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1 UVOD

Kryptosporidie jsou jednobunécni, jednohostitelsti, epicelularni paraziti. Vyskytuji se
v travicim traktu ryb, obojzivelnikl, plazl, ptaki, savcl a jejich hostitelem muize byt i
Clovek (O” Donghue 1995; Ziegler a kol. 2007). Tato prace se zabyva kryptosporidiemi u
suchozemskych zelv, kterym bylo dosud vénovano velmi malo studii, a proto se o jejich
biologii a diverzité prozatim pfili§ nevi.

Kryptosporidie jsou fazeny do kmene Apicomplexa. Na zaklad¢ svého vyvojového
cyklu byly kryptosporidie diive fazeny mezi kokcidie (Fayer a kol. 1997). Diky
molekularnim analyzdm byla odhalena blizsi pfibuznost s gregarinami nez s kokcidiemi
(Carreno a kol. 1999). Podobnost s gregarinami lze pozorovat i ve stavbé jejich organel,
které slouzi k ptichyceni k hostitelské bunice (Valigurova a kol. 2007).

KrozliSovani mnoha druhi je nezbytné pouziti molekuldrnich metod. Pouze na
morfologii oocyst nelze spoléhat. Pro identifikaci se obvykle pouziva nested PCR za
pouziti specifickych primera pro rtzné geny (Sulaiman a kol. 1999). U Zelvich
kryptosporidii nebyla morfologie oocyst dosud popsana a to je jednim z cili této prace.
Dalsim cilem je pomoci molekuldrnich metod popsat diverzitu a biologii kryptosporidii

suchozemskych zelv.



2 LITERARNI PREHLED

2.1 Obecné rozdéleni zastupci rodu Cryptosporidium

Kryptosporidie jsou celosvétove rozsireni paraziti, ktefi infikuji gastrointestinalni trakt
svych hostiteli. Podle mista infekce 1ze kryptosporidie rozdélit do dvou monofyletickych,
morfologicky odlisnych linii. Prvni, méné pocetnou skupinu tvofi Zalude¢ni
kryptosporidie infikujici epitelidlni bunky zlaznatého zaludku svych hostiteld. Druhd
skupina je tvofena stfevnimi kryptosporidiemi, které infikuji tenké a tlusté sttevo svého
hostitele. Poté mluvime o stfevnich nebo zalude¢nich kryptosporidiich (Xiao a kol. 2002).
U ptaka byla popsana i dal$i mista vyskytu jako jsou plice a lymfaticky organ Fabriciho
burza. Kryptosporidie C. baileyi, ktera infikuje tyto organy je soucasné lokalizovana ve
stievé a v kloace (Current a kol. 1986).

Stievni kryptosporidie maji oocysty kulaté a mensi. Velikost oocyst se u kazdého
druhu vice ¢i méné 1isi, napfiklad C. parvum ma velikost oocyst 5,00x4,50 um (Tyzzer
1912). Nejmensi oocysty o velikosti 2,94x4,41 um byly popsany u C. ryanae (Fayer a
kol. 2008).

Zalude¢ni kryptosporidie jsou ovalné a vétsi nez vét§ina stievnich kryptosporidii
(Kvac a kol. 2013). Velikost oocyst C. andersoni je 7,40x5,50 um (Lindsay a kol. 2000),
C. muris jsou velké 7,75x5,55 um (Katsumata a kol. 2000) a velikost C. galli je udavana

8,25%6,30 um (Ryan a kol. 2003).

2.2 Historie

Jiz z roku 1907 pochéazi prvni zminka o kryptosporidiich. V Zlaznaté casti zaludku
mysi byl nalezen druh pojmenovany Cryptosporidium muris a detailné byl popsany v roce
1910 (Tyzzer 1910). Dalsim popsanym druhem, nalezenym v tenkém stievé, bylo C.
parvum (Tyzzer 1912). Nasledn¢ byla popséna fada dalSich sttevnich i zalude¢nich druht.
V soucasné dobé je vSeobecné uznavano 27 druhti kryptosporidii (Ryan a kol. 2015).
Vycet platnych druht je uveden v tabulce 1.



Tabulka 1: Seznam platnych druhi rodu Cryptosporidium.

Druh Reference Hostitel Lokalizace

C. andersoni Lindsay a kol. 2000 skot slez

C. baileyi Current a kol. 1986 driibez bursa Fabricii

C. bovis Fayer a kol. 2005 skot tenké stfevo

C. canis Fayer a kol. 2001 psi tenké stfevo

C. cuniculus Robinson a kol. 2010 kralik stievo

C. erinacei Kvac a kol. 2014 jezek stfevo

C. fayeri Ryan a kol. 2008 klokani stievo

C. felis Iseki 1989 kocky tenké stievo

C. fragile Jirkd a kol. 2008 obojzivelnici  zaludek

C. galli Ryan a kol. 2003 ptaci Zlaznaty zaludek
C. hominis Morgan-Ryan a kol. 2002 ¢lovek tenké stievo

C. huwi Ryan a kol. 2015 ryby zaludek

C. macropodum Power a Ryan 2008 klokani stievo

C. meleagridis  Sréter a kol. 2000 krocan tenké stievo

C. molnari Alvarez-Pellitero a Sitja-Bobadilla 2002 ryby zaludek, tenké stievo
C. muris Tyzzer 1910 hlodavci zaludek

C. parvum Tyzzer 1912 savci tenké stievo

C. ryanae Fayer a kol. 2008 skot stievo

C. scrofarum Kvac a kol. 2013 prasata stfevo

C. serpentis Levine 1980 plazi zaludek

C. suis Ryan a kol. 2004 prasata zaludek, tlusté stievo
C. tyzzeri Ren a kol. 2012 mys tenké stievo

C. ubiquitum Li a kol. 2014 ovce, kozy stfevo

C. varanii Pavlasek a Ryan 2008 plazi stievo

C. viatorum Elwin a kol. 2012 ¢lovek stievo

C. wrairi Vetterling a kol. 1971 morcata tenké stievo

C. xiaoi Fayer a kol. 2009 ovce stievo

2.3 Vyvojovy cyklus

Kryptosporidie jsou jednohostitelské se slozitym vyvojovym cyklem, ktery je

rozdélovan na sexudlni a asexudlni fazi. Cyklus zacind pozitim oocyst. U jednotlivych

hostiteld se 1isi velikost infekéni davky a u nékterych jedincti velmi malé mnoZzstvi oocyst

muze zpusobit onemocnéni (Zambriski a kol. 2013).

Oocysty excystuji v travicim nebo dychacim traktu, uvolni se ¢&tyfi sporozoiti a ti

napadaji epitelialni bunky (Hijjawi a kol. 2002). Dale dochazi k merogonii (asexualni

rozmnozovani) za vzniku dvou typt merontti (Hijjawi a kol. 2004). U meronti 1. typu se

merogonie opakuje a meronti obsahuji 6—8 merozoiti. Meronti II. typu obsahuji pouze 4



merozoity a ti davaji vzniknout mikrogametocytim a makrogametocytim. Timto
vyvojovy cyklus prechazi dale do sexualni faze (Sunnotel a kol. 2006).

Pfi gametogonii (pohlavni mnozeni) vznikaji gamonti, sam¢i mikrogamonti a samic¢i
makrogamonti. Dale dochdzi ke vzniku mikrogamet a makrogamet a po nasledném
oplozeni dochazi ke vzniku zygoty (Sunnotel a kol. 2006). Zygota podléha meioze a
uvniti vznikaji ¢tyti sporozoiti (Liu a kol. 2009). U druhu C. parvum byl prokazan vznik
dvou typa oocyst. Tenkosténné oocysty, které zpusobuji autoinfekci a silnosténné
oocysty, které jsou vylucovany spole¢né s trusem do vnéjsiho prostiedi (Sunnotel a kol.
2006). Vyvojovy cyklus je nazorné demonstrovan na obrazku 1.

Odlisny vyvojovy cyklus byl popsan u C. molnari a C. huwi vyskytujicich se u
kostnatych ryb. Na histologickych tezech byly oocysty detekovany uvniti stfevniho
epitelu nebo Zaludec¢ni sliznice. Z toho vyplyva, Ze ¢ast vyvojového cyklu probiha uvnitt
epitelialnich bunék (Alvarez-Pellitero a Sitja-Bobadilla 2002; Ryan a kol. 2004).

Kryptosporidie jsou pienaSeny fekaln€¢ oralni cestou. K pfenosu mize dochazet
pifimym kontaktem, kontaktem s vykaly, vdechnutim a pozfenim kontaminované potravy

¢i vody (Fayer a Xiao 2007).

Obrazek 1: Zivotni cyklus kryptosporidii (Current 1991, upraveno).

) Thick-walled
occyst (sporulated)
= evits host

oocyst

sporulated)
Micragamant

Microgametes

Undifferentiated % P28
Gamont : !
= ﬁ / Type |l Meront
s Merozoites

. ‘.5:/ A g7y Sexual Cycle

=

10



2.4 Hostitelska specifita

Za nejmén¢ hostitelsky specifické druhy jsou povazovany C. parvum a C. ubiquitum,
kterymi byla jak ptirozené, tak experimentaln¢ infikovana fada hostitelil véetné cloveéka.
(DuPont a kol. 1995; Fayer 2004, 2010; Li a kol. 2014; Raskova a kol. 2013). Uzka
hostitelska specifita je typicka pro druhy C. hominis, C. suis, C. ryanae, C. scrofarum
nebo C. wrairi. (Kva¢ a kol. 2013; Morgan-Ryan a kol. 2002) I hostitelsky specificky
druh kryptosporidii mize vzacné najit vhodné podminky v nespecifickém hostiteli.
Nazornym piikladem byl nalez druhové specifického C. erinacei (diive Cryptosporidium
hedgehog genotype), ktery byl jedenkrat detekovan u imunokompetentniho muze (Kvac a
kol. 2014).

2.5 Patogenita a klinické priznaky

Onemocnéni, které je zptsobeno zastupci rodu Cryptosporidium, je oznacovano jako
kryptosporidiéza. Klinické projevy hostitele zavisi na jeho imunité a na lokalizaci
parazita.

Imunokompetentni i imunodeficientni jedinci mohou byt postizeni silnym vodnatym
prijmem, zpisobenym stfevnimi kryptosporidiemi zplsobujici poskozeni stievniho
epitelu (Sterling a kol. 1986). Vodnaty prijem se ale ne vzdy musi nutné objevit (Houpte
a kol. 2005, Pettoelo-Mantovani a kol. 1995; Turkcapar a kol. 2002). Jako dalsi pfiznaky
kryptosporidiézy jsou popisovany bolesti bficha, zvraceni a nechutenstvi, malatnost,
unava, horeCka a nadmérné poceni (Fayer 2003; Raskova a kol. 2013; Thompson a kol.
2005).

Délka pribéhu nemoci u immunokompetentniho ¢lovéka je uvadéna primérné 12 dni.
Ptiznaky nemoci mize jedinec vykazovat od 3 az do 26 dni. Typické symptomy pro
kryptosporidiozu nemusi jedinec viubec mit, pokud je mistem infekce tlusté stievo (Kvaé
a kol. 2013, 2014; Vitovec a kol. 2006). Bez ptiznaki probiha obvykle také onemocnéni
zpusobené Zalude¢nimi kryptosporidiemi, jen v nékolika pfipadech bylo popsano, ze u
jedincti doslo ke kachexii (Anderson 1987; Pospischil a kol. 1987).

Pti akutnich pfiznacich stfevni kryptosporididozy byva obrovskym problémem
dehydratace, zapfi¢inénd silnymi prijmy. U jedince dochazi k ubytku na vaze a

pfedevSim k velké ztraté Zivin a tekutin. Stfevni epitel je poruSen a tim je omezena
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absorpce zivin (Mason a kol. 1981). Pokud télo vyCerpa své zasoby zivin, zejména
mineralni latky a bilkoviny, nastava smrt (Thamsborg a kol. 1990a,b).

Chronické onemocnéni je problémem imunodeficitnich jedinci a je spojovano
s rozsifovanim do dalSich télnich orgédnti, jako napiiklad do dychaciho traktu, slinivky
nebo mocového méchyie (Current a Garcia 1991; Fayer a kol. 1997). Dale se $iii do
dalsich casti traviciho traktu — jicen, zaludek, duodenum, kolon a rektum. Postihuje 1
sliznice zlu¢ovodii a vyvody pankreatu. Prubéh infekce a jeji organové rozsifeni zavisi na

mife imunodeficience (Flanigan a kol. 1992).

2.6 Kryptosporidie a kryptosporidioza Zelv

Zelvy patii do tiidy plazi a jejich zvlastnosti je, Ze maji kostény krunyft, ktery se déli na
dvé ¢asti a to na karapax (hibetni) a plastron (bfisni). Zelvy neboli ¥ad Testudines se déli
na dva podiady a ty dale na 14 celedi (Zych 2006). Rozdéleni do jednotlivych podiadii je

popsano v Tabulce 2.

Tabulka 2. Vycet ¢eledi Zelv v fadu Testudines.

Rad TESTUDINES
Podiad PLEURODIRA — skrytohlavi Podiad CRYPTODIRA - skrytohrdli
Celedi
Chelidae — dlouhokr¢koviti Carettochelyidae — karetoviti
Pelomedusidae — terekoviti Cheloniidae — moiské zelvy
Podocnemidae — terekoviti Chelydridae — kajmankoviti

Dermatemydidae — dlouhohlavkoviti
Dermochelyidae — kozatkoviti
Bataguridae — bataguroviti
Emydidae — emydoviti
Kinosternidae — klapavkoviti
Platysternidae — hlavcoviti
Testudinidae — suchozemské zelvy
Trionychidae — koznatkoviti

Zelvy studované v této praci patii do &eledi Testudinidae. Tato &eled’ je roz§ifena na
vSech kontinentech kromé Australie a Antarktidy. VétSina volné Zijicich Zelv je ohrozena
z dbivodu ubytku jejich vhodného piirodniho prostfedi. V zajeti se jejich mnoZeni
pomérné dafi, a proto poptavku jsou schopné pokryt odchovy. Mezi nejznaméjsi rody
Celedi Testudinidae patiéi Testudo, Indotestudo, Kinixys, Geochelone, Gopherus,

Manouria, Malacochersus, Psammobates, Homopus, Pyxis a Chersina (Ferri 2002).
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Zajimavosti Zelv je, Ze nemaji zuby a potravu ukusuji pomoci ostrych silnych celisti. V
ustni dutiné se nachazi jazyk a slinné zlazy. Potrava putuje glottisem (Stérbina mezi
hlasivkami) a kratkym jicnem do zaludku, dale do tenkého a tlustého stieva. VyluCovana
je kloakou. Suchozemské zelvy jsou zpravidla bylozravé, nékteré druhy nepohrdnou

riznymi ¢ervy, nebo hmyzem (Zych 2006).

2.6.1 Druhy a genotypy kryptosporidii parazitujicich u zelv

Na uvod této kapitoly je dualezité vyjasnit pouzivani nazvi jednotlivych druht,
respektive genotypt kryptosporidii detekovanych u Zelv. Dosud byly ve vSech studiich
tykajicich se zelvich kryptosporidii pouze dva genotypy kryptosporidii. Jedna se o
zalude¢ni Cryptosporidium tortoise genotype | a stievni Cryptosporidium tortoise
genotype 1l. Piestoze Cryptosporidium tortoise genotype Il, oznaCovany diive také jako
Cryptosporidium genotype CriT-20, byl vroce 2010 popsan jako samostatny druh
Cryptosporidium ducismarci (Traversa 2010), tento druh neni védeckou komunitou
uznavan za platny (Ryan a Xiao 2014). Oba vyse zminéné genotypy byly detekovany
nejen u zelv, ale i u fady dalSich plazt. V tabulce 3 je vycet druhd Zelv a dalSich plazu,
které mély kryptosporidie, u nichz je znama sekvence malé ribozomalni podjednotky
(SSV).

Tabulka 3. Seznam hostitelti, u nichz byl molekularné potvrzen vyskyt Cryptosporidium

tortoise genotype | a Cryptosporidium tortoise genotype 1.

Genotyp Hostitel Citace
- Geochelone elegant Xiao a kol. 2004; Alves a kol. 2005
% % Testudo hermanni Pedraza-Diaz a kol. 2009; Richter a kol. 2012
§ % Python regius Pedraza-Diaz a kol. 2009
7 Testudo horsfieldi Griffin a kol. 2010
Testudo marginata Traversa a kol. 2008
Python regius Pedraza-Diaz a kol. 2009

Chamaeleo calyptratus Pedraza-Diaz a kol. 2009
Malacochersus tornieri Griffin a kol. 2010
Testudo horsfieldi Griffin a kol. 2010
Testudo hermanni Richter a kol. 2012

tortoise
genotype Il
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Do soucasné doby bylo publikovano deset studii zaméfenych na kryptosporidie a
kryptosporidiézu u suchozemskych zelv. Ve tfech studiich byla pfitomnost kryptosporidii
detekovana pouze mikroskopickymi metodami a v sedmi byly pro determinaci pouzity
molekularni analyzy. V nasledujicim textu jsou chronologicky popsany dosavadni
poznatky ve studované oblasti.

Prvni zéznam o vyskytu kryptosporidii u Zelv pochazi z roku 1986, kdy byly vysetieny
dvé zelvy Geochelone elegans s ptiznaky gastritidy. Detekce byla provedena
mikroskopicky a vzorky byly barveny auraminem (Heuschele a kol. 1986).

Ve studii provedené roku 1997 ve spojenych statech byly nalezeny pozitivni vzorky ze
zelv Geochelone radiata, Geochelone elegans, Indotestudo sp. a Geochelone polyphenus.
Vzorky byly vySetteny mikroskopicky a pomoci imunofluorescenc¢niho testu (Raphael a
kol. 1997).

Jeden z dalsich vyskyti byl zaznamenan u druhu Testudo kleinmanni. Dvé Zelvy byly
léceny na pneumonii. Po péti tydnech od zacatku 1é¢by obé zelvy uhynuly. Poprvé zde
byla provedena histologicka dokumentace tenkého stfeva u zelv a IFAT. Oocysty métily
4,40-6,30 um (pramér = 5,10 um; n = 30) (Graczyk a kol. 1998).

Poprvé v roce 2004 byl u tii zelv Geochelone elegans pomoci molekularnich metod
popsany novy genotyp Cryptosporidium tortoise genotype. Tento genotyp byl
analyzovany pomoci PCR-RFLP a na zaklad¢ sekven¢ni analyzy genu kdédujiciho SSU.
Z fylogenetické analyzy vyplynulo, Ze tento genotyp Kklastruje mezi zalude¢ni
kryptosporidie (Xiao a kol. 2004). Pozdé&ji byl tento genotyp nazvan Cryptosporidium
tortoise genotype I.

V nasledujicim roce byl opét u zelvy Geochelone elegans nalezen Cryptosporidium
tortoise genotype . VVzorek z této zelvy byl mikroskopicky pozitivni a byla provedena
genotypizace genu SSU. Zelva byla zabavena na erném trhu v Singapuru, Zila ve
Spatnych podminkach, méla Spatny piijem potravy a po dvou tydnech v Zoo zemiela
(Alves a kol. 2005).

V roce 2008 byla provedena studie zamétend na kryptosporidiové infekce u zelv
chovanych v zajeti, konkrétné Testudo graeca, T. hermanni a T. marginata. Genotypizace
kryptosporidii byla provedena na zakladé SSU a COWP geni. Celkem 6 izolatu
vykazovalo 100 % homologii s C. parvum (bovinni genotyp). U jedné zelvy Testudo
marginata byl nalezen novy genotyp Cryptosporidium sp. ozna¢ovany jako CrIT-20 —

Cryptosporidium tortoise genotype Il. Celkem 38 % sledovanych Zzelv vykazovalo
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symptomy jako je priijem a nechutenstvi, nicméné nebyla zjisténa zadna korelace mezi
témito ptiznaky a kryptosporidiovymi infekcemi (Traversa a kol. 2008).

V roce 2009 byl detekovan Cryptosporidium tortoise genotype | ve dvou zelvach
Testudo hermanni a v jednom hadovi Royal python na zakladé sekvenci genti SSU a
HSP70. Zelvy vtéto studii nevykazovaly Zadné klinické ptiznaky kryptosporidiozy
(Pedraza-Diaz a kol. 2009).

Ve studii provedené vroce 2010 byla poprvé popsana patologie a lokalizace
Vv zazivacim traktu Testudo horsfieldi a Malacochersus tornieri pfirozené infikovanych
Cryptosporidium tortoise genotype I, respektive Cryptosporidium tortoise genotype Il
Genotypy kryptosporidii byly determinovany na zakladé¢ sekvenci genu pro SSU.
Histologicka vySetieni prokazala lokalizaci Cryptosporidium tortoise genotype |
v zaludku, zatimco Cryptosporidium tortoise genotype Il ve stievé infikovanych zelv.
Prvni Zelva Testudo horsfieldi po kratké dobé letargie a deprese zemiela. Druha Zzelva
Testudo horsfieldi vykazovala letargii a byla utracena. Zelva Malacochersus tornieri byla
letargickd a kratce pred smrti trpéla edémem hlavy a krku a slabosti prednich koncetin
(Griffin a kol. 2010).

V roce 2012 byla vySetiena skupina zelv druhu T. hermanni. U t# jedinct se
vyskytoval Cryptosporidium tortoise genotype Il a v jednom piipadé Cryptosporidium
tortoise genotype |. Vzorky byly vySetfovany metodami ELISA, barvenim karbol-
fuchsinem (CST) a byla provedena genotypizace (SSU). Vysetiované Zelvy v této studii
trpély prijmem a byly léCeny paromomycinem, Lactated Ringer’s a immunostimulanty.
Zdanlivé vSechny zelvy byly vyléceny po dvou tydnech. Byla provedena kontrola pomoci
CST, EIA a PCR a pouze jedna zZelva byla pozitivni na PCR. Devét mésicii po 1€Cbe se u
tfech zelv zacal znovu rozvijet prijem. Vzorky trusu z téchto Zelv byly negativni na CST,
ale u dvou Zelv byly prokazany kryptosporidie pomoci EIA. Zelvy byly znovu 1é¢eny, coZ
vedlo ke zlepSeni klinickych pfiznaka vSech zvitat (Richter a kol. 2012).

Posledni studie vénovana Zelvam pochazi z roku 2013. Zelvy nebyly vysetiovany
pouze na kryptosporidie, ale 1 na dals$i gastrointestindlni parazity. Kryptosporidie byly
detekovany pouze v jednom vzorku (Testudo hermanni) z celkového poctu 113 bez blizsi

genotypizace (Hedley 2013).
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3 CILE PRACE

e Kiriticky zpracovat literarni reSersi k tématu.
e Pomoci molekuldrnich metod popsat diverzitu kryptosporidii suchozemskych zelv.

e Popsat morfologii a morfometrii oocyst nalezenych druhti a genotypu.
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Material

4.1.1 Paraziti

e Cryptosporidium tortoise genotype |
o Cryptosporidium tortoise genotype Il

4.1.2 Zdroj biologického materidlu

Bylo odebrano 235 vzorku z riznych lokalit. Jednalo se 0 soukromé chovy, zoologické
zahrady, zverimexy a drobné chovatele. Vzorky byly skladovany v roztoku dvojchromanu

draselného.

4.1.3 Experimentalni zviiata

Suchozemska zelva (Testudo horsfieldi), vodni zelvy (Chinemys reevesii), laboratorni
myS§ SCID, uzovka prouzkovana (Thamnophis sirtalis) a zebticka pestra (Taeniopygia

guttata).

4.2 Metody

4.2.1 Zpracovani vzorku

Z Cerstvé odebranych vzorka trusu, pifipadné ze vzorkd skladovanych ve

dvojchromanu draselném byla provedena purifikace, barveni a izolace DNA.

4.2.2 Purifikace

Trus soocystami Cryptosporidium tortoise genotype | a Cryptosporidium tortoise
genotype Il (genotypovano — viz kapitoly 4.2.6-4.2.9) byl homogenizovan ve tieci misce
a preCiStén na sachar6zovém gradientu a poté dociStén pomoci cesium chloridového

gradientu.
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Sacharézovy gradient (Arrowood a Stearling 1987)

Pouzité chemikalie:

Sheatertiv roztok (259 ml deionizované vody; 405 g cukru; 7,29 g fenolu)
PBS Tween (1% roztok)

Pracovni Sheaterovy roztoky

1+2 (1 dil Sheater + 2 dily PBS Tween)

1+4 (1 dil Sheater + 4 dily PBS Tween)

Postup c¢iSténi:

1.
2.

Trus byl zbaven piimési a pfecezen pies sitko.

Do 4 sklenénych zkumavek (objem 100 ml) byl navrstven pomoci pasteurovy
pipety gradient

1. vrstva: 30 ml Sheaterova roztoku 1+2

2. vrstva: 30 ml Sheaterova roztoku 1+4

3. vrstva: 15 ml vzorku trusu

Zkumavky s gradientem byly centrifugovany pii 4 °C po dobu 20 minut pii 1370
g.

Horni zbarvena vrstva (ptiblizné 1/3) byla odsata a zbyly supernatant byl pfenesen
do cistych zkumavek.

Zkumavky byly dopInény deionizovanou vodou a centrifugovany opét pii 4 °C po
dobu 20 minut pti 1370 g.

Polovina objemu byla odsata a vzorky byly doplnény deionizovanou vodou. Poté
byly vzorky centrifugovany pti 4 °C po dobu 20 minut pii 1370 g.

Krok ¢. 6 byl zopakovan jesté jednou.

Sedimenty byly pteneseny do 1 zkumavky a uchovany pii 4 °C s piidavkem

antibiotik nebo zalité 5% dichromanem sodnym.
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Cesium chloridovy gradient

Pouzité chemikalie:

Roztok cesium chloridu (1,15 g.ml™)
PBS (0,025M; pH 7,2)

Postup ¢isténi:

1.

© N o g &~ w

Po ¢isténi na cukrovém gradientu byl vzorek centrifugovan pii 4 °C po dobu 10
minut pti 1450 g.

Vsechen supernatant byl odsan, dale bylo ptidano 0,5 ml PBS a vzorek byl
rozsuspendovan.

Do ¢isté 1,7 ml mikrozkumavky bylo napipetovano 1 ml CsCl.

Na CsCl bylo opatrné navrstveno 0,5 ml roztoku oocyst v PBS.

Vzorek byl centrifugovan pii 20 °C po dobu 3 minuty pii 16 000 g.

Byl odebran 1 ml supernatantu s oocystami a poté nafedéno pomoci PBS.

Vzorek byl centrifugovan pii 20 °C po dobu 3 minuty pii 16 000 g.

Supernatant byl odebran a vzorek opét centrifugovan pii 20 °C po dobu 3 minuty
pti 16000 g.

Supernatant byl odebran a vzorek skladovan v dichromanu draselném.

4.2.3 Specifické barveni oocyst kryptosporidii

Na podloznim skle byl proveden tenky natér trusu a zafixovan pomoci methanolu v

plameni. VVzorky byly barveny metodami anilin-karbol-methyl violeti a byla provedena

detekce pomoci protilatek.

Metoda anilin-karbol-methyl violet’ (Mila¢ek a Vitovec 1985)

Pouzité chemikalie:

Roztok methylvioleti (0,6 g methylviolet’; 1 ml anilin; 1 g fenol; 30 ml 90%
alkohol; 70 ml deionizovana voda)
Roztok 2% H,SO,

Roztok tartrazinu (1% roztok tartrazinu v 1% kyselin¢ octové)
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Postup barveni:
1. Fixované vzorky byly barveny v roztoku methylvioleti po dobu 30 minut.
. Vzorky byly oplachnuty pod tekouci vodou.
. Dale byly diferencovany v 2% H,SO, po dobu 2 minut.

2

3

4. Vzorky byly oplachnuty pod tekouci vodou.

5. Vzorky byly dobarveny v roztoku tartrazinu po dobu 4 minut.

6. Vzorky byly oplachnuty pod tekouci vodou.

7. Vzorky byly ponechany oschnout pfi laboratorni teploté a nasledné byly

prohlizeny mikroskopem pfti zvétSeni 1000x za pouZiti imerzniho oleje.

Detekce pomoci specifickych protilatek

Pro detekci byl pouzit komeréni kit Crypto Cel (Cellabs Pty Ltd, Brookvale, NSW
2100 Australia).

Soudasti kitu:
e Crypto Cel Reagent
e Positive Control Slide

e Mounting Fluid

Postup:
1. Na podlozni sklo bylo naneseno 20 pl vzorku piecisténého na cesium chloridovém
gradientu.
2. Vzorek byl ponechan oschnout pii laboratorni teploté.
3. Vzorek byl fixovan po dobu 5 minut v metanolu a ponechan oschnout pii
laboratorni teploté.
4. Bylo ptidano 25 pl Crypto Cel Reagent k fixaci vzorku a Positive Control Slide,
ponechano ve vlhké komdrce.
Vzorek byl inkubovan pti 37 °C ve vlhké komtrce po dobu 30 minut.
Vzorek byl opatrné oplachnut v roztoku PBS po dobu 1 minuty.

Vzorek byl ponechan oschnout.

© N o o

Byla ptidana kapka Mounting Fluid na vzorek. Vzorek byl piikryt krycim sklem a
byly odstranény bubliny.
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9.

Vzorky byly prohlizeny mikroskopem s UV lampou pii zvétSeni 1000% za pouZziti

imerzniho oleje.

10. Vzorek bylo mozné uchovavat pii 2-8 °C ve tm¢ po dobu 24 hodin.

4.2.4 Hodnoceni intenzity infekce

U mikroskopicky pozitivnich vzorka byla odhadnuta intenzita infekce a vyjadiena jako

pocet oocyst v gramu trusu (OPG, oocysts per gram) (Kvac a kol. 2007).

4.2.5 lzolace DNA

[zolace byla provedena pomoci komeréniho kitu PSP Spin Stool DNA kit (Invitek).

Soucasti kitu:

Postup:

Elution Buffer D

Lysis Buffer P
Proteinaza K
Promyvaci pufr Wash I
Promyvaci pufr Wash II
Binding Buffer P
InviAdsorb zkumavka

Kolona se sbérnou zkumavkou

Do zkumavky bylo vlozeno 200 mg trusu se sklenénymi kulickami (0,5 mm). Poté
bylo ptfidano 0,8—1,2 ml Lysis Bufferu P, zvortexovano a rozbijeno 1 minutu pfi
max. rychlosti pfistrojem Fast Prep 24 Instrumnet (MP Bio).

Zkumavka byla inkubovéana v termobloku pfi teploté 95 °C po dobu 10 minut.
Vzorek byl centrifugovan po dobu 1 minuty pti 13 400 g.

Supernatant byl ptepipetovan do InviAdsorb zkumavek, zvortexovan a 1 minutu
inkubovan pfi laboratorni teploté. Poté byl vzorek centrifugovan po dobu 3 minut
pti 13 400 g.

Supernatant byl piepipetovan do novych 1,5 ml mikrozkumavek a déle

centrifugovan po dobu 3 minut pii 13 400 g.
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6. Do novych 1,5 ml mikrozkumavek byla napipetovana proteindza K (25 pl) a dale
pridano 400 pl supernatantu. Vzorek byl zvortexovan.

7. Vzorek byl inkubovan v termobloku pfi teploté 70 °C po dobu 10 minut.

8. Ke vzorku bylo pfipipetovano 400 pl Binding Bufferu P a zvortexovano.

9. Veskery objem byl pfenesen na kolonu se sbérnou zkumavkou a vzorek byl
inkubovan po dobu 1 minuty pii laboratorni teploté. Poté byl centrifugovan po
dobu 1 minuty pfti 13 400 g.

10. Odpad ze sbérné zkumavky byl vylit a na kolonu bylo napipetovano 500 pl
promyvaciho roztoku Wash I a vzorek byl centrifugovdn po dobu 1 minuty pfi
13 400 g.

11. Odpad ze sbérné zkumavky byl vylit a na kolonu bylo napipetovano 800 ul
promyvaciho roztoku Wash II a vzorek byl centrifugovan po dobu 1 minuty pti
13 400 g.

12. Odpad ze sbérné zkumavky byl vylit a vzorek byl centrifugovan po dobu 3 minut
pii 13 400 g.

13. Kolona byla pienesena na ¢istou 1,5 ml mikrozkumavku a bylo napipetovano 200
ul predehtaté dH,O.

14. Vzorek byl inkubovan 3 minuty pfi laboratorni teploté a poté centrifugovan 1

minutu pii 8§ 000 g.

4.2.6 Genotypizace

Pro amplifikaci genu kodujiciho malou ribozomalni podjednotku rRNA (SSU), aktin a
Cryptosporidium oocysts wall protein (COWP) byla pouzita vyizolovana DNA. Samotné
reakce byly uskuteénény v PCR mikrozkumavkach o objemu reakce 20 ul a byla
provedena nested PCR. Jako pozitivni kontroly byly pouZity vzorky vyizolované DNA C.
parvum a C. muris a jako negativni kontrola dH,O. Primarni reakce byla provedena ve 20
ul obsahujici 10x pufr (Top Bio), 3 mM MgCl,, 200 nM dNTPs, 200 mM kazdého
primeru. 1U Taq polymerazy, 400 ng/ml BSA a 2 pl genomové DNA. Sekundarni reakce
byla shodna s pfedpisem primarni reakce vyjma pfidani BSA a jako templat byly pouZity
2 pl primarni reakce.

Primarni a sekundarni PCR reakce probihaly v 35 cyklech. Nejprve doslo k denaturaci
DNA pii 95 °C po dobu 45 sekund. Dale nasledoval krok nasedani primert (annealing)

pii specifické teploté pro kazdou reakci po dobu 45 sekund. Nasledné se teplota zvysila
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na 72 °C, pti které se prodluzoval fetézec DNA (extension) po dobu 1 minuty. Prvnimu
cyklu predchéazela pocatecni denaturace pii teploté 95 °C po dobu 5 minut a posledni
cyklus byl nasledovan finalni extenzi pii 72 °C po dobu 10 minut.

Pro amplifikaci kazdého genu byly pouzity specifické primery. Tyto primery a jejich
nasedaci teploty jsou popsany v tabulce 4.

Tabulka 4: Nukleotidové sekvence specifickych primerti pro rizné geny.

SSU

Primarni reakce 55 °C
F15-TTCTAGAGCTAATACATGCG-3"
R13-AGGACAAAGTTCCCTTTACCC-5"
Sekundarni reakce 55 °C

F2 5'-GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAG-3’
R2 3-ATGAAGGTGACGTAGGATACTC-5"
Aktin

Primarni reakce 50 °C
F15-ATGRGWGAAGAAGWARYWCAAGC-3’
R13-TAACAKGTGTCTTTYACRAAGA-5’
Sekundarni reakce 45 °C

F2 5'-CAAGCWTTRGTTGTTGAYAA-3’

R2 3"-GGTWSWTAACAKGTGTCTTT-5"
COWP

Primarni reakce 45 °C
F15"-GAATGTCCTCCTGGGACTGTA-3"
R1 3"-GTCATACAGGTGGTCCTAGT-5"
Sekundarni reakce 50 °C

F2 5"-TCCTCCTGGGACTGTATTGGA-3"’
R2 3"-GTTGTGTTGGTCATACAGGTGG-5"

4.2.7 Gelova elektroforéza

PCR produkt byl analyzovan na 1% agar6zovém gelu. Pro detekci byl pouzit EtBr a
vizualizace byla provedena pomoci UV zafeni transiluminatorem (Ultra-Lum Inc, USA) a

dokumentace (Gel Logic 112, program Carestream 1-877-747-HELP, USA).
Roztoky:
e 50x TAE pufr (242 g Tris baze; 47,1 ml ledové kyseliny octové; 100 ml 0,5 M

EDTA o0 pH = 8,00)
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Postup:
1.
2.

Agarosa (Serva Electrophoresis, Germany)
Ethidium bromid (10 mg/ml. Sigma Aldrich, USA)
DNA Ladder — 100 bp (Fermentas International Inc., Canada)

TAE pufr byl smichan s agar6zou (0,8 g agardzy + 80 ml TAE pufiru).

Pufr s agardzou byl rozpoustén v mikrovinné troubé a poté ochlazen pod tekouci
vodou.

Do roztoku byl ptipipetovan EtBr a roztok byl opatrn€ promichan.

Gel byl nalit do pfedem ptipravené formy s hifebeny a nechan ztuhnout.

Po ztuhnuti byly hfebeny vyndany a gel byl vloZen do elektroforetické vany s
TAE pufrem.

Do prvni jamky byl napipetovan Ladder a do dalSich jamek produkty sekundéarni
PCR.

Elektroforéza probihala pti napéti 90 V po dobu potiebnou k separaci jednotlivych
fragmenti DNA.

Vysledek elektroforézy byl vizualizovan pomoci UV transiluminatoru.

4.2.8 lzolace z gelu

Produkty z gelové elektroforézy vhodné k osekvenovani byly vyizolovany pomoci

QIAquick Gel Extraction kitu (Qiagen) podle doporuceni od vyrobce.

Postup
1.

izolace:

Fragment byl vyfiznut z gelu, vlozen do 1,5 ml zkumavky a bylo ptipipetovano
400 ul QG pufru.

Vzorek byl inkubovan a rozpoustén po dobu 10 minut pti 50 °C.

Vzorek byl pfepipetovan na kolonu a byla provedena centrifugace 1 minutu pfi
13 400 g.

Odpad byl vylit ze sbérné zkumavky a bylo pfipipetovano 500 ul QG pufru.
Odpad byl vylit ze sbérné zkumavky a vzorek byl promyt 700 pl PE pufru. VVzorek
byl inkubovan po dobu 5 minut pfi laboratorni teploté&.

Odpad byl vylit ze sbérné zkumavky a byla provedena centrifugace po dobu 3
minuty pii 13 400 g, poté byla zkumavka otocena v centrifuze o 180° a opét byl

vzorek centrifugovan po dobu 3 minuty pfi stejném g.
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7. Kolona byla dana na ¢istou mikrozkumavku a bylo ptipipetovano 30 pl PCR
vody, ktera byla predehtata na 50 °C. Vzorek byl inkubovan pti laboratorni teploté
a poté byl centrifugovan 3 minuty pii 13 400 g.

4.2.9 Sekvenovani

Sekvenovani sekundarnich PCR produkti bylo provedeno pomoci ABI BigDye
Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Kit a sekvenatoru ABI123130 za pouziti
sekundarnich primert. Nukleotidové sekvence byly analyzovany pomoci online
dostupného programu Chromas Pro v 1.32 (www.technilysium.com.au/chromas.html) a
dale pomoci programu ClustalX (ftp:/ftp-ighmc.u-strashg.fr/pub/SlustallX/) a BioEdit

porovnany se sekvencemi ulozenymi v databazi GenBank.

4.2.10 Fylogenetické analyzy

Metodou Neighbor-Joining byly vypocteny fylogenetické vztahy mezi jednotlivymi
druhy a genotypy kryptosporidii (Saitou et Nei 1987). Byl pouzZit dvouparametrovy
distancni model dle Kimury (1980). Na zakladé 1000 opakovani byl ziskan bootstrapovy
konsenzus vyslednych stromti. Ke konstrukci fylogenetickych stromti byl pouzit program
MEGA 6.

4.2.11 Design experimentalnich praci

Byla ziskana ptirozené¢ infikovana Zelva, od které byl odebiran trus a ten nasledné
piecistén na cesium chloridovém gradientu. Takto piecistény vzorek byl infek¢ni davkou
pro pokusna zvifata (viz kapitola 4.1.3). VSechna experimentalni zvifata byla infikovana
jicni sondou Cryptosporidium tortoise genotype | v davee 1x10% oocyst/zvite v 1000 ul
dH,0.

Vsechna zvifata byla denné odebirana po dobu 30 dni po infekci a nasledné 1x tydné.
Vzorky byly vySetieny mikroskopicky pomoci barvici metody anilin-karbol-methyl violet

a z kazdého vzorku byla vyizolovana DNA a byla provedena amplifikace genu SSU.
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5 VYSLEDKY

5.1 Mikroskopické vysetieni

Z celkového poctu 235 individudlnich vzorka trusu suchozemskych zelv byly pomoci
barveni anilin-karbol-methyl violeti detekovany oocysty kryptosporidii v 10 vzorcich

trusu u sedmi riznych druhu zelv (tabulka 5).

Tabulka 5: Seznam ptirozené infikovanych druhti suchozemskych zelv v této praci

véetné lokality jejich odbéru, vysledkti mikroskopické detekce a genotypizace.

vrork Hostite Lokalita Ssu Gen,zgt?rlwzace COWP
15093  Testudo hermanni Hluboka nad Vltavou  genotype Il ND ND
15094  Testudo hermanni Hluboka nad Vltavou  genotype II* ND ND
15111  Testudo horsfieldi Ceské Budgjovice genotype I1* NS NS
15119  Testudo hermanni Ceské Budgjovice genotype |1 ND ND
15120  Testudo hermanni Ceské Budgjovice genotype |1 ND ND
15176  Stigmochelys pardalis Ceské Budg&jovice genotype Il1*  genotype Il NS
15177  Testudo horsfieldi Ceské Budgjovice genotype Il NS NS
15573  Testudo marginata Vrbova Lhota genotype Il NS genotype Il
15575  Testudo marginata Vrbova Lhota genotype Il ND ND
15576  Testudo marginata Vrbova Lhota genotype Il ND ND
15581  Testudo graeca Vrbova Lhota genotype | ND ND
15585  Testudo graeca Vrbova Lhota genotype I* NS genotype Il
15591  Testudo graeca Vrbova Lhota genotype Il NS NS
15661  Testudo marginata Kroméiiz genotype II* genotype Il NS
15666  Testudo kleinmanni Kroméiiz genotype Il ND ND
15842  Testudo horsfieldi Ceské Budgjovice genotype Il genotype Il NS
15849  Stigmochelys pardalis Ceské Bud&jovice genotype Il NS NS
16744  Geochelone radiata Brno genotype II* ND ND
16745  Testudo kleinmanni Brno genotype II* ND ND
16746  Testudo kleinmanni Brno genotype II* ND ND
16750  Testudo kleinmanni Brno genotype Il ND ND
16920  Chelonoidis chilensis  Nové Hrady genotype | NS NS
18032  Astrochelys radiata Vrbova Lhota genotype I* NS NS
18394  Geochelone pardalis  Horni Lomnice genotype | NS NS
18638  Testudo horsfieldi Ceské Budgjovice genotype | ND ND
18788  Testudo kleinmanni Ceské Budgjovice genotype Il ND ND
19006  Testo horsfieldi Ceské Budgjovice genotype I* genotype | genotype |

" mikroskopicka detekce oocyst barvenim anilin-karbol-methyl violeti; ND nedé&lano; NS neosekvenovano.
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Intenzita infekce byla zjisténa pouze u mikroskopicky pozitivnich vzorki. Ve vSech

ptipadech byla detekovana velmi nizkd intenzita v rozmezi 1000—-4000 OPG.

5.2 Morfologie oocyst

Pro morfologii byl pouzit nativni preparat. Tento preparat byl zhotoven z ptecisténého
vzorku trusu na cesium chloridovém gradientu, uchovavaném v dichromanu draselném.

Cryptosporidium tortoise genotype I ma vétsi ovalnéjsi oocysty o velikosti 5,80—6,90
um (pramér = 6,35) x 5,30-6,50 um (pramér = 5,92) s indexem tvaru 1,07+0,05 (n = 30).
Oocysty Cryptosporidium tortoise genotype Il jsou velké 4,40-5,40 pm (pramér = 5,04)
x4,30-5,30 um (pramér = 4,84) sindexem tvaru 1,04+0,03 (n = 30). Oocysty
Cryptosporidium tortoise genotype | a Cryptosporidium tortoise genotype Il jsou

zobrazeny na obrazku 2.

Obrazek 2: Oocysty Cryptosporidium tortoise genotype | a Cryptosporidium tortoise
genotype Il zobrazeny A) diferencialnim interferenénim kontrastem, B) barveni anilin-
karbol methyl violeti a C) specifickymi protilatkami proti sténé¢ oocysty (Crypto Cel).
Meétitko 5 pm.

Cryptosporidium tortoise genotype | Cryptosporidium tortoise genotype Il




5.3 Klinické priznaky

Zadné zpozorovanych zvifat nevykazovalo klinické piiznaky kryptosporididzy.
Nevyskytoval se u nich prijem, zvirata méla chut’ k jidlu, nebyla malatnd ani nadmérné

unavena.

5.4 Genotypizace

Z celkového poctu 235 vzorku trusu byla specificka DNA kryptosporidii kddujici gen
pro malou ribozomalni podjednotu rRNA (SSU) prokazana ve 27 vzorcich. VSechny
mikroskopicky pozitivni vzorky byly soucasné i PCR pozitivni. Fylogeneticka analyza
SSU prokézala ptitomnost tfi odliSnych sekvenci. V 19 ptipadech byl detekovéan
Cryptosporidium tortoise genotype II. VSechny sekvence byly 100 % shodné se sekvenci
ziskanou z Testudo marginata [EF547155]. V sedmi piipadech byly sekvence identické
s Cryptosporidium tortoise genotype | [AY120914]. V jednom ptipadé, ze vzorku
pochazejiciho ze Stigmochelys pardalis byla detekovana sekvence SSU identicka
s izolatem CG2007 [GQ504268] ziskaného z Testudo horsfieldi (obrazek 3). S ohledem
na vysledky fylogenetickych analyz dalSich gent (dale) jsme tento izoldt pojmenovali
Cryptosporidium tortoise genotype I11.

Nasledné fylogenetické analyzy geni pro aktin a COWP u vybranych izolatt potvrdily

samostatné fylogenetické pozice vSech detekovanych genotypl (obrazky 4 a 5).
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Obrazek 3: Kladogram fylogenetickych
vztahi izolatd kryptosporidii ziskanych
ze zelv s ostatnimi druhy a genotypy
kryptosporidii na  zakladé Céstecné
nukleotidové sekvence genu kodujiciho
malou ribozomalni podjednotku (SSU),
vytvofeny  metodou
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bootstrap). Sekvence ziskané

V této studii jsou zvyraznény.
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Obrazek 4: Kladogram fylogenetickych vztah izolat kryptosporidii ziskanych ze Zelv s
ostatnimi druhy a genotypy kryptosporidii na zéklad¢ castecné nukleotidové sekvence
genu pro aktin, vytvofeny metodou neighbor—joining (1000x bootstrap). Sekvence

ziskané v této studii jsou zvyraznény.
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Obrazek 5: Kladogram fylogenetickych vztaht izolatt kryptosporidii ziskanych ze zelv s
ostatnimi druhy a genotypy kryptosporidii na zéklad¢ castecné nukleotidové sekvence
genu pro Cryptosporidium oocysts wall protein (COWP), vytvoieny metodou neighbor—

joining (1000x bootstrap). Sekvence ziskané v této studii jsou zvyraznény.

5.5 Hostitelska specifita

Vzhledem k omezenému mnozstvi ziskanych Zivotaschopnych oocyst z piirozené
infikovanych Zelv byla hostitelska specifita testovana pouze u Cryptosporidium tortoise
genotype |. Vysledky dloudodobych sledovéni pfirozené infikovanych zelv a
experimentalnich pokust prokazaly, ze Cryptosporidium tortoise genotype | bylo infek¢ni
pouze pro suchozemské zelvy, veetné ptirozené infikované Testudo horsfieldi a naopak
mikroskopické ani molekularni vysetieni neprokézalo ptitomnost oocyst nebo specifickou
DNA v trusu infikovanych SCID mysi, vodnich Zelv (Chinemys reevesii), uzovky
prouzkované (Thamnophis sirtalis) ani zebficky pestré (Taeniopygia guttata).

Prvni zachyt specifické DNA u Testudo horsfieldi infikované Cryptosporidium tortoise
genotype | byl 11. den po infekci (DPI). Oocysty byly mikroskopicky detekovany pouze
35. DPI. Pfitomnost oocyst V trusu byla ovéfovana molekuldrnimi metodami, specifickd
DNA byla detekovana v trusu intermitentné. Vyjma 15., 16., 25. a 29. DPI byly vSechny

vzorky pozitivni.
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6 DISKUSE

Procento pozitivnich zvifat v této studii bylo 11,5 %. Nase vysledky odpovidaji studii
Pedraza-Diaz a kol. (2009) ktefi detekovali kryptosporidie u 11,8 % zelv chovanych ve
Spanélsku. Naopak pomérné vysoky, respektive nizky podet pozitivnich zvifat byl zjistén
v Italii a Anglii to 22,6 %, respektive 0,9 % (Hedley a kol. 2013; Traversa a kol. 2008).
Promotenost zvifat v jednotlivych studiich mize byt do zna¢né miry ovlivnéna typem
chovu a mnozstvim chovanych zvifat. Ve vSech piipadech se jednalo o Vv zajeti drzena
zvitata od chovatelll, pfipadné ze zoologickych zahrad.

Na zakladé velikosti a tvaru oocyst lze v ramci rodu Cryptosporidium rozlisit dva
morfotypy oocyst (Kvac a kol. 2014; Upton a Curent 1985; Vitovec a kol. 2006).
V jednotlivych skupinach (zalude¢ni a stfevni druhy) jsou si oocysty jednotlivych druhi
velmi podobné a mikroskopicky je témef nemozné je od sebe rozlisit. Velikost oocyst je
charakteristickou vlastnosti daného druhu a nezavisi na typu hostitele (Kvac a kol.
2013a). Vysledky této studie potvrdily, ze stfevni kryptosporidie zelv Cryptosporidium
tortoise genotype II jsou mensi a kulaté zatimco Zalude¢ni Cryptosporidium tortoise
genotype I méa oocysty veétsi a ovalné. Nami popsand morfometrie oocyst
Cryptosporidium tortoise genotype Il odpovida popisu kryptosporidii z pfirozené
infikované zelvy Testudo kleinmanni (4,4-6,3 um; pramér = 5,1 um) (Graczyk a kol.
1998). Nicméné vzhledem k tomu, Ze Graczyk a kol. (1998) negenotypovali nalezené
kryptosporidie, nelze vyloucit, Ze se jednalo o jiny, zatim nepopsany druh/genotyp.

Na rozdil naptiklad od C. parvum u telat (Naciri a kol. 1999), C. hominis u ¢lovéka
(Chappell a kol. 2015), C. canis (Scorza a Tangtrongsup 2010) nezpisobuje cela fada
druht a genotypt kryptosporidii zadné klinické piiznaky (Johansen a kol. 2014; Kvac a
kol. 2013; Morgan-Ryan a kol. 2002; Pettoelo-Mantovani a kol. 1995). U zadné z nami
vySetfenych Zelv nebyly pozorovény klinické ptiznaky typické pro kryptosporidiové
infekce a to ani u experimentalné infikované Zelvy. NaSe vysledky odpovidaji zjisténi, ze
kryptosporidoza Zelv neni spojena S zadnymi stupni gastroenteritid (Hedley 2013;
Pedraza-Diaz a kol. 2009; Traversa a kol. 2008). Naopak vftad¢ klinicky studii
zaméfenych pouze na nemocné Zelvy byla popsana celé¢ Skala symptomi (gastritidy,
pneumonie, omezeny piijem potravy, letargie, edémem hlavy a krku a slabost ptednich
koncetin, prujem) doprovazejicich kryptosporidiové infekce zelv infikovanych jak
genotypem |, tak genotypem Il (Alves a kol. 2005; Graczyk a kol. 1998; Griffin a kol.
2010; Heuschele a kol. 1986; Richter a kol. 2012). S ohledem na to, Ze vSechny tyto
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studie byly zaméfeny na nemocné zelvy, lze predpokladat, Ze primarni pti¢inou
zdravotnich problému zelv bylo jiné agens nez kryptosporidie.

Provedené fylogenetické analyzy zalozené na SSU, aktin a COWP genech prokazaly
piitomnost tfi riznych genotypu a to diive popsanych Cryptosporidium tortoise genotype
I, Cryptosporidium tortoise genotype Il a jednoho nového genotypu nazvaného
Cryptosporidium tortoise genotype Ill. Na lokusu SSU byly vSechny tii genotypy
identické s dfive popsanymi izolaty. Na aktinovém lokusu byla poprvé ziskana sekvence z
Cryptosporidium tortoise genotype I a III. Fylogeneticka analyza potvrdila jejich
samostatnou pozici. Stejné tak v na lokusu pro COWP byla ziskana prvni sekvence pro
Cryptosporidium tortoise genotype 1. VSechny nami ziskané sekvence Cryptosporidium
tortoise genotype Il byly identické a z 98,7 % piibuzné k izolatu ziskaného z Testudo
marginata a identifikovaného jako tortoise genotype Il (Traversa a kol. 2008).

Prepatentni perioda se v zavislosti na druhu a genotypu kryptosporidie pohybuje od 3
do 26 dni po infekci (Vitovec a kol. 2006) a neni zavisla na infekéni davee (Rhee a kol.
1995; Zambriski a kol. 2013). Obecné lze konstatovat, Ze Zalude¢ni kryptosporidie maji
delsi prepatentni periodu nez ty, které infikuji stievni epitel (Enemark a kol. 2003; Kvac a
kol. 2013). Délka prepatentni periody Cryptosporidium tortoise genotype I, tedy
zalude¢niho druhu, byla 11 DPI.

Délka patentni doby je taktéz velmi variabilni, v fad¢ piipadt dochazi k tzv. self-cure
fenomenu, tedy samovylééeni jedince (DuPont a kol. 1995; Enemark a kol. 2003; Matsui
a kol. 1999; Tzipori a kol. 1983). Naopak napiiklad u Zzalude¢nich druhi infikujicich
savce je velmi Casto pozorovana chronicka dlouhodoba, az celoZivotni infekce (Wilhelm
a Yarovinsky 2014). Obdobné v nasSi praci jsme zaznamenali chronickou infekci
vyvolanou Cryptosporidium tortoise genotype I o délce vice nez 5 mésicu.

Z vysledki této 1 ostatnich studii lze usuzovat, Ze vSechny nalezené genotypy
detekované u Zelv jsou pravdépodobné hostitelsky specifické, coz Castecné potvrdily i
experimentalni infekce riznych obratlovcd Cryptosporidium tortoise genotype | (Xiao a
kol. 2004). Nicméné Pedraza-Diaz a kol. (2009) detekoval Cryptosporidium tortoise
genotype | a Il u krajty Python regius a chameleona Chamaeleo calyptratus. S ohledem
na ojedinélost nalezu téchto genotypl u jinych plazl nelze vérohodné posoudit, zda se

jednalo o probihajici infekci nebo pouhou pasaz oocyst zazivacim traktem.
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7

ZAVERY
Bylo prokazano, ze oocysty Cryptosporidium tortotise genotype | a Cryptosporidium
tortoise genotype Il jsou morfologicky odlisné.
Cryptosporidium tortoise genotype 11 je nejCastéji se vyskytujici genotyp
kryptosporidii u suchozemskych Zelv v Ceské republice.
Byl detekovan novy genotyp - Cryptosporidium tortoise genotype I1I u suchozemskych
zelv.
Byl popsan pribéh infekce Cryptosporidium tortoise genotype I.
Cryptosporidium tortoise genotype | neni infekéni pro vodni zelvy (Chinemys
reevesii), laboratorni my$ SCID, uzovku prouzkovanou (Thamnophis sirtalis) ani
zebiicku pestrou (Taeniopygia guttata).

Cryptosporidium tortoise genotype | a II nezptsobuji klinické onemocnéni Zelv.
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