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Abstrakt

Byly provedeny experimentalni infekce Cryptosporidium avium u tfech
ruznych druhti ptakt (kur domaci, bazant obecny a kachna domaci) rozdélenych do 3
veékovych kategorii (1-denni, 21-denni a dospéli ptaci). Ptaci byli per oralné
infikovani davkou 380 tis. oocyst v 1 ml. Vzorky trusu byly odebirany denné po
dobu 30 dnu pro mikroskopické a molekularni vySetfeni. Zatimco vSechny vékové
kategorie bazanta obecného (Phasianus colchicus) byly nevnimavé k infekci
C. avium, u vsech veékovych kategorii kura domaciho (Gallus gallus f. domestica) a
kachny domaci (Anas platyrhynchos f. domestica) byla prokdzana vnimavost k
C. avium. Prepatentni perioda u kura domaciho se pohybovala v rozmezi 9 — 11 dni
v zavislosti na vékové kategorii a u kachny domaci 4 — 6 dnti. Patentni doba u obou
druhi vnimavych hostiteld byla delsi nez 30 dnl. Na zikladé vysledka
experimentalnich infekci je kachna domaci a kur domaci vhodnym modelovym

hostitelem Cryptosporidium avium.

Kli¢ova slova: Cryptosporidium avium; experimentalni infekce; vé€kova specifita;

vnimavost
Abstract

Experimental infections with Cryptosporidium avium were carried in three
different species of birds (chicken, duck and pheasant) divided into three age
categories (1-day-old, 21-day-old and adult). The birds were infected peroraly using
intragastric gavage with a dose of 380 thousand of oocysts in 1 ml. Faecal samples
were collected daily for 30 days for a microscopic and molecular examination. While
all age categories of pheasant (Phasianus colchicus) were not susceptible to C. avium
infection, all age groups of domestic fowl (Gallus gallus f. domestica) and white
ducks (Anas platyrhynchos f. domestica) were susceptible. Prepatent period in
domestic fowl ranged from 9 to 11 days depending on the age category, in white
ducks from 4 to 6 days. Patent period for both susceptible host species was longer
than 30 days. Based on the results of experimental infections domestic fowl and

white duck are proposed as a suitable model hosts for Cryptosporidium avium.

Keywords:  Cryptosporidium  avium; experimental infection; age-related

susceptibility
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1 Uvod

Jiz pted vice nez sto lety Tyzzer popsal prvni druh kryptosporidii;
Cryptosporidium muris (Tyzzer 1907). Od té doby bylo popsano mnoho druhu a
genotypu rodu Cryptosporidium infikujicich Siroké spektrum hostiteltt zahrnujicich
ryby, obojzivelniky, plazy, ptaky a savce vcetné ¢loveéka (O Donghue 1995, Ziegler
a kol. 2007). Studii, které se snazi tyto protozoalni parazity detailn¢ prozkoumat a

popsat, stale pfibyva.

Zatimco kryptosporidie savct jsou ve stfedu zdjmu mnoha vyzkumnych tymi a
jsou velmi podrobné prostudovany, u dalSich obratlovell véetné ptakd, zistdva

vyzkum upozadén.

Prestoze trida ptakd je velice rozmanitd a pocet druhi ptakd je téméft
dvojnéasobny v porovnani se savci, za poslednich 50 let byly popsany pouze 4 platné
druhy ptacich kryptosporidii: Cryptosporidium meleagridis (Slavin 1955),
Cryptosporidium baileyi (Current a kol. 1986), Cryptosporidium galli (Pavlasek
1999, Ryan a kol. 2003b) a Cryptosporidium avium (diive znamo jako
Cryptosporidium avian genotype V; Holubova a kol. 2016). S rozvojem
molekularnich metod na konci 20. stoleti doslo k vyraznému posunu nasich znalosti
v ramci diverzity kryptosporidii na zakladé molekularnich odliSnosti. Mimo vyse
uvedenych druhti bylo u ptakd popsano dalSich 11 genotypa ptacich kryptosporidii.
Nicméné fada z nich byla popsana pouze na zakladé ¢aste¢né nukleotidové sekvence
genu kodujiciho malou ribozomalni podjednotku rRNA (Abe a Iseki 2004, Jellison a
kol. 2004, Ng a kol. 2006, Chelladurai a kol. 2016) a u vétSiny chybi zakladni
informace o jejich biologii. Tento nedostatek se vSak netyka pouze genotypt, ale i
platné popsanych druhti (Holubové a kol. 2016). V tad¢ ptipadid nebyl podrobné
prozkouméan vyvojovy cyklus, tkanovy tropizmus nebo vekova specifita (Slavin

1955, Ryan a kol. 2003b).

Cilem této prace bylo doplnit informace o vékové a hostitelské specifité

C. avium a tak pfridat dalsi dilek do sklddanky informaci o rozmanitosti
kryptosporidii.



2 Literarni prehled

2.1 Historie

Ernest Edward Tyzzer jako prvni nalezl parazita, ktery infikoval zaludecni
epitel laboratornich mysi (Mus musculus), zdokumentoval jeho vyvojovy cyklus a
popsal toho parazita jako platny druh C. muris rodu Cryptosporidium (Tyzzer 1907,
1910). V roce 1912 byl Tyzzerem popsan dalsi druh kryptosporidii parazitujicich
tentokrat v tenkém stievé mysi. Tento druh pojmenoval Cryptosporidium parvum
(Tyzzer 1912).

V dalsich letech az do soucasnosti byla popsana fada dalSich stfevnich i
Zaludec¢nich druhti. V soucasné dobé je vSeobecné uznavano 30 druhl kryptosporidii

(Ryan a kol. 2015, Holubova a kol. 2016, Kva¢ a kol. 2016).

Do pocatku 70. let nebyla kryptosporidiim vénovana velka pozornost. To se
zménilo roku 1971, kdy byly popsany prvni piipady kryptosporididozy skotu s
chronickymi prijmy (Panciera a kol. 1971, Meutin a kol. 1974). Roku 1976 byly
hlaSeny prvni dva ptipady kryptosporididzy u lidi (Meisel a kol. 1976, Nime a kol.
1976).

V roce 1993 v Milwaukee byla popsana masivni kontaminace pitné vody
kryptosporidiemi. Kryptosporidiozou bylo postizeno vice nez 400 000 lidi
(MacKenzie a kol. 1994). Siroka vefejnost, zdravotni tufady, ekologické a
zemedelské skupiny 1 dodavatelé pitné vody vyjadiili své znepokojeni a iniciovali tak
fadu studii, které se tykaly hlavné zakladni biologie rodu Cryptosporidium s dirazem

na metody detekce oocyst, prevence a 1écby kryptosporidiozy.

2.2 Taxonomie

Zastupci rodu Cryptosporidium jsou jednobunééni epicelularni paraziti pattici
do kmene Apicomplexa. Pro zastupce tohoto kmene je charakteristicka piitomnost
organel tzv. apikdlniho komplexu, které slouzi k infekci hostitelské bunky. Na
zakladé podobnosti vyvojového cyklu s kokcidiemi, byly kryptosporidie dlouhou
dobu nespravné tazeny mezi kokcidie (Fayer a kol. 1997). Diky molekularnim
analyzam bylo potvrzeno, Ze kryptosporidie jsou piibuzné s gregarinami (Carreno a

kol. 1999). Zajimavosti je, ze na odlisnost kryptosporidii od kokcidii upozornil jiz



Tyzzer pii svém prvnim popisu, prestoze kryptosporidie ke kokcidiim ptiradil

(Tyzzer 1907).

2.3 Kryptosporidie a kryptosporidioza ptaki

Ptac¢i kryptosporidie byly poprvé nalezeny Tyzzerem v roce 1929 ve slepém
stteve kurat. Tyto kryptosporidie vSak nebyly popsany jako samostatny druh, protoze
ptipominaly jiz diive popsany druh C. muris u mysi (Tyzzer 1907, 1910, 1929). Od
té doby byly doposud popsany pouze 4 samostatné druhy kryptosporidii infikujici
ptaky. Kazdy z nich infikuje Siroké spektrum ptacich hostitelti a lisi se velikosti
oocyst 1 mistem infekce. Mimo tyto probadané druhy existuje mnoho genotypt

kryptosporidii infikujicich ptaky.

Kryptosporidiéza se u ptaklt projevuje ve tfech organovych formach:
1) onemocnéni dychaciho aparétu, ii) sttevniho aparatu nebo iii) onemocnéni ledvin.

Obvykle se objevuje jen jedna forma (Fayer a Xiao 2007).

V soucasné dobé neni ucinnd lécba nejen pro ptaci, ale obecné zadnou

kryptosporidiézu (Lindsay a Blackburn 1990, Ryan a Xiao 2008).
2.4 Druhy a genotypy infikujici ptaky

2.4.1 Cryptosporidium meleagridis
Tento druh je jedinym zndmym druhem infikujici ptaci i sav¢i hostitele a je

také odpovédny za piiblizné 10 % lidskych kryptosporidiéz (Wang a kol. 2014).

Historie: Cryptosporidium meleagridis bylo popsano v roce 1955 u krut (Meleagris
gallopavo f. domestica) (Slavin 1955). Jak jiz bylo zminéno, v roce 1929 Tyzzer
popsal prvni ptipad ptaci kryptosporididzy; fada autord je presvédcena, ze Tyzzer
popsal infekci C. meleagridis (Tyzzer 1929), ale s ohledem na velikost oocyst a
hostitele, v kterém byla infekce detekovana, se 1ze domnivat, Ze se mohlo jednat i o

infekci vyvolanou druhem C. galli.
Vyvojovy cyklus: O vyvojovém cyklu C. meleagridis je znamo velmi malo.

Morfologie: Oocysty méfi 5,20 x 4,60 um a jsou téméi k nerozeznani od oocyst
druhu C. parvum (Slavin 1955).

Hostitelé: Infekce C. meleagridis postihuje mnoho druhti ptacich hostiteld, ale i

nékteré druhy savcl veetné loveéka.



Pfirozena infekce C. meleagridis byla zaznamenana u papouskd, pévci a ptaka
hrabavych, mékkozobych a vrubozobych (Morgan a kol. 2000, 2001, Ryan a kol.
2003a, Huber a kol. 2007, Baroudi a kol. 2013, Wang a kol. 2012, 2014, Maca a
Pavlasek 2015, Li a kol. 2015).

V Ceské republice byl zaznamenan jediny piipad spontanni infekce Orebice

rudé (Alectoris rufa) z ¢eledi bazantovitych (Phasianidae) (Maca a Pavlasek 2015).

Experimentalni studie prokazaly, Zze oocysty C. meleagridis jsou schopny
infikovat brojlerovd kurata, kachny, krity, telata, prasata, kraliky, krysy a mysi
(O’Donoghue 1995, Akiyoshi a kol. 2003, Darabus a Olariu 2003, Huang a kol.
2003).

Patogeneze: Studie, jejimz pfedmétem byla piirozend infekce 30-denniho krocana,
prokazala nejvétsi pfitomnost parazita na epitelidlnich buiikach stfeva a Fabriciové
burze (Tacconi a kol. 2001). U experimentalné infikovanych kufat byla zjisténa
infekce v ileu, céku, kolonu, kloace a Fabriciové burze (Current a kol. 1986,
Bermudez a kol. 1988, Lindsay a kol. 1989). U kuftat infikovanych C. meleagridis se
projevily zmény na stfevni sliznici v podobé nepatrného zkraceni stfevnich klka a
nepravidelného povrchu vystelkové vrstvy (Akiyoshi a kol. 2003). Onemocnéni
zpusobené kryptosporidii C. meleagridis je doprovazeno prijmy a hubnutim (Slavin
1955, Gharagozlou a kol. 2006).

Zoonoticky potencial: Cryptosporidium meleagridis je infekéni pro ¢lovéka, je to
treti nejCastéjsi kryptosporidie u lidi (McLauchlin a kol. 2000, Morgan a kol. 2000,
Guyot a kol. 2001, Pedraza-Diaz a kol. 2001,Yagita a kol. 2001, Xiao a kol. 2001,
Enemark a kol. 2002, Gatei a kol. 2002, Tiangtip a Jongwutiwes 2002, Cama a kol.
2003, Gatei a kol. 2003, Leoni a kol. 2003, Matos a kol. 2004, Xiao a kol. 2004,
Coupe a kol. 2005, Gatei a kol. 2006a,b, Muthusamy a kol. 2006).

Cryptosporidium meleagridis infikuje u lidi nejcastéji travici soustavu a
zpusobuje prijmové onemocnéni. Ve studii zahrnujici molekularni epidemiologii

bylo testovano vice nez 2000 lidi a u 22 (~1%) byla prokdzana infekce
C. meleagridis (Pedraza-Diaz a kol. 2001, Leoni a kol. 2006).
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2.4.2 Cryptosporidium baileyi
Cryptosporidium baileyi je pravdépodobné nejcastéjsi druh ptacich

kryptosporidii u ptakt (Fayer a Xiao 2008).

Historie: Tento druh byl popsan v roce 1986 poté, kdy ho Current a kol. (1986)

vyizolovali z brojlerovych kurat.

Vyvojovy cyklus: Vyvojovy cyklus C. baileyi byl zaznamenan velmi podrobné v
publikaci Current a kol. (1986). Pro pfirozené infekce C. baileyi je charakteristicky
Siroky tkanovy tropismus. Infekce timto druhem byly detekovany ve spojivkach,
nosohltanu, pradusnici, vzdusnych vacich, tenkém, slepém a tlustém stievé, kloace,

Fabriciové burze, ledvinach a mo¢ovém aparatu (Lindsay a Blagburn 1990).

V prvnich 3 dnech po infekci byla u kufat vétSina vyvojovych stadii
pozorovana v kycCelniku a tlustém sttevé. UZ po 4. dni infekce byla vétSina parazit
na enterocytech kloaky a Fabriciové burze. Po ordlnim podani infekce byli dospéli
meronti prvniho typu s 8 merozoity detekovani po 12 hodinach a méfili 5,00 x 4,90
pm. Po 48 hodinach byli pozorovani dospéli meronti druhého typu se 4 merozoity a
velké granuldrni zbytky, méfili 5,10 x 5,10 um. Po 72 hodinach po podani ordlni
infekce byli zaznamenani meronti tfetiho typu s 8 kratkymi merozoity o rozmérech
5,20 x 5,10 pum. Mikrogamonti o velikosti 4,00 x 4,00 um, ktefi produkovali
pfiblizn€ 16 mikrogamet, dali vzniknout mikrogametdm o rozmérech 4,70 x 4,70
pm. Z fertilnich makrogamet vznikly dva typy oocyst, které sporulovaly v téle
hostitele. VétSina téchto oocyst byla silnosténna, o rozmérech 6,30 % 5,20 pm.
Oocysty byly odolné a z hostitele byly vyluCovany trusem. Druhé, tenkosténné
oocysty, praskaly v téle hostitele a sporozoiti z nich napadaly dal§i enterocyty

(Current a kol. 1986).

Morfologie: Zivotaschopné oocysty méfi 6,30 — 5,20 pum, jsou tedy vétsi nez oocysty
C. meleagridis.

Hostitelé: Ptirozena infekce byla popsana u mnoha druht ptaéich hostitelt, mezi
které patii racek chechtavy (Larus ridibundus), jetab popelavy (Grus grus),
kormorani (Phalacrocorax spp.), tukan be¢lolici (Ramphastos vitellinus), snovac
jacksonuv (Ploceus jacksoni), bulbul Sedobfichy (Pycnonotus cyaniventris), vlhovec
Cervenohibety  (Cacicus haemorrhous), vlhovec chocholaty (Psarocolius

decumanus), korela chocholatda (Nymphicus hollandicus), amazonan zelenolici
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(Amazona viridigenalis), alexandr maly (Psittacula krameri), kur domaci (Gallus
gallus f. domestica), krocan domaci (Meleagris gallopavo f. domestica), koroptev
polni (Perdix perdix), kiepelka japonska (Coturnix japonica), kachna divoka (Anas
platyrhynchos), husa domaci (Anser anser f. domestica) a pstros dvouprsty (Struthio
camelus) (Lindsay a Blagburn 1990, Pavlasek 1993, Ryan a kol. 2003a, Abe a Iseki
2004, Jellison a kol. 2004, Kimura a kol. 2004, Chvala a kol. 2006). Experimentalni
infekce prokazaly vnimavost k infekci pro kiepelku japonskou (Coturnix japonica),
kachnu domaci (Anas platyrhynchos f. domestica), bazanta obecného (Phasianus
colchicus) a orebici c¢ukar (Alectoris chukar) (Current a kol. 1986, Lindsay a
Blagburn 1990, Lindsay a kol. 1987, 1989, Gomez-Couso a kol. 2005).

Patogeneze: Vysokd morbidita a mortalita je spojovana hlavné s onemocnénim
dychaciho aparatu (Lindsay a Blackburn 1990). Vé&kova vnimavost k infekci
C. baileyi byla sledovana pii experimentalni infekci 1- a 9-tydennich kufat.
Prepatentni perioda byla znacné kratSi u starSich kufat a patentni perioda delsi u
mladsich kutat. Mlads$i kutata vylucovala trojnasobny pocet oocyst, nez vylucovala

kufata infikovand v 9. tydnu (Sréter a kol. 1995, 2000).

Zoonoticky potencial: Cryptosporidium baileyi neni infekéni pro ¢lovéka.

2.4.3 Cryptosporidium galli

Historie: Tieti druh ptacich kryptosporidii byl popsan Pavlaskem v roce 1999. Tento
druh popsal u kura domaciho (Gallus gallus f. domestica) a pojmenoval ho
Cryptosporidium galli (Pavlasek 1999). Pozd¢ji byl tento druh dikladnéji zkouman a
to na zéklad€ molekularnich a biologickych rozdili od ostatnich druht kryptosporidii

infikujicich ptaky (Ryan a kol. 2003b).

Vyvojovy cyklus: O vyvojovém cyklu parazita je malo zndmo, byly pozorovany

stadia od oocyst po trofozoity a makrogamonty.

Morfologie: Oocysty C. galli jsou velmi odlisné od oocyst C. meleagridis a
C. baileyi. M¢ti 8,25 x 6,30 um s indexem tvaru 1,30 (Pavlasek 2001). Kulovité
rezidualni télisko oocysty obvykle obsahuje 3 granula. Jedno z téchto tii granul je
znaén€ mensi (0,50 — 0,80 um) oproti zbylym dvéma (1,60 pm), které jsou ulozeny v
pozici naproti sob€. Rezidudlni tclisko je obklopeno sporozoity ve tvaru bananu

(velikosti piiblizné€ 12,80 — 14,40 um) (Obrazek 1).
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Obrazek 1. Oocysta Cryptosporidium galli

Hostitelé: Je dokazano, Ze C. galli muze infikovat Siroké spektrum riznych druht
ptacich hostiteld. Pfirozena infekce byla zaznamenana u téchto druht: pénkava
(Fringilla), kufe (Gallus gallus f. domestica), tetiev hlusec (Tetrao urogallus), hyl
ktivéi (Pinicola enucleator), neoféma tyrkysova (Neophema pulchella), plamenak
razovy (Phoenicopterus ruber), kardinal dominikansky (Paroaria dominicana) a
dvojzoborozec velky (Buceros rhinoceros) (Pavlasek 1999, 2001, Ryan a kol. 2003b,
Ng a kol. 2006). Dale byly morfologicky podobné oocysty pozorovany u mnoha
divokych a exotickych ptdkdi zahrnujici baZantovit¢ (Phasianidae), pévce
(Passeriformes) a vlhovcovité (Icteridae) (Ryan a kol. 2003b). Urceni ptesného

okruhu hostitelti bude vyzadovat jesté fadu studii.

Patogeneze: Kryptosporidioza zpisobena C. galli je spojena, dle vyzkumu, s
klinickymi pfiznaky a vysokou mortalitou (Blagburn a kol. 1990, Morgan a kol.
2001, Pavlasek 1999, 2001).

Zoonoticky potencial: Cryptosporidium galli neni infekéni pro ¢lovéka.
2.4.4 Cryptosporidium avium

Cryptosporidium avium byl do roku 2016 znam jako Cryptosporidium avian
genotyp V (Holubova a kol. 2016).

Historie: Cryptosporidium avium byl poprvé popsan u korely chocholaté (Nymhicus
hollandicus) v Japonsku (Abe a Makino 2010). Holubova a kol. (2016) tento novy
druh morfologicky, geneticky a biologicky odlisili od ostatnich druht kryptosporidii

a na zaklad¢ téchto informaci byl uznan jako novy druh.
Vyvojovy cyklus: O vyvojovém cyklu neni doposud mnoho znadmo.

Morfologie: Oocysty Cryptosporidium avium jsou vylu¢ovany pln¢ vysporulované o
velikosti 5,30 — 6,90 x 4,30 — 5,50 um (Holubova a kol. 2016).
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Hostitelé: Typickym hostitelem parazita je kakariki rudocely (Cyanoramphus
novozealandiae). Dalsimi hostiteli jsou kur domaci (Gallus gallus f. domestica),
agapornis ruzohrdly (Agapornis roseicollis), amazonan modro¢ely (Amazona
aestiva), kakadu inka (Lophochroa leadbeateri), korela chocholata (Nymhicus
hollandicus) a andulka vinkovana (Melopsittacus undulatus). Experimentalnimi
hostiteli jsou kur domaci (Gallus gallus f. domestica) a andulka vinkovana

(Melopsittacus undulatus).

Patogeneze: K mistim infekce patii kycelnik a slepé stievo (Holubova a kol. 2016).
Curtiss a kol. (2015) zaznamenal infekci v jatrech, moc¢ovodu a kloace. Onemocnéni
vétsinou probihd bez vngjSich piiznakli a béhem pitvy ptaci nevykazuji zédné
makroskopické znamky kryptosporididzy. Elektronovou mikroskopii byla odhalena
ptitomnost C. avium na mikroklcich kycCelniku a slepého stfeva bez znamek

patologickych zmén (Holubova a kol. 2016).

Dosud jen jedna studie prokazala klinické ptiznaky zptusobené C. avium.
Piedmétem této studie byl 7 lety kakadu inka (Lophochroa leadbeateri). Papousek
byl letargicky a jevil znamky anorexie. Adspekci byla zjiSténa slaba télesnd kondice
a vyhtez kloaky. DalSi vySetfeni prokazala hyperuricemii a hyperfosfatémii. Byla
provedena 1éc¢ba ptiznakli, ale papousek po par dnech zemtel. Histopatologické
vySetieni nasledné odhalilo chronicky zanét ledvin, mocovodu a kloaky ve spojeni s
protozoalnim onemocnénim a invazivni nador kloaky. Molekularnimi vySetfenimi

byla zjisténa piitomnost C. avium (Curtiss a kol. 2015, Holubova a kol. 2016).

2.4.5 Ostatni ptaci genotypy
Cryptosporidium avian genotyp I-1V, VI

U ruznych ptakt bylo identifikovano 5 genotypt ptacich kryptosporidii:
Cryptosporidium avian genotyp I-1V a VI (Meireles a kol. 2006, Ng a kol. 2006,
Chelladurai a kol. 2016).

Cryptosporidium avian genotyp | byl identifikovan pouze u kanara Cerveného
(Serinus canaria) (Ng a kol. 2006).

Cryptosporidium avian genotyp Il byl nalezen u eklektuse rtznobarevného
(Eclectus roratus), kakadu razového (Eolophus roseicapilla), korely chocholaté
(Nymphicus hollandicus) a kakadu inka (Lophochroa leadbeateri) (Santos a kol.
2005, Meireles a kol. 2006, Ng a kol. 2006, Nakamura a kol. 2009, Seva a kol. 2011,
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Nguyen a kol 2013, Wang a kol. 2014). Na zakladé fylogenetické analyzy byla
zjisténa podobnost Cryptosporidium avian genotypu | a Il k C. baileyi.
Experimentalni infekci byla zjiSténa slaba infekce Cryptosporidium avian genotypu
II v epitelu kloaky, kone¢niku a Fabriciovy burzy u pStrosa dvouprstého (Struthio
camelus) (Santos a kol. 2005).

Cryptosporidium avian genotyp Ill byl popsan u kakadu rizového (Eolophus
roseicapilla), korely chocholaté (Nymphicus hollandicus) a aratingy slune¢ni
(Aratinga solstitialis) ze zapadni Australie (Ng a kol. 2006, Nakamura a kol. 2009,
Abe a Makino 2010, Makino a kol. 2010, Qi a kol. 2011, Gomes a kol. 2012,
Nakamura 2014, Ravich a kol. 2014). Zatim pouze jedna studie popsala klinické
ptiznaky kryptosporidiozy zapti¢inéné infekci Cryptosporidium avian genotyp 1ll, a
to u jedinct druhu agapornis ruzohrdli (Agapornis roseicollis). U ptakt bylo popsano

chronické zvraceni a hubnuti (Makino a kol. 2010).

Cryptosporidium avian genotyp IV byl identifikovan u kruhoocCka japonského
(Zosterops japonicus) z Ceské Republiky (Ng a kol. 2006). S infekci byl spojen
prijem a anorexie. Oocysty Cryptosporidium avian genotypu IV méfi stejné jako

oocysty C. galli, 8,25 x 6,30 pum.

Cryptosporidium avian genotype VI byl poprvé popsan u vlhovce ¢ervenoktidlého
(Agelaius phoeniceus) v USA (Chelladurai a kol. 2016). Nebyly popsany klinické
ptiznaky.

Cryptosporidium Woodcock genotyp byl zaznamenan u sluky lesni (Scolopax
rusticola). Klinické pfiznaky onemocnéni kryprosporidiozou nebyly popsany. Pro

dalsi poznani tohoto genotypu bude potifeba mnoho dalSich studii (Ryan a kol. 2003a,
Ng a kol. 2006).

Cryptosporidium duck genotype byl identifikovan z trusu kachny ¢erné (Morgan a
kol. 2001) a pozd¢ji 1 z trusu husy kanadské (Zhou a kol. 2004). Klinické ptiznaky
spojen¢ s infekci nebyly popsany.
Cryptosporidium goose genotype I-1V

Pti studii, ktera prob¢hla na 13 mistech v Ohiu a Illinois byly prokazany
Cryptosporidium goose genotype | a Il. Pfedmétem studie byly volné zijici husy

kanadské (Zhou a kol. 2004). Dalsi studii na huse kanadské v USA, byly detekovany
Cryptosporidium goose genotypy Il a IV (Jellison a kol. 2004).

15



Cile prace

Na zaklad¢ experimentalnich infekci riznych vékovych skupin vybranych
hostitelti vyhodnotit jejich vnimavost k Cryptosporidium avium.

Porovnat vysledky s pfedchozimi pracemi zabyvajicimi se infektivitou vzhledem

k vékové¢ specifite.
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4  Material a metodika

4.1 Material

4.1.1 Paraziti
Pro experimentalni infekce byl pouzit druh Cryptosporidium avium ziskany z
ptirozen¢ infikovaného papouska kakarikiho rudocelého (Cyanoramphus

novaezealandiae).

4.1.2 Experimentalni zvifata
K experimentim byla pouzita zvifata ve vekovych kategoriich: 1-denni,
21-denni a dospéli (star$i 1 roku): kur domaci (Gallus gallus f. domestica); bazant

obecny (Phasianus colchicus); kachna bila (Anas platyrhynchos f. domestica).

4.1.3 Chov zvirat

Kur domaci: 1-denni a 21-denni kufata byla chovana v plastovych chovnych
nadobach. Podestylku tvofila sava podlozka. Dospélé slepice byly chovany v
chovnych klecich, které byly vystlany slamou. Voda a krmeni bylo k dispozici ad
libitum. Chovné nadoby i klece byly 1x denné ¢istény. Zvifata byla po celou dobu

trvani pokusu umisténa ve zvéfinci Parazitologického ustavu BC AV CR, v.i.i.

Kachna domaci: 1-denni kachnata byla chovana v plastovych chovnych
nadobéch ve zvéfinci Parazitologického ustavu BC AV CR, v.i.i. Podestylku tvofila
sava podlozka. 21-denni a dospé€lé kachny byly umistény v pokusné staji Zeméd¢elské
fakulty, JihoGeské univerzity v Ceskych Budgjovicich. Zde byla zvifata chovana v
kotcich s betonovou podlahou a difevénymi zdmi. Podestylku tvofila slama. Voda a

4

krmeni bylo k dispozici ad libitum. Kotce byly 1x denné ¢istény.

BaZant obecny: 1-denni a 21-denni kufata bazantii byla chovédna v plastovych
chovnych nadobach. Podestylku tvofila sava podloZzka. Dospéli baZanti byli umisténi
ve zvéfinci Parazitologického tistavu BC AVCR, v.v.i. Voda a krmeni bylo k

dispozici ad libitum. Prostor byl ¢istén 1x denné.
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4.2 Metodika

4.2.1 Purifikace oocyst

Vzorek trusu obsahujici oocysty C. avium byl rozmélnén v deionizované vodé
ve tfeci misce, prefiltrovan ptes sitko (oka 200 um) a poté mikrositko (oka 70 pum)
do 50 ml centrifugacni zkumavky. Nasledn¢ byla zkumavka s rozmélnénym vzorkem
centrifugovana pii 1350 g po dobu 20 minut. Supernatant byl odsan a sediment
obsahujici oocysty kryptosporidii nasledné piecistén na cesium-chloridovém

gradientu (Arrowood a Donaldson 1996).
Cesium chloridovy gradient (Arrowood a Donaldson 1996)
Pouzité chemikalie:
Cesium chloridovy roztok (hustota 1,15 g/ml)
PBS (0,025 M PBS; pH 7,2)
Postup:

Sediment obsahujici oocysty resuspendovat v PBS.
Do 2 ml zkumavky napipetovat 1 ml CsClI.
Na ngj opatrné navrstvit 0,5 ml suspenze oocyst v PBS.

Centrifugovat pfi 20 °C 3 minuty pii 13 400 g.

o B~ w0 D

Supernatant ptepipetovat do 50 ml centrifuga¢ni zkumavky, sediment

vyhodit.

6. Zkumavku doplnit deionizovanou vodou a pii 20 °C centrifugovat 20
minut pii 3500 g.

7. Odséat supernatant na 5 ml.

8. Zkumavku doplnit deionizovanou vodou, zvortexovat obsah a pti 20 °C
centrifugovat 20 minut pii 3500 g. Tento krok opakovat 3 — 4x, aby se
vymyl roztok CsCl.

9. Oocysty uchovavat pii 4 °C.
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4.2.2 Barveni oocyst
Barveni oocyst kryptosporidii anilin-karbol-methyl-violeti dle Milacka a
Vitovce (1985)

Pouzité chemikalie:
Roztok anilin-karbol-methyl-violeti

0,6 g methyl violeti
1 ml anilinu

1 g fenolu

30 ml 96% alkoholu

70 ml deionizované vody

Roztok 2% kyseliny sirové
Tartrazin
1% roztok tartrazinu v 1% kyseliné octové
Postup:

1. Provést tenky natér trusu na podlozni sklo a po zaschnuti fixovat methanolem
v plameni.

2. Zaschly a fixovany natér barvit v roztoku methylvioleti 30 minut.

3. Oplachnout pod tekouci vodovodni vodou a 1 — 3 minuty diferencovat v 2%
roztoku kyseliny sirové.

4. Znovu oplachnout pod tekouci vodovodni vodou a dobarvit roztokem
tartrazinu po dobu 5 minut.

5. Opléchnout pod tekouci vodovodni vodou, osusit.

6. Na suchy, obarveni natér aplikovat kapku imerzniho oleje a pozorovat

mikroskopem (zvétSeni 1000x).

Vyhodnoceni: Oocysty kryptosporidii se barvi temné fialové na hnédo oranzovém

pozadi.

4.2.3 Morfologie oocyst Cryptosporidium avium
Velikost oocyst Cryptosporidium avium byla méfena vzdy u 100 ks
purifikovanych oocyst pomoci digitdlni analyzy obrazu (software M.I.C. Quick

Photo Pro v 2.0 software, Olympus Camedia C-5060 WIDEZOOM, 5.1 megapixels
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digitalni kamera; Mikroskop Olympus IX70; za pouziti imerzniho objektivu -

zvétseni 1000%). Byla méfena délka a Sitka oocyst a byl vypocitan index tvaru.

4.2.4 Ovéreni Zivotaschopnosti oocyst
Pouzité chemikalie:
Propidium jodid (PI)
1mgPlv1iml0,1MPBS;pH?7,2
Postup:

1. Ke 100 pl suspenze piecisténych oocyst ptidat 10 pl zasobniho roztoku PI.

2. Smés promichat a poté 30 minut barvit ve tmé pfi laboratorni teplot¢.

3. Nasledné centrifugovat 3 minuty pii 16 000 g, 20 °C.

4. Vzorek nakonec promyt jesté¢ 2% v nadbytku dH,O centrifugaci stejnym
postupem.

5. Oocysty pozorovat fluorescenénim mikroskopem s filtrem o vlnové délce 590

nm a zvétSenim 1000x (Olympus IX 70).
Vyhodnoceni:

Mrtvé oocysty pii excitaci svétlem o vinové délce 590 nm emituji Cervenou

fluorescenci.

4.2.5 Design experimentalnich infekci

Infekce zvirat

Kazdé zvite bylo infikovano peroralné davkou 380 tis. oocyst
resuspendovanych v 1 ml deionizované vody. Jako kontrolni skupina byly pouzity 3
Kusy zvitat stejného druhu a vékové kategorie. Kontrolni, nenainfikovani jedinci,
byli chovéni za stejnych podminek oddé€lené od infikovanych zvifat. Vzorky trusu

byly odebirany 1x denné. VSechny experimenty byly ukonéeny po 30 dnech.
Odbér vzorki pro parazitologické vySetieni

Odbéry vzorkl pro parazitologické vysetieni byly provadény pravidelné po 24
hodinach po dobu 30 DPI (dny po infekci). Vzorky trusu byly odebirany
bezprostiedné po vykaleni zvifete do plastovych beden a poté uloZeny individualné
do 1,5 ml zkumavek. Kazda zkumavka byla ozna¢ena ¢islem zvifete a datem odbéru.

Po odbéru byl provadén natér trusu pro mikroskopické vysSetteni a izolace DNA pro
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molekularni ovéteni identity izolatu a pfitomnosti specifické DNA. Zbyly materil ze

vzorki byl skladovén v lednici pfi teploté 4 °C.

4.2.6

Hodnoceni intenzity infekce

U vzork, které byly mikroskopicky pozitivni, byla odhadnuta intenzita infekce

a vyjadiena jako pocet oocyst na gram trusu (OPG) (Kvac a kol. 2007).

1. Zvézit podlozni sklo s pfesnosti na 3 desetinnd mista.

2. Provést natér trusu na predem zvazeném skle.

3. Znovu zvazit sklo s natérem trusu s piesnosti na 3 desetinna mista.

4. Vypocitat hmotnost natéru.

5. Spocitat pocet oocyst na skle.

6. Vypocist pocet oocyst na 1 gram trusu.
4.2.7 lzolace DNA

Izolace DNA byla provedena pomoci komer¢niho kitu PSP Spin Stool DNA

Kit (Invitek).
Postup:

1. Celkem 200 mg trusu bylo vlozeno do zkumavek (Safe Lock Tube; 2,5 ml),

byly ptidany sklenéné (0,5 mm) a zirkonové kuli¢ky (2 mm) a 0,8 — 1,2 ml
Lysis Buffer P.

Vzorek byl zhomogenizovana pomoci homogenizatoru Fast Prep 24
Instrument, MPBio po dobu 1 minuty pfi rychlosti 5,5 m/s.

Dale byly vzorky inkubovany v termobloku po dobu 10 minut pfi teploté
95 °C, béhem inkubace byly vzorky pravidelné vortexovany.

Nasledné byly vzorky centrifugovany 1 minutu pii 11 000 g.

Veskery supernatant byl pifeveden do InviAdvisorb-Tube, 15 s vortexovan,
I minutu inkubovan pfti laboratorni teploté a poté centrifugovan 3 minuty pfi
rychlosti 13 400 g.

Supernatant byl piepipetovan do Cistych 1,5 mikrozkumavek a centrifugovan
3 minuty pii 13 400 g.

Do distych 1,5 ml mikrozkumavek bylo napipetovano 25 ul Proteinase K a
pfidano 400 pl supernatantu. Cely obsah zkumavky byl zvortexovén a
inkubovan v termobloku 10 minut p#i 70 °C. Béhem inkubace byly zkumavky

vZzdy kratce vortexovany.
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Do mikrozkumavky bylo pfipipetovano 200 pl Binding Buffer A a
zvortexovano.

Veskery objem byl ptfepipetovan do SpinFilter + Tube (kolona se sbérnou
mikrozkumavkou), inkubovan 1 minutu pfi laboratorni teplot¢ a

centrifugovan 1 minutu pifi 11 000 g.

10. Odpad ze sbérnych mikrozkumavek byl vylit a na kolonu bylo pfipipetovano

500 pl Wash I, dale byly mikrozkumavky s kolonami centrifugovany
1 minutu pii 11 000 g.

11. Znovu byl odpad ze sbérnych mikrozkumavek vylit a na kolonu bylo

pripipetovano 700 pl Wash II, poté byly mikrozkumavky s kolonami

centrifugovany 1 minutu pii 11 000 g.

12. Naposledy byl vylit odpad a mikrozkumavky byly centrifugovany 4 minuty

pii 13 400 g.

13. Kolona byla pfemisténa na Cistou mikrozkumavku a bylo pfipipetovano 200

4.2.8

ul  Elution Buffer D (Elution Buffer byl pfedehian na 70 °C).
Mikrozkumavky byly inkubovany 3 minuty pfi laboratorni teploté a poté
centrifugovany 1 minutu pii 11 000 g.

Genotypizace izolati Cryptosporidium avium

Identita pouzitého izolatu byla ovéfovana na zdklad¢é Castetné sekvence genu

kodujiciho malou ribozomalni podjednotku rRNA (Xiao a kol. 1999, Jiang a kol.
2005).

Primery pro amplifikaci SSU genu

Primarni reakce

F1 5'-TTCTAGAGCTAATACATGCG-3’

R1 3"-AGGACAAAGTTCCCTTTACCC-5’
Sekundarni reakce

F2 5'-GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAG-3’

R2 3’-ATGAAGGTGACGTAGGATACTC-5’
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Tabulka 1. Reakéni smés pro PCR protokol

ribozomalni podjednotku

Primarni reakce (ul)

pro amplifikaci ¢asti genu pro malou

Sekundarni reakce (ul)

H,0 e 12,30
MgCl, (25 mM) 1,20
10Xbuffer -------------- 2,00
dNTP 10 mM 0,40
forward 10 uM 0,40
reverse 10 uM 0,40
BSA (10 mg/ml) 0,80
Taq (1U/1pul) 0,50
DNA = e 2,00
Celkem  ---------om-- 20,00

H0 e 11,90
MgCl, (25mM) 1,20
10Xbuffer -------------- 2,00
dNTP 10 mM 0,40
forward 10 uM 0,60
reverse 10 uM 0,60
BSA (10 mg/ml) 0,80
taq (1U/1pul) 0,50
DNA e 2,00
Celkem  --------m-mmm- 20,00

Amplifika¢ni program pro termocycler (Bioer, KRD) pro SSU primery (celkem

35 cyklu)
Pocatecni denaturace
Denaturace
Nasedani primert
Dosyntetizovani nového fetézce

Finalni extenze

4.2.9 Gelova elektroforéza

94 °C po dobu 3 minut.

94 °C po dobu 45 sekund
55 °C po dobu 45 sekund
72 °C po dobu 60 sekund

72 °C po dobu 7 minut

Velikost PCR fragmentli byla ovéfena gelovou elektroforézou. Na 1%

agar6zovém gelu s pfidavkem ethidium bromidu byl produkt PCR vizualizovan

pomoci UV zafeni (302 nm).
Pouzité chemikalie:

TAE pufr

Agaroza

Ethidium bromid

100 bp DNA Ladder

23



Postup:

1. Smichat agar6zu a TAE pufr, nechat rozpustit v mikrovinné troub¢ a pod
tekouci vodou zchladit na teplotu ptiblizné 50 °C.

2. Prtidat ethidium bromid.

3. Takto pfipraveny gel nalit do predem pfipravené¢ formy velikosti
odpovidajici poctu ovéfovanych vzorkii, poté vlozit hieben a nechat
ztuhnout.

4. Gel vlozit do elektroforetického tanku s TAE pufrem a do jamek po
hiebenu nanést 10 pul PCR sekunddrniho produktu a 2x10 ul ladderu.
Napéti nastavit na 70 V a spustit do doby separace fragmentii DNA.

5. Pro vizualizaci DNA fragmentl pouzit UV transiluminator.

4.2.10 Sekvenace vzorki

Nukleotidové sekvence byly analyzovany pomoci online dostupného programu
Chromas Pro v 1.32 (www.technilysium.com.au/chromas.html) a dale pomoci
programu ClustalX (ftp:/ftp-igbmc.u-strasbg.fr/pub/SlustallX/) a BioEdit porovnany

se sekvencemi ulozenymi v databazi GenBank.

4.2.11 Fylogeneticka analyza

Metodou Neighbor-Joining byly vypocéteny fylogenetické vztahy mezi
jednotlivymi druhy a genotypy kryptosporidii (Saitou a Nei 1987). Byl pouzit
dvouparametrovy distan¢ni model dle Kimury (1980). Na zakladé 1000 opakovani
byl ziskdn bootstrapovy konsenzus vyslednych stromii. Ke konstrukci

fylogenetickych stromi byl pouZit program MEGA 6.
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5 Vysledky

5.1 Mikroskopické a molekularni vySetieni experimentalnich zvirat
Infek¢éni davka ziskana z trusu kakarikiho rudocelého byla otestovana, zda je

100% shodna s C. avium. Na zaklad¢ fylogenetickych vysledk byl tento izolat

pouzit na piipravené experimenty. V kladogramu je znadzornéna 100% shoda infekéni

davky s C. avium (Obrazek 2).

Vsechna zvifata pouzita pro experimentalni pokusy byla pred infekci vySetfena
na pfitomnost oocyst kryptosporidii detekovanych mikroskopicky, tak 1 na
pritomnost specifické DNA kryptosporidii testovanou nested PCR za pouziti rodové
specifickych primert amplifikujicich ¢ast genu kddujiciho malou ribozomalni
podjednotku (SSU rRNA). Na zéklad¢ negativnich vysledkd byli vybrani ptaci

zatazeni do pokusu.

Obrazek 2. Kladogram fylogenetickych vztahl ptacich izolatd s ostatnimi druhy a genotypy
kryptosporidii na zakladé¢ castecné nukleotidové sekvence genu kodujictho malou

ribozomalni podjednotku (SSU), vytvofeny metodou neighbor—joining (1000x bootstrap).

C. erinacei [KF612324]

ferret genotype [AF112572]

C. tyzzeri [AF112571]

C. parvum [AF093493]

C. cuniculus [FJ262724]

C. hominis [AF093492]

C. wrairi [AF115378]

C. meleagridis [AF112574]

C. suis [AF108861]

C. felis [AF159113]
C. canis [AF112576]

0.02 substitutions/site
—_—

C. ubiquitum [EU827424]
926 C. macropodum [AF513227]
C. fayeri [AF112570]
53 C. viatorum [JN846705]
65 - C. varanii [EU553556]

99: goose genotype Il [AY504512]

goose genotype | [AY120912]

85 C. scofarum [JX424840]
98 C. bovis [AY741305]
86' C. xiaoi [GQ337962]

96 C. baileyi [AF093495]
avian genotype | [DQ650339]
1’ avian genotype Il [DQ002931]

99 C. avium [sekvence ziskané v ramci studie]
C. avium [AB471646]

C. molnari [HM243548]

C. fragile [EU162751]

82 avian genotype IV [DQ650344]
% = C. galli [HM116388]
80, C. andersoni [EU245042]
B ——0 i [AB089284]

C. serpentis [AF151376]
W(__‘—_avian genotype Il [AB471645]
99

eurasian woodcock genotype [AY273769]
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5.2 Hostitelska specifita Cryptosporidium avium

Na zaklad¢ experimentalni infekce bylo prokazano, ze C. avium ziskané z
kakarikiho rudoc¢elého bylo infek¢ni pro kur domaci (Gallus gallus f. domestica),
kachnu domaci (Anas platyrhynchos f. domestica) a nebylo infekéni pro bazanta
obecného (Phasianus colchicus).

5.3 Vékova specifita

Bazant obecny (Phasianus colchicus)

Na zaklad¢ mikroskopického a molekularniho vysetieni bylo prokazano, ze ani
jedna z vySetfovanych vékovych kategorii bazanta obecného (Phasianus colchicus)

nebyla vnimava k infekci C. avium.
Kachna domaci (Anas platyrhyncos f. domestica)

Kategorie, kterd zacala oocysty vyluc¢ovat jako prvni, byla kategorie 1-dennich
kachnat, kde jsme molekularnimi metodami detekovali oocysty jiz 4. DPL. U
kategorie 21-dennich kachnat a dospélych kachen jsme molekularnimi metodami
prokazali infekci C. avium 6. DPI. Mikroskopickym vySetienim byly oocysty vzdy
identifikovany s nékolika dennim zpozdénim (Tabulka 1). Délka infekce u vsech

veékovych kategorii kachny domaci byla delsi nez 30 DPL
Kur domaci (Gallus gallus f. domestica)

Na zaklad¢ PCR detekce zacala 1-denni kurata vyluovat oocysty od 10. DPI.
O jeden den dfive zacala patentni perioda u 21-dennich kurat, dle PCR detekce od 9.
DPI. Mikroskopické vysetfeni prokazalo pfitomnost oocyst pozdéji (Tabulka 1).
Vylucovani oocyst u kategorie dospélych jedincii zapocalo nejpozdéji, a to 11. DPI,
kdy byla infekce prokdzana molekularnimi metodami. Mikroskopickym vySetfenim
nebyly u dospélych jedinct kura doméciho oocysty detekovany. Vylu¢ovani oocyst u

vSech vékovych kategorii trvalo déle nez 30 DPI.
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Tabulka 1. Frekvence vylucovani oocyst Cryptosporidium avium detekovana
mikroskopickym vySetfenim (x) a PCR analyzou (Sedé

zvyraznéni).

Vylu€ovani oocyst Cryptosporidium avium
Druh zvitete  Vék zvitete  Cislo zvifete (Dny po infekci)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

2] X X X X X

1-denni | x % x % x x X x X X X x
I X X X X X x X x

Kur doméci ] X x x x
(Gallus gallus 21-denni | x x
f. domestica) Il x x X x x
]
adultni | £3
Il
) x x x x x x x x x x
1-denni | x x X x x x
Kachna Il x X x x x x x x x x
doméaci ) X X X X X X X X X X X x x x x X x X
(Anas 21-denni | x x X X x
platyrhynchos Il X X x x x
f. domestica) ] X X x X X x X

adultni | x X x  x x x x X x

5.4 Intenzita infekce

Nejvyssi intenzita infekce byla detekovana u 1-dennich mlédd’at kachny
doméci. Zatimco maximalni intenzita infekce u 1-dennich kachiat dosahovala
12 000 OPG 10. DPI, u kufat bylo zjisténo maximalni mnozstvi vylucovanych oocyst
2 500 OPG. Jak u kufat, tak kachiiat doSlo s rostoucim v€kem ke snizovani intenzity
infekce. U 21-dennich kachnat a kutat bylo zaznamenano nejvyssi vylu¢ovani oocyst
¢itajici 1 000, respektive 1 400 OPG. Dospéli jedinci kachny domaci vylucovali
oocysty C. avium o maximalni intenzité¢ 1 400 OPG (Graf 1 a 2). U dospélych slepic

bylo vylu¢ovani oocyst pod detekénim limitem pouZité metody.

27



Graf 1. Intenzita infekce Cryptosporidium avium vékovych kategorii kachny domaci na

zakladé mikroskopického vySetieni

14000

—— 1-denni kachny

12000 —— 21-denni kachny
—— dospélé kachny
10000 -

8000 -
4000 T

3000
2000
1000 -

Intenzita infekce (OPG)

T T T T T T T T T T T T T ¥ T T T 4 T T T T T ¥ T T T

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
Dny po infekci (DPI)

Graf 2. Intenzita infekce Cryptosporidium avium vékovych kategorii kura domaciho na

zakladé mikroskopického vySetieni
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5.5 Kilinické priznaky
U zadného ze zvifat, kterd byla vnimava k infekci C. avium, jsme
nezaznamenali klinické pfiznaky kryptosporididzy. Zvifata nejevila zndmky

anorexie, nebyla malatna a neprojevil se u nich prijem.
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5.6 Morfologie oocyst Cryptosporidium avium

U vSech vySetfovanych druhii a v€kovych kategorii zvifat vnimavych k infekci
C. avium jsme mikroskopicky pozorovali vylu¢ované oocysty. Proméfenim oocyst
jsme ziskali rozméry, které se u vSech vyluovanych oocyst témef neménily.
Velikost oocyst C. avium dle naseho méteni byla 5,3 — 6,9 x 4,3 — 5,5 um (Obrazek
3).

Obrazek 3. Oocysty Cryptosporidium avium zobrazeny A) diferencialnim interferenénim
kontrastem, B) barveni anilin-karbol methyl violeti a C) specifickymi protilatkami proti

sténé oocysty (Crypto Cel). Méfitko 5 pm.

29



6 Diskuze

Ptac¢i kryptosporidie jsou schopné infikovat Siroké spektrum ptacich hostitelt
(Fayer 2010). Diky nasi studii, mizeme tuto hypotézu jediné podpotit, jelikoz se nam
podafilo infikovat izolatem ziskanym z papouska kakariki rudocelého
(Cyanoramphus novaezelandiae) patticiho do fadu papouskovitych, kachnu domaci
(Anas platyrhynchos f. domestica) patiici do fadu vrubozobych (Anseriformes) a kur
domaci (Gallus gallus f. domestica) z fadu hrabavych (Galliformes). Vnimavost kura
domaciho k infekci C. avium byla popsana jiz v roce 2014 u brojlerovych kufat v
Cing (Wang 2014). Infektivita ptadich kryptosporidii pro zastupce ¢&eledi
bazantovitych (Phasinidae) byla zaznamenédna dosud pouze v 1 studii, kterd popsala
spontanni infekci C. meleagridis u Orebice rudé (Alectoris rufa) (Maca a Pavlasek
2015). Oproti C. meleagridis, u kterého je popsana hostitelskd vnimavost pro savce
véetné mysi, potkand, kralikl, skotu a ¢lovéka (Pedraza-Diaz 2001, Cama a kol.
2003, Darabus a Olariu 2003, Xiao a Ryan 2004, Elwin a kol. 2012), neni infekce

C. avium popsana u jinych nez ptacich hostitelt.

Poznatky o pribéhu kryptosporidiovych infekei, vcetné vékové specifity
hostitelll jsou chybéjici casti biologie téchto parazitii a to nejenom druhii infikujicich
ptaky, ale i ostatni obratlovce. Prepatentni perioda C. avium u kachen domaécich (4 —
6 dni) je podobna prepatentni periodé C. baileyi a C. meleagridis (4 — 8 dni; Lindsay
a kol. 1988, Hornok a kol. 1998, Timova a kol. 2002).

Dosud bylo publikovano jen nékolik malo studii, které se zabyvaly pfimo
vekovou specifitou kryptosporidii. Jednou z nich byla prace sledujici vékoveé
zavislou vnimavost k infekci C. baileyi, kdy byla experimentalni infekci podrobena
1- a 9-tydenni kurata. Vysledky této studie prokazaly, ze prepatentni perioda je
znacn¢ krat$i u starSich kufat, zatimco patentni perioda del$i u mladSich kufat (Sréter
a kol. 1995, 2000). Prestoze, je C. avium fylogeneticky blizce piibuzné pravé
C. baileyi a mohli bychom ocekavat obdobny prubéh infekce, nase vysledky
nekoresponduji s citovanou praci. Neprokazali jsme vliv véku na délku prepatentni a
patentni periody. Prestoze ptaci béhem experimentu vylucovali jen malé mnozstvi
oocyst, délka infekce trvala po celou dobu experimentu. Lze ptredpokladat, Ze ndmi
vyvolané infekce by pokracovaly v chronické formé ne€kolik mésicti. Toto tvrzeni

opirame o fakt, Ze kakariki rudocely, z kterého byl ziskan izolat pro na$i studii
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vylucoval oocysty C. avium vice nez 5 mésicii (Holubova a kol. 2016). Taktéz byla
zjisténa infekce vyvolana C. avium u 7 letého kakadu inka (Lophochroa leadbeateri)
(Curtiss a kol. 2015). V souladu s ptedeSlymi studiemi jsme prokazali nizkou
intenzitu infekce vyvolanou C. avium (Ng a kol. 2006, Curtiss a kol. 2015, Holubova
a kol. 2016).

Na rozdil od C. scrofarum infikujici pouze starsi prasata nebo C. parvum, které
je infekéni pouze pro selata do 2 mésici véku, C. avium patii mezi druhy a genotypy

kryptosporidii, u kterych nebyla popsana vékova specificita (Kvac a kol. 2013).

V souladu s vysledky Srétera a kol. (1995), kteti popsali 3x vyssi intenzitu
infekce C. baileyi u skupiny 1-tydennich kufat v porovnani s 9-tydennimi kufaty,
jsme pozorovali vyssi intenzitu infekce u mladsich vékovych kategorii. S ohledem na
to, ze vSechna pouzitd zvifata byla kryptosporidii prostd a u vétSiny lze se 100%
jistou fici, ze se s kryptosporidiemi nikdy v Zivoté nesetkala lze piredpokladat, ze na

intenzitu infekce bude mit vliv zralost imunitniho systému.

Ptaci infikovani C. avium nevykazovali znamky kryptosporididzy, coz je v
souladu s dfive publikovanymi vysledky (Ng a kol. 2006, Holubov4 a kol. 2016).

Oocysty C. avium (5,30 — 6,90 x 4,30 — 5,50 um) jsou morfologicky
neodlisitelné od oocyst fylogeneticky piibuznych druht a genotypii kryptosporidii:
C. baileyi (6,3 x 4,6 um; Current a kol. 1986) a Cryptosporidium avian genotype 11
(6,00 — 6,50 x 4,80 — 6,60 um; Meireles a kol. 2006, Ng a kol. 2006, Qi a kol. 2011).
Naopak jsou vétsi nez oocysty C. meleagridis (5,00 x 4,30 um, Slavin 1995) a mensi
nez ocysty zalude¢nich druhu: C. galli (8,00 — 8,50 x 6,20 — 6,40 um; Ryan a kol.
2003Db), Cryptosporidium avian genotype III (7,50 x 6,30 um; Meireles a kol. 2006,
Ng a kol. 2006) a Cryptosporidium Woodcock genotype (8,50 x 6,40 um; Ryan a
kol. 2003a).
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Zavéry

Cryptosporidium avium neni infekéni pro bazanty.

Cryptosporidium avium je infekéni pro vSechny vysetfované vékové kategorie
kura doméciho a kachny domaci.

Prepatentni perioda u kura doméciho je 9 — 11 DPI

Prepatentni perioda u kachny domaci je 4 — 6 DPI.

Nejvnimav¢jsi k infekei C. avium jsou 1-denni kachiata.

Patentni perioda C. avium u kura domaciho a kachny domaci je delsi nez 30
DPLI.

Oocysty C. avium jsou morfologicky neodlisitelné od oocyst C. baileyi.
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