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Abstrakt

V ramci této studie byla zkoumana geneticka diverzita Cryptosporidium spp., En-
cephalitozoon spp. a Enterocytozoon bieneusi u zajicti polnich (Lepus europaeus) po-
chazejicich z Ceské republiky a Slovenska, a to pomoci PCR/sekvenovani izolatd z
370 zvitat. Celkem 2,7 %, 8,9 % a 4,3 % zvifat bylo PCR pozitivnich na Cryptospo-
ridium, Encephalitozoon spp. a Enterocytozoon bieneusi. Fylogeneticka analyza sek-
venci genti malé podjednotky rRNA/ITS rRNA ukézala ptitomnost C. parvum (2), C.
sciurinum (3) a Cryptosporidium sp. deer mouse genotyp IV (5), E. cuniculi genotyp
I (5), E. cuniculi genotyp I1 (26), E. cuniculi genotyp 111 (1), E. hellem (1), E. bieneusi
genotyp D (8), genotyp CHALT1 (1), genotyp WildBoar3 (1), genotyp CHN-F (2) a
genotyp C (n=4). Na lokusu gp60 byly identifikovany genotypy 11aA15G1R1 u C.
parvum a VI11aA9G2R1 a VIIIcA10G1R1 u C. sciurinum. Intenzita infekce Encepha-

litizoon se pohybovala mezi 1,5x10%—7,6x10°.

Klicova slova: Cryptosporidium spp.; Enterocytozoon bieneusi; Encephalitozoon
spp.; zajici; infekce; prevalence; molekularni genotypizace; Ceska republika; Sloven-

sko

Abstract

Genetic diversity of Cryptosporidium spp., Encephalitozoon spp. and Enterocytozoon
bieneusi in Brownhares (Lepus europaeus) from the Czech Republic and Slovakia was
investigated by PCR/sequencing of isolates from 370 animals. Overall, 2.7%, 8.9%,
and 4.3 % of animals were positive for Cryptosporidium, Encephalitozoon spp., and
Enterocytozoon bieneusi by PCR, respective. Phylogenetic analysis ofsmallsubunit
rRNA/ ITS rRNA gene sequences showed the presence of C. parvum (2), C. sciurinum
(3) a Cryptosporidium sp. deer mouse genotype IV (5), E. cuniculi genotype I (5), E.
cuniculi genotype 11 (26), E. cuniculi genotype 111 (1), E. hellem (1), E. bieneusi geno-
type D (8), genotype CHALT1 (1), genotype WildBoar3 (1), genotype CHN-F (2), and
genotype C (n=4). At the gp60 locus, gp60 families 11aA15G1R1 of C. parvumand
VI11aA9G2R1 and VIIIcA10G1R1 of C. sciurinum. Infection intensity of Encephali-

tizoonrangedbetween 1.5x10%—7.6x10°.



Keywords: Cryptosporidium spp.; Enterocytozoon bieneusi; Encephalitozoon spp.;
hare; infection; prevalence; molecular genotyping; Czech Republic; Slovakia
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Uvod

Ve vétsing oblasti stiedni Evropy byl v sedmdesatych a osmdesatych letech minulého
stoleti zaznamenan prudky pokles pocetnosti populaci zajice polniho. Za hlavni pii-
¢inu se povazuje stavajici forma hospodareni na zeméd¢€lské pudé, tedy slu¢ovani men-
Sich poli do velkych sourodych celkl. Za moznou ptic¢inu poklesu pocetnich stavi Ize
povazovat také vliv parazitdz, které zapticinuji zvySenou mortalitu predevsim v zim-
nich mésicich a zejména u mlad’at.

Zajici konzumuji velmi rozmanitou potravu, kterd zahrnuje predev§im mnoho kul-
turnich a divoce rostoucich rostlin. Pro maximalni vyuZiti rostlinného materidlu, pte-
devsim celuldzy, vyuziva zajic specialni travici mechanismus — cékotrofii. Vysledkem
traviciho procesu jsou dva druhy vykalii — tvrdé bobky a tzv. cékotrofy (mékké bobky).
Ty jsou produktem fermenta¢niho procesu ve slepém stievé a zajic je konzumuje
ptimo od fitniho otvoru, a to pfevazné v noci. Diky slizniénimu obalu odolavaji kyse-
1ému prostiedi zaludku a cenné Ziviny jako jsou proteiny a vitaminy jsou vstfebavany
Vv dalSich pasézich traviciho traktu. Konzumace vlastnich vykalt v§ak mtze vést k au-
toinfekcim ¢i k jejich pfenosu na potomky pti péci o né.

Jak popsali Chroust a Forejtek (2010) mohou az 50 % celkovych ztrat u zajict
zpisobovat parazitézy. Nejenze jsou samy o sob¢ pfi¢inou zhorSeni kondice, hubnuti
¢1 sniZeni odolnosti organismu, ale mohou zhorSovat ¢i urychlovat jiné infekéni a ne-
infek&ni nemoci. Mezi nejvice prozkoumané endopararzitozy u zajict se fadi kokcidi-
6za, helmint6zy nebo cestodozy.

Za jednoho z nej¢astéjsich parazitd napii¢ zivoc¢iSnymi druhy jsou povaZzovany
diive opomijené mikrosporidie. Mezi ¢asté hostitele mikrosporidii rodu Encephali-
tozoon se fadi pravé zastupci zajicovct. Encefalitozoonoza je chronické onemocnéni,
které vede k selhani ledvin, encefalitid€, poruchdm mozku a onemocnénim mocovych
cest, paralyzam, ne vyjimeéné koncicich smrti. Nachylni jsou pfedev§sim imunodefi-
citni jedinci a mlad’ata.

Zatim nejméné popsanym parazitem u zajict a kralikd jsou kryptosporidie. Pi-
vodné byly fazeny mezi kokcidie, ale pozdéji se potvrdila jejich piibuznost s tiidou
gregarin. Kromé morfologickych odli$nosti jsou na rozdil od kokcidii jejich oocysty-
plné€ infekéni jiz pii opusteéni hostitelského téla. Dle dosavadnich poznatkii probiha u

vetsiny volné Zijicich zvifat nakaza kryptosporidiemi velice Casto asymptomaticky.




V ptipad¢ nakazy imunosupresivnich jedincti v§ak mize mit obdobn¢ jako mikrospo-
rididza fatalni nasledky. Hlavnim klinickym pfiznakem je prijem, u mlad’at pak mtze
kryptosporidioza ovlivnit rast a vyvoj.

Mikrosporidie a kryptosporidie, a¢ odliSné parazitarni kmeny, maji mnoho spo-
le¢ného. Nejcastéjsi zptisob pienosu je fekalné-oralni cestou, jejich spory/oocysty mo-
hou kontaminovat vody ¢i potraviny, a piedevs§im se fadi mezi parazity schopné naka-
zit ¢loveka a dochazi u nich k zoonotickému pienosu. Jak je popsano nize, kontami-
nace vody nasledkem nakazené mrSiny ¢i pfenos parazita ze zvifete na ¢lovéka nejsou
ojedinéla a pfinasi rizika pro vefejné zdravi. Exogenni vyvojova stadia mikrosporidii
a kryptosporidii jsou navic velice odolna a dokazi prezivat nepiiznivé podminky pro-
sttedi a odolat 1 nékterym druhiim chemizace jako je napt. oSetfeni vody chloraci.

Tato prace se vénuje vyzkumu vyskytu mikrosporidii a kryptosporidii u zajicii
polnich. Volné zijici zivo¢ichové s sebou nesou jisté rizika ohrozeni vefejného zdravi.
Jak potvrzuji ptipady v praci uvedené, mohou byt zdrojem infekce také domestikovani
krélici ¢i divoké druhy zajicoveil. Ve spolupraci s vybranymi zachrannymi stanicemi,
slovenskymi mysliveckymi spolky a farmovym chovem ze slovenské Skalice byl pro-
veden vyzkum prevalence mikrosporidii a kryptosporidii u zajicii polnich. V ptipadech
vzorkll ze zachrannych stanic se jednalo pfedev§im o juvenilni jedince, ve druhém
ptipadé¢ o dospélce.

S ohledem na nize popsané vysledky by si volné Zijici zajici zaslouzili dalsi po-
drobnéjsi vyzkum prevalence v celé Evropé, a to i z divodu, ze myslivecké spolky do
Ceské republiky dovéazeji chovy zajicti polnich z riznych evropskych zemi za uéelem
posileni populaci v honitbach a hrozi tedy potencialni riziko zavleceni novych druhii
¢1 genotypu patogenil, na které nebudou lokalni zajici polni adaptovani a mohlo by

dojit tedy k jejich dal§im pocetnim ubytkim.




1 Literarni prehled

1.1 Charakteristika zajice polniho (Lepus europaeus)

Zajic polni je druh zvitete, které zije samotaisky a vyskytuje se v rozsahlych oblastech
Evropy, Sibife a Stfedniho vychodu. Kromé toho byl tento druh zavlecen do Severni
Ameriky, Australie a na Novy Zéland (Verhoef-Verhallen, 2007). V Ceské republice
(CR) a na Slovensku se vyskytuje poddruh zajice polniho stfedoevropského (Lepus
europaeus europaeus), ktery v CR obyva téméf celé Gizemi, predev§im niZiny a pahor-
katiny. Na Slovensku je vSak vzacnéjsi a byl zaznamenan pouze nad horni hranici lesa
v horéch, nejvyse ve vysce 2880 m n. m. (Kucera et Kucerova, 2002).

Zajic ma bézné vahu 3 — 4 kg, v horskych oblastech muze dosahnout az 6 kg. Ma
ochranné zbarveni v odstinech hnédoSedé az rezavozluté, pficemz ocas je na svrchni
stran¢ ¢erny. Jeho usni boltce jsou delsi nez hlava a na vnitinich koncich maji c¢erné
skvrny (Hromas, 2000).

Zajic mize bez otaceni hlavy zaznamenat pohybujici se objekty nejen pied
sebou a vedle sebe, ale do zna¢né miry i za sebou. Pro hlavu zajice je kromé dlouhych
slechu typicky rozpolceny pysk, tzv. zaje¢i pysk (Kucera et Kucerova, 2002).

Zajic je specializovan na béhani, coz se odrazilo v jeho anatomické stavbé. Zadni
koncetiny ma vyrazné silnéjsi a delsi neZ pfedni, coZ mu umoziiuje dosdhnout vyso-
kych rychlosti pfi Gtéku. U zajic neni pozorovan vyrazny pohlavni dimorfismus, coz
znamena, ze je obtizné urcit, zda je jedinec v terénu samec nebo samice (Durantel et
al., 2013).

Mezi nejdokonalejsi smysly tohoto druhu patfi sluch. Zrak ma naopak slabsi. Cich
vyuziva k orientaci na kratsi vzdalenost a pii pohybu v noci v husté travé vyuziva hma-
tové vousy (Hromas, 2000).

V¢étSina oblasti stfedni Evropy zaZila v sedmdesatych a osmdesatych letech minu-
1€ho stoleti prudky pokles zajeci populace. Pti¢iny ubytku zajict jsou obecné zndmé a
V prvni fad¢ se jedna o nevhodnou strukturu zemédélské krajiny, kterd vznikla v da-
sledku slu¢ovani mensich poli do velkoplosnych celkd (Smith et al., 2005). Dal$im
vyznamnym faktorem je vysoka intenzita rostlinné produkce, ktera ma negativni do-
pad na pocetni stavy zajicli, zejména kdyz jsou vyuzity vSechny dostupné plochy pro

zemédélskou vyrobu. V mistech, kde se oba tyto negativni faktory prolinaji, dochazi
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k prudkému zhorseni zivotnich podminek nejen pro zajice, ale také pro mnoho dals$ich

druhi zvitat (Vodnansky, 2002).

1.1.1 Taxonomie

Rige: zivogichové (Animalia)

Kmen: strunatci (Chordata)

Podkmen: obratlovci (Vertebrata)

Ttida: savci (Mammalia)

Rad: zajicovci (Lagomorpha)

Celed: zajicoviti (Leporidae)

Rod: zajic (Lepus)

Druh: zajic polni (Lepus europaeus Pallas, 1778)

Zajic polni (Lepus europaeus) je fazen do Radu zajicovci (Lagomorpha), kteii
jsou fylogeneticky blizci piibuzni s hlodavci (Rodentia) (Rocek, 2002). Pivodné byli
zajici mezi hlodavce tazeni, ale pozdéji se prokazalo, ze se jedna o samostatnou vyvo-
jovou vétev placentalnich save (Hromas, 2000). Vzhledem k podobné stavbé téla a
zpusobu zivota je mnoho lidi povazuje za stejnou skupinu dodnes (Papacek et al.,
2000). Lagomorpha se od hlodavci odlisuji tim, ze maji na horni ¢elisti dva pary hlo-
daku, zatimco hlodavci maji pouze jeden. Tento spoleény znak vSak neni jedinym,
ostatni ¢asti dentice a fada kosternich znaki se také lisi.

Nejznaméjsi skupinou zajicovet jsou Leporidae (zajicoviti), ktera zahrnuje rody
Lepus (zajic) a Oryctolagus (kralik). Tyto rody jsou znamy jiz od raného pliocénu, ale
nejstarsi paleontologické nalezy pochazeji z eocénu. Druhou hlavni skupinou fadu La-
gomorpha jsou pistuchy (Ochotonidae), jejichZ nejstarsi zaznamy pochazeji ze svrch-
niho eocénu (Rocek, 2002).

1.1.2 Zpisob Zivota

Zajic je zvite piizplisobené stepnim a lesostepnim oblastem. Nevytvaii si Zadné nory,
které by mu poskytovaly ochranu pted neptizni pocasi nebo nebezpecim. Misto toho
si vyhrabava mélky dulek, kam se uklada na holou zem s hlavou orientovanou proti

vétru. Své loze vyuziva 1 v hlubokém snéhu. Pii hustém snézeni se nechd zapadnout.
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Dycha pouze skrz maly otvor, ktery roztal vlivem jeho dechu. To mu pomaha piezit i
za nizkych teplot (Andreska, 1993).

Zajic obyva ur€ité izemi v krajiné, jehoz velikost se muze lisit. V oblastech s vy-
soce pocetnou populaci jsou teritoria mensi, zatimco v horskych oblastech, kde zije
mén¢ zajicd, jsou teritoria vétsi a mohou dosahovat velikosti az 60 ha (Andreska,
1993).

Zajic preferuje pro pastvu lokality s vyzivnéjsi potravou a potfebuje dostatek pro-
storu. Nejlepsi podminky pro n¢j v kulturni krajin€¢ panuji v nadmotské vysce od 500
do 550 m n. m. s pravidelnymi srazkami béhem celého roku a s mensi sné¢hovou po-
kryvkou bez ¢astych namraz. Ve vyssich polohach potiebuje ukryty a zavétii jako jsou
okraje lesti, kfoviny a meze. Dlouhodobé desté mu vSak neprospivaji, zejména v ob-
lastech s téz8i a mazlavéjsi ptidou (Kucera et Kucerova, 2002).

Zvirtata si udrzuji urcité teritorium, nazyvané domovsky okrsek, ktery miize mit
rozlohu od 10 a 300 hektarti. Tyto oblasti se Casto piekryvaji s teritorii jinych jedinci,
zejména na mistech, kde se nachazi preferované zdroje potravy. Pii hledani vhodné
pastvy zajici dokdzou piekonat az 1,8 km. Béhem jedné noci jsou schopni za potravou
urazit az 15 km (Chapman et Flux, 1990).

Zajici si znaci sva teritoria pomoci vymeska pachovych zlaz, trusem a moci. Pro
signalizaci pomoci pachu jsou pro zajice dulezité zejména parové licni Zlazy a nepa-
rova zlaza nad ¢enichem. Vymésky pachovych zlaz si pii ¢isténi oznackuje tlapky a
roztira pach po celém téle. Tento zplsob signalizace je dilezity pro komunikaci se
soupeficimi zajici (Andreska, 1993) a k vyhledavani partnertt (Hromas, 2000). Zaro-
ven vsak tak upozoriuje predatory na jeho pfitomnost.

Na svém teritoriu ma zajic nékolik loZi orientovanych riiznymi sméry, aby mohl
ulehnout vzdy s hlavou proti vétru. Tento zptsob ulehani do lozi neni jen za ucelem
zajisténi tepla, ale také pro zvySeni bezpecnosti. Pfed ulehnutim vytvaii v okoli loze
falesnou stopu (Andreska, 1993).

Preferuje samotaisky zivotni styl a zlistava vérny svému teritoriu. S dalsimi je-
dinci se druzi pouze v obdobi pareni. Je aktivni jak ve dne, tak v noci a béhem klido-
vych obdobi rad odpociva na volnych polich v tzv. pekaci (loZze vyhrabané pfednima
nohama (Ophoven, 2011).

Zajic polni ma schopnost se rychle rozmnozovat a je velmi ptizptsobivy, coz mu
umoziuje kompenzovat ztrty zptisobené piirodnimi faktory i lovem. (Pecina et Ce-

picka, 1990). Radi se mezi polyesrické zviteci druhy, které se Fiji vicekrat do roka s
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podobnou intenzitou. Pohlavni aktivita trvd vétSinu roku s kratkymi obdobimi klidu.
Jiz na zacatku ledna nebo v druhé polovin€ prosince jsou zajici pfipraveni k pareni.
Zvitata projevuji zacatek sexualni aktivity neklidem a mensi ostrazitosti. Pi1 hledani
partnera si zajici vybiraji oteviené a dobte prehledné plochy, kde uskuteciiuji ,,svatebni
béh* (Kucera et Kucerova, 2002). Zajic¢ata se rodi na chranénych mistech, jsou osrs-
ténd a vidi. Jiz po n€kolika hodinach od narozeni dovedou béhat. Jsou kojena po dobu
piiblizné 4 az 5 tydnu. Ztraty narozenych zajicat jsou velmi vysoké a do podzimu pre-

ziva vétsinou pouze 20 — 30 % z nich (Ophoven, 2011).

1.1.3 Potrava a traveni zajice polniho, cékotrofie

Zajici polni konzumuji velmi rozmanitou potravu, kterd zahrnuje mnoho kulturnich i
divoce rostoucich rostlin, véetné 1é¢ivych bylin. Zivi se také travou, brukvovitymi rost-
linami, bulvami, obilim a v zim¢& pupeny, vyhonky a kiirou mékkych dievin a ovoc-
nych stromti (Ophoven, 2011). Zuby zajict jsou pfizpuisobené pro okusovani tvrdsi
potravy. V horni i1 dolni Celisti maji mohutné obloukovité zahnuté hlodaci zuby, vzdy
dva vedle sebe, které neustale dortstaji a obrusuji se pti hlodani. Pfedni strana zubi je
pokryta tvrdou sklovinou, na zadni stran¢ je sklovina slabsi, takze pii kousani se siln¢ji
obrusuje zadni ¢ast zubl a vytvaii se tak dlatkovity tvar kousaci plochy. Zajici maji

také v horni cCelisti dva dal$i zakrné&lé zuby, které vSak k okusovani nevyuZivaji

(Bouchner, 2003).
&.

Obrazek 1: Dva druhy zajeciho trusu, vlevo cékotrofy, vpravo tuhé vykaly,

(www.zverokruh-shop.cz. 2023)

Zajeci trus je v piirod€ snadno rozpoznatelny diky svému kulatému tvaru. Na mistech
s lakavou potravou se nachazi nejveétsi pocet bobk, jinak jsou rozptyleny v celém te-

ritoriu (Bouchner, 2003). Jedna se o tzv. tvrdy trus. Je tmaveé hnédavé az cerné barvy
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a jeho velikost je zavisla na véku jedince (Kucera et Kucéerova, 2002). V trusu jsou
patrné zbytky rostlinné potravy. V zimnim obdobi, kdy se zajici zivi suchou potravou,
jsou bobky svétlejsi a sussi, ale v letnim obdobi jsou mekei a Casto 1 tmavsi diky Stav-
natéjsi potravé (Bouchner, 2003).

Zajic polni se fadi mezi druhy s cékotrofickym travenim. Cékotrofie je oznaceni
pro typ koprofagie (pozirani vykala) u bylozravci, kdy je hlavnim mistem fermentace
slepé stievo nebo vzestupna ¢ast tlustého stieva (Glogowski, 2010).

Bylozravi savci nemaji sekrecni zlazy pro celulolytické enzymy, které¢ by umoz-
nily traveni rostlinnych pletiv. U vétSiny z nich je soucasti traviciho traktu tzv. fer-
mentacni komora, kde jsou vhodné podminky pro obyvani a mnozeni mikroflory pro
fermetaci a efektivni vyuziti rostlinného materidlu (Glogowski, 2010). U zajicovct
fermentace probiha v zadni ¢asti traviciho traktu a materidly jako je celuloza, které 1ze
rozlozit pouze fermentaci, predstavuji velkou c¢ast dostupného energetického obsahu
rostlin (Alexander, 1993). Vysledkem traviciho procesu jsou dva typy vykalt — tvrdé
amékké (Glogowski, 2010). Zajeci organismus se pfizpusobil vyuziti tézko stravitelné
potravy pomoci zvlastni adaptace, cékotrofie (Kucera et Kucerova, 2002). Zatimco
koprofagie je poziti normalni stolice, proces cékotrofie zpracovava zvlastni typ trusu
— tzv. cékotrofy (Obrazek 1). Ty zajic odebira a pozird ptimo od svého fitniho otvoru
(Pehrson, 1983). M¢kké vykaly maji silny slizni¢ni obal a polykaji se bez zvykani
(Hornicke et Bjornhag, 1980), déle se travi v zaludku a tenkém stfevé. Pravé diky
ochrannému slizni¢nimu obalu pokracuje proces fermentace 1 ve vysoce kyselém pro-
stfedi zaludku (Hirakawa, 2001).

Cékotrofy maji vyssi koncentraci zivin a nizky obsah vldkniny (Hornicke et
Bjornhag, 1980) a prostrednictvim cékotrofie, tak mohou zajici vyuzivat cenné ziviny
jako je bilkovina (Glogowski, 2010) a vitaminy (Hornicke et Bjornhag, 1980). Studie
ukazaly, Ze pokud se zvifatim odebere moZnost konzumovat meékké vykaly, dochazi
u nich k podvyzive i pii zachovani normalni stravy (Glogowski, 2010).

Separaéni mechanismus v proximalnim tra¢niku, ktery odvadi jemné ¢astice do
slepého stfeva, a tak propousti pouze velké Castice potravy, produkuje tvrdé vykaly.
Kdyz mechanismus piestane plisobit, fermentované materidly ze slepého stfeva jsou
vylu¢ovany jako cékotrofy. Tvrdé vykaly jsou v podstaté odpadem, ale jejich ditkladné
zvykani pfi opétovném poziti redukuje Spatné stravitelné¢ velké Castice na jemné,
vhodné ke kvaseni. Pravidelné opétovné pozirani dennich tvrdych vykalu, tak podpo-
ruje stravitelnost potravy. V ptipad¢, ze ma zivocich k dispozici lepsi potravu, tuhé
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vykaly nerecykluje. Naopak v ptipadé nedostatku potravy a neptizn€ pocasi jsou zajici
schopni diky konzumaci tvrdych vykall piezit bez potravy i nékolik dni (Hirakawa,
2001).

1.1.4 Endoparaziti zastupct Fadu Lagomorpha (zajicovci)

Populac¢ni hustotu tohoto druhu miize kromé intenzifikace zemédélstvi ovlivitovat §i-
roka Skala dalSich faktori, a to vCetné téch antropogennich. Mezi vnitini faktory pak
patii naptiklad mira reprodukce a schopnost adaptace. Mezi vnéjsi faktory ovliviujici
ubytek zajice polniho se fadi naptiklad klima, dostupnost potravy, predatoti a také ne-
moci a infekce (Treml et al., 2007).

V naSich podminkach jsou nejCastéji zaznamenavana parazitarni onemocnéni,
ktera mohou velmi negativné ovlivnit zdravotni stav zvéfe obecné. Studie této proble-
matiky pfinaseji vyznamné poznatky a pomahaji Iépe porozumét parazitozam v regio-
nalnim kontextu, stejné jako v ekologickych souvislostech. Parazitd6zy mohou zhorso-
vat a urychlovat jiné infekéni a neinfekéni nemoci, a ovlivilovat fyziologické procesy
i odolnost organismu, zejména u mlad’at. Vyzkumy ukazuji, ze parazitozy mohou v
nekterych oblastech zptisobit az 50 % celkovych ztrat zajicti, zejména v zimnim a jar-

nim obdobi (Chroust et Forejtek, 2010).

Kokcidie (Coccidea)
Kokcidie jsou vyznamnymi patogennimi parazity u zajicli a spolu s hlisticemi, které
se vyskytuji v plicich a travicim traktu, pfedstavuji hlavni regulacni faktor pro populaci
zajict (Chroust, 1984).

Radi se mezi vytrusovce (Apicomplexa), coZ jsou paraziti fadici se mezi zavazné
humanni a veterinarni parazity. Kmen vytrusovci tvofi ¢tyfi velké fady organismu:
gregariny (Gregarinea), kryptosporidie (Cryptosporidiidae), kokcidie (Coccidea) a he-
mosporidie (Hematozoea) (Volf et Horak, 2007).

Existuje n€kolik skupin obligatné intracelularnich parazitli patticich do Apicom-
plexa. Pro vSechny tyto skupiny je spolecnym rysem pfitomnost apikalniho komplexu
v infekénich stadiich, zndmych jako zoity (Tenter et al., 2002). Apikalni komplex se
podili na pohybu a pronikéani zoitd do hostitelskych bunék. Sklada se z cytoskeletar-

nich struktur, zahrnujicich konoid (tvofeny spiralovité seskupenymi mikrofibrilami) a
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polarni prstenec. Soucasti tohoto komplexu jsou také sekre¢ni organely, jako jsou mi-
kronémy a rhoptrie, které pfi invazi vylucuji specifické latky umoziujici interakci s
hostitelskou buiikou a proniknuti do ni (Katris et al., 2014).

Apicomplexa se déli do dvou tiid na zaklad¢ pfitomnosti a struktury konoidu.
Aconoidasida nemaji konoid, zatimco Conoidasida, zahrnujici kokcidie, maji kom-
pletni konoidovou stavbu (Adl et al., 2019).

Kokcidie jsou specifické pravé svou stavbou buiiky a tiem fazim rozmnozovani v
prubéhu zivotniho cyklu (Volf et Horak, 2007). Tento druh ma jedno jadro a jeho Zi-
votni cyklus se vyznacuje stiidanim generaci. Stfidani zahrnuje fazi nepohlavniho
mnohonasobného rozpadu, ktery se nazyva schizogonie (merogonie). Déle nasleduje
faze tvorby a splyvani pohlavnich bun€k (gametogonie) a konecné faze vytvareni oo-
cyst se sporozoity (sporogonie). Béhem schizogonie se vytvaii velké mnozstvi deefi-
nych jedinct, tzv. schizontli nebo merozoitl, ktefi napadaji dals$i bunky hostitele a
proces schizogonie se opakuje (Lastivka, 2004).

Coccidia se déli na dvé skupiny, Adeleorina a Eimeriorina. Razeni zavisi na pii-
tomnosti nebo absenci urcitych vyvojovych stadii (Adl et al., 2019). Tito prvoci maji
slozity zivotni cyklus, ktery miize probihat bud’ v jednom hostiteli (monoxenni), nebo
v nékolika hostitelich (heteroxenni).

Mezi monoxenni fadime napf. Eimeria spp. Jedna se o kokcididlni organismy,
jejichz cely Zivotni cyklus véetné tvorby oocyst probihd uvnitt bunék jediného hosti-
druhti rodu Eimeria se vyviji v riznych ¢astech stievni tkané hostitele, pficemz pouze
nékolik druhti se miize rozmnozovat mimo stfeva, napiiklad E. stiedai, ktery se vysky-
tuje v jatrech (Rysavy, 1989).

Obvykle nedochézi k ptenosu z jednoho druhu zvifete na jiny, protoZe kokcidie
jsou druhoveé specifické (Geisel, 2002). Kokcidie byly zjistény u zajicti vSech véko-
vych kategorii, ale zvét okolo Sesti tydnti je nejvice nachylnd k infekci. BEhem pri-
zkumu zajict v ptirodé bylo zjisténo, Ze vylucovani oocyst mé dynamicky prubéh s
nejvys$imi hodnotami koncem léta a na zacatku podzimu (srpen az tijen), a dalSimi,
mensimi vrcholy na jafe (bfezen aZ duben). VéEtSinou se jednd o smiSené infekce vice
druhti kokcidii, pficemz asi 70 % vSech vylu¢ovanych oocyst tvofi druhy E. leporis a
E. robertsoni (Chroust, 1984).

U zajicu a kralikt se infekce kokcidiemi projevuje onemocnénim stiev tzv. kok-

cidiozou (Pav, 1981). Infekce kokcidiovymi oocystami se pienese pii pozieni trusu
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infikovanych zvitat. V disledku parazitické infekce dochazi v travicim traktu k zanét-
livym procestim, které se projevuji prijmy a celkovym vycerpanim organismu. Kok-
cidie jsou bézné ptritomny u dospélé zvéte, aniz by vyvolaly ptfiznaky onemocnéni.
Mladi zajici se nejéastéji nakazi na podzim a v zimé na spole¢nych stanovistich, kde

se nachézi potrava (Cerveny, 2004).

Hlistice (Nematoda)
Vétsina hlistic je drobné a nenarocné a jsou jednou z nejpocetnéjsich a nejrozmanite;-
Sich forem Zivota na této planeté. Velka vétSina z nich Zije volné a jejich druhy jsou
ptizplisobeny prakticky kazdé vhodné vodni nebo suchozemské ekologické nice. Jen
mald ¢ast z nich parazituje na zZivociSich a vyuziva je pro ¢ast nebo cely sviij Zivotni
cyklus (Jacobs et al., 2015)

Hlistice ptedstavuji velmi rozmanitou skupinu z hlediska morfologie i1 biologie.
Jejich télo je valcovitého, vietenovitého nebo nitkovitého tvaru a mize mit rizné
délky, od mensich méficich 1 mm az po obii druhy dlouhé az 8 m (Rysavy et al., 1989).

Jsou vyjimecni mezi zivoCichy diky tomu, Ze udrzuji tekutinu v té€lni dutin€ pod
relativné vysokym tlakem, coZ umoziuje pohyb pomoci svalovych svazki plisobicich
proti tomuto vnitinimu hydrostatickému tlaku a pruznosti tvrdych vnéjsich vrstev téla
(tzv. kutikuly). Tyto vnitini sily zt€zuji polykani a vyzaduji vétsi svalovy hltan k pte-
Cerpavani potravy do stfeva. VSechny tyto funkce jsou koordinovany nervovym prs-
tencem kolem hltanu, ktery je spojen podélnymi nervy s riiznymi ganglii. Mnoho
anthelmintik piisobi tak, Ze narusuje nervosvalovou koordinaci, coZ brani ¢erviim pfi-
jimat potravu nebo udrZovat svou polohu v hostiteli (Jacobs et al., 2015).

Barva t¢la hlistic se li§i v zavislosti na druhu, ¢asto byva bélava, nazloutla nebo
hnédozluta, ale u druhi, které se zivi krvi svych hostiteli, mlize byt az Cervena. Hlis-
tice jsou gonochoristé a samecci jsou obvykle mensi nez samicky (Rysavy et al., 1989).

Hlistice jsou roz$ifené v riznych prostfedich. Mohou zit v travicim traktu, kde
spotfebovavaji travenou potravu, poSkozuji sttevni epitel nebo se Zivi krvi hostitele,
nebo se vyskytuji v tkanich hostitele. Nazvy onemocnéni zptisobenych témito parazity
jsou odvozeny od jejich védeckych nazvii a obecné se oznacuji jako helmintozy (Las-
tavka et al., 2001).

U hlistic byl zaznamenan paratenicky parazitismus, kdy se infek¢ni larvy hromadi

v télech hostitell. Paratenicti hostitelé jsou z hlediska epizoologie a epidemiologie vy-
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znamn¢jsi nez mezihostitelé, protoze infekcni larvy se v jejich t€lech mohou kumulo-
vat po delsi dobu a udrzovat svou schopnost vyvolat infekci. V disledku toho v télech
paratenickych hostiteli Casto nalezneme velké mnozstvi infekcnich larev, které po
pozieni hostitele mohou vyvolat masivni infekci (RySavy et al., 1989).

I kdyZ se mnoho hlistic jevi na prvni pohled beztvarych, 1ze je pod mikroskopem
snadno identifikovat. Kutikula, ktera pokryva jejich povrch, neni jednoduchou mem-
branou, ale slozitou strukturou s mikroskopickymi znaky, jako jsou malé¢ jamky obsa-
hujici drobné smyslové orgadny podobné prstim (smyslové papily). Nékdy se vyskytuji
vyrazngj$i diagnostické znaky, jako jsou kiidlovité vyénélky a kutikularni zdufeni,
které pokryvaji cely obvod téla (Jacobs et al., 2015).
zajict v prib&hu celého roku. Jedna se o nitkovité, bélavé cizopasniky, ktefi parazituji
na sliznici zaludku a stfev. Tento parazit zpisobuje onemocnéni zndmé jako ,,tri-
chostrongiloza“. Dalsim Castym parazitem u zajict je Trichocephalus sylvilagi, ktery
obyva slepé a tlusté stievo. Télo tohoto cizopasnika je bilé a mé delsi, nitkovitou piedni
¢ast a kratsi, siln¢ ztlustélou zad’. U dospélych jedincit mohou poskodit stfevni sliznici
(Sktivan et al., 2007).

Mezi méné vyznamné parazity zajict patii hade¢ stfevni (Strongyloides papillosus)
a roup krali¢i (Passalurus ambiquus), ktefi obyvaji tlusté a slepé stievo (RySavy et al.,
1989). Hadg¢ stievni zptisobuje onemocnéni strongyloidozu. Parazit ma slozity zivotni
cyklus, pii kterém se dospélci vyskytuji v travicim traktu a produkuji vajicka, ze kte-
rych se vyvijeji larvy. Tyto larvy jsou vylucovany spole¢né s vykaly a musi projit
dvéma svlékanimi, aby se staly infekénimi a mohly znovu napadat hostitele. Nejcastéji
se larvy dostavaji do téla savct kizi a cestuji krevnim obéhem do plic, kde zplisobuji
kasel. Po polknuti hlenu se larva dostane zpét do traviciho traktu, kde dospéje a opét
produkuje vaji¢ka (Sktivan et al., 2007).

Roup kréli¢i se vyskytuje ve slepém a tlustém strevé kralikd, pfi¢emz samicka
klade sva vajicka v oblasti kone¢niku. Z vajic¢ek se vylihnou larvy, které obvykle zpii-
sobuji infekci téhoZ jedince v ramci autoinfekce. U zajich a kralikli usnadnuje autoin-
fekci cékotrofie. Infekce miZe byt pfenesena i pres kontaminované krmivo nebo po-
destylku, kde se mohou vyskytovat vyvojova stadia roupu (Franklova et Bulantova,
2012).

Jedince tadu Lagomorpha postihuje také plicni protostrongyléza (Anderson,

2000). Zvife se nakazi po pozieni infek¢nich larev (larvy tfetiho stadia neboli L3),
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které jsou v terénu uvolnovany mezihostiteli - plzi (Joyeux et Gaud, 1946). Klinicky
aspekt infekce je typicky charakterizovan bilateralni bronchopneumonii a subpleural-
nimi 1ézemi (Battisti et al., 2000). Rozsahlé 1éze mohou modifikovat plicni funkce a
ovlivitovat celkovy zdravotni stav a kondici. Z toho diivodu muze zvife hiife unikat
predatorim a je nachylnéjsi k bakteridlnim infekcim. V Evropé se plicni helmintéza
Casto vyskytuje a pravdépodobné se podili na cyklickém poklesu populaci zajica (Le-

sage et al., 2012).

Tasemnice (Cestoda)

Tasemnice jsou plosi ¢ervi, ktefi jsou zodpoveédni za vznik riznych typt parazitarnich
onemocnéni (Mertin, 2005). Radi se do kmene plosténci (Platyhelminthes), kteii jsou
obecné charakterizovani silné dorzoventralné zplostélym télem a mohou mit tvar lis-
tovity nebo pentlicovity (Rysavy et al., 1989). Proces vyvoje tasemnic zahrnuje mezi-
hostitele, ktery je nezbytny pro dokonceni cyklu (Mertin, 2005). Vyvoj je bud’ s pro-
ménou nebo piimy, u nékterych parazitickych tfid se slozitymi Zivotnimi cykly (Ry-
Savy et al., 1989).

Ttida tasemnic Se povazuje za monofyletickou skupinu, ktera zahrnuje tii skupiny:
Gyrocotylidea, Amphilinidea (Cestodaria) a Eucestoda. Tasemnice zahrnuji pfiblizné
5000 druht, kteti parazituji na vSech skupinach obratlovci s nejvétsim poctem fada u
paryb a ryb (Volf et Horak, 2007).

Tasemnice se vyskytuji ve form& monozoické (tvofené jednim ¢lankem - napf.
Caryophyllidea) nebo polyzoické (tvofené nékolika ¢lanky - napt. Echinococcus) a
nékdy i mnoha ¢lanky (napt. Taenia) (\Volf et Horak, 2007).

Onemocnéni zpiisobena tasemnicemi jsou oznacovana jako cestodozy. Tyto ces-
todozy se déli na dvé kategorie: cestoddzy zplisobené larvami tasemnic a cestoddzy
zpusobené dospélymi tasemnicemi. Mezi cestoddzy zplisobené larvami tasemnic patii
cysticerkozy, coenurdzy a echinokoko6zy. Cysticerkdzu u zajici zplsobuje boubel
hraskovy tasemnice hraskové (T. pissiformis) nazyvany Cysticerkus pissiformis, ktery
je velikosti malého hrasku a vyskytuje se na serdznich blanach v dutiné bfi$ni 1 hrudni.
U zajicu se také vyskytuje larvalni stadium boubel Coenurus serialis, které se nachazi
v podkozi a je vyvojovym stadiem tasemnice mnohohlavé (T. serialis). Tasemnice
mnohohlava parazituje obdobné jako boubel hraskovy (Zachovalova, 2005).

Tenké stievo zajice miize osidlovat také tasemnice Mosgovoyia pectinata (tasem-
nice zajeci), kterd je schopna dosahovat délky 50—-180 mm a maximalni §itky 10-15
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mm. Vzacné se u druhu zajice polniho vyskytuji také druhy Andrya rhopalocepha a
Ctenotaenia ctenoides (Rysavy et al., 1989).

Tasemnice obvykle vyzaduji dva hostitele: mezihostitele a finalniho hostitele pro
dokonéeni svého zivotniho cyklu, jako je napiiklad rod Taenia. Nicméné existuji i
druhy s tiihostitelskym cyklem, jako je rod Diphyllobothrium, a vyjimecné jsou
popsany druhy, které se spoléhaji na jediného hostitele, jako jsou rody Archigetes a
Hymenolepis. Vajicka tasemnic se spolu s trusem hostitele dostavaji do vnéjsiho pro-
sttedi, a kdyz je novy hostitel spolkne (napft. pii konzumaci infikované vody nebo po-
travy), vajicko se uvolni a larva se dostane do téla hostitele. Tato larva pronikne sténou
stieva do lymfatického nebo krevniho ob&hu a nasledné se mize dostat do rGznych
organu (Volf et Horak, 2007).

Paraziti mohou c¢asto narusovat rizné hormonalni a metabolické procesy v tcle
hostitele, a dokonce ovliviiovat silu svalti, coZ muze ztizit hostiteli rychlou tinikovou
reakci pred predatorem. Pokud jde o vicehostitelsky zivotni cyklus parazita, definitivni
hostitel se nakazi pozienim infikované tkan¢ mezihostitele. Larva se poté v téle final-
niho hostitele pfipoji ke stén¢ stfeva, dorlstd, dospiva a zacind produkovat vajicka

(Letkova et al., 2010).

1.2 Mikrosporidie a encefalitozoon6za

Mikrosporidie jsou jednobunécni intracelularni paraziti a jsou klasifikovani jako sa-
mostatny kmen Microsporidia. Na zakladé vyzkum, lze ptedpokladat, ze mikrospo-
ridie by mohly byt jednim z nejcastéjSich parazit zivocichll. V soucasnosti je zndmo
piiblizné 2000 druhti téchto parazitii roziazenych do 200 roda (Vavra, 2017), ktefi jsou
schopni infikovat jak obratlovce, tak bezobratlé organismy a zptisobovat u nich nemoci
(JA, 1989). Predpoklada se, ze vétsina druhti doposud nebyla objevena (Canning et
Lom 1986).

Hlavnim jejich morfologickym znakem je rozdil mezi vegetativnimi stadii, ktera
slouzi k mnozeni, a diseminovanymi sporami (Vavra et Lukes, 2013). Diseminované
spory jsou specialni typy mikrosporidiovych bunék, které jsou vysledkem mnozeni a
diferenciace mikrosporidie. Tyto spory jsou urceny k Sifeni infekce a jsou produkty

mikrosporidiového zivotniho cyklu (Canning et al., 2005).
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Spory mikrosporidii jsou malé a maji charakteristickou morfologii. Mohou byt
kulovité, ovalné nebo podlouhlého tvaru a maji odolnou vnégjsi sténu, pod niz je sto-
¢ena specialni struktura zvana polova trubice. Tato trubice slouzi k infekci nové hos-
titelské bunky a obsahuje bud’ lysozym, nebo jiné enzymy, které umoziuji pronikani
do hostitelské bunky (Didier, 2005).

KdyZ jsou spory uvolnény z hostitele, mohou ptezit v prosttedi mimo hostitele po
dobu né€kolika dni a ¢ekat na piilezitost, kdy se dostanou do nového hostitele (Becnel
et Weiss, 2014).

Klinické ptiznaky a onemocnéni spojené s microsporididzou se lisi v zévislosti

na druhu ptiivodce infekce a stavu imunitniho systému hostitele (Didier, 2005).

1.2.1 Historie
V poloving 19. stoleti byl vyznamné ovlivnén evropsky hedvabny primysl onemoc-
nénim nazvanym pébrine (onemocnéni bource morusového zplsobené prvoky)
(Miiller, 1841). Néasledn¢ byla v roce 1857 identifikovéana a popsana prvni mikrospo-
ridie Nosema bombycis u housenky bource morusového (Négeli, 1857). O né€kolik let
pozdéji popsal Luis Pasteur morfologii spor (Pasteur, 1870). Podobné organismy byly
nalezeny u fady druht Zivo€ichti, zejména u ryb. Roku 1922 byl poprvé zdokumento-
van piipad vyskytu mikrosporidii u savce. Jednalo se o zdznam vyskytu mikrosporidii
u kralika (Wright et Craighead, 1922).

Mikrosporididzy se vyskytuji také u lidi. Poprvé byla infekce popsana v roce 1959
u devitiletého chlapce (Matsubayashi et al., 1959). Nejvice infekci v lidské populaci
bylo zaznamenano od zac¢atku pandemie HIV. Postupné tak byly popsany mikrospo-
ridie: Encephalitozoon cuniculi (Bergquist et al., 1984), Enterocytozoon bieneusi
(Desportes et al., 1985), Encephalitozoon hellem (Didier et al., 2004) a Encephali-

tozoon intestinalis (Cali et al., 1993).

1.2.2 Hostitelska specifita

Infek¢énim stadiem mikrosporidii jsou spory (Canning et Lom, 1986) a jsou schopny
infikovat Zivoc¢ichy téméf vSech kmend. Vysoka pocetnost vyskytu byla zaznamenéna
u ryb a hmyzu (Desportes et al., 1985). Poprvé byly mikrosporidie detekovany ve tka-
nich savcu pied témét 100 lety (Matsubayashi et al., 1959). Do 60. let 20. stoleti bylo
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zaznamenano 15 druhd mikrosporidii, které zptsobuji infekce u lidi (Desportes et al.,
1985).

Nejveétsi klinicky vyznam maji druhy z rodu Encephalitozoon (Didier et Khan,
2014). Encephalitozoon cuniculi patii k nejvice prozkoumanym druhtim mikrosporidii
a jsou znamy ctyfi hostitelsky nepfilis specifické genotypy (I — krali¢i kmen, II — mysi
kmen, Il — psi kmen a IV — lidsky kmen (Talabani et al., 2010).

Mikrosporidie nejcastéji infikuji travici trakt hostiteld, ale napadaji témét vSechny
organy a dokazi se $ifit celym organismem (Weber et Bryan, 1994).

U imunokompetentnich savct, ktefi byli laboratorn€ nakazeni, byly pozorovany
multifokalni zmény v tkanich, které se nejcastéji vyskytovaly v jatrech, ledvinach, sle-

zin¢ a mozku (Shadduck et Orenstein, 1993).

1.2.3 Zpusob prenosu mikrosporidii savci

Mezi zvitetem a Clovékem dochazi k zoonotickému pienosu mikrosporidii (Didier et
al., 2004). Pfenos z nakazenych $ténat na ¢lovéka prokazali Innes a Stewart (1991),
kdy vysetfovali dva vrhy raznych fen, jejichz Sténata prokazovala klinické ptiznaky.
Nakazily se déti, které byly se sténaty v bezprostfednim kontaktu (Innes et Stewart,
1991).

Nejcastéjsim ze zpisobil prenosu do vnéjsiho prostiedi je prostiednictvim vykali
a moc¢i infikovanych jedinct. Minimalni infekéni davka je stale nezndma a pravdépo-
dobné se lisi v zavislosti na jednotlivém druhu a genotypu (Didier et Weiss, 2011).

NejcastejSim zdrojem infekce jsou fekalng-ordlnim prenosem Sifené spory z infi-
kovanych osob a zvitat, které se dostanou do potravy a vody. Nicmén¢, infekce se
mohou §ifit pohlavnim stykem, skrz poranénou kiiZzi nebo o¢ni 1éze (Didier et Weiss,
2011).

Spory mikrosporidii maji schopnost pfezivat v neptiznivych podminkéch diky své
specifické struktufe a stavbe, coZ umoziiuje jejich pienos prosttednictvim vody, ktery
patii mezi nejCastéjsi zplisoby Sifeni infekce. Vyzkumy ukazaly, Ze spory jsou odolné
vuci riznym typim vody, vcetné slané a sladké vody. Dale byla popsana schopnost
spor E. cuniculi uchovat si svou infekénost po dobu dvou let pii teploté 4 °C, stejné
jako po zamrznuti pii teploté -24 °C po dobu 24 hodin (Koudela et al., 1999).

Studie ukézaly souvislost mezi mikrosporidiozou a AIDS pacienty, kteti konzu-
movali nedostatecné tepeln¢ upravené maso a moiské plody. Spory mikrosporidii byly
také nalezeny v Cerstvém ovoci a zelening, ovocnych dzusech (Fayer et Santin-Duran,
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2014; Jedrzejewski et al., 2007) a pasterizovaném kravském mléce (Lee, 2008; Kvac
et al., 2016). Nedavné vyzkumy dokonce prokazaly, ze spory mikrosporidii mohou
ptezivat ve fermentovanych masnych vyrobcich a ¢erstvych syrech a udrzovat si tak
infekénost (Sak et al., 2019; Veckova et al., 2021).

Byla zjisténa ptitomnost spor mikrosporidii E. intestinalis v zavlazovaci vodé po-
uzivané v rostlinné produkci. Dalsi vyzkum prokazal, ze spory mikrosporidii E. biene-
usi, E. intestinalis a E. cuniculi mohou pfeZivat na bobulovitych plodech a listové ze-
lening, a Ze zjisténé mnozstvi spor bylo dostateéné k vyvolani infekce (Jedrzejewski
et al., 2007). Krom¢ oplachovani potravin kontaminovanou vodou mohou byt spory
pieneseny také pii pouzivani chlévské mrvy od nakazenych hospodaiskych zvitat jako
hnojiva (Slifko et al., 2000).

Kromé¢ jiz zminénych zplsobl pienosu byl popsén také ptfenos mikrosporidii
transplacentalné, ktery byl pozorovan u hlodavcti, masozravet, koni a opic. U lidi vSak

ptenos mikrosporidii z matky na plod dosud prokazan nebyl (Snowden et al., 1998).

1.2.4 Vyvojovy cyklus, klinické priznaky a pribéh infekce

Zivotni cykly riiznych druhii mohou mit riiznorodé charakteristiky, ale obecné se skla-
daji z tii hlavnich fazi: prolifera¢ni faze (merogonie), sporogonické faze (sporogonie)
a infek¢éniho stadia — spory (Obrazek 2). Merogonie zahrnuje nepohlavni déleni nepo-
hyblivych stadii znamych jako meronti, které se vyskytuji v hostitelskych bunkach.
Tento proces miize byt nékolikrat opakovan a hostitelska bunika obvykle neutrpi vy-

znamné poskozeni (Fantham et Porter, 1912).

kotevni disk
lamelovy polaroplast

a— EXOSpor

vezikularni polaroplast
jadro

polami trubice

posteriomi vakuola

Obrazek 2. Schéma spory mikrosporidie, upraveno (Keeling et Fast, 2002).

Endogenni vyvojova stadia jsou narozdil od slozité stavénych spor primitivné organi-

zovand. Jednoducha mikroskopicka sporoplazma, kterd stoji na pocatku vyvoje, je
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vpravena do hostitelské cytoplazmy dutym vldknem vystfelenym ze spory béhem kli-
¢eni. Sporoplazma se postupné méni v tzv. meront, které se dale d€li a svymi dcefi-
nymi bunikami (merozoity) dale zaplavuje buriku hostitele. Nasledné se kazda pivodné
vegetativni bufika méni ve sporu (Vavra, 2017). Déleni probiha bud’ v pfimém kon-
taktu s hostitelskou cytoplasmou napt. u druhi Nosema spp. nebo Enterocyzoon spp.,
Vv parazitoforni vakuole napt. u druhu Encephalitozoon spp., v nukleoplasmé napt. u
druhti Enterospora spp. nebo Nucleospora spp. ptipadné v endoplazmatickém reti-
kulu, napf. u druhu Endoreticulatus spp. (Vavra et Larsson, 2014). Nasledné se
merozoiti preménuji ve sporonty (formuje se elektrodenzni vrstva na povrchu bungk).
Dalsi fazi je vznik sporoblastu, ktery probiha bud’ uvnitt pouzdra parazitarniho ptivodu
nebo v pfimém kontaktu s hostitelskou cytoplazmou (Cali et Takvorian, 2014). Béhem
morfogeneze se sporoblast zmensSuje a cytoplazma zahus$t'uje a vznika spora (Vavra et
Larsson, 2014). Nékteré mikrosporidie se zredukovaly az na hranici minimalniho eu-
karyotického genomu. Genomy rodu Encephalitozoon jsou mensi nez genomy nékte-
rych bakterii (nap¥. Escherichia coli — 4,6 Mbp) (Vavra, 2017). Zivotni cyklus mikro-
sporidie je ukoncen diferenciaci zralych spor, a jakmile pocet spor kompletné vyplni
hostitelskou cytoplazmu, praskne bunééna membrana a spory jsou uvolnény do pro-
sttedi, kde mohou infikovat dal$i buiiky. Odolnd spora je dale pfenesena do nového
hostitele nebo zptisobi autoinfekei stavajiciho (Becnel et Weiss, 2014).

To, jestli hostitel onemocni mikrosporidiézou, je zavislé na jeho schopnosti imu-
nokompetence, celkovém zdravotnim stavu a také lokalizaci infekce (Didier et al.,
2004; Talal et al., 1998). V piipadé, ze je hostitel zdrav, Casto infekce probéhne bez-
ptiznakové. U oslabenych jedinct miva naopak celou fadu piiznakt (Wittner et Weiss,
1999). Onemocnéni se Casto objevuje u zvirat v chovech v nevhodnych podminkach a
také u mladat. Infekcni agens nejcasteji osidluji travici trakt a tkané ledvin a jater.
Podle lokalizace infekce se odviji také symptomy onemocnéni (Black et al., 1997).
Nejcastéjsim piiznakem mikrosporidiozy je chronicky prijem doprovazeny horeckou,
zimnici, hubnutim, ztratou chuti k jidlu, snizenim mnozstvi tuki, D-xylozy a vitaminu
B12. Hostitel postupné chfadne a trpi tnavou (Gumbo et al., 1999). Nékteré druhy
mikrosporidii (napt. Vittaforma corneae, Brachiola algerae druhy rodu Nosema) infi-
kuji také oko, nejcastéji rohovku, coz zpisobuje rozostfené vidéni a muze dojit az

k jejimu protrzeni (Friedberg et Ritterband, 1999).
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1.2.5 Terapie a prevence

Pro diagnostiku mikrosporidii se dnes Castéji nez mikroskopie, vyuzivaji molekularni
metody. Ty jsou presnéjsi, citlivéjsi a snazsi pro interpretaci a rozliSeni jednotlivych
druhti a jejich genotypt (Procop, 2007). Svételna a elektronova mikroskopie ¢i barvici
metody (napt. barveni modifikovanym trichromem ¢i fluores¢encni barviva) jsou ¢a-
sove naro¢né a jak se ukazalo, nejsou mnohdy dostate¢né pro zafazeni do druhu (We-
ber et al., 1992; Procop, 2007). Casto vyuzivana metoda je metoda PCR, ktera diky
své vysoké citlivosti a specificité a umoziuje rychlou a pfesnou amplifikaci DNA v
laboratofi bez nutnosti kultivace bun¢k (Kolmodin et Birch, 2002).

K 1é¢bé mikrosporididz se pouzivaji 1éCivé preparaty na bazi albendazolu, které
inhibuji polymeraci B-tubulinu a vykazuji téz antimykotickou aktivitu (Molina et al.,
2002). Mechanismus u¢inku albendazolu spoé¢iva v naruSeni metabolismu parazita,
coz vede k jeho smrti (Hutin et al., 1998). Nicméng, upln¢ ucinkuje jen na druhy rodu
Encephalitozoon. Na E. bieneusi je vhodnéjsi fumagilin, antibiotikum produkované
houbou Aspergillus fumigatus, ktery je vSak pro lidsky organismus toxicky a zpuso-

buje neutropenii a thrombocytopenii (Molina et al., 2002).

1.2.6 Mikrosporidie infikujici ¢eled’ Leporidae (zajicoviti)

Enterocytozoon bieneusi
Celed Enterocytozoonidae obsahuje dva rody, rod Nucleospora a rod Enterocytozoon.
Zatimco druhy rodu Nucleospora infikuji pouze ryby, rod Enterocytozoon obsahuje
jediny druh Enterocytozoon bieneusi, ktery se vyskytuje také u kralika a zajict a je to
zaroven nejcastéjsi pavodce lidskych mikrosporidiéz (Shadduck et Orenstein, 1993).
Parazituje nejcastéji v epitelu dvanactniku a tenkého stfeva, ale 1 ve Zlu€ovych cestach.
Spory tohoto parazita jsou pfiblizné¢ 1 um velké (Volf et Horak, 2007). Dle rozdila v
ITS (internal transcribed spacer — nastroj pro identifikaci organismi dle nekodujici
sekvence DNA) bylo k dne$nimu dni popsano vice nez 500 genotypt, z nichz fada

infikuje vyhradné ¢lovéka (Santin et Fayer, 2009).
Encephalitozoon spp.

Rod Encephalitozoon zahrnuje ¢tyti druhy mikrosporidii, které nelze od sebe morfo-

logicky odlisit: E. cuniculi, E. hellem, E. intestinalis a E. lacertae (Hinney et al., 2006).

25




Encefalitozoonéza je chronické a latentni onemocnéni, které vede k selhani led-
vin, encefalitid¢, poruchdm mozku a mocovych cest a miize vést k umrti (Deplazes et
al., 2000). Onemocnéni je nejcastéji spojeno s postizenim rovnovazného ustroji, coz
se projevuje naklonem hlavy na stranu, chybnym drzenim téla, poruchami rovnovahy,
Spatnou koordinaci pohybi a tfesem. Krom¢ toho se miize projevit postizenim zraku,
coz zpusobuje zanét Cocky a vznik Sedého zakalu. Klinické pfiznaky postizeni mozku,
ledvin a o¢i se mohou vyskytovat samostatné nebo spole¢né (Shadduck et Orenstein,

1993).

Encephalitozoon cuniculi
Tento druh byl poprvé identifikovan u skupiny laboratornich kralikti v roce 1922 (Jor-
dan, 2005). U paralyzovanych zvifat byl izolovan z michy, mozku a ledvin (Wright et
Craighead, 1922).

Nejcastéji infikovanymi zvitaty jsou domaci kralici (Jeklova et al., 2010), spon-
tanni infekce v8ak byly zaznamenany i u jinych druhti savcu (Jordan, 2005).

Rozeznavame Ctyii genotypy E. cuniculi: 1. genotyp byl identifikovan u kralikt a
lidi, II. genotyp u mysi a polarnich lisek, III. genotyp u psi a IV genotyp u lidi. Byl
prokazan ptenos ze zvifete na ¢lovéka (Didier et al., 1995) a soucasnosti je tedy pova-
Zovan za zoonotického parazita (Jordan, 2005).

V ramci studie provedené v Ceské republice, Rakousku a na Slovensku bylo zjis-
téno, ze 1,42 % (ze 701 zkoumanych jedincii) zajicti polnich testovanych sérologickym

vySetienim bylo pozitivnich na E. cuniculi (Bartova et al., 2015).

Encephalitozoon intestinalis
U dospélého zajice polniho byl tento parazit poprvé popsan spolecné s Encephali-
tozoon hellem v roce 2007 v Belgii (Wright et Craighead, 1922). Encephalitozoon in-
testinalis je druhou nejrozsitenéjsi mikrosporidii schopnou infikovat ptaky a savce
véetné Cloveéka (Bornay-Llinares et al., 1998).

Jedna se o mikrosporidii s velikosti spor 2 x 1,2 um. Nejcastéji se vyskytuje v
enterocytech, makrofazich lamina propria, fibroblastech a bunikdch endotelu lamina
propria, ale muze také infikovat tlusté stievo, hepatobiliarni trakt a rozsitit se do dal-

Sich organt jako je mozek, slezina nebo rektum (Kotler et Orenstein, 1999).
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Encephalitozoon hellem
Za primarni hostitele jsou povazovani ptaci, predevsim vodni ptaci a papousci, ale i
kolibfici a pstrosi. U zvifecich pacientll zptisobuje t€zké stievni a ledvinové infekce
(Kasickova et al., 2007). Jedna se o pivodce multifokalni klinovité chronické intersti-
cialni nefritidy (MKCD). MKCD je charakterizovana tvorbou klinovitych jizev v in-
tersticiu ledvin, coz vede ke ztraté funkce nefrond a naslednému selhani ledvin. Mezi
priznaky MCKD patii vysoky krevni tlak, proteinurie (vylu¢ovani bilkovin do moci),
hematurie (pfitomnost krve v moci) a postupné zhorSovani funkce ledvin. Tyto pii-
znaky mohou byt asymptomatické v pocatecnich stadiich onemocnéni (Eckardt et al.,

2012).

1.3 Kryptosporidie a kryptosporidiozy

Rod Cryptosporidium patii do kmene vytrusovci a tvoii jej prvoci, ktefi napadaji pte-
devsim epitelialni bunky gastrointestinalniho nebo respira¢niho traktu (Xiao et Fayer,
2008). Jedna se o kosmopolitné rozsifené parazity se Sirokou hostitelskou specifitou
(Hoover et al., 1981). Patogenita kryptosporidii se 1i§i podle jednotlivych druhti (Xiao
et Fayer, 2008). Nékteré druhy maji pouze jednoho hostitele (C. wrairi) a jiné jsou
specializované na konkrétni skupinu obratlovct (napt. C. muris napada hlodavce)
(Xiao et Aryan, 2004).

Dtive byly kryptosporidie kvili podobnostem ve vyvojovém cyklu mylné fazeny
mezi kokcidie (Levine et al., 1988). Molekularni fylogenetické analyzy pozdéji pro-
kazaly, Ze jsou nejvice piibuzné s tfidou Gregarinea (Carreno et al., 1999). Oproti nej-
bliz§im piibuznym gregarinam jsou ale kryptosporidie mnohem mensi a jejich velikost
se pohybuje v fadech nékolika pm (Volf et Horak, 2007).

Zasadni odliSnosti od kokcidii jsou extracytoplazmaticka lokalizace uvnitf hosti-
telské bunky, sporulace oocyst jiz uvnitt ptivodniho hostitele (Fayer, 1994) a absence
plastidu (Zhu et al., 2000). Ur¢ité druhy infikuji pouze zaludek (C. andersoni), jiné
napadaji vyhradné mikroklky stieva (C. parvum), dalsi druhy byly lokalizovany také
Vv plicich a lymfatickém systému (C. baileyi) (Current et al., 1986; Xiao et al., 2004).
Nékteré nemoci zplisobené timto parazitem mohou byt akutni a mohou ohrozit zivot
hostitele, zatimco jiné se mohou projevit mirnymi ptiznaky, které postupné odezni

nebo piejdou do chronického stadia (Putignani et Menichella, 2010).
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1.3.1 Historie kryptosporidii

Ernest Edward Tyzzer, Iékar a parazitolog, zaznamenal prvni zminku o kryptosporidi-
ich jiz na zacatku 20. stoleti. V roce 1907 objevil parazitického prvoka parazitujicino
v zaludku laboratornich mysi a nazval ho Cryptosporidium muris (Tyzzer, 1907). V
roce 1912 popsal Tyzzer dalsi druh kryptosporidii, ktery se vyskytuje u mysi a infikuje
tenké stievo. Tento druh byl pojmenovan Cryptosporidium parvum (Tyzzer 1912).
Tteti druh byl popsan v roce 1955 tentokrat u krat. Jednalo se o C. Meleagridis (Slavin,
1955).

Z 1ékaiského ani veterinarniho hlediska nebyla kryptosporidiim dlouhou dobu vé-
novana pozornost, az do doby, nez byl tento parazit identifikovan jako ptivodce pri-
jmovych onemocnéni skotu v roce 1970 a u lidi s oslabenym imunitnim systémem o
Sest let pozd€ji (Panziera et al.,1971). V sedmdesatych letech byly zaznamenany dva
vyskyty kryptosporidii u lidi (Meisel et al., 1976). Prijmové onemocnéni bylo u téchto
ptipadi diagnostikovano biopsii a ob& postizené osoby byly ve styku s dobytkem. Za-
roven se kryptosporididza prokazala také u chlapce, ktery v kontaktu se zvitaty nebyl
(Lasser et al., 1979) a u dvaapadesatileté osoby po imunosupresi spojenou s transplan-
taci ledvin (Weisburger et al., 1979).

V osmdesatych letech zdjem o tuto problematiku stoupl a kryptosporidioza byla
popsana v cca Ctyficeti publikacich. Védecké texty se zabyvaly vyskytem onemocnéni
osmdesatych let byla odhalena cela fada ptipadu kryptosporidiozy v souvislosti s pan-
demii AIDS (Blagburn et Current, 1983). Nejznamé;jsi epidemii zptusobenou kryp-
tosporidiemi je infekce 403 000 osob ve mésté Milwaukee, USA. Nejméné 100 osob
tehdy nemoci podlehlo a 1000 jich bylo hospitalizovano. VéEtsinu ptipadt opét tvorili
imunodeficitni jedinci (Smith et Rose, 1998). Od poloviny 90. let doslo k vyznamnému
posunu v poznani diverzity kryptospordii, a to s nastupem molekularnich metod (Xiao

et Ryan, 2004).
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1.3.2 Hostitelska specifita

Kazdy parazit ma své preference ohledné hostitelskych druht (Fayer, 2004). Hostitel-
ské spektrum kryptosporidii se Casto studuje v laboratornich podminkéch pomoci ex-
perimentalnich infekci. Pokud kryptosporidie dokonci sviij vyvojovy cyklus v hostiteli
a zacnou byt vylu¢ovany infek¢ni oocysty daného druhu nebo genotypu, ktery byl po-
dan v infekéni davce, je hostitel povazovan za vnimavého k infekci (Vetterling et al.,
1971).

Kryptosporidie se podle své hostitelské specifity d€li na druhy a genotypy s vyso-
kou hostitelskou specificitou, coz znamena, Ze jsou schopné parazitovat pouze na jed-
nom hostitelském druhu. Na druhé strané stoji kryptosporidie, které jsou schopny in-
fikovat n¢kolik fylogeneticky ptibuznych druhti. A nakonec jsou tu kryptosporidie,
které jsou schopné parazitovat na vice vzajemné nepiibuznych druzich (Vetterling et
al., 1971; Kvac et al., 2013).

Druhy C. ubiquitum a C. parvum patii mezi nejméné hostitelsky specifické, a
proto se piedpoklada, ze mohou infikovat v§echny savce v¢etné lidi (Fayer, 2004, Li
et al., 2014). Zaroven vSak C. parvum subtyp Ilc patii mezi kryptosporidie infikujici
pouze jediného hostitele, v tomto piipadé ¢lovéka (Kvac et al., 2014).

Druhy C. wrairi (vyskyt u morcat), C. ryanae (vyskyt u skotu), C. hominis (vyskyt
u ¢loveka) nebo C. suis (vyskyt u prasat) jsou zastupci s uzkou hostitelskou specifitou
(Ifeonu et al., 2016; Kvac et al., 2013). I pfesto, ze jsou nékteré druhy tzce hostitelsky
specifické, mohou pftilezitostné infikovat i nespecifické hostitele. Jednim z ptikladi je
infekce druhem Cryptosporidium erinacei, ktery je typickym parazitem jezkt a zaro-

ven byl prokazan také u imunokompetentniho muze (Kvac et al., 2014).

1.3.3 Zpusob pienosu

K nékaze dochazi nejcastéji fekalné-oralni cestou (Ditrich et al., 2005). Kryptosporidie
obvykle napadaji travici trakt, ale zejména u ptakt se objevuji také infekce dychacich
cest ¢i Fabriciovy bursy (Plutzer et Karanis, 2009).

Pienos Casto probiha prostiednictvim kontaminované vody (Jiang et al., 2005).
Chlorace vody je proti kryptosporidiim nedostatecné ucinna (Xiao et al., 2000), a tak
se Cryptosporidium spp. povazuje za nejvyznamngéjsi patogen z fad parazitd, které jsou
prenaseny vodu (Hlavsa et al., 2018). Oocysty jsou schopné prezit ve vodé az 140 dni

diky své vysoké Zivotaschopnosti a odolnosti viici vnéjsim vlivim (Ramirez et al.,
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2004). Ke kontaminaci vody dochazi piimo fekaliemi nebo splachem fekaln¢ znecis-
téné pudy (Fayer, 2000). Posledni vyzkumy potvrdily také vyskyt kryptosporidii
v moiské vode¢. Kryptosporidie jsou schopné piilnout k mikroplastim ve vodé¢ obsa-
zenym, a tak snaze proniknou do potravniho fetézce (Zhang et al., 2022). Oocysty
kryptosporidii byly nalezeny i na zabrach motskych mekkysa (Fayer, 2000).

Jako dalsi zdroj infekce byla prokazana kontaminovana potrava nebo piimy kon-
takt s infikovanym jedincem (Atwill et al., 2002). Vyjime¢ny neni pienos mezi lidmi
a Casté jsou také piipady zoonotickych infekci (Putignani et Menichella, 2010).

Infekéni davka se lisi podle imunokompetence hostitele. U imunokompetetnich
jedinct je zapotiebi k propuknuti nakazy pozieni alespont 50 oocyst (Okhuysen et al.,
1999).

1.3.4 Vyvojovy cyklus, klinické priznaky a priibéh infekce

Zatim byl kompletni vyvojovy cyklus popsan pouze u n€kolika mélo druhii kryptospo-
ridii: C. muris (Tyzzer, 1907, 1910), C. parvum (Tyzzer, 1912), C. baileyi (Current et
al., 1986), C. proliferans (Melicherova et al., 2014) a C. ornithophilus (Holubova et
al., 2020). U ostatnich druhti kryptosporidii se piedpoklada podobny vyvojovy cyklus
s ptipadnymi mensimi odchylkami.

Zivotni cyklus kryptosporidii je monoxenni, nebot’ je ukonéen v jednom hostiteli
(Obrazek 3; Okhuysen, 1999). Exogenni infekéni stadia jsou nejcastéji vyluGovana
vykaly vyjma oocyst C. baileyi, které svého hostitele mohou opoustét i dychacimi ce-
stami ¢i nosnim sekretem (Current et Reese, 1986). Excystace probiha v gastrointesti-
nalnim ¢i respiraénim traktu uvolnénim ¢tyf infekénich sporozoitt (Volf et Horak,
2007), kteti adheruji k hostitelskym buiitkam (Reduker et al., 1985), nasledné do bunky
vnikaji a méni se v trofozoity (Ditrich et al., 2005).
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Obrazek 3. Vyvojovy cyklus kryptosporidii, upraveno (Fayer et Xiao, 2007)

Excystace je ovlivnéna fadou faktori jako jsou teplota a hodnota pH (Hijjawi et al.,
2001), pankreatické enzymy, zZlu¢ové soli nebo obsah oxidu uhli¢itého (Fayer et Leek,
1984; Robertson et al., 1993). Pravé v této fazi se vyrazné odlisuji od kokcidii, které
se zanofuji do cytoplasmy (Robertson et al. 1993).

Kryptosporidie ziistavaji pod bunéénou membranou v tzv. parazitorforni vakuole,
tzn. ze kryptosporidie zptsobi zmény v mikrovilech stfevniho epitelu, enterocyty se
nasledné prodlouzi a obklopi trofozoit (Ditrich et al., 2005). Spolurované oocysty ob-
sahuji ¢tyfi sporozoity a behem defekace se uvoliuji do vnéjSiho prostiedi (Harris et
Petry, 1999). Zivotaschopnost a odolnost sporozoitli zajituje t¥ivrstva sténa tvofena
z proteino-lipido-sacharidového matrix (Fayer 2008).

V infikované cilové burice hostitele Se v parazitoforni vakuole vytvofi trofozoiti,
ktefi se tiastni asexualniho mnozeni (Wetzel et al., 2005). Béhem merogonie postupné
vznikaji rizné typy merontt (Hijjawi et al., 2004). U C. baileyi se po rozd¢leni jadra
trofozoita tvofi 3 typy merontt, u C. parvum dva — typ I. a typ Il. (Bjorneby et al.,
1990). Typ I. obsahuje 6—8 merozoitt, kteti napadaji okolni enterocyty (Tyzer, 1910;
Current, 1988). Merozoiti typu Il. postupuji bunécné déleni (Sunnotel et al., 2006),
jehoz vysledkem jsou Ctyfi merozoiti, ze kterych se vyviji nediferencovana stadia.
Kazdy z téchto gamonti je schopen infikovat dalsi hostitelské bunky (Tyzer, 1910) a

vstupuji do sexualni faze — gametogonie (Melicherova et al 2014).
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V pribéhu dalsiho vyvoje vznikaji pohlavni formy — jednojaderné makrogamonty
a vicejaderné mikrogamonty. Z mikrogamontl se uvoliluji pohyblivé mikrogamety,
které oplodni makrogamety vzniklé z makrogamontt. Timto splynutim vznika zygota
(Sunnotel et al., 2006; Hijjawi et al., 2010). Diploidni zygota se dale déli sporogonii
(Tyzer,1910; Current et Garcia, 1988). Nasleduje endogenni sporulace a vznikaji dva
typy oocyst. Silnosténna oocysta obsahuje ¢tyfi volné ulozené haploidni sporozoity a
rezidualni télisko a po opusténi téla hostitele s trusem je na rozdil od oocyst kokcidii
jiz pln¢ infekéni (Jokipii et Jokipii, 1986). Tenkosténnych oocyst napt. druh C. parvum
tvoti az 20 % ze vSech produkovanych oocyst. Uvoliuji se jiz v téle hostitele, infekéni
stadia pronikaji k enterocytim a dochazi k tzv. autoinfekci (Current et Reese, 1986).

Dle lokalizace v hostiteli a podle druhu kryptosporidie se 1isi i klinické projevy
kryptosporidiozy (Vitovec et al., 2006). Mezi hlavni klinické ptiznaky humanni kryp-
tosporididzy patii vodnaty prijem, casto s hlenem. Dal$i symptomy jsou nausea, vo-
mitus, horec¢ka nebo kiece v krajiné btisni (Jokipii et Jokipii, 1986). U oslabenych je-
dinct zplisobuji stfevni kryptosporidie, zejména druh C. parvum, travici poruchy a
mohou ovlivnit rust a vyvoj, predev§im u mlad’at. Naopak, n¢které dalsi druhy stiev-
nich kryptosporidii, jako je C. suis, mohou probihat asymptomaticky (Ryan et al.,
2004). Primérné trvani nemoci je 12 dni,v rozmezi 2 az 26 dni (Jokipii et JoKipii,
1986).

VétSina infekci zaludecnich kryptosporidii probihd bez klinickych ptiznakt
(Current et Garcia, 1991).

1.3.5 Terapie a prevence
Jedinym lékem schvéalenym v USA pro 1écbu humanni kryptosporidioézy je Nitazo-
xanid. Ten vSak neucinkuje u pacientit HIV pozitivnich (Rossignol, 1998). Lék snizuje
klinické ukazatele nemoci a zkracuje délku trvani kryptosporidiozy (Ortiz et al., 2001).
Dale se k 1é¢bé vyuziva Paromomycin, ktery uc¢inkuje i u imunodeficitnich jedinci,
ale obdobné jako pfedchozi 1€k nezabira u HIV pacienti (Cabada et White, 2010).
V ptipad€ kombinace Paromomycinu s Azithromycinem byla prokazéana signifikantni
redukce vylucovanych oocyst i u pacient s AIDS (Smith et al., 1998).

U imunokompetentnich jedincii se pouZziva predev§im symptomaticka 1écba, pte-
devsim rehydratace organismu a doplilovani elektrolyt. Vyuzivaji se také probiotické

bakterie, které tlumi projevy kryptosporidioézy (Ditrich et al., 2005).
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Veterinarni preparaty obsahujici ucinnou latku halofuginon jsou pouzivany
k 1é¢bé hospodarskych zvirat. Tyto ptipravky se vyuzivaji nejen jako preventivni a
terapeuticka 1écba kryptosporiddzy u telat, ale také jako kokcidiostatika u dribeze a
kralika (Trotz-Williams et al., 2011; Brainard et al., 2021). U telat se také uspésné
vyvinula protektivni imunita po perooralni vakcinaci oocystami C. parvum ozafenymi
gama zafenim (Ditrich et al., 2005).

Studie prokazaly také u¢innost kravského kolostra. Kravské mlezivo obvykle ob-
sahuje protilatky u¢inn€ bojujici proti kryptosporidiim. Zaroven poskytuji caste¢nou
ochranu sliznice stfeva a neutralizuji uvolnéné kryptosporidie. Pro dosazeni maximal-
niho t¢inku je nutné podavat mlezivo nejméné¢ tfikrat denné po dobu nékolika dni a
poté alesponi dalsi dva dny po ukonceni vylu€ovani oocyst. Infikované zvife by mélo

byt drzeno oddé€lené a trus pravidelné odstranovan (Svoboda et al., 2000).

1.3.6 Kryptosporidie infikujici ¢eled’ Leporidae (zajicoviti)

Cryptosporidium spp. bylo zaznamenano ve vykalech vice jak 150 druhti savcd. Zatim
vSak nebyla pfesn¢ popsana rizika nakazy od volné Zzijicich zivocichti (Robinson et
Chamlers, 2009), ackoliv je fada védcti povazuje za rezervoary nakazy a zdroje poten-
cionalnich zoon6z (Fayer et Xiao, 2008).

Ptestoze byla prvni zprava o vyskytu kryptosporidii u kralikti zaznamenana jiz v
roce 1912 (Tyzzer, 1912), obavy z kryptosporidiové infekce u kraliki se objevily az v
poslednich letech (Robinson et al., 2008).

Prevalence Cryptosporidium spp. byla zkoumana v populacich voln¢ zijicich kra-
likti a zajict pouze v n€kolika studiich.

Cryptosporidium cuniculus identifikovali ve své studii Inman a Takeuchi u
asymptomatické samice kralika divokého. Kryptosporidie byly v tomto pfipadé za-
stoupeny v dostatecné velkém poctu a bylo mozné provést elektronmikroskopicka po-
zorovani (Inman et Takeuchi, 1979).

V roce 1986 byl poprvé objeven vyskyt kryptosporidii u divokého kralika vycho-
doamerického (Sylvilagus floridanu) v USA. Nalezena mrtva samice byla zna¢né vy-
hubla a kromé vyskytu fady dalSich paraziti u ni byly nalezeny i oocysty kryptospo-
ridii (Ryan et al., 1986).

V roce 2010 byl v Australii proveden epidemiologicky vyzkum, ktery identifiko-
val vyskyt kryptosporidii u kralika ze ¢ty lokalit ve Victorii pomoci PCR spojené se
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sekvenovanim a fylogenetickymi analyzami sekvenci. Bylo vySetfeno 176 vzorki a

z nich 6,8 % s pozitivnim vysledkem (Nolan et al., 2010).

Druhy a genotypyCryptosporidium spp. kraliki a zajict

Cryptosporidium parvum
Poprvé byl popsan parazit Cryptosporidium parvum u laboratornich mysich v roce
1912 Tyzzerem (Tyzzer, 1912). Nicméng, je pravdépodobné, ze Tyzzer pracoval s ji-
nym druhem, nez je dnes znamé C. parvum, které parazituje predevsim u skotu a dal-
Sich hospodarskych zvitat, jak uvadéji Robertson et al. (2014). Tento druh ma velmi
Sirokou hostitelskou specifitu a predpoklada se, ze je infekéni pro vétSinu saveil a né-
které druhy ptakt (Morgan et al., 1999; Bajer et al., 2003). Velikost oocyst C. parvum
se pohybuje v rozmezi 4,2 (4,2-5,8) x 4,8 (3,5-5,0) um, jak uvadi Hijjawi et al. (2004).
V ramci rodu Oryctolagus bylo popsano C. parvum v Cin& u farmovych kraliki (Xiao
et al., 2002), na Novém Zélandu u zastieleného divokého kralika (Learmonth et al.,
2004) a v CR u brojlerového kralika z chovu (Ryan et al., 2003).

Ayinmode a Agbajelola (2019) zkoumali vyskyt kryptosporidii ve farmovém
chovu kralik v Nigérii. Ze 307 vzorkl byl vyskyt zaznamenan u 3,7 %. VSechny po-

zitivni vzorky byly identifikovany jako C. parvum.

Cryptosporidium cuniculus (diive Cryptosporidium sp. rabbit genotyp)

Tento druh byl detekovan v Northaptonshiru (UK). Jednalo se o kontaminaci vody
oocystami z mrSiny divokého kralika (Chalmers et al., 2009). V roce 2010 potvrdili
Robinson et al. (2010) nalez tohoto druhu u experimentaln¢ infikovanych odstavenych
kraliki divokych a zaroven tento druh oznacili spole¢né s clovékem za ptirozeného
hostiele (Robinson et al., 2010). Zhang et al. (2012) potvrdili vyskyt druhi u C. cunicu-
lus u divokych kralikti v Cin&. Z 378 vzorkli ziskanych v &inské provincii Heilon-
gjiang byla zjisténa mira infekce 2,38 %.

Puleston et al. (2014) potvrdili kontaminaci vodniho zdroje z mrSiny krélika a
identifikovali jej jako puvodce potvrzenych vyskytd kryptosporididzy v oblasti
Northamptonshire, jednalo se o C. cuniculus. Pfitomnost nového podtypu VbA24 C.
cuniculus potvrdili Kaupke et al. (2014) ve farmovém chovu kralikt, kde dochazelo

k ¢astym prijmovym incidentiim a naslednym thyntim.
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Vyskyt u farmové chovanych kraliki byl potvrzen také kolektivem autord Naguib
et al. (2021) v Egypté. Cryptosporidium cuniculus u kralika divokych ve své studii
popisuji také Baz-Gonzalez et al. (2021) a to na Tenerife, Kanarskych ostrovech a ve

Spanélsku.

Cryptosporidium hominis
Tisice ptipadl kryptosporidiozy u lidi byly zjistény po celém svété (Casemore et al.
1997; Fayer et al. 2000). Podle genetické analyzy byla vétSina infekci zpusobena
dvéma typy organismii, které byly diive klasifikovany jako "lidsky" (genotyp 1) a "ge-
notyp 2" vyskytujici se u skotu (Awad-El-Kariem et al., 1994; Carraway et al., 1997).
Vyzkumy ukézaly, Ze genotyp 2 muize infikovat mnoho rtiznych hostitelll, zatimco
"lidsky" genotyp neni tak snadno ptenosny (Casemore et al., 1997).

Vyskyt C. hominis byl potvrzen i u kralikd, a to v zajmovém chovu v Japonsku
(Shibashi et al., 2006).

Cryptosporidium sp. skunk genotyp
Tento genotyp byl popré izolovan z burunduka paskovaného (Tamias sibiricus) v Ka-
lifornii (LV et al., 2009). Nicméné pozdg&ji byl popsan i u jinych hostiteld, predevsim
u veverek (Feng et al., 2007; Rengifo-Herrera et al., 2011; Stenger et al., 2015). Li et

al. (2020) identifikovali tento genotyp u druhu Lepus americanus.

1.3.7 Organova a tkanova specifita

Jednotlivé druhy nebo genotypy kryptosporidii vykazuji tkanovou ¢i organovou spe-
cifitu. Vyvoj vSech zndmych kryptosporidii se ¢asto odehrava v néjaké Casti zaziva-
ciho traktu s moznosti infekce dalSich organovych soustav. Kryptosporidie 1ze rozdé¢lit
do monofyleticky odli$nych linii podle mista infekce.

Prvni linie zahrnuje kryptosporidie infikujici epitelidlni buniky zaludku, zatimco
druha linie zahrnuje kryptosporidie infikujici stfeva. U stfevnich kryptosporidii se dale
rozliSuji druhy napadajici tenké, tlusté nebo slepé stievo. VétSina kryptosporidii se
vyviji v tenkém stievé, predevSim v duodenu a jejunu, zatimco jen malo druhi (geno-
typll) bylo popsano vyvojem ve slepém nebo tlustém stievé (Xiao et al., 2004; Kvac

et al., 2018; Hor¢ickova et al., 2019).
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2 Cile prace

Cilem prace je popsat vyskyt a prevalenci kryptosporidii a mikrosporidii u volné ziji-
cich zajict polnich na tizemi Ceské republiky, ptipadné dal$ich stati. Pomoci moleku-
larnich metod urcit druhy a genotypy studovanych parazitii a pomoci parazitologic-
kych metod stanovit intenzitu infekce. Fylogenetickymi metodami urcit fylogenetické

vztahy nalezenych druhti a genotypt kryptosporidii. Vyhodnotit zoonoticky potencial

nalezenych druhti a genotypti a porovnat ziskané vysledky s publikovanymi tidaji.
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3 Material a metody

3.1 Lokality a sbér vzorki

Celkem bylo ziskano a vysetieno 370 vzorkt trusu z volné zijicich zajicti polnich, 130
vzorkti z CR a 240 ze Slovenska z celkem 91 lokalit (Obrazky 4 a 5). Vzorky byly pro
potfeby vyzkumu odebirdny od zajicii docasn¢ chovanych v zachrannych stanicich
Vlasim a Huslik, z farmového chovu ze slovenské Skalice a dale pak z volné pfirody
na riiznych mistech na Slovensku a CR. Vzhledem k tomu, Ze nalezci mladych zajict
ne vzdy sdé€li pfesné misto nalezu, nebylo mozné u 24 vzorkl urcit presné lokalitu a

jedna se tedy u izemi spravované t€émito dvémi zachrannymi stanicemi (Obrazky 4 a

5).

Obrizek 4. Pisobnost zachrannych stanic pro Zivogichy v CR, (Www.zvirev-
nouzi.cz, 2023)
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3.2 Uchovavani a zpracovani vzorki trusu

Ihned po odbéru bylo ke kazdému vzorku pfikapnuto n¢kolik kapek dH-O, aby nedoslo
behem skladovani k vyschnuti vzorku. Vzorky byl individudInég skladovany pii teploté
4-8 °C az do laboratorniho zpracovani, které byly provedeno béhem 1-3 tydnl po
odbéru. Z kazdého vzorku byl zhotoven natér na podlozni sklo (3.3) a odebrano 200
mg trusu pro izolaci gDNA (3.4).

3.3 Mikroskopické vySetieni trus

Pro detekci oocyst kryptosporidii ve vySetfovanych vzorcich trusu byla pouzita me-
toda barveného natéru trusu dle Milacka a Vitovce (1985). S ohledem na velmi malou
velikost spor mikrosporidii a nizkou senzitivitu a specificitu barveni spor nebyly mi-

kroskopické techniky pro detekci Encephalitozoon spp. a E. bieneusi vyuzity.

Barveni oocyst kryptosporidii anilin-karbol-methyl violeti (Milacek et Vitovec, 1985)

Chemikalie

e  Methylviolet’ (roztok 0,6 g methylvioleti, 1 ml anilinu, 1 g fenolu, 30 ml 96% al-
koholu a 70 ml deionizované vody)

e roztok 2% kyseliny sirové

o 1% roztok tartrazinu v 1% kyseliné sirové

Postup

e Natiit trus na podlozni sklicko v tenké vrstve.

¢ Nafixovat natér v metanolu po dobu 10 minut.

e Barvit vzorek v roztoku methylvioleti po dobu 30 minut.

e Oplachnout vzorek po vodou.

e Diferenciace vzorek v 2% H>SO4 po dobu 2 minut.

e Oplachnout vzorek po vodou.

e Barvit vzorek v tartrazinu po dobu 5 minut.

e Oplachnout vzorek po vodou.

e Nechat vzorek oschnout pfi laboratorni teploté.

e ProhliZzet mikroskopem pfii zvétSeni 1000x za pouziti imerzniho oleje.
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3.4 Molekularni analyzy

3.4.1 lzolace DNA

Izolace gDNA byla provedena za pouziti komer¢niho kitu Exgene Stool DNA mini

(GeneAll Biotechnology).

Postup (jedna se o standardizovany postup dle navodu vyrobce s mirnou modifikaci)

Odvazit ptiblizné 200 mg vzorku trusu, dat ho do Safe-Lock zkumavky.

Ptidat ptiblizn€ 100 ul sklenénych (0,2 mm) a 10 zirkonovych (2 mm) kulicek.
Ptipipetovat 0,8 ml FL pufru a homogenizovat vortexovanim.

Uvolnit DNA z oocyst a spor piistrojem Fast Prep 24 Instrument (MP Bio) po dobu
1 minuty pfi rychlosti 5,5 m/s.

Inkubovat 5 minut pii laboratorni teploté

Centrifugovat 5 minut pii 14 000 g.

Prepipetovat veskery supernatant na EzPass kolonu.

Centrifugovat 1 minutu pfi 14 000 g a nasledné vylit odpad ze sbérné zkumavky.
Na EzPass kolonku napipetovat 100 ul EB pufru a inkubovat 1 minutu pfi labora-
torni teploté, s nasledné centrifugovat 1 minutu pii 14 000 g.

Odstranit EzPass kolonku a pfipipetovat 500 ul PB pufru do sbérné zkumavky,
promichat pipetovanim.

Obsah sbérné zkumavky pienést na mini spin kolonu.

Centrifugovat 1 minutu pti 14 000 g a vylit odpad ze sbérné zkumavky.
Napipetovat 500 ul NW pufru na stied mini spin kolony a centrifugovat 1 minutu
pti 14 000 g.

Vylit odpad ze sbérné zkumavky a opét centrifugovat 1 minutu pii 14 000 g.
Ptenést mini spin kolonu na ¢istou mikrozkumavku.

Napipetovat 50 ul EB pufru na min spin kolonu, inkubovat 1 minutu a centrifugo-
vat 1 minutu pii 14 000 g.

Ziskanou DNA skladovat pii -20 °C.

3.4.2 Genotypizace

Vyizolovana gDNA byla pouzita pro detekci specifické DNA Cryptosporidim spp.,

Encephalitozoon spp. a Enterocytozoon bieneusi. Pritomnost Cryptosporidim spp. byla

testovana amplifikaci genu kodujiciho malou podjednotku rRNA (SSU) (Xiao, 2010).
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a 60 kDa glykoproteinu (gp60) (Tang et al., 2016). Pritomnost Encephalitozoon spp. a
Enterocytozoon bieneusi byla testovana amplifikaci celého useku ITS sekvence rRNA
genu za pouzii druhové specifickych primert (Santin et Fayer 2009). Jako negativni
kontrola byla pouzita dH20 a jako pozitivni kontrola pro Cryptosporidium spp. byla
pouzita DNA C. tyzzeri, pro Encephalitozoon spp. DNA Encephalitozoon helem ge-
notyp 1Aa pro E. bieneusi DNA E. bieneusi genotyp EpBa. Vsechny PCR reakce byly
provedeny jako nested PCR.

Primarni reakce 0 objemu 20 ul se skladala z 10 ulHS-Taqg premix (GenAll, Ko-
rea), 7 ul PCR vody, 1 u1200 mM specifického forward a reverse primerua 2 pl gDNA.
Sekundarni reakce byla shodna s ptedpisem primarni reakce S tim rozdilem, ze jako
templat pro sekundarni reakci byly pouzity 2 ul z primarni reakce. Jak primarni, tak
sekundarni PCR reakce probéhla v 35 cyklech. Pred zahajenim cykli byla DNA dena-
turovana pii teploté 95 % po dobu 10 minut. V prvnim kroku cyklu doslo k denaturaci
DNA pii 95 °C po dobu 45 sekund. Déle nésledoval krok nasedani primert pii speci-
fické teploté pro kazdou reakci po dobu 45 sekund (Tabulka 1) a nasledovala teplota
72 °C po dobu 1 minuty. Po ukon¢eni vSech 35 cyklu nasledoval cyklus kone¢né ex-

tenze produktt pti 72 °C po dobu 7 minut S naslednym shlazenim na 4 °C.

Tabulka 1. Seznam nukleotidovych sekvenci primert a jejich nasedacich teplot pou-
zitych v této praci.

Cryptosporidium spp. — SSU

PRIMARNI REAKCE- nasedaci teplota 50°C
F1 TTC TAG AGC TAA TAC ATG CG
R1 Ccc ATT TCC TTC GAA  ACA GGA

SEKUNDARNI REAKCE - nasedaci teplota 55 °C
F2 GGA AGG GTT GTA TTT ATT AGA TAA AG
R2 AAG GAG TAA GGA ACA ACC TCC A

Cryptosporidium spp. — gp60

PRIMARNI REAKCE- nasedaci teplota 50 °C
F1 TTT ACC CAC ACA TCT GTA GCG TCG
R1 ACG GAC GGA ATG TAT CTG A

SEKUNDARNI REAKCE - nasedaci teplota 50°C
F2 ATA GGT GAT AAT TCA GTC TTT AAT
R2 CCA AAA GCG GCT GAG TCA GCA TC
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Tabulka 1. Seznam nukleotidovych sekvenci primert a jejich nasedacich teplot pou-

zitych v této praci (pokracovani).

Encephalitozon spp. - ITS

PRIMARNI REAKCE- nasedaci teplota 50 °C
F1 TAG ATG GGT ccc TGT
R1 GTT CAT TCG CAC TAC T

SEKUNDARNI REAKCE - nasedaci teplota 55 °C
F2 GGA  ATT CAC ACC GCC CGT CGT TAT
R2 CCA AGC TTA TGC TTA AGT CCA GGG

AG

Enterocytozoon bieneusi - ITS

PRIMARNI REAKCE- nasedaci teplota 57°C
F1 GGT CAT AGG GAT GAA GAG
R1 TTC GAG TTC TTT CGC GCT C

SEKUNDARNI REAKCE - nasedaci teplota 55 °C
F2 GCT CTG AAT ATC TAT GGC T
R2 ATC GCC  GAC GGA  TCC AAG TG

3.4.3 Gelova elektroforéza

Sekundarni PCR produkty byly separovany a analyzovany na 2% agar6zovém gelu s

pridavkem ethidium bromidu (EtBr). Vizualizace byla provedena pomoci UV zéfeni

na transiluminatoru (Ultra-Lum Inc, USA).
Chemikalie

e 50x TAE pufr (242 g Tris baze; 47,1 ml ledové kyseliny octové; 100 ml 0,5 M

EDTA o pH 8,00)
e agarosa (Serva Electrophoresis, Germany)
e ethidium bromid (10 mg/ml, Sigma Aldrich, USA)
e DNA Ladder — 100 bp (Fermentas International Inc., Kanada)
Postup

e IXTAE pufr smichat s agar6zou Vv potiebném objemu.

e Pufr s agar6zou rozpustit v mikrovinné troubé a ochladit pod tekouci vodou.

e Do tekutého gelu ptidat cca 2 pl EtBr a opatrné promichat.

e Gel nalit do formy s hiebeny a nechat ztuhnout. Po ztuhnuti hfebeny vyndat a gel

vlozit do elektroforetické vany s 1xTAE pufrem.
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Do prvni jamky napipetovat DNA Ladder a do dalsich jamek produkty sekundarni
reakce PCR.

Zapnout zdroj a nastavit napéti v rozmezi 70-120 V a separovat.

Vysledek elektroforézy vizualizovat pomoci UV transluminatoru a dokumentovat

pomoci ptislusné kamery.

3.4.4 lzolace z gelu

Pozitivni PCR produkty v odpovidajici vysce byly vytiznuty z gelu, vyizolovany a na-

sledné sekvenovany. K izolaci byl pouzit komer¢ni kit Gen Elute (Sigma) podle na-

vodu vyrobce.

Postup

Vyftiznout fragment DNA z gelu vzdy Cistym skalpelem a ptenést fragment do 1,5
ml mikrozkumavky.

Ptipipetovat Gel Solubilization Solution (100 mg gelu / 300 ul roztoku).
Inkubovat 10 minut pii 50 °C.

Zahtat PCR vodu na eluci na 65 °C.

Sestavit Binding Column G, napipetovat 500 pl Column Preparation Solution a
centrifugovat 1 minutu pii 14 000 g.

Ptipipetovat ke vzorku 150 pl isopropanolu a promichat.

Ptenést veskery objem vzorku na Binding G kolonu a centrifugovat 1 minutu pii
14 000 g.

Vylit odpad ze sbérné zkumavky a opét pouzit s Binding G kolonou.

Prepipetovat 700 ul Wash Solution G a centrifugovat 1 minutu pii 14 000 g.
Vylit odpad ze sbérné zkumavky a opét ji pouzit s kolonou.

Centrifugovat 1 minutu pti 14 000 g nasucho.

Otocit zkumavku v centrifuze o 180° a centrifugovat znovu 3 minuty pii 14 000 g.
Binding G Kolonu dat do nové 1,5 ml mikrozkumavky a na kolonu nanést provést
30 ul PCR H20 predehiaté na 65 °C.

Inkubovat 1 minutu a poté centrifugovat 1 minutu pii 14 000 g.
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3.45 Sekvenovani

Sekundarni PCR produkty vyizolované z gelu byl sekvenovany metodou Sangerova
sekvenovani v komercnich firmach za pouziti pfislusnych sekundarnich primert. Zis-
kané nukleotidové sekvence byly analyzovany pomoci programu ChromasPro v 2.10
a nasledn¢ pomoci programti ClustalX a BioEdit porovnany se sekvencemi ulozenymi
v databazi GenBank. Ziskané sekvence byly sefazeny pomoci MAFFT verze 7 online
server s automatickym vybérem strategie (Mafft, http://mafft.cbrc.jp/alignment/ser-
ver/). Chyby v sekvencich byly ru¢né doopraveny v programu BioEdit a byly prove-
deny fylogenetické analyzy v programu MEGA 7.0. Fylogenetické vztahy byly vytvo-
feny pomoci metody Maximum likelihood (ML) substituénim modelem, ktery byl sta-
noven na zaklad¢ Bayesianského informacniho kritéria ve stejném programu. Podpora
vSech vétvi pro vSechny modely byla ziskdna 1000 bootstrapovymi replikacemi. Fy-

logenetické stromy byly do findlni podoby upraveny pomoci programu CorelDraw X7.

3.4.6 Hodnoceni intenzity infekce

U vzorkl mikroskopicky pozitivnich na pfitomnost oocyst kryptosporidii byla inten-
zita infekce odhadnuta a vyjadiena poctem oocyst v gramu trusu (OPG; oocyst per
gram) (Kvac et al., 2007).

Mnozstvi spor Encephalitozoon spp. v trusu pozitivnich zvifat bylo vyhodnoceno
pomoci real time PCR za pouziti specifickych primerti amplifikujicich ¢ast genu ko-
dujiciho malou podjednotku rRNA Encephalitozoon spp. a specifické TagMan proby
(Wolk et al., 2002). Amplifikace byla provedena ptistrojem Light cycler 480 (Roche,
Indianapolis, IPA, USA) a vysledky reakce byly vyhodnoceny pomoci programu Light
cycler 480 Software Release 1.5.0 SP4 (Roche). Kalibra¢ni kiivka byla sestrojena z
DNA vzorkii obsahujicich znamy pocet spor E. cuniculi genotyp Il (102 az 108) ve 200
mg trusu.

Reakce 0 objemu 25 pl se skladala z 12,5 plFastStart Universal Probe Master 2x
(Roche, USA), 5 ul PCR vody, 2 ul200 mM specifického forward a reverse primeru
(Tabulka 2) a 0,5 pul proby a 5,0 ul gDNA.

Amplifikacni program pro qRT-PCR se skladal z poc¢atecni denaturace 95 °C po
dobu 3 minut a 45 cykli skladajicich se z denaturace - 95 °C po dobu 45 s, nasedani
primert pii 60 °C po dobu 10 s a extenze pii 72 °C po dobu 16 s. Zavérecné extenze
byla nastavena na 55-85 °C po dobu 16 s s rychlosti 20 °C/s a finalnim chlazenim na
40 °C po dobu 30 s (Wolk et al., 2002).
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Tabulka 2. Seznam primert a proby pouzitych v této praci pro RT-PCR kvantifikujici
Encephalitozoon spp.

Encephalitozoon spp.
F GTC CGT TAT GCC CTG AGA
R ACA GCA GCC ATG TTA CGA CT

proba RED- TGG ACG AGG ATT GGA AGG TCT GAG TC-PHOSPHATE
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4  Vysledky

4.1 Mikroskopické vySetieni
Celkem bylo ziskano a vysetieno 370 vzork? trusu z volné Zijicich zajict v Ceské re-
publice (n=130) a na Slovensku (n=240). V zadném z vySetiovanych vzorku trusu ne-

byly pomoci specifickych barveni detekovany oocysty kryptosporidii.

4.2 Molekularni detekce

Molekularni analyzy zalozené na nested PCR amplifikaci za pouziti rodové specific-
kych primert amplifikujicich SSU Cryptosporidum spp. a ITS Encephalitozoon spp. a
E. bieneusi prokazaly ptitomnost specifické DNA testovanych paraziti u 10,33, re-
spektive u 16 zvitat. Vzorky pozitivni na na pfitomnost specifické DNA kryptosporidii
byly dale genotypovany na genu kddujicim gp60. Z deseti pozitivnich vzorkl bylo pét
Z nich pozitivnich na gp60.Vsechny amplifikované vzorky se podatilo Gspésné sekve-

novat (dale).

4.2.1 Genotypizace Cryptosporidium spp.

Analyzy sekvenci Cryptosporidium spp. prokazaly piitomnost tfi riznych sekvenci.
Naslednymi fylogenetickymi analyzami zalozenymi na Caste¢né sekvenci SSU jsme
potvrdili vyskyt C. parvum (n=2), C. sciurinum (n=3) a Cryptosporidiumsp. deer
mouse genotyp IV (n=5). VSechny sekvence v ramci daného druhu/genotypu byly
mezi sebou vzdjemné identické a soucasné 100% shodné se sekvencemi uloZenymi v
databazi GenBank (Obrazek 7).

Druh C. sciurinum byl detekovan pouze v Ceské republice u tfi zajicti pochazeji-
cich ze tif riznych lokalit a umisténych v zachranné stanici VlaSim. Dalsi dv¢ kryp-
tosporidie byly detekovany pouze u zajicti ze Slovenska. Cryptosporidium parvum
bylo nalezeno u dvou jedinct z riznych lokalit a Cryptosporidium deer mouse genotyp
IV u péti zajict ze tii lokalit. Z lokality Velké Kosiny byly detekovani tfi pozitivni
jedinci v riznych obdobich sbéru vzorki a lze tedy vyloucit, ze se jednalo o vzorek
pochazejici ze stejného zvitete (Obrazek 6).

Nasledna genotypizace na genu gp60 ukazala, ze u obou dvou jedincit C. parvum
infekei se vyskytoval identicky subtyp [laA15G1R1 (Obrazek 7). Analyza gp60 sek-

venci ziskanych z druhu C. scuirinum prokazala piitomnost dvou odlisnych subtypi
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Vlllc. Zatimco zajici z lokalit Podveky a Kacova méli identicky subtyp VIIIaA9G2R1,
zajic z Domasina byl infikovan subtypem VIIICA10G1R1 (Obrazek 7).

35 - Balori/SKV C. parvum
' C. parvum [KP994662]
1 C. wrairi [U11440]
in C. cuniculus [KU892566]
83L C. hominis [DQ286403]
"[ C. melegaridis [AY 166839]
C. viatorum [MK522270]
[ E apodemi [MG266033]

C. canis [AF112576]

C. alticolis [MH145330]
C. occultus [MG699176]
C. macropodum [MT648438]
C. microti [MH145328]
C. ubiquitum [KT027432]
54802 - Okoc¢/SVK
54808 - Velké Kosiny/SVK
54813 - Velké Kosiny/SVK  deer mouse
94| 54817 - Velké Kosiny/SVK  genotype IV
54933 - VIcany/SVK
deer mouse genotype IV [JQ413348]
C. felis [AF108862]
— C. varanii [MT626662]
C. ratti [MT504541]
C. scrofarum [UJX424840]
C. bovis [DQ991389]
C. ryanae [KJ020910]
C. ducismarci [KX345057]
C. baileyi [L19068]
r 91 C. ornithophilus [MN969954]

C. molnari [HM243547]

C. serpentis [AF093499]
C. testudinis [KX345065]
C. fragile [EU162751]
C. galli [MN410725]
C. proventriculi [MK311133]
C. andersoni [EU245042]
921 C. muris [KP994665]

98" C. proliferans [KR090615]

54

77

52

Obrazek 6. Kladogram fylogenetickych vztahti Cryptosporidium spp. detekovanych
V této praci S ostatnimi druhy a genotypy kryptosporidii na zakladé ¢astecné nukleo-
tidové sekvence genu pro SSU vytvoreny metodou Maximum likelihood. Sekvence

ziskané v této studii jSOu zvyraznény tucné a barevné odliSeny. Databazové ¢islo
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GenBank je uvedeno v hranaté zavorce. Za identifika¢nim ¢islem izolatu je uvedena

lokalita a zemé& ptivodu vzorku (CZE — Ceska republika, SVK — Slovensko).

53 C. erinacei Vlla [GQ259140]
C. cuniculus Vb [FJ262734]
C. parvum Ild [AY738194]
Horse genotyp Vla [FJ435960]
99" Horse genotyp VIb [FJ435961]
C. wrairi Vlla [GQ121028]
C. cuniculus Va [FJ262730]
C. hominis la [AF164502]

99 C. hominis Ig [EF208067]
— C. parvum Il [AM937006]
C. parvum lla [AY262034]

55635 BaloﬁISKV
—— C. meleagridis |lla [AF401499]
C. meleagridis llld [DQ067570]
Mink genotyp Xa [HM234174]

— 90 = C. sciurinum Vllla [GQ121029]

63

| [ C. tyzzer/ IXa [HM234180]
C. tyzzeri IXb [HM234176]

95 C. myocastoris XXlla [MW281000]
751 H C. hominis 1d [DQ665692]

99 C. parvum lli [AY873782]
_:C hominis 1b [AY262031]

C. hominis le [AY738184]
I: C. parvum llc [AF164491]
99 C. parvum Ilh [AY873781]

C. fayeri IVb [FJ490087]
C. fayeri IVa [FJ490060]

99

Obrazek 7. Kladogram fylogenetickych vztahti Cryptosporidium spp. detekovanych
V této praci S ostatnimi druhy a genotypy kryptosporidii na zakladé ¢astecné nukleoti-
dové sekvence genu pro gp60 vytvoreny metodou Maximum likelihood. Sekvence zis-
kané v této studii jsou zvyraznény tucné a barevné odliSeny. Databazové c¢islo
GenBank je uvedeno v hranaté zavorce. Za identifika¢nim ¢islem izolatu je uvedena

lokalita a zemé ptivodu vzorku (CZE — Ceska republika, SVK — Slovensko).

4.2.2 Genotypizace Enterocytozoon bieneusi
V nami vySetfenych vzorcich bylo detekovano pét riznych genotypu druhu E. biene-

usi. Fylogenetické analyzy prokazaly pritomnost E. bieneusi genotyp D (n=8), E.
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bieneusi genotyp CHALT1 (n=1), E. bieneusi genotyp WildBoar3 (n=1), E. bieneusi
genotyp CHN-F (n=2) a E. bieneusi genotyp C (n=4). Vsechny sekvence v ramci da-
ného genotypu byly mezi sebou vzdjemné identické a souc¢asné 100% shodné se sek-
vencemi uloZzenymi v databazi GenBank (Obrazek 8).

Genotypy C a WildBoar3 byly detekovany vyhradé u zajicti ze Slovenska, zatimco
genotypy CHN-F a CHALTI jen u zvifat z Ceské republiky. Posledni genotyp D byl

nalezen nejéastéji, a to u zvifat pochazejicich z obou stati (Obrazek 8).

4.2.3 Genotypizace Encephalitozoon spp.
Vsech 33 pozitvnich vzorkt se podatilo osekvenovat. Analyzy sekvenci Encephali-
tozoon spp. prokézaly ptitomnost Ctyt riiznych sekvenci. Naslednymi fylogenetickymi
analyzami zalozenymi na uplné sekvenci ITS jsme prokazaly E. cuniculi genotyp
I(n=5), E. cuniculi genotyp 11(n=26), E. cuniculi genotyp 111(n=1) a Encephalitozoon
hellem(n=1). VSechny sekvence v ramci dané¢ho druhu/genotypu byly mezi sebou vza-
jemn¢ identické a soucasné 100% shodné se sekvencemi uloZenymi v databazi
GenBank, vyjma sekvence vzorku 54918 (Obrazek 10).

U zajice €. 54918 byla detekovana ptitomnost sekvence blizce piibuzna k E. hellem
genotyp 1 (JF92395), nicméné nebyla nalezena 100% shoda s jinou sekvenci uloZenou

v GenBank (Obrazek 9).
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52

51

52

57
50

76| 53662 Marsovice/CZE

64 {_E bieneusi WI7 [AY237215]
E. bieneusi isolate 6 [AF348474]
E. bieneusi D [AF101200]
53640 Netrebice/CZE
53644 Libeznice/CZE
53654 Hrusice/CZE
E. bieneusi D
B53681 Nesperska Lhota/CZE
54799 Okoc¢/SVK
54934 Vicany/SVK
55274 Sklabina/SVK

— E. bieneusi Peru15 [EF014431]

_l: E. bieneusi PtEb |l [DQ425108]
E. bienusi type V [AF242479]

E. bieneusi WildBoar3 [KF383398]

61

53

58 \*
E. bieneusi CHN-F1 [KU847359]
&)

57310 Skalica/SVK E. bieneusi WildBoar3

53708 \!racovicelCZE
53709 Cestin/CZE

E. bieneusi CHN-F

—— E. bieneusi WL14 [AY237222]

E. bieneusi CEbD [EF139198]
E. bieneusi S8 [FJ439684]

E. bieneusi C [AF101199]

54805 Okoc¢/SVK

54915 Dolni Lovcice/SVK

54922 Dolni Lovéice/SVK

55829 Prasnik/SVK

E. bieneusi C

—— E. bieneusi Peru16 [EF014427]

E. bieneusi BEB7 [EU153585]

E. bieneusi gorilla 3 [JQ837797]

‘r - E. bieneusi S7 [FJ439683]
E. bieneusi PtEb VIII [DQ885584]
Obrazek 8. Kladogram fylogenetickych vztahti Enterocytozoon bieneusi detekova-
nych v této praci S ostatnimi a genotypy E. bieneusi na zakladé uplné nukleotidové
sekvence genu pro ITS vytvofeny metodou Maximum likelihood. Sekvence ziskané v
této studii jsou zvyraznény tu¢né a barevné odliSeny. Databazové Cislo GenBank je

uvedeno Vv hranaté zavorce. Za identifikacnim ¢islem izolatu je uvedena lokalita a

zemé pivodu vzorku (CZE — Ceska republika, SVK — Slovensko).
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92 l E. cuniculi IV [HM045511

E. cuniculi Il [GU213880]
53638 Zahornice/CZE
53645 Podébrady/CZE
53646 Podébrady/CZE
53665 Sulice/CZE
53677 Vlasim/CZE
53677 Domasin/CZE
53697 Vlasim/CZE
53700 Loreta/CZE
54635 Trnava/SVK
54924 Topolniky/SVK
54924 Dolné Lovéice/SVK
63| 54929 Vicany/SVK
155131 Topolnice/SVK
55132 Topolnice/SVK
55133 Topolnice/SVK
55135 Topolnice/SVK
55136 Topolnice/SVK
55154 Dvorniky/SVK
—i 55212 Kralovo pri Senci/SVK
0,0 55265 Vah/SVK

— |55266 Vah/SVK
55274 Sklabina/SVK
55770 Gabcikovo/SVK
55828 Krakovany/SVK
57265 Prostéjov/CZE
58354 Vlasim/CZE

E. cuniculill

E. intestinalis [MN263042]
—— E. romaleae [FJ026013]
66(]  88;54918 Dolné Lovéice/SVK E. hellem
E. hellem 1 [JF792395]
96| (E. hellem 3 [JF792396]
E. hellem [AB897503]
E. hellem 2 [AF110327]

Obrazek 9. Kladogram fylogenetickych vztahti Encephalitozoon spp. detekovanych
V této praci S ostatnimi a genotypy Encephalitozoon spp.na zaklad¢ uplné nukleoti-
dové sekvence genu pro ITS vytvofeny metodou Maximum likelihood. Sekvence zis-
kané v této studii jsou zvyraznény tu¢né a barevné odliSeny. Databazové ¢islo
GenBank je uvedeno v hranaté zavorce. Za identifikacnim Cislem izolatu je uvedena

lokalita a zemé& ptivodu vzorku (CZE — Ceska republika, SVK — Slovensko).
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4.3 Kvantitifikace infekce
Vzhledem k tomu, Ze nebyly v zddném ze vzorkl pozitivnim na DNA kryptosporidii
detekovany oocysty, je ziejmé, ze intenzita infekci byla velmi nizka pohybujici se pod
detek¢nim limitem mikroskopickych metod, tedy méné nez 2000 oocyst na gram trusu.
RT-PCR analyzy prokazaly intenzitu infekce Encephalitozoon spp. v roz-
péti1,5><102—7,6><109, nicmén¢ vétsina infekei se pohybovala v rozmezi mezi 1,5x 10%-
5,4x102. Nebyl zjistén rozdil v intenzité infekce mezi jednotlivymi genotypy deteko-
vanych druhfi. Masivni intenzita infekce 7,6x10° byla detekovana u jedince &. 54833
infikovaného E. cuniculi genotyp Il a pochazejiciho z Trnavy na Slovensku. Tento je-
dinec byl uloven a nejsou u ného znamy blizsi informace o potencialnich klinickych

priznacich infekce.

4.4 Klinické priznak infekce
U zvitat odchovavanych v zachrannych stanicich nebyly v pribéhu sledovani zazna-
menany zadné tthyny zajicti spojené s klinickymi ptiznaky typickymi pro mikrospo-

ridiové nebo kryptosporidiové infekce.
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5 Diskuse

Zajic polni (Lepus europaeus) je z historického hlediska pravdépodobné nejvyznam-
n¢jsi lovnou zvéri v Evropé (Tsokana et al., 2020). Kromé masa a kozeSiny, pro které
byli a jsou zajici loveni, pfedstavuji tato zvifata potencialni zdroj nebezpeci pro lovce
a dnes i pro osoby zabyvajici se jejich zachranou. Stejné jako jiné druhy volné Zijicich
zvirat, také zajici jsou hostiteli celé fady patogend, které jsou piendSeny na ¢lovéka.
Pro ptiklad mizeme uvést virus krymsko-konzské hemoragické horecky, viru hepati-
tidy E, Yersinia spp., Brucella spp., Francisella tularensis, Toxoplasma gondiinebo
Leishmania infantum (Tsokana et al., 2020).

Z n¢kolika malo dosud provedenych studii vyplyva, ze kromé vyse uvedenych
pivodcl onemocnéni mohou byt zajici polni hostiteli celé fady druht kryptosporidii
(Fayer et Xiao, 2007; Robinson et al., 2008; Nolan et al., 2010), které celosvétove patii
mezi vyznamné zoonotické patogeny (Xiao et al., 2014; Robinson et Chalmers, 2010).
Kromé toho publikované prace naznacuji, Ze stejné jako jejich ptibuzni kralici, také
zajici jsou Casto parazitovani mikrosporidiemi rodu Encephalitozoon a Enterocy-
tozoon, které jsou spojovany s vyznamnymi, Zivot ohrozujicimi infekcemi imunodefi-
citnich osob (Ditrich et al., 2005; Smith et Rose, 1998).

Kryptosporidie jsou az na vyjimky hostitelsky specifické (Vetterling et al., 1971;
Kvac et al., 2013) a casto infikuji pouze jednoho hostitele nebo skupinu fylogeneticky
ptibuznych hostitelt (Fayer, 2004; Li et al., 2014). Zatimco u kralikti byl popsan hos-
titelsky specificky druh C. cuniculus, z vice nez 49 platnych druht a 200 genotypu
kryptosporidii neni zndma Zadna kryptosporidie, kterd by byla hostitelsky specificka
pro zajice. Toto lze ptikladat 1 faktu, Ze bylo na toto téma provedeno jen velmi malé
mnozstvi studii.

V populaci nami studovanych zajicti v Ceské republice a na Slovensku jsme dete-
kovali ptitomnost C. parvum, C. sciurinum a Cryptosporidium sp. deer genotyp 1V.
Ptestoze je tato kryptosporide nejcastéji detekovana u mlad’at hospodaiskych zvitat,
zejména skotu, infekce C. parvum u voln¢ zijicich zvifat nejsou neobvyklé (Tyzzer,
1912; Morgan et al., 1999; Bajer et al., 2003; Ryan et al., 2003). Nicmén¢ podil infekci
C. parvum v porovnani s hostitelsky specifickymi infekcemi je nizky (Carey et al.,
2004). Tomu odpovidaji i vysledky nasi prace, kdy C. parvum infekce tvofily pouze
20 % vsech kryptosporidiovych infekei.
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Cryptosporidium sciurinum je druh, ktery je hostitelsky specificky pro stromové
veverky a je béZznym parazitem veverek obecnych (Sciurius vulgaris) v Evropé (Pre-
diger et al., 2021). Kromé¢ stromovych veverek byl tento druh nalezen i u fretky (ozna-
¢en jako C. parvum ferret genotyp (AF112572) (Xiao et al., 1999b), burunduka (Ta-
mias sibiricus) a ¢ipmanka vychodniho (Tamins striatus). V jednom piipadé byl C.
sciurinum nalezen i u nesav¢iho hostitele, u andulky vinkované (Melopsittacus undu-
latus). V posledné jmenovaném piipadé se pravdépodobné jednalo o kontaminaci nebo
pasaz zazivacim traktem andulky. Takovéto ptipady byly v minulosti jiz popsany (Abe
et Makino, 2010). Az na vyjimky, kterymi jsou C. parvum a C. meleagridis, nejsou
Detekce C. sciurinum, tak byla pro nas velkym piekvapenim. Nicmén¢é po dukladné
analyze dat bylo zji$téno, ze vSichni zajici, u kterych bylo C. sciurinum detekovano,
byly umisténi v zachranné stanici Vlasim. V této zachranné stanici byly vedle zajict
umistény i dal$i volné Zijici zvifata, véetné veverek obecnych, u kterych byl tento druh
v minulosti detekovan (Feng et al., 2007). Vzhledem k tomu, ze kazdé zvite bylo ode-
birano pouze jedenkrat, nelze s jistotou tvrdit, Ze se jednalo 0 aktivni infekci. Mohlo
dojit ke kontaminaci krmiva a paséazi specifické DNA. Ani pocet tii pozitivnich jedinct
neni pro rozhodnuti urcujici.

V piipadé volné zijicich zajict pochazejicich z riiznych lokalit bychom si odvazili
tvrdit, Ze se pravdépodobné jedna o aktivni nezavislé infekce, nicméné v piipadé je-
dinct pobyvajici v potencialné kontaminovaném prostiedi by se jednalo pouze o spe-
kulace. Naopak v piipadé Cryptosporidium sp. deer mouse genotyp IV si dovolujeme
tvrdit, Ze se s nejvétsi pravdépodobnosti jedna o aktivni infekce. Tato kryptosporidie
byla detekovana u péti jedinct ze tii riznych lokalit. Navic dosud neni zndm zadny
ptirozeny hostitel Cryptosporidium sp. deer mouse genotyp IV na evropském konti-
nentu. Tato kryptosporidie byla dosud nalezena jen u hlodavct rodu Peromyscus, ktefi
se vyskytuji vyhradné na severoamerickém kontinetu (Stenger et al.,2018). Obdobn¢
jako v ptipadé Cryptosporidium sp. chipmunk genotyp I, ktery byl do Evropy zavlecen
spolu s veverkou popelavou (Sciurus carolinensis) (Prediger et al., 2021), Ize piedpo-
kladat, ze 1 tato kryptosporidie byla do Evropy zavlecena spolu s n¢jakym dovezenym
mazli¢kem a zajici mohou piedstavovat vnimavého hostitele.

Ve vsech ptipadech kryptosporidiovych infeci byla zjisténa velmi nizkd intenzita
infekce, coz odpovida vétSiné dosud znamych udaji o kryptosporidiovych infekcich
volné Zijicich savcu. Nizka intenzita infekce neni spojovana s klinickymi pfiznaky
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onemocnéni, které nebyly u zadného ze zvirat pozorovany. Na zaklad¢ vysledkt prace
1ze ptepokladat, ze kryptosporidiové infekce zajici nejsou v populaci zajict Casté, a
tedy ohrozujici jejich pocet.

Na rozdil od kryptosporidii nejsou mikrosporidie rodi Encephalitozoon a Entero-
cytozoon tuzce hostitelsky specifické (Snowden et al., 1998; Didier et al., 2000; Can-
ning et al., 1986; Canning et Hollister, 1992). Jediny dostupny vyzkum publikovany
v roce 2015 ukazal, ze 1,42 % populace zajicti v Ceské republice, Rakousku a na Slo-
vensku bylo serologicky pozitivnich na pfitomnost protilatek E. cuniculi (Bartova et
al., 2015). Vzhledem k tomu, zZe protilatkova imunitni odpovéd’ v hostiteli pretrvava
déle, nez je doba probihajici aktivni, detekovatelné infekce (Volf et Horak, 2007), vy-
sledky autorii ukazuji na nizké promoteni zajicti mikrosporidiemi. NaSe prace je vSak
VvV rozporu s vySe uvedenymi udaji. Téméf u 9 % zajic jsme detekovali pfitomnost
specifické DNA Encephalitozoon spp. ukazujici na probihajici infekci. Vzhledem
k tomu, ze fada predchozich studii prokazala, ze Encephalitozoon spp. je z téla hosti-
tele vylu€ovéan v pribchu infekce intermitentné, je vySe prevalence ze studii, které
hodnoti pouze jeden vzorek ze zvitete velmi podhodnocena (Jordan, 2005; Bartova et
al 2005). Na zaklad¢ nasich vysledki a vysledku jinych studii se domnivame, ze vy-
skyt Encephalitozoon spp. v populaci zajicti je velmi Casty. Stejné tak se piiklanime i
k vysledktim E. bieneusi, ktery byl v nasi praci detekovan ve 4,3 % ptipadi. Bohuzel
neexistuje zadna prace, se kterou bychom naSe vysledky srovnali.

V souladu s piedchozimi studiemi jsme detekovali E. cuniculi genotyp Il jako do-
minantni genotyp. Tento genotyp je ze vSech genotypll nejcastejsi, a to nejen v popu-
lacich volné Zijicich saveu, ale i u hospodaiskych zvitat a ¢lovéka (Kotkova et al.,
2018). Za pozornost stoji piitomnost E. hellem u jednoho jedince. Samotna ptitomnost
ptaciho encephalitozoonu u savce neni piekvapiva, protoze savci jsou E. hellem po-
mérné Casto infikovani (Kotkova et al., 2018). Zajimavéjsi je vSak fakt, ze nami zis-
kana sekvence nebyla identicka s zadnou jinou uloZenou v GenBank. S ohledem na
fakt, Ze 1 resekvenovani zminéného vzorku prokdzalo pfitomnost unikéatni sekvence
klastrujici k E. hellem, jsme pfesvédceni, ze se jedna bud’ o novy genotyp E. hellem
nebo o novy druh rodu Encephalitozoon. K zodpovézeni této otazky je vsak potieba

udé¢lat fadu dalSich analyz, které svou ndro¢nosti piesahuji cile této prace.
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Zartazeni izolati E. bieneusi do jednotlivych genotypt ukazalo, ze zajici jsou infi-
kovani nejméné péti riznymi genotypy. VSechny detekované genotypy patii do sku-
piny genotypu vyznacujici se nizkou hostitelskou specifitou a byly v minulosti dete-
kovany u fady jinych hostiteld (Cali et al., 1993).

Na rozdil od diive publikovanych tdaji uvadéjici casté klinické priznaky spojené
s infekcemi mikrosporidiemi u kralikti (Cox et Pye, 1975; Hinney et al., 2016, Huang
et al., 2003; Chappell et al., 2011; Lindsay et al., 1989; Tumova et al., 2002), nebyly
obdobné ptiznaky zaznamenany U zajict, tedy alespon u téch, ktefi prosli zachran-

nymi stanicemi.
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Zavéry
Tato prace pfinesla prioritni vysledky o vyskytu paraziti rodu Cryptosporidium, En-
cephalitozoon a Enterocytozoon u volné Zijicich zajict polnich ve stiedni Evropeé.

Jako viibec prvni jsme prokazali Cryptosporidium sciurinum a Cryptosporidium sp.
deer mouse genotyp IV u zajice polniho. Z pohledu ohrozeni zdravi lidi nepfedstavuji
zajici vyznamny zdroj zoonotickych kryptosporidii. Pivod, respektive zptisob zavle-
¢eni deer mouse genotypu IV, ktery byl dosud detekovan pouze na severoamerickém
kontinetu zstava nevysvétlen.

Zajici jsou ¢asto infikovani mikrosporidiemi rodu Encephalitozoon a Enterocy-

tozoon, aniz by u nich byly pozorovany klinické ptiznaky mikrosporidiézy. Z pohledu
Sifeni infekci predstavuji zajici potencidlni zdroj infekce pro cloveéka, zejména pro

osoby profesné manipulujici jak s Zivymi, tak mrtvymi zajici.
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Seznam pouzitych zkratek

dH20 — deionizovana voda pro piipravu roztokt

gp60 - 60 kDa glykoprotein

ITS (Internal Transcribed Spacer) — nastroj pro identifikaci organismu dle nekodujici
sekvence DNA

MAFFT - algoritmus pro porovnavani sekvenci a tvorbu fylogenetickych stromt
Mbp - milion part bazi

MKCD - puvodce multifokalni klinovité chronické intersticialni nefritidy

OPG - jednotka pro vyjadieni mnozstvi oocyst v trusu zvitat

PCR (Polymerase Chain Reaction) - molekularné biologicka metoda, ktera slouzi k
amplifikaci specifického segmentu DNA (nebo RNA).
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