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Annotation:

This study investigated the diversity of Cryptosporidium in wild ducks (Anas
platyrhynchos) in the Czech Republic. A total of 298 faecal samples were collected at 7
localities. Samples were examined for the presence of Cryptosporidium using microscopy
(following aniline-carbol-methyl violet staining) and sequence analysis of PCR amplified
products. Thirty two wild ducks were tested positive for Cryptosporidium spp. DNA. Only 8
positive ducks were also microscopically positive. Phylogeny analyses of the
Cryptosporidium 18S rRNA, actin, and HSP70 genes revealed presence of C. avium (n=4),
C. baileyi (n=6), avian genotype Il (n=5), duck genotype | (n=9) and novel genotype named
duck genotype Il (n=8). Cryptosporidium duck genotype | and Il were not infectious for
laboratory BALB/c mice (Mus musculus) and budgerigars (Melopsittacus undulatus), but it
was infectious for domestic ducks (Anas platyrhynchos f. domestica). The course of
infection in ducks did not differ between genotypes. The patent period in ducks was >30 DPI
and ducks started to shed oocysts of both genotypes 4 DPI. Infection intensity was low for
both genotypes reaching 2,000-10,000 OPG. Histological examination revealed the presence
of life stages of duck genotype I and Il in small intestine. Naturally or experimentally

infected birds showed no clinical signs of cryptosporidiosis, and no pathology was detected.
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1. UvOD

Zastupci rodu Cryptosporidium jsou epicelularni jednobunééni paraziti parazitujici u celé
fady obratlovci vcetné cloveéka. Nachazeji se piedevSim v oblasti mikroklkli epitelu
traviciho traktu a epitelu dychacich cest (Current a kol. 1986; Lindsay a kol. 1987,
Bermudez a kol. 1988). Ve vyjime¢nych ptipadech se mohou vyskytovat v jinych organech
jako je kloaka ¢i bursa Fabricii u ptaka (Current a kol. 1986). Rod Cryptosporidium patii
spolu s vice nez 300 dalsimi rody do kmene Apicomplexa, ktery zahrnuje ptiblizné 4 800
pojmenovanych druhii. Nékteré druhy rodu Cryptosporidium jsou hostitelsky specificke,
zatimco jiné infikuji mnoho hostitelskych druhti (Fayer a Xiao 2008). Do soucasné doby
bylo popsano 36 druhti a vice nez 200 genotypu kryptosporidii. Pfes stale vzrustajici zajem o
studium téchto parazitd, je vyzkum sméfovan piedev§im na Kkryptosporidie a
kryptosporidiozu savct, zatimco kryptosporididéza ostatnich obratlovct, véetné ptaka neni

sttedem pozornosti.

I pfes obrovskou rozmanitost zastupcu v tiidé ptakt oproti téidé saven, byly doposud
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 (difive znamé jako Cryptosporidium
avian genotype V) (Holubova a kol. 2016).

Pravé proto jsme se zaméfili na studium ptacich genotypii. Cilem této prace je Castecné

doplnit informace o ptacich genotypech, které by mohly pomoci popsat nové druhy.



2. LITERARNI PREHLED
2.1. Réad vrubozobi (Anseriformes)

Ptaci fadu vrubozobych jsou stiedné velci az velci ptaci. Mezi nejmensi vrubozobé patii
Cirka obecna (Anas cracca) a nejvétsim druhem je labut’ velka (Cygnus olor). Zobak
vrubozobych nese po okrajich Celisti napfi¢ postavené rohovité vyristky, jejichz stavba je
vysoce piizpusobena piijimané potravé a zptusobu vyzivy (Hudec a kol. 1994). Jejich zobak
je siroky a plochy. Rohovité zoubky funguji jako sito, kterym procezuji vodu, a uvniti pak
zustane potrava (Dmitrijev 1991). Husy a kachny jsou bylozravé formy, hledajici potravu
vetsinou 1 mimo vodu na loukach a na polich s obilim (Hudec a kol. 1994). Siln¢ vyvinuty je
svalnaty Zaludek. Slepa stfeva jsou dlouhd, jenom u ryboZzravych mor¢aki jsou zakrnéla.
V souvislosti s zivotem ve vodnim prostfedi maji vesmés dobfe vyvinutou kostréni zlazu,
ktera produkuje hojn¢ mazu; vSichni vrubozobi vénuji mnoho péfe kromé CiSténi i

dikladnému promastovani peti (Hudec a kol. 1994).
Systém, rozsireni a fylogeneze

Rad vrubozobi zahrnuje dvé &eledi: pahusovité (Anseranatidae) a kachnovité (Anatidae).
Pahusovité jsou ¢eledi s jedinym druhem, pahusou strakatou (Anseranas semipalmata), zijici
v australské oblasti. Celed’ kachnovitych obsahuje 146 druhti kachen, moréaku, hus a labuti,
rozsitenych ve viech svétadilech mimo Antarktidy. Na uzemi Ceské republiky a Slovenska

bylo dosud popsano 41 druht (Hudec a kol. 1994).
VVyznam vrubozobych

Druhy vrubozobych vyskytujici se u nas tvoii vyhledavanou lovnou zvéf. Odstiel v Ceské
republice ¢ini roéné mnoho tisic kust. Vyznamnymi druhy jsou zejména kachna divoka
(Anas platyrhynchos), ¢irka obecnd (Anas cracca), 1zicak pestry (Anas clypeata), polék
velky (Aythya ferina) a lokalné i husa velka (Anser anser) (Hudec a kol. 1994).

2.1.1. Kachna divoka holoarkticka (Anas platyrhynchos platyrhynchos)

Kachna divoka je jedna z nerozsitengjSich kachen. Je to piedek kachny domaci. Obyva
parky, vodni kanaly ve méstech, eutrofickd jezera, lesni baziny ale i moiské vody. Kachna
divoka ma Sirokou Skalu hnizdist: kioviny, stromové diry, uméla hnizda v blizkosti budov
nebo na nich (Svensson a kol. 1999). Rozsiteni kachny divoké je holoarktické (Obrazek 1).
Je to asteéné tazny druh, ktery se v Ceské republice &etnd vyskytuje a pravidelné zimuje.
Nejhojné&ji hnizdi v oblastech rybniki, ale i kolem nezamrzajicich potoka a fek (Hudec a kol.
1994, Harrison a Greensmith 1993).



Vyznam kachny divoke

Kachna divoka je vyznamna jako lovny ptak pro své chutné maso. Ro¢né se u nas ulovi
kolem 30-100 000 kachen divokych. Kachny jsou loveny na spole¢nych honech nebo pii

vecerni ¢ekané ,,na tahu* (Hudec a kol. 1994).

Pokles podetnosti kachny divoké vedl v mnoho statech, véetné Ceské republiky,
k zakladani intenzivnich chovii a vypousténi odchovanych jedinci pro lovecké tucely
(Pechmanova a Kreisinger 2015). Na uzemi Ceské republiky byly kachny divoké vypoustény
od zacatku 50. let z polodivokého chovu i domaciho chovu (Tocka 1972; Musil a kol. 2001;
Kubesova 2002). Intenzivni chovy se za¢aly rozmahat od zagatku 80. let 20. stoleti (Stastny
a Bejcek 1989; Musil a kol. 2001; Musil a Cepak 2004).

V zemédélstvi nékdy zpisobuji Skody tim, Ze se volné zijici kachny pfizivuji na

rybni¢nich kachnich farmach, kde mohou ptispét k ptenosu infekci (Hudec a kol. 1994).

Obrazek 1. Areal rozsifeni kachny divoké (Anas platyrhynchos) (Hudec a kol. 1994,
upraveno).
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2.2. Kryptosporidie

Kryptosporidie jsou celosvétové jednou z hlavnich pfi¢in prijmovych onemocnéni nejen
u mlad’at riznych druhu zvitat, ale také u déti a osob s poruchami imunitniho systému a
zvlasté potom pacienti s AIDS (Fayer 2000; Chen a LaRusso 2002). VétSina lidskych
infekci je prisuzovana lidskému druhu C. hominis a zonotickému C. parvum (Checklay a
kol. 2015). Vétsina druhti a genotypi kryptosporidii ma uzkou hostitelskou specifitu (Kvac a
kol. 2014a). Infekce je pienaSena hlavné fekalné-ordlni cestou a je zahajena, kdyz se
sporozoiti uvoliuji z oocyst piitomnych ve vodé, v potravé, piimym kontaktem se zvifetem
nebo infikovanou osobou (Bouzid a kol. 2013). Pfenos infekce je uskute¢iiovan oocystami
vylu¢ovanymi stolici a exkrementy zvifat do vné&jsiho prostfedi (Putignami a Menichella

2010; Obrazek 2).

Obrazek 2. Mozné cesty pienosu Kryptosporidii (Putignani a Menichella 2010, vlastni

Uprava)
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2.2.1. Historie

V roce 1907 Ernest Edward Tyzzer popsal prvni kryptosporidie v zlaznatém zaludku mysi

(Mus musculus) a tento parazit byl pojmenovan Cryptosporidium muris (Tyzzer 1907).

Nasledné, o nékolik let pozdéji, byl popsan dalsi druh, Cryptosporidium parvum, v tenkém

stiev¢ laboratornich mysi (Tyzzer 1912). V roce 1979 bylo zahajeno studium Kkryptosporidii

v Ceské republice, pfispély k tomu nalezy u telat a jehiat (Pavlasek 1999). Doposud bylo

uznéno 36 druhu kryptosporidii. Seznam platnych druht je uveden v tabulce 1.

Tabulka 1. Seznam platnych druhi rodu Cryptosporidium

Druh Reference Hostitelé Lokalizace
C. andersoni Lindsay a kol. 2000 skot slez
C. avium Holubova a kol. 2016 ptaci stievo, vzdu$né vaky, ledviny
C. baileyi Current a kol. 1986 dribez bursa Fabricii
C. bovis Fayer a kol. 2005 skot tenké stievo
C. canis Fayer a kol. 2001 psi tenké stievo
C. cichlidis Paperna a Vilenkin 1996 ryby stievo
C. cuniculus Robinson a kol. 2010 krélici stfevo
C. ducismarci Traversa D. 2010 zelvy stievo
C. erinaceli Kvac a kol. 2014b jezci stievo
C. fayeri Ryan a kol. 2008 klokani stievo
C. felis Iseki 1979 kocky tenké stfevo
C. fragile Jirkd a kol. 2008 obojzivelnici Zaludek
C. galli Ryan a kol. 2003b ptaci zlaznaty zaludek
C. homai Zahedi a kol. 2017 morce Stievo
C. hominis Morgan-Ryan a kol. 2002 lide stfevo
C. huwi Ryan a kol. 2003 ryby zaludek, tenké stievo
C. macropodum  Power a Ryan 2008 klokani stfevo
C. meleagridis Slavin 1955 ptaci tenké stifevo
C. molnari gé‘éiﬁizl;apzléggro asiga- ryby zaludek, tenké stievo
C. muris Tyzzer 1910 hlodavci zaludek
C. parvum Tyzzer 1912 savci tenké stievo
C. proliferans Kvac a kol. 2016 hlodavci zaludek
C. reichenklinkei Paperna a Vilenkin 1996 ¢ichavci stievo
C. ryanae Fayer a kol. 2008 skot stfevo
C. rubeyi Li a kol. 2015 veverky stfevo
C. scophthalmi  Alvarez-Pellitero a kol. 2004  platyzi stievo
C. scrofarum Kvac a kol. 2013 prasata sttevo
C. serpentis Levine 1980 plazi zaludek
C. suis Ryan a kol. 2004 prasata zaludek, tenké stfevo
C. testudinis Jezkova a kol. 2016 zelvy zaludek
C. tyzzeri Ren a kol. 2014 mysi tenké stfevo
C. ubiquitum Li a kol. 2014 ovce, kozy  stfevo
C. varanii Pavlasek a Ryan 2008 plazi stievo
C. viatorum Elwin a kol. 2012 lidé stfevo
C. wrairi Vetterling a kol. 1971 morcata tenké stievo
C. xiaoi Fayer a Santin 2009 ovce stfevo



2.2.2. Taxonomie

Zéstupci rodu Cryptosporidium jsou epiceluldrni paraziti kmene Apicomplexa. Pro
zastupce tohoto kmene je charakteristickd piitomnosti apikalniho komplexu slouZziciho
k infekci. Dlouho byly kryptosporidie fazeny mezi kokcidie diky morfologické podobnosti a
vyvojovemu cyklu (Fayer a Xiao 2008). Nasledn¢ pomoci molekularni analyzy malé
ribozomalni podjednotky byla zjisténa piibuznost ke gregarinam (Carreno a kol. 1999).
V soucasné¢ dob¢ jsou kryptosporidie ftazeny do tiidy Gregarinomorphea, fadu

Cryptogregaria a ¢eledi Cryptosporidiidae (Cavalier-Smith 2014).
2.2.3. Vyvojovy cyklus

Vyvojovy cyklus probiha vétsinou v gastrointestinalnim traktu hostitele stejné jako u rodu
Eimeria, Isospora a Cyclospora (Fayer a Xiao 2008). Zivotni cyklus ma &tyfi hlavni faze —
excystace, merogonie, gametogonie a sporogonie. Prvni krok k infekci je excystace.
Z oocysty se uvolnuji sporozoiti, ktefi se epicelularné pfemeéni na trofozoity. Jadro trofozoita
se rozdéli a nastava nepohlavni rozmnozovani (merogonie) a vznikaji meronti, ktefi jsou
dvojiho typu. Meronti typu I vytvati Sest nebo osm merozoitt, kteti infikuji dalsi hostitelské
burniky a vyvijeji se v dalsi meronty typu I nebo II. Typ II spousti sexualni rozmnozovani
(gametogonii). Pii gametogonii vznikaji gamonti, sam¢i mikrogamonti a samici
makrogamonti. Z mikrogamontd vznikaji mikrogamety, které oplodni makrogamety vzniklé
z makrogamonti. Z oplodnéné makrogamety vznikd oocysta (Obrazek 3; Fayer a Xiao
2008).

Oocysty sporuluji in situ a z hostitele jsou vylu¢ovany vykaly, respiraénim nebo nasalnim
sekretem (Current 1985, Current a Snyder 1988).

Oocysty jsou dvojiho typu: tenkosténné a silnosténné. Pfiblizné 80 % oocyst je
silnosténnych, které jsou vyluovany ztéla hostitele a slouzi k Sifeni infekce na nové
hostitele. Tenkosténné oocysty nejsou az na vyjimky vyluCovany z t€la hostitele, ale

excystuji v téle a zptsobuji autoinfekci (Current a Reese 1986).



Obrézek 3. Schématické znazornéni zivotniho cyklu kryptosporidii (Fayer a Xiao 2008;

upraveno)
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2.3. Kryptosporidie a kryptosporidioza ptaka

Prvni ptaci kryptosporidie byly poprvé nalezeny vroce 1929 ve slepém stievé kufat.
Vzhledem k morfologické podobnosti s Cryptosporidium muris, nebyly popsany jako
samostatny druh (Tyzzer 1907, 1910, 1929). V soucasné dobé jsou dle kddu zoologické
nomenklatury uznany 4 druhy kryptosporidii infikujici ptaky, konkrétné¢ Cryptosporidium
meleagridis (Slavin 1955), Cryptosporidium baileyi (Current a kol. 1986), Cryptosporidium
galli (Pavlasek 1999; Ryan a kol. 2003b) a Cryptosporidium avium (Holubova a kol. 2016).
Kromé téchto uznanych druhii se u ptakt vyskytuje 16 genotypt, u kterych chybi zékladni
informace, aby byly uznany jako platné druhy (Blagburn a kol. 1990; Lindsay a kol. 1991;
Morgan a kol. 2001; Ryan a kol. 2003a; Jellison a kol. 2004; Zhou a kol. 2004; Meireles a
kol. 2006; Ng a kol. 2006; Nakamura a kol. 2009; Abe a Makino 2010; Qi a kol. 2011;
Gomes a kol. 2012; Cano a kol. 2016; Chelladurai a kol. 2016).



Kryptosporididza je jedno z nejrozsitenéjSich parazitarnich onemocnéni domécich a volné
zijicich ptakt (O'Donoghue 1995; Sreter a Varga 2000). Ptaci kryptosporidie byly nalezeny
v travicim traktu (C. meleagridis, C. baileyi, C. galli a C. avium), dychacim aparatu (C.
baileyi) a vyluCovaci soustavé (C. baileyi, C. avium) (Current 1986; Slavin 1955; Pavlasek

1999; Holubové a kol. 2016).
2.3.1. Druhy kryptosporidii parazitujicich u ptaka
Cryptosporidium meleagridis

Cryptosporidium meleagridis bylo poprvé popsano u krat (Meleagris gallopavo f.
domestica) (Slavin 1955).

Vyvojovy cyklus: U tohoto druhu neni vyvojovy cyklus popsan.
Morfologie: Oocysty méti 5,20 X 4,60 um (Slavin 1955).
Hostitelska specifita: Mezi hostitele patii rizné druhy ptaku, n€kteii savei a ¢lovek.

Piirozena infekce C. meleagridis byla prokazana u nékolika Fadt ptakd, jmenovité u
hrabavych, papouski, pévet, mékkozobych a vrubozobych (O"'Donoghue 1995; Morgan a
kol. 2000; Sreter a Varga 2000; Darabus a Olariu 2003; Abe a Iseki 2004; Jellison a kol.
2004).

Experimentalni studie ukazaly, ze C. meleagridis je vyjma brojlerovych kufat a krut
infek¢ni také pro telata, prasata, kraliky, potkany a mysi (O"Donoghue 1995; Akiyoshi a kol.
2003; Darabus a Olariu 2003; Huang a kol. 2003).

Patogenita a klinické piiznaky: U kufat infikovanych C. meleagridis byla zjisténa infekce
vileu, céku, kolonu a Fabriciové burze (Bermudez a kol. 1988). Kufata méla zkracené
sttevni klky a zménéné epitelidlni povrchové vrstvy (Akiyoshi a kol. 2003). Infekce C.

meleagridis je spojovana s prujmy a hubnutim (Slavin 1955; Gharagozlou a kol. 2006).

Zoonoticky potencial: Pouze u tohoto druhu ptacich kryptosporidii je znamo, ze je infekéni
také pro savce véetné ¢lovéka (McLauchlin a kol. 2000; Alves a kol. 2003; Cama a kol.
2003; Xiao a Ryan 2004; Wang a kol. 2014).

U cloveka je C. meleagridis treti nejcastéji se vyskytujici kryptosporidii (McLauchlin a
kol. 2000; Morgan a kol. 2000; Guyot a kol. 2001; Pedraza-Diaz a kol. 2001; Yagita 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; Coupe a kol. 2005;
Muthusamy a kol. 2006).

Cryptosporidium baileyi

Druh C. baileyi byl poprvé detekovan u brojlerovych kufat a jako samostatny druh popsan
roku 1986 (Current a kol. 1986). Cryptosporidium baileyi je ptevladajici druh ptacich
kryptosporidii a je to vyznamny patogen (Yuan a kol. 2014). Tato kryptosporidie je nejvice

prozkoumaéna ze vSech ptacich druhii a genotypti.

Vyvojovy cyklus: V prvnich tfech dnech, kdy byla kufata infikovana, byla nalezena
vyvojova stadia v oblasti mikrovill ilea a tlustého stfeva. Infekce Fabriciovy burzy a kloaky
se objevila 4. den po infekci. Byly pozorovany jak tenkosténné oocysty tak tlustosténné,
kterych bylo vice (Current a kol. 1986). Meronti I. typu (5,0 x 4,9 um) s 8 merozoity se
vyviji béhem 12 hodin. Meronti Il. typu (5,1 x 5,1 um) s 4 merozoity a Ill. typu(5,2 x 5,1
um) vznikaji po 48 hodinach respektive 72 hodinach po infekci. Mikrogamonti (4,0 x 4,0
um) produkuji ptiblizné 16 mikrogamet, z nichz se vyvijeji makrogamety (4,7 x 4,7 pm). Z
makrogamety vznikaji dva typy oocyst, které sporuluji v hostitelskych burnkach. Rezistentni
forma tlustosténnych oocyst (6,3 % 5,2 um) je vylucovana vykaly. Tenkosténné oocysty
uvolnéné z hostitelské buniky napadaji pomoci svych sporozoitt dalsi enterocyty (Current a
kol. 1986).

Morfologie: Oocysty méfi 6,3 X 5,2 um a jsou vétsi nez oocysty C. meleagridis (Current a
kol. 1986).

Hostitelska specifita: Cryptosporidium baileyi bylo detekovano u mnoha ptacich hostitelu:
racka chechtavého (Larus ridibundus), jefaba popelavého (Grus grus), kormorant
(Phalacrocorax spp.), tukana b¢loliciho (Rhamphastus vittelinus), stehlika obecného
(Carduaelis carduelis), snovace jacksonova (Ploceus jacksoni), bulbula Sedobfichého
(Pycnonotus vitellinus), vlhovce cCervenohibetého (Cacicus haemorrhous), vlhovce
chocholatého (Psarocolius decumanus), korely chocholaté (Nymphicus hollandicus),
amazonana zelenoliciho (Amazona viridigenalis), alexandra malého (Psittacula krameri),
kura domaciho (Gallus gallus f. domestica), krocana doméaciho (Meleagris gallopavo f.
domestica), koroptve polni (Perdix perdix), kiepelky japonské (Coturnix japonica), kachny
divoké (Anas platyrhynchos), husy domaci (Anser anser f. domestica) a pstrosa dvouprstého
(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).



Experimentalné byly tspésné nakazeni nésledujici druhy ptakt: kachna domaci (Anas
platyrhynchos f. domestica), kiepelka japonska (Coturnix japonica), baZzant obecny
(Phasianus colchicus), orebice c¢ukar (Alectoris chukar) a krata domaci (Meleagris
gallopavo f. domestica) (Current a kol. 1986; Lindsay a kol. 1987, 1989; Lindsay a Blagburn
1990; Cardozo a kol. 2005; Maca a Pavlasek 2016).

Lokalizace: Piirozena infekce C. baileyi byla zaznamenana ve spojivkach, nosohltanu,
pradusnici, vzdusnych vacich, tenkém, slepém a tlustém stievé, kloace, Fabriciové burze,

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

Vysok& morbidita a mortalita u ptaku je spojovéna s infekci dychaciho aparatu, piedevsim
u brojlerovych kurat (Lindsay a Blackburn 1990).

Zoonoticky potencial: Cryptosporidium baileyi neni infek¢ni pro ¢lovéka.
Cryptosporidium galli

Druh Cryptosporidium galli byl poprvé popsan u kutat v roce 1999 (Pavlasek 1999).
Ryan a kol. (2003b) se tomuto druhu vénovali podrobné&ji a doplnili dals$i, zejména

molekularni a biologické informace.

Vyvojovy cyklus: Byly pozorovany pouze stadia trofozoiti a makrogamonti Vv
proventriculu (Fayer a Xiao 2008).

Morfologie: Oocysty jsou elipsoidniho tvaru méfici 8,3 x 6,3 um s pomérem délky k $iice
1,30. Oocysty jsou strukturalné podobné C. baileyi, ale jsou podstatné vétsi (Pavlasek 1999).
Uvniti oocyst se nachazi zbytkové rezidualni télisko o velikosti 3,6 — 4,0 pum obsahujici 3
granula. Dv¢ z téchto granuli jsou vétsi (pfiblizné 1,6 um) a jsou umisténa proti sobé. Zbylé
granulum je mensi (pfiblizn€ 0,5 — 0,8um). Celé rezidualni télisko je obklopeno 4 sporozoity

bananovitého tvaru (Obrazek 4; Pavlasek 1999).

Obrazek 4. Oocysta Cryptosporidium galli
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Hostitelska specifita: Ooocysty C. galli byly pozorovany u riznych exotickych a volné

Zijicich ptaka jako jsou bazantoviti (Phasianidae), pénkavoviti (Frigillidae) a vlhovcoviti
(Icteridae) (Ryan a kol. 2003b).

Lokalizace: Cryptosporidium galli infikuje proventriculus, avSak nikoli dychaci cesty, jak je

tomu u C. baileyi.

Patogenita a klinické piiznaky: Kryptosporididza zpusobena C. galli je spojena s akutnim
prujmem a vysokou mortalitou (Blagburn a kol. 1990; Pavlasek 1999; Morgan a kol. 2001).
U infikovanych pénkav byla prokdzana nekroza a hyperplazie zlaz proventriculu
epitelialnich bunék spojena s velkym poétem oocyst piipojenych k povrchu zlazovych
epitelidlnich bunék. Postizeni ptaci pravdépodobné trpéli dehydrataci v disledku
gastrointestinalni poruchy (Blagburn a kol. 1990; Morgan a kol. 2001).

Zoonoticky potencidl: Tento druh je vyhradné ptaéi parazit.
Cryptosporidium avium

Cryptosporidium avium diive znam jako Cryptosporidium avian genotyp V bylo poprvé
detekovano u korely chocholaté (Nyphicus hollandicus) v Japonsku (Abe a Makino 2010).

Vyvojovy cyklus: Vyvojovy cyklus neni dosud znam.

Morfologie: Oocysty méfi 6,26 x 4,86 um. Pomér délky k Sitce je 1,29 um (Holubova a kol.
2016).

Hostitelska specifita: Mezi pfirozené hostitele patiéi kakariki rudocely (Cyanoramphus
novozealandiae), korela chocholatd (Nymphicus hollandicus), kur doméaci (Gallus gallus f.
domestica), amazonan modrocely (Amazona aestiva), kakadu inka (Lophochroa leadbeateri)
a andulka vinkovana (Melopsittacus undulatus) (Abe a Makino 2010; Curtiss a kol. 2015;
Holubova a kol. 2016). Experimentdlné¢ byl infikovan kur domaci (Gallus gallus f.

domestica) a andulka vinkovana (Melopsittacus undulatus) (Holubova a kol. 2016).

Patogenita a klinické pFriznaky: Pomoci elektronové mikroskopie byla odhalena pfitomnost
C. avium na mikroklcich kyCelniku a slepého stieva bez znamek patologickych zmén
(Holubova a kol. 2016). V roce 2015 byla u apatickeho kakadu inka s anorexii detekovana
infekce v jatrech, mocovodu a kloace. Byl to zatim jediny ptipad, kdy se objevily klinicke
ptiznaky (Curtiss a kol. 2015). Pii experimentalnich infekcich se ani u jednoho jedince

klinické ptiznaky neobjevily (Holubova a kol. 2016).
Zoonoticky potencial: Tento druh je vyhradné ptaéi parazit.
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2.3.2. Genotypy kryptosporidii parazitujici u ptaka

Vyjma vyse uvedenych druhli jsou ptaci parazitovani miniméln¢ dal§imi 17 genotypy
kryptosporidii, které byly popsany u vice nez 30 druht ptaka. Konkrétné se jedna o avian
genotyp I-1V a VI, goose genotyp I-1V, goose genotyp Id, duck genotyp, duck genotyp b a
Euroasian Woodcock genotyp (Morgan a kol. 2001; Ryan a kol. 2003a; Zhou a kol. 2004;
Ryan 2010; Holubova a kol. 2016; Cano a kol. 2016). Jednotlive genotypy a jejich

hostitelska specifita je uvedena v tabulce 2.

Tabulka 2. Hostitelska specifita genotypu ptacich kryptosporidii.

Genotyp Hostitel Lokalizace Autor

avian genotyp |

avian genotyp Il

avian genotyp 111

avian genotyp IV
avian genotyp VI

goose genotyp |
goose genotyp Il
goose genotyp 11
goose genotyp IV

goose genotyp Id

duck genotyp

duck genotyp b

Euroasian Woodcock
genotyp

finch genotyp |

finch genotyp 1l
finch genotyp 1lI

kanar ¢erveny (Serinus canaria), pav
korunkaty (Pavo cristatus)

kakadu inka (Cacatua leadbeateri), electus
ruznobarvy (Eclectus rotatus), korela
chocholata (Nymhicus hollandicus), kakadu
ruzovy (Eolophus roseicapilla), arantinga
slune¢ni (Arantinga sostitialis), alexandr
velky (Psittacula eupatria), pstros
dvouprsty (Struthio camelus), aratinga
kropenaty (Psittacara leucophthalmus)
korela chocholatd (Nymhicus hollandicus),
kakadu ruzovy (Eolophus roseicapilla),
arantinga sluneé¢ni (Arantinga sostitialis),
kraska ¢ervenozoba (Urocissa
erythrorhyncha), ryzovnik sedy (Lonchura
oryzivora), agapornis rtuzohrdly (Agapornis
roseicollis), berneska velka (Branta
canadensis)

kruohoocko japonské (Zosterops japonica)
vlhovec ¢ervenokiidly (Agelaius
phoeniceus)

stievo

stievo

Zaludek

zaludek
zaludek

husa kanadska (Branta canadensis) stievo

husa kanadska (Branta canadensis) stievo

vodni ptéci - neni specifikovano, o jaké
druhy se jedna

turpan ¢erny (Melanitta nigra), husa
kanadska (Branta canadensis)

vodni ptaci - neni specifikovano, o jaké
druhy se jedna

stievo

stievo
stievo

sluka lesni (Scolopax rusticola) zaludek

amadina vinkovana (Stagonoplura bella) zaludek
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3. CILEPRACE
e Kriticky zpracovat literarni resersi k tématu.
e Popsat vyskyt a diverzitu kryptosporidii u divokych kachen na vybranych lokalitach.
e V ptipad¢ zachytu novych nebo malo charakterizovanych genotypt popsat zakladni
biologické vlastnosti (lokalizace vyvojového cyklu, pribéh infekce, morfologie

oocyst, patogenita).
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4. MATERIAL A METODIKA
4.1. Material

4.1.1. Biologicky material

Jako biologicky materiadl byly pouzity obsahy stfev kachen divokych (Anas
platyrhynchos) pochazejici od mysliveckych sdruzeni v obdobi hond z riznych lokalit
(obrazek 5). N¢které z téchto kachen byly zakoupeny v obchodu se zvéfinou. Ziskané izolaty

kryptosporidii byly pouzity pro experimentalni infekce.

Obrézek 5. Lokality (okresy) odbéru divokych kachen pro ucely této prace

1 Ceské Budgjovice, 2 Prachatice, 3 Téabor, 4 Tachov, 5 Plzefi-mésto, 6 Plzei-sever, 7 Plzen-
jih

4.1.2. Experimentalni zvirata

Pfi experimentech in vivo byla infikovana kachna domaéci (Anas platyrhynchos f.

domestica), andulka vinkovana (Melopsittacus undulatus) a BALB/c mys (Mus musculus).
4.1.3. Chov experimentalnich zvirat

Vsechna experimentdlni zvifata, vyjma kachen starSich 14 dnti, byla umisténa

v akreditovaném zvéfinci Parazitologického ustavu BC AV CR, v.v.i. Kachny byly po dvou
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tydnech piemistény do pokusnych staji Zemé&d&lské fakulty JihoGeské univerzity v Ceskych
Budgjovicich kvili zachovani welfare. Krmeni a voda byly k dispozici ad libitum.
Kachna domaci: kachnata do v€ku 14 dni byla umisténa v plastovych nadobach se savou

podlozkou, po dvou tydnech byla pifemisténa do pokusnych staji s betonovou podlahou

s podestylkou tvotenou sldmou a méla k dispozici umélé brouzdalisté s vodou.

Andulka vinkovana: andulky byly chovéany jednotlivé v klecich s papirovou podlozkou pro
snadné&jsi odbér Cerstvého trusu.

BALB/c mysi: mysi byly chovany v plastovych nadobach. Podestylka byla tvofena pilinami.
4.2. Metodika

4.2.1. Zpracovani biologickych vzoerki

Z jednotlivych kadavert divokych kachen byly v laboratofi odebrany obsahy stfev k
daldimu zpracovani. Cast obsahu stfev byla pouzita k izolaci DNA a vytvofeni natérti na
podlozni skla (4.1.2). Zbytky obsahu stfev byly jednotlivé uchovavany v dichromanu

draselném pro piipadné experimentélni infekce.
4.2.2. Purifikace oocyst

Vzorky trusu pozitivni na kryptosporidie byly homogenizovany v tieci misce a ptecistény
na sachar6zovém gradientu. Poté bylo provedeno docisténi pomoci cesium chloridového

gradientu.
Sachardzovy gradient (Arrowood a Stearling 1987)
Pouzité chemikalie:

e z&sobni Sheaterv roztok (259 ml deionizované vody; 405 g cukru; 7,29 g fenolu)

e 1% roztok PBS Tween (1% Tween 20 v PBS (1 | dH20; 80 g NaCl; 2 g KCI; 14,4 g
Na;HPO4 x 12H,0; 2,4 g KH2PO4))

e pracovni Sheaterovy roztoky
1+2 (1 dil zasobni Sheatertv roztok + 2 dily PBS Tween)
1+4 (1 dil zasobni Sheatertv roztok + 4 dily PBS Tween)

Pracovni postup:

1. Vzorek byl zbaven ptimési, nafedén destilovanou vodou a piecezen pfes sitko.
2. Do sklenéné centrifuga¢ni zkumavky o objemu 100 ml byl pomoci pasteurovy pipety

navrstven nasledujici gradient
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7.

1. vrstva: 30 ml Sheaterova roztoku 1+2
2. vrstva: 30 ml Sheaterova roztoku 1+4
3. vrstva: 15 ml vzorku

Zkumavky byly centrifugovany pii 4 °C po dobu 20 minut pii 1370 g.

Vrchni zbarvena vrstva byla odsata a zbytek supernatantu byl prenesen do Cisté
litrové umélohmotné centrifuga¢ni nddoby.

Néadoba byla doplnéna deionizovanou vodou a centrifugovana pii 4 °C po dobu 20
minut pii 1370 g.

Polovina objemu byla odsata a vzorky byly doplnény deionizovanou vodou. Poté
byly vzorky opakované centrifugovany pii 4 °C po dobu 20 minut pii 1370 g.
Sedimenty byly pfeneseny do ¢isté zkumavky a uchovany pii 4 °C v PBS.

Cesium chloridovy gradient (Arrowood a Donaldson 1996)

Pouzité chemikalie:

roztok cesium chloridu (1,15 g/ml)
PBS (0,025 M; pH 7,2)

Pracovni postup:

o~ w0 D

Sediment obsahujici oocysty byl resuspendovéan v PBS.

Do ¢isté 2 ml mikrozkumavky byl napipetovan 1 ml CsCl.

Na roztok CsCl bylo navrstveno 0,5 ml roztoku oocyst v PBS.

Vzorek byl centrifugovan pii 20 °C po dobu 3 minuty pii 16 000 g.

Supernatant byl ptepipetovan do 50 ml centrifugaéni zkumavky, sediment byl
vyhozen.

Zkumavka byla doplnéna deionizovanou vodou a pii 20 °C byla centrifugovana po
dobu 20 minut pti 1 370 g.

Supernatant byl odsan na objem 5 ml.

Zkumavka byla doplnéna deionizovanou vodou, obsah byl zvortexovan a pii teploté
20 °C byl centrifugovan 20 minut pii 1 370 g. Tento krok byl opakovan 3 — 4x, aby
se vymyl roztok CsCl.

Oocysty byly uchovavany pii 4 °C v deionizované vode¢.
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4.2.3. Barveni oocyst kryptosporidii pomoci anilin-karbol-methyl-violeti (Milaéek a
Vitovec 1985)

Pouzité chemikalie:

Roztok methylvioleti (methylviolet 0,6 g; anilin 1 ml; fenol 1 g; alkohol 30 ml;
deionizovana voda 70 ml)
Roztok 2% H>SO4

Roztok tartrazinu (1% roztok tartrazinu v 1% kyseling€ octové)

Pracovni postup:

Tenky natér trusu byl fixovan methanolem v plameni.

Zaschly natér byl barven methylvioleti po dobu 30 minut.

Natéry byly oplachnuty vodou.

Byla provedena diferenciace 2% kyselinou sirovou po dobu 4 minut.
Nétéry byly oplachnuty vodou.

Natéry byly dobarveny roztokem tartrazinu po dobu 5 minut.

N g s~ wDd e

Nakonec bylo v§e oplachnuto vodou a ususeno.

Hodnoceni intenzity infekce:

U mikroskopicky pozitivnich vzorki byla intenzita infekce vyjadiena jako pocet oocyst v

gramu trusu (OPG; Kvac¢ a kol. 2007).

4.1.2. Molekularni metody

4.1.2.3. 1zolace DNA

Z odebranych vzorkd trusu byla provedena izolace DNA pomoci komeréné dodavaného
kitu GeneAll® Exgene™ Stool DNA mini.

Pouzity material:

sklenéné a zirkonové kulicky

mikrozkumavka Safe-Lock Tube

FL pufr

mikrozkumavky EzPass s bilou kolonkou
mikrozkumavky mini spin column se zelenou kolonkou
EB pufr

PB pufr
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e NW pufr
Pracovni postup:

1. Do Safe-Lock Tube byly ptidany sklenéné (0,5 mm) a zirkonové (1,0 mm) kulicky.
Do takto nachystanych mikrozkumavek byl ptidan biologicky materidl. Ke smési byl
napipetovan 1 ml FL pufru. Vzorky byly homogenizovany votrexovanim a nasledné
bylo provedeno rozbiti oocyst v piistroji FastPrep®24 Instrument (MP Biomedicals)
po dobu 1 minuty pii rychlosti 5,5 m/s.

2. Mikrozkumavky byly inkubovany 5 min. pfi laboratorni teploté a centrifugovany 5
minut pfi 16 000 g.

3. Veskery supernatant byl pfepipetovan na EzPass kolonku se sbérnou zkumavkou.

4. Kolonka byla centrifugovana 1 minutu pfi 16 000 g, odpad byl vylit ze sbémné
zkumavky.

5. Na kolonku bylo napipetovano 100 ul EB pufru, ponechano inkubovat 1 minutu pfi
laboratorni teploté a centrifugovanol minutu pii 16 000 g.

6. Z mikrozkumavek EzPass byla odstranéna bila kolonka a do sbérné zkumavky bylo
ptipipetovano 500 pl PB pufru.

7. VSechen obsah sbérné zkumavky byl pfenesen na mini spin column (zelena kolonka
se sbérnou zkumavkou).

8. Mini spin column byla centrifugovana 1 minutu pii 16 000 g, odpad ze sbérné
zkumavky byl vylit.

9. Na stfed kolonky bylo napipetovano 500 ul NW pufru.

10. Kolonka byla centrifugovdna 1 minutu pfi 16 000 g, sbérné zkumavky byly
vyhozeny a zelené kolonky byly pfeneseny na ¢istou mikrozkumavku.

11. Nakonec bylo na kolonku napipetovano 200 ul EB pufru, ponechdno inkubovat 1

minutu a centrifugovano 1 minutu pti 16 000 g.
4.1.2.4. Polymerazova retézova reakce (PCR)

Pro amplifikaci ¢asti genu kddujiciho malou ribozomalni podjednotku rRNA (SSU), actin a
heat shock protein (HSP70) byla pouzita nested PCR.

Pouzity material:

e PCR mikrozkumavky
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Pouzité chemikalie:

e  AmpONE™ HS-Tagq premix od firmy GeneAll Biotechnology
e Primery (forward, reverse)

e DNA

e PCRH20

Postup:

Molekularni charakterizace kryptosporidii byla provedena pomoci nested PCR
amplifikujici ¢ast SSU (cca 830 bp; Xiao a kol. 1999), aktinu (cca 1095 bp; Xiao a kol.
2002) a HSP70 (cca 1950 bp; Sulaiman a kol. 2000). Nukleotidové sekvence primerd jsou
uvedeny v tabulce 3. Pozadované useky byly amplifikovany v termocycleru. SloZeni
reak¢nich smési je uvedeno v tabulce 4. Amplifika¢ni program pro termocycler zahrnoval
pocatecni denaturaci pti 95 °C po dobu 3 minut, 35 cykla skladajicich se z denaturace pii 95
°C po dobu 45 s, specifické nasedaci teploty primerti po dobu 45 s, extenze pii 72 °C po
dobu 60 s a zavérecného dosyntetizovani fetézce pii 72 °C po dobu 10 minut. Jako pozitivni

kontroly byly pouzity DNA Cryptosporidium muris a C. parvum.

Tabulka 3. Sety primert pro molekularni analyzy véetné nasedacich teplot.

SSU

Primarni PCR - 55 °C

F1 5"-TTCTAG AGCTAATACATGCG -3’

R1 5'-CCCTAATCCTTC GAAACAGGA -3
Sekundarni PCR - 55 °C

F2 5'-GGA AGG GTTGTATTT ATT AGATAA AG -3’
R2 5'- AAG GAG TAA GGA ACAACCTCCA -3’
Actin

Primarni PCR - 50 °C

F1 5- ATG RGW GAA GAA GWA RYW CAA GC-3
R1 5-AGA ARCAYTTTC TGT GKA CAAT -3
Sekundarni PCR - 45 °C

F2 5-CAAGCW TTR GTT GAY AA -3

R2 5-TTT CTG TGK ACA ATW SWT GG -3
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HSP70

Primarni PCR

F1 5-ATG TCT GAA GGT CCA GCT ATT GGT ATTGA -3
R1 5-TTAGTCGACCTCTTC AACAGT TGG -3
Sekundarni PCR

F2 5-TMT TCATST GTT GGT GTATGG AGA AA-3

R2 5-CAACAGTTG GAC CAT TAGATCC-3

Tabulka 4. Slozeni reakéni smési pro PCR

PCR Objem (ul)
Premix (HS-Tag DNA

polymerase, dNTP, MgCly, 10
loading dye and stabilizer).

Primer F (10 uM) 0,5
Primer R (10 uM) 0,5
DNA 2
PCR voda 7
4.1.3. Gelové elektroforéza

Amplifikované fragmenty DNA byly separovany pomoci gelové elektroforézy. Byl pouzit

1% agardzovy gel obsahujici 0,2 pg/ml ethidium-bromidu. Gel byl vyvijen pti 90 V po dobu

asi 50 minut a vizualizovan pomoci transiluminatoru pfi vinové délce 320 nm.

Pouzité chemikalie:

50x TAE pufr (242 g tris baze; 457,1 ml ledové kyseliny octové; 100 ml 0,5 M
EDTA; pH=8,00)

Agardza (Biotech)

Ethidium bromid (Sigma-Aldrich)

100 bp DNA Ladder (Biogen)

DNA zkoumanych vzorkl

Pracovni postup:

1.

Agardza byla navazena a smichana s 1% TAE pufrem, poté zahtata v mikrovinné
troubg.

Barka sagarozou a TAE pufrem byla ochlazena pod tekouci studenou vodou na
teplotu asi 50 °C.

Do baiiky byly ptidany 2 pl ethidium bromidu.

Roztok byl nalit do nosice, byly vlozeny hiebeny, gel byl ponechéan ztuhnout.
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4.1.4.

Poté byly hiebeny vytazeny a ztuhly gel byl vliozen do elektroforetického tanku s 1%
TAE pufrem.

Do prvni jamky v gelu bylo napipetovano 5 ul ladderu, do dalSich 20 ul PCR
produktu.

Napéti bylo nastaveno na 90 V a po asi 50 minutach doslo k separaci vSech
fragmentt.

DNA fragmenty byly vizualizovany pomoci transiluminatoru a byl pofizen snimek

vysledného gelu.

Izolace z gelu

Extrakce z gelu byla provedena pomoci komeréné dodavaného kitu Gen Elute (Sigma).

Pouzity material:

mikrozkumavky

zkumavky Binding Column G

Pracovni postup:

1.

10.
11.

Byl vyfiznut fragment DNA z gelu Cistym skalpelem a tento fragment byl dan do
ptipravené mikrozkumavky.

Do mikrozkumavky s fragmentem gelu bylo pfipipetovano 500 ul Gel Solubilization
Solution.

Mikrozkumavka byla inkubovana 10 minut pii 50 °C, rozpousténi bylo kontrolovano
kazdé 2-3 minuty.

K tomu byla inkubovana PCR voda na eluci na 65 °C.

Byla sestavena Binding Column G, na kolonu bylo napipetovano 500 pl Column
Preparation Solution a to bylo centrifugovano 1 minutu pii 16 000 g.

Ke vzorku bylo ptipipetovano 150 ul isopropanolu a promichano.

Veskery objem vzorku byl pfepipetovan na kolonu a byl centrifugovan 1 minutu pfi
16 000 g.

Odpad ze sbérné zkumavky byl vylit a opét byla zkumavka pouzita s kolonou.

Na kolonu bylo ptipipetovano 700 ul Wash Solution G a centrifugovano 1 minutu pti
16 000 g.

Odpad byl vylit ze sbérné zkumavky a opét zkumavka byla pouzita s kolonou.
Zkumavky byly centrifugovany 1 minutu pii 16 000 g bez ptidavku jakychkoliv
roztokd.
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12. Zkumavky byly otoceny V centrifuze o0 180 ° a centrifugovany znovu 3 minuty pii 16
000 g.

13. Kolona byla vlozena do nové 1,5 ml mikrozkumavky a byla provedena eluce
napipetovanim 30 ul PCR vody piedehiaté na 65 °C piimo na stied kolony.
Mikrozkumavky byly inkubovany 1 minutu p#i laboratorni teplot¢ a poté

centrifugovany 1 minutu pii 16 000 g.
4.1.5. Sekvenovani

Sekvenovani sekudarniho PCR produktu bylo provedeno pomoci ABI BigDye Terminator

v 3.1 Cycle Sequencing Kit a sekvenatoru ABI123130 za pouziti sekundarnich primert.
4.1.6. Fylogenetické analyzy

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

verze 7 sautomatickym srovnavacim vybérem (http://mafft.cbrc.jp/alignment/server/).

Ziskané sekvence byly porovnany se sekvencemi uloZzenymi v GenBank. Nejvhodné&jsi
fylogeneticky model byl vybran v programu MEGA 6. Fylogenetické vztahy mezi
jednotlivymi druhy a genotypy kryptosporidii byly vypocteny na zakladé¢ vybraného modelu
analyzou maximalni pravdépodobnosti (ML). Bootstrapovy konsenzus vysledného stromu
byl ziskan na zaklad¢ 1 000 opakovani. Fylogenetické stromy byly do finalni podoby
upraveny pomoci programu Corel XIII.

4.1.7. Experimentélni infekce
Inoculum

Pro experimentalni infekce byly pouzity purifikované oocysty Cryptosporidium duck
genotype | a Cryptosporidium duck genotype Il ziskané z pfirozené infikovanych kachen

divokych ziskanych v ramci této prace.
Infekce zviirat

Kazdé zvite (5 vkazdé skuping) bylo infikovano peroralné davkou 1 x 10* oocyst
Cryptosporidium duck genotype | nebo Cryptosporidium duck genotype Il. Jako negativni
kontrola byla pouzita 3 zvifata stejného druhu a vékové kategorie. U kontrolnich,

neinfikovanych zvitat byly dodrZovany stejné podminky jako u infikovanych zvifat, ktera
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byla chovana oddélené. Vzorky trusu byly odebirdny 1x denné. Kazdy experiment byl

ukoncen po 30 dnech.
Odbér vzorku pro parazitologické vySeti‘eni

Odbéry byly provadény kazdych 24 hodin po dobu 30 dnii. Vzorky cerstvého trusu byly
odebirany hned po vykaleni z pfipravenych sterilnich beden a uchovavany pii teploté 4 °C v
50 ml zkumavkach, které byly oznaceny ¢islem zviiete a datem odbéru. Poté byly vytvoteny
natéry pro mikroskopické vySetieni a z ¢asti byla vyizolovana DNA. Zbytky trusu byly
skladovany pii 4 °C.

Histologické vySeti‘eni

Vzorky vnitinich organu (plice, trachea, jicen, zaludek, duodenum, jejunum, ileum, slepa
stfeva, kolon, kloaka, ledviny, jatra) experimentalné infikovanych zvifat byly fixovany ve
4% roztoku formaldehydu. Histologické fezy byly zpracovany standardni parafinovou

metodou. Histologické fezy tkané byly nabarveny hematoxylin-eosinem.
Pouzité chemikalie:
e |. vzestupnd alkoholova odvodnovaci fada (70% alkohol; 80% alkohol; 96%
alkohol; aceton; xylen a xylen)
e parafinova fada (4 nasledné roztoky parafiny, 1:3, 1:1, 3:1, 100% parafin)
e alkoholova sestupna fada odparafinovaci fada (xylen; alkohol 96%, alkohol 80%,
alkohol 70%; dH20)
e II vzestupna zavodnovaci fada (70% alkohol; 80% alkohol; 96% alkohol;
karboxylen; xylen)

e kanadsky balzam
Pracovni postup:

1. Vzorky byly odvonovany 1. vzestupnou fadou po 60 minutich byl vyménén roztok.

2. V poslednim roztoku byl nechan 90 minut.

3. Byl prosycen parafinem (2 — 4 hodiny v parafinu I; 4 — 6 hodin v parafinu II; 8 — 12
hodin v parafinu I11, 8 — 12 hodin ve 100% parafinu)

4. Vzorky byly zality do €istého parafinu, byly vytvofeny blocky. Poté byly zhotoveny
5 pum silné histologické fezy a pfipraveny preparaty na podlozni sklicko a byly

nechany 24 hodin na plotné o teploté 42 °C.
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5. Preparaty byly odparafinovany alkoholovou sestupnou zavodiovaci fadou vzdy po 5
minutéch.

6. Vzorky byly nabarveny (barveni hematoxylin-eosin) a po barveni bylo pokracovano
v odvodnovani II. alkoholovou vzestupnou fadou vzdy po 5 minutach,
v karboxylenech byly ponechany 1 minutu.

7. Vzorky byly zamontovany do kanadského balzamu a byly ponechény k suseni pii
teplote 42 °C.

8. Poté byly prohlizeny mikroskopem (Olympus 1X70) pod vhodnym zvétSenim.

Barveni hematoxylin-eosin

1. Vzorky byly barveny 10 minut (0,5 g hematoxylinu (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) + 500 ml dH20 + 25 g siranu hlinito-amonného + 0,1 g jodi¢nanu sodného +
20 ml kyseliny octove).

2. 10 minut byly oplachovany pod tekouci vodou.

3. 5 minut byly barveny vzorky v eosinu (0,5 g eosin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) + 250 ml dH20 + 10 ml kyseliny octové).
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5. VYSLEDKY
5.1. Prevalence kryptosporidii u divokych kachen

Z celkového mnozstvi 298 divokych kachen byla pfitomnost oocyst kryptosporidii
prokazana pouze u 8 zvifat. Specifickh DNA kryptosporidii byla prokézana celkem
ve 32 (10,7 %) vzorcich. Vsechny mikroskopicky pozitivni vzorky byly souéasné
PCR pozitivni. Kryptosporidie byly detekovany na 6 ze sedmi lokalit (tabulka 5). Za
pozornost stoji, ze u mikroskopicky pozitivnich vzorka byl nasledné detekovan

pouze jeden druh kryptosporidie - C. baileyi (tabulka 5).

Tabulka 5. Vyskyt a diverzita kryptosporidii u volné zijicich kachen divokych na
zakladé mikroskopické a molekularni detekce c¢asti gent kodujicich malou
ribosomalni podjednotku rRNA (SSU), aktin a 70k kDa Heat shock protein (HSP70).

Pocet Mikroskopicky
Lokalita vySetifenych /PCR pozitivni Cryptosporidium spp. SSU actin HSP70

vzorki vzorky
C. baileyi” +1 +1 L
avian genotyp 11l +2 +2 -
' 123 218 duck genotyp | +1 +1 +1
duck genotyp |1 +4 +4 +3
i i 1 1 1
5 4 2/ _C. baileyi +1 +1 +
avian genotyp 11 + + -
3 6

C. baileyi” +2 +2 12
C. avium +4 +4 43
4 151 2/20 avian genotyp Il +2 +2 -
duck genotyp | + +6 +6
duck genotyp Il +° +° +4
5 7 1/2 C. baileyi” +2 42 +2

6 5 0
/ 2 0 avian genotyp Il 4l ]

+ pozitivni PCR vysledek; - negativni PCR vysledek; horni index indikuje mnozstvi Gisp&$né
sekvenovanych PCR amplikontl z pozitivnich zvifat; * mikroskopicky pozitivni
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5.2. Genotypizace

Specifickd DNA kryptosporidii byla prokdzéana celkem u 32 kachen. Pro nésledné
fylogenetické analyzy bylo vyuzito 32, 30 a 23 sekvenci kddujicich SSU, actin a
HSP70 gen. Ve zbylych piipadech bylo zifejmé, Ze se jedna o sekvence nalezici k
nékterému z druhli nebo genotypi kryptosporidii, ale kvili nizké kvalité sekvenci
nebylo mozné provést genotypizaci (tabulka 5). U zadného ze vzorkii pozitivnich na
Cryptosporidium avium genotyp III se nepodafilo ziskat sekvenci genu kodujiciho
HSP70.

Fylogenetickd analyza na zakladé¢ SSU prokédzala piitomnost Ctyt jiz diive
popsanych druhti a genotypt kryptosporidii, jmenovité C. baileyi (n=6), C. avium
(n=4), Cryptosporidium avian genotyp Il (n=5), Cryptosporidium duck genotyp I
(n=8) a jednoho dosud nepopsaného genotypu, ktery jsme nazvali Cryptosporidium
duck genotyp Il (n=9; tabulka 5). VSechny ziskané sekvence pfislusici k
detekovanym taxonim byly vzijemné identické a 100% shodné se sekvencemi

uloZenymi v databazi GenBank (obréazek 6).

Maximum likelihood stromy vytvofené na zakladé¢ sekvenci kodujiciho actin
(obréazek 7) a HSP70 (obrdzek 8) podporuji fylogenetickou pozici detekovanych
druhtt a genotypu kryptosporidii v této praci. Navic v této praci jsme jako prvni
popsali sekvence téchto gend u Cryptosporidium duck genotypu I a Il a pouzili je pro

fylogenetické analyzy.
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Obrazek 6. Kladogram fylogenetickych vztahii izolatd kryptosporidii ziskanych
z kachen divokych (Anas platyrhynchos) v této préci s ostatnimi druhy a genotypy
kryptosporidii na zéklad¢é castecné nukleotidové sekvence genu koédujicitho malou
ribozomalni podjednotku vytvofeny metodou maximum likelihood. Sekvence
ziskané v této studii jsou tuéné zvyraznény. Procentudlni hodnoty bootstrapti nad

50% jsou uvedeny u jednotlivych uzla.

C. parvum [AF093493]
C. tyzzeri [AF112571]
C. cuniculus [FJ262724]
C. hominis [AF093492]
C. wrairi [AF115378]
C. meleagridis [AF112574]
@ C. suis [AF108861]
— C. felis [AF159113]
84 C. canis [AF112576]
C. ubiquitum [EU827424]
82 C. viatorum [JN846705]
C. fayeri [AF112570]
C. varani [EU553556]
69 C. xiaoi [GQ337962)
C. bovis [AY741305]
C. ryanae [EU410344]
C. scrofarum [JX424840]
86| | duck genotype | [AF316630]
duck genotyp | (n=8)
LogL=-1903,49 _ 81 82], duck genotyp Il (n=9)
'0—,1‘ goose genotyp Il [AY504512]
95 goose genotyp | [AY120912]
avian genotyp |l [DQ002931]
C. avium [KU058876]
Monocystis agilis C. avium (n=4)
[AF457127] ] ‘L‘avian genotype | [DQ650339]
93

C. baileyi [AF093495]
98! ¢. paileyi (n=6)

C. molnari [HM243548]
| — C. fragile [EU162751]
- C. serpentis [AF151376)

81 ‘[wian genotyp lll [AB471645]
3

avian genotyp Il (n=5)
Eurasian woodcock genotyp [AY273769]
891~ avian genotyp IV [DQ650344]
C. galli [HM116388]
55|, ¢. andersoni [EU245042)
68L- ¢. muris [AB089284]

=
o
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Obrazek 7. Kladogram fylogenetickych vztahti izolati kryptosporidii ziskanych

z kachen divokych (Anas platyrhynchos) v této préci s ostatnimi druhy a genotypy

kryptosporidii na zakladé¢ ¢asteéné nukleotidové sekvence genu kodujiciho actin

vytvofeny metodou maximum likelihood. Sekvence ziskané v této studii jsou tucné

zvyraznény. Procentudlni hodnoty bootstrapt nad 50 % jsou uvedeny u jednotlivych

uzlu.

98, C. erinacei [KF612326]
51l ¢, hominis [AF382337]
83L ¢ parvum [AF382338]
52l ¢ tyzzeri [JQ073410]

C. wrairi [AF382348]
C. fayeri [AF382345]

duck genotyp | (n=8)
duck genotyp Il (n=9)

C. meleagridis [AF382351]

C. viatorum [JN846707]

C. ubiquitum [GQ337961]

C. suis [AF382344]

goose genotyp | [AY120929]

Log'-‘%&% C. felis [AF382347]
' L ¢ canis [AF382340]

Monocystis aglis
[AF457127]—|

C. avium (n=4)
r C. galli [AY163901]

80 C. muris [AF382350]
7_0I_|:3. andersoni [AF382352]

C. serpentis [AF382353]

97| avian genotyp Il [DQ650350]

Eurasian woodcock genotyp [DQ650345]
|
96' avian genotyp lll (n=5)
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— C. ryanae [EU410345]

96 |: C. xiaoi [GU553017]

91k C. bovis [AY741307]
C. macropodum [EU124664]

99, C. baileyi (n=6)
50| 499E‘ C. baileyi [EU741853]

avian genotyp | [DQ650346]

89 avian genotyp |l [DQB50347]
94‘ C. avium [JQ320301]



Obrazek 8. Kladogram fylogenetickych vztaht izolati kryptosporidii ziskanych
z kachen divokych (Anas platyrhynchos) v této préci s ostatnimi druhy a genotypy
kryptosporidii na zaklad¢é caste¢né nukleotidové sekvence genu kodujiciho 70 kDa
Heat shock protein vytvofeny metodou maximum likelihood. Sekvence ziskané v
této studii jsou tuéné zvyraznény. Procentudlni hodnoty bootstrapii nad 50 % jsou

uvedeny u jednotlivych uzlt.

64y C. parvum [XM625373]
C. erinacei [KF612325]
C. tyzzeri [AF221530]
C. hominis [XM661662]
C. cuniculus [AY273775]
C. wrairi [AF221536]
C. meleagridis [AF221537]
C. macropodum [AY237632]
651 . fayeri [AF22153]
C. viatorum [JN846706]
C. ubiquitum [DQ898163]
LoglL=-2343,56 C. suis [DQ898164]

0.05 C. varani [FJ429603]

C. canis [EU754843]
Plasmodium fragile | _93:; felis [AF221538]
[XM_012478467] 100r— duck genotyp | (n=8)
duck genotyp Il (n=9)
- C. bovis [AY741306]
90} C. xiaoi [FJ896041]
C. scrofarum [JX424842]
C. ryanae [EU410346]
931 C. muris [AF221543]
C. andersoni [FJ463201]
100~ C. serpentis [AF221541]
C. galli [AY168849]
62 Eurasian woodcock genotyp [AY273773]
72 avian genotyp Il [DQ002929]
C. avium (n=4)
avian genotyp | [M3891]
W[C. baileyi [AF221539]
99! C. baileyi (n=6)
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5.3. Morfologie oocyst

Oocysty C. baileyi, C. avium, Cryptosporidium duck genotyp | a Il maji sféricke
oocysty. Velikost oocyst téchto kryptosporidii se prekryva a jsou morfometricky
neodlisitelné mezi sebou. U oocyst Cryptosporidium duck genotyp I a II se vyrazné
barvi rezidualni télisko oocysty. Oocysty Cryptosporidium avian genotyp Il jsou
ovalné s typickou strukturou pro Zalude¢ni kryptosporidie a vétsi nez vySe uvedené

oocysty stievnich druhi a genotypi (obrazek 9).

Obrazek 9. Oocysty 1) Cryptosporidium baileyi, 2) Cryptosporidium avium, 3)
Cryptosporidium duck genotyp I, 4) Cryptosporidium duck genotyp Il a 5)
Cryptosporidium avian genotyp Ill barvené anilin-karbol-methyl-violeti. Méfitko 5

pm.
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5.4. Hostitelské specifita Cryptosporidium duck genotyp I a Il

Mikroskopicka vySetfeni a molekularni analyzy neprokazaly pfitomnost oocyst a
specifické DNA Cryptosporidium duck genotyp | a Il vtrusu experimentalné
inokulovanych laboratornich mysi a andulek. Taktéz histologickd vySetieni
neprokazala piitomnost Zzadnych vyvojovych stadii kryptosporidii Vv zadném
z vySetfovanych organti. Naopak oba genotypy byly infekéni pro vSechny

experimentalné infikované kachny domaci.

Specifickd DNA Cryptosporidium duck genotyp | a 1l byla zachycena 4 dny po
infekci (DPI). Prvni zachyt oocyst Cryptosporidium duck genotyp | byl zaznamenan
6 DPI a u Cryptosporidium duck genotyp Il 4 DPI. Kachny infikované jak
Cryptosporidium duck genotyp I, tak Cryptosporidium duck genotyp II vylucovaly
ooycsty intermitentné po celou dobu sledovani (30 DPI). Intenzita infekce vyvolana

obéma izolaty byla srovnatelna; maximalné 11 000 OPG (obrazek 10).

Sekvence SSU, actin and HSP70 kryptosporidii ziskané z experimentalné

infikovanych kachen byly identické s infekénimi davkami.

Obrazek 10. Priabéh infekce Cryptosporidium duck genotyp | a Cryptosporidium
duck genotyp Il u kachen domécich (Anas platyrhynchos f. domestica) na zakladé
mikroskopického a molekularniho vysetieni. Kruh indikuje mikroskopickou

pfitomnost oocyst a tec¢ka indikuje detekci specifické DNA.
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U kachen infikovanych Cryptosporidium duck genotyp | a Cryptosporidium duck
genotyp Il nebyly pozorovany zadné piiznaky infekce, zejména netrpély prijmem a
nevykazovaly piiznaky kryptosporidiozy.
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Histopatologickd  vySetfeni  prokazala  pifitomnost vyvojovych  stadii
Cryptosporidium duck genotyp | a Cryptosporidium duck genotyp Il pfichycenych
na slizni¢nim epitelu duodena (obrazky 11 a 12), ilea a jejuna. Vyskyt vyvojovych
stadii byl sporadicky a odpovidal intenzité infekce oocyst nalezenych v trusu zvifete.

Nebyly pozorovany zadné patologické zmeény na organech.

Obrazek 11. Vyvojova stadia Cryptosporidium duck genotyp 1 (8ipky) na slizni¢nim
epitelu duodena u experimentalné infikované kachny domaci (Anas platyrhynchos f.

domestica) detekované v histologickych fezech barvenych hematoxylin-eosinem.
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Obréazek 12. Vyvojova stadia Cryptosporidium duck genotyp II (Sipky) na
slizniénim epitelu duodena u experimentaln¢ infikované kachny doméci (Anas
platyrhynchos f. domestica) detekované v histologickych fezech barvenych
hematoxylin-eosinem.
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6. DISKUZE

Studie provedené jak na volné Zzijicich, tak i domacich zvifatech ukazaly, Ze
vétsina kryptosporidii ma uzkou hostitelskou specifitu. Napiiklad druhy C. suis a C.
scrofarum jsou hostitelsky adaptovany na domaci a voln¢ Zijici prasata, C. bovis na
skot, C. muris na hlodavce nebo C. rubeyi na veverky (Tyzzer 1910; Ryan a kol.
2004; Fayer a kol. 2005; Kva¢ a kol. 2013; Li a kol. 2015). Na druhou stranu druhy
jako C. parvum nebo C. ubiquitum jsou hostitelsky nespecificke, parazitujici u
velkého mnozstvi hostiteltt (Lindsay a kol. 1988, Lindsay a kol. 1989; Fayer a kol.
2010). Ackoliv byly ptaci kryptosporidie popsany v 17 z 26 ptacich fada, u vétsiny
genotyptl neni znama hostitelska specifita (O"Donoghue 1995; Morgan a kol. 2001;
Kuhn R. C. a kol. 2002; Jellison a kol. 2004; Zhou a kol. 2004; Ng J. a kol. 2006;
Plutzer a Tomor 2009; Ryan 2010; Cano a kol. 2016). V nasi studii jsme detekovali
ptirozené infekce vyvolaneé C. baileyi, C. avium, Cryptosporidium avian genotyp Il
a Cryptosporidium duck genotyp | a Il. C. baileyi je povazovano za druh se Sirokou
hostitelskou specifitou, ktery byl posan u vice nez 29 druht ptaki patiicich do 12
fadi. Naopak pftirozena infekce druhem C. avium u divokych kachen nebyla dosud
popsana. Do soucasné doby byl tento druh povazovan za hostitelsky specificky
pouze pro papousky (Nakamura a Meireles 2015; Holubova a kol. 2016). Nalez
tohoto druhu u kachen rozsituje hostitelské spektrum. Pfitomnost Cryptosporidium
duck genotyp | u vySetiovanych zvifat nebyl s ochledem na vyskyt tohoto genotypu
v kachnach, husach a dalSich vodnich ptacich bez blizsi specifikace piekvapivy
(Morgan a kol. 2001; Zhou a kol. 2004; Cano a kol. 2016). Dosud publikované prace
a vysledky této studie naznacuji, ze Cryptosporidium duck genotyp | je hostitelsky
specificky pro vrubozobé. Cryptosporidium duck genotyp 1l, poprvé popsany v této
studii, Ize povazovat za hostitelsky specificky pro kachny. Cryptosporidium avian
genotyp Ill, které je cCasto detekovano u papouskid a pévct (Ng a kol. 2006,
Nakamura a kol. 2009; Abe a Makino 2010; Qi a kol. 2011; Gomes a kol. 2012),
bylo nalezeno jiz diive u vrubozobych, ale pouze u bernesky velké (Branta

canadensis) a nikoli kachny divokeé (Jellison a kol. 2004).

Na rozdil od ftady jinych studii jsme nedetekovali specifickou DNA
kryptosporidii, které jsou hostitelsky specifické pro savce; C. parvum, C. andersoni,
C. muris a C. hominis (Crazscyk a kol. 1998; Zhou a kol. 2004; Ng a kol. 2006; Qi a
kol. 2014). S ohledem na fakt, ze vnimavost ptakd k témto druhtim kryptosporidii
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nebyla experimentalné potvrzena, 1ze se domnivat, ze pfitomnost specifické DNA
téchto kryptosporidii je vysledkem pasaze oocyst zazivacim traktem hostitele.
Neptitomnost vySe uvedenych druht kryptosporidii v nasi studii je mozno vysvétlit
omezenym Kkontaktem vySetfovanych kachen s kontaminovanou vodou, zvlasté

Vv piipad¢, Ze vétsina divokych kachen byla odchovéna za ucelem odstielu.

Kryptosporidie jsou cCasto povazovany za parazity vyvolavajici prijmova
onemocnéni ohrozujici zdravi a zivot hostitele (Tzipori a kol. 1981a; Tzipori a kol.
1981b; Tzipori a kol. 1981c; Cheun a kol. 2010; Vinayak a kol. 2016; Zhang a kol.
2016; Khan a kol. 2017). Klinicky prubéh infekce je Casto spojovan s riznym
stupném imunodeficience nebo s oslabenim organismu (Malebranche a kol. 1983;
Current a kol. 1983; Navin a Juranek 1984; Adamu a kol. 2014). U
imunokompetentnich jedinct je vSak kryptosporidiéza pomérné vzacna. Z celkového
poctu desitek druhi a stovek genotypti, byl klinicky prabéh infekce popsan jen u
nékolika malo kryptosporidii, respektive hostiteld. Mezi zastupce druhu
kryptosporidii, které vyvolavaji kryptosporidiozu, patii C. parvum, C. hominis, C.
meleagridis, C. canis, C. felis, C. cuniculus nebo C. viatorum. V¢tSina uvedenych
klinickych onemocnéni vyvolana témito kryptosporidiemi vSak piipadd na ¢lovéka,
psy, kocky nebo hospodaiska zvifata (Poonacha a Pippin 1982; Current a Garcia
1991; Hunter a kol. 2004; Satoh a kol. 2006; Chalmers a Davies 2010; Chalmers a
kol. 2011; Adamu a kol. 2014; Beser a kol. 2015; Nakamura a Meireles 2015; de
Lucio a kol. 2017). U voln¢ zijicich druhti zvifat jsou prdjmova onemocnéni
zpusobena kryptosporidiemi pomémné vzacnd (Hamnes a kol. 2007; Ravaszova a kol.
2012; Prediger a kol. 2017; Wait a kol. 2017). Kryptosporididza ptaka je nejéastéji
spojovana s infekcemi vyvolanymi C. meleagridis a C. baileyi; (Timova a kol. 2002;
Abe a Iseki 2004; Holubova a kol. 2016). U kachen ptirozené infikovanych C.
baileyi, C. avium, Cryptosporidium avian genotyp Ill nebyly v této praci detekovany
zadné ptiznaky kryptosporidiozy, coz je v souladu s dosud publikovanymi pracemi,
tedy, zZe infekce vyvolané témito kryptosporidiemi jsou Casto subklinické (Nakamura
a Meireles 2015; Holubova a kol. 2016). Taktéz ptirozené infekce zpisobené C.
onemocnénim (Jellison a kol. 2004). V ndmi provedené studii jsme nedetekovali
zadné ptiznaky prijmovych onemocnéni kachen infikovanych Cryptosporidium duck

genotyp | a Il. Obdobné u Cryptosporidium goose genotyp | a Il, které jsou
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fylogeneticky piibuzné ke Cryptosporidium duck genotyp | a Il, nebyly popsany
zadné klinické piiznaky u volné zijicich vrubozobych (Zhou a kol. 2004). Z n¢kolika
malo studii zabyvajicich se prib&éhem infekci u kryptosporidii muZzeme fici, Ze
prepatentni a patentni perioda je odlisnd mezi jednotlivymi druhy a genotypy
kryptosporidii. U druha patficich mezi stfevni kryptosporidie jako C. baileyi a C.
meleagridis byly oocysty detekovany od 3. — 4. dne po infekci, avSak u C. avium
byla prepatentni perioda az 12 dni (Current a kol. 1986; Bermudez a kol. 1988; Zha a
Jiang 1994; Holubovéa a kol. 2016). V ramci na$i studie byla zjist€na prepatentni
perioda u Cryptosporidium duck genotyp | a Il 4 dny, coZ je podobné C. baileyi. U
C. galli jakozto zastupce zalude¢niho druhu, byly jeho oocysty zachyceny mnohem
pozdg&ji nez u ostatnich druhii a genotypli a to az 25. den po infekci (Pavlasek
2001). Z vysledku této studie a diive publikovanych dat vyplyva, ze pribéh infekce
je zavisly nejenom na druhu a genotypu kryptosporidie, ale na hostiteli (Holubové a
kol. 2016).

V rémci studii zabyvajicich se také experimentalnimi infekcemi u zvitat jsou
provadéna histologicka vysetieni, které napomahaji urcit vyskyt vyvojovych stadii
oocyst ve wvnitinich organech. U C. baileyi byla tato vyvojova stadia oocyst
detekovana v burze Fabricii (Current a kol. 1986). U Zalude¢nich druht a genotypt
jako je C. galli a Cryptosporidium avian genotyp Ill byla parazitarni infekce
pozorovana v proventrikulu (Pavlasek 2001; Ravich a kol. 2014). U nami ziskanych
genotypu, konkrétné Cryptosporidium duck genotyp | a Il byla vyvojova stadia
oocyst nalezena v tenkém stievé stejné jako u C. avium a C. meleagridis (Bermudez
a kol. 1988; Holubova a kol. 2016).
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ZAVERY
Byl detekovan novy genotyp kryptosporidie parazitujici u kachen,
Cryptosporidium duck genotyp II.
Divoke kachny jsou pfirozenym hostitelem C. avium, C. baileyi, Cryptosporidium
avian genotyp IllI, Cryptosporidium duck genotyp | a Cryptosporidium duck
genotyp II.
Oocysty Cryptosporidium duck genotyp | a Il nelze odlisit od ostatnich druhii a
genotypi stfevnich kryptosporidii.
Cryptosporidium duck genotyp | a Il jsou hostitelsky specifické pro kachny
divoké a doméci.
Infekce zpusobené Cryptosporidium duck genotyp | a Il nejsou spojeny
S klinickym onemocnénim.
Vyvojovy cyklus Cryptosporidium duck genotyp | a Il je lokalizovan v tenkém

stieve.
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