
 

 

Jihočeská univerzita v Českých Budějovicích 

Přírodovědecká fakulta 

 

Diverzita kryptosporidií parazitujících u divokých kachen 

Bakalářská práce 
 

Veronika Tomancová 

Školitel: prof. Ing. Martin Kváč, Ph.D. 

Školitel specialista: Ing. Nikola Holubová 

 

 

 

  

České Budějovice, 2017 



 

 

Tomancová, V., (2017): Diverzita kryptosporidií parazitujících u divokých kachen. 

[Diversity of Cryptosporidium parasitizing in wild ducks, Bc. Thesis, in Czech] – 59 pp., 

Faculty of Science, University of South Bohemia, České Budějovice, Czech Republic.  

 

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 III (n=5), duck genotype I (n=9) and novel genotype named 

duck genotype II (n=8). Cryptosporidium duck genotype I and II 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 II in small intestine. Naturally or experimentally 

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

Zástupci rodu Cryptosporidium jsou epicelulární jednobuněční paraziti parazitující u celé 

řady obratlovců včetně člověka. Nacházejí se především v oblasti mikroklků epitelu 

trávicího traktu a epitelu dýchacích cest (Current a kol. 1986; Lindsay a kol. 1987; 

Bermudez a kol. 1988). Ve výjimečných případech se mohou vyskytovat v jiných orgánech 

jako je kloaka či bursa Fabricii u ptáků (Current a kol. 1986). Rod Cryptosporidium patří 

spolu s více než 300 dalšími rody do kmene Apicomplexa, který zahrnuje přibližně 4 800 

pojmenovaných druhů. Některé druhy rodu Cryptosporidium jsou hostitelsky specifické, 

zatímco jiné infikují mnoho hostitelských druhů (Fayer a Xiao 2008). Do současné doby 

bylo popsáno 36 druhů a více než 200 genotypů kryptosporidií. Přes stále vzrůstající zájem o 

studium těchto parazitů, je výzkum směřován především na kryptosporidie a 

kryptosporidiózu savců, zatímco kryptosporidióza ostatních obratlovců, včetně ptáků není 

středem pozornosti.  

 I přes obrovskou rozmanitost zástupců v třídě ptáků oproti třídě savců, byly doposud 

popsány pouze 4 platné druhy ptačích kryptosporidií, Cryptosporidium meleagridis (Slavin 

1955), Cryptosporidium baileyi (Current a kol. 1986), Cryptosporidium galli (Pavlásek 

1999; Ryan a kol. 2003b) a Cryptosporidium avium (dříve známé jako Cryptosporidium 

avian genotype V) (Holubová a kol. 2016).  

Právě proto jsme se zaměřili na studium ptačích genotypů. Cílem této práce je částečně 

doplnit informace o ptačích genotypech, které by mohly pomoci popsat nové druhy.  
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2. LITERÁRNÍ PŘEHLED 

2.1. Řád vrubozobí (Anseriformes) 

Ptáci řádu vrubozobých jsou středně velcí až velcí ptáci. Mezi nejmenší vrubozobé patří 

čírka obecná (Anas cracca) a největším druhem je labuť velká (Cygnus olor). Zobák 

vrubozobých nese po okrajích čelistí napříč postavené rohovité výrůstky, jejichž stavba je 

vysoce přizpůsobena přijímané potravě a způsobu výživy (Hudec a kol. 1994). Jejich zobák 

je široký a plochý. Rohovité zoubky fungují jako síto, kterým procezují vodu, a uvnitř pak 

zůstane potrava (Dmitrijev 1991). Husy a kachny jsou býložravé formy, hledající potravu 

většinou i mimo vodu na loukách a na polích s obilím (Hudec a kol. 1994). Silně vyvinutý je 

svalnatý žaludek. Slepá střeva jsou dlouhá, jenom u rybožravých morčáků jsou zakrnělá. 

V souvislosti s životem ve vodním prostředí mají vesměs dobře vyvinutou kostrční žlázu, 

která produkuje hojně mazu; všichni vrubozobí věnují mnoho péče kromě čištění i 

důkladnému promašťování peří (Hudec a kol. 1994).  

Systém, rozšíření a fylogeneze 

Řád vrubozobí zahrnuje dvě čeledi: pahusovité (Anseranatidae) a kachnovité (Anatidae). 

Pahusovité jsou čeledí s jediným druhem, pahusou strakatou (Anseranas semipalmata), žijící 

v australské oblasti. Čeleď kachnovitých obsahuje 146 druhů kachen, morčáků, hus a labutí, 

rozšířených ve všech světadílech mimo Antarktidy. Na území České republiky a Slovenska 

bylo dosud popsáno 41 druhů (Hudec a kol. 1994).  

Význam vrubozobých 

Druhy vrubozobých vyskytující se u nás tvoří vyhledávanou lovnou zvěř. Odstřel v České 

republice činí ročně mnoho tisíc kusů. Významnými druhy jsou zejména kachna divoká 

(Anas platyrhynchos), čírka obecná (Anas cracca), lžičák pestrý (Anas clypeata), polák 

velký (Aythya ferina) a lokálně i husa velká (Anser anser) (Hudec a kol. 1994).  

2.1.1. Kachna divoká holoarktická (Anas platyrhynchos platyrhynchos)  

Kachna divoká je jedna z nerozšířenějších kachen. Je to předek kachny domácí. Obývá 

parky, vodní kanály ve městech, eutrofická jezera, lesní bažiny ale i mořské vody. Kachna 

divoká má širokou škálu hnízdišť: křoviny, stromové díry, umělá hnízda v blízkosti budov 

nebo na nich (Svensson a kol. 1999). Rozšíření kachny divoké je holoarktické (Obrázek 1). 

Je to částečně tažný druh, který se v České republice četně vyskytuje a pravidelně zimuje. 

Nejhojněji hnízdí v oblastech rybníků, ale i kolem nezamrzajících potoků a řek (Hudec a kol. 

1994, Harrison a Greensmith 1993). 
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Význam kachny divoké 

Kachna divoká je významná jako lovný pták pro své chutné maso. Ročně se u nás uloví 

kolem 30-100 000 kachen divokých. Kachny jsou loveny na společných honech nebo při 

večerní čekané „na tahu“ (Hudec a kol. 1994).  

Pokles početnosti kachny divoké vedl v mnoho státech, včetně České republiky, 

k zakládání intenzivních chovů a vypouštění odchovaných jedinců pro lovecké účely 

(Pechmanová a Kreisinger 2015). Na území České republiky byly kachny divoké vypouštěny 

od začátku 50. let z polodivokého chovu i domácího chovu (Točka 1972; Musil a kol. 2001; 

Kubešová 2002). Intenzivní chovy se začaly rozmáhat od začátku 80. let 20. století (Šťastný 

a Bejček 1989; Musil a kol. 2001; Musil a Cepák 2004).  

V zemědělství někdy způsobují škody tím, že se volně žijící kachny přiživují na 

rybničních kachních farmách, kde mohou přispět k přenosu infekcí (Hudec a kol. 1994).  

Obrázek 1. Areál rozšíření kachny divoké (Anas platyrhynchos) (Hudec a kol. 1994; 

upraveno). 
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2.2. Kryptosporidie  

Kryptosporidie jsou celosvětově jednou z hlavních příčin průjmových onemocnění nejen 

u mláďat různých druhů zvířat, ale také u dětí a osob s poruchami imunitního systému a 

zvláště potom pacientů s AIDS (Fayer 2000; Chen a LaRusso 2002). Většina lidských 

infekcí je přisuzována lidskému druhu C. hominis a zonotickému C. parvum (Checklay a 

kol. 2015). Většina druhů a genotypů kryptosporidií má úzkou hostitelskou specifitu (Kváč a 

kol. 2014a). Infekce je přenášena hlavně fekálně-orální cestou a je zahájena, když se 

sporozoiti uvolňují z oocyst přítomných ve vodě, v potravě, přímým kontaktem se zvířetem 

nebo infikovanou osobou (Bouzid a kol. 2013). Přenos infekce je uskutečňován oocystami 

vylučovanými stolicí a exkrementy zvířat do vnějšího prostředí (Putignami a Menichella 

2010; Obrázek 2). 

Obrázek 2. Možné cesty přenosu kryptosporidií (Putignani a Menichella 2010, vlastní 

úprava) 
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2.2.1. Historie  

V roce 1907 Ernest Edward Tyzzer popsal první kryptosporidie v žláznatém žaludku myší 

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

Následně, o několik let později, byl popsán další druh, Cryptosporidium parvum, v tenkém 

střevě laboratorních myší (Tyzzer 1912). V roce 1979 bylo zahájeno studium kryptosporidií 

v České republice, přispěly k tomu nálezy u telat a jehňat (Pavlásek 1999). Doposud bylo 

uznáno 36 druhů kryptosporidií. Seznam platných druhů je uveden v tabulce 1. 

Tabulka 1. Seznam platných druhů rodu Cryptosporidium  

Druh Reference Hostitelé Lokalizace 

C. andersoni Lindsay a kol. 2000 skot slez  

C. avium Holubová a kol. 2016 ptáci  střevo, vzdušné vaky, ledviny 

C. baileyi Current a kol. 1986 drůbež  bursa Fabricii 

C. bovis  Fayer a kol. 2005 skot tenké střevo  

C. canis Fayer a kol. 2001 psi  tenké střevo  

C. cichlidis Paperna a Vilenkin 1996 ryby střevo 

C. cuniculus Robinson a kol. 2010 králici  střevo  

C. ducismarci Traversa D. 2010 želvy  střevo  

C. erinacei Kváč a kol. 2014b ježci  střevo  

C. fayeri Ryan a kol. 2008 klokani  střevo  

C. felis Iseki 1979 kočky  tenké střevo  

C. fragile Jirků a kol. 2008 obojživelníci  žaludek  

C. galli Ryan a kol. 2003b ptáci  žláznatý žaludek  

C. homai Zahedi a kol. 2017 morče Střevo 

C. hominis Morgan-Ryan a kol. 2002 lidé  střevo  

C. huwi Ryan a kol. 2003 ryby žaludek, tenké střevo  

C. macropodum Power a Ryan 2008 klokani  střevo  

C. meleagridis Slavin 1955 ptáci  tenké střevo  

C. molnari 
Alvarez-Pellitero a Sitjá-

Bobadilla 2002 
ryby žaludek, tenké střevo  

C. muris Tyzzer 1910 hlodavci  žaludek  

C. parvum  Tyzzer 1912 savci  tenké střevo  

C. proliferans Kváč a kol. 2016 hlodavci  žaludek  

C. reichenklinkei Paperna a Vilenkin 1996 čichavci střevo 

C. ryanae Fayer a kol. 2008 skot  střevo  

C. rubeyi Li a kol. 2015 veverky  střevo  

C. scophthalmi Alvarez-Pellitero a kol. 2004 platýzi střevo  

C. scrofarum  Kváč a kol. 2013 prasata  střevo  

C. serpentis Levine 1980 plazi  žaludek  

C. suis Ryan a kol. 2004 prasata  žaludek, tenké střevo  

C. testudinis Ježková a kol. 2016 želvy  žaludek  

C. tyzzeri Ren a kol. 2014 myši  tenké střevo  

C. ubiquitum Li a kol. 2014 ovce, kozy  střevo  

C. varanii  Pavlásek a Ryan 2008 plazi  střevo  

C. viatorum  Elwin a kol. 2012 lidé  střevo  

C. wrairi  Vetterling a kol. 1971  morčata  tenké střevo  

C. xiaoi  Fayer a Santín 2009 ovce  střevo  
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2.2.2. Taxonomie  

Zástupci rodu Cryptosporidium jsou epicelulární paraziti kmene Apicomplexa. Pro 

zástupce tohoto kmene je charakteristická přítomností apikálního komplexu sloužícího 

k infekci. Dlouho byly kryptosporidie řazeny mezi kokcidie díky morfologické podobnosti a 

vývojovému cyklu (Fayer a Xiao 2008). Následně pomocí molekulární analýzy malé 

ribozomální podjednotky byla zjištěna příbuznost ke gregarinám (Carreno a kol. 1999). 

V současné době jsou kryptosporidie řazeny do třídy Gregarinomorphea, řádu 

Cryptogregaria a čeledi Cryptosporidiidae (Cavalier-Smith 2014).  

2.2.3. Vývojový cyklus  

Vývojový cyklus probíhá většinou v gastrointestinálním traktu hostitele stejně jako u rodů 

Eimeria, Isospora a Cyclospora (Fayer a Xiao 2008). Životní cyklus má čtyři hlavní fáze – 

excystace, merogonie, gametogonie a sporogonie. První krok k infekci je excystace. 

Z oocysty se uvolňují sporozoiti, kteří se epicelulárně přemění na trofozoity. Jádro trofozoita 

se rozdělí a nastává nepohlavní rozmnožování (merogonie) a vznikají meronti, kteří jsou 

dvojího typu. Meronti typu I vytváří šest nebo osm merozoitů, kteří infikují další hostitelské 

buňky a vyvíjejí se v další meronty typu I nebo II. Typ II spouští sexuální rozmnožování 

(gametogonii). Při gametogonii vznikají gamonti, samčí mikrogamonti a samičí 

makrogamonti. Z mikrogamontů vznikají mikrogamety, které oplodní makrogamety vzniklé 

z makrogamontů. Z oplodněné makrogamety vzniká oocysta (Obrázek 3; Fayer a Xiao 

2008). 

Oocysty sporulují in situ a z hostitele jsou vylučovány výkaly, respiračním nebo nasálním 

sekretem (Current 1985, Current a Snyder 1988).  

Oocysty jsou dvojího typu: tenkostěnné a silnostěnné. Přibližně 80 % oocyst je 

silnostěnných, které jsou vylučovány z těla hostitele a slouží k šíření infekce na nové 

hostitele. Tenkostěnné oocysty nejsou až na výjimky vylučovány z těla hostitele, ale 

excystují v těle a způsobují autoinfekci (Current a Reese 1986). 
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Obrázek 3. Schématické znázornění životního cyklu kryptosporidií (Fayer a Xiao 2008; 

upraveno)  

 

2.3. Kryptosporidie a kryptosporidióza ptáků  

První ptačí kryptosporidie byly poprvé nalezeny v roce 1929 ve slepém střevě kuřat. 

Vzhledem k morfologické podobnosti s Cryptosporidium muris  ̧ nebyly popsány jako 

samostatný druh (Tyzzer 1907, 1910, 1929). V současné době jsou dle kódu zoologické 

nomenklatury uznány 4 druhy kryptosporidií infikující ptáky, konkrétně Cryptosporidium 

meleagridis (Slavin 1955), Cryptosporidium baileyi (Current a kol. 1986), Cryptosporidium 

galli (Pavlásek 1999; Ryan a kol. 2003b) a Cryptosporidium avium (Holubová a kol. 2016). 

Kromě těchto uznaných druhů se u ptáků vyskytuje 16 genotypů, u kterých chybí základní 

informace, aby byly uznány 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).  
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Kryptosporidióza je jedno z nejrozšířenějších parazitárních onemocnění domácích a volně 

žijících ptáků (O´Donoghue 1995; Sreter a Varga 2000). Ptačí kryptosporidie byly nalezeny 

v trávicím traktu (C. meleagridis, C. baileyi, C. galli a C. avium), dýchacím aparátu (C. 

baileyi) a vylučovací soustavě (C. baileyi, C. avium) (Current 1986; Slavin 1955; Pavlásek 

1999; Holubová a kol. 2016).  

2.3.1. Druhy kryptosporidií parazitujících u ptáků  

Cryptosporidium meleagridis 

Cryptosporidium meleagridis bylo poprvé popsáno u krůt (Meleagris gallopavo f. 

domestica) (Slavin 1955).  

Vývojový cyklus: U tohoto druhu není vývojový cyklus popsán.  

Morfologie: Oocysty měří 5,20 × 4,60 μm (Slavin 1955).  

Hostitelská specifita: Mezi hostitele patří různé druhy ptáků, někteří savci a člověk.  

Přirozená infekce C. meleagridis byla prokázána u několika řádů ptáků, jmenovitě u 

hrabavých, papoušků, pěvců, měkkozobých a vrubozobých (O´Donoghue 1995; Morgan a 

kol. 2000; Sreter a Varga 2000; Darabus a Olariu 2003; Abe a Iseki 2004; Jellison a kol. 

2004).  

Experimentální studie ukázaly, že C. meleagridis je vyjma brojlerových kuřat a krůt 

infekční také pro telata, prasata, králíky, potkany a myši (O´Donoghue 1995; Akiyoshi a kol. 

2003; Darabus a Olariu 2003; Huang a kol. 2003). 

Patogenita a klinické příznaky: U kuřat infikovaných C. meleagridis byla zjištěna infekce 

v ileu, céku, kolonu a Fabriciově burze (Bermudez a kol. 1988). Kuřata měla zkrácené 

střevní klky a změněné epiteliální povrchové vrstvy (Akiyoshi a kol. 2003). Infekce C. 

meleagridis je spojována s průjmy a hubnutím (Slavin 1955; Gharagozlou a kol. 2006). 

Zoonotický potenciál: Pouze u tohoto druhu ptačích kryptosporidií je známo, že je infekční 

také pro savce včetně člověka (McLauchlin a kol. 2000; Alves a kol. 2003; Cama a kol. 

2003; Xiao a Ryan 2004; Wang a kol. 2014).  

U člověka je C. meleagridis třetí nejčastěji se vyskytující kryptosporidií (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. 
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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 detekován u brojlerových kuřat a jako samostatný druh popsán 

roku 1986 (Current a kol. 1986). Cryptosporidium baileyi je převládající druh ptačích 

kryptosporidií a je to významný patogen (Yuan a kol. 2014). Tato kryptosporidie je nejvíce 

prozkoumána ze všech ptačích druhů a genotypů. 

Vývojový cyklus: V prvních třech dnech, kdy byla kuřata infikována, byla nalezena 

vývojová stádia v oblasti mikrovilů ilea a tlustého střeva. Infekce Fabriciovy burzy a kloaky 

se objevila 4. den po infekci. Byly pozorovány jak tenkostěnné oocysty tak tlustostěnné, 

kterých bylo více (Current a kol. 1986). Meronti I. typu (5,0 × 4,9 μm) s 8 merozoity se 

vyvíjí během 12 hodin. Meronti II. typu (5,1 × 5,1 μm) s 4 merozoity a III. typu(5,2 × 5,1 

μm) vznikají po 48 hodinách respektive 72 hodinách po infekci. Mikrogamonti (4,0 × 4,0 

μm) produkují přibližně 16 mikrogamet, z nichž se vyvíjejí makrogamety (4,7 × 4,7 μm). Z 

makrogamety vznikají dva typy oocyst, které sporulují v hostitelských buňkách. Rezistentní 

forma tlustostěnných oocyst (6,3 × 5,2 μm) je vylučována výkaly. Tenkostěnné oocysty 

uvolněné z hostitelské buňky napadají pomocí svých sporozoitů další enterocyty (Current a 

kol. 1986).  

Morfologie: Oocysty měří 6,3 × 5,2 μm a jsou větší než oocysty C. meleagridis (Current a 

kol. 1986).  

Hostitelská specifita: Cryptosporidium baileyi bylo detekováno u mnoha ptačích hostitelů: 

racka chechtavého (Larus ridibundus), jeřába popelavého (Grus grus), kormoránů 

(Phalacrocorax spp.), tukana bělolícího (Rhamphastus vittelinus), stehlíka obecného 

(Carduaelis carduelis), snovače jacksonova (Ploceus jacksoni), bulbula šedobřichého 

(Pycnonotus vitellinus), vlhovce červenohřbetého (Cacicus haemorrhous), vlhovce 

chocholatého (Psarocolius decumanus), korely chocholaté (Nymphicus hollandicus), 

amazoňana zelenolícího (Amazona viridigenalis), alexandra malého (Psittacula krameri), 

kura domácího (Gallus gallus f. domestica), krocana domácího (Meleagris gallopavo f. 

domestica), koroptve polní (Perdix perdix), křepelky japonské (Coturnix japonica), kachny 

divoké (Anas platyrhynchos), husy domácí (Anser anser f. domestica) a pštrosa dvouprstého 

(Struthio camelus) (Lindsay a Blagburn 1990; Pavlásek 1993; Ryan a kol. 2003a; Abe a 

Iseki 2004; Jellison a kol. 2004; Kimura a kol. 2004; Chvala a kol. 2006).  
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Experimentálně byly úspěšně nakaženi následující druhy ptáků: kachna domácí (Anas 

platyrhynchos f. domestica), křepelka japonská (Coturnix japonica), bažant obecný 

(Phasianus colchicus), orebice čukar (Alectoris chukar) a krůta domácí (Meleagris 

gallopavo f. domestica) (Current a kol. 1986; Lindsay a kol. 1987, 1989; Lindsay a Blagburn 

1990; Cardozo a kol. 2005; Máca a Pavlásek 2016). 

Lokalizace: Přirozená infekce C. baileyi byla zaznamenána ve spojivkách, nosohltanu, 

průdušnici, vzdušných vacích, tenkém, slepém a tlustém střevě, kloace, Fabriciově burze, 

ledvinách a močovém aparátu (Lindsay a Blagburn 1990). 

Vysoká morbidita a mortalita u ptáků je spojována s infekcí dýchacího aparátu, především 

u brojlerových kuřat (Lindsay a Blackburn 1990).  

Zoonotický potenciál: Cryptosporidium baileyi není infekční pro člověka.  

Cryptosporidium galli  

Druh Cryptosporidium galli byl poprvé popsán u kuřat v roce 1999 (Pavlásek 1999). 

Ryan a kol. (2003b) se tomuto druhu věnovali podrobněji a doplnili další, zejména 

molekulární a biologické informace. 

Vývojový cyklus: Byly pozorovány pouze stádia trofozoitů a makrogamontů v 

proventriculu (Fayer a Xiao 2008). 

Morfologie: Oocysty jsou elipsoidního tvaru měřící 8,3 × 6,3 μm s poměrem délky k šířce 

1,30. Oocysty jsou strukturálně podobné C. baileyi, ale jsou podstatně větší (Pavlásek 1999). 

Uvnitř oocyst se nachází zbytkové reziduální tělísko o velikosti 3,6 – 4,0 μm obsahující 3 

granula. Dvě z těchto granulí jsou větší (přibližně 1,6 μm) a jsou umístěna proti sobě. Zbylé 

granulum je menší (přibližně 0,5 – 0,8μm). Celé reziduální tělísko je obklopeno 4 sporozoity 

banánovitého tvaru (Obrázek 4; Pavlásek 1999).  

Obrázek 4. Oocysta Cryptosporidium galli   
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Hostitelská specifita: Ooocysty C. galli byly pozorovány u různých exotických a volně 

žijících ptáků jako jsou bažantovití (Phasianidae), pěnkavovití (Frigillidae) a vlhovcovití 

(Icteridae) (Ryan a kol. 2003b).  

Lokalizace: Cryptosporidium galli infikuje proventriculus, avšak nikoli dýchací cesty, jak je 

tomu u C. baileyi.  

Patogenita a klinické příznaky: Kryptosporidióza způsobená C. galli je spojena s akutním 

průjmem a vysokou mortalitou (Blagburn a kol. 1990; Pavlásek 1999; Morgan a kol. 2001). 

U infikovaných pěnkav byla prokázána nekróza a hyperplazie žláz proventriculu 

epiteliálních buněk spojená s velkým počtem oocyst připojených k povrchu žlázových 

epiteliálních buněk. Postižení ptáci pravděpodobně trpěli dehydratací v důsledku 

gastrointestinální poruchy (Blagburn a kol. 1990; Morgan a kol. 2001).  

Zoonotický potenciál: Tento druh je výhradně ptačí parazit. 

Cryptosporidium avium  

Cryptosporidium avium dříve znám jako Cryptosporidium avian genotyp V bylo poprvé 

detekováno u korely chocholaté (Nyphicus hollandicus) v Japonsku (Abe a Makino 2010).  

Vývojový cyklus: Vývojový cyklus není dosud znám. 

Morfologie: Oocysty měří 6,26 × 4,86 μm. Poměr délky k šířce je 1,29 μm (Holubová a kol. 

2016).  

Hostitelská specifita: Mezi přirozené hostitele patří kakariki rudočelý (Cyanoramphus 

novozealandiae), korela chocholatá (Nymphicus hollandicus), kur domácí (Gallus gallus f. 

domestica), amazoňan modročelý (Amazona aestiva), kakadu inka (Lophochroa leadbeateri) 

a andulka vlnkovaná (Melopsittacus undulatus) (Abe a Makino 2010; Curtiss a kol. 2015; 

Holubová a kol. 2016). Experimentálně byl infikován kur domácí (Gallus gallus f. 

domestica) a andulka vlnkovaná (Melopsittacus undulatus) (Holubová a kol. 2016).  

Patogenita a klinické příznaky: Pomocí elektronové mikroskopie byla odhalena přítomnost 

C. avium na mikroklcích kyčelníku a slepého střeva bez známek patologických změn 

(Holubová a kol. 2016). V roce 2015 byla u apatického kakadu inka s anorexií detekována 

infekce v játrech, močovodu a kloace. Byl to zatím jediný případ, kdy se objevily klinické 

příznaky (Curtiss a kol. 2015). Při experimentálních infekcích se ani u jednoho jedince 

klinické příznaky neobjevily (Holubová a kol. 2016). 

Zoonotický potenciál: Tento druh je výhradně ptačí parazit. 
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2.3.2. Genotypy kryptosporidií parazitující u ptáků 

Vyjma výše uvedených druhů jsou ptáci parazitování minimálně dalšími 17 genotypy 

kryptosporidií, které byly popsány u více než 30 druhů ptáků. Konkrétně se jedná o avian 

genotyp I-IV a VI, goose genotyp I-IV, 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; Holubová a kol. 2016; Cano a kol. 2016). Jednotlivé genotypy a jejich 

hostitelská specifita je uvedena v tabulce 2.  

Tabulka 2. Hostitelská specifita genotypů ptačích kryptosporidií. 

Genotyp Hostitel Lokalizace Autor 

avian genotyp I 
kanár červený (Serinus canaria), páv 

korunkatý (Pavo cristatus) 
střevo 

Ng a kol. 2006; 

Nakamura a kol. 2009 

avian genotyp II 

kakadu inka (Cacatua leadbeateri), electus 

různobarvý (Eclectus rotatus), korela 

chocholatá (Nymhicus hollandicus), kakadu 

růžový (Eolophus roseicapilla), arantinga 

sluneční (Arantinga sostitialis), alexandr 

velký (Psittacula eupatria), pštros 

dvouprstý (Struthio camelus), aratinga 

kropenatý (Psittacara leucophthalmus) 

střevo 

Ng a kol. 2006;  

Meireles a kol. 2006; 

Nakamura a kol. 2009; 

Séva a kol. 2011 

avian genotyp III 

korela chocholatá (Nymhicus hollandicus), 

kakadu růžový (Eolophus roseicapilla), 

arantinga sluneční (Arantinga sostitialis), 

kraska červenozobá (Urocissa 

erythrorhyncha), rýžovník šedý (Lonchura 

oryzivora), agapornis růžohrdlý (Agapornis 

roseicollis), berneška velká (Branta 

canadensis) 

žaludek 

Ng a kol. 2006; 

Nakamura a kol. 2009;  

Abe a Makino 2010;  

Qi a kol. 2011;  

Gomes a kol. 2012; 

Jellison a kol. 2004 

avian genotyp IV kruohoočko japonské (Zosterops japonica) žaludek Ng et al. 2006 

avian genotyp VI 
vlhovec červenokřídlý (Agelaius 

phoeniceus) 
žaludek Chelladurai a kol. 2016 

goose genotyp I 
husa kanadská (Branta canadensis) střevo Zhou a kol. 2004 

goose genotyp II 

goose genotyp III 
husa kanadská (Branta canadensis) střevo Jellison a kol. 2004 

goose genotyp IV 

goose genotyp Id 
vodní ptáci - není specifikováno, o jaké 

druhy se jedná 
střevo Cano a kol. 2016 

duck genotyp 
turpan černý (Melanitta nigra), husa 

kanadská (Branta canadensis) 
střevo 

Morgan a kol. 2001; 

Zhou a kol. 2004 

duck genotyp b 
vodní ptáci - není specifikováno, o jaké 

druhy se jedná 
střevo Cano a kol. 2016 

Euroasian Woodcock 

genotyp 
sluka lesní (Scolopax rusticola) žaludek Ryan a kol. 2003a 

finch genotyp I 

amadina vlnkovaná (Stagonoplura bella) žaludek 
Blagburn a kol. 1990; 

Lindsay a kol. 1991 
finch genotyp II 

finch genotyp III 

 

 

 



13 

 

3. CÍLE PRÁCE 

• Kriticky zpracovat literární rešerší k tématu.  

• Popsat výskyt a diverzitu kryptosporidií u divokých kachen na vybraných lokalitách.  

• V případě záchytu nových nebo málo charakterizovaných genotypů popsat základní 

biologické vlastnosti (lokalizace vývojového cyklu, průběh infekce, morfologie 

oocyst, patogenita). 
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4. MATERIÁL A METODIKA 

4.1. Materiál  

4.1.1. Biologický materiál  

Jako biologický materiál byly použity obsahy střev kachen divokých (Anas 

platyrhynchos) pocházející od mysliveckých sdružení v období honů z různých lokalit 

(obrázek 5). Některé z těchto kachen byly zakoupeny v obchodu se zvěřinou. Získané izoláty 

kryptosporidií byly použity pro experimentální infekce. 

Obrázek 5. Lokality (okresy) odběru divokých kachen pro účely této práce  

 

1 České Budějovice, 2 Prachatice, 3 Tábor, 4 Tachov, 5 Plzeň-město, 6 Plzeň-sever, 7 Plzeň-

jih 

 

4.1.2. Experimentální zvířata  

Při experimentech in vivo byla infikována kachna domácí (Anas platyrhynchos f. 

domestica), andulka vlnkovaná (Melopsittacus undulatus) a BALB/c myš (Mus musculus). 

4.1.3. Chov experimentálních zvířat  

Všechna experimentální zvířata, vyjma kachen starších 14 dnů, byla umístěna 

v akreditovaném zvěřinci Parazitologického ústavu BC AV ČR, v.v.i. Kachny byly po dvou 
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týdnech přemístěny do pokusných stájí Zemědělské fakulty Jihočeské univerzity v Českých 

Budějovicích kvůli zachování welfare. Krmení a voda byly k dispozici ad libitum.  

Kachna domácí: kachňata do věku 14 dní byla umístěna v plastových nádobách se savou 

podložkou, po dvou týdnech byla přemístěna do pokusných stájí s betonovou podlahou 

s podestýlkou tvořenou slámou a měla k dispozici umělé brouzdaliště s vodou. 

Andulka vlnkovaná: andulky byly chovány jednotlivě v klecích s papírovou podložkou pro 

snadnější odběr čerstvého trusu.  

BALB/c myši: myši byly chovány v plastových nádobách. Podestýlka byla tvořena pilinami.  

4.2. Metodika 

4.2.1. Zpracování biologických vzorků 

Z jednotlivých kadáverů divokých kachen byly v laboratoři odebrány obsahy střev k 

dalšímu zpracování. Část obsahu střev byla použita k izolaci DNA a vytvoření nátěrů na 

podložní skla (4.1.2). Zbytky obsahů střev byly jednotlivě uchovávány v dichromanu 

draselném pro případné experimentální infekce.  

4.2.2. Purifikace oocyst  

Vzorky trusu pozitivní na kryptosporidie byly homogenizovány v třecí misce a přečištěny 

na sacharózovém gradientu. Poté bylo provedeno dočištění pomocí cesium chloridového 

gradientu.  

Sacharózový gradient (Arrowood a Stearling 1987) 

Použité chemikálie:  

• zásobní Sheaterův roztok (259 ml deionizované vody; 405 g cukru; 7,29 g fenolu)  

• 1% roztok PBS Tween (1% Tween 20 v PBS (1 l dH2O; 80 g NaCl; 2 g KCl; 14,4 g 

Na2HPO4 × 12H2O; 2,4 g KH2PO4))  

• pracovní Sheaterovy roztoky  

1+2 (1 díl zásobní Sheaterův roztok + 2 díly PBS Tween)  

1+4 (1 díl zásobní Sheaterův roztok + 4 díly PBS Tween)  

Pracovní postup:  

1. Vzorek byl zbaven příměsí, naředěn destilovanou vodou a přecezen přes sítko.  

2. Do skleněné centrifugační zkumavky o objemu 100 ml byl pomocí pasteurovy pipety 

navrstven následující gradient  
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1. vrstva: 30 ml Sheaterova roztoku 1+2 

2. vrstva: 30 ml Sheaterova roztoku 1+4 

3. vrstva: 15 ml vzorku  

3. Zkumavky byly centrifugovány při 4 °C po dobu 20 minut při 1370 g.  

4. Vrchní zbarvená vrstva byla odsáta a zbytek supernatantu byl přenesen do čisté 

litrové umělohmotné centrifugační nádoby.  

5. Nádoba byla doplněna deionizovanou vodou a centrifugována při 4 °C po dobu 20 

minut při 1370 g.  

6. Polovina objemu byla odsáta a vzorky byly doplněny deionizovanou vodou. Poté 

byly vzorky opakovaně centrifugovány při 4 °C po dobu 20 minut při 1370 g.  

7. Sedimenty byly přeneseny do čisté zkumavky a uchovány při 4 °C v PBS.  

Cesium chloridový gradient (Arrowood a Donaldson 1996) 

Použité chemikálie:  

• roztok cesium chloridu (1,15 g/ml) 

• PBS (0,025 M; pH 7,2)  

Pracovní postup:  

1. Sediment obsahující oocysty byl resuspendován v PBS.  

2. Do čisté 2 ml mikrozkumavky byl napipetován 1 ml CsCl.  

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

4. Vzorek byl centrifugován při 20 °C po dobu 3 minuty při 16 000 g.  

5. Supernatant byl přepipetován do 50 ml centrifugační zkumavky, sediment byl 

vyhozen.  

6. Zkumavka byla doplněna deionizovanou vodou a při 20 °C byla centrifugována po 

dobu 20 minut při 1 370 g.  

7. Supernatant byl odsán na objem 5 ml.  

8. Zkumavka byla doplněna deionizovanou vodou, obsah byl zvortexován a při teplotě 

20 °C byl centrifugován 20 minut při 1 370 g. Tento krok byl opakován 3 – 4×, aby 

se vymyl roztok CsCl.  

9. Oocysty byly uchovávány při 4 °C v deionizované vodě. 
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4.2.3. Barvení oocyst kryptosporidií pomocí anilin-karbol-methyl-violeti (Miláček a 

Vítovec 1985) 

Použité chemikálie:  

• Roztok methylvioleti (methylvioleť 0,6 g; anilin 1 ml; fenol 1 g; alkohol 30 ml; 

deionizovaná voda 70 ml)  

• Roztok 2% H2SO4 

• Roztok tartrazinu (1% roztok tartrazinu v 1% kyselině octové)  

Pracovní postup:  

1. Tenký nátěr trusu byl fixován methanolem v plameni.  

2. Zaschlý nátěr byl barven methylvioletí po dobu 30 minut.  

3. Nátěry byly opláchnuty vodou.  

4. Byla provedena diferenciace 2% kyselinou sírovou po dobu 4 minut.  

5. Nátěry byly opláchnuty vodou.  

6. Nátěry byly dobarveny roztokem tartrazinu po dobu 5 minut.  

7. Nakonec bylo vše opláchnuto vodou a usušeno.  

Hodnocení intenzity infekce: 

U mikroskopicky pozitivních vzorků byla intenzita infekce vyjádřena jako počet oocyst v 

gramu trusu (OPG; Kváč a kol. 2007). 

4.1.2. Molekulární metody 

4.1.2.3. Izolace DNA 

Z odebraných vzorků trusu byla provedena izolace DNA pomocí komerčně dodávaného 

kitu GeneAll® ExgeneTM Stool DNA mini.  

Použitý materiál:  

• skleněné a zirkonové kuličky  

• mikrozkumavka Safe-Lock Tube 

• FL pufr  

• mikrozkumavky EzPass s bílou kolonkou 

• mikrozkumavky mini spin column se zelenou kolonkou  

• EB pufr  

• PB pufr  
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• NW pufr  

Pracovní postup: 

1. Do Safe-Lock Tube byly přidány skleněné (0,5 mm) a zirkonové (1,0 mm) kuličky. 

Do takto nachystaných mikrozkumavek byl přidán biologický materiál. Ke směsi byl 

napipetován 1 ml FL pufru. Vzorky byly homogenizovány votrexováním a následně 

bylo provedeno rozbití oocyst v přístroji FastPrep®24 Instrument (MP Biomedicals) 

po dobu 1 minuty při rychlosti 5,5 m/s.  

2. Mikrozkumavky byly inkubovány 5 min. při laboratorní teplotě a centrifugovány 5 

minut při 16 000 g.  

3. Veškerý supernatant byl přepipetován na EzPass kolonku se sběrnou zkumavkou.  

4. Kolonka byla centrifugována 1 minutu při 16 000 g, odpad byl vylit ze sběrné 

zkumavky.  

5. Na kolonku bylo napipetováno 100 μl EB pufru, ponecháno inkubovat 1 minutu při 

laboratorní teplotě a centrifugováno1 minutu při 16 000 g.  

6. Z mikrozkumavek EzPass byla odstraněna bílá kolonka a do sběrné zkumavky bylo 

připipetováno 500 μl PB pufru. 

7. Všechen obsah sběrné zkumavky byl přenesen na mini spin column (zelená kolonka 

se sběrnou zkumavkou).  

8. Mini spin column byla centrifugována 1 minutu při 16 000 g, odpad ze sběrné 

zkumavky byl vylit.  

9. Na střed kolonky bylo napipetováno 500 μl NW pufru.  

10. Kolonka byla centrifugována 1 minutu při 16 000 g, sběrné zkumavky byly 

vyhozeny a zelené kolonky byly přeneseny na čistou mikrozkumavku.  

11. Nakonec bylo na kolonku napipetováno 200 μl EB pufru, ponecháno inkubovat 1 

minutu a centrifugováno 1 minutu při 16 000 g.  

4.1.2.4. Polymerázová řetězová reakce (PCR)  

Pro amplifikaci části genu kódujícího malou ribozomální podjednotku rRNA (SSU), actin a 

heat shock protein (HSP70) byla použita nested PCR.  

Použitý materiál:  

• PCR mikrozkumavky  
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Použité chemikálie:  

• AmpONETM HS-Taq premix od firmy GeneAll Biotechnology  

• Primery (forward, reverse)  

• DNA  

• PCR H2O  

Postup:  

Molekulární charakterizace kryptosporidií byla provedena pomocí nested PCR 

amplifikující část 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 primerů jsou 

uvedeny v tabulce 3. Požadované úseky byly amplifikovány v termocycleru. Složení 

reakčních směsí je uvedeno v tabulce 4. Amplifikační program pro termocycler zahrnoval 

počáteční denaturaci při 95 °C po dobu 3 minut, 35 cyklů skládajících se z denaturace při 95 

°C po dobu 45 s, specifické nasedací teploty primerů po dobu 45 s, extenze při 72 °C po 

dobu 60 s a závěrečného dosyntetizování řetězce při 72 °C po dobu 10 minut. Jako pozitivní 

kontroly byly použity DNA Cryptosporidium muris a C. parvum. 

 

Tabulka 3. Sety primerů pro molekulární analýzy včetně nasedacích teplot. 

SSU 

 Primární PCR - 55 °C 

F1 5′ - TTC TAG AGC TAA TAC ATG CG - 3′  

R1 5′ - CCC TAA TCC TTC GAA ACA GGA - 3′  

Sekundární PCR - 55 °C 

F2 5′- GGA AGG GTT GTA TTT ATT AGA TAA AG - 3′  

R2 5′ - AAG GAG TAA GGA ACA ACC TCC A - 3′  

 

  

Actin  

 Primární PCR - 50 °C 

F1 5´- ATG RGW GAA GAA GWA RYW CAA GC-3´  

R1 5´- AGA ARC AYT TTC TGT GKA CAA T -3´  

Sekundární PCR - 45 °C 

F2 5´- CAA GCW TTR GTT GAY AA -3´  

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

Primární PCR  

F1 5´- ATG TCT GAA GGT CCA GCT ATT GGT ATT GA - 3´ 

R1 5´- TTA GTC GAC CTC TTC AAC AGT TGG - 3´ 

Sekundární PCR  

F2 5´- TMT TCA TST GTT GGT GTA TGG AGA AA - 3´ 

R2 5´- CAA CAG TTG GAC CAT TAG ATC C - 3´ 

 

Tabulka 4. Složení reakční směsi pro PCR 

PCR Objem (µl) 

Premix (HS-Taq DNA 

polymerase, dNTP, MgCl2, 

loading dye and stabilizer). 

10 

Primer F (10 μM) 0,5 

Primer R (10 μM)  0,5 

DNA 2 

PCR voda 7 

 

4.1.3. Gelová elektroforéza 

Amplifikované fragmenty DNA byly separovány pomocí gelové elektroforézy. Byl použit 

1% agarózový gel obsahující 0,2 μg/ml ethidium-bromidu. Gel byl vyvíjen při 90 V po dobu 

asi 50 minut a vizualizován pomocí transiluminátoru při vlnové délce 320 nm.  

 

Použité chemikálie:  

• 50× TAE pufr (242 g tris báze; 457,1 ml ledové kyseliny octové; 100 ml 0,5 M 

EDTA; pH=8,00)  

• Agaróza (Biotech)  

• Ethidium bromid (Sigma–Aldrich)  

• 100 bp DNA Ladder (Biogen) 

• DNA zkoumaných vzorků  

Pracovní postup:  

1. Agaróza byla navážena a smíchána s 1% TAE pufrem, poté zahřáta v mikrovlnné 

troubě.  

2. Baňka s agarózou a TAE pufrem byla ochlazena pod tekoucí studenou vodou na 

teplotu asi 50 °C.  

3. Do baňky byly přidány 2 μl ethidium bromidu.  

4. Roztok byl nalit do nosiče, byly vloženy hřebeny, gel byl ponechán ztuhnout.  
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5. Poté byly hřebeny vytaženy a ztuhlý gel byl vložen do elektroforetického tanku s 1% 

TAE pufrem. 

6. Do první jamky v gelu bylo napipetováno 5 μl ladderu, do dalších 20 μl PCR 

produktu.  

7. Napětí bylo nastaveno na 90 V a po asi 50 minutách došlo k separaci všech 

fragmentů.  

8. DNA fragmenty byly vizualizovány pomocí transiluminátoru a byl pořízen snímek 

výsledného gelu. 

4.1.4. Izolace z gelu  

Extrakce z gelu byla provedena pomocí komerčně dodávaného kitu Gen Elute (Sigma).  

Použitý materiál:  

• mikrozkumavky  

• zkumavky Binding Column G  

Pracovní postup:  

1. Byl vyříznut fragment DNA z gelu čistým skalpelem a tento fragment byl dán do 

připravené mikrozkumavky. 

2. Do mikrozkumavky s fragmentem gelu bylo připipetováno 500 l Gel Solubilization 

Solution. 

3. Mikrozkumavka byla inkubována 10 minut při 50 °C, rozpouštění bylo kontrolováno 

každé 2–3 minuty. 

4. K tomu byla inkubována PCR voda na eluci na 65 °C. 

5. Byla sestavena Binding Column G, na kolonu bylo napipetováno 500 l Column 

Preparation Solution a to bylo centrifugováno 1 minutu při 16 000 g. 

6. Ke vzorku bylo připipetováno 150 l isopropanolu a promícháno. 

7. Veškerý objem vzorku byl přepipetován na kolonu a byl centrifugován 1 minutu při 

16 000 g. 

8. Odpad ze sběrné zkumavky byl vylit a opět byla zkumavka použita s kolonou. 

9. Na kolonu bylo připipetováno 700 l Wash Solution G a centrifugováno 1 minutu při 

16 000 g. 

10. Odpad byl vylit ze sběrné zkumavky a opět zkumavka byla použita s kolonou. 

11. Zkumavky byly centrifugovány 1 minutu při 16 000 g bez přídavku jakýchkoliv 

roztoků. 
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12. Zkumavky byly otočeny v centrifuze o 180 ° a centrifugovány znovu 3 minuty při 16 

000 g. 

13. Kolona byla vložena do nové 1,5 ml mikrozkumavky a byla provedena eluce 

napipetováním 30 l PCR vody předehřáté na 65 °C přímo na střed kolony. 

Mikrozkumavky byly inkubovány 1 minutu při laboratorní teplotě a poté 

centrifugovány 1 minutu při 16 000 g.  

4.1.5. Sekvenování  

Sekvenování sekudárního PCR produktu bylo provedeno pomocí ABI BigDye Terminator 

v 3.1 Cycle Sequencing Kit a sekvenátoru ABI123130 za použití sekundárních primerů.  

4.1.6. Fylogenetické analýzy  

Nukleotidové sekvence byly analyzovány pomocí programu Chromas Pro v 1.32 

(www.technilysium.com.au/chromas.html) a dále pomocí programů ClustalX (ftp://ftp-

igbmc.u-strasbg.fr/pub/SlustalIX/) a BioEdit. Sekvence byly porovnány pomocí MAFFT 

verze 7 s automatickým srovnávacím výběrem (http://mafft.cbrc.jp/alignment/server/). 

Získané sekvence byly porovnány se sekvencemi uloženými v GenBank. Nejvhodnější 

fylogenetický model byl vybrán v programu MEGA 6. Fylogenetické vztahy mezi 

jednotlivými druhy a genotypy kryptosporidií byly vypočteny na základě vybraného modelu 

analýzou maximální pravděpodobnosti (ML). Bootstrapový konsenzus výsledného stromu 

byl získán na základě 1 000 opakování. Fylogenetické stromy byly do finální podoby 

upraveny pomocí programu Corel XIII.  

4.1.7. Experimentální infekce 

Inoculum 

Pro experimentální infekce byly použity purifikované oocysty Cryptosporidium duck 

genotype I a Cryptosporidium duck genotype II získané z přirozeně infikovaných kachen 

divokých získaných v rámci této práce. 

Infekce zvířat  

Každé zvíře (5 v každé skupině) bylo infikováno perorálně dávkou 1 × 104 oocyst 

Cryptosporidium duck genotype I nebo Cryptosporidium duck genotype II. Jako negativní 

kontrola byla použita 3 zvířata stejného druhu a věkové kategorie. U kontrolních, 

neinfikovaných zvířat byly dodržovány stejné podmínky jako u infikovaných zvířat, která 

http://www.technilysium.com.au/chromas.html
ftp://ftp-igbmc.u-strasbg.fr/pub/SlustalIX/
ftp://ftp-igbmc.u-strasbg.fr/pub/SlustalIX/
http://mafft.cbrc.jp/alignment/server/
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byla chována odděleně. Vzorky trusu byly odebírány 1× denně. Každý experiment byl 

ukončen po 30 dnech.  

Odběr vzorků pro parazitologické vyšetření  

Odběry byly prováděny každých 24 hodin po dobu 30 dnů. Vzorky čerstvého trusu byly 

odebírány hned po vykálení z připravených sterilních beden a uchovávány při teplotě 4 °C v 

50 ml zkumavkách, které byly označeny číslem zvířete a datem odběru. Poté byly vytvořeny 

nátěry pro mikroskopické vyšetření a z části byla vyizolována DNA. Zbytky trusu byly 

skladovány při 4 °C.  

Histologické vyšetření 

Vzorky vnitřních orgánů (plíce, trachea, jícen, žaludek, duodenum, jejunum, ileum, slepá 

střeva, kolon, kloaka, ledviny, játra) experimentálně infikovaných zvířat byly fixovány ve 

4% roztoku formaldehydu. Histologické řezy byly zpracovány standardní parafinovou 

metodou. Histologické řezy tkáně byly nabarveny hematoxylin-eosinem.  

Použité chemikálie:  

• I. vzestupná alkoholová odvodňovací řada (70% alkohol; 80% alkohol; 96% 

alkohol; aceton; xylen a xylen)  

• parafinová řada (4 následné roztoky parafiny, 1:3, 1:1, 3:1, 100% parafin)  

• alkoholová sestupná řada odparafinovací řada (xylen; alkohol 96%, alkohol 80%, 

alkohol 70%; dH2O)  

• II vzestupná zavodňovací řada (70% alkohol; 80% alkohol; 96% alkohol; 

karboxylen; xylen)  

• kanadský balzám 

Pracovní postup: 

1. Vzorky byly odvoňovány I. vzestupnou řadou po 60 minutách byl vyměněn roztok.  

2. V posledním roztoku byl nechán 90 minut.  

3. Byl prosycen parafinem (2 – 4 hodiny v parafinu I; 4 – 6 hodin v parafinu II; 8 – 12 

hodin v parafinu III, 8 – 12 hodin ve 100% parafinu)  

4. Vzorky byly zality do čistého parafinu, byly vytvořeny bločky. Poté byly zhotoveny 

5 μm silné histologické řezy a připraveny preparáty na podložní sklíčko a byly 

nechány 24 hodin na plotně o teplotě 42 °C.  
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5. Preparáty byly odparafinovány alkoholovou sestupnou zavodňovací řadou vždy po 5 

minutách.  

6. Vzorky byly nabarveny (barvení hematoxylin-eosin) a po barvení bylo pokračováno 

v odvodňování II. alkoholovou vzestupnou řadou vždy po 5 minutách, 

v karboxylenech byly ponechány 1 minutu.  

7. Vzorky byly zamontovány do kanadského balzámu a byly ponechány k sušení při 

teplotě 42 °C.  

8. Poté byly prohlíženy mikroskopem (Olympus IX70) pod vhodným zvětšením.  

Barvení hematoxylin-eosin 

1. Vzorky byly barveny 10 minut (0,5 g hematoxylinu (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

USA) + 500 ml dH2O + 25 g síranu hlinito-amonného + 0,1 g jodičnanu sodného + 

20 ml kyseliny octové).  

2. 10 minut byly oplachovány pod tekoucí vodou.  

3. 5 minut byly barveny vzorky v eosinu (0,5 g eosin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

USA) + 250 ml dH2O + 10 ml kyseliny octové).  
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5. VÝSLEDKY 

5.1. Prevalence kryptosporidií u divokých kachen  

Z celkového množství 298 divokých kachen byla přítomnost oocyst kryptosporidií 

prokázána pouze u 8 zvířat. Specifická DNA kryptosporidií byla prokázána celkem 

ve 32 (10,7 %) vzorcích. Všechny mikroskopicky pozitivní vzorky byly současně 

PCR pozitivní. Kryptosporidie byly detekovány na 6 ze sedmi lokalit (tabulka 5). Za 

pozornost stojí, že u mikroskopicky pozitivních vzorků byl následně detekován 

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

Tabulka 5. Výskyt a diverzita kryptosporidií u volně žijících kachen divokých na 

základě mikroskopické a molekulární detekce části genů kódujících malou 

ribosomální podjednotku rRNA (SSU), aktin a 70k kDa Heat shock protein (HSP70). 

 

Lokalita 

Počet  

vyšetřených 

vzorků 

Mikroskopicky

/PCR pozitivní 

vzorky 

Cryptosporidium spp. SSU actin HSP70 

1 123 2/8 

C. baileyi* +1 +1 +1 

avian genotyp III +2 +2 - 

duck genotyp I +1 +1 +1 

duck genotyp II +4 +4 +3 
       

2 
4 

 
2/2 

C. baileyi* +1 +1 +1 

avian genotyp III +1 +1 - 
       

3 6 
            

4 151 2/20 

C. baileyi* +2 +2 +2 

C. avium +4 +4 +3 

avian genotyp III +2 +2 - 

duck genotyp I +7 +6 +6 

duck genotyp II +5 +4 +4 
       

5 7 1/2 C. baileyi* +2 +2 +2 
       

6 5 0 
           

7 2 0 avian genotyp III +1 +1 - 
+ pozitivní PCR výsledek; - negativní PCR výsledek; horní index indikuje množství úspěšně 

sekvenovaných PCR amplikonů z pozitivních zvířat; * mikroskopicky pozitivní  
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5.2. Genotypizace 

Specifická DNA kryptosporidií byla prokázána celkem u 32 kachen. Pro následné 

fylogenetické analýzy bylo využito 32, 30 a 23 sekvencí kódujících SSU, actin a 

HSP70 gen. Ve zbylých případech bylo zřejmé, že se jedná o sekvence náležící k 

některému z druhů nebo genotypů kryptosporidií, ale kvůli nízké kvalitě sekvencí 

nebylo možné provést genotypizaci (tabulka 5). U žádného ze vzorků pozitivních na 

Cryptosporidium avium genotyp III se nepodařilo získat sekvenci genu kódujícího 

HSP70. 

Fylogenetická analýza na základě SSU prokázala přítomnost čtyř již dříve 

popsaných druhů a genotypů kryptosporidií, jmenovitě C. baileyi (n=6), C. avium 

(n=4), Cryptosporidium avian genotyp III (n=5), Cryptosporidium duck genotyp I 

(n=8) a jednoho dosud nepopsaného genotypu, který jsme nazvali Cryptosporidium 

duck genotyp II (n=9; tabulka 5). Všechny získané sekvence příslušící k 

detekovaným taxonům byly vzájemně identické a 100% shodné se sekvencemi 

uloženými v databázi GenBank (obrázek 6).  

 Maximum likelihood stromy vytvořené na základě sekvencí kódujícího actin 

(obrázek 7) a HSP70 (obrázek 8) podporují fylogenetickou pozici detekovaných 

druhů a genotypů kryptosporidií v této práci. Navíc v této práci jsme jako první 

popsali sekvence těchto genů u Cryptosporidium duck genotypu I a II a použili je pro 

fylogenetické analýzy.  
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Obrázek 6. Kladogram fylogenetických vztahů izolátů kryptosporidií získaných 

z kachen divokých (Anas platyrhynchos) v této práci s ostatními druhy a genotypy 

kryptosporidií na základě částečné nukleotidové sekvence genu kódujícího malou 

ribozomální podjednotku vytvořený metodou maximum likelihood. Sekvence 

získané v této studii jsou tučně zvýrazněny. Procentuální hodnoty bootstrapů nad 

50% jsou uvedeny u jednotlivých uzlů.  

.  
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Obrázek 7. Kladogram fylogenetických vztahů izolátů kryptosporidií získaných 

z kachen divokých (Anas platyrhynchos) v této práci s ostatními druhy a genotypy 

kryptosporidií na základě částečné nukleotidové sekvence genu kódujícího actin 

vytvořený metodou maximum likelihood. Sekvence získané v této studii jsou tučně 

zvýrazněny. Procentuální hodnoty bootstrapů nad 50 % jsou uvedeny u jednotlivých 

uzlů.  
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Obrázek 8. Kladogram fylogenetických vztahů izolátů kryptosporidií získaných 

z kachen divokých (Anas platyrhynchos) v této práci s ostatními druhy a genotypy 

kryptosporidií na základě částečné nukleotidové sekvence genu kódujícího 70 kDa 

Heat shock protein vytvořený metodou maximum likelihood. Sekvence získané v 

této studii jsou tučně zvýrazněny. Procentuální hodnoty bootstrapů nad 50 % jsou 

uvedeny u jednotlivých uzlů.  
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5.3. Morfologie oocyst  

Oocysty C. baileyi, C. avium, Cryptosporidium duck genotyp I a II mají sférické 

oocysty. Velikost oocyst těchto kryptosporidií se překrývá a jsou morfometricky 

neodlišitelné mezi sebou. U oocyst Cryptosporidium duck genotyp I a II se výrazně 

barví reziduální tělísko oocysty. Oocysty Cryptosporidium avian genotyp III jsou 

oválné s typickou strukturou pro žaludeční kryptosporidie a větší než výše uvedené 

oocysty střevních druhů a genotypů (obrázek 9).   

Obrázek 9. Oocysty 1) Cryptosporidium baileyi, 2) Cryptosporidium avium, 3) 

Cryptosporidium duck genotyp I, 4) Cryptosporidium duck genotyp II a 5) 

Cryptosporidium avian genotyp III barvené anilin-karbol-methyl-violetí. Měřítko 5 

μm. 
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5.4. Hostitelská specifita Cryptosporidium duck genotyp I a II 

Mikroskopická vyšetření a molekulární analýzy neprokázaly přítomnost oocyst a 

specifické DNA Cryptosporidium duck genotyp I a II v trusu experimentálně 

inokulovaných laboratorních myší a andulek. Taktéž histologická vyšetření 

neprokázala přítomnost žádných vývojových stádií kryptosporidií v žádném 

z vyšetřovaných orgánů. Naopak oba genotypy byly infekční pro všechny 

experimentálně infikované kachny domácí.  

Specifická DNA Cryptosporidium duck genotyp I a II byla zachycena 4 dny po 

infekci (DPI). První záchyt oocyst Cryptosporidium duck genotyp I byl zaznamenán 

6 DPI a u Cryptosporidium duck genotyp II 4 DPI. Kachny infikované jak 

Cryptosporidium duck genotyp I, tak Cryptosporidium duck genotyp II vylučovaly 

ooycsty intermitentně po celou dobu sledování (30 DPI). Intenzita infekce vyvolaná 

oběma izoláty byla srovnatelná; maximálně 11 000 OPG (obrázek 10). 

Sekvence SSU, actin and HSP70 kryptosporidií získané z experimentálně 

infikovaných kachen byly identické s infekčními dávkami. 

 

Obrázek 10. Průběh infekce Cryptosporidium duck genotyp I a Cryptosporidium 

duck genotyp II u kachen domácích (Anas platyrhynchos f. domestica) na základě 

mikroskopického a molekulárního vyšetření. Kruh indikuje mikroskopickou 

přítomnost oocyst a tečka indikuje detekci specifické DNA. 

 

U kachen infikovaných Cryptosporidium duck genotyp I a Cryptosporidium duck 

genotyp II nebyly pozorovány žádné příznaky infekce, zejména netrpěly průjmem a 

nevykazovaly příznaky kryptosporidiózy.  
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Histopatologická vyšetření prokázala přítomnost vývojových stádií 

Cryptosporidium duck genotyp I a Cryptosporidium duck genotyp II přichycených 

na slizničním epitelu duodena (obrázky 11 a 12), ilea a jejuna.  Výskyt vývojových 

stádií byl sporadický a odpovídal intenzitě infekce oocyst nalezených v trusu zvířete. 

Nebyly pozorovány žádné patologické změny na orgánech.    

 

Obrázek 11. Vývojová stádia Cryptosporidium duck genotyp I (šipky) na slizničním 

epitelu duodena u experimentálně infikované kachny domácí (Anas platyrhynchos f. 

domestica) detekované v histologických řezech barvených hematoxylin-eosinem. 
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Obrázek 12. Vývojová stádia Cryptosporidium duck genotyp II (šipky) na 

slizničním epitelu duodena u experimentálně infikované kachny domácí (Anas 

platyrhynchos f. domestica) detekované v histologických řezech barvených 

hematoxylin-eosinem. 
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6. DISKUZE  

Studie provedené jak na volně žijících, tak i domácích zvířatech ukázaly, že 

většina kryptosporidií má úzkou hostitelskou specifitu. Například druhy C. suis a C. 

scrofarum jsou hostitelsky adaptovány na domácí a volně žijící prasata, C. bovis na 

skot, C. muris na hlodavce nebo C. rubeyi na veverky (Tyzzer 1910; Ryan a kol. 

2004; Fayer a kol. 2005; Kváč a kol. 2013; Li a kol. 2015). Na druhou stranu druhy 

jako C. parvum nebo C. ubiquitum jsou hostitelsky nespecifické, parazitující u 

velkého množství hostitelů (Lindsay a kol. 1988, Lindsay a kol. 1989; Fayer a kol. 

2010). Ačkoliv byly ptačí kryptosporidie popsány v 17 z 26 ptačích řádů, u většiny 

genotypů není známa hostitelská 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 naší studii jsme detekovali 

přirozené infekce vyvolané C. baileyi, C. avium, Cryptosporidium avian genotyp III 

a Cryptosporidium duck genotyp I a II. C. baileyi je považováno za druh se širokou 

hostitelskou specifitou, který byl posán u více než 29 druhů ptáků patřících do 12 

řádů. Naopak přirozená infekce druhem C. avium u divokých kachen nebyla dosud 

popsána. Do současné doby byl tento druh považován za hostitelsky specifický 

pouze pro papoušky (Nakamura a Meireles 2015; Holubová a kol. 2016). Nález 

tohoto druhu u kachen rozšiřuje hostitelské spektrum. Přítomnost Cryptosporidium 

duck genotyp I u vyšetřovaných zvířat nebyl s ohledem na výskyt tohoto genotypu 

v kachnách, husách a dalších vodních ptácích bez blížší specifikace překvapivý 

(Morgan a kol. 2001; Zhou a kol. 2004; Cano a kol. 2016). Dosud publikované práce 

a výsledky této studie naznačují, že Cryptosporidium duck genotyp I je hostitelsky 

specifický pro vrubozobé. Cryptosporidium duck genotyp II, poprvé popsaný v této 

studii, lze považovat za hostitelsky specifický pro kachny. Cryptosporidium avian 

genotyp III, které je často detekováno u papoušků a pěvců (Ng a kol. 2006, 

Nakamura a kol. 2009; Abe a Makino 2010; Qi a kol. 2011; Gomes a kol. 2012), 

bylo nalezeno již dříve u vrubozobých, ale pouze u bernešky velké (Branta 

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

Na rozdíl od řady jiných studií jsme nedetekovali specifickou DNA 

kryptosporidií, 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, že vnímavost ptáků k těmto druhům kryptosporidií 
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nebyla experimentálně potvrzena, lze se domnívat, že přítomnost specifické DNA 

těchto kryptosporidií je výsledkem pasáže oocyst zažívacím traktem hostitele. 

Nepřítomnost výše uvedených druhů kryptosporidií v naší studii je možno vysvětlit 

omezeným kontaktem vyšetřovaných kachen s kontaminovanou vodou, zvláště 

v případě, že většina divokých kachen byla odchována za účelem odstřelu. 

Kryptosporidie jsou často považovány za parazity vyvolávající průjmová 

onemocnění ohrožující zdraví a život 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). Klinický průběh infekce je často spojován s různým 

stupněm imunodeficience nebo s oslabením organismu (Malebranche a kol. 1983; 

Current a kol. 1983; Navin a Juranek 1984; Adamu a kol. 2014). U 

imunokompetentních jedinců je však kryptosporidióza poměrně vzácná. Z celkového 

počtu desítek druhů a stovek genotypů, byl klinický průběh infekce popsán jen u 

několika málo kryptosporidií, respektive hostitelů. Mezi zástupce druhů 

kryptosporidií, které vyvolávají kryptosporidiózu, patří C. parvum, C. hominis, C. 

meleagridis, C. canis, C. felis, C. cuniculus nebo C. viatorum. Většina uvedených 

klinických onemocnění vyvolaná těmito kryptosporidiemi však připadá na člověka, 

psy, kočky nebo hospodářská zvířata (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 volně žijících druhů zvířat jsou průjmová onemocnění 

způsobená kryptosporidiemi poměrně vzácná (Hamnes a kol. 2007; Ravaszova a kol. 

2012; Prediger a kol. 2017; Wait a kol. 2017). Kryptosporidióza ptáků je nejčastěji 

spojována s infekcemi vyvolanými C. meleagridis a C. baileyi; (Tůmová a kol. 2002; 

Abe a Iseki 2004; Holubová a kol. 2016). U kachen přirozeně infikovaných C. 

baileyi, C. avium, Cryptosporidium avian genotyp III nebyly v této práci detekovány 

žádné příznaky kryptosporidiózy, což je v souladu s dosud publikovanými pracemi, 

tedy, že infekce vyvolané těmito kryptosporidiemi jsou často subklinické (Nakamura 

a Meireles 2015; Holubová a kol. 2016). Taktéž přirozené infekce způsobené C. 

meleagridis a C. baileyi u volně žijích vrubozobých nejsou spojovány s klinickým 

onemocněním (Jellison a kol. 2004). V námi provedené studii jsme nedetekovali 

žádné příznaky průjmových onemocnění kachen infikovaných Cryptosporidium duck 

genotyp I a II. Obdobně u Cryptosporidium goose genotyp I a II, které jsou 
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fylogeneticky příbuzné ke Cryptosporidium duck genotyp I a II, nebyly popsány 

žádné klinické příznaky u volně žijících vrubozobých (Zhou a kol. 2004). Z několika 

málo studií zabývajících se průběhem infekcí u kryptosporidií můžeme říci, že 

prepatentní a patentní perioda je odlišná mezi jednotlivými druhy a genotypy 

kryptosporidií. U druhů patřících mezi střevní kryptosporidie jako C. baileyi a C. 

meleagridis byly oocysty detekovány od 3. – 4. dne po infekci, avšak u C. avium 

byla prepatentní perioda až 12 dní (Current a kol. 1986; Bermudez a kol. 1988; Zha a 

Jiang 1994; Holubová a kol. 2016). V rámci naší studie byla zjištěna prepatentní 

perioda u Cryptosporidium duck genotyp I a II 4 dny, což je podobné C. baileyi. U 

C. galli jakožto zástupce žaludečního druhu, byly jeho oocysty zachyceny mnohem 

později než u ostatních druhů a genotypů a to až 25. den po infekci (Pavlásek 

2001). Z výsledků této studie a dříve publikovaných dat vyplývá, že průběh infekce 

je závislý nejenom na druhu a genotypu kryptosporidie, ale na hostiteli (Holubová a 

kol. 2016).  

V rámci studií zabývajících se také experimentálními infekcemi u zvířat jsou 

prováděna histologická vyšetření, které napomáhají určit výskyt vývojových stádií 

oocyst ve vnitřních orgánech. U C. baileyi byla tato vývojová stádia oocyst 

detekována v burze Fabricii (Current a kol. 1986). U žaludečních druhů a genotypů 

jako je C. galli a Cryptosporidium avian genotyp III byla parazitární infekce 

pozorována v proventrikulu (Pavlásek 2001; Ravich a kol. 2014). U námi získaných 

genotypů, konkrétně Cryptosporidium duck genotyp I a II byla vývojová stádia 

oocyst nalezena v tenkém střevě stejně jako u C. avium a C. meleagridis (Bermudez 

a kol. 1988; Holubová a kol. 2016). 
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7. ZÁVĚRY  

• Byl detekován nový genotyp kryptosporidie parazitující u kachen, 

Cryptosporidium duck genotyp II. 

• Divoké kachny jsou přirozeným hostitelem C. avium, C. baileyi, Cryptosporidium 

avian genotyp III, Cryptosporidium duck genotyp I a Cryptosporidium duck 

genotyp II. 

• Oocysty Cryptosporidium duck genotyp I a II nelze odlišit od ostatních druhů a 

genotypů střevních kryptosporidií. 

• Cryptosporidium duck genotyp I a II jsou hostitelsky specifické pro kachny 

divoké a domácí. 

• Infekce způsobené Cryptosporidium duck genotyp I a II nejsou spojeny 

s klinickým onemocněním. 

• Vývojový cyklus Cryptosporidium duck genotyp I a II je lokalizován v tenkém 

střevě. 
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