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ANOTACE

Cilem prace bylo popsat vyskyt, prevalenci a biologii kryptosporidii a mikrosporidif
infikujicich domdaci a divokd prasata se zaméfenim na vliv zoohygieny a technologie
chovu, na porovnani vysledki ziskanych z chovii prasat domdcich s vysledky volné
prasat. Mezi roky 2009 a 2012 byl v 24 ndhodné vybranych komer¢nich chovech prasat
v Ceské republice a v 41 ndhodn& vybranych obordch a lesnich lokalitich &tyt stiedo-
evropskych stitli (Rakousko, Ceskd republika, Polsko a Slovensko) sledovdn vyskyt
Cryptosporidium spp. Standardni mikroskopii a molekuldarnimi technikami bylo na pfi-
tomnost Cryptosporidium spp. vysetieno celkem 2097 vzorkt trusu domécich prasat vSech
veékovych kategorii a 653 vzorkl trusu divokych prasat. Ddle byl u Cerné zvéfe pomoci
molekuldrnich technik studovan vyskyt mikrosporidii rodu Encephalitozoon a Entero-
cytozoon bieneusi. V reakci na nevyhovujici postupy pro detekci smiSenych infekci
Cryptosporidium suis a C. scrofarum byly v pribéhu vyzkumu navrZeny a testovany nové
druhové specifické primery. Nase vysledky ukazaly rozdily ve vnimavosti prasat
k druhové specifickym kryptosporidiim v zdvislosti na véku zvitat. Zatimco C. suis bylo
primarn¢ detekovdno u vSech selat v obdobi od narozeni do 5. tydne véku a ndasledné
u starSich zvitat ve smiSenych infekcich spolu s C. scrofarum, posledné zminény druh
kryptosporidie byl detekovan pouze u zvitat star§ich 6 tydnid. Tyto vysledky byly ndsledné
potvrzeny na zéklad¢ experimentdlnich infekci. U selat odstavenych ve véku 3 tydnt byla
prokdzana dvakrat vétsi pravdépodobnost infekce druhem C. scrofarum nez u prasat
odstavovanych pozdéji. U prasat chovanych ve stelivovych systémech je vétsi
pravdépodobnost vyskytu kryptosporidii nezZ u bezstelivovych systémt. Kromé vyskytu
C. suis, C. scrofarum a jejich smiSenych infekci byl v trusu komeréné chovanych prasat
zaznamenan vyskyt C. muris a C. parvum. Podobné jako u domadcich prasat, bylo
u dospélych jedinci cerné zvéte C. scrofarum detekovdno jako dominantni druh
kryptosporidii. U nich byly nalezeny také dva genotypy mikrosporidii Encephalitozoon
cuniculi a jedenact genotypil Enterocytozoon bieneusi. Enterocytozoon bieneusi byl
detekovan jako ptevladajici druh mikrosporidii prasat divokych. Vyskyt Zadného jiného
druhu kryptosporidii ani mikrosporidii nebyl u prasat divokych zjiStén. Ani u domdcich
prasat, ani prasat divokych nebyla u kryptosporidiovych infekeci potvrzena souvislost mezi

prijmem a intenzitou produkovanych oocyst. I pies zoonoticky potencidl vSech



detekovanych druhti a genotypi kryptosporidii a mikrosporidii nepiedstavuji
ani divokd, ani domdci prasata vyznamné zdravotni nebezpec¢i pro vefejné zdravi

obyvatelstva.

Klicova slova:
Cryptosporidium suis; Cryptosporidium scrofarum; Encephalitozoon spp.; Enterocytozoon
bieneusi; Sus scrofa; molekuldrni analyzy; experimentdlni infekce; v€kova specifita;

vnimavost; technologie chovu



ANNOTATION

The aim of the thesis was to describe the occurrence, prevalence and biology
of Cryptosporidium spp. and microsporidia infecting domestic pigs and European wild
boars (Sus scrofa) with focus on the influence of animal hygiene, management
and breeding technology, comparison of results obtained from commercially raised pigs
to results from European wild boars, and the characteristics of age and host specificity
of porcine cryptosporidia. From 2009 to 2012 the occurrence of Cryptosporidium spp. was
investigated on 24 randomly selected pig farms in the Czech Republic and 41 randomly
selected enclosures and forest areas with European wild boars across four Central
European countries (Austria, the Czech Republic, Poland and the Slovak Republic). A total
of 2097 faecal samples of domestic pigs of all age categories and a total of 653 faecal
samples of Eurasian wild boars were evaluated for the presence of Cryptosporidium spp.
by standard microscopy and molecular tools. In addition, the occurrence of microsporidia
of the genus Encephalitozoon and Enterocytozoon bieneusi were studied using molecular
tools in Eurasian wild boars. As a reaction to inconvenient methods for the detection
of mixed infections of Cryptosporidium suis and C. scrofarum, novel species-specific
primers were designed and tested during the study. Our results showed differences in age-
dependent susceptibility of pigs to species-specific cryptosporidia. While Cryptosporidium
suis was primarily detected in all pre-weaners of domestic pigs (from birth to 5 weeks
of age) and subsequently in older animals in mixed infections with C. scrofarum - the latter
species of cryptosporidia was detected only in animals older than 6 weeks. These results
were subsequently confirmed through experimental infections. Piglets weaned at 3 weeks
of age were twice more likely to be infected with C. scrofarum than piglets weaned
at an older age. Pigs raised on straw bedding were more likely to have Cryptosporidium
than the ones raised on slat/ slurry systems. Besides the occurrence of C. suis,
C. scrofarum and their concurrent infections, C. muris and C. parvum were detected
in faeces of commercially raised pigs. Similarly to domestic pigs, C. scrofarum was
detected as a dominant species infecting adult Eurasian wild boars, in which two genotypes
of Encephalitozoon cuniculi and eleven genotypes of Enterocytozoon bieneusi were found.
Enterocytozoon bieneusi was detected as a predominant species of microsporidia in them.
No other cryptosporidia and microsporidia were detected in Eurasian wild boars. Neither

in domestic pigs, nor in Eurasian wild boars, Cryptosporidium infections, relationship



between diarrhoea and intensity of produced oocysts, was confirmed. Despite the zoonotic
potential of all detected species and genotypes of Cryptosporidium and microsporidia,

neither wild nor domestic pigs represent any significant health risk to public health.

Key words:
Cryptosporidium suis; Cryptosporidium scrofarum; Encephalitozoon spp.; Enterocytozoon
bieneusi; Sus scrofa; molecular analyses; experimental infections; age specifity;

susceptibility; farming technology
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1. UVOD

Chov prasat patii 1 na zaCatku 21. stoleti mezi vyznamna a pomeérn¢ stabilni odvétvi
Zivo¢isné vyroby. Obliba vepfového masa navazuje na tradiéni Ceskou kuchyni
a v soudasnosti patif k nejkonzumovanéjsim mastm v Cesku (Cesky statisticky ttad, 2012;
Poltarsky et Ochodnicky, 2003). Ekonomické aspekty vyroby vepfového masa tlaci
vyrobce ke stile vétSimu poctu dspornych opatteni, jeZ nejsou relevantni k zdravotnimu
a produkénimu stavu v chovech prasat, kterd v podminkach intenzivnich chovl vyzaduji
mimofadné ndroky nejen z hlediska kvality vyZivy a ustdjeni, ale i zdravotniho stavu.
Jednim z elementdrnich problémt pifi dspéSném chovu prasat jsou kromé chorob
neinfekéniho, virového a bakteridlntho piivodu také parazitézy, které mohou vyrazné
ovlivnit zdravotni stav zvitat a nadslednou ekonomiku chovu. Ve vétsin¢ piipadii nebyvaji
paraziti piimou piiCinou vyraznych klinickych onemocnéni ¢i thynil zvitat, nicméné
u vSech kategorii prasat zpiisobuji velké ekonomické ztraty v dlsledku snizovéani celkové
odolnosti a pfirtistkil zvitat. V neposledni fad¢ také vznikaji predispozice k vzniku jinych
infek¢nich nemoci (Bergeland, 1977; Boes et al., 2000; Fayer et Ungar, 1986; Wieler et al.,
2001; Xiao et al., 1994; Xiao et Fayer, 2008).

Prasata divokd jsou vSeobecné povazovdna za jeden z vyznamnych rezervoaru
infekénich agens, a to jak pro hospodaiskd zvifata, tak pro lidi (Dorny et al., 2009;
Macpherson, 2005). Veterindrni péce u Cerné zvéte je soustiedéna predevSim na infekni
virové, piipadn¢ bakteridlni choroby a z parazitéz je ostie sledovana Trichinella spp.
V disledku nartstu populace prasat divokych a zna¢ného rozSifovani obornich chovl
se vytvéreji priznivé podminky pro Siteni ncékterych parazitdz téchto zvitat (Chroust, 2001;
Strakov4 et Seveik, 2002).

K jednomu z nejvétsich problémt myslivosti nejen v Ceské republice patii populaéni
exploze Cerné zvéie (Zboftil, 2013). Mezi hlavni negativa, kterd se s vyskytem Cerné zvére
poji, se bezesporu fadi astronomické Skody na polnich kulturdch, velkou potizi
je rozSifovani divoC¢dki na uzemi, kde se difve vibec nevyskytovali, osidlovani
piiméstskych oblasti ¢i méstskych parkd, coz s sebou pifindsi bezprostfedni interakci
s Clovékem. Z epidemiologického hlediska ptedstavuji prasata vyznamny rezervoar
zoonotickych infekci (Zbofil, 2013). Navic adlibitni nabidka potravy na krmeliStich

a vnadiStich zvySuje rozmnoZovaci uspéSnost ¢erné zvéte, pokles mortality a difvé)si



nastup pohlavni dospélosti, coZ ma za nasledek vyS$i prezivani i za velmi nepfiznivych
podminek (Nentvichova, 2011).

K jedné z celosvétove intenzivné sledovanych skupin paraziti se fadi jednobunécni
paraziti patiici do rodu Cryptosporidium (Apicomplexa), ktefi byli popsani jako piima
pfiCina riznych respiratornich a gastrointestindlnich onemocnéni ¢lovéka, hospodéiskych
a voln¢ Zijicich zvitat (Fayer et Ungar, 1986; Xiao et Fayer, 2008; Xiao, 2009). Ptestoze
byla kryptosporidiéza domdcich prasat popsdna u vSech vékovych kategorii po celém
svete, existuje jen omezené mnozstvi informaci o vyskytu, rozsiteni a patogenité téchto
protozoi u volng Zijicich prasat divokych (Castro-Hermida et al., 2011; Garcia-Presedo
et al., 2013; Izumiyama et al., 2001; Koudela et al., 1986; Mglbak et al., 1994; Quilez
et al., 1996; Wieler et al., 2001; Xiao et al., 1994). Za jediné hostitelsky specifické
kryptosporidie prasat jsou v soucCasné dob¢ povazovany Cryptosporidium suis
a Cryptosporidium scrofarum (Kvag et al., 2013; Morgan et al., 1999; Ryan et al., 2003;
Ryan et al., 2004).

Mikrosporidie, dfive klasifikovdny jako prvoci (Weber et al., 1994) a neddvno
na zdklad¢ genetickych a molekularnich vysledkti zahrnuty do fiSe Fungi (Hibbett et al.,
2007), jsou intraceluldrni obligatni paraziti patfici do kmene Mikrosporidia zahrnujici vice
nez 1000 druht v pfiblizné¢ 100 rodech (Wittner, 1999). Mikrosporidie byly detekovany
u Siroké Skaly bezobratlych (zejména hmyzu) a obratlovcil (ryby a savci) (Wittner, 1999).
Ctrnact druht patiicich do osmi rodi je infekénich pro Glovéka (Didier et al., 2004; Didier
et Weiss, 2006). Encephalitozoon cuniculi je nejvice studovanym druhem mikrosporidii
vyskytujicich se u savcii. U domacich prasat byl E. cuniculi poprvé identifikovan v roce
2007 (Kahler et Thurston-Enriquez, 2007). Déle u nich byl popsan vyskyt mikrosporidii
E. intestinalis (Bornay-Llinares et al., 1998; Da Silva et al., 1997) a Enterocytozoon
bieneusi (Breitenmoser et al., 1999; Buckholt et al., 2002; Dengjel et al., 2001; Deplazes
et al., 1996; Jeong et al., 2007; Rinder et al., 2000; Sak et al., 2008), avSak data tykajici
se prevalence a vyskytu mikrosporidiovych infekci domdcich prasat jsou stile
nekompletni, v piipad¢ volné Zijicich prasat divokych jsou relevantni informace minimalni
a nepostacujici kjejich blizSimu pozndni a konkrétn¢jSim zavérim slouzicim

pro navazujici vyzkumné ucely.



2. CIL PRACE

Cilem feSeni disertacni priace bylo popsat vyskyt, prevalenci a biologii kryptosporidii

a mikrosporidif infikujicich doméci a divoka prasata.
Diléi cile:

. Vliv zoohygieny a technologie chovu na vyskyt kryptosporidiovych a mikro-

sporidiovych infekci v chovech prasat.

. Vyskyt a prevalence kryptosporidiovych a mikrosporidiovych infekci v populacich
divokych prasat.
o Porovnani vysledkii ziskanych z chovi prasat domdcich s vysledky ziskanymi

u volné¢ Zijicich prasat divokych.

. Charakteristika vékové a hostitelské specifity kryptosporidii prasat.



3. MATERIAL A METODY

3.1 Material

Na pfitomnost kryptosporidii v trusu prasat bylo v letech 2009 az 2012 vySetieno 2097
vzorkill trusu domécich prasat a 653 vzorka trusu ¢erné zvéte (Sus scrofa), z nichz 460 bylo
zéroven vySetfeno na piitomnost mikrosporidii.

Vzorky trusu domadcich prasat pochédzely celkem z 24 ndhodné vybranych chova-
telskych zafizeni Ceské republiky, bez piedchozi znalosti parazitologické situace,
s riznymi technologiemi chovu (celorostové podlahy ¢i ¢asteCné zaroStované podlahy
v kombinaci s betonovou plochou, ustdjeni na betonové podlaze s manudlnim ¢i plné
automatizovanym odklizem v dvoudennich intervalech, stelivové ustdjeni prasat ménéné
jednou nebo dvakrat tydné).

V ptipadé oborné chovanych ¢i volné Zijicich prasat divokych byl trus ziskédn z celkem
41 ndhodné vybranych lokalit stfedni Evropy, konkrétné bylo vySetfeno 424 vzorki trusu
z 26 lokalit Ceské republiky, 129 vzork z 9 lokalit Polska, 56 vzorki z 3 lokalit Slovenska
a 44 vzorkt z 3 lokalit Rakouska.

U domidcich prasat byly cerstvé vzorky trusu odebirdny ihned po defekaci zvitat
z podlahy ustdjeni, individualné umistény do plastové odbérové nadoby bez fixace. V dobé
odbéru byla zaznamendna konzistence trusu. Aby byla vyloucena kumulativni prevalence
sledovanych parazitii, nebyly vzorky, vyjma zvifat zafazenych do experimentdlniho
pokusu, sbirdny opakované od stejnych zvitat. Vzorky byly pievezeny do laboratofe,
skladovény pfi 4 °C a do 24 hodin vySetieny.

Vzorky trusu prasat divokych byly odebirdny piimo z kone¢niku ulovené zvéie
(n = 29) nebo ze zemé v okoli krmelist' (n = 624), kde byva vysokd koncentrace zvitat.
Odebrany trus byl jednotlivé umistén do sterilnich plastovych nadob bez fixace. Byla
zaznamendna konzistence trusu v ¢ase odbéru a vzorky byly v chladicim boxu dopraveny

do laboratoie a skladovany pfi teploté 4 °C do doby zpracovani.



3.2 Metody

3.2.1 Mikroskopicka diagnostika oocyst kryptosporidii s pouzitim barvicich metod
Odebrané vzorky trusu domdcich prasat i cerné zveie byly mikroskopicky vySetieny

na pfitomnost oocyst kryptosporidii pomoci barveni anilin-karbol-methylvioleti

dle Milacka et Vitovce (1985).

Zdsobni roztoky:

e roztok anilin-karbol-methylvioleti
0,6 g methylvioleti
1 ml anilinu
1 g fenolu
30 ml ethanolu
70 ml deionizované vody
* 2 % roztok kyseliny sirové

* 1 % roztok tartrazinu v 1 % kyseliné octové

Postup:

Na podlozni sklo natfit tenkou vrstvu trusu, nechat zaschnout a fixovat methanolem
v plameni (sklo ponofit do methanolu a po vyjmuti zapdlit). Podlozni sklo s natérem barvit
30 minut roztokem anilin-karbol-methylvioleti. Takto obarveny preparét oplachnout vodou
a po dobu 2 minut diferencovat 2 % kyselinou sirovou. Sklicko oplachnout pod tekouci
vodou a 3 - 5 minut dobarvovat v roztoku tartrazinu. Znovu oplachnout preparit slabym
proudem tekouci vody, osuSit a prohlizet svételnym mikroskopem za pouZiti imerzniho

oleje pfi zvétSeni 1000x.

3.2.2 Stanoveni intenzity kryptosporidiovych infekci (OPG)
Intenzita kryptosporidiovych infekci byla stanovovana mikroskopickym vySetfenim
vzorkill jako pocet detekovanych oocyst v 1 gramu vzorku trusu (OPG - oocysts per gram)

dle Kvace et al. (2007).



3.2.3 Experimentalni infekce
3.2.3.1 Zdroj oocyst pro experimentdlni infekce

Vzorky trusu pochdzely od 7 tydnl starych prasat chovanych v komer¢nich podnicich,
kde bylo C. scrofarum zjisténo jiz diive (Jenikova et al., 2011). Vzorky pozitivnich zvitat
byly denné odebirdny a uchovdvany v 2,5 % roztoku dichromanu draselného. Oocysty
kryptosporidii byly vyc€iStény za pouZiti sachar6zového gradientu (Arrowood et Sterling,
1987) a centrifugaci v cesium chloridovém gradientu (Kilani et Sekla, 1987). Vycisténé
oocysty byly skladovany v temnu pii teploté 4 °C maximaln¢ po dobu 4 tydnt v PBS pufru
(phosphate  buffered saline) s pfidavkem antimykotik a antibiotik. Pf{tomnost
kryptosporidiovych oocyst byla stanovena a jejich druhové pfisluSnost uréena za pouZiti
mikroskopického vySetfeni anilin-karbol-methylvioleti barvenych preparatii odebiranych
vzorkl (Milacek et Vitovec, 1985) a nested PCR amplifikaci ¢astecného fragmentu malé

ribozomélni podjednotky rDNA (SSU).

3.2.3.2 Zivotaschopnost oocyst

Pocet oocyst inokulovanych zvifathm v experimentu byl stanoven vypoctem
v hemacytometru. Zivotaschopnost oocyst byla testovana s pouZitim barveni propidium
jodidem (PI) (Sauch et al., 1991). Oocysty byly promyty v destilované vodé (DW, 1x10°
oocyst v 100 ul) a smiseny s 10 ul PI (1 % roztok, SIGMA). Po 30 minutich inkubace
pii pokojové teploté, v temnu, byly oocysty dvakrat promyty v destilované vod¢. Jejich
Zivotaschopnost byla testovdna pomoci fluorescence (mrtvé oocysty sviti Cerven¢; filtr

420 nm, Olympus IX70). Bylo napocitano celkem 5x100 oocyst.

3.2.3.3 Prubéh experimentu

Skupiny 4-, 5-, 6-, 7- a 8- tydennich prasat (Sus scrofa) (3 zvitata v kazdé skuping;
zakoupena z vybraného chovatelského zafizeni bez kryptosporidiovych infekci) byla
perordlng infikovdna ddvkou 1x10° Zivotaschopnych oocyst C. scrofarum v 20 ml
destilované vody na kazdé zvite. Aby bylo zamezeno kontaminaci prostiedi oocystami,
kazdé prase bylo individualn& ustdjeno v 5 m” kotcich s betonovymi sténami a podlahami
v experimentdlni stdji. Sterilni voda a krmeni byly zvitatim podavany ad libitum. Vzorky
trusu vSech zvitat v experimentu byly odebirany denné¢ po dobu 30 dnti od inokulace (DPI
- days post inoculation/ infection). Vzorky byly barveny anilin-karbol-methylvioleti

a piitomnost specifické kryptosporidiové DNA byla potvrzena pomoci nested PCR



amlifikujici ¢ast genu kodujici malou ribozomélni podjednotku. Intenzita infekce byla
stanovena jako pocet oocyst na gram trusu (OPG) dle Kvéace et al. (2007). VSechny
experimenty byly ukonceny 30 DPI, zvitata byla utracena a vzorky odebrany a zpracovany

pro PCR analyzu.

3.2.3.4 Izolace DNA a molekuldrni analyzy biologickych vzorkii z experimentu

K potvrzeni ptitomnosti C. scrofarum a vylouceni jinych druhii kryptosporidii u zvitat
v experimentu byla vyizolovana celkovi DNA z 200 mg kaZzdého odebraného vzorku
trusu, 200 mg vzorkd tkani ¢i 1x10° oocyst (odpovidd infekéni ddvce) za pomoci kitu
QIAamp DNA Stool Mini Kit nebo DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, Hilden,
Némecko). Dalsi postup izolace DNA odpovidad podkapitole 3.2.4.1, metodika pouZitych
molekuldrnich analyz je popsana v kapitolach 3.2.4.2, 3.2.4.3 a 3.2.4.4. Jako pozitivni
kontroly byly pouzity vzorky obsahujici DNA C. scrofarum, C. suis nebo C. hominis.

3.2.4 Diagnostika kryptosporidii a mikrosporidii molekularnimi metodami

Ze vsech vzorkl trusu domdcich i divokych prasat byla komeré¢nim kitem vyizolovana
DNA, jez byla nésledné molekularn¢ analyzovdna pomoci PCR (polymerdzova fetézova
reakce) metod. Dal$i vyhodnoceni vzorkli prob¢hlo pomoci gelové elektroforézy
s vizualizaci UV transiluminatorem pii vlnové délce 302 nm. V piipad€ pozitivniho nélezu
byl fragment obsahujici DNA vyfiznut, extrahovdn z gelu a dédle zpracovavan. Jednotlivé

kroky molekularnich analyz jsou detailnéji uvedeny nize.
3.2.4.1 Izolace DNA
Extrakce DNA z trusu byla provedena pomoci komer¢niho kitu PSP Spin Stool DNA

Kit (Invitek) s mirnou modifikaci podle nize uvedeného postupu.

Soucdsti izolacniho kitu.

e lyzacni pufr P

* proteinase K

* pufrP

* promyvaci pufry Wash I a Wash II
e eluéni pufr D

* Spin Filter + Tube kolony se sbérnymi zkumavkami



Postup:
Cerstvy trus o mnoZstvi 200 mg dit do Safe-Lock-Tube, pfidat sklenéné kulicky

(BioSpec Products, Inc., USA) a 1,2 ml Lysis Buffer P. Rozbijet 2 minuty pii maximalni
rychlosti uzitim BeadBeateru (FastPrep® - 24 Instrument, M.P. Biomedicals, USA).
Inkubovat 10 minut pfi teplot€¢ 95 °C v inkuba¢nim termobloku. Po 10 minutich
centrifugovat 1 minutu rychlosti 14 000 g. Prenést veskery supernatant do InviAdsorb-
Tube, 15 sekund vortexovat, 1 minutu inkubovat pfi laboratorni teploté, centrifugovat
po dobu 3 minut pfi rychlosti 14 000 g. Supernatant prepipetovat do Cistych ependorfek,
centrifugovat 3 minuty pii rychlosti 14 000 g. Do ¢istych mikrozkumavek napipetovat
25 pl proteinase K a pfidat 400 pl supernatantu, zhomogenizovat. Inkubovat 10 minut
pii 70 °C. Poté pfipipetovat 400 ul Binding Buffer P, zhomogenizovat. Piepipetovat
veskery objem na kolonu Spin Filter + Tube (kolona se sbérnou mikrozkumavkou),
inkubovat 1 minutu pfi laboratorni teploté, centrifugovat 1 minutu pii 14 000 g. V dalsi
fazi vylit odpad ze sbérné mikrozkumavky, napipetovat 500 pl Wash I na kolonu,
centrifugovat 1 minutu pii 14 000 g. Vylit odpad ze sbérné mikrozkumavky, napipetovat
800 ul Wash II na kolonu, centrifugovat 1 minutu pti 14 000 g. Vylit odpad a znovu
centrifugovat 3 minuty/14 000 g. V konecné fazi na cistou ependorfku dat kolonu,
napipetovat 200 pl pfedehratého Elution Buffer D (70 °C) na kolonu, inkubovat 3 minuty

pfi laboratorni teploté, centrifugovat 1 minutu pfi 8 000 g.

3.2.4.2 PCR - nested PCR s rodové specifickymi primery pro kryptosporidie

Pro amplifikaci ¢asti genu kodujici malou ribozomaélni podjednotku (SSU rRNA) byla
pouZzita metoda nested PCR dle protokolu Xiao et al. (1999) a Jiang et al. (2005). Celkovy
objem jednotlivych reak¢nich smési €inil pro primarni PCR reakci 20 pl a sekundarni PCR
reakci 30 pl (Tabulka 1). K amplifikaci byly pouzity rodové specifické primery uvedené
v tabulce 2. Pozadované tseky templatové DNA byly amplifikovéany v termocycleru (Little
Genius, BIOER). Po pocéitecni denaturaci 94 °C 3 minuty, bylo provedeno celkem
35 cykla sestdvajicich z denaturace 94 °C po 45 s, annealingu 55 °C po 45 s a extenze
72 °C po 60 s, s findlni extenzi 72 °C 7 minut. Ke kazdé reakci byla pfiddna pozitivni
a negativni kontrola (PCR voda). Pro amplifikaci sekundarniho PCR produktu byly pouZzity
3 pl primarniho PCR produktu.



Chemikdlie:
* deionizovana PCR H,0 (Top-Bio, CR)
« deoxyribonukleosid trifosfaty (200 uM dNTP’s, 10 mM roztok, Top-Bio, CR)
 10x koncentrovany pufr pro Taq purple DNA polymerazu (Top-Bio, CR)
+ Tagq purple DNA polymeriza (1 U/ul, Top-Bio, CR)
+  MgCl, (25 mM, Top-Bio, CR)
* bovinni sérovy albumin (BSA 10 mg/ml, Sigma-Aldrich, CR)
« primery (10 uM, Generi Biotech, CR)

Tabulka 1: Predpis reakce pro nested PCR amplifikujici ¢ast genu kodujictho malou
ribosomdlni podjednotku kryptosporidii s pouZitim rodové specifickych

primert
Reagencie Koncentrace Primarni PCR (ul)  Sekundarni PCR (ul)
H,0 11,30 19,65
MgCl, 25 mM 1,20 1,80
10x buffer 1x 2,00 3,00
dNTP 10 mM 0,40 0,60
Primer - forward 10 uM 0,40 0,60
Primer - reverse 10 uM 0,40 0,60
BSA 10 mg/ml 0,80 -
Taq 1 U/1ul 0,50 0,75
DNA 3,00 3,00
Celkem 20 30

Tabulka 2: Rodové¢ specifické primery pro nested PCR amplifikujici ¢ast genu kédujiciho
malou ribosomdlni podjednotku kryptosporidii (Jiang et al., 2005; Xiao et al.,

1999)
Primarni PCR Sekvence
Cry F1 5°- TTC TAG AGC TAA TAC ATG CG -3~
Cry R1 5°- CCC ATT TCC TTC GAA ACA GGA -3°
Sekundarni PCR Sekvence
Cry F2 5”- GGA AGG GTT GAT TTT ATT AGA TAA -3°
Cry R2 5°- CTC ATA AGG TGC TAG AGG AGT A -3°

3.2.4.3 Genotypizace kryptosporidii - PCR-RFPL
K rozliseni jednotlivych druhti ¢i genotypt kryptosporidii byla pouZzita metoda PCR-
RFLP (polymorfismus délky restrikcnich fragmentti) a rodové specifické primery (3.2.4.2).



Chemikdlie:
* restrik¢éni endonukledza Ssp I nebo Vsp I (10 U/ul, BioLabs® Inc., USA)
« 10x pufr Ssp I nebo Vsp I (BioLabs® Inc., USA)
* PCR H,O (Top-Bio, CR)
* sekunddrni PCR produkt

Postup:
Pro restrikéni analyzu pouzit 15 pl sekunddrntho PCR produktu do 25 ul reakce

obsahujici 10 U/ul Ssp I restrikéniho enzymu (Fermentas, Burlington, Ontario, Canada)
a 2,5 ul restrikéniho pufru. Reak¢ni smés inkubovat v inkuba¢nim termobloku pii 37 °C
po dobu 12 hodin. Vzorky vizualizovat v2 % agar6zovém gelu s piidanim ethidium-

bromidu.

3.2.4.4 Genotypizace kryptosporidii - nested PCR s druhové specifickymi primery

Na zdkladé¢ ndmi navrZenych druhové specifickych primerti (Jenikova et al., 2011)
pro detekci C. suis a C. scrofarum byly u DNA extrahované z trusu prasat provedeny
nested PCR reakce pro amplifikaci SSU rRNA v celkovém objemu 20 ul (Tabulka 3 a 4).
Reak¢éni smés byla amplifikovdna v termocycleru (Little Genius, BIOER). Po pocate¢ni
denaturaci 94 °C 3 minuty, bylo provedeno 35 cykll sestdvajicich v primarni reakci
z denaturace 94 °C po 45 s, annealingu 55 °C po 45 s a extenze 72 °C po 60 s, s findlni
extenzi 72 °C 7 minut. Cykly pro sekundarni reakci byly totoZné kromé annealingu - 62 °C
po 45 s. Ke kazdé reakci byla pfidana pozitivni (kontrolni DNA C. suis a C scrofarum)
a negativni kontrola (PCR voda). Pro amplifikaci sekundarniho PCR produktu byly pouzity
2 pl primérniho PCR produktu.

Chemikdlie:
* deoxyribonukleosid trifosfaty (ANTP’s, 10 mM roztok, Top-Bio, CR)
*  10x koncentrovany pufr pro Taq purple DNA polymerazu (Top-Bio, CR)
 Taq purple DNA polymeriza (1 U/ul, Top-Bio, CR)
« PCR H,O (Top-Bio, CR)
«  MgCl, (25 mM, Top-Bio, CR)
* bovinni sérovy albumin (BSA 10mg/ml, Sigma-Aldrich, CR)
* sekundarni rodové specifické primery (10 uM, Generi Biotech, CR)
* druhové specifické primery (10 uM, Generi Biotech, CR)
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Tabulka 3: Predpis reakce pro nested PCR amplifikujici ¢ast genu kodujictho malou
ribosomdlni podjednotku kryptosporidii s pouzitim druhové specifickych

primert

Reagencie Koncentrace Primarni PCR (ul) Sekundarni PCR (ul)
H,0 12,30 12,30
MgCl, 25 mM 1,20 1,20
10x buffer 1x 2,00 2,00
dNTP 10 mM 0,40 0,40
Primer - forward 10 uM 0,40 0,40
Primer - reverse 10 uM 0,40 0,40
BSA 10 mg/ml 0,80 0,80
Taq 1 U/1ul 0,50 0,50
DNA 2,00 2,00
Celkem 20 20

Tabulka 4: Druhové specifické primery pro nested PCR amplifikujici ¢ast genu
kédujictho malou ribosomalni podjednotku kryptosporidii (Jenikova et al.,

2011)
Primarni PCR Sek
(rodové specifické) ckvence
Cry F2 5°- GGA AGG GTT GAT TTT ATT AGA TAA -3°
Cry R2 5°- CTC ATA AGG TGC TAG AGG AGT A -3~
Sekundarni PCR Sekven
(druhové specifické) “CrYence
C. suis
suis 3F 5°- CAT AAT AAC TTT ACG GAT CAC ATT TTT -3~
suis R 5°- CTC AAA GTA AAATTT CAT ATA CTA ATA AAA AT -3°

C. scrofarum
pig genotype II 2F  5°- GCG GAT CAC GTT ATG TGA CAT -3°

pig genotype I 2R 5°- TTC CAC ATA CTG TAA AGT AAT GTG -3°

3.2.4.5 PCR - nested PCR diagnostika pro mikrosporidie

K detekci mikrosporidii ve vySetfovanych vzorcich trusu byla pouZita jiz vyizolovana
DNA (viz. 3.2.4.1). Molekuldrni charakterizace izolatl mikrosporidii byla provedena
metodou PCR. VSechny vzorky byly testovany na pritomnost specifické mikrosporidiové
DNA. K amplifikaci byly pouzity primery uvedené v tabulkich 6 a 7. Reakce byly
provadény v celkovém objemu 25 ul (Tabulka 5). Amplifikace tsekl templatové DNA
probéhla v termocycleru (Little Genius, BIOER) v nasledujicim sledu: pocatecni
denaturace 94 °C 3 minuty, 35 cykld - 94 °C denaturace DNA po 45 s; annealing 55 °C

po 45 s; extenze 72 °C po 60 s, dosyntetizovani nového fetézce pii 72 °C po dobu
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10 minut. Ke kazdé reakci byla pridana pozitivni (E. intestinalis, E. bieneusi genotype D)

a negativni kontrola (PCR voda). Pro sekunddrni amplifikaci byl pouzit produkt primarni

PCR. Vsechny vzorky byly provadény v duplikatu z diivodu reprodukovatelného zachytu.

Chemikdlie:

* deionizovana PCR H,0 (Top-Bio, CR)

«  MgCl, (25 mM, Top-Bio, CR)

 10x koncentrovany pufr pro Taq purple DNA polymerazu (Top-Bio, CR)

* deoxyribonukleosid trifosfaty (ANTP’s, 10 mM roztok - 2,5 mM kazdé baze, Top-
Bio, CR)

« primery forward a reverse (10 um, Generi Biotech, CR)

* bovinni sérovy albumin (BSA, 10 mg/ml, Sigma-Aldrich, USA)

 Taq purple DNA polymeriza (1 U/ul, Top-Bio, CR)

Tabulka 5: Ptedpis reakce pro nested PCR amplifikujici ¢ast genu kdodujictho malou

a velkou ribosomdlni podjednotku a ITS (internal transcribed spacer)
mikrosporidii s pouZitim rodové specifickych primert

Reagencie Koncentrace  Primarni PCR (ul) Sekundarni PCR (ul)
H,O 12,87 16,87
MgCl, 25 mM 1,50 1,50
10x buffer 1x 2,50 2,50
dNTP 10 mM 0,50 0,50
Primer - forward 10 uM 0,50 0,50
Primer - reverse 10 uM 0,50 0,50
BSA 10 mg/ml 1,00 -
Taq 1 U/1ul 0,63 0,63
DNA 5,00 2,00
Celkem: 25 25

Tabulka 6: Primery (~320 bp) pro nested PCR amplifikujici ¢ast genu kédujictho malou

a velkou ribosomdlni podjednotku a ITS (internal transcribed spacer)
Encephalitozoon spp. (Didier et al., 1995; Katzwinkel-Wladarsch et al., 1996)

Primarni PCR Sekvence

int580f 5°- TGC AGT TAA AAT GTC CGT AGT -3~

int580r 5°-TTT CAC TCG CCG CTA CTC AG -3°

Sekundarni PCR Sekvence

MSP3 5”- GGA ATT CAC ACC GCC CGT CVY TAT -3°
MSP4A 5°- CCA AGC TTA TGC TTA AGT YMA ARG GGT -3~
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Tabulka 7: Primery (~390 bp) pro nested PCR amplifikujici ¢ast genu kédujictho malou
a velkou ribosomalni podjednotku a ITS (internal transcribed spacer)
Enterocytozoon bieneusi (Buckhold et al., 2002)

Primarni PCR Sekvence

EBITS3 5’- GGT CAT AGG GAT GAA GAG -3
EBITS4 5°-TTC GAG TTC TTT CGC GCT C -3~
Sekundarni PCR Sekvence

EBITS1 5°- GCT CTG AAT ATC TAT GGC T -3~
EBITS2.4 5°- ATC GCC GAC GGA TCC AAG TG -3~

3.2.4.6 Gelovd elektroforéza
Velikost PCR fragmenti byla ovéfovdna gelovou elektroforézou. Vysledny PCR
produkt byl detekovan v 2 % (kryptosporidie) a 1 % (mikrosporidie) agar6zovém gelu

s pfidavkem ethidium-bromidu (0,2 pg/ml) a vizualizovan pomoci UV zéafeni o vlnové

délce 302 nm.

Chemikdlie:
* 50x TAE pufr (242 g tris baze; 457,1 ml ledové kyseliny octové; 100 ml 0,5 M
EDTA)

* agardza (Biotech, CR)
e ethidium-bromid (Sigma-Aldrich, CR)
* 100 bp DNA Ladder (O Gene RulerTM, Biogen, CR)

3.2.4.7 Sekvenovdni

Amplifikované fragmenty DNA byly vyfiznuty, izoloviny z gelu a obousmérné
sekvenovany analyzérem ABI 3130 ¢i ABI 3730 (Applied Biosystems, Foster City, CA),
aby byla potvrzena jejich identita. Sekvence byly upraveny pomoci programu ChromasPro
verze 1.32 ¢i BioEdit (verze 7.2.0.) (Technelysium, Queenland, Australia). Ziskané
sekvence byly porovndny se sekvencemi uloZenymi v databdzi GenBank pomoci programu

ClustalX (ftp://ftp-igbmc.u-strasbg.fr/pub/ClustalX/ - version 2.0.12).

3.2.4.8 Fylogenetické analyzy
V ptipadé mikrosporidiovych infekci byla evolu¢ni historie odvozena ziskanymi
sekvencemi a analyzou distanénimi metodami (neighbor-joining method - metoda

nejmensSich cCtvercli) zaloZenou na Kimura 2 parametrové distanci. Opakovéani bylo
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provedeno 1000x. Fylogenetické stromy byly vytvofeny v programu TREECON verze
1.3b. Ziskané sekvence byly uloZeny v GenBank pod ID: JQ804971-JQ804979.

3.3 Statistické zpracovani vysledki

Vysledky jednotlivych studii byly statisticky vyhodnoceny pomoci chi-kvadrat testu
a studentova t-testu pro vyhodnoceni rozdila v prevalenci vyskytu a intenzité infekce.

Diéle byla pouzita metodika zobecnéného linedrniho modelu (generalized linear model,
GLM) modelujici pravdépodobnostni vztahy mezi vyskytem C. suis a C. scrofarum (vék
zvitat, v€k selat pfi odstavu, pouZitd technologie chovu, intenzita infekce, vyskyt prijmu).

Odchylky pro GLM byly pouzity pro identifikaci hlavnich vyznamnych proménnych.
Pravdépodobnost vyskytu Cryptosporidium spp. zavisi na pti¢innych proménnych, které

byly vyjadieny nésledujicim vztahem:

exp(B,age, + B,weaning, + f;managementl, +...+ S;managment3,)

7 =

1+exp(fBage, + B,weaning, + f;managmentl, + ...+ S.managment3,)

Pravdépodobnost vyskytu prijmu v zdvislosti na pii¢innych proménnych byla vyjadiena

nasledovneé:

exp(f,age; + B, weaning, + B;managmentl, +...+ Ssmanagment3; + Biinfection intensity, + 5,C.suis, + B,C. pigII;)

7?. =
1+exp(fage; + B, weaning, + f;managmentl, +...+ fmanagment3; + fSinfection intensity, + 5,C.suis; + S,C. pig IL,)

U experimentédlné infikovanych prasat byly kumulované hodnoty intenzity infekce
vypocteny jako pomeér plochy pod kiivkou (AUC, area under the curve). Byl vypocten Cas
v dobé maximadlni intenzity infekce (ty.x) @ maximdlni intenzita infekce (Cyax). Rozdily
v prabéhu infekce mezi vSemi skupinami experimentdln¢ infikovanych zvitat byly
testovany pomoci studentova t-testu. Bonfferroniho korekce byla provedena vzhledem
k mnohaCetnym srovndvanim jednotlivych skupin zvifat v experimentu. VSechny
statistické vypodty byly provedeny pomoci softwaru Statistica® 6.0, Epilnfo (TM),
3.5.3 (CDC, USA, Atlanta) a v programovacim prostiedi R 2.15.0 (R Development Core
Team, 2007).
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4. VYSLEDKY A SHRNUTI

4.1 Vliv zoohygieny a technologie chovu na vyskyt kryptosporidiovych

infekci v chovech prasat

Mezi roky 2009 a 2012 bylo na vyskyt kryptosporidiovych infekci vysetieno celkem
1620 vzorkt trusu komercn€ chovanych prasat riznych vékovych kategorii (selata, odstav,
predvykrm, vykrm, prasnice) z 22 chovatelskych zafizeni Ceské republiky [publikace III].
Diéle bylo vysetfeno 477 vzorkil trusu prasnic a selat z vybraného zeméd¢lského podniku
pro testovani hypotézy vékové specificity kryptosporidii prasat. Na vyizolované DNA
téchto vzorkl zdroven probihalo testovani nové navrZzenych druhové specifickych primert
k detekci porcinnich kryptosporidii [publikace I]. Na ziskané poznatky z tohoto vyzkumu
navdzala studie tykajici se vnimavosti riznych vékovych kategorii prasat k infekci
C. scrofarum [publikace VI]. Vzorky trusu byly vySetfovdny standardnimi parazito-

logickymi a molekularnimi metodami.

Vyskyt a prevalence kryptosporidii v chovech prasat

Studie provadéné v chovech prasat jednozna¢né ukdzaly na velkou disproporci
v zachytu kryptosporidiovych infekci pomoci mikroskopickych technik ve srovnani
se zachytem specifické kryptosporidiové DNA pomoci technik molekuldrnich. Bylo
prokdzéano, ze mikroskopické techniky jsou minimdlné 2x méné efektivni nez molekularni
diagnostika [publikace I a III]. Tyto zavéry terénniho vyzkumu byly ndsledné potvrzeny
i v rdmci experimentdlnich infekci. Mikroskopicky bylo oproti PCR zachyceno v priméru
0 7 - 12 % pozitivnich vzorki mén¢ v zavislosti na véku zvitat [publikace VI].

Tyto zévéry vSak lze aplikovat pouze ve vztahu ke kryptosporidiovym infekcim prasat.
V piipadé¢ jiného hostitele miZze byt pomér v zachytnosti kryptosporidii v trusu odliSny.

V souladu s ostatnimi autory byla prokdzdna prevalence kryptosporidii v rozmezi
0,9 a7z 71,4 % v zéavislosti na véku zvitat [publikace III].

Néami navrzenymi druhové specifickymi a standardnimi rodové€ specifickymi primery
byly identifikovany Ctyfi druhy kryptosporidii: C. suis v 224 ptipadech, C. scrofarum
v 208, C. parvum subtyp Ila A16G1R1b v jednom a C. muris ve 3 ptipadech [publikace

III]. Vysledky dosud nejrozsahlejsi studie ukazaly, Zze C. suis a C. scrofarum jsou
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dominantnimi druhy infikujici prasata a ostatni druhy kryptosporidii jsou detekovany

jen v ojedinélych ptipadech [publikace III].

SmiSené infekce riiznych druhu a genotypu kryptosporidii u domacich prasat

Na zdkladé podrobného studia ziskanych vysledki, zejména velmi nizkého vyskytu
smiSenych infekci C. suis a C. scrofarum, byla vyslovena hypotéza o v€kové specifité
téchto druhti kryptosporidii [publikace I]. Byly srovnany vysledky standardni rodové
specifické PCR a RFLP s vysledky ziskanymi pomoci setti druhové specifickych primerd.
Jako prvni jsme ukézali, Ze smiSené infekce C. suis a C. scrofarum se vyskytuji s relativné
vysokou frekvenci (2,1 - 18,2 %), tedy vice neZ bylo diive ptedpokladdno [publikace I
a III].

Intenzita kryptosporidiovych infekci prasat

Na rozdil od kryptosporidiovych infekci telat vyvolanych druhem C. parvum, byla
prokdzdna velmi nizkd intenzita vylucovani oocyst C. suis i C. scrofarum v trusu jak
pifirozeng, tak i experimentdln¢ infikovanych prasat [publikace I, IIT a VI]. Bylo zjisténo,
Ze prasata infikovand C. suis vyluCuji statisticky vyznamné vyss$i pocet oocyst na gram
trusu (OPG) (pramér 150 000 OPG) ve srovndni s monoinfekcemi C. scrofarum (primér
35 000 OPG) [publikace I a III]. V piipad¢ experimentdlnich infekci prasat C. scrofarum
byla u vnimavych zvitat celkové zaznamendna nizkd primérnd intenzita infekce (>6 000

OPG) [publikace VI].

Vliv odstavu na vyskyt kryptosporidiovych infekci

Odstav mlad’at predstavuje kriticky moment v chovu zvitat a u prasat je navic spojen
s vyvojem imunitniho systému v obdobi nutri¢nich a environmentalnich zmén. Jako prvni
jsme provedli analyzu dopadu rizného véku odstavu na vyskyt kryptosporidiovych infekci.
Bylo zjiSt€éno, Ze v piipad¢ odstavu selat ve 3. tydnu véku se dvojnasobné zvySuje
pravdépodobnost infekce druhem C. scrofarum v pozdéjsim veéku prasat, oproti zvitatim
odstavovanym ve 4. nebo 5. tydnu véku. V piipad¢ druhu C. suis nebyly zjistény Zadné

korelace mezi jeho vyskytem a vékem odstavu [publikace III].
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Prevalence kryptosporidii v zavislosti na technologii chovu

Byly testovdny ruzné typy komercnich chovatelskych zafizeni s variabilnimi
technologiemi chovu prasat. Rozdilny management a podminky chovu vyznamné ovliviiuji
vyskyt nejriznéjSich infekci, véetné kryptosporidii. Z rozsdhlého vyzkumu zaméteného
na tuto problematiku vyplynulo, Ze u prasat chovanych v podestylkové technologii byla
odhalena v¢tsi pravdépodobnost vyskytu kryptosporidiovych infekci, neZ u prasat
chovanych v systémech bezstelivovych (betonové podlahy, celorostové ¢i castecné
zarostované podlahy). Zatimco v chovech vyuZivajicich rostovou technologii nebo chov
na betonovych podlahdch byla prokdzana promofenost zvitat od 7 do 13 %, v chovech
s podestylkou bylo infikovdno 30 % jedinci. Komplexni vysledky a zdvéry vyzkumu jsou

soucasti publikace III.

Klinické priznaky infekci C. suis a C. scrofarum u prasat

Statistickd analyza na vzorku 2097 jedinct neprokdzala vztah mezi vyskytem
kryptosporidii a prijmovym onemocnénim [publikace I a III]. RovnéZz vysledky
experimentdlnich infekci prasat rizného veéku vyvolané C. scrofarum nepotvrdily
souvislost mezi vyskytem prijmu, kryptosporidiovymi infekcemi a intenzitou jejich

infekce [publikace VI].

4.2 Vyskyt a prevalence kryptosporidiovych a mikrosporidiovych infekci

v populacich divokych prasat
Vyzkum zaméfeny na vyskyt kryptosporidiovych a mikrosporidiovych infekci
evropskych prasat divokych (Sus scrofa), unikdtni tim, Ze se danou problematikou dosud
takto podrobné a komplexné nikdo nezabyval, vyjma jediné publikace (Garcia-Presedo
et al., 2013), prob¢hl ve dvou fézich, a to jako pilotni studie v letech 2009 a 2010 na tdrovni
néhodné vybranych obor a revirt Ceské republiky a v druhé fizi jako komplexni studie
probihajici vletech 2011 a 2012 se zapojenim zahrani¢nich spolupracovnikl s cilem

popsat soucasny stav ve stiedni Evrop¢.

Vyskyt a prevalence kryptosporidii u divokych prasat
Na rozdil od domécich prasat byly oocysty kryptosporidii detekovany pomoci
mikroskopické diagnostiky (barvené prepardty anilin-karbol-methylvioleti) v menSim

procentu vySetfovanych vzorkl. Rozdil v zachytnosti mikroskopickych a molekularnich
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technik byl vice neZ Sestindsobny [publikace II a IV]. Celkova prevalence kryptosporidii
stanovend ndmi vyvinutou technikou za pouZiti druhové specifickych primerti [publikace
I]) se pohybovala v rozmezi od 5 do 35 %. Stejn¢ jako u domdcich prasat byly smiSené
infekce relativné casté [publikace IT a I'V].

V porovnéni s vysledky ziskanymi z chovii domdcich prasat, jak v rdmci této studie, tak
i praci jinych autord, jsme neprokdzali pfitomnost jinych druht kryptosporidii u divokych
prasat, pfestoze by to bylo vzhledem k zplsobu jejich obZivy vysoce pravdépodobné
[publikace IT a IV].

RovnéZz v piipadé dospélych jedinci cerné zvéte bylo C. scrofarum oznaceno

Voev s

v publikaci II.

Intenzita kryptosporidiovych infekci divokych prasat
Ve vSech piipadech byla detekovana velmi nizka intenzita infekce, a to v rozsahu 500

az 1500 OPG [publikace IV].

Klinické priznaky infekci C. suis a C. scrofarum u divokych prasat

VSechny vySetfované vzorky trusu vykazovaly normdlni konzistenci, u Zadného nebyl
registrovan prujem. Ackoli se tato studie nezabyvala vyskytem Cryptosporidium spp.
u vSech veékovych kategoriich cerné zvéte, nase dosavadni vysledky jsou v souladu
snaSimi [publikace I, III a VI] i jinymi studiemi, které neprokdzaly souvislost
mezi kryptosporidiovymi infekcemi prasat a klinickym onemocnénim. Kompletni vysledky

k ptislusné problematice jsou uvetejnény v publikaci IV.

Vyskyt a prevalence mikrosporidii u divokych prasat

Mikrosporidie Enterocytozoon bieneusi a Encephalitozoon spp. jsou ubikvitarné
o diverzité mikrosporidii u divokych prasat. Za dominantni druh mikrosporidie byl
na zdklad¢ naSich vysledki oznaCen E. bieneusi nalezeny u 8 % zvitat. V ramci rodu
Encephalitozoon jsme detekovali pouze Encephalitozoon cuniculi s primérnou prevalenci

4,5 %.
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Byly pozorovény rozdily ve vyskytu infekci v zavislosti na lokalité (4 - 60 %), nicméné
vzhledem k migracni schopnosti divokych prasat a absenci dalSich dat nebylo mozné
provést statistické vyhodnoceni.

Na zdklad¢ sekvenaci ITS lokusu (internal transcribed spacer) byly detekovany
2 genotypy E. cuniculi (genotyp I a II) a jedenict, z toho Sest novych, genotypil
E. bieneusi, (D, EbpA, EbpC, G, Henan-I, + nové genotypy WildBoarl-6). Genotypy D,
EbpA, EbpB a G se vyskytovaly velmi Casto. Ostatni zndamé i nové genotypy (Henan-I,
WildBoarl-6) byly nalezeny ojedinéle. Vzhledem k tomu, Ze o biologii téchto novych
genotypl nejsou zadné informace, nelze Cinit zavéry ohledné jejich hostitelské specificity
pro divoka prasata a prasata obecné.

Dosud nejkomplexnéjsi pojedndni o mikrosporidiovych infekcich u cerné zvéie

je shrnuto v publikaci V.

4.3 Porovnani vysledkii ziskanych z chovi prasat domacich s vysledky
ziskanymi u volné Zijicich prasat divokych

Na zédklad¢ vyse uvedenych vysledkt lze konstatovat, Ze prevalence kryptosporidii

v chovech domécich prasat je vyrazné vyssi v porovnani s divokymi prasaty. Nicméné

oproti jinym druhtim hospodaiskych zvifat - napf. skot - je promofenost prasat obecné

niz$i. Jak u domécich, tak i u divokych prasat je u dospélych zvitat dominantnim druhem

C. scrofarum. Ani u domdcich, ani u volné Zijicich (divokych) prasat nebyl prokazan vztah

mezi kryptosporidiovou infekci a priijmy. TaktéZ intenzity infekci u obou populaci prasat

jsou pfiblizné shodné, tedy velmi nizké.

4.4 Charakteristika vékové a hostitelské specifity kryptosporidii prasat

Ob¢ specifické porcinni kryptosporidie (C. suis a C. scrofarum) byly popsany
u Sirokého veékového rozpéti domécich prasat. N4S vyzkum, ktery se vénoval vékové
a hostitelské specifité kryptosporidii domécich prasat, ptinesl vysledky, jez prokazaly
rozdily ve vnimavosti prasat ke kryptosporidiovym infekcim v zdvislosti na véku
zvitat [publikace I a I1I].

V ramci sledovani populace domdcich prasat (n = 2097) bylo zjiSténo, Ze druh
C. scrofarum nebyl nikdy detekovan u selat mladSich péti tydni véku. Tento druh byl

poprvé detekovan u Sesti tydennich selat a soucasné s tim byly poprvé nalezeny smiSené
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infekce C. suis a C. scrofarum. Tyto vysledky nds vedly k provedeni experimentalni
infekce s cilem zjistit minimalni v€k selat nutny pro vnimavost k infekci C. scrofarum.
Na zdkladé infekcniho pokusu bylo jednozna¢né prokdzano, Ze selata mladsi 4 tydnt véku
nejsou vnimava k infekci C. scrofarum, zatimco u selat infikovanych ve véku 5, 6, 7 a 8
tydni byla experimentdlni infekce navozena. Prepatentni periodé 8 dnl u péti tydennich
selat odpovidéd detekce oocyst C. scrofarum v trusu 6 tydennich selat v rdmci terénniho
sledovéani. Nebyly zjistény zadné rozdily ani v intenzité ani v prubéhu infekce v zavislosti
na véku zvitat. Podrobnéjsi pfiblizeni tohoto vyzkumu pojedndvajicim o experimentalné

ziskanych vysledcich, které podporuji hypotézu, Ze vnimavost prasat k infekcim

C. scrofarum je ovlivnéna vékem hostitele, je soucasti publikace VI.
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5. ZAVERY

e Cryptosporidium suis a Cryptosporidium scrofarum jsou specifické druhy
kryptosporidii infikujici domaéci i1 divoka prasata.

e Cryptosporidium scrofarum je dominantnim druhem kryptosporidie u dospélych
domécich i divokych prasat.

¢ Divok4 prasata jsou promotena kryptosporidiemi méné neZ prasata doméci.

e Byla navrZzena novd metoda pro detekci smiSenych infekci C. suis a C. scrofarum,
pficemZ bylo prokdzano, Ze smiSené infekce zminénych druht se vyskytuji s relativné
vysokou Cetnosti.

e Byl prokazan negativni vliv stlanych technologii na vyskyt C. scrofarum u prasat.

e Byla potvrzena vékova specificita C. scrofarum; selata mladsi 4 tydnt nejsou k infekci
vnimava.

¢ Intenzita infekce C. suis je u selat 250x vyS$si nez u dospélych prasat.

¢ Intenzita infekce C. suis a C. scrofarum u dospélych prasat je na hranici
detekovatelnosti mikroskopickymi metodami (>2 000 OPG).

¢ Kryptosporidiové infekce prasat nejsou spojeny s klinickymi pfiznaky onemocnéni.

e Selata odstavend ve véku 2 tydni jsou vystavena 2x vysSSimu riziku infekce
C. scrofarum nez zvifata odstavovand v pozdéjSim veku.

e Nebyl prokdzan vliv odstavu na vyskyt C. suis u dospélych prasat.

e Cryptosporidium suis a C. scrofarum neptfedstavuji vyznamné zdravotni riziko
pro vefejné zdravi obyvatelstva.

e Divokd prasata jsou hostitelé jak Enterocytozoon bieneusi, tak Encephalitozoon
cuniculi.

¢ Bylo detekovano 6 novych genotypl E. bieneusi s nejasnou hostitelskou specificitou.
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