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Abstrakt

Kryptosporidie jsou schopny infikovat Sirokou $kalu hostitelti v¢etné volné Zijicich
a domacich zvifat a lidi. Ac¢koli je dobfe znamo, Ze ryby mohou byt hostitelé¢ nékoli-
ka druhti a genotypu kryptosporidii, 0 prevalenci kryptosporidii ve sladkovodnich
rybach v Evropé je k dispozici jen velmi malo informaci. Infekénost C. parvum pro
ryby, jakozto druhu s Sirokym hostitelskym spektrem, ztstava nedostate¢né studova-
na. V této studii jsme shromazdili 283 vzorkd volné zijichch sladkovodnich ryb z
osmi lokalit, 41 vzorki okrasnych ryb shromazdénych z osmi zooshopii v Ceské re-
publice. Vyskyt a genetickd rozmanitost Cryptosporidium spp. u studovanych ryb
byla zkouména mikroskopicky a polymerazovou fetézovou reakci (PCR) / sekveno-
vanim zaméfenym na malou podjednotku rRNA. Experimentalné byla ovéfena in-
fekénost C. parvum pro stiky (Esox lucius) a karasy (Carrasius auratus). Mikrosko-
pie a molekularni analyza neodhalily pfitomnost oocyst ani specifické DNA kryp-
tosporidii U volné zijicich sladkovodnich ryb. Zatimco mikroskopické analyzy vzor-
ku trusu okrasnych ryb byly negativni na pfitomnost oocyst kryptosporidii, moleku-
larni analyzy prokazaly pfitomnost Cryptosporidium avium, Cryptosporidium
baileyi, Cryptosporidium muris, Cryptosporidium parvum, Cryptosporidium tyzzeri a
Cryptosporidium varanii. Histologické vysetfeni neprokazala piitomnost zadnych
vyvojovych stadii u $tik ani karast inkulovanych C. parvum nebo zijicich v prostiedi
s oocystami C. parvum. Piitomnost DNA C. parvum byla detekovana pouze v obsahu
stiev $tik a karast, ktefi obyvali prostfedi s oocystami C. parvum. Pfitomnost C. avi-
um, C. baileyi, C. muris, C. parvum, C. tyzzeri a C. varanii u okrasnych ryb je prav-
dépodobné dusledkem kontaminace vody v nadrzi prodavac¢em a zjisténé druhy kryp-
tosporidii témet bezpochyby pochéazely od domacich hlodavci, ptaka a plazi chova-
nych ve stejném obchodé s domacimi mazlicky. Vysledek experimentédlni studie
podporuje hypotézu, ze kryptosporidie savcl a ptakli nejsou pro ryby infekéni a je-

jich pritomnost v rybach je disledkem kontaminace zivotniho prostiedi.

Klic¢ova slova: Cryptosporidium spp.; prostiedi; ryby; infekce



Abstract

Cryptosporidium spp. is able to infect a wide range of hosts including wild and do-
mestic animals, and humans. Although it is well known that fish could be host sever-
al Cryptosporidium species and genotypes, little information is available concerning
the prevalence of Cryptosporidium in fresh water fish in Europe. Additionally, the
infectivity of C. parvum for fish, the species with wide host range, remains poorly
studied. In this study we collected 283 specimens of wild fresh water fish from
eight localities, 41 specimens of ornamental fish collected from eight pet shops in the
Czech Republic. The occurrence and genetic diversity of Cryptosporidium spp. in
studied fish was examined by microscopy and polymerase chain reaction
(PCR)/sequencing targeting the small subunit rRNA. The infectivity of C. parvum
for pike (Esox lucius) and crucian (Carrasius auratus) were experimentally verified.
Microscopy and molecular analysis did not revealed presence of oocysts and specific
Cryptosporidium DNA in wild fresh water fish. While microscopy analyses of faecal
samples of ornamental fish were negative for presence of Cryptosporidium spp. oo-
cysts, molecular analyses shown presence Cryptosporidium avium, Cryptosporidium
baileyi, Cryptosporidium muris, Cryptosporidium parvum, Cryptosporidium tyzzeri
and Cryptosporidium varanii. Histology did not show the presence of any develop-
mental stages in any pikes and crucians inoculate with C. parvum or inhabit an envi-
ronment with C. parvum oocysts. The presence of C. parvum DNA was detected
only in intestinal contains of pikes and crucians who inhabit an environment with C.
parvum oocysts. Presence of C. avium, C. baileyi, C. muris, C. parvum, C. tyzzeri
and C. varanii in ornamental fish is probably resulting of the contamination of the
water in the tank by caretaker and detected species almost certainly originated from
the pet rodents and birds bred in the same shop. The result of the experimental study
supports the hypothesis that cryptosporidia of mammals, birds and reptiles are not
infectious for fish and their presence in the fish is result of the environmental con-

tamination.

Keywords: Cryptosporidium spp.; enviroment; fish; infection
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1 Uvod

Ryby se vyskytuji na zemi jiz od spodniho devonu, tedy ptiblizné¢ 400 miliont let
(Rocek, 2002) a jakozto jeden z nejrozsitengjSich zivocisnych druhd obyvaji praktic-
ky vSechny typy pozemnich vod od extrémné horkych, jako naptiklad halancikové
prameny v Mexiku, které maji az 45 °C nebo extrémné studenych, jako napiiklad
v Antarktidé ryby druhu Chamsocephalus gunnari, které snase;ji teplotu kolem -2 °C
(Fischer, 2007). Rybolov jakozto obziva a ryby jako zdroj bilkovin jsou pro lidstvo
dialezité od nepaméti. Prvni zminky o chovu ryb a jejich vyuziti nalezneme jiz 2300
let pfed nasim letopoétem v Cing. V Egypté a zemich blizkého vychodu se ryby za-
¢aly chovat kolem roku 700 pt. n. I. V obdobi stfedovéku se ve velkém zacaly staveét
vodni nadrze a ryby v nich uceln€ chovat. Ryba slouzila ve stiedovéku jako postni
jidlo a na jidelnicku tvofila nemalé zastoupeni. Pro zajimavost kapr ve sttedoveéku
stal stejn¢ jako dvé slepice. V dne$ni dobé je trend vSeobecné na Ustupu i Stédrove-
erni kapr neni jiZ tolik vyzadovan. Piesto je produkce ryb v Ceské republice pibliz-

né 17-20 tisic tun za rok (Citek et al., 1998).

Kromé pozitivniho hospodarského vyznamu predstavuji ryby ale i potencialni ne-
bezpeci. Jak sladkovodni, tak i motské ryby jsou hostiteli a mezihostiteli celé fady
paraziti, ktetfi mohou u ¢loveéka zplsobovat zavazna onemocnéni. Kromé paraziti,
pro které jsou ryby pfirozenymi hostiteli a mezihostiteli, mohou byt ryby zdrojem

parazitl, jejichz primarnim hostitelem jsou jini obratlovci (Certad et al., 2015).

Velké osidleni nasi krajiny a pomérné neSetrné nakladani s odpadnimi vodami
muze byt pfi¢inou znecistovani povrchovych vod. Odpadni vody, ale i splasky
z poli, kde se hnoji chlévskou mrvou, jsou zdrojem fady paraziti pochazejicich
Z hospodaisky chovanych zvifat. Pfestoze paraziti hospodarskych zvifat jsou nein-

fekéni pro ryby, mohou byt jimi ryby kontaminovany.

Zde se dostavame k cili této prace, prokazani mozného nakazeni/kontaminace
volné zijicich ryb kryptosporidiemi. V nedavné dob¢ bylo publikovano nékolik studii
s podezienim na kontaminaci rybich vnitinosti, a dokonce i masa zoonotickymi dru-
hy kryptosporidii, zejména druhem C. parvum. N¢které studie dokonce piedpokladaji
mozny vyvoj této sav¢i kryptosporidie v zazivacim traktu ryb. Doposud vSak nebyl
proveden zadny vérohodny eXperiment, ktery by prokazal, jestli jsou ryby hostiteli

C. parvum.
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2 Literarni prehled

2.1 Kryptosporidie

Kryptosporidie jsou jednobunééni paraziti rozsifeni po celém svéte. Zpravidla parazi-
tujici v travicim traktu obratlovcli. V soucasné dob¢ je znamo 47 druhti a velké
mnozstvi tzv. genotypu kryptosporidii, které se navzajem lisi ve svych biologickych
vlastnostech (Jezkova et al., 2021). Nékteré¢ druhy parazituji vyhradné v zaludku,
zatimco jiné, té€ch je vétSina, osidluji rizné ¢asti sttev svych hostiteld. V ramci rodu
Cryptosporidium rozliSujeme druhy a genotypy, které jsou tzce specializovany na
konkrétni Zivocisny druh a druhy, které jsou velmi univerzalni a parazituji ve velkém
mnozstvi hostitelt (Fayer a Xiao, 2007). Zastupci prvni skupiny jsou druhy C. par-
vum, C. baileyi nebo C. ubiquitum, ktefi byli detekovani u velkého mnozstvi hostite-
14, zatimco do druhé skupiny patii vétSina znamych druht a genotypt kryptosporidii.
Typickym piikladem je druh C. wrairi u néhoz je znam pouze jeden hostitel — morce
(Vetterling et al., 1971).

2.2 Taxonomie kryptosporidii

Kryptosporidie jsou zastupci rodu Apicomplexa a patii mezi eukaryotické organis-
my. Typickym znakem téchto organismu je pfitomnost apikalniho komplexu, ktery
slouzi k infekci hostitelské buniky (Fayer et al., 1997). Kryptosporidie a kokcidie
maji velmi podobny vyvojovy cyklus a na zéklad€ této podobnosti tak byly kryp-
tosporidie dlouho fazeny mezi kokcidie (Fayer et al., 1997). Fylogenetickou odlis-
nost kokcidii a kryptosporidi vyvratily aZ molekularni analyzy. Na zakladé téchto

analyz se prokazala ptibuznost kryptosporidii s gregarinami (Carreno et al., 1999).
2.3 Kryptosporidie a kryptosporidiéza ryb

Na rozdil od kryptosporidii a kryptosporidiovych infekci savcli nebo ptakt, které
jsou intenzivné studovany jiz desitky let, o kryptosporidiich ryb existuje relativné
malé mnozstvi informaci (Zahedi et al., 2021). Se stoupajicim poctem provedenych
molekularnich studii doslo k odhaleni mnohem vétsi diverzity kryptosporidii ryb, nez
se diive predpokladalo (Certad et al., 2020). Dosud byly pomoci molekuldarnich me-
tod detekovany kryptosporidie u vice nez 25 druhu motskych i1 sladkovodnich ryb
(Zahedi et al., 2021). Ryby jsou pfirozenymi hostiteli péti druhti kryptosporidii Cryp-
tosporidium molnari (Alvarez-Pellitero a Sitja-Bobadilla, 2002; Palenzuela et al.,
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2010), C. scophthalmi (Alvarez-Pellitero et al., 2004) a C. huwi (dfive znamé jako
Cryptosporidium piscine genotyp 1; Ryan et al., 2015), C. bollandi (dfive znamé
jako Cryptosporidium piscine genotyp 2; (Bolland et al., 2020) a C. abrahemseni
(dtive znamé jako Cryptosporidium piscine genotyp 7; Zahedi et al., 2021). Kromé
téchto hostitelsky specifickych druhi, byly u ryb nalezeny i dals$i druhy kryptospo-
ridii primarné adaptované na jiné obratlovce, jako jsou C. parvum, C. hominis,
C. scrofarum a C. xiaoi. Krom¢ toho byl hlasen vyskyt Cryptosporidium piscine ge-
notypy 3-6 (Certad et al., 2015; Collins 1997; Couso-Pérez et al., 2018; Darriba et
al., 2012), piscine genotypy 8-9 (Diaz et al., 2018), C. molnari-like genotyp (Alva-
rez-Pellitero et al., 2004; Collins, 1997; Elwakil a Hewedi, 2010; FAO, 2018; Follet
et at.,, 2011; Gatei et al., 2007), Koi-Carp genotype (Graczyk et al., 2007), Cryp-
tosporidium marine genotypy | a Il (Alvarez-Pellitero et al., 2004), pét nepojmeno-
vanych novych genotypi (FAO, 2018, Follet et al., 2011) a Cryptosporidium rat ge-
notyp Il (Couso-Pérez et al., 2018; Ryan et al., 2014; Yang et al., 2015, 2016).

Vétsina studii o rybich kryptosporidiich byla v§ak provedena na akvarijnich nebo
chovanych rybach a mnozstvi udaji o molekularni identifikaci druhi a genotipti

kraptosporidii u volné zijicich mofskych a sladkovodnich ryb je omezené.

Dosud byly provedeny pouze dvé studie v Australii a na Papui-Nové Guineji tyka-
jici se volné Zijicich motskych ryb (Koinari et al., 2013; Reid et al., 2010) a jedna
studie zaméfena na vyskyt téchto parazitdl ve sladkovodnich rybach v Zenevském

jezete (Certad et al., 2015).

2.4 Charakteristika druhii a genotypu kryptosporidii detekovanych
uryb

2.4.1 Cryptosporidium molnari

Druh C. molnari je pomérn€ novy druh mezi kryptosporidiemi. Tento druh byl obje-
ven a pozorovan u dvou druhti mofskych ryb a to prazmy moiské (Sparus aurata)
a motského vlka obecného (Dicentrarchus labrax). Byly nalezeny plné sporulované
oocysty tohoto druhu kryptosporidii, které osidluji pfednostné zaludek. Ve stievech
byly nalezeny minimélné. Zajimavosti tohoto druhu je osidlovani velmi hluboko

Vv hostitelském epitelu (Alvarez-Pellitero a Sitja-Bobadilla, 2002).
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2.4.2 Cryptosporidium scophthalmi

Tento druh byl objeven na pobiezi Spanélska na farmach pro chov kambaly (Sco-
phthalmus maximus). Byl nalezen ve stievé, ziidka v zaludku. PIné sporulované oo-

cysty se nachazely v lumenu stiev a v trusu (Alvarez-Pellitero et al., 2004).
2.4.3 Cryptosporidium huwi

Tato kryptosporidie je pomérné nova, vzdalené piibuzna C. molnari, avSak natolik
jind, aby byla uznana jako samostatny druh. Byla nalezena u sladkovodnich ryb
a U nas Casto u akvarijnich rybi¢ek znamych jako zivorodka duhova (Poecilia raticu-
lata; Ryan et al., 2015).

2.4.4 Cryptosporidium bollandi

Cryptosporidium bollandi je nazev druhu navrzeny pro druh C. piscine genotyp 2.
Tento druh byl popsan u sladkovodnich ryb a to u skalara amazonského (Pte-
rophyllus scalare) a vrubozubce paviho (Astronotus ocellatus; Bolland et al., 2020).

2.4.5 Cryptosporidium abrahamseni

Toto je velmi kratce objeveny druh kryptosporidii, ktery byl nalezen u ryb a to kon-
krétné u tetry paraguayské (Moenkhausia sanctaefilomenae). Tento novy druh je

geneticky nejblizsi C. huwi, kde je geneticka vzdalenost 6.7% (Zahedi et al., 2021).
2.4.6 Cryptosporidium piscine genotypy 3-6, 8, 9

O t&chto genetypech toho neni moc znamo, byly identifikovany v tresce bezvousé
(Merlangius merlangus), tresce tmavé (Pollachius virens), mnika modrého (Molva
dypterygia) a makrele obecné (Scomber scombrus) odchycenych v mofich kolem
Evropy (Cerlad et al., 2020).

2.4.7 Koi-Carp genotype

Tento genotyp byl objeven neddvno u jednoho kusu ryby Koi kapr. Infekce byla lo-

kalizovana hluboko v epitelu stfeva, sleziny, jater, zaber a ledvin. Na tomto exempla-

rrrrr

druhu C. molnari (Yang et al., 2016).
2.4.8 Cryptosporidium marine genotypy | a Il

Jak jiz samotny nézev ftika, tak tento druh kryptosporidii pochézi od slanovodnich

ryb konkrétné tresky bezvousé (Merlangius merlangus), tresky tmavé (Pollachius
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virens), mnika modrého (Molva dypterygia) a makrely obecné (Scomber scom-
brus), které byly odebrany v n¢kolika motich kolem celé Evropy. Cryptosporidium
marine genotyp | ma podle studie velké mnozstvi genetickych variaci, zatimco Cryp-
tosporidium marine genotyp Il byl zastoupen pouze v jedné varianté (Certad et al.,
2020).

2.4.9 Cryptosporidium parvum

Cryptosporidium parvum patii mezi jedny z prvnich popsanych druht kryptosporidii
(Tyzzer, 1912). Tento druh se vyznacéuje Sirokym hostitelskym spektrem. Predpokla-
da se, ze muze byt infek¢ni pro vSechny savce a nékteré ptdky (Hofmannova

et al. 2016; Kvac et al., 2014).
2.4.10 Cryptosporidium hominis

Piestoze byla ptirozena infekce druhem C. hominis detekovana u celé fady hostiteli
a také byl tento druh experimentalné pfenesen na laboratorni zvitata, je C. hominis
hostitelsky adaptovany na ¢lovéka (Jira, 2009c). U tohoto druhu nebyla popsana vé-
kova specifita. Cryptosporidium hominis primarné osidluje tenké stievo, ale u imu-
nodeficitnich jedinct mutize dojit k diseminaci i do dalSich ¢asti zazivaciho (Mogan et

al., 2002).
2.4.11 Cryptosporidium scrofarum

Druh C. scrofarum (diive znamy jako Cryptosporidium pig genotyp 1) je hostitelsky
adaptovany na prasata (Kvac et al., 2012). Celosvétové byl popsan jak v chovech
prasat, tak i u divokych prasat (Kvac et al., 2013). Tato kryptosporidie se vyznacuje
vekovou specifitou — je infek¢ni pro selata starsi péti tydnua. Parazit osidluje vSechny
¢asti tenkého 1 tlustého stieva hostitele. Infekce prasat timto druhem kryptosporidie
neni spojovéana s vyskytem klinickych pifipadi onemocnéni. Kromé prasat bylo
C. scrofarum detekovano u tady dalSich hostitelt, jako naptiklad ¢loveka, potkand,
mysi nebo ryb (Némejc et al., 2013; Zhang et al., 2013). Krom¢ ¢lovéka, u kterého
byla bezpochyby prokazana vnimavost k infekci timto druhem, u ostatnich hostiteli
se predpoklada, ze pritomnost C. scrofarum v trusu vysetfovanych jedinct byla vy-

sledkem kontaminace vody nebo potravy, kterou zvitata poziela.
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2.4.12 Cryptosporidium xiaoi

Cryptosporidium xiaoi byl diive oznacovan jako genotyp druh Cryptosporidium bo-
vis. Na zakladé hostitelské specificity a genetickych odlisnosti byl popsan jako sa-
mostatny druh, ktery je primarné adaptovany na ovce. Piestoze jsou vnimaveéjsi

jehnata, neni neobvykla infekce 1 u starSich jedincti (Fayer a Santin, 2009).
2.4.13 Cryptosporidium rat genotyp 111

Jak jiz napovidd sdm nazev, jednd se o kryptosporidii, ktera parazituje primarné
u krys a potkanii. Vyskyt tohoto genotypu je dle dosavadnich studii vazadn na uzemi
Asie. V Evropé dosud tento genotyp nebyly nalezen (Jezkova et al., 2020). Ze studie
provedené na Havaji je mozné se domnivat, ze je mozny pienos i na ¢loveéka (Zhao et

al., 2019).
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3 Studie zabyvajici se kryptosporidiovymi infekcemi

u sladkovodnich ryb

Couso-Pérez et al. (2018) studovali vyskyt kryptosporidii u farmové chovanych
pstruhit duhovych (Oncorhynchus mykiss) na farmé nedaleko Santiago de Composte-
la. Celkov¢ bylo vySetteno 360 ryb a pomoci imunofluorescenéni mikroskopie byly
oocysty kryptosporidii nalezeny u 33 jedinci. Nejcastéji byly kryptosporidie deteko-
vany V pylorickych piivéscich (42,4 %). Pouze ve stievech byly detekovany
v39,4% a v 18,2 % ptipadi byly kryptosporidie nalezeny jak ve stfevech, tak
i v pylorickém ptivésku. Nasledna sekvenace prokazala ptitomnost Cryptosporidium
piscine genotyp 9 a C. parvum. Couso-Pérez et al. (2019) studovali vyskyt kryp-
tosporidii u pstruhd obecnych (Salmo trutta) odlovenych ve 44 tekach v 10 riznych
povodich ve Spanélsku. Z celkového poétu 613 odlovenych ryb bylo na zakladé vy-
Setfeni imunofluorescencéni mikroskopii 103 vzorki jejich stiev a pylorickych pii-
véskll pozitivnich na pfitomnost oocyst kryptosporidii. Ze vSech pozitivnich testl
bylo 69,9 % v pylorickych ptivéscich, 14,6 % ve stievech a 15,5 % jak ve stfevech,
tak v pylorickych ptivéscich. Molekularni analyzy prokazaly pfitomnost Cryptospo-
ridium molnari-like genotypu a C. parvum subtypt ITaA15G2R1 a 11aA18G3R1.)

Ve studii zamétené na kryptosporidiové infekce kapri Koi (Cyprinus carpio) byl
nalezen pouze jeden pozitivni jedinec s masivni infekci ve stievech, ledvinach, slezi-
né, jatrech a zabrach. Dle studie se jednalo o novy genotyp, ktery byl fylogeneticky
nejvice piibuzny Cryptosporidium molnari (Yang et al., 2016).

Certad et al. (2015) studovali sladkovodni ryby v Zenevském jezeie. Celkové bylo
vySetfeno 41 kusl ryb a 100 filet od mistnich rybatt. Pomoci PCR metod byly kryp-
tosporidie detekovany u 15 ryb, konkrétné u sivena severniho (Salvelinus alpinus),
Stiky obecné (Esox lucius), siha severniho (Coregonus maraena), okouna fi¢niho
(Perca fluviatilis) a plotice obecné (Rutilus rutilus). Sekvenace ziskanych PCR pro-
dukti prokazaly pritomnost C. parvum (87 %), C. molnari (7 %) a smisenych infekci
C. parvum a C. molnari (7 %). Cryptosporidium molnari bylo identifikovano pouze
v zaludku, zatimco C. parvum se vyskytovalo v zaludku i ve stievech. Z celkové po-
¢tu 100 filet byla ptitomnost kryptosporidii prokazana jen v jednom z nich a jednalo

se 0 C. molnari.
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3.1 Ryby

Ryby jsou obratlovci s nejvétsim zastoupenim druhti a to pies 30 000 riznych druht.
Ptiblizn€ polovina je sladkovodnich. Ro¢né je popisovano mnoho dalSich druht, jak
slanovodnich, tak sladkovodnich. Ryby nalezneme od vysoko tekoucich potoki

v Himalajich po obrovské hlubiny oceant (Hanel, 1998).

V dalsim textu se budu zabyvat podrobnéji jen druhy ryb, které jsme pouzili
V nasi praci.
3.1.1 Karas zlaty (Carassius auratus)

Karas zlaty je u nas neptvodni druh, ktery byl do Ceské republiky dovezen
v 17. stoleti jako okrasna ryba z Ciny (Hanel, 1998). Je to velmi odolné a piizpiiso-
biva ryba. Pfijimana potrava je zooplankton, hmyz, bentos, detrit, fasy a ulomky rost-

lin. Karas je schopen adaptace i ve velmi znecisténych vodach (Dubsky et al., 2003).
3.1.2 Stika obecna (Esox lucius)

Stika obecna je vrcholovy predator, ktery se vyskytuje na severni polokouli. Je to
stanovistni ryba, ktera vétsinu svého Zivota travi na jednom misté. Zivi se rybi¢kami
a je vyhledavanou sportovni rybou (Hanel, 1998). V Ceské republice je stika ptivod-
nim druhem. Neni naro¢na na obsah kysliku a miize zit i v eutrofnich vodach. Diile-
Zitou soucasti pro jeji Zivot je rozmanité pobiezi s velkym dostatkem ukryth. Po vét-
Sinu roku zije samotafskym zptsobem Zivota. S ostatnimi jedinci se setkdva pouze

v obdobi vytéra (Dubsky et al., 2003).
3.2 Travici soustava ryb

Travici soustava je slozena z travici trubice. Hlavni funkce travici soustavy je pfijem
potravy, jeji traveni a v neposledni fadé i vyluCovani nestravenych zbytkt (Dvorak,

2014).
3.3 Dutina uastni ryb

Ryby jsou na piijem potravy adaptovany riznymi tvary a druhy Ust. A to Usty

hornimi, koncovymi nebo spodnimi (Kapoor et al., 1975).
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3.3.1 Druhy ust ryb

- Koncova usta

Ryby s timto typem ust jsou nejb&zné&jsi. Obyvaji stfedni vrstvu vodniho sloupce

a preferuji piijem potravy, ktera se vznasi ve vodnim prostiedi (Dubsky et al., 2003).

Obrazek 1. Koncova tsta (Dubsky et al., 2003).

- Horni usta

Ryby vybavené hornimi Usty jsou specializované na piijem potravy z vodni hladiny
(Dubsky et al., 2003).

Obrazek 2. Horni usta (Dubsky et al., 2003).
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- Spodni usta

Ryby se spodnimi tsty jsou plné adaptovany na zivot u dna a pfijem potravy ze dna.
Tyto ryby byvaji uzptisobené pro prevraceni dna a vyhledavani potravy jak na dné,

tak i v ném (Dubsky et al., 2003).

Obrazek 3. Spodni tsta (Dubsky et al., 2003).

3.4 Zaludek ryb

Zaludek je duty organ vakovitého tvaru. Zaludek neni oviem p¥itomen u viech druhti
ryb. Zaludek pf¥imo navazuje na jicen, poznavacimi znaky jsou vyusténi travicich

a jinych Zlaz. Tvarove je zaludek u ryb velmi rozmanity, nejcastéji vSak trubicovity.
Na Zaludku popisujeme tii ¢asti: vstupni ¢ast, télo a distalni oddil zaludku. T¢lo za-
ludku miZe vybihat ve slepé vaky nebo pylorické piivésky. Zaludek je od stieva od-
délen vratnikem (Castro et al., 1961).

Ryby bez zaludku jsou z celedi Cyprinidae, Cobitidae a Gobiidae. U téchto celedi
se stfevo napojuje piimo na jicen. Stievo je u téchto druhli v proximalni ¢asti rozsi-
feno v zaludeéni rozsifeninu. Zaludeéni rozsifenina neprodukuje kyselinu chlorovo-
dikovou ani pepsin, jelikoz nedisponuje zldzami pro tvorbu téchto latek. Traveni

u téchto Celedi probiha v lehce zasaditém az neutralnim prostiedi (Harder, 1975).
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3.5 Strevo ryb

Stievo je u ryb bez zaludku stejné jako u ryb s zaludkem. Navazuje na Zalude¢ni roz-
Siteninu nebo zaludek. V anatomické stavbé tenkého a tlustého stfeva nejsou témef
zadné rozdily. Proximalni ¢ast je vice vyuzivana a je pro nds vice zajimava. V piedni
¢asti do ni Gsti ZluCovy vyvod. Tato ¢ast mize byt té€Z vybavena pylorickymi ptivés-
ky, které zvétSuji povrch téla a prodluzuji dobu pruchodu potravy (Fischer a
Seeseman, 1963).
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4 Cil prace

Cilem ptedlozené prace je vyhodnotit prevalenci a druhové zastoupeni kryptosporidii
u volné Zijicich sladkovodnich ryb v Ceské republice a sladkovodnich ryb chovanych
v zajmovych chovech. Pomoci molekularnich metod ur€it druh a genotyp detekova-
nych kryptosporidii. Pomoci experimentalni infekce ovértit infektivitu druhu C. par-
vum pro vybrané druhy ryb, u kterych byl tento druh kryptosporidie v minulosti de-

tekovan.

21



5 Material a metody

5.1 Oocysty Cryptosporidium parvum

Pro experimentalni ucely byly pouzity oocysty C. parvum izolat WERU ziskany
z experimentaln¢ infikovanych SCID mys$i a udrzovany v Laboratoii 1ékaiské a vete-
rinarni protistologie, Parazitologického tstavu, BC AV CR, v.v.i. Pivodni izolat byl

ziskan z ptirozené infikovaného cloveka.
5.2 Experimentalni zviFata

Pro ovéfeni infektivity druhu C. parvum byly pouzity Stiky obecné a karasové zlati.
Ryby pochazely z malého rybatstvi Ryby Duda a pted kazdym pokusem byly fadné

otestovany na piipadnou kontaminaci kryptosporidiemi.
5.3 Volné Zijici a zajmové chované ryby

Pro ucely prace byly odebirany vzorky trusu volné zijicich a zajmové chovanych ryb.
VolIng chované ryby pochazely z jiznich a zapadnich Cech, byly odlovené v rybni-
cich, nadrzich a fekach (Tabulka 1, Obrazek 4) a chované v ramci akvaristickych
obchodu.

Z ryb odlovenych ve volné pfirodé byl trus ziskan po vyvrhnuti ryby pfimo
z distalni casti stfeva. Odbér vzorku byl proveden jednordzovou Spachtli a sterilni
sadou pitevnich nastroji. Vzorek byl umistén do 1,7 ml sterilni mikrozkumavky
a uchovavan bez fixace v chladu pti 4-8 °C az do doby dalsiho zpracovani, ne vsak

déle nez 1 mésic.

V akvaristikach a v zajmovych chovech byl odebiran sediment / trus z chovnych
nadrzi (Tabulka 2). K odbéru byla pouzivana sklenéna fajfka, ktera byla pred kaz-
dym novym odbérem omyta pod tekouci vodou a vysterilizovana UV zafenim. Ode-
brany sediment byl shromaZd'ovan ve sterilnich zkumavkach o objemu 50 ml a
uchovavan bez fixace v chladu pii 4-8 °C az do doby dalSiho zpracovani, ne vsak
déle nez 1 mésic. Pied odbérem sedimentu pro dal$i molekularni metody byly vzorky
centrifugovany pii 1 500 g po dobu 20 minut. Po odstranéni supernatantu byl pouzit

sediment pro izolaci genomové DNA (gDNA).
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Tabulka 1. Seznam lokalit odchyta volné Zijicich ryb, pocet odchycenych ryb a je-

NAZEV LOKALITY
(SOURADNICE)

jich druh.
POCET ) o
VZORKLU  PRUH RYB (VEDECKE JMENO)

CEHNICKY RYBNIK
(49.22832, 14.02238)

DRAHOTINSKY RYBNIK
(49.80939, 13.44959)

KAMENNY MALIKOV
(49.20583, 15.12058)

LIPNO
(48.68498, 14.09148)

MARKOVEC U ZIZKY
(49.24581, 14.06392)

POLZICKY RYBNIK
(49.53916, 12.88257)

UBOC
(49.43764, 13.08686)

VLTAVA
(48.97657, 14.46667)

32

28

10

38

139

32

Cejn velky (Abramis brama)
Perlin ostrobtichy (Scardinius erytropthalmus)
Plotice obecna (Rutilus rutilus)
Kapr obecny (Cyprinus carpio)
Stievlicka vychodni (Pseudorasbora parva)

Okoun 1i¢ni (Perca fluviatilis)

Candat obecny (Sander lucioperca)
Jezdik obecny (Gymnocephalus cernua)
Karas stiibfity (Carassius gibelio)

Lin obecny (Tinca tinca)

Okoun fi¢ni (Perca fluviatilis)

Perlin ostrobtichy (Scardinius erytropthalmus)
Plotice obecna (Rutilus rutilus)

Cejnek maly (Abramis bjoerkna)
Okoun fi¢ni (Perca fluviatilis)
Plotice obecna (Rutilus rutilus)

Cejn velky (Abramis brama)
Kapr obecny (Cyprinus carpio)

Perlin ostrobtichy (Scardinius erytropthalmus)
Plotice obecna (Rutilus rutilus)
Stievlicka vychodni (Pseudorasbora parva)
Cejn velky (Abramis brama)

Karas stiibfity (Carassius gibelio)

Lin obecny (Tinca tinca)

Okoun i¢ni (Perca fluviatilis)

Perlin ostrobtichy (Scardinius erytropthalmus)
Jelec tloust’ (Squalius cephalus)

Kapr obecny (Cyprinus carpio)
Okoun fi¢ni (Perca fluviatilis)

Lin obecny (Tinca tinca)

Ouklej obecna (Alburnus alburnus)
Plotice obecna (Rutilus rutilus)

Stika obecné (Esox lucius)

Podoustev fi¢ni (Vimba vimba)
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5.4 Charakteristika jednotlivych prirodnich lokalit

Cehnicky rybnik: Je rybnik vyuzivany pro chov kapra obecného. Rybnik se nachazi

mezi poli piiblizn€ uprostied rybnicni soustavy.

Drahotin: Rybnik v majetku mésta Plzné nachazejici se u obce Driizdova. Ryb-
nik 0 vymeére 10 ha byl v minulosti pouzivany jako docist'ovaci rybnik. Dnes je

vyuzivan pro produkci kapra a jako rekreacni.

Kamenny Malikov: Tento rybnik je spiSe mensi vymeéry, typu polni, S mensi hloub-

kou vody. Vyuzivan pievazné pro chov rybich nasad.

Vodni dilo Lipno: Velké nadrz na fece Vltave v jejim hornim povodi. Osidleni na

bfezich pomérné znacné. Velké vytizeni jako rekreacni plocha.

Markovec u Zizky: Tento rybnik je v uzivani Rybaistvi Protivin, je to predposledni
rybnik v rybni¢ni soustavé. Rybnik je spiSe typu polniho, na jeho btezich se na-

chézi uzké pasy stromd.

Polzicky rybnik: Tento rybnik se nachazi uprostfed poli nad vesnici PolZice. Kon-
taminace vod muze byt maximalné z ptilehlych polnosti, ovS§em nezname jejich
konkrétni typ obhospodatrovani.

Uboésky rybnik: Je rybnik vyuZivany pro b&Znou rybaiskou praxi a nachéazi se na
okraji vesnice Ubog. Obsadka rybnika spise hospodaiska se zamétenim na uslech-
tilé ryby.

Reka Vltava: Jedna z nejdelsich fek v Ceské republice. Vzorkované ryby byly ode-

brany na tizemi Ceskych Budgjovic.
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Loality odbérii:

Q Drahotisky rybnik
Cehnicky rybnik
9 Kamenny Malikov
Qo Lipno
Q Markovec u Zizky
9 PolZicky rybnik
@ Ubotsky rybnik
9 Vltava

., f 3
Passm (125 %
Map data ©2020 GeoBasns DE/BKG (©2009) Google ‘-‘»7

P RSO 1Y

Obrazek 4. Mapka s vyznacenymi misty odbéru z volné ptirody. Jednotlivé lokality
odpovidaji lokalitam z tabulky 1.

Tabulka 2. Seznam zajmovych chovu a akvaristik, pocet a druh vySetfenych ryb

. VySeti‘ena Druh ryb
Prodejna ynddrzf (védecky n):izev)

1 Tetra médéna (Hasemania nana)
Ptisavka thajska (Gyrinocheilus aymonieri)

2 Stihlotélka stéfkava (Copella arnoldi)
Tetra peruanska (Hyphessobrycon peruvianus)
Skalara amazonska (Pterophyllum scalare)

4 Bojovnice pestra (Betta splendens)

5 Anténovec pruhovany (Pseudoplatystoma fasciatum)
Parmicka ¢ervenoocasa (Labeo bicolor)

Akva centrum Arowana dvojvousa (Osteoglossum biciffhosum)
Ceské Budgjovice 6 Parmicka Denisonova (Sahyadria denisonii)

Nozovec bronejsky (Chitala lopis)

7 Tetra médéna (Hasemannia nana)
Plata pestra (Xiphophorus variatus)

8 Plata pestra (Xiphophorus variatus)

9 Perletovka brazilska (Geophagus brasiliensis)
Okounovec maloSupinaty (Datnoides microlepis)

10 Hadohlavec netto¢ny (Channa Marulius)
Sumec jaguafi (Liosomakodas oncinus)

11 Skalara amazonska (Pterophyllum scalare)
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Cichavec Sedy (Trichopodus trichopterus)

gs;lféeggggolﬁge 12 (?.ichavec perletovy (Trichopodus leeri)
13 Zivorodka duhova (Poecilia reticulata)
Cichavec Sedy (Trichopodus trichopterus)
14 (j?ichavec perlet'ovy (Trichopodus leeri)
Pet cgntrum Mer- Cichavec modry (Trichopodus trichopterus sumatra-
cury Ceské Budejo- nus)
vice 15 Tetra krvava (Hyphessobrycon eques)
16 Karas zlaty (Carassius auratus)
17 Zivorodka duhova (Poecilia reticulata)
Ryby Duda 18 Karas zlaty (Carassius auratus)
Bavorov
19 Parmoun sirokopruhy (Crossocheilus siamensis)
Zivorodka ostrotlama (Poecilia sphenops)
20 Karas zlaty (Carassius auratus)
. 21 Zivorodka duhova (Poecilia reticulata)
b:up er 200 Gecko Tetra fantomova (Hyphessobrycon megalopterus)
Ceské Budeéjovice 22 Te . P yeon megalop
etra Cerna (Gymnocorymbus ternetzi)
Plata pestra (Xiphophorus variatus)
23 (:?ichavec Sedy (Trichopodus trichopterus)
Cichavec perlet'ovy (Trichopodus leeri)
Cichavec medovy (Trichogaster chuna)
24 Plata pestra (Xiphophorus variatus)
o5 Kancik zelenooky (Cryptoheros sajica)
Tetra konzska (Phenacogrammus interruptus)
26 Tetra krvava (Hyphessobrycon callistus)
Sgper z00 Mercury 97 Neonka obecna (Paracheirodon innesi)
Ceské Budéjovice Pancéinicek skvrnity (Corydoras paleatus)
28 Cichlida Papous¢i (Parrot cichlid)
29 Karas zlaty (Carassius auratus)
30 Tlamovec Demanontiv (Pseudotropheus demasoni)
31 Duhovka Boesemanova (Melanotaenia boesemani)
Super ZoovTesco 32 Neonka obecna (Paracheirodon innesi)
Plzen
33 Kapr obecny (Cyprinus carpio)
34 Karas zlaty (Carassius auratus)
35 Kapr obecny (Cyprinus carpio)
Neonka obecna (Paracheirodon innesi)
Zoo Cech 36 Tetra Cervenousta (Hemigrammus rhodostomus)
Plzen Pancéinicek Sterbtiv (Corydoras sterbai)
Krunytovec guyansky (Hypostomus Plecostomus)
37 Tlamovec Demanontv (Pseudotropheus demasoni)
Bichirek tthotovity (Erpetoichthys calabaricus)
39 Ctverzubec trpasli¢i (Carinotetraodon travancoricus)
Zverimex Jednota 40 Krunytovec sp. (Ancistrus sp.)
Ceské Budéjovice 41 Zivorodka duhova (Poecilia reticulata)




5.5 Charakteristiky jednotlivych zajmovych chovi a akvaristik

Akva Centrum (Ceské Budé&jovice): Specializovana prodejna akvarijnich ryb. Pro-

dejna pouze s rybami, velké mnozstvi jak naSich, tak exotickych rybicek.

Pet centrum IGY (Ceské Budé&jovice): Tato prodejna disponuje mensim vybérem
zvitat.

Pet centrum Mercury (Ceské Budé&jovice): Oproti zverimexu v IGY disponuje
obchod vétsim vybérem zvirat, a to jak ryb (i jezirkové druhy), tak ptakt, savca
a plazu.

Ryby Duda (Bavorov): Jedna se hlavné o chov jezirkovych a okrasnych druht ryb.
Z tohoto rybafstvi jsme méli pokusné ryby. Specializuji se pouze na ryby.

Super Zoo (Plzen): Velky obchod s domacimi mazlicky, jak rybicky, tak ostatni

drobné zvifata.

Super Zoo (Plzen): Velky obchod s domacimi mazlicky. Prodej rybic¢ek a ostatnich

drobnych savcii a ptakda.

Super Zoo Gétko (Ceské Budéjovice): Vétsi prodejna, ktera je velice piehledna.
Mimo rybicek ov§em nabizejici i jind domaci zvifata.

Super Zoo Mercury (Ceské Budé&jovice): Zverimex nachézejici se v obchodnim
domé. Prodejna nabizejici nejen rybicky, ale 1 jind drobna domaci zvitata.

Z00 Cech (Plzeii): Drobna prodejna soukromého prodejce. Prodavaji zde jak akva-
rijni rybicky, tak jiné Zivocichy véetné ptakl a hlodavct.

Zoo Cech (Plzeii): Drobna prodejna soukromého prodejce. Prodavaji zde jak akva-
rijni rybicky, tak jiné Zivocichy veetné ptaki a hlodavci.

Zverimex Jednota (Ceské Budéjovice): Nenapadny podnik, ktery se zaméfuje pie-
dev§im na krmiva pro zvifata. Nicméné¢ disponuje i zakladnimi druhy akvarijnich
rybicek.

5.6 Design pokusi

U vsech ryb zatazenych do pokust bylo pted zapocetim pokusu provedeno pét kon-

trolnich vysetieni trusu ve dvoudennich intervalech na pfitomnost specifické DNA

Kryptosporidii.
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5.6.1 Pokus 1 — Vnimavost $tiky obecné k infekci Cryptosporidium parvum

Pro ucely experimentu bylo pouzito pét stik obecnych o velikosti 30 cm. Kazda stika
byla umisténa do sterilniho akvaria o objemu 50-200 |. Teplota vody byla udrzovana
v rozmezi 18-20 °C a nasycenost kysliku se pohyboval kolem 95 %. Na zacatku po-
kusu byly ctyii Stiky inokulovany pomoci nakazené rybicky, které byla vpravena
infekéni davka C. parvum (1x108 do dutiny bfisni). Jako potravni ryba byla zvolena
stievlicka vychodni (Pseudorasbora parva). Potravni ryby byly pied pokusem zkon-
trolovany metodou PCR. Jedna Stika, které byla podéana stievlicka vychodni bez
C. parvum infekce, slouzila jako kontrolni skupina. Po dobu 14 dni byly denn¢ ode-
birany exkrementy ze dna akvarii a ze ziskanych vzorkl byla izolovana gDNA a na-
tér sedimentu byl barven metodou dle Milacka a Vitovce (1985) na ptfitomnost 00-
cyst kryptosporidii. VSechny $tiky byly kazdy den krmeny rybickami, které byly bez
kryptosporidii. Po ukon¢eni pokusu byly vSechny ryby usmrceny, byl ziskan zazivaci
trakt pomoci sad sterilnich pitevnich nastroji. Vzorky jicnu, zaludku, tenkého stieva,
tlustého stfeva a konecniku byly pouZity pro izolaci gDNA a histologické vySetieni.
V soubéhu s timto pokusem byla infikovana laboratorni my3 infekéni davkou 1x10°

C. parvum pro ovéfeni infekénosti podavané kryptosporidie.

5.6.2 Pokus 2 — Vnimavost karase obecného (Carrasius auratus) k infekci Cryp-

tosporidium parvum

V tomto pokusu byl sledovan vliv riznych prostfedi na pfitomnost parazitl v rybé.
Experiment probihal soub&ézné v 5 akvariich o objemu 4 |, do kterych byly umistény
tii kusy karase zlatého o velikosti 3-5 cm. Teplota vody v nadrzich byla udrzovana
v rozmezi 18-20 °C a nasyceni kysliku bylo 85-95 %. V akvériu €. 1 byly umistény
ti1 ryby, které slouzily jako kontrolni skupina. Do akvaria ¢. 2 byly umistény tii ryby
a do vody byly ptidany oocysty C. parvum v koncentraci 1x10 / | vody. Po dobu
celého pokusu nebyla voda v tomto akvariu ménéna. Do akvaria ¢. 3 byly pfidany tfi
kusy ryb, z nichz kazda byla pted zafazenim do pokusu inokulovana jicnovou sondou
oocystami C. parvum v davce 1x10°. Po dobu celého pokusu nebyla voda v akvariu
¢. 3 ménéna. Akvarium €. 4 bylo identické s akvariem €. 2 s rozdilem vymény vody
kazdych 24 hodin. Do vyménéné vody nebyly oocysty kryptosporidii ptridavany.
Akvarium €. 5 bylo identické s €. 3 s rozdilem vymény vody kazdych 24 hodin. Cely
pokus probihal po dobu 10 dnti. Pritomnost specifické DNA C. parvum byla ve vsech

akvariich sledovdna pomoci PCR. U akvériich ¢. 4 a 5 byly sediment a oocysty ve
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vyménované vode koncentrovany centrifugaci 20 minut pfi 1500 g. V akvariich ¢. 2
a 3, kde se voda neménila, byl sediment a oocysty ve vodé koncentrovany az na kon-
ci pokusu. Ziskany sediment byl pouzit k izolaci gDNA a pro detekci oocyst kryp-
tosporidii pomoci specifického barveni (Milacek a Vitovec 1989). Ve vSech sedi-
mentech byla provedena detekce specifické DNA kryptosporidii. Po ukonceni poku-
su byly vSechny ryby usmrceny, byl ziskan zazivaci trakt pomoci sad sterilnich pi-
tevnich nastroji. Vzorky jicnu, Zaludku, tenkého stieva, tlustého stieva a konecniku
byly pouzity pro izolaci gDNA a histologické vySetfeni. V soub&hu s timto pokusem
byla infikovana laboratorni mys infekéni davkou C. parvum pro ovéfeni infekcnosti

podéavaného inokula.
5.7 Barveni oocyst (Milacek a Vitovec 1989)
Material

- roztok anilin-karbol-methyl-violeti (0,6 g methylvioteti, 1 ml anilinu, 1 g feno-
lu, 30 ml ethanolu, 70 ml deionizované vody)
- 1% roztok tartrazinu v 1% kyseling sirové

- 2% roztok kyseliny sirové
Postup

Vzorek trusu/sedimentu byl nanesen na podlozni sklicko, zafixovan methanolem
v plameni. Vzorek byl vlozen na dobu 30 minut do roztoku anilin-karbol-methyl-
violeti. Po barveni byl vzorek oplachnut pod tekouci vodou a nésledné diferenco-
van v 2% kyseling sirové po dobu 2 minut. Po diferenciaci byl vzorek oplachnut
pod tekouci vodou a dobarven tartrazinem po dobu 1-2 minut. Vzorek byl opé-
tovné oplachnut pod tekouci vodou a usuSen pfi laboratorni teploté. Vzorky byly
vySetfovany na pfitomnost oocyst kryptosporidii svételnym mikroskopem pfi

zvétSeni 1000% pfi vyuziti imerzniho oleje.
5.8 lzolace DNA

DNA byla izolovana pomoci dvou rtiznych sad. Prvni sada byla pro izolaci veskeré

DNA z exkrementu. Druha sada se pouZivala na izolaci DNA z télni tkané.
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5.8.1 I1zolace pomoci GeneAll® Exgame™ Stool DNA mini

Material

FL pufr
EB pufr
PB pufr
NW pufr

Postup

Vzorek trusu nebo sediment z akvarii o pfiblizné hmotnosti 200 mg byl umistén
do Safe-Lock Tube, ke vzorku byly pfidany zirkonové kuli¢ky o velikosti 0,5
mm, sklenéné kulicky o velikosti 0,1 mm a 1 ml FL pufru.

Vzorek byl nasledné homogenizovan pomoci piistroje FastPrep (ref) 1 minutu pfi
rychlosti 5,5 m/s.

Po homogenizaci byl vzorek inkubovan 5 minut pfi laboratorni teploté. Po inku-
baci byl vzorek centrifugovan pii 16 000 g po dobu 5 minut.

Veskery supernatant byl pfepipetovan na EzPass kolonu.

Kolonka byla centrifugovana 1 minutu pti 16 000 g a odpad ze sbérné kolonky byl
odstranén.

Na kolonku bylo napipetovano 100 ul EB pufru, kolonka se nechala inkubovat
1 min pfi laboratorni teploté a poté byla centrifugovana 1 minutu pti 16 000 g.

Kolonka byla odstranéna a do sbérné zkumavky bylo ptipipetovano 500 ul PB
pufru.

Veskery obsah byl pfepipetovan na mini spin column.

Mini spin column byla nésledné centrifugovana 1 minutu pfi 16 000 g. Sbérna
zkumavka byla vyprazdnéna.

Na mini spin column bylo napipetovano 500 ul NW pufru.

Mini spin column byla nésledné centrifugovana 1 minutu pii 16 000 g. A znovu
byl vylit odpad ze sbérné zkumavky.

Opakovala se centrifugace mini spin column a to 1 minutu pti 16 000 g. Z mini
spin column byla pfenesena horni kolonka na ¢istou eppendorfku.

Na kolonku bylo napipetovano 200 ul EB pufru a byla inkubovana 1 minutu. Po-
tom byl vzorek centrifugovan po dobu 1 minuty pti 16 000 g.
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5.8.2 1zolace pomoci DNeasy Blood &Tissue Kit

Material

ATL pufr
Proteindza K
AL pufr
96% EtOH
AW1 pufr
AW?2 pufr
AE pufr

Postup

Do mikrozkumavky bylo vlozeno ptiblizn¢ 10 mg tkdné€, malé sklenéné kulicky
a jedna velka sklenénd kulicka.

Ke vzorku bylo ptipipetovano 200 ul ALT pufru a vzorek byl zvortexovan.

Nésledné byl vzorek homogenizovan pomoci ptistroje FastPrep (ref) 1 minutu pfi
rychlosti 5,5 m/s.

Vzorek byl centrifugovan po dobu 10 s a pii 16 000 g.

Ke vzorku bylo pfidano 20 pl proteinase K.

Vzorek byl inkubovan po dobu jedné hodiny pii 56 °C za pravidelného michéni.

Po inkubaci byl vzorek centrifugovan po dobu 10 s a pii 16 000 g.

Ke vzorku bylo ptidano 200 pl AL pufru a pak byl promichan pomoci vortexu.

Potom bylo do mikrozkumavky ptidano 200 pl 96% EtOH a vSe bylo promichano
pomoci vortexu.

Zkumavka byla centrifugovéana 10 s pii rychlosti 6 000 g.

Ze zkumavky byl veskery supernatant piepipetovan na Mini spin column a centri-
fugovan po dobu jedné minuty pii rychlosti 8 000 g. Po centrifugaci byl vylit od-
pad.

Na kolonku bylo piipipetovano 500 ul AW1 pufru.

Kolonka byla centrifugovana 1 minutu pii 8 000 g.

Ze zkumavky byl odstranén odpad.

Bylo pfipipetovano 500 ul AW2 pufru a centrifugovano 1 min pii 13 400 g.
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¢ Sbérna zkumavka byla vylita a nasledovala opét centrifugace 1 minutu pii 13 400
g.

e Sbérna zkumavka byla vyhozena a nahrazena novou ¢istou mikrozkumavkou.
Pfimo na kolonku bylo napipetovano 200 ul AE pufru a inkubovano 1 minutu
pfi laboratorni teplotg.

e Vzorek byl centrifugovan jednu minutu pii 8 000 g.
5.8.3 Molekularni analyza

Material
e DNA
e Primery
o Primarni reakce — nasedaci teplota 50 °C
F15-TTC TAG AGC TAATAC ATG CG-3’
R15-CCC ATT TCC TTC GAA ACA GGA-3’
o Sekundarni reakce — nasedaci teplota 55 °C
F2 5'-GGA AGG GTT GTATTT ATT AGA TAA AG-3’
R2 5'-AAG GAG TAA GGA ACA ACC TCCA-3’
PCR H>O
2x AmpONE™ HS-Tag premix (GeneAll Biotechnology, co., Itd., Soul, Jizni

Korea)

Postup

Vyizolovand DNA byla pouzita pro amplifikaci genti kédujicich malou ribozo-
malni podjednotku (SSU rRNA; Jiang et al., 2005)

e Pro primarni 1 sekundarni PCR reakci byl namichdn mastermix, ktery byl posléze
rozpipetovan do mikrozkumavek, do kterych byla pfidana vyizolovana DNA
z vysetfovanych vzorkd. VSe vortexovano, centrifugovano a vloZeno do cycleru

na prislusnou teplotu.

Celkovy objem jednotlivych reakénich smési ¢inil pro primarni i sekundarni PCR
reakci 20 ul (18 pl mastermix + 2 ul DNA). V kazdé reakci byla vyuzita negativ-

ni kontrola (PCR voda) a pozitivni kontrola.
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5.9 Gelova elektroforéza

Material

e 50x TAE pufr (Tris baze 242 g; ledova kyselina octova 47,1 ml; 0,5 M EDTA 100
ml; pH 8,00)

e Agarosa (Biotech, Ceska republika)

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

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

Postup:

Byl ptipraven 1% agarézovy gel smichanim agardzy s TAE pufrem. Agardza byla
rozpusténa v mikrovinné troub&. Gel byl ochlazen pod tekouci vodou na piiblizné
50 °C. Do agar6zového gelu byl pfidan 1 pl ethidium bromidu a pec¢livé zhomogeni-
zovan. Agardzovy gel byl nalit do nosice s hiebeny dle poctu analyzovanych vzorki.
Po ztuhnuti gelu byl nosi¢ s gelem umistén do elektroforetické vany a do jednotli-
vych jamek byly napipetovany vzorky a velikostni marker. Gel byl vyvijen pti napéti
90 V po dobu nutnou pro rozdé€leni fragmentl (cca 45 minut). Pfitomnost o¢ekava-

ného fragmentu DNA byla vyzualizovana pomoci UV transiluminatoru.
5.10 lzolace PCR fragmentu z gelu

Produkty gelové elektroforézy byly vyizolovany pomoci komeréniho kitu Gen Elute

(Sigma—Aldrich, St. Louis, MO, USA) podle nize uvedené¢ho postupu.
Material

1,5 ml mikrozkumavky, Binding kolonka G, Gel Solubilization Solution, PCR voda,

Column Preparation Solution, isopropanol, Wash Solution G.
Postup

e Vyfiiznuty fragmet gelu s DNA pomoci Cistého skalpelu byl vlozen do nové 1,7 ml
eppendorfky.

e Do eppendorfky s fragmentem bylo ptidano 500 pl Gel Solubilization Solutionu.

e Vzorek byl inkubovan pti 50 °C 10 minut. Kazdé 2 az 3 minuty byl vzorek promi-
chéavan.

e Do inkubatoru byla vlozena eppendorfka s PCR vodou, zahtivana na 65 °C pro

pozdégjsi eluci.
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e Byly sestaveny kolonky Binding Columng G a do nich bylo napipetovano 500 pl
Column Preparation Solution.

¢ Kolonky Binding Columng G byly centrifugovany 1 minutu pti 16 000 g.

e Ke vzorku s DNA bylo po rozpusténi ptipipetovano 150 pl isopropanolu a vzorek
byl promichan.

¢ Na kolonku Binding Columng G byl pfeveden cely obsah vzorku.

e Kolonka byla centrifugovana 1 minuty pii 16 000 g.

e Ze sbérné zkumavky byl vylit odpad.

e Na kolonku Binding Columng G bylo napipetovano 700 pl Wash solution G.

¢ Kolonka byla centrifugovana 1 minuty pti 16 000 g.

e Kolonka byla otocena o 180° a znovu centrifugovana 3 minuty na 16 000 g

e Do sterilni 1,7 ml eppendorfky byla vlozena kolonka a byla provedena eluce
napipetovanim 30 pl PCR vody ptedehiaté na 65 °C a po 1 minutové inkubaci pii

laboratorni teploté centrifugovéana 1 minutu pii 16 000 g.
5.11 Sekvenace DNA

Sekvenovani sekundarnich PCR produktti bylo provedeno za pomoci ABI BigDye
Termitor v 3.1 Cycle Sequencing Kit a sekvenatoru ABI123130 za pouziti sekundar-
nich primeri v komerénich firmach (SeqMe, Dobiis, Ceska republika a Eurofins,

Praha, Ceska republika).
5.12 Odbér tkani pro histologické vySetieni

Po ukonceni experimentll byly z kazdého zvifete odebrany vzorky jicnu, Zaludku
a proximalni, centralni a distalni sttevo. Kazdy vzorek byl odebran pomoci sady ste-
rilnich pitevnich néstroji. Vzorky byl uchovana ve 4% formaldehydu a nasledné

zpracovany histologickymi metodami.

5.13 Priprava histologickych preparatu

Pro ptipravu histologickych preparatti byly pouZity nasledujici chemikalie:

e 1. vzestupna alkoholovd odvodnovaci tada (70% alkohol; 80% alkohol;
96% alkohol; aceton; xylen)

e parafinova fada (4 nasledné roztoky parafinu, 1:3, 1:1, 3:1, 100 % parafin)

e alkoholovéa sestupnd fada, odparafinovaci fada (xylen; alkohol 96%, alkohol

80%, alkohol 70%; dH.0)
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e 2. vzestupna odvodiovaci fada (70% alkohol; 80% alkohol; 96% alkohol; karbo-

xylen; xylen)

¢ kanadsky balzdm

Pracovni postup

Vzorky tkani byly odvodény v 1. vzestupné fadé, po 60 minutich byl vyménén
roztok. V poslednim roztoku byly vzorky ponechany 90 minut.

Vzorky byly prosyceny parafinem po dobu 2—4 hodiny v parafinu | a 4-6 hodin v
parafinu Il, 8-12 hodin v parafinu 111, 8-12 hodin ve 100% parafinu).

Vzorky byly zality do ¢istého parafinu a vytvoreny blocky. Byly zhotoveny 5 um
silné histologické fezy a piipraveny preparaty na podlozni sklicko, kde byly na
plotné o teploté 42 °C ponechany po dobu 24 hodin.

Preparaty byly odparafinovany alkoholovou sestupnou zavodiovaci fadou vzdy
po 5 minutach.

Vzorky byly nabarveny (5.14) a po barveni bylo pokra¢ovano v odvodiovani 2.
alkoholovou vzestupnou fadou vzdy po 5 minutach. V karboxylenu a xylenu byly
vzorky ponechany 1 minutu.

Vzorky byly zamontovany do kanadského balzamu a ponechéany k suseni pii tep-
loté 37 °C.

Vzorky byly prohlizeny mikroskopem (Olympus 1X70) pii zvétseni 100—400x.

5.14 Barveni histologickych fezu periodic acid shiff (PAS)

Pro barveni periodic acid shiff byly pouZity tyto chemikalie: Schiffovo reagens

(100 ml H20, 1 g basicky fuchsin, 10 ml 1N kyselina chlorovodikova, 1 g pyrosifici-

tan draselny, 0,5 g aktivniho uhli); sifi¢itd voda (5 ml 1IN kyseliny chlorovodikové,

0,5 g pyrosific¢itan draselny, 100 ml destilované H20); roztok kyseliny jodisté (0,8 g

ve 100 ml destilované H>O); hematoxylin; 96% alkohol; butylalkohol; xylen

Postup

Byly piipraveny odparifinované fezy.

Rezy byly vlozeny do roztoku kyseliny jodisté na 10 minut.
Rezy byly oplachovany po dobu 10 minut pod tekouci vodou.
Dale byly fezy barveny v Schiffové reagens na 30 minut.

Nasledné byl fezy oplachovany po dobu 5 minut v lazni sifi¢ité vody.
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e Dale byl fezy oplachovany po dobu 15 minut pod tekouci vodou.
e Rezy byly ponoieny do hematoxylinu na dobu 1-2 minuty.

e Nakonec byly fezy oplachnuty v 96% alkoholu, butylalkoholu a xylenu.
Montovani nabarvenych rezi
Postup:

e Na preparat na podloznim skle byla kapnuta kapku kanadského balzamu.
o Kiryci sklicko byl polozeno tak, aby se nevytvorily vzduchové bubliny.
e Pfipadné bublinky byly vytlacit mirnym tlakem na kryci sklicko.

e Hotovy preparat byl vlozen do termostatu (37 °C) - zaschnuti montovaci media.
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6 Vysledky

V ramci této prace bylo mikroskopicky a molekularné vySetieno 238 obsaht stiev
voln¢ zijicich sladkovodnich ryb z osmi lokalit v Plzeniském a JihoCeském kraji
a dale 41 smésnych vzorka sediment pochazenich z akvarii v osmi ruznych prodej-

nach akvaristickych a chovatelskych potieb.
6.1 Vyskyt kryptosporidii u volné Zijicich ryb

Odbéry vzorka probihaly v letech 2019 a 2020. Mikroskopické vySetfeni obsahu
kaudalni ¢asti zazivaciho traktu 283 volné zijicich ryb (Graf 1.) odlovenych na osmi
lokalitach (Tabulka 1, Obrazek 4) pomoci specifického barveni anilin-karbol-metyl
violeti neprokazalo pfitomnost oocyst kryptosporidii v zaddném z vySetfovanych
vzorki. Taktéz nebyla ve vySetiovanych vzorcich detekovana Zadné specificka DNA

kryptosporidii.
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Druh ryby ( odborné jméno)

Graf 1. Druhy a pocet volné zijicich zatazenych do sledovani

6.2 Vyskyt kryptosporidii u akvarijnich ryb

V akvarijnich chovech/prodejnach jsme odebrali 41 smésnych vzorki od 42 druhi

ryb. Odbéry vzorka probihaly v letech 2019 a 2020. Pro detekci oocyst kryptospo-
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ridii jsme pouzili specifické barveni a PCR analyza. Pomoci specifického barveni
nebyly detekovany zadné oocysty ve vysetfovanych vzorcich. Molekularni analyzy,
pii niz byla amplifikovéana cast genu kédujici malou podjednotku rRNA kryptospo-
ridii, prokazaly ptitomnost specifické DNA v 9 z 41 vysSetfenych nadrzi. Piehled

detekovanych druhti kryptosporidii v jednotlivych nadrzich je uveden v tabulce 3.

Tabulka 3. Druhy kryptosporidii detekované ve smésnych vzorcich trusu ziskanych
Z akvérii s akvarijnimi rybami v raznych zoo prodejnach.

Prodejna Vyg?tfﬁné Cryptosporidium spp.
(mésto) nadrz

Pet centrum IGY (Ceské Budgjovice) 13 Cryptosporidium muris
Pet centrum Mercury (Ceské Budgjovice) 15 Cryptosporidium tyzzeri
Pet centrum Mercury (Ceské Budgjovice) 17 Cryptosporidium tyzzeri
Super zoo Gecko (Ceské Budgjovice) 20 Cryptosporidium parvum
Super zoo Gecko (Ceské Budgjovice) 21 Cryptosporidium baileyi
Super zoo Getko (Ceské Budgjovice) 22 Cryptosporidium avium
Super zoo Mercury (Ceské Budgjovice) 27 Cryptosporidium muris
Super zoo Mercury (Ceské Budgjovice) 29 Cryptosporidium tyzzeri
Super Zoo Tesco (Plzei) 32 Cryptosporidium varanii

6.3 Infektivita Cryptosporidium parvum pro $tiky obecné

Na zaklad¢ provedeného experimentu jsme prokazali, Ze oocysty C. parvum pouzité
jako inokulum, respektive specificka DNA byla vyloucena spolu s trusem do vodni-
ho prostfedi akvaria, kde byly Stiky chovany. Specificki DNA C. parvum byla
v akvariich detekovana od druhého dne po nakrmeni stik az do konce experimentu
(14 dni). Molekularni a histologické vySetfeni tkani inokulovanych Stik druhem
C. parvum neprokazalo ptitomnost specifické DNA vyvojovych stadii. U jedné ze tii
Stik byla detekovana specifickd DNA kryptosporidii v obsahu stfeva, nicméné histo-

logické vySetfeni neprokazalo pfitomnost vyvojovych stadii C. parvum.
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6.4 Vyskyt Cryptosporidium parvum u karase zlatého v zavislosti na kon-

taminaci prostiredi

Mikroskopické a molekularni vySetieni sedimentu z akvaria ¢. 1, kde byly umistény
kontrolni ryby, neprokézalo pfitomnost oocyst nebo specifické DNA kryptosporidii.
Také histologické a molekularni vysetieni tkani ryb z této skupiny po ukonceni expe-
rimentu neprokazalo piitomnost vyvojovych stadii a specifické DNA kryptosporidii
v zadné z vysetiovanych tkéni. U skupiny €. 2 a 3, kde nebyla v pribéhu experimen-
tu ménéna voda, byla na konci experimentu detekovana specificka DNA kryptospo-
ridii jak v sedimentu ziskaného z akvarii, tak i v obsahu travici trubice. Naopak hist-
logické vySetteni tkani neprokazalo pfitomnost vyvojovych stadii. U skupiny €. 4 a 5,
kde byly voda ménéna kazdych 24 hodin, byly oocysty, kryptosporidii ve vodé dete-
kovany u skupiny ¢. 4 do druhého dne a u skupiny ¢. 5 do ¢tvrtého dne. Specificka
DNA C. parvum byla ve vod¢ u skupiny ¢. 4 detekovana jesté tfeti den experimentu
a u skupiny €. 5 Sesty den experimentu. Histologické a molekularni vySetieni tkani
ryb ze skupin €. 4 a 5 neprokazalo ptitomnost vyvojovych stadii a specifické DNA

po ukonceni experimentu.
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7 Diskuze

Na zaklad¢ vysledkt praci publikovanych v poslednich letech se ukazuje, ze diverzi-
ta kryptosporidii parazitujicich u ryb je vyrazné vyssi nez se dfive pfedpokladalo
(Zahedi et al., 2021) a pravdépodobné¢ se bude blizit diverzité, kterou v soucasné
dobé zname u savcu a ptaka (Jezkova et al., 2021). Do soucasné doby bylo u ryb
popsano pét druhti a desitky genotypti kryptosporidii, u kterych je mozné na zakladé
molekularnich dat predpokladat, ze se jedna o samostatné druhy a jejich popis bude
s velkou pravdépodobnosti dokoncen v pfistich letech (Couso-Pérez et al., 2018;
Hoover et al., 1981; Zahedi et al., 2021).

Zajimavosti je, ze existuje vyrazna disproporce ve vyskytu kryptosporidii mezi
sladkovodnimi a slanovodnimi rybami. Jednim z dvoda miize byt fakt, ze zatimco
vyzkumy na slanovodnich rybach jsou pomérné Casté (Alvarez-Pellitero et al., 2002;
Certad et al., 2019; Sitja-Bobadilla et al., 2003, 2005, 2006), pocet publikaci zabyva-
jicich se kryptosporidiemi u sladkovodnich ryb je nizky (Certad et al. 2019; Couso-
Pérez et al., 2019; Reid et al. 2010).

Shodné s vysledky prace Reid et al. (2010) jsme v nami vySetienych voln¢ Zijicich
sladkovodnich rybach nedetekovali pfitomnost oocyst nebo specifické DNA kryp-
tosporidii. V dal$ich studiich zaméfenych na kryptosporidiové infekce u sladkovod-
nich ryb byla detekovana nejen velmi nizka promotenost, ale 1 diverzita. V desitkach
vySettenych volné Zijicich sladovodnich rybach odchycenych v fekach a jezerech ve
Francii a Spanélsku bylo detekovano pouze Cryptosporidium molnari-like genotyp,
C. molnari a C. parvum (Certad et al., 2019; Couso-Pérez et al., 2019). Procento po-
zitivnich ryb se pohybovalo do 10 %. S ohledem na stabilni teplotni a samoziejmé
vlhkostni podminky vodnich tokti a nadrzi, by mély oocysty kryptosporidii ve vod-
nim prostiedi zdstavat velmi dlouho infekce schopné (Alum et al., 2014; Fayer a Ne-
rad, 1996; Peng et al., 2008). Dvody, nizkého poctu infikovanych ryb v populaci
nejsou znami. Nicméné obdobné je tomu i U vodnich savcl. U ondater, bobri nebo
nutrii by bylo s ohledem na nejcastéj$i ptenos kryptosporidii prostfednictvim vody
mozné predpokladat vyssi promotenost, ale opak je pravdou. V dosud provedenych
studiich se promotenost téchto vodnich savcl nejcastéji pohybovala okolo 10 % a
mén¢ (Meireles et al., 2007; Paziewska et al., 2007; Zhou et al., 2004). Tedy obdob-
n¢ jako u ryb.
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Podle dnesnich znalosti vime, Ze vétSina druht a genotypt savc¢ich a ptacich kryp-
tosporidii mé tzkou hostitelskou specifitu. Vyjimkami jsou C. parvum, druh schopny
parazitovat u v€tSiny saveu a nékolika ptaka, C. ubiquitum, druh parazitujici u celé
fady drobnych savci, kopytnikt i ¢lovéka, C. meleagridis, druh infikujici savce
I ptaky a C. baileyi, druh infikujici ptaky napfi¢ téméf v§emi fady (Hofmannova et al.
2016; Kotkova et al., 2016; Kvac et al., 2014; Laatamna et al., 2017).

Ptitomnost oocyst nebo DNA kryptosporidii vV netypickém/nespecifickém hostiteli

1

vvvvvv

(Pignata et al., 2019; Reid et al., 2010). Druh C. hominis je vylu¢né lidskym patoge-
nem, ktery je spolu C. parvum zodpovédny za vice nez 90 % vSech lidskych infekci
na celém svété. Z divodu velkého mnozstvi infikovanych hostitelti je do prostiedi
celosvétoveé vyluCovano obrovské mnozstvi oocyst. Toto potvrzuji i studie, ve kte-
rych byly detekovany kryptosporidie v povrchovych vodach (Hamilton et al., 2018;
Nasser, 2016). Pravé druhy C. parvum a C. hominis jsou nejcastéji detekovany
v povrchovych vodach (Pignata et al., 2019). Prestoze nelze infektivitu C. scrofarum
a C. xiaoi pro ryby bez spravné provedeného experimentu stoprocentné vyloucit, je
z prostiedi. Jak C. scrofarum, tak C. xiaoi jsou druhy s tizkym hostitelskym spektrem
(Fayer et al., 2009; Kvac et al., 2013).

Obdobn¢ se stavime k nalezim C. muris, C. tyzzeri, C. avium, C. varanii nebo
C. parvum u akvarijnich ryb v této praci. Vysledky Morine et al. (2012), kteti dete-
kovali u akvarijnich ryb Cryptosporidium rat genotype 11, a vysledky naseho expe-
rimentu vysvétluji ojedin€lé nalezy savc€ich, ptacich a plazich kryptosporidii u ryb.
Vsechny uvedené druhy kryptosporidii jsou primarnimi patogeny hlodavci, ptaki
nebo plazi. Vyskyt téchto druhl u akvarijnich ryb pfikladame kontaminaci vody
akvarii z pracovnich pomticek nebo rukou obchodniku, ktefi ve svych obchodech
kromé& ryb prodavaji i dalsi z4jmova zvifata, kterd jsou hostitelé téchto kryptospo-
Casto parazitovani hostitelsky specifickymi Kryptosporidiemi (Deng et al., 2020; li-
jima et al., 2018; Lv et a., 2009; Zhang et al., 2020). Tyto nalezy jsou ekvivalentni
nalezu C. muris u plazi a dravych ptaka (Crawshaw a Mehren, 1987; Graczyk et al.,
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1996; Graczyk a Cranfield, 1998; Ng et al., 2006; Upton, 1990; Xiao et al., 2004).
Pritomnost této, na hlodavce adaptované, kryptosporidie v trusu hada a ptaka byla
kdy ptirozené infikované mysi piestaly byt zkrmovany, doslo k vymizeni infekce i u
zminénych hostitelti (Xiao et al., 2004). Obdobné& bylo prokazano, ze druhy C. muris
a C. tyzzeri, které se bézné vyskytuji u divokych mysi a potkant nejsou infekéni pro
prasata (Feng et al., 2011; Kvac et al., 2012; Ren et al., 2012) piestoze specificka
DNA téchto kryptosporidii byla ojedinéle detekovana v trusu prasat a relativné hojné
Vv jimkach na kejdu (Chen a Huang, 2007; Kvag¢ et al., 2009; Xiao et al., 2006). Oo-
cysty C. parvum piidavané do akvarii s chovanymi rybami Vv této studii bylo mozné
detekovat jesté po n€kolikeré vyméné vody. Sou€asné s detekci oocyst a DNA kryp-
tosporidii ve vodé byla specificka DNA kryptosporidii detekovana v zaZivacim trak-
tu chovanych ryb, aniz by doslo kdetekci vyvojovych stadii (tato prace).
K obdobnému zavéru dospéli ve svém experimentu Freire-Santos et al. (1998), kteti
neprokazali infektivitu C. parvum pro pstruhy. Také diivéjsi prace Gratzyk et al.
(1996, 1998) a Green et al. (2003) podporuji vysledky o neinfekénosti C. parvum pro
ryby. Naopak Couso-Peréz et al. (2018) ve své praci tvrdi, Ze druh C. parvum je in-
fekeni pro pstruhy duhové. V praci publikované témito autory byla detekovana speci-
fickda DNA C. parvum v zazZivacim traktu sedmi ryb. Na podporu své teorie provedli
také pfimy prikaz pfitomnosti oocyst kryptosporidii v pylorickych piivéscich pomo-
ci imunofluorescen¢niho barveni. Vzhledem k tomu, Ze nebyl proveden piimy pra-
kaz prubéhu infekce na epitelu sliznice, pfitomnost oocysty C. parvum Vv zazivacim
traktu pstruhti 1ze pficitat 1 mechanické pasazi tak, jak jsme zjistili v nasi praci. Navic
autofi uvadeéji, ze ve vodé, ve které byli pstruzi chovani, detekovali i cysty G. intesti-
nalis. S ohledem na fakt, ze G. intestinalis neni pro ryby infekéni je ziejmé, ze voda
v sadkach byla kontaminovana fekalnim znecisténim obsahujici cysty giardii (El
Kettani et al., 2006). Neni tedy vylouceno, Ze tato fekalni kontaminace mohla obsa-
hovat i oocysty kryptosporidii, ktera se vyskytuji velmi ¢asto u stejné v€kové skupi-

ny hospodaiskych zvirat (Bjorkman et al., 2003).
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8 Zavéry

Vysledky této prace neprokazaly piitomnost kryptosporidii specifickych pro ryby u
volné Zijicich sladkovodnich ryb v Ceské republice. PfestoZe ryby nejsou s nejveétsi
pravdépodobnosti hostitelé zoonotickych druhi kryptosporidii, C. muris, C. tyzzeri a
C. parvum, mohou akvarijni ryby slouzit jako mechanicky vektor téchto parazitii a

jimi kontaminovana voda ptedstavuje potencialni zdroj infekce pro ¢loveéka.
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