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Souhrn

Prace se zabyva vyskytem rodu Cryptosporidium spp. u zajict v Ceské republice. Timto
tématem se zatim zadna odborna prace nezabyvala. Ze vSech druhti rodu Cryptosporidium
spp. u zajich povazuji za nejpravdépodobnéjsi Cryptosporidium parvum, dale podle
poslednich zprav je mozny také jeleni genotyp (cervine genotype) ¢i krali¢i genotyp (rabbit
genotype). Prace shrnuje dosavadni poznatky o kryptospordiich a piedevS§im o
Cryptopsoridium parvum. Pokousi se najit jeho dalsiho hostitele v podobé zajice polniho
(Lepus europaeus). Cryptosporidium parvum je kosmopolitni, obligatni, intracelularni parazit.
Vyvoj je endogenni a kon¢i produkci oocysty vylouéené ve vykalech hostitele. Stadium
oocysty je primarné¢ vyznamné pro rozSifeni, pifeziti a jejich nakazlivost. Dezinfekéni
prostfedky je neni¢i. Naopak nesnaseji vysoké teploty, zmrazeni a vysuseni. V diagnostice
téchto prvokil se dnes pouzivaji rizné molekularni a serologické metody. Ale mikroskopické
metody jsou levnéjsi a Casové vyhodnéjsi. Lécba je zatim jen symptomaticka. Zavaznost
kryptosporidii je individudlni. Nékdy jsou ndkazy asymptomatické, ale mohou zplisobovat 1
prijem. Jsou velmi nebezpecné pro lidi a zvifata s deficity imunity, u kterych mohou zpusobit

smrt.

142 vzorkii vykali bylo sebrano z deseti riiznych lokalit v okoli mésta Mélnik v Ceské
republice. Za metodu diagnostiky byla zvolena metoda barveného natéru podle Ziehl —
Neelsena. Poté byla sklicka sobarvenymi vzorky prohlédnuta pod mikroskopem.

Kryptosporidie byly nalezeny jen u tfech vzorkd.
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Summary

Study is concerned with occurrence of genus Cryptosporidium spp. in hare in Czech
Republic. The theme has not been studied by some work yet. From all species of genus
Cryptosporidium spp. | considered as the most probable in hare Cryptosporidium parvum,
further based on recent studies is possible cervine genotype or rabbit genotype, too. Study
summarises actual knowledge about Cryptosporidium spp. and first of all about
Cryptosporidium parvum. It tries to find its host in brown hare (Lepus europaeus).
Cryptosporidium parvum is cosmopolitan, obligate, intracellular parasite. Development is
endogenous and it ends in production of oocysts secreted in host faeces. Stadium of oocyst is
primarily significant for expansion, survival and their infectivity. The Disinfectants don’t kill
them. On the other side they don’t survive at very high temperatures and desiccation. In
diagnose of the protozoa today we begin to use various molecular and serological methods.
But microscopic methods are cheaper and more flexible. Treatment is so far only
symptomatic. Relevance of cryptosporidium is individual. Sometimes the infections may be
asymptomatic, but they can induce diarrhea too. It is very dangerous for animals and people

with immune deficiency where they can cause death.

142 samples were collected from ten different ranges near by town M¢lnik in Czech Republic.
As method of diagnose was chosen Acid - fast bacteria — Ziehl - Neelsen stain. Then the
glasses with stained samples were explored by microscope. Cryptosporidium was discovered

only in three samples.
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1. Uvod

Téma prace bylo vybrano pro zjisténi vyskytu kosmopolitniho parazita rodu Cryptosporidium
spp. u bézn¢ se vyskytujiciho zajice, v nasich podminkach zajice polniho (Lepus europaeus).
Prozatim se zadny vyzkum timto tématem nezabyval. Zpravy o vyskytu Cryptosporidium spp.
u zajicu tudiz nejsou. Za jeden z druhi, ktery by se u zajici mohl vyskytovat, povazuji
Cryptosporidium parvum. Ostatni kryptosporidie maji vétsi specifitu. V posledni dobé se
objevuji také rizné genotypy rodu Crytposporidium spp., které bychom také mohli teoreticky
najit u zajict. Napiiklad jeleni genotyp (cervine genotype) objeveny u divokych placentalti
nebo krali¢i genotyp (rabbit genotype) u kralikt. Cryptosporidium parvum muze nakazit
nejen skot, koné, lidi, ale i dalsi savce. Tato prace se tedy jinymi druhy nezabyva. Vzhledem
kK tomu, Ze V poslednich letech dochazi k tibytku zajicti, mohli bychom uvazovat za pii¢inu i
tohoto parazita. Cryptosporidium parvum je kosmopolitni parazit a zoondza, ktera by mohla
pii epidemiich ohrozit nejen zvifata, ale i ¢lov€ka. Jak pisi Jex a Gasser (2009), toto
onemocnéni, pfendSené predevSim fekalné - ordlni cestou (vodou ¢i jidlem), méa globalni
socioekonomicky vyznam. Diagnéza kryptosporidiézy, vcéetné genetické charakteristiky
riznych druhti, genotypti a subgenotypt (populacnich variant) je rozhodujici pro prevenci a
kontrolu, zvlasté v oblastech, kde neni zddné ekonomické osetieni proti tomuto onemocnéni. |
kdyz Feng (2010) uvadi, ze silna hostitelska adaptace prokdzand u vétSiny druht a genotypl
kryptosporidii u divokych placentalnich savcl ukazuje, Ze tato zvifata nejsou vyznamnymi
druhy pro patogenitu u ¢lovéka. Riziko v podobé vysoké prevalence je podle Ordoneze a kol.
(2009) nasledkem rezistence oocyst chemicky ¢iSténym vodam, Spatnou ucinnosti aktualné
uzivanych 1éka a nedostatkem efektivni vakciny. V pfirozenych podminkach pro Zivot zajice

neni v§ak mozné ani tato opatieni provadeét.

Cilem prace bylo ziskat nové poznatky o parazitech zajicti u populaci zajicti polnich v Ceské
republice. Soucasné zjistit, zda se mulze u zajici, kromé jinych kokcidii, objevit i
kryptosporidiéza. Pokud by doslo k objevu krytopsporidii u zajice, rozsifil by se tim
hostitelsky okruh tohoto parazita.



2. Literarni reSerse

2.2.Zajic polni (Lepus europaeus)

Rada a Skoda (2001) uvadéji, ze zajic polni je velmi vyznamnou lovnou zvé&ii. Podty
ulovenych kust se proto jiz po 1éta peclive sleduji. Existuje domnénka, Ze soucasné zpiisoby
zemé&délstvi méni pole V zivotni prostiedi pro zajice stdle neptiznivéj$i. Mnoho zajicti hyne
hladem, kdyz ve vrcholném 1été nahle zacne sklizenn obili a béhem nékolika malo dnt se
obrovské plochy zméni v lada bez potravy. Zvifata jsou nucena se tisnit na zbylych plochach.
Casto to jsou kukufiéna pole, v nichZ zajic nalezne sice ukryt, ale uz Zadnou potravu.
Zbyvajici plochy jsou v té dobé Castéji navstévovany a tak se zvySuje nebezpeci infekce a
mladi zajici vV pozdnim 1ét€ hynou na epidemii kokcididzy. Zbyli jedinci jsou sice imunni,
avsak prendSeji infekci na potomstvo. V mnoha revirech se proto ¢lovék pokousi chranit
populace zajicii proti této nemoci ndvnadami obsahujicimi léky. Obzvlasté nachylni k nakaze
jsou zajici pii vlhkém pocasi. Je to zptisobeno tim, Ze pochézeji ze suchych a teplych stepi a

polostepi Vychodu.

Vyskyt a zplisob Zivota zajice

V Evrop¢ je obyvatelem kulturni krajiny, zejména luk, kfovinatych strani poli, mén¢ hojny je
Vv souvislych lesich, v horach vystupuje do nadmotské vysky 1600 m. U nas je rozSifen na
celém uzemi, v souvislosti se zm&nami v hospodareni se vSak jeho stavy vyrazné snizZily a
misty je uz jen velmi fidky. Andéra a Hanzal (1995) pisi, Ze zajic polni byl jako druh hlasen
ze viech 624 mapovanych &tverct pokrytych, dotaznikovou akci (99,4 % tuzemi CR). Dale
Andéra a Hanzal (1995) uvadégji, Ze populacni pad zajice je pfipisovan celkovému zhorSeni
podminek pfirodniho prostfedi a dal§im antropickym tlakiim vcetné nevhodného lovu. Byl
doprovazen vyraznym poklesem koeficientu reprodukce zhodnot 0,90 — 1,19 v prvni
poloviné 70. let na 0,31 — 0,61 v letech 1981 — 1985 (MOTTL, 1987). Podle Kucery a
Kucerové (2002) v celém arealu svého rozsifeni tvofi zajic celou fadu geografickych ras. Na
naSem uzemi se vyskytuje poddruh zajice polniho stiedoevropského (Lepus europaeus

europaeus).

Dale Rada a Skoda (2001) uvadgji, Ze zajici jsou na rozdil od kralikii samotafi. Pary nebo
malé skupinky lze vidét jen v dobé rozmnozovani. Zpravidla jsou vérni svému stanovisti.

Zjistilo se v8ak, ze se vydavaji na vice ¢i méné dlouhé cesty.
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Vrchol doby rozmnozovani spadd do nora, bfezna a dubna. ZajeCice ma mlad’ata dvakrat az
tiikrat do roka. Podle Kucery a Kucerové (2002) pocet vrhii v pribéhu jednoho
rozmnozovaciho obdobi udavany jednotlivymi autory byva mezi 3 az 4 vrhy v roce, napf.
Martimetova (1977) zaznamenala jako maximum 6 vrhii. Mlad’ata se rodi venku a ne
V podzemni note jako u kralikti. Mali zajicci jiz kratce po narozeni vidi a mohou utéci. Husta

srst je chrani proti podchlazeni, jsou vsak citlivi na vlhko.

Potravu tvofi traviny, vyhonky, obili, byliny, v zim¢ i pupeny. Polni byliny hraji dilezitou roli
ve vyzivé zajicu, a proto tam, kde v dusledku intenzivniho zemédé€lského vyuziti chybéji, se
stavy zmenS$uji. Pfitom pivodné praveé zeméd¢€lstvi vytvarenim kulturni stepi otevielo zajicim

novy zivotni prostor.

Cekotrofie (koprofagie)

Podle Kucery a Kucerové (2002) je cekotrofie (diivejsi ndzev korpofagie) zvlastni adaptaci
zajeCiho organismu k vyuziti tézko stravitelné potravy. Slepé stievo zajic vylucuje
polostrdvenou potravu, ktera vychazi z téla jako zelené¢ zbarveny mékky mazlavy trus, ktery
zajici zpét poziraji. Tento vyméeSek obsahuje nejen vyzivné latky, ale i nékteré vitaminy, které
ve slepém stteve vytvareji bakterie. Dale obsahuje 1 bakterie pottebné pro rozklad celulozy pii
traveni rostlinné potravy. Pro zajice je vylu€ovani a pozirani tohoto vymésku zivotné dulezité.
Zajic si ho odebiréd ptimo u fitniho otvoru, odkud vychazi ve form¢ kulic¢ek, které bez kousani
polyka. Po pozieni cekotrofnich bobkil se jejich obsah vraci do traviciho procesu. Cast je
stravena a zbytek je fitnim otvorem definitivné vyloucen ve formé tvrdého trusu. Trus zajice
ma podobu bobki a jeho velikost je zavisla na veéku jedince. Barva trusu je vétSinou

tmavohnéda z cernd. Po oschnuti nabyva Sedohnédé barvy.

Pokud se jedinec vlivem nepfiméteného ruseni nemiize v odpovidajici mife vénovat traveni,
jehoz je cekrotrofie nezbytnou soucasti, miiZze u néj dojit k hnisavym zanétim stfevni sliznice

se smrtelnymi nasledky.

Vyzkum

Podle Andéry a Hanzala (1995) byl na rozdil od naSich jinych savct stfedni velikosti zajic
predmétem Getnych vyzkumi. Byly sledovany jak populaéni parametry (napi. NOVAKOVA

& HANZL, 1967; NO VAKOVA, 1980; SEMIZOROVA, 1984), tak prenatalni a postnatalni
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vyvoj (STERBA, 1981; SEMIZOROVA, 1983), vliv zatizeni Zivotniho prostiedi
(BUKOVIJAN & al., 1990; NOVAKOVA & PAUKERT, 1982) a Vv posledni dobé i aspekty
ekologického charakteru (napif. HOMOLKA, 1982; 1983; 1985A; 1987 a dalsi).
Taxonomické zhodnoceni bylo provedeno pouze u slovenskych populaci (HELL, 1967,

1968).

2.3. Cryptosporidium spp.

Podle Fayera a kol. (2000) rod Cryptosporidium je klasifikovan jako eukaryota kmene
Apicomplexa. Vsechny druhy kryptosporidii jsou obligatni, intracelularni, protozoalni
parazité, ktefi snaseji endogenni vyvoj vyvrcholeny V produkci encystovaného stadia
vylouéeného ve vykalech hostitele. Pro vétsinu druhd v kmeni je stadium oocysty primarné
vyznamné pro rozsifeni, pieziti a jejich nakazlivost. Podle Taylora, Coopa a Walla (2007) je
vyvoj intracelularni, ale extracytoplazmaticky a oocysty nemaji sporocysty. Sporulace

probiha v hostiteli, takze oocysty jsou okamzité infekcni.

Pellicle

Rhoptry -®

Micropore T od

Golgi body
Nucleus A% 5 ¥ a8/

Endoplasmic ‘,:-; Sy

reticulum

Mitochondria & o ;/

Posterior ring

Obr. 1 Struktura kmene Apicomplexa

Schmidt a Roberts (2005) uvadéji, ze celed Cryptosporidiidae zahrnuje jediny rod
Cryptosporidium, parazity kartacového epitelu mnoha druhi savci, ptaku, plazi a ryb. Podle
Volfa a kol. (2007) maji kryptosporidie specifickou tkanovou lokalizaci, a to v zoné
mikroklku epitelu traviviho traktu a epitelu dychacich cest, nékteré druhy parazituji v epitelu
vystylajici Zalude¢ni sténu. Atypicky se vSak mohou vyskytnout i v jinych organech.
K pojmenovani bylo navrhnuto nejméné 19 druhti, ale podle Schmidta a Robertse (2005)
Fayer a kol. jich vzali v vahu pouze deset. Dle Ryanové a kol. (2003) je v soucasnosti

pokladano za platné 13 druha kryptosporidii a to na zéklad¢ rozdili morfologie oocyst, mista
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infekce, specifického zaméfeni na téidu obratlovct a genetickych rozdila: Cryptosporidium
muris, které infikuje hlodavce; Cryptosporidium andersoni, které infikuje dobytek;
Cryptosporidium parvum, jez infikuje dobytek (skot, koné), lidi a jiné savce; Cryptosporidium
hominis, které infikuje ¢lovéka; Cryptosporidium meleagridis, Cryptosporidium baileyi a
Cryptosporidium galli u ptaka; Cryptosporidum serpentin u hadu a jestérek; Cryptosporidium
saurophilum u hadt a jestérek; Cryptosporidium molnari u ryb; Cryptosporidium wrairi
z guinejskych prasat; Cryptosporidium felis u kocek; a Cryptosporidium canis u psu. Podle
Xiaoa a kol. (2002) je pravdépodobné, Ze existuje vice druht. Dale Xiao a kol. (2004) uvadi,
Ze v organizaci systému pro jmenovani Cryptosporidium druhtt a dostupnosti novych
systematickych nastroji, by mél byt mens$i zmatek spojeny s taxonomii rodi
Cryptosporidium. Objasnéni taxonomie Kryptosporidii je také uZzite¢né pro porozuméni
biologie Cryptosporidium spp., ohodnocovani vyznamu vefejného zdravi u zvifat a v
zivotnim prostfedi, charakteristice pfenosovych dynamikach, a sledovani infekce a zdroje
zneCisténi.

Volf a kol. (2007) se zmifuji pii popisu tfidy Cryptosporidea (kryptosporidie) o tom, ze
zatazeni rodu Cryptosporidium do samostané tfidy apikomplex si vyzadaly né€které zvlastni
vlastnosti jeho zastupct, ktefi se sice podobaji kokcidiim (ke kterym byli piivodné tazeni), ale
jejichz nejblizsi piibuzni, jak ukazuje molekularni fylogenetika, jsou ziejmé gregariny. Oproti
greagrinam, které jsou veliké v fadech stovek mikrometrt, jsou ale kryptosporidie organismy
velmi drobné, vitadech né€kolika mikrometri. Rozméry jsou u riznych druha 5 — 7

mikrometri. V oocyste jsou Ctyfi sporozoiti, neni vSak vytvofena sporocysta.

Podle Kvace (2003) jsou v soucasné dobé kryptosporidie fazeny do dvou skupin na zakladé
jejich lokalizace v hostiteli, a to na druhy infikujici a parazitujici ve zlaznatém Zzaludku
nékterych savel a plaz a druhy infikujici stfevo hostitele. Volf a kol. (2007) uvadéji, ze
vyznamnou vlastnosti kryptosporidii je, Ze n¢které druhy maji nizkou hostitelskou specifitu. S
tim se shoduje 1 Taylor. Coop, Wall (2007), kdyz uvadéji, ze jejich zivotni cyklus je

monoxenni, ale nékteré druhy jsou schopné infikovat fadu obratlovcti.

2.3.1. Genotypy mozné u zajict - C. parvum, jeleni genotyp, kralic¢i genotyp
Ryan a kol (2003) uvadéji, ze C. parvum je velmi rozsifeny studovany druh a mame nyni

dikazy, ze je mnozstvi geneticky odlisSnych genotypi u C. parvum skupiny, které jsou
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pravdépodobné jesté neprozkoumané. Podle Dawsona (2003) v pfipad¢ kryptosoridii je nyni
vytvofen rozdil mezi typem 1 lidskym izolatem a typem 2 zvitecim/lidskym izolatem (bovinni
genotyp). V posledni dobé je navrhovano, Ze oocysty typu 1 piedstavuje separat druhu
pojmenovany C. hominis. Volf a kol. (2007) toto potvrzuje, kdyz pise, ze Cryptosporidium
hominis bylo pivodné povazovano za lidsky genotyp C. parvum. Dle Ryana a kol. (2003)
jsou C. parvum bovinni genotyp a C. hominis zodpovédni za hlavni infekci lidi; nicméné,
stale vice novych genotypt kryptosporidii je identifikovano a zda se, ze dynamika pienosu
kryptosporidii je komplikovanéjsi, nez se diive piedpokladalo. Dawson (2003) uvadi, ze
spole¢ny vyznam dvou typti C. parvum v ptipad¢ lidské nemoci neni znam, i kdyz typizace
izolat z mnoha nedavnych epidemii vodou S$ifici se nemoci ukazuje, ze alespon nékteré byly
zpiisobeny vyhradné typem 1 lidskym izolatem. Jiné epidemie, byly pficitany ke kontaminaci
od faremnich a divokych zvitat (nejspis typ 2). Podle Huntera a Thompsona (2005) se zd4, ze
Cryptosporidium hominis je striktné lidsky patogen. Tomu nasvédcuje studie, kde v lidském
izolatu z 37,8% byl genotyp 1 (H - lidsky) a z 61.5% genotyp 2 (C - bovinni), zbytek byl
Cryptosporidium meleagridis. Na rozdil od toho vSechny izolaty zvifat mély genotyp 2 (C).

Kromé rozdé€leni na dva typy uvadéji Fayer a kol. (2000), ze mikrosatelitni analyza 94 C.
parvum lidskych a zvitecich izolati rozlisuje lidské genotypy do dvou subgenotypti a dobytci
genotyp do Ctyf subgenotypu. Nékteré subgenotypy vykazuji Siroké geografické rozsifeni,
zatimco jiné jsou omezeny ke specifickym mistim. Millar a kol. (2002), ale uvadéji, Ze mezi
témeét 50 subgenotypy C. parvum lidského genotypu je identifikovano doposud jen n€kolik
subgenotypt. Podobné mezi 30 subgenotypy C. parvum bovinniho genotypu je identifikovan
jen jeden nebo dva.

Podle Fenga (2010) se u divokych placentarnich savctl vyskytuje Cryptosporidium jeleni
genotyp (cervine genotype), ktery ma pravdépodobné nejvétsi ucast na vetrejném zdravi diky
jeho Siroké hostitelské specifité a zvySeném vyskytu u lidi u industrializovanych narodf (Xiao
a Feng, 2008). Byl hlasen u divokého kiecka dlouhoocasého (1), veverky popelavé (3),
veverky obecné (1), ¢ipmanka vychodniho (2), bobra kanadského (2), svisté (1), myvala (1),
jelence béloocasého (4) a mnoha druhii ochoCenych pifezvykavci, jako je jelen sika (2),

kozorozec (1), antilopa (1), kudu (1) a u ochoceného sifaka (Propithecus verreauxi coquereli)

(4).
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Dale Feng (2010) piSe o Cryptosporidium krali¢im genotypu (rabbit genotype), ktery byl
ohlagen u étyi evropskych kralikti v Cing a Ceské republice (Xiao et al., 2002; Ryan et al.,
2003)

2.3.2. Cryptosporidium parvum
Kva¢ (2003) uvadi, ze Cryptosporidium parvum patii spolu s nékterymi dalSimi druhy do

skupiny napadajici stfevo hostitele.

Dle Schmidta a Robertse (2005) je mnoho lidskych izolatt nyni ptifazovano k C. parvum.
Nedostatek hostitelské specifity je jedna z hlavnich charakteristik, kterd stavi C. parvum
stranou od jinych kokcidii. Tento druh, nebo jakysi nerozeznatelny od tohoto, byl popsan

nejméng ve sto padesati druzich savcu.

Az donedévna byla kryptosporidiéza povazovana za ndkazu pouze u zvifat, jinou nez u lidi.
Od roku 1907, kdy byla kryptosporididza poprvé popsdna Tyzzerem, az do roku 1975, bylo
publikovano pouze 15 zprav popisujicich infekci kryptosporidiemi u osmi druhd zvifat. Od
roku 1989 do roku 1997 bylo napsano piiblizn¢ 1000 zprav do Biological Abstracts, mnoho z
nich pojednavalo o infekcich u lidi nebo domestikovanych zvifat nebo o vyzkumech, které se
snazili zlepsit diagnostiku a 1écbu. O kryptosporidiich u zajicovitych se zminuje Feng (2010),
ktery piSe, Ze u zajicovitych, oocysty podobné C. parvum byly nalezeny u 7 % (2/28) zivé
chycenych Evropskych kraliki v Norfolku ve Velké Britanii (Sturdee et al., 1999).
Kryptosporidie byly také nahlaseny u Evropskych kralikii v Australii, Ceské republice a Cing
(Xiao et al., 2002; Ryan et al., 2003; Cox et al., 2005). Kryptosporidie byly také detekovany u
divokych americkych kralikt (Ryan et al., 1986).

2.3.2.1. Rozsireni

Doposud se vsichni autofi shoduji na tom, Ze je C. parvum kosmopolitné rozsitené. Sifit se
muze vodou, vzduchem, potravou, zdrojem infekce jsou infikované vykaly. Podle Chrousta a
kol. (1998) povrchové a odpadni vody, jimky 1 pastviny, v nékterych zemich sezoénni zaplavy,
napomahaji $iteni infekce. Siteni vzdusnou cestou bylo popsano ojedinéle u ¢lovéka, napt. pii

manipulaci s infekénim materialem.

Podle Kvace (2003) se druh C. parvum vyznacuje nizkou hostitelskou specifitou a je
pravdépodobné infekéni pro vSechny druhy savct. Schmidt a Roberts (2005) uvadi, ze infekce

byly popsany u morcat, krocant, kurat, telat, jehnat a Sirokém rozsahu domacich mazlicku a
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zvitat ze zoologickych zahrad. Nyni je C. parvum znamé jako pfilezitostny parazit ¢lovéka,
predevsim malych déti a lidi, kteti jsou imunodeficitni a imunokompetentni. Podle Fayera a
kol. (2000) jsou v mnoha populacich specifické skupiny, ve kterych je vétsi riziko infekce.
Tyto skupina zahrnuji déti, podvyzivené osoby a fadu imunokompromisnich jedinct, zejména
pacienty s AIDS, pfijemce transplantatl, pacienty podstupujicich chemoterapii po rakoving,

pacienty v ustavech a pacienty s imunosupresivni infekei.

2.3.2.3. Popis
Oocysty

Fayer (2004) uvadi, Ze oocysta je jediné stadium nalezené mimo hostitele. Podle Schmidta a
Robertse (2005) jsou malinké kulovité oocysty od 4 mikrometri do 5 mikrometrd Siroké,
velice kiehké a obsahuji od jedné do osmi ndpadnych granuli, obvykle v malych skupinach
nedaleko bunécného okraje. Sporocysty chybi. Podle Chrousta a kol. (1998) je velikost
oocyst C. parvum 5.4 x 4,5 mikrometrti. Hajdusek, Ditrich a Slapeta (2004) pii vyzkumu
kryptosporidii v Ceské republice, zkoumali tii izolaty C. parvum bovinni genotyp z koni, jez
méli oocysty velké 4,8 (+/-0,4) x 4,1 (+/-0,4). Velikost oocyst nalezenych u déti v této studii
byla 4,9 x 4,7 mikrometri (s moznym rozdilem velikosti plus minus 0,3 x 0,3). Chrousta a
kol. (1998) uvadégji, ze sténa oocyst je témeét bezbarva a oocysty jsou siln¢ svétlolomné. Podle
Dawsona (2003) oocysty obsahuji ¢tyfi polomésicité infekéni struktury — sporozoity. Schmidt
a Roberts (2005) uvadéji, ze kazdd oocysta obsahuje Ctyfi sporozoity, které¢ jsou utlé a
vietenovitého tvaru. Jurasek a kol. (1993) uvadi, Ze tyto Ctyfi sporotoity vytvoieni v priabéhu
endogenni sporulace lezi voln€ v cytoplazmé a obklopuji rezidudlni télisko oocysty. Novéjsi
studie Chatterjeeho a kol. (2010) ale uvadi, Ze mucinu podobné glykoproteiny, které jsou
spojené s povrchem sprozoitu, tvofi vlakna ¢i globuly, jez vazou sporozoity ke vnitfnimu
povrchu stény oocysty. Podle Chrousta a kol. (1998) oocysty maji charakteristickou suturu na
jednom polu (pozorovatelnd jen s vyuzitim SEM — skanovaci elektronovy mikroskop), kterou

sporozoity opousteji oocystu béhem excitace.

Obr. 2 Cryptosporidium parvum

(@) Oocysta. (b) Tti sporozoité (Sp) se uvolnuji
ze sutury (Su) v oocysté ziskané ztelat a

excystované experimentalng in vitro.
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Nasledujici vyvojova stadia jsou dle Fayera (2004) vnitrobunécnd, ale extracytoplazmaticka,

obvykle nalezena v mikrovilech povrchu epitelidlnich hostitelskych bunék.

2.3.2.4. Pfenos, lokalizace a vyvojovy cyklus

Prenos

Podle Kvace (2003) se kryptosporididza prenasi fekalné oralni cestou prostiednictvim infekce
schopnych oocyst. Zdrojem infekce je 1. piimy kontakt dvou jedinct (zvife - zvite, zvife -
¢lovek), 2. piijem oocyst kontaminovanym krmivem (potravou — maso, ovoce, zelenina), 3.
vodou (zavlazovaci, pitnou, uzitkovou), 4. vzdusna cesta a 5. u lidi popisovan i pienos pfi
sexualni aktivité. Jak uvadi Fayer a kol. (2000) pocet zprav celosvétové poskytuje velmi
podrobnou evidenci, ze kontaminovana voda je vysoce rizikovy faktor pro kryptosporidiozu.
Zprav o jidle souvisejici s epidemiemi je malo, jsou velmi malo hlaSené a je dilezité je

dokumentovat.

O mechanice ptfenosu Fayer a kol. (2000) pisi, Ze vykaly poloZené na zemi jsou podrobeny
vétru a vod€, pomoci vétru a vody se transportuji oocysty do nebo skrz padu. V nékterych

ptipadech k pohybu oocyst pfispivaji lidé a zvifata.

Vyvoi a lokalizace

Podle Juraska a kol. (1993) jsou kryptosporidie monoxény (geoprotisté) S piimym vyvinem
eimeriidozniho typu (Sporogonie, schizogonie a gamogonie), jen stim rozdilem, Ze

sporogonie je Upln¢€ endogenni (v téle hostitele).

Dawson (2003) uvadi, Ze po pfijmu oocysty excystuji v tenkém stieve, uvoliuji sporozoity.
Podle Chrousta a kol. (1998) sprorozoity pronikaji epitelidlnimi butikami gastrointestinalniho
traktu. Podle Schmidta a Robertse (2005) narusuji epitelové buiikky bud’ dychaciho systému
nebo stfeva (od ilea do tlustého stieva). Jak uvadi Chroust a kol. (1998) jejich schopnost
uvoliiovat se z oocysty 1 spontannég, ¢astecné vysvétluje pro¢ kryptosporidie mohou infikovat
extraintestinalni mista lokalizace, napf. spojivku oka a dychaci trakt. Jurasek a kol. (1993) u
lokalizace uvadi, Ze u mnoha savci, ryb, plazii a u ¢lovéka se kryptosporidie vyskytuji
v kaudalni tfetin€é jejuna, vileu, céku a rektu. Zjisténé jsou i v epitelovych buikach

zlu€ovodi, o¢ni spojivce, v nosnich dutinach a v trachejich.
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Obr. 3 Oocysty Cryptosporidium v riznych stadiich vyvoje na epitelu stieva

Volf a kol. (2007) pisi, ze se kryptosporidie podobaji lokalizaci na povrchu infikovanych
bun¢k gregarindm, ale na rozdil od gregarin se vyvoj krytposporidii odehrava v ristové
komurce (parazitoformni vakuole) vznikajici obristdnim invadujiciho zoitu vybézky
hostitelské buniky. Vznikd tak tenkosténny vakuolarni utvar vycnivajici do dutiny
invadovaného orgdnu a uvnitf tohoto utvaru pak probiha merogonie a dalsi vyvoj
kryptosporidie. Tato lokalizace byva popisovana jako lokalizace ,intracelularni

extracytoplazmaticka*.

Podle Kvéce (2003) merogonie, tedy asexualni mnoZeni, probiha ve dvou fazich, pii nichz
dochazi ke vzniku dvou morfologicky odlisnych typti merontti. Schmidt a Roberts (2005) pisi,
ze meronti jsou okolo 7 mikrometra Siroci a produkuji osm merozoitli bananovitého tvaru a
mald rezidua. Kva¢ (2003) je ptesnéji popisuje tak, ze prvni typ merontii obsahuje 6 - 8

merozoitl a druhy typ 4 merozoity. Tento typ vznikéd v druhé f4zi merogonie.

V nasledné gametogonii (sexudlni faze) vznikaji sam¢i mikrogamonty a samici
makrogamonty. Podle Schmidta a Robertse (2005) mikrogamonti produkuji 16 kyjovitych
mikrogamet bez biciku, které jsou od 1,5 mikrometrti do 2,0 mikrometrti dlouhé. Kvac (2003)
dale piSe, Ze mikrogamety vzniklé z mikrogamontii oplodiiuji sami¢i makrogamety (vzniklé z
makrogamontll) a dochazi ke zformovani zygoty. Zygota prochdzi meiosou (sporogonii) a
uvnitt se formuji 4 sporozoiti. Vysledkem sporogonie je zrald oocysta. Oocysty jsou dvojiho
druhu, silnosténné a tenkosténné. Silnosténné oocysty opousti spolu s exkrementy tclo
hostitele. Tenkosténné oocysty excystuji jiz v zaZzivacim traktu hostitele a dochazi
k autoinfekci. Sporulace probiha v obou ptipadech jesté v hostiteli. Oocysty, které se
dostavaji do vné¢jsiho prostiedi, jsou pln¢ infekce schopné. Podle Schmidta a Robertse (2005)

se oocysty objevuji jiz pét dnti po nakaze. Virulence je nejspi§ specificka; u telat
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experimentalné infikovanych riznymi lidskymi izolaty se objevily infekce, které byly

jednoznacné rozdilné v jejich zavaznosti.

Podle Chrousta a kol. (1998) je u riznych druhi zvifat doba prepatence rizné dlouha. Fayer
(2004) pise, ze prepatentni doba, od pfijmuti potravou nakazenou oocystami do vymesovani
oocyst, po kterém nasleduje dokonceni zivotniho cyklu, miize byt dokonéeno asi jen po 3 az 5
dnech nebo muze trvat az 2 tydny. U imunokompetentnich osob nebo zvifat patentni doba,
kdy jsou oocysty vyluCované, muze trvat od jednoho az n€kolik tydni, s tim, Ze oocysty se
objevuji jen prerusované beéhem nékterych dnl. Podle Dawsona (2003) neni kazdé z téchto
stadii zivotniho cyklu tohoto organismu zpozorovano uvnitt buiiky, ale vné cytoplasmy a po
inkubacni periodé 2 - 10 dni, patogen dava vznik symptomtim u ¢lovéka. Neprodukuje zadné

specifické toxiny.

2.3.2.5. Klinické projevy

Nemoc, kterou kryptosporidie zplsobuji, se nazyva kryptosporidioza. Podle Juraska a kol.
(1993) jejich trofozoiti, schizonti a gamety vytvafeji na povrchu epitelovych bunék
parazitoforni vakuoly s lamelou, které zprostfedkovavaji latkovou vyménu s cytoplazmou
bunky. Sliznice postiZenych organl jsou intraepitelidlné infiltrované lymfocyty, monocyty,
neutrofily a makrofagy. Vytvareji se eroze narusujici resorpéni funkci epitelu, zpisobuji jeho
odlupovani a vytvareji tak mikroléze (drobna poranéni) dostupné pro viry a bakterie. Chroust
a kol. (1998) toto potvrzuji, kdyz pisi, Ze pribéh onemocnéni byva soucasné ovlivnén
synergickym plsobenim dalSich enteropatogennich plivodct — virti (rotaviry, coronaviry) a

bakterii (E. coli, Salmonella spp.).

Jako primarni patogen podle Chrousta a kol. (1998) kryptosporidie zplisobuji zplosténi
kartaCového lemu, atrofii stfevnich klkii a naslednou malabsorpci. Postupnou dilataci
sttevnich krypt, dochdzi ke sniZzeni enzymatické aktivity stfevni mukozy. Objevuji se poruchy
traveni, ristu a vyvoje, predev§im u mlad’at. Hypersekrece tekutin a elektrolytii v proximalni
casti tenkého stfeva se klinicky manifestuje vodnatymi prijmy s anorexii, dehydrataci a
bolestmi bficha. Kromé& zazivaciho traktu postihuji tito prvoci i pfilehlé organy (pankreas,
jatra, Zluénik apod.) a respiracni cesty. Jurasek a kol. (1993) uvadéji, ze u kot’at, Sté€nat, hiibat,
kralikt, opic, hlodavcii, kutat, krat, housat, plazii a riznych exotli zoologickych zahrad se

prijem nemusi vyskytnout.
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Podle Chrousta a kol. (1998) v roce 1982 bylo v USA prokazano, ze profuzni prijmy u
pacientd s AIDS souviseji téméf vyluéné s druhem Cryptosporidium parvum. Dle Hobstové a
kol. (2003) je klinickym projevem u imunokompetentnich pacientii spontanné mizejici priajem
s nevolnosti, u imunokompromisnich osob dlouhotrvajici prijem s malabsorpci a ztratou
hmotnosti. Podle Dawsona (2003) u imunokompromisnich jedincti, mize byt nemoc Castéjsi a
trvalejsi, s napadenim jinych organt véetné plic a Zlu€ovodu a mulize je ohrozovat na zivoté.
Koftinkova (2006) rozdéluje onemocnéni na za a) u imunokompetentnich dospélych, kde je
asymptomatické forma a imunokompetentnich déti, kde se nachdzi manifestni forma
S ptiznaky: 14 dni trvajici vodnaté prijmy, zvraceni, teplota, bolesti bficha, po ukoncéeni
vyvojového cyklu prvoka nastava spontanni uzdraveni a za b) u imunodeficientnich pacienti
(zejména AIDS), kde pfestavuje jednu z oportunnich parazitéz — ptiznaky: chronické, zivot
ohrozujici t€Zké vodnaté prijmy, horecka, bolesti bficha, hubnuti, n€kdy prinik do plic a
plicni komplikace. Pilarczyk a Balicka - Ramisz (2002) uvadéji, ze piizna¢na
Kryptosporidioza u lidi s imunologickym nedostatkem zptsobuje chronické hubnouci prijmy,
Které jsou pfimou pfi¢inou smrti u 3 — 15 % pacienti S AIDS. Podle Schmidta a Robertse
(2005) cetnost stolice je v rozsahu od 6 do 25 za den a maximalni objem stolice je v rozsahu
od 1 do 17 litrt za den. Hobstova a kol. (2003) uvadéji, Ze Zluové cesty jsou infikovany
ptiblizn€ u 10 % pacientt a vysledkem je bolest v horni ¢asti zaludku, nevolnost a zvraceni.
Podle Dawsona (2003) ma nemoc del§i symptomatické periody nez mnohé bakterialni
gastrointestinalni infekce, jsou obvykle 1 - 2 tydny. U lidi jejichZ imunitni systém je plné
funkéni se dokonc¢i uzdraveni normalné. Wang a kol. (2009) zkoumali spojeni
kryptosporidiozy se zhorSenym antioxidacnim systémem a dospé€li k zavéru, ze bunécna
odolnost je ovlivnéna stavem selenu po infekci C. parvum z divodu kinetickych

zmén riznych bilych krvinek a cytokinint.

2.3.2.6. Diagnoza
Metody diagnostiky Ize podle Kvace (2003) rozdélit podle riznych hledisek. Jednim z nich je,

jsou-li zvifata (jejich tkan¢, vzorky trusu atd.) vySetfovany za ziva nebo po smrti. Dale lze

metody délit podle pouzité techniky.
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Koncentraéni metody

Flota¢né - koncentra¢ni metod

Chrousta a kol. (1998) uvadéji, ze intravitalni diagnostika se provadi ze vzorku trusu (resp.
stolice u lidi), hojn¢ se vyuziva koncentracni metody dle Sheathera. Krom¢ Seatherova
roztoku dle Kvace (2003) se pouzivaji pro flotacné - koncentra¢ni metody také Breziv roztok
ZnS04.7H,0, Fiilleborniiv roztok, roztok podle Kozdka a Magrové /KOMA/, Faustliv roztok,
nativni preparaty s pouzitim glycerinu. Dale se pouzivaji kombinace vice metod: flotacné -
sedimenta¢ni metoda — cesium chlorid (CsCl), sedimentace voda — ether s naslednou flotaci
cukernym roztokem. Kuczynska a Shelton (1999) pisi, Ze v jejich vyzkumu flotacni metoda
NaCl obecné vykazovala nejvySs$i procenta objevi ve vykalech telat; navic, doba na
zpracovani touto metodou byla relativné kratka (<3 h). Tato metoda byla nejlevné&;jsi

testovanou metodou.

Sedimentaéné - koncentra¢ni metod

Podle Kvace (2003) sem patii metoda Formol - ether.

Metody barveného natéru

Podle Juraska a kol. (1993) se pomémé& dobrych vysledkid dosdhne zbarvenim anilin -
karbolmetylvioleti a tartrazinem. Henriksovou modifikaci Ziehl - Neelsenova barveni se
velmi dobte daii identifikace kryptosporidii ponotfenych do klku, ale také mimo epitelu stfeva
na povrchu nekrotickych hmot. Stejné tak Taylor, Coop a Wall (2007) uvadéji u diagnozy, Ze
oocysty mohou byt demonstrované pouZzitim Ziehl — Neelsenového barveni, kde sporozoiti se
jevi jako svétla Cervena granula. Dale JuradSek a kol. (1993) pisi, ze u zivych mladat se
pouziva flotaéni metoda s roztokem NaCl a nebo ZnCl,. Nejcastéji se pouziva Heineho
metoda, pifi které se délaji roztéry prijmovych vykali na podloznim sklicku a barvi se
karbolfuchsinem, nebo se roztéry vykalt fixuji metanolem a barvi Giemsou. Podobnym
zpusobem se barvi také natérové preparaty ze sliznice stfedni tietiny tenkého a tlustého streva.
Mezi metody barvené¢ho natéru Kvac (2003) fadi, kromé& zminénych, také metodu AFT (Acid
— Fast - Trichome), modry natér Safranin - methylenem a barveni fluorochromem. Z
negativnich barveni lze pouzit barveni pomoci nigrosinu, svétlé zelené, merbromidu,
malachitové zelen¢. Podle Fayera a kol. (2000) jsou tato barveni rozdilna, nicméné jsou také
zdlouhava a proménliva v senzitivité a specifité. Mnoho s téchto barveni vyzaduje zkuSeného

pracovnika s mikroskopem. Jsou pracovné¢ narocna.
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Obr. 4 Metoda barveného natéru

Histologické metody

Dle Chrousta a kol. (1998) u uhynulych nebo porazenych kusti zvifat oocysty
diagnostikujeme v histologickych fezech nebo seskrabech sliznice tenkého stfeva. Podle
Juraska a kol. (1993) jsou kryptosporidie ve stievé morfologicky prokazatelné do 6 hodin po
uhynuti zvifete. Chroust a kol. (1998) pisi, ze po barveni v hematoxylin — eozinu se
kryptosporidie jevi jako drobna, sféricka téliska o velikosti 2 - 5 mikrometrli, nachdzejici se
Vv zong kartacového lemu enterocytil tenkého streva, kde se barvi bazofiln€. Dle Juraska a kol.
(1993) pfi barveni hematoxylin - eozinem se slabé bazofilné zbarvi jen nékteré oocysty.
Dobrych vysledkd je mozné dosahnout prodlouzenim barveni hematoxylin - eozinem na 1
hodinu a dobarvenim tartrazinem. Kryptosporidie jsou gramnegativni. Podle Kvace (2003) je
dale pouzivano barveni toulinidovou modfi (toluidine blue) nebo barveni metodou PAS
(Periodic Acid a Schiffovo reagens). Jurasek a kol. (1993) uvadéji, ze reakci PAS a metodou
podle Grocotta se dosdhne dobré viditelnosti oocyst a ¢asti jejich plazmatického

granulovaného obsahu.

Pilarczyk a Balicka — Ramisz (2002) uvadégji, ze mikroskopické metody Casto selzou pfi
diagnoze bezptiznakovych infekci, které jsou mirn€ intenzivni (50 000 oocyst v 1 g fekalii

predstavuji zjistitelny limit).
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Obr. 5 Histologické vysetfeni

Molekularni metody

Podle Kvéce (2003) z molekuldrnich technik jsou pouzivany rizné obmény PCR testl jako
alternativa béznych diagnostickych metod pro vysetifeni vzorkl z tkdni i z prostiedi. I kdyz
PCR je podle Fayera a kol. (2000) rychla, velmi citliva a pfesna, ma mnoho omezeni. Millar a
kol. (2002) pisi, Ze prazdné oocysty nejsou objevené pomoci PCR, protoze postradaji DNA,
ale DNA muze byt uchovéana na tyden nebo i vice V oocystach neschopnych Zzivota, takze
PCR samo nemiize zajistit, Ze jsou objeveny jen Zivotaschopné oocysty. Presto Fayer a kol.
(2000) uvadeji, ze vyznamna vyhoda molekuldrnich technik je, ze poskytuji nejenom presnou
a citlivou detekci kryptosporidii, ale také poskytuji informaci o genetické promeénlivosti
izolovanych Kryptosporidii. Nedavny molekularni vyzkum mél ukazat, ze C. parvum neni
uniformni druh, ale shoduji se na mnoha odlisSnych genotypech nebo tajnych (zakdédovanych)

druzich.

Shahiduzzaman a kol. (2009) potvrzuji spolehlivost PCR pii svém vyzkumu metody
kombinace bun&tné kultury a kvantitativni PCR a zjistili, Ze metoda ma potencial snadno a
spolehlivé ohodnotit anticryptosporidialni slouceniny v adekvatné vybavenych obvyklych
laboratotich. Shahiduzzaman a kol. (2010) uvadéji ke své metodé cc—qPCR, Ze je jednoducha
a silna pro obvyklé provéfovani dezinfekénich prostiedkt proti C. parvum. Skotarczak (2009)
naproti tomu hodnoti PCR tak, ze pokrok v molekulovych metodach dovoluje piesnéji rozlisit
druhy nebo simultanné odhalit nékolik parazitarnich druhti, pfesto metody nejsou jesté stale
uzivané a potiebuji standardizaci. Ov§em Bakheit (2008) zjistil ve své studii o LAMP ((loop-
mediated isothermal DNA amplification) zkouSce , Ze vSechny vzorky byly zaporné pfi
pouziti PCR, zatimco az do jedné téetiny vzorkt byly pozitivni u LAMP zkousky. Podle ngj je
pouziti LAMP navrhovéno jak G¢inny a efektivni nastroj pro epidemiologicka prizkumna
studia vcetn¢ proveéfovani zdravych zvifat, u kterych je vyluCovani oocyst kryptosporidii
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velmi malé. Dalsi molekularni metodou je Whole genom amplification (WGA) podle Bouzida
a kol. (2010), coz je cenna technika pro zesileni genomového materialu. Tato technika je

vhodna pro genotypizaci a archivaci izolati kryptosporidii.

Proteomovou analyzou se zabyvali Madri-Aliste a kol. (2009), ktefi ve své praci uvadéji, ze
vysokd vykonnost hmotnostni spektrometrie je objevujici se U¢innd metoda smérem ke
komplexni, proteomové analyze organismu, ktera je dulezity krok ve zjistovani identifikace
proteinovych vztaht, studovani vyjadfeni urovné (stupn€) proteinu, objasiovani

alternativniho spojeni mista, nebo piedpovidajici potencialni chemoterapeutické cile.

Madrid-Aliste a kol. (2009) pisi o jejich proteomické databazi pro studium apicomplex:
EPICDB je veiejn¢ ptistupna, dotazovaci, relacni databaze, ktera dava dohromady a zobrazuje
experimentalni, vysokou vykonnost proteomickych dat pro Toxoplasma gondii a
Cryptosporidium parvum a pfipojuje mnoho rysu, které pocitaji s analyzou vSech proteomd a
zaznamy specifickych sekvenci proteinu. EPICDB je komplementarni k dal$im genomickym
databazim téchto organismi prostiednictvim nabidky kompletni hromadné spektrometrické
analyzy s komplexni sadou veskerych dostupnych sekvenci proteinu. Primarnim zajmem
EPICDB je poskytovat komplexni proteome popis vybranych patogeni. Toto ho rozliSuje$ od
dalsich genomovych databazi, které existuji pro rtiizné apicomplexni a dalsi organismy, jako,
napiiklad, ToxoDB http://www.toxodb.org webcite, CryptoDB http://www.cryptodb.org
webcite, nebo TrichDB http://www.trichdb.org webcite.

Murugkar a kol. (2009) zkoumali koherentni anti-Stokesovu Ramanovu spektroskopii, kde
chemicky vybrané obrazy o kryptosporidiich byly ziskané jen v n€kolika sekundach pouzitim
koherentni anti-Stokesové Ramanové mikroskopii, coz demonstruje jeji zpusobilost pro

rychlé odhaleni kryptosporidii v jednotlivych stadiich oocyst.

Sérologické metody

Podle Juraska a kol. (1993) se ze sérologickych metod osvédcuje latexovy aglutinacni test.
Kvac (2003) kromé& tohoto, uvadi dale jeSté polyklondlni fluorescencni protilatkovy test,
imunofluorescenci (IF) s monoklonalnimi protilatkami (MAb), ELISA test (enzyme - linked
immunosorbent assays), zpétnou pasivni hemaglutinaci. Fayer a kol. (2000) uvadi, ze
nespecifita zakladnich protilatkovych metod v disledku zkiizené reaktivnosti s jinymi

mikroorganismy, mutize byt problematicka.
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Cole a kol. (1999) porovnavali ve svém studiu metody acid - fast staining (AF),
imnnofluorescent antibody (IFA) a flow cytometry. Metoda IFA byla trochu citlivéjsi nez AF,
ale nedetekovala spolehlivé v koncentracich oocyst pod 5 x 105 /g fekalii. Koncentrace
oocyst pozadovana pro 100% citlivosti (5 x 105 oocyst /g fekalii) byly stejné pro IFA a AF.
IFA nedetekovala v jejich studiu tak dobie, jako bylo hlaseno v jinych studiich. Neni
vylouceno, ze vyssi obsah riznych vlaken u fekalnich vzorkd dospélého bylozravce,
vzhledem k lidskym vzorkim stolice, komplikuje odhaleni oocyst IFA technikou. Pfesto
Lalancette, Di a Prevost (2010) pisi o své metodé, kdy s dvojitou piimou detekci na bunééné
kultufe s imunofluorescenéni zkouskou, je nyni mozné ur¢it poéty celkovych a infekénich
oocyst pro dany vzorek v jedné analyze. To potvrzuji i Bialek a kol. (2002), kde podle nich je
EIA (enzyme immunoassay) a DFA (direct fluorescent-antibody) postacujici pro obvyklé
prove&fovani vzorkl vykall na kryptosporidie. Stejné tak je pro imunofluorescenci Joachim a
kol. (2003), ktefi tuto metodu porovnavali s PCR a tvrdi, ze imunofluorescence je snadna a
dava kvantitativni vysledky, zatimco PCR-based metoda, ackoliv je mozna, vyzaduje pouziti
dimyslngjsich nastrojl pro pocitani.

Cole a kol. (1999) dale uvadé¢ji, ze flow cytometry reprezentovala nejcitlivéjsi metodu pro
odhaleni, detekovala 5 x 10* oocyst /g fekalniho materialu, coz se shoduje s jinymi zpravami.
Metoda flow cytometry byla desetkrat citlivéjSich nez IFA a AF techniky. Opét, vysoky obsah
vlaken (fiber) konskych fekalnich vzorkt nejspi§ omezoval citlivost této metody. Fayer a kol.
(2000) pisi, Ze potize u této metody piichazeji s neschopnosti charakterizovat C. parvum od
druhti kryptosporidii a rozpoznat zivé od mrtvych oocyst. Cole a kol. (1999) ve své studii
zjistili nadfazenou citlivost FC ve srovnani s AF a IFA, které¢ vykazovala, ze tato metoda
muze byt vhodné&jsi pro epidemiologické studie. Pro diagnézu akutni kryptosporidiozy AF

predstavuje nejicinngj$i metodu pro veterinarni klinické praxe, protoze je nejjednodussi.

Koompapong, Sutthikornchai a Sukthana (2009) pisi jest¢ o Immunomagnetické separacni
(IMS) metodé, ktera byla nedavno Siroce pouzivana kvuli jeji efektivité, ale jak uvadéji, je

draha.
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O kultivacich krytposporidii in vitro pro vyzkum pise Hijjawi (2010), kdy uvadi, ze jednim z
hlavnich cili mnoha laboratofi je vyvinout model kultivace schopny reprodukce pro tohoto
dalezitého cizopasnika. Novodoby vyzkum mél za nasledek dlouhodobou kultivaci
kryptosporidii v bunééné kultute pfi pouziti pH modifikace, pfeockovani a gama ozafeni.
Dalsi pokracuje v kultufe kryptosporidii in vitro, ktery odhalil, Ze tento cizopasnik mtize
dokoncit sviij zivotni cyklus v zivné pudé pii prekondni problému pouziti hostitelskych
bunék, protoze tak jak hostitelska bunka bujné roste a starne, vysledkem je omezeni zivotniho

cyklu kryptosporidii pted jeho dokoncenim.

Uskladnéni a pfeprava vzorka vvkala

Zajac a Conboy (2006) uvadeji, ze jestli sebrané vykaly nemohou byt prozkoumané béhem
nékolika hodin, vzorky by méli byt ochlazeny do té¢ doby, nezZ mohou byt testovany. Vykaly

by neméli byt zmrzlé, protoze mrazeni mize deformovat vajicka parazita.

2.3.2.7. Prevence a lécba

Podle Dawsona (2003) oocysty (obsahujici nakazlivé sporozoity) jsou odolné proti chladnym
a vlhkym podminkam a mohou zUstavat zivotaschopné az 18 mésict. Jsou velmi rezistentni
k dezinfek¢énim prostiedkiim; bézné chlorovani vody neni efektivni. Fayer (2004) uvadi, zZe

oocysty prezivaji také v motské vode po dlouhé ¢asové obdobi.

Gomez-Couso a kol. (2009) zkoumali slune¢ni dezinfekci vody (SODIS) a jeji vliv na excitaci

Cryptopsoridium parvum ve vodé. Cil pfitomné studie byl ohodnocen efektem teplot, které
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mohou byt dosazené béhem vystaveni vodnich vzorka ptirodnimu slune¢nimu svétlu (37 - 50
°C), na vyskytu oocyst C. parvum ve vn¢jSim prostiedi za neptitomnosti dalSich popudt. Ve
vzorcich vystavenych 40 - 48 °C, bylo pozorované postupné zvySeni procenta vyskytu
excystace a jak se doba vystaveni zvySovala, pfi maximu byl ziskan vyskyt excystace 53-
81% pii vystaveni vody teploté¢ 46 °C po 12 h (versus 8 - 80% pocatecnich izolatd). Za
takovych podminek, nakazlivost oocyst ohodnocena v modelech novorozenych mysich se
statisticky snizila s ohledem na pocatecni izolaty (19 - 38% versus 100%). Vysledky
demonstruji dalezity efekt teploty na vyskytu excystace oocysty C. parvum a proto i na jejich
zivotaschopnosti a nakazlivosti. Li a kol. (2010) zkoumali vliv vykyvia teplot béhem dne na
infekénost Cryptosporidium parvum. Oocysty byli neinfek¢éni az po ¢trnacti 24 - h cyklech
s teplotou 30 °C v rezimu dne a po sedmdesati 24 - h cyklech s teplotou 20 °C v rezimu.
Odhadované mnozstvi dnl pottebnych pro snizeni o 1 — log (10) nakazlivosti C. parvum

oocyst byla 4,9; 28,7 a 71,5 dnti pro 30, 20 a 10 °C v tepelnych rezimech, v tomto potadi.

Dle Chrousta a kol. (1998) oocysty kryptosporidii spolehlivé ni¢i peroxid vodiku a
chlordioxid, vysoké teploty (65 °C za 20 min.) a zmrazeni. Ozonizace vody rovnéz napomdha
devitalizaci oocyst kryptosporidii. Jejich vitalitu také ovlivitluje UV zafeni a nalezi tak
K vyznamnému asana¢nimu faktoru pii dezinfekci vnéjsiho prostiedi. Podle Betancourta a
Roseové (2004) jsou nyni nejvice zkoumany jako alternativni dezinfekcni prosttedky oxid
chlori¢ity, ozon a ultrafialové (UV) zéafeni. Jak uvadi Dawson (2003) velky vliv na Zivotnost
oocyst ma také vysouseni: 95% bylo zabito béhem 4 hodin pfi pokojové teploté. V jiné studii
bylo 10° oocyst zniceno b&hem 4 hodin, a to sufenim na vzduchu pii 18 — 22 °C. Podle
Juraska a kol. (1993) nejucinngj$im zptisobem jejich zniceni je pasterizace horkou parou (55
°C), zmrazeni a vysuSeni nebo fermentace hnoje biotermii. Prevenci je pouze dusledna
zoohygiena spojend s dokonalou dezinfekci prostiedi. Veterinafi, oSetfovatelé, pracovnici
jatek, laboranti a dalsi musi dodrzovat smérnice o praci v infekénim prostfedi a chranit se

pfed nakaZzenim.

Lécba

Chroust a kol. (1998) pisi, Ze k terapii se vyuziva podpirna a symptomaticka lécba. Aplikace
rehydratacnich roztokt je nezbytna k zamezeni dehydratace postiZeného organismu. U zvifat

Casto vCasné podavani kolostra od hyperimunizovanych krav mizZe symptomy onemocnéni

zmirnit. U imunokompetentnich jedinci dochdzi Casto k samovyzdraveni (fenomén ,,self -
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cure”). K preventivni aplikaci i kterapii onemocnéni u lidi i zvifat byly ovéfovany

salinomycin, sulfaquinoxalin, amprolium, dinitolamid a paromomycin.

V roce 1991 zkoumali Perryman a Bjorneby vliv monoklonalnich protilatek (MAb) na infekci
C. parvum u hiibat. Perryman a Bjorneby (1991) uvedli, Ze dvé hiibata byla ustné 1é¢ena

MAD 18.44 a imunnim sérem, oboji zneutralizovalo sporozoity a merozoity C. parvum.

Pii vyzkumu vlivu latky oryzalinu (dinitroanilin) na antikryptosporidialni efekt a privodni
zlepseni histologickych zmén ve stfevé novorozenych krys se stievni kryptosporidiézou
Armson a kol. (2002) zjistily, Ze oSetfeni s oryzalinem zdvojnasobilo VC (VC = stfevni
vilusy/ krypty) v duodenu, la¢niku a ileu nasledujicimi davkami 5 mg, 50 mg a 200 mg/kg.
Mnohem vétsi davka byla pozadovana k navratu VC procenta k normalnimu stavu v ileu (200
mg/kg) ve srovnani s duodenem (6,25 mg/kg), zdalo se, Ze t0 odrazi sniZzenou koncentraci

drogy v distalnim tenkém stievé.

U lidi Hobstova a kol. (2003) uvadi, ze z4dnd lécba neni prokdzdna jako ucinna; u
imunokompromisnich pacientt mize byt vyzkouSeny paromomycin, spiramycin,

azithromycin nebo octreotid (Somastatin), jinak 1é¢ba je pouze symptomaticka.

Podle Schmidta a Robertse (2005) je efektivni vici prijmu z kryptosporididzy ziejmé
nitazoxadine, v€etné¢ AIDS pacientll, stejné jako viici mnozstvi jinych intestinalnich parazita,
véetné améb, tasemnic (hlistil) a nematod. Experimentdlné¢ pouzivané zvifeci modely
vykazovali, ze oralni lé¢ba monoklonalnimi protilatkami a hiperimunnim kolostrem byli
efektivni, ale jedna studie pii demonstraci, zZe antigeny u lidského matefského mléka snizuji
vaznost infekce, selhala. Cryptosporidium parvum nema typické mitochondrie a mame
doklad, Ze jeji energeticky metabolismus je hlavné fermentacni. Proto 5 - nitrothiazolové
smési pusobici vi¢i anaerobnim bakteriim jsou také experimentdlné pouZivany proti C.
parvum. Navzdory dobré informovanosti o vyznamu bunééné imunity a mnoha pokusiim o
identifikaci antigenti, které by stimulovali ochrannou odpovéd’ organismu na antigen, podle
Fayera (2004) neni schvalena zddna imunoterapie ani vakciny pro prevenci a léCbu
kryptosporidiézy u zvitat ¢i lidi. Podobny nédzor ma i Volf a kol. (2007), ktery uvadi, Ze
ucinnd lécba kryptosporididzy dosud neni zndma. Ptesto Taylor, Coop a Wall (2007) pisi, ze

podpiirné 1écba, ve formé protiprijmovych 1€¢iv a tekutin, je obvykle dostacujici.

Ordoiiez a kol. (2009) uvadéji, ze behem poslednich deseti let bylo testovano vic nez sto

antibiotik a antiparazitik proti C. parvum infekcim a to s malym nebo Zadnym efektem.
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Paromomycin, aminoglykosidické antibiotikum, a v nov¢&jsi dob¢ nitazoxanide bylo oznaceno
jako slibné agens k 1é¢eni kryptosporidialnich infekci u ziskanych imunodeficitnich (AIDS)
pacientti. Obé slouceniny ukazaly G¢innost ve zvifecich modelech a paromomycin byl t¢inny
u novorozencu telat, jehnat a koz. Na druhé strané, nitazoxanide - nitazoxazole benzamid - ma
Siroky okruh antimikrobidlni aktivity proti hlistovym parazitim. Vice pozoruhodné je
drastické snizeni prevalence oportunistickych Cryptosporidium spp. infekei pfidruzenych u
AIDS pacient 1é¢enych vysoce aktivni antiretroviralni terapii (HAART). Podle Rossignola
(2010) byl vsak v poslednich letech nitazoxanide licencovany ve Spojenych statech pro 1é¢bu
kriptosporidiézy u neimunodeficitnich déti a dospélich, stal se tak prvnim IéCivem

schvalenym pro 1é¢bu tohoto onemocnéni.

Ordofiez a kol. (2009) ve svém studiu DNA — Topoisomerazy IB dale pisi, ze C. parvum
obsahuje aktivni TopIB enzym, ktery je pravdépodobné spojeny s rozieSenim strukturalnich
problémi v DNA béhem replikace, pfepisu, a opravnych procesti. Na rozdil od jinych prvokd,
enzym zahrnuje jedine¢ny protein zakddovany jednotlivym genem, ktery obsahuje vSechny
konstrukéni detaily definujici pln€ aktivni TopIB. Porozuméni zfetelnych molekulovych
charakteristickych ryst CpToplB a regulace vyrazu enzymu bc¢hem Zivotniho cyklu
cizopasnika muze byt uziteCny pro vyvoj novych selektivnich inhibitort CpToplIB jako
slibnych antikryptosporidialnich agens.

Benitez, Arrowood a Mead (2009) uvadéji ve své praci o Cryptosporidium parvum CpABC4
prenaseci (iron-sulfur cluster transporter homolog), ze CpABC4 mize byt ptimo nebo
nepiimo spojené s ovliviiovanim metabolizmu navzajem mezi hostitelem a cizopasnikem, a to

v odpovédi na osetfeni 1éky a mlize byt zapojen do skutecné rezistence vV chemoterapii (16Cb¢).

Podle Gissota a kol. (2009) porozuméni mechanismli exprese genu, které fidi celularni
zmény, jez jsou nutné k dokonceni jejich zivotnich cyklt, bude rozhodujici v boji s infekei a

onemocnénim.

2.3.2.9. ZoonoOza

Pfenos ze zvifat na ¢loveéka

Podle Juraska a kol. (1993) zavaznym zoonotickym druhem pfenosnym na clovéka je C.
parvum z telat. Clovék se miize nakazit od psi a koek. Kotata, §téfiata, jehiiata a mysi jsou
vnimavé na nakazu lidskymi izolaty C. parvum. Dle Millara a kol. (2002) je nejbézngjsi
pricinou lidské kryptosporidiozy pét druhii kryptosporidii, zahrnujici C. parvum lidské a
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bovinni genotypy, C. meleagridis, C. felis a C. canis. Kryptosporidiéza by podle Schmidta a
Robertse (2005) méla byt povazovéana za zoondzu a ve skutecnosti mize byt docela béznym
piipadem kratkodobého prijmu voln€ v populaci. Zoonoticky potencial C. parvum je popsan
na vyzkumech u skotu. V jinych studiich byly ¢astym zdrojem infekce plavecké bazény.
Chroust a kol. (1998) uvad¢ji, ze nejvétsi riziko pfijeti oocyst je syrovym mlékem, masem
nebo jinou nevafenou potravou. Dle Huntera a Thompsona (2005) jedno studium ohlasilo
zvétSené riziko u HIV pozitivnich pacientt, ktefi vlastnili psy. Majewska a kol. (1999) uvadi,
ze ackoliv role infikovanych koni v zoonotickém pienosu neni znama, propuknuti
kryptosporidiozy, které se nedavno vyskytlo v jedné veterinarni nemocnici, indikovalo
rozmanité¢ druhy hostiteld, zahrnujici pony a skupinu veterindrnich studentl zapojenych
v 1écbe téchto zvirat. Takze, koné infikovani kryptosporidiemi by mohli jednoznaéné byt
zdrojem parazitl pro jind zvifata, v€etné clovéka a pro Zivotni prostredi. Dodavaji, ze kotiské

vykaly pouzivané pro hnojeni ptidy také zvysuje moznost kontaminace jidla a vodnich zdroju.
Ptenos z ¢lovéka na ¢loveka

Fayer a kol. (2000) uvadi, Ze zelenina mize byt kontaminovana z hnojiva zvitat nebo lidskych
vykalii; kontaminace se déje vodou pii zavlaze; pomoci Spinavych rukou farmatu, produkti
vyrabénych ru¢né, nebo jidla pracovnikt; a z kontaminovanych ploch, kde je zelenina balena,
uskladnéna, prodavéna a pfipravovana. Podobné jako u zeleniny Fayer a kol. (2000) popisuji
pfipad nakazy z kuteciho salatu, ktery pfipravovala Zena, jez pfedtim meénila plenky ditéti.
Podobnym piipadem je ndkaza z ovoce a zeleniny, kterou pfipravoval kuchaf, jezZ mél doma
déti nakazené kryptosporidiemi. Dal§i moznost pfenosu je rekreaéné vyuzivanou vodou.
Frekvence fekalni kontaminace je spojena s rezistenci oocyst k chlorované vodé, mensi
infekéni davce a diky vysoké hustoté lazeiiskych hosti méa usnadnény pienos. Bézné
pouzivani rekreacné vyuzité vody nezdrzenlivych lidi, zahrnujici kojence a batolata, zvysuje
moznost pro prenos vodou. Uvazuje se také o pfenosu kryptosporidii sexudlni cestou. Data
porovnavajici HIV/AIDS pacienty, homosexualni muZe a ty co pozivaji intraven6zni drogy,

ukazaly vyssi prevalenci kryptosporidiézy u homosexualnich muZzi.

Podle Fayera (2004) prakticky vSechny epidemie v lidské populaci byly zptisobeny chybami
Vv Cisticich zafizenich odpadnich vod. AvSak v USA, jak uvadi Feltus a kol. (2006), byli
sporadické ptipady kryptosporidiozy ve Wisconsinu castéji zpisobené zoonoticky
prenasenymi druhy kryptosporidii. Tuto ¢ast kapitoly je mozné uzavftit tvrzenim Xiaa (2010),

ktery piSe ve své praci, ze ptenos C. parvum u lidi je vétSinou anthroponoticky v rozvojovych
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zemich, zoonotické infekce hraji dualezitou roli v zemich rozvinutych. Konkrétné
Cryptosporidium parvum podle Chaka a kol. (2010) odpovida za vice piipadd u lidi v Evropé

a zvlasté ve Velké Britanii.
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3. Material a metody

Vzorky zajecich vykali byly sbirdny vlednu a tnoru roku 2009. Z rGznych lokalit
Stfedoceského kraje v okrese Mélnik bylo sebrano 142 vzorki. Konkrétné to byla myslivecka
sdruzeni, spolecnosti ¢i honitby: MS KLY Tuhan (dvakrat), MS Obiistvi — Libi$ (dvakrat),
MS Vsetaty — Pfivory oblast Mikov (dvakrat), Ceéelice, MS Nova ves (Myslivecké sdruzeni
DIANA), MS Citov, MS Velky Borek, Myslivecka spole¢nost Kostelec nad Labem — Jifice,
honitba Dolni Betkovice (uzivatel honitby DENDROM), honitba Ovcéary — Nedomice.

Obr. 8 Sledovana oblast vyznacena Cervené

Oznacené vzorky byly uchovany v chladu az do barveni, které prob&hlo v bieznu az kvétnu

2009. Byla pouzita metoda barveného natéru modifikovana podle Ziehl — Neelsena.
Postup metody diagnostiky

Z kazdého vzorku bylo navazeno a odebrano 0,5 g vykall a rozetieno na odmasténém sklicku.
Takto ptipraveny vzorek se 5 minut fixoval 96 % metylalkoholem. Poté se kratce fixoval nad
plamenem. Po fixaci probéhlo barveni koncentrovanym karbolfuchsinem 30 minut.
Nasledovalo oplachnuti destilovanou vodou a vlozeni do 10 % roztoku kyseliny sirové, ktera
pusobila 30 sekund. Znova vzorek proSel oplachnutim v destilované vodé. Pak byl
diferencialné dobarven v 5 % malachitové zeleni po dobu péti minut. Nakonec byl vzorek

oplachnut pod proudem destilované vody a vysusSen.

V 1ét¢ 2009 probéhlo mikroskopovani vSech vzorki pii zvétseni 100 x za pomoci imerzniho
oleje a prométovaciho okularu. Byly hledany pouze kryptosporidie, které by se méli jevit jako
¢ervené uniformni kulaté Gtvary o rozmérech 4 - 5 X 4 - 5 mikrometrti na zeleném podkladé

bez zjevné stény.
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4. Vvsledky

Ze 142 vzorkl byly pravdépodobné nalezeny ojedin€lé kryptosporidie u dvou vzorka (€. 1, €.

10) z oblasti MS Velky Borek, datum sbéru 24. 1. 2009 a u jednoho vzorku (¢. 1) z oblasti

MS Vsetaty — Pfivory, datum sbéru 25. 1. 2009. Pozitivni byly tedy 3 vzorky, u ostatnich

vzorkl byly vysledky jednoznacné negativni.

Tab. 1. Vysledky zkoumani Cryptosporidium spp. u zajict

Vysledky zkoumani Cryptosporidium spp. u zajict

Oblasti

Vysledek

KLY TUHAN 15

CECELICE

Myslivecka spole¢nost - Kostelec nad Labem - JIRICE

MS KLY TUHAN

MS NOVA VES (Myslivecké sdruzeni DIANA)

Honitba DOLNI BERKOVICE (uz. honitby DENDROM)
MS OBRISTVI - LIBIS

MS VSETATY - PRIVORY 21. 2. 2009 OBLAST MIKOV
Obfistvi Libig, 24. 1. 2009

MS Citov, 24. 1. 2009

MS VELKY BOREK, 24. 1. 2009

MS VSetaty - Ptivory, 25. 1. 2009

HONITBA - OVCARY - NEDOMICE MS Diisy - Ovéary, 25. 1. 2009

OO OO OOOOoOOo

0

++ (5 x 5 mikrometr)
+ (5 X 5 mikrometrtr)

0

Tab. 2. Vysledky v oblasti MS Velky Borek

MS VELKY BOREK, z 24. 1. 2009
¢islo vzorku pojmenovani vzorku nalez (velikost)
1 Skuhrov + (5x5 mikrometri)
2 Rybnik 0
3 Trafika 0
4 Velky Borek 0
5 Dolik 0
6 Predplatilov 0
7 Vrutice 0
8 Obrazek 0
9 Bila Breha + (5x5 mikrometrit)
10 Trojuhelnik 0
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Tab. 3. Vysledky v oblasti MS Vsetaty — Ptivory (25. 1. 2009)

MS Vsetaty - Ptivory, z 25. 1. 2009

¢islo vzorku pojmenovani vzorku nalez (velikost)
1 U lesika + (5x5 mikrometrit)
2 Vitovy trni 0
3 Stirelnice 0
4 Mikov 0
5 Pod hibitovem 0
6 Pod kvohyiikami 0
7 Na dobech 0
8 U jezirka 0
9 Prasecak 0
10 Soutok 0
11 Amerika 0
12 Piivory-Mikov 0
13 Stran 0
14 Stran (zluty stitek) 0
15 Zablat’ 0
16 U kanalu 0
17 Oblast u kanalu 0
18 Oblast u kanalu 0
19 Oblast u kanalu 0
20 Oblast u kanalu 0
21 Oblast u kanalu 0
22 Oblast u kanalu 0
23 Oblast u kanalu 0
24 Oblast u kanalu 0

Tab. 4. Vysledky v oblasti MS Vsetaty — Ptivory (21. 2. 2009)

MS VSETATY - PRIVORY 21. 2. 2009
OBLAST MIKOV

¢islo vzorku pojmenovani vzorku nalez (velikost)
1 0
2 0
3 0
4 0
5 0
6 0
7 0
8 0
9 0
10 0




Tab. 5. Vysledky v oblasti Kly Tuhan 15

KLY TUHAN 15

¢islo vzorku pojmenovani vzorku nalez (velikost)
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Tab. 6 Vysledky v oblasti Kly Tuhan

MS KLY TUHAN

¢islo vzorku pojmenovani vzorku nalez (velikost)

(BN

Kelstice 0
Travni cesta
Travni cesta
Travni cesta
Travni cesta
Travni cesta
Travni cesta
Travni cesta

© 00 N O U1l WD

Travni cesta
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Travni cesta
Travni cesta
Travni cesta
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Tab. 7 Vysledky v oblasti MS Obfistvi Libi$

MS OBRISTVI - LIBIS

¢islo vzorku pojmenovani vzorku nalez (velikost)
1 Amorak 0
2 U trati 0
3 Vackiv vrh 0
4 Bazantnice 0
5 Sempra 0

Tab. 8 Vysledky v oblasti t Ob#istvi Libis (24. 1. 2009)

Obiistvi Libis, 24. 1. 2009

¢islo vzorku pojmenovani vzorku nalez (velikost)

1 U traté 0
Sempra
U slepicarny
U doubku
U amoraku

[op 2NN &2 BN SN GO \)
O O O O o

Pod Sibenikem

Tab. 9 Vysledky v oblasti Cedelice

CECELICE
¢islo vzorku pojmenovani vzorku nalez (velikost)
1 0
2 0
3 0
4 0
5 0
6 0
7 0
8 0
9 0
10 0




Tab. 10 Vysledky v oblasti MS Nova Ves

MS NOVA VES

(Myslivecké sdruzeni DIANA)

¢islo vzorku

pojmenovani vzorku

nalez (velikost)

1

g b~ wWwN

Mez u cesty
Halacka
Vept. Hora
Za luka
Skarecernov

0

O O O o

Tab. 11 Vysledky v oblasti Honitby Dolni Betkovice

Honitba DOLNI BERKOVICE (uz. honitby DENDROM)

¢islo vzorku

pojmenovani vzorku

nalez (velikost)

O© 00 N O Ol WDN -

e
= o

[N
N

Vlinéves - pole
Vlinéves - baraba
Vlinéves - kukufice u kilny
Vlinéves - od kiilny k domku
D. Betkovice JOSEFKA
D. Betkovice PODJEZD
Pocaply KOVASTA 2
D. Betkovice CUKROVAR
D. Beikovice LIPOVA ALEJ
STROSKOVISTE 1
1) POLE D. BER. - P. SRBA
2) POLE D. BER- - P. SRBA

0

O O O O OO O o o o o

Tab. 11 Vysledky v oblasti MS Citov (24. 1. 2009)

MS Citov, 24. 1. 2009

¢islo vzorku

pojmenovani vzorku

nalez (velikost)

=

© 00 N O O b WD
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o

lokalita ZA DVOREM

lokalita POD VSI

lokalita K MEZODOLUM

lokalita K LIBKOVICUM

0

O O OO O o o o o
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Tab. 12 Vysledky v oblasti Honitby Ovéary Nedonice

HONITBA - OVCARY - NEDONICE
MS Diisy - Ovéary, 25. 1. 2009

¢islo vzorku

pojmenovani vzorku

nalez (velikost)

© 00 N O Ul & W N P

[E=N
o

na dalnici
na dalnici
u domku
u domku
pod Zvonkovymi
pod Zvonkovymi
za Cikanem
za Cikanem
za Cikanem

nad kravinem

0

O O O OO oo o o

Tab. 13 Vysledky v oblasti MS Kostelec n. Labem

Myslivecka spoleénost - Kostelec nad Labem - JIRICE

¢islo vzorku

pojmenovani vzorku

nalez (velikost)

© 00 NO Ol WDN K-

e el el i o el =
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N
o

Rybnicka - strouha
Opicak - topinambury
Topolék - zasyp
Za nadrazim - Koleje
Opicak - sloh
Melingrak - kravina
Rybnicka - zasyp
Melingrak - koleje
Za nadrazim - zasyp
Rybnicka - zahrada
Melingrak - stfed
Vinice 2
Skladka - Mratin
Vinice 1
Melingrak - zasyp
Rabnicka - mustek
Rakos - Mr. Potok
Opicak - kazatelha
Truky
Melingrak - triangl

0

O OO OO OO0 OO0OO0OO0O0OO0OoOoOoO oo oo
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Relativni ¢etnost hodnoceného znaku (vyskyt Cryptosporidium spp.) u vybérového souboru je
spoctena podle vzorce:

1 3 —
1= _" M= f1=002113

n 142

Relativni Cetnost vyskytu kryptosporidii u zkoumanych zajicti je 0,02113, tedy 2,113%.
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5. Diskuse

Kryptosporidie byly nalezeny jen ve tfech vzorcich. Je to velmi malé mnozstvi. Divodem by

mohlo byt nedostacujici obarveni.

Chyby by mohly byt v jakékoliv casti postupu. Jeden z divodi by mohl byt v dlouhém
uskladnéni vzorkti. Vzorky byly odebirany v pribéhu ledna a tnora 2009 a barveni bylo
provedeno az od biezna do kvétna. Nekteré vzorky byly pifi barveni velmi tuhé a vyschlé.
S témito vykaly bylo tézké pracovat, protoze se dali jen velmi $patné rozetiit na podlozni
sklicko. Podobné problémy byly se vzorky, kde se nachazely castecky pisku ¢i jiného
materialu. Dalsi chyba by mohla byt ve §patném obarveni vzorku. I kdyz roztoky pouzité pfi
barveni byly vétSinou cerstvé, chyba se mohla stit v samotném procesu barveni, pii
nepiesném dodrzeni doby, ¢i v neodborné manipulaci. DalSim faktorem chyb mtize byt ma

nezkusenost pfi mikroskopovani tak malych a hiife rozpoznatelnych organismu.

Pouzita metoda patii mezi jednodussi, co se tyce techniky, a tudiz i mezi financné méné
naro¢né metody. Na druhou stranu je pfi ni potfeba urc¢itd zkuSenost a dovednost presné
rozpoznat mikroorganismy. Nejspi§ by bylo lepsi pouziti elektronového mikroskopu a

imunofluorescenénich metod. To je ale sporné diky Spatné kvalité nékterych vzork.

Doposud nebyly zvefejnény zadné zpravy o vyskytu rodu Cryptosporidium spp. u zajict. Tato

préce tudiZ nemuize byt konfrontovana s jinymi podobnymi pracemi.

Je viibec otazkou, zda by vyskyt kryptosporidii u zajicti néjak vyrazné ovliviioval jejich stavy.
Jak jiz bylo uvedeno, nejvétsi problémy znamenaji pro populace zajice, a t0 nejen u nas,
antropogenni zasahy do krajiny. Infekce kryoptosporidii u zajicii by ziejmé neméla takové
nasledky, jako ma jiz zjiSténa kokcidioza. Vyznamna by byla nejspis, stejné jako u ostatnich

hostitelskych zvitat, u mlad’at, starich ¢i oslabenych jedincii.

Myslenka, Zze by se Cryptosporidium spp. mohlo vyskytovat u zajici je celkem logicka.
Vzhledem ke kosmopolitnimu rozsifeni tohoto rodu a malé specifit¢ Cryptosporidium
parvum, kde mohou byt hostiteli i volné Zijici zvifata véetné vysoké zvéte, se zdd, ze by
pfenos na zajice byl mozny. NasvédCuji tomu i jednoduché zplsoby pienosu a
zivotaschopnost tohoto parazita. Zajic jako samotaf, ktery tvoii pary ¢i malé skupinky v dobé

rozmnozovani, by byl dobrym ptenaseCem kryptosporididzy. Usuzuji tak z toho, ze bylo
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zjisténo 1 ptes jeho veérnost svému stanovisti, ze se ob¢as vydava na kratsi 1 delsi vzdalenosti.
Vzhledem k vyskytu zajicti témé&f po celé Ceské republice, by pak mohla byt tato nikaza

velmi roz$ifena.
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6. Zavér

Kryptosporidie u zajicti byly nalezeny ve velmi malém mnozstvi, pouze ve 3 vzorcich
z celkového poctu 142. Cryptosporidium spp. je velice rozsifeny rod s dostatecnou rezistenci
vuci dezinfekcim, vlhku a chladu. I kdyz ohrozuje pifedevsim mladé ¢i imunodeficitni jedince,
jeho projevy v podob¢ prijmi jsou pro ostatni také nepiijemné. Pokud by se potvrdil vyskyt u
zajict, pak by pfisly na fadu otazky, jak moc tento parazit zajice ohrozuje. Vzhledem k tomu,
ze vyskyt byl velmi maly a nebyly zjistovany druhy ani genotypy kryptosporidii u zajica, je

nutné jeste dalsi zkoumani.
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8. Prilohy

Tab. 1 Taxonomie kryptosporidii podle Fayera (2010).

potvrzené

Cryptosporidium

Cryptosporidium hostitel druh hostitele L, autor
primarni umisténi
Piscicryptosporidium Oreochromis Paperna and
cichlidis Tilapia n/Iotlcus:izd Tilapia Zaludek Vilenken (1996)
Piscicryptosporidium Gourami Trichogaster leeri Zaludek ViT::I::a( f ; ; 6)
reichenbachklinkei
| -Pelli
Cryptosporidium Gilthead sea bream Spgrus . Alvarez .e.‘ltero
molnari European sea brass auratusDicentrarchu Zaludek and Sitja-
P s labrax Bobadilla -2002
Cryptosporidium . Scophthalmus . Alvarez-Pellitero
Pl
scophthalmi atyz maximus strevo et al. (2004)

. UZovka Cervend Elaphe guttata Zaludek Levine (1980)
serpentis
Cryptosporidium . . ‘ Pavldsek et al.
varanii Varan smaragdovy Varanus prasinus Zaludek (1995)
. . . Duttaphrynus . .
Cryptosporidium fragile |  Black- spined toad melanostictus Zaludek Jirku et al. (2008)

Cryptospor{d{um Krocan (Meleagris stfevo Slavin (1955)
meleagridis gallopavo)
Cryptosporidium baileyi Kur domaci (Gallus gallus) stfevo Cur{f;; 6e)t al.
Cryptosporidium galli Kur domaci (Gallus gallus) Zaludek Pavlasek (1999)
Cryptosporidium muris | MyS (Mus musculus) Zaludek Tyzzer (1907)
Crypt idi Y .
fyptosporiaiim Mys (Mus musculus) stfevo Tyzzer (1912)
parvum
Cryptosporidium wrairi Morce (Cavia stfevo Vetterling et al.
yptosp porcellus) (1971)
Cryptosporidium felis Kocka (Felis catis) stfevo Iseki (1979)
Cryptosporidium . Lindsay et al.
andersoni Tele (Bos taurus) Zaludek (2000)
Cryptosporidium canis | Pes (Canis familiaris) stfevo Fayer et al. (2001)
Cryptosporidium Clovék (Homo . Morgan-Ryan et
- . stievo
hominis sapiens) al. (2002)
-, . . Ryan et al.
Cryptosporidium suis Prase (Sus scrofa) stfevo (2004a)
Cryptosporidium bovis Tele (Bos taurus) neznamé Fayer et al. (2005)
Cryptosporidium fayeri Klokan (Macropus neznamé Ryan et al. (2008)
rufus)
Cryptosporidium Tele (Bos taurus) neznamé Fayer et al. (2008)
ryanae
Cryptosporidium Klokan (Macropus . Power and Ryan
. neznamé
macropodum giganteus) (2008)
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Tab. 2 Druhy a genotypy krytosporidii identifikované molekularnimi metodami u chycenych
a divoce zijicich placentalnich savcti podle Fenga (2010)

Cryptosporidium species and genotypes identified by molecular method in captive and wild

placental mammals.

Species/genotypes
C. parvum

C. muris

O

. andersoni

. meleagridis
. canis fox genotype
. canis coyote genotype

. canis dog genotype

. bovis

. hominis monkey genotype
ouse genotype |

S000 000

Mouse genotype I
Cervine genotype

Deer genotype

Deer mouse genotype |

Host speciesa

House mouse (5), wood mouse
(2), eastern gray squirrel (1),
Siberian chipmunk (1), nutria(1),
capybara(8), raccoon dog (2),
grey wolf (5), Prezewalski’s wild
horse (1), white-tailed deer (1),
red deer (1), addax (3), Arabian
oryx (4), gemshok (3), sable
antelope (1), mountain gorilla (4)
House mouse (3), eastern
gray squirrel (1), golden
hamster (1),

rock hyrax (1), large-footed
mouse-eared bat (1), bactrian
camel

(1), Japanese field mouse
(2), ringed seal (1), East
Africa mole rat

(1)

Bobak marmota (3),
European wisent (1), bactrian
camel (2)

Deer mouse (1)

Fox (7)

Coyote (2)

Dog (2), fox (1)

Yak (1)

Rhesus monkey (2)

House mouse (21), yellow-
necked mouse (9), bank vole
(12),

common vole (12), red panda
(1), leopard (1), takin (1),
prairie

bison (1)

House mouse (11)

Deer mouse (1), Eastern gray
squirrel (3), red squirrel (1),
eastern

chipmunk (2), North
American beaver (2),
woodchuck (1),

raccoon (1), white-tailed deer
(4), sika deer (2), ibex (1),
blesbok

(1), nyala (1), Coquerel’s
sifaka (4)

White-tailed deer (5)

Deer mouse (13)

Reference

Morgan et al. (1999), Torres et
al. (2000), Perz and Le Blancq
(2001), Ryan et al. (2003),
Hajdusek et al. (2004), Abe et al.
(2006), Feng et al. (2007a),
Meireles et al. (2007);
Matsubayashi

et al. (2004)

(Fayer et al., 1991; Morgan et
al., 1999; Xiao et al., 1999,
2002;

Nakai et al., 2004; Hikosaka
and Nakai, 2005; Santin et
al., 2005;

Kvac et al., 2008b)

(Ryan et al., 2003)

(Feng et al., 2007a)

(Zhou et al., 2004)

(Xiao et al., 2002; Zhou et al.,
2004)

(Xiao et al., 2002)

(Feng et al., 2007b)

(Xiao et al., 2002)

(Morgan et al., 1999; Xiao et
al., 2002; Bajer et al., 2003;
Alves

et al., 2005; Foo et al., 2007;
Karanis et al., 2007)

(Foo et al., 2007)

(Perz and Le Blancq, 2001;
da Silva et al., 2003; Ryan et
al., 2003;

Feng et al., 2007a; Karanis et
al., 2007; Wang et al., 2008a)

(Xiao et al., 2002; Feng et al.,
2007a)
(Xiao et al., 2002; Feng et al.,
2007a)
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Deer mouse genotype I

Deer mouse genotype IlI

(W1)

Deer mouse genotype IV

(W3)
Shrew genotype

Muskrat genotype |

Muskrat genotype I

Skunk genotype

Vole genotype (W5)
Chipmunk genotype | (W17)

Chipmunk genotype I
Beaver genotype
Mink genotype

Mongoose genotype
Squirrel genotype

Seal genotype |
Seal genotype I
Bear genotype

Ferret genotype

Rabbit genotype
Horse genotype

New genotype
New genotype

Deer mouse (3)

Deer mouse (22), eastern
gray squirrel (5)
Deer mouse (21)

Northern short-tailed shrew
(2), ermine (1), wildebeest (1)
Muskrat (25), boreal red-
backed vole (4)

Muskrat (12), meadow vole
(2), white-footed mouse (1),
Siberian

chipmunk (1), white-tailed
deer (1)

Striped skunk (2), raccoon
(5), eastern gray squirrel (1),
river

otter (1)

Meadow vole (1)

Eastern chipmunk (1), red
squirrel (2), eastern gray
squirrel (1),

deer mouse (3)

Eastern chipmunk (1)
Beaver (1)

American mink (7), river otter

9)

Banded mongoose (1)
Ground squirrel (26)

Ringed seals (4)

Ringed seals (5)

Black bear (1)

Albino ferret (4), black-footed
ferret (1), red squirrel (15)

European rabbit (4)
Prezewalski’s wild horse (1)

Yak (1)
Reindeer (3)

(Xiao et al., 2002; Feng et al.,
2007a)
(Feng et al., 2007a)

(Feng et al., 2007a)

(Alves et al., 2005; Feng et
al., 2007a)

(Xiao et al., 2002; Zhou et al.,
2004; Feng et al., 2007a)
(Perz and Le Blancq, 2001;
Xiao et al., 2002; Zhou et al.,
2004;

Feng et al., 2007a)

(Xiao et al., 2002; Zhou et al.,
2004; Feng et al., 2007a)

(Feng et al., 2007a)
(Feng et al., 2007a; Kvac et
al., 2008a)

(Feng et al., 2007a)

(Feng et al., 2007a)

(Feng et al., 2007a; Gaydos
et al., 2007; Wang et al.,
2008b)

(Abe et al., 2004)

(Atwill et al., 2004; Xiao et al.,
2004)

(Santin et al., 2005)

(Santin et al., 2005)

(Xiao et al., 2002)

(Xiao et al., 2002; Abe and
Iseki, 2003; Kvac et al.,
2008a)

(Xiao et al., 2002; Ryan et al.,
2003)

(Ryan et al., 2003)

(Karanis et al., 2007)

(Siefker et al., 2002)
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Tab. 3 Poéty zajicti v CR od roku 1968 do roku 2008, data stazena z http://eagri.cz/

Pocet zajicti polnich v CR (1968 - 2008)
1968 1028973
1969 1030858
1970 1031689
1971 1038935
1972 1023149
1973 1077831
1974 1076256
1975 1049101
1976 1000431
1977 943754
1978 892378
1979 652657
1980 707775
1981 744293
1982 606786
1983 652883
1984 598782
1985 608801
1986 549821
1987 498316
1988 523135
1989 498805
1990 484594
1991 465204
1992 396264
1993 394915
1994 442693
1995 413520
1996 337453
1997 338917
1998 368069
1999 364893
2000 375317
2001 351990
2002 328318
2003 298222
2004 311182
2005 329142
2006 304720
2007 467796
2008 469979
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Graf. 1 Poéty zajicti v CR 1968 — 2008, data zpracovana z http://eagri.cz/
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Obr. 1. Rozsifeni zajice polniho (Lepus Europaeus) v CR (Kudera, Kugerova 2002)
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Obr. 2. Sledované oblasti v okoli mésta Mélnik
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Obr. 4.,5.,6., 7., 8. Oocysty kryptosporidii na epitelu stieva

hitp:/ /www.atlas.or.kr

L

Cryptosporidium Qocyst

AN
B0 myweb uga.edy;

56



AL

e e P

-2

g

P
o atd
v

p'l-."t l 4

LY v
) 77
=

]

57



