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1. UVOD

Paraziti jsou nedilnou souc¢asti zivota. Svym parazitickym zplsobem zivota zptsobuji infekéni
onemocnéni jak u lidi, tak u zvifat a rostlin, a proto by nem¢lo byt opomijeno jejich studium.
Jednim z infek¢nich onemocnéni, které se vyskytuje u vSech obratlovcu je i kryptosporidioza.
Toto onemocnéni je ¢asto spojovano S prujmy, které mohou byt zavazné az smrtelné (Ryan et
Xiao 2014), znamé jsou ovsem i infekce bez klinickych piiznakt (Nakamura et Meireles 2015;
Zintl et al. 2007). Pavodci tohoto onemocnéni jsou paraziti rodu Cryptosporidium patiici do
kmene Apicomplexa (Carreno et al. 1999). Genetické a biologické studie prokazaly vysokou
rozmanitost rodu Cryptosporidium, pii¢emz velka ¢ast této rozmanitosti byla pozorovana
u volng Zijicich Zivo¢ichti (Condlova et al. 2019; Hor&i¢kova et al. 2019; Ryan et al. 2015;
Stenger et al. 2017; Wei et al. 2019; Zahedi et al. 2017). Doposud bylo popsano 46 platnych
druhd (Holubova et al. 2019; Jezkova et al. 2021) a vice nez 100 genotypu, které byly od
platnych druhti odliseny ptfevazné na zakladé molekularnich rozdili a pravdépodobné
piedstavuji samostatné druhy (Ryan et Xiao 2014). Presto jesté zbyva objevit mnoho
0 rozmanitosti rodu Cryptosporidium a jeho hostitelské oblasti. Tato prace se proto zabyva
dal$im studiem diverzity kryptosporidii na dosud neprobadaném ,,uzemi“ — u chovanych

a zdivocelych nutrii.

Nutrie (Myocastor coypus), je vodni hlodavec pochazejici pivodné z Jizni Ameriky. OvSem
predevsim diky kvalité srsti, kterou nutrie maji, byly nutrie Z komerénich diivodi rozsiteny do
mnoha zemi mimo jejich piivodni oblast vyskytu (Carter et al. 2002). V mnoha regionech, kde
byly nutrie chovany pro jejich maso a kozeSinu nebo jako domaci mazlicci, vytvoftili ze zajeti
unikli jedinci mistni divokou populaci. V soucasné dobé se zdivocelé nutrie vyskytuji na vSech
kontinentech a jsou zahrnuty do seznamu mezi 100 invaznich nepiivodnich druht
s vyznamnym dopadem na Evropskou unii (Tsiamis et al. 2017). Paraziti divokych,
zdivocelych a chovanych nutrii byli dosud malo studovani (Babero et Lee 1961; Kellnerova
et al. 2017; Martino et al. 2018). A proto se tato prace zabyva studiem parazitd rodu

Cryptosporidium u chovanych a zdivoéelych nutrii na izemi Ceské republiky a Slovenska.



2. LITERARNI PREHLED

2.1. Nutrie

Nutrie (Myocastor coypus) je vodni hlodavec pochazejici z Jizni Ameriky, jizn¢ od 230°
zemépisné Siiky, vcetné Argentiny, Bolivie, jizni Brazilie, Chile, Paraguaye a Uruguaye
(Banfield 1974; Ehrlich 1967; Kinler et al. 1987, 1992a). Nutrie byly dlouho ocefiovany jako
kozesinova zvitata, coz vedlo k jejich rozsifeni téméf po celém svété. K nejvetsimu rozsiteni
farmového chovu téchto hlodavcu doslo v Evropé a Severni Americe (Evans 1970). Zvifata,
unikld z téchto farem, nebo v mnoha piipadech zamérné vypusténd do volné ptirody,
se nasledné stala zakladem zdivocelé populace nutrii (Bounds 2000; Dozier 1952; Evans 1970;
Kinler 1992b). V mnoha ekosystémech se nutrie staly obtézujicimi druhy, protoze jejich
stravovaci navyky ni¢i mocalové vegetace, zpusobuji znacné Skody na zemédélskych
plodinach a jejich nory znemoziuji kontrolu nad vodnimi strukturami (Grace 1992;
Linscombe et al. 1981; Linscombe et Kinler 1997). Nicméné v mnoha zemich je nutrie
povazovana za vitany zdroj kozeSiny (Aliev 1967). Jejich klasifikace jako Skudce casto
zavisela na cené jejich kozeSin v daném staté¢ (Lowery 1974). Vysoké ceny kozeSin maji
zanasledek cilené odchyty nutrii, ¢imz dochazi ke snizeni populace a zmirnéni poskozeni
zivotniho prostiedi, které nutrie mize zpusobit (Kinler et al. 1987). Naopak, nizké ceny
kozesin obvykle vedou ke snizeni lovu nutrii, coz umoziuje populacim nutrii ptekrodit

unosnou miru rozsifeni (Carter et al. 1999; Gosling et Baker 1987; Kinler et al. 1987).

Do Ceské republiky byly nutrie poprvé dovezeny v roce 1924 z Argentiny (Andéra et al.
2003). Farma, kam byly nutrie dovezeny, se tak stala viibec prvni farmou s nutriemi v Evropé.
Tato farma ovSem nezistala jedinou farmou, kde byly nutrie chovany. O 10 let pozdé&ji bylo
v Ceské republice jiz 100 farem s témito hlodavci. Zhruba od 70. let 20. stoleti se nutrie zacaly
vyskytovat i ve volné pfirod¢, kam utekly z farem. V soucasnosti je staly vyskyt hlaSen zhruba
z 15 % tzemi Ceské republiky a nadale se rozsifuje, pfi¢emz nejvétsi vyskyt je v teplejsich
nizinach stiednich a vychodnich Cech, Moravy a Slezska.

(https://invaznidruhy.nature.cz/res/archive/318/039183.pdf?seek=1473326128)

2.2. Kryptosporidie

Kryptosporidie jsou celosvétové rozsifeni paraziti patfici do kmene Apicomplexa. Infikuji
epitelialni bunky zejména gastrointestinalniho traktu, ale také dychaci a urogenitalni soustavy
riznych druhti hostitel patiicich do vSech tiid obratlovci (Bones et al. 2019; Fayer et al.

2010; Holubova et al. 2016). Nicméné druhy a genotypy kryptosporidii vyvijejici se v dychaci



a urogenitalni soustavé primarné infikuji stfevo svych hostitelti. Na zédkladé mista infekce
délime kryptosporidie na dvé monofyletické, morfologicky odlisné skupiny, ato na
kryptosporidie s vyvojem ve stievé nebo zaludku (Fayer et al. 2007; Kvac et al. 2013; Widmer
et al. 2007; Xiao et Ryan 2004). Zalude¢ni kryptosporidie se vyznaduji tim, Ze jejich oocysty
Jsou ovalné a vétsi, nez oocysty stievnich Kryptosporidii, jejichz oocysty jsou okrouhlé (Kvaé
et al. 2018a; Widmer et al. 2007).

V soucasné dobé zname 46 platnych druhti kryptosporidii, které se mezi sebou lisi lokalizaci
infekce, hostitelskou a vékovou specifitou (Fayer et al. 2007; Holubova et al. 2019; Jezkova
et al. 2021). Jelikoz nékteré druhy kryptosporidii infikuji Siroké, casto prekryvajici se
spektrum hostiteld, a nelze jejich oocysty morfologicky odlisit, byly tyto druhy odliSeny az
pouzitim molekularnich metod (Ryan et Xiao 2014).

2.2.1. Taxonomie kryptosporidii

Paraziti rodu Cryptosporidium jsou eukaryoticti prvoci pattici do kmene Apicomplexa. Kromé
eugregarin maji vSichni zastupci kmene Apicomplexa komplikovany Zivotni cyklus skladajici
se z nepohlavnich a pohlavnich stadii vedouci ke sporogonii. Pro kmen Apicomplexa, a tedy
i pro kryptosporidie, je typicky apikalni komplex, ktery se sklada z apikalniho krouzku,
conoidu, mikroném, rhoptrii a denznich granuli, a ktery je dilezity pro invazi do hostitelské
bunky (Fayer et al. 1997). Navzdory podobnosti exogennich vyvojovych stadii a zivotniho
cyklu kryptosporidii a kokcidii, ke kterym byly kryptosporidie diive fazeny (Fayer et al. 1997;
Levine 1988), molekularni analyzy naznacuji uzsi fylogeneticky vztah s gregarinami, které

jsou v soucasnosti povazovany za nejblizsi piibuzné kryptosporidii (Carreno et al. 1999).

2.2.2. Vyvojovy cyklus kryptosporidii
Kryptosporidie maji monoxenni zivotni cyklus zahrnujici ¢tyfi faze: excystaci, merogonii,

gametogonii a sporogonii (Fayer et Xiao 2007; Thompson et al. 2005; Tyzzer 1910).

Excystace

Jakmile se do téla vhodného hostitele dostane oocysta kryptosporidie, prvnim krokem
k infekci je excystace. Béhem excystace se otevie sténa oocyst podél Svu (sutura) na jednom
polu oocyst, kterou ctyfi infekéni sporozoiti opusti oocystu. U kryptosporidii vyzaduje
excystace, aby byly oocysty vystaveny kyselému prostiedi v Zaludku a nasledné expozici
pankreatickym enzymim nebo ZluCovym solim v tenkém stfeve. Za experimentalnich

podminek bylo prokazano, ze sporozoiti mohou excystovat z oocyst v teplych vodnych
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roztocich, coz miize umoznit autoinfekci a infekce hlaSené v extraintestinalnich mistech, jako
je spojivka, dychaci cesty, zlu¢nik, lymfatické uzliny, varlata, vaje¢niky, déloha a pochva. Pfi
excystaci ve vodnim prostiedi je ovSem procento excystovanych oocyst mensi (Blagburn et

al. 1987; Curtiss et al. 2015; Fayer et al. 1990; Fleta et al. 1995).

Sporozoiti, kteti excystuji z oocyst, jsou pohyblivi a apikalnim komplexem se pfichycuji
k hostitelské bunice (Wetzel et al. 2005). Pfipojeni sporozoiti, zpocatku Stihlého tvaru
pulmésice nebo bumerangu, se stavaji ovalnymi nebo sférickymi. Jak tento proces

internalizace postupuje, sporozoit se stava sféricky a méni se na trophozoit (Valigurova et al.
2008).

Merogonie

Asexualni mnozeni zvané merogonie (schizogonie) je vysledkem rozdé€leni jadra trophozoita.
U vétsiny dosud studovanych vyvojovych cykli byly popsany dva typy merontl (schizonti),
pouze u druhu C. baileyi byl detekovan jesté tieti typ meronta (Current et al. 1986). U druhu
C. parvum se pfi prvni merogonii vyvijeji osmi jaderni meronti tzv. meronti typu I. Kazdé
Z jader je zaclenéno do merozoitu, coz je faze strukturné podobna sporozoitu (Fayer 2004).
Zraly merozoit typu | opousti meront a infikuje jinou hostitelskou bunku a vyviji se jako
meront | typu nebo vznika meront typu Il. Meronti typu II produkuji ¢tyfi merozoity. Meronti

typu Il u druhu C. baileyi produkuji osm merozoitt.

Gametogonie

Predpoklada se, ze pouze merozoiti z merontt typu II, respektive typu 11l u C. baileyi, iniciuji
sexudlni reprodukci po infikovani novych hostitelskych bunék diferenciaci bud’ do
mikrogamontového (sam¢iho) nebo makrogamontového (samic¢iho) stadia. Mikrogamonti
jsou vicejaderni a nasledné znich vznikaji mikrogamety. Makrogamonti zlstavaji
jednojaderni a vznikaji z nich makrogamety. Mikrogameta oplodni makrogametu a vznikne

oocysta, ktera sporuluje v hostiteli (Current et al. 1986).
Sporogonie

Pti sporogonii se jadro meioticky déli, a tak vznikaji ¢tyfi sporozoiti s redukovanym poctem
chromozomt a rezidualni télisko. Sporulujici oocysta je infekéni pro dalsi hostitele ihned po
vylouceni z hostitele (Fayer et al. 1997; Liu et al. 2009; Xiao et Fayer 2008). Oocysty druhii
a genotypu vyvijejicich se v gastrointestinalnim traktu jsou vylu¢ovany ve vykalech. Druhy
a genotypy parazitujici v dychacich cestach opoustéji télo bud’ respiracnimi a nosnimi sekrety

nebo po spolknuti sekreti vykaly (Current et al. 1986). Nékteré zpravy naznacuji, Ze oocysty
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s tenkymi sténami uvoliuji sporozoity, ktefi autoinfikuji hostitele, zatimco ty se silngj$imi

sténami opoustéji télo, aby infikovaly dalsi hostitele (Current 1985, 1988).

2. 2. 3. Kryptosporidie a kryptosporidiéza savci

Zoonodzy ptedstavuji hlavni problém vetejného zdravi na vSech kontinentech. Zda se,
ze divoka zvitata se podileji na epidemiologii vétSiny zoono6z a slouzi jako hlavni rezervoary
pro pienos zoonotickych pivodct onemocnéni véetné kryptosporidii (Jiang et al. 2005; Kruse
etal. 2004; Xiao et al. 2000; Zhou et al. 2004). Na druhou stranu zne¢isténi zivotniho prostiedi
oocystami kryptosporidii pochazejicich z ¢lovéka nebo jim chovanych zvifat mize vést
k nakaze volné zijicich zvifat (Appelbee et al. 2005). Tyto slozité vztahy pienosu infekce
kryptosporidiemi u savct byly vysvétleny az na zdklad€ pouziti molekuldrnich metod, kdy
byly identifikovany jednotlivé druhy a genotypy kryptosporidii a jejich cesty prenosu (Feng
2010).

Z dosud 46 popsanych druhi kryptosporidii, jich nejvice (29) bylo nalezeno u savca (Fayer et
al. 1997, 2004; Jezkova et al. 2021; O’Donoghue 1995). Prvni studie byly primarné zaméteny
na vyskyt kryptosporidii u domacich zvitat, ktera maji ekonomicky vyznam. S rozvojem oboru
doslo k rozsitovani vyzkumu i na divokou zvéf, ktera je povazovana za vyznamny zdroj
infek&nich onemocnéni pfenosnych nejen na domadci zvifata, ale také na ¢loveka. Prestoze je
kryptosporididéza primarné spojovana s prijmovym onemocnénim (Ryan et Xiao 2014; Segura
et al. 2015), vysledky nedavnych vyzkumi ukazuji, Ze vétSina kryptosporidii, které jsou
adaptované na divoka zvirata, nevyvolavaji u svych hostitelll Zadné nebo ojedinélé klinické
pfiznaky onemocnéni. Jako piiklad 1ze uvést v nedavné dobé fadu nové popsanych druht
kryptosporidii adaptovanych na rizné hlodavce — C. alticolis a C. microti u hrabosi,
C. apodemi a C. ditrichi u mysic, C. rubeyi u stromovych veverek, C. ratti a C. occultus
u potkanti, C. homai u moréat (Condlova et al. 2018; Hor¢i¢kova et al. 2019; Jezkova et al.
2021; Kvac etal. 2018a; Li etal. 2015; Zahedi et al. 2017). Nicméné i fada druhti parazitujicich
u hospodarskych zvitat, C. bovis a C. ryanae u skotu nebo C. scrofarum a C. suis u prasat,
nezplsobuje vyznamna klinickd onemocnéni svych hostitelt (Fayer et al. 2005, 2008; Kvac et
al. 2013; Ryan et al. 2004). U druhti a genotypu, napt. C. parvum, C. ubiquitum, C. canis,
C. felis, se kterymi je nejCastéji spojovana kryptosporididéza, je vyskyt prijmi vétSinou
pozorovan u mladych zvirat (Adesiyun et al. 2001; Bjorkman et al. 2003; Fayer et al. 1998;
Roy et al. 2006; Singh et al. 2006; Trotz-Williams et al. 2005). U dospélych savcu je infekce
kryptosporidiemi pievazné asymptomatickd a pocet vyluCovanych oocyst je nizky
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a prerusovany. Infekce mize byt ¢asto chronicka (Ramirez et al. 2004). Na zaklad¢ terénnich
studii se ptedpokladalo, ze volné zijici nebo pasend hospodaiska zvirata mohou piedstavovat
zdroj infekce pro divoka zvitata, s nimiz sdileji stanovisté a naopak (Dessi et al. 2020; Fayer
et al. 2010). Nejcastéji se vsak jednalo o vyskyt druhu C. parvum, ktery je infek¢ni pro vétSinu
savcu a nékteré ptaky (Oliveira et al. 2017; Reboredo-Fernandez et al. 2015; Shahbazi et al.
2020), u drobnych savct (hlodaveti a hmyzozravel) a jelenovitych (Olson et al. 2004).
Nicméng¢ studie v poslednich letech naznacuji, ze vétSina volné Zijicich zvifat neni primarnim
hostitelem C. parvum, a vétSina domacich a volné Zijicich savcl je primarné infikovana

hostitelsky specifickymi druhy kryptosporidii (Zhou et al. 2004).

2. 2. 4. Kryptosporidie a kryptosporidiéza hlodavci

Hlodavci jsou druhové nejbohatsi skupina savet. Jedna se vétSinou o malé pozemni zivoCichy
obyvajici nejriizngj§i prostiedi. Rada hlodavct se rychle mnoZi a pii pfemnoZeni se stavaji
zavaznymi Skadci (Papacek et al. 1994). Hlodavci jsou ovSem pozoruhodni
| z parazitologického hlediska, jelikoZ jsou povazovani za rezervoary ruznych zoonotickych
chorob jako je napiiklad toxoplazmodza, babezidza, leishmanidza a kryptosporidioza (Lv et al.
2009; Seifollahi et al. 2016). Poprvé byla piitomnost oocyst kryptosporidii ve vykalech
a pritomnost endogennich stadii kryptosporidii ve tkanich mysi popsana v letech 1907 a 1910
Tyzzerem. Od té doby byly u hlodavcu nalezeny dalsi druhy kryptosporidii. Piehled téchto
druhut je uveden v tabulce 1. Jak je z tabulky patrné u hlodavci bylo doposud nalezeno 14
druhti kryptosporidii. Jedna se o druhy, které parazituji vyhradné u hlodavct, ale také o druhy,

které maji hlodavce jen jako jednoho z moznych hostitelt.



Tabulka 1. Piehled druhti kryptosporidii nalezenych u hlodavcu.

Typovy

Druh kryptosporidie hostitel Hlavni hostitelé Reference
Cryptosporidium alticolis hrabos hrabosi Horc¢ic¢kova et al. 2019
Cryptosporidium apodemi teﬁziiszsé mysice Condlova et al. 2018
Cryptosporidium ditrichi mysSice lesni mysice Condlova et al. 2018
Cryptosporidium homai morce morcata Zahedi et al. 2017
Cryptosporidium microti hrabos hrabosi Hor¢ickova et al. 2019
Cryptosporidium muris mys domaci hlodavci Tyzzer 1910
Cryptosporidium occultus krysa krysy Kvag et al. 2018a
Cryptosporidium parvum mys$ domaci pfﬁgg;a;;ci, Tyzzer 1912
Cryptosporidium proliferans krysa hlodavci Kvag et al. 2016
Cryptosporidium ratti krysa krysy Jezkova et al. 2021
Cryptosporidium rubeyi veverka veverky Lietal. 2015
Cryptosporidium tyzzeri mys domaci hlodavci Ren et al. 2012
Cryptosporidium ubiquitum skot pfﬁgg:\%d’ Fayer et al. 2010
Cryptosporidium wrairi morce morcata Vetterling et al. 1971

2. 2. 5. Kryptosporidie a kryptosporidioza nutrii

Poprvé byly kryptosporidie u nutrii identifikovany v roce 1991 v Polsku a na zaklad¢ velikosti

oocyst byly oznaCeny jako C. parvum (Pavlasek et Kozakiewicz 1991). Dalsi vyskyt

kryptosporidii u nutrii v Argentin¢ zaznamenala studie z roku 2012 (Martino et al. 2012), ale

podobné jako u Pavlaska a Kozakiewicze (1991) nebyly izolaty geneticky charakterizovany.

V dalsich dvou studiich zabyvajicich se detekci kryptosporidii u zdivocelych nutrii v Italii

a u chovanych nutrii v Ceské republice nebyly kryptosporidie detekovany (Kellnerova et al.

2017; Zanzani et al. 2016). Posledni dosud uvetejnénou dil¢i zpravou je vyskyt kryptosporidii

u zdivocelych nutrii na Slovensku (Kvac et al. 2018b). Vysledky této zpravy jsou zakladem

této prace.



Cryptosporidium parvum

Cryptosporidium parvum je celosvétové nejrozsifenéjsi kryptosporidii infikujici ¢lovéka
a zvirata (Bankier et al. 2003; Santoro et al. 2019). Prubéh infekce a klinické pfiznaky
onemocnéni zavisi na imunitnim stavu hostitele, od asymptomatického pribéhu
U imunokompetentnich  jedinci, az po zivot ohrozujici dlouhodobou infekci
U imunokompromitovanych pacientii. U pacienti s AIDS je infekce spojena s vysokou mirou
morbidity a mortality (Laksemi et al. 2020; Wang et al. 2018). Navzdory intenzivnimu sili
za poslednich 20 let neexistuje v souc¢asné dobe 100% ucinna terapie (Amadi et al. 2009; Fayer
et al. 2007; Hewitt 2000; Checkley et al. 2015; Rossignol et al. 1998; Sparks et al. 2015).
Zivotni cyklus C. parvum je podobny Zivotnimu cyklu jinych druhti kryptosporidii, coz vede
k tvorbé oocyst, které se vylucuji stolici/trusem infikovanych hostiteltt (Abrahamsen et al.
2004). Oocysty C. parvum jsou vysoce rezistentni vaci environmentalnim tlakim, vcetné
osetfeni chlorem u komunalnich vod. Parazit je tedy dilezitym patogenem pienasenym vodou

a potravinami (Korich et al. 1990).

Mezi hostitele C. parvum nepatii ovSem jen ¢lovek, ale také zvirata, jak jiz bylo zminéno vyse.
K nejcastéjSim zvifecim hostitelim tohoto druhu kryptosporidii patii pfezvykavci, zejména
telata (Feng et al. 2018), u kterych byva intenzita infekce velmi vysoka. Telata trpici
kryptosporidiézou maji vodnaty prijem, ve kterém vylucuji velké mnoZstvi oocyst (az 10’
oocyst na gram trusu) (Fayer et al. 1998). Navic jediné tele mize potencialné vyprodukovat
10 oocyst v pribéhu infekce (Nydam et al. 2001). Cetné studie prokazaly vyznamnou
korelaci mezi infekci C. parvum a prijmem (Adesiyun et al. 2001; Bjorkman et al. 2003; Fayer
et al. 1998; Roy et al. 2006; Singh et al. 2006; Trotz-Williams et al. 2005). Infekce u telat
muze byt také doprovazena depresi, slabosti a anorexii (Howerth, 1981; Tzipori et al. 1983).
Tento druh byl popsan u fady hlodavct jako napiiklad u nornika rudého (Myodes glareolus),
hrabose polniho (Microtus arvalis), mysice lesni (Apodemus flavicollis), mySice temnopasé
(Apodemus agrarius), mysice kiovinné (Apodemus sylvaticus), mysi stiedozemni (Mus
spretus), bélozubky tmavé (Crocidura russula) a nutrie fi¢ni (Myocastor coypus) (Bajer et al.
2002; Bednarska et al. 2003; DaniSova et al. 2017; Pavlasek et Kozakiewicz 1991; Torres et
al. 2000).

Ve studii Pavlaska a Kozakiewicze (1991) byly detekovany oocysty u nutrii 0 velikosti
4,8 — 5,2 x4,5—4.8 um a oznaeny jako C. parvum. Zadné ptiznaky kryptosporidiézy nebyly

u nutrii pozorovany (Pavlasek et Kozakiewicz 1991). Vyvojovy cyklus C. parvum probiha na



epitelu tenkého a tlusté¢ho stfeva (Heine et al. 1984; Tzipori et al. 1983) s nejcastéjsim
vyskytem v pfedni ¢asti tenkého stteva (Heine et al., 1984). Pii infekci je Casto pozorovana
enteritida, snizeni délky klka a faze klka (Heine et al. 1984; Howerth 1981; Tzipori et al.
1983).

Cryptosporidium ubiquitum

Cryptosporidium ubiquitum bylo nejprve identifikovano jako Cryptosporidium cervine
genotyp (Fayer et al. 2010). Obdobn¢ jako u druhu C. parvum, hostitelské spektrum
C. ubiquitum zahrnuje volné zijici a domestikované piezvykavce, hlodavce, masozravce
a primaty véetn¢ lidi (Baroudi et al. 2018; Fayer et al. 2010; Kotkova et al. 2016; Zhang et al.
2020). Oocysty C. ubiquitum méti 4,71 —5,32 x 4,33-4,98 um a vyvojova stadia byla nalezena
vileu (Fayer et al. 2010). Pfiznaky kryptosporidiézy v podobé prijmu byly pozorovany
u kuandu (Coendou), zatimco u jinych hostitel, u kterych byla infekce C. ubiquitum
prokézana, nebyly Zzadné ptiznaky kryptosporididzy pozorovany (Fayer et al. 2010;
Kellnerova et al. 2017; Kotkova et al. 2016).



3. CILE PRACE

Zpracovat literarni reSerSi o tématu. Popsat diverzitu a prevalenci kryptosporidii
U hospodaisky chovanych a zdivocelych nutrii. V pfipadé zachytu novych genotypt
kryptosporidii popsat jejich morfologii, lokalizaci v hostiteli a hostitelskou specificitu.

Porovnat vysledky s literaturou a vyvodit zavéry s ohledem na epizootologii kryptosporidioz.
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4. MATERIAL A METODIKA
4.1. Material

Pro parazitologické vySetfeni byly pouzity vzorky trusu od hospodarsky chovanych nutrii
v Ceské republice a zdivocelych nutrii z Ceské republiky a Slovenska. Dale byl vySetfen trus
od experimentaln¢ infikovanych zvitat, a to od nutrii (Myocastor coypus), piskomild
(Meriones unguiculatus), SCID mysi, BALB/c mysi (Mus musculus) a kufat kura domaciho

(Gallus gallus f. domestica).

4.1.1. Ziskavani biologického materialu z nutrii

V letech 20162019 byly odebrany vzorky trusu ze zdivoéelych nutrii na sedmi a 11 lokalitach
v Ceské republice a na Slovensku (obr. 1). U nutrii zabitych lovem byly vzorky odebrany
z kone¢niku nebo tlustého stfeva bezprostiedné po usmrceni. V ostatnich pripadech byly
vzorky ziskany sbérem trusu ze zem¢ na biezich fek. Kazdy vzorek trusu byl jednotlivé
odebran do sterilni plastové zkumavky a dorucen do laboratofe ke zpracovani. Dale bylo
ziskano 83 vzork® trusu nutrii z osmi farem v Ceské republice. Z diivodu pifani chovateli

nejsou lokality jednotlivych chovi zvetejnény.

4.1.2 Zvirata pro experimentalni infekce

Sest dospélych nutrii (nutrie 0 a nutrie 1-5; Myocastor coypus), pét jeden tyden starych a pét
osm tydnd starych piskomilt (Meriones unguiculatus), pét jeden tyden starych a pét osm tydni
starych mysi SCID (Mus musculus; kmen CB-17), pét jeden tyden a pét osm tydni starych
mys$i BALB/c a pét jednodennich kufat (Gallus gallus f. domestica) bylo pouzito pro
experimentalni studie. Dalsi tfi zvitata od kazdého druhu/kmene a vékové skupiny byla
pouzita jako negativni kontrola. VSechny nutrie pouZzité pro studium experimentalni infekce
byly dva tydny ptfed experimentalni inokulaci denné vySetfovany na ptitomnost specifické
DNA a oocyst kryptosporidii. Mysi a piskomilové byli jeden tyden pted experimentalni
inokulaci vySetfeni na pfitomnost specifické DNA a na pfitomnost oocyst kryptosporidii.

Jednodenni kufata byla vySetifena v den vylihnuti.

Z divodu zabranéni kontaminace chovného prostiedi oocystami kryptosporidii byli
piskomilové a mysi umisténi ve ventilovanych klecich (Tecniplast, Buguggiate, Italie) a kufata
byla umisténa v plastovych boxech, které byly pied pouzitim dezinfikovany pii 80 ° C po dobu

jedné hodiny. Nutrie byly chovany v boxech se zajisténymi sténami. Jednotlivé boxy byly pred
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pouzitim dezinfikovany tlakovou parou. Klece a boxy byly dimenzovany v souladu s ptedpisy
Evropské a Ceské republiky o ochrang zvifat proti tyrani (zakon &. 246/1992 Sb.). V prvnich
peti dnech byl u kurat pouzit externi zdroj tepla. Kazdé zvife dostalo sterilizované krmeni
a sterilizovanou vodu ad libitum. Osetfovatelé zvitat nosili béhem péce o zvifata jednorazové
ochranné prostiedky. Podestylka a ochranné pomucky byly pravidelné¢ odstranovany

Z experimentalni mistnosti.
4.2 Metody

4.2.1. Mikroskopické vySetireni

Vzorky trusu byly vysetteny mikroskopicky pomoci barveni anilin-karbol-methyl-violeti dle
Milacka a Vitovee (1985), Ziehl-Neelsen (ZN) barveni (Henriksen et Pohlenz 1981) a dale
byly vyuzity Cryptosporidium specifické protilatky konjugované s FITC znacici sténu oocysty
(IFA; Cryptosporidium IF Test, Cryptocel, Cellabs Pty Ltd., Brookvale, Australie).

Barveni natéru trusu anilin-karbol-methyl-violeti dle Mila¢ka a Vitovce (1985)

Pro barveni natéru trusu dle Milacka a Vitovce je potieba mit tyto chemikalie: roztok
methylvioleti (0,6 g methyl violeti, 1 ml anilinu, 1 g fenolu, 30 ml alkoholu, 70 ml
deionizované vody); roztok 2% kyseliny sirové; tartrazin (1% roztok tartrazinu v 1% kyseling

octové).

Pracovni postup:

Na podlozni sklicko ud€lat slaby natér trusu.

Sklicko s natérem zafixovat methanolem v plameni.

Zafixovana sklicka barvit v roztoku methylvioleti po dobu 30 minut.

Sklicka oplachnout pod tekouci vodou.

e Diferencovat v 2% kyselin€ sirové po dobu 1 minuty.

e Sklicka oplachnout vodou a dobarvit v tartrazinu po dobu 10 minut.
e Sklic¢ka oplachnout vodou a ususit.

e ProhliZet skla svételnym mikroskopem pfii zvétSeni 1000x za pouziti imerzniho oleje.

Oocysty kryptosporidii se barvi temné fialové na zlutém, zlutohnédém nebo svétle fialovém

pozadi (zalezi na typu vzorku).
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Obrizek. 1: Odbér vzorki z lokalit v Ceské republice a na Slovensku. Cisla oznaduji nazvy
lokalit a barvy oznacuji pfitomnost Cryptosporidium spp. 1) Pland nad Luznici (N
49°21.11527', E 14°42.08325"), 2) Praha (N 50°4.78070', E 14°24.81330"), 3) Jihlava (N
49°23.09785', E 15°36.37422"), 4) Ttebi¢ (N 49°12.58360', E 15°52.28832"), 5) Bteclav (N
48°46.34147', E 16°52.68835"), 6) Tynec (N 48°46.31570', E 17°0.66778'"), 7) Lanzhot (N
48°43.41558', E 16°58.30782"), 8) Nové Zamky (N 47°98.61842', E 18°16.31414"), 9)
Komarno (N 47°75.74078'N, E 18°12.98247"), 10) Sal'a (N 48°15.13789', E 17°87.48586"),
11) Dolny Ohaj (N 48°08.31022', E 18°25.34725"), 12) Topolniky (N 47°96.61242', E
17°78.32136'"), 13) Palarikovo (N 48°04.41286', E 18°06.95797"), 14) Nitriansky Hradok (N
48°06.99908', E 18°20.35394'"), 15) Dunajska Streda (N 47°98.93750', E 17°62.02594"), 16)
Vicany (N 48°03.77642', E 17°95.26506"), 17) Diakovce (N 48°13.37875', E 17°84.13564"),
18) Lipové (N 47°84.01856', 17°85.55094")

. Cryptosporidium coypu genotyp
O Cryptosporidium ubiquitum
. Cryptosporidium parvum

©)

O Cryptosporidium spp. negativni
Ceska republika

Slovensko
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Barveni Ziehl-Neelsen v modifikaci dle Henriksena a Pohlenze (1981)

Pro barveni dle Ziehl-Neelsena v modifikaci dle Henriksena a Pohlenze byly pouzity tyto
chemikalie: roztok karbolfuchsinu (2,5 ml rozpusténych fenolovych krystalt, 5 ml 100%
ethanolu, 0,5 g praskového basického fuchsinu, 50 ml deionizované vody), 1% kysely alkohol
(1 ml HCI, 100 ml 70% ethanolu), 0,8% fast green zelen (0,8 g prasku light green, 100 ml

deionizované vody).
Postup:

e Na podlozni sklicko udé€lat slaby natér trusu.

e Sklicko s natérem zafixovat methanolem v plameni.

e Zafixované vzorky obarvit v roztoku karbolfuchsinu 2—3 hodiny.

e Sklicka oplachnout pod tekouci vodou.

e Odbarvit nabarvené roztéry v 1% kyselém alkoholu tak, Zze pii odbarvovani jiz
neodtéka roztok cervené barvy.

e Sklicka oplachnout pod vodou po dobu 1 minuty.

e Barvit 1 minutu light green.

e Sklicka oplachnout pod tekouci vodou.

e Nechat vzorky oschnout pfi laboratorni teploté a nasledné prohliZzet mikroskopem pfi

zvétSeni 1000x za pouZiti imerzniho oleje.
Oocysty kryptosporidii se barvi syté ¢ervené na zeleném pozadi.

Fluorescen¢ni mikroskopie po znaceni stény oocyst Cryptosporidium rodové specifickymi

protilatkami konjugovanymi s FITC

Pro fluorescen¢ni mikroskopii znaenou pomoci specifickych protilatek byly pouzity
nasledujici chemikalie: Crypto Cell reagent — fluorescencné znacené specifické monoklondlni
protilatky proti sténé oocysty; Mounting fluid, které jsou soucasti komercniho kitu

(Cryptosporidium IF Test, Cryptocel).
Pracovni postup:

e Na jamkové sklo kapnout 20 pl vzorku s oocystami a nechat zaschnout.
¢ Fixovat 5 minut v metanolu, nechat zaschnout pii laboratorni teploté.
e Piidat 10 pl Crypto Cell Reagentu.

e Sklicko inkubovat v temnu ve vlhké komtrce po dobu 30 minut pfi teploté 37 °C.

14



e Sklicko omyt 1 minutu v PBS.

e Sklicko osusit (mtze byt uchovano 24 hodin pii 2—8 °C).

e Pied prohlizenim kapnout na sklicko 10 pl mounting fluid, ptekryt krycim sklickem.
e Prohlizet skla fluorescen¢nim mikroskopem s filtrem WB 515 nm pii zvétSeni 1000x

za pouziti imerzniho oleje.
Oocysty kryptosporidii maji zelenou fluorescenci na tmavém pozadi.
Hodnoceni intenzity infekce OPG

U mikroskopicky pozitivnich vzorki byla intenzita infekce stanovena jako pocet oocyst na

gram trusu (OPG; Kvac et al. 2007).
Pracovni postup:

e Podlozni sklo pted natérem zvazit na 3 desetinna mista.

e Na zvazena skla ud¢lat natér trusu.

e Sklo s natérem trusu opét zvazit na 3 desetinnd mista.

e Vypocitat hmotnost natéru.

e Spocitat poet oocyst na skle obarveném anilin-karbol-methyl violeti.

e Vypocitat pocet oocyst na 1 gram trusu.

4.2.2. Molekularni vySetieni
4.2.2.1. 1zolace DNA z trusu

Z trusu vySetfovanych zvifat byla vyizolovand DNA pomoci komeréné dodavaného kitu

GeneAll® ExgeneTM Stool DNA mini (GeneAll Biotechnology, co., Itd., Soul, Jizni Korea).

Pro izolaci DNA z trusu byl pouzit nasledujici material: 1,5 ml mikrozkumavky Safe-Lock
Tube; sklenéné kulicky; zirkonové kulicky; FL puftr; 0,7 ml mikrozkumavky EzPass; 0,7 ml
mikrozkumavky mini spin kolonky; EB pufr; PB pufr; NW pufr.

Pracovni postup:

e Vzorek trusu dat do Safe-Lock Tube, pfidat 0,5 ml sklenénych kuli¢ek (0,5 mm) a 3
zirkonové kulicky (1,0 mm).

e Ke vzorku (200 mg) napipetovat 1 ml FL pufru.
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Zvortexovat a zhomogenizovat vzorek v BeadBeateru (FastPrep MP Biomedicals,
Santa Ana, CA, USA) 1 minutu pfi rychlosti 5,5 m/s.

Po homogenizaci nechat vzorek inkubovat pii laboratorni teploté 5 minut.
Centrifugovat 5 minut pii 14 000 g.

Veskery supernatant piepipetovat na mikrozkumavku EzPass, centrifugovat 1 minutu
pti 14 000 g.

Vylit odpad ze sbérné casti EzPass mikrozkumavky, napipetovat 100 ul EB pufru na
kolonku, 1 minutu inkubovat pfi laboratorni teploté, centrifugovat 1 minutu pii
14 000 g.

Vyhodit kolonku, do sbérné¢ mikrozkumavky napipetovat 500 pl PB pufru, promichat
pipetovanim, pienést vSechen obsah na mini spin kolonku, centrifugovat 1 minutu pii
14 000 g.

Vylit obsah ze sbérné mikrozkumavky a na stfed kolony napipetovat 500 ul NW pufru,
centrifugovat 1 minutu pti 14 000 g.

Vylit obsah ze sbérné mikrozkumavky a opét centrifugovat 1 minutu pti 14 000 g.
Ptenést kolonku na ¢istou mikrozkumavku a napipetovat 200 pl EB pufru, inkubovat
1 minutu pii laboratorni teploté a centrifugovat 1 minutu pii 14 000 g.

Vyizolovanou DNA v mikrozkumavce skladovat pfi teploté -20 °C.

4.2.2.2. 1zolace DNA z tkané

Pro prokéazéani ptitomnosti specifické DNA kryptosporidii v konkrétnich organech byla ze

vzorkll organti vyizolovand DNA pomoci DNeasy Blood & Tissue kitu (QIAGEN)).

Pro izolaci DNA ztkan¢ byl pouzit nasledujici material: tkan; 1,5 ml mikrozkumavky;

sklenéné a zirkonové kuli€ky; mini spin kolonka; ATL pufr; proteinaza K; AL pufr; EtOH;
AW 1 pufr; AW 2 pufr; AE pufr.

Pracovni postup:

Do mikrozkumavky nastfihat asi 100200 mg tkang&.

Ptidat 0,5 ml sklenénych kulicek (0,5 mm) a 3 zirkonové kuli¢ky (1,0 mm).
Ptipipetovat 180 ul ATL pufru, vortexovat.

Homogenizovat vzorek pomoci BeadBeateru (FastPrep MP Biomedicals) 1 minutu pii
rychlosti 5,5 m/s.
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e Centrifugovat ptiblizné 10 sekund pti 6 000 g, pfipipetovat 20 pl proteinazy K.

e Inkubovat 1 hodinu pii 56 °C, béhem inkubace pravidelné michat.

e Centrifugovat 10 sekund pii 6 000 g.

e Piipipetovat 200 ul AL pufru, vortexovat.

e Piipipetovat 200 pl 96 % EtOH, vortexovat, centrifugovat 10 sekund pti 6 000 g.

e Veskery supernatant piepipetovat na Mini spin kolonku, centrifugovat 1 minutu pii
8 000 g.

e Vylit odpad ze sbérné zkumavky.

e Pripipetovat 500 ul AW1 pufru, centrifugovat 1 minutu pti 8 000 g, odstranit odpad ze
sbérné zkumavky.

e Pripipetovat 500 ul AW?2 pufru, centrifugovat 1 minutu pti 14 000 g, odstranit odpad
ze sbérné zkumavky.

e Sbérné zkumavky vyhodit, nahradit je novymi mikrozkumavkami, piimo
na membranu kolony napipetovat 200 ul AE pufru, inkubovat 1 minutu pfi laboratorni
teploté, centrifugovat 1 minutu pii 8 000 g.

e Vyizolovanou DNA v mikrozkumavce skladovat pfi teploté -20 °C.

4.2.2.3. Polymerdzova fetézovd reakce (PCR)

Ptitomnost specifické DNA kryptosporidii byla ve vyizolované DNA stanovena pomoci
amplifikace fragmenti genti kodujicich malou ribozomalni podjednotku (SSU) (Jiang et al.
2005), 70 kDa heat-shock protein (HSP70) (Sulaiman et al. 2000), aktin (Sulaiman et al. 2002)
a 60 kDa glykoprotein (gp60) (Peng et al. 2001). Pro primarni i sekundarni PCR reakci byl
celkovy objem reak¢nich smési 20 pl. Primarni PCR smés obsahovala 2 pl templatové DNA,
10 pl 2x AmpONE™ HS-Tag premix (GeneAll Biotechnology, co., Itd., Soul, Jizni Korea),
200 nM kazdého primeru a molekularni vodu do celkového objemu 20 pl. Sekundéarni reakce
byla shodné s primarni, krom¢ pouziti 2 pl primarni PCR jako templatové DNA. Reakce
probihala v termocycleru, po po¢atecni denaturaci 95 °C po dobu 3 minuty, bylo provedeno
35 cykll zahrnujicich denaturaci pti 95 °C po dobu 45 sekund, hybridizaci podle nasedacich
teplot specifickych primerti (Tabulka 2) po dobu 45 sekund a syntézy nového fetézce DNA

pii 72 °C po dobu 60 sekund. Zavere¢na syntéza pii 72 °C trvala 10 minut.
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Tabulka 2. Nukleotidové sekvence specifickych primert pro amplifikaci ¢asteéné sekvence
gent kodujicich malou podjednotku rRNA (SSU), 70 kDa Heat Shock Protein (HSP70), aktin
a 60 kDa glykoprotein (gp60).

SSU (Jiang et al. 2005)

Primarni reakce — nasedaci teplota 50 °C
F15-TTC TAG AGC TAA TAC ATG CG-3’
R15-CCC ATT TCC TTC GAA ACA GGA-3’
Sekundarni reakce — nasedaci teplota 55 °C
F2 5'-GGA AGG GTT GTATTT ATT AGA TAA AG-3’
R2 5"-AAG GAG TAA GGA ACA ACC TCCA-3’

HSP70 (Sulaiman et al. 2000)
Primarni reakce — nasedaci teplota 50 °C
F15- GCT CGT GGT CCT AAA GAT AA-3’
R15-ACG GGT TGA ACCACCTACTAAT-3
Sekundarni reakce — nasedaci teplota 45 °C
F2 5'-ACAGTT CCT GCC TAT TTC-3"
R2 5"-GCT AAT GTA CCA CGG AAATAATC-3’

AKTIN (Sulaiman et al. 2002)

Primarni reakce — nasedaci teplota 50 °C
F1 5'-ATG RGW GAA GAA GWA RYW CAA GC-3’

R15-AGA ARCAYT TTC TGT GKA CAAT-3’

Sekundarni reakce — nasedaci teplota 45 °C
F2 5'-CAAGCW TTR GTT GTT GAY AA-3’

R2 5°-TTT CTG TGK ACA ATW SWT GG-3’
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GP60 (Peng et al. 2001)
Primarni reakce — nasedaci teplota 50 °C

F1 5" TTT ACC CAC ACA TCT GTA GCG TCG 3’

R1 5" ACG GAC GGA ATGATG TATCTG A 3’
Sekundarni reakce — nasedaci teplota 50 °C

F2 5" ATA GGT GAT AAT TAG TCA GTC TTT AAT 3’

R2 5" CCA AAA GCG GCT GAG TCA GCA TC 3’

4.2.2.4. Gelova elektroforéza

Pro gelovou elektroforézu byl pfipraven agar6zovy gel. Na jeho piipravu byly pouzity tyto
chemikalie: 50x TAE pufr (242 g tris baze, 47,1 ml ledové kyseliny octové, 100 ml 0,5 M
EDTA); agardza (Biotech, Heidelbergr, Némecko); ethidium-bromid (Sigma—Aldrich, St.
Louis, Missouri, USA).

Ptiprava agarézového gelu:

e Pro gelovou elektroforézu byl ptipraven 1% agarozovy gel.
e Navézenou agardézu smichat s namétenym TAE pufrem v Erlenmeyerové baiice a dat
do mikrovinné trouby, dokud se vSechna agardza nerozpusti.
* Nosi¢ maly: 0,4 g/ 40 ml TAE pufru
* Nosic€ stiedni: 0,8 g/ 80 ml TAE pufru
» Nosi¢ velky: 1,2g /120 ml TAE pufru
e FErlenmeyerovu baiiku s gelem ochladit pod tekouci vodou na teplotu, kdy je udrzitelna
V ruce.
e Ptidat 1 pl EtBr (0,2 pg/ml), roztok promichat.
e Nalit agarozovy gel do nosice, vlozit hieben a gel nechat 5-10 minut ztuhnout.
e Po ztuhnuti vlozit gel do elektroforetické vany tak, aby starty lezely u zaporné
elektrody.
e Po vyjmuti hfebenu nanést do vzniklych jamek PCR produkty, do prvni jamky nanést
velikostni marker (100 bp) (O’Gene Ruler™, Biogen, Londyn, Velka Britanie).
e Nechat gel vyvijet.

e Gel vlozit do UV transiluminatoru a vyhodnotit pozitivni a negativni vzorky.
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4.2.2.5.

Izolace fragmentit DNA z gelu

Pozitivni fragmenty z elektroforézy byly vyizolovany pomoci komercniho kitu Gen Elute
(Sigma—Aldrich, St. Louis, MO, USA).

K izolaci z gelu byly pouzity tyto chemikalie: Gel Solubilization Solution; PCR voda; Column

Preparation Solution; isopropanol; Wash Solution G.

Postup:

4.2.2.6.

Vyftiznout fragment DNA z gelu a vlozit do mikrozkumavky.

Do mikrozkumavky s fragmentem pfipipetovat 500 pl Gelu Solubilization Solution a
nechat inkubovat 10 minut pti 50 °C.

Kontrolovat rozpousténi a kazdé 2—3 minuty promichat.

Dat inkubovat PCR vodu na 65 °C.

Sestavit Binding kolonku G, napipetovat 500 pul Column Preparation Solution a
centrifugovat 1 minutu pii 16 000 g.

Ke vzorku s DNA napipetovat 150 pl isopropanolu, promichat a veSkery objem pienést
na Binding kolonku G.

Centrifugovat 1 minutu pii 16 000 g.

Vylit odpad ze sbérné zkumavky a sbérnou zkumavku opét pouZit s kolonou, na kolonu
napipetovat 700 ul Wash Solution G, centrifugovat 1 minutu pti 16 000 g.

Vylit odpad ze sbérné zkumavky a opét ji pouZit s kolonou, centrifugovat bez piidavku
jakychkoli roztokd 1 minutu pii 16 000 g.

Mikrozkumavku v centrifuze oto¢it o 180° a centrifugovat 3 minuty pii 16 000 g.
Vlozit kolonu do nové mikrozkumavky a provést eluci 30 pl PCR vody predehiaté na
65 °C, inkubovat 1 minutu, centrifugovat 1 minutu pii 16 000 g.

Ziskany fragment DNA v mikrozkumavce uchovavat v lednici pfi teploté 4 °C do té

doby, nez zname vysledky sekvenci.

Sekvenovani a fylogenetické analyzy

Pozitivni PCR produkty byly sekvenovany pomoci sekundarnich PCR primert v Eurofins

(Praha,

Ceska republika). Analyza chromatogrami byla dokon&ena pomoci Chromas Pro 2.1.4

(Technelysium, Pty, Ltd., South Brisbane, Australie) a identita sekvenci byla ovétena v
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BLAST (https://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Sekvence ziskané v této studii a referen¢ni
sekvence ziskané z GenBank byly srovnany pomoci online serveru MAFFT verze 7
(http://mafft.cbrc.jp/alignment/server/) pomoci metody vicenasobného zarovnani E-INS-i.
Zarovnani byla ru¢né ofiznuta a upravena v BioEdit v.7.0.5 (Hall, 1999). Fylogeneticka
analyza byla provedena pomoci metody maximalni vérohodnosti (ML) s vyuzitim evolu¢nich
modell vybranych MEGAX (Kumar et al. 2018). Podpora Bootstrap byla vypoctena z 1 000
replikaci. Fylogenetické stromy byly vypocitany v softwaru MEGAX
(https://www.megasoftware.net/) a dale upraveny pro ucely vizualizace pomoci aplikace Corel
DrawX7 (https: //www.corel draw.com). VSechny ziskané nukleotidové sekvence byly
ulozeny v GenBank: MW274645-MW274661 pro SSU, MW274645-MW274661 pro aktin,
MW280976-MW280992 pro HSP70 a MW280993-MW281009 pro gp60.

4.2.3 Purifikace oocyst

Pozitivni trus s novym druhem/genotypem kryptosporidii byl homogenizovan ve tfeci misce

a preciStén na sachar6zovém gradientu a poté doc€iStén na cesium chloridovém gradientu.
Sacharézovy gradient (Arrowood a Stearling 1987)

Pro ¢isténi na sachar6zovém gradientu byly pouzity tyto chemikalie: Sheatertiv roztok (259 ml
deionizované vody; 405 g cukru; 7,29 g fenolu); PBS Tween (1% roztok); pracovni
Sheaterovy roztoky 1+2 (1 dil Sheater + 2 dily PBS Tween), 1+4 (1 dil Sheater + 4 dily PBS

Tween)
Postup ¢isténi:

e Trus zbavit pfimési a ptecedit pies sitko.

e Do 4 sklenénych zkumavek (objem 100 ml) navrstvit gradient: 1. vrstva: 30 ml
Sheaterova roztoku 1+2; 2. vrstva: 30 ml Sheaterova roztoku 1+4; 3. vrstva: 15 ml
vzorku trusu.

e Zkumavky s gradientem centrifugovat pii 4 °C po dobu 20 minut pii 1370 g.

e Horni zbarvenou vrstvu (pfiblizné 1/3) odsat a zbyly supernatant prenést do Cistych
zkumavek.

e Zkumavky doplnit deionizovanou vodou a centrifugovat opét pii 4 °C po dobu

20 minut pii 1370 g.
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e Polovinu objemu odsat a vzorky doplnit deionizovanou vodou. Poté vzorky
centrifugovat pii 4 °C po dobu 20 minut pii 1370 g.

e Predchozi krok zopakovat jesté jednou.

e Sedimenty pfenést do 1 zkumavky a uchovat pii 4 °C s ptidavkem antibiotik nebo

zalité 5% dichromanem sodnym.

Cesium chloridovy gradient

Pro docisténi na cesium chloridovém gradientu byly pouzity tyto chemikalie: Roztok cesium
chloridu (1,15 g.ml); PBS (0,025M; pH 7,2)

Postup ¢isténi:

e Po ¢isténi na sachar6zovém gradientu vzorek centrifugovat pii 4 °C po dobu
10 minut pti 16 000 g.

e Vsechen supernatant odsat, dale ptidat 0,5 ml PBS a vzorek rozsuspendovat.

e Do ¢isté 1,7 ml mikrozkumavky napipetovat 1 ml CsCl.

e Na CsCl opatrné navrstvit 0,5 ml roztoku oocyst v PBS.

e Vzorek centrifugovat pii 20 °C po dobu 3 minuty pii 16 000 g.

e Odebrat 1 ml supernatantu s oocystami a poté nafedit pomoci PBS.

e Vzorek centrifugovat pii 20 °C po dobu 3 minuty pii 16 000 g.

e Supernatant odebrat a vzorek opét centrifugovat pii 20 °C po dobu 3 minuty pii
16 000 g.

e Supernatant odebrat a vzorek skladovat v dichromanu draselném.

4.2.4. Design experimentu

Nutrie 0 byla oraln¢ inokulovana 5 000 ¢isténymi oocystami Cryptosporidium coypu genotyp
v 500 pul deionizované vody, které byly izolované z piirozené infikované nutrie (izolat 31132).
Oocysty Cryptosporidium coypu genotyp ziskané z experimentalné infikované nutrie 0 byly
molekularné¢ a morfometricky charakterizovany a pouzity k dalsim experimentim. Zvifata
v dalSich experimentech byla inokulovana 20 000 purifikovanymi oocystami Cryptosporidium
coypu genotypu v 500 pl (nutrie), 200 pl (mysi a piskomilové) nebo 20 ul (kutata) destilované
vody. Zvitata slouZici jako negativni kontroly byla inokulovana oraln€ 500 pl (nutrie), 200 pl
(mys$i a piskomilové) nebo 20 ul (kutata) deionizované vody. Vzorky trusu od kazdého zvitete

byly denné vySetfovany na piitomnost oocyst Cryptosporidium (barveni ACMV) a specifické
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DNA kryptosporidii (amplifikace/sekvenovani SSU). Vsechny experimenty byly ukonceny 30
dni po infekci (DPI). Pribéh infekce byl hodnocen na zakladé pritomnosti Cryptosporidium
coypu genotypu specifické DNA a po¢tu oocyst na gram trusu dle vySe popsané metodiky.
Konzistence a barva trusu a zdravotni stav zvifat byl kontrolovan denné pro kazdy vzorek,
respektive zvife. Z divodu ovéteni identity Cryptosporidium coypu genotypu byly z kazdého
experimentalné infikovaného zvitete navic amplifikovany geny pro aktin, HSP70 a gp60 a to
ze vzorku na zacatku, v pribéhu a na konce infekce. Ziskané sekvence byly porovnany se

sekvencemi pivodniho izolatu.

4.2.5. Odbér vzorki, organi a tkani

Vzorky trusu od experimentalnich zvitat byly pro parazitologické vySetfeni odebirany 1x za
24 hodin po dobu 30 dnt. Trus byl odebran do sterilnich 2 ml mikrozkumavek, které byly
fadné popsany, a uchovany pfi 4 °C do dalsiho zpracovani. Byla provedena pitva dvou zvitat
z kazdé experimentélni skupiny vzdy 10. a 20. den po infekci. Vzorky tkdné (jicen, zaludek,
duodenum, proximalni, centralni a distalni jejunum, ileum, slepé stfevo, tlusté stievo, jatra,
slezina, ledviny, mocovy méchyft a plice) od kazdého zvitete byly ziskany za pouziti riiznych
sterilnich pitevnich nastroji pro kazdé misto. Z kazdého organu byly odebrany vzorky pro
PCR/sekvenovani, histologii a skenovaci elektronovou mikroskopii (SEM). Histologickeé fezy
byly obarveny hematoxylinem a eosinem (HE) a periodic acid schiff (PAS), prohliZzeny pii
zvétSeni 100—400x a dokumentovany pomoci softwaru Olympus cell Sens Entry 2.1 (Olympus
Corporation, Shinjuku, Tokio, Japonsko) a digitalniho fotoaparatu (Olympus DP73). VVzorky
pro SEM byly prohlizeny pomoci JEOL JSM-7401F-FE SEM vybaveného digitalnim

fotoaparatem.

4.2.5.1. Priprava histologickych preparadtii

Pro ptipravu histologickych preparatti byly pouZity tyto chemikalie:

* I. vzestupna alkoholova odvodnovaci fada (70% alkohol; 80% alkohol; 96% alkohol;
aceton; xylen)

* parafinova fada (4 nasledné roztoky parafinu, 1:3, 1:1, 3:1, 100 % parafin)

» alkoholova sestupna fada, odparafinovaci fada (xylen; alkohol 96%, alkohol 80%, alkohol
70%; dH20)
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* II. vzestupna odvodnovaci fada (70% alkohol; 80% alkohol; 96% alkohol; karboxylen;
xylen)

* kanadsky balzam

Pracovni postup:

e Vzorky odvodnovat I. vzestupnou fadou, po 60 minutach vyménit roztok.

e V poslednim roztoku nechat 90 minut.

e Prosytit parafinem (2—4 hodiny v parafinu I; 4-6 hodin v parafinu Il;
8-12 hodin v parafinu 111, 8-12 hodin ve 100 % parafinu).

e Vzorky zalit do ¢istého parafinu, vytvofit bloc¢ky. Poté zhotovit 5 um silné
histologické fezy a ptipravit preparaty na podlozni sklicko a nechat 24 hodin na
plotn¢ o teploté 42 °C.

e Preparaty odparafinovat alkoholovou sestupnou zavodiiovaci fadou vzdy po
5 minutéch.

e Vzorky nabarvit a po barveni pokracovat v odvodiovani II. alkoholovou vzestupnou
fadou vzdy po 5 minutach, v karboxylenu a xylenu ponechat 1 minutu.

e Vzorky zamontovat do kanadského balzdmu a ponechat k suseni pfi teploté 37 °C.

e Poté prohlizet mikroskopem (Olympus IX70) pfi vhodném zvétseni.
Barveni hematoxylin-eosin

Pro barveni hematoxylin-eosinem byly pouzity tyto chemikalie: hematoxylin; dH20O; siran

hlinito-amonny; jodi¢nan sodny; kyselina octova; eosin
Pracovni postup:

e Pfipravit odparifinované fezy.

e Vzorky barvit 10 minut v hematoxylinu (0,5 g hematoxylinu (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) + 500 ml dH20 + 25 g siranu hlinito-amonného + 0,1 g jodi¢nanu
sodného + 20 ml kyseliny octové).

e 10 minut oplachovat pod tekouci vodou.

e 5 minut barvit vzorky v eosinu (0,5 g eosin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) +
250 ml dH20 + 10 ml kyseliny octové).

e 10 minut oplachovat pod tekouci vodou.
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Barveni periodic acid shiff (PAS)

Pro barveni periodic acid shiff byly pouzity tyto chemikalie: Schiffovo reagens (100 ml H2O,
1 g basicky fuchsin, 10 ml 1IN kyselina chlorovodikova, 1 g pyrosifi¢itan draselny, 0,5 g
aktivniho uhli); sifi¢ita voda (5 ml IN kyseliny chlorovodikové, 0,5 g pyrosifi¢itan draselny,
100 ml destilované H20); roztok kyseliny jodisté (0,8 g ve 100 ml destilované H20);
hematoxylin; 96% alkohol; butylalkohol; xylen

Postup:

e Piipravit odparifinované fezy.

e Rezy vlozit do roztoku kyseliny jodisté na 10 minut.
e Oplachovat 10 minut pod tekouci vodou.

e Vlozit do Schiffova reagens na 30 minut.

e Oplachovat 5 minut v lazni sifi¢ité vody.

e Oplachovat 15 minut pod tekouci vodou.

e Ponofit do hematoxylinu na 1-2 minuty.

e Oplachnout v 96% alkoholu, butylalkoholu a xylenu.
Montovani nabarvenych rezi
Postup:

e Na preparat na podloznim skle kdpnout kapku kanadského balzamu.
e Prilozit kryci sklicko tak, aby se nevytvoftily vzduchové bubliny.
e Piipadné bublinky vytlacit mirnym tlakem na kryci sklicko.

e Hotovy preparat vlozit do termostatu (37 °C), kde zaschne montovaci medium.

4.2.5.2 P¥iprava preparatit pro skenovaci elektronovou mikroskopii

Pro ptipravu preparatl pro skenovaci elektronovou mikroskopii byly pouZzity tyto chemikalie:
3 % glutaraldehyd; 0,1M kakodylatovy pufr; 2 % oxid osmicely; acetonova fada (25 %, 75 %
a 100 % roztok)

Pracovni postup:

e Fixovat vzorky organt v glutaraldehydu v kakodylatovém pufru pti 4 °C pies noc.

e Promyt vzorky v kakodylatovém pufru 3x 15 minut.
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Fixovat vzorky v oxidu osmicelém v kakodylatovém pufru po dobu 2 hodin pii
laboratorni teploté.

Promyt vzorky v kakodylatovém pufru 3x 15 minut.

Po dehydrataci vzestupnou acetonovou fadou vzorky vysusit metodou kritického
bodu (CPD).

Vysusené vzorky nalepit pomoci oboustranné lepici pasky na hlinikovy terc¢ik.
Nalepené vzorky pozlatit a prohlizet pomoci elektronového mikroskopu JOEL JSM-
7401F-FE SEM.
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5. Vysledky

Celkem bylo vysetfeno 83 a 78 vzorku trusu zdivoéelych nutrii z Ceské republiky a ze
Slovenska (tabulka 3) a 86 vzorki trusu hospodatsky chovanych nutrii v Ceské republice.
Z4dny ze vzorkt trusu nemél konzistenci, ktera by naznaovala prijem. VySetfeni natérd trusu
odhalilo pfitomnost oocyst kryptosporidii Ve tfech vzorcich trusu zdivocelych nutrii
s intenzitou infekce od 10 000 do 25 000 OPG (tabulka 3). Specificka DNA kryptosporidii
byla detekovdna v 11 vzorcich trusu zdivolelych nutrii. Zadny z vySetienych vzorki
hospodaisky chovanych nutrii nebyl pozitivni na pfitomnost oocyst nebo specifické DNA
kryptosporidii (tabulka 3). VSechny vzorky trusu pozitivni na pfitomnost oocyst kryptosporidii
byly soucasné pozitivni i na ptitomnost specifické DNA. Ze vSech pozitivnich vzorkt byly
ziskany sekvence gent SSU, aktin, HSP70 a gp60. Fylogenetické analyzy ziskanych gend
prokazaly ptitomnost C. parvum (n = 1), C. ubiquitum (n = 5) a nového genotypu
kryptosporidie, ktery jsme pracovné nazvali Cryptosporidium coypu genotyp (n = 5; obrazky
2-5). V pribéhu studie nebyla detekovana zadna variabilita v ziskanych sekvencich SSU,
aktinu a HSP70. Subtypizace C. parvum a C. ubiquitum na genu koédujiciho 60 kDa
glykoprotein ukazala ptitomnost subtypu 11aA16G1R1, respektive XIlId (tabulka 3, obrazek
5). V ramci Cryptosporidium coypu genotypu byly detekovany dva nové subtypy genu gp60,
které jsme pojmenovali XXIa (n = 2) a XXIb (n = 3; Tabulka 3, obrazek 5). S ohledem na
nalez dosud neznamého genotypu kryptosporidie jsme se v praci podrobné zaméfili na popis

jeho biologickych vlastnosti.

Vsechny vzorky trusu od chovanych nutrii byly mikroskopicky 1 PCR negativni.
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Tabulka 3. Vyskyt a geneticka rozmanitost Cryptosporidium spp. studovanych v této praci detekovana na zakladé fragmentt genu malé
podjednotky ribozomalni rRNA (SSU), aktinu, 70 kDa heat-shock proteinu (HSP70) a 60 kDa glykoproteinu (gp60) u zdivocéelych nutrii

(Myocastor coypus) v Ceské republice a na Slovensku (&islo lokality je identické s &islem v obrazku 1) a u hospodéisky chovanych nutrii na

farmach v Ceské republice.

. Lokalita  Potet 1D Mikroskopicky Genotypizace
Zemé #) pomtivnvlch/’pocet poznt,lvvmho ozitivni (OPG) -
vyseti‘enych zvitete P SSuU Actin HSP70 GP60
Plana nad Luznici (1) 1/16 41838 Ne C. parvum C. parvum C. parvum lla
Praha (2) 0/15 - - - - - -
Jihlava (3) 0/7 - - - - - -
Ttebic (4) 0/6 - - - - - -
Bieclav (5) 0/6 - - - - - -
Tynec (6) 0/15 - - - - - -
Lanzhot (7) 2/18 29369 Ne Coypu genotyp Coypu genotyp coypu genotyp X1Xb
Ceska 29370 Ne coypu genotyp COypu genotyp  coypu genotyp XIXa
republika Farma 1 0/11 - - - - - -
Farma 2 0/8 - - - - - -
Farma 3 0/11 - - - - - -
Farma 4 0/12 - - - - - -
Farma 5 0/11 - - - - - -
Farma 6 0/11 - - - - - -
Farma 7 0/10 - - - - - -
Farma 8 0/12 - - - - - -
A 31467 Ne C. ubiquitum C. ubiquitum C. ubiquitum Xllid
Nové Zamky (8) 212 31472 Ne coypu genotyp coypu genotyp coypu genotyp X1Xb
Komarno (9) 0/3 - - - - - -
Sala (10) 1/5 31459 Ano (25000) coypu genotyp coypu genotyp COypu genotyp X1Xa
Dolny Ohaj (11) 0/7 - - - - - -
Topolniky (12) 0/10 - - - - - -
Palarikovo (13) 0/6 - - - - - -
Slovensko Nitriansky Hradok (14) 0/5 - - - - - -
31123 Ne C. ubiquitum C. ubiquitum C. ubiquitum Xlid
31129 Ano (18,000) C. ubiquitum C. ubiquitum C. ubiquitum Xlid
Dunajska Streda (15) 5/19 31135 Ne C. ubiquitum C. ubiquitum C. ubiquitum Xlld
31136 Ne C. ubiquitum C. ubiquitum C. ubiquitum Xiid
31132 Ano (10,000) Coypu genotyp Coypu genotyp coypu genotyp XIXa
Vlcany (16) 0/6 - - - - - -
Diakovce (17) 0/1 - - - - - -
Lipové (18) 0/4 - - - - - -
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Obrazek 2. Maximum likelihood fylogeneticky strom zkonstruovany na zakladé ¢aste¢nych
sekvenci genu kodujiciho malou podjednotku rRNA ziskanych v této préci (tucn€) a sekvenci
Cryptosporidium spp. ulozenych v genové bance (GenBank). Cislo izolatu je identické s
Cislem v tabulce 3. V hranatych zavorkach jsou uvedeny identifika¢ni Cisla sekvenci v
GenBank. Cerny kruh zna¢i sekvenci ziskanou ze zvitat pii terénnim vyzkumu, &erny &tverec
znadi sekvence ziskané z experimentalné infikovanych zvifat. Cisla v uzlech piedstavuji

bootstrapové hodnoty s vice nez 50% podporou.
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Obrazek 3. Maximum likelihood fylogeneticky strom zkonstruovany na zéklad¢ castecnych
sekvenci genu aktin ziskanych v této praci (tuén¢) a sekvenci Cryptosporidium spp. ulozenych
v genové bance (GenBank). Cislo izolatu je identické s &islem v tabulce 3. V hranatych
zéavorkach jsou uvedeny identifikaéni &isla sekvenci v GenBank. Cerny kruh znaéi sekvenci
ziskanou ze zvifat pi1 terénnim vyzkumu, cerny Cctverec znaci sekvence ziskané
z experimentalné infikovanych zvitat. Cisla v uzlech piedstavuji bootstrapové hodnoty s vice

nez 50% podporou.
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Obrazek 4. Maximum likelihood fylogeneticky strom zkonstruovany na zakladé ¢aste¢nych
sekvenci genu kodujiciho 70 kDa heat-shock protein (HSP70) ziskanych v této praci (tu¢n¢)
a sekvenci Cryptosporidium spp. uloZenych v genové bance (GenBank). Cislo izolatu je
identické s ¢islem v tabulce 3. V hranatych zavorkach jsou uvedeny identifikaéni Cisla
sekvenci v GenBank. Cerny kruh zna¢i sekvenci ziskanou ze zvifat pii terénnim vyzkumu,
gerny &tverec znadi sekvence ziskané z experimentalné infikovanych zvifat. Cisla v uzlech

predstavuji bootstrapové hodnoty s vice nez 50% podporou.

@ 29639 [MW280976]
@ 29370 [MW280977]
@ 31472 [MW280978]
@ 31459 [MW280979]
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Obrazek 5. Maximum likelihood fylogeneticky strom zkonstruovany na zékladé castecnych
sekvenci genu kodujiciho 60 kDa glykoprotein (GP60) ziskanych v této praci (tucné)
a sekvenci Cryptosporidium spp. uloZenych v genové bance (GenBank). Cislo izolatu je
identické s cCislem v tabulce 3. V hranatych zavorkach jsou uvedeny identifikac¢ni Cisla
sekvenci v GenBank. Cerny kruh zna¢i sekvenci ziskanou ze zvifat pii terénnim vyzkumu,
gerny &tverec znadi sekvence ziskané z experimentalné infikovanych zvifat. Cisla v uzlech

predstavuji bootstrapové hodnoty s vice nez 50% podporou.
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Oocysty Cryptosporidium coypu genotyp ziskané z ptirozené infikovanych nutrii (izolat
31132) byly infekéni pro hospodaisky chovanou nutrii (nutrie 0). Nutrie 0 zacala 5. den po
infekci vyluCovat oocysty, které byly morfometricky a geneticky identické s oocystami
pouzitymi jako inokulum (tabulka 4; obr. 2-5). Oocysty Cryptosporidium coypu genotypu
ziskané z nutrie 0 byly infek¢éni pro pét chovanych nutrii (nutrie 1-5). Experimentalné
infikované nutrie 1-5 zacaly vyluCovat oocysty, respektive specifickou DNA
Cryptosporidium coypu genotyp od 5. az 6. DPI a vSechna zvitata zustala infekéni az do konce
experimentu (obr. 7). Intenzita infekce se pohybovala od 2 000 do 62 000 OPG. Nejvyssi
intenzita infekce, 20 000-62 000 OPG, byla pozorovana od 6 do 11 DPI a po¢inaje dvanactym
dnem po infekci doSlo u vSech nutrii k poklesu intenzity infekce, na hodnoty okolo
10 000-15 000 OPG (obr. 7). Zadné ze zvifat nevykazovalo znamky kryptosporidiozy
a konzistence trusu odpovidala véku zvifete a piijmu potravy. Piitomnost vyvojovych stadii
a specifické DNA Cryptosporidium coypu genotypu byla detekovana vyhradné v jejunu a ileu
(obr. 8 a 9). Histologické a SEM analyzy ukazaly nizkou intenzitu infekce, pficemz v jejunu
a ileu byla detekovana jedna nebo dvé vyvojova stadia na kazdém klku (obr. 8 a 9). Nebyly
zjistény rozdily v infekci riznych ¢asti zasazenych stiev. Mikrovily sousedici s pfichycenym
vyvojovym stadiem reagovaly na pfitomnost parazita prodlouzenim. Velikost prodlouZenych
mikroklk se zvétSovala s velikosti vyvojového stadia a doSlo k prodlouZeni o vice nez 2 um
(obr. 9). Lamina propria v jejunu a ileu byla mirn¢ edematozni, ale tyto zmény pravdépodobné
nesouvisely s infekci kryptosporidii. Oocysty Cryptosporidium coypu genotypu ziskané
z experimentalné infikovanych nutrii (nutrie 0 a 1) byly morfometricky identické s témi

ziskanymi z pfirozen¢ infikovanych nutrii (izolaty 31132 a 31459; tabulka 4).

Mikroskopicka a molekularni analyza trusu inokulovanych tydennich a osmitydennich mysi
BALB /c a SCID, piskomill a jednodennich kufat neprokézala ptitomnost oocyst a specifické
DNA Cryptosporidium coypu genotypu V zadném z vySetfovanych vzorku. Taktéz
histologické a PCR vySetieni jednotlivych ¢asti zazivaciho traktu neukazala ptitomnost

vyvojovych stadii, respektive specifické DNA Cryptosporidium coypu genotyp.
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Tabulka 4. Velikost oocyst Cryptosporidium coypu genotypu ziskané z ptirozeng!

a experimentaln&? infikovanych nutrii (Myocastor coypu).

1zolat

Délka (um)
Rozsah (priamér =+ sx)

Si¥ka (um)
Rozsah (priamér =+ sx)

Délka/Sifka pomér
Rozsah (priamér + sx)

Nutrie 311321
Nutrie 31459*
Nutrie N0?
Nutrie N12

4,8-5,2 (5,02+0,13)
4,8-5,3 (5,01+0,14)
4,8-5,2 (5,00+0,12)
4,8-5,3 (5,02+0,14)

4,7-5,0 (4,85+0,10)
4,7-5,0 (4,81+0,10)
4,7-5,0 (4,79+0,09)
4,6-5,1 (4,85+0,14)

1,00-1,08 (1,04+0,02)
1,00-1,06 (1,04+0,01)
1,02-1,09 (1,04+0,02)
1,02-1,07 (1,03+0,01)

Poznamka: Délka a Sitka 30 oocyst z kazdého izolatu byly méfeny pod DIC pii 1000 nasobném zvétSeni a z
nich byl pro vypocet pouzit pomér délky k Sitce kazdé z oocyst.

Obrazek 6. Oocysty Cryptosporidium coypu genotyp A) v diferencialni interferencni

kontrastni mikroskopii, B) obarvené anilin-karbol-methyl-violeti, C) obarvené Ziehl-

Nielsenovym barvenim a D) znac¢eno anti-Cryptosporidium FITC konjugovanou protilatkou.

mefitko =5 pm.
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Intenzita infekce (OPG)

Obrazek 7. Pribéh infekce Cryptosporidium coypu genotyp u experimentalné infikovanych
nutrii (Myocastor coypu). A) Intenzita infekce vyjadiena jako pocet oocyst na gram trusu
(OPG), B) detekce oocyst na zakladé molekularniho a mikroskopického vySetieni vzorki
trusu. Cerné &tverecky oznaduji piitomnost oocyst a specifické DNA Cryptosporidium coypu
genotyp; Sedé ctverecky oznacuji pouze pritomnost specifické DNA bez detekce oocyst.
Srafované obdélniky oznaduji chybéjici zvite, které bylo utraceno pro uéely histologického

vySetieni.
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Obrazek 8. Histologické fezy obarvené periodic acid shiff (PAS) ukazujici vyvojova stadia
Cryptosporidium coypu genotypu (Sipka) na sliznici epitelu A) jejuna a B) ilea u
experimentalné infikované dospé€lé nutrie (Myocastor coypu), ktera byla usmrcena 10 dni po

infekci. Méritko v kazdém obrazku.
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Obrazek 9. Mikrofotografie ze skenovaciho elektronového mikroskopu ukazujici vyvojova
stadia Cryptosporidium coypu genotypu (Sipka) na slizni¢nim epitelu A) jejuna a B) ilea u
experimentalné infikované nutrie (Myocastor coypu), ktera byla usmrcena 10 dni po infekci.

Meétitko obsazené v kazdém obrazku.
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6. Diskuze

Tato studie je nejkomplexnéjsi studii o kryptosporidiich u zdivocelych nutrii. Zdivocelé
populace tohoto globalné rozsiteného hlodavce dosud nebyly na pritomnost
kryptosporidiovych infekci zkoumany. Prevalence kryptosporidii u zdivocelych nutrii byla
relativné nizka (6,8 %). Nase vysledky odpovidaji studii z Argentiny, ve které bylo vySetieno
108 volné zijicich nutrii s prevalenci infekce kryptosporidiemi 3,7 % (Martino et al. 2012).
V této studii byly oocysty detekovany mikroskopicky, tedy metodou méné citlivéjsi nez PCR
metoda pouzitd v této praci. Lze predpokladat, Zze skutecna prevalence mohla byt vyssi.
Prevalence kryptosporidii u jinych vodnich hlodavct je také nizka. Ve studii z Brazilie, ve
které bylo vysetieno 145 kapybar (Hydrochoerus hydrochaeris), je uvadéna prevalence 5,5 %
(Meireles et al. 2007). Zhou et al. (2004) nezjistili ptitomnost kryptosporidii u zadného z 84
severoamerickych bobru (Castor canadensis), které testovali v USA, ale na druhou stranu
uvedli, ze téméi 12 % z 237 ondater (Ondatra zibethicus) bylo pozitivnich. Paziewska et al.
(2007) uvedli, ze 7,7 % z 22 bobrt evropskych (Castor fiber) v Polsku, mélo ve vzorcich trusu
protilatky proti kryptosporidiim. Vzhledem k tomu, Ze infekce kryptosporidiemi jsou ¢asto
spojeny s pfenosem kontaminovanou vodou (Hamilton et al. 2018; Nasser et al. 2016), mtze
byt nizka prevalence u nutrii a dalsich vodnich hlodavcii v této a dalSich studiich ptekvapujici.
Budouci studie by se mély zabyvat tim, jak jsou kryptosporidie pienaSeny u vodnich savci: je
prenos pres vodu dulezity, nebo existuje n&jaka jina cesta, jako je kontaminovana potrava nebo
ptimy kontakt mezi jednotlivei? V této souvislosti je pozoruhodné, ze Cryptosporidium coypu
genotyp nebyl detekovan v zaddné ze studii zabyvajici se vyskytem kryptosporidii
v povrchovych vodach (Smith et al. 2010). Tuto absenci 1ze vysvétlit bud’ nizkou prevalenci
v populaci nutrii spolu s nizkou intenzitou infekce, nebo spise omezenym poctem studii

sledujicich kontaminaci vody v oblastech vyskytu nutrii.

Pavlasek et al. (1991) popsal u chovanych nutrii vyskyt C. parvum na zakladé morfologie
oocyst. Prestoze ma C. parvum Sirokou hostitelskou specificitu, je u voln¢ zijicich druhii
Zivo¢ichil identifikovano ziidka (Condlova et al. 2019; Feng 2010; Hattori et al. 2018; Huang
et al. 2018; Hor¢ickova et al. 2019; Perz et al. 2001). Také v této studii byl tento druh nalezen
jen v jediné nutrii. Na druhou stranu, je mozné, ze Pavlasek et Kozakiewicz (1991) opravdu
detekovali C. parvum. Krom¢ morfometrické charakterizace izolatu autofi prokazali, Ze
oocysty z pfirozené infikovanych nutrii byly infek¢éni pro ctyfdenni laboratorni mysi za

experimentalnich podminek, coz je charakteristické pro C. parvum, ale nikoli pro
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Cryptosporidium coypu genotyp, jak jsme ukazali v této praci. Na zaklad¢ naSich soucasnych
znalosti vSak vime, ze morfologie oocyst nedokaze spolehlivé rozlisit jednotlivé druhy
kryptosporidii (Kvac et al. 2014a) a velikost oocyst uvadéna Pavlaskem a Kozakiewiczem
(1991) (5,0 x 4,75 um) je podobna Cryptosporidium coypu genotyp (5,02 x 4,85 um) a
C. ubiquitum (5,04 x 4,66 um), dvéma druhtim, u kterych jsme zjistili, Ze se u nutrii vyskytuji
castéjinez C. parvum (5,19 x 4,9 um). Také druhové ur€eni kryptosporidii nalezenych u volné
zijicich nutrii v Argenting, které métily 4 az 4,5 x 4,0 um, je s ohledem na piekryvajici se

velikosti oocyst jednotlivych druhi a genotypu kryptosporidii nemozné (Martino et al. 2012).

Nalez C. ubiquitum a Cryptosporidium coypu genotyp u nékolika zvifat na riznych lokalitach
naznacuje, ze tyto druhy jsou bézné u zdivocelych nutrii. Cryptosporidium ubiquitum, druh se
Sirokym hostitelskym spektrem, byl popsan u domacich a divokych ptezvykavci, hlodavcd,
masozravcu a primati (Kotkova et al. 2016; Li et al. 2016; Mi et al. 2014; Tzanidakis et al.
2014; Wang et al. 2014). Subtyp gp60 XIId C. ubiquitum, ktery jsme detekovali u nutrii v této
praci, byl diive popsan u lidi, makakd, jelent, myvalt, lesnich svist'd, ¢inéil nebo norkta (Chen
et al. 2019; Kellnerova et al. 2017; Kotkova et al. 2016; Kubota et al. 2019; Li et al. 2014; Qi
et al. 2015), coz naznacuje jeho adaptaci na rizné hostitele. Naopak Cryptosporidium coypu
genotyp povazujeme za kryptosporidii s uzkou hostitelskou specificitou. Pavod
Cryptosporidium coypu genotyp Vv nutriich ve stfedni Evropé nelze objasnit bez dalSich studii.
Lze ptedpokladat, ze tento druh byl do Evropy zavlecen S dovazenymi nutriemi v minulosti,
podobné jako v piipadé Cryptosporidium skunk genotyp, ktery byl do Evropy zavleCen
s veverkami popelavymi (Prediger et al. 2017).

Adaptace na jednoho hostitele neni v ramci rodu Cryptosporidium jedine¢na. Ackoli se
adaptace na jednoho hostitele dfive pfisuzovala druhiim parazitujicim na obojZivelnicich,
plazech a rybach, kvili malému poctu studii existuje nékolik savéich kryptosporidii, které
infikuji pouze jeden hostitelsky druh. V minulosti bylo ¢astym ptikladem C. wrairi, pficemz
jedingym znamym hostitelem bylo morce (Cavia porcellus). Také Cryptosporidium homai
parazitujici vyluéné na morcatech a C. scrofarum a C. suis u prasat (Sus scrofa), C. bovis
u skotu (Bos taurus), C. occultus u potkanu (Rattus spp.) nebo C. macropodum u klokani
ptredstavuji druhy pfizptisobené jednomu druhu hostitele (Fayer et al. 2005; Kvag et al. 2013,
2018a; Power et al. 2008; Ryan et al. 2004). Nalezy téchto druhti u jinych hostiteli predstavuji
spise ojedinélé pripady nebo mechanicky prichod nez adaptaci na hostitele (Khan et al. 2010;
Kvac et al. 2009; Navarr-1-Martinez et al. 2007).
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Prepatentni perioda Cryptosporidium coypu genotyp (5-6 DPI) odpovida délce vyvojového
cyklu ostatnich stievnich kryptosporidii, které jsou specifické pro hlodavce, jako je C. ratti u
potkant (4-5 DPI), C. alticolis u hrabost (3—4 DPI), C. tyzzeri u mysi (4—7 DPI) nebo jiné
savce, jako je C. parvum u telat (2—-7 DPI) a C. scrofarum u prasat (4-6 DPI) (Hor¢i¢kova et
al. 2018; Jezkova et al. 2021; Kvac et al. 2013,2018c; Ren et al. 2012; Tzipori et al. 1983).

Z4dn4 z nutrii pozitivnich na C. parvum nebo C. ubiqutium neméla ve vykalech detekovatelné
oocysty, coz naznacuje nizkou uroven infekce, coz je v souladu s nasim ptredchozim nalezem
(Kvag et al. 2018b). Tti z péti nutrii pfirozené infikovanych Cryptosporidium coypu genotyp
vylucovaly oocysty na urovnich mezi 10 000 a 20 000 OPG a podobné pocty byly detekovany
u experimentalné infikovanych nutrii. Pfi pitvé pozitivnich nutrii infikovanych
Cryptosporidium coypu genotyp nebyly pozorovany zadné makroskopické zmény ve stievni
sliznici. Nizka uroven vylucovani oocyst byla v souladu s mnozstvim vyvojovych stadii
detekovanych ve stievnim epitelu a absenci klinickych pfiznakti. Podobny vztah mezi
intenzitou infekce, tkani zazivaciho traktu a vyluGovanim oocyst byl pozorovan i u jinych
druht kryptosporidii infikujicich tenké stievo (Condlova et al. 2018; Deming et al. 2008;
Horcickova et al. 2019; Jezkova et al. 2021; Kvac et al. 2014b; Tzipori et al. 1982). Vysetieni
skenovaci elektronovou mikroskopii ukazalo prodlouzeni mikroklkt kolem vyvojovych stadii
Cryptosporidium coypu genotyp, které bylo diive pozorovano také u SCID mysi infikovanych
C. parvum (Umemiya et al. 2005). Bohuzel, u vétsiny dosud popsanych druht kryptosporidii
nebyly provedeny analyzy pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu, a proto neni
mozné zcela posoudit, zda prodluZzovani mikroklk je vysledkem interakce Cryptosporidium
coypu genotyp a epitelu stfeva nutrie nebo se vyskytuje i u jinych hostitela
s kryptosporidiovymi infekcemi. Klinické ptiznaky kryptosporidiovych infekci, stejné jako
vV této studii, se u voln¢ zijicich zvifat infikovanych hostitelsky specifickymi druhy
kryptosporidii vyskytuji jen ziidka (Fayer et al. 2010; Hofmannova et al. 2016; Holubova et
al. 2020).

Zalude¢ni kryptosporidie savci infikuji vyluéné Zlazovou &ast zlazového zaludku, zatimco
sttevni druhy jsou pfizplisobeny rtiznym castem tenkého nebo tlustého stfeva. Podobné
organové adaptace byly popsany u kokcidii rodu Eimeria (Lopez-Osorio et al. 2020). Stejné
jako C. ratti nebo C. scrofarum je zivotni cyklus Cryptosporidium coypu genotyp lokalizovan
v zadnim jejunu a ileu (Jezkova et al. 2021; Kva¢ et al. 2013). Vysledky nasi studie ukazuji,

ze Cryptosporidium coypu genotyp neinfikuje pfedni ¢ast tenkého stieva, kde probiha infekce
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napi. druhem C. parvum, ani tlusté a slepé stievo, kde probiha Zivotni cyklus napt. C. occultus,

C. suis nebo C. ornithophilus (Hofmannova et al. 2016; Kvac et al. 2018a; Ryan et al. 2004).

Pro druhovou determinaci kryptosporidii se vice jak 20 let pouziva gen kodujici SSU (Koehler
et al. 2019). Avsak kryptosporidie, stejn¢ jako piibuzné Plasmodium a Eimeria, maji ve svém
genomu paralogni kopie genu SSU (El-Sherry et al. 2013; Le Blancq et al. 1997; Nishimoto
et al. 2008; Qari et al. 1994; Tang et al. 2016). Nase i pfedchozi vysledky ukazaly, Ze pouziti
pouze sekvenci SSU k odvozeni evolu¢nich vztahii kryptosporidii mize vést k mylnym
zaveérim a topologie stromu SSU se mize ¢astecné liSit od stromt konstruovanych na zékladé
gentl kodujicich proteiny (Condlova et al. 2019; Li et al. 2014; Stenger et al. 2015). Proto je
nutné ve fylogenetickych analyzach pouzit dalsi polymorfni lokusy, jako jsou geny HSP70,
aktin nebo COWP (Condlova et al. 2019; Tang et al. 2016). Cryptosporidium coypu genotyp
tvofil v ML stromech SSU, aktinu a HSP70 samostatnou vétev, pii¢emz nejblize piibuzna
skupina obsahovala druhy jako C. parvum, C. cuniculi a C. wrairi. Tyto vysledky podporuji
genetickou jedinec¢nost Cryptosporidium coypu genotyp a jeho postaveni jako samostatného

druhu rodu Cryptosporidium.
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7. Zavéry

Nebyly detekovany zadné kryposporidiové infekce u farmové chovanych nutrii v Ceské

republice.

Prevalence kryptosporidii u zdivoelych nutrii v Ceské republice a na Slovensku byla
pomérné nizka (6,8 %).

U zdivocelé nutrie byly parazitovany Cryptosporidium parvum, Cryptosporidium ubiquitum

a Cryptosporidium coypu genotyp u kterého byly popsany biologické vlastnosti.
Oocysty Cryptosporidium coypu genotyp méftily 4,8-5,2 x 4,7-5,0 um.

Experimentalni infekce ukazaly, ze Cryptosporidium coypu genotyp je infekéni pouze pro
nutrie, U ostatnich experimentalnich zvirat nebyla infekce prokazana.

Vyvojovy cyklus Cryptosporidium coypu genotyp je lokalizovan v zadnim jejunu a ileu.

Ptiznaky kryptosporididzy nebyly pozorovany u zadného zvitete.
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