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1. CILE PRACE

» Kriticky zpracovat literarni resersi k tématu.
* Analyzovat hlavni problémy tématu s ndvrhem dal§ich moZnosti vyzkumu.

* Rozpracovat podrobnou metodiku budouci experimentalni prace.

2. LITERARNI RESERSE

2.1. Rod Cryptosporidium

Rod Cryptosporidium je kosmopolitné rozsitena parazitickd skupina infikujici
pfevazné epitelidlni buiky gastrointestinalniho traktu celé fady obratlovcl vcetné
¢lovéka.

Paraziti se §ifi silnosténnymi oocystami, které jako klidova stadia preckavaji
neptiznivé vnejsi podminky. Oocysty jsou piendSeny fekalné-oralni cestou. Infekéni
stadia, které se znich uvolni zpiisobuji onemocnéni nazyvané kryptosporididza.
Kryptosporidiéza je zahrnovana mezi zoondzy a oportunni infekce. Je to prijmové
onemocnéni spojené s dehydrataci a ibytkem hmotnosti.

Ernest Edward Tyzzer byl prvni, kdo pozoroval kryptosporidie. V roce 1907
nalezl v zaludku laboratorni mysi (Mus musculus) tyto prvoky a pojmenoval je
Cryptosporidium muris (Tyzzer 1907). Vroce 1912 popsal dal§i novy druh

Cryptosporidium parvum v tenkém stteveé laboratorni mysi (Tyzzer 1912).

2.1.2. Systematické zarazeni

Kryptosporidie patii do kmene Apicomplexa. Pivodné byly fazeny do tiidy
Coccidea, na zakladé podobnosti vyvojového cyklu nekterych zastupct kokcidii (Fayer
et al. 1997). AZ podle molekuldrné fylogenetickych studii, zaloZenych na analyze
sekvenci malé ribozomdlni podjednotky DNA, se zjistila blizkd ptibuznost
kryptosporidii ke gregarindAm (Carreno et al. 1999), jmenovité k archigregarindm,

evoluéné diive vzniklé skupiné (Leander et al. 2003).



Plvodni pfifazeni ke tfidé Coccidea pfisuzovalo kryptosporidiim striktni
hostitelskou specifitu. To zapfi€inilo popsani vice jak 20 druhl kryptosporidii z riznych
hostiteld. Nasledné studie mezidruhovych infekci (Levine 1984) a morfologie oocyst
tuto domnénku vyvratily a tim se n€které druhy staly neplatnymi. Ptes 40 nezafazenych
izolatd kryptosporidii je uvadéno pod druhem Cryptosporidium sp. daného genotypu,
ktery udava hostitelskou specifitu (Fayer et Xiao 2007). Tyto morfologicky identické
genotypy zahrnujici izolaty z jelena, fretky, kachny, lisky, husy, koné, vacnatce, opice,
kralika, hada a jeStérky budou v budoucnu pravdépodobné popsany jako samostatné
druhy (Fayer et Xiao 2007).

Pro klasifikaci kryptosporidii se pfevazné vyuzivda morfologie oocyst,
molekularni metody a hostitelska specifita, dale pak lokalizace vyvojového cyklu
v hostiteli. Doposud bylo uznano 17 platnych druhti kryptosporidii (tabulka 1.).

Podle lokalizace oocyst v travicim traktu hostitele rozeznavdme dvé
morfologicky odlisné skupiny kryptosporidii: Zzalude¢ni kryptosporidie s afinitou
k zaludecnim zlazam a stfevni kryptosposridie s afinitou k enterocytim (Xiao et al.
2004). Sttevni kryptosporidie (C. bovis, C. canis, C. fayeri, C. felis, C. hominis,
C. parvum, C. scophthalmi, C. suis, C. wrairi, C. meleagridis, C. bailey, C. varanii)
maji mensi a kulaté oocysty oproti zaludecnim oocystam (C. andersoni, C. muris,

C. galli, C. serpentis, C. molnari), kterd jsou vétsi a ovalné.



Tabulka 1. Seznam platnych druhti rodu Cryptosporidium

Druh Hostitel Lokalizace Autor

C. parvum mysi tenké stfevo Tyzzer 1912

C. muris hlodavci zaludek Tyzzer 1912

C. meleagridis ptaci tenké stfevo Slavin 1955

C. wrairi morcata tenké stfevo Vetterling et al. 1971

C. felis kocky tenké stfevo Iseki 1979

C. serpentis plazi zaludek Levine et al. 1980

C. bailey driibez bursa Fabricii Current et al. 1986

C. varanii plazi zaludek, tenké sttevo ~ Pavlasek 1995

C. andersoni skot zlaznaty zaludek Lindsay et al. 2000

C. canis psi tenké stievo Fayer et al. 2001

C. hominis clovék tenké stievo Morgan-Ryan et al.2002

C. molnari ryby zaludek, tenké sttevo ~ Alvarez-Pellitero et Sitja-
Bobadilla 2002

C. galli ptaci zlaznaty zaludek Ryan et al. 2003

C. scophthalmi platys sttevo Alvarez-Pellitero 2004

C. suis prasata tlusté stfevo Ryan et al. 2004

C. bovis skot tenké stfevo Fayer et al. 2005

C. fayeri klokan stievo Ryan et al. 2008

2.1.3. Vyvojovy cyklus

Zivotni cyklus rodu Crypstosporidium je monoxenni, zahrnuje 4 faze: excystace,

merogonie, gametogonie a sporogonie. Vyvojovy cyklus C. hominis a C. parvum je

lokalizovan v tenkém stfeveé, u C. muris, C. andersoni a C. serpentis probihd



v zalude¢ni sliznici. Vyjimku tvoii ptac¢i druh C. baileyi, ktery mize byt lokalizovan
v gastrointestinalnim traktu, ale infikuje rovnéz respiracni trakt, kloaku a bursu Fabricii.

Po spolknuti ¢i inhalaci oocyst vhodnym hostitelem dochazi za plisobeni
rozli¢nych faktori (teplota, koncentrace oxidu uhli¢itého, pankreatické enzymy, zlucové
sole) k excystaci (Fayer et Leek 1984). Z oocysty se uvolni sporozoiti prostiednictvim
sutury umisténé v bunécné sténé¢ oocysty (O'Donoghue 1995). Uvolnéni infekéni
sporozoiti napadaji epitelidlni buiiky tenkého stfeva ¢i sliznici zaludku, ptipadné
respiracniho traktu. Sporozoiti uzavieni v parazitoforni vakuole se méni v trofozoity.
Trofozoiti prodélaji asexualni proliferaci (merogonie). Pfi merogonii dochézi k tvorbé
dvou typit merontti u druhu C. parvum (u C. baileyi vznikaji tti rozdilné typy meronti)
(Current et al. 1986). Meronti 1. typu obsahuji 6—-8 merozoitd, které po uvolnéni
z parazitoforni vakuoly napadaji dal$i epitelidlni buiiky a nepohlavnim mnoZenim
déavaji vznik novym merontiim I. typu nebo se pfeméni v morfologicky odlisné meronty
II. typu produkujici 4 merozoity. Ty se jiz dale nemnozi merogonii, ale v nasledné
gametogonii se transformuji v sexualné reprodukéni stadia: jednojaderné mikrogamonty
a vicejaderné makrogamonty. Mikrogamonti se vyviji v mikrogametocyty produkujici
14-16 nebicikatych mikrogamet. Zrala mikrogameta pak oplodni makrogametocyt,
vznikly z makrogamonta. Vznikld zygota prod¢la sporogonii, pii niz se v oocysté
vytvoii 4 sporozoiti. V konecné endogenni fazi vznikaji dva typy oocyst - rezistentni
silnosténné a autoinfekéni tenkosténné. Asi 80 % oocyst je silnosténnych. Tyto oocysty
odchazi s vykaly z t¢la hostitele a stavaji se tak potencialnim zdrojem infekce pro dalsi
jedince. V ptipad€ respira¢nich kryptosporidii, oocysty odchazi ztéla hostitele
respiraénimi nebo nasalnimi sekrety. Autoinfek¢ni tenkosténné oocysty excystuji v téle

hostitele a navozuji tak dalSi vyvojovy cyklus merogonii (Fayer et al. 1997).

2.1.4. Vzajemny vztah host — parazit

Kryptosporidie  jako  parazitickd skupina se vyborn€¢ pfizpisobila
k intracelularnimu parazitickému zptisobu zivota. Cryptosporidium napada apikdlni
povrch mikroklkd ve dvou krocich: adheze a internalizace. Kryptosporidie vyvinuly
jedine¢ny zptisob uchyceni k hostitelské buiice. Pro ptichyceni pouzivaji apikdlni

organely (rhoptrie, mikronemy, husté granule) anavic vSechna endogenni stadia



kryptosporidii jsou uzaviena v parazitoforni vakuole. Tento jedine¢ny utvar odliSuje rod
Cryptosporidium od ostatnich Apicomplex (Valigurova et al. 2008). Mechanismus
vzniku této vakuoly neni doposud zndm. VnéjSi membrana parazitoforni vakuoly je
souvisla plasmatickd membréna hostitelské bunky (Vetterling et al. 1971), a proto se
mini, Ze vakuola slouzi jako ochrana pfed imunitnim systémem hostitele (Tzipori
et Ward 2002). Postupnym uzavirdnim parazita do vakuoly, se parazit stava
epicelularnim (Valigurova et al. 2008) a zptisobuje tim zménu struktury mikroklka.
Kryptosporidie nepronikaji pfimo do hostitelské buniky ani neptichazi do t€sného
kontaktu s hostitelskou cytoplazmou (Valigurova et al. 2008). Od té jsou odde€leny
elektron densni vrstvou hostitelského ptivodu. Béhem uzavirani parazita do vakuoly se
vytvoii primérni spojeni, kterym parazit pfilne k hostitelské buiice (Huang et al. 2004).
Predpoklada se, Ze toto spojeni je prvni krok k vytvofeni ,feeder organely®, ktera

zajiStuje transmembranovy transport zivin z hostitele (Thompson 2005).

2.1.5. Epidemiologie

Kryptosporidie jsou zejména patogeny tenkého stfeva zpilisobujici ztratu
absorpc¢ni schopnosti tkang, zanétlivou infekci slizniéniho vaziva a zhorSeni transportu
zivin a elektrolytl. NejcastéjSim klinickym symptomem je prijem. Pribéh infekce
zavisi na stavu hostitele (veék, pritomnost matefskych protilatek, stav imunitniho
systému) a na druhu/genotypu parazita (Tzipori et Ward 2002).

V roce 1976 byly zjistény prvni piipady kryptosporididozy u ¢lovéka (Nime et al.
1976, Meisel et al. 1976). U lidi byly diagnostikované piedevsim dva druhy: C. parvum
(diive C. parvum genotyp 2) parazitujici mimo jiné u krav, ovci, koz, prasat a mysi
a C. hominis (dfive C. parvum typ 1). DalSimi druhy infikujicimi déti a imunodeficitni
jedince jsou C. andersoni, C. canis, C. felis, C. meleagridis, C. muris, C. suis a4
genotypy (jeleni, tchoti, CZB 141 genotyp, a Cryptosporidium pig genotype II). Pacient
miiZze byt infikovan i vice druhy kryptosporidii (Cama et al. 2006).

U imunokompetentnich jedinc nejsou mnohdy klinické ptiznaky patrné nebo
nejcasteji jedinec trpi akutnim prijmem s inkubacni dobou 3-14 dnd, poté dochazi
k samovyléceni (Warren et al. 2007). DalSimi pfiznaky mohou byt kolikové bolesti

bticha, malatnost, nechutenstvi, zvraceni, horecka, inava (Thompson 2005). Vyskytly



se ojedin¢lé ptipady, kde prijem pietrvaval az 1 mésic, vyjimeéné 4 mesice (Isaacs
1985, Wolfson et al. 1985, Jokipii et Jokipii 1986, Soave et Armstrong 1986, Stehr-
Green et al. 1987). Stfevni kryptosporidie, zejména druh C. parvum, zplsobuji
u imunokompetentnich jedinc poruchy traveni, riistu a vyvoje pfedev$im u mladat.
Naopak infekce nékterych stfevnich kryptosporidii jako je C. suis probihaji
asymptomaticky (kapitola 2.2.4.2.). Infekce zaludecnich kryptosporidii vétSinou
probihaji bez klinickych ptiznaki.

Pro imunodeficitni jedince, jako jsou podvyZivené osoby, déti (< 2 let), HIV
pozitivni pacienti, pfijemci transplantace ¢i jedinci podstupujici chemoterapii,
predstavuji kryptosporidiové infekce zavazné¢ zdravotni riziko. Stifevni i zalude¢ni
kryptosporidie zptisobuji vazny pribéh infekce v zavislosti na stupni imunodeficientu
jedince (Flanigan et al. 1992). Onemocnéni probihd chronicky po nékolik mésict az
rokt, Casto diseminuje do pfilehlych organti zazivaciho traktu (pankreas, jatra, zlu¢nik)
arespiracniho traktu (Current et Garcia 1991). Bez hospitalizace, nasledkem
dehydratace a podvyzivy mize mit onemocnéni az fatalni pribéh, zvlast¢ u HIV

pozitivnich pacientl (Navin et Hardy 1987, Blanshard et al. 1992).

2.1.5.1. Zdroje infekce

Primarnim zdrojem ndkazy u lidi je kontaminovana pitnd a rekreac¢ni voda.
K nakazeni dochazi pozienim vody nebo potravy kontaminované oocystami ¢i piimym
kontaktem s nakazenou osobou nebo zvifetem. Fekalni znecisténi pidy a povrchové
vody mize nakonec vést ke kontaminaci pitné vody a potravy (Fayer 2000). Diky
vysoké Zivotaschopnosti a odolnosti oocyst k vliviim vnéjSiho prostfedi jsou schopné
prezivat ve vodé az 140 dni (Ramirez et al. 2004). Oocysty nepodléhaji ani klasickym
desinfekénim postuplim zaloZenym na chloraci (Dolejs 2004). Nejvétsi epidemie, ktera
byla zpisobena kontaminovanou pitnou vodou, probéhla vroce 1993 v Milwaukee,
Wisconsin (MacKenzie et al. 1995). Tato udéalost méla ptimou souvislost se zpfisnénim
legislativy upravujici kvalitu pitné vody v USA (Dolejs 2004). V Ceské republice
nebyla dosud hlasena zadna epidemie z pitné vody zplisobend témito parazity, ale neni
vyloucen jejich podil na nékterych z epidemii, u nichz se ptivodce nepodatilo prokazat

(http://www.szu.cz/chzp/voda/pdf/mdcrypto.pdf).



Zdrojem kontaminace potravy je hnojeni trusem zvifat nebo stolici lidi
a zavlazovani kontaminovanou vodou. Oocysty kryptosporidii byly nalezeny ina
zabrach motskych mekkyst. Ty jsou Casto konzumovéni syrovi. Ojedin€lé nakazy
z kontaminované potravy byly zaznamendny ze Spatné pasterizovaného mléka, z mostu,

ze syrove zeleniny a ovoce (Fayer 2000).

2.1.5.2. Terapie

K terapii se vyuzivd podplirnd a symptomaticka lécba ke zmirnéni nasledki
infekce. U imunokompetentnich jedinct se aplikuji rehydratacni roztoky k zamezeni
dehydratace. Ke zmirnéni prijmu lze vyuzit kaolin, pektin ¢i loperamid. U AIDS
pacientl se vyuzivd antiretrovirova terapie pro zpomaleni progrese imunodeficitu
a doprovodné zvySovani poctu CD4+ lymfocyti. Tato podpirnd 1é¢ba redukuje pocet
vyluovanych oocyst a zlepSuje gastrointestindlni klinické ptiznaky (Thompson 2005).
Dale to jsou chemoterapeutické 1¢éky, které pomahaji omezovat tvorbu oocyst. Mezi né
patii napiiklad aminoglykosid paramomycin. Jeho G¢innost je vSak nepatrna. Jen velmi
malé mnozstvi paramomycinu projde pfes apikalni membranu obklopujici parazita.
Azithromycin inhibuje syntézu proteintl, byl pouzivan v kombinaci s paramomycinem
u lidi. Dal$im lékem je nitazoxanid, ktery a¢inné zmirfiuje prijem a eliminuje vyskyt
oocyst (Thompson 2005). Tento vycet I€kli neni Gplny. Byla zkouSena cela fada latek,
nicméné bez uspokojivého vysledku. Dalsi alternativni 1é€bou je imunoterapie.
Podavani hyperimunitniho bovinniho kolostra obsahujiciho protilatky proti C. parvum
(Ramirez et al. 2004), snizilo exkreci oocyst u jehnat a telat. Bohuzel tento druh 1é¢by
neni vhodny pro lidi, u kterych vyvolava zvraceni a kieCe. Ziejmé to je dano rozdilem
imunitnich protilatek a stfevni fyziologii jedincti (Thompson 2005). Probiotické
bakterie jsou dalSi moznosti podplirné Iécby. Navozuji proliferaci enterocytii
(Thompson 2005) a snizuji dobu a pocet vyluCovanych oocyst (Ramirez et al. 2004).
Mezi tyto probiotické bakterie patii naptiklad Lactobacillus reuteri, L. acidophilus,

Bifidobacterium breve a B. longum.
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2.2. Druhy a genotypy kryptosporidii infikujici prasata

Druh C. parvum byl vzhledem ke své nizké hostitelské specifité a znacné
vnimavosti selat k experimentalnim infekcim timto druhem dlouhou dobu povazovan za
jediného plvodce zplsobujictho kryptosporidiozu prasat. AvSak z naslednych
epidemiologickych a epizootologickych studii bylo zjisténo, Ze kryptosporidiové
infekce prasat jsou odlisné od infekci jinych hospodarskych zvifat a lidi (Morgan et al.
1999). Molekularni analyzou prasecich izolath kryptosporidii pochédzejicich z Australie
a Svycarska byla prokazana p¥itomnost dvou odlisnych kryptosporidii, a to C. parvum
anového praseCiho genotypu, ktery byl pojmenovan Cryptosporidium pig genotype
I (Morgan et al. 1999). V roce 2003 byl pomoci molekularnich metod identifikovan
dalsi genotyp kryptosporidii, Cryptosporidium pig genotype Il (Ryan et al. 2003). Na
zaklad¢ biologickych studii byla zjiSténa vysoka hostitelskd specifita prasecich
genotypu (genotype I a II) s adaptaci na prasata (Morgan et al. 1999, Ryan et al. 2003).
Cryptosporidium pig genotype byl pozdéji na zdkladé genotypizace a biologické
charakterizace popsan jako samostatny druh a pojmenovan Cryptosporidium suis (Ryan
et al. 2004).

Kromé druhti a genotyp kryptosporidii pfirozené se vyskytujicich u prasat, byla
experimentalné prokdzdna vnimavost prasat k infekci C. hominis (Pereira et al. 2002)
a C. meleagridis (Akiyoshi et al. 2003).

Vyvojovy cyklus vSech vySe uvedenych druhti a genotyp kryptosporidii je
lokalizovan ve stfevnim epitelu hostitele. Za pozornost stoji ndlez Zzaludecni
kryptosporidie C. muris v praseci kejdé¢ na farmé v Irsku (Xiao et al. 2006) a v trusu
dvou porazkovych prasat na jatkiach v Ceské republice (Kvag osobni sdéleni).
Vzhledem k tomu, ze v prvnim piipad¢ se jednalo o nalez z netfidéného materidlu, ktery
mohl byt kontaminovan trusem hlodavci, ktefi jsou pfirozenymi hostiteli C. muris.
Taktéz v druhém piipadé nelze jednoznacné urcit, zda se jednalo o pfirozenou infekci
nebo o pouhou pasdz oocyst zazivacim traktem prasat, kterd poziela infikované

hlodavce.
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2.2.1. Fylogeneticka analyza prasecich kryptosporidii

Morfologie a morfometrie oocyst je jeden z hlavnich aspektii pouzivanych pro
stanoveni nového druhu. Nicméné urceni druhii a genotypti Cryptosporidium sp. pouze
pomoci morfologie oocyst je nemozné, proto je potieba dalSich metod pro identifikaci
novych druhii a genotypli. V taxonomii kryptosporidii (kapitola 2.1.2.) se nejcasté&ji
pouzivaji molekularni analyzy genu pro malou ribosomalni podjednotku (18S rDNA),
pro Heat Shock Protein (HSP 70) a pro aktin.

Analyzou sekvenci nukleotidi genu 18S rDNA z izolatt C. suis byla prokazana
genetickd odliSnost od druhu C. parvum, pticemz genetickd shoda v tomto lokusu mezi
C. suis a C. parvum je 97 %, to je mnohem méné nez je shoda mezi C. meleagridis,
C. parvum a C. hominis (98,6 %) nebo mezi C. parvum a C. hominis (99,42 %).
Podobné evoluéni vztahy byly prokazany i analyzou genu pro HSP 70 a genu pro aktin.
Prestoze v zavislosti na typu pouzité analyzy (neighbor-joining Tamura-Nei distance
calculated, maximum-likelihood a parsimony) se ménila fylogenetickd pozice C. suis
bylo prokazano, ze C. suis je samostatnym druhem (Ryan et al. 2004). Navic analyzou
genu HSP 70 z prasecich izolatii se prokazaly rizné podskupiny v rdmci druhu C. suis.

Z fylogenetického hlediska se Cryptosporidium pig genotype Il nepoklada za
geneticky blizce pribuzného k C. suis, s kterym sdili pouhych 93 % sekvence nukleotidl
genu 18S rDNA. Dokonce jeho shodnost s C. parvum je jesté mensi nez u C. suis.
Shodnost sekvenci gentl 18S rDNA mezi Cryptosporidium pig genotype Il a C. parvum,
C. hominis a C. meleagridis byla pouze 92,2-92.8 %. (Ryan et al. 2003). Takto velka
divergence od druhu C. parvum by vbudoucnu mohla pfispét k ustanoveni
Cryptosporidium pig genotype Il novym druhem. Evoluéni vztahy kryptosporidii jsou
ukdzany na fylogenetickém stromu (obrazek 1), ve kterém byly zvyraznény praseci

kryptosporidie.
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Obrazek 1: Genetické vztahy mezi druhy a genotypy kryptosporidii (analyza neighbor-
joining, ¢aste¢na sekvence SSU rRNA, bootstrepy (%) v 1000 opakovani). Pievzato

z knihy ,,Cryptosporidium and Cryptosporidiosis® (Fayer et Xiao 2007) kapitola

,Molecular Epidemiology* (Xiao et Ryan 2007).
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2.2.2. Morfologie exogennich stadii kryptosporidii infikujicich prasata

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 2.1.2., oocysty zaludecnich a stfevnich
kryptosporidii se 1i§i v rdmci morfologie i morfometrie. AvSak iv ramci skupiny lze
nalézt odliSnosti v morfometrii oocyst.

Oocysty C. suis, které popsali Ryan et al. (2004), méfily 4,9%4,4 pm. Velmi
podobna velikost byla namétena u druhu C. parvum s velikosti oocyst 5,0%4,5 pm
(Upton et Current 1985). Vitovec et al. (2006) popsali jinou velikost oocyst C. suis
z ptirozené infekce prasat, kterd se prokazateln¢ odliSovala od C. parvum 1iod
originalniho popisu C. suis. Jejich velikost byla 6,2 x 5,5 pm. Tento vyrazny rozdil ve
velikosti oocyst naznacuje morfologickou nejednotnost C. suis. Podobna variabilita
velikosti oocyst byla popsana iu druhu C. andersoni (Lindsay et al. 2000, Kvac¢ et
Vitovec 2003). Morfometrie oocyst Cryptosporidium pig genotype Il zatim nebyla

popsana.

2.2.3. Vyvojovy cyklus a lokalizace kryptosporidii u prasat

Nejlépe probadany vyvojovy cyklus je udruhu C. parvum (kapitola 2.1.3.).
U ostatnich kryptosporidii se ptedpoklada, ze vyvojovy cyklus probiha velmi podobné
s vyjimkou C. bailey (kapitola 2.1.3.).

Endogenni stadia C. suis se nachazi v epitelidlnich bunkéch tlustého stfeva,
pozdéji Casto dochdzi k diseminaci do dalSich ¢asti zazivaciho traktu. Zajimavou
lokalizaci této kryptosporidie popsali Vitovec et al. (2006) ve své studii patogenity
C. suis, kde oocysty C. suis mély specifickou lokalizaci v zlazdch lymfoglandularniho
komplexu v submukoéze colonu arecta, coz nebylo pozorovano u zadnych jinych
sttevnich kryptosporidii. Podobnou lokalizaci oocyst muizeme najit u zaludeCnich
kryptosporidii (C. muris, C. andersoni, jejichz vyvojovy cyklus probihd v Zaludec¢nich
zlazach).

Experimentalnimi infekcemi byla prokdzana vnimavost prasat ke stfevnim
kryptosporidiim  C. meleagridis, C. hominis. Cryptosporidium meleagridis, které
parazituji pfedevSim ve slepém stieve kratat, u prasat se vyskytovaly v tenkém stievé.

Vyvojovy cyklus C. hominis je lokalizovan v celém tenkém stfevé (duodenum, jejunum,
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ileum). U experimentalni infekce prasat se endogenni stadia C. hominis nachdzela v ileu
a v tlustém stfevé (Pereira et al. 2002).

Cryptosporidium parvum, které u telat infikuje prevazné celé tenké stievo, mélo
navic u prasat tendenci diseminovat do tlustého stieva (Pereira et al. 2002).

Kromé& zazivaciho traktu postihuji kryptosporidie u prasat ipfilehlé organy.
Naptiklad spontanni infekce v zluéniku, ktera byla zptisobena druhem C. parvum (Fleta
et al. 1995). Experimentdln¢ se druhem C. parvum podafilo nainfikovat Zlu¢ovod
a pankreat imunodeficitnich prasat (Healey et al. 1997) a dale respiracni trakt a spojivku

oka zdravych prasat (Heine et al. 1984).
2.2.4. Patogenita a klinické priznaky

2.2.4.1. Cryptosporidium parvum

Nejcastéji jsou popisovany kryptosporidiové infekce zplisobené druhem
C. parvum, ktery pravdépodobné parazituje u vSech druhti savcl. U neonatdlnich zvirat
byla pozorovana vétsi vnimavost k infekci C. parvum, predevsim u telat, kde je tato
kryptosporidie béZznym enteropatogenem behem prvnich tydnt zivota. Klinické
pfiznaky v podobé vodnatého prijmu, deprese, podvyzivy, ztrat¢ hmotnosti
a abdominélni bolest mohou pietrvavat po dobu 4-14 dnd. Pribéh kryptosporididozy
u telat je charakterizovan rtiznym stupném morbidity, ale vSeobecné nizkou mortalitou.
Patologické zmény zazivaciho traktu jsou charakterizovany atrofii mikroklkd, lokalnim
odumienim a ztratou epitelidlnich bunék, bunécnou infiltraci do [lamina propria
a obCasnym zanétem stfevniho epitelu (Thompson et al. 2005).

Ptestoze bylo popsano velké mnozstvi praci o patogenité C. parvum, ptirozené
infekce prasat byly popsany jen v ojedinélych ptipadech (Morgan et al. 1999, Zint] et al.
2007, Kva¢ nepublikovand data), ikdyz vnimavost prasat k C. parvum byla
experimentalné potvrzena (Tzipori et al. 1981, Vitovec et al. 1992).

Klinické ptiznaky kryptosporidiézy zpisobené C. parvum u prasat byly obdobné
jako u kryptosporidiozy telat. U konvenné¢ chovanych prasat experimentdlné
infikovanych davkou 5x10° oocyst C. parvum byl pozorovan v prab&hu prvnich 4 dni

po infekci prijjem s naslednym samovylééenim (Vitovec et Koudela 1992). Naopak pii
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davee 2,5%10° oocyst nebyly pozorovany zadné klinické ptiznaky. U gnotobioticky
chovanych prasat byl klinicky pribéh infekce vaznéj$i s vyraznou dehydrataci
organismu (Vitovec et Koudela 1992).

Byly zaznamenany podobné patologické zmény jako u telat, které se nelisily ani
mezi konvencné ¢i gnotobiticky chovanymi prasaty. Histopatologické zmény byly
charekterizované atrofii mikroklkii s vymizenim kartdového lemu, hyperplazii krypt
a zanétlivou odezvou v lamina propria. V pocatecni fazi infekce bylo pozorovano
postizeni pouze tenkého stieva s naslednym rozsirenim do tlustého stteva (Moon et al.
1982, Tzipori et al. 1982, Vitovec et Koudela 1992). V kapitole 2.2.4.4. je uvedeno
podrobnéj§i srovnani infekce C. parvum a C. hominis uprasat za stejnych

experimentalnich podminek.

2.2.4.2. Cryptosporidium suis

Cryptosporidium suis se Casto vyskytuje u sajicich selat. Ve vétSin€ ptipada
spontannich  a experimentalnich  infekci prasat probihala  kryptosporididza
asymptomaticky (Guselle et al. 2003, Vitovec et al. 2006), kromé ojedinélych vyskytl
prijmu a zvraceni u experimentdlné¢ infikovanych selat od 1. do 2. DPI (day post
infection) (Enemark et al. 2003). V zaddném =z pfipadii nebyly zjiStény podstatné
makroskopické zmény vnitinich organt (Enemark et al. 2003, Vitovec et al. 2006).
Infekce se vyskytovala pouze v tlustém stievé s predispozici k ansa centralis, kde
pomér infikovanych a neinfikovanych zlaz byl ptiblizné 1:5, zatim co v jinych partiich
tlustého stieva byl tento pomér 1:10 az 1:20. Infikované zlazy byly mirné diletované
a nebyla zjiSténa zanétliva odezva v lamina propria (Vitovec et al. 2006).

Jediny netypicky hostitel, ktery je vnimavy k experimentalni infekce C. suis, je
tele (Enemark et al. 2003). Obdobné jako u pfirozené¢ho hostitele se infekce C. suis
u telat neprojevovala klinickymi ptiznaky, ani nebyly zjiStény zaddné makroskopické
zmény vnitfnich organt. Typicky vyskyt oocyst C. suis v tlustém stfevé byl
zaznamenan iu telat srozsifenim do konecniku. Oportunni charakter C. suis byl
prokazan pii koinfekci s rotaviry, kdy bylo onemocnéni provézeno polotekutym az
vodnatym prijmem s nadmérnym mnozstvim slizu v obdobi od 4. do 19. DPI. Na rozdil

od monoinfekce (vyse) bylo pozorovano mirné zvétSeni mezenterickych lymfatickych
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uzlin a zanét sliznice vymezeny v zadni ¢asti jejuna a ilea (bez nalezu kryptosporidif)
(Enemark et al. 2003). Obdobné vysledky patogenity kryptosporidii prasat
(,,C. parvum* bez genotypizace) pii koinfekci s prase¢im cirkovirem typu 2 popsali

Nfiez et al. (2003).

2.2.4.3. Cryptosporidium pig genotype 11

O patogenité spontanni kryptosporididzy prasat vyvolané Cryptosporidium pig
genotype Il je zatim velmi malo znamo. Vzhledem k informacim vyplyvajicim
z epizootologickych studii, lze pfedpokladat, Ze tento genotyp kryptosporidii je pro

prasata malo patogenni (Sudrez-Luengas et al. 2007).

2.2.4.4. Cryptosporidium meleagridis

Typickym hostitelem tohoto druhu kryptosporidie jsou ptaci, zejména dribez
(Ryan a Xiao 2007). Patologické zmény na sliznici infikovanych ¢asti zazivaciho traktu
jsou charakterizovany zkracenim mikrovidlni vrstvy anepravidelnosti epitelidlniho
povrchu (Akiyoshi et al. 2003). Infekce C. meleagridis u ptaka se projevuje prijmem
bez vyznamného vlivu na ztratu hmotnosti nebo na mortalitu (Timova et al. 2002).

Na rozdil od ptdkd byl vyvojovy cyklus tohoto druhu kryptosporidie
u experimentalné infikovanych selat nalezen pouze v tenkém stfevé. Zmény infikované
sliznice jsou méné patrné nez uinfekce zplusobené C. parvum a odpovidaji
patologickym zménam pozorovanym pii experimentalnich infekcich druhem C. hominis
(Pereira et al. 2002, Akiyos jsou klinické ptiznaky infekce C.meleagridis u prasat
omezeny pouze na mirné prijmové onemocnéni bez zndmek dehydratace (Akiyoshi et

al. 2003).

2.2.4.5. Cryptosporidium hominis

Cryptosporidium hominis je druh specializovany na ¢loveka, ktery ale také byl
nalezen u dugonga (Morgan et al. 2000) a experimentdIlné pfenesena na gnotobioticka
prasata (Pereira 2002) a jehnata (Giles 2001). Infekce tohoto druhu kryptosporidie pro

¢lovéka je popsana v kapitole 2.1.5.
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Experimentalni infekce C. hominis uprasat méla ve srovnani s lidskou
kryptosporididzou mirnéj$i pribéh. Nizka infekéni davka oocyst (1-10 oocyst)
u gnotobiotickych prasat vyvolala pouze minimalni patologické zmény. Jednoznaéné
vice endogennich stadii na povrchu mikroklk bylo pozorovéano u prasat infikovanych
druhem C. hominis nez u infekce C. parvum. Cryptosporidium parvum zpusobuje Casté
zmény mikroklkii na rozdil od infekce C. hominis, kde byla jen ojedinéle zaznamendna
atrofie mikroklk. Mirnd lymfatickd hyperplazie a sporadicky zanét byly pozorovany
v ileu a v tlustém stfevé pouze béhem patentni periody (16 dni) naopak u C. parvum
byly tyto pfiznaky patrné od 1. do 2. DPI v duodenu, jejunu, ilea a od 7. do 10. DPI

v tlustém stfeveé (Pereira et al. 2002).

2.2.4.6. Cryptosporidium muris

Cryptosporidium muris ma Siroké hostitelské spektrum zahrnujici mysi a jiné
hlodavce, n¢které prezvykavce, primaty, psi, kocky a kraliky (Iseki et al. 1989, Xiao et
al. 2004). Zalude&ni kryptosporidi6za probiha ve vétsing ptipadi jako asymptomatické
onemocnéni (Iseki et al. 1989, Kva¢ et Vitovec 2003) bez makroskopickych zmén
vnitinich orgénii. Patologické zmény jsou charakterizovany hypertrofii, atrofii
a metaplasii Zlaznatého epitelu s rozsifenim infikovanych zlaz, zatim co zanétliva
odezva ve sliznici neni patrnd (Anderson 1987, Ozkul et Aydin 1994, Aydin et Ozkul
1996, Kva¢ a Vitovec 2003, Kvac et al. 2008).

I kdyz byly popsany nalezy C. muris u prasat (viz vyse), neni o patologii ani
o klinickych symptomech nic znamo. Lze vSak predpokladat, Ze stejné tak jako

u piirozenych hostitelti bude i u prasat nizka patogenita a absence klinickych ptiznakda.

2.2.5. Prevalence

Kryptosporidiové infekce prasat jsou celosvétové rozsSifené. Prvni zminky
o kryptosporididze u prasat pochdzi z roku 1977 z jizni Dakoty a Kansasu (Bergeland
1977, Kennedy et al. 1977).

Kryptosporidie byly popsany u vSech vékovych kategorii prasat s riiznou mirou
prevalence. Velmi Casto je popisovan vyskyt kryptosporidii u prasat kratce pted

odstavem a po odstavu s vékovym rozmezim 1,5-3 mésice (Sanford 1987, Guselle et al.
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2003, Maddox-Hyttel et al. 2006, Vitovec et al. 2006). Infekce se méné Casto vyskytuje
u starSich jedincii. Mald prevalence (5-12 %) byla zaznamenéna u prasat ve véku 5,5-6
mésict (Tacal et al. 1987, Suarez-Luengas et al 2007) a dalsi studie uvadéji nizkou
prevalenci u prasat starSich 9 mésict (Xiao et al. 1994, Atwill et al. 1997, Maddox-
Hyttel et al. 2006). Nékteré studie uvadeji Gplnou absenci kryptosporididozy v této
vékove kategorii (Quilez et al. 1996, Vitovec et al. 2006). Naopak 34% prevalenci u 2—
6 mésicnich prasat publikovali Quilez et al. (1996) a obdobnou prevalenci (30 %)
u podobné vekové kategorie popsali Kvac et al. (nepublikovana data).

Bylo prokazano, Ze distribuce jednotlivych druhti/genotyp kryptosporidii
uprasat byla ovlivnéna vékem jedince. Ptevazujici kryptosporidii u prasat pted
odstavenim je C. suis, kdezto uodstavenych prasat je castéji popisovan vyskyt
Cryptosporidium pig genotype II. Ptirozeny vyskyt C. parvum u prasat je popisovan
vzacné (Morgan et al. 1999, Zintl et al. 2007). Byly nalezeny ojedinélé¢ piipady
C. parvum u prasnic (Zint et al. 2007, Kva¢ nepublikovana data), i kdyz C. parvum je
vseobecné znam jako kryptosporidie juvenilnich jedincii.

Vzhledem k faktu, ze vétSina praci zabyvajicich se kryptosporidiemi prasat byla
publikovana pted popisem C. suis a Cryptosporidium pig genotype Il a data nejsou
podpofena molekularni analyzou, nelze ptikladat témto vysledkim vétsi vyznam
z hlediska distribuce jednotlivych druhti a genotypti kryptosporidii v zavislosti na véku

prasat (tabulka 2.).
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Tabulka 2. Vyskyt jednotlivych druhii/genotypu kryptosporidii u prasat

Procentudlni podil druht/genotypu

Zems Poget Vek Prev(e)llence z genotyplzovgnych vzorkll
zvifat (%) . Cryptosporidium
C. suis : C. parvum
pig genotype 11
Australie' 646 <9t 6,03 50 50 0
reﬁgﬁiaz 3368 <5t 5.7 100 0 0
835 >6t 24,1 100 0 0
135 prasnice 0 0 0 0
r 3
Dinsko™  4gg <1m 6 69 31 0
504 14 m 71 24 76 0
245 prasnice 4 0 0 0
Némecko® 287 1-4d 1,4 negenotypizovano
Norsko’ 684 4-33d 8,3 67 33 0
R X 6
Spanélsko 49 <1m 0
49 1-2m 59,2 o
negenotypizovano
312 2-6 m 34,3
210 dospélci 0
v 7
Spanélsko™ 45 1-2m 30,7 40 60 0
42 2-6 m 11,9 0 100 0
25 prasnice 16 100 0 0

'Ryan et al. 2003, *Vitovec et al. 2006, *Langkjaer et al. 2007, *Wieler et al. 2001,
*Hamnes et al. 2007, ®Quilez et al. 1996, "Suarez-Luengas 2007.
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3. NAVRHY DALSIHO VYZKUMU NA ZAKLADE ANALYZY DAT

1.

2.

Popsat tvar a velikost oocyst Cryptosporidium pig genotype II (kapitola 2.2.2.).

Podrobné¢ prostudovat morfometrickou vnitrodruhovou variabilitu oocyst druhu

C. suis (kapitola 2.2.2.).

. Provést detailni studie podpofené vysledky genotypizace s cilem objasnit

vékovou specifitu jednotlivych druht a genotyp kryptosporidii infikujici prasata

(2.2.5.).

Determinovat lokalizaci vyvojového cyklu a popsat patogenitu Cryptosporidium

pig genotype II (kapitola 2.2.3.).
Nalézt vhodny modelovy organismus pro snadnou praci v laboratofi (2.2.4.2.).

Objasnit hostitelskou vnimavost prasat k infekci druhem C. muris (2.2.4.6.).
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4. NAVRHOVANA METODIKA

4.1. Detekce oocyst kryptosporidii

Vzhledem k tomu, Ze vétSina praci je provadéna na omezeném poctu vzorkil je
nutné povést vétsi mnozstvi pozorovani, kde by byly zastoupeny vSechny vekové
kategorie. VySetfeni preparatll na pfitomnost oocyst kryptosporidii bude provadéno
barvenim dle Milacek et Vitovec (1985) anilin - karbol - methyl — violeti. Nabarvené
oocysty budou nésledné pozorovany pod svételnym mikroskopem pii zvétSeni 1000x
s pouziti imerzniho oleje.

Barveni dle Milaéek et Vitovec (1985)

Barvici roztoky:

* roztok methylvioleti (0,6 g methylvioleti, 1 ml anilinu, 1 g fenolu, 30 ml etanolu,

70 ml deionizované vody)

* roztok tartrazinu (1% tartrazin v 1% kyselin€ octové)

Postup:
1. tenky natér trusu na podloznim skli¢ku fixovat methanolem v plameni
2. barvit roztokem methylvioleti 30 minut
3. oplachnout vodou a diferencovat 2% kyselinou sirovou pfiblizné 30 sekund

4. oplachnout vodou a dobarvit roztokem tartrazinu piiblizné¢ 1 minutu

4.2. Purifikace oocyst

Pozitivni nélezy oocyst Cryptosporidium pig genotype Il budou ptipraveny pro
morfometrickou analyzu tak, Ze budou vyciStény na sachar6zovém gradientu

(Arrowood et Sterling 1987)

22



Sachar6zovy gradient (Arrowood et Sterling 1987)

Pouzité roztoky :
* Sheatertiv cukerny roztok (259 ml deionizovana voda; 405 g cukr; 7,29 g fenol)
* 1% PBS TWEEN (do 1 1PBS ptidat 0,5 ml TWEEN 20)
* Pracovni sheaterovy roztoky:

roztok A: 1+2 (1 dil Shaeterova roztoku + 2 dily PBS TWEEN)

roztok B: 1+4 (1 dil Shaeterova roztoku + 4 dily PBS TWEEN)

Postup:
1. vzorek trusu precedit pres sitko

2. navrstvit sachar6zové gradienty 30 ml roztoku A, 30 ml roztoku Ba 15 ml

suspenze oocyst v destilované vode
3. centrifugovat 30 minut pfi 1370 g
4. vodni vyvévou odsat horni vrstvu a supernatant pienést do ¢isté zkumavky
5. doplnit objem deionizovanou vodou
6. centrifugovat 20 minut pfi 1370 g
7. odsat vodni vyvévou polovinu objemu, doplnit deionizovanou vodou
8. body 6 a 7 opakovat 2x

9. pelet s oocystami prenést do Cisté zkumavky a uchovévat ve tmé pii 4 °C

4.3. Morfometricka analyza

Bude provedena morfometrickd analyza oocyst pomoci digitalni analyzy obrazu
(M.I.C. Quick Photo Pro v.2.0 software; Olympus Camedia C 5060 WIDEZOOM, 5.1
pixels digitalni kamera; mikroskop Olympus 1X70). Bude zméfena délka a Sitka oocyst

kazdého izolatu a bude vypocitan index tvaru (n=100).
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4.4. Molekularni analyza

Celkova DNA bude extrahovana piimo z trusu pomoci komer¢niho kitu Qiamp®
DNA Stool Mini Kit (Qiagen) a analyzovana pomoci polymerazové fetézové reakce

(PCR).
Izolace DNA

K 180 — 200 mg trusu bude do mikrozkumavky (2 ml) pfidano 200 ul ASL a 150 mg
sklenénych kulicek (@ 0,5 mm). Poté bude provedeno rozbijeni oocyst po dobu 2
minut pfi rychlosti 5000 kmitt/min. Dale bude postupovano podle navodu, ktery je

soucasti kitu. Ziskana DNA bude uchovana pfi teploté -20°C.
PCR

Ptiblizné 830-bp dlouhy fragment genu pro 18S rRNA bude amplifikovan pomoci
nested PCR protokolu podle Jiang et al. (2005). Sekundarni PCR produkty budou
sekvenovany pomoci ABI BigDye Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems, Foster City, CA) a ABI3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).
Sekvence budou upraveny v programu ClustalX a srovnany s referenénimi sekvencemi

ulozené v GenBank.

4.5. Histopatologické vysetieni

Prase s pozitivnim ndlezem Cryptosporidium pig genotype Il nebo C. muris bude
zakoupeno ausmrceno nadmérnou davkou barbiturdtu. Pfi pitvé bude provedeno
kompletni vySetteni vnitfnich organii a tkani. Vzorky pro histologické vysetifeni budou
odebrany ze vSech cCasti tenkého stfeva a tlustého stieva dle metodiky Vitovec et al.
(2006). Odebrany matrial bude fixovan v 10% formolu a zpracovan parafinovou metodou.
Histologické fezy budou barveny hematoxylinem-eosinem, modifikovanym barvenim

podle Wolbacha.

4.6. Experimentalni infekce

Infektivita vyizolovanych oocyst Cryptosporidium pig genotype Il bude testovana na

o ’ ’ o v 17 Iy, . ’ 1.7 7 ’ 4
riznych druzich hlodavct. Kazdé zvite bude nainfikovano per-oralni jicni sondou (1x10

24



oocyst v 200400 pl deionizované vody). Vzorky trusu budou denné (od 4. DPI do 30.
DPI) vySetfovany na piitomnost oocyst metodou Milacek et Vitovec (1985) (kapitola
4.1.).

Pro objasnéni infektivity C. muris pro prasata budou infikovdna odstavend selata
pochazejici z chovii prostych kryptosporidiovych infekei (napt. nukleové chovy) izolatem
C. muris. Bude pozorovana dynamika infekce a poté bude prase usmrceno

a histopatoligicky vySetfeno (viz 4.5.).
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