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ABSTRAKT

Vzorky trusu pro parazitologickd vygeni byly odebirany v 10 chovech @&é&ho
skotu. Byl sledovan vliv technologie chovu &u zvirat na vyskyt kryptosporidii.
Celkem bylo odebrano a mikroskopicky vy&eio 161 vzork. 47 (29,2 %) vzonk
bylo pozitivnich na fitomnost oocyst kryptosporidii, konkrét@. parvum Nejwtsi
vyskyt C. parvumbyl zjistn u telat okolo 2 tydinst&i, u starSich jedincbyl vyskyt
také zaznamenan, ale ve slabsi inténntekce. Jako nejrizikaysi zpisob chovu
byla vyhodnocena technologie skupinového ustajersi@eni pomoci Staimanovych
bud, které byly vdsné blizkosti a nebyl nijak zamezen kontakt mezisedicimi
telaty. V jednotlivych chovech se vyskytoval vzZdgnjjeden subtyp druh.

parvum

KLI COVA SLOVA
Cryptosporidiuminfekce; kryptosporidioza

SUMMARY

Faecal samples for parasitologic examination wétained from ten farms. A total
of 161 faecal specimens were fixed on a slide bthar®| and stained with aniline-
carbol-methyl violet. Of the 161 specimens, 47 Z2%p) were positive for
Cryptosporidium oocysts presence, namelLryptosporidium parvum The
prevalence oCC. parvuminfection was highest in calves around 2 weekag#, the
erder ones were also recorded to be positive batweeker intensity. As the most
risky management system was evaluated to be temwyofroup housing and
housing in “Staimanové boudy”, which were in clgseximity and contact between
neighboring calves was not prevented. In each brgednly one type of subtype

was detected.
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1. UVOD

Chov skotu

Piavodni skot chovany na GzerGech, Moravy a Slezska byl jednobarevgjveny
skot, ktery patl do skupiny stedoevropského skotu kratkorohého typu. Byl to skot
malého &esného ramce pozdniho vyvinu, skromny, nefxd@oV pribéhu 14. a 15.
stoleti byla spgeba mléka velmi nizk4, protoZe skot byl chov&edpvsim pro
taznou silu, produkci masa a vyrobu hnoje. \casuosti je chov skotu jednim ze
st€Zejnich od¥tvi ZivociSné vyroby. Hlavnimi produkty jsou mléko, masahéeeska
mrva.

Chov skotu ma eské republice dlouholetou tradici. Chovatelé ssirmaniovat
piedevsim na zdravotni stav #ati, pokud chiji obstat na trhu. Nemoci skotu snizuji
jak uzitkovost, tak welfare zkdt a v neposledriiade mohou byt zdrojem infekce i
pro ¢lovéka. Problematika nemoci u skotu je velmi SirokajvRi8im problémem
neni Uhyn zwete, ale sniZujici se uzitkovost prodilavani nemoci.

Existuje velké mnoZstvi jak neinfékich, tak infeknich chorob. Vzhledem
k zoonotickému potenciélu jsou kryptosporidiegmetem zvySeného zajmu mnoha
védeckovyzkumnych pracowiqu nas i v zahrani, takZze novych poznaiko tchto
protozoich neustale enorghpiibyva.



2. LITERARNI P REHLED

2.1 HISTORIE

Popis kryptosporidii je spojovan s E. E. Tyzzer&tary v roce 1907 nalezl a popsal
parazita v bitkach Zaludéniho epitelu laboratornich mysi a pojmenoval ho
Cryptosporidium murisV roce 1910 popsal tohoto parazitadgsddrobrji a navrhl
jméno Cryptosporidiumjako novy rod aCryptosporidium murigako typovy druh.
Vroce 1912 Tyzzer popsal dalsi druh ro@uyptosporidium Cryptosporidium
parvum parazitujici v tenkém &w s oocystami menSimi nez Qryptosporidium
muris (Tyzzer 1910).

PrestoZze jsou podle dneSnich poziiakkyptosporidie fizpisobeny parazitickému
zpasobu Zivota u velkého mnozstvi hostitplaticich do vSechiid obratlové, az do
pocatku 70. let 20. stoleti jim nebyl&wovana vyrazna pozornost.

Na zaétku roku 1970 se kryptosporidie stalyestem mnoha studii, kdyz byly
spojeny sd&Zkymi vodnatymi pijmy u telat a jehat, které se netito vylécit
zadnymi chemoterapeutikycasto korily uhynem (Panciera et al. 1971; Meutin et
al. 1974). Vroce 1976 byly popsany prvriipady kryptosporidiézy u lidi, 3-leté
divky a 39-letého imunosuprimovaného pacienta. \duolripadech jedinci trgdi
téZkymi vodnatymi pijmy a vaznou gastroenteritidou trvajici 2 tydny. |8y
provedena diagnostika pomoctesini biopsie a mikroskopické vygeni (Meisel et
al. 1976; Nime et al. 1976).

Silné vzrostl zdjem v roce 1993 v souvislosti s maskaritaminaci vody oocystami
kryptosporidii, kdy se nakazilo vice nez 400 0006kos Milwaukee ve Wisconsinu
(MacKenzie et al. 1994). Weskoslovensku byl vyskyt kryptosporidii poprvé
zaznamenan u dvou nueéendporazenych 14-ti dennich dkg v jiznich Cechéch

v roce 1979 (Pavlasek 1981).



2.2 SYSTEMATIKA

Kryptosporidie jsourazeny do kmene Apicomplexa, ktery jghuzny obrgnkam a
nalevnikim. Vzhledem k podobnosti vyvojového cyklu s kokeidi, byly dive
kryptosporidie fazeny do fbuznosti roduEimerig fad Coccidia Na zaklad
vysledki molekularni analyzy bylo prokadzano, Ze jsou vitdbyzné gregarindm,
jimz se podoba i jejich vyvojovy cyklus (Carrenca&t1999; Hijjawi et al. 2002).

2.3 VYVOJOVY CYKLUS KRYPTOSPORIDIi (obrazek 1)
Vyvojovy cyklus je nejlépe popsandryptosporidium parvurru ostatnich druh
rodu se pedpoklada velmi podobnydsch.

Obrazek 1: Schématické znazoréni zivotniho cyklu C. parvum(Fayer 1997):
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Vyvojovy cyklus kryptosporidii je monoxenni, tedgz mezihostitele (Fayer et al
1997, Thomson et al 2005). K nakazeni doch&zi mek@lalni cestou, pdenim
oocyst. Cyklus je velmi podobny kokcidiim, liSi aée vtom, Ze se sporozoiti
nezanduji do cytoplazmy, ale tstavaji ulozeni intracelulaénmimo cytoplazmu,

epiplazmaticky (Valigurova et al.1995).



Vyvojovy cyklus kryptosporidii probiha v epitelidlivystelce gastrointestinélniho

nebo respiréniho traktu hostitele (Current and Blackburn 1990).

Prubéh vyvojoveé cyklu C. parvum

1. Hostitel poze oocysty, které nasledexcystuji.

2. Zoocyst se posléze uvolni infel{ stadia zvana sporozoiti, kiepronikaji
k hostitelskym biikam.

3. Sporozoiti se m@ni na trofozoity uzatené v parazitoforni vakuole

na enterocytech mikrokik

Jadro trofozoita sedtl a dochézi k asexualnimu mnozeni — merogonii.

Vznikd meront typu | s 6-8 merozoity.

Merozoiti se uvaluji z burek a opakuji asexualni rozmnozovani.

Vznika meront typu Il se 4 merozoity.

© N o g B

Merozoiti z meronta typu Il vstupuji do sexualnidad- gametogonie.

Merozoiti typu Il napadaji hostitelské iky, ¢ast se mini na sarti pohlavni

stadia — mikrogamontyast na sandi makrogamonty.

9. Z mikrogamontu se uvolni pohyblivé mikrogamety,réteplodni makrogamety
vzniklé z makrogamoifit

10. Splynutim mikrogamety s makrogametou vznikne zygota

11. Dochazi k endogenni sporulacii@pené zygoty ve zralou oocystu.

12. Vznikaji dva typy oocyst — silnasiné a tenkosghneé.

13. Silnostnné oocysty opoudt télo hostitele trusem a slouzi kgmosu infekce na

dalSi vnimavé hostitele. Z hostitele odchazi ogcyéne infekéni, coz je dalsi

rozdil od tSiny kokcidii. Tenkosinné oocysty excystuji jeS téle hostitele,

sporozoiti se aktivd uvolni z oocyst a velmi rychle pronikaji do zatim

neinfikovanych mikroklk streva,cemuz se&ika autoinfekce.

V ramci rodu Cryptosporidium rozliSujeme Zzaludmi (s WtSimi ovalnymi
oocystami) a $evni (s menSimi kulatymi oocystami) druhy kryptasgid (Xiao et
al. 2004). Sevni kryptosporidie jsou n&pC. parvum C. suis C. canisa maji mensi
kulaté oocysty. Jedinym Zaluttém druhem parazitujicim u skotu & andersoni
(Lindsay et al. 2000). Rozfry sttevnich druli jsou 5,5 x 5,0 mikromeir Zaludeni
druhy jsou nap C. muris C. andersoniC. galli, které maji oocysty&si a ovalné.
Rozmery Zalud€nich druli jsou 7,0 x 6,5 mikromair(lseki et al. 1986; Lindsay et
al. 2000; Ryan et al. 2003).



2.4 RENOS KRYPTOSPORIDIi

Prenos kryptosporidii seée fekalré-oréini cestougasto z vody zngsténé vykaly
hospodéskych zvfat. Renos niize probihat i kontaktem (ze #efe nacloveéka a
naopak, Zlovéka nacloveka) (Pohloja et al. 1986; Reif et al. 1989; Preiseal.
2003).

Oocysty kryptosporidii jsou vysoce odolné a patygaohou pezit tizné filtrace
pitné vody a chemické o$eni, jako je proces chlorovani.

Ke kontaminaci surovin pro vyrobu potravin abe dojit @i zavlazovani
kontaminovanou vodou (Thurston-Enriquez et al. 2002lky problém s hygienou
pii zpracovani potravin je v rozvojovych zemich (8ikibrnchai et al. 2005). DalSim
ohniskem nakazy mohou byt mik& vyrobky, které byly nedostéte€ pasterované
(Djuretic et al. 1997; Gelletlie et al. 1997).

2.5 URCENI A DIAGNOSTIKA

V dokg, kdy byly kryptosporidie identifikovany jako lidgk patogen, byvala
provadna biopsie sevni tkar (Keusch et al. 1995). JelikoZ se tento posttifiSp
neoswedcil, byly vyvinuty metody pro detekci a identifikaobcyst pimo ze vzork
stolice. Nefastji se pouziva jednoduché barveni anatstolice (methylviolé dle
Milacka a Vitovce nebo modifikované Ziehl-Nielsonovoueari).

Po celad desetileti byla mikroskopie jedinou metogwa zji¥ovani gitomnosti
oocyst s vyuzitim flotace, néfi, barveni. Mikroskopicka identifikace byla dosti
zdlouhava a vyzadovala trénované oko. Vzhledem muto Ze se oocysty
jednotlivych druli od sebe morfologicky signifikantmelisi, byla identifikace druh
nemozna.

V sowasné dob jsou k diagnostice kryptosporidii pouzivany kosmér dostupné
imunodiagnostické testy (IFAT nebo ELISA). Déle sguZivaji molekulars-

biologické metody jako je PCR (polymerazde&&zova reakce).

2.6 TERAPIE KRYPTOSPORIDIOZY

Vzhledem k tomu, Ze kryptosporidie jsou jednim zoimen parazit, proti kterym neni
vyvinuta &inna |&ba, je toto onemoeni zvlas¢ nebezpéné pro jedince s
oslabenou imunitou. Nebyla doposud vyvinuta Zadg@na chemoterapeutika.
Peroralni nebo intravendzni rehydratace a nahra#&ra@yti maze zmirnit vodnaté

prajmy (Flanigan and Soave 1993).



U imunodeficitnich jedin& bylo testovano &kolik antimikrobialnich latek, nap
spiramycin. Tato kéba finesla pouz€ast&né snizeni giimu nebocast&né snizeni
poctu oocyst ve stolici (Flanigan and Soave 1993)nMié, u paromomycinu, bylo
prokazano, Ze se snizila intenzita infekce a Zlepse stevni funkce (Goodgame
1996).

Oocysty kryptosporidii jsou velmi odolnéid&i podminkam vajSiho prostedi.
Hlavnim faktorem, kteryi@zivani oocyst ovlituje je teplota. Vysokeé teploty (65 °C
po dobu 20 min. nebo vrouci voda po dobu 1 minabgysty spolehli¥ znici (Fayer
2004) stejn jako teploty pod bodem mrazu (spolebiljgou oocysty zreny i -70
°C) (Fayer et al. 1991; Fayer and Nerad 1996).

Vysledky studie, kterou publikovala Clancy et al998) ukazaly, Zze UV #ani
eliminuje infektivitu oocyst fi pouZitych davkach zéni (aZ 40 mJ/cf Pozd;ji
v8ak bylo zjisno, Ze stedotlaké UV z#eni o davce 19 mJ/cnvedlo k inaktivaci
oocyst (Bukhari et al. 1999), tzn., Zze UViedi mize byt &innou a zarowe
naklado¥ konkurenceschopnou metodou inaktivace kryptospovidipravovanych
vodach (Dolejs 2004).

Z chemickych dezinfelnich prostedki Tondou «innymi peroxid vodiku a
chlordioxid (Quinn and Betts 1993). | ozonizacézm byt v gkterych gipadech
castén¢ ieinnou metodou # odstraiovani kryptosporidii, jeji &innost vSak zalezi
na pouzité resp. pouzitelné koncentraci ozénu Gimand Reckhow 1999).
Hlavnim zpgisobem prevence agtavaji hygienick4 opgni jako je budovani
kanalizaci, coZz ma za cil zamezit kontaminaci poevé vody tiznymi splasky,

obsahujicimi jak lidske, tak zZci vykaly.

2.6.1 IMUNOLOGICKA TERAPIE

| kdyz sérové protilatky neposkytuji ochrandeg kryptosporidiovou infekci,
vysledky studii nazriji, Ze protilatky v lumen gtva mohou omezit nebo dokonce
zabranit infekci. Podavanim hyperimunniho kolostkatu infikovanym lidem bylo

dosazeno uvolmi IgA s naslednym zmi#mim pribéhu infekce (Heyworth 1992).

2.7 DRUHY KRYPTOSPORIDII INFIKUJICICH SKOT
Kryptosporidioza skotu byla poprvé popsana v drygodoving 20. stoleti, kdy
histologické vySéeni jejuna u 8 ®sicni jalovice s chronickymi @ymy odhalilo

tohoto parazita (Panciera et al. 1971). Naslebigly infekce identifikovany u

6



mladych telat trpicich gymy. Telata jsowtasto infikovana neje@. parvum ale také
C. andersoniC. bovisaC. ryanae Diky rozvoji molekularnich metod bylo zjito,
Ze druhyC. bovisa C. ryanagjsou lokalizovany ve g\ hostitele, ale fimy prikaz

nebyl dosud proveden (Feng et al. 2007).

2.7.1CRYPTOSPORIDIUM ANDERSONI

Hostitel: Typickym hostitelemC. andersonije skot, nicmé& byly popsany jak
piirozené, tak i experimentalni infekce u dalSichhdrypolygastt (bizon, zubr,
velbloud dvouhrby, gazela altska) a&kterych hlodavé (potkan, myS, mastomys)
(Pospischil et al. 1987; Anderson 1989; Iseki etlB9; Koudela et al. 1998; Fayer
et al. 2000, Ryan et al. 2003; Kvat al. 2007). DrulC. andersonbyl popsan jako
infekéni procloveka (Leoni et al. 2006).

RozSFeni: Cryptosporidium andersone infelkéni jak pro dosglé jedince, tak i pro
zvirata v obdobi miéné vyzivy (Peng and Wilson 2003, Kvét al. 2008, 2009).
Morfologie: Oocysty jsou elipsovitého tvaru bez sporocyst, fologicky podobné
C. muris. S€na oocysty je bezbarva, postrada mikropyle a méaélpgdsSev na
jednom polu tzv. suturu.

Velikost 7,4 x 5,6 um az 8,4 x 6,2 um

Lokalizace a vyvojTento druh kryptosporidie infikuje pouze zZlaznapjtel Zaludku
svych hostitel, u skotu pouzabomasunf{Anderson et al. 1987, 1990).
Patogenita:Pri pitvé je Zaludeéni sliznice bleda, zé&h se dostava diamina propria
Histopatologické zrny v mist infekce vabomasumemaji zadtlivy charakter, ale
jsou zjiseny vyrazné dilatace a atrofie infikovany¢sti zlaz a metaplazie Zlaz
epitelovych busk. Byla zjiS€na zvySena nadprodukce hlenu (Kvand Vitovec
2003).

Klinické piiznaky: Nejsou Zadné viditelné Klinické fignaky. Infekce probih&a
chronicky a nezjsobuje Zadné pjmy (Kvaé and Vitovec 2003). Doprovodnym
piiznakem niZe byt snizena uzitkovost dojnic (Esteban and Asatei995).

2.7.2CRYPTOSPORIDIUM PARVUM

Hostitel Tento druh je nejroz&nsjSi kryptosporidii s nejniz8i hostitelskou
specifitou. Pedpoklada se, Ze je inféaki pro WtSinu savé (de Graf et al. 1999;
Fayer et al. 2000). N&gstji se vyskytuje pra¥ u skotu, respektive u telat déku 2
mesial (Santin et al. 2004; Fayer et al. 2006; SantinTandt 2007).

7



RozsFeni: Cryptosporidium parvunje infekéni pro neonatalni zkata. Infekce se
projevuje pedevsim u telat do¢ku 8 tydmi (Santin et al. 2004; Fayer et al. 2006,
2007; Langkjeer et al. 2007). Neni vytam vyskyt i u starSich jedifc

Morfologie: Pati mezi stevni kryptosporidie s mensimi a kulatymi oocystami.
Velikost: 5,0 x 4,5 um

Lokalizace a vyvoj:Tento druh kryptosporidii je lokalizovan veres€ svého
hostitele. B experimentu u infikovanych telat byl (gem zjiS€n jiz 3 dny po
napadeni parazitem a trval 4 az 1a,dkdy intenzita produkce oocyst se vyrazn
liSila mezi jedinci (Fayer et al. 1998). Vimzenych podminkach sefipnaky
tydni (Huetink et al. 2001; Nydam et al. 2001; Castrarhida et al. 2002; Santin et
al. 2004). Vyldovani oocyst trva v gméru 12 dri a pijem v paiméru 8 dri
(Castro-Hermida et al. 2002).

Patogenita: Tento parazit je primarnim patogenem tenkéhevat a zpisobuje
postupné vymizeni mikrokik submukozni edém a zdlivé infiltrace v lamina
propria. PfestozZe parazit nejvice napada jejunum a ileudzenoyt silt infikovano

i tlusté stevo, aniz by probihala infekce v tenkéniest, kde parazit zfsobuje
enteritidy, atrofii klki a jejich postupné zkracovani (Clayton et al. 1994madue et
al. 1998). Sliznice postizenych orgéare infiltrovana lymfocyty, monocyty,
neutrofily a makrofagy (Heinee et al. 1984; Rometehl. 2000).

Klinické piFiznaky: Cryptosporidium parvunmezpisobuje u telat infekce spojené
s vodnatym pijmem a akutnim gibéchem. S pijmem se do wSiho prostedi
dostava velké mnoZstvi oocyst (a7 bdcyst na 1 gram vykial (Fayer et al. 1998).
Infekci dophuji i dalSi giznaky jako je deprese, slabost a anorexie (Howed81;
Tzipori et al. 1983).

2.7.3CRYPTOSPORIDIUM RYANAE

Hostitel: Na zaklad morfologickych, molekularnich a biologickych udldyylo C.
ryanaenalezeno pouze u telat.

RozsFeni: U infikovanych zvfat jsou pozorovany é&kové rozdily. \&k telat se
pohybuje v rozmezi 3-5 dnaz 2-3 ndsiail (Santin et al. 2004). Vyskyt byl takeé
prokazan u jalovic vedku 2 az 3 roky (Fayer et al. 2006). Oocysty nejsdekeni
pro BALB/c mysi a jehata.



Morfologie: Cryptosporidium ryana@ati mezi stevni druhy. Jedna se o nejmensi
oocysty kryptosporidii infikujici savce.

Velikost: 2,9-4,4 x 2.9-3,7 um. Bylo prokazano, Ze jsou eg#imi oocystami u
sava (Fayer et al. 2008).

Lokalizace a vyvoj: Cryptosporidium ryanaeje lokalizovano ve #tw svého
hostitele. Prepatentni doba jéperné 11 dn.

Patogenita:Gastrointestinalni tkaje bez poskozeni (Fayer et al. 2008).

Klinické piiznaky: Onemocgni probiha bezifznaki (de Graaf et al., 1999).

2.7.4CRYPTOSPORIDIUM BOVIS

Hostitel: Byla zjiS€na vnimavost skotu (Xiao et al. 2002; Santin et2804) a
dosglych ovci v Zapadni Australii (Ryan et al. 2005).

Rozskeni: Telata od 2 isial do 11 nEsial st&i byla infikovanaC. bovis(Santiin et

al. 2004).

Morfologie: Cryptosporidium bovige morfologicky k nerozeznani o@. parvum
(Fayer et al 2005). Oocysty jsou vitwany zcela vysporulované se 4 sporozoity, ale
chybi sporocysty.

Velikost: 4,6-5,4 x 4,2-4,8 um

Lokalizace a vyvojPrepatentni dob@. bovisje 10 dri, patentni perioda je 18 din
(Fayer et el. 2005).

Patogenita: Vzhledem k tomu, Ze nebylaimo potvrzena lokalizace tohoto druhu
v zaZivacim traktu hostitiel chybi relevantni informace o jeho patogé&nit

Klinické piiznaky: Ve své studii zviejnil de Graf et al. (1999), Ze sledovana telata

nejevila Zzadnéipznaky choroby.

2.7.5 OSTATNI DRUHY A GENOTYPY KRYPTOSPORIDII

Vyjma vySe uvedenych drih kryptosporidii byly popsany ipozené a
experimentalni infekce skotu i dalSimi druhy a ggpp kryptosporidii C. suis C.
suislike, C. hominis C. felis C. pig genotyp IlI), nicmé#& vzhledem k jejich
omezené infektivit pro skot nefedstavuji z epizootologického a epidemiologického
hlediska vyrazné nebezfie(Xiao and Feng 2007). Experimentélbyl u telete
zjistén druhC. canis(Santin and Trout 2007).



2.8. VNITRODRUHOVA VARIABILITA RODU CRYPTOSPORIDIUM
Molekularni biologie ndAm umaiije detekci a rozliSeni rodGryptosporidiumna
urcity druh/genotyp a jejich subtypy. Nastroje molekui biologie jsou stale vice
vyuzivany k objastni cest penosuCryptosporidiumspp. mezi lidmi a zvaty.
Vysledky molekularni epidemiologické studie vedlpl§jasgni vyznamu genotyip
tohoto rodu pro vi@jné zdravi atizné druhy zv@at. Genotypizace a subtypizace by
meéla vést k ¥tSimu a hlubSimu porozumi epidemiologie kryptopsorididézy jak u
lidi tak u zvtat (Xiao et al. 2004; Xiao and Ryan 2004, 2008).

Analyza genu pro glykoprotein 60 (GP60) je Siroceifivan v subtypizaci drih
Cryptosporidium diky riznorodosti sekvence a biologie parézitle to jeden
z nejvice polymorfnich marké&r ktery byl dosud identifikovan v genomu
Cryptosporidium(Gatei et al. 2006; Leoni et al. 2007; Wielingakt2008). GP60 se
nachazi na povrchu apikalni oblasti parazita veifdekci a je jeden z dominantnich
cila pti odpowdi neutraliz&nich protilatek wlovéka (O'Connor et al. 2007). Tim
muzeme propojit biologickou charakteristiku a idemtibdiny. Nekteré z rodinC.
parvum lla a Ild, se vyskytuji u lidi i f@zZvykavéh a oba jsou {vodci
kryptosporidiozy.

Subtyp rodiny llc (give znamy jako Ic), byl dosud nalezen jedlavéka (Alves et
al., 2003; Xiao and Feng 2008).

2.8.1 SUBTYPYCRYPTOSPORIDIUM PARVUM(tabulka 1)

Rozsahlé studiunC. parvumu hospodéskych zvfat, zejména telat, umoZznilo
pochopit mechanismuggnosu nalovéka. Studie se zaiila na sekvetni analyzu
genu pro GP60. Vysledkydhto studii prokazaly, Ze telata jsoasto infikovana
rodinou lla, druhou nejvice se vyskytujici aleliokoodinou u lidi. Alela lla je
hlaSena celostové (ve 26 zemich). DalSimiastymi rodinami jsou llc a lld. Déle
byly zaznamenany rodiny llb a lle-k, které se vyskiywzacr.

Vyskyt subtyp se lisi v fiznych oblastech. NapllaA16G1R1 je hlavnim subtypem
Mad’arska, Slovinska a Srbska. V Australii a ve Velké&dBii byl negasgji nalezen
subtyp 11aA18G3R1 (Xiao et al. 2007). VSechny spltgenu pro GP60 popsané
v Evropz a v Australii maji jednu opakujici se kopii sekeentrinukleotidu
ACATCA oznaovanou (R1). V Severni Americe maji tyto sekvene€ Hopie
(Feltus et al. 2006; Trotz-Williams et al. 2006;a%i et al. 2007). Sekvence
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ACATCA subtypi rodiny lla se opakuje po trinukleotidech a je aapena (R2) (R1
zastupuje ¥tSinu subtyg).

V Portugalsku, Spaisku, Nmecku a Srbsku byla nalezena rodina Ild.
SubtypizaceC. parvumbyla provedena i u jinych hospddlaych zvfat nez u telat.
Subtypy rodiny lla a Ild byly nalezeny u ovci v Bigla Spasiisku. Alela lld velmi

prevySovala alelu lla (Geurden et al. 2008).

Tabulka 1 Hlavni GP60 subtypy rodin a jejich sekvence (Xia@2010)

druh Alela  Dominantni opakujici se Cislo v

trinukleotid GenBank
lla TCA,TCG AY26034 (llaA15G2R1),
DQ192501 (llaA15G2R2
IIb TCA AF402285 (IIbA14)
llc TCA, TCG AF164491 (IicA5G3a),

AF164501 (llcA5G3b),
EU095267 (IIcA5G3c),

c AF440636 (IlcA5G3d)
S lid TCA, TCG AY738194 (IIdA18G1)
S e TCA, TCG AY382675 (lleA12G1)
S i TCA AY738188 (IIfA6)

lig TCA AY873780 (lIgA9)

Iih TCA, TCG AY873781 (IlhA7G4)

i TCA AY873782 (IliA10)

Ik TCA AB237137 (IIkA14)

Il TCA AM937006 (IIIA18)

SUBTYPY VYSKYTUJICI SE VE VELKE BRITANII

Vyzkum probihal v hrabstvi Chelshire ve Velké BritaCilem bylo zjistit girozere
se vyskytujici druhy/genotypy a prozkoumataggby genosu. 54 vzork bylo
sekvenovano na lokusu 18S rRNA a 51 v#orka casti genu pro GP60.
Cryptosporidium parvunbylo nalezeno v 50 vzorcick,. bovisve tech gipadech a
jeden byl Cryptosporidiumdeer-like. Subtyp (IlaA15G2R1) byl ro¥8h po celém
sledovaném Uzemi. DalSi subtypy vyskytujici se aanéch byly (1lal7G1R1,
lal6G3R1, 11al19G1R1, llal4G2R1, 1lal5G2R1, llal&3) (E. J. Brook et al.
2007).
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SUBTYPY VYSKYTUJICI SE V NIZOZEMi

Parazit byl izolovan z vykalinfikovanych lidi a dobytka. U lidi bylo zji&o, Ze
v 70 % se vyskytoval@. hominis z 19 %C. parvum 10 % jakC. hominstak C.
parvuma 1 %C. felis U skotu se ze 100 % vyskytoval parvum Pomocicasti
genu pro GP60 byly zji&hy ¢tyti varianty C. hominis(prevazié subtyp ibA10G2) a
Ctyti variantyC. parvum(nejvice subtyp [laA15G2R1) (R. Wielinga et al0Z]

SUBTYPY VYSKYTUJICI SE V MA DARSKU

V rdmci vyzkumu bylo odebrano 79 vzérk 52 zemdélskych podnik z miznych
okresi Mad’arska. Bylo zjistno 21 vzork C. parvum 1 Cryptosporidiumdeer-like.
Pomoci genu pro GP60 se ¢agtji vyskytoval subtypC. parvum(llaA18G1R1).
Tyto vysledky potvrdily, Ze dobytek ime byt zdrojem nakazy pridovéka (Plutzer
et al. 2007).

SUBTYPY VYSKYTUJICi SE VE SVEDSKU

Prokehla molekularni analyza u 176 odstavenych telataa ke 48 stad. Vysledky
ukazaly vyskytC. bovisv 83 pgipadech, 15C. parvum 10 C. ryanaea ve dvou
vzorcich C. andersoni Cryptosporidium parvunbylo dale analyzovano pomoci
¢asti genu pro GP60, bylo analyzovano 13 z 15 wzork

Subtypy byly pojmenovany podle klasifikace, ktermavrhl Sulaiman et al. (2005).
Bylo identifikovdno 8 z obou subtyprodin lla a Ild. Vyskytly sectyti subtypy
v rodinéach lla a Sest subtyp rodirg Ild. Izolaty patily k subtypim 11aA18G1R1,
[IdA20G1 a IIdA22G1 (Silverlas et al. 2010).

SUBTYPY VYSKYTUJICi SE V CESKE REPUBLICE

Bylo odebrano 995 vzotkz porazeného mi@ého skotu (ve st6 mssiai a vice)

v pribéhu dvou let (2007 az 2008). Né&fgi vyskyt infekce se objevil u zat ve

vékové skupig 12-18 ngsial. Byl prokazan vyskyC. andersoni(4,1%),C. bovis

(0.2%) aC. parvum(0,1%). Cryptosporidium bovidylo zjiS€no pouze ve skupn

zvifat starSich 18 wsici. Nebyla prokadzana sezénni zavislost. Sekwen
analyza GP60 ukazala, ¥ parvumpatilo do subtypu 1laA16G1R1 (Kwéet al.

2009).
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SUBTYPY VYSKYTUJICI SE V CHORVATSKU
V Chorvatsku nebyly vedeny zadné studie na epidegiiorodu Cryptosporidiuma

jeho subtypizaci. V roce 2009 byla provedena armaB@ izolah nacasti genu pro

GP60 a byly identifikovanyit C. parvum dvaC. hominisa jedenC. meleagridisU

C. parvumbyly nalezeny 3 rodiny, lla se &wa subtypy, lic s jednim subtypem a lld

sectyrmi subtypy (Hijjawi et al. 2009).
V tabulce 2 je uvedenighled vyskytu subtypGP60 druhuC. parvumdalsi statech

s\éta.

Tabulka 2: Pitehled subtypi Cryptosporidium parvuns GP60 v rkterych

statech s¥éta.

Jiné

Subytypy lla subtypy Reference
Zemé Hlavni subtypy | Ostatni subtypy
Spojené staty 11aA15G2R1 | laA15G2R2 (11), 1aA11G2R1 Xiao et al. (2007)
(135) (11), laA18G2R1 (10),
11aA17G2R1 (7), 1aA19G2R1 (4)
Kanada laA15G2R1 1aA16G2R1 (9), laA16G3R1 (8) Trotz-Williams
(10) 1aA16G1R1 (4), 1aA13G2R1 (2) et al. (2006)
11aA17G2R1 (2), 1aA18G3R1 (1)
Slovinsko laA15G2R1 11aA16G1R1 (6), laA16R1 (3) 1IA16 (2) Soba and Logar
(27) IA18 (2) (2008)
Austrélie 1aA18G3R1 1aA16G3R1 (3), 1aA19G4R1 (2) Ng et al. (2008)
(43) 1aA17G2R1 (1), laA20G3R1 (1)
11aA121G3R1 (1)
Némecko 1aA15G2R1 11aA14G2R1 (2), laA17G2R1(2) | 1dA22G1 (1) | Broglia et al.
(106) 1aA18G2R1 (2), laA21R1 (1) (2008)
11aA22G1R1 (1). laA16G1R1 (1)
Italie laA15G2R1 IIA18G2R1 (10), 1aA17G2R1 (9)| Duranti et al.
(106) IlaA14 (5), 1aA13 (4) (2008)
Portugalsko | 11aA15G2R1 11aA16G2R1 (7) IdA17G1 Alves et al. (2006)
(61) 4)
Sparglsko laA15G2R1 1aA16G3R1 (14),11aA18G3R1 (8) IIdA23G1 (2) | Quilez et al.
(106) 1aA16G2R1 (1), laA17G2R1 (4) (2008)

1aA19G3R1 (2)

Cisla v zavorce zreh poset subtyj.
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3. CiLE
Cilem této bakal&ké prace je:
> Vyhodnotit vyskyt a prevalenci kryptosporidiovycfekci ve

vybranych chovech skotu Geské republice u telat do dvoussini
sta.

» Pomoci molekularnich metodditrdruh a genotyp kryptosporidii.

» Porovnat vnitrodruhovou variabilit@ryptosporidium parvum
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4. MATERIAL A METODIKA

4.1 CHARAKTERISTIKA SLEDOVANYCH CHOV U

Parazitologické sledovani probihaltepazr v JiznichCechach s vyjimkou jednoho
chovu nachazejiciho se na Jizni M@rawbdobi roku 2009. Byla vySewana telata
v priméru od jednoho do osmi tydrst&i.

4.1.1 POPIS JEDNOTLIVYCH CHOV U

CHOV ¢. 1 — AGRIPRO MUNICE, Hluboka nad Vitavou
PlemenoHOLSTYNSKY SKOT

Technologie Telata byla ustajena skupinove dvou velkych kotcich, které byly
Vv uzaveném prostoru. |iesto, Ze byla staj ze vSech stran chnan byl zde velky
problém s pivanem a vihkem.

Odebrano bylo celkem 30 vzdrke dnech 16. 2. 2009 a 21. 4. 2009

CHOV ¢&. 2 — ZD AGRA BREZNICE, Beznice u Bechyl
PlemenoHOLSTYNSKY SKOT

Technologie Telata byla ustajena ve velké kryté haledelok. Byla ustajena vedle
sebe, od&lené devenymi prepazkami.

Bylo odebrano celkem 24 vzarke dnech 28. 2. 2009 a 1. 11. 2009

CHOV ¢&. 3 — AGROPROFIT ORTVINOVICE

PlemenoHOLSTYNSKY SKOT,CERVENY STRAKATY SKOT

Technologie Telata byla ustajena ve Staimanovych boudachs@lymi gistteSky
venku.

Bylo odebrano 18 vzotkve dnech 31. 3. 2009 a 23. 7. 2009

CHOV ¢. 4 — ZD LEDENICE

PlemenoHOLSTYNSKY SKOT

Technologie Telata byla ustajena ve Staimanovych boudachwenk

Bylo odebrano 13 vzotkdne 31. 3. 2009

CHOV ¢&. 5—ZD OLESNIK

PlemenoHOLSTYNSKY SKOT,CERVENY STRAKATY SKOT

Technologie Telata byla ustdjena v boudach podobnych Staimamoboudam.
Boudy byly kryty ze vSech strarteem a filéhala jedna na druhou.

Bylo odebrano 15 vzotkdne 21. 4. 2009
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CHOV ¢. 6—-2ZD BULHARY, Jizni Morava

PlemenoHOLSTYNSKY SKOT,CERVENY STRAKATY SKOT

Technologie Telata byla ustajena ve Staimanovych boudadewou konstrukci
venku.

Bylo odebrano 12 vzotkdne 19. 6. 2009

CHOV ¢&. 7-2ZD MRICi

PlemenoHOLSTYNSKY SKOT,CERVENY STRAKATY SKOT

Technologie Telata ustajena ve Staimanovych boudach s Zelezmastrukci.

Bylo odebrano 11 vzotkdne 7. 7. 2009

CHOV ¢. 8—ZD KOROSEKY

PlemenoCERVENY STRAKATY SKOT

Technologie: Telata ustajena ve Staimanovych bdudaplastovymi shami a
Zeleznou konstrukci.

Bylo odebrano 5 vzoikdne 7. 7. 2009

CHOV & 9-2ZD LIBIN

Plemeno: HOLSTYNSKY SKOTCERVENY STRAKATY SKOT

Technologie: Telata byla ustajena ve Staimanovyaidfch s plastovymi&tami.
Bylo odebrano 12 vzotkdne 23. 7. 2009

CHOV ¢. 10-2ZD HAKLOVY DVORY

Plemeno: HOLSTYNSKY SKOTCERVENY STRAKATY SKOT

Technologie: Telata byla ustajena ve Staimanovymdhch s plastovymi&tami a
Zeleznou konstrukci. Rozmési bud bylo maximaka50 cm.

Bylo odebrano celkem 21 vzarke dnech 13. 8. 2009 a 1. 12. 2009

4.1.2. NOMENKALTURA SUBTYP U CRYPTOSPORIDIUM PARVUM

Nazev subtyp genu pro GP60 Zina oznaeni subtypu rodiny (alely) (lla, llb, llc,
Ild atd. dle abecedniho faai proC. parvun), dale nasleduje get TCA (ozn&eno
pismenem A), nebo TCG (zastoupeno pismenem G), Megbd (zastoupeno
pismenem T) kdédujici aminokyselinu serin, a to gakaje (Sulaiman et al. 2005).
Nap‘iklad: nazev l1ldA22G1 uvédi, Ze parazit je &mti druhuC. parvum alela lld, s
22 opakujicimi se kopiemi TCA a 1 kopii TCG v géBB60.

Alela u C. parvumma bu’ jednu kopii sekvence ACATCA ozéavanou jako R1
nebo d¥¢ kopie sekvence ACATCA, které se opakuji po trieokidu s ozn&enim
R2 (Sulamian et al. 2005; Xiao et al. 2010).
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V piipact alely lic, maji vS8echny subtypyipkopii TCA a ti kopie TCG, které se
opakuji: IlcA5G3. Pro prwh popsanou alelu lic bylo fifazeno pojmenovani
[IcA5G3a. Alelam, které se od této sekvence lisSilylo pritazeno dalsi abecedni
pojmenovani, najiklad IIcCA5G3b.

4.2 ODBER VZORK U PRO PARAZITOLOGICKE VYSET RENI

Odbkéry vzorki byly provagny v nepravidelnych intervalech v roce 2009. Vzorky
byly odebirany fimo z rekta telete a vkladany do plastovych ketinkelimky byly
oznaeny ¢islem a poté uchovany v chladu a do 24 hodin podrodySeteny
metodou dle Mildka a Vitovce (1985).

4.3 METODA BARVENI OOCYST
BARVEN|{ OOCYST KRYPTOSPORIDIi ANILIN-KARBOL-METHYL-
VIOLETI DLE MILA CKA A VITOVCE (1985)
ZASOBNI ROZTOKY:
Roztok anilin-karbol-methyl-violeti
0,6 g methyl violeti
1 ml anilinu
1 g fenolu
30 ml 96% alkoholu

70 ml deionizované vody

Roztok tartrazinu

1% roztok tartrazinu v 1% kyseéiroctové

Kyselina sirova

2% kyselina sirova

PRACOVNI POSTUP:
1) Vzorky vykali natit na podlozni sktko, fixovat methanolem v plameni
2) Barvit anilin-karbolmethyl-violeti po dobu 30 minu
3) Omyt pod tekouci vodou.
4) Diferencovat v 2% kyselisirové po dobu 2 minut.

5) Omyt pod tekouci vodou.
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6) Dobarvit tartrazinem po dobu 1-2 minut.

7) Omyt tekouci vodou.

8) Osusit, naslednvySetit ve swtelném mikroskopu i zvétSeni 1000x za

pouziti imerzniho oleje.

VYSLEDKY BARVENI:
Oocysty se barvi modrofialévna ZlutooranZzovém poza@dbrazek 2). Preparaty
byly vySeteny mikroskopem OLYMPUS BX51 ip zvétSeni 1000x za pouziti
imerzniho oleje.
Obrazek 2 — vysledky pozorovani pod mikroskopem (fteno fotoaparatem
OLYMPUS)

4.4 1IZOLACE DNA

Celkova DNA byla extrahovanaimo z trusu pozitivniho na oocysty kryptosporidii
pomoci komemiho kitu QIAMP® DNA Stool Mini Kit (Qiagen).

K 200 mg trusu bylo do mikrozkumavkytigano 200 p ASL pufru a 100 mg
sklerenych kulcek (@ 0,5 mm). Dale néasledovalo rozbijeni oocysm@aci
homogenizatoru (FASTPRER 24 Instrument MP Biomedicals, USA) 1 minutti p

rychlosti 5,5 m/s. Déle bylo postupovano dle navddery je souasti kitu. Ziskana
DNA byla skladovanaipteplot -20 °C.

4.5 GENOTYPIZACE IZOLAT U CRYPTOSPORIDIUM PARVUM
POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE

Byl pouzit nested PCR protokol pro amplifika@sti genu pro malou ribozomalni
podjednotku (SSU rRNA) a glykoprotein 60 (GP60)afldy) et al. 2005). Objem
reakeni snesi pro jednotlivé polymerazove reakce byl 20 pbdiaac. 3).
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Primery pro amplifikaci SSU
Primérni primery:
F5-TTC TAG AGC TAATAC ATG CG -3
R5-CCCATT TCC TTC GAA ACA GGA -3
Sekundarni primery:
F5°- GGA AGG GTT GTATTT ATT AGA TAA AG -3’
R5- CTC ATA AGG TGC TGA AGG AGT A-3

Primery pro amplifikaci GP60
Primérni primery:
F5-ATAGTC TCC GCT GTATTC -3
R 5- GGA AGG AAC GAT GTATCT -3’
Sekundarni primery:
F5- TCC GCT GTATTC TCA GCC -3
R5- GCA GAG GAACCAGCATC -3

Tabulka & 3: REAKCNI SMES PRO PCR PROTOKOL PRO AMPLIFIKACI
CASTI GENU PRO MALOU RIBOZOMANiI PODJEDNOTKU

koncentrace Objem (ul) koncentrace Objem (ul)
H.O - 11,3 - 13,1
MgCl, 25 mM 1,2 25 mM 1,2
10xbuffer - 2,0 - 2,0
dNTP 10 mM 0,4 10 mM 0,4
Primer forvard 10 uM 0,4 10 uM 0,4
Primer reverse 10 uM 0,4 10 uM 0,4
BSA 10 mg/ml 0,8 - -

Taq 1U/u | 0,5 1U/ul 0,5
DNA - 3,0 2,0
CELKEM - 20 - 20
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AMPLIFIKA CNi PROGRAM PRO TERMOCYCLER (Bioer, Krd) PRO
DVOJICI PRIMER U (celkem 35 cykii)

Patateeni denaturace 94°C 3 min.
Denaturace 94°C 45s
Nasedani primérSSU 55°C 45s
Nasedani primé&rGP60 50°C 45s

Dosyntetizovani novéhettzce 72°C 60s

Finalni extenze 72°C 7 min.

GELOVA ELEKTROFOREZA
Velikost PCR fragmeiit byla owiovana gelovou elektroforézou. Vysledny produkt
PCR byl uten na 1,5% agar6zovém gelu i&ddavkem ethidium-bromidu a
vizualizovan pomoci UV zé&ni (302 nm).
POUZITE CHEMIKALIE:
TAE pufr
Agaréza
Ethidium-bromid
100 bp DNA Ladder
PRACOVNI POSTUP:
1) Smichat agarézu s TAE pufrem, nechat rozpustitkrowinné trouls a
zchladit pod tekouci vodou na teplotitilytizné 50 °C.
2) Pridat ethidium-bromid.
3) Gel nalit do pedem pipravené formy, vloZzit feben a nechat ztuhnout.
4) Gel vilozit do elektroforetického tanku nagheého TAE pufrem a do
vzniklych jamek nanést 10 pl PCR sekundarniho giada 2x10 pl
ladderu.
5) Nastavit napti na 70 V a spustit do doby separace fraghB&mMNA.

6) Pro vizualizaci DNA fragmeitpouzit UV transiluminator.

PCR-RFLP ANYLYZA KRYPTOSPORIDII

Pro restrikni analyzu bylo pouzito 10 pl sekundarniho PCR pkta do 30 pl
reakce obsahujici 5 U Sspl restnikho enzymu a 3 ul resttikiho pufru. Inkubace
trvala 8 hodin fi 37 °C.
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SEKVENACE VZORK U

Byla provedena iffma sekvenace PCR prodak{GP60) pomoci sekundarnich
primett v Laboratéi genomiky — BC AVCR, V.v.i.

Ziskané sekvence byly porovnany se sekvencemi mjoiev GenBank.
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5. VYSLEDKY

5.1.VYSKYT KRYPTOSPORIDIi VE SLEDOVANYCH CHOVECH

V prab¢hu sledovani bylo vySietno 161 vzork trusu z 10 cho¥. Bylo odebrano 49
vzorki trusu od byka a 112 vzork od jalovicek. VSechny chovy byly zatifené na
mlétnou uZitkovost.

Celkem bylo zji&no 47 vzork pozitivnich na kryptosporidie, tedy 29,2 %
z celkového pé&tu odebranych vzotk Na zaklad mikroskopického vységni byly
kryptosporidiové infekce nalezeny v 8 z 10 sledgeainchov.

Prehled procentualniho zastoupeni pozitivnich niale/ptosporidii je znazogm

v grafu 1.

NevysSi vyskyt kryptosporidii (60 %) byl zaznamenachovech¢é. 3 a 5, naopak

Zadna infekce nebyla nalezena v chovedha 9.

Graf 1. Procentuelni vyskyt kryptosporidii ve sledovanyblech
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5.2. VYSKYT KRYPTOSPORIDIOVYCH INFEKCi V ZAVISLOSTI  NA
STARI TELAT

Nejmladsi telata, u kterych byla nalezena infekogtosporidiemi byla stara jeden
tyden. NejvysSi intenzita infekce charakterizovppn&em oocyst na 30 zornych poli
byla zaznamenana u telat véku 2 tydni. U starSich zwat byla intenzita infekce
velmi nizk&. Nejslabsi intenzita infekce byla uatele ¥ku 6 tydmi. Celkovy
piehled intenzity infekce v zavislosti naisti&lete je znazorm v grafu 2.

Graf 2. Prehled ptimérnych intenzit infekce v zavislosti naku telat
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5.3. ZAVISLOST VYSKYTU KRYPTOSPORIDIi NA TECHNOLOGI |
USTAJENI

Na zaklad vysledki vyskytu kryptosporidiovych infekci v jednotlivycbhovech

s odliSnymi technologiemi ustani bylo z§i8b, Ze nejnizSi prontenost byla

v chovech, kde byla telata untish ve Staimanovych boudach se zamezenym
piimym kontaktem zwat mezi sebou. Naopak v chovech, kde byl uminzvyseny
kontakt (Staimanovy boudy umieg v gsné blizkosti) byl zaznamenan vyssi vyskyt

kryptosporidii (tabulka 4).
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Tabulka 4. Vyskyt kryptosporidii v zavislosti na technologstajeni

bih%';n?r:g\%y Staimanovy Skupinoveé
kontakt) boudy (kontakt zamezen ustajeni
pocet chovi 5 3 2
n vzorki 76 51 34
n pozitivnich vzork 24 13 10
% vyskytu 31,5 % 25,3 % 29,4 %

n = patet vzorki

Staimanovy boudy (mozny kontakt) = telata ndla primy nebo alespo castény
kontakt mezi sebou

Staimanovy boudy (kontakt zamezen¥ telata nerdla Zddnou moznost kontaktu se

sousedicimi telaty

5.4 SEZONNI VYSKYT KRYPTOSPORIDIi

NejvétSi nalez oocyst kryptosporidii byl zaznamenanai® §emuz mohlo fispivat
kolisani teplot, coz pra¥godobré parazittm prospivalo. Na podzim byl vyskyt
kryptosporidiovych infekci nejnizsi (tabulka 5).

Tabulka 5: Vliv sezény na vyskyt kryptosporidiovych infekcitalat do ¥ku 2

meésial
Jaro Léto Podzim Zima
n chov 5 4 2 3
n vzork u 68 37 25 31
n pozitivnich vzork a 28 11 2 6
% vyskytu 412% 29,7 % 8 % 19,4 %

n = pocet vzorkd

5.5. GENOTYPIZACE KRYPTOSPORIDII

Z celkového pétu 47 vzorki pozitivnich na kryptosporidie bylo 22 vzdrk
genotypizovano néasti genu pro glykoprotein 60 a malou podjednofRNA. Bylo
Zjisténo, Ze se ve vSech pozitivnich chovech vyskytopalazeCryptosporidium
parvum V jednotlivych chovech se vyskytoval vZzdy jengadsubtyp druh(.
parvum nikdy nebyly nalezeny dva odliSné subtypy. Valsieanych chovech byly
zjistény 3 tizné subtypy péici do rodiny lla. Nejastji se vyskytoval subtyp
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[laA15G2R1 a to v 10ifipadech, nasledoval subtyp 1laA20R1 vifppdech a
IIA18G1R1 ve 4 pipadech. NejastjSi subtyp IlaA15G2R1 byl nalezen ve 3
chovech a ostatni subtypy vzdy v jednom z ¢h@abulka 6.)

Tabulka 6: Prehled subtyf v jednotlivych chovech.

Farma n  C.parvum No. of subtypes C. parvum subtypy

> oL 15 5 1 IIA18G1R1[4]

3 LB 12 1 1 1aA15G2R1 [1]

o OR 18 6 1 llaA20R1 [6]

g BU 12 0 0 -

= MR 11 3 1 laA15G2R1 [3]

e LE 13 0 0 -

S HD 21 3 1 laA15G2R1 [2]

& KO 5 0 0 -

Kravin MU 30 4 1 laA15G2R1 [4]
BR 24 0 0 -

n = paiet odebranych vzotk LE = Ledenice

OL =O0lesnik HD = Haklovy Dvory
LB =Libin KO = Koroseky

OR = Ortvinovice MU = Munice

BU = Bulhary BR = Breznice

MR = M¥ici
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6. DISKUZE

V této préci bylo zji&tno, Ze z celkového ptu 161 vySaenych zviat bylo 41 telat
pozitivnich na kryptosporidie, tedy 29,2 % zcelébw pdtu. Na zaklad
molekularni analyzy bylo zji&ho, Ze telata byla nakaZzena pouze drulerparvum
NaSe vysledky se vyrazniSi od ostatnich publikovanych praci, v kterygh Histén
vyskyt i dalSich drut kryptosporidii C. andersoniC. bovis C. ryana¢ u zmiréné
vékové kategorie telat (Santin et al. 2008; Silveeial. 2010 ).

Cryptosporidium parvunse vyskytovalo v chovech néléeho skotu v rozsahu od 0
do 60 %, coZ odpovida vysleitk publikovanym v USA (Santin et al. 2008), kdy
byl popsan vysky€. parvumv rozsahu 4,4 az 61,5 %.

Nejmladsi infikovana telata byla stara jeden tydeyto vysledky jsou v souladu s
Gdaji Fayer et al. (1998) a O'Handley et al. (1988¥i zjistili, Ze telata se obvykle
nakazi druhenC. parvumv 1 az 4 tydnech &ku. U telat do 4 din st&i nebyla
prokdzana infekceC. parvum (Sturdee et al. 2003). V naSi praci byla #jst
nejvyssi prevalence kryptosporidiovych infekci lateve Wku 2 tydmi. Obdobné
vysledky publikovali Castro-Hermida et al. (200Ryetink et al. (2001), Kvaet al.
(2006), Nydam et al. (2001), Santin et al. (2004).

Zpusob chovu a zvolena technologie ustjeni s&ktenych chovech liSi a tim iie
znané ovlivnit dynamiku vyskytuC. parvum V této praci jsme prokéazali, Zze pokud
byla telata ustajena spot@ v boxech, infekce ZjsobenéC. parvumse vyskytovaly
ponerné ¢asto. To je prawbodobr zagicinéno pimym kontaktem zwat, pokud se
ve skupir objevi jen jedno nakazené tele, je #rh00% jistota, Ze se nakazi zbytek
skupiny. V chovech, kde byl zaveden systéem Staimgtobud a byly dodrzovany
piedepsané technologické parametry, snizil se vys€kytparvum K zabragni
piimého styku mezi telaty je postgici vzdalenost cca. 0,5 az 1 metr mezi boudami.
K obdobnym vysledikm dosgli i Kvac et al. (2006) ki zjistili, Ze pokud byla
telata ustgjena v individuélnich boxech &arkontakt s ostatnimi telaty byl vyskyt
kryptosporidii vySSi nez u telat ustajenych vei saplu s matkami do 2 — 5 dlipo
narozeni a az potéigmistna do koté po 3 — 5 kusech na farmach #mého skotu.
Pokud ngla telata omezeny vzajemny kontakt mezi sebou, IpykvalenceC.
parvum statisticky niz8i oproti jinym technologiim.K ryéimu roz&ieni
kryptosporidiové infekce vyvolan€. parvumv chovech s nevhodnou technologii
vyrazre prispiva vysoka odolnosti oocyst rodtryptosporidiumviaci podminkam

vn¢jSiho prostedi (Kv& et al. 2006) a neustaléfaaovani novych a vnimavych telat
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do chovu. Z&chto divodi je mnohem nizSi prevalence vysky@ parvumyv
chovech zartrenych na masné plemena skotu (Fayer et al. 199haMmed et al.
1998; Atwill et al. 1999; Kvéet al. 2006).

Nejen u telat, ale i u dalSich hosptslych zviat je diskutovan sezénni vyskyt
kryptosporidiovych infekci. Celk@vse nazory na tuto problematiku vyraziisi.
V této préaci bylo zji&tno, Ze nejutSi vyskyt kryptosporidiovych infekci byl naig
kdy bylo 41,2 % pozitivnich telat a nejméese infekce vyskytovaly na podzim, kdy
bylo nakazeno pouze 8 % raf. Jednim zi/odi, pra je nejwtSi vyskyt na jée
muze byt vysoka vihkost aigtiani chladyjSich drii s teplejSimi. Naopak Kvéet al.
(2009) ve své praci publikovali, Ze nejvySSi premake kryptosporididzy byla oproti
nasim zjis¢nym vysledkim v zimé (5,6 %) a nejméhse kryptosporidie vyskytovaly
v pribéhu jara (2,3 %).

Molekularni analyzou vybranych vzdrlbyla zjiS&na gislusnost vSech subtfypC.
parvum do rodiny lla. Tato alela pat mezi celos¥tové nejrozstersjSi rodiny
infikujici telata (Alves et al. 2003, 2006; Pengakt 2003; Stantic-Pavlinic et al.
2003; Xiao et al. 2003; Chalmers et al. 2005; HMiliams et al. 2006). V nami
sledovanych chovech se vyskytoval vzdy jen jeddatygupatici k alelické rodig
lla. Celkem byly prokazanyitrizné subtypyC. parvum Nefgastji se vyskytoval
subtyp 1laA15G2R1. Tyto vysledky jsou v souladu atydzjiS€nymi ve Velké
Britanii (Brook et al. 2007) nebo v Nizozemi (Wgiret al. 2007), kde byl tento
subtyp také dominantni. Obdobné vysledky byly &jigtv Portugalsku, kde byly u
telat nalezeny rodiny lla a Ild,figemz alela Ild byla zjigha pouze v jednom
piipadt (Alves et al. 2006). V Bmecku se také vyskytovala tagtji rodina lla,
subtypu [la15G2R1, ktery ma zastoupeni po celégésv chovem s mikéou
produkci (Stantic-Pavlinic et al. 2003). DruhymdaaigjSim subtypem vyskytujicim
se ve sledovanych chovech byl subtyp IIA18G1R1.0BpasSim vysledikm je tento
subtyp nejastjsi u telat v Mad'arsku (Plutzer et al. 2007) a ve Svédsku (Silvestas
al. 2010). V jinych studiichprovedenych v letecl®2@ 2008 \Ceské republice, byl
zjistén vyskyt subtypu laA16G1R1 u dadpho skotu a prasat (Kvéet al. 2007,
2008). Tento subtyp nebyl u telat sledovanych vV sag&lii prokazan.
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7. ZAVER

Na zaklad vysledki bylo zjiS&€no, Ze ve sledovanych chovech se vyskytovalo pouze
Cryptosporidium parvugnostatni druhy nebyly prokazany. Byly z§isy celkem 3
subtypyC. parvum kdy nefastji se vyskytoval subtyp 11aA15G2R1 celkem v 10
piipadech.

Nejsilngjsi infekceC. parvumbyla na z&kla#l studii prokazana u telat ve §tdvou
tydni. Oproti tomu nejslabsi invaze byla u telat ¥&w6 az 7 tyda.

Vyskyt C. parvumbyl nejwtsi u telat, ktera byla ustajena ve Staimanovyaldboh,

kde nebyly dodrZzeny spravné technologické paramBiyly rozestagny tésré vedle
sebe a tim byl z&f&inén blizky kontakt mezi sousedicimi telaty. Volné gikwvé

ustajeni se také neprokazalo jako nejvidgin
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