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Abstrakt

V letech 2011 a 2012 byl sledovan vyskyt Cryptosporidium spp. ve 20 chovech
kura domaciho (Gallus gallus f. domestica). Z celkového poctu 270 vzorkd byla
pomoci specifického barveni oocyst kryptosporidii anilin-carbol-methyl violeti
zjisténa pritomnost oocyst u 5 vzorka pochazejicich z jednoho chovu. Celkovda DNA
byla izolovana z pozitivnich i negativnich vzorkl. Pomoci nested PCR amplifikujici
gen kodujici malou ribozomélni podjednotku (SSU rRNA) byla detekovana
pritomnost specifické DNA kryptosporidii v 8 vzorcich. Sekven¢éni PCR analyza
prokazala ve vSech 8 pfipadech ptfitomnost zatim nepopsané¢ho genotypu, pracovné
nazvaného Cryptosporidium hen genotyp, ktery je na zakladé fylogenetickych analyz

nejblize pribuzny druhu C. bovis ptivodné popsaného ze skotu.

Kli¢ova slova:

Cryptosporidium; prevalence; infekce; slepice

Abstract

A total of 270 samples of domestic hen (Gallus gallus f. domestica) from 20
farms were collected during two consecutive years (from 2011 to 2012).
Microscopical examination of aniline-carbol-methyl violet stained fecal smears
revealed 5 positive samples originating from one farm. DNA was extracted from
Cryptosporidium positive samples and all microscopically negative samples. Nested
PCR was performed to amplify the partial SSU rRNA gene of Cryptosporidium. The
sequence analyses of PCR-positive specimens identified 8 samples as a novel
genotype, working titled Cryptosporidium hen genotype. The sequences identified as
hen genotype matched most closely with Cryptosporidium bovis which was

originally reported from cattle in the most cases.

Key words:
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1. CiLE PRACE

» Kriticky zpracovat literarni reSersi k tématu.

» Vyhodnotit vyskyt a prevalenci kryptosporidiovych infekci ve vybranych
chovech drtbeze.

» Pomoci molekularnich metod uréit druh a genotyp.

» Pokusit se ziskat izolaty riznych kryptosporidii pro nasledné experimentalni

infekce.



2.UVOD

DribeZ je chovana vice nez 4000 let pro uzitek, jeZ piinasi. V Ceské republice
ma chov driibeze dlouholetou tradici. V souc¢asné dobé mizeme rozlisit vice nez 150
plemen dribeze v rozmanitych barevnych razech a formach. Proto mizeme casto
pozorovat, ze chovatelé nechovaji dribez jen pro uzitek (maso a vejce), ale také pro
radost jako sviij konicek.

Domaci slepice jsou vSelijakd plemena nebo bezplemenni kiizenci kura
bankivského (Gallus Gallup bankiva), ktery Zije v Asii a byl tam zdomestikovan.
Dnes je v dusledku genovych analyz a zpétného kiizeni s divokymi bankivkami
témer jisté, Ze jiny puvod neptichdzi v tvahu.

Poptavka po kufecim mase rapidné roste, prumérna spotieba kuteciho masa na
osobu za rok byla v roce 1975 23 kg, v roce 1995 to bylo 28 kg, v roce 2000 dosahla
31 kg a v nékterych zemich stale nartsta. ZvySena produkce brojlerovych kufat a
slepic na vejce rapidné zvysila pozadavky na krmeni. V dne$ni dob¢ se klade velky
diraz na prosperitu chovu a proto jsou krmné davky pfesné spocitany a unifikovany.
Kazdé navySeni krmné davky se pro podnik stava nerentabilni. Proto se zacal klast
veétsi diraz na parazity, ktefi jsou mimo jiné cCastym pluvodcem prijmovych
onemocnéni, coZ ma za nasledek Ubytek hmotnosti a vys§i poZzadavek na krmnou
davku.

Zdravotni problematika dribeZze je dosti rozsdhla. Mezi nejrozsifené)si
ektoparazity v naSich chovech dribeze patii: ¢melik kuti (Dermanyssus gallinae).
Jsou to roztoCi Zlutavé barvy, o velikost do 0,5 mm, Zzivici se krvi hostitele.
Knemidokoptoza zptuisobena rozto¢em (Cnemidocoptes mutans), ktery napada kizi a
povrchové Supiny béhaki, roztoci pefi jako jsou vsenky (Mallophaga) a blechy
(Siphonaptera). Mezi bakterialni nemoc patii hemofilova ryma, jejiz projevy
muzeme pozorovat u slepic, jako tézké piskavé dychani, kychani, natekla vicka a
vlhké nosni dirky. Mezi endoparazity patii Skrkavky (Ascaridia galli), kokcidie
(Eimeria spp.) a kryptosporidie. Posledné jmenovani, jsou jednobunécni
endoparaziti. Napadaji nejcastéji travici a dychaci soustavu slepic. Kryptosporidioza
mize mit mnoho pfiznakd, které se mohou projevit najednou nebo vibec, vyskytnout
se vSak mohou pouze nékteré z nich. K hlavnim ptiznakiim patfi hubnuti, sniZeni

snasky, fidké vykaly, zvySeny piijem potravy a apatické chovani. V minulosti
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chovatelé neptikladali endoparazitim driibeze zv1ast’ velky vyznam. Chov dribeze se
béhem historie dosti zménil, dnes jsou slepice chovany po tisicich v nevédomosti o
denni dobé. Ve snaze ziskat maximalni produkci vajec a masa jsou mnohdy slepice
dosti oslabené. O to snazsi je pro parazita napadnout dané¢ho jedince pomnozit se
Vv ném a jeho prostiednictvim se v hejnu dale §ifit. V malém prostoru, kde se na sebe
tiskne mnoho jedinct, to neni opravdu slozité. Cim mladsi jedinec je, tim je vyssi

pravdépodobnost nakazy.



3. LITERARNI PREHLED

3.1 Rod Cryptosporidium

Je celosvétoveé rozsifena skupina parazitickych prvoki, infikujicich nejcastéji
mikroklky epitelidlnich bun¢k gastrointestinalniho traktu témét 30 druht ptaka, 150
druhti savct vcetné lidi, dale plazii, obojzivelnikl a ryb (Fayer et Xiao, 2007; Ryan,
2010).

Nékteré druhy rodu Cryptosporidium jsou schopné infikovat mnoho druht, avsak
jiné se jevi specializované pouze na urcité skupiny zivocichi, jako jsou hlodavci ¢i
ptezvykavci a nakonec jsou ty, které dokazi infikovat pouze jednoho hostitele (Fayer
et Xiao, 2007). Podle lokalizace oocyst v travicim traktu hostitele rozliSujeme dvé
morfologicky rozdilné skupiny kryptosporidii: zalude¢ni kryptosporidie s afinitou k
zalude¢nim 7lazam a sttevni kryptosporidie s afinitou k enterocytlim stieva (Xiao et
al., 2004). Obecné, stievni kryptosporidie zpsobuji prijmové onemocnéni majici za
nasledek dehydrataci a ibytek hmotnosti. V ramci rodu Cryptosporidium jsou druhy,
které jsou vyrazné patogenni a druhy, jejichz infekce probiha vice méné inaparentné.
Nékteré infekce mohou byt akutni a spontanné mizejici, zatimco jiné jsou chronické
(Fayer et Xiao, 2007). Patogenita a doba trvani infekce je zavisla na stavu imunitniho
systému hostitele a druhu kryptosporidie. U imunokompetentnich jedincti mizeme
pozorovat mirné, stfedni nebo tézké ptiznaky akutni nemoci, zatimco u
imunokompromitovanych jedinci miizeme pozorovat chronické ptiznaky nemoci,
které mohou mit za nasledek i smrt hostitele (Fayer et Xiao, 2007).

Kryptosporidie se pfenaseji pomoci oocyst, které jsou velmi odolné, piezivaji
neptiznivé podminky vnéjSiho prostiedi. Pfenos oocyst je nejcastéji fekalné-oralni
cestou.

Ernest Edward Tyzzer byl prvni, kdo pozoroval kryptosporidie. V roce 1907
nalezl v zaludku laboratorni mysi (Mus musculus) tyto prvoky a pojmenoval je
Cryptosporidium muris (Tyzzer, 1907). V roce 1912 popsal dal$i novy druh

Cryptosporidium parvum v tenkém stfevé laboratorni mysi (Tyzzer, 1912).



3.1.1 Taxonomie

Kryptosporidie patii do kmene Apicomplexa. Pivodné byly fazeny do tiidy
Coccidea, na zadkladé podobnosti vyvojového cyklu nékterych zastupci kokcidii
(Fayer et al., 1997) (Tabulka 1.).

VSsichni zastupci rodu Cryptosporidium jsou vnitrobunééni paraziti. Jsou to
jaderni jednobunécni prvoci, coz znamena, ze vétSina jejich DNA je obsazena uvnitf
jadra, které je obklopeno dvojitou membranou (Fayer et Xiao, 2007).

Pro identifikaci kryptosporidii se nejcastéji vyuzivd morfologie oocyst,
molekularni metody, lokalizace vyvojového cyklu a reakce imunitniho systému

hostitele.

Tabulka 1. Taxonomicka klasifikace rodu Cryptosporidium (Fayer et al., 1997;

upraveno)

Klasifikace Jméno Charakteristika

Rige Prvoci Prevazné¢ jednobunécni; vétSina mda hiebenovité
mitochondrie, Goldiho aparat a peroxizoémy

Kmen Vytrusovci Apikélni komplex s polarnim prstencem, rhopteriemi,
mikronemi, konoidem a subpelikularni mikrotubuly

Trida Sporozoa Pohyb dospélého jedince pomoci vinéni téla

Podtrida Gregarina Zivotni cyklus gametogeneze, sporogeneze a neliplny
vyvoj Casti vajicka

Rad Eucoccidiorida ~ Zivotni cyklus s neuplnym vyvoje &asti vajicka: u
obratlovcl

Podrad Aimerie Samci a samici pohlavni buiiky se vyvijeji nezavisle

Rod Kryptosporidie  Paraziti, ktefi potfebuji k uzavieni svého zivotniho

cyklu pouze jednoho hostitele se vyvijeji pod
povrchem membran hostitelskych buné€k; oocysty bez
sporocyst a se Ctyfmi sporozity; mikrogamety jsou

bezbicikaté

V soucasné dob& je rozpozndno a uznano 28 druhl kryptosporidii a téméf

trojnasobek genotypti (Fayer et Xiao, 2007; Slapeta, 2012) (Tabulka 2.).



Tabulka 2. Seznam platnych druhti rodu Cryptosporidium (Slapeta, 2012; upraveno)

Druh Autor Hostitel Lokalizace
C. andersoni Lindsay et al., 2000 skot zlaznaty zaludek
C. baileyi Current et al., 1986 slepice Fabriciova burza
C. bovis Fayer et al., 2005 skot tenké stfevo
C. canis Fayer et al., 2001 pes tenké stievo
C. felis Iseki, 1979 kocka tenké stfevo
C. galli Pavlasek, 1999 slepice zlaznaty zaludek
C. hominis Morgan-Ryan et al., 2002 ¢lovek tenké stfevo
C. meleagridis Slavin, 1955 Krocan tenké stievo
C. molnari AIvarBe&IZinIIII':rgOeJZSHJa- ryby zaludek, tenké stievo
C. muris Tyzzer, 1910 mysi zaludek

C. parvum Tyzzer, 1912 mysi tenké stfevo
C. scophthalmi  Alvarez-Pellitero et al., 2004 platys stievo

C. serpentis Levine, 1980 hadi zaludek

C. suis Ryan et al., 2004 prase tlusté stievo
C. varanii Pavalasek et al., 1995 plazi zaludek, tenké stievo
C. wrairi Vetterling et al.,1971 morce tenké stfevo
C. fayeri Ryan et al., 2008 klokan neznama

C. fragile Jirka et al., 2008 obojzivelnici zaludek

C. macropodum Power et Ryan, 2008 klokan neznama

C. ryanae Fayer et al., 2008 skot neznama

C. cuniculus Robinson et al., 2001 kralici tenké stfevo
C. ubiquitum Fayer et al., 2010 savci stfevo

C. tyzzeri Ren et al., 2011 hlodavci tenké stfevo
C. ducismarci Traversa, 2010 plazi nepublikovano
C. xiaoi Fayer et Santin, 2009 ovce stfevo

C. tyzzeri Ren et al., 2012 hlodavci tenké stfevo
C. nasoris Hoover et al., 1981 ryby nepublikovano
C. cichlidis Paperna et Vilenkin, 1996 ryby nepublikovano

3.1.2 Vyvojovy cyklus

Predpoklada se, ze vyvojovy cyklus vsech zastupci rodu Cryptosporidium

probiha stejn¢, nebo mize probihat s mensimi odlisnostmi (Current et al., 1986).

Zivotni cyklus vétsiny kryptosporidii probih4 v jednom hostiteli a je rozdélen do &tyt

fazi:

1) excystace (uvolnéni sporozitll z 00Cysty),



2) merogonie (vegetativni forma slouzici k pomnozeni parazita a Sifeni infekce
(jedna se o nepohlavni rozmnozovani)),

3) gametogonie (pohlavni rozmnozovani, pohlavni buiiky splyvaji v tzv. zygotu,
ktera se posléze méni na oocystu),

4) sporogonie (zpusob nepohlavniho rozmnozovani organismi, pii némz se
matefska bunika rozpad4d na mnoZzstvi nepohlavnich spor, tj. bunék, které se tvarem i

funkci 1i$1 od bunky matetské).

3.1.3 Zdroj infekce

Ptenos z hostitele na hostitele je zajistén fekalné-oralni cestou. Formou ptenosu
muze byt ptfimy kontakt s infikovanou osobou nebo zvifetem.

Obecné, kontaminovana voda a potrava zneiSténa stolici nebo trusem
infikovanych jedinct predstavuji nejcastéjsi zdroj infekce v podobé vysoce odolnych

a zivotaschopnych oocys (Caccio, 2005; Gatei et at., 2003).

4. DRUHY A GENOTYPY KRYPTOSPORIDII INFIKUJICI
DRUBEZ

Cryptosporidium spp. u ptakt bylo poprvé detekovano v roce 1929 Tyzzerem ve
slepém sttevé u kutat, pficemz tento parazit nebyl pojmenovan jako samostatny druh,
protoze pfipominal jiz diive popsany druh C. muris u mysi (Tyzzer, 1907, 1910,
1929). V roce 1955, popsal Slavin strukturdlné podobného parazita u krocand a
pojmenoval ho Cryptosporidium meleagridis. V roce 1986, Current et al. izolovali a
popsali novy druh kryptosporidii ze slepic a pojmenovali ho Cryptosporidium
baileyi. Zatim poslednim popsanym druhem infikujicim driibez a ptaky obecné je
Cryptosporidium galli (Pavlasek, 1999). Infekce ptacimi kryptosporidiemi byla
popsana u vice nez 30 druhd ptakd, patficich do né€kolika fadi - vrubozobi,
dlouhokiidli, mékkozobi, hrabavi, pévci, papousci a pstrosi (O’Donoghue et al.,
1987; Goodwin, 1989; Lindsay et Blagburn, 1990; Current, 1988; Lindsay et al.,
1991; Tsai et al., 1992; Latimer et al., 1993; Pavlasek, 1993; Smith et al., 1993;
Gajadhar, 1994; Richter et al., 1994; Fujino, 1996). Zatim pouze tii ptaci
Cryptosporidium spp. byly uznany jako samostatny druh - C. meleagridis, C. baileyi
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a C. galli. Kazdy z téchto tii druhl infikuje odlisné spektrum hostitelti a 1isi se v
lokalizaci infekce a velikosti oocyst (Tabulka 3.). Kryptosporididza u ptakt se mize
projevit ve tfech forméch: dychaci nemoc, stievni katar a onemocnéni ledvin (Fayer

et Xiao 2007). ObvykKle jen jedna forma pievlada (Lindsay et Blagburn, 1990).

Tabulka 3. Misto infekce ptacich druhd Cryptosporidium (Fayer et al., 1997;
Lindsay and Blagburn, 1990; O’Donoghue, 1995; Sreter et Varga, 2000; Pavlasek,
1999; Ryan et al., 2003b; Fayer et Xiao, 2007)

Druh Misto infekce Prumérna velikost
oocyst v (um)
C. meleagridis Fabriciova burza, tenké a tlusté sttevo 5,2 x 4,6/4,5-6,0 x
4,2-5,3
C. baileyi Fabriciova burza, tenké a tlusté sttevo, 6,2 x 4,6/5,6-6,3 X
dychaci a zrakové soustava 4548
C. galli zlaznaty zaludek 8,3 x 6,3/8,0-8,5 x
6,2-6,4

4.1 Cryptosporidium meleagridis

4.1.1 Biologie

Tyzzer poprvé popsal ptaci Cryptosporidium v roce 1929, tehdy prohlasil, ze
tento druh je strukturalné podobny C. muris detekovanému u mysi (Tyzzer, 1929).
Nepojmenoval tento organismus ani nepopsal jeho oocysty a nebylo tomu tak po 35
let. Na zéklad¢ cytologického zkoumani a popsani oocyst byl parazit Slavinem v roce
1955 pojmenovan jako Cryptosporidium meleagridis (Obrazek 1.) (Slavin, 1955).
Tento druh ma ovalné oocysty métici 5,2 X 4,6 um, jez jsou velice podobné, az skoro

nerozeznatelné od oocyst druhu C. parvum (Slavin, 1955).



Obrazek 1. Oocysty Cryptosporidium meleagridis, méfitko 5 um (Fayer et Xiao,
2007; upraveno).

4.1.2 Vyvojovy cyklus

O vyvojovém cyklu C. meleagridis je v souc¢asné dobé znamo velmi malo. Slavin
v roce 1955 popsal pouze jednu generaci merontll a meroziti a vSechny vyvojova
stddia gametogenie (Tabulka 4.). Doplnéni vyvojového cyklu tak, jak ho v soucasné
dobé zname, pochazi z popisu ptirozené infekce 30 dni starého krocana. Histologické
vySetieni tkani na pfitomnost parazita prokdzalo nejvyssi prevalenci u epitelidlnich

bun¢k stieva a Fabriciovy burzy (Tacconi et al., 2001).

Tabulka 4. Vyvojovy cyklus Cryptosporidium meleagridis (Slavin, 1955; upraveno)

Vyvojova stadia C.meleagridis
(nwm)

Prvni generace meronti 5,0 x4,0
Prvni generace merozoiti 5,0x1,1
Pocet merozoiti 8
Druhi generace meronti Nebylo vidéno
Druha generace merozoitu Nebylo vidéno
Pocet merozoiti Nebylo vidéno
Treti generace meronti Nebylo vidéno
Treti generace merozoita Nebylo vidéno
Pocet merozoiti Nebylo vidéno
Mikrogamont 4,0 x4,0
Mikrogamety 1,0 x 0,3
Pocet mikrogamet 16
Makrogamont 5,0 x4,0
Nevysporulované oocysty 4,5 x40
Vysporulované oocysty Nebylo vidéno




4.1.3 Hostitelé

Prirozena infekce C. meleagridis byla zaznamenana u Sirokého spektra ptacich
druhti zahrnujiciho krocany, papousky a slepice (O’Donoghue, 1995; Morgan et al.,
2000b; Sreter et Varga, 2000; Darabus et Olariu, 2003; Abe et Iseki, 2004).

Experimentalni studie ukazaly, ze C. meleagridis muze infikovat brojlerova
kurata, kachny, kruty, telata, prasata, kraliky, krysy a mysi (O’Donoghue, 1995;
Akiyoshi et al., 2003; Darabus et Olariu, 2003; Huang et al., 2003). Sifeni infekce C.
meleagridis u kutat byla riznoroda, ale nejcastéji je infekce lokalizovana v kycelniku
a ve slepém stieve.

Crypotosporidium meleagridis se vyskytuje i u lidi, je to tfeti nejb&znéjsi
kryptosporidie u lidi (McLauchlin et al., 2000; Morgan et al., 2000a; Guyot et al.,
2001; Pedraza-Diaz et al., 2001; Xiao et al., 2001; Yagita et al., 2001; Enemark et al.,
2002; Gatei et al., 2002; Tiangtip et Jongwutiwes, 2002; Cama et al., 2003; Gatei et
al., 2003; Leoni et al., 2003; Matos et al., 2004; Xiao et al., 2004; Coupe et al., 2005;
Gateli et al., 2006a; Gatei et al., 2006b; Leoni et al., 2006a; Muthusamy et al., 2006).
Cryptosporidium meleagridis napada u lidi pfevazné travici soustavu. V nedavné
studii zahrnujici molekularni charakteristiku bylo provedeno testovani u vice nez
2000 lidi a u 22 (~1%) byla prokazana infekce C. meleagridis (Pedraza-Diaz et al.,
2001; Leoni et al., 2006a). V Peru na zakladé studie byl prokazan mnohem vyssi
vyskyt C. meleagridis u lidi nez C. parvum (Cama et al., 2003).

4.1.4 Patogenita

Kurata oralné infikovana C. meleagridis vykazovala nejvétsi produkci oocyst v
ky¢elniku, slepém stieve, traéniku a Fabriciové burze (Bermudez et al., 1988).
Zmény na sliznici u kutat infikovanych C. meleagridis se projevovaly nepatrnym
zkracenim stfevnich klka a nepravidelnym povrchem vystelkové vrstvy (Akiyoshi et
al.,, 2003). Infekce C. meleagridis je spojena s prajmovym onemocnénim a
s hubnutim (Slavin, 1955; Gharagozlou et al., 2006). Brojlerova kufata infikovana
oocystami C. meleagridis v davce 5 x 10° ve véku 7, 14 a 21 dni vykazovala zjevné
ptiznaky infekce, avSak nebyla u nich zaznamenana zadna vys$Si umrtnost nebo

ubytek na vaze (Tumova et al., 2002). Zpomaleni rustu bylo pozorovano 2 tydny po
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infekci. Nicméné kompenzacni rdst zacal v momenté, kdy se zacaly uvolnovat
oocysty. Pocet oocyst ve vzorcich trusu nakazenych C. meleagridis byl dvakrat az
tiikrat niz8$i nez ve vzorcich trusu kufat nakazenych C. baileyi (Fayer et Xiao, 2007).
Kufata nakaZend soucasné C. baileyi a C. meleagridis (kazda davkou 5 x 10°) méla
znatelné niz§i finalni Zivou hmotnost a snizenou schopnost efektivné ptijimat
potravu, nez kufata nakazena samotnou C. baileyi. Soubézna infekce C. baileyi nebo

C. meleagridis nema vliv na uvoliiovani oocyst (Tumova et al., 2002).

4.2 Cryptosporidium baileyi

4.2.1 Biologie

Druhy ptac¢i druh Cryptosporidium byl vyizolovan z brojlerovych kutat. Na
zaklad¢ prostudovéani zivotniho cyklu a morfologie byl tento druh pojmenovan C.
baileyi (Current et al., 1986). Druh byl takto pojmenovan na pocest pana W. S.
Bailey, prezidenta Auburnské univerzity za prikopnickou praci na biologii
Spirocerca lupi. Prepatentni perioda byla 3 dny, patentni perioda od 20 do 10 dnt u
ptakt infikovanych ve véku 2 dnii. U tohoto druhu bylo zaznamenano jen malo
tenkosténnych oocyst, nejvice jich bylo tlustosténnych. Zivotaschopné oocysty jsou
vétsi nez oocysty druhu C. meleagridis a méii 6,3 x 5,2 um (Fayer et Xiao, 2007)
(Obrazek 2.).
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Obrazek 2. Oocysty C. baileyi (A) a C. meleagridis (B) (méftitko 5 um) (Sreter et
Varga, 2000; upraveno)

4.2.2 Vyvojovy cyklus

Vyvojovy cyklus C. baileyi byl podrobné popsan Vv publikaci Current et al.
(1986) (Tabulka 5.). Ptirozena infekce C. baileyi byla zaznamenana na mnoha
mistech téla ptacich hostiteld vcetné spojivek, nosohltanu, pridusnice, vzdusnych
vakd, tenkého, slepého a tlustého stieva, kloak, Fabriciovy burzy, ledvin a mo¢ovych
cest (Lindsay et Blagburn, 1990). Bé&hem prvnich 3 dna infekce byla vétSina
vyvojovych stadii C. baileyi pozorovana v kycelniku a tlustém stievé. Po 4 dnech
infekce se vétSina parazita projevila na enterocytech kloaky a Fabriciové burze
(Obrazek 3.). Dospé€li meronti prvniho typu S 8 merozoity se poprvé objevili 12
hodin po oralnim podani infekce a méfili 5,0 x 4,9 um. Dospéli meronti druhého
typu se 4 merozoity a velké granularni zbytky se poprvé objevili 48 hodin po ordlnim
podani infekce a métili 5,1 x 5,1 pm.

Meronti tfetiho typu s 8 kratkymi merozoity a velké homogeni zbytky se objevili
poprvé 72 hodin po podani infekce ordlni cestou a méfili 5,2 x 5,1 um.
Mikrogamonti o rozmérech 4,0 x 4,0 um vyprodukuji piiblizné¢ 16 mikrogamet, se
kterych se vyvinou mikrogamety o rozmeérech 4,7 x 4,7 um. Fertilni makrogamety
daji vzniknout dvéma typtim oocyst, které sporuluji v téle hostitele. Vétsina z nich je

silnosténych o rozmérech 6,3 x 5,2 um. Tyto oocysty jsou odolné a jsou z hostitele
12



vylucovany s trusem. Tenkosténné oocysty praskaji v téle hostitele a sporozoiti z
tenkosténnych oocyst napadaji dalsi enterocyty. Piitomnost tenkosténnych,
autoinfektivnich oocyst a meronti prvniho typu miize vysvétlovat pro¢ se u kurat
muze vyvinout tézka stifevni infekce trvajici 21 dnti. Vybrana vyvojové stadia jsou

zaznamenana na obrazku 4. (Fayer et Xiao, 2007).

Tabulka 5. Vyvojovy cyklus Cryptosporidium baileyi (Current, 1986; upraveno)

Vyvojova stadia C. baileyi (um)

Prvni generace merontu 5,0x49
Prvni generace merozoiti 6,9x1,1
Pocet merozoiti 8
Druha generace meronti 5,1 x51
Druha generace merozoiti 50x1.3
Pocet merozoita 4
Treti generace meronti 52x%x51
Treti generace merozoiti 36 x1,1
Pocet merozoitu 8
Mikrogamont 4,0%x4,0
Mikrogamety 1,7 x 0,5
Pocet mikrogamet 16
Makrogamont 5,8%x58
Nevysporulované oocysty 6,3 x5,2
Vysporulované oocysty 6,2 X 4,6
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(A) Jeden merozoit pronika do hostitelské butiky. (B) Pohled na bazalni konec feeder organely po
odlouceni parazita od hostitelské bunky. (C) Dva meronti prvniho typu. (D) Mikrogameta prostupujici
makrogametu.

4.2.3 Patogenita

V malé mife byla pozorovana vyvojova stadia u nékterych mladych krocanti a
zavaznéjsi infekce se projevily pouze ve Fabriciové burze u 1 a 2 dennich hus
(Current et al., 1986). U experimentalné infikovanych jedincu (inhalaci (IT)) byla
pozorovéana rozsdhlad infekce dychaciho ustroji a stim spojena vysokd Umrtnost
(Lindsay et al., 1986; Blagburn et al., 1987; Lindsay et al., 1987a; Lindsay et
Blagburn, 1990). U nékolika ptaka se projevila infekce na spojivkach, konkrétné ve
spojivkovém vaku (Lindsay et al., 1987a). Odolnost proti infekci C. baileyi v
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zavislosti na véku byla pozorovéna i kurat infikovanych v 1. a 9. tydnu stafi (Sreter
et al., 1995, 2000) (Tabulka 6.). Prepatentni perioda byla vyrazné krat$i u starSich
jedinct a patentni perioda byla vyrazné delsi u mladsich jedinct. Kufata infikovand v
jednom tydnu véku vylucovala trojnasobny pocet oocyst nez ta co byla infikovana ve

veku 9 tydnd (Sreter et al., 1995).

Tabulka 6. Délka prepatentni, patentni periody a celkovy pocet vyloucenych oocyst
u slepic infikovanych oocystami Cryptosporidium baileyi v mnozstvi 6 x 10° ve stai
1 tyden (Skupina 1) a ve stafi 9 tydnid (Skupina 2) (Sreter et al., 1995; upraveno).

Skupina 1 Skupina 2
Celkovy Celkovy
Prepatentni  Patentni pocet Prepatentni ~ Patentni pocet
perioda perioda  vyloucenych  perioda perioda  vyloucenych
(dny) (dny) oocyst (dny) (dny) oocyst
(x 10° (x 10°
6 10 53.6 8 4 0.7
5 11 50.2 6 8 26.2
5 12 32.6 6 9 19.0
5 12 38.3 5 9 22.9
6 15 112.6 6 9 38.1
6 20 42.2 6 10 23.3
5 20 327.4 6 11 52.1
5 26 168.4 6 12 54.0
5 27 426.3 6 12 94.3
6 35 514 8 13 249.2
5 46 405.9 7 14 194.3
5 151 841.9 5 15 93.7
4.2.4 Hostitelé

Cryptosporidium baileyi je pravdépodobné nejbéznéjsi ptaci druh rodu
Cryptosporidium. Pfirozena infekce byla zaznamenana u mnoha ptacich hostitelt
jako jsou: racek chechtavy (Larus ridibundus), slepice (Gallus gallus f. domestica),
kormorani (Phalacrocorax spp.), jefab popelavy (Grus grus), tukan bélolici
(Ramphastos vitellinus), snova¢ jacksonuv (Ploceus jacksoni), krocan domaci
(Meleagris gallopavo f. domestica ), kachna divoka (Anas platyrhynchos), husa
domaci (Anser anser domesticus), korela chocholata (Nymphicus hollandicus),
kiepelka japonska (Coturnix japonica), bulbul Sedobtichy (Pycnonotus cyaniventris),

pstros dvouprsty (Struthio camelus), vihovec ¢ervenohibety (Cacicus haemorrhous),
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vlhovec chocholaty (Psarocolius decumanus), amazonan zelenolici (Amazona
viridigenalis), alexandr maly (Psittacula krameri) a koroptev polni (Perdix perdix)
(Lindsay et Blagburn, 1990; Pavlasek, 1993; Ryan et al., 2003a; Abe et Iseki, 2004;
Jellison et al., 2004; Kimura et al., 2004; Chvala et al., 2006).

Experimentalni studie ukazaly, ze C. baileyi muze infikovat kiepelku japonskou
(Coturnix japonica), kachnu domaci (Anas platyrhynchos f. domestica), bazanta
obecného (Phasianus colchicus), orebice ¢ukar (Alectoris chukar) (Current et al.,
1986; Lindsay et al., 1987a; Lindsay et al., 1989b; Lindsay et Blagburn, 1990;
Gomez-Couso et al., 2005).

4.3 Cryptosporidium galli

4.3.1 Biologie

Tteti ptaci druh rodu Cryptosporidium byl popsan u kura doméaciho (Gallus
gallus domesticus) Pavlaskem v roce 1991 a pojmenovan C. galli (Pavlasek, 1991).
Nedavno byl tento parazit podrobnéji prozkouman na zékladé molekuldrnich a
biologickych rozdili oproti jinym pta¢im kryptosporidiim (Ryan et al., 2003).
Oocysty C. galli izolované z exkrementd nebo z obsahu zlaznatého Zaludku slepice
maji Siroce vejity az ovalny tvar a jsou vétsi neZ ostatnich ptaci kryptosporidie
(Obrazek 5.), méfi 8,25 x 6,3 ( 8,0-8,5 x 6,2-6,4) um, s indexem tvaru oocysty 1,3
(Pavlasek, 2001). Zbytkové kulovité télisko oocysty o velikosti 3,6-4,0 um nejcastéji
obsahuje 3 granula. Dv¢ z téchto granul jsou obvykle vétsi (o velikosti pfiblizné 1,6
um) a jsou uloZeny v pozici naproti sob¢€. Zbyvajici granulum je mensi (o velikosti
pfiblizné 0,5-0,8 um). Zbytkové télisko je obklopeno sporozity ve tvaru bananu (o
velikosti pfiblizné 12,8-14,4 x 0,8—1,0 um) (Obrazek 6.). Experimentéalni studie
ukazaly, Ze oocysty C. galli jsou infekéni pro 9 dni staré jedince avsak ne pro jedince

staré 40 dni (Pavlasek, 2001).
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Obrazek 5. Oocysty Cryptosporidium galli (Pavlasek, 2001)

4.2.2 Vyvojovy cyklus

Zatim o tomto druhu kryptosporidie neni pfili§ mnoho zndmo, avSak vime, ze na
rozdil od jinych ptac¢ich druht Cryptosporidium vyvojovy cyklus C. galli probiha ve
zlaznatém zaludku a ne v dychacim ustroji nebo tlustém a tenkém stievé (Pavlasek,
1999, 2001). Jednotliva stadia vyvojového cyklu jsou zachycena na obrazku 7
(Pavlasek, 2001).
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Obrazek 7. Néktera stadia z vyvojového cyklu Cryptosporidium galli. (A) sporozoit,
(B) shluk tr0f021tu (C) mlkrogamety, (D) zygoty (Pavlasek 2001)
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4.2.3 Patogenita

Vyzkum potvrdil, Ze kryptosporidiéza zpusobena C. galli je spojena s vysokou
morbiditou a mortalitou (Blagburn et al., 1990; Morgan et al., 2001; Pavlasek, 1999,
2001). Patologické zmény nakazenych pénkav jsou charakterizované nekrozou a
hyperplazii proventikularnich epitelovych bunék. Velky pocet oocyst je navazan na
povrchu bunék Zlaznatého zaludku (Morgan et al., 2001).

4.2 .4 Hostitelé

Ukazalo se, ze C. galli mize infikovat Siroké spektrum riznych druhi ptaka.
Pfirozena infekce byla zaznamenana u téchto druhl: pénkava (Fringilla), kufe
(Gallus gallus domesticus), tetfev hlusec (Tetrao urogallus), hil kiivéi (Pinicola
enucleator), neoféma tyrkysova (Neophema pulchella), plamenak razovy
(Phoenicopterus  ruber), kardinal dominikansky (Paroaria dominicana) a
dvojzoborozec velky (Buceros rhinoceros) (Pavlasek, 1999, 2001; Ryan et al.,
2003a; Ng et al., 2006). Navic morfologicky podobné oocysty byly pozorovany u
mnoha divokych exotickych ptakti zahrnujici bazantovité (Phasianidae), pévce
(Passeriformes) a vlhovcovité (Icteridae) (Ryan et al., 2003b). Byla provedena
experimentalni infekce izolatem oocyst ze slepic na kufata. Prepatentni perioda byla
25 dnti a patentni obdobi trvalo 6 dnt (Pavlasek, 2001). Cryptospordiumm galli neni
infekéni pro ¢loveéka. Budouci studie budou vyzadovat urcit presny okruh hostitelt

pro C. galli.
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4.4 Ostatni druhy a genotypy kryptosporidii infikujici ptaky

Mimo vyse popsané druhy bylo detekovano a identifikovano dalSich 10 novych
ptacich genotyp. Dale byl u ptakti popsan vyskyt Cryptosporidium hominis a

Cryptosporidium parvum, ktery se bézné u pta¢ich hostiteld nevyskytuje.

4.4.1 Cryptosporidium avian genotypy 1-1V

Cryptosporidium avian genotypy I-1V byly identifikovany u raznych ptacich
hostitelt (Meireles et al., 2006; Ng et al., 2006).

Na zéklad¢ analyzy casti genu pro malou ribozomalni podjednotku SSU rRNA
byla zjisténa podobnost avian genotypt | a Il s C. baileyi. Byla provedena
experimentalni infekce oocystami avian genotyp II dvou skupin 2 dennich kufat,
kterd trvala 4 tydny. Histologické a fekdlni vySetfeni nepotvrdila pozitivni infekci
(Meireles et al., 2006). Slaba infekce avian genotype II byla prokazana v kloace a
Fabriciové burze u pstrosi (Santos et al., 2005). V dfivéjsim vyzkumu byla
zaznamenana infekce Cryptosporidium sp. ve vykalech pstrosi dovezenych do
Kanady (Gajadhar, 1994). Bylo zde vySetfeno 165 vzorku, z toho 14 pozitivnich
(8,5%). Bylo vyizolovano 40 oocyst, které byly zméfeny a jejich velikost se
pohybovala vrozmezi 3,9-6,1 x 3,350 pum. Tento izolat byl pouzit na
experimentalni infekce mySi, kufat, krocanii a kiepelek, avSak bez uspéchu.
Molekularni data a izolaty této infekce nejsou dostupné, proto neni mozZné
odhadnout, zda se jednd o stejnou infekci avian genotype II, kterd je popsana
v publikaci Santos et al. (2005).

Bylo zjisténo, ze Avian genotyp Il se podoba nejvice genotypu detekovanému u
sluky lesni. Oocysty avian genotyp III mé&fi 7,5 x 6,0 um, coZ je vétsi neZ oocysty
Cryptosporidium serpentis métici 5,94 x 5,11 um, avSak mensi nez genotyp sluky
lesni, jehoz oocysty méfi 8,5 x 6,4 um.

Avian genotyp IV byl identifikovan u kruhoocka japonského (Zosterops
japonicus) a molekularn¢ se nejvice podoba C. galli. Oocysty jsou stejné velké jako
oocysty C. galli, tedy 8,25 x 6,3 um. U vSech téchto ptacich genotypt
Cryptosporidium nebyly zaznamenany zadné klinické ptiznaky jako prijem, duseni a
kychani.
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4.4.2 Cryptosporidium Wood-cock genotyp

Wood-cock genotyp se fadi do skupiny zaludecnich kryptosporidii, jako jsou C.
serpentis, C. muris, C. andersoni (Ryan et al., 2003a; Ng et al., 2006). Veskera

endogenni vyvojova stadia byla zaznamenana jen ve zlaznatém zaludku.

4.4.3 Cryptosporidium Duck genotyp

Novy genotyp byl identifikovan v kachné ¢erné (Morgan et al., 2001) a je nejvice
podobny Goose genotypum | a Il. Mikroskopicka analyza pomoci hematoxylinu a
eozinu z trusu kachny ¢erné indikovala silnou stievni infekci. Goose genotyp byl
identifikovan u husy kanadské (Branta canadensis) (Jellison et al., 2004; Zhou et al.,
2004).

4.4.4 Cryptosporidium Goose genotyp -1V

Nedavna studie, ktera byla provedena na 13 mistech v Ohiu a Illinois, prokazala
piitomnost Goose genotypu | a Il, a Duck genotypu. Tyto tfi genotypy byly
detekovany u husy kanadské. Sekvenace a fylogeneticka analyza prokézala velkou
podobnost Goose genotypu I-11 s Duck genotypem (Zhou et al., 2004). V dalsi studii
v USA byly detekovany Goose genotyp I1I-IV u husy kanadské (Jellison et al.,
2004).

4.4.5 Infekce C. parvum u ptakt

Nedavno byla potvrzena stfevni kryptosporididza zptisobena C. parvum u dytika
uhorniho  (Burhinus oedicnemus) v Dubai, coz potvrzuje schopnost C. parvum

infikovat ptaci hostitele (Zylan et al., 2008).
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5. MATERIAL A METODIKA

5.1 Charakteristika chovu

Pii odbérech vzorki bylo navitiveno 20 malochovii v mnoha &astech celé Ceské

republiky. VSechny chovy zahrnovaly maximalné¢ 20

slepic

nosného a

kombinovaného typu. Slepice byly ustdjeny v kurnicich, které splnovaly veskeré

predpoklady pro chov tj. svétlé, slunné, vzdusné, avSak bez privanu, pokud mozno

bez namrazy, bezpecné pred dravou zvéri, na spodni strané dobie izolované proti

vzlinajici vlhkosti. Charakteristika vSech chovi je uvedena v tabulce 7.

Tabulka 7. Charakteristika vysetfovanychh chovti

. . Stari zviiat Pocet Pocet
Lokalita Plemeno (hybrid) Typ Plemene (v tydnech) vitat  vzorkil

Celkovice Tetra Nosny 40-100 10 9
Domazlice Moravie Nosny 30-120 13 12
Frydek-Mistek ISA Brown Nosny 20-50 15 15
Hlinice Ceska zlata kropenka Nosny 40-120 11 12
Holubov ISA Brown Nosny 20-50 12 12
Chynov Hempsirka Kombinovany 15-50 15 15
Milevsko Vlaska Nosny 20-50 16 15
Obratan Ceska zlata kropenka Nosny 30-110 13 12
Oltyné Hisex Nosny 15-40 15 15
Radenin Leghornka Nosny 40-80 16 15
Sezimovo Usti 2 Ceska zlata kropenka Nosny 30-70 18 15
Sobéslav Vlaska Nosny 40-80 15 15
Srubec u Ceskych  ISA Brown Nosny 30-60 15 15
Budéjovic

Tucapy Bil4 rodajlendka Kombinovany 20-50 12 12
Vétrovy Vlaska Nosny 40-90 14 15
Voltyiov Leghornka Nosny 30-60 16 15
Vsechov Hisex Nosny 30-60 13 12
Zaribnicna lhota Hempsirka Kombinovany 40-80 14 12
Zbelitov Ceska zlata kropenka Nosny 30-90 17 15
Ziatky Rodajlendka Kombinovany 40-120 11 12

5.2 Odbér vzorkt na rozbor

Odbéry vzorki byly provedeny vroce 2011 a 2012. Vzorky trusu byly

uchovavany maximalné pii teploté 6 °C v igelitovych saccich popsanych poradovym

Cislem a nasledné nejpozdéji do 72 hodin vySetteny. Celkem bylo odebrano 270

vzorkl u slepic ve ve€ku 15-120 tydnd.
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5.3 Barveni oocyst kryptosporidii anil-carbol-methylvioleti dle Milacka
a Vitovce (1985)

Pouzité roztoky:

Roztok methylvioleti:

Methylviolet 0649
Anilin 1ml
Fenol 1g
Alkohol 96% 30 ml

Deionizovana voda 70 ml
Roztok tartrazinu:

1% roztok tartrazinu v 1% kyselin€ octové

Kyselina sirova:

2% kyselina sirova

Pracovni postup:
1. Nanést a rozettit vzorky na podlozni sklicko.
2. Fixovat methanolem v plameni.
3. Barvit roztokem methylvioleti 30 minut.
4. Oplachnout vodou.
5. Diferencovat 2% kyselinou sirovou 2 minuty.
6. Oplachnout vodou.
7.Dobarvit tartrazinem 2 minuty.
8. Oplachnout vodou.
9. Susit.

Vysledek: zbarveni oocyst modrofialové na zlutém pozadi.
Preparaty byly prohlizeny svételnym mikroskopem (Nikon Alphaphot-2 YS2) za

pouziti imerzniho oleje pfi zvétseni 1000%. VZdy byl prohlédnut cely preparat.
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5.4 Odhad intenzity infekce

Pracovni postup:
1.Zvazit podlozni skla pted natienim trusu S piesnosti na 0,001 g.
2. Natiit vzorky trusu.
3.Zvazit hmotnosti natfenych vzorkd.
4. Barvit metodou dle Milacka a Vitovce.

5. Prohlédnout cely preparat a spocitat oocysty v natéru.

Na zakladé hmotnosti vzorku a poétu oocyst odhadnout intenzitu infekce a pocet

oocyst v gramu trusu (OPG).

5.5 Izolace DNA
Celkovd DNA byla extrahovana pfimo z trusu pomoci komer¢niho kitu Invitek

(PSP® Spin stool DNA kit).

Material: 200 mg Cerstvého nebo zmrazeného trusu

Proteinase K lyofylizat: rozpustit pfidanim 1,5 ml neionizované PCR vody. PO
rozpusténi skladovat pii -20 °C.

Elution Buffer D: odpipetovat do mikrozkumavky (200 pl/1 vzorek) a inkubovat
piedem pii 70 °C.

Pracovni postup:

1. Dat material do Safe-Lock-Tube, ptidat sklenéné kulicky a 1 ml Lysis Buffer P
a rozbijet 1 minutu pfi rychlosti 5,5 m/s uzitim Bead-beateru (Fast-Prep 24
Instrument).

2. Inkubovat 10 minut/95 °C v termobloku.

3. Centrifugovat 1 minutu/16 000 g.

4.Prenést veskery supernatant do InviAdsorb-Tube, 15 s vortex, 1 minutu
inkubovat pfi laboratorni teploté, centrifugovat 3 minuty/16 000 g.

5.Supernatant piepipetovat do Cistych 1,5 ml mikrozkumavek, centrifugovat 3
minuty/16 000 g.
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6. Do cistych 1,5 ml mikrozkumavek napipetovat 25 pl Proteinase K a ptidat 400
pl supernatantu, zvortexovat.

7.Inkubovat 10 minut/70 °C v termobloku.

8. Piipipetovat 400 ul Binding Buffer P, zvortexovat.

9. Ptepipetovat veskery objem do Spin Filter + Tube, inkubovat 1 minutu pii
laboratorni teploté€, centrifugovat 1 minutu/16 000 g.

10. Vylit odpad ze sbérnych mikrozkumavek, na kolonu napipetovat 500 pul Wash
Buffer I, centrifugovat 1 minutu/16 000 g.

11. Vylit odpad ze sbérnych mikrozkumavek, na kolonu napipetovat 800 ul Wash
Buffer 11, centrifugovat 1 minutu/16.000 g.

12. Vylit odpad ze sbérnych zkumavek a opét centrifugovat 3 minuty/16 000 g.

13. Kolonu pienést na ¢istou 1,5 ml mikrozkumavku, napipetovat 200 pl Elution
Buffer D (pfedehfatého) na kolonu, inkubovat 3 minuty pii laboratorni
teploté, centrifugovat 1 minutu/5 900 g.

14. Vyizolovanou DNA skladovat pfi teploté -20 °C

5.6 Polymerazova fetézova reakce (PCR)

Pouzité chemikalie:
1.H,0
2. MgCl; (25 mM)
3.BSA (Bovinni sérovy albumin; 10mg/ml)
4.dNTP’s (Deoxyribonukleosid trifosfaty; 1,25 mM)
5. Forward primer
6. Reverse primer
7.Taq Polymeraza (1U/ul)
8. 10x buffer (kombinace soli; 15 mM)
9.DNA

Byl pouzit nested PCR protokol pro amplifikaci ¢asti genu kodujiciho malou
ribozomalni podjednotku (SSU rRNA,; Jiang et al., 2005) (Tabulka 9 a 10.). Celkovy
objem reakcéni smési pro jednotlivé polymerazové reakce byl 20 pl pro primarni
reakci a 20 pl pro sekundarni reakci (Tabulka 11.).
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Tabulka 9. Reakéni smés pro PCR protokol pro amplifikaci ¢asti genu SSU rRNA

Slozky primarni ~ koncentrace  objem Slozky koncentrace  objem (ul)
reakce (ul) sel;::gsem'

HO 11,30 H20 e 12,10
MgCl, 25mM 1,20 MgCl, 25mM 1,20
10x buffer 2,00 10x buffer = - 2,00
dNTP 1,0 mM 0,40 dNTP 1,0 mM 0,40
Primer Forward 10 uM 0,40 Primer Forward 10 uM 0,40
Primer Reverse 10 uM 0,40 Primer Reverse 10 uM 0,40
BSA 10 mg/ml 0,80 —--mmmmem e e
Taq 1U/1 ul 0,50 Taq 1U/1 pl 0,50
DNA e 300 DNA - 3,00
celkem 20,00 Celkem 20,00

Tabulka 10. Sekvence primert pro amlifikaci ¢ast genu pro SSU rRNA
Primarni Forward 5-TCTAGAGCTAATACATGCG-3’

Reverse 5’-CCCTAATCCTTCGAAACAGGA-3’
Sekundarni Forward 5-GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAG-3’
Reverse 5-CTCATAAGGTGCTGAAGGAGTA-3’

Tabulka 11. Amplifika¢ni program pro termocycler

Procedura Teplota Doba trvani
Pocatecni denaturace 94 °C 3 min.
Denaturace 94 °C 45s
Nasedani primera 55°C 45s

35x%
Dosyntetizovani nového Fetézce 72 °C 1 min.
Finalni extenze 72 °C 7 min.

5.7 Gelova elektroforéza

Gelovou elektroforézou byla ovétena velikost PCR fragmentl. Vysledny PCR
produkt byl detekovan na 1% agarézovém gelu s piidanim ethidium-bromidu a

vizualizovan za pomoci UV zafeni o vlnové délce 312 nm.

Pouzité chemikalie:
1.50% TAE pufr (242 g tris baze; 57,1 ml ledové kyseliny octové; 100 ml 0,5 M
EDTA pH=8; doplnit do 1000 ml dH,0)
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2.1x TAE pufr (nafedénim zasobniho roztoku 50x)
3.agaroza

4. ethidium-bromid (koncentrace 10 mg/ml)

5.100 bp ladder (Fermentas)

Pracovni postup:

1.Smichat 0,4 g agardzy s 40 ml 1 xTAE pufrem.

2.Nechat rozpustit v mikrovinné troubé. Nasledné zchladit pod proudem tekouci
vody na teplotu ptiblizn€ 50 °C.

3.Ptidat 3 pl ethidium-bromidu (flourescen¢ni barvivo, které se velmi intenzivné
a specificky vaze mezi baze DNA).

4.Gel nalit do pfipravené formy, nésledné vlozit hieben a nechat ztuhnout.

5.Po ztuhnuti gelu pfenést do elektroforetické vany naplnéné 1xTAE.

6.Do prvni jamky nanést 5 ul ladderu a do dalSich vzdy po 20 pul sekundarniho
PCR produktu.

7.Napéti elektroforézy nastavit v rozmezi 70 — 90 V a spustit na dobu potifebnou
pro separaci DNA fragmentt (cca. 50 minut).

8.Pro zobrazeni DNA fragmenti byl pouzit UV transiluminator (vinova délka

312 nm).

5.8 Extrakce DNA z gelu

Na extrakci DNA z gelu byl pouzit QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen).

Pracovni postu:
1. Vyiiznout fragment DNA z gelu ¢istym skalpelem a dat ho do ptipravené 1,5
ml mikrozkumavky.
2.Do 1,5 ml mikrozkumavky s fragmentem gelu ptipipetovat 400 ul QG pufru.
3. Inkubovat 10 minut pii 50 °C v termobloku, kontrolovat rozpousténi a michat
kazdé 2—3 minuty béhem rozpousténi.
4.Po rozpusténi musi byt v 1,5 ml mikrozkumavce zluty roztok (nikoli oranzovy

nebo fialovy).
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5. Prepipetovat veskery objem na kolonu a centrifugovat 1 minutu pii 16 000 g
(kolona pojme 800 ul, vzorky s vétsim objemem nanaset postupné a postupné
centrifugovat).

6. Vylit odpad ze sbérné zkumavky a opét ji pouzit s kolonou.

7.Na kolonu ptipipetovat 500 ul QG pufru a centrifugovat 1 minutu pii 16 000 g.

8. Vylit odpad ze sbérné zkumavky a opét ji pouzit s kolonou.

9.Kolonu promyt piipipetovanim 750 ul PE pufru, inkubovat 2-5 minut pfi
laboratorni teploté a centrifugovat 1 minutu pii 16 000 g.

10. Vylit odpad ze sbérné zkumavky, opét ji pouzit s kolonou a centrifugovat
znovu 1 minutu pii 16 000 g.

11. Kolonu vlozit do nové 1,5 ml mikrozkumavky a provést eluci napipetovanim
30-50 ul EB pufru nebo PCR vody piimo na stfed kolony. Inkubovat 1
minutu a poté centrifugovat 1 minutu pti 16 000 g.

12. Ziskand DNA byla vysuSena evaporizatorem (Speed Vac) a skladovadna pfi

4°C

5.9 Sekvenace

Sekundarni produkty z PCR byly sekvenovany za pouziti sekundarnich primert.
K piipravé vzorka k sekvenaci byl pouzit ABI BigDye® Terminator v 3. 1. Cycle
Sequencing kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) a ABI3130 Genetic
Analyzer (Applied Biosystem).

Sekvenacni reakce byla zakazkovée provedena Laboratofi genomiky Biologického
centra Akademie véd Ceské republiky. Sekvence byly upraveny pomoci programu
ChromasPro (http://www.technelysium.com.au/chromas.html). Ziskané sekvence
byly porovnany se sekvencemi ulozenymi v databazi GenBank pomoci programu

ClustalX (ftp://ftp-igbmc.u-strasbg.fr/pub/Clustal X/).

5.10 Fylogeneticka analyza

Evoluéni odlisnosti jednotlivych druhti a genotypti kryptosporidii byly vypocteny
Neighbor-Joining metodou (Saitou et Nei, 1987) zalozenou na 2-parametrickém

distan¢nim modelu dle Kimury (Kimura, 1980). Bootstrapovy konsenzus vysledného
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stromu byl ziskan na zakladé¢ 1000 opakovani. Pro konstrukci stromt byl pouzit

program TREECON verze 1.3b.
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6. VYSLEDKY

6.1 Vysledky a prevalence

V pribéhu sledovani bylo vysSetieno 270 vzorkl trusu z 20 chovi. Témét vSechny
chovy byly zaméfeny na produkci vajec nebo kombinovanou uzitkovost.

Z celkového poctu 270 vzorki bylo 8 pozitivnich (3 %). Kryptosporidiova infekce
byla nalezena pouze v 1 chovu z 20 a to ve Frydku-Mistku (Tabulka 12.). V tomto
chovu bylo odebrano 15 vzorkii od hybridniho plemene ISA Brown ve staii 20-50
tydnd. V porovnani s jinymi chovy, kde byly slepice ve véku 40-120 tydnu, zde
byly slepice velice mladé. VSechny vzorky byly vySetfeny jak mikroskopicky tak
molekularnimi metodami. Z 15 vzorkti odebranych v tomto chovu bylo 8 pozitivnich
(53 %) z celkového poctu hybridi ISA Brown odebranych a vySetienych ve vSech
chovech byla prevalence 19,04%. V ramci vSech chovii byla prevalence 5%. U slepic
v chovu Frydek-Mistek byl pozorovéan prijem a u dvou jedincii mensi apati¢nost.
Jednalo se o mladsi jedince ve stafi ptiblizné€ 25 tydnt. U téchto 8 pozitivnich vzorkl
byl proveden odhad intenzity infekce, ktera dosahovala az 230 000 oocyst na gram
trusu (OPG) (Tabulka 13.). Velikost oocyst detekovaného genotypu byla 4,4 x 4,1
pum (Obrazek 8.).
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Tabulka 12. Prevalence v jednotlivych chovech

Lokalita

Prevalence (%)

Celkovice
Domazlice
Frydek-Mistek
Hlinice

Holubov
Chynov
Milevsko
Obratan

Oltyn¢

Radenin
Sezimovo Usti 2
Sobéslav

Srubec u Ceskych Budgjovic
TucCapy

Vétrovy
Voltytov
Vsechov
Zaribni¢na lhota
Zbelitov

Znatky

O O OO OO0 OO0 OO0 000000 O wOoOo

Tabulka 13. Odhad intenzity infekce u pozitivnich vzorka

Vzorek Mikroskopicky PCR

OPG

O ~NOo Ok wWwN -

+ +

+
+
+
+

+ + + + + + +

190000
170000
230000
140000
140000
nedetekovano*
nedetekovano*
nedetekovano*

*Pocet oocyst na gram trusu byl <10°
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Obrazek 8. Snimek oocysty z mého izolatu pti 1000x zvétseni, méfitko 5 um

6.2 Molekularni charakteristika

U vSech pozitivnich vzorkd byl identifikovan zatim nepopsany genotyp
Cryptosporidium. Fylogeneticka analyza ukazala blizkou piibuznost tohoto genotypu
ke stievnim kryptosporidiim bézné se vyskytujicim u domacich prezvykaveu (C.
bovis a C. xiaoi). Nejblize piibuznou kryptosporidii je Cryptosporidium W26
genotyp (C. bovis-like) (EU852742) pivodné popsany jako enviromentalni vzorek, u

néhoz neni znam hostitel (Obrazek 9.).
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Obrazek 9. Kladogram fylogenetickych vztahii izolati kryptosporidii detekovanych
v této studii (potrzeno) s ostatnimi druhy a genotypy kryptosporidii na zakladé
Caste¢né nukleotidové sekvence genu kodujiciho malou ribozomalni podjednotku
(SSU) vytvoteny metodou neighbor-joining v programu Treecon; 1000% bootstrap;
znazornény hodnoty podpory vétvi vice nez 50 %.
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C. parvum [AF093493]

C. hominis [AF093492]

C. cuniculus [F]262724]

C. meleagridis [AF112574]

C. suis [AF108861]

C. fayeri [AF112570]

C. wrairi [AF115378]

C. canis [AF112576]

C. ubiquitum [EU827424]

C. macropodum [AF513227)
C. felis [AF159113]
C. varanii [EU553556]

C. ryanae [EU410344]

pig genotype Il [EU331243]

94r C. xiaoi [GQ337962]

66| ' C. bovis [AY741305]

98 r 8 izolati - tato prace

Cryptosporidium genotype W26 [EUB25742]
— Cryptosporidium avian genotype V JAB471647]

ﬁL— C. baileyi [AF093495]
Cryptosporidium avian genptype 1 [GQ227478]

DISTANCE 0.1
o

99

95

98

100 50

99

C. molnari [HM243548]

100 1()()| C. fargile [EU162751]
51 C. galli [HM116388]
C. serpentis [AF151376]
‘[— Cryptosporidium avian genotype 111 [AB471641]

98 C. andersoni [EU245042]
4@7 C. muris TS03 [EU245043]
C. muris RN66 [EU245045]

32



7. DISKUZE

Prevalence Cryptosporidium spp. u ptakd divokych nebo drzenych v zajeti se
pohybuje v riznych zemich v rozmezi od 1,4 % do 7,2 % (Ng et al., 2006; Ziegler et
al., 2007; Gul et Cicek, 2009; Majewska et al., 2009; Nakamura et al., 2009).
V mnoha zemich byly provedeny vyzkumy na pfitomnost Cryptosporidium u
brojlerovych kufat, nejvyssi prevalence byla u druhu C. baileyi, dale C. meleagridis a
nejmensi prevalence byla u C. galli (Slavin, 1955; Current et al., 1986; Morgan et al.,
2001; Ryan et al., 2003; Jellison et al., 2004; Zhou et al., 2004; Amer et al., 2010).

V USA byla zjisténa prevalence 23,7 % (118/498) u brojlerovych kufat
chovanych ve volném vybéhu a 29,4 % (35/119) u brojlerovych kufat v klecich
(Gorham et al., 1987; Ley et al., 1988; Snyder et al., 1988; Goodwin et al., 1996).
Studie ve Skotsku a v Recku prokézaly kryptosporidiovou infekci brojlerovych kufat
v 18,7 % (26/139) a 24,3 % (17/70) (Randall, 1982; Papadopoulou et al., 1988).
V Africe byla zjisténa 24% prevalence (54/225), v Maroku a Tunisu 4,5 % (9/200)
(Kichou et al., 1996; Soltane et al., 2007). V Japonsku bylo 33,3 % kuftat pozitivnich
na kryptosporidie (4/12) a v Iranu 23,8 % (57/152) (Itakura et al., 1984; Shemshadi
et al., 2011). V mé praci byla zjisténa prevalence 2,96 % (270/8) z 20 malochovu
slepic ptfedevsim na produkci vajec, nebo kombinovanou produkci. Domnivam se, Ze
takto o dost niz8i prevalence je zplisobena vékovym rozdilem. Touto tématikou se
zabyvali ve své praci Sreter a kolektiv (1995). Jejich vyzkum jasn€ prokazal, ze
jedinci stafi 1 tyden vylucovali tiikrat vice oocyst Cryptosporidium nez jedinci starsi
9 tydnt a patentni perioda u mladsich jedinct byla téméi dvakrat delsi (Sreter et al.,
1995). Mou domnénku potvrzuje vyzkum z USA provedeny na nosnicich, kde byla
prevalence 59 % (1/17) (ltakura et al., 1984; Ley et al., 1988). V nejvice
vypovidajici studii (Wang et al., 2010) byla zjiSténa prevalence 10,6 % u nosnic.
Prevalence Cryptosporidium spp. u raznych vékovych kategorii nosnic dosahla
maximaln¢ 24,6 %, a to u jedinct starych 31-60 dni. VéEtSina mnou vySetfenych
vzorkll (70 %) bylo odebrano v zim¢, véetné pozitivniho chovu. Nizk4 prevalence
zjisténa v této studii mize tudiz souviset S vlivem rocniho obdobi. Ukazalo, ze

mnohem vyssi prevalence je V jarnim obdobi a béhem léta a podzimu klesa. V zimé

cvwr
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V této praci nebyl detekovan zadny zdosud znadmych ptacich druhii nebo
genotypu kryptosporidii. Detekoval jsem zcela novy Cryptosporidium hen genotyp
nejvice podobny Cryptosporidium bovis resp. tzv. bovis-like genotypim. Mezi ty
patii Cryptosporidium genotype W26 izolovany z vody Great Seneca Creek v USA
(EU852742) (Yang et al., 2008), C. bovis-like izolovany u ovci v USA (EF362478)
(Santin et al., 2007), C. bovis-like izolovany u ovci ve Spanélsku (EF514234), C.
bovis-like izolovany u ovci ve Spanélsku (DQ991389) (Navarro-l-Martinez et al.,
2007) a C. bovis-like izolovany u yaka v Ciné (DQ871346) (Feng et al., 2007).
Izolaty ziskané v této studii jsou fylogeneticky nejptibuznéjsi izolatu W26, od
kterého se lisi pouze ve tiech nukleotidovych bazich. Genotyp W26 byl popsan jako
enviromentalni vzorek u néhoz neni znadm zadny hostitel. Lze se domnivat, ze stejné
jako v ptipadé C. canis nebo C. bovis (u obou druhii byly popsany odchylky
v sekvenci SSU rRNA u raznych subtypt spadajicich do stejného druhu), se
I v piipadé W26 a mnou izolovaného genotypu jedna na stejny ,,druh kryptosporidie
a Ze ptaci jsou pfirozenymi hostiteli. Nicméné je tieba tuto domnénku potvrdit fadou

dalSich experimentt.

8. ZAVERY

Na zékladé vysledkd byla zjisténa celkova prevalence 3 %. Kryptosporidiové
infekce byly detekovany pouze v jednom chovu. Byl detekovan zcela novy genotyp
Cryptosporidium hen genotype. Tento genotyp je fylogeneticky ptibuzny diive
popsanému Cryptosporidium W26 — tzv. environmentalnimu bovis-like izolatu; u
n¢ho neni zndm piirozeny hostitel. V budouci praci je tfeba se zaméfit na pozitivni
chov, ziskat dostateéné mnozstvi infekceschopnych oocyst daného izolatu,
experimentalné prokazat vnimavost drubeze k detekovanému genotypu, ovefit
infektivuti pro dalsi ptaky a laboratorni savce, detekovat vyvojova stadia v zazivacim
traktu infikovanych jedinci a v neposledni fadé provést podrobné&jsi genotypizaci

ziskanych izolatd.
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