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Abstract

V obdobi mezi lety 2010 az 2013 bylo odebrano 399 vzorkt trusu od tfech druhti
veverek cCeledi Sciuridae (Sciurus vulgaris, Sciurus carolinensis a Callosciurus
finlaysonii), odchycenych na severu Italie. VSechny tyto vzorky byly nasledné
vySetfeny na pfitomnost kryptosporidii, kterd byla pomoci molekularniho vySetieni
prokdzana u 18 vzorku (4,5%). Sekvencni analyzou bylo zjisténo, ze z 18 pozitivnich
vzorkt, bylo 12 vzorka pozitivnich na Cryptosporidium ferret genotype, 3
na Cryptosporidium skunk genotype, 1 na Cryptosporidium chipmunk genotype | a 2
vzorky na Cryptosporidium ubiquitum. Vice nez 90 % vySetienych jedinc bylo
adultnich. Bylo prokazano, ze juvenilni jedinci veverek Celedi Sciuridae jsou Castéji
infikovani kryptosporidiemi neZ adultni jedinci. V rdmci druh@ nebyl pozorovan vliv

véku a pohlavi na vyskyt kryptosporidii.
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Summary

In total 399 samples from three species of squirrels (Sciurus vulgaris, Sciurus
carolinensis and Callosciurus finlaysonii) were collected from 2010 to 2013. All
samples were examined for the presence of Cryptosporidium using by molecular
methods, which demonstrated by presence of Cryptosporidium specific DNA in 18
samples (4.5%). Out of them 12 samples were positive onCryptosporidium ferret
genotype, 3 on Cryptosporidium skunk genotype, 1 on Cryptosporidium chipmunk
genotype | and 2 samples onCryptosporidium ubiquitum. Statistical analyses did not
reveal any influence of gender on the occurrence of Cryptosporidium. Juvenile
individuals of squirrels from the family Sciuridae are more often infected
by Cryptosporidium than the adult animals.
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1. Uvod

Paraziti z rodu Cryptosporidium jsou celosvétové rozsifeni prvoci infikujici
Siroké spektrum hostiteltl od plazt, ryb, ptakl pies savce az po ¢lovéka. Onemocnéni
zpuisobované témito parazity se nazyva kryptosporididza. Infekce témito parazity
se s velkou pravdépodobnosti vyskytuje u vSech druhti savct (Tzipori at Ward 2002).
Hostitelska specifita zastupct rodu Cryptosporidium se 1isi v zavislosti na druhu.
Jako hostitelé bylo popsano mnoho druhii domestikovanych i volné Zijicich
zivocichu véetné hlodavcu (Feng 2008).

Infekéni stadia kryptosporidii jsou velice odolnd a dlouho pfezivaji
ve vnéj§im prostiedi, ve vhodnych podminkach, jako je vlhk4 pida nebo voda, jsou
schopni pieckat i n€kolik mésicti. Pii teplotach okolo 20 °C jsou oocysty schopné
prezit a zustat infekce schopné po dobu Sesti mésicti (Fayer et al. 1998). Naptiklad
oocysty C. parvum zustavaji pti zmrazeni na -10° C infekce schopné az jeden tyden
(Fayer et al. 1996; 1998). Oocysty jsou pienaSeny fekalné-oralni cestou. Neziidka
se vyskytuji ptipady zoonotickych infekci a pienosy infekce z ¢lovéka na ¢lovéka
(O’Donoghue 1995). Kryptosporididoza je klasifikovana jako vodou pienasené
onemocnéni infekéni téz pro Cloveka (Jiang et al. 2005b; Ryan et al. 2005). Oocysty
kryptosporidii jsou odolné vii¢i desinfekénim prostfedkiim, které se bézné€ uzivaji pti
hygienickém zabezpeceni pitné vody, v disledku toho se staly velkym problémem
Vv oblasti vefejného zdravi (Xiao et al. 2000).

Je znamo mnoho pfipadi, kdy doslo k infekci lidi kryptosporidiemi
z kontaminované vody a z potravin po celém svété (Smith and Rose 1998; Fayer
et al. 2000). K nejrozsahlejsi epidemii doslo vroce 1993 v Milwaukee v USA,
kde bylo kryptosporidiemi infikovano vice nez 400 tisic lidi (MacKenzie et al. 1994).

Sundberg et al. (1982) poprvé informovali o vyskytu kryptosporidii u veverek
rodu Sciurus, kdyz nalezly oocysty C. parvum ve vzorcich trusu veverky Sedé
(Sciurus carolinensis). Kryptosporididoza zastupci celedi Sciuridae je vyvolana
riznymi druhy a genotypy kryptosporidii, a to jak zalude¢nimi, tak i stfevnimi
(Matsui et al. 2000, Perz and Blancq 2001, Bertolino et al. 2003, Hurkova
et al. 2003, Atwill et al. 2004, Feng et al. 2007; Kvac et al. 2008).



2. Literarni prehled

2.1  Historie kryptosporidii

Prvni zminka o kryptosporidiich pochazi jiz z pocatku 20. stoleti, pfesnéji z roku
1907, kdy lékaf a parazitolog jménem Ernest Edward Tyzzer nalezl prvoka
parazitujiciho v zaludku laboratornich mysi a pojmenoval jej Cryptosporidium muris
(Tyzzer 1907). O pét let pozdé€ji Tyzzer popsal dalsi druh kryptosporidii vyskytujici
se u mysi a infikujici tenké stievo, ktery pojmenoval Cryptosporidium parvum
(Tyzzer 1912). Tyzzer detekoval parazita velmi se podobajiciho C. parvum u kurat
(Tyzzer 1929). Az vroce 1995 byl popsan treti druh kryptosporidii u krit -
Cryptosporidium meleagridis (Slavin 1955).

V roce 1976 byly detekovany prvni ptipady vyskytu kryptosporidii u lidi (Meisel
et al. 1976; Nime et al. 1976). O tuto problematiku nebyl do té doby pfili§ velky
zajem, az do chvile, kdy bylo zjisténo, Ze kryptosporidie ptredstavuji smrtelné
nebezpedi pro pacienty nakazené HIV srozvinutym AIDS. Timto okamzikem
I¢katsky zajem o epidemiologii, diagnostiku a terapii kryptosporidiézy velmi vzrostl
(Fayer at Ungar 1986). Dalsi zésadni =zlom ve studiu kryptosporidii
a  kryptosporidiovych infekci  predstavovala dosud nejvétsi  epidemie
kryptosporidiézy v roce 1993 ve meést¢ Milwaukee, nachazejicim se na jihu statu
Wisconsin v USA, kdy bylo nakazeno vice nez 400 tisic lidi (MacKenzie et al.
1994).

Prvni zminka o vyskytu kryptosporidii u zastupcti ¢eledi Sciuridae pochazi z roku
1982, kdy byl u veverky Sedé (Sciurus carolinensis) zaznamenan vyskyt
Cryptosporidium parvum (Sundberg et al. 1982). Pozd&ji byly kryptosporidie
detekovany u veverky lis¢i (Sciurus niger), veverky létajici a sysla (Current 1989).
U cervené veverky (Sciurus vulgaris) byla pfitomnost Cryptosporidium parvum
poprvé detekovana v roce 2001 (Bertolino et al. 2003). U tohoto druhu veverky byly
pozdéji detekovany také dva genotypy kryptosporidii, a to Cryptosporidium ferret
a chipmunk genotype (Kvac et al. 2008).

2.2 Taxonomie
Paraziti zrodu Cryptosporidium jsou jednobunécni eukaryotni prvoci,
coZ znamena, Ze vétSina jejich DNA je obsaZena v jadru, které je obklopeno dvojitou

membranou (Fayer et Xiao 2008).



Kryptosporidie byly diky jejich vyvoji v gastrointestinalnim traktu nejprve
nepiesné fazeny mezi kokcidie, zejména z rodu Sarcocystis spp. (Fayer et al. 1997).
K zdménam dochazelo z diivodu, Ze mnoho druht sarkocyst obsahuje stejné jako
oocysty kryptosporidii Ctyii sporozoity (Xiao et al. 2004). Dle prvotniho
taxonomického zatazeni pattily tedy kryptosporidie do kmene Apicomplexa, tiidy
Sporozoasida, podtiidy Coccidiasina, fddu Eucoccidiorida, podfddu Eimeriorina
a rodu Cryptosporidium (Levine, 1985; Tzipori et Griffiths, 1998). Pozdéji bylo
pomoci molekularnich analyz prokazano, ze kryptosporidie jsou si blize podobné
s gregarinami, nez s kokcidiemi (Carreno et al. 1999). Dle soucasné taxonomie jsou
kryptosporidie fazeny do domény Eukaryota, fiSe Chromalveolata, nadkmenu
Alveolata, kmene Apicomplexa, tfidy Coccidea, fadu Eucoccidiorida, celedi

Cryptosporidiidae a rodu Cryptosporidium (Fayer et Xiao 2008).

2.3 Zpisob pienosu a pribéh infekce

Paraziti rodu Cryptosporidium nejéastéji napadaji travici trakt, ale zejména
u ptaki muze byt infikovana dychaci soustava nebo Fabriciova bursa (Plutzer
et Karanis 2009). Prestoze vétSina kryptosporidii infikuje pfevazné rizné Casti stiev
svych hostiteld, bazalni druhy a genotypy kryptosporidii infikuji zalude¢ni sliznici
(Abubakar et al. 2007). U imunokompetentnich jedinch mize dochazet
1 ke generalizované kryptosporidioze.

Fekalng-oralni cestou tedy dojde k ptfenosu infekce z infikovaného jedince
na vnimavého hostitele. Infekce miize byt pfendSena pfimym kontaktem mezi
osobami, popfipad€¢ pii sexudlnich aktivitaich, pfenosem ze zvifete na zvife,
ze zvitete na Clovéka, pitnou 1 jinou vodou, potravou a popiipadé vzduchem (Dupont
et al. 1995). Kinfekci hostitele dochazi nejCastéji pozienim oocyst
s kontaminovanou potravou ¢i vodou (Atwill et al. 2002; Da Silva et al. 2003; Fayer
2004; Kvac et al. 2008; Santin et al. 2005). Infek¢ni davka se lisi v zavislosti na
vnimavosti a odolnosti konkrétniho hostitele. U odolnych jedinci je zapotiebi
pozieni vétsiho mnozstvi oocyst nez napiiklad u jedinct s oslabenou imunitou,
kdy i pozifeni pouhych deseti oocyst mize zplsobit infekci a vyvolat onemocnéni

(Okhuysen et al. 1999).
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2.4  Vyvojovy cyklus

VSichni paraziti z rodu Cryptosporidium dokoncuji veskera sva vyvojova stadia
v jednom hostiteli (Reduker et al. 1985). VSechny druhy kryptosporidii jsou obligatni
epicelularni paraziti. Po perordlnim pozieni dochazi k excystaci, pii které
se z jedné oocysty uvolni Ctyii sporozoiti schopni pohybu a napadajici epitelové
bunky predevsim gastrointestinalniho traktu (Fayer 2004). Nésleduje merogonie, ¢ili
asexualni mnoZeni, pii kterém vznikaji dva typy merontii, meronti typu I a meronti
typu II (Hijjawi et al. 2004). Meronti typu I obsahuji 6-8 merozoita, ktefi nasledné
opakuji asexudlni mnozeni. Meronti typu II produkuji 4 merozoity, z kterych
nasledné vznikaji mikro a makrogametocyty a nastava sexudlni faze vyvoje zvana
gametogonie (Sunnotel et al. 2006).

Pfi gametogonii vznikaji sam¢i a samic¢i gamonti, sam¢i mikrogamonti a samici
makrogamonti, z nich nasledné vznikaji mikro a makrogamety. Po oplozeni
makrogamet mikrogametami vznikd oplozena zygota, uvnitt které nasledné vznikaji
Ctyfi sporozoiti (Xiao et Fayer 2008; Liu et al. 2009). Tento proces nazyvame

sporogonie.

2.5 Hostitelska specifita

Jeden druh nebo jeden genotyp kryptosporidii obvykle infikuje pouze jeden
konkrétni druh hostitele, nebo skupinu ptibuznych Zivocichi. Pienos kryptosporidii
mezi riznymi skupinami zvitat je obvykle omezen, ale v ptipad¢, ze druhy obyvaji
podobné lokality a parazit je biologicky uzptsoben infikovat vice druht hostiteld,
je tento pfenos mozny. Ptikladem mize byt Cryptosporidium skunk genotype
a Cryptosporidium ubiquitum. Cryptosporidium skunk genotype byl detekovan
v trusu skunka pruhovaného, myvala severniho, veverek a vacic (Feng et al. 2007).
Cryptosporidium ubiquitum bylo detekovano v trusu domacich a volné Zijicich
prezvykavcil naptiklad u ovce, muflona a jelena, dale u hlodavci jako jsou veverky,
bobfi a mysi, z masozravcu pak u myvala severniho a z primatt u lemurt a lidi (Perz
et Le Blancg, 2001; Ong et al. 2002; da Silva et al, 2003; Ryan et al, 2003; Ryan
et al, 2005; Blackburn et al. 2006; Feltus et al. 2006; Leoni et al., 2006; Nichols et al,
2006; Soba et al, 2006; Trotz-Williams et al, 2006; Feng et al, 2007).
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2.6 Klinické priznaky

Kryptosporidiéza je Castou pfi¢inou gastroenteritidy, ktera mtze byt v mnoha
piipadech Zivot ohrozujici, zvlasté u imunokompromitovanych jedinci (Abubakar
et al. 2007). Klinicky prab¢eh a zavaznost infekce se miize znacné liSit od jedince
k jedinci, kdy dulezitou roli hraje predevS§im stav imunitniho systému. Infikovani
jedinci vykazuji znamky onemocnéni pfedev§im vodnatymi prijmy s obcasnou
pfitomnosti hlenu, krev se ve stolici vyskytuje vyjime¢né. Doprovazejicimi piiznaky
kryptosporidiozy mtize byt nechutenstvi, dychaci obtize, nevolnost, inava, hubnuti,
kiecovité bolesti btficha a horecka (Jokipii et Jokipii 1986). U hospodatskych
a domacich zvifat se nakaza projevuje obdobné jako u lidi, nejvyznamnéjSim
projevem kryptosporidiozy je tedy i u zvifat vodnaty prijem. Klinické ptiznaky byly
zaznamenany napiiklad u skotu, ovci, koz a farmové chovanych jelent (Angus

1990).

2.7 Terapie

V soucasné dobé nejsou znama zadnd ucinnd chemoterapeutika k 1éCbé
onemocnéni zpusobenych kryptosporidiemi (Fayer et al. 2000). Z antibiotickych
1é¢iv uzivanych proti kryptosporidiéze se infikovanym pacientim muize podavat
napiiklad Paromomycin, ktery mirné Uc¢inkuje pii infekci zplsobené
Cryptosporidium parvum (Griffiths et al. 1998). Pomérné dobrych vysledk pii 16¢bé
lze dosahnout pouZitim kombinace 1éCiv Paromomycin a Azithromycin (Smith
et al. 1998). Na hlodavcich byla naptiklad testovana probiotika, kdy pfi
experimentalnich studiich se Cerstvé narozend mlad’ata potkand, jimZ byl 1ék podan,
rychleji zbavila infekce (Guitard et al. 2006).

Probéhlo jiz nékolik pokust o 1é¢bu kryptosporidiozy, ale vysledky nejsou pftilis
presvédcive, napiiklad Maggi et al. (2000) 1éc¢ili HIV pozitivni pacienty, ktefi byli
pozitivni na kryptosporidie za pomoci antiretrovirotik. Usp&$nost 1é¢by dosahovala
pouhych 28 %. Proto je nutné dikladné porozumét pifenosové dynamice téchto

parazitii (Ryan et al. 2003).

2.8 Kryptosporidie a kryptosporidiéza hlodavcu z ¢eledi Sciuridae
Kryptosporidie jsou bézni paraziti riiznych druhli obratlovct. Bylo popséano 30

druhd kryptosporidii a vice nez 100 genotypt (Plutzer at Karanis 2009; Kvac

et al. 2013). Ne¢které zdruhtt a genotypd, jako jsou napiiklad C. muris,
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Cryptosporidium skunk genotype nebo chipmunk genotype I, jsou pfirozeni paraziti
hlodavci. Jini, jako napiiklad C. parvum nebo C. ubiquitum mohou hlodavce vyuzit
pouze jako rezervoarového hostitele (Xiao et Fayer 2008; Xiao et Fen, 2008; Feng
etal. 2011).

2.8.1 Cryptosporidium muris

Tento parazit byl poprvé nalezen v zaludku laboratornich mysi (Tyzzer 1907).
Velikost oocyst 8,4 (7,5-9,8) x 6,3 (5,5-7,0) um (Iseki 1986). Prvni zminka
o vyskytu C. muris u zastupcti Celedi Sciuridac pochazi zroku 2003, kdy byl
za pomoci molekularniho vySetieni zjistén vyskyt C. muris ve vzorcich
od burunduka paskovaného (Eutamias sibiricus) dovezenych z jihovychodni Asie
(Hurkova et al. 2003). V USA byl tento parazit detekovan v New Yorku u jednoho

jedince Sciurus carolinensis (Feng et al. 2007).

2.8.2 Cryptosporidium parvum

Cryptosporidium parvum bylo poprvé popsano v laboratornich mysich (Tyzer
1912). Pozdé&ji byl nalezen u hrabosti a mysi po celém svété (Morgan et al. 1999;
Bajer et al. 2003). Velikosti oocyst C. parvum se pohybuje v rozmezi 4,2 (4,2—5,8) x
4,8 (3,5-5,0) um (Hijjawi et al. 2002). Sundberg et al. (1982) poprvé informovali
o vyskytu C. parvum v USA u zastupct celedi Sciuridae, kdyz detekovali tohoto
parazita ve vzorcich od veverek Sedych (Sciurus carolinensis). U vzorkl syslu
vevetrich (Spermophilus beecheyi) z Kalifornie byla zjisténa molekularnim
vySetienim prevalence jedinct vyluéujicich oocysty C. parvum 16 % (Atwill et al.
2001). Feng et al. (2007) detekovali tohoto parazita v jednom vzorku od veverky

Sedé (Sciurus carolinensis) v New Yorku.

2.8.3 Cryptosporidium ubiquitum

C. ubiquitum dfive oznacované jako Cryptosporidium cervine genotype bylo
zjisténo naptiklad u 2 jedinct ¢ipmanka vychodniho (Tamias striatus), 3 jedinctu
veverek Sedych (Sciurus carolinensis) a 1 jedince veverky ¢ervené (Sciurus vulgaris)
vySetienych v New Yorku (Feng et al. 2007). Velikost oocyst C. ubiquitum
se pohybuje v rozmezi 4,1 — 5,3 x 4,3 — 5 (Fayer et al. 2010).
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2.8.4 Cryptosporidium ferret genotype

Velikost oocyst Cryptosporidium ferret genotype detekovanych ze vzorki
od ¢ervenych veverek (Sciurus vulgaris) je 5,5 (4,9-6,0) x 5,1 (4,7-5,6) um. Zjisténa
prevalence tohoto genotypu u vysetienych vzorkii ¢ervenych veverek z Italie byla

21,15 % (Kvag et al. 2008).

2.8.5 Cryptopsporidium chipmunk genotype |

Velikost oocyst Cryptosporidium chipmunk genotype | detekovanych u veverek
¢ervenych (Sciurus vulgaris) v Italii se pohybuje v rozmezi 5,8 (5,3-6,6) x 5,4 (4,7—
5,9) um (Kvac et al. 2008).

O vyskytu tohoto parazita u hlodavci neni zatim piili§ zndmo. Jsou zminky
o vyskytu C. chipmunk genotype I u veverky Sedé (Sciurus carolinensis) a mysi
(Peromyscus maniculatus) v New Yorku (Feng et al. 2007). Infekce zptisobena timto
parazitem byla také zjiSténa u lidi a to u HIV pozitivniho pacienta ve Francii (Anofel

2010) a u dvou pacientii ze Svédska (Lebbad et al. 2013).

2.8.6 Cryptopsporidium chipmunk genotype 11
Vyskyt toho genotypu byl zaznamenan v New Yorku a to u jednoho jedince
¢ipmanka vychodniho (Tamias striatus) (Feng et al. 2007).

2.8.7 Cryptopsporidium chipmunk genotype 111
Chaochao et al. (2009) poprvé detekovali tento genotyp v Cin& u jednoho jedince

burunduka paskovaného (Eutamias sibiricus).

2.8.8  Cryptosporidium deer mouse genotype 111
O tomto genotypu je doposud znamo velice malo informaci. Ze zastupcii celedi
Sciuridae byl vyskyt tohoto parazita zaznamenan u 5 jedinct veverky Sedé (Sciurus

carolinensis) v New Yorku (Feng et al. 2007).

2.8.9 Cryptosporidium skunk genotype

Ziegler et al. (2007) detekovali Cryptosporidium skunk genotype u veverek
Sedych (Sciurus carolinensis) v New Yorku. Tento genotyp byl obdobné jako
Cryptosporidium chipmunk genotype I zjistén také u lidskych pacienti a to u 25 leté
zeny ve Velké Britanii (Robinson et al. 2008).

14



2.8.10 DalSi genotypy

Je znadm vyskyt jesté n¢kolika dalSich genotypt, které byly detekovany u riznych
druhti zvitat, ale doposud je o téchto genotypech pfilis malo informaci.

Patii mezi n¢ naptiklad Cryptosporidium genotype Shey03a, Sbey03b a Shey03c,
které byly detekovany v USA u zemnich veverek druhu Spermophilus beecheyi.
Tyto sekvence se nejblize shoduji s prasecimi kryptosporidiemi C. parvum a to 96 %
a s C. wrairi 97 % (Atwill et al. 2004). Pereira et al. (2010) informovali o vyskytu
genotypu kryptosporidii Sby03a, Sby03c a Sby05c¢c u pozemnich veverek druhu
Spermophilus beecheyi, dale Sbld05a a Sbld05¢c u pozemnich veverek druhu
Uracitellus beldingi (Pereira et al. 2010).
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3. Cile

e Vyhodnotit vyskyt a prevalenci kryptosporidii pfirozené infikujicich volné

zijici veverky na uzemi Itélie.
e Pomoci molekularnich metod urcit druh a genotyp kryptosporidii.
e Vyhodnotit zoonoticky potencidl nalezenych druhti a genotypu.

e V piipade¢ silnych infekci popsat morfologii a morfometrii oocyst.
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L4

4. Metodika a material

V obdobi od roku 2009 do roku 2013 byly odebirany vzorky trusu od tii druhti
veverek (Sciurus vulgaris, Sciurus carolinensis a Callosciurus finlaysonii). Veverky

lapacich draténych pasti Tomahawk model 201 a

v

r

7

avany zivé za pomoci

byly odchyt

Tomahawk model 202 (obrazky 1. a 2.), v 38 lokalitach na severu Italie (tabulka 1. a

2))

v

I

Po odchytu byl u zvifat uréen veék, pohlavi a hmotnost a zvifata byla opét

w7

vypusténa zpét do ptirody. Z pasti byl odebran trus a umistén do lahvicky s obsahem
Obrazky 1. a 2. Modely lapacich pasti slouZici pro odchyt hlodavcl pouzité

2,5% vodného roztoku dichromanu draselného (K,Cr,07) a skladovan pii teploté 4
dchytu veverek

°C
pfio

Tomahawk 202

Tomahawk 201
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Obrazek 3. Mapa lokalit odbéru vzorkl ve sledované oblasti na severu Italie.
Cervena barva oznacuje lokality, kde byly odebrany vzorky od Sciurus vulgaris, $eda
barva oznacuje lokality odbéru vzorkti od Sciurus carolinensis. Modra barva
oznacuje lokality odbéru Callosciurus finlaysonii. Kazda lokalita ma pfifazené své
identifikacni ¢islo (1-38), Cisla prifazena k jednotlivym lokalitam jsou zobrazeny

V prvnim sloupci v tabulkéach 1 a 2.
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4.1 Charakteristika lokalit
Tabulka 1. Seznam lokalit odchytu se soufadnicemi a druhy odchycenych zvifat

(Castl.)
Cislo Lokalita Druh Souiadnice
(zkratka
N E
1. Cogne S. vulgaris 45°36'43.99"N  7°20'17.88"E
(COGNE)
2. Staffarda S. vulgaris 44°42'50.09"N  7°25'10.02"E
3. Castelnuovo S. vulgaris 45°4527.70"N  8°56'46.57"E
bozzente (PIN-
4. Tradate (PIN- S. vulgaris 45°42'43.50"N  8°55'52.44"E
RONCO)
5. Lurago S. vulgaris 45°42'17.78"N  8°58'10.83"E
Marinone (PIN-
6. Magenta (TI- S. vulgaris 45°25'58.57"N  8°49'40.82"E
FAG)
7. TIC S. vulgaris 45°2820.31"N  9°5'13.321"E
8. CALUSCO S. vulgaris 45°40°50.16"N  9°27°37.33"E
9. Adda-Cornate S. vulgaris 45°39'08.46'"N  9°28'59 98"E
10. Valdidentro S. vulgaris 46°33'19.13"N  10°15'13.80"E
(FRA)
11. Bormio (BOR)  S. vulgaris 46°26'35.14"N  10°25'20.22"E
12. S. Antonio S. vulgaris 46°25'57.04"N  10°26'57.21"E
Valfurva (VAL)
13. Sal - Passat S. vulgaris + S. 45°00'56.08"N  7°47'36.09"E
carolinensis
14. BREZZO Callosciurus finlaysonii
+S. vulgaris + S. 45°57'58.68"N  8°43'58.08"E
carolinensis
15. C04-08 Callosciurus finlaysonii  45°56'46.32"N  8°45'02.52"E
+ S. vulgaris
16. C04-09 Callosciurus finlaysonii  45°55'47.28"N  8°46'24.24"E
+ S. vulgaris
17. LC_01 S. vulgaris + S. 45°39'55.22"N  9°16'49.81"E
carolinensis
18. Trezzo S. vulgaris + S. 45°37'6.24"N  9°29'56.85"E
sull’Adda carolinensis
19. Vaprio d'/Adda  S. vulgaris + S. 45°35221.29"N  9°31'53.37"E
(ADDA-CB) carolinensis
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Tabulka 2. Seznam lokalit odchytu se soufadnicemi a druhy odchycenych

zvirat (Cast 2.)

Cislo Lokalita Druh Souiadnice
(zkratka
N E
20. LS 03 S. vulgaris +S. 45°4921.79"N  9°15'33.93"E
carolinensis

21.  Stupinigi S. carolinensis 44°58'58.22"N  7°34'39.95"E

22. Piobesi Torinese  S. carolinensis 44°55'53.63"N  7°36'39.98"E
(Piobesi)

23. Caramagna S. carolinensis 44°47'38.25"N  7°42'46.93"E
Piemonte
(BC)

24. Racconigi S. carolinensis 44°4723.48"N  7°39'00.30"E
(BERRONI)

25. Cavallermaggiore S. carolinensis 44°42'41.79"N  7°43'51.29"E
(SANGIAC)

26. LC 02 S. carolinensis 45°40'23.92"N  9°15'53.68"E

217. LC 03 S. carolinensis 45°4028.73"N  9°16'20.52"E

28. C01-04 S. carolinensis 45°40'30.49"N 9°16'34.21"E

29. C01-06 S. carolinensis 45°40'58.19"N  9°16'40.26"E

30.  Vaprio dep S. carolinensis 45°33'43.35"N  9°31'24.99"E

31.  VAPRIO S. carolinensis 4593428 64N 9°31°43.06"E
ACQUATI ' '

32. Vaprio d'Adda S. carolinensis 45°34'25.14"N  9°31'46.75"E
(ADDA 03)

33. Vaprio d'Adda S. carolinensis 45°33'52.16"N  9°31'34.92"E
(ADDA 02)

34. Vaprio d'Adda S. carolinensis 45°33'43.35"N  9°31'24.99"E
(ITALGEN)

35. ADDA 05 S. carolinensis 45°33'52.16"N  9°31'34.92"E

36. C04-05 Callosciurus finlaysonii  45°58'58.44"N  8°43'20.64"E

37. C04-10 Callosciurus finlaysonii  45°58'17.40"N  8°43'05.52"E

38. C04-07 Callosciurus finlaysonii  45°58'28.20"N  8°44'07.08"E

20



4.2

421

VvV V.V V V V V V V¥V

4.2.2

Metody

Barveni oocyst kryptosporidii podle Milac¢ka a Vitovce (1985)
Zasobni roztoky

Roztok methyl-violeti

o 0,6 g methylvioleti

o 1 mlanilinu

o 1gfenolu

o 30 ml 96% alkoholu

o 70 ml deionizované vody

Roztok tartrazinu

o 1% roztok tartrazinu v 1% Kyseliné octové

2% kyselina sirova

Pracovni postup

Spejli rozetiit trus na podlozni sklicko.

Sklo s natérem fixovat metanolem v plameni.

Barvit roztokem methylvioleti po dobu 30 minut.
Omyt pod tekouci vodou.

Diferencovat v 2% kyseling sirové po dobu 2 minut.
Omyt pod tekouci vodou.

Dobarvit v roztoku tartrazinu po dobu 4 minut.
Omyt pod tekouci vodou.

Nechat uschnout pfi laboratorni teploté a prohlizet mikroskopem pii zvétSeni

1000x za pouZiti imerzniho oleje.

Izolace DNA

Pracovni postup

Vzorek trusu (200 mg) vlozit do mikrozkumavky (Safe-Lock-Tube), ptidat
sklenéné kulicky o priméru 0,5 mm.

Ptipipetovat 1,0 ml Lysis Buffer P a rozbijet 1 minutu ve FastPrep-24 pii
rychlosti 5,5 m/s.

Inkubovat v termobloku po dobu 10 minut pfi teploté 95 °C.

Centrifugovat 1 minutu pti 16 000 g.
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4.2.3

Prenést veskery supernatant do mikrozkumavek (Invi-Adsorb-Tube),
homogenizovat a inkubovat 1 minutu pii laboratorni teploté.

Centrifugovat 3 minuty pti 16 000 g.

Supernatant napipetovat do Cistych 1,5 pl mikrozkumavek a centrifugovat 3
minuty pii 16 000 g.

Do cistych mikrozkumavek napipetovat 25 pl Proteinase K a ptidat 400 pl
supernatantu, homogenizovat.

Inkubovat v termobloku 10 minut pfi teploté 70 °C.

Pripipetovat 400 ul Binding Buffer P, homogenizovat.

Prepipetovat veskery objem do Spin Filter + Tube (kolona se sbérnou
mikrozkumavkou).

Inkubovat 1 minutu pii laboratorni teplot¢.

Centrifugovat 1 minutu pti 16 000 g.

Vylit odpad ze sbérnych mikrozkumavek, napipetovat na kolonu 500 ul Wash
I, centrifugovat 1 minutu pfi 16 000 g.

Vylit odpad ze sbérnych mikrozkumavek, napipetovat na kolonu 800 pl Wash
I1, centrifugovat 1 minutu pii 16 000 g.

Vylit odpad ze sbérnych mikrozkumavek a znovu centrifugovat 3 minuty pfi
16 000 g.

Kolonu vlozit do 1,5 ul Ccist¢é mikrozkumavky, napipetovat 200 pl
piedehiatého Elution Buffer D na kolonu.

Inkubovat 1 minutu pii laboratorni teploté, centrifugovat 1 minuty pii 8 000
g.

Skladovat v mrazicim boxu, pfi teploté -20 °C.

Polymerazova fetézova reakce (PCR)

Pfitomnost specifické kryptosporidiové DNA ve vzorcich byla testovana pomoci

nested PCR amplifikujici ¢ast genu kodujiciho malou ribosomalni podjednotku

(SSU) (Xiao et al. 1999; Jiang et al. 2005a). Sety pouzitych primert jsou uvedeny

v tabulce 3. Useky DNA byly amplifikovany v termocykleru (Bioer) za pouZiti

programu: pocatecni denaturace 3 min pii 94 °C, 35 cykll zahrnujicich denaturaci 45

s pii 94 °C, nasedaci teploty primera 45 s pii 55 °C, extenze 60 s pii 72 °C, a finalni

extenze 10 min pti 72 °C. Pro amplifikaci sekundarniho PCR produktu byly pouzity
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2 pl primarniho PCR produktu. Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA
Cryptosporidium suis. Reakéni smési jednotlivych PCR protokoli jsou uvedeny
v tabulce 4.

Tabulka 3. Sety primera pro amplifikaci genu kodujiciho malou ribosomalni

podjednotku

SSU

Primarni reakce
F1 TTCTAG AGCTAATACATGCG
R1 CCCATTTCCTTCGAAACAGGA
Sekundarni reakce
F2 GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAG
R2 CTCATAAGGTGCTGAAGGAGTA

Tabulka 4. PCR protokol pro amplifikaci ¢asti genu kodujiciho malou

ribosomalni podjednotku

Primarni reakce Sekundarni reakce

H.O e 1230l H,O - 13,10pl
MgCl, 25mM 1,20 ul  MgCl, 25 mM 1,20ul
10x buffer  ------------- 2,00 pl 10x buffer ~ ---------m--- 2,00ul
dNTP 10 mM 0,40 ul ~ dNTP 10 mM 0,40ul
Forvard 10 uM 0,40 ul  Forvard 10 uM 0,40ul
primer primer

Reverse 10 uM 0,40 ul Reverse 10 uM 0,40l
primer primer

BSA 10mg/ml 0,80 ul  —mmmmmmmmme s e
Taq 1 U/ ul 0,50ul  Tag 1 U/ ul 0,50ul
DNA e 200ul  DNA e 2,00ul
celkem 20,00 ul  celkem 20,00ul

4.2.4 Gelova elektroforéza
Vysledné produkty ze sekundarni PCR byly vizualizovany elektroforézou na 1%
agarozovém gelu s pfidavkem 5 pl ethidium-bromidu.
Chemikalie
» 50 x TAE pufr (242 g tris baze, 47,1 ml ledové kyseliny octové, 100 ml 0,5
M EDTA pH 8,00)
» agardza

> ethidium bromid
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» 100 bp ladder
Pracovni postup

» Smichat agarozu s TAE pufrem.

» Nechat rozpustit v mikrovinné troubé a zchladit na teplotu cca 50 °C pod
tekouci vodou.

» Pridat ethidium-bromid.

» Nalit gel do formy, vlozit hieben a nechat ztuhnout.

» Po ztuhnuti vyjmout hieben a vlozit gel do elektroforetické vany s 1 x TAE
pufrem.

» Do jamek vzniklych po vyjmuti hiebenu nanést vSechen produkt sekundarni
PCR.

» Spustit elektroforézu pii napéti 70 V na dobu potiebnou pro separaci
fragmentti DNA (cca 50 min.).

» Vizualizovat DNA fragmenty za pomoci UV transimulatoru.

4.2.5 lzolace gelu
» Vyftiznout fragmenty DNA z gelu skalpelem a vlozit do mikrozkumavky 1,5
ml.
» Poté vyizolovat DNA pomoci kitu QIAquick® Gel Extraction Kit (Qiagen,

Germany) dle navodu uvedeného vyrobcem.

4.2.6 Sekvenace

Sekundarni produkty z PCR byly sekvenovany za pouziti sekundarnich primert.
K sekvenaci byl pouzit ABI BigDye Terminator v 3. 1. Cycle Sequencing Kkit
a sekvenator ABI3130. Ziskané sekvence byly ru¢né upraveny pomoci programu
ChromasPro  (http://www.technelysium.com.au/chromas.html) a  porovnany
se sekvencemi uloZenymi v databazi GeneBank pomoci programu ClustalX (ftp:/ftp-

igbmc.u-strasbg.fr/pub/ClustalX/).

4.2.7 Fylogeneticka analyza
Fylogenetické vztahy jednotlivych druhti a genotypi kryptosporidii byly
vypoc¢teny Neighbor-Joining metodou (Saitou et Nei 1987) zaloZzenou na

2-parametrickém distanénim modelu dle Kimury (Kimura 1980). Bootstrapovy
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konsenzus vysledného stromu byl ziskan na zakladé 1000 opakovani. Pro konstrukci

stromt byl pouzit program TREECON verze 1.3b.

4.2.8 Statisticka analyza
Vliv druhu, véku a pohlavi hostitele byl statisticky vyjadien za pomoci
programu Epi Info (TM) 7.1.3.3 (Centers for Disease Controls and Prevention,
USA). Z vyslednych udaju byl pouzit rizikovy faktor (OR) a pravdépodobnost (p).
Pti statistickych vypoctech je feSen vliv véku na vyskyt kryptosporidii. Jedinci
jsou rozdéleni podle véku do dvou skupin a to na juvenilni (mladi) a adultni

(dospéli).
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5. Vysledky
Mezi lety 2010 — 2013 bylo odebrano 399 vzorkd trusu od veverek odchycenych

na severu Italie. Z celkového poctu 399 odebranych vzorki bylo 166 vzorki
odebrano od druhu Sciurus vulgaris, 162 od Sciurus carolinensis a 71

od Callosciurus fynlaysonii.

5.1 Mikroskopické vySetieni

Za pomoci mikroskopického vySetieni byli paraziti z rodu Cryptosporidium
detekovani u 12 jedinci (3 %) zcelkového poctu 399 vySetienych. Z 12
mikroskopicky pozitivnich vzorkli pochéazely 3 vzorky od Sciurus carolinensis a 9
vzorkd od Sciurus vulgaris. Vsechny vzorky Callosciurus fynlaysonii byly

pti mikroskopickém vySetieni negativni.

5.2 Molekularni analyzy

Metodou nested PCR amplifikujici ¢ast genu kodujiciho malou ribozomalni
podjednotku (SSU) byla detekovana ptitomnost specifické DNA kryptosporidii u 18
(4,5 %) vzorkl veverek.

U dvou zvifat, kterd byla molekularnimi metodami pozitivni na pfitomnost
specifické DNA kryptosporidii nebyly zjistény informace o véku a pohlavi jedinct.
Z téchto davodii je stémito vzorky pocitano pouze u celkového porovnani
nachylnosti k infekci kryptosporididzy. Dalsi statistické vypocty jsou provedeny
bez téchto dvou vzork, tedy je pocitdno s celkovym poctem 397 vySetienych vzorki

misto 399.

5.2.1 Vliv druhu hostitele na vyskyt kryptosporidii u sledovanych zvirat

Z celkového pocétu 166 vysetienych vzorki od Sciurus vulgaris bylo 12
pozitivnich a ze 162 vySetfenych vzorka od Sciurus carolinensis bylo 6 pozitivnich.
Ztoho vyplyva, ze zastupci druhu S. wvulgaris byli 2,03x ¢astéji infikovani
kryptosporidiemi nez zastupci druhu S. carolinensis, s pravdépodobnosti (p = 0,12).

Vsech 71 vzorkt od Callosciurus finlaysonii bylo na kryptosporidie negativnich.
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5.2.2 Vliv pohlavi na vyskyt kryptosporidii u sledovanych zviiat

Statistickd analyza neprokdzala vliv pohlavi na vyskyt kryptosporidii
u sledovanych zvirat (p = 0,59). Z celkového poctu 200 a 197 vySetienych samic,
respektive samcu bylo 8, respektive 8 pozitivnich. VSech 71 vzorka od Callosciurus
finlaysonii bylo na kryptosporidie negativnich.

Z celkového poctu 76 vysetfenych samct S. carolinensis byly 4 pozitivni
na kryptosporidie (5,3 %). Z 82 vzorku ziskanych od samcu S. vulgaris byly stejné
jako u S. carolinensis pozitivni 4 vzorky (4,9 %). Statistickd analyza neprokazala
vyznamny rozdil v promofenosti samct riznych druht veverek (p = 0,60).

Od samic S. vulgaris bylo celkem vySetieno 83 vzorki, znichz bylo 7
pozitivnich na kryptosporidie. Od samic S. carolinensis bylo vySetieno 85 vzorkl
a Znich byl pouze jeden pozitivni na kryptosporidie. Z téchto vysledki je tedy
patrné, Ze samice S. vulgaris jsou 7,74x c¢astéji infikovany kryptosporidiemi
nez samice S. carolinensis, s pravdépodobnosti p = 0,03.

Ani vramci druhu S. carolinensis, ani S. vulgaris nebyl prokazan rozdil
v prevalenci kryptosporidiovych infekci mezi samci a samicemi (p = 0,15 a p = 0,27,

respektive; tabulka 5.).

5.2.3 Vliv véku na vyskyt kryptosporidii u sledovanych zviiat

Z celkového poctu 397 vzorki, bylo pouze 38 jedincti juvenilnich a 359 jedinci
adultnich. U juvenilnich jedinci bylo zjisténo 6 pozitivnich zvifat (15,8 %)
na kryptosporidie, zatimco z 397 adultnich jedinci bylo celkem 10 pozitivnich (2,5
%). Ztéchto udaji vyplyva, Ze juvenilni jedinci jsou 6,54x casténi infikovani
kryptosporidiemi nez adultni jedinci, s pravdépodobnosti (p = 0,002). VSech 71
vzorkt od Callosciurus finlaysonii bylo na kryptosporidie negativnich.

Zatimco z celkového poctu 19 juvenilnich jedinct S. vulgaris bylo 5 pozitivnich
na kryptosporidie (26,3 %), juvenilni jedinci druhu S. carolinensis byly 6,43x méné
Castéji infikovani kryptosporidiemi (5,3 %; 1/19). Vzhledem K nizkému poctu
sledovani nebyl rozdil mezi druhy statisticky vyznamny (p = 0,09).

Od adultnich jedinctu S. vulgaris bylo celkem vySetieno 146 vzorkt, z toho 6 vzorku
bylo pozitivnich na kryptosporidie (4,1 %). Od adultnich jedinct S. carolinensis bylo
vySetieno celkem 142 vzorki a z nich 4 byly pozitivni (2,8 %).
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Statistickd analyza neprokézala statisticky vyznamny rozdil v promotfenosti
adultnich populaci veverek rodu Sciurus (p = 0,39).

Zatimco statisticka analyza neprokazala rozdil v prevalenci kryptosporidii mezi
juvenilnimi (1/19) a adutlnimi (4/142) jedinci S. carolinensis (p = 0,47), juvenilni
jedinci (5/19) S. vulgaris byly 8,21x ¢astéji infikovani nez adultni jedinci (6/146; p =
0,004)

Tabulka 5. Pocet na kryptosporidie pozitivnich a negativnich jedincti adultnich
a juvenilnich samcti a samic jednotlivych druhti veverek

Pozitivni Negativni

Druh n samci samice samci samice

juv ad juv ad juv ad juv ad

S. vulgaris 165 2 2 3 4 6 72 8 68
S. carolinensis 161 0 4 1 0 6 66 12 72
C. finlaysonii 71 0 0 0 0 0 39 0 32
Celkem 397 2 6 4 4 12 177 20 172

Juv — juvenilni; ad - adultni jedinci

5.3 Genotypizace

Sekvenacni analyzou PCR pozitivnich vzorkli byl prokazdn ve 12 piipadech
vyskyt Cryptosporidium ferret genotype, ktery se shodoval s genotypem
Cryptosporidium ferret genotype ulozenym v GenBank [EU250845], ve 3 piipadech
se ziskané sekvence shodovaly s genotypem Cryptosporidium skunk genotype
[JQ413444], ve 2 piipadech s druhem Cryptosporidium ubiquitum [AF262328] au 1
vzorku byla ziskana sekvence identicka s genotypem Cryptosporidium chipmunk
genotype 1 [JX978272] (obrazek 4). Pocet infikovanych jedincii u jednotlivych druhti
veverek je znazornén Vtabulce 6. Prevalence téchto detekovanych druhd

je znazornéna v grafu 1.
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Obrazek 4. Kladogram fylogenetickych vztaht izolatd kryptosporidii pouZzitych
v této studii (tuéné zvyraznéno) s ostatnimi druhy a genotypy kryptosporidii
na zaklad¢ casteéné nukleotidové sekvence genu kodujiciho malou ribozomalni
podjednotku vytvofeny metodou neighbor-joining v programu Treecon; 1000%
bootstrap; zndzornény hodnoty podpory vétvi vice nez 50 %.
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Tabulka 6. Pocet infikovanych jedinci u jednotlivych druht veverek, plus
procentuelni vyjadieni

Pocet vySetienych/pozitivnich jedincu (%)

Parazit s vulaaris S.caroline C.
-Vulg nsis finlaysonii

C. ubiquitum 166/0 (0,0) 162/2 (1,2) 71/0 (0,0)
Cryptosporidium
skunk genotype 166/0 (0,0) 162/3 (1,9) 71/0 (0,0)
Cryptosporidium
chipmunk 166/1 (0,6) 162/0 (0,0) 71/0 (0,0)
genotype
Cryptosporidium 166/11 (6,6) 162/1 (0,6) 71/0 (0,0)

ferret genotype

Graf 1. Prevalence jednotlivych druht kryptosporidii detekovanych ve vzorcich

trusu veverek

| C. ubiquitum (0,5%) m C. skunk genotype (0,75%)
C. chipmunk genotype | (0,25%) mC. ferret genotype (3%)
W Negativnivzorky (95,5%)

0,75%  0,25%

0,5% 39
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6. Diskuze

Problematice epidemiologie zastupct ¢eledi Sciuridae neni vénovana pfilis velka
pozornost. O infek¢nosti a hostitelské specifité kryptosporidii u téchto zvitat se toho
zatim mnoho nevi.

U veverek celedi Sciuridae bylo zjisténo jiz vicero druhi a genotypt
kryptosporidii v riznych ¢astech svéta. Vyskyt kryptosporidii u ¢eledi Sciuridae byl
popsan naptiklad v USA (Sundberg et al. 1982; Atwill et al. 2001; Zielgler et al.
2007), v Italii (Kvac et al. 2008; Bertolino et al. 2003) a v Asii (Hurkova et al. 2003;
Chaochao et al. 2009).

Celkova prevalence kryptosporidii u veverek celedi Sciuridae zjiSténa v této
praci Cinila 4,5 %. Tato prevalence je pomérné nizkd oproti prevalenci zjiSténé
v Italii u veverek stejné Celedi, konkrétné druhu Sciurus vulgaris, kde byla zjisténa
celkova prevalence kryptosporidii 24,3 % (Kva¢ et al. 2008). V Ciné pak byla
u veverek zjiSténa podobné vysoka prevalence 28,2 % (Chaochao et al. 2009).
O néco nizsi prevalence (12 %) byla zaznamenana u veverek druhu (Spermophilus
beecheyi) v USA (Atwill et al. 2004). Pomérné vysoka prevalence kryptosporidii
byla zaznamenana v New Yorku u hlodavct ¢eledi Sciuridae a to 37,5 % (Feng et al.
2007). Obecné lze tedy fict, Ze se prevalence u veverek celedi Sciuridae pohybuje
V rozmezi od 4,5 do 37,5 %.

V této praci bylo nejvice jedinci infikovano Cryptosporidium ferret genotype.
Celkem byl tento parazit detekovan u 11 jedinci Sciurusu vulgaris a u jednoho
jedince Sciurus carolinensis z celkového poctu 399 vzorkil, coz znamena prevalenci
vyskytu Cryptosporidium ferret genotype 3 %. Mnohem vyssi prevalence byla
zaznamenana u Sciurus vulgaris odchycenych na severu Italie, kde z vySetfenych
veverek bylo 15 (21,15 %) pozitivnich na Cryptosporidium ferret genotype (Kvac
et al. 2008).

Oproti Cryptosporidium ferret genotype byla prevalence Cryptosporidium
chipmunk genotype I zanedbatelna, tento genotyp byl vtéto praci detekovan
u jednoho jedince Sciurus vulgaris s prevalenci 0,25 %. Podobné nizka prevalence
byla zjisténa téz u Sciurus carolinensis (0,18 %) a u Tamias striatus (0,18 %) v New
Yorku (Feng et al. 2007). Kvac¢ et al. (2008) informovali o vyskytu tohoto genotypu

u dvou jedinci Scisurus vulgaris v Italii.
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Nizka prevalence Cryptosporidium skunk genotype (0,75 %) zjisténa v této praci
odpovida 0,18% prevalence zjisténa u Sciurus carolinensis v New Yorku (Feng et al.
2007). Cryptosporidium skunk genotype byl detekovan také u jednoho lidského
pacienta Vv Britanii, je tedy pravdépodobné, ze tento genotyp muze byt infekéni také
pro lidi.

U dvou jedinci veverek Sedych (Sciurus carolinensis) byl zjistén vyskyt
Cryptosporidium ubiquitum diive znamy jako cervine genotype. Prevalence vyskytu
tohoto parazita ¢inila 0,5 %. Vyssi prevalence C. ubiquitum byla uvedena napiiklad
ve Skotsku a ¢inila 12,5 % (Nichols et al. 2010).

V zavislosti na druhu hostitele bylo 12 pozitivnich jedincti od Sciurus vulgaris
a 6 od Sciurus carolinensis, z ¢ehoz vyplyva, ze zastupci druhu S. vulgaris jsou
2,03x ¢asté&ji infikovani nez zastupci druhu S. carolinensis. Tento tdaj nelze posoudit
S jinymi studiemi, protoze se jiné studie vysetfenim a porovnanim obou téchto druht
navzajem doposud nezabyvaly.

V této praci nebyl prokdzan vliv pohlavi na vyskyt kryptosporidii u sledovanych
zvitat. Promofenost samci a samic byla téméf totozna. Obdobnych vysledki bylo
dosazeno v Italii, kde prevalence paraziti u veverek byla zjisténa u samic 14,3 %
a samcu 10 % (Kvac et al. 2008). Odlisna prevalence kryptosporidii u samcti a samic
byla zjiSténa napfiklad u veverek v USA, kde prevalence u samic ¢inila 13 %
a u samct 20 % (Atwill et al. 2001).

Statistickymi vypocty byla v této praci zjiSténa prevalence kryptosporidii
u juvenilnich jedinct 15,8 % a u adultnich 2,5 %, z ¢ehoz vyplyva, Ze juvenilni
jedinci jsou 6,54x Cast€ji infikovani kryptosporidiemi neZ adultni jedinci.
Je vSeobecné znamo, ze mlads$i jedinci maji nedostate¢nou imunitu a je tedy
pravdépodobné, Ze budou také Castéji infikovani. Coz vysledky v této praci potvrzuji.
Opacny vysledek vSak byl zjistén naptiklad v Italii, kde zjiSténd prevalence 13,3 %
u juvenilnich jedinctd, byla nizsi neZz prevalence u adultnich (27,3 %) (Kvac et al.
2008).

Vysledky této prace ukézaly, ze veverky Celedi Sciuridae jsou velice vnimavé
k infekci Cryptosporidium ferret genotype, 61 % pozitivnich jedinct bylo infikovano

timto genotypem kryptosporidii.
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7. Zavéry

U veverek Celedi Sciuridae byla zjisténa prevalence kryptposporidii 4,5 %.
Nizké celkova prevalence naznacuje moznou odolnost téchto hostitelti vici
infekci kryptosporidiemi.

Mikroskopickym vySetienim byl prokazan vyskyt oocyst kryptosporididii
u 12 jedinct veverek celedi Sciuridae.

Molekularnim vySetienim byl prokazan vyskyt DNA kryptosporidii u 18
jedincu.

Za pomoci sekvencni analyzy byl detekovan celkem jeden druh
kryptosporidie (Cryptosporidium ubiquitum) a 3 genotypy (Cryptosporidium
chipmunk genotype, Cryptosporidium ferret genotype a Cryptosporidium
skunk genotype).

Juvenilni jedinci druht S. vulgaris a S. carolinensis jsou ¢astéji infikovani
kryptosporidiemi nez adultni.

V ramci jednoho druhu nebyl zaznamenan vliv véku na vyskyt kryptosporidii.

Nebyl pozorovan vliv pohlavi na vyskyt kryptosporidii.
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