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Annotation

The infectivity and pathogenicity of Cryptosporidium andersoni (bovine isolate) for
neonatal and adult southern multimammate mice (Mastomys coucha) as well as different
species of gerbils was studied using transmission experiments. Cryptosporidium andersoni
isolate used in this study was not infective for BALB/c mice, but experimental infection
proved susceptibility of neonatal and adult M. coucha, neonatal and adult M. unguiculatus,
adult Meriones tristrami, Seeketamys calurus and Gerbillus gerbillus to the infection. No
signs of clinical illness or macroscopic findings during autopsy were detected in infected
animals. Since adult G. gerbillus were the most susceptible to C. andersoni infection these

animals seem to be a useful laboratory model for study of C. andersoni infection.
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1. Uvod a historie

Kryptosporidie jsou jednobunécni, celosvétové rozsiteni paraziti, ktefi infikuji prevazné
epitel sliznice stfeva a zaludku celé fady studenokrevnych i teplokrevnych obratlovcl véetné
¢lovéka (O’'Donoghue 1995). Onemocnéni zpusobené prvoky rodu Cryptosporidium se
nazyva kryptosporididza a je fazeno mezi oportunni infekce a zoondzy. Tito paraziticti prvoci
jsou nebezpecéni zejména pro jedince trpici chronickym onemocnénim, malnutrici nebo osoby
se snizenou imunitni odpovédi organismu. Pro AIDS pacienty a podvyzivené déti mize mit
kryptosporidioza letalni nasledky (MacFarlane et Horner-Bryce 1987, Manabe et al. 1998). U
imunokompetentnich jedincii, kdy je onemocnéni velmi ¢asto provazeno vodnatymi prijmy
s abdominalnimi bolestmi a kfecemi, dochazi k samovyléCeni tzv. ,self-cure” nebo ,,self-
limited* (Chappel et al. 2003).

Kryptosporidie byly poprvé popsany Ernestem Edwardem Tyzzerem v roce 1907, ktery
nalezl tyto prvoky ve sliznici zaludku laboratornich mysi (Mus musculus) a pojmenoval ho
Cryptosporidium muris (Tyzzer 1907). Vroce 1912 popsal tentyz autor dal$i druh
kryptosporidii s lokalizaci vyvojového cyklu v tenkém stfevé mySi a nazval ho

Cryptosporidium parvum (Tyzzer 1912).

1.1 Taxonomie

Kryptosporidie jsou fazeny do kmene Apicomplexa. Vzhledem k tomu, ze jejich vyvojovy
cyklus probiha v gastrointestindlnim traktu hostitele stejné jako u rodt Eimeria, Isospora
a Cyclospora, byly kryptosporidic donedavna zac¢lenény mezi kokcidie (Fayer et al. 1997).
Molekularni analyzy vSak ukazaly blizsi pfibuznost ke gregarinam nez ke kokcidiim (Carreno
et al. 1999). V soucasné dobé je vSeobecné uznavano 15 platnych druhii kryptosporidii
(tabulka 1) a bylo popsano velké mnozstvi genotypt, u kterych Ize predpokladat, ze budou
v budoucnu popsany jako samostatné druhy (Xiao 2004).



Tabulka 1. Platné druhy rodu Cryptosporidium

Druh Lokalizace Hostitel Citace
C. andersoni Zlaznaty Zaludek (abomasum) Skot Lindsay et al. 2000
C. bailey Stievo Savci Current et al. 1986
C. canis Stfevo Psi Fayer et al. 2001
C. felis Tenké stievo Kocky Iseki 1979
C. galli Zléznaty zaludek (proventriculum) ~ Ptaci Ryan et al. 2003
C. hominis Tenké a tlusté stievo Clovek Morgan-Ryan et al. 2002
C. meleagridis Respiracni trakt, stfevo Ptaci, savei  Slavin 1955
C. molnari Zaludek, ob¢as stievo Ryby Alvarez-Pellitero et Sitja-
Bobadilla 2002
C. muris Zlaznaty zaludek Mys Tyzzer 1907
C. nasorum Tenké stievo Ryby Levine 1984
C. parvum Tenké stfevo Mys Tyzzer 1912
C. pestis Tenké stievo Savci Slapeta 2007
C. saurophilum  Stfevo Plazi Koudela et Modry 1998
C. serpentis Zaludek Plazi Levine et al.1980
C. suis Tenké a tlusté stievo Prase Ryan et al. 2004
C. wrairi Stfevo Morce Vetterling et al. 1971a,b

1.2 Morfologie oocyst

stadii (oocyst) je mozné vramci rodu Cryptosporidium rozlisit dvé odlisné skupiny
kryptosporidii: (i) stfevni kryptosporidie, jejichz vyvoj je lokalizovan ve sliznici stfeva
hostitele a oocysty jsou kulatého tvaru o velikosti okolo 5 pm. (ii) Druhou skupinou jsou
zaludec¢ni kryptosporidie infikujici zlazy zlaznatych zaludki hostiteld (Morgan et al. 1999b,
Xiao et al. 2000); oocysty jsou ovalné a vétsi okolo 7 um. U této skupiny kryptosporidii,

probiha vyvoj také extraintestinalné (v burze Fabricii, dychacim ustroji ptak) u C. bailey

Na zakladé lokalizace endogennich vyvojovych stadii v hostiteli a morfometrie exogennich

(Current et al. 1986, Pavlasek 1993, Morgan et al. 2001).



1.3 Vyvojovy cyklus

Vyvojovy cyklus probihd u vSech zastupct rodu Cryptosporidium shodné, s vyjimkou
druhu Cryptosporidium baileyi. Parazit je pfenaSen z hostitele na hostitele fekalné-oralni
cestou. Oocysty sporuluji endogenné a spolu s trusem se dostavaji do vnéjsiho prostiedi jako
pln¢ infek¢ni. Kryptosporidie béhem svého vyvoje nikdy nepronikaji do bunécné cytoplazmy,
jsou lokalizovany intracelularné a extraplazmaticky a kromé& pohyblivych sporozoiti,
merozoitl a mikrogamet ziistavaji uzavieni v parazitoforni vakuole v prostoru mikroklk
hostitelské buniky. Béhem vyvojového cyklu v hostiteli rozeznadvame ctyfi faze vyvojového
cyklu: excystace, merogonie, gametogonie, sporogonie.

Poziené oocysty se dostavaji do gastrointestindlniho nebo respira¢niho traktu, kde
excystuji a uvolnéni sporozoiti napadaji epitelidlni buiiky. Nésleduje asexudlni mnoZeni-
merogonie, pfi némz vznikaji dva typy morfologicky odlisnych merontt. Prvni typ obsahuje
6-8 merozoitl, druhy typ 4 merozoity. Merozoity II. typu vznikaji ve druhé fazi merogonie.
Poté nasleduje pohlavni rozmnozovani, nebo-li gametogonie, kde se z merozoita II. typu tvori
gamonty, sam¢i mikrogamonty a sami¢i makrogamonty. Mikrogamety vzniklé
z mikrogamontii oplodiuji sami¢i makrogamety vzniklé z makrogamonti a dochazi
k formovani zygoty. Zygota prochazi meiosou (sporogonii) a uvniti se formuji 4 sporozoity.
Vysledkem sporogonie je zrala oocysta. Asi 80 % oocyst ma silnou sténu. Formuji se poté, co
je dokoncen vyvojovy cyklus a odchdzeji z hostitele spolu s trusem. Pfiblizné 20 % oocyst je
tenkosténnych, tyto excystuji v hostiteli a jsou zdrojem autoinfekce (Tyzzer 1910, Tyzzer
1912, Uni et al. 1987).

Jak jiz bylo diive uvedeno, C. baileyi se 1isi vyvojovym cyklem od ostatnich druhti, ma tii
generacni typy merontd. Prvni generace meronti obsahuje osm merozoitii; druhd generace

obsahuje Ctyfi merozoity; tfeti generace obsahuje osm merozoitli (Current et al. 1986).



1.4 Zaludeéni kryptosporidie savcti

1.4.1 Cryptosporidium andersoni
Jsou znamy dva odliSné velikostni ,kmeny*“. Upton a Current (1985) uvadéji velikost

oocyst izolovanych ze skotu 7,4x5,6 um. Oocysty C. andersoni, které¢ popsal Lindsay et al.
(2000) v USA a Kva¢ and Vitovec (2003) v Ceské republice, mély rozméry 8,4x6,2 um, coz
je blizsi rozméram C. muris. Uvniti oocysty jsou Ctyfi sporozoiti a vyrazné rezidualni télisko.
Sténa oocysty je tenkd (mén€ néZ 1 um) a hladkd, na jednom z poli je lokalizovéna sutura
slouZzici k excystaci sporozoiti.

Cryptosporidium andersoni spolu s Cryptosporidium muris patii do skupiny kryptosporidii
osidlujicich zladznaty Zaludek savcii. Prvni nélezy kryptosporidii osidlujicich zlazy slezu
u skotu (Bos taurus) popsali v roce 1985 Upton et Current. Tyto kryptosporidie nebyly
infekéni pro mysi, proto byly nazvany Cryptosporidium muris-like. Anderson (1991)
experimentalné ovéril, ze oocysty morfologicky shodné s C. muris ziskané z trusu velblouda
dvouhrbého (Camelus bactrianus) byly infek¢ni pro mysi, ackoli oocysty oznacené jako
C. muris ziskané z trusu kravy pro mysi infek¢ni nebyly.

AZ v roce 2000 na zakladé molekularnich analyz a hostitelské specifity byl C. muris-like
popsan jako samostatny druh C. andersoni (Lindsay et al. 2000). Byla provedena molekularni
analyza bovinniho a murinniho izolatu ze zaludku kravy, respektive mysSi. Na zakladé
molekularnich poznatkd se oocysty murinniho izolatu nazyvaji C. muris, zatimco oocysty
bovinniho izolatu byly nazvany C. andersoni.

Typickym hostitelem C. andersoni je skot, dale byla pfirozend infekce popsana
u velblouda dvouhrbého (Camelus bactrianus), svisté stepniho (Marmota bobac) a zubra
evropského (Bizon bonasus) (Ryan et al. 2003). VétSina autor povazuje C. andersoni za
neinfekéni pro hlodavce. Popsano to bylo u hrabose polniho (Microtus arvalis), nornika
rudého (Clethrionomys glareolus), mysi polni (Apodemus silvaticus), morcete (Cavia
porecellus) a potkana (Rattus norvegicus). Prub&éh infekce se také neprokazal
u experimentalné infikovanych jehnat (Kvac et al. 2003).

Ptekvapivé vSak byly popsany ptirozené a experimentalni infekce u né€kolika zastupct fadu
Rodentia. Izolat C. andersoni (kmen Kawatabi) z kravy byl pouzit k uspé$né infekci
imunokompetentnich mysi a SCID mysi (Satoh et al. 2003, Matsubayashi et al. 2004, 2005).



U dalsich hlodavci byla vnimavost zatim popsana pouze u piskomila mongolského (Meriones
unguiculatus) (Koudela et al. 1998) a u mysi z ¢eledi mySovitych (Mastomys coucha) (Kva¢
et al. 2007). V roce 2001 byla infekce prokdzana u HIV pozitivniho pacienta ve Francii
(Guyot et al. 2001).

U zvifat ani u lidi nebyly dosud zaznamenany klinické piiznaky doprovazejici infekci
C. andersoni s vyjimkou skotu, kde Zzalude¢ni kryptosporidioza muze byt doprovazena

poklesem produkce mléka a nizSimi vahovymi ptiristky (Esteban et Anderson 1995).

1.4.2 Cryptosporidium muris

PIn¢ vysporulované ovalné oocysty méii okolo 8,4 (7,5-9,8) x 6,3 (5,5-7,0) um (Iseki et
al. 1986). Typickymi hostiteli Cryptosporidium muris jsou hlodavci z ¢eledi mySovitych
(Muridae) a kieckovitych (Criceridae). Experimentalni transmisni studie ukazaly, Ze izolaty
C. muris z laboratornich mysi jsou infek¢éni i pro jina zvifata, véetn¢ pst, morcat, kralikd,
jehnat a piskomili (Fayer 1990). Ptirozena infekce byla popsana i u damana (Procavia
capensis) ze ZOO (Fayer et al. 1997) a u velblouda dvouhrbého (Camelus bactrianus)
s chronickou kryptosporidiozou (Tzipori et Griffiths 1998, Anderson et al. 1991). Dnes jsou

vvvvvv

hostitele C. muris také skot, se zifejmé tykaji C. andersoni.

1.4.3 Ostatni zaludec¢ni kryptosporidie
Cryptosporidium galli

Pfirozena infekce druhem C. galli byla poprvé popsana u uhynulé 17-ti mésiéni slepice
(Gallus gallus), primérna velikost oocyst byla 8,0x6,4 um (Pavlasek 1999). Cryptosporidium
galli infikuje proventriculus ptaka. Klinicky se infekce projevuje akutnim prijmem s vysokou

mortalitou (Blagburn et al. 1990, Lindsay et al. 1991, Morgan et al. 2001).

Cryptosporidium serpentis
Prvni nalezy oocyst rodu Cryptosporidium u hadi popsali Brownstein et al. (1977).

Experimentalné infikovali 14 druha plazt, ale vzhledem k tomu, Ze zkfizeny pienos mezi

témito druhy byl neuspesny, pravdépodobné se mohlo jednat o vic druhii. V roce 1980 popsal



Levin kryptosporidie infikujici zaludek hadt a nazval je Cryptosporidium serpentis. Oocysty
C. serpentis méfi 6,2x5,3 um (Tilley et al. 1991). Infekce C. serpentis je u hadu velmi ¢asto
doprovazena klinickymi pfiznaky onemocnéni, naopak u jestérek probihd kryptosporidioza
zpusobena C. serpentis vétsinou inaparentné (Fayer et al. 1997, 2000). Byly také objeveny

malé genetické rozdily mezi izolaty z hadu a jestérek (Xiao et al. 1999).

Cryptosporidium molnari
Tento druh byl popsan u dvou druht kostnatych ryb (Sparus aurata, Dicentrachus labrax)

v roce 2002 (Pilar Alvarez-Pellitero et Ariadna Sitja-Bobadilla). Oocysty byly lokalizovany

v epitelu Zalude¢ni sliznice a epitelu tenkého stieva. Velikost oocyst je 4,7x4,5 um.

1.5 Zaludeéni kryptosporidie u hlodavct
Kryptosporidiézu u hlodavct popsal Tyzzer (1907, 1910) na pocatku historie vyzkumu

kryptosporidii. Od té doby byla zjiSténa u 32 druht hlodavct. Jedné se o Ctyfi zastupce rodu:
C. parvum, C. muris, C. wrairi a C. andersoni. Pficemz C. parvum infikuje nejvétsi spektrum
savCich hostiteld (O'Donogue 1995) z toho byla nalezena u 30 druht hlodavcti. Infekce
C. wrairi byla zatim popsana jen u moréete domaciho (Cavia aperea). Spektrum hostiteltl

zalude¢nich kryptosporidii C. muris a C. andersoni je uvedeno v tabulce 2.
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Tabulka 2. Spektrum hostiteld Cryptosporidium muris a Cryptosporidium andersoni

Prirozeny hostitel

Experimentalni hostitel

Cryptosporidium muris

Citace

Mys

Potkan

Velbloud

Mys

Hrabos (Clethrionomys glereolus)
Kiecik

Daman

Kocka

Opice (Macaca fascicularis)
Tulen (Phoca hispida)

Burunduk (Eustamias sibircus)

Clovék

Mys (Mus musculus)
Potkan (Rattus norvegicus)
Mys (Mus musculus)
Mor¢e (Cavia sp.)

Kralik (Oryctolagus sp.)
Kocka (Felis sp.)

Pes (Canis sp.)

Mys (Mus musculus)
Potkan (Rattus norvegicus )
Piskomil (Meriones unguiculatus)
Mor¢e (Cavia sp.)

Kralik (Oryctolagus sp.)
Pes (Canis sp.)

Mys (Mus musculus)

Daman (Procavia capensis)

Cryptosporidum andersoni

Tyzzer 1907

Iseki 1979

Iseki et al. 1989
Iseki et al. 1989
Iseki et al. 1989
Iseki et al. 1989
Iseki et al. 1989
Anderson 1991
Aydin et Ozkul 1996
Aydin et Ozkul 1996
Aydin et Ozkul 1996
Aydin et Ozkul 1996
Aydin et Ozkul 1996
Chalmers et al. 1997
Pavlasek 1999
Fayer et al. 1997
Pavlasek et Ryan 2007
Xiao et al. 2004
Santin et al. 2005

Hiurkova et al. 2003

Gatai et al. 2002

Skot

Velbloud (Camelus bactrianus)
Svist (Marmota bobac)

Zubr (Bison bonasus)

Clovek

Skot (Bos taurus)
Mastomy$ (Mastomys coucha)

Genotypy Zaludecnich kryptosporidit

Kvaé (osobni sdéleni)
Kvac et al. 2007
Ryan et al. 2003
Ryan et al. 2003
Ryan et al. 2003
Guyot et al. 2001

Opice (Macaca fascicularis)
Skot
Gazela (Gazella gazella)

Kojot (Canis latrans)

Piskomil (Meriones unguiculatus)

Dubey et al. 2002
Koudela et al. 1998
Pospischil et al. 1987
Trout et al. 2006
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2. Cile prace

1. Zpracovat kriticky literarni reSersi o tématu.

2. V experimentu sledovat dynamiku infekce C. andersoni pro hlodavce z podcéeledi
Gerbilinae.

3. Na zéklad¢ vysledkii (bod 2.) vybrat nejvhodnéjsi druh piskomili jako modelovy

organismus.
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3. Material a metodika

3. Izolat
Pouzity izolat Cryptosporidium andersoni pochazel z dvouleté kravy Holstynského

plemene z chovu Cerny Dub.

3.1. Purifikace oocyst
Vzorek trusu byl rozmélnén v tieci misce a pieveden pres sitko do 100 ml zkumavky

a centrifugovan pii 1350 g po dobu 20 minut, nasledovalo odsati supernatantu. Nasledné byl
sediment obsahujici oocysty kryptosporidii piecistén na sachar6zovém gradientu (Arrowood

et Sterling 1987) a cesium-chloridovém gradientu (Kilani et Sekla 1987).

3.1.1 Sacharézovy gradient (Arrowood et Sterling 1987)

PouZzité roztoky:

Sheatertiv roztok: 259 ml vody
405 g cukru
7,29 g fenolu
1% PBS Tween: do 11PBS ptidat 0,5 ml Tween 20

Pracovni Sheatertiv roztok: 1+ 2 (1 dil Sheater + 2 dily PBS Tween)
1 +4 (1 dil Sheater + 4 dily PBS Tween)

Pracovni postup:

1. zbavit trus hrubych necistot pfecezenim pies sitko

2. navrstvit sachar6zovy gradient 30 ml roztoku 1 + 2; 30 ml roztoku 1 + 4; 15 ml vzorku

3. centrifugovat 30 minut pti 1370 ¢

4. odsat vodni vyvévou Cirou vrstvu supernatantu a prevést cely supernatant do Cisté

zkumavky
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doplnit objem deionizovanou vodou

centrifugovat 20 minut pii 1370 g

odsat vodni vyvévou 72 supernatatu a doplnit objem deionizovanou vodou
krok 6 a 7 opakovat 3x

purifikované oocysty kryptosporidii (sediment) uchovavat ve tmé pti 4 °C

3.1.2 Cesium-chloridovy gradient (Kilani et Sekla 1987)

PoufZité roztoky:

Zasobni roztoky:  roztok A: 1,8 g/ml CsCl

roztok B: 50 mM Tris a 10 mM EDTA, pH 7,2

Pracovni roztoky: roztok C: 1 dil roztoku A + 1 dil roztoku B

roztok D: 1 dil roztoku A + 7 dilu roztoku B
roztok E: 1 dil roztoku A + 15 dila roztoku B

Pracovni postup:

1.
2.

do 50 ml zkumavek (typ Falcon) napipetovat 8 ml roztoku C

prevrstvit 10 ml roztoku D, 10 ml roztoku E a 5-8 ml promyté suspenze oocyst
(vysledek po sachar6zovém gradientu) resuspendovanych v roztoku B

centrifugovat pii 12000 g 1 hodinu

oocysty kryptosporidii, koncentrovany mezi roztoky D a E, sesbirat a zfedit 2 dily
vody

centrifugovat 20 minut pii 1370 g

vodni vyvévou odstranit prvni 1/3 supernatantu a suspenzi doplnit deionizovanou
vodou

vzorek centrifugovat 20 minut pfi 1370 g

zopakovat 3x bod 6 a 7

purifikované kryptosporidie uchovavat ve tmé pii 4 °C
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3.2 Morfometricka analyza
Velikost oocyst C. andersoni byla zméfena pomoci digitalni analyzy obrazu (software

M.I.C. Quick Photo Pro v.2.0 software, Olympus Camedia C-5060 WIDEZOOM, 5.1 pixels
digitalni kamera; mikroskop Olympus 1X70; zvétSeni 1000x). Byla métena délka a Sitka
oocyst a byl vypocitan index tvaru. Byla provedena morfometricka analyza ptivodniho izolatu
(n=50) a oocyst izolovanych z vnimanych druhli experimentalnich zvitat 30. den po infekci

(n=50).

3.3 Molekularni analyza
Celkova DNA byla extrahovana z 50 pl suspenze po pie¢isténi vzorku sachar6zovym

a cesium chloridovym gradientem pomoci kitu DNeasy Tissue Kit (Quiangen, Valencia,
Kalifornia). Byl pouZit nested PCR protokol pro amplifikaci ¢asti genu pro malou ribozomalni
podjednotku (SSU rDNA). PCR produkt byl amplifikovan pomoci priméarni PCR za pouZiti
primeri  5-TCTAGAGCTAATACATGCG-3" a 5-CCTAATCCTTCGAAACAGGA-3’
(Xiao et al. 1999). PCR reakce obsahovala 2,5 pul PCR pufru (Top-Bio, Praha, Czech
Republic), 64 uM dNTP (kazdého) (Jena Bioscince GmbH, Jena, Germany), 0,3 U Taq (Top-
Bio), 20 nM kazdého primeru a 0,5 ul DNA do celkové 25 ul reakce. Celkem bylo provedeno
35 cykli skladajicich se z denaturace 94 °C po 45 s, annelingu 55 °C po 45 s a extenze 72 °C
po 60 s, pocatecni denaturace 94 °C po 45 s a findlni extenze 72 °C 7 minut. Sekundarni PCR
reakce: sekundarni PCR produkt byl amplifikovan za pouziti 2 ul primarniho PCR produktu
primert 5-GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAG-3" a 5'"-AGGAGTAAGGAACAACC
TCCA-3" (Jiang et al. 2005) PCR mix byl totozny s primarni PCR.

U skupiny mastomysi (M. coucha) byl pouzit PCR protokol dle Satoh et al. (2003), za
pouziti primerd 5'-AACTTTACGGATCGCATCTCTGA-3" a 5'-CCCATCACGATGCATA
CTCATAA-3". PCR reakce obsahovala 2,5 pl PCR pufru 10x obsahujiciho 15 mM MgCl,
(Top-Bio, Praha, Czech Republic), 200 nM dNTP (kazdaho) (Jena Bioscience GmbH, Jena,
Germany), 1.0 U Taq (Top-Bio) a 100 nM kazdého primeru a 1ul DNA v celkovém objemu
25 ul reakce. PCR protokol: prvnich 5 cykli se skladalo z denaturace 94 °C po 60 s,
annelingu 44 °C po 90 s a extenze 72 °C po 120 s, nasledovalo 25 cyklt denaturace 94 °C po
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60 s, anneling 48 °C po 90 s a extenze 72 °C po 120 s. Pocate¢ni denaturace byla 95 °C
5 minut a findlni extenze 72 °C 10 minut.

Vysledny PCR produkt (799 bp, respective 1207 bp bez primeril) byl detekovan na 1%
agardzovém gelu s pfidavkem ethidium-bromidu a vizualizovan pomoci UV zafeni (320 nm).
Ziskany PCR produkt byl sekvenovan z obou stran za pouziti primert pro sekunddni PCR
reakei v celkovém objemu 15 pl (BigDye®™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit, Applied
Biosystem, Forest City, California) na ABI3130 sekvenatoru (Applied Biosystem). Sekvence
byly uspofddany a komplementovany pomoci programu DNA SeqMan 5.06 program
(DNASTAR Inc., Madison, Wisconsin). Ziskané sekvence byly porovnany se sekvencemi
v GenBank.

Ze vSech pozitivni zvitat byly 30. DPI vyizolovany oocysty C. andersoni a byla provedena

kontrolni genotypizace pomoci vyse uvedenych metod.

3.4 Experimentalni zvirata
Pro experimentalni infekce byla pouZita nasledujici zvitata: Meriones tristrami, Meriones

unguiculatus, Gerbillus gerbillus, Sekeetamys calurus, Mastomys coucha. Zvitata byla
ziskdna z Veterinarni a farmaceutické univerzity v Brn€. V experimentalnich pokusech bylo
pouzito deset 8-tydennich a deset 7-dennich Mastomys coucha, osm 8-tydennich a osm
7-dennich Meriones unguiculatus, 10 dospélych jedinct Gerbilus gerbilus (vék 2-4 mésice)
pét dospélych jedinct Sekeetamys calurus (vék 2-4 meésice) a Ctyii dospélci Meriones
tristrami (v€ék 2-4 mésice), jako kontrola bylo pouzito deset 8-tydennich a deset 7-dennich
BALB/c mysi (ANLAB).

Pokusna zvitata byla rozdélena podle druhl a pohlavi a umisténa do plastovych nadob.
Neonatalni zvitata byla do véku 8 tydnil chovana spolu s matkou, nasledné byla rozdélena dle
pohlavi. Zvirata byla krmena komer¢ni granulovanou smeési pro hlodavce a napajena

ad-libitum.

3.5 Experimentalni infekce
Kazdé zvite bylo infikovano per-oraln& jicni sondou davkou 1x10° oocyst C. andersoni.

Pro snadnéjs$i manipulaci byla zvifata pfedem uspana inhala¢ni éterovou narkoézou.
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3.6 Koprologické vysetreni
Vzorky trusu byly odebirdny denné od 10. dne po infekci az do prvniho zachytu oocyst

v trusu, ndsledné byly vzorky odebirany kazdy druhy den. Pfitomnost kryptosporidii v trusu

infikovanych zvifat byla zjisStovana specifickou barvici metodou - barveni anilin-karbol-

methyl-violeti s dobarvenim tartrazinem (Milacek et Vitovec 1985).

3.6.1 Barveni kryptosporidii (Milacek et Vitovec 1985)

PouZité roztoky:

Roztok methylvioleti: methylviolet 0,6 g
anilin 1 ml
fenol lg
96% ethanol 30 m
deionizovand voda 70 ml
Kyselina sirova: 2% vodny roztok
Tartrazin: 1% tartrazin v 1% kyselin€ octové

Pracovni postup:

1.

tenky natér trusu na podloznim skle fixovat methanolem v plameni

. barvit methylvioleti po dobu 30 minut

oplachnout slabym proudem vody

2
3
4. natér diferencovat v kyselin¢ sirové po dobu 1-2 minuty
5.
6
7
8

oplachnout slabym proudem vody
dobarvit tartrazinem po dobu 1-2 minuty

oplachnout slabym proudem vody

. po zaschnuti prohlizet svételnym mikroskopem pii zvétSeni 1000%
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3.7 Vyhodnoceni intenzity infekce

Bylo zjistovano mnozstvi trusu (v gramech), které bylo pouzito pro pofizeni natéru. Véha
trusu byla ziskdna jako rozdil hmotnosti trusu natfeného na sklicku a odectenim hmotnosti
¢istého sklicka. Byly spocitdny vSechny oocysty na sklicku, pfi¢emz pii vysoké intenzité
infekce byl spocten pocet oocyst ve 30 ndhodnych zornych polich pti zvétSeni 1000x. Ze
zjisténych udaji (hmotnost trusu, pocet zornych poli na sklicku a pocet oocyst na sklicku)

byla odhadnuta intenzita infekce a vyjadfena jako pocet oocyst v gramu trusu (OPQG).

3.8 Histologické vysetreni

Tti zvifata z kazdé skupiny byla usmrcena 30. den po infekci (DPI), ostatni jedinci byli
usmrceni 90. DPI, kromé piskomiltt druhti Meriones tristrami a Sekeetamys calurus, kteti byli
utraceni vSichni 37. DPI z diivodi malého mnozstvi pokusnych zvitat. Zazivaci trakt vSech
experimalnich zvifat byl makroskopicky posouzen a pro histologické vySetteni byly odebrany
vzorky zaludku (zlaznatd a nezldznatd cast), tenkého stieva (duodenum, jejunum a ileum),

tlustého stfeva (caecum a colon).

Pracovni postup histologického zpracovani materialu:

1. vzorky tkani ihned po jejich ziskani fixovat 4% formaldehydem

2. vzorky odvodnit vzestupnou alkoholovou fadou (30, 70, 80, 96, 100% ethanol), 100%
xylenem, v kazdé Casti alkoholové fady vzorky ponechat 60 minut, v xylenu 90 minut
prosytit odvodnéné tkané ve 100% histoplastu po dobu 24 hodin pfi teploté 58 °C
z jednotlivych vzorki zhotovit histologické blocky a fezy o tloust’ce 5 um

fezy odparafinovat xylenem a sestupnou fadou ethanol-voda

A

fezy barvit -hematoxylinem-eosinem
-Wolbachovou modifikaci Giemsova barveni
-druhové nespecifickou fluorescencni protilatkou proti sténé oocyst

kryptosporidii (Cryptosporidium IF Test, Crypto cel, Medac)
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4. Vysledky

4.1 Molekularni charakteristika izolatu Cryptosporidium andersoni
Casteéné sekvence 18S rDNA (1207 bp a 799 bp bez primertt) piivodniho bovinni izolatu

C. andersoni pouzitého k experimentalnim infekcim a sekvence ziskané po izolaci
z infikovanych zvifat 30. den po infekci (DPI) byly identické se sekvenci C. andersoni
ulozenou v GenBank (AB089285).

4.2 Morfologie oocyst

Oocysty C. andersoni izolované 30. DPI z trusu experimentalné infikovanych zvitat byly
morfometricky shodné s pivodné pouzitym bovinnim izolatem (7,7 (6,8-8,5) % 6,2 (5,6-6,9)
um (n=6x50)).

4.3 Dynamika infekce

Prepatentni perioda u zvifat vnimavych k infekci C. andersoni se pohybovala v rozmezi od
19 do 25 DPI a lisila se v zavislosti na véku a druhu zvifat (tabulka 3). U zvifat infikovanych
ve veéku 7 dni (M. coucha a M. unguiculatus) byla zjisténa delsi prepatentni perioda (23 DPI)
nez u jedinct stejného druhu, kteti byli infikovani ve véku 8 tydna (19 DPI) (tabulka 3). U
dospélych piskomilt druhu G. gerbillus byla zjisténa prepatentni perioda 19 DPI, naopak
u druht S. calurus a M. tristrami byla pozorovana delSi prepatentni perioda (25 DPI)
(tabulka 3).

Patentni perioda u obou vékovych skupin M. coucha se nelisila (46-59 DPI). Naproti tomu
u dvou riznych vékovych skupin piskomilti druhu M. unguiculatus byl zjistén vyrazny rozdil
v patentni period¢ v zavislosti na véku zvifat. U jedinci M. unquiculatus infikovanych ve
véku 7 dni nedoslo béhem 90-ti denniho sledovéani k vyléceni vétSiny sledovanych zvitat
(75 %). Oproti tomu, u skupiny 8-tydennich piskomilli jsme zaznamenali patentni periodu
v rozmezi 58-65 DPI, pouze u jednoho zvifete byla zjisténa pretrvavajici infekce (vice nez 90
DPI). Piskomilové druhu G. gerbillus vylucovali oocysty C. andersoni po celou dobu
pozorovani. U druhG M. tristrami a S. calurus nebyla patentni perioda z divodu malého

mnozstvi pokusnych zvifat sledovana.
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Nami pouzity izolat C. andersoni nebyl infekéni pro BALB/c mys$i obou vékovych

kategorii.

Tabulka 3. Prepatentni a patentni perioda u experimentadlmeé infikovanych druhi zvitat

Druh Vik pfi infekei Prlfgf‘ize(;‘;“i l;frei‘;fl“;
Mastomys coucha 7 dni 23 48-59
Mastomys coucha 8 tydnt 19 46-59
Meriones unguiculatus 7 dni 23 >90
Meriones unguiculatus 8 tydnt 19 58-65 (>90)
Meriones tristrami > 8 tydnd 25 N
Seeketamys calurus > 8 tydnd 25 N
Gerbillus gerbillus > 8 tydna 19 (13) >90
Mus musculus (BALB/c) 7 dni 0 0
Mus musculus (BALB/c) 8 tydnu 0 0

> 8 tydnl presny v€k zvifat nebyl znam (dospéli jedinci); N - z divodu malého poétu jedincii nebyla

patentni perioda sledovana; > 90 - vylu¢ovani oocyst do konce experimentu (90 DPI),

Nebyl zjistén vyrazny rozdil v primérné prevalenci v prvnich dvou tydnech patentni
periody (75-100 %) u jednotlivych experimentalnich skupin (grafy 1-7), s vyjimkou skupiny
8-tydennich M. coucha, kde se priimérna prevalence pohybovala okolo 40 % (graf 2).
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Graf 1. Prubéh dynamiky infekce u skupiny 7-dennich Mastomys coucha
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Graf 2. Pribéh dynamiky infekce u skupiny 8-tydennich Mastomys coucha
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Graf 3. Prubéh dynamiky infekce u skupiny 7-dennich Meriones unguiculatus
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Graf 4. Pribéh dynamiky infekce u skupiny 8-tydennich Meriones unguiculatus
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Graf 5. Prubéh dynamiky infekce u skupiny Meriones tristrami
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Graf 6. Pribéh dynamiky infekce u skupiny Seeketamys calurus
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Graf 7. Pribéh dynamiky infekce u skupiny Gerbillus gerbillus
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4.4 Intenzita infekce

Byly zjistény rozdily v intenzité infekce v zavislosti na druhu a véku infikovanych zvitrat
(tabulka 4). Z vysledkii vyplyva, ze zvitata, kterd byla infikovana jako neonatalni (7 dni véku)
byla vice vnimava k infekci C. andersoni nez dospéli jedinci stejného druhu (grafy 8-11).
Zejména u druhu M. unguiculatus byla vnimavost k infekci v zavislosti na véku velmi
vyrazna (grafy 10 a 11).

U druht piskomila S. calurus a M. tristrami byla zjisténa praimérna intenzita infekce okolo
1x10° a7 3x10° OPG, z dtivodu malého poétu zvifat nebylo mozné sledovat priibéh infekce po
dobu 90 dnt.

Nejvice vnimavym druhem byl G. gerbillus s prim&rou intenzitou infekce 2,5%x10° OPG
po celou dobu experimentu (graf 12). Za pozornost stoji, Ze zatimco u ostatnich druht
vnimavych hostiteli (M. unguiculatus a M. coucha) infikovanych v dospélém véku doslu u
vétSiny jedinct v prubéhu sledovani ke spontannimu vyléceni kryptosporididzy, u druhu
G. gerbillus byl pozorovan pozvolny vzestup intenzity infekce po celou dobu sledovani

s nejvyssi zaznamenanou intenzitou infekce 1,5x10° OPG 90. DPI (graf 12).
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Tabulka 4. Srovnani intenzity infekce jednotlivych druhii experimentalné infikovanych zvitat

NejvysSi zjiSténa intenzita infekce

Druh Vék pri infekci OPG DPI
Mastomys coucha 7 dni 49 % 10° 42
Mastomys coucha 8 tydnt 1,6 x 10° 32
Meriones unguiculatus 7 dni 32 % 10° 54a70
Meriones unguiculatus 8 tydni 9,9 x 10° 36
Meriones tristrami > 8 tydnil 3,1 x 10° 29
Seeketamys calurus > 8 tydnd 1,9 x 10° 29
Gerbillus gerbillus > 8 tydnil 6 x 10° 90
Mus musculus (BALB/c) 7 dni
Mus musculus (BALB/c) 8 tydnt
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Graf 8. Intenzita infekce u 7-dennich Mastomys coucha
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Graf 9. Intenzita infekce u 8-tydennich Mastomys coucha
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Graf 10. Intenzita infekce u 7-dennich Meriones unguiculatus
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Graf 11. Intenzita infekce u 8-tydennich Meriones unguiculatus
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Graf 12. Intenzita infekce u Gerbillus gerbillus
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4.5 Klinické a makroskopické vysSetieni
V pribéhu experimentdlnich infekci nebyly pozorovany zadné klinické piiznaky
kryptosporidiozy u sledovanych skupin. Pfi pitvé zvifat nebyly zaznamenany makroskopické

zmény v zazivacim traktu infikovanych zvirat.

4.6 Histopatologické vysetreni

Histopatologické vySetfeni prokazalo vyskyt vyvojovych stadii C. andersoni u vsech
vnimavych jedincil pouze ve zlaznaté ¢asti zaludku 30. DPI, respektive 37. DPI (obrazky 1-6
viz. ptiloha).

U obou vékovych skupin BALB/c mysi, které v prubéhu experimentu nevylucovaly zadné
oocysty kryptosporidii v trusu, neprokazalo histologické vySetfeni pfitomnost vyvojovych
stadii C. andersoni v zadné z odebranych casti zazivaciho traktu. Rovnéz nebyly u této
skupiny zvifat zjistény zadné patologické zmény.

Histopatologické zmény v zalude¢ni sliznici vnimavych zvifat byly nezanétlivého
charakteru zahrnujici dilataci lumen infikovanych Zlaz s metaplastickym oplosténim
epitelidlni vystelky, které bylo vyrazn€j$i usilnych infekei. Infekce byla prevazné

lokalizovana v hornich partiich zlazového epitelu zaludku.
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Patologické zmény a mnozstvi infikovanych Z14z bylo vyrazné&jsi u skupin 7-dennich zvitat
s lokalizaci vyvojovych stadii kryptosporidii ve stfedni a spodni ¢asti epitelu, ale i tyto
infekce probihaly bez zanétlivé odezvy v proprii.

U skupiny 8-tydennich piskomild druh M. unguiculatus byly 90. DPI pozorovany pii
basalni membrané sliznice zaludku loziskovité shluky lymfocytl a lymfocytarni infiltraty

Vv proprii.
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5. Diskuze

Otazka hostitelské specifity Zalude¢nich kryptosporidii (C. andersoni a C. muris) neni jesté
zcela vyteSena. V minulosti se piedpokladalo, Zze druh C. andersoni neni infekéni pro
hlodavce, coz bylo podpoteno fadou experimentalnich praci (Anderson 1991, Koudela et al.
1998, Lindsay 2000, Morgan et al. 2000b). Vysledky této prace vSak pfinaseji nové poznatky
o vnimavosti nékterych druhti hlodavct k infekci C. andersoni.

Nami pouzity izolat kryptosporidii C. andersoni nebyl infekéni pro BALB/c mysi. Stejné
tak neinfek¢nost C. andersoni (bovinni izolaty C. muris-like) pro mysi potvrdili uz dtive
Anderson (1991), Koudela et al. (1998), Lindsay et al. (2000) a Morgan et al. (2000D).
Naproti tomu Matsubayashi et al. (2005) popsali bovinni izolat C. andersoni kmen Kawatabi,
ktery byl infekéni pro SCID mysi. Tento izolat byl podroben molekularni analyze SSU rDNA,

ktera potvrdila jeho odlisnost od C. andersoni.

Typickym hostitelem C. andersoni je skot (Bos taurus). Enemark et al. (2002) popsali

prepatentni periodu C. andersoni u 4-denniho experimentalné infikovaného telete v délce
25 DPI. V nami provedeném experimentu se délka prepatentni periody Zzaludeéni
kryptosporidiézy zptusobené C. andersoni lisila v zavislosti na druhu a véku hostitele.
Zaznamenali jsme prepatentni periodu v délce 25 DPI u dospélych jedinct dvou druht
piskomild (S. calurus a M. tristrami), coz odpovida udajum publikovanych u skotu.
Koudela et al. (1998) uspésné infikovali 8-tydenni piskomily druhu M. unguiculatus
bovinnim izolatem C. muris-like (pravdépodobné¢ C. andersoni) s prepatentni periodou
15-19 DPI. V nami provedeném experimetu byla zjiSténa u stejného druhu a vékové kategorie
piskomilti obdobna délka prepatentni periody (19 DPI), pficemz stejnd prepatentni perioda
byla zjisténa i u dalSich vnimavych adultnich druhd hlodavct (M. coucha a G. gerbillus).
Naopak u 7-dennich piskomild druhtt M. coucha a M. unguiculatus byla zjisténa delsi
prepatentni perioda (23 DPI) nez u adultnich jedinct stejného druhu, coz ukazuje na urcitou
veékovou specifitu.

Koudela et al. (1989) popsali druh G. gerbillus jako nevnimavy k infekci C. muris-like
(bovinni genotyp), naopak nami zjisténé vysledky ukézaly, Ze zminény druh piskomila byl
nejvnimavejsi k infekeci C. andersoni ze vSech nami experimentalné infikovanych druht

hlodavcu.
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Patentni perioda u typického hostitele (skot) miize trvat az nckolik let (Lindsay et al.
2000). U skupiny infikovanych dospélych jedinct druht G. gerbillus a neonatalnich Meriones
unguiculatus jsme zjistili dlouhodobé pietrvavajici infekci s vysokou intenzitou. Soucasné
u skupiny adultnich piskomili druhu M. unguiculatus byla zjisténa vyrazné kratsi patentni
perioda, coz ukazuje na rozdily ve vnimavosti k infekci v zévislosti na véku. U skupin
neonatalnich a adultnich M. coucha vsak nebyl tento vliv potvrzen. Obdobnou délku patentni
periody, jakou jsme zjistili v naSich experimentech, popsal Iseki et al. (1989) u SPF mysi
infikovanych druhem C. muris. Naopak Koudela et al. (1989) a Matsubayashi et al. (2005)
uvadeji vyrazné krat$i patentni periodu u druhu M. unguiculatus (18-36 DPI), respektive

u C.B.-17/Icr-+/+ mysi (19 DPI) infikovanych bovinnimi izolaty zaludecnich kryptosporidii.

Intenzita infekce se u jednotlivych druhii vyrazné liSila. Nejvétsi intenzita
vyluéovanych oocyst byla zaznamenana u druhu G. gerbillus (2,5x10° OPG), jedinci tohoto
druhu vylucovali oocysty po celou dobu pozorovani a maximalni intenzita byla zaznamenana
90. DPI. Podobnou intenzitu infekce zaznamenal Matsubayashi et al. (2005)
u imunokompetentnich mysi infikovanych druhem C. andersoni (0,6-2,4x10°). Naproti tomu,
stejny autor zaznamenal mnohem vy3§i intenzitu infekce C. andersoni u SCID mysi (1x10’
OPG). U skotu prirozené infikovaného druhem C. andersoni se intenzita infekce pohybuje
v rozmezi 3,2x10* - 4, 4x10° u telat a 7,8x10" - 2,6x10° u dospé&lych matek (Kvag et Vitovec
2003). Iseki et al. (1989) popsali infektivitu C. muris kmene RN66 pro laboratorni mysi
a ruzné druhy domécich zvitat (kiecek, kralik, pes a kocka), zjistili maximalni intenzitu
infekce u SPF mysi v rozsahu 11-46x10° OPG. U koéek byla intenzita infekce také dosti
vysokd. Naproti tomu, u kiecka, kralikti a psi byla vnimavost k infekci podstatné nizsi (bez
udani OPG). V nasem sledovéani byla maximalni intenzita infekce 1,5x10° OPG zjisténa u
druhu G. gerbillus. Z uvedenych vysledkt vyplyva, Ze intenzita infekce C. andersoni u nami
sledovanych hlodavct je vyrazné nizs§i nez u infekci zpisobenych druhem C. muris

a soucasné i u infekci C. andersoni u typického hostitele.
Histologické vysetieni prokazalo lokalizaci vyvojového cyklu C. andersoni u vSech nami

infikovanych druhG hlodavcl pouze v zldznaté Casti zaludku, coz odpovida jiz diive

publikovanym udajim (Koudela et al. 1998, Lindsay et al. 2000, Kva¢ et Vitovec 2003).
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Anderson (1987), Ozkul et Aydin (1994, 1996) a Kvag¢ et Vitovec (2003) charakterizovali
histopatologické zmény zpusobené infekci C. andersoni jako hypertrofii, atrofii a metaplazii
zlaznatého epitelu a rozsifeni infikovanych zlaz s absenci zanétlivé reakce v propriu. Naopak
Taylor et al. (1999) popsali zanétlivou odpovéd’ v Zaludec¢ni svalovin€é u outbrednich mysi
infiovanych 1x10° oocyst C. muris, pfi¢emz piipustili, e zmény imunokompetentnich mysi
mohou byt jiné. V nasi studii byly histopatologické zmény v zaludku vnimavych hlodavct
infikovanych druhem C. andersoni charakteristické metaplazii a rozsSifenim zaludeénich Zlaz

a nebyla nalezena zanétliva odpovéd’ v lamina propria a abomasalni svaloving.
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6. Zavery

Byly popsany nové druhy hlodavct G. gerbillus, M. tristrami, S. calurus, M. coucha
vnimavych k infekci C. andersoni (¢ast vysledka publikovano, viz. ptiloha).
Prepatentni perioda C. andersoni u neonatalnich jedinci je delSi oproti adultnim
jedincim

Neonatalni jedinci jsou vice vnimavi k infekci C. andersoni - vyrazné vyssi intenzita
infekce.

Nebyly zjistény zadné rozdily v patologii.

Nejvhodnéjsi modelovy druh pro pomnozovani C. andersoni v laboratofi je druh
G. gerbillus, u kterého byla zaznamenana nejvyssi intenzita infekce s dlouhou patentni
periodou.

Druhy M. unquiculatus a M. coucha jsou z divodu kratké patentni periody vhodni pro

sledovani pritb¢hu infekce a reinfekce.
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Prilohy

Obrazek 1. Histologicky fez zaludeéni sliznici dospélého jedince Mastomys coucha, 30. DPI,
Sipky ukazuji vyvojova stadia kryptosporidii, bar = 50um

Obrazek 2. Histologicky fez Zalude¢ni sliznici novorozeného jedince Meriones unguiculatus,
30. DPI, Sipky ukazuji vyvojova stadia kryptosporidii, bar = 50um
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Obrazek 3. Histologicky fez zaludeéni sliznice dospélého jedince Meriones unguiculatus, 30.
DPI, sipky ukazuji vyvojova stadia kryptosporidii, bar = 50 pm

Obrazek 4. Histologicky fez Zalude¢ni sliznice dospélého jedince Meriones tristrami, 37. DPI,
Sipky ukazuji vyvojova stadia kryptosporidii, bar = 50 pm
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Obrazek 5. Histologicky fez zaludeéni sliznice dospélého jedince Seeketamys calurus, 37.
DPI, Sipky ukazuji vyvojova stadia kryptosporidii, bar = 50 pm

Obrazek 6. Histologicky fez Zalude¢ni sliznice dospélého jedince Gerbillus gerbillus, 30. DPI,
Sipky ukazuji vyvojova stadia kryptosporidii, bar = 50 pm
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Abstract

The infectivity and pathogenicity of Cryptosporidium andersoni (bovine isolate) for neonatal
and adult southern multimammate mice (Mastomys coucha) was studied using transmission
experiments. Cryptosporidium andersoni isolate used in this study was not infective for
BALB/c mice, but experimental infection proved susceptibility of neonatal and adult M.
coucha to the infection. The prepatent period was 20-24 days, the patent period varied
between 46 and 59 days. No signs of clinical illness or macroscopic findings were detected in
infected animals. Cryptosporidium developmental stages were detected only in the glandular
part of the stomach of M. coucha in histological sections stained with Wolbach’s modification
of Giemsa and using immunofluorecence. Histopathological changes were characterized by
dilatation and epithelial metaplasia of infected gastric glands without inflammatory response
in the lamina propria. Neonatal M. coucha were more susceptible to C. andersoni infection
than adults. Mastomys coucha seems to be a useful laboratory model for study of C. andersoni
infection.

Preklad

Uzitim transmisnich pokust byla studovana infektivita a patogenita Cryptosporidium
andersoni (bovinni izolat) pro novorozené a dospélé mastomysi (Mastomys coucha). Pouzity
izolat Cryptosporidium andersoni nebyl infekéni pro BALB/c mys$i, ale experimentalni
infekce prokazala vnimavost novorozenci a dosp€lci M. coucha k infekci. Prepatentni
perioda byla 20-24 dni po infekci, patentni perioda se pohybovala od 46 do 59 dne po infekci.
V prabéhu experimentdlnich infekci nebyly pozorovany zadné klinické ptiznaky
kryptosporididzy ani makroskopické zmény v zazivacim traktu infikovanych zvifat. V
histologickych fezech barvenych Wolbachovou modifikaci Giemsa a pouzitim

imunofluorescence byla detekovana vyvojova stadia kryptosporidii jen v zlaznaté c&asti



zaludku M. coucha. Histopatologické zmény v zaludecni sliznici vnimavych zvifat byly
nezanétlivého charakteru zahrnujici dilataci lumen infikovanych zlaz s metaplastickym
oplosténim epitelialni vystelky. Novorozeni jedinci byli vice vnimavy k infekci C. andersoni
nez dospélci. Mastomys coucha se zda byt vhodny laboratorni model pro studium infekce C.
andersoni.
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