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Annotation

This study involves the morphological, biologicadnd molecular characteristics of
Cryptosporidium spp. in hedgehogs. Course of infection based dn id0lates from 15
hedgehogs obtained during a few months was obseM@dological and molecular analyses
were conducted to detect oocystsQriyptosporidium spp. Altogether 69 (17.01%) samples
from 11 hedgehogs were morfologically positive &1d(19.9%) samples were molecular
positive. Only 4 individuals remained negative, tienulative prevalence represented 73.3 %
of total samples. Oocysts from monitored hedgemogasuring 4.9—-4.4m (mean = 4.§um)

x 4.0-3.8um (mean = 3.9m) with a length to width ratio of 1.22 (1.26-1.20) = 50) in
native were indistinguishable from those@ferinacel andC. parvum. Molecular analyses
based on small subunit rRNA, 60 kDa glycoproteid @nyptosporidium oocyst wall protein
revealed presence &. parvum and C. erinacei. Cryptosporidium parvum IIdA18G1 was
detected in 11 hedgehogs. Mixed infection v@thparvum with C. erinacei was observed in 3
animals. TheC. parvum lIdA18G1 genotype has never been described indteatybefore. It
belongs to zoonotic Ild subtype family frequentbpifd in goats and lambs. This subtype was
identified in lambs from Great Britain and Spaindaalso in children from Kuwait.
Cryptosporidium erinacel is adapted to hedgehogs and it does not appeeause clinical
disease in hedgehogs. All positive individuals wakenile and wild hedgehogs.
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1. UVOD

Zastupci roduCryptosporidium jsou jednobu&ni paraziti, kt& Ziji a rozmnoZuji se na
epitelidlnich bikach respiraniho a zazivaciho traktu obratlav¢Current a kol., 1991).
Kryptosporidie paf do kmene Apicomplexa (vlastni apikalni komplexidy Sporozoasida
(rozmnozovani probih& v pohlavnich a nepohlavnigkiech, produkce oocyst), pdity
Coccidiasina (zZivotni cyklus zahrnuje merogonii, mghogonii a sporogonii),fadu
Euccoccidioria (vyskyt schizogonie), p@du Eimeriorina (nezavisly vyvoj mikro
a makrogamet) (Egyed a kol., 2003). Molekularnd&tuprokézaly, Ze kryptosporidie jsou
vice gibuzné gregarindm nez kokcidiim (Carreno a kol99).Qejich spolénym znakem je
morfologicka stavba organel slouzicich ikchyceni k hostitelské kigce (Valigurova a kol.,
2007). V minulosti pedstavovala morfologie oocyst zaklad pro taxonoknyiptosporidii.
ProtoZe oocysty mnohych dnuljsou si natolik podobné velikosti i strukturou, Kgejich
rozliSeni nutné pouZit molekularni metody. &mné studie vyuZivaji molekularni
diagnostiku k uteni druhu a genotypu a nasledné subtypizaci. ¥asmosti je uznano 31
platnych druli rodu Cryptosporidium, ostatni zastupci rodu jsou ozZpnaani jako genotypy
(Slapeta, 2013). iP identifikaci druli se nejasgji pouzivd PCR. Analyza pouziva
specifickych primekr k amplifikaci variabilniho Useku genu kédujicihaalou ribozomalni
podjednotku (SSU rRNA). DalSi pouzivané markery pralyzu kryptosporidii jsou gen
koduijici protein stny oocyst (COWP), gen kddujici aktin a gen koduff&iP70 (70 kDa heat
shock protein) (Kimbell a kol., 1999; Sulaiman & k©999). DalSi pouzivana metoda je PCR-
RFLP (restriction fragment length polymorphism) @sledna subtypizace (Widmer a kol.,
2012). Subtypizace je ¢gni malych intragenomickych variant v rdmci drukebo genotypu.
V ramci GP60 (gen kddujici 60 kDa glykoprotein) yoydentifikovany rodiny glykoproteiin
odpovidajici danému genotypu nebo druhu kryptodgor ramci jednotlivych rodin se

rozliSuji subtypy na zakl&mnoZzstvi trinukleotidovych opakovéani (Sulaimaroi,k1999).



2. LITERARNI P REHLED
2.1. Biologie kryptosporidii
2.1.1. Zivotni cyklus kryptosporidii

Kryptosporidie prodlavaji monoxenni vyvojovy cyklus, ktery obsahujexws@ni
i asexualni vyvojova stadia (viz. obr. I).aieme ho rozéit do nékolika na sebe navazujicich
fazi. Jedna se o excystaci, merogonii, gamogosip@ogonii. Vyvojovy cyklus je nejvice
prozkouman u druhC. parvum a C. muris (O'Donoghue, 1995)u ostatnich drulh se

piredpoklada podobny fibch.
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Obr. I: Zivotni cyklus kryptosporidii (Fayer a Xia®007, upraveno)

Po poZeni/vdechnuti hostitelem se vysporulované oocystystavaji do
gastrointestinalniho nebo resginého traktu, kde nasledmochazi k jejich excystaci (Fayer a
kol., 1986). Uvolgni sporozoiti jsou pohyblivi a pronikaji k epitéfidn burkam, kde se
meéni v trofozoity uzavené v parazitoforni vakuoale (Current a kol., 199909 této fazi
dochazi k dleni jadra a nepohlavnimuleni trofozoiti — merogonii. Vznikaji meronti I. typu
obsahujici 6-8 merozdit které napadaji dalSi enterocyty a vyvijeji sealidmeronty typu |

nebo Il. Meronti Il. typu se 4 merozioty vstupup dexualni faze (Valigurova a kol., 2008).



Vznikaji z nich @i procesu gametogonie sathipohlavni stddia makrogamonty a s&am
mikrogamonty (O’Donoghue, 1995). Z mikrogamontuuselni pohyblivé mikrogamety a
z makrogamontu vznikaji nepohyblivé makrogametyjiclesplynutim dojde ke vzniku
zygoty. Endogenni sporulaci se vyitvae zygoty zrala oocysta. Nasl€édvenikaji dva typy
oocyst. V prvnim fipad se jedna o odolné silnésné oocysty, které opousti hostitele
trusem a slouzi kipnosu infekce na dalSi vnimavé hostitele, d@ipgot druhém se jedna o
tenkosénné oocysty neschopnéeit ve vijSim prostedi (Fayer, 2004). Tenka@siné
oocysty spolén¢ s merozoity slouzi k infekci dalSictasti traviciho traktu. Vyvojova stadia
kryptosporidii se nezamgji do cytoplazmy, al@achazi se v parazitofornim saku, ugriém

v oblasti mikroviti hostitelskych bugk (Current a kol., 1991). Stejné stadia se u kakcid
nachazeji hluboko v plazmatické memigrdenterocytu. OocytyC. parvum proclavaji
sporogenezi uvnithostitele a infeéni jsou uvol@ny spolé€né s vykaly. Oproti tomu oocysty
kokcidii neprochazi sporulaci, dokud nejsou uw¥oin z hostitele a vystaveny kysliku a
teplo€ pod 37 °C (Fayer a kol., 2000).

2.1.2. Oocysty a progtedi

V prostedi podléha trus rozkladu vlivem pisnostnich podminek a oocysty se unoi
do pidy nebo do povrchovych vod. Mnoho faktoovliviiuje prezivani oocyst v prosdi.
Silna ochranna &bha umo#uje oocyst zastat mnoho mésial infekeni, zvlas¢ pri
negiznivych podminkéach severniho klimatu, kdy je téglpovrchovych vod nizk4, ale nad
bodem mrazu. N&jklad oocystyC. parvum byly schopné infikovat mysSi i po 6 d&sicnim
skladovani v deionizované véoa teplot 0,5, 10, 15, 20 °C (Fayer, 2004). Jejictnat je
natolik odolna, Ze mohouigZivat i pondrné dlouhou dobw maiské voa (Fayer, 2004).
Zivotaschopnost oocyst v povrchovych vodach dakszéa mnozstvi heterotrofnich bakterii
a vyskytu bezobratlych zivecht, ktefi mohou oocysty pohltit spale¢ s potravou a po
prachodu travicim traktem &iika jizZ oocysta neni schopna dalSi infekce (Fayerla R000).

Oocysty pichazeji do kontaktu giznymi typy md. V pidach se zésaditym nebo
neutralnim pH bylo zjigho niZSi pezivani oocyst oprotitgam s kyselym pH (Ramirez a
kol., 2004). Ze studie orpzivani oocysC. parvum v padach o ézné zrnitosti vyplynulo, Ze
nejdéle pezivaji oocysty v fdach s nej§tSim obsahem jilu, neBayto pidy nejlépe zadrzuji
vodu a chrani oocysty proti vysychéRayer a kol., 2000).

Oocysty jsou velmi odolnéii béznym dezinfeknim prostedkim, jako jsou amoniak a
formalin, pouzivanych v Iékskych z&izenich a laboratéch (Fayer a kol., 2000). Detekce



kryptosporidii v pitné vo# ukazalo, Ze &né chlorovani a ionizace pouzivané rSwu
vodnich mikroorganisfiy méa jen velmi maly &inek na Zivotaschopnost oocySt parvum
(Ruecker a kol., 2007)

2.1.3. Projevy infekce

Hlavni griznaky kryptosporidiozy jsou vodnatydpem spojeny siecemi v liSe, Ubytek
vahy, nevolnost, zvraceni a celkova slabost (CtiaeBarcia, 1991; MacKenzie a kol., 1994;
Mathieu a kol., 2004). Nespecifickymiipnaky mohou byt bolest swak hlavy, celkova
slabost a malatnost (Ramirez a kol., 2004). Symptomji podobné znaky jak wid, tak u
dosglych, akoli kryptosporididza protlana v raném &stvi mize mit trvaly vliv nalist a
vyvoj ditste (Mglbak a kol., 1997). Spatny imunitni stav jedi (HIV infekce, drogy,
transplantace, chemoterapie, rizikové sexualni tpegk piispivd  k chronické
kryptosporidiéze (Turkcapar a kol., 2002; Tappehka., 2006). Pacienti mohou tfp
prajmem trvajicim vice jak dva &sice a Bhem celé této doby dochazi k vazné dehydrataci a
podvyZiw pacienta vedouci az k jeho umrti (Farthing, 20602ikovou skupinu fedstavuji
déti a zamgstnanci v p&ovatelskych centrech, fariida zdravotni pracovnici (Fayer a kol.,
2000). Turisté se vystavuji nebezp@akazy pi cestach do rozvojovych zemi s vysokym
stuprém vyskytu infekce. Zdravi jedinci jsou schopni (g uzdraveni, délka trvani
piiznaki kryptosporididzy je 9-15 dni (Ramirez a kol., 2DORouze pedchozi vystaveni

parazitu vede k plné neliast&né imunizaci.

2.1.4. Kenos infekce

Oocysty kryptosporidii jsouipnaseny z jednoho infekiho hostitele na dalSiho vhodného
hostitele. MoZnostifienosu je #kolik. Jako jedna z moznosti je tdglad prenos zloveka
naclovéka griimym nebo neffmym kontaktem (Fayer a Xiao, 2007). Jako dal§zeme uvést
pienos mezi zvaty navzajem, dalerpnos ze zwete naclovéka, genos kontaminovanou
potravou a pitnou nebo uzitkovou vodou a také vaguysenos. \étSina lidskych infekci je

zpasobena zoonotickymienosem (Fayer a kol., 2000).

Prenos pomoci vody
Pro ¢lovéka predstavuje kontaminovana voda hlavni zdroj kryptosimvé infekce
vedouci ¢asto az k epidemiim (Ramirez a kol., 2004). &$téni pitné vody oocystami

kryptosporidii byvacasto zgisobeno silnymi desti, které v mnoha&ipadech zaficini



prosakovani odpadnich vod (Yamamoto a kol., 2008ko giklad nejrozsahlejSi epidemie
kryptosporididzy jetasto uvadn piipad Milwaukee, kde v roce 1993 bylo nakazeno jdke
400 000 obyvatel (MacKenzie a kol., 1995).

Prenos potravou

Vodni korySi pedstavuji spolehlivé biologické indikatory vodnigatogeri, protoze
filtruji velké mnozstvi vody a drobn#stice se usazuji v jejich zabrach (Fayer a kG002
OocystyC. parvum byly nalezeny v ugicich sebranych v oblasti Chesapeake Bay, v muslich
na polseZi Irska a v Ggicich z oblasti Galicie ve Sp&sku (Gomez-Bautista a kol., 2000).
Ackoliv zadny z &chto nalea nebyl spojen s epidemii kryptosporidiozy, opakavaimove a
bakterialni nemoci spojené s pojidanim syrovychy$orby mohly slouZzit jako varovani
(Graczyk a kol., 1999). Tepelna Uprava kdrys/ proto patré omezila riziko onemocmi
zpasobené vySe uvedenymi patogeny. OocyStyparvum byly dale nalezeny na povrchu
syrove zeleniny prodavané na trzistich KostarilgruPa Limy (Monge a kol., 1996). Zelenina
muze byt kontaminovdna hnojivem ze imdiho trusu nebo taktéZ kontaminovanou vodou
pouzitou @i zavlazovani. Jednim z vyraznych fakioktery gispiva k Steni €chto nakaz,
mohou byt i ne $liS pozitivni hygienické podminky mistnich farmdaktei kazdoden#

prichazeji se zeleninou do styku (Fayer a kol., 2000)

VzdusSny pienos

Smrtelnd respikani kryptosporidioza byla zaznamenana u imunokomfioyanych
jedinai s AIDS, malignimi lymfomy a jedinci s transplanamou kostni teni (Fayer a kol.,
2000). Ptaci jsou postihovani resgma kryptosporididozowastji nez savci (Ramirez a kol.,
2004).

2.1.5. Morfologie vyvojovych stadii

VSechna vyvojova stadia kryptosporidii jsou mala srevnani s ostatnimi isivnimi
vytrusovci. Oocysty jsou kulovitého az ovalnéhortyglné vysporulované o gmeéru 7,4 x
56 pum proC. muris a 5,0 x 45 um prcC. parvum (Morgan a kol., 1999). Kazda
vysporulovana oocysta obsahuje 4 sporozoity (berosgsty) a residuum, slozené z velkého
poctu malych granuli a kulovitych membranovych glob8lfiruktury jako mikropyle a polarni

cepicka, bEzneé se vyskytujici u kokcidii, nejsou u kryptosporigidzorovany (Fayer a kol.,



1986). S&na oocyst kryptosporidii je hladka, bezbarva, stezee 2 vrstev odtenych
tenkym prostorem (electron-lucent space) (O’ DoneghQ95).

Sporozoiti maji obechtvar pilmésice s lehce zagg@ittlym prednim a zaoblenym zadnim
koncem. V zadnéasti kazdého sporozoitu se nachazi jadro.

Trofozoiti jsou kulaté nebo ovalné formy oapréru 2—-2,5 um (Fayer a kol., 1986). Jsou
pirechodnou fazi od sporozbita merozoii k merontim. Trofozoiti a nasledujici vyvojova
stadia se nachazeji uvhparazitoforniho saku. Trofozoiti jsou dale chaeaisticti velkym
jadrem obsahujicim jadérko a absenci apikalnihogkexa, charakteristického pro sporozoity
a merozoity (Ditrich a kol., 2003).

Meronti typu | a Il jsou morfologicky neodliSitelnMaji tvar pilmésice se zaoblenym
piednim a zadnim koncem. Obsahuji jedno vezikul&dio, endoplazmatické retikulum a
mnoZstvi granuli. Podobnjako merozoiti kokcidii obsahuji wedni ¢asti organely jako
konoid, polarni prstenec, mikronema. Od kokcidiiliSeabsenci mitochondrii, mikropioa
polysacharidovych granuli (O'Donoghue, 1995).

Mikrogamonti jsou kratce Zijici sathstadia. Zralé mikrogamety maiji klinovy tvar, jsou
pokryty dvouvrstvou v&Si membranou, kterargkryva vnitni membranu apikalniho polu.
Na apikalnim polu se nachazi polarni prstenec (Fayel., 1986).

Casné stadium makrogamontu (s&instadium) je morfologicky neodliitelné od trofitZo

Makrogamonti jsou kulovité utvary obsahujici jedwelké jadro, endoplazmatické

retikulum a jsou obklopeny dvojtou membranou.

2.2. Hostitelska specifita

Hostitelska specifita parazitaquistavuje soubor hostitelkteré je dany parazit schopen
infikovat a ukowit v nich vyvojovy cyklus. Frozend hostitelska specifita je jednim ze
zakladnich znak odliSujicich od sebe jednotlivé druhy kryptospor{Xiao a kol., 2004). V
ramci rodu Cryptosporidium lze obect odliSit druhy s #iznou hostitelskou specifitou.
Zatimco rekteré druhy kryptosporidii se vyz&gi Sirokou hostitelskou specifitou a mohou
nakazit velké mnoZstvi hostite(C. parvum, C. ubiquitum), jiné se omezuji pouze na skupiny
hostitefi, jako jsou hlodavci neboi@zvykavci C. muris a C. andersoni) (Fayer a Xiao,
2008). Pro ovieni hostitelského spektra jednotlivych diud genotyp kryptosporidii se
pouZzivaji oocysty ziskané z jednohdirgzere infikovaného hostitele a jejich nasledny

experimentalni fenos na dalSi hostitelské druhy.



2.2.1. Platné druhy kryptosporidii a jejich hostitdé
Kryptosporidie savcu

Existuje nepeberna geneticka a biologicka diverzita el druhii kryptosporidii. Hlavnim
duvodem pr@ doslo k takovému nastu, je velky poet provedenych studii na toto téma.
Cryptosporidium muris Tyzzer, 1907

V roce 1907 Ernest Edward Tyzzer popsal prvokaiékie pozoroval v Zaludaich Zlazach
pouze u laboratornich mysSi (Tyzzer, 1907). Meraoisahuji 6 merozait kazdy s vlastnim
jadrem. Velikost oocyst je okolo 7,8 x Juf, prenos probiha fekada oralni cestou. VSechna
stadia byla nalezena v oblasti Zaltwieh Zlaz (Tyzzer, 1907). Tento druh infikujgepazré
hlodavce (kecky, sibitské veverky, mysSice, hraboSe). Dale infikoval daynarelbloudy,
kamziky, makaky a lidi (Xiao a kol., 2004). Expeemalré byl kmen RN66 fenesen na
druhy mySovitych, maiata, kraliky, psy a kiky (Iseki a kol., 1989).

Cryptosporidium andersoni Lindsay, Upton, Owens, Morgan, Mead, Blagburn, 2000
Tento druh infikuje Zaludek (slez) skotu a prodekapcysty morfologicky shodnéG muris
(Lindsay a kol., 2000). Oocysty jsou elipsovitélart, plré vysporulované bez sporocyst, o
velikosti 7,4 x 5,5um (Sréter a kol., 2000). Narozdil od oocgstmuris, oocysty tohoto
druhu neinfikuji inbredni ani outbredni mysi. Odgybyly dale nalezeny u zubra, velblouda,
bizona, imunosuprimovaného pacienta a experimehtifla infekce penesena na piskomily
(Sréter a kol., 2000).

Cryptosporidium parvum Tyzzer, 1912

Tento druh byl prvé nalezen u mysi. LiSil se o@. muris menSi velikosti oocyst a mistem
infekce. Cryptosporidium parvum se vyskytuje v oblasti kiktenkého seva. Infekce séasto
rozSkuje i do tlustého gtva. Oocysty jsou malé, ovalné o velikosti 5,0 % dn (Upton a
kol., 1985). Vice nez 150 driabsavd bylo identifikovano jako hostitelé druhD. parvum,
podle sodasnych molekularnich Udajse khem evoluce kryptosporidii vyvinula rozsahla
hostitelska adaptace (Widmer a kol., 2012). Takliis&jSi pojeti druhuC. parvum rozpadlo
na rekolik genotym, které byly prohlaSeny za samostatné druhy. Gendty- tradéni C.
parvum ma Siroké rozmezi hostitelvéetne kopytnika, hlodavd, primat a lidi (Widmer a
kol., 2012)

Cryptosporidium canis Fayer, Trout, Xiao, Morgan, Lal, Dubey, 2001

Kryptosporidie byly nalezeny ve vykalech appo celém sité. Oocysty odebrany od
prirozere infikovanych pg meiily 4,9 x 4,7um (Fayer a kol., 2001) a byly morfologicky
neodliSitelné od oocyst. parvum. Kryptosporidie z p& byly infekéni pro velbloudy, ale
narozdil odC. parvum nebyly infekni pro mysi. Na zakladschopnosti infikovatloveéka a



skot, a neschopnosti infikovat mysi, dale podle¢mgah genetickych rozdilod ostatnich
kryptosporidii, byl tento gvni parazit pojmenovéd. canis (Fayer a kol., 2001)
Cryptosporidium felis Iseki, 1979

Jedna se o druh kryptosporidii specializovany n&kkoPresto je infekni pro skot, mySice a
clovéka (Iseki, 1979). Oocysty jsou morfologicky podolihé parvum. Infekéni pro
imunokompetentni i imunodeficitni jedince (Mtambka., 1996).

Cryptosporidium wrairi Vetterling, Jervis, Merrill, Sprinz, 1971

Strevni druh specializovany na ndata. Parazit byl pozorovan pouze u didé (Xiao a kol.,
2004). Infekce neni spojena sijpnem nebo se zjevnymi znamkami kryptosporididézyyzm
s enteritidou (Vetterling a kol., 1971). Oocysty niotogicky podobnéC. parvum o velikosti
5,4 x 4,6um (Tilley a kol., 1991).

Cryptosporidium hominis Morgan-Ryan, Fall, Ward, Hijawi, Sulaiman, Fayer,
Thompson, Olson, Lal, Xiao, 2002

Strevni druh infikujici pevazr ¢lovéka. Morfologicky identicky druh €. parvum, oocysty o
velikosti 5,2 x 4,7um. Narozdil odC. parvum, C. hominis neni infekni pro mysi, krysy,
kocky, psy a skot (Morgan-Ryan a kol., 2002). DalSpiirozenymi hostiteli jsou opice,
jehnata, mora indicky. Experimentala byl druh genesen na gnotobioticka prasata (Akiyoshi
a kol., 2002). Prgloveka je velmi virulentni &asto je fivodce epidemii fenasenych pomoci
vodnich zdraj.

Cryptosporidium suis Ryan, Monis, Enemark, Sulaiman, Samarasinghe, Readduddle,
Robertson, Zhou, Thompson, Xiao, 2004

Diive ozng&ovana jako pig genotype | (Morgan a kol., 1998)ntdedruh neni infedni pro
mySi a obtiza infikuje skot (Enemark a kol., 2003). Byl zaznamenu girozers
infikovanych prasat. Tento druh je vcelkéZhy, ale nezfsobuje klinické piznaky (Enemark
a kol., 2003).

Cryptosporidium bovis Fayer, Santin, Xiao, 2005

Tento druh byl ozn@mvan jakoCryptosporidium genotype bovine B (Xiao a kol., 2002).
Morfologicky jsou oocysty neodliSitelné od oocyatparvum, narozdil od nich ale neinfikuji
BALB/c mysi ani jelata (Fayer a kol., 2005). Molekularni data ukazap@sSieni tohoto
druhu u odstavenych telat (Fayer a kol., 2005).

Cryptosporidium fayeri Ryan, Power, Xiao, 2008

Druh byl identifikovan jakoCryptosporidium marsupial genotype |. Jeho oocysty jsou

neodliSitelné od oocy€t. parvum vyizolovanych z klokana rudého (Ryan a kol., 200@&nto



druh je geneticky blizceifbbuzny american opossum genotype |, a jeho hastieldstavuji
vylu¢né vatnatci (Fayer, 2010).

Cryptosporidium ryanae Fayer, Santin, Trout, 2008

Pavodre uréeny jakoCryptosporidium deer-like genotype (Xiao a kol., 2002). Nebyl njikd
nalezen u jelenovitych, ale byl po nich pojmenodiky sekvenci SSU rRNA, ktera byla
velmi podobna deer genotypu (Xiao a kol., 2002)yptosporidium ryanae ma nejmensi
oocysty mezi kryptosporidiemi sav@,9—-4,4um x 2,9-3,7um. Infikuje vyluné skot (Fayer,
2010).

Cryptosporidium macropodum Power, Ryan, 2008

Druh Cryptosporidium macropodum byl popsan na zéklgdoocyst vyizolovanych z trusu
klokana obrovskéhoMacropus giganteus), nerozeznatelnych o@. parvum, C. hominis, C.
suisaC. canis (Power a kol., 2008). Dru@. macropodum byl nalezeru klokana obrovskeého,
klokana bazinnéhoWallabia bicolor), klokana rudéhoMacropus rufus) a klokana velkého
(Macropus fuliginosus) (Power a kol., 2008).

Cryptosporidium ubiquitum Fayer, Santin, Macarisin, 2010

Druh Cryptosporidium ubiquitum, diive nazyvanyCryptosporidium cervine genotype byl
nalezen u divoce Zijicich i domestikovanydr4vykavda, hlodavdé, masozravi, dikobrazi a
primath v¢etrg ¢lovéka (Fayer a kol., 2030 Druh je celosstové rozsfen a je infekni pro
celoufadu savt, je nefastjSim druhem kryptosporidii nalezenym ve vodnictogdh (Xiao
a kol., 2000, 2006). Na zakladnorfologickych, molekularnich a biologickych datl bento
kosmopolitni parazit, den jako samostatny druh.

Cryptosporidium scrofarum Kva¢, Kestranova, Pinkova, Kwtonova, Kalinova,
Wagnerova, Kotkov4, Vitovec, Ditrich, McEvoy, Stengr, Sak, 2013

Druh byl pivodre urcen jakoCryptosporidium pig genotype Il, fevazuje u dosfych prasat
a geograficky se vyskytuje po celémégyv Oocysty C. scrofarum jsou morfologicky
neodliSitelné odC. parvum. Roznéry oocyst se pohybuji v rozmezi 4,8—-@@ x 4,2-5,3um
(Kvé&e a kol., 2013). Oocysty of. scrofarum ziskané z firozerg infikovanych prasat jsou
infekéni pro 8 tydii stard prasata, nejsou inéek pro prasata stara 4 tydny (Kva kol.,
2013). DruhCryptosporidium scrofarum nebyl infekni pro dosplé SCID mysi, dosgé
BALB/c mysi.

Cryptosporidium xiaoi Fayer, Santin, 2009

Tento novy druh byl popsan u ovci ze Siska, Tuniska, Velké Britanie a USA. Oocy&ly
xiaoi, diéive ozn@&ované jako Cryptosporidium bovis-like genotype. Oocysty ziskané

z prirozere infikovanych ovci byly infekni pro jeliata (Fayer a kol., 2009). Oocysty tohoto



druhu jsou podobn€. bovis jen nepatré mensi o rozrrech: 3,9 x 3,4um (Fayer a kol.,
2009). OocystyC. xiaoi nejsou infekni pro BALB/c mySi. Na zaklad morfologickych,
molekularnich a biologickych udajpyl tento celosstové rozSteny parazit rozpoznan jako
novy druh.

Cryptosporidium tyzzeri Ren, Zhao, Zhang, Ning, Jian, Wang, Lv, Wang, Arravood,
Xiao, 2012

Druh drive nazyvanyC. parvum mouse genotype |. Oocysty tohoto druhu maji rogm
priblizné: 4,6 x 4,2um a jsou nepatthmensi nez oocystg. parvum (Ren a kol., 2012).
Oocysty nejsou infalni pro jelata a telata, druh je celagoveé rozsten.

Cryptosporidium viatorum Elwin, Hadfield, Robinson, Crouch, Chalmers, 2012

Tento novy druh byl wen mezi turisty Velké BritAnie s gastrointestinalnipiiznaky
choroby, kté navstivili Indicky subkontinent. Epidemiologielayu €chto gipadi odliSna od
epidemiologie jinych druln nagiklad Cryptosporidium parvum a Cryptosporidium hominis.
Symptomy zahrnovaly gmy, bolesti llicha, nevolnost, zvraceni a htke (Elwin a kol.,
2012).

Cryptosporidium cuniculus Inman, Takeuchi, 1979

Cryptosporidium cuniculus byl pavodre nalezen v tenkémisie kralika a byl zdazen mezi
lidské patogeny. Byl {jwvodcem vodni epidemie v Northamptonshire ve Velké
Britéanii. Klinickymi ptiznaky se nelisi od jinych drimapadajiciclloveka.

Cryptosporidium pestis Slapeta, 2006

Tento druh byl utovan jako C. Prarvum bovine gynotyp. Nachazi ssnkém stewe skotu.

Kryptosporidie ostatnich obratlovci

Kryptosporidie byly zaznamenany u vice nez 30 drytaki. Druhy Cryptosporidium
meleagridis, Cryptosporidium baileyi a Cryptosporidium galli jsou schopny infikovat velké
mnozstvi ptéich druhi, ale liSi se mistem infekce (tabulka 1) (Xiao &,ka004).Dale byly
kryptosporidie nalezenyiiplizné¢ u 80 druli hadi, jeS€ri a zelv (Graczyk, 2008). Jsou
rozpoznany dva druhy kryptosporidii plaZCryptosporidium serpentis — Zaludéni parazit a
Cryptosporidium varanii - stevni parazit (Fayer, 2010). Plazi, speatahadi, jsou skupina
nejvazigji postizena kryptosporididézou, infekce bywasto chronické povahy (Xiao a kol.,
2004).
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Tab.1: Seznam platnych driukryptosporidii pla#, ptak, obojzivelniki a ryb

DRUH HOSTITEL LOKALIZACE

C. fragile Jirka a kol., 2008 obojzivelnidi Zaludek

C. serpentis Levine, 1980 plazi Zaludek

C. varanii Pavlasek a kol., 1995 plazi Zaludek, tenkéwsi
C. baileyi Current a kol., 1986 drabez bursa Fabricii

C. galli Pavlasek, 1999 ptaci Zlaznaty Zaludek
C. meleagridis Slavin, 1955 ptaci tenké sevo

C. cichlidis Paperna a kol., 1996 ryby Zaludek

C. molnari Alvarez-Pellitero a Sitjad-Bonadilla, 2002 ryby Zadk, tenké gevo
C. reichenbachklinkei Paperna a kol., 1996 ryby Zaludek

C. scophthalmi Alvarez-Pellitero a kol., 2004 platys ravo

2.2.2. Fylogeneze kryptosporidii

Studie dokazuji existenci hostitelské adaptaceevdloci parazita s hostitelem vijpehu
evoluce kryptosporidii. 8vni a Zaludéni druhy kryptosporidii tvid jednu monofyletickou
skupinu (Xiao a kol., 2004). Paraziti ptafC. ducismarci, C. serpentis, C. varanii) tvori
bazalni ¥tev a tSina parazit savd je recentnich (Xiao a kol., 2002). Genetickybpzné
druhy kryptosporiditasto napadajitffbuzné druhy hostitél(Xiao a kol., 2004). To dokazuje
blizkd gibuznost kryptosporidii  vyizolovanych ze severodokgch — vanatdi
s kryptosporidiemi vyizolovanymi z australskych¢matal (Xiao a kol., 2004). Zavodu
nedostatku fosilnich zazn@ma nepesnosti molekularnich hodin vymezit dobu evaiigh
zmen, je obtizné wit vznik rodu Cryptosporidium (Carreno a kol., 1999). Nicmén
kryptosporidie tvéi sesterskou skupinu s gregarinami (paraziti bestlmh), coz nazriaje
velmi ¢asné oddleni od zbytku skupiny Apicomplexa (Carreno a k&P99).Casny vznik
kryptosporidii je podporovan i malou genetickou &eahosti (0,38%) mezi kryptosporidiemi
australskych a americkych dreatai, kteri byli odcleni pred vice nez 50 miliony let v
dusledku kontinentélnimu driftu (Xiao a kol., 2002} ryptosporidium baileyi a ostatni
kryptosporidie infikujici kachny a husy jséazeny na bazalni pozicirevnich kryptosporidii.
Cryptosporidium meleagridis je taxonomicky na stejné Urovni jakoétSina savich
kryptosporidii, a je blizceffbuznaC. parvum, C. hominis, C. wrairi (Xiao a kol., 2002)
Z toho vyplyva, ZeC. meleagridis miZe byt savi kryptosporidie naslednpiizpisobena na
ptadky. Hostitelska adaptace je typicka priewti kryptosporidie savic(Xiao a kol., 2000).
Mnohé z nich byly #ive povazovany za drus. parvum. V mnohem mensim rozsahu se

hostitelska adaptace vyskytuje i u diuhfikujicich plazy a ptaky.
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2.3. Kryptosporidie a kryptosporiddza hmyzoZravé

HmyzozZravci je fylogeneticky stary sdviad, ktery je povazovan za vyvojovy zaklad
ostatnich placentalnich sav¢Riley a kol., 2005). ¥Sinou jsou drobni s protahlou lebkou
a malou mozkovnou, jednoduSe stagm mozkem s velkymgichovymi laloky. Jednim
z primitivnich znak je uplny chrup sloZzeny z velkého qho (26—48) Spiatych a tvaro¥
podobnych zub (Riley a kol.,, 2005). Zivi se hla¥n bezobratlymi Zivéichy
a drobnymi obratlovci. Orientuji segvazré pomocicichu a hmatu, &kteri maji vyborny
sluch. Slabsi zrak souvisi gepladajici noni aktivitou. Do této skupiny pét ¢eledi
Stetinatcoviti (Solenodontidae), jezkoviti (Erinacesla rejskoviti (Soricidae) a krtkoviti
(Talpidae).

2.3.1. Rejskoviti

Tato ¢eled” obsahuje 310 druih Zijicich kosmopolitéa krome¢ Austrédlie a J. Ameriky
(Dungel a Gaisler, 1951). ébzubka nejmenSi Quncus etruscus) je povazovana za
nejmensiho savce (Jelinek a kol., 2005). Jedingi im&@vu protaZzenou do dlouhého ryga,
orientuji se hlavé pomocicichu a sluchu. Dokonce mohou vydavat ultrazvukogaay.
Ukryty si vyhledavaji pod zemi. Sgebuji velké mnoZzstvi potravy, Zivi se hlavn
bezobratlymi Ziveichy, rekdy se u nich vyskytuje kanibalismus (Amd, 2000).
Pachnoucimi vyrBky Zlaz si vymezuiji teritorium &ste&né se jimi chrani proti predatiom
(Jelinek a kol., 2005). Jsou néachylni k ekologickgménam afada z nich je zakonem
chraréna.

Kryptosporidie byly nalezeny u rekz centralni ¢asti Velké Britanie v oblasti
Warwickshire a na severovychodpartiska v oblasti Katalanska (Torres a kol., 2000,
Sturdee a kol., 1999Ve velké Britanii byly mikroskopicky detekovanyaysty v trusu
rejska obecnéhoSprex araneus) a rejska maléhoSprex minutus). Na zaklad morfologie
oocyst byly detekovany druhy. parvum a C. muris, nicmér nebyla provedena molekularni
determinace druhu/genotypu (Chalmers a kol., 198itdee a kol., 1998).

V oblasti Katalanska byly kryptosporidie detekovanyl4,8 % (13/88) dozubky tmavé
(Crocidura russula) (Torres a kol., 2000). Na zékkadnorfologické charakteristiky byly
oocysty uteny jakoC. parvum (Torres a kol., 2000). Nebyl zji&t Zzadny zjevny vztah mezi

kryptosporidiovou infekci a pohlavim nebékem zviat.
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2.3.2. Krtkoviti

Krtkoviti jsou pizptisobeni k podzemnimu Zivotu. Maji mohutné lopatovi@dni
koncetiny s mohutnymi drapy, hladkou hustéernou srst, dlouhy rygék, na jehoz konci se
nachazi hmatové&liska (Smrz a kol., 2004). Chybi usni boltce. Mejaviratelné zvukovody
a drobné &. Rozsfeni jsou v holarktické oblastiv ptu asi 42 druf (Andéra, 2000).
V ceské faun je celed’ zastoupena druhem krtek obecmg@lpa europaea). Nejsou zadneé

zaznamy o vyskytu kryptosporidii u zasttpgétoceledi.

2.3.3. Jezkoviti

JeZkoviti jsou néni jedinci, maji pesiky narbe€ a boku éla premenény v ostny. Ostny
jsou tvaeny houbovitym zakladem a &8i keratinovou slupkou (Riley a kol., 2005).
Podkozni svalovy vak umaaje svinuti ¢la. Zimu geckavaji v hibernaci. Na&siné naseho
Uzemi Zije Jezek vychodniErinaceus concolor) (Smrz a kol.,, 2004). Jezek zapadni
(Erinaceus europaeus) je situovan do zapadni Evropy. JezéemASiiadu zoonotickych
chorob (tabulka 2; Riley a kol., 2005).

Tab. 2: RPehled mivodal zoonotickych infekci fenasenych jezky

Bakterialni Protozoarni Virové Mykotickeé
Salmonella spp. Herpesvirus  Trychophyton
Potvrzené Yersini mentagrophytes
zoonoticke ersinia Arboviry
nemaoci . Cryptosporidium
prenagené | Pseudotuberculosis Microsporum
jezk . :
Jezky Mycobacterium Lyssavirus sPp
marinum
Chlamydia psittaci Tahyna-Virus
Potencialni Coxiella burnetii Flavivirus
zoonotickée Toxoplasma Nairovirus Candida
nemoci gondii albicans
pienasené - . o
jezky Yersinia pestis Bhanja virus
Paramyxovirus
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Jezek zapadnE¢inaceus europaeus) a jezek vychodniBrinaceus concolor) jsou chrasna
divoka zvfata, ktera se dostanou k vetefimd z riznych divodi (zraréni, podvyziva).
Mlad’ata jezKi narozena na konci léta lid@sto odnaSi do zachrannych stanic. Tito jedinci
maji nedostatek tukovych zasob a nemohou protorhghat (Andra, 2000). Po f@zimovani
ve stanicich jsou nasledujici jaro vypumstzpst do grirody. Zpravy o molekularni detekci
kryptosporidii vyizolované ze stolice jaZisou vzacné (Dyachenko a kol., 2009).

2.3.3.1. Vyskyt a prevalence kryptosporidii u jezi

Prvni gipady kryptosporidiézy jeZk zahrnuji smrtelnou infekci juvenilniho jedince
(Alteretrix albiventris) umistného v zoo v Baltimore (Graczyk a kol., 1998) atlamrtelnou
infekci dosglé samice jezka zapadnih&ri{naceus europaeus) (Meredith a kol., 2009),
nicmére druhy/genotypy zfsobujici tyto infekce nebyly identifikovany.Pripady
kryptosporididézy u jeZkdrinaceus europaeus byly dale potvrzeny v zachrannych stanicich
Némecka na jelomu let 2007/2008, dale vroce 1999 v centrélasti Velké Britanie
v oblasti Warwickshire a v roce 2002 u jednoligpadu z Danska (Dyachenko a kol., 2009;
Sturdee a kol., 1999; Enemark a kol., 2002).

V oblasti Warwickshire byli testovani 4 jeZci, ptiwita ¢inila 25%, podle mikroskopické
analyzy se jednalo o druB. parvum. Ze 188 jedint ze z&chrannych stanicédecka bylo
29,8 % pozitivnich na kryptosporidie, podle mikroplcké a molekularni analyzy se jednalo
0 3 genotypy druhtC. parvum Vlla A21R10, llc A5G3, lla A19G1R1. Déle zde byly
nalezeny oocysty druihlsospora spp. aCapilaria spp. Molekularni analyze byl podroben i
jeden vzorek jezka z Danska, byl identifikovan j&kcerinacei AF469174 (Enemark a kol.,
2002).

2.3.3.2. Klinické griznaky kryptosporididzy jezkia

Studie pojednavaji o fipmoveém onemockni u jedind pozitivnich na kryptosporidie
(Graczyk a kol., 1998; Meredith a kol., 2009), n@ahdruhy/ genotypy kryptosporidii
zpasobujici pijmova onemoceni nebyly identifikovany. Mezi hlavniifznaky postihujici
jezky s kryptosporididzou piétslabost, letargie, sniZzena €Hujidlu a vodnaty pijem
(Dyachenko a kol., 2007). Mezi nespecifickymiizmaky se objevily hemoragickyijem
a polydipsie (Meredith a kol., 2009).
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2.3.3.3. Patogenita kryptosporidii infikujicich jeky

Pripad amrti mlaste jezka afrického(Alteletrix albiventris) je prvni zaznam stvni
kryptosporidiézy hmyzoZzravc (Graczyk a kol., 1998). Tento jedinec byl chovarzajeti
v zoo Vv Baltimore, kde byl nalezen mrtev bezjgich giznaki nemoci, pouze s nafouklym
Zaludkem (Graczyk a kol., 1998). Vroce 2009 bykrmamendn prvni smrtelnytipad
kryptosporidiové infekce u dosig samice jezka zapadnihBr{naceus europaeus) chované
v zajeti v zachranné stanici ve Velké Britanii. &iréce se z&ala projevovat letargie a snizena
chw kjidlu a po ®kolika tydnech byl u jeZka diagnostikovan hemorkgiconijem
a polydipsie (Meredith a kol., 2009).

Patologie

Jezek africky Alteletrix albiventris) byl podroben pit¥, kde se zjistilo, Ze cely zaZivaci
trakt byl naplgn ¢irou tekutinou (Graczyk a kol., 1998). Ve tkani &ypod s¥telnym
mikroskopem viditelna vyvojova stad@@ryptosporidium sp.(Graczyk a kol., 1998Slezinna
tkai vykazovala extramedularni hematopoezi a ubytekcbikrvinek (Graczyk a kol., 1995).
V oblasti l&niku byl gitomen extréemni p@t vyvojovych stadiiCryptosporidium sp.
(Graczyk a kol., 1998)Vyvojova stadia kryptosporidibyla v niz§im pétu péitomna
i v oblasti kyelniku a tréniku (Graczyk a kol., 1998). Vice nez 75% epitdldmburék
z oblasti l&niku bylo napadeno patogenem, byla objevena atidké v oblasti l&niku
i kycelniku (Graczyk a kol., 1998). Slizmi hyperplazie postihla oblast ¢rdku (Graczyk
a kol., 1998).

Priznaky u samice jezka zapadniho byly stejného &tema jako u jezka afrického.
Zazivaci trakt byl napbn ¢irou tekutinou a malym mnoZstvim hlenu v distalasti tenkého
a tlustého seva (Meredith a kol., 2009). V zazivacim traktu ylabnalezena zadna krev
(Meredith a kol.,, 2009). Byla provedena bakteridkiltivace ze siny latniku, ktera
neprokazala zadnéisvni patogeny (Meredith a kol., 2009). Histopatatk§ vySeteni
lacniku a kyelniku ukdzalo znmy paiet malych okrouhlych bazofilnich organigm
typickych pro kryptosporidie, nachazejicich se marphu lumenu enteroayt(Meredith
a kol., 2009). Oblast kelniku byla postizenattkou atrofii klki (Meredith a kol., 2009).
Makroskopické a histopatologické nélezy byly podblméleim v pripadu jezka afrického
(Alteletrix albiventris). Distenze celého zaZivaciho traktu s obsatiegrtekutiny, atrofie klk

v kyc¢elniku a l&niku, nalez oocyst v téaiku taktéz odpovidarpdchozimu fipadu.
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Imunitni odpovéd’ na infekci

Na povrchu lumenu enterodybyl pritomen zvySeny pet lymfocyti, makrofag, Zirnych
burgk a neutrofii (Meredith a kol., 2009). Ve sliznici taiku byl pouze mirny vaist paitu
makrofagi, plazmatickych buwk a lymfocyti (Meredith a kol., 2009). Mezenterické
lymfatické uzliny byly z¥tSené a obsahovaly velky qa plazmatickych butk v kortexu
i dieni (Meredith a kol., 2009). Germialni jadra bylal& ale poetna. Visceralni pleura
(poplicnice) byla zhugha a obsahovala fibroblasty, makrofagy¢kalik lymfocyti
a plasmatickych butk (Meredith a kol., 2009).

VySetreni

Vzorky byly zpracovany Merifluor testem pro ¢eni druhu kryptosporidii a giardii
a nasleda fluorescetini mikroskopii (Graczyk a kol., 1995). Podle intéynAluorescence
(4+) byl ugen typ vyvojovych stadii parazita jakiryptosporidium parvum (Graczyk a kol.,
1995) Zavazna kryptosporididlni infekce vyvolala patotdg zngény vedouci az k amrti
jedince. Patologické zény a &k mrtvého jeZka naziaje, Zze neSlo o chronickou infekci,
projevujici se na chovani jedince.cidliv vyvojova stadia kryptosporidii nalezena ve
sttevech jezka reagovala pozitivrv Merifluor testu pro detekcC. parvum, neprolhlo
konené stanoveni druhu. DalSi testy by poskytly oddbweda se nejedna o jiné sadruhy
kryptosporidii nepenosné nélovéka (Meredith a kol., 2009).

V piipact samice jezka zapadniho byly pozorovarizmaky chronického z&tu, ktery
mohl jedince predisponovat ke kryptosporidioze (dith a kol., 2009).

2.3.3.4. Druhy a genotypy kryptosporidii infikujicich jezky

Molekularnimi metodami bylo dosud vyEemo pouze 12 vzobktrusu jezka zapadniho.
Metodou nested PCR-RFLP (SSU rRNA) byly vSechnyrkyaetekovany jakdC. parvum.
Subtypizace (GP60) prokazalakazalitgmnost 3 tiznych subtyp C. parvum. Pt vzorki
bylo shodnych s llc subtypovou rodinou, 1 vzorekhmmologicky s Ila subtypovou rodinou.
Ostatnich 6 vzork piredstavovalo sekvence s nizkou identitou k jiz zmamsgkvencim GP60.
Tyto nové GP60 sekvence bylycany jako nova Vlla subtypova rodinaeplstavujici
genotyp, ktery je geneticky a biologicky odliSnywech pedchozich druinkryptosporidii se
specializaci na jezky. Pouziti dalSich maiikeahrnujicich gen kddujici aktin a gen kodujici
HSP70 (70 kDa heat shock protein) potvrdilo identizorki k C. parvum a vysoky stupi

odliSnosti mezi izolaty nalezici ® parvum bovine lla a Vlla subtypu (Dyachenko a kol.,
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2009). Nicména publikace Lv a kol., 2009#Fadila GP60 sekvendéryptosporidium wrairi
také do subtypové rodiny VII. Laatamna a kol., 2@B®rhl pokrgovat v subtypové rodin
VIl pro C. wrairi a predstavilnovou subtypovou rodinu XIll, pr@ryptosporidium hedgehog
genotype. Cryptosporidium hedgehog genotype adaptovany na jezky je geneticky,
morfologicky a biologicky odliSny od ostatnich papgch druld kryptosporidii, proto bylo
navrhnutoradit tento genotyp mezi samostatné druhy pod nazweptosporidium erinacei
(Kv&e a kol., 2014h)

Jeden vzorek jezk&rinaceus europaeus z Danskas priznaky vodnatého gymu byl
podroben molekularni analyze pro detekci kryptosjlio(Enemark a kol., 2002Metoda
PCR-RFLP pro gen kédujici proteirgésy oocyst (COWP) wila novy druhCryptosporidium
erinacel specializovany na jezky (AF469174) (Enemark a K&iQ2).

2.3.3.5. Zoonoticky potencial kryptosporidii frenadsSenych jezky

Zoonoticky potenciaCryptosporidium erinacel neni dosud pkprozkouman, nicmeénbyl
zjistén vyskyt tohoto druhu wlovéka vCeské Republice, hospitalizovaného twaidu
gastroenteritidy (Kva a kol., 2014a). Jedinec netfzadnou chorobou narusujici imunitu a
nebyl u kho prokdzan vyskyt Zadné jiné bakterialni, viroebm parazitarni infekce (Kva
kol., 2014a). Intenzita infekce, klinick&ipnaky a konzistence stolice jsou podobné dalSim
piipadim lidské kryptosporidiézy ZAisobené druhyC. parum a C. tyzzeri (Kvas a kol.,
2014a). Dale byl vyskyC. erinacei potvrzen u arabskych koni v Algerii (Laatamna &,ko
2013). Tento vyskyt naztaje, Ze hostitelska specifita tohoto druhu &S nez se
piedpokladalo. Zdroj infekce v oboutipadech neni zndm. Je mozné, Ze tento dnterbyt
pirenasen fimo, pomoci infikovanych potravin a vody, nicrgénejsou Zadné informace,
které by potvrdily jeho zisob genosu (Kvé a kol., 2014b). Jeden izol&. parvum se
zoonotickym potencialem igazeny k subtypové rodinla (IlaA19G1R1), byl detekovan u
jedince ze zachranné stanice &Mecku. Subtyp llc donedavna pozavzovany ¢rsté
antropogenni byl préndetekovan u jeZkv Némecku, z geograficky vzdalenych zachrannych
stanic (Dyachenko a kol., 2005).
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. Cile prace

Zpracovat kriticky literarni reSerSi o tématu
Pomoci molekularnich metod detekovat kryptosponei@zorcich trusu jezk
Popsat morfologii exogennich vyvojovych stadii kogporidii infikujicich jezky

Experimentala owiit infektivitu kryptosporidii infikujicich jezky pr dalSi hostitele
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4. Material a metodika

4.1. Material

Vzorky trusu jeZk byly sbirany v letech 2010 az 2011 a pochazelywenilnich i dosplych

jezkia. Celkem bylo odebrano 405 vzdriod 15 domacich i dovokych zaf, ktera byla

hospitalizovana zdkolika lokalit v Brre. Vzorky trusu byly uchovany v plastovych nadobach

v 2,5% dichromanu draselnéri peplot 4—6°C.

4.2. Detekce kryptosporidii v trusu

VSechny odebrané vzorky byly mikroskopicky vygely na pitomnost oocyst kryptosporidii

v trusu pomoci koncenitaich a barvicich metod.

4.2.1. Barveni oocyst kryptosporidii anilin-methylvioleti (Milac¢ek et

Vitovec 1985)

Pouzité roztoky:

Roztok anilin-karbol-methyl-violeti
0,6 g methyl violeti

1 ml anilinu

1 g fenolu

30 ml 96% alkoholu

70 ml deionizované vody

Roztok tartrazinu

1% roztok tartrazinu v 1% kysetiroctové

Kyselina sirova

2% kyselina sirova

Pracovni postup:

1. vzorek trusu nét na podloZni sklo, fixovat methanolem v plameni
2. barvit roztokem methylvioleti po dobu 30 minut

3. oplachnout proudem vody

4. natr diferencovat v kyselihsirové po dobu 1-2 minuty
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5. oplachnout proudem vody
6. dobarvit tartrazinem po dobu 1-2 minuty
7. oplachnout proudem vody, nechat zaschnout

Vzorky byly prohlizeny sgtelnym mikroskopem i zvétSeni 1000x za pouZziti imerzniho

oleje. Oocysty majitzovou az fialovou barvu, pozadi se barvi do zelena.

4.2.2. Koncentrani metoda

Je zaloZena na principu pouziti flwéch roztok, které maji vy3Si specifickou hmotnost nez
bézné parazitické utvary. P zpracovani vzorku se oocysty kryptosporidii vidiid a
zkoncentruji se v povrchové blance.

Pouzity roztok:

Sheatelv roztok: 259 ml vody; 405 g cukru; 7,29 g fenolu

Pracovni postup:

. vzorek trusu o hmotnosti cca 1 g zhomogenizewetdou

. zhomogenizovany vzorekegredit ges buntinu do 10 ml zkumavky
. centrifugovat 5 minutip13509g

. slit supernatant, aby nasdrkumavky zstal sediment

. do zkumavky se sedimenteifidat cca 2 ml Sheatherova roztoku a homogenizovat

. doplnit zkumavku Sheatherovym roztokem 1 cm qkrdj

N o 0o B~ WN P

. centrifugovat 5 minutip13509g

(o]

. pomoci kléky odebrat ze zkumavky povrchovou blanku i@ngst na podlozni skko
(alespa 3x)

9. prekryt krycim sklékem bez vzniku vzduchovych bublin
10. mikroskopicky vySéit pii zvétSeni 100 az 400x

4.3. Purifikace oocyst
Vzorek trusu pozitivni naiftomnost oocyst kryptosporidii byl roZmén v tteci misce a
pieveden fes sito do 10 ml zkumavky a centrifugovain p350 g po dobu 20 minut a

supernatant odsan. Naslédhyl sediment obsahujici oocysty kryptosporidiecsten na
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sachar6zovém gradientu (Arrowood a Sterling, 1987cesium-chloridovém gradientu
(Arrowood a Donaldson, 1996).

4.3.1. Sachar6zovy gradient (Arrowood a Sterling,987)
Pouzité roztoky:
Sheatelv roztok: 259 ml vody; 405 g cukru; 7,29 g fenolu

1% PBS Tween: do 1 | PBSigat 0,5 ml Tween 20

pracovni Sheaterovy roztoky: 1+2 (1 dil Sheaterozéoku + 2 dily PBS Tween)
1+4 (1 dil Sheaterova roztoku + 4 dily PBS &m)e
Pracovni postup:

. vzorek trusu homogenizovat wedi misce aigcedit pes sitko

. havrstvit sacharézovy gradient 30 ml roztoku2; 80 ml roztoku 1 + 4; 15 ml vzorku
. centrifugovat 30 minutipl370g

. 0dsét supernatant disté zkumavky

. doplnit objem deionizovanou vodou

. centrifugovat 20 minutip1370g

. 0dsét vodni vy&vou polovinu supernatatu a doplnit objem deionizmavodou

. krok 6 a 7 opakovat 3x

© 00 N O o A WDN P

. purifikované oocysty kryptosporidii (sedimenthovavat ve trépii 4 °C

4.3.2. Cesium-chloridovy gradient (Arrowood a Donalson, 1996)
Pouzité roztoky:

CsCl cesium chloridovy roztok: 21,07 g CsCl + 100destilované vody

PBS: 0,025 M PBS; pH=7,2

Pracovni postup:

1. oocysty peciStené na sachar6zovém gradientu centrifugovat 10 npindi450g
2. sediment rozmichat v PBS

3. do 2 ml zkumavky napipetovat 1ml CsCliaystvit 0,5 ml suspenzi

oocyst v PBS

4. centrifugovat 3 minutyip16 000g

5. na rozhrani CsCl a PBS jsou koncentrovany ogcyst

6. odebrat prstenec obsahuijici oocystyidt® zkumavky, niazdit PBS
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7. centrifugovat 3 minutyip16 000g

8. odebrat supernatant a pelet rozmichat v PBS

9. centrifugovat 3 minutyipl16 000g

10. odebrat supernatant, pelet rozmichat s asu2@®BS
11. oocysty uchovavatipt °C v PBS

4.4. Morfometrick& analyza oocyst

Pro morfologickou analyzu byly pouZity oocysty zek z gti piirozerg infikovanych jezk.
Vzorky trusu jezk byly purifikované pomoci sachar6zového a nasiesisium chloridového
gradientu. Z kazdého vzorku bylo #w®ano 50 oocyst. Oocysty byly vZdy Zfeny v nativnim
stavu (diferencialni interferéni kontrast). U kazdé oocysty byla &fmna délka a #ta a byl
vypocten index tvaru. Pro morfologickou analyzu byla At digitalni analyza obrazu,
software M.I.S. QuickPHOTO Pro, fotoaparat Olymimmedia C-5060WIDEZOOM, 5.1
megapixeh a mikroskop Olympus IX 70.

4.5. Molekularni analyza
VSechny vzorky, mikroskopicky pozitivni i negatiyibiyly vySeteny na pitomnost
specifické DNA kryptosporidii pomoci nested PCR.I&kollarni analyzy byla provedena pro

vSechny izolaty v triplikatu.

4.5.1. 1zolace DNA
Extrakce DNA z trusu byla provéda pomoci komeéniho kitu PSP Spin Stool DNA
Kit (Invitek).

Pracovni postup:

1. do mikrozkumavek (Safe Lock Tube; 2,5 miidat asi 200 mg trusu, sklemeé kuliky (2
0,5 mm)

2. pidat 1,2 ml Lysis Buffer P, zvortexovat

3. provést rozbijeni oocyst pomoci homogenizatdFASTPREP®-24 Instrument MP
Biomedicals, Solon, OH, USA) 1 minutdi pychlosti 5,5 m/s

4. dalSi kroky byly provedeny dle navodu poskythotgyrobcem

4.5.2. Polymerazové&etézova reakce (PCR)
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Pro identifikaci kryptosporidii ve vzorcich bylayota metoda nested PCR za pouZiti radov
specifickych primek amplifikujicich variabilni Usek genu kédujiciho lmaribozomalni
podjednotku (SSU rRNA) a gen kéduijici proteignstoocysty kryptosporidii (COWP). Gen
kodujici 60 kDa glykoprotein (GP60) byl pouzit pr@geni subtypu kryptosporidii (Jiang a
kol. 2005; Alves a kol., 2003; Spano a kol., 199bjem reakni snesi pro jednotlivé
polymerazové reakce byl 20 (viz. Tab. 3, 4 a 5).

Chemikalie:

« deoxyribonukleosid trifosfaty (200 uM dNTP’s, i roztok, Top-BioCR)
« 10x koncentrovany pufr pro Taq purple DNA poly#é®r (Top-BioCR)

« Taq purple DNA polymeraza (1 U/ul, Top-BioR)

« PCR H20 (Top-BioCR)

« MgCl, (25 mM, Top-BioCR)

« bovinni sérovy albumin (BSA 10 mg/ml, Sigma-AldjCR)

Primery pro amplifikaci SSU rRNA

e Primarni primery:
F5-TTC TAG AGC TAATAC ATG CG -3
R5-CCCATT TCC TTC GAA ACA GGA -3’

* Sekundarni primery:
F5- GGA AGG GTT GTATTT ATT AGA TAA AG -3’
R5- CTC ATA AGG TGC TGA AGG AGT A -3

Primery pro amplifikaci GP60
e Primarni primery:
F5-ATAGTC TCC GCT GTATTC -3
R 5- GGA AGG AAC GAT GTATCT -3
* Sekundarni primery:
F5- TCC GCT GTATTC TCA GCC -3
R5- GCA GAG GAACCAGCATC -3
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Primery pro amplifikaci COWP
e primarni primery:
F5-CGCACCTGT TCC CACTCAATG TAAACCC -3
R5 - ACC GCT TCT CAACAACCATCT TGT CCT C -3
» sekundérni primery:
F5-GGACTG AAATAC AGG CATTATCTT G -3
R 5- GTA GAT AAT GGA AGA GAT TGT G -3

Tab. 3: Reaéni smés pro amplifikacicasti genu kdédujiciho malou ribozomalni podjednotku
(SSU rRNA)

Primarni reakce 55°C Sekundarni reakce 55C

chemikalie koncentrace O(bdgm chemikalie koncentrace o(bdsm
H 0 oo 12,30 [ PO 13,10
MgCl, (25 mM) 1,20 MgCl, (25 mM) 1,20
10Xbuffer  -------------- 2,00 10Xbuffer —-------------- 2,00
dNTP 10 mM 0,40 dNTP 10 mM 0,40

forward 10 pM 0,40 forward 10 uM 0,40
reverse 10 uM 0,40 reverse 10 uM 0,40
BSA (10 mg/ml) 0,80  ----m-m=mmmm memememeeeees

taq (AU/1pul) 0,50 taq au/ipul) 0,50
DNA -—--oomooeee- 2,00 DNA oo 2,00
celkem = -----------ooo 20,00 celkem = -------------- 20,00

Tab. 4: Rea#ni snts pro amplifikaciéasti genu kodujiciho 60 kDa glykoprotein (gp60)

Primarni reakce 50°C

Sekundarni reakce 50C

chemikalie koncentrace O(bdgm chemikalie koncentrace o(bdsm
HO0 - 11.20 HO - 12,10
MgCl, (25 mM) 1,20 MgG (25 mM) 1,20
10Xbuffer — -------m-m-m-- 2,00 10Xbuffer  ------------ 2,00
dNTP 10 mM 0,40 dNTP 10 mM 0,40
forward 10 uM 0,40 forward 10 uM 0,40
reverse 10 uM 0,40 reverse 10 uM 0,40
BSA (10 mg/ml) 0,40 - -
taq (au/1ul) 1,00 taq (au/iul) 1,00
DNA oo 3,00 DNA - 2,50
celkem = -----------oeo 20,00 celkem  -------------- 20,00
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Tab. 5: Rea#ni smes pro amplifikaci ¢asti genu koédujiciho protein ¢sty oocysty
kryptosporidii (COWP).

Primarni reakce 65°C Sekundarni reakce 58C
chemikalie koncentrace O(bdgm chemikalie koncentrace o(bdsm
HO W - 10,66 HO - 10,26
MgCl, (25 mM) 1,20 MgG (25 mM) 1,20
10Xbuffer — -------m-mn--- 2,00 10Xbuffer  ------------ 2,00
dNTP 10 mM 0,50 dNTP 10 mM 0,50
forward 10 uM 0,72 forward 10 uM 0,72
reverse 10 uM 0,72 reverse 10 uM 0,72
BSA (10 mg/ml) 0,40  ------------ (20 mg/ml) 0,40
taq (au/ipul) 0,80 taq au/iul) 0,80
DNA - 3,00 DNA - 3,00
celkem = ----------ooe- 20,00 celkem = -------------- 20,00

Jako pozitivni kontroly byly pouzity DNA. serpentis aC. hominis. Sekundarni re&ki snts

se liSila mnoZstvim PCR vody, rganim BSA a jako templat pro sekundarni reakci byl
pouzit amplifikat priméarni rekce. VSechny PCR pkatly zahrnovaly pdateini denaturaci 94
°C po dobu 3 minut a 35 cykiskladajicich se z 94 °C po dobu 45 s, specifickeedaci
teploty (uvedeny v tabulkdch 5, 6, 7) po dobu 4573, °C po dobu 60 s a finalnim
dosyntetizovaninietézci pii 72 °C po dobu 10 minut.

4.5.3. Gelova elektroforéza

Velikost PCR fragmeiitbyla zji¥ovana gelovou elektroforézou.

Chemikalie:
» 50x TAE pufr: 242 g Tris baze; 47,1 ml ledové kyrsgbctove; 100 ml 0,5 M EDTA
« agar6za (Biotecl(R)
« ethidium bromid (Sigma-AldrichCR)
« 100 bp DNA Ladder (Biogert;R)

Pracovni postup:

1. smichat agarézu s 1x TAE pufrem (pro 1% gel bati©,4 g agarézy se 40 ml 1x TAE
pufru)

2. nechat agarozu rozpustit v mikrovinné trouwb zchladit pod tekouci vodou na teplotu
priblizné 50 °C
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3. pidat 3ul ethidium bromidu a promichat

4. do redem pipravené formy nalit gel, vlozittben a nechat ztuhnout

5. gel vloZit do elektroforetické vany napie 1x TAE pufrem, do vzniklych jamek nanést 20
ul PCR sekundarniho produktu a 2xdl0adderu

6. nastavit nafii na 70 V a vyvijet dobu pibnou pro separaci fragmérmdNA

7. vysledny produkt detekovat pomoci UV translurtond (320 nm)

4.5.4. Fiprava vzorka na sekvenaci

Extrakce z gelu byla provada pomoci komeéné dodavaného kitu Extraction QIlAquick Gel
Kit (Qiagen, Germany).
Pracovni postup:

1. fragment DNA opatrvyiiznout skalpelem z gelu a vioZen &ésté mikrozkumavky

2. do mikrozkumavky fipipetovat 40Qul QG pufru a inkubovatip50 °C po dobu 10 minut v
termobloku

3. veSkery objemigpipetovat na kolonu a centrifugovat minutuJ®s 000g
4. odpad ze siné zkumavky vylit a afi pouzit s kolonou

5. na kolonu fadat 500ul OQ pufru a centrifugovat 1 minutdid6 000g

6. odpad ze stné zkumavky vylit a ofi pouzit s kolonou

7. na kolonu fpipetovat 750ul PE pufru, inkubovat 5 minutip laboratorni teplat a

mikrozkumavku centrifugovat minutuigl6 000g
8. opt vylit odpad ze shné zkumavky a centrifugovat minuti @6 000g.

9. kolonu gemistit do nové 1,5 ml mikrozkumavky &dgat 30ul EB pufru na sed kolony.
10. po inkubaci 1 minutuiplaboratorni teplat je DNA extrahovana z kolony centrifugaci 1
minutu @ 16 000g

11. ziskan& DNA je vysuSena ve vakuovém evaporizé@aiskladsna i 4 °C.

4.5.5. Sekvenace vzorkk

Sekundarni PCR produkty byly sekvenovany za powsé&kiundarnich primér K pripraw
vzorka k sekvenaci byl pouzit ABI BigDye Terminator v ycle Sequencing kit (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) a ABI3130 Genefinalyzer (Applied Biosystem).
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Sekvence byly upraveny v programu ChromasPro (Telghium, Queenland, Australia).
Ziskané sekvence byly porovnany se sekvencemi mjoXiev databazi GenBank programem
ClustalX.

4.6. Experimentalni infekce

Izolaty ziskané zdti jezka byly pouzity k infekci 5 dosflych SCID mysi (jedna myS na
kazdy izolat). Zwvfata byla infikovana peror&npodanim 20Qul suspenze s obsahem 1%X10
Zivotaschopnych oocyst a dennindividualné vySetovana na fitomnost oocyst
kryptosporidiii (viz metoda 4.2.1.) po dobu 2Gidn

Pokitani koncentrace oocyst pro infekni davku

Pracovni postup:

1. do Birkerovy korirky pridat suspenzi s oocystami

2. komirku prohlizet s¥telnym mikroskopem (Olympus BX 51fipzvétSeni 400x

3. oocysty spditat v 25 fiznychétvercich

4. Kone&nou koncentraci oocyst v1 ml suspenze stanovitteau vSech oocyst v 25

stvercich vynasobenych 40
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5. Vysledky
5.1 Prevalence kryptosporidii

Byl sledovan pib¢h infekce jeZzk po dobu #kolika mésiai. Celkem bylo vySéeno 405
vzorki trusu od 15 jeak VSechny vzorky byly nejprve mikroskopicky vyhodeny na
piitomnost oocyst kryptosporidii. Z celkového¢no 405 vySaenych vzork od 15 jeding
bylo 69 vzorki od 11 jedind mikroskopicky pozitivnich. Kumulativni pozorovapéevalence
byla tedy 73,3 %. Pomoci molekularnich metod bydtekovano celkem 81 vzarkrusu od
11 jedin@ pozitivnich na kryptosporidie. U Zadnéhockg mikroskopicky negativnich jeik
nebyla molekularnimi metodami prokazanétgmnost specifické kryptosporidiové DNA.

Hodnoty prevalence jsou uvedeny v tabulce 6.

Tab. 6: Frekvence vyskytu oocyst kryptosporidirusti u jednotlivych jedinc na zaklad
mikroskopické a molekularni analyzy

Jedinec Pd&et Pocet mikroskopicky Pocet PCR pozitivnich

vySetrenych pozitivnich vzorki vzorki
vzorki

jezek 1 23 10 (43,5 %) 9 (39,1 %)

jezek 2 25 6 (24.0 %) 7 (28,0 %)

jezek 3 24 9 (37,5 %) 13 (54,2 %)

jezek 4 25 10 (40,0 %) 11 (44,0 %)

jezek 5 23 8 (34,8 %) 8 (34,8 %)

jezek 6 22 7 (31,8 %) 5 (22,7 %)

jezek 7 25 4 (16,0 %) 6 (24,0 %)

jezek 8 23 0 0

jezek 9 21 0 0

jezek 10 25 0 0

jezek 11 22 0 0

jezek 12 25 3 (12,0 %) 6 (24,0 %)

jezek 13 25 4 (16,0 %) 7 (28,0 %)

jezek 14 19 5 (26,3 %) 4 (21,1 %)

jezek 15 22 3 (13,6 %) 5 (22,7 %)

celkem 405 17 % 20%
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5.2. Molekularni analyza

Molekularni analyza byla provedena pro vSechnyézojednotlivych jezk v triplikatu.
Metoda PCR pro 18S ribosomalni RNA a COWP getilaurkryptosporidie vSech 11
pozitivnich jezk v triplikatu jako druhC. parvum. Suptypizace pomoci GP60 ukéazala
piitomnost dvou genotypC. parvum. Prvni genotyp lld byl nalezen u vSech 11 jezk i
jedinax (jezek 2, jezek 3 a jezek 12) byl nalezen novyotgm ozngovany jako Xllla neboli
Cryptosporidium erinacei, kryptosporidie specializovana na jezkyeRed genotyfp pro
jednotlivé jezky je uveden vtabulce 7. U zgmiych & jedinai byla prokdzana smisena
infekce sC. parvum Ild genotypem.

Tab. 7: Genotypy nalezené u jednotlivych jiezk

Jedinci SSU, COWP GP60
jezek 1 C. parvum C. parvum I1dA18G1
jezek 2 C. parvum C. parvum I1dA18G1
C. eriancel XlllaA24R8
jezek 3 C. parvum C. parvum IIdA18G1
C. eriancel XlIllaA24R8
jezek 4 C. parvum C. parvum IIdA18G1
jezek 5 C. parvum C. parvum IIdA18G1
jezek 6 C. parvum C. parvum l1ldA18G1
jezek 7 C. parvum C. parvum IIdA18G1
jezek 12 C. parvum C. parvum IIdA18G1
C. eriancel XlllaA24R8
jezek 13 C. parvum C. parvum IIdA18G1
jezek 14 C. parvum C. parvum I1dA18G1
jezek 15 C. parvum C. parvum IIdA18G1
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5.3. Morfometrick& analyza oocyst

Veskeré narirené hodnoty $ky a délky oocyst v nativnim stavu byly vyhodnoceny
na zaklad vypocitanych ptimérnych délek a $ék jednotlivych oocyst. Byl vypiten
index tvaru pro oba izolaty uvedeny v tabulce 8.
Tab. 8: Morfometrie oocysEryptosporidium spp. u jednotlivych jedinic

Jedinci Délka @m) Sirka (um) Index tvaru
jezek 6 4,77 £0,48 3,82 +0,41 1,26
jezek 15 4,83 +£0,46 3,92 £ 0,50 1,22
jezek 2 4,86 £ 0,48 3,96 £ 0,52 1,24
jezek 3 4,66 £ 0,45 3,90+£0,48 1,21
jezek 12 4,68 £0,43 3,83+0,43 1,20




Obr. II: OocystyCryptosporidium spp. v diferencialnim
interferergnim kontrastu, jezek 2. &fitko = 10um

Obr. [l Oocysty  Cryptosporidium  spp.

v diferencialnim interferamim kontrastu, jezek |
Métitko = 10pum
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Obr. IV:  Oocysty Cryptosporidium  spp.
v diferencialnim interferemim kontastu, jezek 1z
M¢titko = 10pum

Obr. V: OocystyCryptosporidium spp. vdiferencialninr

interferergnim kontrastu, jezek 3. &fitko = 10um
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5.4. Klinické priznaky

Vyrazné klinické piznaky se projevovaly u mladych jeé¢k2, 13, 14 a 15, kiebyli

hospitalizovani s vyraznzapachajicim @jmem, slabosti, a dehydrataci. U mladych jed@linc
(jezek 2, 3, 4, 5, 6 a 7) sedalsré vyskytoval ngkky trus, coz mohlo byt vigsledku
onemocgni nebo krmenim tekutou stravou. U déigph jedindi (jezek 9, 10 a 11) a mladych

jezki 1 a 8 nebyly zaznamenany zadné klinickiemaky kryptosporidiozy. U vice nez

poloviny infikovanych zwuiat bylo zaznamenano nechutenstvi. Zaznam vSechg@ao/ch

klinickych priunaka je uveden v tabulce 9.

Tab. 9: Klinické piznaky u jezk infikovanychCryptosporidium spp.

Jedinci Symptomy St&i

jezek 1 _ nalezeny, 3,5&sice

jezek 2 nEkky trus nalezeny, 5 #ésiol

jezek 3 ngkky trus nalezeny, 5 #siol

jezek 4 ngkky trus nalezeny, 5 #sial

jezek 5 nEkky trus nalezeny, 4 &sice

jezek 6 nechutenstvi,dkky trus nalezeny, 4 &sice

jezek 7 nechutenstvi,dkky trus nalezeny, 4 &sice

jezek 8 _ nalezeny, 3,5asice

jezek 9 _ nalezeny, 2,3 roky

jezek 10 _ nalezeny, 1,4 roky

jezek 11 _ st&i cca 7 let,

2,5 roku izolace od ostatnich
jezka

jezek 12 nechutenstvi,jpem, nalezeny, 5 rsial
dehydratace, slabost

jezek 13 nechutenstvi,ijem, nalezeny, 5 @sia
dehydratace, slabost

jezek 14 nechutenstvi,jpem, nalezeny, 4 @sice
dehydratace, slabost

jezek 15 nechutenstvi,jpem, nalezeny, 4 @sice

dehydratace, slabost
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Mladi jezci, ktéi byli hospitalizovani na zaklgdzavaznych gijmt a dehydratace byli
mikroskopicky i molekular& pozitivni. Vnimavost jedince ke kryptosporididinfekci by
mohla souviset se stén jeZka. Infikovani jedinci v prvnich dnech hosfitace vykazovali
piitomnost  kryptosporidii na zaklad molekularni i mikroskopické analyzy, po
sedmnactidennim intervalu se vyskyt kryptospotidiEtSiny jedind snizil a po 53 dnech od

prvniho odru byly vSichni jedinci negativni (viz. Obr. VI).

—e— Pozitivni jedinci

=
=
|

po et pozitivnich jedinc @
O RPN WM UUTLO N O O O

0 20 40 60 80 100 120

po¢etdniodb éru

Obr. VI: Paet infikovanych jeding v pribéhu sledovani

5.5. Experimentalni infekce
Zadna ze SCID mysi inokulovana suspenzi oocystlagbinfekci vnimava. V gibéhu 20
dni nebyly v trusu detekovany zadné oocystysascificka kryptosporidiova DNA. Zadna

z inokulovanych mysSi nevykazovala zadné klinipkignaky.
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6. Diskuse

V nasi préaci byla zjigha 73,3% kumulativni prevalence, coz odpovida vgsuk stupni
parazitarni infekce u jezk celkow (Lowenstein a kol.,, 1991; Pantchev a kol., 2005).
Prevalence této infekce u jeZkyla popsana pouze whecku a odpovida 29,8%, coz se lisi
od naSich vysledk (Dyachenko a kol., 2009). V této praci byli vSicpozitivni jedinci sté
pouze ®kolik mésial, coZz odpovyda vysledkn publikovanym v Nmecku, kdy 39,5%
pozitivnich vorki pochazelo od volhzijicich mlal’at, a pouze 14,8% pozitivnich vzérkylo
od dosplych jezki pobyvajicich v zachanné stanici jiZkolik mésiai (Dyachenko a kol.,
2009). Vysoka prevalence v této praci mohla byitspbenadsnym kontaktem zvat, jejich
juvenilitou, pipadré nizkou tlesnou hmotnosti. NaSe vysledky odpovidaji vysoké
kumulativni prevalenci kryptosporidii ndklad u telat ve Spojenych Statech, kde kumulativni
prevalence dosahovala 100% (Fayer a kol.,, 2006g dahribat ze Spojenych Stats
kumulativni prevalenci 71% (Xiao a kol., 1994). \Ridence kryptosporidii u jgsz Norska
dosahovala 44,1% (Hamnes a kol., 2007) a u prasSpasisku 21,9%.

Oocysty kryptosporidii ziskanych z nami sledowdnyezki o roznérech 4,9—4,7um
(pramér = 4,8 um) x 4,0-3,8um (pramér = 3,9 um) jsou morfologicky neodliSitelné od
oocystC. erinacei ziskané z firozerg infikovanych jezk o roznérech (4,9 x 4,41im) a maji
nepatri mensi velikost nez oocys@. parvum (5,3 x 4,7um), podobaji se velikosti i tvarem
(Kvac a kol., 2014b). Na zaklad&zhodnoceni vysledkvelikosti oocyst ziskanych Zipzere
infikovanych jezk nelzefici, zda se jednalo o oocysty druBuparvum neboC. erinacei.

Cryptosporidium eriancei se zda byt pro jezky specificky. Kreénpripadu infekce u
¢loveka vCeské Republice atffpadu infekce u arabskych koni v Algerii (Laatanan&ol.,
2013; Kva a kol., 2014a), bylaippozena infekceC. erinacel zaznamenana pouze u jé&zk
Nicmére patogenita pro jezky u tohoto druhu kryptosporidébyla zaznamenanackoliv
byly popsany fipady pfijmového onemocmi u kryptosporidium pozitivnich jealGraczyk
a kol., 1998; Meredith a Milne, 2009), druhy nebengtypy kryptosporidii zisobujici
prajmy vSak nebyly identifikovany. Podobako u jinych druby kryptosporidii specifickych
pro ukitého hostitele, jako jso@. suis a C. scrofarum pro prasataC. tyzzeri pro mySi aC.
ryanae pro skot, infekceC. erinacel nezpisobuje u jezk vyrazrgjsi klinické giznaky (Fayer
a kol., 2008; Kvé& a kol., 2013; Ren a kol., 2012). Infekce je daharekteristickd malym
uvolnovanim oocyst (Kvéa kol., 2014b). Ko# infikovanéC. erinacel taktéZz nevykazovaly

Zzadné Kklinické fiznaky(Laatamna et al., 2013p¥iblizn¢ 30% jezk: infikovanych sodasré
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druhemC. erinacei a C. parvum trpélo prijmovym onemocénim (Dyachenko a kol., 2010),
coZ nazn&uje, ZeC. erinacei muzZe v utitych podminkach byt pro jezky patogenni. Nicraén
nevime, zda byl @jem vyvolan infekci samotno@. parvum nebojestli k jeho vypuknuti
bylo treba smiSené infekce G erinacei. V nami sledovanych ffpadech byly detekovany
klinické priznaky kryptosporidiézy (dehydratace,ajj@m) jak u jedind@ s monoinfekciC.
parvum, tak i u jezk se smiSenou infekeT. parvum a C. erinacei. Na zaklad vysledki
predchozich studii soudime, Ze za klinickézpaky jezk je spiSe zodpadny druh C.
parvum. Podle pedchozi studie (Dyachenko a kol., 2010) k¥ gledovanych zvat mohl
souviset s jejich vnimavosti ke kryptosporidiovdekti. Frestoze vSichni dosp jedinci
v této praci byli negativni, nelze z naSich vyskedkyvozovat Zadny z&v o wkove
specificit C. erinacel. Navic nejsou k dispozici Zzadné udaje tedehozim vystaveni
dosgglych zvitat infekci kryptosporidiemi.

V této praci byly u sledovanych jekknalezeny dva druhy kryptosporidiC. parvum
[IdA18G1 aC. eriancel XlllaA24R8.

Subtyp C. parvum [ldA18G1 byl u jeZka nalezen poprvé. YepeSlych studiich byly u
jezki nalezeny d¥ jiné subtypové rodiny. parvum (Dyachenko a kol., 2009). Subtypova
rodina lla (1laA19G1R1) se silnym zoonotickyp patg&tem a lic subtypova rodina
(IlcA5G3), ktera byla povaZzovana 2este lidsky subtypC. parvum, a nikdy fedtim nebyla
vyizolovana z jiného druhu (Dyachenko a kol., 2009ubtyp IldA18G1, nalezeny v této
praci, byl dale detekovan u jidt chovanych na farméach severovychodniho 8pka v roce
2008, dale «loveka ve Velké Britanii v roce 2011 a étdv Kuwaitu v roce 2005 (Sulaiman
a kol., 2005; Qui'lez a kol., 200&halmersa kol., 2011). V fipact ovci byli vSichni
pozitivni jedinci ml@’ata stara &kolik dni, trpici pfijjmovym onemoc#énim, z¢ehoz vyplyva,
Ze tento subtyp je pro ovce patogenni (Qui‘lez la RO08). Subtyp [IdA18G1 byl taktéz
popsan jako fi¢cina gastroenteritidy udti, vétSina dti trpéla pmijmy, u nékterych se objevily
bolesti lficha a zvraceni. Ojedite infekce hornich dychacich cest (Sulaiman a &dQ5).
V pripact tohoto subtypu nebyla potvrzena souvislost infelksc&kem nebo pohlavim
¢lovéka, vsichni pacienti tii prajmovym onemocénim (Sulaiman a kol., 2005Nakaza
¢lovéka subtypem lla, je mnohem vice podéma navstvou farmy, kontaktem
s hospodi&skymi zviaty, nebo s jejich vykaly, nez nakaza subtypematwbnoticky potencial
je tedy vy3Si u subtypové rodiny lI&ylaiman a kol., 2005 Nicmérg C. parvum lid je
adaptovand na ovce a kozy, které tak mohou bytulegjiijSim zoonotickym zdrojem
infekce proclovéka (Sulaiman a kol., 2005; Qui’lez a kol., 20@halmersa kol., 2011).
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U vSech nami studovanych jezknfikovanych C. eriancei byl podle dive popsané
nomenklatury pro ozavani alelicky rodin genu koédujicicho 60 kDa glykotein
kryptosporidii (Sulaiman a kol. 2005) detekovan yneubtyp Xllla A24R8. V pedeSlych
studiich u jezl ze zachranych stanicéhecka byly nalezeny subtypy A21R10 (GQ214085),
A22R9 (KC305644), A19R12 (GQ214081) a A22R11 (GQ2EY (Dyachenko a kol.,
2009). U arabskych koni v Algerii byl nalezen syb@ eriancei A22R9 (Laatamna a kol.,
2013).

Subtyp Cryptosporidium parvum lla, zminovany u jeZk ze zachranych stanicéhhecka
(Dyachenko a kol., 2009) a subtyp lld, nalezenyekij v této praci, pat k zoonotické
subtypové rodia Cesta penosu naclovéka se najastji uskutenuje kontaktem
s hospodéskymi zviaty. Ve néstech, kde je styk s hospddiymi zviaty minimalni,
nabyvaji dilezitosti jiné z@isoby genosu, jako konzumace kontaminovanych potravin nebo
vody. Déle je mozné, zekteré ze subtyi fazenych k zoonotickym, seisv lidské populaci
bez kontaktu se zkdcim hostitelem (Sulaiman a kol., 2005).

Subtyp Ild dominuje v zemichistiniho vychodu a subtyp lla je celéswe negetrgjSi
subtyp C. parvum a druhym nejastji detekovanym subtypem #pobujici infekcetloveka
(Jex a Gasser, 2010)ieRlada u skotu a je zaznamenan v mnoha zemich |pon ce&te
véetrg Australie, Kanady, Anglie, M#arska, iranu, Irska, Nového Zélandu, Portugalska a
USA (Ng a kol., 2008; O’Brien a kol., 2008; TrotzH#\gms a kol., 2006; Brook a kol., 2009;
Plutzer a Karanis, 2007; Nazemalhosseini-Mojarakbla, 2011; Thompson a kol., 2007;
Grinberg a kol., 2008; Alves a kol., 2006; Pengh,2003).

Subtypové rodina llc byla donedavna povaZzovana eengre lidské kryptosporidiové
infekce, ktera se 8imezi lidmi bez podilu zwécich hostitdl (Xiao a Fayer, 2008).ifPozené
lidské infekce vyvolanéC. parvum llc byly popsany v Evrafy Austrdlii, jizni a severni
Americe a Asii (Weilinga a kol., 2008; Xiao a Fay&008). Tento subtyp byl prén
detekovan u jeZzkv Némecku, z geograficky vzdalenych zachrannych stamiz,naznéuje,
Ze mezi jezky probih& cyklustgnosu tohoto subtypu (Dyachenko a kol., 2005). Mi@gm
neni jasneé, zda jeZzekimo pispiva k lic transmisnimu cyklG. parvum nebo je jeho infekce
dusledkem kontaminace prosti oocystami, pochazejicimi okbveka.

Zpusob genosuC. erinacei nebyl dosud wen. Divoka zuiata nepedstavuji vaznou
hrozbu pro lidské zdravi, nicmé&mrelativrné casty vyskyt kryptosporidiovych infekci u
juvenilnich jezki postizenych pijmy, by mohl pgedstavovat riziko fenosu infekce na
clovéka. Zvlast pro lidi, kteri prichazejicasto do kontaktu s postizenymi jezky,l& jsou to

oSetovatelé v zachrannych stanicich nebo lidéiikegka chovaji jako domaciho makia.
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