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ANOTACE

Ptac¢i kryptosporididza je bézné parazitarni onemocnéni zptisobené jednobunéénymi
parazity rodu Cryptosporidium spp. Tito paraziti byli popsani jako pfi¢ina respiracnich a
gastrointestinalnich nemoci jak u lidi, tak u hospodaiskych i voln¢ Zijicich zvirat. Na
Styfech pstrosich farmach v Ceské republice bylo odebrano celkem 204 vzorki trusu
pStrosu dvouprstych (Struthio camelus). Vzorky byly molekularné i mikroskopicky
pozitivni na ptitomnost kryptosporidii. Celkové bylo 2,5 % (5/204) mikroskopicky a 5,9
% (12/204) molekularné pozitivnich na Cryptosporidium spp. Fylogeneticka analyza
genovych sekvenci malych podjednotek rRNA (SSU), aktinu a gp60 ukazala ptitomnost
Cryptosporidium avian genotyp Il (7x) a C. ubiquitum IXa (5x). Pouze v trusu ps$trost
infikovanych Cryptosporidium avian genotyp II probéhla detekce oocyst pomoci
mikroskopickych metod. Oocysty byly purifikovany ze spole¢ného vzorku ctyt ptaki, ty
byly morfometricky charakterizovany a pouzity pro experimentalni infekci. Oocysty
byly infekéni pro housata (Anser anser f. domestica), kutata (Gallus gallus f.
domestica) a korely (Nymphicus hollandicus) s prepatentnim obdobim 4, 7 a 8 dni po
infekci. Avsak oocysty nebyly infekéni pro mysi (Mus musculus) a potkany (Rattus
norvegicus). Oocysty Cryptosporidium avian genotyp I méfi 6,13 x 5,15 um, takze jsou
okem nerozeznatelné od C. baileyi a C. avium. Intenzita infekce se pohybovala v
rozmezi od 1 000 do 16 000 oocyst na gram trusu. Zadny z piirozené nebo

experimentalné infikovanych ptakl v této studii nevykazoval klinické ptiznaky.

Klic¢ova slova: Cryptosporidium spp., kryptosporididza, pstros, oocysty, experimentalni

infekce, prevalence



ANOTATION

Avian cryptosporidiosis is a common parasitic disease caused by unicellular parasites
belonging to the genus Cryptosporidium spp. These parasites have been described as a
cause of various respiratory and gastrointestinal diseases of humans, farm and wild
animals. Total of 204 faecal samples of common ostriches (Struthio camelus) were
collected on four ostrich farms in the Czech Republic. Samples were screened for
Cryptosporidium presence by microscopy and PCR/sequencing. Overall, 2.5 % (5/204)
and 5.9 % (12/204) of animals were positive for Cryptosporidium by microscopy and
PCR, respectively. Phylogenetic analysis of small subunit rRNA, actin and gp60 gene
sequences showed the presence of Cryptosporidium avian genotype Il (n=7) and C.
ubiquitum IXa (n=5). Only ostriches infected with Cryptosporidium avian genotype II
shed oocysts that were detectable by microscopy. Oocysts were purified from a pooled
sample of four birds, characterised morphometrically and used in experimental
infections to determine biological characteristics. Oocysts of Cryptosporidium avian
genotype Il measure 6.13 x 5.15 um, which is indistinguishable from C. baileyi and C.
avium. Cryptosporidium avian genotype Il was experimentally infectious for geese
(Anser anser f. domestica), chickens (Gallus gallus f. domestica) and cockatiels
(Nymphicus hollandicus), with a prepatent period of four, seven and eight days post
infection, respectively and not infectious for mice (Mus musculus) and rats (Rattus
norvegicus). The infection intensity ranged from 1,000 to 16,000 oocysts per gram.
None of the naturally or experimentally infected birds developed clinical signs in the
present study.

Key words: Cryptosporidium spp., cryptosporidiosis, ostrich, oocyst, experimental

infection, prevalence
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1. UVOD

Zastupci rodu Cryptosporidium jsou kosmopolitné rozsifeni jednobuné¢ni paraziti
infikujici pfevazné bunky gastrointestinalniho a dychaciho traktu celé fady hostitel
patticich do vSech tfid obratlovct (Current et Garcia 1991; O'Donoghue 1995). Do
soucasné doby bylo uznéno 44 druht kryptosporidii a je zndmo pies 200 genotypt
(Condlové et al. 2018; Hor¢ickova et al. 2018; Holubova et al. 2016; Kvac et al. 2013a,;
Xiao et al. 2004). Jednotlivé druhy kryptosporidii se od sebe lisi morfologii oocyst,
mistem infekce v hostiteli a zejména hostitelskym spektrem. U vétSiny genotypi nejsou
znamé témét zadné biologické vlastnosti a vétSina byla odliSena od platnych druht a
ostatnich genotypt na zéklad¢ odlisSné sekvence genu kdédujicho malou podjednotku

rRNA, piipadné dalSich gent (Stenger et al. 2015; Sulaiman et al. 1999).

V ramci rodu Cryptosporidium existuji druhy, které primarné infikuji stievni bunky,
jiné v8ak osidluji zalude¢ni epitel, ptipadné dalsi tkdn¢ jako napftiklad plice, ledviny
nebo oko. U imunodeficitnich jedinci mohou byt infikovany i dalsi tkané (Wang et al.
2014). Nekteré druhy nezptsobuji klinické onemocnéni, jiné jsou patogenni a
vyvolavaji akutni ¢i chronickou kryptosporidiézu, kterd je Casto doprovazena prijmy,
zvracenim a vyraznou ztratou hmotnosti a dehydrataci ohrozujici zivot hostitele (Adamu
et al. 2014; Chalmers et Davies 2010; Chen et LaRusso 2002; Current et al. 1983; Fayer
et al. 2000; Navin et Juranek 1984; O’Connor et al. 2011; Ramirez et al. 2004). Pribéh

infekce souvisi s vékem a imunitnim systémem hostitele (Janda et al. 1987).

Poprvé byly kryptosporidie u pstrost nalezeny v roce 1993 (Gajadhar 1993). Od té
doby bylo zaznamenano nékolik ptipadi kryptosporididzy u pstrostl, avSak ve vEtSin€ z
nich nebyly izolaty genotypizovany (napi. Allwright et al. 1993; Bezuidenhout 1993;
Gajadhar 1994; Gordo et al. 2002; Jardine et Verwoerd 1997; Penrith et Burger 1993;
Penrith et al. 1994; Sotiraki et al. 2001). Pomoci molekularnich metod byl u pstrost
prokazan vyskyt C. baileyi, C. muris a Cryptosporidium avian genotyp Il v Brazilii,
Kanadé, Cing, Recku a Vietnamu (Laatamna et al. 2017; Mammeri et Adjou 2019;
Nakamura et al. 2009; Nguyen 2013; Qi et al. 2014; Wang et al. 2011). Druh C. baileyi
je velmi dobfe prostudovan, avsak o biologickych vlastnostech Cryptosporidium avian
genotyp Il existuje pouze omezené mnozstvi informaci (Robertson et al. 2014). Také
nejsou znamy zadné informace o vyskytu kryptosporidii na tuzemi Ceské republiky.
Tato bakalafska prace je zaméfena na vyskyt a diverzitu kryptosporidii u pstrosti ve
farmovych chovech na uzemi Ceské republiky.
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2. LITERARNI PREHLED

2.1 ROD CRYPTOSPORIDIUM

Rod Cryptosporidium je jednim zvice nez 300 rodd, které patii do kmene
Apicomplexa zahrnujiciho téméf 4 800 pojmenovanych druhd, pficemz toto ¢islo neni
povazovano za konecné (Fayer et Xiao 2007). Jsou to eukaryotické organismy, jejichz
DNA ulozena v jadie je obklopena dvojitou membranou. Kryptosporidie parazituji u
mnoha obratlovci, vice nez 200 druhti savci véetné Cloveéka (Fayer et Xiao 2008;
Morgan et al. 1999).

Vétsina infekci u savet byla az do pocatku 90 let 20. stoleti pfisuzovana druhu C.
parvum, nasledné molekularni analyzy prokdzaly vysokou diverzitu v rdmci rodu a byla
popséna fada druhil a genotypt (Petersen 1993; Tzipori 1988). Nejvice lidskych infekci
je zpusobeno druhy C. hominis a C. parvum (Checklay et al. 2015). Dalsi druhy, které
se vyskytuji u lidi, jsou C. andersoni, C. canis, C. cuniculus, C. ditrichi, C. felis, C.
meleagridis, C. muris, C. scrofarum, C. suis, C. tyzzeri, C. ubiquitum, C. wrairi, horse

genotyp, a chipmunk genotyp I, monkey genotyp a skunk genotyp (Kvagc et al. 2009).

Zatazeni priislusné kryptosporidie do druhu nebo do genotypu umoziuji pouze
molekularni metody. Diky vysoké senzitivité a specifité¢ a dokazi detekovat velmi malé
mnozstvi kryptosporidii v odebraném vzorku (Thompson et Ash 2016; Smith et al.
2006). NejpouzivangjSim genem pro detekci a genotypizaci kryptosporidii je mala
podjednotka rRNA (SSU). Dale jsou pouzivany geny kodujici aktin nebo gen kodujici
60 kDA glykoprotein (Alves et al. 2003; Morgan-Ryan et al. 2001; Xiao 2010).

2.1.1 TAXONOMIE

Rod Cryptosporidium se fadi mezi eukaryotické mikroorganismy patiici do fise
prvoki, nadkmene Alveolata, kmene Apicomlexa, tfidy Coccidea, fddu Eucoccidiorida,
¢eledi Cryptosporidiidae a rodu Cryptosporidium (Fayer et Xiao 2008). Diive byly
kryptosporidie fazeny do tfidy Coccidea diky podobnosti jejich vyvojového cyklu, coz
jim chybné piikladalo striktni hostitelské spektrum (Levine 1988). Az pozdéji bylo
molekularnimi analyzami poukazano na blizkou pfibuznost s hromadinkami patticimi
do tfidy Gregarinea (Carreno et al. 1999; Fayer et al. 1997). Ptfesto vSak nelze urcit, zda
se kryptosporidie vyvinuly z greganin ¢i jsou jejich sesterskou skupinou (Leander et al.
2003).



Kryptosporidie se piichycuji k hostitelské¢ buiice jedineCnym zplsobem pomoci
apikalniho komplexu, coz je soubor n¢kolika organel. Prichycuji se na povrch epitelu,
proto jsou intraceluldrni a extracytoplasmatické (Thompson et al. 2005). Endogenni
stadia kryptosporidii jsou uzaviena v parazitoformni vakuole, coz je odliSuje od
ostatnich zastupci kmene Apicomplexa. Dale se liSi absenci apikoplastu, zbytkem
plastidu ziskaného od endosymbionta, a siln¢ redukovanym zbytkem mitochondrie

(Fayer et al. 1997).
2.1.2 HISTORIE

Kryptosporidie byly poprvé popsany v zaludecnich zldzach laboratorni mysi
Edwardem Ernestem Tyzzerem, ktery tohoto parazita v roce 1907 pojmenoval jako
Cryptosporidium muris (Tyzzer 1907). O dalsi tfi roky detailn¢ popsal morfologii
vyvojovych stadii, v roce 1910 byly kryptosporidie uznany jako samostatny rod (Tyzzer
1910). Roku 1912 Tyzzer nalezl dal$i druh v tenkém stfevé u mysi, ktery pojmenoval
Cryptosporidium parvum a popsal rozdily v umisténi a morfologii mezi ob&ma

nalezenymi druhy (Tyzzer 1912).

Kryptosporidie byly v prvni poloving¢ 20. stoleti povazovany za medicinsky,
ekonomicky a veterindrné bezvyznamné. Proto nasledujicich padesat let problematika
kryptosporidii nebyla dale rozvijena. Moc velky zajem v roce 1955 nevzbudil ani nalez
nového druhu Cryptosporidium meleagridis, ktery zptsobil onemocnéni a Gmrti krit
(Slavin 1955). Zajem o problematiku zvysil az v roce 1970 vyskyt kryptosporidiozy u
dvou telat (Meutin et al. 1974; Panciera et al. 1971). Roku 1976 dvé nezavislé studie
potvrdily u ¢lovéka vyskyt kryptosporidii, které byly diagnostikovany pomoci biopsie.
Nakazen byl 39 let stary muz a malé dité, kteti bydleli na farm¢ a chovali dobytek
(Meisel et al. 1976, Nime et al. 1976). Béhem nasledujiciho desetileti se objevily v
témer 40 publikacich ptfipady infekce u skotu, prasat, koni, ovci, opic, hadi, krit,
kralikd a morcat (Anderson et al. 1982; Angus 1990; Blagburn et al. 1990; Current et al.
1986; Janda et al. 1987; Pavlasek 1981).

V Ceskoslovensku byly prvni kryptosporidie popsany u jehiat a telat v roce 1979
(Pavlasek 1981, 1999). Toho samého roku byla kryptosporidioza zatazena mezi
zoondzy, jelikoz byl prvné zaznamenan ptenos druhu C. parvum z telete na studenta
veterindrni mediciny (Anderson et al. 1982). Celosvétovy zijem o problematiku

kryptosporidii vyvolala az roku 1982 zprava Svétové zdravotnické organizace (WHO).
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Ta popisovala vyskyt té¢Zkého prijmového onemocnéni u 21 muzi trpicich nemoci
AIDS, jehoz pii¢inou byla kryptosporidiéza (Goldfarb et al. 1982). V Ceské republice
byla poprvé zaznamenana kryptosporidiéza u ¢lovéka roku 1985 (Janda et al. 1987). V
roce 1993 propukla v USA nejrozsahlejsi infekce Kkryptosporidiemi vyvolana
kontaminaci pitné vody v Milwaukee ve Wisconcinu. Odhadem bylo nakazeno 400 000
lidi, z nichz miniméln¢ 4 000 bylo hospitalizovano. Infikované osoby trpély prijmy,
zvracenim, horeckou a Ubytkem vahy (MacKenzie et al. 1994). Zemfelo tehdy nejméné

100 osob, nejcastéji to byli star$i a imunodeficitni pacienti (Corso et al. 2003; Peng et
al. 1997).

Prvni druh ptaci kryptosporidie byl zaznamenan ve slepém stfeve u kutat roku 1929,
nasel ho jiz zminovany Tyzzer (Tyzzer 1929). Pozdé&ji byl tento druh pojmenovén jako
C. tyzzeri, ale z duvodu ¢aste¢ného popisu je druh povazovan za neplatny. Roku 1955
byl popsan prvni platny ptac¢i druh — C. meleagridis parazitujici u krocand (Slavin
1955). Roku 1986 byl izolovan a zaznamenan druh C. baileyi u slepic (Current et al.
1986; Ditrich et al. 1991). Roku 1999 byl nalezen v zaludku slepic druh C. galli, jenz je
specificky pro ptaky, a to zejména pro hrabavou dribez (Fayer et Xiao 2007; Pavlasek
1999; Ryan et al. 2003a). Dalsim platnym druhem nalezenym u papousku je C. avium,
ktery byl diive pojmenovan jako Cryptosporidium avian genotyp V (Holubova et al.
2016). Poslednim platnym druhem je C. proventriculi, diive znamy jako

Cryptosporidium avian genotyp 111 (Holubova et al. 2019).
2.1.3VYVOJOVY CYKLUS

Vyvojovy cyklus nej€astéji probihd v epitelialnich buiikach gastrointestindlniho
traktu (Fayer et Xiao 2008). Kryptosporidie se fadi mezi obligatni epicelularni parazity
a jsou monoxenni, dokonéuji tedy cely vyvojovy cyklus v jednom hostiteli (Abubakar et
al. 2007; Current et Blagburn 1990; Fleta et al. 1995; Xiao et Ryan 2004). Nejcastéji
byva infikovan travici trakt, naptiklad druhy C. parvum a C. hominis infikuji tenké
stfevo, zatimco druhy C. muris a C. andersoni zaludec¢ni epitel. Vyjimkou jsou ptaci
druhy C. baileyi a C. avium, jejichz vyvojovy cyklus kromé gastrointestinalnim traktu
mize probihat v respira¢nim traktu nebo ledvinach (Bermudez a kol. 1988; Current et
al. 1986; Fleta et al. 1995; Plutzer et Karanis 2009).

Vyvojovy cyklus se skladd ze ctyf hlavnich ¢asti a to excystace, merogonie,

gametogonie a sporogonie. Prvni faze, excystace, zacina, jakmile hostitel pozie infek¢ni
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oocysty kryptosporidii. Vlivem vysSich teplot, zmén pH a faktori, jako jsou
koncentrace oxidu uhli¢itého, Zlu¢ovych soli, pankreatickych a proteolytickych enzymi,
praska ve stén¢ oocysty sutura, ¢imz je degradovana integrita stény oocysty (Smith et al.
2005). Z oocysty jsou uvolnéni Ctyfi sporozoiti, ktefi se aktivné pfichycuji na sliznici
zejména traviciho ustroji. Sporozoiti se k hostitelské bufice pfichycuji apikalnim
komplexem a vytvafi specidlni tzv. Feeder organelu, které vytvaifi membranové
pfipojeni pro snadné vyuziti energie a zivin hostitele pro vyzivu prvoka (Fayer 2004).
Sporozoiti se nezanofuji do tkan¢, coz je chrani prfed imunitnim systémem hostitele a
mohou se tak dale vyvijet (Carey et al. 2004; Hijjawi et al. 2002; Otranto et al. 2015). V
blizkosti sporozoita a hostitelské buniky dochazi k evaginaci, tedy prodlouzeni
plazmatické membrany, kterd obriistd prichyceného sporozoita. Jejim spojenim vznika
parazitoformni vakuola (Current et Garcia 1991; Melicherova et al. 2014; Valigurova et
al. 2007). Sporozoiti se ve vakuole epicelularné méni na kulovita stadia zvana trofozoiti.
Méni tim strukturu mikroklk@i bez pritomnosti apikalniho komplexu, coz rod

Cryptosporidium odlisuje od ostatnich Apicomplex (Valigurova et al. 2008).

Jakmile se jadro trofozoita rozdéli, nastdvd merogonie, stddium nepohlavniho
rozmnozovani. Vznikaji meronti dvou typl. Z prvniho typu vznika Sest az osm
merozoitl, které napadaji aktivné ostatni buiniky hostitele. Na nich se opét vyvijeji
meronti prvniho typu, nebo davaji vzniknout merontim druhého typu, kteti jsou pouze
¢tyti (Current et al. 1986; Liu et al. 2009; Valigurova et al. 2008).

Druhy typ merontti spousti pohlavni rozmnoZovani - gametogonii. Z meronti
druhého typu vznikaji gamonti, sami¢i se nazyvaji makrogamonti a samci
mikrogamonti. Z mikrogamontl vznikaji mikrogametocyty se Ctrnacti aZ Sestnacti
bicikatymi mikrogametami. Mikrogamety oplodiuji makrogamety, které vznikaji ze

sami¢ich makrogamontd. Tim vznika zygota vyvijejici se v oocystu.

Pti sporogonii prochdzi jadro meiotickym délenim, diky kterému vznikaji Ctyfi
sporozoiti s redukovanym poctem chromozomi, déale vznikd i1 rezidudlni télisko.
Sporulujici oocysta je infekéni pro dalsi hostitele ihned po vylouc¢eni z hostitele (Fayer
et al. 1997; Liu et al. 2009; Xiao et Fayer 2008).

U druhu C. parvum jsou 4/5 vSech oocyst silnosténné, ty slouzi k $ifeni infekce do
novych hostiteld a jsou vyluCovany z téla do volného prostiedi. Jsou svétlolomné a maji

kulovito-vejcity tvar. Maji silnou, téméf bezbarvou ochranou sténu s charakteristickou
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polovou suturou a zlstavaji dlouho infek¢éni v neptiznivych podminkach (Current et
Reese 1986; Fayer et al. 1997; Fayer et Xiao 2008). Zbylou 1/5 oocyst u C. parvum
tvoti tenkosténné oocysty, které excystuji v téle hostitele a zptisobuji autoinfekci. Z téla
hostitele jsou vyluCovany pouze vyjimecn€. Probiha degradace kiehké vnéjsi vrstvy,
sporozoiti jsou uvolnéni z oocysty a rychle pronikaji k mikroklkiim stfeva (Current et
Snyder 1988). U jinych druhti nebyla existence tenkosténnych oocyst prokazana (Fayer
et al. 1997; Fayer et Xiao 2008).

Prepatentni doba je doba potiebna k ukonceni celého vyvojového cyklu parazita v
hostiteli, tedy obdobi od infekce do prvniho vylouceni vyvojovych stadii, v ptipadé
kryptosporidii — oocyst. Tato doba je zavisla na hostiteli a druhu a genotypu
kryptosporidii. Mezni délka je 3 az 24 dni (Hijjawi et al. 2002). Délka prepatentni
periody je u vétsiny stfevnich kryptosporidii 5-7 dni (Fayer et al. 2005). Napiiklad u C.
meleagridis a C. baileyi je prepatentni perioda 3-4 dny, u zalude¢nich druhti muze
obdobi trvat dva az tfi tydny. U druhu C. avium je preparentni perioda az 12 dni
(Bermudez et al. 1988; Current et al. 1986; Enemark et al. 2003; Holubova et al. 2016).

2.1.4 HOSTITELSKE SPEKTRUM

Hostitelské spektrum ptedstavuje skupinu hostitelti, které dokaze infikovat urcity
druh patogena/parazita a ukon¢it v ném vyvojovy cyklus. Do prostiedi musi byt
hostitelem vylu¢ovany geneticky shodné oocysty jako ty, které zpisobily infekci (Fayer
et Xiao 2007). Nekteré kryptosporidie infikuji velké mnozstvi hostitelskych druhu,
zatimco jiné jsou hostitelsky specifické (Fayer et Xiao 2008).

Druhy, které maji Siroké hostitelské spektrum, jsou schopny infikovat a parazitovat v
siroké skale hostitel. Jsou hostitelsky nespecifické a postihuji savce i ptaky. Patii mezi
né napiiklad C. baileyi, C. meleagridis a C. parvum (Fayer 2010; Lindsay et al.
1988,1989). Dalsi skupinou jsou kryptosporidie, které jsou schopné infikovat tzkou,
mnohdy fylogeneticky p¥ibuznou skupinu hostitelii. Radi se mezi né tieba C. muris a C.
andersoni, které¢ infikuji nejcastéji hlodavce, respektive prezvykavee (Kvac et al. 2016).
Prevaznd cast kryptosporidii mad Uzké hostitelské spektrum, coZz znamend, Ze jsou
zamétené jen na jeden druh hostitele, kterého dokazou nakazit (Kvac et al. 2014b).
Naptiklad druhy C. suis nebo C. scrofarum jsou hostitelsky adaptovany na divoka a
domaci prasata, C. rubeyi na veverky (Fayer et al. 2005; Fayer et Xiao 2008; Kvac et al.
2013a; Li et al. 2015; Ryan et al. 2004; Tyzzer 1910), C. wrairi parazitujici u morcat
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(Feng et al. 2010) nebo C. hominis, jehoz primarnim hostitelem je ¢lovék (Morgan-
Ryan et al. 2002).

Hostitelské spektrum je ovéfovano tak, Ze oocysty jednotlivych druhd nebo genotypu
jsou experimentaln¢ ptenaseny do dalSich jedinci. Za zminku stoji, ze pouzitim
molekularnich metod nelze spolehlivé urcit, jestli se jedna o pasivni pasaz traktem
anebo aktivni infekci. Diky tomu bylo u fady druht v minulosti chybné popsano
hostitelské spektrum (Grazcyk et al. 1996). Obecné je piedpokladano, Ze pievazna Cast

kryptosporidii ma uzké hostitelské spektrum a nedochazi k infekci riznych hostiteld

vvvvv

2.1.5 LOKALIZACE INFEKCE

Vyvojovy cyklus je lokalizovan predev§im na epitelu traviciho traktu v oblasti
mikroklki a epitelu dychacich cest (Bermudez et al. 1988; Current et al. 1986; Lindsay
et al. 1987). Z pohledu lokalizace rozeznavame dvé skupiny Kkryptosporidii, které
parazituji primarn¢ Vi) zaludeénim nebo ii) stfevnim epitelu. Tyto dvé skupiny
kryptosporidii se odliSuji tvarem a velikosti oocyst (Xiao et al. 2004). Kryptosporidie
osidlujici zaludecni epitel, maji vét§i oocysty ovalného tvaru (Kvac et al. 2013b). Jsou
uzpusobeny kyselému prostiedi, ve kterém by stievni kryptosporidie byly inaktivovany
(Widmer et al. 2007). Infekce zpisobené zaludeénimi druhy probihaji vétSinou bez
piiznaki. Radi se mezi né napiiklad C. andersoni, C. fragile, C. galli, C. molnari, C.
muris, C. proliferans, C. proventriculi nebo C. serpentis (Carey et al. 2004; Current et
al. 1986; Fayer a Xiao 2008; Fleta et al. 1995).

Kryptosporidie, které parazituji ve stfevech, jsou charakteristické afinitou
K enterocytim, mensi velikosti a kulatymi oocystami. V prostiedi Zaludku neexcystuji a
aktivuji se ucinkem proteolytickych enzymd, Zluce a trypsinu ve stievé (Widmer et al.
2007). Strevni kryptosporidie u imunodeficitnich jedincii zpusobuji poruchy traveni,
vyvoje a ristu predevsim u mladsich jedinct. Do této kategorie se fadi valnd vétSina
kryptosporidii, nejc¢astéjsim zastupcem je druh C. bovis, C. canis, C. fayeri, C. felis, C.
hominis nebo C. parvum. Zvlastnim druhem je C. baileyi, které infikuje kloaku, ledviny
a bronchialni strom (Carey et al. 2004; Fayer a Xiao 2008; Fleta et al. 1995). Dale stoji
za zminku i druh C. avium, ktery byl nalezen napiiklad v kloace, jatrech ¢i ledvinach
(Curtiss et al. 2015; Holubova et al. 2016).
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2.1.6 ODOLNOST OOCYST KRYPTOSPORIDII

Odolnost oocyst kryptosporidii je v nepfiznivych podminkach vnéjsiho prostiedi
velmi vysoka. Infekéni stadia — sporozoiti jsou chranéna tiivrstvou sténou 0ocCysty.
Ochranné vrstvy jsou komplexné slozeny z proteino-lipido-sacharidového matrixu
(Fayer et Xiao 2008). Tim je tomuto rodu umoznéna v infekénim stadiu vysoka

odolnost a dlouhodoba infektivita ve vnéj§im prostiedi (Fayer 2004).

Oocysty jsou schopny preckat ve vhodnych podminkach, jako je voda nebo vlhka
puda, i nékolik mésich. Pfi teploté okolo 20 °C jsou kryptosporidie schopny piezit a
zustat infek¢éni az Sest mésict (Fayer 2004; Bednarska et al. 2003; Fayer et al. 1998).
Nejdéle zlstadvaji oocysty infekéni v jilovych pldach, které maji vyS$i schopnost

zadrzovat vodu (Jenkins et al. 2002).

Spolehlivé 1ze odolné oocysty znicit bud’ za pomoci vysokych teplot, naptiklad ve
vrouci vodé po dobu jedné minuty nebo v 65 °C po dobu 20 minut, ¢i za pomoci velmi
nizkych teplot okolo —70 °C na dobu jedné hodiny (Fayer 2004; Fayer et al. 1998,
1996). V pitné vod¢ lze nejspolehlivéji oocysty inaktivovat pomoci ozonizace a UV
zateni (Betancourt et Rose 2004). Kryptosporidie jsou rezistentni vici dezinfekénim
prostfedklim na bazi chloru, které jsou bézné uzivany pro hygienické zabezpeceni pitné

vody (Xiao et al. 2000).
2.2 KRYPTOSPORIDIOZA

Kryptosporididza je onemocnéni vyvolané parazity rodu Cryptosporidium, patii mezi
zoondzy a oportunni infekce. Kryptosporidie jsou jednou z hlavnich pfi¢in prijmovych
onemocnéni zvlasté u pacientli s AIDS, 0s0b s oslabenym imunitnim systémem, déti a
starSich osob (Chen et LaRusso 2002; Fayer et al. 2000). Obzvlasté v zemich tietiho
svéta u déti do péti let je kryptosporididza, hned po rotavirech, druhou nejcastejsi
ptic¢inou prijmovych onemocnéni konc¢icich smrti (Segura et al. 2015). Pfedpoklada se,
ze v rozvojovych zemich kryptosporididza souvisi S poruchami ristu a podvyzivou u
déti (Checkley et al. 2015). U zvifat Zijicich ve volné pfirod¢ jsou prijmova
onemocnéni zpisobena kryptosporidiemi vzacna (Hamnes et al. 2007; Prediger at al.
2017; Ravaszova et al. 2012; Wait et al. 2017). Infekci, a jeji klinicky prabéh ovliviiuje

oslabeni organismu a stupent imunodeficience (Adamu et al. 2014; Current et al. 1983;

Navin et Juranek 1984).
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2.2.1 ZALUDECNI KRYPTOSPORIDIOZA

Zalude¢ni kryptosporidiova infekce probiha bez prijjmového onemocnéni, které je
charakteristické pro stfevni druhy, a jinych klinickych ptfiznaka (Segura et al. 2015).
Charakteristickymi histopatologickymi zménami jsou naptiklad atrofie, hypertrofie
nebo metaplazie zlaznatych bunék a dilatace infikovanych zlaz (Anderson 1987; Aydin
et Ozkul 1996; Kvaé et Vitovec 2003; Ozkul et Aydin 1994). U Zaludeénich
kryptosporidii jsou hostitelé rezistentni viici reinfekci stejnym druhem nebo genotypem
po zdolani infekce (Kvac¢ et al. 2008b, McDonald et al. 1992). U Zalude¢nich
kryptosporidii mohou byt hostitelé infekéni cely zivot (Kvac et al. 2008b; Lindsay et al.
2000).

2.2.2 STREVNI KRYPTOSPORIDIOZA

Sttevni kryptosporidiéza se projevuje gastrointestinalnimi obtizemi, jako jsou
vodnaté nekrvavé priijmy cholerového charakteru a celkovou vycerpanosti (Petersen
1992). Diky infekci dochéazi v hostitelskych bunikach k postupné ztraté epitelialnich
bun¢k, coz zplisobuje naruseni a atrofii klki. To graduje smrti enterocytli diky niz
probiha zhorSeny transport elektrolytti a zivin. Vyvoj infekce je predev§im podminén

druhem parazita a imunitnim stavem hostitele (Tzipori et Ward 2002).
2.2.3 PRUBEH INFEKCE

Po pfichyceni sporozoitii dochazi k postupnému uvoliiovani cytokini a aktivaci
facogytd. Nastava zanétliva reakce organismu, pficemz se zvySuje sekrece stievnich
tekutin a sniZzuje jeji absorpce. Dochazi k hyperplazii krypt, regresivni zméné klka a
také k deskvamaci epitelu. Epitelialni buiiky jsou ni¢eny dvéma zptlisoby, bud’ ptimym
pusobenim parazita na buiiku, anebo vznikajici zanétlivou reakci organismu. To ma za
nasledek ubytek kartdiCového lemu mikrovild a zmenSujici se povrch a pocet
epitelialnich bunék (Thompson et al. 2005; Tzipori 1983). Stievni sténa je mnohem vice
citliva na plisobeni travicich enzymi a ZIuci, to vyvolava drazdivost stieva. Stfevo neni
schopné absorbovat potiebné Ziviny a vodu, coZ pfispiva ke vzniku vodnatych prijmi a

celkové dehydrataci (Guerrant 1997).

Poskozené tkané vyvolavaji u hostiteli zpétnou zanétlivou odezvu, kterd vyvolava a
podporuje indukci prostaglandint. Hostitel je tak schopny vylucovat vhodné

protizdnétlivé latky (Farthing 2000). Kryptosporidiéza, u stfevnich druht
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lokalizovanych v tlustém stfevé, Casto probiha bez typickych ptiznakl (Vitovec et al.
2006). V zasazenych organech jsou patologické zmény mnohdy minimalni nebo

nezjistitelné (Condlova et al. 2018; Jezkova et al. 2016; Kva¢ et al. 2018).
2.2.4 PROJEVY/PRIZNAKY

Onemocnéni je mirn¢ho az tézkého charakteru a zavisi na misté¢ infekce, imunitnim i
vyzivovém stavu a véku hostitele (O’Connor et al. 2011; Chalmers et Davies 2010;
Ramirez et al. 2004). Mezi doprovodné piiznaky stfevni kryptosporididzy patii
nevolnost, inava, malatnost, horeCka, kieCovité bolesti bficha, nechutenstvi, hubnuti,
anorexie a dychaci obtize. Kryptosporidie rovnéz narusuji imunitni systém a zvysSuji
riziko infekci. Kdyz hostitel vycerpd veSkeré zéasoby zivin, jako jsou bilkoviny a
mineralni latky, nastava rychle smrt (Current et Garcia 1991; Jokipii et Jokipii 1986;
Meinhardt et al. 1996).

U zdravych imunokompetentnich jedincli je onemocnéni pouze docasné a miZze
ustoupit béhem par tydnii. Nemoc trva v rozmezi 2 az 26 dni, primérné¢ vSak 12 dni
(Fayer et al. 2005). Infekce se vyviji subklinicky a s nizkou mirou patogenity. Mezi
parazitem a hostitelem dochazi k nastoleni tolerantniho vztahu, kde Kkryptosporidie
dlouhodobg, az celozivotné parazituje v hostiteli (Enemark et al. 2003; Higgins 1999;
Jezkova et al. 2016; Kvac¢ et al. 2014a; Kva¢ et al. 2013a). Mize dochéazet k
samovyléceni jedince diky odpovédi imunitniho systému (DuPont et al. 1995; Enemark
et al. 2003; Tzipori et al. 1983).

U imunodeficitnich jedincli se sniZzenou imunitou ma nemoc velmi vazny pribéh.
Miize mit bez hospitalizace az fatdlni nasledky diky zavazné podvyzivé a dehydrataci
organismu (Current et Garcia 1991). U pacientt je aplikovana rehydratace,
symptomatickd 1écba a doplnéni mineralnich latek (Ditrich 2005). Onemocnéni muiZe
trvat n¢kolik mésict az let, a mize diseminovat do sousednich organt traviciho traktu,
jako jsou jatra, Zlu¢nik, nebo slinivka biisni (Current et Garcia 1991; Fayer et al. 1997).
U pacienti podstupujicich transplantaci orgdnd, kostni dien€, hemodialyzu nebo
chemoterapii, je zaznamenana vysoka prevalence nemoci kryptosporidiozy (Gentile et

al. 1991; Sreedharan et al. 1996; Tanyiiksel et al. 1995; Turkcapar et al. 2002).

U domécich ¢i hospodaiskych zvifat se kryptosporididéza projevuje obdobnym
zpusobem jako u lidi. Nej¢astéj$im projevem u zvifat je vodnaty prijem trvajici obvykle

6 az 14 dni, avSak u nékterych jedinct mize trvat az 4 mésice (Isaacs 1985; Jokipii et
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Jokipii 1986; Soave et Armstrong 1986; Stehr-Green et al. 1987; Wolfson et al. 1985).
Tyto ptiznaky byly zaregistrovany kuptikladu u skotu, koz, ovci a jelenti chovanych na

farmach (Angus 1990).
2.2.5 PRENOS

K nakaze hostitele dochdzi nejCastéji prostiednictvim kontaminované vody
(Betancourt et Rose 2004; Fayer 2004, 2000; Ramirez et al. 2004). K infekci hostitele
dochdzi po piti kontaminované vody, nebo diky rekreacnim aktivitim v
kontaminovanych vodnich zdrojich (Atwill et al. 2002; Da Silva et al. 2003; Fayer
2004; Kvac et al. 2008a; MacKenzie et al. 1995; Santin et al. 2005). K infekci mutze
dojit pti zaplavach nebo pii poruSe technologického procesu upravy pitné vody (Zitek
1998). Béhem prvniho desetileti 21. stoleti bylo zaznamenéno vice nez 200 kontaminaci
rekreaénich vod a pitnych zdrojt po celém svété (Baldursson et Karanis 2011; Chalmers
2012; Glaberman et al. 2002; Hlavsa et al. 2011; Karanis et al. 2007; Yoder et al. 2012).

Déle byly zjistény jako zdroje infekce napiiklad jogurty, nepasterizované mléko,
nebo jable¢né mosty (Smith et al. 2007). DalSim zdrojem kontaminace miizou byt mlzi,
kterym se diky efektivni filtraci zachycuji oocysty kryptosporidii na Zabrach, ptfi¢emz

potom byvaji asto konzumovéani syrovi (Fayer et al. 1999).

Oocysty jsou pienaSeny hlavné fekalné oralni cestou (Putignami et Menichella
2010). Z dychacich cest pfi respiratornim onemocnéni odchazi oocysty do vnéjsiho
prostfedi pomoci nasélnich ¢i respiracnich sekreti (Current et Snyder 1988; Current
1985). Nebezpe¢i nakazy stoupa pii blizkém kontaktu s infikovanym hostitelem,
zejména pak béhem péce o nemocné jedince. Na cloveéka jsou kryptosporidie nejcastéji
prenaseny z infikovanych telat (Castro-Hermida et al. 2006, Maddox-Hyttel et al. 2006).
Minimalni pocet oocyst, které jsou schopné vyvolat infekei je 10 (Okhuysen et al. 1999;
DuPont et al. 1995). Avsak i jedina oocysta staci na teoretické vyvolani a propuknuti
infekce u vnimavého hostitele (Ramirez et al. 2004). Za dulezity zdroj kryptosporidii
jsou povazovéana i divokd zvifata slouzici jako rezervoary, ze kterych se oocysty
prenaseji na Cloveka a domaci zvifata (Kruse et al. 2004). Naopak znecisténé zivotni
prostedi, naptiklad vykaly domacich zvifat, zvySuje riziko infekce u divokych zvitat

(Appelbee et al. 2005).
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2.2.6 LECBA

Do dnesni doby neni znam Zadny uc¢inny Iék, ktery by byl vhodny pro imunodeficitni
jedince k vylé€eni kryptosporidiozy (Fayer et al. 2000; Ryan et al. 2003b). Pro zmirnéni
a zkraceni doby prijmu lze uzit kaolin ¢i pektin, diky nimz se také snizuje mnozstvi
vylu¢ovanych oocyst (Hijjawi et al. 2004; Ryan et al. 2003b; Thompson et al. 2005). U
potkanti byla testovana probiotika, kdy se pti experimentalni studii podal 1¢k narozenym

mlad’atim. Ta se zbavila rychleji infekce (Guitard et al. 2006).

Chemoterapeutika, ktera jsou U¢inna u kokcidii, se ukazala jako neucinnad proti
kryptosporidioze. Testovana 1é¢iva vyuzivana v potiebnych mnozstvich se ukazala byt
jak toxicka, tak zcela nebo Castecné neucinnd. Jediny 1€k, ktery byl schvélen pro 1écbu
kryptosporidiozy je Nitazoxanid, ten ale neni v Evropé registrovan. Ale ani pii pozivani
vysokych davek neni tento 1ék dlouhodobé uéinny (Shirley et al. 2012). Od roku 1999
se v Evropé ve veterinarni praxi mize uzivat halofuginon-laktat pro 1é¢bu a prevenci
kryptosporidiézy skotu. Halofuginon-laktat inhibuje reprodukci oocyst a podporuje
rozvoj hostitelovy imunity. Halofuginon-laktit a paromomycin jsou zatim
nejucinnéjsimi preparaty s antikryptosporididlni aktivitou, avSak jejich wcinnost

nepiesahuje 80 % (Causapé et al. 1999).

2.3 PTACI KRYPTOSPORIDIE A KRYPTOSPORIDIOZA PTAKU

Kryptosporididza je u ptakd jednim z nejrozsifenéjSich parazitarnich onemocnéni jak
u domadcich, tak i divokych druht. U ptaka byly kryptosporidiové infekce zaznamenany
u vice nez 30 druhti na celém svété (Fayer et al. 1997; Morgan et al. 2001; O’Donoghue
1995; Ryan et al. 2010; Sreter et Varga 2000). Do soucasné doby bylo popsano 18
genotypu kryptosporidii (Cryptosporidium sp. YS-2017 genotyp, avian genotyp |, avian
genotyp 1V, avian genotyp VI-I1X, black duck genotyp, Euroasian woodcock genotyp,
duck genotyp, goose genotypy I-1V a goose genotyp Id a finch genotypy I-I11) (Abe et
Makino 2010; Blagburn et al. 1990; Cano et al. 2016; Chelladurai et al. 2016; Gomes et
al. 2012; Jellison et al. 2004; ; Kuhn et al. 2002; Meireles et al. 2006; Morgan et al.
2001; Nakamura et al. 2009; Ng et al. 2006; Plutzer et Tomor 2009; Qi et al. 2011;
Rubbenstroth et al. 2014; Ryan 2010; Ryan et al. 2003a; Zhou et al. 2004) a 5 druhd
(Cryptosporidium baileyi, C. meleagridis, C. galli, C. avium a C. proventriculi)
(Current et al. 1986; Holubova et al. 2016, 2019; Pavlasek 1999; Slavin 1955).
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Nejcastéjsi druhy kryptosporidii parazitujici u ptaka jsou C. baileyi a C. meleagridis
(Abe et Iseki 2004; Holubova et al. 2016; Tumova et al. 2002). Dale se k nim fadi i C.
galli, které je také schopno infikovat mnoho ptacich druhti. Tyto tfi druhy kryptosporidii
se ale 1isi mistem vzniku infekce (Xiao et al. 2004). V travicim traktu byly nalezeny
druhy C. baileyi, C. meleagridis, C. galli a C. avium. Daéle byl druh C. avium nalezen ve
vylucovaci soustavé stejné jako druh C. baileyi, ktery se nachazel i v dychaci soustavé
(Current et al. 1986; Holubova et al. 2016; Pavlasek 1999; Slavin 1955). Respiracni
kryptosporididzou jsou Castéji nakazeni ptaci nez savci (Ramirez et al. 2004). Dale byly
nalezeny oocysty druhu C. andersoni a C. muris v trusu koroptve korunkaté (Rollulus
rouloul) a lelkouna soviho (Podargus strigoides) (Ng et al. 2006). Dalsim ptac¢i druhem,
nalezenym u dytika thorniho (Burhinus oedicnemus) je C. parvum (Gomes et al. 2012;
Zylan et al. 2008).

U popsanych genotypt vétSinou schazi informace o hostitelském spektru, prabéhu
infekce nebo velikosti oocyst, a proto nemohou byt uznany jako samostatné druhy
(Cano et al. 2016; Jellison et al. 2004; Kuhn et al. 2002; Morgan et al. 2001; Ng et
al.2006; O'Donoghue 1995; Plutzer et Tomor 2009; Ryan 2010; Zhou et al. 2004).

Ptaci diky schopnosti migrovat mohou pienaset aktivné a pasivné ruzné patogeny
véetné kryptosporidii. Mohou kontaminovat vodni zdroje oocystami kryptosporidii a
hraji tak vyznamnou roli v propuknuti epidemii kryptosporidiéz (Graczyk et Cranfield
1998; Graczyk et al. 1996). Promotenost ptakd Kkryptosporidiemi se 1isi v rdznych
studiich, ale pohybuje se v rozmezi od 1,4 % do 7,2 % (Giil et Cicek 2009; Majewska et
al. 2009; Nakamura et al. 2009; Ng et al. 2006; Ziegler et al. 2007).

2.3.1 KRYPTOSPORIDIE A KRYPTOSPORIDIOZA PSTROSU

Pstrosi (Struthio camelus) mohou byt rezervoarem tady parazitd, z nichz se vétSina
usidluje v gastrointestinalnim traktu (Eslami et al. 2007; Sotiraki et el. 2001). Infekce u
pStrosi probihaji Casto subklinicky, ale v nékterych ptipadech, zejména u kutat, mohou
zvitata vykazovat slabost a trpét anorexii, prijmy ¢i anémii (Black et Glatz 2011; Craig
et Diamond 1996; Gajadhar 1993).

Piestoze bylo od pocatku 90. let zaznamenano u pStrosit mnoho infekénich piipada
zpusobenych rodem Cryptosporidium, nebyly jednotlivé izolaty genotypizovany na
urovni druhu/genotypu (Allwright et al 1993; Bezuidenhout 1993; Gajadhar 1994,
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Jardine et Verwoerd, 1997; Meireles et al. 2006; Penrith et Burger 1993; Penrith et al.
1994; Ponce Gordo et al. 2002; Santos et al. 2005).

V poslednich 10 letech byla provedena fada studii, ve kterych pomoci molekularnich
analyz byly charakterizovany jednotlivé druhy a genotypy kryptosporidii, které se u
pStrosu vyskytuji. Mammeri et Adjou (2019) identifikovali v Alazirsku ve své studii u
27 % (4/15) pstrost druh C. baileyi. Stejné tomu bylo tak o dva roky diive, kdy
Laatamna et al. (2017) genotypizaci potvrdili pfitomnost C. baileyi u 31 % sledovanych
pétrostiv Alzirsku. Taktéz Wang et al. (2011) detekovali v Cing C. baileyi u 11,7 %
(53/452) pstrost. Studie Qi et al. (2014) odhalila pomoci molekularnich metod 10,2 %
(31/303) pozitivnich jedincti v Cing. Z tohoto poétu bylo 22 jedincti pozitivnich na druh
C. muris a zbyvajicich 9 na C. baileyi. Nguyen et al. (2013) vySetfili ve stiednim
Vietnamu celkem 464 vzorku a 110 z nich (23,7 %) bylo identifikovano jako pozitivni.

Nasledné molekularni analyzy prokazaly ptitomnost Cryptosporidium avian genotyp I1.

NiZe se budu bliZe vénovat druhiim a genotypiim kryptosporidii detekovanych u

pStrosii.
2.3.1.1 CRYPTOSPORIDIUM BAILEYI

Druh C. baileyi byl poprvé detekovan u brojlerovych kutat roku 1986 (Current et al.
1986). Oocysty tohoto druhu jsou velké 6,6 x 5,5 um a parazit infikuje epitel dychacich
cest, Fabriciovy burzy, v dolni ¢asti tenkého a tlustého stieva a kloaku (Lindsay et
Blagburn 1990). Tento paraziticky prvok je nejcastéji spojovan s extraintestinalni
lokalizaci, jelikoz infekce cCasto probiha v dychacim traktu, kde oocysty nasledné
opousti télo dychacimi cestami a nasalnim sekretem (Blagburn et al. 1990; Current et al.
1986). Tato kryptosporidie byla dosud detekovana pouze u ptakt, vyjma jednoho
ptipadu u imunodeficitniho pacienta (Ditrich et al. 1991). Ziskanym lidskym izolatem
se experimentalné nepodafilo nakazit Zadnou laboratorni mys, avSak u kufat nemoc

naplno propukla (Ditrich et al. 1991).

Je to nejspise nejcastéjsi druh detekovany u ptakl a vykazuje vysokou nakazlivost a
umrtnost u brojlerovych kufat. Infekce ma tézky pribéh hlavné u mladych jedincii

(Current et al. 1988, 1986; Tumova et al. 2002; Wang et al. 2011).

Kromé¢ brojlerovych kurat byly infekce C. baileyi zaznamenany u divokych ptaka,

naptiklad u racka chechtavého (Larus ridibundus), kormorana (Phalacrocorax spp.),
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jefaba popelavého (Grus grus), tukana béloliciho (Ramphastos vitellinus), kachny
divoké (Anas platyrhynchos), kiepelky japonské (Coturnix japonica), vyrecka malého
(Otus scops) a pstrosa dvouprstého (Struthio camelus), ¢i u domacich zvifat jako jsou
slepice (Gallus gallus f. domestica), krocani domaci (Meleagris gallopavo f. domestica),
husy domaci (Anser anser domestica) nebo korely chocholaté (Nymphicus hollandicus)
(Abe et Iseki 2004; Blagburn et al. 1990; Chvala et al. 2006; Jellison et al. 2004,
Kimura et al. 2004; Molina-Lopez et al. 2010; Morgan et al. 2001; Pavlasek 1993; Ryan
et al. 2003a; Wang et al. 2011).

2.3.1.2 CRYPTOSPORIDIUM AVIAN GENOTYP II

Tento genotyp se na zikladé analyzy casti genu SSU rRNA velmi podoba
kryptosporidii druhu C. baileyi. Velikost oocyst se pohybuje v rozmezi 3,9-6,1 x 3,3—
5,0 um. Tento genotyp byl diive nalezen ve vykalech pstrosi dvouprstych (Struthio
camelus) importovanych do Kanady (Gajadhar 1994). Oocysty byly nalezeny ve
Fabriciové burze a v kloace, jednalo se ale o slabou infekci. Molekularné bylo vysetfeno
165 vzorku, pficemz 14 (8,5 %) z nich bylo pozitivnich na kryptosporidie. Infekéni
pStrosi oocysty byly vyizolovany a pouzity pro experimentalni infekci u kufat, krocanti,
kiepelek a mysi (Santos et al. 2005). Podobnou experimentalni infekci provedli
Meireles et al. (2006), ktefi infikovali oocystami dvé skupiny vylihlych kufat a nasledné
je Ctyfi tydny vySetiovali. Oba experimenty dopadly stejné, pozitivni infekce nebyla

potvrzena.

Dale byl tento genotyp nalezen u papouskl, napiiklad u korely chocholaté
(Nymphicus hollandicus), kakadu inka (Cacatua leadbeateri), alexandra velkého
(Psittacula eupatria), elektuse rtznobarvého (Eclectus roratus), kakadu ruzového
(Eolophus roseicapilla), papouska alexandfina (Polytelis alexandrae), aratingy
kropenaté, (Aratinga leucophthalma) a aratingy slune¢ni (Aratinga solstitialis) (da
Paixao Seva et al. 2011; Meireles et al. 2006; Nakamura et al. 2009; Ng et al. 2006;
Nguyen et al. 2013; Santos et al. 2005).

2.3.1.3 CRYPTOSPORIDIUM MURIS

Druh C. muris byl jako vibec prvni kryptosporidie popsan E. E. Tyzzerem roku
1907. Tato kryptosporidie byla nalezena v epitelu zalude¢nich zlazek u laboratornich
my$i a jeji oocysty maji velikost 7,8 % 5,6 um (Tyzzer 1907). Ve vétSin€ piipadi

probiha onemocnéni asymptomaticky, bez ptiznakii a bez makroskopickych zmén
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vnitinich organt. Ani zanétliva reakce neni ve sliznici patrna (Anderson 1987; Aydin et
Ozkul 1996; Iseki et al. 1989; Kvag et al. 2008a; Kvac et Vitovec 2003; Ozkul et Aydin
1994).

Typickym hostitelem tohoto druhu kryptosporie jsou hlodavci, zejména mysi
(Anderson 1987; Kvac et al. 2008a). Nicméné C. muris bylo detekovano u fady dal$ich
druhti hositeld patficich do rtznych fadu, napiiklad kocky, kamzici, velbloudi, zirafy,
damani, makakové nebo ¢lovek (Kodadkova et al. 2010; Lupo et al. 2008; Morgan et al.
1999; Ryan et al. 2003b; Xiao et al. 2004). U ptakd bylo C. muris poprvé identifikovano
u lelkouna soviho (Podargus stridoides) (Ng et al. 2006). U pstrosu byly oocysty C.
muris potvrzeny ve studii Qi et al. (2014), jez odhalila pomoci molekularnich metod 7,3
% (22/303) pozitivnich jedincii v Ciné. Experimentalné byla prokizana vnimavost
jehnat a ktizlat (Kvac et al. 2008a). Naopak oocysty ziskané z divoké mysi doméci byly
neinfekéni pro prasata (Kvag et al. 2012). Casto byvaji C. muris nakaZeni taky hlodaveci,
psi, hadi, varani, kamzici, velbloudi, damani, makakové ¢i ¢lovék (Lupo et al. 2008;

Morgan et al. 1999; Ryan et al. 2003b; Xiao et al. 2004).
2.3.1.4 CRYPTOSPORIDIUM UBIQUITUM

Druh C. ubiquitum, dfive znamy jako Cryptosporidium cervine genotyp, je velmi
Casto detekovan ve vodnich zdrojich velkého geografického rozsahu a patii mezi
kryptosporidie s nizkou hostelskou specifitou (Xiao et al. 2000). Tento druh byl
zaznamenan u piezvykavcu (ovce, jelen, muflon), masozravct (norek), hlodavcu
(veverka, bobr ¢i mysice), primata (lemur) a ¢lovéka (da Silva et al. 2003; Elwin et
Chalmers 2008; Fayer et al. 2010; Feltus et al. 2006; Feng et al. 2007; Leoni et al. 2006;
Murakoshi et al. 2013; Ong et al. 2002; Ryan et al. 2005; Soba et al. 2006; Trotz-
Williams et al. 2006). Oocysty tohoto druhu méfi 5,19 x 4,87 um. U infikovanych mysi
byla vyvojova stadia detekovana v ileu (Fayer et al. 2010). Cryptosporidium ubiquitum
bylo nalezeno u ovci vSech vékovych skupin a je povazovano za hlavni druh parazitujici

u ovci v Ciné (Wang et al. 2010).

Li et al. (2016) publikovali studii popisujici vyskyt C. ubiquitum v Ciné& u loskutika
posvatného (Gracula religiosa) a jezka (Erinaceus europoeus). Je to jedina studie
potvrzujici pfitomnost C. ubiquitum u ptakd. Dale byl tento druh detekovan naptiklad u
ovce, jelena, muflona, myvala, lemura a hlodavct, jako jsou veverky, bobfi ¢i mySice

(da Silva et al. 2003; Elwin et Chalmers 2008; Feltus et al. 2006; Feng et al. 2007;

23



Leoni et al., 2006; Murakoshi et al. 2013; Ong et al. 2002; Ryan et al. 2005; Soba et al.
2006; Trotz-Williams et al. 2006).
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3. CiL PRACE

Cilem bakalaiské prace je

1)
2)
3)

4)

5)

Zpracovat literarni reSersi o tématu, jez se zabyva kryptosporididozou u pstrosu.
Odebrat vzorky na pstrosich farmach a vysetfit je parazitarnimi metodami.
Vyizolovat DNA vzorki a pomoci PCR metody vySetfit na pfitomnost
kryptosporidii.

Purifikovat oocysty kryptosporidii a provést experimentalni infekce u kufat,
housat, korel, SCID mysi a potkant.

Genotypizovat pozitivni ziskané izolaty a porovnat je s vysledky piedchozich

studii.
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4. MATERIAL A METODIKA ZPRACOVANI

4.1 BIOLOGICKY MATERIAL

Pro ucely prace byly sbirany vzorky trusu pstrost dvouprstych (Struthio camelus) na
pétrosich farméach v Ceské republice. Kazdy vzorek byl skladovéan individualng pii 4 °C
bez dalsi fixace a konzervace. Casti trusu byly pouzity k mikroskopické detekci oocyst
kryptosporidii a izolaci DNA. Po uspésné detekci kryptosporidii byl vzorek pouzit pro

experimentalni infekce.

4.2 BARVENI OOCYST KRYPTOSPORIDII POMOCI METODY MILACEK A
VITOVEC (1985).

Tato metoda se pouziva ke zjisténi pfitomnosti oocyst kryptosporidii v trusu. Barveni

je specifické pro oocysty kryptosporidii.

Pouzity materil:

e roztok methylvioleti: methylviolet 0,69
anilin 1ml
fenol 1lg
ethanol 30 ml

deionizovana voda 70 ml

e kyselina sirova: 2 % vodny roztok

e roztok tartrazinu: 1% tartrazin v 1 % kyseliné octové

Nejdiive byl vytvofen tenky natér trusu na predem oznacené sklicko, ktery byl
posléze fixovan methanolem v plameni. Dale byl natér barven 30 minut v kyveté s
roztokem methylvioleti. Poté bylo sklicko oplachnuto ve vod¢. Poté byl natér vloZen na
3—4 minuty do kyvety s 2 % kyselinou sirovou. Po uplynuti doby bylo skli¢ko znovu
oplachnuto vodou. Dale byl vzorek 5 minut dobarvovan v roztoku tartrazinu. Nakonec
byl natér opatrné oplachnut pod tekouci vodou a byl ponechan ve svislé poloze, aby

mohl Iépe uschnout.

Sklicka byla prohlizena svételnym mikroskopem (OLYMPUS BX 51) pti zvétSeni
1000x za pouziti olejové imerze. Intenzita infekce je vyjadiena jako pocet oocyst v

gramu trusu (Kvac et al. 2007).
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4.3 MOLEKULARNI METODY VYSETRENI TRUSU
4.3.1 1IZOLACE DNA

Pouzity material:

* sklenéné a zirkonové kulicky

» mikrozkumavka Safe-Lock Tube

» mikrozkumavky EzPass s bilou kolonkou

» mikrozkumavky mini spin column se zelenou kolonkou

* FL pufr, EB pufr, PB pufr a NW pufr

Do mikrozkumavek byly vloZeny sklenéné a zirkonové kulicky o priméru 0,5 a 1,5
mm. Poté byl do pfichystanych mikrozkumavek pfidan biologicky materidl. Do smési
byl dale pripipetovan 1 ml FL pufru. Vzorky byly zhomogenizovany votrexovanim a
nasledné byly vlozeny do pfistroje FastPrep®24 Instrument a rozbijeny 1 minutu pii
rychlosti 5,5 m/s. Mikrozkumavky byly 5 minut inkubovany pii laboratorni teploté a
dale centrifugovany po dobu 5 minut pii 16 000 g. 1zolace prob&hla pomoci komeréné
dostupné soupravy v souladu s pokyny vyrobce Exgene ™ Stool DNA mini. Nasledné
byl veskery supernatant piepipetovan na EzPass kolonky se sbérnymi zkumavkami a
pelet byl vyhozen do odpadu. Kolonky byly centrifugovany 1 minutu p#i 16 000 g, po
stoc¢eni byl odpad vylit ze sbérnych zkumavek. V dal§im kroku bylo do mikrozkumavek
napipetovano 100 pl EB pufru, nacez byly kolonky 1 minutu inkubovany pii laboratorni
teploté a poté centrifugovany 1 minutu pii 16 000 g. Po stoceni byly z mikrozkumavek
EzPass odstranény bilé kolonky a do sbérnych zkumavek bylo napipetovano 500 ul PB
pufru. Po promichani $pickou byl vSechen obsah sbérnych zkumavek pienesen na mini
spin column kolonky. Ty byly poté centrifugovany 1 minutu pii 16 000 g, sbérné
zkumavky byly vylity. Na stied kolonek bylo napipetovano 500 ul NW pufru a kolonky
byly centrifugovany1 minutu pii 16 000 g. Poté byly znovu centifugovany, aby doslo k
uplnému odstranéni zbytktt NW pufru. V dalsim kroku byly kolonky pteneseny na Cisté
mikrozkumavky. Nakonec bylo na kolonky napipetovano 200 pl EB pufru a byly

inkubovany 1 minutu a naposledy centrifugovany 1 minutu pii 16 000 g.
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4.3.2 POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE (PCR)

Molekularni charakterizace kryptosporidii byla provedena pomoci nested PCR
amplifikujici ¢ast genu SSU (cca 830 bp; Jiang et al. 2005; Xiao et al. 1999), aktinu (cca
1066 bp; Sulaiman et al. 2002) a gp60 (cca 820 bp; Alves et al. 2003; Peng et al. 2001).
Pozadované useky byly amplifikovany v termocycleru. Pro sekundérni amplifikaci byl
pouzit produkt primarni PCR. Ke vzorkim byla vzdy ptidana negativni i pozitivni
kontrola. Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA vyizolovana ze suspenze oocyst C.
parvum a pro ucely negativni kontroly byla pouzita PCR voda. Nukleotidové sekvence
primert jsou uvedeny v tabulce 1, 3, 4. V tabulce 2 je pro predstavu uvedena reakéni
smé&s SSU pro jeden zvorek. Byl pouzit material od firem Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA a New England Biolabs,Ipswich, MA, USA.

Pouzity material:

* PCR mikrozkumavky

* primery (forward, reverse)

* DNA

« MgCl,

» deoxiribonukleosid trifosfaty (ANTP's) — 2,5 mM kazdé baze
* pufr pro Taq DNA polymerazu

» Taq DNA polymeraza, Dream Taq Green DNA Polymerase
* Bovinni sérovy albumin (BSA), New England Biolabs

* deionizovana PCR H>O

Tabulka 1: Primery pouzité pro SSU rDNA (Jiang et al. 2005).

primarni PCR Sekvence, nasedaci teplota 50 °C

F1 5" TTC TAG AGC TAA TAC ATG CG 3’

R1 5S"CCCATTTCC TTC GAA ACA GGA 3’
sekundarni PCR | Sekvence, nasedaci teplota 55 °C

F2 5" GGA AGG GTT GTATTT ATT AGA TAA AG 3’
R2 5" AAG GAG TAAGGAACAACCTCCAY
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Tabulka 2: SlozZeni reak¢nich smési SSU, kde mnozstvi odpovida jednomu vzorku

Reagencie primarni PCR sekundarni PCR
H20 12,30 13,10
MgCl, (25 mM) 1,20 1,20
10x buffer 2,00 2,00
dNTP (10 mM) 0,40 0,40

F primer (10 uM) | 0,40 0,40

R primer (10 uM) | 0,40 0,40
BSA (10 mg/1ml) | 0,80 -

Taq (5U/ 1 pl) 0,50 0,50
DNA 2,00 2,00
Celkem 20,00 pl 20,00 pl

Tabulka 3: Primery pouzité pro aktin (Sulaiman et al. 2002).

primarni PCR Sekvence, nasedaci teplota 50 °C

F1 5" ATC RGW GAA GAA GWA RYW CAA GC 3’
R1 5AGARCAYTT TCT GTG KAC AAT 3’
sekundarni PCR | Sekvence, nasedaci teplota 45 °C

F2 5 CAAGCWTTR GTT GTT GAY AA 3’

R2 5 TTT CTG TGK ACA ATW SWT GG 3'.

Tabulka 4: Primery pouzité pro gp60 (Peng et al. 2001).

primarni PCR Sekvence, nasedaci teplota 50 °C

F1 5 TTT ACC CAC ACATCT GTAGCG TCG 3’

R1 5" ACGGACGGAATGATGTATCTGA 3’
sekundarni PCR | Sekvence, nasedaci teplota 50 °C

F2 5 ATA GGT GAT AAT TAG TCAGTC TTT AAT 3’
R2 5 CCA AAA GCG GCTGAGTCAGCATCJ

Vybrany amplifika¢ni program termocycleru pro SSU zahrnoval

nejprve

pocatecni denaturaci pfi 95 °C, kterd trvala 3 minuty, nasledovalo 35 cykli

zahrnujicich denaturaci pti 95 °C po dobu 45 sekund, specifickou nasedaci teplotu

primera trvajici 45 sekund a nakonec extenzi pii 72 °C 1 minutu. Nasledovala finalni

extenze po dobu 10 minut, pfi které dochazi k syntéze, a dosyntetizovani nového

fetézce v celkovém objemu 20 pl. Pro sekundarni amplifikaci byly pouzity 2 pl

primarniho produktu.

4.3.3 GELOVA ELEKTROFOREZA

V pribchu elektroforézy dochdzi k rozdéleni jednotlivych fragmenti DNA v

agar6zovém gelu. Dochazi k tomu diky odliSnym molekulovym hmotnostem a

pasobenim elektrického proudu pii napéti 90 V po dobu asi 50 minut. Byl pouzit 1 %



agardzovy gel obsahujici 0,2 ug/ml ethidium-bromidu. Nakonec prob¢hla vizualizace

pomoci transiluminétoru pii vinové délce 320 nm.
Pouzité chemikalie:

* 1x TAE pufr

* agardza

« ethidium bromid

* 100 bp DNA Ladder

* DNA zkoumanych vzorki

Nejprve byla navazena agaréza a smichana s 1x TAE pufrem za vzniku 1 %
agar6zového gelu. Smés byla zahtata v mikrovinné troubé a pravidelné promichavana.
Po rozpusténi, které trvalo pfiblizné minutu, byla barika ochlazena pod tekouci studenou
vodou na teplotu asi 40 °C. Po ochlazeni bylo do barky ptfiddno 2 pl ethidium bromidu.
Smés byla krouzivymi pohyby dikladné promichéna a nalita do pfipraveného nosice s
vlozenymi hiebeny, poté byl gel ponechan, aby mohl ztuhnout. Po ztuhnuti byly
hiebeny vyndény a nosi¢ s tuhym gelem byl ponofen do elektroforetického tanku, ve
kterém byl 1x TAE pufr. Do prvni jamky bylo napipetovano 10 ul ladderu, do dalich
jamek 20 pul sekundarniho PCR produktu. Po napipetovani vSech vzorkd, i s kontrolami,
bylo nastaveno napéti na 90 V. Zastaveno bylo po cca 45 minutach, kdy viditeln¢ doslo
k separaci fragmenti. DNA fragmenty byly detekovdny pomoci transiluminatoru, ve

kterém byl pofizen snimek vysledného gelu.

4.3.41Z0OLACE Z GELU

Jestlize doslo k amplifikaci DNA, byl vyfiznut produkt odpovidajici velikosti.
Izolace byla provedena pomoci komeréné dodavaného kitu Gen Elute (Sigma, St. Louis,
MO, USA).

Pouzity material:
» mikrozkumavky
» zkumavky Binding Column G

» Wash Solution Concetrate G
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 Column Preparation solution
* Gel Solubilization Solution
* Elution Solution

* PCR voda

Fragment DNA byl z agar6zového gelu vyfiznut cistym skalpelem na UV
transiluminatoru a vloZen do piipravené mikrozkumavky. Poté bylo do mikrozkumavky
s fragmentem piipipetovano 500 ul Gel Solubilization Solution a ta byla inkubovana 10
minut pii 50 °C. PCR voda na elucie byla inkubovana pii 65 °C. Rozpousténi v
mikrozkumavce bylo kontrolovdno a obsah byl promichavan kazdé¢ 2—3 minuty. Poté
byla sestavena Binding Column G kolona, na kterou bylo napipetovano 500 ul Column
Preparation Solution. Kolonka byla vloZena do centrifugy na 1 minutu pii 16 000 g.
Dale bylo ke vzorku pfipipetovano 150 pl isopropanolu a promichano. Veskery objem
vzorku byl napipetovan na kolonku a centrifugovan 1 minutu pii 16 000 g. Poté byl
odpad ze sbérné zkumavky slit a zkumavka byla opét pouzita s kolonou. Na kolonu bylo
napipetovano 700 pl Wash Solution G a ta byla opét centrifugovana 1 minutu pii 16 000
g. Opét byl vylit odpad ze sbérné zkumavky, a ta byla znovu pouzita s kolonou. Bez
dal$ich roztokt byla zkumavka opét centrifugovana 1 minutu pii 16 000 g. Zkumavka
byla v centrifuze oto¢ena o 180 ° a znovu centrifugovana 3 minuty pii 16 000 g.
Nakonec byla kolona vlozena do nové 1,5 ml mikrozkumavky, v niz byla provedena
eluce pfipipetovanim 30 ul PCR vody, pfedehiaté na 65 °C, ptimo na stied kolony. Poté
byly mikrozkumavky inkubovany 1 minutu pii laboratorni teploté a centrifugovany 1

minutu pii 16 000 g.
4.3.5 SEKVENACE A GENOTYPIZACE

Ziskané sekundarni produkty byly sekvenovany v obou smérech pomoci genetického
analyzatoru ABI 3130 (Applied Biosystems, Foster City, CA). Byly pouzity sekundarni
PCR primery a BigDyel Terminator V3.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA).

Nukleotidové sekvence, vSech ziskanych gent v této studii, byly editovany za pouziti
softwaru ChromasPro 2.4.1 software (Technelysium, Pty, Ltd., South Brisbane,
Australia) a porovnany s referen¢nimi sekvencemi z GenBank pomoci online serveru

MAFFT verze 7 (http://mafft.cbrc.jp/alignment/software/). Byly provedeny
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fylogenetické analyzy a nejlepsi model pro analyzu byl vybran pomoci softwaru
MEGAX (Guindon et al. 2003; Tamura et al. 2011).

Fylogenetické stromy byly vypocteny metodou maximalni pravdépodobnosti (ML),
pficemz model, jenz nejlépe odpovidal uspotradani, byl vybran pomoci Bayesovského
informacniho kritéria. Pro uspofadani zpracovani sekvenci SSU a gp60 byl vybran
Tamura 3—parametrovy model (Tamura 1992), pro aktin byl pouzit general time
reversible model (Tavaré et al. 1986). Podpora vétvi byla zaloZena na 1000 replikacich.
Fylogramy byly vypocteny pomoci softwaru MEGAX a ru¢né upraveny pomoci
CorelDrawX7. Sekvence SSU [MN969954-MN969968], aktinu [MN973944—
MN973958] a gp60 [MN973959-MN973963] ziskané v této studii byly ulozeny do
GenBank.

4.4 PURIFIKACE OOCYST

Tato metoda funguje na principu pouziti flotatnich roztokdi, jez maji vyssi hmotnost
nez oocysty kryptosporidii, a tak se ve zpracovaném vzorku oocysty koncentruji na
povrchu. Vzorek trusu, ktery se ukazal byt pozitivni na Kkryptosporidie byl
homogenizovan ve tfeci misce a precistén pomoci sachar6zového gradientu (Arrowood
et Stearling 1987). Nakonec bylo provedeno docisténi pomoci cesium chloridového

gradientu.

4.4.1 SACHARIDOZOVY GRADIENT (ARROWOOD ET STEARLING 1987)
Pouzity material:

* zasobni Sheatertiv roztok (405 g cukru, 259 ml deionizované vody)

* 1% roztok PBS Tween

* pracovni roztok 1+2 (1 dil zasobni Sh. roztoku + 2 dily PBS Tween)

* pracovni roztok 1+4 (1 dil zasobni Sh. roztoku + 4 dily PBS Tween)

Nejprve byl vzorek zbaven veskerych piimési, poté byl nafedén deionizovanou
vodou a pfecezen pres sitko. Déle byl do sklenéné centrifuga¢ni zkumavky o objemu

100 ml navrstven nasledujici gradient za pomoci Pasteurovy pipety.

Nejdiive bylo dano do zkumavky 30 ml Sheaterova roztoku 1+2, na tuto vrstvu se

dale navrstvilo 30 ml Sheaterova roztoku 1+4. Nakonec se pipetou ptidalo do zkumavky
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15 ml vzorku na sacharézovy gradient. Poté byly zkumavky centrifugovany pii 4 °C 20
minut pii 1 000 g. Po centrifugaci byla vrchni zabarvena vrstva odsata zbytek
supernatantu byl pfenesen do Cisté centrifugacni kyvety. Ta byla doplnéna
deionizovanou vodou a centrifugovana pii 4 °C 20 minut pii 1 500 g. Nasledn¢ byla
svrchni polovina objemu odsata a vzorky byly opét doplnény deionizovanou vodou.
Dale byly vzorky znovu centrifugovany pti 4 °C 20 minut pii 1 500 g. Nakonec byly

zbylé sedimenty pfeneseny do nové Cisté zkumavky a uchovany pti 4 °C v PBS.

4.4.2 CESIUM CHLORIDOVY GRADIENT (ARROWOOD ET DONALDSON
1996)

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

Sediment obsahujici oocysty byl resuspendovan v PBS. Poté byl 1 ml CsCl
napipetovan do Cisté mikrozkumavky. Dale bylo na CsCl navrstveno 0,5 ml roztoku
oocyst v PBS. Pak byl vzorek centrifugovan pti 20 °C po dobu 3 minut pii 16 000 g.
Supernatant byl ptepipetovan do 50 ml centrifugacni zkumavky a sediment byl
vyhozen. Zkumavku bylo potteba doplnit deionizovanou vodou a poté byla pii 4 °C
centrifugovana 20 minut pii 16 000 g. Supernatant o objemu 5 ml byl odsan. Zkumavka
byla opét doplnéna deionizovanou vodou a obsah byl zvortexovan. Vzorek byl
centrifugovan 20 minut pii teploté 4 °C a 16 000 g. Aby se upln¢ vymyl roztok CsCl,
byl tento krok opakovan 3-4x. Nasledné¢ byly oocysty uchovavany pii 4 °C v

deionizované vodé.
4.4.3 KONCENTRACE OOCYST

Mnozstvi vy¢isténych oocyst bylo zjistovano v Biirkerové komurce, kdy byla Cista
suspense oocyst napipetovana do komurky a nasledn¢ byl pocet oocyst spocten pfii
zvétseni 400x.

4.5 EXPERIMENTALNI INFEKCE

Piecistény vzorek oocyst Cryptosporidium avian genotyp Il, jenz obsahoval 2x10*
purifikovanych oocyst v 10 pl deionizované vody, byl peroralné podan pomoci

Pasteurovy pipety jako infekéni davka pokusnym zvifatim, Hostitelska specifita
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Cryptosporidium avian genotyp II byla testovana na 5 kutatech (Gallus gallus f.
domestica), 5 housatech (Anser anser f. domestica), 5 korelach (Nymphicus
hollandicus), 3 SCID mysich (Mus musculus) a 3 potkanech (Rattus norvegicus).
Intenzita infekce byla vypoctena jako pocet oocyst na gram (OPG) trusu (Kvag et al.

2007). Kromé toho byla denn¢ sledovana konzistence trusu a zdravotni stav jedincu.

Kazdé zvite bylo individualné sledovano a vySetfovano na piitomnost kryptosporidii
po dobu 30 dni (DPI), pokud nedoslo k pfedéasnému usmrceni pozitivniho jedince za
ucelem pitvy. Odebrané Casti organd, pievazné traviciho traktu, a exkrementy byly
testovany pomoci molekularnich metod na pfitomnost specifiké DNA kryptosporidii.
Z kazdého vzorku byl proveden natér na podlozni sklicko, které bylo poté barveno a
mikroskopicky vySetfovano na piitomnost oocyst. Vzorky byly odebirany do 2 ml

zkumavek, které byly fadn€ oznaceny a uskladnény pti 4 °C.
4.5.1 CHOV EXPERIMENTALNICH ZVIRAT

Vylihlo se pét kufat kura domaciho (Gallus gallus f. domestica) a pét housat hus
domacich (Anser anser f. domestica) za sledovanych podminek v laboratofi
Parazitologického ustavu BC AVCR, v.v.i. V prvnich péti dnech byl obéma druhtim
poskytnut vnéj$i zdroj tepla. Zvitata byla chovana Vv plastovych chovnych nadobach se
savou podlozkou po dobu 14 dni, poté byla pfemisténa do pokusnych staji Zemédelské
fakulty Jiho¢eské univerzity v Ceskych Budgjovicich kviili zachovani dobrych Zivotnich
podminek.

Osmitydenni SCID mysi (Mus musculus) a potkani (Rattus norvegicus) byli chovani
v piimé&fené velkych plastovych nadobach (Tecniplast, Buguggiate, Italy) s pilinami pro
hlodavce. Korely chocholaté (Nymphicus hollandicus) byly chovany jednotlivé ve
voliérach s papirovou podlozkou velikostné odpovidajicich jejich potfebam. Zvirata
byla umisténa ve zvéfinci Parazitologického ustavu BC AV CR, v.v.i.

Vsechna zvitata méla k dispozici komer¢ni krmeni a vodu ad libitum. Kazdy den

byla podestylka ménéna a chovné nadoby byly ¢istény.
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5. VYSLEDKY

5.1 VYSKYT A PREVALENCE KRYPTOSPORIDII

Celkem 164 dospivajicich a 40 dospélych pstrosu (Struthio camelus) bylo vySetieno
na piitomnost infek¢énich parazitdt rodu Cryptosporidium. Kryptosporidie byly
detekovany na tfech ze &ty pstrosich farmach na uzemi Ceské republiky. Z 204 vzorki
trusu bylo pét (2,5 %) mikroskopicky pozitivnich na pfitomnost oocyst kryptosporidii a
12 (5,9 %) vzorka obsahovalo specifickou DNA Cryptosporidium spp. (tabulka 5).
VSechny PCR pozitivni vzorky byly nasledné sekvenovany. Intenzita infekce se
pohybovala v rozmezi od 6 000 do 18 000 OPG (tabulka 4). VSichni pfirozené
infikovani pstrosi byli v dobré kondici a konzistence trusu odpovidala véku ptakia a

krmeni.

5.2 GENOTYPIZACE KRYPTOSPORIDII{

Kryptosporidiemi byli infikovani pouze juvenilni pstrosi (n=12). VSechny vzorky
obsahujici specifickou DNA kryptosporidii byly Gspésné genotypizovany na genech
kodujicich SSU, aktin a GP60 (tabulka 5).

Fylogenetické stromy konstruované na zakladé sekvenci gent kodujich SSU a aktin
v této studii prokazaly ptitomnost Cryptosporidium avian genotyp Il (n=7) a
Cryptosporidium ubiquitum (n=5) (tabulka 5, obrazky 1-2). Analyza &asteénych
sekvenci genti kodujiciho gp60 prokazala piitomnost C. ubiquitum subtypu Xlla
(obréazek 3).
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Tabulka 5: Druhy a genotypy kryptosporidii, jenz byly genotypizovany na zakladé
castecnych sekvenci malé podjednotky rRNA (SSU), aktinu a 60 kDa glykoproteinu
(gp60) u mladych pstrost (Struthio camelus) chovanych na komer¢nich farmach
v Ceské republice. Intenzita infekce kryptosporidii je vyjadfena jako podet oocyst na
gram trusu (OPG).

Genotypizace

Podet Identifikaéni
Cislo ocet ¢islo Mikroskopicka
odebranych/ e s .
farmy e pozitivniho pozitivita (OPG) SSuU Actin gp60
pozitivnich oy
zvirete
43201 Ne C. ubiquitum  C. ubiquitum  Xlla
43205 Ne C. ubiquitum  C. ubiquitum  Xlla
1 40/5 43210 Ne C. ubiquitum  C. ubiquitum  Xlla
43223 Ne C. ubiquitum  C. ubiquitum  Xlla
43228 Ne C. ubiquitum  C. ubiquitum  Xlla
2 64/0 - - - - -
44782 Ano (8 000) avian genotyp avian genotyp -
1 Il
3 50/3 44790 Ne avian ?Ienotyp avian gl;;lenotyp -
44796 Ano (12 000)  avian genotyp avian genotyp -
| I
43545 Ano (12 000)  avian genotyp avian genotyp -
1 Il
43551 Ne avian genotyp avian genotyp -
| I
4 50/4 43587 Ano (6 000) avian genotyp avian genotyp -
| 1
43588 Ano (18 000)  avian genotyp avian genotyp -
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Obrazek 1: Maximum likelihood fylogeneticky strom zkonstruovany na zakladé
¢aste¢nych sekvenci genu kodujiciho malou podjednotku rRNA ziskanych v této praci
(tuénd) a sekvenci ulozenych v genové bance (GenBank). Cislo izolatu je identické
s ¢islem v tabulce 5. V hranatych zavorkach jsou uvedeny identifikacni ¢isla sekvenci
v GenBank. Cerveny bod u sekvence znaéi pfirozenou infekci, zeleny &tverec znadi

experimentalni infekci.

C. ubiquitum [EU827424]
® 43201 [MN969964] - pStros
99| @ 43205 [MN969965] - pStros
® 43210 [MN969966] - pStros
® 43223 [MN969967] - psStros
© 43228 [MN969968] - psStros
C. suis [AF108861]
C. viatorum [JN846705]
64— C. fayeri [AF112570]
C. meleagridis [AF112574]
C. wrairi [AF115378]
C. parvum [AF093493]
72| C. tyzzeri [AF112571]

51|y C. hominis [AF093492)
68 C. cuniculus [FJ262724)
C. varanii [EU553556])
C. felis [AF159113]
C. canis [AF112576]
99r goose genotyp Il [AY504512]
goose genotyp | [AY120912]
C. scrofarum [JX424840]
C. ryanae [EU410344]
C. xiaoi [GQ337962]
88' C. bovis [AY741305]
C. baileyi [AF093495]
C. avium [KU058876]

avian genotyp V [JX548299] - kufe

avian genotyp Il [JX548291] - kure
avian genotyp Il [JX548292] - kufe
avian genotyp Il [AB696811] - pStros
Pt 99|l avian genotyp Il [DQ002931] - pStros

0.02 avian genotyp Il [DQ650341] - galah
avian genotyp |l [DQ650340] - eclectus
98 © 43545 [MN969957] - pitros
63|® 43551 [MN969958] - pstros
© 43587 [MN969959] - pstros

® 43588 [MN969960] - pStros
© 44782 [MN969954] - pStros
© 44790 [MN969955] - psStros
© 44796 [MN969956] - pStros
w 44331 [MN969961] - kufe
— m 45156 [MN969962] - house
m 45175 [MN969963] - korela
C. fragile [EU162751]
C. proventriculi [MK311136]
99} C. serpentis [AF151376]
C. galli [HM116388]
501 C- andersoni [EU245042]

82— C. muris [AB089284]
C. molnari [HM243548]

50

w
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Obrazek 2: Maximum likelihood fylogeneticky strom zkonstruovany na zakladé
castecnych sekvenci genu kodujiciho aktin ziskanych v této praci (tuéné) a sekvenci
ulozenych v genové bance (GenBank). Cislo izolatu je identické s ¢islem v tabulce 5.
V hranatych zavorkach jsou uvedeny identifikaéni ¢isla sekvenci v GenBank. Cerveny

bod u sekvence znaci prirozenou infekci, zeleny Ctverec znaci experimentalni infekci.

98, C. hominis [AF382337]
92|' C. erinacei [KF612326]
57[| C- tyzzeri [JQ073410]
C. parvum [AF382338]
C. wrairi [AF382348]
C. meleagridis [AF382351]
— C. fayeri [AF382345]
C. viatorum [JN846707]
C. suis [AF382344]
C. ubiquitum [GQ337961]
® 43201 [MN973954] - pstros
® 43205 [MN973955] - pStros
82 99| @ 43210 [MN973956] - pStros
® 43223 [MN973957] - pStros
® 43228 [MN973958] - pstros

99r C. xiaoi [GU553017]
492(:— C. bovis [AY741307]
C. ryanae [EU410345]
a2l C. felis [AF382347]
_L|_— goose genotyp | [AY120929]
C. canis [AF382340]

C. macropodum [EU124664]

99|-_— C. baileyi [EU741853]
avian genotyp | [DQ650346]

77
83

I—
0.05

C. avium [JQ320301]

95
avian genotyp |l [DQ650348]

avian genotyp Il [DQ650347]

avian genotyp Il [DQ002930]

99| | ® 43545 [MN973947] - pStros
® 43551 [MN973948] - pStros
® 43587 [MN973949] - pstros
® 43588 [MN973950] - pStros
® 44782 [MN973944] - pstros
® 44790 [MN973945] - pstros
® 44796 [MN973946] - pStros
m 44331 [MN973951] - kure

m 45156 [MN973952] - house
m 45175 [MN973953] - korela

©
]|

78y C. galli [AY163901]

Eurasian woodcock genotyp [DQ650345]
C. serpentis [AF382353]

C. muris [AF382350]

89 C. andersoni [AF382352]

64
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Obrazek 3: Maximum likelihood fylogeneticky strom zkonstruovany na zakladé
casteCnych sekvenci genu kodujiciho 60 kDa glykoprotein ziskanych v této praci
(tuénd) a sekvenci ulozenych v genové bance (GenBank). Cislo izolatu je identické
s ¢islem v tabulce 4. V hranatych zavorkach jsou uvedeny identifika¢ni ¢isla sekvenci
v GenBank. Cerveny bod u sekvence znaéi pfirozenou infekci, zeleny &tverec znadi

experimentalni infekci.

® 43201 [MN973959] - pstros
® 43205 [MN973960] - pitros
® 43210 [MN973961] - pStros
i . |® 43223 [MN973962] - pStros
0.002 50le 43228 [MN973963] - ptros
Xlla C. ubiquitum [JX412920]
Xlla C. ubiquitum [KY596689]
Xlla C. ubiquitum [KM199742]

.90 Xlla C. ubiquitum [KY596685]
Xlla C. ubiquitum [JX412919]

99 Xlla C. ubiquitum [JX412915]

Xlla C. ubiquitum [JX412918]

©7) 99
'\ | Xila ¢. ubiquitum [JX412917]

9oNI™ Xlib C. ubiquitum [JX412926]

Xlld C. ubiquitum [JX412923]

50 65 Xllc C. ubiquitum [JX412925]

o1 Xlig C. ubiquitum [KX029226]

——— XVllla apodemus genotyp Il [MH912970]
XVlla apodemus genotyp | [MH912979]

XIV chipmunk genotyp | [KP099082]

5.3 HOSTITESLKA SPECIFITA CRYPTOSPORIDIUM AVIAN GENOTYP 11

Oocysty Cryptosporidium avian genotyp Il byly infek¢ni pro kufata (Gallus gallus f.
domestica), husy (Anser anser f. domestica) a korely (Nymphicus hollandicus), nebyly
ale infek¢ni pro mysi (Mus musculus) a potkany (Rattus norvegicus). Oocysty, nebo
specifickd DNA, byly poprvé detekovany u housat 4 DPI, u kufat 7 DPI a u korel 8 DPI.
Intenzita infekce se pohybovala od 2 000 do 16 000 OPG u kufat a korel a u houstat
v rozmezi 0od 1 000 do 8 000 OPG u housat (obrazek 4).
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Obrazek 4: Prib¢h 30 denni experimentalni infekce u kutat (Gallus gallus f.

domestica), housat (Anser anser f. domestica) a korel (Nymphicus hollandicus).

Intenzita infekce kryptosporidii je vyjadfena jako pocet oocyst na gram trusu (OPG).

V sekci B, bily ¢tverecek znamena detekci specifické DNA Cryptosporidium avian

genotyp Il pomoci molekularnich metod. Tmavy ¢tverecek znazoriiuje mikroskopickou

detekci oocyst. Sedy sloupec znazoriiuje absenci zvifete z diivodu jeho usmrceni pro

histologické vySetieni (neni soucasti prace).
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5.4 MORFOMETRIE OOCYST CRYPTOSPORIDIUM AVIAN GENOTYP II
Oocysty z ptirozené infikovanych pstrosti (z farmy cislo 4, obrazek 5) métily 5,24—

6,77 um (pramér = SD = 6,13 £ 0,35 um) x 4,68-5,5 um (pramér + SD = 5,15 + 0,24

um). Pomér délky k Siice byl 1,06-1,36 (primér = SD = 1,19 + 0,08) a byl identicky s

poméry ziskanymi z experimentalné infikovanych kurat, housat a korel (tabulka 6).

Obrazek 5: Oocysty Cryptosporidium avian genotyp II vizualizovany rGznymi
metodami: (A) pomoci diferencidlni interferen¢ni kontrastni mikroskopie, (B) barvené
anilin-karbol-methyl-violeti, (C) barvené modifikovanou metodou dle Ziehl-Nielsena,
(D) barvené phenol-auraminem, (E) znacené specifickou anti-Cryptosporidium FITC-

konjugovanou protilatkou proti stén¢ oocysty. Métitko 5 um.
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Tabulka 6: Velikost oocyst Cryptosporidium avian genotyp Il ziskanych

z ptirozen&! infikovanych pstrosti (Struthio camelus) a experimentalné® infikovanych

kurat (Gallus gallus f. domestica), housat (Anser anser f. domestica) a korel

(Nymphicus hollandicus). U padesati vyizolovanych oocyst byla méfena délka a Sitka

pii zvétSeni 1 000x. Z téchto udaji byl vypocitan pomér mezi délkou a Sitkou kazdé

oocysty.
Hostitel Délka + SD Sifka = SD Pomér délka/sivka + SD
(min. — max.)

Ptros! 6,13+ 0,35 pm 5,15+ 0,24 pm 1,19 + 0,08
(5,24 — 6,77 pm) (4,68 — 5,47 um) (1,06 — 1,36)

Kuie? 6,13 + 0,34 um 521+0,23 pym 1,20 + 0,09
(5,24 — 6,74 um) (4,71 - 5,48 um) (1,08 - 1,32)

House? 6,22 + 0,31 um 5,19+ 0,24 um 1,18 +£0,10
(5,28 — 6,67 um) (4,69 — 5,52 um) (1,11 -1,29)

Korela? 6,17 + 0,29 um 5,19 + 0,24 pm 1,21 £0,12
(5,31 — 6,58 um) (4,92 — 5,48 um) (1,09 — 1,28)
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6. DISKUZE

V této bakalaiské praci byla charakterizovana prevalence a geneticka diverzita
kryptosporidii u pstrosti chovanych na uzemi Ceské republiky. Kryptosporidové infekce
u pstrosu byly v minulosti hlaSeny v nékolika studiich (Allwright et al. 1993; Gajadhar
1994; Oliveira et al. 2008; Nguyen et al. 2013; Santos et al. 2005; Sotiraki et al. 2001;
Wang et al. 2011), nicmén¢ nebyl ur¢en druh a genotyp kryptosporidie. Nasledné studie
zalozené na molekuldrni genotypizaci ukézaly, Ze pStrosi jsou casto infikovani
Cryptosporidium baileyi a Cryptosporidium avian genotyp 1l (Mammeri 2019;
Nakamura et al. 2009; Nguyen et al. 2013; Qi et al. 2014; Ryan et al. 2003; Wang et al.
2011), avsak v této studii jsme u pStrosu detekovali pouze Cryptosporidium avian

genotyp Il a C. ubiquitum.

Infekce Cryptosporidium avian genotyp Il byly v této studii molekularné potvrzeny
na 2 farmach ze 4 s celkovou prevalenci 4,3 %. Nami zjisténé promoieni se schoduje
s tidaji publikovanymi Nguyen et al. (2013) a Santos et al. (2005), ktefi detekovali tento
genotyp u 5,8 %, respektive 8,5 % pStrosi chovanych ve Vietnamu, respektive
Vv Brazilii. V dalsich studiich bylo detekovano podobné promoieni pstrosti na farmach,
ale byly nalezeny jiné druhy kryptosporidii. O néco vyssi prevalence kryptosporidii u
pStrostt byla detekovana ve studii Qi et al. (2014). Mira prevalence infekce
Cryptosporidium spp. byla 10,2 % (31/303), z toho bylo 22 jedinct pozitivnich na druh
C. muris a zbyvajicich 9 na druh C. baileyi. Podobny vysledek byl hlasen v Cing, kde
byl u 11,7 % (53/452) pstrosii detekovan druh C. baileyi. Nejvice nakazenych pstrost
bylo ve véku 1-2 mésice (Wang et al. 2011). Naopak nizka prevalence
kryptosporidiovych infekci u pstrosii byla zaznamenéna ve studii provedené v Recku,
kdy bylo infikovano pouze 0,6 % jedincti na 20 pstrosich farmach. Zajimavé je, Ze
mikroskopickd analyza oocyst prokézala ptitomnost dvou odlisnych morfotypi, 3,8 x
3,8 um a 5,7 x 4,8 um (Sotiraki et al. 2001). Mohlo se tedy jednat o dva rozdilné
druhy/genotypy kryptosporidii; molekularni analyzy nebyly provedeny. Velmi vysoka
prevalence kryptosporidii byla zjisténa v Brazilii, 44,4 % (34/77), kdy Oliveira et al.
(2008) mikroskopicky detekoval oocysty barvené pomoci Ziehl-Neelsenovy metody.
Molekularni vysetfeni ztrusu nebylo provedeno, ale na zakladé velkych rozdild v
morfometrii oocyst nejspiSe u ptakil parazitovalo vice druhli kryptosporidii. Také ve
studi z Vietnamu byla popsana vysoka prevalence 23,7 % (110/464) Cryptosporidium
avian genotyp Il u pstrost (Nguyen et al. 2013).
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V jednotlivych studiich se prevalence kryptosporidii velmi 1liSi, coz muze byt
zpusobeno metodou detekce. Molekularni metody jsou citlivéjsi nez mikroskopicka
vySetieni (Carey et al. 2004; Fleta et al. 1995; Murakoshi et al. 2013). Vzhledem
k tomu, Ze vylu¢ovani oocyst u infikovanych zvitat je pteruSované (Guselle et al. 2003),
muze byt uvadéna prevalence zkreslena. Toto 1ze pozorovat naptiklad v experimentalni
infekci kurat, u kterych nékteré dny nebyla infekce detekovana mikroskopicky, ale

molekularni metodami ano.

(2013) a Santos et al. (2005) jsme detekovali Cryptosporidium avian genotyp Il u
pstrosti. Pomoci experimentalnich pfenost jsme prokazali, ze Cryptosporidium avian
genotyp II neni infekéni pro savce, respektive laboratori mys$i s rlznym stupném
imunodeficience. Dale jsme Gspésné infikovali husy a korely. Na rozdil od studii Santos
et al. (2005) a Meireles et al. (2006), se ndm podatilo experimentalné prenést infekci
Cryptosporidium avian genotyp II na kutata. Vysledky této a ptedchozich praci ukazaly,
ze Cryptosporidium avian genotyp II infikuje celou fadu rtznych ptacich hostitelti
patiicich do ruznych fadu podtiidy ptaci (da Paixdo Seva et al. 2011; Meireles et al.
2006; Nakamura et al. 2009; Ng et al. 2006; Nguyen et al. 2013). Tato $irsi hostitelska
specifita je obdobna jako byla pozorovana u fylogeneticky ptibuzného druhu C. avium,
ale pravdépodobné mensi, nez je u C. baileyi, druhu, ktery je infekéni pro vétsinu ptaka
(Bermudez et al. 1988; Current et al. 1986; Curtiss et al. 2015; Holubova et al. 2016;
Jellison et al. 2004; Kimura et al. 2004; Molina-Lopez et al. 2010).

V souladu s vysledky Ng et al. (2006) a Meireles et al. (2006) jsme u zvifat, ktera
byla experimentalné a piirozené infikovanana Cryptosporidium avian genotyp Il
nezaznamenali zadné klinické piiznaky kryptosporidiozy. Naopak v nékolika dalSich
studiich byly u pstrosich kufat, ktera trpéla kryptosporididézou, pozorovany Vvyhiezy
kloaky, enteritidy a pankreatitidy (Penrith et al. 1994; Ponce Gordo et al. 2002; Santos
et al. 2005). Nicméné izolaty kryptosporidii nebyly v zadné ztéchto praci
genotypizovany, a tak je mozné, ze se jednalo o infekci zptisobenou jinym druhem nebo
genotypem kryptosporidie. Obdobné klinické piiznaky byly hojné popsany u
brojlerovych kurat pti infekcich druhem C. baileyi (Current et al. 1988, 1986; Tumova
et al. 2002; Wang et al. 2011). Prepatentni doba Cryptosporidium avian genotyp Il se
pohybovala od 4 do 8 DPI v zavislosti na hostiteli, coz je podobné druhim C.
meleagridis a C. baileyi (Lindsay et al. 1988; Tumova et al. 2002) a odpovida dobé
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nezbytné pro ukonceni vyvojového cyklu sttevnich druhti kryptosporidii (Enemark et al.
2003; Kvac et al. 2018; Tzipori 1983). U korel byla zjisténa molekularni detekci
specifiska DNA az 8 DPI. Pfi¢inou by mohlo byt staii ptaku, jelikoz se jednalo o
dospélé jedince, kteti mohou byt kinfeci méné citlivi z davodi jiz prodélané
kryptosporidiové infekce. Také absence C. baileyi by mohla byt vysvétlena vékem
sledovanych zvitat, jelikoz predchozi studie uvadély C. baileyi u psStrost mladsich 3
meésich. Starsi jedinci byli infikovani ojedinéle nebo vibec (Qi et al. 2014; Wang et al.
2011). Neptitomnost oocyst kryptosporidii Cryptosporidium avian genotyp II u starSich
psStrosii by mohla byt vysvétlena rezistenci ¢i imunitou souvisejici s vékem, jak jiz bylo
popsano u C. baileyi, C. muris ¢i C. andersoni u riznych hostiteltt (Kvac et al. 2009,
Lindsay et Blagburn 1990). Pfitomnost kryptosporidiové infekce u mladych jedinct
v této studii je v souladu s vysledky Nguyen et al. (2013) a Wang et al. (2011), ktefi

detekovali tyto parazity nejcastéji u kurat.

Velikost oocyst Cryptosporidium avian genotyp II ziskanych v této studii (6,1 x 5,1
um) je srovnatelnd se studii Santos et al. (2005) a Meireles et al. (2006), kde oocysty
Cryptosporidium avian genotyp II méfily 6,0 x 4,8 um. Na zakladé naSich a
piedchozich studii muzeme konstatovat, ze oocysty Cryptosporidium avian genotyp Il
jsou morfometricky téméf nerozeznatelné od C. baileyi (6,3 x 4,6 um) (Current et al.
1986), ale mensi nez oocysty C. galli (8,3 x 6,3 um) (Ryan et al. 2003) a v&tsi nez
oocysty druhu C. meleagridis (5,0 x 4,3 um) (Slavin 1955). S ohledem na velikost
oocyts muze byt velmi obtizné rozlisit oocysty jednotlivych druhti kryptosporidii a pro

spolehlivé urceni je nezbytné pouziti molekularnich metod.

Nami ziskané ¢astecné sekvence genu kodujiciho malou podjednotku rRNA ziskané
VvV této praci byly identické se sekvencemi, kter¢ byly ziskdny ze pStrosti v Brazilii
(DQ002931; Meireles et al. 2016), a ve Vietnamu (AB696811; Nguyen et al. 2013).
Nami provedené fylogenetické analyzy zalozené na genovych sekvencich SSU a aktinu
prokazaly, ze Cryptosporidium avian genotyp Il je geneticky odlisny od vSech znamych
druht kryptosporidii a je blizce piibuzny k druhim C. baileyi a C. avium. Nukleotidova
sekvence SSU Cryptosporidium avian genotyp II sdili podobnost s C. baileyi v 92,8 % s
C. avium v 93,5 %. Nukleotidové sekvence genu kodujiciho aktin jsou z 88,7 %

podobné C. baileyi a 98.1 % C. avium.

Sekvencni analyza CasteCnych genti SSU, aktinu a gp60 u péti pStrosit odhalila
ptitomnost C. ubiquitum, coz je ne¢ekany vysledek, jelikoz se tento druh kryptosporidie
45



u ptakt Casto nevyskytuje. Limit metody ndm neumoznil detekovat oocysty, coz
naznacuje, ze infekce méla pravdépodobné nizkou intenzitu. AvSak mohlo se jednat o
pouhou pasaz traktem, nikoli aktivni infekci (Ng et al. 2006; Xiao et al. 2004). Dalsi a
jedinou studii popisujici vyskyt C. ubiquitum u ptaciho jedince publikovali Li et al.
(2016), kteti detekovali oocysty u loskutaka posvatného (Gracula religiosa). Zatimco v
nasi studii jsme provedli subtypizaci na genu kodujim gp60, Li et al. (2016) tuto
analyzu neprovedli. Nelze tak porovnat subtypy gp60 mezi studiemi. NaSe analyza
prokazala ptitomnost subtypu Xlla, ktery je velmi casto detekovan u clovéka a
prezvykavcu (Fayer et al. 2010; Kellerova et al. 2017; Li et al. 2016; Murakoshi et al.
2013). Kellerova et al. (2017) detekovali tento subtyp u norkti (Mustela vison) a ¢incil
(Chinchilla lanigera). Vzhledem k tomu, ze na vySetfované farmé nebyla chovana
zadna dalSi hospodarskd zvifata, je mozné vyloucit tento zdroj infekce. Pfenos
z chovatele, ktery by mohl byt zdrojem néakazy, je mozny, ale spekulativni. V této studii

jsme nevysetiovali majitele farmy ani pracovniky na ni zaméstanané.

Na zaklad¢ molekularnich i biologickych odlisnosti od ostatnich kryptosporidii by
mél byt Cryptosporidium avian genotyp II popsan jako novy druh.
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7. ZAVERY

1) Prevalence u pitrosti na 4 farmach v Ceské republice byla 5,9 %.

2) U pstrosi byl identifikovan Cryptosporidium avian genotyp Il a druh

Cryptosporidium ubiquitum.
3) Oocysty Cryptosporidium avian genotyp Il métily 6,13 + 0,35 um x 5,15 + 0,24 pm.

4) Byla provedena experimentalni infekce oocystami Cryptosporidium avian genotyp Il
s pozitivnimi vysledky u kutat (Gallus gallus f. domestica), housat (Anser anser f.

domestica) a korel (Nymphicus hollandicus).

5) Oocysty nebyly infekéni pro SCID mysi (Mus musculus) a potkany (Rattus

norvegicus).

6) Zadny z pFirozené nebo experimentalné infikovanych ptaka v této studii nevykazoval

klinické ptiznaky kryptosporidiozy.
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