JIHOCESKA UNIVERZITA V CESKYCH BUDEJOVICICH

ZEMEDELSKA FAKULTA

Studijni program: N4101 Zeméd¢€lské inzenyrstvi
Studijni obor: Zemédélské biotechnologie
Katedra: Katedra zootechnickych véd

Vedouci katedry: prof. Ing. Vaclav Matousek, CSc.

DIPLOMOVA PRACE
Diverzita kryptosporidii volné Zijicich psovitych a medvédovitych Selem

Diversity of Cryptosporidium in wild canines and bears.

Vypracovala: Bc. Klara Kellnerova

Vedouci diplomové prace: prof. Ing. Martin Kvac, Ph.D.

Ceské Budgjovice, 2018



JIHOCESKA UNIVERZITA V CESKYCH BUDEJOVICICH
Fakulta zemédélska
Akademicky rok: 2015/2016

ZADANI DIPLOMOVE PRACE

(PROJEKTU, UMELECKEHO DiLA, UMELECKEHO VYKONU)

Jméno a piijmeni: Be. Klira KELLNEROVA
Osobni éislo: 215397
Studijni program: N4101 Zemédélské inZenyrstvi

Studijni obor: Zemédélské biotechnologie
Diverzita kryptosporidii volné Zijicich psovitych a

NOZEw BB et el Bebom

Zadavajici katedra: Katedra zootechnickych véd

Zisady pro vypracovini:

Kryptosporidie jsou celosvétové rozsifeni jednobunééni paraziti infikujici vSechny t¥idy obrat-
lovet. Studie provedené v poslednich 10 letech ukazuji na obrovskou rozmanitost a souéasné
hostitelskou specifitu zastupci rodu Cryptosporidium. Na rozdil od kryptosporidii parazitu-
jicich u hospodafskych a zdjmovych zvirat a ¢lovéka, jsou naSe znalosti o diverzité, fylogenezi
a biologii téchto paraziti u volné Zijicich obratlovel velmi omezené.

Cilem prace je popsat vyskyt a prevalenci kryptosporidii pfirozené infikujicich volné #ijici
psovité a medvédovité Selmy.

Pomoci standardnich parazitologickych metod a specifickych barveni diagnostikujte oocysty
kryptosporidii v trusu vySetfovanych jedincl a stanovte intenzitu infekce. V p¥ipadé silnych
infekei popiste morfologii a morfometrii oocyst. Pomoci molekularnich metod urcete druh a
genotyp kryptosporidii. Vyuzijte fylogenetické postupy k uréeni fylogenetickych vztahi mezi
jednotlivymi druhy a genotypy detekovanych kryptosporidii. Datové soubory zpracujte p¥i-
slusnymi statistickymi metodami. Vyhodnotte ziskana data o prevalenci a vyskytu. Zhodnotte
hostitelskou specifitu nalezenych druhd a genotypt.



Rozsah grafickych praci: 3 tabulky, 3 grafy
Rozsah pracovni zpravy: 40 - 50 stran

Forma zpracovani diplomové prace: ti§t&na/elektronicka
Seznam odborné literatury:

Bryan, H.M., Darimont, C.T., Hill, J.E., Paquet, P.C., Thompson, R.C.,
Wagner, B. et al 2012. Seasonal and biogeographical patterns of gastrointestinal
parasites in large carnivores: wolves in a coastal archipelago. Parasitology 139,
781-790.

Kloch, A., Bednarska, M., Bajer, A. 2005. Intestinal macro-and microparasites
of wolves (Canis lupus L.) from North-Eastern Poland recovered by coprological
study. Ann. Agric. Environ. Med. 12:237-245.

Kvaé, M., McEvoy, J., Stenger, B., Clark, M. 2014. Cryptosporidiosis in other
vertebrates. In: S.M. Caccio and G. Widmer (Eds.), Cryptosporidium: Parasite
and Disease. Springer, Wien, pp. 237-326.

Ravaszova, P., Halanova, M., Goldova, M., Valenéakova, A., Maléekova, B.,
Hurnikova, Z. et al. 2012. Occurrence of Cryptosporidium spp. in red foxes and
brown bear in the Slovak Republic. Parasitol. Res. 110, 469-471.

Ziegler, P.E., Wade, S.E., Schaaf, S.L., Chang, Y.F., Mohammed, H.O., 2007.
Cryptosporidium spp. From small mammals in the New York City watershed. J.
Wildl. Dis. 43, 586-596.

Vedouci diplomové prace: doc. Ing. Martin Kvaé¢, Ph.D.
Katedra zootechnickych véd

Datum zadani diplomové prace: 29. bfezna 2016

Termin odevzdani diplomové prace: 30. dubna 2017

JIHOCESKA UNIVERZITA @
V GESKYCH BUDEJOVICICH
ZEMEDELSICA FAKULTA

studijnl addalent

/_szuunuem 180K, 470 B8 Beskd Buds|ovice
7 = L\é LS. _//%?/Zﬁi/k’%

prof. Ing. Miloslav Soch, CSc., dr. h. c. doc. Ing. Miroslav Marsalek, CSc.
dékan vedouci katedry

V Ceskych Budgjovicich dne 29. biezna 2016



Prohlasuji, ze v souladu s § 47b zékona €. 111/1998 Sb. v platném znéni
souhlasim se zvetejnénim své diplomové prace na téma: Diverzita kryptosporidii
volné Zijicich psovitych a medvédovitych Selem, a to v nezkracené podobé (v
upraveé vzniklé vypusténim vyznacenych ¢asti archivovanych zemédélskou fakultou)
elektronickou cestou ve vefejné pristupné casti databdze STAG provozované
JihoGeskou univerzitou v Ceskych Bud&jovicich na jejich internetovych strankach, a
to se zachovanim mého autorského prava k odevzdanému textu této kvalifikacni
prace. Souhlasim dale s tim, aby toutéz elektronickou cestou byly v souladu s
uvedenym ustanovenim zakona ¢. 111/1998 Sb. zvefejnény posudky Skolitele a
oponentll prace 1 zaznam o prubchu a vysledku obhajoby kvalifikacni prace. Rovnéz
souhlasim s porovnanim textu mé kvalifikacni prace s databazi kvalifikacnich praci

Theses.cz provozovanou Narodnim registrem vysokoskolskych kvalifikacnich praci

a systémem na odhalovani plagiata.

V Ceskych Budgjovicich 16. 4. 2018

Bc. Klara Kellnerova



M¢ podéekovani patii pfedevsim panu prof. Ing. Martinu Kvacovi, Ph.D., za jeho
neustadlou pomoc a ochotu Vv pribéhu zpracovavani diplomové prace, za jeho vécné
pfipominky, trpélivost a cenné rady, které mi v pribéhu zpracovani v€noval. Dale
bych rada podékovala celému kolektivu Laboratofe veterinarni a medicinské
protistologie Parazitologického tistavu, BC AV CR, v.v.i. za jejich ochotnou pomoc
v laboratofi a milé jednani. Mé podékovani patii téZ vSem, kteti mi poskytli vzorky,

zejména doc. MVDr. Dusanu Rajskému, CSc. a MVDr. Jan¢ Jurdnkové, Ph.D.

Tato prace byla finanén& podporfena z projektu GACR 15-01090S a grantové
agentury JihoGeské univerzity v Ceskych Budé&jovicich GAJU 002/2016/Z (fesitel
prof. Ing. Martin Kva¢, Ph.D.).



ABSTRAKT

Tato prace je zaméfena na vyskyt a prevalenci kryptosporidii u volné Zijicich
psovitych a medvédovitych Selem na tizemi Ceské republiky, Slovenské republiky,
Polska a Rumunska. Celkem bylo shromdzdéno 359 vzorkii trusu od 179 lisek
obecnych (Vulpes vulpes), 83 vlki obecnych (Canis lupus), 63 medvédi hnédych
(Ursus arctos) a 34 Sakalti obecnych (Canis aureus). Vzorky byly mikroskopicky
vysetieny na pfitomnost oocyst kryptosporidii pomoci specifického barveni anilin-
carbol-methyl violeti a pomoci molekularnich metod amplifikujicich malou
ribozomalni podjednotku rRNA, aktin a 60kDa glykoprotein. Molekularnimi
metodami byla prokazana ptitomnost specifické DNA C. tyzzeri, C. andersoni u lisek
obecnych, C. canis a C. ubiquitum u vlka obecnych a C. galli u medvéda hnédého a
lisky obecné. Subtypizace izolati C. tyzzeri a C. ubiquitum na gp60 genu prokazala,
ze izolat C. tyzzeri patii do subtypu IXaAS8 a izolat C. ubiquitum do Xlld. Detekce
kryptosporidii hostitelsky nespecifickych pro psovité a medvédovité selmy, vyjma C.
canis a C. ubiquitum, ukazuje spiSe na potravni preference vysetiovanych zvitat nez

na aktivni probihajici infekci.

KLiCOVA SLOVA: Cryptosporidium; liska; vlci; medvédi; $akali; masoZravei;
PCR



SUMMARY

The study was focused on study of diversity of Cryptosporidium spp. in wild
canines and bears in the Czech Republic, Slovak Republic, Poland and Romania. A
total of 359 faecal samples were collected from 179 red foxes (Vulpes vulpes), 83
grey wolves (Canis lupis), 63 brown bears (Ursus arctos) and 34 jackals (Canis
aureus). Faecal samples were screened for Cryptosporidium by microscopy and
PCR/sequencing. Phylogenetic analysis of small-subunit rRNA, actin and 60-kDa
glycoprotein sequences revealed the presence of C. tyzzeri, C. andersoni in red foxes,
C. canis and C. ubiquitum in gray wolves and C. galli in a brown bear and a red fox.
Subtyping of C. ubiquitum and C. tyzzeri isolate by sequence analysis of the 60-kDa
glycoprotein gene showed that isolates belonged to the Xlld and 1Xa subtype family,
respectively. Detection of host-non-specific cryptosporidia, except C. canic and C.
ubiquitum, in wild canine and bears shows rather a food preference of screened

carnivors than on an active infection.

KEY WORDS: Cryptosporidium; foxes; wolves; bears; jackals; carnivores; PCR
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1. Uvod

Paraziti rodu Cryptosporidium jsou obligatni, intracelularni prvoci patiici do
kmene Apicomplexa. Infikuji epitelidlni buniky gastrointestinalniho, respiratorniho a
urogenitalniho traktu obratlovct, véetné lidi (Xiao et al. 20044, Ziegler et al. 2007,
Jezkova et al. 2016).

Zastupci tohoto rodu zptsobuji onemocnéni zvané kryptosporididza, které muize
byt pfi¢inou prijmovych onemocnéni u lidi, hospodaiskych zvifat a dalSich
obratlovcu. Puvodce onemocnéni se pienasi na hostitele pfimym kontaktem s
infikovanym jedincem nebo pozitim kontaminovanych potravin a vody zne¢isténych
oocystami (Xiao 2010, Shahiduzzaman et Daugschies 2012).

Prestoze jsou kryptosporidie intenzivné studovany vice nez 30 let, vyzkum je
primarné zaméfen na studium téchto parazitd u clovéka a hospodéiskych zvirat
(JeZzkova et al. 2016). Molekularné-epidemiologické studie provedené u volné
Zijicich zvitat prokazaly velmi vysokou diverzitu kryptosporidii. I pfes vzrustajici
pocet studii zabyvajicich se kryptosporidiovymi infekcemi volné Zijicich zvifat, jsou
nase znalosti u celé fady hostitelskych skupin znaéné omezené (Kvac et al. 2014b).

Masozravci jsou kone¢nymi hostiteli nebo rezervoarem pro vice nez 60 riznych
zoonotickych parazitii, véetné kryptosporidii (Sarvi et al. 2018). Infekce vyvolané
kryptosporidiemi byly potvrzeny u fady Selem véetné psu, lisek, vikii nebo medvéda
(Ryan et al. 2014).

Béhem poslednich nékolika desetileti doslo ke zménam klimatu, krajiny a
ekosystému. Spolu s naristem nelegalniho obchodu s volné Zijicimi zvifaty a
zménou lidského chovani vici volné Zijicim zivoCichtim, doslo ke ztenceni hranic
mezi divokymi Selmami a jejich domacimi protéjsky. Toto mize mit za nésledek
Sifeni patogent do novych prostifedi a rozSifeni infekci z volné Zijicich zvifat na
domaci zivocichy a lidskou populaci (Otrantoa et al. 2015, Sarvi et al. 2018).

Tato prace si klade za cil pfidat dalsi znalosti o vyskytu a prevalenci
kryptosporidii u volné Zzijicich psovitych a medvédovitych Selem, které mohou

ptedstavovat rezervoar ptivodct kryptosporidiovych infekci.



2. Literarni prehled

2.1. Historie kryptosporidii

Prvni popis parazita patiicich do rodu Cryptosporidium je datovan roku 1907, kdy
americky parazitolog Ernest Edward Tyzzer detekoval prvoky v Zalude¢nich zlazach
pitvanych laboratornich mysi a pojmenoval tohoto parazita Cryptosporidium muris
(Tyzzer 1907). O tii roky pozdé&ji popsal C. muris podrobnéji a rozsifil rozsah
hostitelt (Tyzzer 1910). Nasledn¢ v roce 1912 byl stejnym autorem identifikovan
druhy druh rodu Cryptosporidium parazitujici v tenkém stievé laboratornich mysi a
byl pojmenovan Cryptosporidium parvum (Tyzzer 1912). Je tieba zminit, Ze paraziti
rodu Cryptosporidium byly ziejmé& poprvé popsani jiz na konci 19. stoleti jako
Coccidium falciforme (Fayer 2008).

V roce 1955 byl popsan dalsi, v potadi tieti druh, Cryptosporidium meleagridis u
krat (Slavin 1955). A v roce 1971 byly kryptosporidie poprvé hlaseny ve spojeni
S prijmem u krav (Panciera et al. 1971). Prvni dva pfipady lidské kryptosporiddzy
byly popsany v roce 1976. Od té doby bylo dokumentovano tisice lidskych
kryptosporidiovych infekci ve vice nez 95 zemich (Morgan-Ryan et al. 2002, Fayer
et al. 2008). Postupné se v odborné literatufe objevovaly zpravy popisujici vyskyt
kryptosporidii a kryptosporidiézy u Siroké skaly savci, ptakt a plazd (Kvac et al.
2014b). Az do doby nastupu genotypizace jednotlivych izolath pomoci
molekularnich technik byla identifikace druhti zalozena ptfedevSim na velikosti a
tvaru oocyst, coz vyustilo v fadu domnének o Siroké hostitelské specifité¢ a nizké
druhové variabilit¢ vramci rodu Cryptosporidium (Xiao 2010). Rozvojem
genotypizace se v devadesatych letech 20. stoleti ptispélo k objasnéni diverzity
kryptosporidii a jejich hostitelské specifity (Fayer 2004).

Dlouhou dobu nebyli tito paraziti vnimani jako hrozba pro vefejné zdravi. To se
zménilo v disledku prokazani kryptosporidiozy jako zivot ohrozujici infekce u HIV
pacientu (Fayer et al. 1986). Zajem o studium téchto patogenti vyrazné vzrostl po
propuknuti masivni epidemie v Milwaukee ve Wisconsinu v roce 1993, kde doslo
k infekci vice nez 400 000 osob lidskym druhem C. hominis prostiednictvim
kontaminované pitné vody (MacKenzie et al. 1994, Fayer et al. 2008). V poslednich

dvaceti letech se diky dostupnosti molekularnich metod pocet platnych druht a nové



popsanych genotypu vyrazné zvysil (Kvac et al. 2014b). V soucasné dobé€ je uznano
36 platnych druhti rodu Cryptosporidium (Zahedi et al. 2016, Condlova et al. 2018,
Kvac et al. 2018), které¢ vSak predstavuji jen zlomek rozmanitosti rodu
Cryptosporidium. Kromé uvedenych jmenovanych druhii (Tabulka 1) bylo popsano
vice nez 200 genotypli a environmentdlnich izolath kryptosporidii, které byly
popsany U celé tady obratloveli, V povrchovych a odpadnich vodach. U vétSiny
téchto genotypl a izolatl jsou neznamé biologické a morfologické udaje potiebné

pro popis druhu (Stenger et al. 2015).

2.2. Taxonomie

Rod Cryptosporidium patii do kmene Apicomplexa, ktery zahrnuje vSechna
parazitickd eukaryota majici apikalni komplex alespon v nékterém vyvojovém stadiu
vramci vyvojového cyklu. Vramci kmene Apicomplexa byly kryptosporidie
z divodu morfologie vyvojovych stadii a vyvojového cyklu tradi¢né tazeny mezi
kokcidie (Levine 1988). Nicméné kryptosporidie disponuji fadou odlisnosti jako
napiiklad lokalizace mimo hostitelskou bunku, zptsob pfichyceni k hostitelské
buiice, pritomnost dvou morfologicky odlisnych typti oocyst, velikosti a strukturou
oocyst nebo nevnimavosti k 1é€bé kokcidiostatiky, které je odliSuji od jakychkoliv
kokcidii (Fayer 2010, Ryan et Hijjawi 2015).

Na zékladé¢ genomickych a biochemickych analyz bylo prokdzano, Zze
kryptosporidie jsou evolu¢né odlisné od kokcidii a jsou vice ptibuzné gregarinam,
(Zhu et al. 2000, Abrahamsen et al. 2004, Clode et al. 2013, Armon et al. 2016).
Nedavné celogenomové sekvenovani druhu C. muris prokazalo, ze tento druh ma
podobné mitochondrialni struktury a proteiny jako maji gregariny (Widmer et
Sullivan 2012). Budouci studie by mély vyjasnit taxonomickou pozici rodu

Cryptosporidium.
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2.3. Hostitelska specifita

Dle hostitelské specifity lze zastupce rodu Cryptosporidium tadit do tfi skupin.
Vétsina druht a genotypt kryptosporidii ma tuzkou hostitelskou specifitu, tedy
infikuje jednoho nebo pouze omezeny pocet hostiteli (Thomas et al. 2016).
Typickym zastupcem této skupiny je C. wrairi parazitujici pouze u morcat nebo
nedavno popsany druh C. ditrichi, ktery je tizce hostitelsky specificky pro mysice
(Chrisp et al. 1992, Condlova et al. 2018). Uzkou specifitu ma také jediny
antropogenni druh Cryptosporidium hominis, ktery téméf vyluéné parazituje u lidi
(Morgan-Ryan et al. 2002). Druhou skupinu tvoii druhy a genotypy, které parazituji
u ruznych neptibuznych skupin hostitelt. Naptiklad C. muris, parazitujici zejména u
myS$i domacich, nebo C. andersoni, parazitujici u dosp&lého skotu, u celé fady
hlodavct a sudokopytniki (Kvac et al. 2016). Do tieti skupiny kryptosporidii se
Sirokou hostitelskou specifitou fadime druhy C. ubiquitum a C. parvum. Posledné
jmenovany druh, jehoz primarnim hostitelem jsou mlad’ata hospodarsky chovanych
sudokopytniki, je nejméné  hostitelsky  specifickym  zastupcem  rodu
Cryptosporidium, ktery byl detekovan u vice nez 200 ruznych druh obratlovcl
vcetné Clovéka (Ryan et al. 2014, Hijjawi et al. 2017). Lidské infekce jsou v 90 %
piipadt zptsobené druhy C. hominis a C. parvum (Caccio et Putignami 2016), ale
cloveék je vnimavy k vice nez 20 riznym druhlim a genotypim kryptosporidii
(Ortega et Kvac 2014), z nichz druhy C. meleagridis, C. felis, C. canis, C. ubiquitum,
C. cuniculus a C. viatorum se vyskytuji s Casté&jsi frekvenci (Chen et al. 2002, Adamu
etal. 2014, Li et al. 2014, Morada et al. 2016, Prediger et al. 2017).
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'I:abulka 1. Platné druhy rodu Cryptosporidium (upraveno dle Zahedi et al. 2016,
Condlova et al. 2018, Kvac et al. 2018).

Druh Hostitel Reference
C. andersoni skot (Bos taurus) Lindsay et al. 2000
C. apodemi mysice (Apodemus) Condlova et al. 2018
C. avium ptaci (Aves) Holubova et al. 2016
C. baileyi ptaci (Aves) Current et al. 1986
C. bovis skot (Bos taurus) Fayer et al. 2005
C. canis pes (Canis familiaris) Fayer et al. 2001
C. cuniculus kralik (Oryctolagus cuniculus) Robinson et al. 2010
C. cichlidis ryby (Osteichthyes) Paperna et Vilenkin 1996
C. ditrichi mysice (Apodemus) Condlova et al. 2018
C. ducismarci terestrialni zelvy (Testudinidae) Jezkova et al. 2016
C. erinacei jezek (Erinaceus europaeus) Kvac et al. 2014a
C. fayeri klokan (Macropus rufus) Ryan et al. 2008
C. felis kocka (Felis) Iseki 1979
C. fragile obojzivelnici (Amphibia) Jirkd et al. 2008
C. galli ptaci (Aves) Ryan et al. 2003
C. hominis ¢lovek (Homo sapiens) Morgan-Ryan et al. 2002
ryba (Poecilia reticulata,
C. huwi Paracheirodon innesi, Puntius Ryan et al. 2015
tetrazona)
C. macropodum klokan (Macropus giganteus) Power et Ryan 2008
C. meleagridis krocan (Meleagris gallopavo) Slavin 1955
. Alvarez-Pellitero et Sitja-
C. molnari ryba (Sparus aurata) Bobadilla 2002 !
C. muris hlodavci (Mus musculus) Tyzzer 1910
C. occultus potkan (Rattus norvegicus) Kvag et al. 2018
C. parvum savci (Mammalia) Tyzzer 1912
C. proliferans hlodavci (Rodentia) Kvag et al. 2016
C. reichenklinkei  ¢ichavci (Helostomatidae) Paperna et Vilankin 1996
C. rubeyi veverky (Spermophilus beecheyi) Lietal. 2015
C. ryanae skot (Bos taurus) Fayer et al. 2008
C. scophthalmi ryba (Scophthalmus maximus) Alvarez-Pellitero et al. 2004
C. scrofarum prase (Sus scrofa) Kvac et al. 2013a
C. serpentis plazi (Reptilia) Levine 1980
C. suis prase (Sus scrofa) Ryan et al. 2004
C. testudinis zelvy (Testudines) Jezkova et al. 2016
C. tyzzeri my$ (Mus musculus) Ren et al. 2012
C. ubiquitum skot (Bos taurus) Fayer et al. 2010
C. varanii plazi (Reptilia) Pavlasek et Ryan 2008
C. viatorum ¢lovek (Homo sapiens) Elwin et al. 2012
C. wrairi morce (Cavia porcellus) Vetterling et al. 1971
C. xiaoi ovce (Ovis arie) Fayer et al. 2010
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2.4.Vyvojovy cyklus

Vsechny druhy Cryptosporidium jsou obligatni intracelularni paraziti, jejichz
zivotni cyklus je monoxenni (Tzipori et Ward 2002). Infekéni oocysty se prendseji
fekalné-oralni cestou a cyklus zahrnuje Ctyfi faze vyvoje: excystaci, merogonii,
gametogonii a sporogonii. Doba potfebna na ukonceni vyvojového cyklu zavisi jak
na druhu a genotypu kryptosporidie, tak i na hostiteli (Melicherova et al. 2013,
Aldeyarbi et Karanis 2016).

Jediné stadium, které nalezneme mimo hostitele, je oocysta. Oocysta obsahuje
infekéni stadia - sporozoity, obklopené tvrdou ochrannou sténou, ktera je velmi
odolnd proti chemickému a mechanickému naruseni a zajiStuje zivotaschopnost
sporozoitii za nepfiznivych okolnich podminek a to po mnoho mésica (Fayer 2004,
Ryan et al. 2015).

Po poziti oocyst hostitelem zacina prvni faze - excystace. Vlivem teploty, pH,
piitomnosti rozpustnych soli a pankreatickych enzyma degraduje sutura a z kazdé
oocysty excystuji Ctyfi infekéni sporozoiti, ktefi infikuji epitelové bunky
gastrointestinalniho traktu, popfipad¢ i extraintestinalni tkan¢€. Sporozoiti obklopeni
mikroklky se nezanotfuji do tkané, ale jsou k hostitelské bufnice prichyceni
specializovanym organem tzv. Feeder organelou a vytvaii tzv. multi-membranové
ptipojeni, které usnadiiuje vyuziti zivin a energie z hostitele. Toto pravdépodobné
ochrani vyvojova stadia pfed imunitnim systémem hostitele a extracelularnim
prostiedim, coz umoziuje vyvoj parazita (Hijjawi et al. 2002, Carey et al. 2003,
Otrantoa et al. 2015).

Buné¢éna invaze sporozoity je nasledovdna preménou na trofozoity a dochazi k
asexualnimu mnozeni — merogonii (druha faze). Postupné se vyviji dva rizné typy
merontd - meront | typu produkujici 6-8 merozoiti | typu, z né¢hoz poté vznika
meront Il typu produkujici 4 merozity II typu (Collinet-Adler et Ward 2010).

Merozoiti uvolnéni z merontt typu I infikuji jiné epitelialni bunky a bud’ se
vyvijeji v meronty typu Il nebo davaji vzniknout merontam typu l. Merozoiti typu Il
vstupuji do tieti faze - gametogonie, kdy davaji vzniknout mikrogamontim a
makrogamontim (Koh et al. 2013). Mikrogamonti davaji vzniknout mikrogametam,
které oplodni makrogamety vzniklé z makrogamontt za vzniku zygoty. Po oplodnéni
zygota dozrava do oocysty. Béhem sporogonie, posledni faze cyklu, se vytvori
tenkosténné a silnosténné oocysty, z nichZ kazdéa obsahuje Ctyfi potencialné infekéni
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sporozoity. Tenkosténné oocysty zlstavaji v hostiteli a mohou excystovat, coz vede k
autoinfekci a pretrvavajicim infekcim. Silnosténné infekéni oocysty jsou vylucovany

ve stolici/trusu (Tzipori et Ward 2002, Carey et al. 2003, Melicherova et al. 2013).

Obrazek 1. Schematické znazornéni Zivotniho cyklu kryptosporidii (Bouzid et al.
2013, upraveno).
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2.5. Kryptosporidioza

Kryptosporidioza je klinické onemocnéni, které se svymi piiznaky podoba
gastroenteritidé. Dochazi Kk zaniku epitelialnich bunék, coz vede k atrofii mikroklkd,
malabsorpci a naruseni stfevni propustnosti (Stratakos et al. 2017). U skotu
zpusobuje C. andersoni pifedev§im poskozeni sliznice slezu (Gong et al. 2017). V
nékterych zavaznych ptipadech se infekce miiZze rozsifit do respiracniho ustroji, coz
je komplikace nejcastéji pozorovana u pacientt s virem HIV (Love et al. 2017).
Kryptosporidie se pienasi piimym kontaktem s infikovanymi osobami a zvifaty,

nebo pozitim kontaminovanych potravin a vody (Xiao 2010). Jedina oocysta
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je dostacujici k vyvolani infekce a k propuknuti onemocnéni u vnimavych hostiteld
(Ramirez et al. 2004).

V rozvojovych zemich je kryptosporididza jednou z hlavnich pfi¢in umrti déti do
véku 5 let (Ehsan et al. 2016). U zdravych, imunokompetentnich jedinct dochazi
obvykle k samovolnému vyléceni v pribéhu 2 az 3 tydni. OvSem jedinci se snizenou
imunitou, jako osoby infikované virem HIV, star§i osoby a déti obvykle trpi
chronickou infekci, trvajici Casto n€kolik mésicti. Kryptosporidie jsou piedevsim
zédvaznym patogenem pacientil s AIDS a pied pouzitim antiretrovirové terapie byla
kryptosporidiéza spojena s vysokou mortalitou (Tzipori et Ward 2002, Ryan et
Hijjawi 2015, Jumani et al. 2018).

Klinické onemocnéni se projevuje vodnatym prijmem, dehydrataci a ztratou
hmotnosti (Jex et al. 2008). Mezi dalsi Casté piiznaky patii bolest bficha, nevolnost,
zvraceni a zvySena teplota (Ryan et Hijjawi 2015). Pribéh onemocnéni se projevuje
mirnym az tézkym pribéhem v zavislosti na misté infekce, vyzivovém a imunitnim
stavu a veéku hostitele (Ramirez et al. 2004, Chalmers et Davies 2010, O’Connor et
al. 2011).

Kryptosporidiové infekce volné zijicich zvifat casto probihaji bezptiznakove
s velmi nizkou intenzitou infekce. Patologické zmény na zasazenych organech jsou

¢asto minimalni nebo nezjisténé (Jezkova et al. 2017, Kvac et al. 2018, Condlova et

al. 2018).

2.6. Terapie kryptosporidiovych infekci

Navzdory znalostem vyznamu buné¢né imunity a mnoha pokusum o identifikaci
antigend, které stimuluji imunitni odpovéd™ hostitele a i pres testovani téméf tisice
latek nejsou v soucasné dobé schvéileny zadné imunoterapeutické prostfedky nebo
vakciny pro prevenci a lécbu kryptosporididozy u zvitat nebo lidi (Fayer 2004,
Stratakos et al. 2017).

Jedinym lé¢ivym p¥ipravkem schvalenym Utadem pro kontrolu potravin (FDA) je
Nitazoxanid (NTZ), jehoz pouzivani vSak neni v Evropé schvaleno. Tento ptipravek
Zkracuje délku priymu pfiblizné o 2 dny u imunokompetentnich jedincli, nicméné

maomezenou ucinnost a vysokou miru selhdni u imunodeficitnich jedinci a
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podvyzivenych déti. Taktéz jsou popisovany recidivy ve vice nez 20 % ptipadi.
(Caccio et Chalmers 2016, Schaefer et al. 2016, Hulveson et al. 2017).

Obecné plati, ze imunokompetentni jedinci nepotfebuji zadnou specifickou 1€cbu.
Uplatiiuje se podptrna 1écba s peroralnim nebo intravendéznim podanim tekutin a
vyména elektrolytli, zatimco se pacient spontann¢ zotavuje. U pacientd s AIDS je
nejlepsi 1écbou zlepsSeni imunitni funkce s vysoce aktivni antiretrovirovou terapii

(HAART) (Chen et al. 2002, 0’Connor et al. 2011).

2.7.Prevence kryptosporidiovych infekci

Oocysty jsou vysoce odolné vii¢i vnejsSim podminkam prostiedi. Pii teploté 5 az
15 °C zGstavaji oocysty kryptosporidii zivotaschopné déle nez 6 mésicti. Doba pieziti
se vSak vyrazné zkracuje, klesne-li teplota prostiedi pod 5 °C nebo zvysi-li se nad
15 °C (Gajadhar et al. 2015). RovnéZz jsou odolné proti inaktivaci b&éznymi
dezinfek¢énimi latkami na bazi chloru (Carey et al. 2003). Vng&jsi sténa oocyst je
tvofena lipidovou vrstvou a vnitini sténa glykoproteiny. Uginny dezinfekéni
prosttedek musi proniknout do wvnéj§i vrstvy lipidi a poté poskodit stabilni
glykoproteinovou vrstvu vnitini stény oocyst, aby zni¢il nebo poskodil infekcni
stadium parazita (Shahiduzzaman et Daugschies 2012).

Oocysty kryptosporidii mutize nevratné inaktivovat ultrafialové (UV) zafeni a
vysuseni. To pravdépodobné vysvétluje zjisténi, ze vétSina ohnisek souvisejicich s
potravinami souvisi s napoji a ¢erstvymi produkty (Gajadhar et al. 2015).

Opatieni musi byt zaméfend na prevenci a omezeni Sifeni infekce, na eliminovani
nebo snizeni kontaminace prostiedi infekénimi oocystami. Hygiena, véetné
dezinfekce zistava nejic¢innéj$im nastrojem (Fayer 2008, Chalmers et Davies 2010).

Pro prevenci kryptosporidiézy zptusobené C. parvum u skotu je mozné vyuzit
piipravek Halocur, ktery vSak stejné jako Nitazoxanid pouze zmirfuje klinické
pfiznaky onemocnéni a sniZuje mnozstvi vyloucenych oocyst do prostiedi. Navic je
jeho pouziti limitovano aplikaci, kterd musi byt provedena bud’ béhem prvnich 2448
hodin nebo béhem 24 hodin po nastupu prijmi a nasledné¢ po dobu 7 po sobé

nasledujicich dnu. (Hotchkiss et al. 2015).
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2.8. Kryptosporidiové infekce medvédovitych Selem

Kryptosporidie byly detekovany u ¢ty z péti rodu celedi Ursidae (Helarctus,
Tremarctos, Ursus a Ailuropoda). Dosud nebyly publikovany zadné zaznamy u
medvéda pyskatého (Melursus ursinu), ktery je jedinym existujicim zastupcem svého
rodu. V zoologickém parku na Tchaj-wanu byly pomoci mikroskopickych metod
detekovany oocysty kryptosporidii u dvou Vv zajeti chovanych malajskych medvéda
(Helarctos malayanus) (Wang et Liew 1990). V Peru byla zjisténa mikroskopickymi
metodami (Ziehl-Neelsen) prevalence 14,3 % u medvéda brylatého (Tremarctos
ornatus), ale stejné¢ jako v pfedchozim piipadé nebyla provedena genotypizace
(Figueroa 2015).

U rodu Ursus byly kryptosporidie popsany u medvédia cernych (Ursus
americanus), medvédid hnédych (Ursus arctos) a medvéda lednich (Ursus
maritimus) (Siam et al. 1994; Duncan et al. 1999; Xiao et al. 2000; Ravaszova et al.
2012). Ravaszova et al. (2012) v letech 2010 az 2011 odebrala na tzemi stiedniho a
vychodniho Slovenska 63 vzorkd od medvéda hnédého (Ursus arctos) a pomoci
serologickych metod (ELISA) prokazala 55,6% (35/63) prevalenci. Analyza
sekvenci genu kodujiciho malou ribozomalni podjednotku rRNA a 70-kDa proteinu
tepelného Soku (HSP70) prokdzala u medvéda cerného piitomnost genotypu blizce
piibuzného k druhu C. canis (Xiao et al. 2000).

V Cing, v provincii S’-¢chuan, byl u pandy velké (Ailuropoda melanoleuca)
chované ve vyzkumném stfedisku pro ochranu a odchov pand velkych nalezen novy
genotyp, ktery byl pojmenovan Cryptosporidium giant panda genotype (Liu et al.
2013). Blizsi informace o biologickych vlastnostech tohoto genotypu nejsou
k dispozici.
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2.9. Kryptosporidiové infekce psovitych Selem

Psoviti (Canidae) jsou vétSinou masozravci, piipadné vSezravci z fadu Selem
(Carnivora) zahrnujici psy, vlky, lisky, kojoty a Sakaly ve 12 rodech. Kryptosporidie
byly detekovany u 6 druhti psovitych.

2.9.1. Vlci

Dvé velké studie z Kanady shodn¢ ukdazaly relativné nizkou prevalenci
kryptosporidii u vlka obecného (Canis lupus). V Britské Kolumbii byla na zakladé¢
mikroskopického vySetfeni zjiSténa prevalence 1,7 % z celkového poctu 1 558
vzorkd trusu (Bryan et al. 2012). Podobné nizky vyskyt kryptosporidii detekovanych
mikroskopicky u vlka obecného byl zaznamenan v provincii Manitoba, kdy celkova
prevalence byla 1,2 % (7/601; Stronen et al. 2011).

Naopak vyssi vyskyt kryptosporidii detekovanych mikroskopickymi metodami
byl prokazan u vlka obecného na severovychod¢ Polska, ve studii bylo detekovano
54,9 % (28/51) pozitivnich jedinct (Kloch et al. 2005). V nasledné studii z roku
2007, provadéné v téze oblasti Polska detekovali Paziewska et al. (2007) u vlka
obecného sekvencni analyzou genu COWP vyskyt druhu C. parvum, celkova
prevalence v této studii byla 35,7 %.

2.9.2. Psi

Cryptosporidium canis, nasledovany C. parvum, C. muris a C. meleagridis, je
nejcasteji detekovanym druhem kryptosporidii u psti (Tabulka 2; Jian et al. 2014).

Prvni diikaz kryptosporididozy u pstt byl zaznamenan Tziporim a Campbellem
(1981), ktefi detekovali protilatky proti kryptosporidiim v séru 16 pst z 20. Prvni
klinicky ptipad byl hlaSen o 2 roky pozdé¢ji u 1 tyden staré¢ho Sténéte s akutnim
prijmem (Wilson et al. 1983). Nasledn¢ byla kryptosporidiéoza u pst hlaSena po
celém svété, zahrnujici jak asymptomatické psy, tak 1 psy s prijmovym
onemocnénim. V nékterych zemich byly provedeny u psi rozsahlé prizkumy infekce

kryptosporidii pomoci riznych diagnostickych metod (Tabulka 3).
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Druh C. canis byl popsan v roce 2001 (Fayer et al. 2001), ale o dva roky diive
Xiao et al. (1999) popsali C. canis (diive oznacovan jako C. parvum dog genotype)
jako genotyp kryptosporidie hostitelsky specificky pro psy. Bylo prokazano, ze C.
canis neni infek¢ni pro mysi ani v pfipadé€, ze jsou imunosuprimovany a je infekéni
pro skot (Fayer et al. 2001).

V ramci C. canis byly popsany 3 genotypy, krom vySe uvedeného dog genotypu
také C. canis fox genotype a C. canis coyote genotype (Zhou et al. 2004, Trout et al.

2006, Fayer 2010).

Tabulka 2. Druhy a genotypy Cryptosporidium spp. popsané u pst na zakladé

genotypizace.

Velikost oocyst

Druh Zemé (um) Gen Reference
Australie 49x%x44 SSU, HSP70 Morgan et al. 2000
Italie --- COWP Giangaspero et al. 2006
Japonsko --- SSU Abe et al. 2002a
C. canis Japonsko --- SSU Abe et al. 2002b
’ Japonsko 44+£0,5%x32+04 SSuU Satoh et al. 2006
USA --- SsuU Xiao et al. 1999
USA 4,95 x 4,71 SSU, HSP70 Fayer et al. 2001
USA --- actin Miller et al. 2003
Ceska republika 4,7 +£0,0 x4,3+0,3 SSuU Hajdusek et al. 2004
C. parvum Italie --- COowP Giangaspero et al. 2006
USA 5,19 x 4,90 SSU, HSP70 Fayer et al. 2001
C. meleagridis Ceska republika 4,7 +0,0 x 4,3+ 0,4 SSuU Hajdusek et al. 2004
C. muris USA --- SsuU Ellis et al. 2010
' USA --- SSuU Lupo et al. 2008

SSU — gen kddujici malou ribozomalni podjednotku rRNA; COWP — Cryptosporidium oocyst wall protein;
HSP70 — Heat Shock Protein 70
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Tabulka 3. Prevalence Cryptosporidium spp. detekovana u pst pomoci
mikroskopickych a molekularnich® metod.

. Pocet Prevalence
Zemé N Reference
zvirat (%)

Argentina 2193* 0,2 Fontanarrosa et al. 2006
Argentina 113* 12,4 Ponce de Leon et al. 1994
Argentina 100* 1,0 Soriano et al. 2010
Australie 421* 0,0 Bugg et al. 1999
Australie 493* 11,0 Johnston et Gasser 1993
Australie 55* 1,8 Milstein et Goldsmid 1995
Brazilie 100* 40,0 Ederli et al. 2005
Brazilie 166* 2,4 Huber et al. 2005
Brazilie 450* 8,8 Lallo et Fernandes Bondan 2006
Brazilie 433* 1,4 Mundim et al. 2006
Brazilie 81* 49 Mandarino-Pereira et al. 2010
Costa-rica 58° 1,7 Scorza et al. 2011
Ceska Republika 458* 4.6 Svobodova et al. 1994
Egypt 685* 3,8 Abou-Eisha et Abdel-Aal 1995
Egypt 25* 12,0 El-Hohary et Abdel-Latif 1998
Finsko 57* 0,0 Pohjola 1984
Némecko 270* 0,4 Cirak et Bauer 2004
Némecko 1281* 0,0 Epe et al. 2004
Nizozemsko 152° 8,6 Overgaauw et al. 2009
Mad’arsko 36* 8,3 Nagy 1995
Indie 9* 8,53 Kumar et al. 2004
Iran 548* 2,0 Mirzaei 2012
Iran 77* 5,2 Beiromvand et al. 2013
Japonsko 140* 6,4 Abe et al. 2002b
Japonsko 213* 1,4 Uga et al. 1989
Japonsko 77° 3,9 Yoshiuchi et al. 2010
Kanada 70* 74,3 Shukla et al. 2006
Kanada 155* 3,2 Himsworth et al. 2010
Korea 257* 9,7 Kim et al. 1998
Skotsko 101* 0,0 Simpson et al. 1988
Spanélsko 81* 7,4 Causapé et al. 1996
Spanélsko 79* 5,1 Dado et al. 2012
Spanélsko 505* 6,3 Gracenea et al. 2009
USA 200* 2,0 El-Ahraf et al. 1991
USA 130* 3,8 Hackett et Lappin 2003
USA 100* 1,7 Juett et al. 1996
USA 49* 10,2 Jafriet al. 1993
USA 129° 2.3 Wang et al. 2012
USA 100° 7.0 Tupler et al. 2012
USA 120* 2,2 McKenzie et al. 2010
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2.9.3. Kojoti

V Pensylvanii byla u kojoti (Canis latrans) zjisténa prevalence 27 % (6/22)
(Trout et al. 2006), obdobné¢ tomu bylo v New Yorku, kde bylo zjisténo 26,3 %
(5/19) pozitivnich jedincii na zékladé mikroskopického a serologického vysSetieni
trusu (Ziegler et al. 2007). Trout et al. (2006) ve své studii molekularni analyzou
prokazal u jednoho izolatu pfitomnost genotypu blizce ptibuzného C. muris a u péti
zbyvajicich vzorkt detekoval C. canis coyote genotype. Tento genotyp byl rovnéz
popsan u kojoti v Kanad¢ s celkovou prevalenci 11,4 % (8/70; Thompson et al.
2009). Vyskyt C. canis coyote genotype byl vyssi u kojotd vzimé (17,4 %)

V porovnani se vzorky odebranymi v 1ét¢ (0 %).

2.9.4. Sakalové

U Sakala obecného (Canis aureus) nebyla doposud detekovana pfFitomnost
kryptosporidii. Vyskyt kryptosporidii u Sakala obecného (Canis aureus) zjistoval
Razmjoo et al. (2014). V jeho studii bylo metodou Ziehl-Neelsen vysetieno 56

vzorki trusu od Sakalil, nicméné zZadni pozitivni jedinci nebyli detekovani.

2.9.5. LiSky

Kryptosporidie byly detekovany u dvou rodia lisek: Vulpes a Urocyon. Lisky
ze Casto Ziji v pfiméstskych oblastech, pfedstavuji potencialni rezervoar zoondz.
Knékaze u lidi zejména zoonotickymi parazity dochazi castéji, nebot’ lidské
prostiedi je stale vice sdileno s infikovanymi zvifaty, at’ uz s domacimi nebo s témi
divokymi (Onac et al. 2015).

Vyskyt kryptosporidii u liSek obecnych uvadi Ravaszova et al. (2012) ve své
studii ze Slovenska, kde byla zjisténa 38,7% (24/62) prevalence; vzorky byly
vySetfeny metodou ELISA. V Irsku byl detekovan druh C. parvum u 2 lisek
obecnych, celkova prevalence v této studii byla 8,1 % (Nagano et al. 2007). Obdobny
nizky vyskyt kryptosporidii u liSek obecnych byl zaznamenan v Norsku a v Anglii,
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kde bylo Cryptosporidium sp. detekovano u 2,2 % (6/269), respektive u 8,7 % (2/23)
lisek (Sturdee et al. 1999, Hamnes et al. 2007).

V Ilamské provincii Iran v letech 2010-2013 bylo vySetieno 62 vzorki trusu od
lisSek obecnych s prevalenci Cryptosporidium spp. ve vysi 3,2 %. Vzorky byly
vySetieny metodou Ziehl-Neelsen, genotypizace nebyla provedena (Razmjoo et al.
2014). Zhou et al. (2004) identifikovali C. canis fox genotype, C. canis dog genotype
a Cryptosporidium muskrat genotype I u blize nespecifikovanych liSek v Marylandu,
USA.

Kryptosporidie byly rovnéz detekovany u liSek polarnich (Vulpes lagopus)
chovanych na farmach v Cing, celkova prevalence byla 15,9 % (48/302), u vSech 48
pozitivnich vzork molekularni analyzy prokazaly ptitomnost druhu C. canis (Zhang
et al. 2016). U lisek polarnich v Kanadé bylo mikroskopickou detekci oocyst v trusu
zjisténo 9 pozitivnich jedinct z 95 vysetfovanych vzorki (Elmore et al. 2013).

U lisky sedé (Urocyon cinereoargenteus) v USA popsal vyskyt Cryptosporidium
sp. Current (1989) a Davidson et al. (1992).

2.9.6. Kryptosporidioza a patogenita U medvédovitych a psovitych Selem

Z vySe uvedené¢ho vyplyva, Ze kryptosporidioza je pravdépodobné bezné
onemocnéni psi. V fadé studii byl popsan prijem jako nejcastéjsi klinicky projev
kryptosporidiozy psi (Mirzaei 2012, Tupler et al. 2012). Nicméné vzhledem k casté
absenci  klinickych pfiznaki a intermitentnimu vyluovani oocyst jsou
kryptosporidiové infekce pravdépodobné piehlizeny a mnozstvi infikovanych psu je
podhodnoceno (Santin et Trout 2008). Ellis et al. (2010) popsali chronickou
gastritidu u 18 mési¢niho psa zptisobenou druhem C. muris, ktery mél soucasné

infekci zptisobenou helicobacterem.
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3. Cile

e Popsat vyskyt a prevalenci kryptosporidii pfirozené infikujicich volné Zijici
psovité a medvédovité Selmy.

e Pomoci standardnich parazitologickych metod a specifickych barveni
diagnostikovat oocysty kryptosporidii v trusu vySetfovanych jedincti a stanovit
intenzitu infekce.

e Pomoci molekularnich metod urcit druh a genotyp kryptosporidii.

e Vyuzit fylogenetické postupy kurceni fylogenetickych vztahli mezi
jednotlivymi druhy a genotypy detekovanych kryptosporidii.

e Zhodnotit prevalenci, vyskyt a hostitelskou specifitu nalezenych druht a

genotypu.
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4. Material a metodika

4.1. Odbér vzorki pro parazitologické vySetieni

Vzorky byly odebirany v obdobi mezi lety 2015 az 2017 od vybranych Selem
zijicich na uzemi Ceské republiky, Slovenské republiky, Polska a Rumunska
(Tabulka 6). Vzorky z lisek obecnych (Vulpes vulpes) byly ziskavany z tlustého
stieva odstielenych jedinct. Vzorky z vlki obecnych (Canis lupus), Sakalt obecnych
(Canis aureus) a medveédu hnédych (Ursus arctos) byly sbirany ze zemé pii
stopovani zvitat v oblastech jejich vyskytu. Vzorky trusu od kazdého zviiete byly

individualn¢ skladovany ve sterilnim plastovém kelimku, opatfeny popisem a

uskladnény pii teploté + 4 az +8 °C do doby zpracovani.

4.2. VySetieni vzorki trusu na pritomnost kryptosporidii

Vsechny ziskané vzorky byly mikroskopicky vySetfeny na pifitomnost oocyst
kryptosporidii pomoci specifického barveni anilin-carbol-methyl violeti (4.3) a

molekularnimi metodami na ptitomnost specifické DNA kryptosporidii (4.4).
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4.3. Barveni oocyst anilin-carbol-methyl violeti (Milacek et Vitovec
1985)

Zasobni roztoky
e Roztok methylvioleti (0,6 g methylvioleti; 1 ml anilinu; 1 g fenolu; 30 ml 96
% alkoholu; 70 ml dH,0).
e Roztok tartrazinu (1% roztok tartrazinu v 1% kyselin¢ octové).

o 2% kyselina sirova.

Pracovni postup
e Spejli rozettit vzorek trusu na podlozni sklicko a fixovat metanolem
v plameni.
e Vzorek barvit roztokem methylvioleti po dobu 30 minut.
e Oplachnout pod tekouci vodou.
e Diferencovat v 2% kyselin¢ sirové po dobu 2 minut.
e Oplachnout pod tekouci vodou.
e Dobarvit roztokem tartrazinu po dobu 1-2 minut.
e Oplachnout pod tekouci vodou.
e Nechat uschnout pfi laboratorni teploté a nasledné prohlédnout mikroskopem

pfi zvétSeni 1000% za pouZiti imerzniho oleje.

Vysledek
Oocysty se barvi modrofialové na ZlutooranZovém pozadi. Preparaty byly
vySetfeny mikroskopem OLYMPUS BXS51 pfi zvétseni 1000% za pouZiti imerzniho

oleje.

Hodnoceni intenzity infekce

Intenzita infekce byla hodnocena dle metodiky Kvac et al. (2007). Podlozni sklo
bylo pted a po natéru zvazeno s piesnosti na 0,01 g. Pfi mikroskopickém vySetieni
byl spocitan celkovy pocet oocyst v natéru. Intenzita infekce byla vyjadiena jako

pocet oocystna 1 g trusu.
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4.4. 1zolace DNA z trusu

Izolace byla provedena pomoci komeréniho kitu Exgene Stool DNA mini

(GeneAll Biotechnology, Korea).

Soucasti kitu

FL pufr

PB pufr

NW pufr
EzPass kolona
Kolona typ G

1,5 ml mikrocentrifuga¢ni zkumavka

Pracovni postup

Vzorek trusu (200 mg) dat do Safe-Lock-Tube, piidat sklenéné a zirkonové
kulicky o praiméru 0,5 mm a 1,0 mm, respektive a 1 ml FL pufru,
zhomogenizovat a rozbijet 1 minutu pii rychlosti 5,5 m/s (Fast Prep 24
Instrument, MP Bio, CA, USA).

Inkubovat 5 minut pii laboratorni teplot¢ a nasledné centrifugovat 5 minut pti
12 000 g.

Supernatant pienést na EzPass kolonku, centrifugovat 1 minutu pii 12 000 g,
vylit odpad ze sbérné zkumavky.

Na kolonku napipetovat 100 ul EB pufru, inkubovat 1 minutu pfi laboratorni
teploté a znovu centrifugovat 1 minutu pii 12 000 g.

Vyhodit kolonku a do sbérné zkumavky pfipipetovat 500 pul PB pufru,
pipetovanim promichat a obsah sbérné zkumavky pfenést na MiniSpin
column.

Centrifugovat 1 minutu pti 12 000 g, poté odstranit filtrat.

Napipetovat 500 pl pufru NW na stied kolony a centrifugovat 1 minutu pii 12
000 g.

Odstranit filtrat a prenést kolonu na ¢istou mikrocentrifugaéni zkumavku.

Na membranu kolony napipetovat 200 pul EB pufru, inkubovat 1 minutu pii

laboratorni teploté€ a centrifugovat 1 minutu pii 12 000 g.
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e Qdstranit kolonu a filtrat s vyizolovanou DNA skladovat v mrazicim boxu pfi
teploté -20 °C.

4.5. Genotypizace kryptosporidii

4.5.1. Polymerazova retézova reakce (PCR)

Ptitomnost specifické DNA kryptosporidii byla detekovana pomoci nested PCR
amplifikujici ¢ast genu kodujiciho malou ribosomalni podjednotku rRNA (SSU;
Jiang et al. 2005) a aktin (Sulaiman et al. 2002). V ptipad¢ pozitivniho zachytu byly
ziskané PCR produkty sekvenovany (4.8.) a na zakladé¢ vysledka dale
genotypizovany na genu kodujicim 60 kDA glykoprotein (gp60; Li et al. 2014).

DNA byla amplifikovana v termocykleru za pouziti programu:
e Pocatecni denaturace po dobu 3 minuty pii 95 °C;
e 35 cykll zahrnujici denaturaci 45 s pii 94 °C;
e nasedaci teploty primerti — tabulka 4
e extenze 60 s pii 72 °C;

e finalni extenze 7 minut pii 72 °C.

Chemikalie:

e PCR H,0 (Top-Bio, Ceska republika)

e Primery (10 uM, Generi Biotech, Ceské republika)

e PCR mastermix — 2x HS-Taq premix AmpONE (GeneAll, Korea), obsahujici

2 U HS-Taq DNA polymerazy, 200 uM dNTPs, reakéni pufr, 2,5 mM MgCl,,
loading dye a stabilizator.

Pro amplifikaci sekundarniho PCR produktu byly pouzity 2 pl primarniho PCR
produktu. Jako negativni kontrola byla pouzita PCR voda a jako pozitivni kontrola
byla pouzita DNA C. hominis.

Sety primera pro amplifikaci jsou uvedeny v tabulce 4 a slozeni reak¢éni smési

PCR protokolu v tabulce 5.
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Tabulka 4. Sety primeri pro amplifikaci genu kodujiciho malou ribosomalni

podjednotku rRNA (SSU), aktin a 60 kDa glykoprotein (gp60).

SSuU Specifické pro Cryptosporidium spp.
Primarni reakce 55 °C (nasedaci teplota)

F1 TTCTAGAGCTAATACATGCG

R1 CCCATTTCCTTCGAAACAGGA
Sekundarni reakce 55 °C (nasedaci teplota)

F2 GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAG

R2 CTCATAAGGTGCTGAAGGAGTA
aktin Specifické pro Cryptosporidium spp.
Primarni reakce 50 °C (nasedaci teplota)

F1 ATGRGWGAAGAAGWARYWCAAGC

R1 AGAARCAYTTTCTGTGKACAAT

Sekundarni reakce
F2
R2

gp60

45 °C (nasedaci teplota)
CAAGCWTTRGTTGTTGAYAA
TTTCTGTGKACAATWSWTGG

Specifické pro Cryptosporidium ubiguitum

Primarni reakce
F1
R1
Sekundarni reakce
F2
R2

Tabulka 5. Reakéni smés primarni a sekundarni reakce pro PCR protokol pro

amplifikaci ¢asti genu kodujiciho malou ribosomalni podjednotku rRNA, aktinu a 60

58 °C (nasedaci teplota)
TTTACCCACACATCTGTAGCGTCG
ACGGACGGAATGATGTATCTGA

55 °C (nasedaci teplota)
ATAGGTGATAATTAGTCAGTCTTTAAT
CCAAAAGCGGCTGAGTCAGCATC

kDa glykoproteinu kryptosporidii.

PRIMARNI REAKCE SEKUNDARNI REAKCE
Koncentrace O(bdle;m Koncentrace
HO e 7 HO e
Primer forward 200 mM 0,50 Primer forward
Primer reverse 200 mM 0,50 Primer reverse 200 mM
PCR master mix 2x 10 PCR master mix
Produkt
DNA - e 2 primarniPCR
Celkem smeeeeeeeee 20 Celkem —ememeeee-
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4.6. Gelova elektroforéza

Vysledny sekundarni PCR produkt byl detekovan na 1% agardézovém gelu s
ptidavkem ethidium-bromidu (EtBr) a vizualizovan pomoci UV zafeni (302 nm)
transiluminatorem (Ultra-Lum Inc, USA) a dokumentovan (High Performance UV

Transilluinator, Biotech, Ceska republika).

Chemikalie
50x TAE pufr (242 g tris baze; 47,1 ml ledové kyseliny octové; 100 ml 0,5 M
EDTA; pH8,00).

e Agaro6za (Serva Electrophoresis, Némecko).

e Ethidium bromid (10 mg/ml, Sigma Aldrich, USA).

e 100 bp DNA ladder (Fermentas International Inc., Kanada).

Pracovni postup

e Smichat agarézu s TAE pufrem.

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

e Pridat ethidium-bromid, promichat.

e Do formy nalit gel, vloZit hfeben a nechat ztuhnout.

e Po ztuhnuti vyjmout hieben a vlozit gel do elektroforetick¢ vany s TAE
pufrem.

e Vyjmout hieben a do 1. jamky pipetovat 5 pul 100 bp DNA Ladder, do
ostatnich 20 ul produktu sekundarni PCR.

e Spustit elektroforézu pfi napéti 80 V na dobu potifebnou pro separaci
fragmentti DNA.

e Vizualizovat DNA fragmenty za pomoci UV transimulatoru.

29



4.7. Purifikace PCR produktu z gelu

Fragmenty DNA po elektroforetické separaci vhodné k osekvenovani byly

vyizolovany pomoci Gen Elute (Sigma) podle doporuceni vyrobce.

Soudasti kitu:

Column Preparation solution.
Gel Solubilization Solution.
Woash Solution Concetrate G.

Elution Solution.

Vyfiznout fragment DNA z gelu pod UV lampou ¢istym skalpelem a dat do
eppendorfky.

Do eppendorfky s fragmentem gelu ptipipetovat Gel Solubilization Solution.
Na 100 mg gelu pridat 300 ul Gel Solubilization Solution.

Inkubovat 10 minut pii 50 °C, kontrolovat rozpousténi a kazdé 2—3 minuty
promichat.

Zahtat PCR vodu na eluci na 65 °C.

Sestavit Binding Column G, napipetovat 500 pl Column Preparation Solution
a centrifugovat 1 minutu pti 12 000 g.

Po rozpusténi musi byt ve zkumavce zluty roztok.

Ptipipetovat ke vzorku 150 pl isopropanolu a promichat.

Piepipetovat veskery objem vzorku na kolonu (Binding Column G) a
centrifugovat 1 minutu p#i 12 000 g.

Vylit odpad ze sbérné zkumavky a opét pouzit s kolonou.

Piepipetovat 700 ul Wash Solution G a centrifugovat 1 minutu pii 13 200 g.
Vylit odpad ze sbérné zkumavky a opét ji pouzit s kolonou.

Centrifugovat 1 minutu pfi 12 000 g.

Otocit zkumavku v centrifuze o 180° a centrifugovat znovu 3 minuty pii 12
000 g.

Kolonu dat do nové 1,5 ml eppendorfky a provést eluci napipetovanim 30 pl
Elution Solution pfedehiatého na 65 °C piimo na stfed kolony. Inkubovat 1

minutu a poté centrifugovat 1 minutu pii 12 000 g.
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4.8. Sekvenovani

Purifikované sekundarni PCR produkty (4.7) byly sekvenovany pomoci ABI
BigDye Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Kit a sekvenatoru ABI123130 za pouziti

sekundarnich primera v komer¢ni laboratoti (SEQme s.r.o.).

4.9. Fylogenetické analyzy

Nukleotidové sekvence ziskané v této studii byly analyzovany programem
Chromas Pro 2.4.1. (Technelysium, Pty, Ltd, South Brisbane, Australie). Finalni
alignment ziskanych sekvenci a sekvenci ulozenych v databazi GenBank byl
vytvofen v programu MAFFT (https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/) a nasledné
ruéné editovan pomoci programu BioEdit. Pro datovou sadu sekvenci SSU a aktinu
bylo pouzito vychozi nastaveni programu a pro sadu sekvenci gp60 E-INS-i
strategie. Ke konstrukci fylogenetickych stromii byl pouZzit program MEGA 7
(Guindon et Gascuel 2003, Tamura et al. 2013). Metodou Maximum likelihood (ML)
byly vypolteny fylogenetické vztahy mezi jednotlivymi druhy a genotypy
kryptosporidii. Analyza Best DNA/protein model v ramci programu MEGA 7 byla
pouzita pro vybér nejvhodnéjsiho ML modelu. Pro datovou sadu SSU a aktin byl
vybran General Time Reversible+G model a pro gp60 General Time Reversible+G+1
model. Podpora vétvi pro vSechny modely byla ziskana na zakladé 1000
bootstrapovych opakovani. Fylogenetické stromy byly do findlni podoby upraveny

pomoci programu CorelDraw X7 (Corel Corporation, Ottawa, Kanada).
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5. Vysledky

5.1. Vyskyt a prevalence

Celkem bylo vySetfeno 359 vzorkli trusu pochazejicich od liSek obecnych
(n=179), vlki obecnych (n=83), Sakalii obecnych (n=34) a od medvédi hnédych
(n=63). Mikroskopické vySetieni pomoci barveni anilin-carbol-methyl violeti
neprokazalo pritomnost oocyst Kryptosporidii u Zadného z vysetfovanych vzorku.
Specifickd DNA kryptosporidii genu kédujiciho SSU byla Gspésné amplifikovana u
8 vzorkl z 359 vysetfenych, z toho u 4 lisek, 3 vlki a 1 medvéda. U Sakala obecného
nebyli v této praci detekovani zadni pozitivni jedinci (Tabulka 6). Nasledné
fylogenetické analyzy (SSU a aktin) prokazaly piitomnost 5 druhG rodu
Cryptosporidium, jmenovité C. tyzzeri (n=1), C. andersoni (n=2), C. galli (n=2), C.
canis (n=2) a C. ubiquitum (n=1). Subtypizace izolata C. tyzzeri a C. ubiquitum
pomoci sekvenéni analyzy gp60 genu ukazala, ze izolat C. tyzzeri patii do alelické

rodiny IXa subtyp A8 a izolaty C. ubiquitum do alelické rodiny XIId.

Tabulka 6. Vyskyt kryptosporidii u liSek obecnych (Vulpes vulpes), vikti obecnych
(Canis lupus), medvédu hnédych (Ursus arctos) a Sakalti obecnych (Canis aureus)
na zakladé mikroskopického (MIC) a molekuldarniho (PCR) vysetfeni v Ceské
republice (CZE), v Polsku (POL), na Slovensku (SVK) a v Rumunsku (ROM).

) Hos’tl.tel , Zemé n MIC/PCR Genotypizace Cryp_tospondmm spp.
(védecké jméno) SSsuU actin gp60
litka obecn4 CZE 58 0/1 C. tyzzeri _ C. tyzzeri _ 1XaA8
(Vulpes vulpes) POL 74 0/2 C. andersoni  C. andersoni
SVK 47 0/1 C. galli C. galli
vlk obecny 2 C. canis C. canis -
(Canis lupus) SKV 83 of 1 C. ubiquitum  C. ubiquitum Xlid
Sakal obecny ROM 34 0/0
(Canis aureus)
medvéd’ hnédy POL 15 0/0 - -
(Ursus arctos) SVK 48 0/1 C. galli C. galli
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Obrazek 2. Kladogram fylogenetickych vztahl izolath kryptosporidii detekovanych
Vtéto praci s ostatnimi druhy a genotypy kryptosporidii z konkatenovanych
sekvencich genu kodujiciho malou ribozomalni podjednotku (SSU) a aktin vytvoieny
metodou Maximum likelihood. Sekvence ziskané v této studii jsou zvyraznény a
v zavorce je uveden stat, kde byl piislusny izolat ziskan (Ceska republika (CZE),
Polsko (POL), Slovensko (SVK) a Rumunsko (ROM)).

@ 991 C. hominis [AF093492, AF382337]
97" C. parvum [AF093493, AF382338]
|, C. tyzzeri [AF112571, JQ073410]
C. tyzzeri - liska obecna (CZE)
C. wrairi [AF115378, AF232348]
C. meleagridis [AF112574, AF382351]
C. viatorum [JN846705, JN846707]
C. suis [AF108861, AF382344]
_l C. ubiquitum [EU827424, GQ337961]
100" C. ubiquitum - vlk obecny (SVK)
C. felis [AF159113, AF382347]
— 69 C. canis [AF112576, AF382340]
4100| C. canis - vlk obecny (SVK)
82 C. canis - vik obecny (SVK)
005 C. varanii [EU553556, AF382349]

LogL= -8309.43 C. ryanae [EU410344, EU410345]
C. scrofarum [JX424840, JX424841]

[ C. bovis [AY741305, AY741307]

1005 C. xiaoi [GQ337962, GU553017]
= (. baileyi [AF093495, EU741853]
Plasmodium — (. avium [KU058878, KU058882]

falciparum = 00| € 9all HM116388, AY163901)
[JQ627151, M22719] C. galli - liska obecna (SVK)
C. galli - medvéd hnédy (SVK)
C. serpentis [AF151376, AF382353]
C. muris [AB089284, AF382350]
C. andersoni [EU245042, AF382352)
C. andersoni - liska obecna (POL)
C. andersoni - liska obecna (POL)

99

91

100
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Obrazek 3. Kladogram fylogenetickych vztahl izolath kryptosporidii detekovanych
Vtéto praci s ostatnimi druhy a genotypy kryptosporidii na zdkladé castecné
nukleotidové sekvence kodujici 60kDa glykoprotein (gp60) vytvoieny metodou
Maximum likelihood. Sekvence ziskané v této studii jsou zvyraznény a v zavorce je
uveden stat, kde byl piislusny izolat ziskan (Ceska republika (CZE), Polsko (POL),
Slovensko (SVK) a Rumunsko (ROM)).

56!: C. cuniculus Vb [FJ262734]

92 C. hominis Ib [AY262031]
C. erinacei Xlla [KF612329]

C. parvum lla [AY262034]

.ﬂ. C. cuniculus Va [FJ262730]
LogL = -6833.4 C. tyzzeri IXb [HM234176]

100l C. tyzzeri [Xa [HM234177]
98" C. tyzzeri IXa A8 - liska obecna (CZK)
C. hominis Id [DQ665692]
horse genotype Vla [FJ435960]
C. hominis la [AF164502]
C. wrairi Vlla [GQ121028]
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92 84 — C. meleagridis Illb [JQ029726]
100 _[C. meleagridis |IIf [JQ349257]
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C. ubiquitum Xlle [KC204983]
C. ubiquitum XIIf [KC204985]
— C. ubiquitum Xlla [JX412916]
100 C. ubiquitum Xllb [JX412926]
C. ubiquitum Xllc [JX412925]
g0y C.- ubiquitum Xlld - vik obecny (SVK)
100" C. ubiquitum Xlld [JX412922]
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6. Diskuze

Vyskyt kryptosporidii u zvitat je ovlivnén fadou faktori. Na urovni jedince jsou
infekce ovliviiovany zejména vékem a imunitou hostitele. Na urovni populace jsou
hlavnimi faktory lokalita a hustota populace, ale i ro¢ni obdobi (Petersen et al. 2015,
Gatti et al. 2017). Velky vliv maji i metody pouzité k detekci kryptosporidii.

V této studii jsme pomoci mikroskopickych metod nedetekovali piitomnost
oocyst kryptosporidii v zadném z vySetfovanych vzorkii, pfestoze nasledné
molekularni analyzy prokazaly jejich pfitomnost. Tyto nalezy jsou v souladu
s vétSinou publikovanych udajii pochazejicich z celé fady volné zijicich zvitat (Kvac
et al. 2014b).

Celkova prevalence u lisek obecnych v této studii byla 2,2 % (4/179), coz je ve
shod¢ s vysledky studii v Norsku a v Anglii, kde bylo Cryptosporidium sp.
detekovano u 2,2 % (6/269), respektive 8,7 % (2/23) lisek (Sturdee et al. 1999,
Hamnes et al. 2007). Obdobn¢ nizka prevalence (3,2 %) byla popsana u lisek
obecnych v Ilamské provincii iran (Razmjoo et al. 2014) a ligek Sedych (1,9 %)
v Severni Americe (Davidson et al. 1992). Vzhledem k tomu, Ze lisky vétSinou
vedou samotéisky Zivot v ramci svého teritoria, neméla by nizka prevalence zjiSténa
v této a vo&tsind ostatnich studii byt prekvapiva. Sestnicti procentni prevalence
detekovand pomoci molekularnich metod u farmové chovanych lisek arktickych
muze byt vysvétlena bliz§im kontaktem jednotlivych zvifat mezi sebou a snazsim
ptenosem infekce v ramci chovu (Zhang et al. 2016). Vyrazné odlisné procento
pozitivnich liSek obecnych uvadéji Ravaszova et al. (2012), ktefi detekovali
koproantigen v trusu u témét 40 % lisSek obecnych na Slovensku. Tomanova (2017)
prokazala, Ze molekularni metody jsou citlivéjsi nez detekce koproantigenu v trusu a
soucasng, Ze ptritomnost koproantigenu je vadzana na pfitomnost oocysty ve vzorku.
Rozdil v prevalenci lisek ve studii Ravaszova et al. (2012) neni moZzné vysvétlit.

Vyjma studii Zhou et al. (2004) a Zhang et al. (2016), nebyla v zadné jiné praci,
véetné této, popsana piitomnost hostitelsky specifickych kryptosporidii u liSek.
V této studii byly detekovany druhy C. tyzzeri, C. andersoni a C. galli, které jsou
hostitelsky specifické pro mysi, skot a ptaky (Ren et al. 2012, Nakamura et Maireles
2015, Kvac et al. 2016). Vzhledem k tomu, Ze liSka obecna je nenaro¢ny vSezravec a

jeji koftisti mohou byt desitky az stovky riznych druhii Zivocichii v zavislosti na
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mistnich podminkach, ptedpokladame, ze nalez C. tyzzeri, C. andersoni a C. galli
Vv této studii a Cryptosporidium muskrat genotype | (genotyp specificky pro drobné
hlodavce) ve studii Zhou et al. (2004) je vysledkem mechanické pasaze oocyst,
kterymi byla infikovana koftist. Mechanické pasaz hostitelsky nespecifickych druhti a
genotypu kryptosporidii byla v minulosti popsana u celé fady savci, ptaka a plazt
(Crawshaw et Mehren 1987, Graczyk et al. 1996, Xiao et al. 2004b). Nalez C. tyzzeri
subtypu IXa u lisky v Polsku je v souladu s geografickou distribuci jednotlivych
subtypu této kryptosporidie. Kvac et al. (2013b) prokazali, Ze mysi domaci jsou ve
vychodni Evropé parazitovany subtypy patiicimi do alelické rodiny 1Xa, zatimco v
zapadni Evropé subtypy patticimi do rodiny IXb.

Vlci a Sakali jsou na rozdil od liSek socidlni zvifata zijici vétSinou ve smeckach.
Jedina zminka o vySetfeni Sakalli na pfitomnost kryptosporidii pochazi z roku 2014
(Razmjoo et al. 2014). V této i predchozi studii nebyly u Sakalti nalezeny zadné
kryptosporidiové infekce. Lze predpokladat, ze v pripadé vétsiho mnozstvi studii a
mnozstvi vySetfenych vzorkl by byly kryptosporidie detekovany i u téchto Selem.
Celkova prevalence u vlka obecného v této studii byla 3,6 %, coz je v souladu
s nalezem ze Severni Ameriky (1,2-1,7 %; Stronen et al. 2011, Bryan et al. 2012).
Naopak ve dvou studiich v Polsku byla detekovana vysoka promotenost populaci
vlkl kryptosporidiemi v rozmezi 36-55 % (Kloch et al. 2005, Paziewska et al. 2007).
V souladu s nalezy ze Severni Ameriky jsme u vlka obecného detekovali C. canis
(Stronen et al. 2011, Bryan et al. 2012). Vzhledem k uzké hostitelské specifité tohoto
druhu lze piedpokladat, Ze se u tohoto konkrétniho jedince probihala aktivni infekce.

V této praci jsme jako prvni popsali vyskyt C. ubiquitum u vlka obecného. Na
zakladé dosavadnich studii je pfedpokladano, ze jednotlivé alelické rodiny v ramci C.
ubiquitum jsou hostitelsky specifické. Zatimco Xlla bylo pievazné detekovan u
hospodatsky vyznamnych prezvykavcu po celém svéte, XIIb—XIld byly detekovany
u hlodavcli v USA a u volné zijicich piezvykavci v Evropé. Alelické rodiny Xlle a
XI1If byly nalezeny pouze u hlodavct na Slovensku (Fayer et al. 2010, Li et al. 2014,
Kotkova et al. 2016). Analyzou gp60 byla prokazana piislusnost izolatu ziskaného
V této praci k alelické rodin¢ XIId. Vzhledem k tomu, ze kofisti vlkii mohou byt jak
jeleni, tak mensi hlodavci a také s ohledem na fakt, ze C. ubiquitum je druh s Sirokou
hostitelskou specifitou, nelze vyloucit ani mechanickou pasaz oocyst, ani aktivni

infekci.
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Potrava vétSiny medvédi se skladd z masa rGznych obratlovet, hmyzu a
rostlinného materidlu. Medvédi jsou z pohledu kryptosporidiovych infekci malo
studovanou skupinou obratlovctl. Rada popisti pochazi od medvédi drzenych v zajeti
(Wang et Liew 1990, Siam et al. 1994, Liu et al. 2013). Na zakladé molekularnich
analyz bylo prokazano, ze medvédi jsou pravdépodobné parazitovani dvéma
hostitelsky specifickymi genotypy kryptosporidii (Cryptosporidium giant panda
genotype a dog genotype) (Xiao et al. 2000, Liu et al. 2013). V nasi praci byl u
medvéda hnédého detekovan druh C. galli. Shodné s nalezem u lisky obecné se
domnivame, ze pritomnost specifické DNA této kryptosporidie specifické pro ptaky
je disledkem mechanického transportu zazivacim traktem medvéda.

Clovek je primarné infikovan druhy C. parvum a C. hominis, ostatni druhy a
genotypy kryptosporidii se u lidi vyskytuji méné Casto az ojedinéle (Caccio et al.
2005). Prestoze C. canis patii mezi pét nejcastéjSich kryptosporidii infikujicich
Cloveéka (Fayer et al. 2001, Xiao et al. 2001), nepiedstavuji volné Zijici psi, vlci,

Sakali a lisky zdroj infekce pro ¢lovéka.
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7. Zavér

* Byly detekovany tfi pro Selmy hostitelsky nespecifické druhy kryptosporidii - C.

tyzzeri, C. andersoni a C. galli.

» Subtypizace C. tyzzeri na genu kodujicim gp60 prokazala ptislusnost k alelické
rodiné 1XaA8.

» U vlka obecného byl detekovan hostitelsky specificky druh C. canis.
» U vlka obecného byl poprvé popsan druh C. ubiquitum subtyp XlId.

* Detekovana DNA kryptosporidii pravdépodobné pochazi z hostiteli, ktefi jsou

kofisti jednotlivych predatord.

* Voln¢ zijici psovit¢ a medvédovité Selmy nepiedstavuji potencialni zdroj

kryptosporidii pro ¢lovéka a jim chovand zvirata.
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