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1. UVOD

vvvvvv

predevsim kvuli jejich schopnosti vytvaret hlasové projevy diky hlasovému ustroji
zvanému syrinx. Pévci se déli na dva podiady, kiikavi a zpévni. V téchto dvou
podiadech najdeme zastupce rozdélené do 83 celedi, 1161 rodi a 5712 druhi
(Veselovsky 2001).

Ptaci, stejné jako ostatni zivoCichové, se potykaji s celou tfadou infek¢énich
onemocnéni, které jsou vyvolany rGznymi viry, bakteriemi ¢i parazity. Tato prace
se zabyva jednim z mnoha parazitirnich onemocnéni vyskytujicich se u vsech
teplokrevnych i studenokrevnych obratlovci, kryptosporidiézou. Toto onemocnéni
vyvolava parazit rodu Cryptosporidium, patfici do kmene Apicomplexa
(Carreno et al. 1999).

Paraziti rodu Cryptosporidium jsou V poslednich dvaceti letech intenzivné
studovani, avSak vice nez 70 % vSech studii se zaméfuje vyhradné na druhy
a genotypy parazitujici ¢lovéka a hospodaiska zvifata, ktefi vSak piedstavuji jen
zlomek rozmanitosti téchto parazitti (Kvaé et al. 2014). Z celkového poctu vice nez
~900 studii se méné nez 5 % zabyva kryptosporidiemi ptaka (zdroj: Web of
Science). V poslednich nékolika malo letech se témito kryptosporidiemi zabyva stale
vice védcll ve svété, mezi néz patii i védecka laboratof v Ceskych Budgjovicich,

ve které jsem tuto praci vypracovala.



2. LITERARNI PREHLED
2.1. Pévci

Pévci (Passeriformes) patii k nejpocetnéjSimu ptac¢imu fadu. Zastupci tohoto fadu
maji uzptisobené nohy k sezeni na vétvi, a proto tyto ptaky povazujeme za stromove.
Pévci obyvaji Sirokou Skalu stanovist’ od hustych lest az po oteviené louky a zivi

se hlavné ovocem, semeny a bezobratlymi zivocichy (Caccio et al. 2014).
Travici trakt

K pfijmu potravy slouzi ptakiim zobak, ktery je pokryty srostlymi rohovitymi
ploténkami. Ptaci nemaji mékké patro a ve stfedu tvrdého patra se nachazi
trojuhelnikova Stérbina vnitinich nozder zvana choan. Dal§im organem v Gstni duting
je jazyk, ktery podepird jazylka. Na spodin€é uGstni dutiny je Sté€rbinovity otvor
do hltanu, pied kterym ma vétSina ptaka rohovité papily, obracené $pickami smérem
do jicnu, takze usnadiuji polykani a zabranuji tomu, aby se polykana potrava vracela
zpét. Naptiklad alka krabi (Alle alle) a hyl rizovy (Carpodacus roseus) maji
na spodiné Ustni prohlubné, které usnadnuji transport potravy. U vétSiny ptakid jsou
dobfe vyvinuty slinné zlazy (glandulae salivales), které slouzi k produkci slin
ausnadiuji tak polykani. Po ustni dutiné nasleduje hltan (pharynx), poté jicen
(oesophagus). Jicen ma u ptakt vétsi primér nez u savcu a nachazi se v pravé Casti
krku. Jicen se u vétSiny ptaka rozsifuje ve vole (ingluvies). Pévci, stejné jako kachny
a kormorani, maji vole ve tvaru tkalcovského ¢lunku. Funkci volete je shromazd'ovat
potravu. To umoznuje ptaklim nasbirat vétsi mnozstvi potravy najednou. Vole maji
jak ptaci zivici se rostlinnou potravou, tak i ptaci Zivici se zivo¢iSnou potravou.
Krmivi ptaci do volete shromazd'uji potravu, kterou poté vyvrhuji do zobaku mlad’at.
Dalsim dilezitym organem traviciho traktu je zaludek, ktery ma u ptakt dva oddily:
predni Cast tvori zlaznaty zaludek (proventriculus) a zadni ¢ast svalnaty Zaludek
(ventriculus). Vnitini sténa zlaznatého Zaludku je slozena do podélnych zahybu
a obsahuje Cetné zlazy. V této Casti se vytvaii slizovity sekret, ktery chrani sliznici
zaludku pfed vlastnim natrdvenim. Druhy typ Zlaz produkuje kyselinu
chlorovodikovou a travici enzym pepsinogen, ktery se vlivem kyseliny pretvari
napepsin. Ve zlaznatém zaludku ptakd dochazi ktraveni nejen svaloviny,

ale i mensich kosti.



Svalnaty zaludek odpovida vyvojové zaludku plazi a savcl. Na obvodu
svalnatého zaludku je systém Ctyi pruhovanych svalii: dva protistojné mohutné svaly,
které svym stahem drti potravu, a dva mezi nimi uloZené slabsi svaly zaludku,
jejichz ukolem je posunovat potravu do mist nejvyssiho tlaku silnych svalt. Vystelka
svalnatého zaludku se u ptdkGt méni podle toho, jakou potravu konzumuji.
Na svalnaty zaludek navazuje stfevo, které¢ je krat§i nez u savcii. Prvni oddil
sttevniho traktu je tenké stfevo skladajici se z dvanactniku (duodenum),
ktery se nachazi hned za Zaludkem a tvofi protahlou klicku, ve které se nachazi
slinivka bfi$ni (pankreas), jejiz 1-3 vyvody usti do vzestupné vétve dvanactniku.
Slinivka je diilezitd pro traveni bilkovin, cukrii a tukd, jelikoz vymésSuje potiebné
enzymy. Slinivka také sekretuje hormon inzulin, ktery snizuje hladinu cukru v Krvi,
a hormon glukagon, ktery naopak hladinu cukru zvySuje. Dalsi ¢asti tenkého stfeva
je laénik (jejunum) a kycelnik (ileum). Na pfechodu mezi tenkym a tlustym stfevem
se u ptakd vyvinula dv¢ slepa stieva (caeca). Ve slepych stievech dochazi ke kvaseni
a pomoci symbiotickych bakterii jsou schopni ptaci travit celulozu a hemicelulozu
na mastné kyseliny. Ve S$pickach slepého stfeva se nachéazeji stfevni mandle
(tonsillae caecales). Slepa stfeva jsou uzaviratelna samostatnymi svéraci
a vyprazdiuji se fidceji nez tlusté stievo. Vymeések je tmavy a k vymésovani dochazi
obvykle pfed ndhlym vzletem. Ve slepych stievech se také zachycuje voda, dusikaté
latky a pravdépodobné zde dochédzi i k syntéze vitamind (Hudec etal. 1994;
Veselovsky 2001).

Tlusté stievo (colon), ve kterém dochazi k resorpci vody a zahusténi traveniny,
je kratké a ptimé, a Usti do kloaky. Kloaka ptedstavuje zakonceni travici trubice
se spoleénym vyusténim vyvodnych cest mocovych a pohlavnich a je rozdélena
do tii oddilt, které jsou odd€leny okruznimi fasami. Prvni c¢ast Kkoprodeum
(coprodaeum) ma vakovity tvar a shromazduji se v ni vykaly. Do prostiedniho
oddilu, urodeum (urodaeum), Gsti na malych bradavkach oba moc¢ovody a vyvody
pohlavnich zlaz. Kone¢na ¢ast proktodeum (proctodaeum) je uzaviena okruznim
fitnim svalem a na své hibetni strané ma u mlad’at kapsovity atvar Fabriciovu burzu
(bursa Fabricii). Jakmile ptak dospéje, bursa, ktera ma i funkci brzliku, zakriiuje
az zcela zmizi. V Kloace se z vykali od¢erpava jesté voda a n¢které mineralni latky.

Kloaka je ukoncena uzaviratelnym otvorem (anus). Vykaly vychazeji z kloaky


https://cs.wikipedia.org/wiki/Tr%C3%A1vic%C3%AD_trubice
https://cs.wikipedia.org/wiki/Mo%C4%8Dov%C3%A9_cesty
https://cs.wikipedia.org/wiki/Rozmno%C5%BEovac%C3%AD_soustava_pt%C3%A1k%C5%AF

soucasné s moci, kterd je u ptakid velmi husta, kaSovitd a na trusu vytvaii bily povlak

(Hudec et al. 1994; Veselovsky 2001).
Migrace pévci

Diky vybornym letovym schopnostem mohou pévci, stejné jako ostatni ptaci,
kazdorocn¢ 1état z aredlu hnizdéni do zimovist. Ne vSichni pévci jsou ale tazni,
mame i pévce stalé (Hudec et al. 1994; Veselovsky 2001). Mezi stiedoevropské stalé
pévce patii napiiklad brhlik lesni (Sitta europaea), chocholou$ obecny (Galerida
cristata), strnad obecny (Emberiza citrinella), vrabec domaci (Passer domesticus)
a méstska populace kosa ¢erného (Turdus merula). Zvlastni skupinou ptakd jsou
ptaci potulni, u kterych existuji populace odlétajici na krat§i vzdalenosti od mista
hnizdéni zejména v podzimni a zimni dobé (Hudec et al. 1994; Jourdain et al. 2007;
Veselovsky 2001). Do této skupiny patii nékteti pénkavoviti (Fringillidae) a sykory
(Parus spp.), ale i mezi nimi se obCas najdou jedinci, ktefi se od mista narozeni
vzdali daleko (Hudec et al. 1994; Veselovsky 2001). Stéhovavi ptaci jsou ti,
€0 Z hnizdniho aredlu pravidelné kazdoro¢né odlétaji na zimovisté a z n€ho se poté
V nasledujicim jate vraci zpét do své domoviny. Tahové cesty délime podle délky
tahu na dlouhé a kratké. Typickymi taznymi pévci s dlouhou tahovou cestou jsou
zluvy (Oriolus spp.), které jsou u nas na hnizdistich jen 3-4 mésice, od kvétna
do srpna. Dale do této skupiny patii pénice (Sylvia spp.), tuhyci (Lanius spp.),
vlastovky (Hirundo spp.), jiticky (Delichon spp.) a lejskové (Ficedula spp.).
Vychodosibifské populace euroasijskych druhti pévci-pénic (Sylvia spp.), rakosnikd
(Acrocephalus spp.), pévusek (Prunella spp.), vlastovek (Hirundo spp.) a drozda
(Turdus spp.) zimuji v jizni a jihovychodni Asii. Evropsti pévci s dlouhou tahovou
trasou na africky kontinent museji piekonavat vzdalenost az 5000 km. Z Evropskych
pévcl je to pénice slavikova (Sylvia borin) nebo rakosnik zpévny (Acrocephalus
palustris), ktefi zimuji az v Jizni Africe. Pévci pifekonavaji obvykle vzdalenosti
kolem 5000 km béhem 100 dni. Mezi zastupce st¢hovavych pévct s kratkou tahovou
cestou ve stfedni Evropé patii konipasi (Motacilla spp.), drozdi (Turdus spp.),
sktivani (Alauda spp.), budni¢ci mensi (Phylloscopus collybita) a Spacci (Sturnus
spp.). Taznost ptaku ale také zavisi na pohlavi, ¢ast populace muze byt tedy stala
acast tazna. Samice vétSinou odlétaji a samci pfezimuji. V Evropé je takovym
ptikladem kos ¢erny (Turdus merula) a pénkava obecna (Fringilla coelebs) (Hudec
et al. 1994, Jourdain et al. 2007; Veselovsky 2001).



Priklady prenosu infekei

Schopnost ptaki migrovat na velké vzdalenosti je dulezita i z pohledu moznosti
pfenosu ruznych patogeni. Napiiklad u c¢irek modrych (Anas querquedula),
které se béhem zimy shlukuji na stejnych mokiinach, byl prokézan snazsi ptenos viru
ptaci chiipky na hospodaisky chované ptiky (Jourdain et al. 2007). Obdobné
ste¢hovavi ptaci mohou pifenaset také virus newcastleské choroby, ptac¢i pneumoviry,
kachni virus, virus Zapadonilské horecky nebo virus komiské encefalomyelitidy
(Dhama et al. 2008; Jourdain et al. 2007; Prosser et al. 2009; Takekawa et al. 2010).
Dale mohou pienaset i bakteridlni patogeny jako jsou Borrelia burgdorferi,
Chlamydophila psittaci, Campylobacter spp., Pasteurella multocida nebo Salmonella
spp. (Dhama et al. 2008; Jourdain et al. 2007). Krom¢ virGi a bakterii mohou byt
migrujici ptaci zdrojem celé fady ptivodcil parazitarnich onemocnéni, jako jsou prave
kryptosporidie nebo bi¢enky posevni (Trichomonas vaginalis) ¢i hlistice (Nematoda)
(Jourdain et al. 2007; Lawson et al. 2011; Leung et al. 2016).

2.2. Kryptosporidie

Kryptosporidie jsou celosvétové rozSifeni paraziti infikujici epitelidlni
bunky gastrointestinalniho traktu vSech tifid obratlovcu. Jednotlivé druhy
kryptosporidii se 1i8i. N€které druhy infikuji vyhradné Zaludek, zatimco jiné infikuji
primarné stfeva. Druhy se navzajem li$i i svou hostitelskou specifitou. Nékteré druhy
infikuji Sirokou fadu hostitelt, zatimco jiné jsou specializovany jen na urcité skupiny

obratlovcl nebo infikuji pouze jeden hostitelsky druh (Fayer et al. 2007).
2.2.1. Taxonomie kryptosporidii

Zastupci rodu Cryptosporidium jsou eukaryotické organismy patiici do rodu
Apicomplexa. Charakteristickym znakem tohoto kmene je pfitomnost apikalniho
komplexu, ktery slouzi kinfekci hostitelské bunky (Fayer et al. 1997).
Kryptosporidie byly dlouhou dobu fazeny mezi kokcidie na zakladé jejich
podobnosti vyvojového cyklu (Fayer et al. 1997). To, ze je toto fazeni chybné,
ukazaly molekularni analyzy, které potvrdily, Ze kryptosporidie jsou piibuzné

s gregarinami (Carreno et al. 1999).



2.2.2. Vyvojovy cyklus kryptosporidii

Vyvojovy cyklus kryptosporidii byl dosud detailné zkouman pouze u omezeného
mnozstvi druhti kryptosporidii. U druhti parazitujicich u savca byl vyvojovy cyklus
popsan u C. parvum, C. muris a C. proliferans (Melicherova et al. 2013; Tyzzer
1907, 1910, 1912). U kryptosporidii ptakt je znam pouze vyvojovy cyklus C. baileyi
(Current et al. 1986).

Zivotni cyklus kryptosporidii je pomérné komplikovany a je rozdélen do &ty fazi
— excystace (uvolnéni sporozoitit z oocysty v misté infekce), merogonie (nepohlavni
rozmnozovani), gametogonie (pohlavni rozmnozovani) a sporogonie (tvorba
oocysty) (Fayer et Xiao 2007; Thompson et al. 2005; Tyzzer 1910). Obecné
se predpoklada, ze nejsou podstatné rozdily ve vyvojovém cyklu jednotlivych druht
kryptosporidii (Current et Blagburn 1990). Nicméné u kostnatych ryb byl popsan
odlisny vyvojovy cyklus, respektive lokalizace vyvojovych stadii v porovnani
s ostatnimi hostiteli (Ryan et al. 2015; Sunnotel et al. 2006). Zatimco u rybich druht
kryptosporidii, Cryptosporidium molnari a Cryptosporidium huwi, jsou vyvojova
stadia uvnitt Zalude¢ni sliznice, ptipadné uvnitt bunck stfevniho epitelu, u ostatnich
druhti a genotypi rodu Cryptosporidium jsou vyvojova stadia lokalizovana
na povrchu epitelu (Alvarez-Pellitero et al. 2002; Current et Blagburn 1990; Ryan
et al. 2015).

Vyvojovy cyklus Cryptosporidium baileyi

Jak bylo vySe zminéno, jediny znamy vyvojovy cyklus kryptosporidii ptacich
hostitelt je vyvojovy cyklus C. baileyi, ktery byl popsan u kufat (Gallus gallus)
rizného stari (Current et al. 1986). Vyvojovy cyklus je u jednodennich kurat
ukoncen do 3 dnti. Délka patentni periody u kufat infikovanych ve véku dvou dnii
se pohybuje v rozmezi 4-24 dnt. U kufat infikovanych ve v€ku jeden a Sest mésicu

se patentni perioda pohybuje v rozmezi 4—14 dnt (Current et al. 1986).

Oocysty C. baileyi jsou z hostitele vylu¢ovany sporulované, tedy infekéni a maji
hladkou sténu s podélnym Svem (suturou), ktera sméfuje z jednoho pélu oocysty
k druhému do tfetiny délky oocysty. Pfi excystaci se tento Sev otvira, st€éna oocysty

se zhrouti vné oocysty a vytvori se otvor, kterym uniknou sporozoiti (Current et al.
1986).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ryan%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25637783

V prvnich tfech dnech po infekci jsou nalezena vyvojova stadia C. baileyi
V kycelniku a tlustém stfevé. Od 4. dne po infekci dochazi k rozsifeni infekce
do kloaky a Fabriciovy burzy. Meronti typu | s osmi merozoity se poprvé objevuji
12 hodin po infekci a méfi 5,0 x 4,9 um. Meronti typu II se ¢tyfmi merozoity
a velkym granulovanym reziduem se vyvijeji 48 hodin po infekci a méfi 5,1 x 5,1
um. Meronti typu 111 s osmi kratkymi merozoity a velkym homogennim reziduem se

poprvé vyvijeji 72 hodin po infekci a méii 5,2 x 5,1 um (Current et al. 1986).

Merozoiti III. typu vstupuji do faze pohlavniho rozmnozovani, davaji vzniknout
bud’ vicejadernym mikrogamontim méficim 4,0 x 4,0 um, znichz vznika
16 mikrogamet, nebo jednojadernym makrogamontim (4,7 x 4,7 um). Mikrogameta
oplodni makrogametu vzniklou z makrogamonta a dochazi ke vzniku oocysty
(6,3 x 5,2 um), ktera sporuluje v hostiteli (Current et al. 1986).

2.2.3. Kryptosporidie a kryptosporidioza ptaka

Prvni zminka o kryptosporidiovych infekcich u ptakd pochazi z roku 1929,
kdy Tyzzer popsal vyskyt kryptosporidii u domaci dribeze a byl piesvédéen,
Ze se jedna o druh Cryptosporidium parvum (poznamka, druh popsany v roce 1912
zmys$i domaci (Mus musculus)). V roce 1955 popsal Slavin kryptosporidii
s oocystami morfologicky podobnymi s C. parvum a zptsobujici thyny mladych krit
jako novy samostatny druh Cryptosporidium meleagridis (Slavin 1955). Po téméft
30 letech od popisu C. meleagridis byl popsan druhy druh ptacich kryptosporidii,
Cryptosporidium baileyi (Current et al. 1986). V roce 1999 byl popsan tieti druh
kryptosporidie hostitelsky specifické pro ptaky, Cryptosporidium galli, parazitujici
v proventrikulu hrabavé dribeze (Pavlasek 1999) a o cCtyfi roky pozdéji byla
doplnéna dalsi molekularni a biologicka data (Ryan et al. 2003a). Jako posledni
platny druh byl popsan druh Cryptosporidium avium (dfive znam jako
Cryptosporidium avian genotyp V) u papouskt (Holubova et al. 2016).

Do soucasné doby byly popsany ctyii vySe zminéné druhy a 21 genotypu
kryptosporidii infikujicich ptaky, které mizeme rozde€lit do dvou monofyletickych,
morfologicky odliSnych skupin, a to kryptosporidie infikujici stfeva nebo zaludek
hostitele. Nékteré druhy a genotypy stievnich kryptosporidii infikuji také epitel plic,
Fabriciovy burzy nebo ledviny (Tabulka 1).



Tabulka 1. Lokalizace vyvojového cyklu jednotlivych druhti a genotypt
kryptosporidii parazitujicich u ptaka.

Druh/genotyp
kryptosporidie

Lokalizace

V travicim
traktu

mimo travici
trakt

Reference

C. meleagridis

tenké, slepé a
tlusté stievo

Slavin et al. 1995

spojivka, plice,

oo tenké a tlusté nOSOhltgn’
C. baileyi y prudusnice, Current et al. 1986
strevo pradusky, kloaka,
Fabriciova burza
C. galli Sléznaty zaludek . Pg;g;egt A o
C. avium tenkéva tlusté ledviny, mo¢ovod, Holubov4 et al. 2016
stievo kloaka
avian genotyp | stfevo - Ng. et al. 2006
avian genotyp Il stfevo - Mell\fs'lfj[ Ztl .aé.O%%OG,
avian genotyp 11 zaludek - Ng. et al. 2006
avian genotyp IV zaludek - Ng. et al. 2006
avian genotyp VI 7laznaty Zaludek - Chelladurai et al. 2016
avian genotyp VII stievo - Helmy et al. 2017
avian genotyp VIlII stievo - Helmy et al. 2017
avian genotyp IX stievo - Helmy et al. 2017
dvanactnik,
duck genotyp lacnik, kycelnik - Morgan et al. 2001
Euroasian

woodcock genotyp

zlaznaty zaludek

Ryan et al. 2003b

goose genotyp | stievo - Xiao et al. 2002
dvanactnik, Jellison et al. 2004,
goose genotyp 1 lagnik, ky&elnik - Zhou et al. 2004
goose genotyp 11 stievo - Jellison et al. 2004
goose genotyp 1V stievo - Jellison et al. 2004
finch genotyp | zaludek - Morgan et al. 2001
finch genotyp 11 zaludek - Morgan et al. 2001
finch genotyp 111 zaludek - Morgan et al. 2001
LC310796 stfevo - Makino et al. 2018



Cryptosporidium baileyi Current, Upton et Haynes, 1986

Cryptosporidium baileyi bylo popsano roku 1986 u brojlerovych kutat (Current
et al. 1986).

Hostitelska specifita: Cryptosporidium baileyi patii mezi druhy se Sirokou
hostitelskou specifitou. Ptirozené infekce timto druhem byly popsany u celé fady
hostitelti patiicich do raznych fadt (Abe a Iseki 2004; Fayer et al. 2007; Chvala et al.
2006; Jellison et al. 2004; Kimura et al. 2004; Lindsay et Blagburn 1990; Nakamura
2009; Pavlasek 1993; Qi et al. 2011; Ryan et al. 2003b). Seznam ptacich hostitelt

C. baileyi patficich do jednotlivych fadi je uveden nize.

Rad pévei (Passeriformes)

V tadu pévci bylo C. baileyi detekovano u amadiny Gouldové (Erythrura
gouldiae), bulbula sedobiichého (Pycnonotus cyaniventris), chocholouse obecného
(Galerida cristata), kanara divokého (Serinus canarius), majny chocholaté
(Acridotheres cristatellus), majny obecné (Acridotheres tristis), ryzovnika Sedého
(Lonchura oryzivora), snovace Jacksonova (Ploceus jacksoni), straky obecné (Pica
pica), safranky velké (Sicalis flaveola), timalie ¢inské (Leiothrix lutea), vlhovce
cervenohibetého (Cacicus haemorrhous), vlhovce chocholatého (Psarocolius
decumanu) a zebficky pestré (Taeniopygia guttata) (Fayer et al. 2007; Li et al. 2016;
Nakamura 2009; Ng et al. 2006; Qi et al. 2011; Ryan et al. 2003b).

Rad papousci (Psittaciformes)

U ptaka patiicich do fadu papousci byla infekce nalezena u alexandra malého
(Psittacula krameri), amazonana zelenoliciho (Amazona viridigenalis) a korely
chocholaté (Nymphicus hollandicus) (Abe a Iseki 2004).

Rad dlouhok¥idli (Charadriiformes)

Infekce C. baileyi byla detekovana pouze u racka chechtavého (Larus ridibundus)
(Pavlasek 1993).

Rad kratkok¥idli (Gruiformes)

V ramci tohoto fadu byla infekce C. baileyi nalezena pouze u jefaba bélosijého

(Grus vipio) a jefaba popelavého (Grus grus) (Ng et al. 2006).



Rad veslonozi (Pelecaniformes)

Z tadu veslonozi bylo C. baileyi nalezeno u kormorant (Phalacrocorax spp.)
(Jellison et al. 2004).

Rad hrabavi (Galliformes)

V ramci fadu hrabavi byly infekce C. baileyi detekovany u koroptve polni (Perdix
perdix), krocana domaciho (Meleagris gallopavo f. domestica), kiepelky japonské
(Coturnix japonica) a kura domaciho (Gallus gallus f. domestica) (Kimura et al.
2004).

Rad vrubozobi (Anseriformes)

Ztadu vrubozobi bylo C. baileyi nalezeno u hus domacich (Anser anser f.
domestica) a kachen divokych (Anas platyrhynchos) (Chvala et al. 2006; Laatamna
etal. 2017).

Rad pstrosi (Struthioniformes)

U ptaka patiicich do fadu pstrosi bylo C. baileyi detekovano u pstrosa
dvouprstého (Struthio camelus) (Wang et al. 2011).

Experimentalné¢ bylo C. baileyi ptfeneseno do bazanta obecného (Phasianus
colchicus), kachny domaci (Anas platyrhynchos f. domestica), kiepelky japonské
(Coturnix japonica) a orebice ¢ukar (Alectoris chukar) (Current et al. 1986; Lindsay
et Blagburn 1990; Lindsay et al. 1987).

Vyvojovy cyklus: viz kapitola 2.4.1.

Lokalizace: Tato nejcastéji diagnostikovana ptaéi kryptosporidie postihuje nejen
travici trakt svého hostitele, ale také spojivku, plice, nosohltan, pradusnice,
prudusky, stfevo, kloaku a Fabriciovu burzu (Abbassi et al. 1999; Current et al. 1986;
Lindsay et Blagburn 1990).

Morfologie a morfometrie: Oocysty C. baileyi méti 6,0—7,2 pym (pramér 6,3 um) x
4,8-5,4 ym (pramér 5,2 um) s pomérem délky k sifce 1,4 (1,1-1,8) (Current et al.
1986).
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Klinické priznaky a patogenita: Ke klinickym ptiznaklim patii potize s dychdnim,
kychani a vytok z nosu. Na nasledky této infekce jedinci ¢asto uhynou (van Zeeland
et al. 2008). Vysoka mortalita zptisobena infekci dychaciho traktu byla zaznamenana

u brojlerovych kufat (Lindsay et Blagburn 1990).

Diferencialni diagnostika: Morfologie a morfometrie oocyst kryptosporidii neni
spolehlivym diagnostickym znakem. Cryptosporidium baileyi Ize odlisit od ostatnich
druhti a genotypu kryptosporidii na zaklad¢ ¢asteCnych sekvenci genti kédujicich
malou podjednotku rRNA (SSU), 70 kDa heat shock protein (HSP70), protein stény
oocysty (COWP) a aktin (Morgan et al. 2001; Sulaiman et al. 2000, 2002; Xiao et al.
1999).

Zoonoticky potencial: Cryptosporidium baileyi pravdépodobné neni infekéni
pro ¢lovéka. Vroce 1991 byl popsan ptipad infekce C. baileyi u clovéka,
ale ptitomnost C. baileyi byla prokazana pouze mikroskopicky. Vzhledem k tomu,
ze morfologie a morfometrie oocyst kryptosporidii neni spolehlivym diagnostickym
znakem, nelze spolehlivé urcit o jakou kryptosporidii se skute¢né jednalo (Ditrich et

al. 1991).

Cryptosporidium meleagridis Slavin, 1955

Cryptosporidium meleagridis bylo popsano roku 1955 u krut (Slavin 1955).
Pravdépodobné se jedna o kryptosporidii, jejichz puvodnimi hostiteli byli savci,

a kterd se mezi ptaky dostala pozienim infikované kofisti (Xiao et al. 2002).

Hostitelska specifita: Cryptosporidium meleagridis je infekéni nejen pro ptaky,
ale i pro savce vcetné ¢loveka (Morgan et al. 2000a). Ptirozenymi ptac¢imi hostiteli
C. meleagridis jsou pévci, papousci, mékkozobi a hrabavi (Akiyoshi et al. 2003;
Baroudi et al. 2013; Darabus et al. 2003; Huber et al. 2007; Li et al. 2015; Maca
et Pavlasek 2015; Morgan et al. 2000a, 2001; Qi et al. 2011; Ryan et al. 2003b;
Sreter et al. 2000; Wang et al. 2012, 2014). Seznam ptacich hostiteli C. meleagridis

patiicich do jednotlivych fadua je uveden nize.

Rad pévei (Passeriformes)

Z tadu pévci bylo C. meleagridis detekovano u brkoslava severniho (Bombycilla
garrulus) (Qi et al. 2011).
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Rad papousci (Psittaciformes)

Z tadu papouski byla piirozena infekce prokazana u alexandra malého (Psittacula
krameri) a korely chocholaté (Nymphicus hollandicus) (Abe et Makino 2010;
Morgan et al. 2000).

Rad mékkozobi (Columbiformes)

Infekce C. meleagridis byla detekovana u holuba skalniho (Columba livia)

a hrdlicky vychodni (Streptopelia orientalis) (Qi et al. 2011).

Rad hrabavi (Galliformes)

Z tadu hrabavych byla infekce C. meleagridis popsana u krit domacich
(Meleagris gallopavo f. domestica), kura domaciho (Gallus gallus f. domestica)
a orebice rudé (Alectoris rufa) (Baroudi et al. 2013; Maca et Pavlasek 2015).

Experimentalné bylo C. meleagridis Gspé$né pieneseno na kratata (Meleagris
gallopavo f. domestica) a kutata (Gallus gallus f. domestica), kraliky (Oryctolagus
cuniculus f. domesticus), mysi (Mus musculus), potkany (Rattus norvegicus), prasata
(Sus scrofa f. domestica) a telata (Bos taurus) (Akiyoshi et al. 2003; Darabus
et Olariu 2003; Huang et al. 2003; O 'Donoghue 1995).

Vyvojovy cyklus: Detailni vyvojovy cyklus C. meleagridis neni znam. U 30dennich
krat infikovanych C. meleagridis byla vyvojova stadia nalezena nejvice v kycelniku
a Fabriciové burze (Tacconi et al. 2001), ale infekce C. meleagridis postihla také
slepé stfevo a tracnik (Bermudez et al. 1988; Current et al. 1986; Lindsay et al.

1989).

Morfologie a morfometrie: Oocysty C. meleagridis méti 4,5-6,0 um (pramér 5,2)
x 4,2-5,3 um (primeér 4,6) s pomérem délky k Sitce 1,1 (1,0-1,3) (Sreter et al. 2000).

Klinické priznaky a patogenita: Cryptosporidium meleagridis zpasobuje infekci
gastrointestinalniho traktu a projevuje se v riznych stupnich enteritidy (Gharagozlou
et al. 2006; Ryan et al. 2003b). Jedinci s kryptosporididozou trpi hubnutim
a vodnatymi prijmy (Gharagozlou et al. 2006; Slavin 1955).

Diferencialni diagnostika: Morfologie a morfometrie oocyst kryptosporidii neni
spolehlivym  diagnostickym  znakem.  Cryptosporidium  meleagridis ma
morfometricky identické oocysty s C. parvum, za které bylo casto v minulosti

zaménovano (Champliaud et al. 1998; Sreter et Varga 2000). Cryptosporidium
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meleagridis lze odlisit od ostatnich druhti a genotypi kryptosporidii na zaklad¢
¢aste¢nych sekvenci geni kodujicich SSU, HSP70, COWP a aktin. Jednotlivé izolaty
C. meleagridis je mozné od sebe odlisit na zakladé sekvence genti kodujicich 60 kDa
glykoprotein (GP60) (Leoni et al. 2006; Morgan et al. 2000a, 2001; Sreter et al.
2000; Sulaiman et al. 2000, 2002; Xiao et al. 1999, 2000, 2002).

Zoonoticky potencial: Cryptosporidium meleagridis je jedinym ptac¢im druhem
infikujicim savce v¢etné ¢lovéka (Alves et al. 2003; Cama et al. 2003; McLauchlin et
al. 2000; Xiao et Ryan 2004). U c¢loveéka je C. meleagridis tietim nejcastéji
se vyskytujicim druhem (Cama et al. 2003; Coupe et al. 2005; Enemark et al. 2002;
Gatei et al. 2002, 2003, 2006a, 2006b; Guyot et al. 2001; Leoni et al. 2003, 2006;
Matos et al. 2004; McLauchlin et al. 2000; Morgan et al. 2000b; Muthusamy et al.
2006; Pedraza-Diaz et al. 2001; Tiangtip et Jongwutiwes 2002; Xiao et al. 2001;
Xiao et al. 2004; Yagita et al. 2001).

Cryptosporidium galli Pavlasek, 1999

Cryptosporidium galli bylo popsano Pavlaskem roku 1999 v proventrikulu kufat
a poté roku 2003 revidovano Ryanovou a kolektivem (Pavlasek 1999; Ryan et al.
2003a).

Cryptosporidium galli bylo nalezeno u rtznych ptacich fadu. Nejvice se vSak
vyskytuje u pévci a papouskd (Akiyoshi et al. 2003; Darabus 1997; Darabus
et Olariu 2003; Sréter et al. 2000).

Hostitelska specifita: Cryptosporidium galli bylo nalezeno u zastupctu péti fadu

(nize).

Rad pévei (Passeriformes)

Infekce zpuisobena C. galli byla zjisténa u mnoha ptacich druhti patiicich do fadu
pévci a to u amadiny diamantové (Stagonopleura guttata), astrilda rudokrkého
(Emblema pictum), brkoslava severniho (Bombycilla garrulus), ¢izka zlutého
(Carduelis tristis), drozda rezavobiichého (Turdus rufiventris), hyla k#iv¢iho
(Pinicola  enucleator), kanara divokého (Serinus canarius), kardinala
dominikanského (Paroaria dominicana), knézika Sedobilého (Sporophila

schistacea), louskace mensiho (Oryzoborus angolensis), panenky hnédoprsé
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(Lonchura castaneothorax), pénkavy obecné (Fringilla coelebs), saltatora
zelenokiidlého (Saltator similis), sojkovce drozdovitého (Garrulax canorus),
Safranky velké (Sicalis flaveola) a vlihovce cervenokiidlého (Agelaius phoeniceus)
(Fayer et al. 2007; Chelladurai et al. 2016; Li et al. 2016; Morgan et al. 2001;
Nakamura et al. 2009; Ng et al. 2006; Qi et al. 2011; Ryan et al. 2003a; Séva Ada et
al. 2011).

Rad papousci (Psittaciformes)

U papouski bylo C. galli nalezeno u Aymary pruhované (Bolborhynchus lineola),
kanara divokého (Serinus canaria), korely chocholaté (Nymphicus hollandicus)
neofémy tyrkysové (Neophema pulchella) a rozely pestré (Platycercus eximus)
(Antunes et al. 2008; Ferrari et al. 2018; lijima et al. 2018).

Rad plamenaici (Phoenicopteriformes)

Z tadu plamenaci bylo C. galli popsano u plamenaka rizového (Phoenicopterus
ruber) (Ng et al. 2006).

Rad hrabavi (Galliformes)

Infekce C. galli byla detekovana u baZzanta obecného (Phasianus colchicus), kura
domaciho (Gallus gallus f. domestica) a tetfeva hlusce (Tetrao urogallus) (Maca et
Pavlasek 2016; Marhoon et al. 2015).

Rad mékkozobi (Columbiformes)

Infekce C. galli byla detekovana u hrdlicky ¢ernouché (Zenaida auriculata)
(Seixas et al. 2017).

Rad zoboroZci (Bucerotiformes)

V ramci fadu zoborozci bylo C. galli popsano u dvojzoborozce velkého (Buceros
rhinoceros) (Ng et al. 2006).
Vyvojovy cyklus: Vyvojovy cyklus C. galli neni popsan.
Morfologie a morfometrie: Oocysty maji elipsoidni tvar a méfi 8,0-8,5 um (pramér
8,3 um) x 6,2-6,4 um (pramér 6,3 um). Pomér délky k Sitce je 1,3. Uvnitt oocyst je
zbytkové télisko, které¢ méii 3,64,0 um a obsahuje obvykle 3 granula. Dvé z téchto

granul jsou obvykle vétsi (1,6 um) a jsou proti sob€. Zbyvajici granulum je mensi

14



(0,5-0,8 um). Zbytkové télisko je obklopeno ¢tyfmi sporozoity ve tvaru banant
(Pavlasek 1999).

Klinické piiznaky a patogenita: Cryptosporidium galli infikuje proventrikulus
(Morgan et al. 2001) a je hlavni pfi¢inou prijmu a thyna (Blagburn et al. 1990).
Studie provedena Morganovou a kol. (2001) ukazala, Ze amadina diamantova
(Stagonopleura guttata) infikovana C. galli trpéla dehydrataci v dusledku poruchy

gastrointestindlniho traktu a na tyto nasledky kryptosporidiézy uhynula.

Diferencialni diagnostika na molekularni urovni: Piestoze oocysty C. galli jsou
vyznamné vetsi nez oocysty ostatnich druhti kryptosporidii parazitujicich u ptakd,
mohou byt zaménény s oocystami Cryptosporidium avian genotyp IV (niZe, Ng et al.
2006). Cryptosporidium galli Ize odlisit od ostatnich druht a genotypt kryptosporidii
na zakladé Caste¢nych sekvenci gent kodujicich SSU, HSP70 a aktin (Ryan et al.
2003 a).

Zoonoticky potencial: Cryptosporidium galli neni infekéni pro ¢lovéka.

Cryptosporidium avium Holubova, Sak, Horcickova, Hlaskova,
Kvétonova, Menchaca, McEvoy et Kvac, 2016

Cryptosporidium avium, diive znamy jako Cryptosporidium avian genotyp V, byl
poprvé popsan u korely chocholaté (Nymphicus hollandicus) v Japonsku

(Abe et Makino 2010). Vroce 2016 byly doplnény morfologické, biologické

a molekularni vlastnosti nezbytné k popsani nového druhu (Holubova et al. 2016).

Hostitelska specifita: Infekce byla nalezena u ptakl patficich do fadi papousci

a hrabavi.

Rad papousci (Psittaciformes)

Pfirozenymi hostiteli jsou agapornis rizohrdly (Agapornis roseicollis), amazoman
modrocely (Amazona aestiva), andulka vinkovana (Melopsittacus undulatus), kakadu
inka (Lophochroa leadbeateri), kakariki rudocely (Cyanoramphus novaezealandiae)
a korela chocholata (Nymphicus hollandicus) (Abe et Makino 2010; Curtiss et al.
2015; Nakamura et al. 2014; Qi et al. 2011; Zhang et al. 2015).
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Rad hrabavi (Galliformes)

Z tadu hrabavych bylo C. avium popsano u kura domaciho (Gallus gallus f.
domestica) (Wang et al. 2014).

Experimentalné bylo C. avium infekéni pro rizné vékové skupiny kura domaciho
(Gallus gallus f. domesticus) a andulky vinkované (Melopsittacus undulatus)
(Holubova et al. 2016).

Vyvojovy cyklus: Vyvojovy cyklus C. avium neni znam.

Morfologie a morfometrie: Oocysty méti 5,3—6,9 um (v priméru 6,7 um) x 4,3-5,5
um (v priméru 4,9 um) s pomérem délky k Sifce 1,29 (1,14-1,47) (Holubova et al.
2016).

Klinické pFiznaky a patogenita: Infekce C. avium postihuje ky¢elnik, slepé stievo,
kloaku, ledviny a mocovod (Holubova et al. 2016). Ptaci infikovani C. avium
nevykazuji zadné klinické ptiznaky kryptosporidiézy (Holubova et al. 2016; Ng et al.
2006).

Diferencialni diagnostika: Oocysty C. avium nelze morfometricky odlisit od oocyst
dalsich ptacich druhtt a genotypt kryptosporidii jako naptiklad C. baileyi
a Cryptosporidium avian genotyp Il (Holubova et al. 2016; Meireles et al. 2006;
Ngetal. 2006; Qi et al. 2011). Na molekularni tGrovni Ize C. avium odlisit
od ostatnich druhti a genotypt kryptosporidii na zakladé ¢astecnych sekvenci gent

kodujicich SSU, HSP70 a aktin (Holubova et al. 2016).

Zoonoticky potencial: Cryptosporidium avium je vyhradné ptaci druh a nepostihuje

7adné jiné obratlovce.
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Cryptosporidium avian genotyp |

Infekce zptsobena Cryptosporidium avian genotypem I byla diagnostikovana
pouze u kanara divokého (Serinus canaria) a pava korunkatého (Pavo cristatus)
(Nakamura et al. 2009; Ng et al. 2009). V souc¢asné dob& nejsou znamy zadné blizsi

informace o biologickych vlastnostech této kryptosporidie.

Diferencialni diagnostika: Cryptosporidium avian genotyp I byl odliSen
od ostatnich druhti a genotypu kryptosporidii na zakladé ¢aste¢nych sekvenci gent

kodujicich SSU a aktin (Nakamura et al. 2009).

Zoonoticky potencial: Cryptosporidium avian genotyp | nebyl dosud identifikovan

u zadnych jinych obratlovell nez u ptaki.
Cryptosporidium avian genotyp |1

Cryptosporidium avian genotyp II byl nalezen u pstrostu a dale nékolika druht
papouskt konkrétné u alexandra velkého (Psittacula eupatria), aratingy kropenaté
(Aratinga leucophthalma), aratingy sluneéni (Aratinga solstitialis), elektuse
riznobarvého (Eclectus roratus), kakadu inka (Cacatua leadbeateri), kakadu
razového (Eolophus roseicapilla), korely chocholaté (Nymphicus hollandicus)
a papouska alexandtina (Polytelis alexandrae) (Meireles et al. 2006; Ng et al. 2006;
Nguyen et al. 2013; Santos et al. 2005; Seva et al. 2011).

Diferencialni diagnostika: Stejné¢ jako Cryptosporidium avian genotyp | byl
i Cryptosporidium avian genotyp II odlisSen od ostatnich druhti a genotypt
kryptosporidii na zakladé casteénych sekvenci geni kodujicich SSU a aktin
(Nakamura et al. 2009).

Zoonoticky potencial: Cryptosporidium avian genotyp Il nebyl dosud identifikovan

u Zadnych jinych obratlovcl nezZ u ptakda.

Cryptosporidium avian genotyp |11

Cryptosporidium avian genotyp III byl nalezen u n¢kolika druhl papouski jako je
agapornis ruzohrdly (Agapornis roseicollis), aratinga slune¢ni (Aratinga solstitialis),
kakadu rtuzovy (Eolophus roseicapilla) a korela chocholata (Nymphicus hollandicus).

Dale byl nalezen u zéastupcl z fadu pévci, a to u krasky cervenozobé (urocissa
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erythrorhyncha) a ryzovnika sedého (Padda oryzivora) (Gomes et al. 2012; Makino
et al. 2010; Nakamura et al. 2009; Nakamura et al. 2014; Ng et al. 2006; Qi et al.
2011).

Klinické priznaky a patogenita: U agapornise ruzohrdlého infikovaného
Cryptosporidium avian genotypu III bylo popsano zvraceni a ubytek vahy
(Makino et al. 2010).

Diferencialni diagnostika: Cryptosporidium avian genotyp Il byl odlisen
od ostatnich druht a genotypu kryptosporidii na zakladé ¢aste¢nych sekvenci gent
kodujicich SSU a aktin. Nejvice piibuzny je k Eurasian woodcock genotypu,
C. serpentis a C. galli (Ng et al. 2006).

Zoonoticky potencial: Cryptosporidium avian genotyp Il nebyl dosud identifikovan

u zadnych jinych obratlovct nez u ptakda.

Cryptosporidium avian genotyp 1V

Cryptosporidium avian genotyp IV byl popsan u kruhoocka japonského
(Zosterops  japonicus) z Ceské republiky, u néhoz byly jako piiznaky
kryptosporidiézy pozorovany prijem a anorexie (Ng et al. 2006). Cryptosporidium
avian genotyp IV byl odliSen od ostatnich druhti a genotypt kryptosporidii
na zakladé castecnych sekvenci gen kodujicich SSU a aktin (Ng et al. 2006).

v

této kryptosporidie.

Cryptosporidium avian genotyp VI

Cryptosporidium genotyp VI byl popsan u vlhovce Cervenokiidlého (Agelaius
phoeniceus) (Chelladurai et al. 2016). Cryptosporidium avian genotyp VI byl odlisen
od ostatnich druhi a genotypt kryptosporidii na zdkladé ¢astecnych sekvenci gent
kodujicich SSU a aktin (Ng et al. 2006). V soucasné dobé nejsou znamy zadné blizsi

informace o biologickych vlastnostech této kryptosporidie.
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Cryptosporidium avian genotyp VII-1X

Cryptosporidium genotypy VII-IX byly nalezeny u kufat a krtit v Némecku a byly
odliSeny od ostatnich druhi a genotypli kryptosporidii na zéklad¢ casteCnych

sekvenci genti kodujicich SSU (Helmy et al. 2017). Dalsi informace nejsou znamy.

Cryptosporidium duck genotyp

Cryptosporidium duck genotyp byl popsan u fadu vrubozobych, konkrétné
u kachny tmavé (Anas rubripes) (Morgan et al. 2001) a husy kanadské (Branta
canadensis) (Zhou et al. 2004) a byl odliSen od ostatnich druhd a genotypu
kryptosporidii na zdklad¢ castecnych sekvenci genti kodujicich SSU a HSP70
(Morgan et al. 2001; Zhou et al. 2004). V soucasné dobé nejsou znamy zadné blizsi

informace o biologickych vlastnostech této kryptosporidie.

Cryptosporidium Eurasian woodcock genotyp

Cryptosporidium Eurasian wodcock genotyp byl popsan u sluky lesni (Scolopax
rusticola) a byl odlisen od ostatnich druhti a genotypi kryptosporidii na zakladé
¢astenych sekvenci gent kodujicich SSU a aktin (Ng et al. 2006). U sluky lesni
infikované timto genotypem nebyly pozorovany zadné piiznaky kryptosporidiozy
(Ng et al. 2006).

V soucasné dobé nejsou znamy zadné bliz§i informace o biologickych

vlastnostech této kryptosporidie.

Cryptosporidium goose genotyp I-1V

V trusu husy kanadské (Branta canadensis) ziskanych z 13 lokalit v Ohiu
a Vv lllinois byly detekovany dva nové ptaci genotypy, goose genotyp I a goose
genotyp Il. Cryptosporidium goose genotyp II je fylogeneticky ptibuzny goose
genotypu | aduck genotypu. V dalSich studiich na huse kanadské (Branta
canadensis) byly popsany goose genotyp IIl a goose genotyp IV (Jellison et al.
2004). Cryptosporidium goose genotypy I-IV byly odliseny od ostatnich druht
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a genotypit kryptosporidii na zdkladé c¢asteénych sekvenci gent kodujicich SSU
(Jellison et al. 2004; Zhou et al. 2004). Klinické pfiznaky infekce nebyly popsany ani
u jednoho z téchto genotypu (Jellison et al. 2004; Zhou et al. 2004).

Cryptosporidium finch genotyp 1-111

Cryptosporidium finch genotypy I-I1I byly popsany u amadiny Gouldové
(Erythrura gouldiae) (Morgan 2001).

2.2.4. Prevence a terapie kryptosporidiozy u ptaki

Kryptosporidioza je ¢asté parazitarni onemocnéni obratlovet véetné ptakt. Proto

by neméla byt opomijena ani prevence a terapie kryptosporidiovych infekei.

Vzhledem k tomu, Zze dosud neexistuji zadné 100% ucinné veterinarni 1é¢ivé
ptipravky (Fayer et al. 2007), je prevence primarné zaloZena na zabranéni pienosu
infekénich oocyst na jedince, a to bud’ prostorovou izolaci, nebo inaktivaci oocyst

V prostiedi.

Oocysty vylucované infikovanymi zvitaty jsou vzdy sporulované a plné infekéni.
Navic jsou velmi odolné a zlstavaji infekce schopné po dlouho dobu. Laboratorni
studie ukazaly, Zze oocysty skladované ve vodnych roztocich o teploté 15-20 °C
pieziji az 3 mésice a ve vodnych roztocich o teploté¢ 46 °C az jeden rok (Tzipori
1983). Ztoho plyne, ze bézné teplotni podminky, ve kterych jsou chovany
hospodarsky vyznamni a zdjmovi ptaci nejsou pro kryptosporidie devitalizujici.
Jednou z moznosti, jak inaktivovat oocysty kryptosporidii je zahiivani oocyst,
respektive prostfedi, ve kterém se nachazeji na teplotu 65 °C po dobu alespon
30 minut (Tzipori 1983). U¢inné je také vyschnuti trvajici nejméné 4 hodiny
(Robertson et al. 1992). Také zmrazeni oocyst vyrazné snizuje jejich
zivotaschopnost, ale nékteré oocysty zlstdvaji infekéni 1 jeden mésic pii teplote
- 22 °C (Robertson et al. 1992).

Nejcastéji pouzivané dezinfekéni prostfedky nejsou ucinné pii pouziti
Vv koncentracich doporucenych vyrobci (Sundermann et al. 1987). Komercné

dostupné desinfekéni prostfedky na bazi amoniaku jsou UCinné pii pouziti
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Vv koncentraci 50 % (v/v), ale vice nez 5 % oocyst zlstava zivotaschopnych. Podobné
pfi pouziti desinfekénich prostfedkt na bazi chloru (5,25% chlornan sodny) zlstava

vice nez 15 % oocyst zivotaschopnych (Sundermann et al. 1987).

Jak bylo zminéno, v soucasné dobé neni zadna U¢innd chemoterapie pro 1écbu
kryptosporidiézy ptakli. V mnoha studiich byla otestovana fada 1éCiv na ptaci
kryptosporidiézu, ale z4dna se vSak neukdzala jako ucinna. Experimentalni studie
ukazaly, ze nejCastéji pouzivané antikokcididlni latky, at’ uz pouzivané samostatné
nebo v kombinaci s dihydrochinolinovym antioxida¢nim duokvinem, nezabranily
respiratnimu onemocnéni u kufat, ktera byla inokulovana oocystami C. baileyi
(Lindsay et Blagburn, 1990; Varga et al. 1995). Stejn¢ tak veterinarni 1é¢ivé
ptipravky na bazi oxytetracyklinu, neomycinu a furazolidonu nemély zadny vliv
naléébu sttevniho onemocnéni u kiepela virginského (Colinus virginianus)
infikovaného Cryptosporidium sp. (Hoerr et al. 1986). U kufat infikovanych
C. baileyi byla nadale testovana Gc¢innost latek halofuginon, salinomycin, lasalocid
a monensin, ale ani tyto latky nemély zadny 1é¢ebny ucinek (Lindsay et al. 1987).
Dalsi studie zkoumala Uc¢inky vyvolané lidskym rekombinantnim interleukinem-1
beta (hrIL-1 beta) a inhibitorem prostaglandinu indomethacinem na prubéh infekce
C. baileyi u kufat (Hornok et al. 1999). Parenteralni aplikace hrIL-1 beta snizila
vylucovani oocyst na 6 %, infekce méla podobny pribéh u 1écenych a kontrolnich
ptakt (Hornok et al. 1999). Aplikace indometacinu zamichaného do krmiva kufat
infikovanych C. baileyi snizovala mnozstvi vyluCovanych oocyst na 13,7 %

a zkratila trvani infekce (Hornok et al. 1999).
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3. CILE PRACE

e Zpracovat literarni reSersSi o tématu

e Popsat diverzitu a prevalenci kryptosporidii u volné Zijicich pévct v Ceské
republice

e V piipadé zachytu novych genotypu kryptosporidii popsat jejich morfologii,
lokalizaci v hostiteli a hostitelskou specifitu

e Porovnat dosazené vysledky s literaturou a vyvodit zavéry s ohledem

na epizootologii kryptosporidioz
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4. MATERIAL A METODIKA
4.1. Material

Pro parazitologické vySetieni byl pouzit trus pévet z Ceské republiky (lokality
v okoli Ceskych Budgjovic a Tfebong), Chorvatska (Vranské jezero), Jihoafrické

republiky (okoli mésta Sovenga) a Nového Z¢landu (okoli mésta Christchurch).
4.1.1 Ziskavani biologického materialu z ptakua

Ve spolupraci s ornitology byli pévci odchytavani do ornitologickych siti. Ptaci
byli poté vlozeni do C¢istych ornitologickych pytliki nebo do jednorazovych
papirovych sacka a ihned po vykaleni byli pusténi zpét do volné ptirody. V ptipadé
potieby byli vybrani jedinci dopraveni do zvétince Parazitologického ustavu BC AV
CR, v.v.i. a umisténi do ptacich kleci a voliér odpovidajicich velikosti podle zakona
246/1992 Sb. Zakon na ochranu zvitat proti tyrani ve znéni pozdéjsich predpisi.

Individualni vzorky trusu byly umistény do jednorazovych, sterilnich
uzaviratelnych mikrozkumavek, opatieny popisem a uskladnény v lednici pfi teploté

4° C az do doby dalsiho zpracovani (4.2.1.-4.2.3).
4.1.2 Zvirata pro experimentalni infekce

K experimentalnim pokusiim bylo pouzito devét dospélych kusi sykory konadry
(Parus major), pét jedno-dennich kufat kura domaciho (Gallus gallus f. domestica)
a pét osmitydennich SCID mysi (Mus musculus).

VSechna zvifata pouzita K experimentalnim Géelim byla chovana ve zvéfinci
Parazitologického tistavu BC AVCR, v.v.i. Sykory byly chovéany v ptagich klecich
velikostné odpovidajicich potfebam chovanych ptakd. Kufata byla chovana
Vv plastovych chovnych nddobach a SCID mysi byly chovany v chovnych nadobach
pro hlodavce. Vsechna zvifata byla krmena a napajena ad libitum sterilnim krmenim
odpovidajicim druhu zvifete a sterilni vodou. Zdravotni stav zvitfat byl kontrolovan

dvakrat denné¢, klece a chovné nadoby byly denné Cistény.
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4.2 Metody

4.2.1. Barveni natéru trusu anilin-karbol-methyl-violeti dle Milacka a Vitovce

(1985)

Pfitomnost oocyst kryptosporidii ve vzorcich trusu byla prokazovana pomoci

specifického barevni natéru anilin-karbol-methyl violeti dle Milacka a Vitovce

(1985).

Chemikalie:

e roztok methylvioleti

0,6 g methyl violeti
1 ml anilinu

1 g fenolu

30 ml alkoholu

70 ml deionizované vody

e roztok 2% kyseliny sirové

e tartrazin (1% roztok tartrazinu vV 1% kyseling octové)

Pracovni postup:

1. Na podlozni sklicko ud€lat slaby natér trusu.
2. Sklicko s natérem zafixovat methanolem v plameni.
3. Zafixovana sklicka barvit v roztoku methylvioleti po dobu 30 minut.
4. Sklicka oplachnout vodou.
5. Diferencovat v 2 % kyselin€ sirové po dobu 1 minuty.
6. Sklicka oplachnout vodou a dobarvit v tartrazinu po dobu 10 minut.
7. Sklicka oplachnout vodou a ususit.
8. ProhliZzet skla svételnym mikroskopem pii zvétSeni 1000x za pouziti
imerzniho oleje.
Vyhodnoceni:

Oocysty kryptosporidii se barvi temné¢ fialoveé na Zlutém, Zlutohnédém nebo svétle

fialovém pozadi (zéalezi na typu vzorku).
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4.2.2 Znaceni oocyst pomoci monoklonalnich protilatek (Crypto Cell, Cellabs,

Australie)

Oocysty kryptosporidii ve vzorcich trusu byly detekovany pomoci fluorescenéné

znacenych monoklonalnich protilatek proti stén€ oocysty.

Chemikalie:

e Crypto Cell reagent — fluorescenéné znafené specifické monoklonalni

protilatky proti stén¢€ oocysty

e Mounting fluid

Pracovni postup:

1. Na jamkové sklo kapnout 20 ul vzorku a nechat zaschnout.

2. Fixovat 5 minut v metanolu, nechat zaschnout pfi laboratorni teploté.

3. Ptidat 10 ul Crypto Cell Reagentu.

4. Sklicko inkubovat v temnu ve vlhké komtrce po dobu 30 minut pfi teploté
37 °C.

5. Sklicko omyt 1 minutu v PBS.

6. Skli¢ko osusit (mtize byt uchovano 24 hodin pii 2—8 °C).

7. Pted prohlizenim kdpnout na sklicko 10 pl mouting fluid, ptekryt krycim
sklickem.

8. Prohlizet skla fluorescenénim mikroskopem s filtrem WB 515 nm pfi
zvétSeni 1000x za pouziti imerzniho oleje.

Vyhodnoceni:

Oocysty kryptosporidii maji zelenou fluorescenci na tmavém pozadi.
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4.2.3 Hodnoceni intenzity infekce OPG

U mikroskopicky pozitivnich vzorki byla intenzita infekce stanovena jako pocet

oocyst na gram trusu (OPG) (Kvac et al. 2007).

Pracovni postup:

© a0k~ w N e

Podlozni sklo pied natérem zvazit na 3 desetinna mista.

Na zvazena skla udélat natér trusu.

Sklo s natérem trusu opét zvazit na 3 desetinna mista.

Vypocitat hmotnost natéru.

Spocitat pocet oocyst na skle obarveném anilin-karbol-methyl violeti.

Vypocitat pocet oocyst na 1 gram trusu.

4.2.4 1zolace DNA z trusu

Celkova genomova DNA byla vyizolovana z trusu pomoci komeréné doddvaného

kitu GeneAll® ExgeneTM Stool DNA mini (GeneAll Biotechnology, co., Itd., Soul,

Jizni Korea).

Material: 1,5 ml mikrozkumavky Safe-Lock Tube, sklenéné kulicky, zirkonové

kuli¢ky, FL pufr, 0,7 ml mikrozkumavky EzPass, 0,7 ml mikrozkumavky mini spin
kolonky, EB pufr, PB pufr, NW pufr

Pracovni postup:

1.

Vzorek trusu dat do Safe-Lock Tube, pfidat 0,5 ml sklenénych kulicek
(0,5 mm) a 3 zirkonové kulicky (1,0 mm).

Ke vzorku napipetovat 1 ml FL pufru.

Zvortexovat a zhomogenizovat vzorek v Bead Beateru (FastPrep MP
Biomedicals, Santa Ana, CA, USA) 1 minutu pfi rychlosti 5,5 m/s.

Po homogenizaci nechat vzorek inkubovat pfi laboratorni teploté 5 minut.
Centrifugovat 5 minut pii 14 000 g.

Veskery supernatant prepipetovat na mikrozkumavku EzPass, centrifugovat

1 minutu pti 14 000 g.
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10.

11.

12.

Vylit odpad ze sbérné ¢asti EzPass mikrozkumavky, napipetovat 100 pl EB
pufru na kolonku, 1 minutu inkubovat pfi laboratorni teploté, centrifugovat
1 minutu pti 14 000 g.

Vyhodit kolonku, do sbérné mikrozkumavky napipetovat 500 ul PB pufru,
promichat pipetovanim, pienést vSechen obsah na mini spin kolonku,
centrifugovat 1 minutu pii 14 000 g.

Vylit obsah ze sbérné mikrozkumavky a na stied kolony napipetovat 500 pl
NW pufru, centrifugovat 1 minutu.

Vylit obsah ze sbérné mikrozkumavky a opét centrifugovat 1 minutu pfi
14 000 g.

Pienést kolonku na ¢istou mikrozkumavku a napipetovat 200 ul EB pufru,
inkubovat 1 minutu pfi laboratorni teploté a centrifugovat 1 minutu pfi
14 000 g.

Vyizolovanou DNA v mikrozkumavce skladovat pfi teploté -20 °C.

4.2.5 lzolace DNA z tkané

Izolace z tkané (vzorky organt) byla provedena pomoci DNeasy Blood & Tissue
kitu (QIAGEN). Tkan byla vyizolovana zdivodu detekce specifické DNA

kryptosporidii v jednotlivych orgénech.

Material: Tkan, 1,5 ml mikrozkumavky, sklenéné a zirkonové kulicky, mini spin

kolonka, ATL puft, proteinaza K, AL pufr, EtOH, AW 1 pufr, AW 2 pufr, AE pufr

Pracovni postup:

1
2
3.
4

. Do mikrozkumavky nastfihat asi 10 mg tkané.

Ptidat 0,5 ml sklenénych kuli¢ek (0,5 mm) a 3 zirkonové kulicky (1,0 mm).
Ptipipetovat 180 ul ATL pufru, vortexovat.

. Homogenizovat vzorek pomoci beadbeateru (FastPrep MP Biomedicals)

1 minutu pfi rychlosti 5,5 m/s.
Centrifugovat piiblizn¢ 10 sekund pii 6 000 g, piipipetovat 20 ul proteindzy
K.

Inkubovat 1 hodinu pfi 56 °C, béhem inkubace pravidelné michat.
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7. Centrifugovat 10 sekund pii 6 000 g.

8. Pripipetovat 200 pl AL pufru, vortexovat.

9. Pfipipetovat 200 ul 96 % EtOH, vortexovat, centrifugovat 10 sekund pii
6 000 g.

10. Veskery supernatant piepipetovat na Mini spin kolonku, centrifugovat
1 minutu pfi 8 000 g.

11. Vylit odpad ze sbérné zkumavky.

12. Pipipetovat 500 ul AW1 pufru, centrifugovat 1 minutu pii 8 000 g, odstranit
odpad ze sbérné zkumavky.

13. Piipipetovat 500 pul AW2 pufru, centrifugovat 1 minutu pti 14 000 g,
odstranit odpad ze sbérné zkumavky.

14. Sbérné zkumavky vyhodit, nahradit je novymi mikrozkumavkami, pfimo
na membranu kolony napipetovat 200 pul AE pufru, inkubovat 1 minutu pfi
laboratorni teploté, centrifugovat 1 minutu pti 8 000 g.

15. Vyizolovanou DNA v mikrozkumavce skladovat pfi teploté -20 °C.

4.2.6 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Vyizolovand DNA byla pouzita pro amplifikaci gent kodujicich malou
ribozomalni podjednotku (SSU rRNA) (Jiang et al. 2005), aktin (Sulaiman et al.
2002) a 70 kDa Heat Shock Protein (HSP70) (Chelladurai et al. 2016).

Celkovy objem jednotlivych reak¢énich smési €inil pro primarni i sekundarni PCR
reakci 30 pl. V kazdé reakci byla vyuzita negativni kontrola (PCR voda) a pozitivni
kontrola (Cryptosporidium parvum a Cryptosporidium muris).

Pro primarni i sekundarni PCR reakci byl namichan mastermix, ktery byl posléze
rozpipetovan do mikrozkumavek, do kterych byla pfidana vyizolovana DNA
z vySetfovanych vzorkl. VSe vortexovano, centrifugovano a vlozeno do cycleru
na piislusnou teplotu. V tabulce 2 jsou zaznamenany sekvence specifickych primera

pro jednotlivé geny.
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Tabulka 2. Nukleotidové sekvence specifickych primert pro amplifikaci ¢astecné
sekvence geni kodijicich malou podjednotku rRNA (SSU), aktin a 70 kDa Heat
Shock Protein (HSP70).

SSU (Jiang et al. 2005)

Primarni reakce — nasedaci teplota 50 °C
F15-TTCTAGAGCTAATACATGCG-3’
R13’-AGGACAAAGTTCCCTTTACCC-5’

Sekundarni reakce — nasedaci teplota 55 °C
F2 5'-GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAG-3’
R2 5'-AAGGAGTAAGGAACAACCTCCA-3’

AKTIN (Sulaiman et al. 2002)
Primarni reakce — nasedaci teplota 50 °C

F1 5'-ATGRGWGAAGAAGWARYWCAAGC-3’

R13"-TAACAKGTGTCTTTYACRAAGA-5’
Sekundarni reakce — nasedaci teplota 45 °C

F2 5'-CAAGCWTTRGTTGTTGAYAA-3’

R2 3"-GGTWSWTAACAKGTGTCTTT-5"

HSP70 (Chelladurai et al. 2016)
Priméarni reakce — nasedaci teplota 50 °C
HSP70AVAF1 5°-GCT CGT GGT CCT AAA GAT AA-3’
HSP70AvAR1 5°-ACG GGT TGA ACC ACC TAC TAA-3’
Sekundarni reakce — nasedaci teplota 50 °C
HSP70AvAF2 5°-ACA GTT CCT GCC TAT TTC-3’
HSP70AvAR2 5’-GCT AAT GTA CCA CGG AAATAATC-37
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4.2.7 Gelova elektroforéza
Chemikalie:

e 50x TAE pufr (242 g tris baze, 47,1 ml ledové kyseliny octové, 100 ml 0,5 M
EDTA)

e agaroza (Biotech, Heidelbergr, Némecko)

e ethidium-bromid (Sigma—Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)

e 100 bp DNA Ladder (O’Gene Ruler™, Biogen, Londyn, Velka Britanie)

Piiprava gelu:

1. Pro gelovou elektroforézu byl ptipraven 1% agarozovy gel.

2. Navazenou agarozu smichat s naméfenym TAE pufrem v Erlenmeyerové
barnce a dat do mikrovinné trouby, dokud se vSechna agaroza nerozpusti.

Nosi¢ maly: 0,4 g /40 ml TAE pufr
Nosic sttedni: 0,8 g/ 80 ml TAE pufr
Nosic velky: 1,2g /120 ml TAE pufr

3. Erlenmeyerovu banku s gelem ochladit pod tekouci vodou na teplotu, kdy je
udrzitelna v ruce.

4. Ptidat 1 pl EtBr (0,2 pg/ml), roztok promichat.

5. Nalit agarozovy gel do nosiCe, vlozit hieben a gel nechat 5-10 minut
ztuhnout.

6. Po ztuhnuti vlozit gel do elektroforetické vany tak, aby starty lezely
u zaporné elektrody.

7. Po vyjmuti hifebenu nanést do vzniklych jamek PCR produkty, do prvni
jamky nanést velikostni marker (100 bp) (O'Gene Ruler™, Biogen, Londyn,
Velka Britanie).

8. Nechat gel vyvijet

30


https://cs.wikipedia.org/wiki/%CE%9C

4.2.8 Izolace fragmentit DNA z gelu

Produkty gelové elektroforézy byly vyizolovany pomoci komeréniho kitu Gen

Elute (Sigma—Aldrich, St. Louis, MO, USA) podle niZe uvedeného postupu.

Material: 1,5 ml mikrozkumavky, Binding kolonka G, Gel Solubilization Solution,

PCR voda, Column Preparation Solution, isopropanol, Wash Solution G

Pracovni postup:

1.
2.

10.

11.

12.

Vyftiznout fragment DNA z gelu a vlozit do mikrozkumavky.

Do mikrozkumavky s fragmentem pfipipetovat 500 pl Gelu Solubilization
Solution a nechat inkubovat 10 minut pii 50 °C.

Kontrolovat rozpousténi a kazdé 2—3 minuty promichat.

Dat inkubovat PCR vodu na 65 °C.

Sestavit Binding kolonku G, napipetovat 500 ul Column Preparation Solution
a centrifugovat 1 minutu pii 16 000 g.

Ke vzorku s DNA napipetovat 150 ul isopropanolu, promichat a veskery
objem pfenést na Binding kolonku G.

Centrifugovat 1 minutu pii 16 000 g.

Vylit odpad ze sbérné zkumavky a sbérnou zkumavku opét pouzit s kolonou,
na kolonu napipetovat 700 pl Wash Solution G, centrifugovat 1 minutu pfi
16 000 g.

Vylit odpad ze sbérné zkumavky a opét ji pouzit s kolonou, centrifugovat bez
ptidavku jakychkoli roztokti 1 minutu pti 16 000 g.

Mikrozkumavku v centrifuze otoCit o 180° a centrifugovat 3 minuty pfi
16 000 g.

Vlozit kolonu do nové mikrozkumavky a provést eluci 30 pul PCR vody
predehiaté na 65 °C, inkubovat 1 minutu, centrifugovat 1 minutu pii
16 000 g.

Ziskany fragment DNA v mikrozkumavce uchovavat v lednici pfi teploté

4 °C do té doby, nez zname vysledky sekvenci.
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4.2.9 Sekvenovani a fylogenetické analyzy

Sekundarni PCR produkty byly sekvenovany za pouziti sekundarnich primert.
K sekvenaci byl pouzit ABI BigDye Terminator v 3.1. Cycle Sequencing kit
a sekvenator ABI3130. Vysledné sekvence byly rucné upraveny v programu
ChromasPro v 2.15. a uspofddany se sekvencemi uloZzenymi v databazi GenBank
pomoci online serveru MAFFT verze 7 s automatickym vybérem sefazovani strategie
(MAFFT, http://mafft.cbrc.jp/alignment/server/) (Katoh et Standley 2013).
Nasledn¢ byly sekvence ru¢né zkontrolovany v programu BioEdit 7.0.5.3. (Hall
1999) (BioEdit Sequence Alignment Editor) a byly provedeny fylogenetické analyzy
za pouziti programu MEGA 6.0. (Tamura et al. 2013). Fylogenetické vztahy byly
vytvofeny pomoci metody Maximum likelthood (ML) substituénim modelem,
ktery nejlépe vyhovuje testovanym souborim sekvenci na zadkladé Bayesidnského
informa¢niho kritéria. Podpora vsSech vétvi pro vSechny modely byla ziskdna
1000 bootstrapovymi replikacemi. Fylogenetické stromy byly do findlni podoby

upraveny pomoci programu CorelDraw X7 (Corel Corporation, Ottawa Kanada).

4.2.10 Purifikace oocyst

Trus pozitivni na kryptosporidie byl homogenizovan v tfeci misce a pfecistén
na sacharozovém gradientu (4.2.10.1.) a docistén pomoci cesium chloridového

gradientu (4.2.10.2.).

4.2.10.1 Sacharozovy gradient (Arrowood et Stearling 1987)
Chemikalie:
e Sheatertv roztok: deionizovana voda (dH20), cukr (259 ml deionizované
vody a 405 g cukru)

e PBS Tween: PBS, Tween (1% Tween 20 v PBS (1 1 deionizované vody; 80 g
NaCl; 2 g KCI; 14,4 g NaHPO4 x 12H20; 2,4 g KH2PO4))
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Pracovni postup:

Trus homogenizovat v tieci misce a precedit pres sitko.

Do zkumavek navrstvit gradient

1. vrstva 30 ml Sheater 1+2 (1 dil Sheater + 2 dily PBS Tween)

2. vrstva 30 ml Sheater 1+4 (1 dil Sheater + 4 dily PBS Tween)

3. vrstva 15 ml vzorku

Centrifugovat 20 minut pii 1370 g.

Slit supernatant do ¢istych zkumavek, sediment vyhodit.

Doplnit zkumavky se supernatantem deionizovanou vodou a centrifugovat
20 minut pii 1370 g.

Vodni vyvévou odsat obsah zkumavek na 2 a poté doplnit deionizovanou
vodou a centrifugovat 20 minut pti 1370 ¢g. Tento omyvaci proces provést 2x.

Sedimenty uchovat v PBS pfi 4 °C.

4.2.10.2 Cesium chloridovy gradient (Arrowood et Donaldson 1996)

Chemikalie:

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

Pracovni postup:

N o a ~ w D oe

Do mikrozkumavky napipetovat 1 ml CsClI.

Na roztok CsClI navrstvit 0,5 ml roztoku oocyst v PBS.

Centrifugovat pfi 20 °C 3 minuty pii 16 000 g.

Supernatant piepipetovat do 50 ml zkumavek, sediment vyhodit.
Zkumavku doplnit dH20 a centrifugovat pii 20 °C 20 minut pii 1370 g.
Odsat supernatant na objem 5 ml.

Doplnit zkumavku dH20, vortexovat a centrifugovat pti 20 °C 20 minut pfi
1 370 g. Tento proces opakovat 3x.

Oocysty uchovat v dH.0 pii 4 °C.
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4.2.11 Design experimentu

Kazdé zvife bylo peroralné¢ infikovano davkou 500 000 oocyst resuspendovanych
v 200 pl deionizované vody. Trus experimentalnich zvitat byl individudlné odebiran
od 2. dne po infekci (DPI) po dobu 30 dnti. Trus byl nasledné vySetien na pfitomnost
oocyst kryptosporidii mikroskopicky pomoci specifického barveni. Z kazdého
vzorku byla vyizolovana DNA a provedena amplifikace genu SSU.

Ptaci, ktefi byli vnimavi k infekci, byli usmrceni v den nejvétsi intenzity infekce.
Odebrané jednotlivé ¢asti organii byly podrobeny dalSim vysSetfenim pomoci

molekularnich a histologickych metod.

4.2.12 Odbér vzorku, organii a tkani

Trus pro parazitologické vySetieni byl odebirdn od experimentalnich zvitat
kazdych 24 hodin po dobu 30 dni po infekci. Trus byl odebiran do 2 ml zkumavek
(kazda zkumavka méla fadné oznaceni o jaké zvite jde a z jakého dne trus pochazi)
a uskladnovan pii 4 °C. Z trusu byl nadale udélan natér na podlozni sklicko a ¢ast

trusu byla pouZita na izolaci DNA.

4.2.12.1 Priprava histologickych preparati

Vzorky vnitinich organi (plice, trachea, jicen, proventrikulus, ventrikulus
dvanactnik, lacnik, kycCelnik, slepa stfeva, kolon, kloaka, ledviny, jatra)
experimentalné infikovanych zvitfat byly odebrany 14. den ze sykor konader a 25.
den z kurd domacich a byly fixovany ve 4% roztoku formaldehydu. Histologické
fezy byly zpracovany standardni parafinovou metodou. Histologické fezy tkané byly

nabarveny hematoxylin-eosinem.

Pouzité chemikalie:
e |. vzestupna alkoholova odvodnovaci fada (70% alkohol; 80% alkohol; 96%
alkohol; aceton; xylen)
e parafinova fada (4 nésledné roztoky parafiny, 1:3, 1:1, 3:1, 100 % parafin)

e alkoholova sestupné fada odparafinovaci fada (xylen; alkohol 96%, alkohol

80%, alkohol 70%; dH.0)
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II. vzestupna zavodnovaci fada (70% alkohol; 80% alkohol; 96% alkohol;
karboxylen; xylen)

kanadsky balzdm

Pracovni postup:

Vzorky odvodiiovat 1. vzestupnou fadou, po 60 minutach vymeénit roztok.

V poslednim roztoku nechat 90 minut.

Prosytit 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).

Vzorky zalit do ¢istého parafinu, vytvofit blocky. Poté zhotovit 5 um silné
histologické fezy a ptipravit preparaty na podlozni sklicko a nechat 24 hodin
na plotné o teploté 42 °C.

Preparaty odparafinovat alkoholovou sestupnou zavodiiovaci fadou vzdy po 5
minutéach.

Vzorky nabarvit (barveni hematoxylin-eosin) a po barveni pokracovat
v odvoditovani II. alkoholovou vzestupnou fadou vzdy po 5 minutéich,
v karboxylenech ponechat 1 minutu.

Vzorky zamontovat do kanadského balzamu a ponechat k suSeni pii teplote
42 °C.

Poté prohlizet mikroskopem (Olympus [X70) vhodnym zvétSenim.

Barveni hematoxylin-eosin

Chemikalie:

hematoxylin

dH20

siran hlinito-amonny
jodi¢nan sodny
kyselina octova

eosin
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Pracovni postup:

1.

2.
3.

Vzorky barvit 10 minut v hematoxylinu (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 octové).

10 minut oplachovat pod tekouci vodou.

5 minut barvit vzorky v eosinu (0,5 g eosin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) + 250 ml dH20 + 10 ml kyseliny octové).

Barveni periodic acid shiff (PAS)

Chemikalie:

Schiffovo reagens (100 ml H20, 1 g basicky fuchsin, 10 ml 1N kyselina
chlorovodikova, 1 g pyrosifi¢itan draselny, 0,5 g aktivniho ulhi)

sifi¢itd voda (5 ml 1N kyseliny chlorovodikové, 0,5 g pyrosifi¢itan draselny,
100 ml destilované H20)

roztok kyseliny jodisté (0,8 g ve 100 ml destilované H20)

hematoxylin

96% alkohol

butylalkohol

xylen

Postup:

O N o g B~ W DdPE

Ptipravit odparifinované fezy.

Rezy vlozit do roztoku kyseliny jodisté na 10 minut.
Oplachovat 10 minut pod tekouci vodou.

Vlozit do Schiffova reagens na 30 minut.
Oplachovat 5 minut v 1azni sificité vody.
Oplachovat 15 minut pod tekouci vodou.

Ponofit do hematoxylinu na 1-2 minuty.

Oplachnout v 96% alkoholu, butylalkoholu a xylenu.
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Montovani nabarvenych rezi

Postup:

1
2
3.
4

. Hotovy preparat vlozit do termostatu (37 °C), kde zaschne montovaci

. Na preparat na podloznim skle kdpnout kapku kanadského balzamu.

Prilozit kryci skli¢ko tak, aby se nevytvorily vzduchové bubliny.
Ptipadné bublinky vytlacit mirnym tlakem na kryci sklicko.

medium.

4.2.12.2 Priprava preparatu pro skenovaci elektronovou mikroskopii

Chemikalie:

3 % glutaraldehyd
0,1M kakodylatovy pufr
2 % oxid osmicely

Acetonova tada (25 %, 75 % a 100 % roztok)

Pracovni postup:

1.

Fixovat vzorky sliznice organu v glutaraldehydu v kakodylatovém pufru pii
4 °C pfes noc.

Promyt vzorky v kakodylatovém pufru 3x 15 minut.

Fixovat vzorky v oxidu osmicelém v kakodylatovém pufru po dobu 2 hodin
pfi laboratorni teploté.

Promyt vzorky v kakodylatovém pufru 3x 15 minut.

Po dehydrataci vzestupnou acetonovou fadou vzorky vysuSit metodou
kritického bodu (CPD).

VysuSené vzorky nalepit pomoci oboustranné lepici pasky na hlinikovy
tercik.

Nalepené vzorky pozlatit a prohlizet pomoci elektronového mikroskopu

JOEL JSM-7401F-FE SEM.
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5. VYSLEDKY

V pribéhu let 2017-2019 bylo ziskano celkem 757 vzorka trusu volné Zijicich
pévet, z toho 338, 344, 20 a 55 vzorkl v Ceské republice, Chorvatsku, na Novém

Z¢landu a v Jihoafrické republice.
5.1. Vyskyt a prevalence Cryptosporidium spp. u volné Zijicich pévci

Z celkového poctu 757 vySettenych vzorki bylo 12 a 20 vzorku trusu pozitivnich
na pritomnost oocyst, respektive specifické DNA kryptosporidii. VSechny vzorky,
Unichz byla prokazana ptitomnost oocyst mikroskopickym vysetienim, byly také
pozitivni na pfitomnost specifické DNA kryptosporidii. Z celkového poctu 45
vysetfenych druhti pévcil byly kryptosporidiové infekce detekovany pouze u 8 druhi,
konkrétné u ¢izka lesniho (Carduelis spinus), mlynatika dlouhoocasého (Aegithalos
caudatus), pévusky modré (Prunella modularis), u téi drozdd zpévnych (Turdus
philomelos), pénkavy obecné (Fringilla coelebs), u deseti sykor konader (Parus
major) z Ceské republiky, vlastovky obecné (Hirundo rustica) z Chorvatska,
amadiny paskované (Amadina fasciata) z Jihoafrické republiky a vrabce polniho

(Passer montanus) z Nového Zélandu (Tabulka 3 a Tabulka P1- piiloha).
5.2. Diverzita Cryptosporidium spp. u pévcu

Z celkového poctu 20 pozitivnich vzorkll bylo ziskdano 20 ¢astecnych sekvenci
genu kodujiciho SSU kryptosporidii, 19 ¢asteénych sekvenci genu kodujiciho aktin
a 17 casteénych sekvenci genu kodujiciho HSP70. Fylogenetické analyzy genu SSU
prokazaly ptitomnost tfi riznych sekvenci SSU. Sekvence SSU ziskand z vlaStovky
obecné (ID 40314) vytvorila dobfe podpoienou skupinu s zalude¢nimi
kryptosporidiemi, C. muris a C. proliferans, parazitujicimi u savct. Sekvence nami
ziskaného genotypu, pracovné nazvaného ,swallow genotyp”“ se od C. muris
a C. proliferans lisila v 15 nukleotidovych pozicich (97,2-98,0% sekvenéni identita).
Sedm sekvenci bylo identickych s C. baileyi (GenBank referen¢ni ¢islo AF093495)
a dvanact sekvenci klastrovalo k druhu C. galli, pticemz pouze dva izolaty, z vrabce
polniho (identifika¢ni ¢islo vzorku (ID) 26178) a amadiny paskované (ID 21515),
byly identické s dfive publikovanymi sekvencemi (napt. HM116388, obrazek 1).
Ostatni sekvence klastrujici k C. galli vytvorily dvé dobfe podpofené skupiny
(Obrazek 1). Sekvencni identita mezi jednotlivymi izolaty klastrujicimi k C. galli
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se pohybovala v rozmezi 98,9-99,5 %. Na rozdil od fylogenetickych analyz SSU,
analyzy zaloZzené na sekvencich gent kodujicich aktin a HSP70 ukézaly 100%
identitu vSech tzv. C. galli izolatt (obrazky 2-3). Obdobn¢ vSechny izolaty oznacené
jako C. baileyi mély vzajemné identické sekvence gend pro aktin a HSP70 geny
a soucasné byly shodné s referenénimi sekvencemi ulozenymi v Genbank (obrazky
2-3). U swallow genotypu se nam nepodafiilo amplifikovat sekvence genti kodujicich
aktin a HSP70.

Intenzita infekce u mikroskopicky pozitivnich vzorkli se pohybovala v rozmezi

od 1500 do 7500 oocyst na gram trusu (Tabulka 3).

Tabulka 3. Druhy a genotypy kryptosporidii detekované u pfirozené infikovanych
druhii pévcl na zaklad¢é ¢astecnych sekvenci genti kodujicich malou podjednotku
rRNA (SSU), aktin a 70 kDa Heat Shock Protein (HSP70), véetné lokality odchytu

a hostitele.

Mikroskopické Genotypizace
Hostitel Ivd'entifikaém' Lokalita V):éetl"em'
¢islo vzorku (pocet oocyst

na gram trusu) SSU aktin HSP70
Cizek lesni 35573 CZE 2909 C. baileyi C. baileyi C. baileyi
mlynaiik A T o
dlouhoocasy 35565 CZE 1455 C. baileyi C. baileyi C. baileyi
pévuska modra 34221 CZE 0 C. baileyi C. baileyi C. baileyi
sykora konadra 35110 CZE 1455 C. baileyi C. baileyi C. baileyi
sykora konadra 33395 CZE 4364 C. baileyi C. baileyi C. baileyi
sykora konadra 34201 CZE 0 C. baileyi C. baileyi C. baileyi
sykora koiadra 34209 CZE 1455 C. baileyi C. baileyi C. baileyi
drozd zpévny 33254 CZE 0 C. galli C. galli C. galli
drozd zpévny 18144 CZE 0 C. galli C. galli C. galli
drozd zpévny 33065 CZE 0 C. galli C. galli C. galli
pénkava obecna 34257 CZE 1455 C. galli C. galli C. galli
sykora konadra 33741 CZE 2909 C. galli C. galli C. galli
sykora konadra 36114 CZE 1455 C. galli C. galli C. galli
sykora konadra 36115 CZE 7273 C. galli C. galli C. galli
sykora konadra 36116 CZE 2909 C. galli C. galli C. galli
sykora konadra 36117 CZE 1455 C. galli C. galli C. galli
sykora konadra 33064 CZE 1455 C. galli C. galli C. galli
vrabec polni 26178 NZL 0 C. galli C. galli NS
amadina paskovana 21515 ZAF 0 C. galli C. galli NS

< . swallow
vlastovka obecna 40314 HRV 0 NS NS
genotype
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Obrazek 1. Kladogram fylogenetickych vztahti izolatd kryptosporidii ziskanych
Z pévcu v této praci s ostatnimi druhy a genotypy kryptosporidii na zaklad¢ ¢astecné
nukleotidové sekvence genu kodujiciho malou ribozomalni podjednotku vytvoreny

likelihood

(T92+G+I). Sekvence ziskané v této studii jsou tuéné zvyraznény.
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Obrazek 2. Kladogram fylogenetickych vztahti izolati kryptosporidii ziskanych
Z pévcu v této praci s ostatnimi druhy a genotypy kryptosporidii na zaklad¢ castecné
nukleotidové sekvence genu pro aktin vytvoreny metodou Maximum likelihood
spocitany dle modelu General Time Reversible (GTR+G+I). Sekvence ziskané v této
studii jsou tu¢n€ zvyraznény.
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Obrazek 3. Kladogram fylogenetickych vztahti izolatd kryptosporidii ziskanych
Z pévcu v této praci s ostatnimi druhy a genotypy kryptosporidii na zaklad¢ ¢astecné
nukleotidové sekvence genu pro 70 kDa Heat Shock Protein (HSP70) vytvofeny
metodou Maximum likelihood spocitany dle modelu Tamura 3-parameter

(T92+G+I). Sekvence ziskané v této studii jsou tuéné zvyraznény.
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C. canis [EU754843]

76

— C. avium [KU058883]

C. baileyi [AF221539]

35573 Cizek lesni

35565 mlynafik dlouhoocasy
34221 pévuska modra

Eimeria maxima
[246964] 99(35110 sykora koiadra

33395 sykora konadra
34201 sykora kornadra
34209 sykora konadra
98[ C. andersoni [FJ463201]
80l - C. muris [AF221543]
C. serpentis [AF221541]
- Eurasian woodcock genotyp [AY273773]
99 C. galli [AY168849] kur bankivsky
36114 sykora konadra
33741 sykora konadra
36115 sykora kornadra
36116 sykora koradra
10? 36117 sykora koradra
33064 sykora konadra
18114 drozd zpévny
33065 drozd zpévny
33254 drozd zpévny
34257 pénkava obecna
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5.3. Biologické vlastnosti Cryptosporidium galli izolat 36114

K popisu biologickych vlastnosti byl pouzit izolat z pfirozen¢ infikované sykory

konadry (ID 36114, tabulka 3, obrazky 1-3)
5.3.1. Morfometrie oocyst

U vSech experimentdln¢ infikovanych a vySetfovanych druhii ptdkt byly
mikroskopicky zkoumany vylucované oocysty C. galli izolat 36114 pochazejici
ze sykory konadry. Oocysty ziskané z pfirozen¢ infikované sykory konadry méiily
6,32—7,54 pm (pramér 7,03 um) x 6,02—6,81 um (primér 6,51 pm) s pomérem délky
k Ssifce 1,07 (n=50) a byly velikostn¢ identické s témi, které byly ziskany
z experimentaln¢ infikovanych sykor konader (6,36-7,57 um (primér 7,06 um)
% 6,05-6,87 um (primér 6,54 pm) s pomérem délky k Sitce 1,08 (n=50; obrazek 4)).

Obrazek 4. Oocysty Cryptosporidium galli izolat 36114 A) barvené anilin-karbol-
methyl-violeti, B) v diferencidlnim interferenénim kontrastu a C) znacené

specifickymi protilatkami proti stén€ oocysty. Métitko 5 pm.
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5.3.2. Hostitelska specifita

Hostitelska specifita C. galli izolat 36114 byla testovana u sykory konadry (Parus
major), u kufat kura domaciho (Gallus gallus f. domestica) a SCID mysi (Mus
musculus). Infekce zptsobena C. galli izolat 36114 dale byla sledovana u piirozené
infikovanych sykor konader. U kazdého zviiete byl sledovan pribéh infekce po dobu

30 dnu.

U experimentalné infikovanych sykor koniader byly prvni oocysty mikroskopicky
prokazany 5 dni po infekci. Molekularni vysetfeni pomoci nested PCR amplifikujici
SSU prokazalo pritomnost specifické DNA C. galli izolat 36114 jiz 4 dny po infekci.
Zatimco piirozené infikované sykory konadry vylucovaly oocysty/DNA C. galli
izolat 36114 témét kazdy den, experimentalné infikované sykory vyluovaly oocysty

nepravidelné s 2 az 7 dennimi pauzami (obrazek 5).

Obrazek 5. Pribéh infekce Cryptosporidium galli u pfirozené a experimentalné
infikovanych sykor konader (Parus major) na zakladé mikroskopické detekce oocyst
(MIK) a molekularni detekce specifické DNA (PCR). Ctveredek znaci detekei oocyst
nebo specifické DNA.

1 MIK - a = [ ] [ ] am
2 MIK - EE = [ ] " = EE EEHR
pfirozena SGMIK|{ EEEEE HEBN n EEEm EEEEEEEEENEN
infekce ]
1 PCR - - Em EEE ] EEEEEN EEEEN
2PCR| E E EEEEEN ESESESESESEESESEEEEEN EEEEEN
3PCR-| EEEEE =N ] EEER EEEEEEEEEER
1 MIK + ] ] [ ] ] ]
2 MIK + [ ] ] ] ]
experimentalni 3 MIK | n
e 1 PCR - ] u EE = [ ] ] " =
2 PCR - " = ] " = mEE = [ ]
3 PCR - ] n ] [ ]
T T T | T T T
0 5 10 15 20 25 30

Dny po infekci

Pribéh infekce u experimentalné infikovaného kura domaciho (Gallus gallus
f. domestica) je znazornén na obrazku 6. Pfitomnost oocyst C. galli izolat 36114 byla
u kurG domacich prokazana pouze pomoci nested PCR. Prvni oocysty byly

molekularné detekovany 20 dni po infekci.
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Obrazek 6. Pribéh infekce Cryptosporidium galli u experimentalné infikovanych
jednodennich kutrat (Gallus gallus f. domestica) na zakladé mikroskopické detekce
oocyst (MIK) a molekularni detekce specifické DNA (PCR). Ctvere¢ek znadi detekci
oocyst nebo specifické DNA.

1 MIK ~

2 MIK -

3 MIK -

1 PCR - | n |

2 PCR ~ ] ] n

3 PCR | ] | N |
T T I I T I T
0 5 10 15 20 25 30

Dny po infekci

Vysetfeni trus a tkani infikovanych SCID mys$i (Mus musculus) pomoci
mikroskopickych a molekularnich metod neprokazalo pfitomnost vyvojovych stadii

a specifické DNA C. galli izolat 36114 v prubéhu celého experimentu.

5.3.3. Klinické priznaky a patogenita

Trus vSech vySetfovanych zvifat odpovidal druhu a kategorii zvitete. V prib&hu

experimentll nebyly pozorovany zadné ptiznaky kryptosporidiézy.
5.3.4. Lokalizace infekce Cryptosporidium galli izolat 36114

Molekularni analyzy prokazaly ptitomnost specifické DNA C. galli v tkanich
proventrikulu a ventrikulu experimentalné infikovanych sykor konader a kura
domaciho (Gallus gallus f. domestica). S ohledem na nizkou intenzitu infekce u kura
domaciho nebyla detekovana vyvojova stadia C. galli izolat 36114 pomoci
histologického vySetfeni a elektronové skenovaci mikroskopie v zddném
z vySetfovanych organli. VySetfeni tkani gastrointestindlni traktu experimentalné
infikovanych sykor histologickymi metodami a elektronovou skenovaci mikroskopii
prokazalo pfitomnost vyvojovych stadii v proventrikulu a ventrikulu (obrazky 7 a 8).
V ostatnich ¢éastech zazivaciho traktu a dalSich organech dutiny té€lni nebyla

detekovana zadna vyvojova stadia.
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Obrazek 7. Mikrofotografie ze skenovaciho elektronového mikroskopu. Vyvojové
stadium Cryptosporidium galli izolat 36114 (Sipka) na sliznici proventrikulu

u piirozené infikované sykory konadry (Parus major). M¢titko 10 pm.

Obrazek 8. Histologicky fez sliznici proventrikulu barveny periodic acid shiff (PAS)
A) kryptosporidii prosté sykory konadry a B) ptirozené infikované sykory konadry
Cryptosporidium galli izolat 36114. Pfitomnost vyvojovych stadii Cryptosporidium
galli izolat 36114 na sliznici proventrikulu u pfirozené infikované sykory konadry

ukazuji Sipky ve vyfezu obrazku B.

)
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6. DISKUZE

Tato studie je viubec prvni praci, kterda se zabyva vyskytem a diverzitou
kryptosporidii u volng zijicich ptdka patticich do fadu pévci. Z celkového poctu
757 pévell  vySetfenych v této praci bylo pouze 20 (2,6 %) pozitivnich
na kryptosporidie. Ostatni prace, které se zabyvaly kryptosporidiovymi infekcemi
V zajeti chovanych pévcl uvadeji vyssi promoienost. Li et al. (2016) a Qi et al.
(2011) wuvadeji obdobnou prevalenci (6,1 % a 6,7 %) u pévci chovanych
v domacnostech a prodavanych v obchodech se zvifaty v Cing. Obdobna prevalence
(6,3 %) byla zaznamendna 1 u ptakl chovanych v zajeti v Australii (Ng et al. 2006).
Ve studii provedené v Japonsku byla zaznamenana vyrazné vyssi, 14,4%
promotenost pévcl v zajeti (Iijima et al. 2018). Vyssi promotenost pévcl chovanych
Vv zajeti lze vysvétil omezenym prostorem, v kterém jsou ptaci chovéani a Castym
pfisunem novych, potencidlné infikovanych jedincii (na kryptosporidie se v zajeti
chovani pévci a ostatni ptaci bézné nevySetfuji). Rozsifeni kryptosporidiovych
infekei v takovychto podminkach je pak snazs§i. Obdobny rozdil v prevalenci mezi
volné zijicimi a hospodaisky chovanymi zvifaty lze vypozorovat z mnoha studii
zabyvajicich se kryptosporidiovymi infekcemi prasat. Doméaci prasata, kterd jsou
Casto chovéana skupinové v uzavienych stdjich, jsou 3—4krat cCastéji infikovéana
druhem C. suis nez divoka prasata (Atwill et al. 1997; Castro-Hermida et al. 2011;
Garcia-Presedo et al. 2013; Kvac et al. 2009, 2012, 2013; Némejc et al. 2012, 2013;
Pereira et al. 1998).

V souladu s vysledky jinych autorti, ktefi sledovali diverzitu kryptosporidii
upévcl chovanych v zajeti, jsme zjistili, Ze voln¢ Zijici pévci jsou nejcastéji
infikovani druhy C. galli a C. baileyi (Li et al. 2016; Nakamura et al. 2009;
Nakamura et al. 2014). Obdobné¢ jako ve studii provedené Iijima et al. (2018), ktefi
detekovali C.galli u 85 % pévcu, byl tento druh nejrozsitenéjsi kryptosporidii
i Vnasi studii (60 %). Naopak Qi et al. (2011) detekovali C. galli pouze v20 %
ptipadt a jako nejrozsifenéjsi druh kryptosporidie uvadéji C. baileyi s prevalenci
72 %. Pro srovnani, C. baileyi bylo v nasi studii detekovano u 35 % pévcu. Na rozdil
od studii provedenych u v zajeti chovanych pévci, kde byly popsany i dalsi druhy
a genotypy  kryptosporidii, C. meleagridis, C. parvum, C. ubiquitum
a Cryptosporidium avian genotyp | a Il (Gomes et al. 2012; Li et al. 2016;

Nakamura et al. 2009; Qi et al. 2011), jsme u pévcl v nasi studii nedetekovali zadné
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jiné kryptosporidie vyjma nového genotypu pracovné nazvaného Cryptosporidium
swallow genotyp. Vzhledem k tomu, ze tento genotyp byl detekovan pouze u jedné
vlastovky obecné a do soucasné doby nebyla provedena zadna jina studie, ktera by se
zabyvala kryptosporidiovymi infekcemi u tohoto hostitele, nechceme vyvozovat

Z tohoto nalezu zadné zavery.

Soucasti naSich experimentalnich pokust bylo prozkoumani vnitrodruhové
variability C. galli, konkrétné byl studovan izolat 36114 ziskany z pfirozené
infikované sykory konadry. Na rozdil od Pavlaska (1999) a Ryanové et al. (2003),
kteti popsali velikost oocyst C. galli 8,25 um x 6,30 um s pomérem délky k Siice 1,3,
byly oocysty C. galli izolat 36114 vyrazné mensi (7,06 pm x 6,54 pm). Navic
oocysty C. galli izolat 36114 byly oproti pivodnimu popisu C. galli okrouhlé
s pomérem délky k Sifce 1,08. Takovyto signifikantni rozdil ve velikosti oocysty
v ramci jednoho druhu neni Casty. Oocysty vétSiny druht kryptosporidii vykazuji
jednotnou velikost s minimalnimi velikostnimi a morfologickymi odliSnostmi
(Current et al. 1986; Kva¢ et al. 2016; Sréter et al. 2000). Obdobna variabilita
ve velikosti oocyst byla zaznamenéana naptiklad u C. andersoni, nicméné rozdil
v poméru mezi délkou a Sitkou nebyl nikdy vyznamny jako v nasi studii (Enemark
et al. 2002; Hajdusek et al.2004; Koyama et al. 2005; Kva¢ et Vitovec 2003; Lindsay
et al. 2000; Sréter et al. 2000; Stépanova 2005; Upton et Current 1985; Wang et al.
2008).

Obdobn¢ jako ve variabilité velikosti oocyst, také v pripadé lokalizace byly
vV ramci na$i prace zjistény rozdily mezi C. galli izolat 36114 a ptivodnim popisem
C. galli (Pavlasek 1999; Ryan et al. 2003). Zatimco vSechny dosud publikované
prace popisovaly lokalizaci C. galli u kutat, louskace mensiho (Sporophila
angolensis), kanara divokého (Serinus canaria), korely chocholaté (Nymphicus
hollandicus) a amadiny vinkované (Stagonopleura bella) pouze v proventrikulu
(Antunes 2008; Blagburn et al. 1990; Pavlasek 1999; Ryan et al. 2003), vyvojova
stadia nami pouzitého C. galli izolat 36114 byla detekovana jak v proventrikulu,
tak ve ventrikulu sykory konadry a kura domaciho. Takovato variabilita v misté
infekce neni u kryptosporidii obvykla. Naptiklad vyvojovy cyklus druhu C. parvum,
ktery je infek¢éni pravdépodobné pro vSechny savce (Fayer et al. 2007), je
U imunokompetnich jedinct lokalizovan vyluéné v tenkém stievé (Kvac et al.2006;

Tyzzer 1912). Obdobné C. muris, které je infekéni pro celou fadu hlodavci (mysi,

48



potkani, hrabosi a piskomilové), pirezvykavci (ovce, kozy a velbloudi), Selmy (psi
a kocky) a ¢lovéka nebo C. andresoni, které témét vyhradné parazituje u skotu,
infikuji vyluéné Zlaznaty Zaludek svych hostiteld (Aydin et Ozkul 1996; Hirkova
etal. 2003; Iseki et al. 1989; Koudelka et al. 1998; Kvac et al. 2008a; Kvag et al.
2008b; Matsui et al. 1999, 2001; Miller et Schaefer 2007; Pavlasek et Ryan 2007;
Rhee et al. 1995, 1998, 1999; Satoh et al. 2003; Taylor et al. 1999). Na rozdil
od druhu C. andersoni, ktery dosud nikdy nebyl detekovan v nezlaznatych
predzaludcich polygastriu (Kvac et Vitovec 2003) a druhti C. muris a C. proliferans,
které neinfikuji nezlaznatou cast zaludku hlodavcich hostiteltt (Kvac et al. 2016),
C. galli primarn¢ infikuje svalnaty Zzaludek ptakd. Z pohledu organové specifity je
C.galli izolat 36114 jedinym popisem zaludeéni kryptosporidie, ktera byla

detekovana jak ve Zlaznaté, tak i nezlaznaté ¢asti zaludku.

Na rozdil od nami popsanych prubéhu infekci vyvolanych C. galli izolat 36114,
kdy zadné experimentdln¢ ani pfirozené infikované zvife nevykazovalo klinické
ptiznaky kryptosporidiozy, infekce zpisobené C. galli u kutat, louska¢e mensiho
(Sporophila angolensis), kanara divokého (Serinus canaria), korely chocholaté
(Nymphicus hollandicus) a amadiny vinkované (Stagonopleura bella) byly casto
spojeny s charakteristickymi klinickymi pfiznaky jako je prijem, apatie a ztrata
hmotnosti. Navic thyn infikovaného jedince nebyl v pfipad€ kryptosporidiozy
vyvolané C. galli neobvykly (Antunes et al. 2008; Blagburn et al. 1990; Lindsay
et al. 1991; Morgan et al. 2001; Pavlasek 1999, 2001).

Doba pro ukonceni vyvojového cyklu v hostiteli je dana druhem/genotypem
kryptosporidie na jedné strané¢ a druhem hostitele, jeho vékem a stavem imunitniho
systému na strané druhé (Fayer et Xiao 2007; Holubova et al. 2016; Kvac et al.
2016). Pokud se budeme vénovat pouze imunokompetentnim jedinctim, tak délka
prepatentni periody se vjednom druhu hostitele infikovaném jednim druhem
kryptosporidie vyrazné nelisi. Napiiklad vyvoj C. muris v laboratornich mysich se
pohybuje v rozmezi od 7 do 12 dni (Kvac¢ et al. 2008b; Rhee et al. 1995, 1999),
vyvoj C.andersoni Vv raznych hlodavcich a ptezvykavcich vrozmezi 19-24 dnd
(Kvac etal. 2007; Ondrackova et al. 2007) nebo vyvoj C. parvum V hlodavcich
atelatech vrozmezi 4-7 dnd (Tzipori et al. 1983, Klein 2004). Nami zjisténa

prepatentni perioda C. galli izolat 36114 (20 DPI) u infikovanych jednodennich kufat
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se témer shoduje s poc¢atkem doby vylucovani C. galli u infikovanych devitidennich

kufat Ryanovou et al. (2003).

V této praci jsme prokazali, ze nami studovany izolat C. galli 36114
se v nékterych biologickych vlastnostech 1isi od ptivodniho izolatu C. galli, ktery byl
ziskan z kura domaciho a pouzit pro popsani druhu (Pavlasek 1999; Ryan et al.
2003). Navic, izolat C. galli 36114, ktery byl opakované detekovan v rtznych
druzich pévci, lze odlisit od C. galli na zakladé ¢aste¢né sekvence genu kodujiciho
SSU (98,9% shoda, 5 SNP). Naopak nami studovany izolat m¢l identické sekvence
gentd kodujicich aktin a HSP70. Mald mezidruhova variabilita v genech pouzivanych
ke genotypizaci kryptosporidii vSak neni vyjime¢na. Napiiklad sekvence genu pro
SSU druhu C. parvum je z 99,5 % identicka s druhem C. erinacei, pficemz sekvence
genu kodujici Cryptosporidium oocyst wall protein (COWP) je u obou druht
identicka (Kvac¢ et al. 2014). Obdobn¢ druhy C. hominis a C. cuniculus, jejichz
sekvence SSU jsou identické z 98,9 %, jsou neodliSitelné na zaklad¢ sekvenci genu
kédujiciho aktin.

I pfes vyse popsané biologické a genetické rozdily mezi C. galli a C. galli izolat
36114 nelze jednoznaéné urcit, zda nami studovany izolat predstavuje samostatny

druh nebo variantu druhu C. galli.
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7. ZAVERY

e  Promotenost volné zijicich pévct kryptosporidiemi byla velmi nizka.
e Cryptosporidium baileyi a C. galli jsou dominantni druhy kryptosporidii
parazitujici u pévcu.
e Byl popsan novy genotyp zaludeéni kryptosporidie pracovné nazvany
Cryptosporidium swallow genotyp.
e Byla popsana vnitrodruhova variabilita C. galli.
e Cryptosporidium galli izolat 36114 se lisi v sekvenci genu kodujicim SSU
a je neodlisitelny v sekvencich genu kodujicich aktin a HSP70 od typového
izolatu C. galli.
e Cryptosporidium galli izolat 36114 ze sykor konader se morfologicky 1isi
od typovych oocyst C. galli.
o Cryptosporidium galli izolat 36114 vykazuje odlisné biologické vlastnosti
od typového izolatu C. galli.
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Prilohy

Tabulka P1. Druhy a poéty vySetienych pévcu v ramci studie v jednoltivych statech

véetné prokazani ptitomnosti oocyst a specifické DNA kryptosporidii v trusu na

zakaldé mikroskopického (MIC) a molekularniho vySetfen (PCR)

Stat . Pocet
< v Pocet AR
(pocet vySetienych Druh Zvivat pozitivnich
zvirat) MIC PCR

brhlik lesni (Sitta europaea) 22 0 0

budniéek lesni (Phylloscopus sibilatrix) 13 0 0

&ervenka obecna (Erithacus rubecula) 9 0 0

¢izek lesni (Cardeulis spinus) 15 1 1

drozd zpé&vny (Turdus philomelos) 10 1 3

mlynaiik dlouhoocasy (Aegithalos caudatus) 15 0 1

pénice Cernohlava (Sylvia atricapilla) 23 0 0

pénice hnédoktidla (Sylvia communis) 5 0 0

pénkava obecna (Fringilla coelebs) 7 1 1

s . . pévuska modra (Prunella modularis) 11 0 1

Ceska republika rakosnik obecny (Acrocephalus scirpaceus) 6 0 0

(338) rakosnik prouzkovany (Acrocephalus schoenobaenus) 4 0 0

sedmihlasek hajni (Hippolais icterina) 13 0 0

slavik modracek (Cyanecula svecica) 15 0 0

sojka obecna (Garrulus glandarius) 2 0 0

sykora konadra (Parus major) 83 9 10

sykora modtinka (Parus caeruleus) 5 0 0

vrabec domaci (Passer domesticus) 10 0 0

vrabec polni (Passer montanus) 18 0 0

vlastovka obecna (Hirundo rustica) 47 0 0

zvonek zeleny (Chloris chloris) 5 0 0

brehule fi¢ni (Riparia riparia) 3 0 0

budnicek vétsi (Phylloscopus trochilus) 4 0 0

cetie jizni (Cettia cetti) 7 0 0

cvréilka slavikova (Locustella luscinioides) 1 0 0

¢ervenka obecna (Erithacus rubecula) 11 0 0

konipas luéni (Motacilla flava) 1 0 0

konopka obecna (Carduelis cannabina) 2 0 0

lejsek Sedy (Muscicapa striata) 1 0 0

Chorvatsko pénice dernohlavé (Sylvia atricapilla) 29 0 0

(344) pénice slavikova (Sylvia borin) 5 0 0

rakosnik obecny (Acrocephalus scirpaceus) 100 0 0

rakosnik prouzkovany (Acrocephalus schoenobaenus) 52 0 0

rakosnik velky (Acrocephalus arundinaceus) 7 0 0

slavik modracek (Luscinia svecica) 8 0 0

stehlik obecny (Carduelis carduelis) 4 0 0

sykora konadra (Parus major) 1 0 0

vlastovka obecna (Hirundo rustica) 106 0 1

vrabec pokiovni (Passer hispaniolensis) 2 0 0

amadina paskovana (Amadina fasciata) 8 0 1

amadina ¢ervenohlava (Amadina erythrocephala) 1 0 0

amarant maly (Lagonosticta senegala) 1 0 0

bulbul zahradni (Pycnonotus barbatus tricolo) 5 0 0

. Vo, drozdik oranZovohlavy (Cossypha natalensis) 2 0 0

Jihoafricka kruhootko kapsé (Zosterops pallidus) 5 0 0

republika motylek angolsky (Uraeginthus angolensis) 2 0 0

(55) prinie afroasijska (Prinia subflava) 2 0 0

ptadelnik mahalsky (Plocepasser mahali) 4 0 0

snova¢ zlaty (Ploceus subaureus) 2 0 0

stratka hnédohibeta (Spermestes bicolor nigriceps) 4 0 0

vlastovka obecna (Hirundo rustica) 15 0 0

zvonohlik mozambijsky (Serinus mozambicus) 4 0 0

NOV}EZZO;'land vrabec polni (Passer montanus) 20 0 1
CELKEM 757 12 20
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