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1. Uvod

1.1. Biologie kryptosporidii

Kryptosporidie (rodCryptosporidium) jsou jednobué&ni obligatorni paraziti povazovani za
jednu z bazalnich linii kmene ApicomplexaivBdne byly kryptosporidiefazeny do jedné
z ¢eledi tidy Coccidea (Corliss 1994, Fayer et al. 1997).|®@sdtasnych poznatk jsou
piibuzné gregarinam (Carreno et al. 1999k fe poji nepitomnost plastidového genomu
(Zhu et al. 2000), antigennitipuznost zjigina pomoci reakce monoklonalnich protilatek
(Bull et al. 1998) a podobnostkterych stadii vyvojového cyklu (Hijawi et al. 2001
Vyvojovy cyklus kryptosporidii je monoxenni (obr&zg; Fayer et al. 1997, Thompson et
al. 2005). Cely cyklus probiha v gastrointestinalniaktu hostitele (Current et Blagburn
1990). Spolknuté fippadré inhalované oocysty v hostiteli excystuji. Proté¢icke enzymy
(serinové a cysteinové endopeptidazy, aminopept)ddegraduji suturu (Chappell et al.
2003). Z oocysty se posléze uvolni infek stadia - sporozoiti, kieadheruji k hostitelskym
bunkédm. Na rozdil od kokcidii (Ortega et al. 1997 nseanduji do cytoplazmy, aletstavaji
inkorporovany intracelulagnextracytoplazmaticky. Sporozoiti s&ni na trofozoity uzatené
v parazitoforni vakuole v enterocytech mikrakl{€lliott et al. 2001). Jadro trofozoita sé&id
a dochéazi k asexualnimi mnozeni - merogonii. U wi@hparvum existuji dva typy merofit
meront typu | (vytvéi 8 merozoil) a typu Il (vytv& 4 merozoity). Merozoiti z meronta
typu | se dale mnozi asexudlrzatimco merozoiti z meronta typu Il vstupuji éxwsalni faze
- gametogonie. Merozoiti typu Il napadaji hostkélsbuiky, ve kterych se transformuji
v pohlavni stadia - jednojaderné mikrogamonty ajaiderné mikrogamonty. ®@kpohlavni
stadia vytvéeji samostatné makrogametocyty a mikrogametocytgikfogametocytu se
uvoluji pohyblivé mikrogamety, které oplodni makrogaoogt, splynutim vznikne zygota.
Béhem endogenni sporulace vznikaji ze zygoty dva tygyyst - silnosinné a tenkoshné.
Z celkového potu oocyst tvéi 80 % silnosinné oocysty (charakteristické dvojitou
membranou), které opoudgttélo hostitele se stolici (pdpsekrety dychacich cest) a slouzi
k prenosu infekce na dalSi vnimavé hostitele. Terkogt oocysty excystuji jeStv tle

hostitele a infikuji dalSi hiky v travicim traktu (Current 1988).



Obrazek 1. Vyvojovy cyklu€ryptosporidium parvum
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Od nalezeni prvniho druhu rodiryptosporidium (C. muris, Tyzzer 1910) bylo popsano
znané mnozstvi druin kryptosporidii infikujicich Siroké spektrum hostit. Vzhledem
k tomu, Ze byly kryptosporidie taxonomickgzeny mezi kokcidie,ipdpokladala se i u nich
striktni hostitelsk& specifita. Na zaktadsgsnych mezidruhovych infekci bylo mnoho diuh
prohlaseno za neplatné.

Taxonomie je vSak nejednotna, stale chybi vSeabgigiimany konsensugada autal se
rozchazi v pojeti jednotlivych drih V tabulce 1 je uvedenighled druli platnych dle
Thompsona et al. (2005) dophy o druh C. bovis (Fayer et al. 2005). V ramci rodu
Cryptosporidium se u gkterych genotyp predpoklada fejmenovani na novy drulC(pestis,
Slapeta 2006). Receritrbylo popsano &3si mnoZstvi dal$ich drith popisy jsoudasto
nekompletni, chyi klicové znaky, wetre molekularni analyzy a stanoveni lokalizace
v hostiteli apod. (nap C. nasorum Hoover et al., 1981). ProtoZzéznymi autory nejsou tyto
popisy z vySe uvedenychindodi akceptovany, nebyly daghledu zahrnuty.

V ramci roduCryptosporidium lze odlisit d¥¢ monofyletické linie - Zaludai a stevni
kryptosporidie (Xiao et al. 2004). i8t/ni kryptosporidie maji mensi kulaté oocysty fnap
C.parvum 5 x 4,5 um; Tyzzer 1912), kdezto Zaladiedruhy maji oocysty &si a ovalné

(nap. C. andersoni 7,4 x 5,5um; Lindsay et al. 2000).



Tabulka 1. Behled platnych druhrodu Cryptosporidium
(podle Fayer et al. 2005, Thompson et al. 2005)

Druh Typ|c_:ky Lokalizace
hostitel
C. andersoni Lindsay et al., 2000 skot slez
C. baileyi Current et al., 1986 tbez bursa
C. bovis Fayer et al., 2005 skot neni znama
C. canisFayer et al., 2001 psi tenkéesto
C. felis Iseki, 1979 koky tenké stevo
C. hominis Morgan-Ryan et al., 2002 clovek tenké stevo
C. galli Pavlasek, 1999 ptaci Zlaznaty Zaludek
C. meleagridis Slavin, 1955 ptéci tenkéisto
C. molnari Alvarez-Pellitero et Sitja-Bobadilla, 2002 ryby udek, tenkeé sevo
C. muris Tyzzer, 1910 hlodavci  zaludek
C. parvum Tyzzer, 1912 savci tenk&eto
C. saurophilum Koudela et Modry, 1998 jeSky  Zaludek, tenké &vo
C. serpentis Levine, 1980 plazi Zaludek
C. suisRyan et al., 2004 prasata Zaludek, tlustévst
C. wrairi Vetterling et al., 1971 iecCi tenké stevo

Kryptosporidiéza postihuje nigstji savce (¢etrg ¢lovéka, hospodiékych a domécich
zvirat) v mensi nie ptaky, plazy a ryby. Infekcetrbe byt zfisobena jednim nebo vice druhy
kryptosporidii sotasre (Torres et al. 2000).

Klinické projevy kryptosporidiézy u imunokompetefth jeding se liSi dle lokalizace
v hostiteli a podle druhu kryptosporidie. Wtsiny stevnich drufi (C. parvum, C. hominis,
C.fdis, C. canis atd.), které jsou lokalizovanyrgvazi v tenkém dew, je privodnim
znakem onemoemi vodnaty pitjem. DalSimi piznaky mohou byt dece v kiSe, zvraceni,
mirné zvySenda teplota, nevolnost, slabost, Unava, nenbtwi, zimnice a zvySené poceni
(Fayer 2003). U neonatélnich gati mohou byt $evni druhy picinou mortality (O’Donoghue
1995). U stevnich druld kryptosporidii, jako jeC. suis, s lokalizaci v tlustém v probiha
kryptosporidiézacasto bez typickych symptam(Vitovec et al. 2006). Kryptosporidioza
zpisobend Zaludeimi druhy ma ve #&Siné piipadi asymptomaticky pibeh,
pouze v gkolika pripadech byly popsany klinickéfipnaky spojené s anorexii a Ubytkem
hmotnosti (Anderson 1987, Pospischil et al.1987).

U imunodeficitnich jedink je pribéh kryptosporidiozy odlisSny. Onemoémi je chronické,
casto diseminuje do dalSich orgéftely gastrointestinalni trakt, vy mechyt, Zzluéovody,
slinivka, dychaci trakt; Fayer et al. 1997).aBsh onemocwBni zavisi na stupni
imunodeficience, u AIDS paciantje rozhodujicim faktorem mnozstvi CD4+ lymfoiryt
(Flanigan et al. 1992).



Hostitelska specifita a od ni se odvijejici mozrgiehosu z jednoho hostitelského druhu
na jiny pati mezi vyznamné epidemiologické faktorykeRos kryptosporidii fite probihat
piimym kontaktem mezi hostiteli, poZitim kontaminogamody nebo jidla nebo pomoci
kontaminativnino fenosu {lenovci a ptaci). Jednim z n@jdzitéjSich zdroji
kryptosporidiovych infekci jsou vodni zdroje zisné trusem nebo stolici (Fayer et al.
2000a).

1.2. Kryptosporidie v zoologickych zahradach

V zoologickych zahradach je chovano Siroké spektdrohi exotickych zvfat, které jsou
potencionalnimi hostiteliGznych druli rodu Cryptosporidium. Zvitata naviccasto pochazi
z epidemiologicky neprozkoumanych oblasti a&swy z nich neni zndma vnimavost ke
kryptosporidiovym infekcim. Dikgastym vyngnam chovnych zvat mezi jednotlivymi ZOO
(Kostal et al. 2004) ize dochazet kipnosu kryptosporididzy i na dalSi jedince téhoZiale
jinych druha (Appelbee et al. 2005). Mezi potencialni hostitgé#i, vzhledem k relativé
Uuzkému kontaktu s nakazenymiiatly, i oSetovatelé.

Zoologické zahrady poskytuji velké mnozstvi toldostupného materidlu ke studiu
hostitelského spektra agmosu mezi hostiteli. Diky velkému mnozstvi chovamgruhi jsou
popisovany nové genotypy kryptosporidii (Ryan et 2003). | pes mozny penos
kryptosporidii z exotickych zyd@t naclovéka jsou vSak detailni vydeni kryptosporididzy
v ZOO spiSe vyjimkou. Vzhledem k z&rani bakalgské prace se v nasledujici reSersi blize
zabyvam pedevsim lichokopytniky, sudokopytniky, hlodavcipbbtnatci a damany.
(Majewska et al. 1997, Gémez et al. 2000, Delgadal.e2003, Matsubayashi et al. 2005).
V n¢kolika dalSich pipadech byly publikovany pouze ojedlié nalezy (Cranfield et al. 1984,
Pospischil et al. 1987).

V zoologické zahratlv Torontu byli vySeatvani volre Zijici myvalové severniRfycyon
lotor), u kterych byla zjigina stevni kryptosporidiéza bez blizSiho¢eni druhu, penos na
chovana zvata vSak studovan nebyl (Cranfield et al. 1984)nnichovské ZOO byla
popsana Zaludei kryptosporidioza dtyi gazel atlaskychGazella curvieri) (Pospischil et al.
1987). VCeské republice byl u sluky lesrficolopax rusticola) z prazské ZOO popsan novy
genotyp (Ryan et al. 2003).



Nejvice udaj o kryptosporidiovych infekcich v ZOO pochéazi z &wy. V poznaskeé
ZOO bylo vySeteno pomoci 3 druhbarveni (barveni dle Ziehl-Neelsena, modifikovanéh
Kinyounovo barveni a barveni safranin-metylenovoaodii) a imunoenzymatické metody
celkem 66 vzork trusu ze sawvc (primati, chobotnatci, lichokopytnici a sudokoggin
Kryptosporidie byly nalezeny u 6 asymptomatickyedinai: dva druhy primat a ti druhy
kopytniki (nosoroZec tuponosgeratotherium simum, jelen lyrorohy Cervus €di, jelen
bélohubyCervus albirostris) a slon indicky Elephas maximus) (Majewska et al. 1997).

V barcelonské ZOO bylo prové&do dlouhodobjsi sledovani vyskytu kryptosporidii.
Béhem sledovaného obdobi prevalence wgseinych zwuiat stoupala. Prvni studie se
zabyvala vyhradh primaty (Gomez et al. 1992). DalSi studie byla &@ma na Selmy,
sudokopytniky a lichokopytniky. Kryptosporidie bykjisttny pouze u §i druhi kopytniki
(pakin zihany Connochaetes taurinus taurinus, gazela dorcasGazella dorcas, voduska
znamenan&obus elipsiprymmus, buvol kaferskySyncerus caffer, Zirafa kapskaGiraffa
camelopardalis a nosorozce tuponosélieratotherium s. simum). Diagnostika kryptosporidii
byla provadna pouze na zakladvelikosti oocyst, z niz autiousoudili, Ze infekce &tSiny
zvitat byla zgisobena druher. parvum, pouze u nosorozce tuponosého se piawdobré
jednalo o drulC. muris (Gémez et al. 1996). V néasledujicich letech bybsw vySetovanych
zvirat rozSfen na 21 druln primati a 36 druldi velkych byloZzravych obratlovc
Kryptosporidie byly nalezeny u 14 drulprimafi, 20 druti sudokopytnik (antilopa jelenni
Antilope cervicapra, guanakd_ama guanicoe, pakin modryConnochaetest. taurinus, sambar
indicky Crotalus unicolor, Zirafa Giraffa camelopardalis, wapity vychodniCervus elaphus
canadiensis, bongo Tragelaphus eurycerus, velbloud jednohrbyCamelus dromedarius,
velbloud dvouhrbyCamelus bactrianus, hroSik liberijskyHexaprotodon liberensis, gaur Bos
taurus frontalis, nilgau pestryBosephalus tragocamelus, zubr evropskyBison bonasus, bizon
Bison bison, gazela dorcassazella dorcas, anoa nizinnyBubalus depressicornis, oryx
jihoafricky Oryx damaah, muflon Ovis musimon, pekari paskovanylayassu tajacu, daiek
evropsky Dama dama), 2 druhi lichokopytniki (tapir jihoamericky Tapirus terrestris,
nosorozec tuponosgeratotherium s. ssimum) a u slona africkéholLpxodonta africana).

K druhovému uteni kryptosporidii byla, stefnjako v gedchozi praci, pouzita vyhratin
morfometrie oocyst. VSechny nalezené kryptospotigig ozna&eny jakoC. parvum (Gomez

et al. 2000). V posledni studii z barcelonské ZO@o bparazitologické vys&tni na
kryptosporidie provéagho tikrat do neésice po dobu jednoho roku (Gracenea et al. 2002).
Z diagnostickych metod bylo pouzito barveni Hergikss Pohlenz a IF test. Celkem 10 druh

kopytniki (pakin modry Connochaetes taurinus, velbloud dvouhrbyCamelus bactrianus,



velbloud jednohrbyCamelus dromedarius, Zirafa Giraffa camelopardalis, antilopa losi
Taurotragus oryx, darek evropsky Dama dama, wapity vychodni Cervus elaphus
canadiensis, jelen indickyAxis axis, oryx jihoafricky Oryx dammah a nosoroZec tuponosy
Ceratotherium s. ssimum) bylo pozitivnich na kryptosporidie. NejvysSi ged pozitivnich
jedinax byl zjistn béhem zimy (35 pozitivnich vzotkv zimé oproti 21 v 1é%).

V zoologické zahratlv Lisabonu bylo v prvni studii na kryptosporidigSeteno 34 druf
piezvykavd@. Diagnostickymi metodami bylo barveni podle Zidldelsona, IF test a
ELISA.Vzorky trusu byly odebirany jednouésiné po dobu jednoho roku. Celkem bylo
zjisténo 9 druli pozitivnich sudokopytnik (jelen lyrorohyCervus eldii, bizon prérijniBison
bison bison, bongo Tragelaphus eurycerus isaaci, kudu velky Tragelaphus s. strepsiceros,
adax nubijskyAddax nasomaculatus, buvolec pestryDamaliscuc dorcas, paovce fivnata
Ammotragus lervia, oryx jihoafrickyOryx gazella a grimorozec arabsk@ryx leucoryx). Ctyfi
mlad’ata (dva adaxové nubijsi&ddax nasomaculatus a dva oryxove jihoaféti Oryx gazella)
na kryptosporidiézu uhynula (Delgado et al. 2003).stejné ZOO popsali Alves et al. (2003)
na zaklad molekularni analyzy ziskanych izalavyskyt C. parvum bovinniho genotypu
u prezvykavd. V dalSi praci se Alves et al. (2005) zabyvali kgtem kryptosporidii u 100
druhi savaé a 28 druli plazi. Oocysty kryptosporidii byly nalezeny u dvou diusava
(pakin  béloocasy Connochaetes gnou, bizon Bison bison) a jedné Zelvy hizdnaté
(Geochelone pardalis). I1zolat z bizona amerického byl totoZnyCeyptosporidium mysim
genotypem a izolat z Zelvy &xdnaté byl totozny €ryptosporidium Zelvim genotypem.
U pakorg byl nalezen dosud nepopsany genotyp. U bizona iekédo byly v lisabonské
ZOO kryptosporidie zji$hy pouze jednou s nizkou intenzitou infekce. Autproto
nevylwuji pasaz oocyst.

V zoologické zahra#l v japonské Osace byla kryptosporidiéza videina u 43 drubh
sava@ a 43 druli ptaki. Kazdy vzorek byl v§isten flotaci na cukru a naslegprohlizen za
pouziti diferencialniho interferéniho kontrastu, dale byl pouZit IF test. Kryptosgiar byly
detekovany pouze u psika myvalovitéhdydtereutes procyonoides) (Matsubayashi et al.
2005).



2. Cile préace

. zpracovat literarni reSersi o tématu

. vySetit specifickymi metodami soubor kopytiiik a hlodavé chovanych
v zoologickych zahradach na kryptosporidie s ciiskat izolaty k dalSimu vyzkumu

. pomoci analyzy vyznamnych gerzaadit vybrané izolaty do ifsluSnych druf a
genoty a pokusit se dat vysledky do souvislosti secasnymi pedstavami o
druhové diverzit i epidemiologii kryptosporididzy

. posoudit roli exotickych zvat jako zdroje kryptosporidii infikujicich hospdeka

zvirata a imunodeficitni pacienty



3. Material a metodika

3.1. Material

Vzorky trusu pochazejici ze zat chovanych v ZOO a z cirkusu byly individu&lmdebirany
ihned po vykaleni z¥éte a skladovanyip4 °C bez dalSi fixace a konzervacecoszorki
z jednotlivych zoologickych zahrad a cirkusu jsaedeny v tabulce 2.

VysSetovana byla zvata nasledujicich taxénArtiodactyla (sudokopytnici),
Perissodactyla (lichokopytnici), Rodentia (hlodaecPaenungultata (chobotnatci a damani).

Seznam vSech vygenych druli zvirat je uveden v kapitole 4. Vysledky.

Tabulka 2. Péet vySetenych vzork v jednotlivych zoologickych zahradach a cirkusu

Datum Pocet Artiodactyla Perissodactyla Rodentia Paenungultata

Instituce 9 o
odbéru vzorka
Zoo Dwvir Kralové  12.10.2005 41 39 - 2 -
17.02.2006 72 69 - 2 -
14.08.2006 86 81 - 4 1
27.02.2007 29 29 - - -
Zoo Ohrada 21.09.2006 9 9 - - -
Zoo Plza& 06.10.2006 45 30 5 10 -
Zoo Praha 02.02.2007 41 - 16 23 2
Cirkus Berousek 12.05.2006 8 4 3 - 1
Celkem 331
3.2. Metodika

3.2.1. Diagnostika oocyst kryptosporidii
Oocysty kryptosporidii byly detekovany pomoci sfiekého barveni anilin-karbol-metyl

violeti s dobarvenim tartrazinem (Mikk et Vitovec 1985).

Pouzité roztoky:

* roztok methylvioleti (methylviol 0,6 g; anilin 1 ml; fenol 1 g; etanol 30 ml;
deionizovana voda 70 ml)

* kyselina sirova (2% vodny roztok)

* roztok tartrazinu (1% tartrazin v 1% kyselioctové)



Pracovni postup:

natit vzorek trusu na podlozni siio, fixovat metanolem v plameni
barvit roztokem metylvioleti 30 minut

oplachnout vodou

diferencovat v 2% kyselinsirové

oplachnout vodou

dobarvit tartrazinem

N o g bk DN

oplachnout vodou, nechat zaschnout

Nabarvené vzorky byly prohlizeny&elnym mikroskopem (Olympus IX 70¥igvétSeni
1000x. Oocysty majiazovou az fialovou barvu, pozadi se barvi do zelena.

3.2.2.Cisténi kryptosporidii na sachar6zovém gradientu
Vzorky obsahujici oocysty kryptosporidii byly &$tény sachar6zovym gradientem

(Arrowood et Sterling 1987).

Pouzité roztoky:

» Sheateiv cukerny roztok (deionizovana voda 259 ml; cuks g0fenol 7,29 g)

* PBS Tween (1% fosfatovy pufr; 0,5 ml Tween 20 (8§rv

» pracovni Sheaterovy roztoky: 1+2 (1 dil Sheateroztoku + 2 dily PBS Tween)

1+4 (1 dil Sheaterova roztoku + 4 dily PBS Tween)

Pracovni postup:

1. vzorek trusu (10-15 g) homogenizovat &ect misce aigcedit pes sitko

2. do zkumavky navrstvit gradienty: spodni vrstva 3(Bimeaterova roztoku 1+2, 30 ml
Sheaterova roztoku 1+4 a 15 miedného vzorku
centrifugovat 20 minutip 13709 a teplot 4 °C
supernatantiglit do nové zkumavky a doplnit deionizovanou vodou
centrifugovat 20 minutip1370g a teplot 4 °C
vodni vywvou odsat horni polovinu obsahu zkumavky

body 5 a 6 2x opakovat

© N o 0~ W

pelet obsahujici oocysty kryptosporidiepést pasterkou disté zkumavky a

skladovat ve tréa pri teplog 4 °C



Ke kazdému vzorku (10 ml) bylofidano 150ul antimykotik a antibiotik (Antibiotic,
Antimycotic, Sigma) a 5@l gentamicinu (Lek, Slovenia). Vzorky v nativu bybyohlizeny
swtelnym mikroskopem (Olympus IX 70)fipzvétSeni 1000x za pouziti diferencialniho

interferergniho kontrastu (DIC).

3.2.3. Fimy imunofluorescertni test
Purifikované oocysty kryptosporidii (po sacharézov@radientu) byly barveny pomoci

Cryptosporidium spp.antigen IF testu (Crypto Cel, Medac).

Pouzité roztoky a chemikalie:
e metanol
* Crypto Cel Reagent (Medac)
* PBS
* Mouting Fluid (Medac)

Pracovni postup:
1. najamkové podlozni skko nanést 1@l vzorku, nechat zaschnout
fixovat 5 minut v metanolu, nechat zaschnout
nanést 1Qul Crypto Cel Reagent
inkubovat skitko ve vihké kondrce 30 minut fi 37 °C

opatrre omyt 1 minutu v PBS, nechat zaschnout

S o

nanést 25l Mouting Fluid, giloZit kryci sklicko

Vzorky byly prohlizeny fluoresc€nim mikroskopem (Olympus IX 70)fipzvétSeni
1000x. Na obal oocyst kryptosporidii se navazalyhaktonalni protilatky s fluoresceinem.

Pri vinové délce 490 nm maji oocysty kryptosporidétie zelenou fluorescenci.

3.2.4. Izolace DNA
Celkova DNA byla extrahovanaimo z trusu pomoci kom&tiho kitu Qiamf5 DNA Stool

Mini Kit (Qiagen).
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Pouzité chemikalie:
« inhibi¢ni tableta EX
e pufry: ASL, AL, AW1, AW2, AE

» proteinaza K

K 180 — 200 mg trusu bylo do mikrozkumavky (1,5 mijidano 200ul ASL a 150 mg
sklerenych kuliéek (g 0,5 mm). Poté bylo provedeno rozbijeni oosystini-beadbeateru
(MINI-BEADBEATER™) po dobu 2 minut § maximalni rychlosti (5000 kmifmin). Dale
bylo postupovano podle navodu, ktery byl &msiti kitu. Ziskand DNA byla uchovanai p
teplot -20 °C.

3.2.5. PCR
Byl pouZit nested PCR protokol pro amplifika¢hsti genu pro malou ribozomalni

podjednotku (SSU rDNA; Xiao et al. 1999b, Jian@le2005). Celkovy objem re&ki snesi

pro jednotlivé polymerazovi&tzove reakce byl 2pl.

Pouzité chemikalie:
» deoxyribonukleosid trifosfaty (ANTP’s, 1,25 mM rokt Top-Bio)
» 10x koncentrovany kompletni pufr pro Taq purple Dpi#lymerazu (15 mM MgG)
» Taq purple DNA polymeraza (1 Wl, Top-Bio)
* PCR voda (Top-Bio)
* MgCl; (25 mM, Top-Bio)
e Bovinni sérovy albumin (BSA) (10 mg/ml, Sigma)
e primery (10 uM)
Primérni primery
F 5 -TCTAGAGCTAATACATGCG-3
R 5-CCCTAATCCTTCGAAACAGGA-3’
Sekundarni primery
F 5 -GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAG-3’
R 5-CTCATAAGGTGCTGAAGGAGTA-3’

11



Reakni smés pro PCR (primarni reakce, celkem2p

e 10x pufr 2,51
* primer (kazdy) 0,5l
* MgCl; (25 mM) 1,5ul
« dNTP’s 4,0ul
- BSA 1,0pl
» Taq polymeraza 0,al
* PCR HO 13,4yl
- DNA 1,0ul

Jako pozitivni kontrola byl pouzit il DNA Cryptosporidium parvum bovinni genotyp.

K sekundarni PCR reakci byly pouzityuf primarniho PCR produktu, re&ki snts se liSila

jen mnozstvim PCR vody a nebyléigano BSA. B primarni a sekundarni amplifikaci byl

pouzit stejny amplifikéni program (viz tabulka 3).

Tabulka 3. Amplifik&ni program pro termocycler (Bioer) pro dvojici pgm

patateini denaturace 94°C 3 min
= denaturace 94°C 45s
< nasedani primér 55°C 45s
5 dosyntetizovani novéhettzce 72°C 60s
finalni extenze 72°C 7 min

3.2.6. Gelova elektroforéza

Velikost PCR fragmeiitbyla owiovana gelovou elektroforézou. Vysledny PCR prodo&a

799 bp bez primé) byl detekovan na 1% agar6zovém geluidgvkem ethidium-bromidu a

vizualizovan pomoci UV zéni (302 nm).

Pouzité chemikalie:

» 50x TAE pufr (242 g Tris baze; 47,1 ml ledové kysgebctové; 100 ml 0,5 M EDTA)

* agardza (Serva)
 ethidium bromid (Sigma)
» 100 bp (nebo 50 bp) DNA Ladder (O’'Gene Ruler™)

12



Pracovni postup:

1. s 1x TAE pufrem smichat agar6zu (vysledna konceetj@1%), nechat rozpustit
v mikrovinné troul a zchladit pod tekouci vodou na teplotiblizné 50 °C

2. pridat ethidium bromid (vysledna koncentrace v gebuu@ na ml)

3. gel nalit do pedem pipravené formy, viozit feben a nechat ztuhnout

4. gel vlozit do elektroforetického tanku nagiheho 1x TAE pufrem, do vzniklych
jamek nanést 100l PCR sekundarniho produktu a 2xll0adderu

5. nastavit nagti na 70 V a spustitifblizné na 1 hodinu (doba pi@bna pro separaci
fragmenitt DNA)

6. pro vizualizaci DNA fragmerim pouzit UV transiluminétor, vinova délka 302 nm.

3.2.7. Kiprava vzorki na sekvenaci a sekvenace
K pripraws byl pouzit sekvenmi kit BigDye® Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Kit. Pro

kazdy primer byla namichana réak snes, v tabulce 4 je uveden amplifikd program.
Vzorky byly sekvenovany z obou stran za pouZzitimeri pro sekundarni PCR. Ziskané
sekvence byly upraveny v programu Chromas Pro, ditio@a ClustalX a srovnany

s referetinimi sekvencemi SSU rRNA ziskanymi z GenBank a RE€ Gitlanta USA.

Slozeni reaéni snesi:

« PET 2ul
* pufr (5%) 3ul
* primer 1pl
* PCR produkt (sekundarni PCRub
« PCRHO 9ul

Tabulka 4. Amplifik&ni program pro termocycler (Bioer), 30 cikl

2 denaturace 94 °Cl min
) % denaturace 54°C30s
o

™ nasedani primér 50 °C 4 min

Srazeni etanolem:
Po namnoZeni daného Useku DNA v termocycleru thyled provedeno srazeni

etanolem.
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Pracovni postup:

1. k produktu sekvertmi PCR pidat 1ul glykogenu pro zviditeléni peletu.
napipetovat ol 0,1 M EDTA a 60ul 96% etanolu.
vzorek protepat a inkubovat 15 minutigaboratorni teplat.
centrifugovat po dobu 30 minutigl °C (21910g)
odsat supernatant diggat 100ul chlazeného 75% etanolu (-20 °C)
centrifugovat 15 minutip4 °C (21910g)

odsat supernatant a vysrazenou DNA vysusigboratorni teplat po dobu piblizné

N o gk~ wbd

30 minut.

3.2.8. Experimentalni infekce
Izolat ziskany ze Zirafy #®dvané Giraffa camelopardalis reticulata De Winton, 1899) byl

pouzit kinfekci 6 neonatalnich BALB/c mySi (7 dstaré) a jejich matky. VSechna
experimentalni zvata byla infikovana perorainv davce 1x1doocyst a denhindividualns

vySefovana na fitomnost oocyst kryptosporidiii (vySe uvedené mgt8@.1.)po 22 dri.
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4. Vysledky

Z celkového pétu 331 vzork od 102 drubh savd bylo na zaklad vysledki (barveni nétra
trusu specifickou metodou pomoci anilin-carbol-mgéthioleti) vyhodnoceno celkem 44
vzorka jako ,pozitivnich® (tabulka 5). Po igcisténi sacharézovym gradientem byly tyto
vzorky barveny IF testem a prohlédnuty DIC. Na aéklysledki IF testu a morfologie byla
zjiStena @itomnost oocyst kryptosporidii pouze ve vzokku78 ze Zirafy §iované Giraffa
camelopardalis reticulata). V ostatnich fipadech nebyly oocysty kryptosporidii prokdzany.

Tabulka 5. Pehled vySaenych zviat (wWdecka iceské nomenklatura Agdy et al. 1999)

DK OH PL PR BE

sudokopytnici (Artiodactyla)

Addax nasomaculatus (de Blainville, 1816) adax nubijsky 5 1
Aepyceros m. melampus (Lichtenstein, 1812) impala jihoafricka 74

Alces a. alces (Linnaeus, 1758) los evropsky 1
Antidorcas marsupialis (Zimmermann, 1780) antilopa skakava gl

Bison bison (Linnaeus, 1758) bizon 1
Bison b. bonasus (Linnaeus, 1758) zubr evropsky 2 1
Bos primigenius (Bojanus, 1827) watusi 2 2
Boselaphus tragocamelus (Pallas, 1766) nilgau pestry 2
Bubalus d. depressicornis (H. Smith, 1827) anoa nizinny 1
Budorcast. taxicolor (Hodgson, 1850) takin indicky 1
Camelus bactrianus Linnaeus, 1758 velbloud dvouhrby 41
Camelus dromedarius Linnaeus, 1758 velbloud jednohrby 5

Capra hircus Linnaeus, 1758 koza domaci 2

Capreolus capreolus (Linnaeus, 1758) srnec obecny 1

Cervus elaphus nannodes (Merriam, 1905) wapiti kalifornsky 1
Cervus eldii M"Clelland, 1842 jelen lyrorohy 1
Cervustimorensis Blainville, 1822 jelen timorsky 1
Connochaetes gnou (Zimmermann, 1780) pakin b&loocasy 6!

Connochaetes taurinus albojubatus Thomas, 1892 pakin b&lobrady 4

Connochaetes t. taurinus (Burchell, 1823) pakiii modry 42

Dama dama (Linnaeus, 1758) darek evropsky 2
Damaliscus dorcas phillipsi Harper, 1939 buvolec klocely 124 1
Gazella dama (Pallas, 1766) gazela dama 7

Gazella leptoceros (F. Cuvier, 1842) gazela piskova 5

Giraffa camelopardalisreticulata De Winton, 1899 Zirafa Sfovana 25°

Giraffa camelopardalis rotschildi Lydekker, 1903 Zirafa Rotschildova 20
Hexaprotodon liberiensis (Morton, 1849) hrosik liberijsky 4

Hippotragus equinus (Desmarest, 1804) antilopa kaiska 6

Hippotragus niger (Harris, 1838) antilopa vrana 5 1
Kobus ellipsiprymnus defassa (Riippell, 1835) voduska jelenovita 41

Kobus e. elipsiprymnus (Ogilby, 1933) voduska znamenana 4"

Kobus leche Gray, 1850 voduskaservena 4 212!
Kobus megaceros (Fitzinger, 1855) voduska abok 4 1
Lama guanicoe (Mller, 1776) guanako 2 1



DK OH PL PR BE

Lama guanicoe f. glama Linnaeus, 1758 lama krotka 1
Lemniscomys striatus (Linnaeus, 1758) mys paskovana 1
Madoqua kirkii (Ginther, 1880) dikdik Kirkiv 4
Muntiacus reeves (Ogilby, 1839) muntzak maly 1
Naemorhedus goral (Hardwicke, 1825) goral tmavy 1
Okapia johnstoni (Sclater, 1901) okapi 4
Oreamnos americanus (de Blainville, 1816) kamzik lak 1
Oryx dammah (Cretzschmar, 1826) ptimorozec Savlorohy 6 2 1
Oryx g. gazella (Linnaeus, 1758) oryx jihoafricky 4
Oryx leucoryx (Pallas, 1777) piimorozec arabsky 3
OvisariesLinnaeus, 1758 ovce kamerunska 1
Ovisaries Linnaeus, 1758 ovce ouessantska
Ovis musimon Pallas, 1811 muflon
Ovibos m. moschatus (Zimmermann, 1780) pizman aljaSsky 1
Pecari tajacu (Linnaeus, 1758) pekari paskovany 1
Phacochoerus aethiopicus (Pallas, 1767) prase bradavnaté 4
Potamochoerus porcus (Linnaeus, 1758) Ststkoun africky 4
Pudu puda (Molina, 1782) pudu jizni i
Rangifer tarandus (Linnaeus, 1758) sob 1
Redunca fulvorufula (Afzelius, 1815) bahnivec horsky 7
Sus scrofa f. domestica Linnaeus, 1758 prase dorpaoémske 1

zakuklené
Syncerus c. caffer (Sparrman, 1779) buvol kafersky 41
Syncerus caffer nanus (Boddaert, 1875) buvol pralesni 3
Taurotragus oryx (Pallas, 1766) antilopa losi 3 2
Tragelaphus angasii Gray, 1849 nyala nizinna 9
Tragelaphus eurycerus (Ogilby, 1837) bongo 4 1
Tragelaphus imberbis (Blyth, 1869) kudu maly gl
Tragelaphus spekei gratus Sclater, 1880 sitatunga zapadoafricka gl 2t
Tragelaphus strepsiceros (Pallas, 1766) kudu velky 6
lichokopytnici (Perissodactyla)
Equus burchellii boehmi Matschie, 1892 zebra B6hmova 3
Eguus asinus Linaeus, 1758 osel africky 2
Equus burchellii chapmanni Layard, 1865 zebra Chapmanova 1
Equus kiang Moorcroft, 1841 kiang 2
hlodavci (Rodentia)
Acomys dimidiatus (Cretzschmar, 1826) mys sinajska 1 1
Acomys cahirinus (Dermarest, 1819) my$ bodlinata 1
Acomys cilicinus Spitzenberger, 1978 mys kilikijska 1
Acomys russatus (Wagner, 1840) mys rezava 1 1
Agouti taczanowskii (Stolzmann, 1865) paka horska 31
Arvicanthis abyssinicus (Ruppell, 1842) mys etiopska 1
Arvicanthis niloticus (Desmarest, 1822) mys nilska 1
Arvicanthis sp. mys 1
Cannomys badius (Hodgson, 1841) hlodoun mensi 1
Capromys pilorides (Say, 1822) hutia-konga 1
Cricetomys emini Wroughton, 1910 krysa velka 1
Dasyprocta leporina (Linnaeus, 1758) aguti zlaty 3
Dinaromys bogdanovi (Martino, 1922) hrabos skalni 1
Dalichotis patagonum (Zimmermann, 1780) mara stepni 1
Echinops telfairi Martin, 1838 bodlin Telfaifv 1
Eliomys melanurus (Wagner, 1839) plch pustinny 1
Eutamias sibiricus (Laxmann, 1769) burunduk 1



DK OH PL PR BE
Graphiuris murinus (Desmarest, 1822) plch africky 1
Hydrochaeris hydrochaeris (Linnaeus, 1766) kapybara 1
Chinchilla lanigera (Molina, 1782) ¢incila vinata 1
Jaculusjaculus (Linnaeus, 1758) tarbik egyptsky 1
Meriones crassus Sundevall, 1842) piskomil hedvabny 1
Meriones libycus Lichtenstein, 1823 piskomil rudoocasy 1 1
Meriones unguiculatus (Milne-Edwards, 1867) piskomil mongolsky 1
Microtus fortis Biichner, 1889 hrabos rakosni 1
Microtus guentheri (Danford & Alston 1880) hrabo$ 1
Pachyuris dupras Lataste, 1880 piskomil Keckovity 1
Paraxerus cepapi (A. Smith, 1836) veverka buSova 1
Pedetes capensis (Foster, 1778) noh& kapsky 1
Rhabdomys pumilio (Sparman, 1784) mysS étyipruha 1
Sekeetamys calurus (Thomas, 1892) piskomil veverkoocasy 1
Thallomys nigricauda Thomas, 1882 krysa akéciova 1 1
Xerusinauris (Zimmermann, 1780) veverka kapska 1
chobotnatci a damani (Paenungultata)
Procavia capensis (Pallas, 1766) daman skalni 1 1
Elephas maximus Linneaus, 1758 slon indicky 1 1

DK-ZOO Dwir Kralové;OH-ZOO Ohrada Hluboka nad VitavoB]-ZOO Plzdi, PR-ZOO PrahaBE-Cirkus

Berousek?™ pozet zviat vySetenych IF testem.

Vyznamnym vysledkem této prace je Zjitit Ze komemeé dodavané protilatky proti &té
oocysty kryptosporidii se mohou vazat i na jin@lgiury. Na obrazku 2 je véd rozdil mezi
fluorescenci oocyst kryptosporidii a falégpozitivni fluorescenci jinych objektbarvenych
ihned po pecisténi vzorku. Po rasicnim skladovani vzorkpii 4 °C byl opakovany IF test u

vSech faleS&pozitivnich vzork negativni.

Obrazek 2. Fluorescence kryptosporidii a jinychlgtir ze vzork trusu

- -
1 C. parvum; 2 C. andersoni; 3 C. andersoni (excystovana)4 objekt zTragelaphusimberbis;

5 objekt zAepyceros m. melampus; 6 objekt zTragelaphus imberbis; m¢titko = 5um

17



Casteéna sekvence genu pro malou ribozomalni podjedn@BIU rRNA) nami ziskaného
izolatu ze Zirafy siované se 100% shodovala s izol&y muris 34 z damana skalniho
(Procavia capensis) a C. muris 22 z velblouda dvouhrbéh@amelus bactrianus (Xiao et al.
1999a, Morgan et al. 2000). V tabulce 6 je uvedstignost naSeho izolatudasti genu SSU
rRNA oproti jinym druliim a genotypm Zalud€nich kryptosporidii savc

Tabulka 6. Rozdily mezi izolaty Zalutiéch kryptosporidii v 5 Gsecich genu SSU rRNA

Druh nebo genotyp  260-264 630-633 643-661 684-703 824-826
C. muris 341 CTCTG ~ ATCT  CTAAGGTATATATTATATT TTCTAAATATATAGGAAACT GG AC
C. muris 227 CTCTG ~ ATCT  CTAAGGTATATATTATATT TTCTAAATATATAGGAAACT GG AC
C. muris RN663 CTTTG ~ ACCT  CTAAGGTATATATAATATA TTCTAAATATATAGGAAATT GG AC
C. andersoni Kawatabi® CTCTG ~ ATCT ~ CCAAGGTATATATTATATT  T- CTAAATATATAGGAAATT — GEGAC
C. andersoni ° CTCTG ~ ATTT  CCAAGGTAATTATTATATT T- CTAAATATATAGGAAATT GG AC
Zirafa 78 (tato précé3) CTCTG ATCT  CTAAGGTATATATTATATT TTCTAAATATATAGGAAACT GG AC

*izolat zProcavia capensis (Xiao et al. 1999aY; izolat zCamelus bactrianus (Morgan et al. 2000Y: izolat
z Rattus norvegicus (GenBank X64342)! izolat zBos taurus (GenBank AY642591}: izolat zBos taurus (Kvag
nepublikovana dataizolat 78 zGiraffa camelopardalis reticulata (tato prace)

Nami ziskany izolat nebyl infeki pro neonatalni a adultni mySi kmene BALB/c.
Morfometrie oocyst byla provedena z nabarvenéhakizanilin-carbol methyl violeti), pro
srovnani je vtabulce 7 uvedenoémni v nativu a barveni u vybranych Zaléwieh

kryptosporidii.

Tabulka 7. Srovnani velikosti oocyst kryptosporalizolatem ze Zirafy tbvanéc. 78

Velikost oocyst v um (index velikosti)

Druh nebo genotyp

Nativ Barveni
C. parvum bovinni genotyp 5,5+ 0,4 x4,9+0,4 (1,12) 4,5+ 0,3 x4,2 £0,3
C. andersoni Kawatabi 7,9+0,9%x52+1,1 (1,51) ND
C. andersoni 7,7£0,4 x6,2+ 0,3 (1,24) 7,0+ 0,6 x5,7+ 0,3
C. murisRN 66 8,4(7,5-9,8) %6,3(5,5-7,0) ND
Zirafa 78 ND 4,7+ 0,7 x4,0x 0,6

Nativ — zwtSeni 1000%, DICBarveni — zwtSeni 1000x%, barveno anilin-carbol methyl viol&l) — nengteno
C. muris RN 66 (Iseki 1986)C. andersoni Kawatabi (Koyama 2005%;. andersoni (Kva¢ et al. 2007)
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5. Diskuze

Kryptosporidie se u kopytniki hlodava vyskytuji v fizné¢ vysokych prevalencich, zavislych
na druhu kryptosporidie a hostitele, u hosgsklgch zvfat i na zfisobu chovu. NejvysSich
hodnot prevalence (az 100 %) dosahuji u bovinnérotypuC. parvum (C. pestis) infikujici
mlad’ata hospod&ky vyznamnych fezvykavé ve velkochovech (Pavlasek et al. 1983).
V podobnych hodnotach seud#e pohybovat prevalence i @. andersoni, druh infikujici
pievazré dosgly skot (Anderson 1991b, Pena et al. 1997, Fayal. 000b, Kva et Vitovec
2003). Prevalenc€. bovis byva v desitkach procent (Santin et al. 2004, Fayal. 2006).
Ostatni druhy kryptosporidii se u hosptsk§ch zvfat nachazeji ojedéhe (Bornay-Llinares
et al. 1999, Smith et al. 2005). U velaijicich savé je prevalence kryptosporididzy nizsi nez
u hospodgskych zvtat. Bajer et al. (1997), Miyaji et al. (1989) a 18ee et al. (1999) uvéaj
promdenost u hlodavc 21 %, 49 %, respektive 0-35 %. U velgijicich kopytniki byla
zjiSténa prevalence 6-10 %(parvum) (Sturdee et al. 1999), 28 % (druh riem) (Mtambo
et al. 1997) a 2 %3, parvum) (Korsholm et Henriksen 1984).

Pokud chceme vySetvat Sirokou Skalu ZiwaSnych druli, jevi se jako idealni zdroj
zvifata chovana v zoologickych zahradach. | kdyz seéktenych gipadech hustota zwt
témei blizi koncentraci zvat v hospod&kych chovech, prevalence kryptosporidiézy tam
byva vyrazg nizsi. Ve vzorcich trusu vygenych v této bakataké praci jsem kryptosporidie
nalezla pouze v jedinémtipad. Mnou zjiS€n4 nizkd prevalence u exotickych iati
chovanych v ZOO odpovida publikovanym ndlezDelgado et al. (2003) 3,6 %, Nakai et al.
(2004) bez néalezu, Alves et al. (2005) 2 % a Magabhi et al. (2005) 0,6 %. Naopak velky
vyskyt kryptosporidii byl zji&n v barcelonské ZOO v rozmezi 18-45 % (Gomez €1396,
2000, Gracenea et al. 2002), coz se bliZi prevalemoln¢ Zijicich a hospodékych zvfat a
je vyrazré odliSny nez v jinych ZOO.

Velmi casto pouzivanym testem k detekci kryptosporidiipfema imunofluorescence
(Gracenea et al. 2002, Delgado et al. 2003), ldedde mého zjigni mize vykazovat falegn
pozitivni nalezy. RestoZze v mém ffpadt byly pouzity specifické monoklonalni protilatky
proti s€éné oocyst kryptosporidii, prokazali jsme iZkenou reaktivitu s objekty neznamého
puvodu, které mly podobny tvar i velikost. LiSily se vySSi intetau fluorescence a
strukturou povrchu (obradzek 2). To, Ze se nejednlaryptosporidie odhalily podrobné
morfologické studie. Test IF tak nelze povazovatlastaténé spolehlivou metodu detekce a

vysledky je vZzdy nutné konfrontovat s jinymi metoda
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Molekularni analyza genu pro malou ribozomalni jpddotku (SSU rRNA) prokazala
100% shodnost mého izolatu kryptosporidii ziskanée Zirafy sfované (Giraffa
camelopardalis reticulata) s izolaty pochazejicich z damana skalniRoogavia capensis;
izolat 34, Xiao et al. 1999a) a velblouda dvouh&amelus bactrianus; izolat 22, Morgan
et al. 2000). Shodnost meého izolat€.smuris kmene RN66 byla 99,4 %,& andersoni
99,3 % a <. andersoni kmen Kawatabi 99,5 %.

Obecré se tvrdi, Ze oocysty zalugldch kryptosporidii savc jsou vyraze vétSi nez
oocysty stevnich druld (Lindsay et al. 2000). V rozporu &nito Udaji je mnou zjignha
velikost oocyst izolatu ze Zirafyteivané, velikosti blizici seisnim drulim. Molekularni
zaazeni mého izolatu mezi Zaluaé kryptosporidie ma vsakétsi vahu, nebonekteré druhy
kryptosporidii do obecného schématu dvou velikdsngkupin nezapadaji Zalune
C. serpentis (6,2 x 5,3; Upton et al. 1989) se svou velikosizibiékterym izolatim stevniho
druhuC. suis (6,2 x 5,5; Vitovec et al. 2006). Marcelonské Zoo (Gomez et al. 1996) pouze
podle morfometrie oocyst &l druhy C. parvum a C. muris. K druhovému uteni vSak
nebyla pouzita Zadnad molekularni metoda, samothi&ogé oocyst neni dle sdasnych
poznatki k spolehlivému druhovému a genotypovéméear kryptosporidii dostajici (Xiao
et al. 2004).

Do souasné doby byly u satic popsany dva druhy Zalugldch kryptosporidii
C. andersoni a C. muris sfadou kmef liSicich se svou hostitelskou specifitou (Tyzz81a,
Lindsay et al. 2000Xiao et al. 2004, Morgan et al. 2000). Dr@handersoni, jehoZ typickym
hostitelem je skot, je vSeobeécpovazovan za neinféki pro mysi (Lindsay et al 2000),
piestoZze byly popsanytipozené i experimentalni infekce u dalSich drystezvykavaé a
hlodava@ (Anderson 1991a, Morgan et al. 2000, Kw al. 2007). Koyama et al. (2000)
popsali v ramci druhC. andersoni kmen Kawatabi ziskany zippzerg infikované kravy,
ktery byl infelkéni pro laboratorni SCID mysSi. Naproti tomu j€& muris vSeobec#
povaZzovana za druh infikujici hlodavce (Tyzzer 1919 ramci tohoto druhu vSak byly
popsany kmenyirozere infikujici predevSim pezvykavce. Xiao et al. (1999b) a Morgan et
al. (2000) charakterizovali kmeny ziskané z dam@amuris 34), respektive z velblouda
(C. muris 22). Mnou popsany izolat, jak jiz bylo uvedeno] lggneticky identicky prav
s kmenyC. muris 34 a 22. Infekni experiment prokazal neinf&kost mého izolatu pro
neonatélni a adultni BALB/c mySi. Anderson (199TispSne infikoval laboratorni mysi
izolatem C. muris-like ziskanym z velblouda dvouhrbéh@afnelus bactrianus), sowasrg
tento izolat nebyl infekni pro telata (Fayer et al. 1991). | kdyZ bylo @o&no, Ze velbloud

muze byt také hostiteler@. andersoni diive ozng&ovaného jakdC. muris-like (Morgan et al.
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2000), Ize se na zakladhfektivity pro mizné hostitele domnivat, Ze Yipadt studie Fayera et
al. (1991) neslo . andersoni. Pravé&podobré se jednalo oC. muris nebo ®jaky dosud
nepopsany izolat zalutieich kryptosporidii, ktery je odliSny hostitelskepecifitou od mého
izolatu. Vysledky této prace, v kontextu s vySesaaqym, potvrzuji, Ze hostitelska variabilita
jednotlivych kmei Zalud&nich kryptosporidii savcje zn&na. Zirafa siovana Giraffa
camelopardalis reticulata) byla popsana jako novy fippzeny hostitel Zaludmich
kryptosporidii dive popsaného genotypu drul@ muris u damana skalniho a velbouda
dvouhrbého. Nalez soasré podporuje hypotézu, Ze Zalwé kryptosporidie mohou mit
podobrg bohatou genotypovou variabilitu, jakou maji kryggoridie stevni, donedavna
fazené pevazrg do druhuC. parvum (C. pestis).

V poslednich letech byly popsany infekce imunokotapiich a imunodeficitnich
pacienti zalud€énimi kryptosporidiemi (Katsumata et al. 2000, Gugbtl. 2001, Palmer et
al. 2003). Protoze jde o m&rpatogenni agens neziestni druhy kryptosporidii, Ize je
povazovat za mé&mebezpéné, zejména pro imunokompetentni jedince. | pronioaeficitni
pacienty je riziko nakazy ze zoologickych iati velice malé. Dosud také nebyla popsana
Zzadna epidemie #gobena Zaludaimi kryptosporidiemi. Zoonoticky potencial Zalddéch
kryptosporidii je tedy relativh nizky. Vzhledem ktomu, Ze utevnich i Zaludénich
kryptosporidii jsou popisovany nové genotypy a ot@ivganich komplexnich druh
(C. parvum aC. muris) oddilovany nové druhy s uzsi hostitelskou specificijsoy vhodnym

modelem pro studium koevoluce paraatjejich hostiteli.
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