd odstavem
(MisSi¢ a kol. 2003), ¥tSina gipadi spontannich ale i experimentalnich infekci neni

provazena zadnymi klinickymitfznaky ( Enemark a kol. 2003; Zintl a kol. 2007).

3.6.1.2.Cryptosporidium pig genotype Il
O tomto genotypu kryptosporidii prasat je znamoaniegastji se

vyskytuje u starSich prasat (Langkjaer a kol. 200@nto druh kryptosporidie byl
izolovan z prasat ze zapadni Australie, tmpyslovych odpadnich vodach v Sydney
¢i v prasei kejck z irskych farem a u sajiciho selete v Norsku (Rgakol. 2003,
2005; Xiao a kol. 2006; Hamnes a kol. 2007). Jetallzace v zazivacim traktu ani
tvar ¢i velikost oocyst nebyly doposud dostat& popsany.

Infekce zpmsobena Cryptosporidium pig genotyp Il probihd ievazi bez
zjevnych Klinickych piznaka (Langkjaer a kol. 2007).
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3.6.2Nespecifické druhy kryptosporidii infikujici prasata
Kromé vySe zmignych drulii a genotyp, které se u prasat vyskytujfifpzers,

byla experimentakprokdzana vnimavost prasat k infekcihominis(Pereira a kol.
2002 a C. meleagridis(Akiyoshi a kol. 2003a). Také byly zaznamenany wmj&lé
piipady grirozenych infekciC. muris (Xiao a kol. 2006; Kv& a kol. 2009a)C.
tyzzeri(C. mousegenotyp I) (Chen a Huang 200Qryptosporidium parvumdruh

s nizkou hostitelskou specifitou, jez byl na selasgsSné experimentalé prenesen
byl aZz do roku 1998 povazovan za jedinéligquice infekce u prasat (Morgan a kol.
1998). V sodasné dob vime, ZzeC. parvumse u prasat vyskytuje jen ojedia
(Kvac a kol. 2009b).

3.6.2.1.Cryptosporidium muris
Cryptosporidium murisje druh infikujici Zaludéni epitel svych hostité|

piicemz typickym hostitelem jsou hlodavci (Tyzzer 19@24,2; Fayer 1990).iBnos
je mozny na mysi, ale ne vSak na krysy (Iseki a k8B9).Cryptosporidium muris
byl také hlasen uikcka, alzirskych mysSi, damana skalniho, veverek, hatskpz,
opic, velbloud, burunduka paskovaného, prasat & (@halmers a kol. 1997; Xiao a
kol. 1999; Morgan a kol. 2000; Torres a kol. 20D0pey a kol. 2002; Warren a kol.
2003; Zintl a kol. 2007; Lupo a kol. 2008). Tentwld byl popsan i jako ifina
kryptosporididézy u 7 lidi ve Francii, KénThajsku a Peru (Guyot a kol. 2001; Gatei
a kol. 2002; Tiangtip a Jongwutiwes, 2002; Palmé&olka 2003; Muthusamy a kol.
2006). U prasat byl vyskyt hlaSen ojetla to u dosglych prasat fi porazce (Kva

a kol. 2009a), v prasekejok na farmach v IrskuCing a jinde ve s§té (Xiao a kol.
2006; Chen a Huang 2007; Zintl a kol. 20@7y odpadnich lagunach z chovnych
zarizeni (Jenkins a kol. 2010). Vyjma nalezu kolektiautofi Kvas a kolektiv
(2009a) se jedna o nalezy zifi@tnych materidl, kam se mohli dostat hlodavci a
mohlo dojit ke kontaminaci jejich trusem. Protorjedn&né nelze uéit, zda jde o
piirozenou infekci. Oocysty podobr@. muris byly v nekolika zemich hlaseny u
skotu, avSak bez genetického nebo experimentalpobhazeni (Xiao a kol. 2004a).
Patologie této kryptosporidie je nepatrna, pouzekterych zavaznych ifpadech
infekce dochazi k dilataci Zalugtdch zlaz, nikoliv ale k z&u (Iseki a kol. 1989).
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3.6.2.2.Cryptosporidium tyzzeri
Cryptosporidium tyzzefidtive Cryptosporidiummouse genotype 1) bylo poprvé

popsano ve #w mySi domaci Mus musculuys Dale byla tato kryptosporidie
popsana u hraboSe polnihii¢rotus arvalig, nornika rudéhoMyodes glareolus
(Bajer a kol. 2003; Morgan a kol. 1999b), u krysdiaoni v Portugalsku, Velké
Britanii a USA (Xiao a Fayer 2008; Xiao a Feng 20@istuji i zaznamy o vyskytu
u levharta skvrnitéhoPanthera pardus takina indického Budorcas taxicoloy,
pandy cervené Ailurus fulgen} paovce kvnaté Ammotragus lervip(Lv a kol.
2009) a u netopyr (Dubey a kol. 1998). OocystZ. tyzzeribyly zjiSttny i u
n¢kterych studenokrevnych obratlavgako napiklad u had a jeStrek. V €chto
piipadech se vSaki@dpoklada, Ze se jednalo o pasaz, ktera setldohbstitele
dostala spokan¢ s kontaminovanou potravou (Xiao a kol. 2004b).

Druh C. tyzzerie infek¢ni pro¢loveka, Jedinou molekuld&doloZenou infekcC.
tyzzeriu ¢lovéka byla infekce &i v Kuwaitu (Sulaiman a kol. 2005), nicmgn
puvodce infekce byl chylihozna&en za drutC. parvumV roce 2007 byly nalezeny
oocysty u ditte v Indii. Moznost, Ze se mohlo jednatG tyzzeribylo pouze
potvrzeno pomoci RFLP analyzy SSU. Je v8ak moZeé,s& jednalo oC.
meleagridis jehoZz velikost je $ PCR-RFLP metodach shodna a navic

meleagridisinfikuje lidi pomgrné ¢asto (Ajjampur a kol. 2007).

3.6.2.3.Cryptosporidium parvum

Cryptosporidium parvumje nejrozsiensjSi druh kryptosporidie s nejnizsi
hostitelskou specifitou. Vnimavost jednotlivych tieta k tomuto druhu byla vad
piipadi popsana experimentélnPoprvé byl tento druh nalezen u mysi (Tyzzer
1912). Redpoklada se, Ze je inféki pro wtSinu savé u kterych je ve velké g
nalézan (de Graaf a kol. 1999, Fayer a kol. 2006)astji byvaji infikovani timto
druhem pezvykavci (de Graf a kol. 1999), konkrétskot edevsim telata do dvou
meésial véku (Santin a kol. 2004; Santin a Trout 2007hibe kryptosporididzy u
telat je charakterizovariznym stupsm morbidity, ale vSeobeémizkou mortalitou.
Patologické zmny zazivaciho traktu jsou charakterizovany atrafiikroklku,
lokalnim oduniienim a ztratou epitelialnich b&kn zaretlive infiltrace v lamina
propria. (Thompson a kol. 2005).i€stoZe parazit nejvice napada jejunum a ileum,

muze byt sil@ infikovano i tlusté gevo, aniz by probihala infekce v tenkérfes,
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kde parazit zfisobuje enteritidy, atrofii kiik a jejich postupné zkracovéani (Clayton a
kol. 1994; Lumadue a kol. 1998).

Cryptosporidium parvume také nejastjSi kryptosporidii infikujici ¢clovéka
(Xiao a kol. 2004a,b). U imunodeficientnich paciekorei infekce @tSinou smrti.
Imunitni systém je jednim z neji@zitéjSich faktofi ovlivaujicich phbeh a I&bu
nékazy (Nimri a Batchoun 1994; Current a Garsiall99

PrestoZze bylo popsano velké mnoZstvi praci o pattgé€hi parvum piirozené
infekce prasat byly popsany jen v ojetlyjith pripadech (Morgan a kol. 1999a; Zintl
a kol. 2007; Kva a kol. 2009b), i kdyZz vnimavost prasatk parvum byla
experimentald potvrzena (Tzipori a kol. 1982, Vitovec a Koudel892). U
experimentals infikovanych prasat davkou 5x36ocystC. parvumbyl pozorovan v
pribéhu prvnich 4 da po infekci pijem s naslednym samovykEnim. Naopak ip
davce 2,5x10Doocyst nebyly pozorovany 7adné klinickéizmaky. U gnotobioticky
chovanych prasat byl klinicky fioeh infekce vaz§sSi s vyraznou dehydrataci

organismu (Vitovec a Koudela 1992).

3.6.2.4.Cryptosporidium meleagridis
Poprvé byl tento druh popsan v roce 1955 (Sla9ib) a prvni infekce u kat

zpiusobena roder@ryptosporidiunbyla zaznamenana v roce 1980 (Pavlasek 1985).
Typickymi hostiteli C. meleagridisjsou ptaci, pedevsSim dibez (Morgan a kol.
2001). Tento patogen napada gastrointestinalnt pisdevsim tenké &tvo u kit
(Slavin 1955) a infekce se projevujeujpnem bez ztrdty hmotnosti a sijgich
klinickych priznaki (Tamova a kol. 2002). Tato kryptosporidie jett nefastjsi
nalézajici se dloveéka (Pedraza-Diaz a kol. 2001).

Prirozené infekce prasat timto druhem nebyly prozatipablikovany,
experimentals avSak byla prokdzana k& meleagridisvnimavost. U infikovanych
prasat byly pozorovany mirné klinick&iznaky jako nafiklad slabé pijmy bez
znamek dehydratace (Akiyoshi a kol. 2003a).

3.6.2.5.Cryptosporidium hominis
Cryptosporidium hominige druh specializujici se né&lovéka. Nejprve byl

povazovan za genoty. parvuma byl pojmenovan jakdC. parvum human
genotype. Poz{i na zakla@ molekularnich a biologickych rozdilbyl ustanoven
jako novy druh pojmenovan jakBryptosporidium hominigMorgan a Ryan a kol.

17



2002). Experimentathneni C. hominisinfekéni pro mysi, potkany, kiky, psy a
dobytek, ale je infalni pro jetihata a selata (Xiao a kol 2002). V nedavnécdoyda
C. hominispopsana u skotu a koz (Park a kol. 2006), duohtzagan a kol. 2000).
U makaka byla nalezena variar@a hominisa byla pojmenovan&ryptosporidium
monkeygenotyp (Xiao a kol. 2002).fiPozena infekceC. hominisu prasat zatim
nebyla popsana nicmé&myl tento druh experimentairprenesen a infekce u prasat
mela niZsi intenzitu infekce, migsi klinické giznaky a kratSi periodu nez infekce
druhemC. parvum(Xiao a kol. 2004c).
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4. MATERIAL A METODIKA
4.1. PARAZITI

Pro experimentéalni infekci byly pouzity dva kme@yyptosporidium tyzzera
jeden kmenC. muris OocystyC. tyzzeriizolat CR2090 byly izolovany z divokych
mySi Mus musculus musculushycenych v BuSkovicich airce (Mus musculus
domesticus izolat CR4293).Cryptosporidium murisHZ206 pochazi z fiyozerg
infikovanych divokych mysSi NI. m. musculuslokalita BuSkovice). OocystyC.
tyzzeri a C. muris byly pasaZzovany v SCID mySich. Oocystg. suis a
Cryptosporidiumpig genotyp Il byly ziskany zipozere infikovanch 4 tydennich,

respektive 9 tydennich prasat chovanych v kémieh chovech.

4.2. HOSTITELE

Infektivita kazdého pouzitého druhu kryptosporibtlijla testovana vzdy na 3
kusech prasat plemene bilé uslechtilé dvekovych kategorii (3-4 a 8 tydenni
zvirata). Prasata pochazela z chovu v podniku &dtske fakulty, Jihoeské
univerzity vCeskych Budjovicich, ktery je dlouhodabzcela prosty kryptosporidii.
Jako kontrolni skupina byly pouZzity osm tydetaré SCID mySi. SCID mysSi byly
chovany v uZivatelském #aeni Parazitologického Ustavu, Biologické centrum

Akademie ¥d Ceské republiky, v.v.i.

4.3. CHOV ZVIRAT

Prasata byla individu&n umistna samostatn v kotcich (5M) s betonovou
podlahou a zdmi v odtené budov. Voda a krmeni bylo k dispozi@d libitum
Kotce byly 2x dené cisteny. Kazda skupina mysi byla untish samostatnv
béZnych plastovych chovnych nddobach a krmena sterikimenim pro hlodavce a
pitnou vodouad libitum

4.4. PURIFIKACE OOCYST

Vzorek trusu byl rozréinén s deionizovanou vodou keti misce, fefiltrovan
pies sitko do 100 ml zkumavky a centrifugovéi 1350 g po dobu 20 minut.

Supernatant byl odsan a sediment obsahujici oocksgptosporidii nasledn
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preciStétn na sachar6zovém (Arrowood a Sterling 1987) auceshloridovém
gradientu (Arrowood a Donaldson 1996).

4.4.1. Sachar6zovy gradient (Arrowood a Sterling 1)
ZASOBNIi ROZTOKY:

» Sheateiv cukerny roztok
— 259 ml deionizované vody
— 405 g cukru
- 7,29 g fenolu
* 1% PBS TWEEN (do 1 | PBSigat 0,5 ml TWEEN 20)
» Pracovni Sheaterovy roztoky
— roztok A: 1+2 (1dil Sheaterova roztoku + 2 dily PB&EEN)
— roztok B: 1+4 (1dil Sheaterova roztoku + 4 dily PBSEEN)

POSTUP:

» Vzorek trusu rozmichat v deionizované va@dpecedit ges sitko.

* Sachar6zové gradienty navrstvit nasledujiciisppem: 30 ml roztoku A, 30
ml roztoku B a 15 ml suspenze oocyst.

» Centrifugovat 30 minutip1370g.

* Oocysty jsou koncentrovany mezi roztoky sachardéagsat vrchni vrstvu,
supernatantiignést daisté zkumavky.

* Objem doplnit deionizovanou vodou.

» Centrifugovat 20 minutip1370g.

e (QOdséat vodni vygwvou polovinu objemu, doplnit deionizovanou vodou a
centrifugovat 30 minutip1370g. Tento krok opakovat jeStx.

» Odsét vSechen supernatant.

» Pelet s oocystami uchovéavat g °C.
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4.4.2. Cesium chloridovy gradient (Arrowood a Donalson 1996)
ZASOBNIi ROZTOKY:

* CsCIl cesium chloridovy roztok (hustota 1,15 g/ml)
— 21,07 g CsClI + 100 ml deionizované vody
« PBS (0,025M PBS; pH 7,2)
POSTUP:

* Oocysty pecistetné na sachar6zovém gradientu centrifugovat 10 mphiut
1450g.

» Sediment resuspendovat v PBS.

* Do 2 ml zkumavky napipetovat 1ml CsCl a nf mavrstvit 0,5 ml suspenze
oocystv PBS.

e Centrifugovat 3 minutyip 16 000g

* Na rozhrani CsCl a PBS jsou koncentrovany oocysty

» Odebrat prstenec obsahujici oocystydté zkumavky, diedit PBS.

» Centrifugovat 3 minutyip 16 000g.

» Odebrat supernatant a pelet rozmichat v PBS.

» Centrifugovat 3 minutyip 16 000g.

* Odebrat supernatant, pelet rozmichatisligné 200l PBS.

» Oocysty uchovavatip4 °C v PBS.

4.5. DESIGN EXPERIMENTALNICH INFEKCI

Kazdé zvife bylo infikovano perorain(tii zvirata na izolat) davkou 1xi@ocyst
C. murisnebo 1x1600cystC. tyzerrinebo 1x1BoocystC. suisnebo 1x1Boocyst
Cryptosporidiumpig genotype Il resuspendovanych v 20 ml deiorangév vody.
Jako pozitivni kontrola byly pro kazdy experimerdupity vzdy 3 SCID mysi
infikované davkou 1x1Doocyst ve 200 ul destilované vodyigiusného druhu
kryptosporidii. Infektivita kryptosporidii pro prat a mysi byla sledovana po dobu
30 dni po infekci (DPI) (kapitola 4.6.).

4.6. ODBER VZORK U PRO PARAZITOLOGICKE VYSET RENI

Odbkéry vzorka byly provadny v pravidelnych intervalech po 12 hodinach po
dobu 30 DPI. Vzorky trusu byly odebirany ihned pd&aleni zvtete, ukladany do
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sterilnich plastovych kelintkozn&enychcislem zvfete, datumem dasem odéru.
Ihned po odbru byl proveden nét trusu pro nasledné mikroskopické vysei a

izolace DNA. Zbyly vzorek byl uchovavaiiig °C pro dalSi zpracovani.

4.7. BARVENI NATERU TRUSU DLE MILA CKA A VITOVCE

Barveni oocyst kryptosporidii anilin-karbol-methyl-violeti dle Mila¢ka a
Vitovce (1985)

ZASOBNI ROZTOKY:

Roztok anilin-karbol-methyl violet’

- 0,6 g methyl violeti
= 1 mlanilinu

- 1 gfenolu

- 30 ml 96% alkoholu

— 70 ml deionizované vody

Roztok tartrazinu

— 1% roztok tartrazinu v 1% kyseéiroctové

Kyselina sirova
- 2% kyselina sirova
PRACOVNI POSTUP:

* Vzorky vykali tence nait na podlozni sktko, fixovat methanolem
v plameni

» Barvit anilin-karbol-methyl violeti po dobu 30 mitnu

e Omyt pod tekouci vodou.

» Diferencovat v 2% kyselisirové po dobu 2 minut.

» Omyt pod tekouci vodou.

* Dobarvit tartrazinem po dobu 2 minut.

*  Omyt tekouci vodou.

* Osusit, naslednvysetit pod swtelnym mikroskopem i zvétSeni 1000x za

pouZziti imerzniho oleje. VZdy byl prohlidnut celseparét.
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VYSLEDKY BARVENI

Oocysty se barvi modrofialéwna Zlutooranzovém pozadi.

4.8. IZOLACE DNA

Extrakce DNA z trusu pomoci kitu PSP spin Stool DRN#(Invitek)

Material: 200 mgcerstvého trusu

Izolagni kit:

Proteinase K lyofylizat: rozpustitiganim 1,5 ml deionizované PCR vody. Po

rozpuséni skladovat fi -20 °C.

PRACOVNI POSTUP:

Material dat do Safe-Lock-Tubetigat sklegné kulicky a 0,8 - 1,2 ml Lysis
Buffer P a rozbijet 1 minutuiprychlosti 5,5 m / v fistroji Fast Prep-24.
Inkubace 10 minutu / 95 °C v termobloku.

Centrifugovat 1 minutu / 16 0G§)

Prenést veSkery supernatant do InviAdsorb-Tube, 1®rtex, 1 minutu
inkubovat @i laboratorni teplat, centrifugovat 3 minuty / 16 0Gf)
Supernatant iigpipetovat daiistych ependorfek, centrifugace 3 minuty / 16
000g.

Do cistych ependorfek napipetovat 29 Proteinase K a fmat 400 pl
supernatantu, promichat

Inkubovat 10 minut / 70 °C.

Pripipetovat 40Qul Binding Buffer P, vortex.

Prepipetovat veSkery objem do Spin Filter + Tubeulvdce 1 minutu ip
laboratorni teplat, centrifugace 1 min./ 16.0@p

Vylit odpad z ependorfek, napipetovat 5d0Nash |, centrifovat 1 minutu /
16.000g.

Vylit odpad z ependorfek, napipetovat 8d0Nash Il, centrifovat 1 minutu /
16000g.

Vylit odpad a opt centrifugovat 3 minuty / 16 00f
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Na kolonu datcistou ependorfku, napipetovat 2Q0 Elution Buffer D
(predettatého na 70 °C) na kolonu, inkubovat 3 minuty laboratorni

teplot, centrifovat 1 minutu / 8 00§.

4.9. MOLEKULARNI DETEKCE KRYPTOSPORIDIi

4.9.1. Polymerazovéaetézova reakce (PCR)

CHEMIKALIE:

deoxyribonukleosid trifosfaty (20@M dNTP’s, 10 mM roztok, Top-Bio,
CR)

10x koncentrovany pufr pro Taq purple DNA polymeréaZog-Bio, CR)

Taq purple DNA polymeraza (1 Ud, Top-Bio, CR)

PCR HO (Top-Bio,CR)

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

bovinni sérovy albumin (BSA 10 mg/ml, Sigma-Aldri¢tR)

primery (10uM, Generi BiotechCR)

Primery — SSU (nasedaci teplota)
PRIMARNI — RODOW SPECIFICKE

F5-TTC TAG AGC TAA TAC ATG CG - 3" (55 °C)
R 5- CCC ATT TCC TTC GAA ACA GGA - 3" (55 °C)

SEKUNDARNI — RODOW: SPECIFICKE

F5-GGAAGG GTT GAT TTT ATT AGATAA -3 (55 °C)
R 5- CTC ATA AGG TGC TAG AGG AGT A -3 (55 °C)

SEKUNDARNI —=CRYPTOSPORIDIUM SUISPECIFICKY

F 5 - CATAATAACTTTACGGATCACATTTTT - 3 (62 °C)
R 5 - CTC AAAGTAAAATTTCATATACTAATAAAAAT (62 °C)

SEKUNDARNI —CRYPTOSPORIDIUNPIG GENOTYPE |l SPECIFICKY

F 5 - GCGGATCACGTTATGTGACAT -3 (62 °C)
R 5- TTCCACATACTGTAAAGTAATGTG - 3 (62 °C)
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Primery — GP60
PRIMARNI
« F1-ATAGTC TCC GCT GTATTC (50 °C)
« R 1-GGAAGG AAC GAT GTA TCT (50 °C)
SEKUNDARNI
« F2-TCCGCTGTATTC TCA GCC (50 °C)
+ R 2-GCA GAG GAA CCA GCA TC (50 °C)

Detekce vSech drih a genotyp kryptosporidii byla provasha pomoci
amplifikacecasti genu kdédujiciho malou ribozomalni podjedndtB&U) za pouziti
rodow specifickych primet (Jiang a kol. 2005). Dru@. tyzzeribyl detekovan dle
nested PCR protokolu amplifikujicihidst genu pro GP60 (Alves a kol. 2003¢Ca
suis a Cryptosporidiumpig genotype Il metodou popsanou Jenikovou a kiokek
(2011). DNA izolovana ze vzorku stolice obsahujiaCystyC. hominisbyla pouzita
jako pozitivni kontrola.Celkovy objem jednotlivych regkich smési byl pro
primarni a sekundarni PCR reakci [@Q(tabulka 2). Vzorky byly vizualizovany v 1

% agarozovém gelu.

Tabulka 2. PCR protokol pro amplifikaci SSU rRNA a GP60

primarni reakce sekundarni reakce
HO e 11,3pul HO - 12,1 pl
MgCl, 25 mM 1,2 ul MgCl, 25 mM 1,2 pl
10x buffer ~ ---------- 2,0 ul 10x buffer ~ --------- 2,0 ul
dNTP 10 mM 0,4 ul dNTP 10 mM 0,4 ul
forward 10 uM 0,4 ul forward 10 uM 0,4 pl
reverse 10 uM 0,4 pl reverse 10 uM 0,4 pul
BSA 10 g/l 0,8 ul - —- e 0,8 pl
taq 1 U/1pl 0,5 ul taq 1 U/1pl 0,5 ul
DN — 30ul DNA e 3,0 ul
celkem  ----eoeee- 20,0 ul celkem @ ---e-eee- 20,0 ul

4.9.2. Sekvenace

Sekundarni produkty z PCR byly sekvenovany za poagkundarnich primér
K pripraw vzorki k sekvenaci byl pouzit ABI BigDye Terminator v 3.Cycle
Sequencing kit a ABI3130. Ziskané sekvence bylyopaény se sekvencemi
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uloZzenymi v databazi GeneBank pomoci programu @&lst(ftp:/ftp-igbmc.u-

strasbg.fr/pub/Clustal}X/ Sekvence izolétkryptosporidii ziskanych z infikovanych

hostiteli byly porovnavany sti, které byly pouzity pro infekci.

4.9.3. Fylogeneticka analyza

Fylogenetické vztahy druha genotyfi kryptosporidii byly vypéteny Neighbor-
Joining metodou (Saitou a Nei 1987) zaloZzenou rgarametrickém dist&nim
modelu dle Kimury (Kimura 1980). Bootstrapovy konses vysledného stromu byl
ziskdn na zaklad 1000 opakovani. Pro konstrukci strdnibyl pouZzit program
TREECON verze 1.3b.

4.10. HISTOLOGICKE VYSET RENI

VSechna zvata z#éazena do experimentu byla po 30 dnech poraZzenadlpo
usmrceni z\ete byly odebranyasti Zaludku gars pylorica cm a 10 cm od pyloru,
sliznice zplicae spiralescurvatura minor et majqra sliznice Zfundws acardia) a
streva (duodenum,ipdni, stedni a zadni jejunum, ileum, caecum, colon, a reka
fixovany 10% formaldehydem. Vzorky byly zpracovgmy histologii standardnimi
histologickym metodami. Tkévé fezy byly barveny hematoxylinem-eosinem,
Wolbachovou modifikaci Giemsova barveni a druhoespecifickou fluorescéni
protilatkou proti stn¢ oocyst kryptosporidii GryptosporidiumlF Test, Crypto cel,
Medac).

4.10.1.Cryptosporidium imunofluorescertni test
CHEMIKALIE:

e Crypto cell reagent
e Mouting fluid
« PBS

PRACOVNI POSTUP:

* Na skltko s odparafinovanym histologickybezem kapnout 2@l Crypto
cell
Reagentu
* Inkubace skiika ve vihké konirce 30 minut/ 37 °C
» Opatrre omyt skltko 1 minutu v PBS
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Sklicko osusit

Képnout 20ul mouting fluid
Prilozit kryci sklicko
Prohlizet (UV filtr 520 nm)
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5. VYSLEDKY

VSechna prasata a mysSi bylyed infekci negativni jak natipomnost oocyst
kryptosporidii detekovanych mikroskopicky, tak i pdtomnost specifické DNA
kryptosporidii testovanou nested PCR za pouZzitiovddspecifickych primear
amplifikujicich¢ast genu kdédujiciho malou ribozomalni podjedno&8l) rRNA).

Analyza ¢ast&nych sekvenci SSU rRNE. murisHZ206, C. tyzzeriCR4293 a
CR2090,C. suisa Cryptosporidiumpig genotype Il pouzitych v této studii prokazala
100% identitu s referénimi sekvencemi £. murisRN66 (GenBank. EU24505),

C. tyzzeri respektive Cryptosporidium mouse genotyp | (AF115378). suis
(AF108861) aCryptosporidiumpig genotype 1l (EU827424) (obrazek 1). Sekvenace
genu pro GP60 ziskanychCz tyzzeriCR4293 a CR2090 klastrovaly se subtypy
tyzzerilXb a 1Xa, respektive se 100% podporou (obrazek 2)

Veskerd kontrolni zvata (mysi) byla vnimava jak k infek@. muris tak k C.
tyzzeri SCID mysi infikované druher@. muriszataly vylucovat oocysty 7-8 DPI,
zatimco mysSi infikované druhent. tyzzeri 4-5 DPIl. Sekvence SSU ziskane
z reizolovanych pozitivnich vzoikinfikovanych mysi byly totoZné se sekvencemi
izolath pouzitych pro infekci. U SCID mySi inokulovanycl. suis nebo
Cryptosporidiumpig genotype Il nebyly v trusu detekovany zZadné&ysty ani

specificka kryptosporidiova DNA v pbéhu celého experimentu.

C. tyzzeri CR2090

C. tyzzeri CR4293

C. tyzzeri [GU951714]

C. parvum [AF093493]

C. hominis [AF093492|

C. cuniculus [FJ262724]

C. meleagridis [AF112574]

99

0.1 substitutions/site

C. fayeri [AF112570]
C. wrairi [AF115378]
C. suis [AF108861]

. SUis
C. canis [AF112576]
C. felis [AF159113]
66, C. macropodum [AF513227]
L C. ubiquitum [EU827424]
— C. varanii [EU553556]
pig genotype II [EU331243]

99

98 95 pig genotype IT
89 C. ryanae [EU410344]
981 C. xiaoi [GQ337962]
C. bovis [AY741305]

b (. baileyi [AF093495]

C. molnari [HM243548]
98 66 C. fargile [EU162751]
C. galli [HM116388]

f—
C. serpentis |AF151376]
IQ?L%M andersoni [EU245042]
91— C. muris TS03 [EU245043]
C. muris HZ7206
861C. muris RN66 [EU245045]
Obrazek 1.Kladogram fylogenetickych vztéhzolati kryptosporidii pouzitych v této studii
(potrzeno) s ostatnimi druhy a genotypy kryptostibma zéklad ¢ast&né nukleotidové
sekvence genh kodujicich malou ribozomélni podjednotku (SSU) veyeny metodou

neighbor-joining v programu Treecon; 1000x boofst@nazorgny hodnoty podpory &tvi
vice nez 50 %.
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98 ¢ C. parvum IIf [AY73818]
96 |' C. tyzzeri TXa [HM234180]
C. tyzzeri IXa [GQ121030]
100 50

C. tyzzeri CR2090
100 I 100 [- C. tyzzeri CR4293
C. tyzzeri 1Xb [HM234176]

93 100 C. parvum TI1 [AM937006]
96 C. parvum 1lg [AY873780]
C. parvum 1la [AY262034]
C. parvum 11k [AB237137]
C. parvum 11d [AY738194]
C. i Vb [F)262734]
C. parvum TLb [AF402285]
C. parvum Tle [AY382675]
horse genotype VIb [FJ435960]
horse genotype VIa [FJ435960]
100 C. parvum 11i [AY873782|
C. hominis 1d [DQ665692]
C. wrairi Vlla |[GQ1210
C. cunic Va| FJ262730]
C. hominis 1g[EF208067]
C. hominis 1a [AF164502]
mink genotype Xa [HM234174]
ferret genotype VIIIa [GQ121029]
100 = C. meleagridis IlIc [AF401497]
—c meleagridis 111d [DQ067570]
C. hominis Tb [AY262031]
100 C. hominis If |[AF440638]
52 C. hominis Te [AY738184]
100 C. parvum I1h [AY873781]
C. parvum Ilc [AF164491]
) C. fayeri IVE [FJ490076]
C. fayeri IVa [FJ490060]

95 C. fayeri IVb [FJ490087]
genotype Xla [HM234182]
100 C. fayeri IVc [FJ490069]
100 C. fayeri 1Ve [FJ490071|
C. fayeri TVd [FJ490058]

Obrazek 2.Kladogram fylogenetickych vztéhzolati kryptosporidii pouZitych v této studii
(potrzeno) s ostatnimi druhy a genotypy kryptospibma zaklad casténé nukleotidove
sekvence gan60kDa glykoprotein (GP60) vyt¥eny metodou neighbor-joining v programu
Treecon; 1000x bootstrap; znazémp hodnoty podporydtvi vice nez 50 %.

0.1 substitutions/site
| |

100

100

5.1. INFEKTIVITA A PATOGENITA  Cryptosporidium tyzzeri a
Cryptosporidium muris PRO 3 A 8 TYDENNI SELATA

Béhem sledovani experimentu bylo u prasat odebrangseteno 360 vzork.
Vzorky byly nejprve vySéeny na vyskyt oocyst mikroskopicky a poté molekuodar
Zadny z#chto vzorki nebyl pozitivni a prasata nevykazovala zadné ddii
piiznaky. Histologické vyS&tni neprokazalo fftomnost vyvojovych stadii
kryptosporidii v Zadné ¢asti zazivaciho traktu u Zzadného z experime#taln
inokulovanych prasat. Seasré detekce specifické kryptosporidiové DNA pomoci
PCR metod v tki#ovych vzorcich zazivaciho traktu neprokazaldtomnost
kryptosporidii.

5.2. INFEKTIVITA A PATOGENITA Cryptosporidium suis PRO 3 A 8
TYDENNI SELATA

Celkem bylo odebrano 360 vzdrki kazdé ¥kové kategorie. Jak mikroskopicke,
molekularg genetické, tak i histologické vy$ehi prokazalo, Ze @bvekove
kategorie prasat jsou vnimavé k infekci druh@nsuis Zatimco prepatentni perioda
na zaklad PCR detekce se u obowkevych kategorii pohybovala v rozmezi 3-4
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DPI, prvni z&chyt oocyst pomoci standardnich kamickych metod byl
zaznamendn 7-8 DPI. Nebyl z{igt rozdil v z&atku vylwovani oocyst ani mezi
jednotlivymi wkovymi kategoriemi, ani v ramci jedné kategoriek B tak i 8
tydenni prasata vytwvala oocysty po celou dobu sledovani, tedy 30 (@QPRAf 1).
Molekularni analyza prokazalatéi paet pozitivnich vzork nez mikroskopické
vySeteni (tabulka 1). Zatimco intenzita infekd®. suis u 3 tydennich selat
dosahovala mimérné hodnoty 10 000 OPG, 8 tydenni selata dgala v piméru
2 500 oocyst na gram trusu (graf 1). Histologick®@R vySeaeni prokazalo, Ze
infekceC. suisje lokalizovana ve vSedtastech tenkého a tlustéhoesta s predilekci
v tlustém stew

Graf 1. Intenzita infekceCryptosporidium suis Cryptosporidiumpig genonotype Il u obou

vékovych kategoriich na zaklaanikroskopického vySegni

Cryptosporidium pig genotype Il (3 tydny) e Cryptosporidium pig genotype Il (8 tydn 1)
e Cryptosporidium suis (3 tydny) e Cryptosporidium suis (8 tydn 1)

o N
\[\ g\ /
V V

40001

Intenzita infekce (OPG)

2000

0

Dny po infekci

Tabulka 3. Frekvence vyskytu oocyst kryptosporidii v obo&kavych kategoriich na
zakladt mikroskopického vySétni

Podet Potet pozitivhich vzorki (%)
Kategorie  odebranych : :
vzorki mikroskopie PCR
3 tydenni 180 130 (72,2 %) 160 (88,8 %)
8 tydenni 180 109 (60,5 %) 154 (85,5 %)
Celkem 360 239 (66,0 %) 314 (87,2 %)

Srovnani mikroskopického vysenhi a molekularni detekce ukazalo, Ze mikroskopie

je mérg spolehliva, pomoci PCR bylo detekovano vice pazith vzorki.
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5.3. INFEKTIVITA A PATOGENITA Cryptosporidium pig genotype Il PRO 3
A 8 TYDENNI SELATA

V prab¢hu celé doby experimentu nebyly v trusu 3 tydenrselat detekovany
Zadné oocysty, ani nebyla zfga gitomnost specifické DNA. Histologické a PCR
vySeteni ¢asti zaZivaciho traktuédhto zviat neprokézalo iftomnost Zadnych
vyvojovych stédii kryptosporidii. Naproti tomu utglennich zwiat byla gitomnost
specifické DNACryptosporidium pig genotype Il zaznamenana 3-4 DPI a oocysty
byly mikroskopicky detekovany v 6 DPI. Z celkovébaitu 180 vySaenych vzork
bylo 79 mikroskopicky pozitivnich naijpomnost oocyst a ve 164 byla PCR
metodami prokdzana specificka DNA (tabulka 4). Wec vnimava zvata
vylu¢ovala oocysty po celou dobu experimentu. Intenntekce se pohybovala od
200 do 1500 OPG (graf 1) Histologické vyget prokazalo fitomnost vyvojovych
stadii ve vSechiastech sev s predilekci v distalniakastech tenkéhoigtva.

Tabulka 4. Frekvence vyskytu oocyst kryptosporidii v obod&kavych kategoriich na

zakladt mikroskopického vySétni

Podet Poget pozitivhich vzorki (%)
Kategorie  odebranych - :
vzorki mikroskopie PCR
3 tydenni 180 0 0
8 tydenni 180 79 (43,8 %) 164 (91,1 %)
Celkem 360 79 (43,8 %) 164 (91,1 %)
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6. DISKUSE

S roz&fenym pouzivanim citlivych nastfopa detekci rodCryptosporidiumve
vykalech zvfat, je dilezité rozliSovat hostitele, kterymi kryptosporidigechanicky
projdou aniz by je nakazily o@dh, ktegi jsou plré vnimavi k infekci, tedy v jejich
organismu je kompletnukonten vyvojovy cyklus. V minulosti byl hlaSen tiznych
druhi hadi, jeStrek a ryb vyskyt nespecifickych drinlkryptosporidii, naslednbyla
hypotéza o pasazi potvrzenarady gipadi (Crawshaw a Mehren, 1987; Upton,
1990; Graczyk a kol. 1996; Xiao a kol. 2004b). H@za o mechanickém transportu
byla nasled& prokdzanaradou experimentalnich infekci, které prokazaly,hadi
nejsou vnimavi k infekciC. muris (mysi), C. andersoni(telata), C. murislike
(velbloud), C. wrairi (more), C. baileyi (dribez) neboC. meleagridis (krity)
(Graczyk a Cranfield, 1998). Mechanickym transpuortee také vysétlit vyskyt C.
muris a C. andersonu lelkouna sovihoRodargus strigoidesa koroptve korunkaté
(Rollulus roulrou) (Ng a kol. 2006). Ve a&tSirg pripadi po vyfazeni tiznych slozek
potravy, mysi, kiata, doSlo k zastaveni vylovani oocyst (Xiao a kol. 2004b).
Zjistené oocysty ve vykalech j@$ti a had tedy pouze mechanicky proSligam
predatora aniz by ho infikovalfCryptosporidium murisa C. tyzzeribyly nedavno
zjistény ve vykalech prasat@eské republice (Kwéa kol. 2009a) a Ciné (Chen a
Huang 2007). Jini autouvadsji piitomnostC. murisv praseéi kejk (Xiao a kol.
2006) a oba druhyC. murisi C. tyzzerj v odpadnich lagunach chovnychrizani
(Jenkins a kol. 2010). Nicmé&nvnimavost prasat K. murisa C. tyzzerj jehoz
hlavnim hostitelem jsou hlodavci (Feng a kol. 20R&n a kol. 2012),tstal nejasny.
NasSe hypotéza, ZerippmnostC. muris a C. tyzzeriv praséich vykalech nebyla
aktivni infekce byla experiemnainovéiena. Zadny z pouzitych mysich dtuh
kryptosporidii nevyvolal u inokulovanych prasatiaki infekci a na zéklat série
histologickych, koprologickych a molekularnich vifgai mizeme konstatovat, Ze
prasata, nejsou k infek€@. murisa C. tyzzerivnimava. Ve sitle nasich zjidni je
pravdépodobné, Ze e@dchozi Udaje o vyskyt€. murisa C. tyzzerive vykalech
prasat byly zpsobeny mechanickym jchodem bez infikace zdte. Je také
pravdpodobné, Ze vysoky vyskyE. muris (90 % izolat) a gritomnostC. tyzzeri
v odpadnich lagunach chovnychtizeni (Jenkins a kol. 2010) bylo igwbeno
kontaminaci trusem hlodalwc Vzhledem k bohaté fftomnosti synantropnich
hlodavd na farmach, by detekcéchto kryptosporidii v odpadnich lagunach réam
byt prekvapuijici.
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Prasata mohou byt infikovan&kolika druhy a genotypy kryptosporidii (Morgan
a kol. 1999; Ryan a kol. 2003, 2004; Xiao a kol0&0Zintl a kol. 2007). Nicmeén
dva druhyC. suisa Cryptosporidiumpig genotype Il, jsou specifické pro prasata a
jsou EZzr¢ detekovany (Langkjaer a kol. 2007; Suarez-Lueragksl. 2007; Zintl a
kol. 2007). Akoliv ob¢ praseéi kryptosporidie byly nalezeny wiznych &kovych
kategoriich (Kvé a kol. 2009b), na zakladoodrobné analyzy dat byla vyslovena
hypotéza o 8kové specifi¢ Cryptosporidiumpig genotype Il (Jenikova a kol. 2011).
Do sokasné doby seipdpokladalo, Ze drul. suisje infekéni jak pro selatafed
odstavem, tak i po odstavu a postradkovou specifitu, jak je n&fklad znamo u
Zaludenich kryptosporidii fezvykava ¢i hlodavai (Kvac a kol. 2008). Naproti
tomu, Cryptosporidiumpig genotype Il se zda bytekove specificky, infikujici
pouze zuiata starSi 6 tydnveéku. Tyto vysledky byly podp@enyfadou praci v nichz
byl tento genotyp nalezen pouze uravive ¥ku 2-6 nésial (Suarez-Luengas a kol.
2007; Johnson a kol. 2008). Nicndépotrebny dikaz ve forn¢ experimentalni
infekce dosud chyih. NaSe prace bezpochyby prokazala, Gesuisje schopno
infikovat vSechny ¥kové kategorie prasat, zatim€oyptosporidiumpig genotype |l
bylo infekéni pouze pro prasata starSi 8 t§dweku. V souladu sigdchozimi
vysledky Jenikové a kolektivu (2011) jsme jedn@mdaprokazali, Zze prasata
infikovana Cryptosporidiumpig genotype Il vylauji do prostedi vyraz® mensi
mnoZstvi oocyst. Tato skuteost v minulosti vedla k chybné interpretaci vygied
ziskanych pouze na zakladPCR zaloZené na amplifikaci SSU pomoci radov
specifickych primak. Vedle ¥kové specifity jsme prokazali, Ze mladsi kategorii
prasat jsou vnimaySi k infekci C. suisa vyl&uji do prostedi WtSi paet oocyst.
Toto zjiS&ni koresponduje s vysledky epidemiologickych stuMitovec a kol.
2006; Jenikova a kol. 2011).rd3toZe jsou oocysty kryptosporidii vyhyvany
v pribéhu patentni periody kontinudnpii infekci druhemC. suisjsme zaznamenali
casténé intermitentni vyltiovani charakterizované vyraznym poklesem nebo
namistem pétu oocyst v gramu trusu vy$evaného zuete. Tyto vysledky

Nami ziskané vysledky jsou cel@sové unikatni a davaji velmi dobry podklad
pro prejmenovaniCryptosporidiumpig genotype Il na samostatny druh. Navic
potvrzeni ¥kové specifityCryptosporidiumpig genotype Il spolu s faktem, Ze dosud
nebyla proti kryptosporidiim vyvinuta ¢iinna chemoterapeutika, otevira nové
moznosti ve studiu imunitni odpédi a @irozenych bariér chranicich hostitelieg

infekci kryptosporidiemi.
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7. ZAVERY

Cryptosporidium murig Cryptosporidium tyzzenejsou infekni pro zadnou
ze zkoumanychdkovych kategorii prasat.

Cryptosporidium suige infekeni pro olg vékové kategorie prasat
Cryptosporidiumpig genotyp Il je dle naSich vysletikinfekéni pouze pro
zvirata starSi 8 tydn

Tritydenni selata jsou vnimgsi k infekciC. suis

Kryptosporidiéza u prasat neni spojenatgmovym onemoc#énim
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