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Abstrakt

Predmétem této prace bylo vyhodnoceni vyskytu a prevalence infekce kryptosporidii
u domacich a divokych holubli (Columbiformes). Celkem 603 vzorku,
(389 od domacich a 214 od divokych holubti) ze 14 farem a 11 lokalit, bylo odebrano
b&hem dvou let (2019-2021) v Ceské republice, Chorvatsku a na Slovensku. Vzorky
byly mikroskopicky (barveni metodou anilin-karbol-methyl-violeti) a molekularné
vySetieny na ptitomnost kryptosporidii. Celkové bylo 0,5 % (3/603) mikroskopicky
a 2,8 % (17/603) molekularn¢ pozitivnich na Cryptosporidium spp. Fylogenetické
analyzy genovych sekvenci kodujicich malou podjednotku rRNA odhalily
piitomnost Sesti druhti kryptosporidii, C. meleagridis (n = 6), C. parvum (n = 4),
C. baileyi (n = 2), C. muris (n = 2), C. ornithophilus (n = 2) a C. galli (n = 1).
Subtypizace izolath na zaklad¢ analyzy castecnych sekvenci genu kodujiciho gp60
prokazala piitomnost C. parvum subtypu lla a nového subtypu C. meleagridis subtyp
Ilk. Izolat Cryptosporidium meleagridis subtyp Illk =ziskany z pfirozené
infikovaného holuba, ktery byl pouzit pro experimentalni pokusy, byl infekéni
pro kutata kura domaciho (Gallus gallus f. domesticus) a neinfekéni pro SCID mysi.
Kufata zacala vyluCovat oocysty 4 dny po infekci. Infekce byla detekovana
v duodenu, ileu a kolonu. Statisticka analyza prokazala castéjsi vyskyt
kryptosporidiovych infekci u zajmoveé chovanych holubll (= = 14,5919; stupné
volnosti = 1; P > 0,001). Zadny z pfirozené nebo experimentélné infikovanych ptaki
v této studii nevykazoval klinické pfiznaky kryptosporidiozy. Vysledky této studie
prokazaly, ze jsou zajmové chovani a zdivoceli holubi infikovani kryptosporidiemi

a mohli by predstavovat zdravotni riziko pro ¢lovéka i domaci zvitata.
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Abstract

The object of this thesis was an evaluation of occurrence and prevalence
of Cryptosporidium infection in domestic and wild pigeons (Columbiformes). A total
of 603 samples (389 domestic and 214 wild pigeons) from 14 farms and 11 locations
were collected during two consecutive years (from 2019 to 2021) in the Czech
Republic, Croatia and Slovakia. Samples were examined for infection with species
of Cryptosporidium using microscopic (following aniline-carbol-methyl violet
staining) and molecular tools. Overall, 0,5 % (3/603) and 2,8 % (17/603) of animals
were positive for Cryptosporidium by microscopy and PCR, respectively.
Phylogenetic analyses based on the small subunit of the rRNA gene revealed the
presence of six Cryptosporidium species, namely C. meleagridis (n = 6), C. parvum
(n=4), C. baileyi (n = 2), C. muris (n = 2), C. ornithophilus (n = 2), C. galli (n = 1).
Subtyping of isolates of C. parvum and C. melagridis based on sequence analysis
of the 60-kDa glycoprotein gene revealed that they belong to the Ila and novel 111k
family, respectively. The isolate of Cryptosporidium meleagridis subtype family 111k
obtained from naturally infected pigeons and used for experiments was infectious
for chickens (Gallus gallus f. domesticus) but not for SCID mice. The chickens
began to shed oocysts 4 days after infection. The infection was detected
in the duodenum, ileum and colon. Cryptosporidium spp. infection has been found
frequently in domestic pigeons compared to wild life (> =14,5919; d.f. = 1,
P > 0,001). None of the naturally or experimentally infected birds developed clinical
signs of cryptosporidiosis in the present study. Results of this study show
that animals bred in hobby breeding and wild pigeons are infected by cryptosporidia
and they should represent health risk for humans and domestic animals.

Keywords: Columbiformes; cryptosporidiosis; PCR; pigeons
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Uvod

Zastupci rodu Cryptosporidium jsou jednobunécni paraziti, ktefi infikuji prevazné
gastrointestindlni trakt obojzivelnikli, plazl, ptakl, ryb a savcd vcetné cloveka
(O’Donoghue, 1995). Kryptosporidie zptusobuji onemocnéni zvané kryptosporidioza
a jeji klinické pfiznaky jsou zavislé na imunitnim systému hostitele. Mezi typické
ptfiznaky kryptosporidiézy patii prijem, letargie, apatie, deprese, anorexie,
zpomaleni rustu a smrt (Alvarez-Pellitero a Sitja-Bobadilla, 2002). Infekce v oblasti
tenkého stieva jsou zpusobovany stievnimi druhy kryptosporidii (napt. C. parvum)
a zanéty zaludeCnich Zlaz zpusobuji zalude¢ni druhy (napt. C. muris) (Anderson,
1987; Fayer, 2003; Pospischil et al.,, 1987). Tradi¢ni taxonomicka klasifikace
kryptosporidii byla zalozena na morfologii oocyst, hostitelské specifité a lokalizaci
mista infekce (Fayer et al., 1990). Maly pocet oocyst ziskanych ze vzorkl vSak Casto
znesnadinoval identifikaci druhti, a proto je soucasny systém zalozen pouze
na molekularni genotypizaci kryptosporidii (Jellison et al., 2002; Perz a LeBlancq,
2001; Xiao et al., 2000a; 200la). V soucasné dob¢ jsou jednotlivé druhy
kryptosporidii od sebe nejéastéji odliSovany na zakladé ¢asteCnych sekvenci gend
kodujicich malou ribozomalni podjednotku rRNA (SSU; Jiang et al., 2005; Xiao
et al., 1999), aktin (Sulaiman et al., 2002), 70 kDa heat shock protein (HSP70;
Sulaiman et al., 2000), 60 kDa glykoprotein (gp60; Alves et al., 2003; Peng et al.,
2001), Cryptosporidium oocyst wall protein (COWP; Spano et al., 1997; Xiao et al.,
2000b), ptipadné dalsich gent.

Holubi Zziji bok po boku spolu s lidmi a zvifaty ve volné pfirodé. Nachazeji
se po celém svéte s vyjimkou poli. VéEtsina ptakl byla chovana nejen pro produkei
masa a vajec, ale 1 pro jejich trus, ktery slouzil jako bohaté hnojivo pro péstovani
riznych plodin v suchém podnebi a na netrodné pudé. Diky vytrvalosti a schopnosti
létat na dlouhé vzdalenosti byla tato zvifata vyuzivana pro pfepravu zprav béhem
svétovych valek. V soucasnosti jsou nejcastéjSim duvodem chovu holubii hobby
chovy (Gibbs et al., 2010; Harlin, 2000; Kokoszynski et al., 2020; Piasecki, 2006).

Z divodu pfimého nebo neptimého kontaktu s lidmi, je dilezité sledovat
kryptosporidiové infekce u volné zijicich a zajmoveé chovanych holubt, protoze
mohou ptedstavovat potencidlni zdroj téchto paraziti pro Cloveéka a jim chovana

zvirata.




1 Literarni prehled

1.1 Holubi

Oznaceni holub se v Ceské taxonomii pouziva pro tficet rodu z ¢eledi holuboviti
(Columbidae) a z fadu méekkozobi (Columbiformes). Druh, se kterym se cCasto
setkdvame ve méstech a piriméstskych oblastech, je zdivocely holub domaéci
(Columba livia f. domestica), ktery byl vyslechtén z holuba skalniho (Columba livia)
(Stastny et al., 2006). B&hem poslednich desetileti jejich populace exponencialné
vzrostla a v mnoha evropskych méstech doséhla hustoty vys§i nez 2000 ptaki/km?
(Sacchi et al., 2002; Senar et al., 2009). Celed holuboviti zahrnuje rody jako jsou
napiiklad Caloenas, Columba, Columbina, Ducula, Gallicolumba, Goura
a Streptopelia (Hoyo et al., 1997; Soares et al., 2016). Nejpocéetnéjsi rod Columba
ma vice nez 50 druhd po celém svété. Tito ptaci vykazuji Sirokou variabilitu barvy
opeteni, velikosti téla i mista vyskytu (Haro et al., 2005). Spolu s rodem Streptopelia
byvaji nejcastéji zbarveni v odstinech Sedé¢ a hnédé s kovovymi odlesky. Asijské
druhy rodu Ducula a Goura se fadi mezi ty nejvétsi s hmotnosti az 2 kg. Mezi
nejmensi zastupce, 0 hmotnosti 30 g, patii nékteré druhy rodu Stroptopelia
a Columbina (Hoyo et al., 1997).

Holubi jsou pravdépodobné prvnim druhem ptakd, ktefi byli lidmi domestikovani
(Johnston a Janiga, 1995). V minulosti byli holubi chovani z emocionalnich,
naboZenskych (jako obétni ptaci) a kulturnich diivodu, ale nejcastéji k prenosu zprav
béhem valek (Gugotek et al., 2016; Kaszperuk et al., 2018). Tradice konzumace
mladych holoubat saha az do starov€kého Egypta a v nasledujicich stoletich se chov
holubti rozsitil do Evropy, Severni Ameriky a Asie. V sou€asné dob& je na svété
nejvét§im producentem holubiho masa Cina s roéni produkci pfiblizné 680 milioni
holoubat. Podil Ciny na svétovou produkci je pfiblizné 80 % (Jiang et al., 2019).
Dalsi vyznamni producenti holubiho masa jsou USA a Kanada. Americti chovatelé
produkuji pfiblizn€ 2,5 milionu holoubat ro¢n¢ (Miasko a Lukasiewicz, 2016). Mezi
nejvyznamnéjsi evropské producenty patii Velkd Britanie, Francie a Itdlie
(Pomianowski et al., 2009). Celosvétoveé se holubi maso ziskava hlavné porazkou
holoubat ve véku 28-30 dni a 400-700 g télesné hmotnosti v zavislosti na plemeni
a chovné metodé (Abdel-Azeem et al., 2016; Fik et al., 2016; Kaszperuk et al., 2018;
Rémignon, 2004). Navzdory mnoha vyhodam holubiho masa neni spolu s droby

ptili§ popularni mezi spotiebiteli v Ceské republice. Divodem je omezend




dostupnost masa z malého poctu holubich farem, nedostatek holubich jatek, vymirani
tradice konzumace holubti a relativné vysoka cena ve srovnani s masem brojlerovych
kutrat (Brzoska, 2019). Chov této specializované¢ driibeze je v mnoha zemich
jen pro osobni potiebu jako forma piivydélku. Hobby chov okrasnych a postovnich
holubi, ktetfi se ucCastni organizovanych soutézi, je v fad¢ zemi stdle oblibenéjsi
(Kokoszynski et al., 2020).

V mnoha evropskych méstech maji holubi piiznivé zivotni podminky. Prostiedi
s dostatkem potravnich pfilezitosti a absence dravct jsou hlavnimi faktory
podilejicimi se na rozrustani jejich populace (Amoruso et al., 2014). Zdivoceli holubi
jsou v méstskych oblastech povazovani za Skidce kvuli poskozovani
architektonického dédictvi a rizika pfenosu nemoci na jiné druhy zvifat, vcetné lidi.
Z tohoto dlivodu se cCasto provadéji opatfeni zahrnujici chemickou sterilizaci,
odstranovani vajec, pouzivani repelentt, dravych ptakti nebo samotny odchyt jedincti
(Albonetti et al., 2015; Senar et al., 2009). Preventivni metody zahrnuji mechanické
opatieni, které tvofi hrotovy systém na stavbach a omezuji vstup na nocovisté
a hnizdisté. Chemicka sterilizace holubi pomoci moteného obili byla u nas v roce
1983 zakazana z divodu rozsifovani aktivnich latek s cytostatickymi G¢inky v terénu
(Moty&ka et al., 1992; Skoudlin 1986). Pouzivani repelentnich gelti neptisobi
stoprocentné a je v rozporu s welfare zvifat, protoze se mohou nalepit na pefi ptakt
a tim je zranit (Stock a Haag-Wackernagel, 2014). Mezi radikalni opatfeni patii
snizovani populace holubll odstfelem. Ro¢né se tak podati zlikvidovat 10 000
az 20 000 holubt, avsak bez vyrazného sniZeni populace (Motycka et al., 1992;
Skoudlin, 1986).

1.2 Rod Cryptosporidium

Kryptosporidie jsou jednobunééni eukaryotni prvoci, kteti maji DNA obsaZenou
Vv jadfe s dvojitou membranou (Fayer a Xiao, 2007). Pavodné byly kryptosporidie
fazeny mezi kokcidie, kvili podobnosti vyvojového cyklu v gastrointestindlnim
traktu (Fayer et al., 1997; Tyzzer, 1910). Fylogenetické analyzy provedené pozdé&ji
vSak potvrdily piibuznost kryptosporidii s gregarinami (Gregarinasina) (Carreno
et al., 1999), se kterymi je spojuje spole¢na neptitomnost plastidového genomu (Zhu
et al., 2000), antigenni piibuznost zjisténa pomoci monoklonalnich protilatek (Bull
et al., 1998), a také podobnost nékterych stadii vyvojového cyklu (Hijawi et al.,

2001). Tato vzajemna podobnost byla prokazana i na zakladé sekvenci genu
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kodujiciho malou ribozomalni podjednotku rRNA (SSU) (Carreno et al., 1999).
Na zéklad¢ dalSich analyz byly kryptosporidie zatazeny do celedi Cryptosporiidae
a kmene Apicomplexa (Zhu et al., 2000). Kmen Apicomplexa zahrnuje, spolu
s rodem Cryptosporidium, vice nez dal$ich 300 rodu (Fayer, 2007). Pro tento kmen
je charakteristicka pfitomnost apikalniho komplexu, alesponl v nékterém vyvojovém
stadiu vyvojového cyklu (Thompson et al., 2016).

V ramci rodu Cryptosporidium rozeznavame dvé morfologicky odlisné skupiny:
zalude¢ni a stievni kryptosporidie (Xiao et al., 2004). Stfevni kryptosporidie maji
mensi kulaté oocysty (napt. C. parvum 5 x 4,5 um; Tyzzer, 1912). Zalude&ni druhy
kryptosporidii maji oocysty vEtsi nez ty stfevni a jsou ovalné (napi. C. andersoni
7,4 x 5,5 um; Lindsay et al., 2000). Onemocnéni vyvolané kryptosporidiemi
se nazyva kryptosporididza. Jedna se o zoonotické onemocnéni, které¢ zapficinuje
prijmy U imunokompetentnich a imunokompromitovanych jedincti (Chalmers

a Davies, 2010; Kotloff et al., 2013).

1.3 Historie kryptosporidii

Od té¢ doby, co americky parazitolog Ernest Edward Tyzzer popsal
rod Cryptosporidium, uplynulo vice nez sto let. Tyzzer detekoval asexualni
a sexualni stadia parazita infikujiciho zaludeéni zlazy laboratornich mysi (Mus
musculus) a pojmenoval ho Cryptosporidium muris (Tyzzer, 1907). O tfi roky
pozdéji Tyzzer publikoval detailni popis morfologie vyvojovych stadii véetné kreseb
a fotografii parazita a kryptosporidie byly uznany jako samostatny rod (Tyzzer,
1910). Vroce 1912 popsal novy druh parazita v tenkém stievé myS$i a nazval
ho Cryptosporidium parvum. Tento druh kryptosporidie se od C. muris lisil tim,
7ze m¢l mensi oocysty a u mysi spiSe infikoval tenké stievo (Tyzzer, 1912). BE€hem
70. a 90. let se predpokladalo, Ze u savcu se vyskytuji pouze dva druhy: C. muris
infikujici Zaludecni sliznici savcl s velkymi oocystami a C. parvum parazitujici
ve stfeveé vSech savcl s mensimi oocystami (Tzipori et al., 1980). V prub¢hu casu
byly oocysty z rtiznych druhi zvifat véetné lidi identifikovany a publikovany jako
C. parvum-like nebo jednoduse Cryptosporidium. Se vzristajicim po¢tem pacientl
nakazenych virem HIV, zacali lidé vénovat veétsi pozornost témto oportunistickym
patogentim a lidské kryptosporidiéze. Celkem bylo v této dobé& v literatufe zminéno
159 ptipadi kryptosporidiozy u imunokompetentnich pacientd a 71 piipada

u imunodeficitnich pacienti (Casemore et al., 1985). Souvislost mezi infekci
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postihujici ¢lovéka a skot byla prokazana ve 26 ptipadech, ale pienos infekce
ze zvitete na Clovéka nebyl potvrzen v zadném z ptipadi. Pozdé€ji byly hlaseny
zpravy o pienosu infekce z ¢lovéka na ¢lovéka vyluujici zoonoticky pienos a byla
potvrzena hypotéza Casemorcho a Jacksona (1984). Molekularni studie
pak prokazaly, ze tyto dva zplsoby pienosu infekce na ¢loveéka se tykaly dvou
genotypl: human genotyp, piendSeny z Clovéka na clovéka a bovine genotyp,
pfenaseny ze zvifat na Cloveéka, pii¢emz skot byl primarnim rezervoarem infekce.
Prvni genotyp byl nakonec pojmenovan Cryptosporidium hominis a druhy genotyp
byl nadale identifikovan jako C. parvum (Morgan-Ryan et al., 2002).

Kromé¢ savéich kryptosporidii byl v roce 1955 popsan druh Cryptosporidium
meleagridis, ktery byl pfi¢inou c¢astého thynu ptakd, konkrétné mladych krut
(Meleagris gallopavo) (Slavin, 1955). Az v roce 1986 byl popsan dalsi, v pofadi
druhy, druh kryptosporidie infikujici ptaky, konkrétn¢ kura domaciho (Gallus gallus
f. domestica) a pojmenovan Cryptosporidium baileyi (Current et al., 1986).
AZ po vice nez 90 letech od prvniho popisu kryptosporidie byl popsan tieti druh,
Cryptosporidium galli, hostitelsky specificky pro ptaky, zvlasté pak pro hrabavou
dribez (Pavlasek, 1999; Ryan et al., 2003a). Cryptosporidium galli bylo
pravdépodobné popsano i vV proventrikulu amadiny vinkované (Staganoplura bella)
(Blagburn et al., 1990) a pojmenovano jako C. blagburni pro druh infikujici pénkavy
(Morgan et al., 2001). Na zakladé genotypizaci kryptosporidii bylo v§ak prokazano,
ze jsou kryptosporidie stejného druhu a tento druh je povaZzovén za neplatny.
Mezi dalSi, v nedavné dobé popsané, pta¢i druhy kryptosporidii patii
Cryptosporidium avium (diive Cryptosporidium avian genotyp V), Cryptosporidium
proventriculi  (dfive znamy jako Cryptosporidium avian genotyp IllI)
a Cryptosporidium ornithophilus, ktery byl diive pojmenovan jako Cryptosporidium
avian genotyp Il (Holubova, 2016; 2019; 2020a).

Holubi mohou byt hostitelé fady kryptosporidii, nicméné zadny z dosud
popsanych druhii neni hostitelsky adaptovany na holuby (vice v kapitole 1.6).

1.4 Vyvojovy cyklus kryptosporidii

Zivotni cyklus je u viech druhii rodu Cryptosporidium podobny a probiha
Vv epitelialnich bunkach gastrointestinalniho traktu hostitele (Current a Blagburn,
1990), ptipadné v dalsich organech jako jsou ledviny nebo plice (Lindsay et al.,
1990; Plutzer a Karanis, 2009). Vyvojovy cyklus kryptosporidii 1ze rozd¢€lit do Sesti
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hlavnich vyvojovych fazi: excystace (uvolnéni infekénich sporozoitll), merogonie
(nepohlavni rozmnozovani v hostitelskych bunkach), gametogonie (tvorba mikro-
a makrogamet), pohlavni rozmnozovani (spojeni mikro- a makrogamet), tvoieni
stény oocyst (k produkci odolného stadia vici vnéjSimu prostfedi a odpovédnému
za pienos infekce z jednoho hostitele na druhého) a sporogonie (tvorba infekénich
sporozoitt) (Current a Garcia, 1991). Kryptosporidie maji monoxenni zivotni cyklus
(Tzipori a Ward, 2002; Tzipori a Widmer, 2008).

K prenosu infekce dochazi pozienim vysporulovanych oocyst vnimavym
hostitelem, které v hostiteli excystuji (Chappell et al., 2003). Mezi faktory, které
podminuji excystaci patii: télesnd teplota hostitele, reduk¢ni potencial, koncentrace
oxidu uhli¢itého, zluc¢ové soli a trypsin (Fayer a Leek, 1984; Reduker a Speer, 1985;
Robertson et al., 1993). Kazda oocysta obsahuje 4 infekéni sporozoity, ktefi
se po pozieni stanou pohyblivi a aktivné napadaji epitelidlni bunky
gastrointestinalniho traktu (Chalmers a Davies, 2010). Na rozdil od kokcidii
se nezanofuji do cytoplazmy (Ortega et al., 1997), ale zlstavaji ulozeny
intracelularné mimo cytoplazmu. Poté se sporozoiti méni na jednojaderné trofozoity
uzaviené v parazitoforni vakuole (Elliot et al., 2001). Jadro trofozoita se rozdéli
a dochazi k nepohlavnimu rozmnozovani — merogonii. V dalsi fazi merozoiti
podstupuji dva odlisné replikacni cykly. Pro meront typu I je charakteristické
asexualni mnozeni a vznik 8 merozoitl. Meronti typu Il tvoii 4 merozoity a vstupuji
do sexualni faze — gametogonie (Tzipori a Ward, 2002). Pii pohlavnim mnoZeni
dochézi ke vzniku samc¢ich mikrogamontl a samic¢ich makrogamontl. Po uvolnéni
mikrogamet z mikrogamonti a pfeméné makrogamonti na makrogamety dochazi
k naslednému oplozeni a vzniku zygoty (Sunnotel et al., 2006). Zygota prochazi
sporogonii, pii které dochazi k produkci silnosténnych nebo tenkosténnych oocyst
obsahujicich ¢tyfi sporozoity (Current a Reese, 1986). Silnosténné oocysty
se dostavaji do lumen stieva a spoleéné s vykaly opoustéji organizmus hostitele,
coz umoznuje Sifeni infekce na dalsi vnimavé jedince (Smith a Rose, 1998).
K autoinfekci dochazi prostrednictvim tenkosténnych oocyst, které excystuji, jakmile
jsou oddéleny od epitelu a cyklus zaéina znovu (Current a Reese, 1986; Sinski

a Behnke, 2004).
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1.5 Kryptosporidiové infekce ptaki

Kryptosporidioza je jednou z nejcastéjSich protozoalnich infekci divokych
a domestikovanych ptaku (Sréter a Varga, 2000). Dosud byl vyskyt téchto parazita
popsan u vice nez 30 druht ptakt po celém svété (Ryan, 2010). Mnozstvi studii
zabyvajici se diverzitou kryptosporidii ptakd je v porovnani se studiemi provedenymi
na savcich, zvlasté pak na hospodaisky chovanych zvifatech, omezené. Zejména
stthovavi vodni ptaci mohou piendSet oocysty kryptosporidii a infikovat
své hnizdisteé, $ifit oocysty do prostiedi véetné pitné vody, a vytvaret tak i riziko
pro domaci zvitrata (Graczyk et al., 1998a).

Pta¢i kryptosporidioza se muze projevit jako respiracni forma (Dhillon et al.,
1981) a stievni forma (Adejinmi a Oke, 2011). V nékterych piipadech
se kryptosporidiéza muze dokonce projevit i jako forma ledvinova, kterda mize byt
pro hostitele fatalni (Hoerr et al., 1986). U dribeze se objevuji subklinické ptiznaky
spojené se Spatnym piiristkem hmotnosti a snizenim vynosu vajec a produkce masa
(Goodwin et al., 1996; Sréter a Varga, 2000).

K dne$nimu dni bylo uznano Sest druhli kryptosporidii specifickych pro ptaky:
C. meleagridis infikujici tenké, slepé a tlusté stfevo (Slavin, 1955), C. baileyi
vétsinou spojené s infekei dychacich cest (Current et al., 1986; Molina-Lopez et al.,
2010; Van Zeeland et al., 2008), C. galli parazitujici v epitelialnich bunkach
proventrikulu (Ryan et al., 2003a), C. avium detekované v tlustém stievé (Holubova
et al., 2016), C. proventriculi infikujici proventrikulus a ventrikulus (Holubova et al.,
2019) a C. ornithophilus s misty infekce ve slepém stievé, traéniku a Fabriciové
burze (Holubova et al., 2020a; Santos et al., 2005).

1.6 Kryptosporidiové infekce holubii

Pti blizkém kontaktu holubti s lidmi a jinymi domacimi nebo divokymi ptaky muize
snadno dojit k potencialnimu zoonotickému pienosu (Graczyk et al., 2008). Holubi
Zijici v méstskych parcich mohou byt zdrojem zoonotickych druhti a genotypu
kryptosporidii, které mohou byt vaznou pfi¢inou onemocnéni u osob s oslabenou
imunitou, déti a starSich lidi (Qi et al., 2011). Holubi mohou ptedstavovat zdravotni
riziko pro lidi, protoze mohou nejen Sifit zoonotické patogeny, ale slouzit

I jako rezervoar pro mnoho parazitarnich onemocnéni (Cooper, 1984; Kaminjolo

et al, 1988; Lallo et al., 2012; Piasecki, 2006). Subklinické ptiznaky
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kryptosporidiovych infekci holubl jsou casto spojené se snizenym piirtistkem
hmotnosti a omezenou schopnosti letu na dlouhé vzdalenosti (Radfar et al., 2012).

Ptirozené infekce kryptosporidiemi byly u holubli poprvé popsany v roce
1994 (Borodina et al., 1994; Ozkul a Aydin, 1994). Klinické ptiznaky onemocnéni
byly pozorovany u 10 dni starého holoubéte (Ozkul a Aydin, 1994). Holub
vykazoval znamky sklicenosti, byl vyhubly a neaktivni. Pitva potvrdila vyskyt
Cryptosporidium sp. v apikalni ¢asti intestinalnich epitelovych bunék tenkého stieva.
O tfi roky pozdéji Rodriguez et al. (1997) identifikovali kryptosporidie u tfi mladych
holubli s charakteristickymi prijmy a ubytkem télesné hmotnosti. Zjisténa
prevalence Cryptosporidium sp. v Iranu byla 1,2 % (Bahrami et al., 2012),
2,5 % (Mirzaghavami et al., 2016), 2,94 % (Radfar et al., 2012), a 18 % v Brazilii
(Santos et al., 2020). Zadna z téchto studii viak nebyla zaloZena na molekularni
detekci specifické DNA, a proto nevime o jaké druhy nebo genotypy kryptosporidii
se ve zminénych studiich jednalo. Ptekvapivy nalez u holubti popsali ve Spanélsku
Abreu-Acosta et al. (2009), jejichz studie pomoci molekularnich metod prokazala
ptitomnost C. hominis. Neni vSak zcela ziejmé, jestli mohou byt holubi hostiteli
této kryptosporidie a k jejich nakaze doslo na misté souvisejicim s hygienickymi
aktivitami lidi, nebo mohou ptisobit pouze jako mechanické vektory (Graczyk et al.,
2008). V dalsich studiich byly u holubu popsany druhy C. meleagridis (Kabir et al.,
2020; Koompapong et al., 2014; Li et al., 2015; 2016; Qi et al., 2011; Reboredo-
Fernandez et al., 2015; Seixas et al., 2019), C. baileyi (Altamini a Al-Zubaidi, 2020;
Jasim a Marhoon, 2015; Kabir et al., 2020; Li et al., 2015), C. galli (Seixas et al.,
2019) a C. parvum (Altamini a Al-Zubaidi, 2020; Jasim a Marhoon, 2015; Oliveira
etal., 2017a).

NiZe se budu bliZe vénovat druhiim kryptosporidii detekovanych u holubii.

1.6.1 Cryptosporidium meleagridis

Morfologie: Oocysty C. meleagridis jsou kulaté nebo lehce protahlé s velikosti
4,5-6,0 x 42-5,3 um a jsou velmi podobné oocystam C. parvum (Lindsay et al.,
1989; Slavin, 1955).

Lokalizace: Infekce C. meleagridis postihuje predevsim dolni ¢ast tenkého stieva
a epitelialni bunky ilea, céka a Fabriciovy burzy (Baroudi et al., 2013; Bermudez
et al., 1988; Tacconi et al., 2001).
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Patogenita a klinické priznaky: U zvifat se infekce C. meleagridis projevuje
snizenim pfirtstku hmotnosti, prijmy, dochéazi ke zkraceni stfevnich klkii a zméné
povrchové vrstvy slizni¢niho epitelu (Gharagozlou et al., 2006; Goodwin et al.,
1988). Klinicka infekce C. meleagridis se u lidi projevuje akutnim vodnatym
prujmem, bolesti bficha, nevolnosti, zvracenim a horeckou (Chappell et al., 2011,
Insulander et al., 2012).

Hostitelska specifita: Prirozena infekce C. meleagridis byla zaznamenana
u Sirokého spektra pta¢ich druht, ale byla detekovana i u psa v Ceské republice
(Hajdusek et al., 2004). Seznam ptacich hostitelit C. meleagridis je rozdélen do fadu

nize.

e Rad hrabavi (Galliformes): Infekce C. meleagridis byla detekovana u krat
domacich, kiepele Supinkatého (Callipepla squamata), kiepelky japonské
(Coturnix japonica), kura domaciho a orebice rudé (Alectoris rufa) (Baroudi
et al.,, 2013; Goodwin et al., 1988; Huber et al., 2007; Maca a Pavlasek,
2015; Nakamura et al., 2009; Pagés-Manté et al., 2007; Silverlas et al.,
2012; Soltane et al., 2007; Tacconi et al., 2001; Wang et al., 2008; 2012,
2014a).

e Rad papousci (Psittaciformes): U papouskti se infekce prokéazala
u alexandra malého (Psittacula krameri), kakadua moluckého (Cacatua
moluccensis) a korely chocholaté (Nymphicus hollandicus) (Abe a Iseki,
2004; Abe a Makino, 2010; Morgan et al., 2000a; Pavlasek, 1994a).

e Rad pévci (Passeriformes): K infekci C. meleagridis byl z pévct vnimavy

brkoslav severni (Bombycilla garrulus) (Qi et al., 2011).

Experimentalni studie prokazaly, Ze oocysty C. meleagridis mohou infikovat
zvifata, jako jsou kralici (Oryctolagus cuniculus f. domesticus), krity domaci, kufata
domaci, prasata (Sus scrofa f. domestica), telata (Bos taurus) a taky hlodavce,
zejména mysi domaci a potkany (Rattus norvegicus) (Akiyoshi et al., 2003; Darabus
a Olariu, 2003; Huang et al., 2003; O'Donoghue, 1995).

Prevalence a vyskyt u holubii: Ve mésté Ceng-Cou nachazejiciho se v &inské
provincii Che-nan byly z mistniho zverimexu odebrany vzorky trusu rtiznych druhii
ptakti. U holubii plemene pavik (n = 21) a hrdli¢ek vychodnich (Streptopelia

orientalis) (n = 2) se potvrdila piitomnost C. meleagridis s prevalenci 8,7 %
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(Qi et al., 2011). V Thajsku bylo ze tfech riznych lokaci vytvoreno 7 setti se vzorky
domestikovanych holubi. Jeden set obsahoval 10 vzorkti a pouze u jednoho setu
(25 %) byla detekovana piitomnost C. meleagridis (Koompapong et al., 2014).
V jizni Ciné v provincii Kuang-tung byly v obdobi od &ervna roku 2012 do biezna
2013 odebrany vzorky holubiho trusu (n = 244) ze ¢tyi chovnych farem holubi
domécich. Na farmé Chaozhou bylo detekovano jedno pozitivni zvife a zjiSténa
prevalence byla 0,4 %. Zivotaschopné oocysty z vykaltt méfily 4,51-5,79 x 4,21—
5,12 um s pomérem mezi délkou a Sitkou 1,04-1,28 (Li et al., 2015). Ze &tyf
zachrannych stanic v Galicii na severozapadé Spanélska byly odebrany vzorky trusu
od raznych druhti ptakiti. Pomoci molekularnich metod byla prokdzdna vnimavost
hrdlicky divoké (Streptotelia turtur) (n = 2) na C. meleagridis (50 %) (Reboredo-
Fernandez et al., 2015). V dalsi studii bylo pomoci PCR a nasledné sekvenace
detekovano C. meleagridis (25 %) u rok staré¢ho holuba skalniho (Li et al., 2016).
Mezi dalsi ptaky, kteti mohou byt potencionalnim zdrojem infekce u lidi, je hrdlicka
¢ernoucha (Zenaida auriculata), u které byl popsan vyskyt C. meleagridis ve mésté
Londrina v Brazilii. Ze 194 vzorki bylo 30 zvifat (15,3 %) pozitivnich
na Cryptosporidium spp., pficemz zde nebyla zjisténa zavislost na pohlavi
(P > 0,05). Pouze 13 vzorku (86,7 %) bylo Gspésné sekvenovano a potvrzeno
jako C. meleagridis (Seixas et al., 2019). Prevalence s hodnotou 25 % byla zjisténa
1 na trzich s ptactvem v Dhace ve mésté Bangladés, kde byl ze 4 vzorkl 1 pozitivni
na C. meleagridis (Kabir et al., 2020).

Zoonoticky potencial: Cryptosporidium meleagridis je povazovano za jeden
z hlavnich ptvodct lidské kryptosporidiozy (Baroudi et al., 2013). Nekteré studie
prokazaly vysoké procento vyskytu C. meleagridis u lidi. Na PobieZi slonoviny byli
pacienti vykazujici zndmky kryptosporididzy testovani a u 9/12 pacienti (75 %) byla
prokazana infekce C. meleagridis (Berrilli et al., 2012). Vysledky studii zahrnujici
pacienty pozitivni na vir HIV se pohybovaly v hodnotach 11,3 % v severni Indii
(Sharma et al., 2013), 20 % v Thajsku (Gatei et al., 2002) a 8,8 % v Peru. U déti
testovanych v Peru se infekce C. meleagridis prokazala u 8,2-8,7 % déti (Cama
et al., 2007; 2008; Xiao et al., 2001Db).
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1.6.2 Cryptosporidium baileyi

Morfologie: Oocysty C. baileyi méti 6,0-7,2 x 4,8-5,4 um s pomérem délky k Sifce
1,1-1,8 (Current et al., 1986) a jsou v¢tsi nez oocysty druhu C. meleagridis (Fayer
a Xiao, 2007).

Lokalizace: Cryptosporidium baileyi infikuje hlavné dychaci ustroji (Current et al.,
1986). Ptirozena infekce byla zaznamenéana ve spojivkach, nosohltanu, pridusnici,
vzdusnych vacich, tenkém stievé, slepém stieve, tlustém streve, kloace, Fabriciove

burze, ledvinach a mocovych cestach (Lindsay et al., 1990).

Patogenita a Kklinické priznaky: Cryptosporidium baileyi mize zpusobovat
zavaznou infekci v burze Fabriciove, coz je orgdn zodpovédny za humordlni imunitu
u ptakid (Scott, 2004). Ke klinickym ptiznaktim patfi potize s dychanim, kychani,
vytok ze zobaku a nasledny uthyn (Van Zeeland et al., 2008). U sokoli a sov
C. baileyi podnécuje vznik onemocnéni doprovazeného respiratornimi a nervovymi
ptiznaky, zanéty usi, proventrikulitidou a thynem (Bougiouklis et al., 2013; Molina-
Lopez et al., 2010; Nakagun et al., 2017; Van Zeeland et al., 2008).

Hostitelska specifita: U druhu C. baileyi byla popsana cela fada ptacich hostitelt

patficich do riznych tadu, které jsou popsany nize.

e Rad dlouhok¥idli (Charadriiformes): Infekce byla nalezena u racka
chechtavého (Larus ridibundus) (Pavlasek, 1993; Ryan et al., 2003b).

e Rad hrabavi (Galliformes): V ramci fadu hrabavi byly infekce C. baileyi
potvrzeny u bazanta obecného (Phasianus colchicus), koroptve polni (Perdix
perdix), kiepelky japonské, kiepelky proménlivé (Synoicus australis), kura
domaciho, orebice rudé a tetfeva cervené¢ho (Lagopus lagopus scotic)
(Baroudi et al., 2013; Coldwell et al., 2012; Huber et al., 2007; lijima et al.,
2018; Maca a Pavlasek, 2016; 2015; Morgan et al., 2001; Nakamura et al.,
2009; Ng et al., 2006; Ryan et al., 2003b; Wang et al., 2012; 2014a).

e Rad kondoii (Cathartiformes): Z tohoto fadu bylo C. baileyi nalezeno
u kondora havranovitého (Coragyps atratus) (Nakamura et al., 2009).

e Rad kratkok¥idli (Gruiformes): Z fadu kratkok¥idli byla infekce potvrzena
u jefaba bélosijého (Grus vipio) (Ng et al., 2006).

e Rad papousci (Psittaciformes): U ptaka patficich do fadu papousci byla

infekce nalezena u alexandra malého, amazonana modrolicého (Amazona
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dufresniana), ara ararauny (Ara ararauna), aratingy kropenaté (Psittacara
leucophthalmus) a korely chocholaté (Abe a Iseki, 2004; Li et al., 2016;
Oliveira et al., 2017b; Ryan et al., 2003b).

Rad pévci (Passeriformes): Z nejpocetngjsiho fadu pévei bylo C. baileyi
detekovano u amadiny Gouldové (Erythrura gouldiae), bulbula Sedobfichého
(Pycnonotus cyaniventris), chocholouse obecného (Galerida cristata), kanara
divokého (Serinus canaria), kardinidla dominikanského (Paroaria
dominicana), knézika plavohrdlého (Sporophila frontalis), majny chocholaté
(Acridotheres cristatellus), majny obecné (Acridotheres tristis), ryzovnika
Sedého (Padda oryzivora), snovace Jacksonova (Ploceus jacksoni), stehlika
obecného (Carduelis carduelis), straky obecné (Pica pica), Safranky velké
(Sicalis flaveola), timalie ¢inské (Leiothrix lutea), vlhovce Cervenohibetého
(Cacicus haemorrhous), vlhovce chocholatého (Psaracolius decumanus),
zebtiCky pestré (Taeniopygia guttata) (lijima et al., 2018; Li et al., 2016;
Nakamura et al., 2009; Ng et al., 2006; Qi et al., 2011; Ryan et al., 2003b;
Seva et al., 2011).

Rad pstrosi (Struthioniformes): Infekce C. baileyi byla popsana u pstrosa
dvouprstého (Struthio camelus) (Qi et al., 2014; Ryan et al., 2003b; Wang
etal., 2011).

Rad sokoli (Falconiformes): Infekce C. baileyi byla detekovana u raroha
loveckého (Falco rusticolus) a raroha velkého (Falco cherrug) (Bougiouklis
et al., 2013; Van Zeeland et al., 2008).

Rad sovy (Strigiformes): V ramci fadu sovy bylo C. baileyi nalezeno
u sovice snézni (Bubo scandiacus) a vyrecka malého (Otus scops) (Molina-
Lopez et al., 2010; Nakagun et al., 2017).

Rad $plhavci (Piciformes): Ze $plhavct bylo C. baileyi popsano pouze
u tukana bélolicého (Rhamphastus vitellinus) (Ryan et al., 2003b).

Rad vrubozobi (Anseriformes): Cryptosporidium baileyi bylo detekovano
u bernesky velké (Branta canadensis), husy domaci (Anser anser
f. domestica), husy labuti (Anser cygnoides), husice rezavé (Tadorna
ferruginea), kachny domaci (Anas plathyrynchos f. domestica), morcaka

prostfedniho (Mergus serrator) (Amer et al.,, 2010; Cunha et al., 2017
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Huber et al., 2007; Chvala et al., 2006; Jellison et al., 2004; Ryan et al.,
2003b; Schulze et al., 2012).

Prevalence a vyskyt u holubii: V provincii Kadisija v Iraku byla ze vzorku trusu
od divokych holubii zjisténa ptritomnost Cryptosporidium spp. a ve 26,7 % byl
potvrzen se vyskyt C. baileyi (Jasim a Marhoon, 2015). Na farm¢ Huizho nachazejici
se v jizni Ciné byl zjiitén vyskyt C. baileyi u holubti s prevalenci 0,4 %. Vyloudené
oocysty méfily 5,56-6,62 x 4,92-525 pum s pomérem mezi délkou a Sifkou
1,06-1,27 (Li et al., 2015). V provincii Babil v Iraku provedli odchyt divokych
holubti a pomoci molekularnich metod identifikovali 11 vzorki (11/100) pozitivnich
na kryptosporidie. Sekvenace uréila vyskyt C. baileyi u 9 vzorku (81,8 %) (Altamini
a Al-Zubaidi, 2020). Prevalence 25 % (n = 4) byla zjisténa u holubl na trzich
v Bangladési (Kabir et al., 2020).

vvvvvv

u zvifat, nicméné nedavna studie popsala infekci C. baileyi u imunokompetentni

zeny s plicnim hamartomem v Polsku (Kopacz et al., 2020).

1.6.3 Cryptosporidium galli

Morfologie: Qi et al. (2011) zmé&fili oocysty 0 velikosti 7.6-8.3 x 5.5-6.3 um a byly
o néco mensi, nez velikost oocyst C. galli (8.0-8.5 x 6.2—6.4 um) uvadéna Ryanovou
et al. (2003a).

Lokalizace: Vyskyt Cryptosporidium galli je popsan u Siroké Skaly ptakd,
kde infikuje epitelialni buiky proventrikulu (Ryan et al., 2003b).

Patogenita a klinické p¥iznaKky: Zalude¢ni infekce C. galli mohou byt subklinické
nebo spojené s klinickymi pfiznaky charakterizovanymi apatii, prijmem, ubytkem
hmotnosti a sporadickym thynem (Antunes et al., 2008; Blagburn et al., 1990;
Clubb, 1997; Morgan et al., 2001; Silva et al., 2010). Chronicka gastritida
se potvrdila u kanart, louskact a korel s naslednym thynem (Antunes et al., 2008).

Hostitelska specifita: Ptirozena infekce C. galli byla zaznamenana u ptaki

z riznych fadi popsanych nize.

e Rad hrabavi (Galliformes): Z fadu hrabavi byl k infekci C. galli vnimavy
jetabek lesni (Tetrastes bonasia rupestris), kur domaci a tetfev hlusec (Tetrao
urogallus) (Ng et al., 2006; Ryan et al., 2003a).
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e Rad papousci (Psittaciformes): U papouskd bylo C. galli popsano
U amazonana vinorudého (Amazona vinacea), aymary pruhované
(Bolborhynchus lineola), korely chocholaté, neofémy tyrkysové (Neophema
pulchella) a tiriky zelené (Brotogeris tirica) (lijima et al., 2018; Nakamura
et al., 2009; 2014; Ng et al., 2006).

e Rad pévci (Passeriformes): U pévca bylo C. galli nalezeno u astrilda
rudokrkého (Emblema pictum), biskoupka ultramarinového (Cyanocompsa
brissonii), brkoslava severniho, drozda rezavobiichého (Turdus rufiventris),
hyla kiiv¢iho (Pinicola enucleator), chivi¢ky japonské (Lonchura striata
f. domestica), kanara divokého, kardinala dominikanského, kardinala $edého
(Paroaria coronata), knézika cernobradého (Sporophila caerulescens),
knézika mok¥adniho (Sporophila collaris), knézika Sedobilého (Sporophila
schistacea), louskace mensiho (Oryzoborus angolensis), louskace
tlustozobého (Oryzoborus maximiliani), panenky hnédoprsé (Lonchura
castaneothorax), pasovnika kratkoocasého (Peophila cincta), ryZovnika
Sedého, saltatora zelenokiidlého (Saltator similis), stehlika obecného,
strnadce ranniho (Zonotrichia capensis), safranky velké, timalie stfibrouché
(Leiothrix argentauris), vlhovce c&ervenokiidlého (Agelaius phoeniceus),
vlhovce chopi (Gnorimopsar chopi), zebticky pestré (Antunes et al., 2008;
Chelladurai et al., 2016; lijima et al., 2018; Nakamura et al., 2009; 2014; Ng
etal., 2006; Qi etal., 2011; Seva et al., 2011; Silva et al., 2010).

e Rad plameiiaci (Phoenicopteriformes): Z iadu plamefiaci byla infekce
C. galli detekovana u plamenaka amerického (Phoenicopterus ruber ruber)
(Ng et al., 2006).

e Rad zoboroici (Bucerotiformes): Infekce C. galli byla popsana

u dvojzoborozce velkého (Buceros rhinoceres) (Ng et al., 2006).

Prevalence a vyskyt u holubii: Vyskyt C. galli byl potvrzen u hrdlicky ¢ernouché.
Ve studii bylo pouze 15 vzorka uspésné sekvenovanych, a z toho 2 vzorky (13,3 %)
byly na 99 % podobné C. galli (Seixas et al., 2019).

Zoonoticky potencial: Tento druh kryptosporidie nema zoonoticky potencial

a neptedstavuje riziko pro vefejné zdravi.
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1.6.4 Cryptosporidium parvum
Morfologie: Tvar oocyst C. parvum je elipsovity o velikosti 4,5 x 5,0 um (Upton
a Current, 1985).

Lokalizace: Cryptosporidium parvum muze infikovat cely intestinalni trakt,

ale pfedevsim infikuje vrcholky klkd tenkého stieva (Caccio et al., 2002).

Patogenita a klinické priznaky: U infikovanych zvitat je typickym piiznakem
vodnaty prijem bez pritomnosti krve. Patologické zmeény traviciho traktu
se projevuji zanétem stfevniho epitelu, atrofii klk (Thompson et al., 2005)
a nasledné¢ jejich zkracovanim (Lumadue et al., 1998). U c¢lovéka se infekce

C. parvum projevuje zejména priujmy (Cama et al., 2007; 2008).

Hostitelska specifita: Cryptosporidium parvum vyvolava parazitické onemocnéni
hlavné u skotu, ovci, koz a muze infikovat i prasata a mysi (Akiyoshi et al., 2002;
Giles et al., 2001; Morgan et al., 1999). Hostitelem této kryptosporidie jsou i ptaci

ze sedmi fadt uvedenych nize.

e Rad brodivi (Ciconiiformes): Infekce C. parvum byla detekovana u &apa
bilého (Ciconia ciconia) (Majewska et al., 2008).

e Rad dlouhok¥idli (Charadriiformes): V ramci fadu dlouhokiidli bylo
C. parvum popsano pouze u dytika thorniho (Burhinus oedicnemus) (Zylan
et al., 2008).

e Rad dravci (Accipitriformes): Vyskyt C. parvum byl identifikovan u kanéte
lesniho (Buteo buteo), krahujce obecného (Accipiter nisus), lunaka hnédého
(Milvus migrans) a vcelojeda lesniho (Pernis apivorus) (Reboredo-Fernandez
etal., 2015).

e Rad hrabavi (Galliformes): Infekce zpiisobend C. parvum byla zjisténa
u krocana divokého, kiepelky polni (Coturnix coturnix) a kura domaciho
(Jasim a Marhoon, 2015; McEvoy a Giddings, 2009).

e Rad papousci (Psittaciformes): U papouskda bylo C. parvum nalezeno
U alexandra malého, korely chocholaté a u rodi papousicka (Forpus sp.)
(Ferrari et al., 2018; Nakamura et al., 2009).

e Rad pévci (Passeriformes): Z tadu pévci byla pfirozena infekce prokazana

u havrana polniho (Corvus frugilegus), chuvicky japonské, straky obecné
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a vrany ¢erné (Corvus corone) (Gomes et al., 2012; Majewska et al., 2008;
Reboredo-Fernandez et al., 2015).

e Rad vrubozobi (Anseriformes): Z fadu hrabavych byla infekce C. parvum
popsana u bernesky velké, kachni¢ky mandarinské (Aix galericulata), kachny
divoké (Anas platyrhynchos), labuté velké (Cygnus olor) a morcaka velkého
(Mergus merganser) (Graczyk et al., 1998b; Jasim a Marhoon, 2015;
Majewska et al., 2008; Zhou et al., 2004).

Vnimavost kura domaciho k infekci C. parvum byla nedavno experimentalné

potvrzena (Holubova et al., 2020Db).

Prevalence a vyskyt u holubii: Pritomnost C. parvum u holubl byla potvrzena
v provincii Kadisija v Iraku z celkové prevalence Cryptosporidium sp. 26,7 % (Jasim
a Marhoon, 2015). Ze dvou chovil v Brazilii bylo odebrano 100 vzorkl trusu
od postovnich holubii a pfitomnost oocyst odpovidajicich C. parvum byla prokazana
mikroskopicky u 4 vzorkd a pomoci amplifikace genu malé podjednotky rRNA
u 7 vzorku (Oliveira et al., 2017a). V Iranské provincii Babil bylo vySetieno také
100 holubti a vyskyt kryptosporidii byl potvrzen u 11 ptaka, C. parvum bylo
detekovano u dvou zvifat (Altamini a Al-Zubaidi, 2020).

Zoonoticky potencial: Cryptosporidium parvum je druh fylogeneticky ptibuzny
s C. hominis a oba tyto druhy hraji vyznamnou roli ve vyskytu kryptosporidiozy
u lidi (Alves et al., 2000; 2001; Awad-el-Kariem et al., 1995; 1998; Gasser et al.,
2001; Ogunkolade et al., 1993; Palmer et al., 2003; Xiao a Ryan, 2004). V Evropé
jsou C. parvum a C. hominis zodpovédni za vice nez 95 % lidské kryptosporidiozy
(Coupe et al., 2005; Llorente et al., 2007; Sopwith et al., 2005).

1.6.5 Cryptosporidium hominis

Morfologie: Chen a Huang (2012) ve své studii detekovali oocysty C. hominis
u mlécného skotu, které métily 5,18 x 4,98 um s pomérem mezi délkou a Sitkou
1,09. Pacient s onemocnénim AIDS vylucoval oocysty o velikosti 4,86 x 5,2 um
(Morgan-Ryan et al., 2002).

Lokalizace: Cryptosporidium hominis bézné infikuje tenké a tlusté stievo Clovéka

(Casemore et al., 1997; Morgan-Ryan et al., 2002). U experimentaln¢ infikovanych
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selat byla infekce primarné lokalizovana v tlustém stfevé s minimalni infekei

Vv tenkém stfeveé (Sheoran et al., 2012).

Patogenita a klinické priznaky: U déti zpusobuje C. hominis vodnaté prujmy,
bolesti hlavy a bficha (Adler et al., 2017). Infekce zvifat C. hominis jsou obvykle
lehké a asymptomatické. Studie zaméfend na telata nepotvrdila zadné zazivaci
nebo respiraéni potize ¢i zhorSeny celkovy stav zvifat odpovidajici klinické

kryptosporidiéze (Razakandrainibe et al., 2018).

Hostitelska specifita: U ptakt, nepatiicich mezi holubovité, byl zatim hlaSen
jen jeden vyskyt C. hominis, a to u bernesky velké, kde oocysty prosly travicim
traktem husy bez vzniku mista infekce (Zhou et al., 2004). Vétsina zprav o infekci
C. hominis je predev§im popsana u clovéka a primati, konkrétné u kotula
veverovitého (Saimiri sciureus), makaka javského (Macaca fascicularis), makaka
rhesuse (Macaca mulatta), paviana anubi (Papio anubis) a Simpanze ucenlivého
(Pan troglodytes) (Feng et al., 2011; Karim et al., 2014; Li et al., 2011; Liu et al.,
2015; Parsons et al., 2015; Sricharern et al., 2016; Ye et al., 2012; 2014). Pfirozena
infekce C. hominis se potvrdila i u dugonga indického (Dugong dugon) (Morgan
et al., 2000b). Experimentalni infekce ukazaly, Zze C. hominis neni infekéni pro mysi,
krysy, kocky nebo psy (Morgan-Ryan et al., 2002). Dalsi studie ukazaly, ze mizou
byt timto druhem infikovana také jehnata (Ebeid et al., 2003; Giles et al., 2001),
selata (Akiyoshi et al., 2002; Giles, 2006; Widmer et al., 2000), telata (Akiyoshi
et al., 2002; Giles, 2006; Guk et al., 2004; Tanriverdi et al., 2003) a piskomilové
(Baishanbo et al., 2005).

Prevalence a vyskyt u holubii: Abreu-Acosta et al. (2009) ve své studii ve mésté
Santa Cruz de Tenerife, nachazejici se na Kanarskych ostrovech, popsal vyskyt

C. hominis u zdivocelych a domacich holubu (5,9 %, n = 34).

Zoonoticky potencial: Cryptosporidium hominis je vyznamny patogen u lidi
a je zodpoveédny za polovinu ohnisek kryptosporididzy na celém svéte (Hunter et al.,
2004; McLauchlin et al., 2000; Peng et al., 1997; Sulaiman et al., 1998).
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NiZe se budu bliZe vénovat druhiim kryptosporidii detekovanych u holubi

V této praci.

1.6.6 Cryptosporidium muris

Morfologie: Oocysty C. muris méfi 7,5-9,8 (primér 8,4 pum) x 55-7,0 (pramér
6,3 um) (Iseki, 1986).

Lokalizace: Tento parazit lokalizovany v zalude¢nich zlazach infikuje predevsim

hlodavce nezavisle na véku a pohlavi (Torres et al., 2000; Tyzzer, 1910).

Patogenita a klinické piiznaky: Mysi, u kterych bylo detekovano C. muris
nevykazuji zadné klinické piiznaky (Angus et al., 1985, Aydin a Ozgul, 1996).

Hostitelska specifita: U ptaki bylo v roce 2006 popsano C. muris jako ptvodce
onemocnéni  lelkouna soviho (Podargus stridoides) =z fadu lelkové
(Caprimulgiformes) (Ng et al., 2006). V Cing byly oocysty tohoto druhu potvrzeny
u pstrosu dvouprstych (Qi et al., 2014). Ptirozené infekce byly zachyceny u zvifat

z tadu hlodavci a tfidy savci popsané nize.

e Rad hlodavei (Rodentia): Z hlodavci byla infekce C. muris zaznamenana
u burunduka paskovaného (Eutamias sibiricus), divokych krys (Rattus sp.),
mySi domaci, mysi sttedozemni (Mus spretus), mysice kfovinné (Apodemus
sylvaticus), mysice lesni (Apodemus flavicollis), mySice vychodni (Apodemus
speciosus), nornika rudého (Clethrionomys glareolus) a potkani (Rattus
tanezumi) (Condlova et al., 2019; Hurkova et al., 2003; Chalmers et al., 1997;
Murakoshi et al., 2013; Ng-Hublin et al., 2013; Torres et al., 2000; Zhao
etal., 2019).

e Triida savei (Mammalia): U savci se infekce prokazala u bandikuta
kralikovitého (Macrotis lagotis), damana skalniho (Procavia capensis),
kocky domaci (Felis catus), makaka javského, psa domaciho (Canis
familiaris), prasete divokého (Sus scrofa), velblouda dvouhrbého (Camelus
bactrianus) (Aydin a Ozkul, 1996; Dubey et al., 2002; Lupo et al., 2008;
Morgan et al., 2000c; Pavlasek a Ryan, 2007; Philip et al., 2008; Warren
et al., 2003; Xiao et al., 1999; Zintl et al., 2007).

Z hospodatskych zvifat byla experimentalné prokazana vnimavost C. muris
pro jehnata a kizlata (Kvac¢ et al., 2008). K infekci nebyla vnimava prasata, ktera

byla infikovana oocystami z divoké mysi domaci (Kvac et al., 2012).
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Zoonoticky potencial: Za posledni roky bylo hlaseno né¢kolik pfipadi vyskytu
C. muris u HIV pozitivnich a zdravych osob v Egypté (Al-Brikan et al., 2008),
Francii (Guyot et al., 2001), Indonésii (Katsumata et al., 2000), Jizni Indii
(Muthusamy et al., 2006), Keni (Gatei et al., 2002), Peru (Palmer et al., 2003)
a Thajsku (Tiangtip a Jongwutiwes, 2002). I kdyz bylo dosud popsano jen nékolik
ptipadt infekci C. muris, Zalude¢ni kryptosporididéza se vyskytuje mnohem Castéji,
nez se predpokladalo, zejména u pacienti s onemocnénim HIV (Lumadue et al.,
1998). Ackoli vétSina zaludeCnich kryptosporidiovych infekci u HIV pozitivnich
0sob jsou patrné zptsobeny z diivodu imunosuprese C. parvum nebo C. hominis,
podil C. muris na lidské kryptosporidiéze je pravdépodobné podcenovan (Palmer
et al., 2003).

1.6.7 Cryptosporidium ornithophilus
Morfometrie: Holubova et al. (2020a) uvadi velikost oocyst C. ornithophilus

V priméru 6,1 x 5,1 pm.

Lokalizace: Cryptosporidium ornithophilus zptusobuje infekce ve slepém stieve,

traéniku a Fabriciové burze (Holubova et al., 2020a; Santos et al., 2005).

Patogenita a Kklinické priznaky: Zadny z piirozené nebo experimentalnd

infikovanych ptakt ve studii Holubové et al. (2020a) nevykazoval klinické pfiznaky.

Hostitelska specifita: Cryptosporidium ornithophilus byl nalezen u ptakt z tadu

hrabavi, papousci a pstrosi uvedenych nize.

e Rad hrabavi (Galliformes): Infekce zptsobena C. ornithophilus byla
detekovana pouze u kura domaciho (Wang et al., 2014a).

e Rad papousci (Psittaciformes): C. ornithophilus bylo nalezeno u papouski
konkrétn¢ u alexandra velkého (Psittacula eupatria), aratingy kropenaté,
aratingy slune¢ni (Aratinga solstitialis), eklektuse riznobarvého (Eclectus
roratus), kakadu inka (Cacatua leadbeateri), kakadu rtizového (Eolophus
roseicapilla), korely chocholaté, papouska Alexandiina (Polytelis
alexandrae) (Ng et al., 2006; Seva et al., 2011).

e Rad pstrosi (Struthioniformes): Infekce C. ornithophilus byla detekovana
u pstrosa dvouprstého (Meireles et al., 2006; Nakamura et al., 2009; Nguyen
etal., 2013).
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Zoonoticky potencial: Cryptosporidium ornithophilus nebylo dosud identifikovano

u z&dnych jinych obratlovcii nez u ptaki.
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2 Cile

e Popsat vyskyt a prevalenci kryptosporidii pfirozené infikujicich domaci a volné
Zijici / zdivoéelé holuby na Gizemi Ceské republiky, piipadné dalsich stati Evropy.

e Pomoci molekularnich metod urcit druh a genotyp kryptosporidii a pomoci
parazitologickych metod stanovit intenzitu infekce.

e Pomoci molekularnich metod provést srovnani izolat ziskanych v rdmci

diplomové prace se studiemi provedenymi ve svéte.

e Urc¢it zoonoticky potencial nalezenych druhti a genotyptl.
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3 Material a metody
3.1 Biologicky material
Pro ucely diplomové prace byly v letech 2019-2021 sbirany vzorky trusu volné
Zijicich a zajmové chovanych holubd po celé Ceské republice, na Slovensku
a v Chorvatsku. Individualni vzorky byly vlozeny do mikrozkumavek a skladovany
v lednici pfi 4 °C bez dalsi fixace a konzervace. Cast vzorkll byla pouZita k izolaci

DNA a vytvofeni natéri na podlozni skla. Vzorky, ukterych byla detekovana

pritomnost kryptosporidii, byly pouzity pro experimentalni infekce.

3.2 Zvirata pro laboratorni infekce

K experimentim bylo pouzito sedm jedno-dennich kufat kura doméciho
a tfi osmitydenni SCID myS. VsSechna zvifata byla umisténa ve zvéfinci
Parazitologického ustavu BC AV CR, v.v.i. Kufata byla chovana v plastovych
chovnych nadobach se savou podlozkou. V prvnich péti dnech byly pouzity
infralampy jako zdroj tepla. Imunodeficientni SCID mysi byly chovany v plastovych
nadobach pro hlodavce s podestylkou z dievénych pilin. VSechna zvirata byla
krmena sterilizovanym krmivem odpovidajicim druhu zvitete a sterilizovanou vodou

ad libitum. Chovné nadoby umisténé ve zvéfinci byly ¢istény kazdy den.

3.3 Metody

3.3.1 Barveni oocyst kryptosporidii

VSechny vzorky trusu volné zijicich holubd, zajmové chovanych holubd
a experimentalné infikovanych zvifat byly obarveny metodou anilin-karbol-methyl-
violeti (Milacek a Vitovec, 1985) a metodou dle Ziehl-Neelsena (Henriksen
a Pohlenz, 1981). U experimentalné¢ infikovanych zvifat byla navic provedena

detekce oocyst pomoci specifickych protilatek (Arrowood a Sterling, 1989).

Barveni oocyst kryptosporidii pomoci anilin-karbol-methyl-violeti (Milaéek
a Vitovec, 1985)

Zasobni roztoky:

e Roztok methylvioleti (0,6 g methylvioleti; 1 ml anilinu; 1 g fenoly;
30 ml alkoholu; 70 ml dH20O (deionizované vody))
e Roztok 2% H>SO4

e Roztok tartrazinu (1% tartrazin v 1% kyseliné octové)
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Postup:

© a0 k~ 0w N e

Na podlozni sklo byl proveden tenky natér trusu.

Skli¢ko s natérem bylo zafixovano methanolem v plameni.

Zafixovany natér byl barven v roztoku methylvioleti po dobu 30 minut.
Skli¢ko bylo oplachnuto pod tekouci vodou.

V 2% kyselin€ sirové byla provedena diferenciace po dobu 2 minut.

Natér byl oplachnut pod tekouci vodou a vlozen do roztoku tartrazinu
na 3-5 minut.

Natér byl oplachnut pod tekouci vodou a nasledné ususen.

Vzorky byly prohlizeny svételnym  mikroskopem pii  zvétSeni

1000x za pouziti imerzniho oleje.

Barveni dle Ziehl-Neelsena (Henriksen a Pohlenz, 1981)

Zasobni roztoky:

Roztok karbolfuchsinu (2,5 ml rozpusténych fenolovych krystald; 5 ml 100%
ethanolu; 0,5 g praskového basického fuchsinu; 50 ml dH20)

1% kysely alkohol (1 ml koncentrované kyseliny solné; 100 ml 70% ethanolu)
0,8% fast green zelen (0,8 g prasku light green (svétla zelen); 100 ml dH20)

Postup:

1. Trus byl pomoci $pejle rozetien na podlozni sklo.

2. Vzorek byl fixovan v 95-100% methanolu po dobu 10 minut.

3. Vzorek byl barven roztokem karbolfuchsinu po dobu 30 minut.

4. Vzorek byl oplachnut pod tekouci vodou.

5. V1% kyselém alkoholu bylo provedeno odbarveni, dokud nepfestala
ze vzorku odtékat ¢ervena barva.

6. Vzorek byl omyt pod tekouci vodou.

7. Vzorek byl dobarven svétlou zeleni po dobu 1 minuty.

8. Vzorek byl oplachnut pod tekouci vodou a nasledné ususen pii laboratorni
teplote.

9. Vzorek byl prohliZzen svételnym mikroskopem pii zvétSeni 1000x za pouziti

imerzniho oleje.
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Znaceni oocyst kryptosporidii specifickymi protilatkami (FITC) (Arrowood
a Sterling, 1989)

Pro detekci byl pouzit komer¢ni kit Crypto Cel (Cellabs Pty Ltb, Brookvale, NSW
2100 Australie).

Souéasti kitu:

e Crypto Cel Reagent
e Positive Control Slide

e Mounting Fluid
Postup:

1. Na podlozni sklicko bylo naneseno 20 pl vzorku oocyst pied¢isténého na
cesium chloridovém gradientu.

2. Vzorek byl ponechan schnout pti laboratorni teplot¢.

3. Vzorek byl fixovan po dobu 5 minut v methanolu a nechan oschnout pii
laboratorni teplot¢.

4. Navzorek bylo ptidano 25 ul Crypto Cel Reagent.

5. Vzorek byl vlozen do vlhké komurky a inkubovan ve tmé pti 37 °C po dobu
30 minut.

6. Vzorek byl opatrné oplachnut v roztoku PBS.

7. Skli¢ko bylo ususeno a uchovano pii 2—8 °C.

8. Pied mikroskopovanim byla ke vzorku pfidana kapka Mounting Fluid a po
pfiloZeni kryciho skla na vzorek byly odstranény bubliny.

9. Sklicka byla prohliZzena fluorescen¢nim mikroskopem s filtrem WB 515 nm

pii zvétseni 1000x za pouziti imerzniho oleje.

3.3.2 Hodnoceni intenzity infekce

U mikroskopicky pozitivnich vzorkll byla intenzita infekce vyjadiena poc¢tem oocyst

v gramu trusu (OPG) (Kvac et al., 2007).

Postup:

1. Pfed provedenim natéru bylo podlozni sklo zvaZeno s piesnosti na 0,001 g.
2. Napodlozni sklo byl proveden natér trusu.

3. Sklo bylo znovu zvazeno s piesnosti na 0,001 g.

4

Byla vypocitana hmotnost natéru.
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5.
6.

3.3.3

Byl spocitan pocet oocyst na skle obarveném anilin-karbol-methyl violeti.

Byl vypocitan pocet oocyst na 1 gram trusu.

Izolace DNA z trusu

Celkova genomova DNA ztrusu byla izolovana za pouziti komercéniho Kkitu

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

Korea).

Soucdasti kitu:

FL pufr

PB pufr

NW pufr

EzPass column (bila kolona)
Mini spin column (zelena kolona)

1,5 ml mikrocentrifuga¢ni zkumavky

Postup:

1.

Vzorek trusu (200 mg) byl dan do Safe-Lock-Tube mikrozkumavky
s ptidavkem 0,5 ml sklenénych kuli¢ek (0,5 mm), 3 zirkonovych kulicek (1,0
mm) a 1 ml FL pufru.

Nasledné¢ byl vzorek homogenizovan pftistrojem FastPrep® 24 MP
(Biomedicals, Santa Ana, CA, USA) po dobu 1 minuty pfi rychlosti 5,5 m/s.
Mikrozkumavka byla inkubovana 5 minut pfi laboratorni teploté a nasledné
centrifugovana 5 minut pii 16 000 g.

Veskery supernatant byl piepipetovan na EzPass kolonku (bila kolonka) a
vzorek byl centrifugovan 1 minutu pii 16 000 g.

Filtrat ze sbérné zkumavky byl vylit do odpadu a na kolonku bylo
napipetovano 100 pl EB pufru. Vzorek byl inkubovan 1 minutu pfi
laboratorni teploté a znovu centrifugovan 1 minutu pii 16 000 g.

K filtratu z EzPass kolonky bylo napipetovano 500 ul PB pufru, pomoci
pipety bylo provedeno promichani.

Vsechen obsah sbérné zkumavky byl pienesen na MiniSpin column (zelena
kolonka).

Zelena kolonka byla centrifugovana 1 minutu pii 16 000 g a poté byl vylit

odpad ze sbérné zkumavky.
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10.

11.
12.

13.

3.34

Na stied kolonky bylo napipetovano 500 pl pufru NW a vzorek byl
centrifugovan po dobu 1 minuty pii 16 000 g.

Vzorek byl znovu centrifugovan 1 minutu pii 16 000 g, aby doslo k aplnému
odstranéni zbytkt NW pufru.

Zelena kolonka byla pfenesena na ¢istou mikrocentrifugacni zkumavku.

Na kolonku bylo napipetovano 200 pul EB pufru, inkubovano 1 minutu a
nasledné centrifugovano 1 minutu pii 16 000 g.

Z mikrozkumavky byla odstranéna kolona a purifikovana DNA byla

skladovana v mrazicim boxu pfi teploté -20 °C.

Izolace DNA z tkané

Celkova genomova DNA z tkan€ byla izolovéana za pouZiti komer¢niho kitu DNeasy

Blood & Tissue (QIAGEN).

Soucasti kitu:

ATL pufr
proteinaza K
EtOH

AL pufr
AWL1 pufr
AW?2 pufr
AE pufr

Postup:

1.

Do mikrozkumavky bylo nastithano asi 10 mg tkané a pfidano 0,5 ml
sklenénych kulicek (0,5 mm) a 3 zirkonové kulicky (1,0 mm).

Ke vzorku bylo pfipipetovano 180 pl ATL pufru a vzorek byl vortexovan.
Vzorek byl homogenizovan pomoci FastPrep® 24 MP Biomedicals 1 minutu
pfi rychlosti 5,5 m/s.

Byla provedena centrifugace po dobu 10 sekund pti 6 000 g a ke vzorku bylo
pfipipetovano 20 pl proteinazy K.

Vzorek byl inkubovan v termobloku 1 hodinu pti 56 °C, béhem inkubace byl
vzorek pravideln¢ promichavan.

Vzorek byl vloZzen do centrifugy na 10 sekund pti 6 000 g.
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10.
11.

12.

13.
14.

15.
16.

17.

3.35

Do mikrozkumavky bylo pfipipetovano 200 pl AL pufru a vzorek byl
zvortexovan.

Bylo piipipetovano 200 pl 96% EtOH a vzorek byl zvortexovan.

Vzorek byl nasledné centrifugovan 10 sekund pii 6 000 g.

Vznikly supernatant byl pfenesen na Mini spin kolonku.

Mini spin kolonka byla centrifugovana 1 minutu pti 8 000 g a filtat ze sbérné
zkumavky byl vylit.

Na kolonku bylo napipetovano 500 ul AW1 pufru a mikrozkumavka byla
centrifugovana po dobu 1 minuty pii 8 000 g.

Filtrat ze sbérné zkumavky byl vylit.

Na kolonku bylo ptipipetovano 500 ul AW2 pufru a vzorek byl centrifugovan
po dobu 1 minuty pti 14 000 g.

Kolona byla pienesena na ¢istou mikrozkumavku.

Na stied kolony bylo napipetovano 200 ul AE pufru, vzorek byl inkubovan 1
minutu pii laboratorni teploté a nasledné centrifugovan 1 minuty pii 8 000 g.

Vyizolovand DNA byla skladovana v mikrozkumavce pfi teploté -20 °C.

Polymerazova retézova reakce (PCR)

Ptitomnost specifické DNA kryptosporidii byla detekovana pomoci nested PCR

amplifikujici ¢ast genu kodujiciho malou podjednotku rRNA (SSU; Jiang et al.,
2005; Xiao et al., 1999) a 60 kDa glykoprotein (gp60; Alves et al., 2003; Peng et al.,

2001). Jako negativni kontrola byla pouzita PCR voda a jako pozitivni kontrola byla

pouzita DNA Cryptosporidium chipmunk genotyp I. Nukleotidové sekvence primerd

jsou uvedeny v tabulce 3.1.

DNA byla amplifikovana v termocykleru za pouZziti programu:

pocatecni denaturace po dobu 3 minut pii 95 °C;

35 cyklu zahrnujici denaturaci po dobu 45 sekund pii 95 °C;
specifické nasedaci teploty primert trvajici 45 sekund,
extenze 1 minutu pti 72 °C;

finélni extenze 10 minut pti 72 °C.
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Tabulka 3.1: Sety primert pro molekularni analyzy vcetné nasedacich teplot.

SSU

Primarni PCR — nasedaci teplota 50 °C

F1 5-TTCTAG AGC TAATACATGCG -3’
R1 5-CCCATTTCCTTC AAACAGGA -3’
Sekundarni PCR — nasedaci teplota 55 °C

F2 5-GGA AGG GTT GTATTT ATT AGATAA AG -3’
R2 5’- AAG GAG CAA CAC ACACAC -3
gp60

Primarni PCR — nasedaci teplota 50 °C

F1 5’-GAG ATT GTC GCT CGT TAT CG - 37
R1 5’- GAT TGC AAA AAC GGA AGG - 37
Sekundarni PCR — nasedaci teplota 50 °C

F2 5-ATAGTCTCC GCT GTATTC -3’

R2 5’- GGA AGG AAC GAT GTA GCT - 3’

Mix pro primarni produkt PCR obsahoval z celkovych 50 ul reakéniho objemu: 2
pul genomové DNA, 2,5 U Taq DNA polymerdzy (Dream Taq Green DNA
Polymerase, Thermofisher Scientific, Waltham, MA, USA), 0,5x PCR buffer pro
amplifikaci SSU a 1x PCR buffer (gp60), 6 mM MgCl. (SSU) a 3 mM MgCl>
(gp60), 200 uM deoxyribonukleosidu trifosfat, 100 mM kazdého z primerti a 2 pL
bovinniho sérového albuminu (BSA; 10 mg ml%; New England Biolabs, Beverly,
MA, USA). Pro amplifikaci sekundarniho PCR produktu bylo sloZeni reakéni smési
nasledovné. Misto templatové DNA byly pouzity 2 ul primarniho produktu PCR,
koncentrace MgCl, byla 3 mM a nebylo ptidano BSA.

3.3.6 Gelova elektroforéza
PCR produkt ze sekundarni reakce byl detekovan na 1% agarézovém gelu
s ptidavkem ethidium-bromidu (EtBr). Poté byla provedena vizualizace pomoci

transiluminatoru pfi vlnové délce 320 nm.

Zasobni roztoky:

e 50x TAE pufr (Tris baze 242 g; ledova kyselina octova 47,1 ml; 0,5 M EDTA
100 ml; pH 8,00)

e Agardsa (Biotech, Heidelberg, Némecko)

e Ethidium bromid (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)

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

3.3.7

Do nosice byly pfipraveny hiebeny.

V Erlenmeyerové bafice byla smichdna navazena agaréza s TAE pufrem (na
1g agar6zy 100 ml TAE pufru).

Banka byla vlozena do mikrovinné trouby a po rozpusténi agarézy ochlazena
pod tekouci vodou na ptibliznou teplotu 50 °C.

Do banky s gelem byl napipetovan 1 pl ethidium bromidu (0,2 pg/ml) a
roztok byl nasledn¢ promichan.

Obsah bariky byl nalit do ptipraveného nosice s hiebeny a gel byl ponechan
ztuhnout (15-20 minut).

Hiebeny byly vyjmuty a gel vloZzen do elektroforetické vany s TAE pufrem.
Do prvni jamky v gelu bylo naneseno 10 ul velikostniho markeru (100 bp,
O’Gene Ruler™, Biogen, Londyn, Velka Britanie), do dalSich jamek 20 pl
produktu sekundarni PCR.

Napéti bylo nastaveno na 90 V po dobu potiebnou k separaci fragmenti DNA
(cca 50 minut).

DNA fragmenty byly vizualizovany pomoci UV transiluminatoru a byl

potizen snimek vysledného gelu.

Izolace fragmenti DNA z gelu

Produkty gelové elektroforézy byly vyizolovany pomoci komeréné dodavaného kitu

Gen Elute (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) podle doporuceni vyrobce.

Soucdasti kitu:

Column Preparation Solution
Gel Solubilization Solution
Woash Solution Concentrate G

Elution Solution

Postup:

1.

2.

Z agarozového gelu byl Cistym skalpelem vytiznut fragment DNA a vlozen
do pfipravené mikrozkumavky.

Do mikrozkumavky bylo pfipipetovano 500 ul Gel Solubilization Solution.
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3. Mikrozkumavka byla inkubovana po dobu 10 minut pfi teploté 50 °C a kazdé
2—-3 minuty byla promichana.

4. PCR voda na eluci byla ponechana v inkubatoru pii 65 °C.

5. Na sestavenou Binding Column G bylo napipetovano 500 ul Column
Preparation Solution a kolona byla centrifugovana 1 minutu pii 16 000 g.

6. Krozpusténému gelu bylo pfipipetovano 150 pl isopropanolu a promichéano.

7. Na kolonu (Binding Column G) byl nanesen veskery objem vzorku a kolona
byla centrifugovana po dobu 1 minuty pii 16 000 g.

8. Ze sbérné mikrozkumavky byl vylit odpad, a ta byla znovu pouzita s kolonou.

9. Na kolonu bylo napipetovano 700 pul Wash Solution G a centrifugovano po
dobu 1 minuty pii 16 000 g.

10. Ze sbérné mikrozkumavky byl vylit odpad, a ta byla znovu pouZita s kolonou,
nasledné byla centrifugovana bez jakychkoli ptidavki roztokt po dobu 1
minuty pii 16 000 g.

11. V centrifuze byla mikrozkumavka oto¢ena o 180° a centrifugovana 3 minuty
pti 16 000 g.

12. Do nové 1,5 ml mikrozkumavky byla vlozZena kolona a na stfed kolony bylo
napipetovano 30 ul PCR vody predehtaté na 65 °C.

13. Mikrozkumavka byla inkubovana 1 minutu pfi laboratorni teploté¢ a poté
centrifugovana 1 minutu pii 16 000 g.

14. Ziskany fragment DNA v mikrozkumavce byl skladovan v lednici pfi teplote
4 °C.

3.3.8 Sekvenovani

Sekvenovani sekundarnich PCR produkti bylo provedeno pomoci ABI BigDye
Termitor v 3.1 Cycle Sequencing Kit a sekvenatoru ABI123130 za pouziti
sekundarnich primerti v komer&nich firmach. (SeqMe, Dobiis, Ceska republika; nebo

Eurofins, Praha, Ceska republika).

3.3.9 Fylogenetické analyzy

Ziskané sekvence byly spojeny pomoci programu Chromas Pro v 2.4.1
(Technelysium, Ptym Ltd, Jizni Brisbane, Australie) a nasledné porovnany se
sekvencemi ulozenymi v GenBank. Dataset zarovnanych sekvenci byl ruc¢né

zkontrolovan v programu BioEdit a vysledny aligment byl vytvofen pomoci online
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serveru MAFFT verze 7 (https://mafft.cbrc.jp/alignment/server). Nejvhodnéjsi

fylogeneticky model pro analyzu byl vybran pomoci softwaru MEGA X. Metodou
Maximum likelihood (ML) byl zkonstruovan fylogeneticky strom se substitu¢nim
modelem, ktery byl vybrdan pomoci Bayesianského informacniho kritéria.
Bootstrapovy konsenzus vysledného stromu byl ziskdn na zakladé 1 000 opakovani.
Finalni podoba fylogenetickych stromd byla ru¢né upravena pomoci programu

CorelDraw X7 (Corel Corporation, Ottawa, Kanada).

3.3.10 Purifikace oocyst
Trus s oocystami byl rozmélnén v tfeci misce s deionizovanou vodou. Pomoci
sachar6zového gradientu byly oocysty ptecistény a vznikly sediment byl docistén

pomoci cesium chloridového gradientu.
Sacharozovy gradient (Arrowood a Sterling, 1987)
Zasobni roztoky:

e  Sheaterv cukerny roztok: dH20, cukr (259 ml dH20 a 405 g cukru)

e 1% PBS Tween (1% Tween 20 v PBS (1 | dH20; 80 g NaCl; 2 g KCI; 14,4 g
Na;HPO4 x 12 dH20; 2,4 g KH2POy4))

e Pracovni Sheaterovy roztoky:
roztok 1: 1+2 (1 dil Sheater + 2 dily PBS Tween)
roztok 2: 1+4 (1 dil Sheater + 4 dily PBS Tween)

Postup:

1. Trus byl zbaven ptimési pfecezenim pres jemné (Cajové) sitko.
2. Pomoci Pasteurovy pipety byl do 4 silnosténnych sklenénych zkumavek
0 objemu 100 ml navrstven gradient:
1. vrstva: 30 ml Sheater 1+2
2. vrstva: 30 ml Sheater 1+4
3. vrstva: 15 ml vzorku
3. Zkumavky byly vyvazeny a centrifugovany pii 4 °C po dobu 20 minut
pti 1370 g.
4. Vrchni zabarvend vrstva byla odsata a zbytek supernatantu byl prenesen
do cisté zkumavky.
5. Zkumavky byly doplnény deionizovanou vodou a centrifugovany po dobu
20 minut pti 4 °C a 1370 g.
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Horni polovina zkumavky byla odsata a vzorky byly doplnény deionizovanou
vodou.

Vzorky byly centrifugovany po dobu 20 minut pti 4 °C a 1370 g.

Sediment byl pienesen do Ccist¢é zkumavky a nasledné uchovan pii

4 °C v PBS.

Cesium chloridovy gradient (Arrowood a Donaldson, 1996)

Zasobni roztoky:

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

Postup:

1.

N g bk~ WD

o

Oocysty byly po preciSténi na sachar6zovém gradientu centrifugovany
10 minut pii 1450 g a 4 °C.

Supernatant byl odebran a sediment s oocystami byl resuspendovan v PBS.
Do ¢isté mikrozkumavky o objemu 2 ml byl napipetovan 1 ml CsCL

Do zkumavky s CsClI bylo navrstveno 0,5 ml roztoku oocyst v PBS.

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

Supernatant byl prepipetovan do ¢isté 50 ml centrifuga¢ni zkumavky.
Zkumavka byla doplnéna deionizovanou vodou a centrifugovana 20 minut
pti4 °Ca 1370 g.

Supernatant byl odsan na kone¢ny objem 5 ml.

Vzorek byl doplnén deionizovanou vodou, vortexovan a centrifugovan

20 minut pii 20 °C a 1370 ¢. Tento proces byl opakovan 3x.

10. Oocysty byly uchovany v deionizované vodeé pii 4 °C.

3.3.11 Design experimentu

Kazdé laboratorni zvife bylo infikovano pomoci jicnové sondy davkou 500 oocyst

C. meleagridis resuspendovanych v 200 pul dH20. Od vSech experimentalnich zvifat

byl individualné odebiran trus do mikrozkumavek po dobu 30 dnti po infekci, pokud

nedoslo k pfedcasnému usmrceni pozitivniho jedince za ucelem pitvy (viz kapitola

3.3.4). Kazdy vzorek byl vySetien na piitomnost oocyst kryptosporidii pomoci

barvici metody anilin-karbol-methyl violet' (viz kapitola 3.3.1) a na pfitomnost

specifické DNA kryptosporidii pomoci amplifikace genu SSU metodou PCR
(viz kapitola 3.3.5).
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3.3.12 Histologické vySetieni

Vzorky vnitinich organt (proventrikulus, ventrikulus, dvanactnik, la¢nik, kycelnik,

slepa stieva, kolon, ledviny, plice, srdce a pradusnice) experimentaln¢ infikovanych

kurt domacich byly odebrany 12 DPI (dnl po infekci) a fixovany ve 4% roztoku

formaldehydu. Byla pouzita parafinova metoda a fezy tkané byly nabarveny

hematoxylin-eosinem a periodic acid shiff (PAS) barvenim.

Zasobni roztoky a chemikalie:

I. vzestupna alkoholovd odvodnovaci fada (70% alkohol; 80% alkohol;
96% alkohol; aceton; xylen 2x)

Parafinova tada (4 nasledné roztoky parafinu, 1:3; 1:1; 3:1; 100% parafin)
Alkoholova sestupnd fada, odparafinovaci tada (xylen; alkohol
96%, alkohol 80%; alkohol 70%, dH,0)

Il. vzestupna odvodnovaci fada (70% alkohol; 80% alkohol; 96% alkohol;
karboxylen; xylen)

Kanadsky balzam

Postup:

1.

Vzorky byly odvodiovany I. vzestupnou alkoholovou fadou a po uplynuti
60 minut byl roztok vyménén.

V poslednim roztoku (Xylenu) byly vzorky ponechany 90 minut.

U vzorkd bylo provedeno prosyceni parafinem (24 hodiny v parafinu I;
4-6 hodin v parafinu 1I; 8-12 hodin v parafinu Ill, 8-12 hodin ve 100%
parafinu).

Vzorky byly zality ¢istym parafinem a byly vytvoreny histologické blo¢ky.
Pomoci mikrotomu byly zhotoveny 5 um silné histologické fezy a umistény
na podlozZni sklicka.

Vzorky byly ponechany 24 hodin na plotné o teploté 42 °C.

U preparatu bylo provedeno odparafinovani v Xxylenu a sestupnou
alkoholovou fadou vzdy po 5 minutach.

Vzorky byly nabarveny hematoxylin-eosinem nebo periodic acid shiff (PAS)
a poté bylo provedeno odvodnovani Il. alkoholovou vzestupnou fadou vzdy

po 5 minutach, v karboxylenech byly preparaty ponechany 1 minutu.
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9.

Zhotovené preparaty byly zamontovany do kanadského balzamu a suSeny

pti teploté 37 °C.

10. Vzorky byly prohlizeny mikroskopem (Olympus IX70) vhodnym zvétSenim.

Barveni hematoxylin-eosinem

Zasobni roztoky:

Roztok hematoxylinu (0,5 g hematoxylin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA); 500 ml dH.O; 25 g siran hlinito-amonny; 0,1 g jodi¢nan sodny; 20 ml
kyselina octova)

Roztok eosinu (0,5 g eosin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA); 250 ml
dH20; 10 ml kyselina octova)

Postup:

1. Byly pfipraveny odparafinované fezy.

2. Vzorky byly barveny 10 minut v roztoku hematoxylinu.
3.
4

. Vzorky byly vlozeny do roztoku eosinu na 5 minut.

Vzorky byly vlozeny pod tekouci vodu po dobu 10 minut.

Barveni periodic acid shiff (PAS)

Zasobni roztoky:

Schiffovo reagens (100 ml H20O; 1 g basicky fuchsin; 10 ml 1N kyselina
chlorovodikova; 1 g pyrosifi¢itan draselny; 0,5 g aktivni uhli)

Sifi¢ita voda (5 ml IN HCI; 0,5 g pyrosificitan draselny; 100 ml dH20)
Roztok kyseliny jodisté (0,8 g ve 100 ml destilované H»O)

Postup:

© N o O B~ w0 D P

Byly pfipraveny odparafinované fezy.

Rezy byly vloZzeny do roztoku kyseliny jodisté po dobu 10 minut.
Rezy byly vlozeny pod tekouci vodu po dobu 10 minut.

Vzorky byly vlozeny do Schiffova reagens po dobu 30 minut.
Vzorky byly vloZeny pod tekouci vodu na 15 min.

Rezy byly ponofeny do hematoxylinu na 1-2 minuty.

Vzorky byly oplachnuty v 96% alkoholu, butylalkoholu a xylenu.
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Montovani nabarvenych rezi

Postup:

a &~ w0 DN e

Obarvené fezy byly odvodnény II. alkoholovou vzestupnou fadou.
Kanadsky balzam byl kapnut na podlozni sklo s fezy.

Rezy byly piikryty dostatetné velkym krycim sklickem.

Vzniklé vzduchové bubliny byly vytlaCeny mirnym tlakem na kryci sklo.
Hotovy preparat byl vlozen do termostatu na teplotu 37 °C, kde kanadsky

balzam zaschne.

Priprava preparati pro skenovaci elektronovou mikroskopii (SEM)
Zasobni roztoky:

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

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

Postup:

1.

V 2,5% glutaraldehydu v kakodylatovém pufru byly fixovany pies noc
vzorky sliznice organd pii 4 °C.

Vzorky byly promyty v kakodylatovém pufru 3x 15 minut.

Vzorky byly fixovany ve 2% oxidu osmicelém v kakodylatovém pufru
po dobu 2 hodin pfi laboratorni teploté.

Vzorky byly promyty v kakodylatovém pufru 3% 15 minut.

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

Pomoci oboustranné lepici pasky byly vysuSené vzorky nalepeny
na hlinikovy tercik a pozlaceny.

Vzorky byly prohlizeny pomoci elektronového mikroskopu JOEL JSM-
7401F-FE SEM

3.3.13 Statisticka analyza

Byla vypoctena prevalence jako podil poctu jedinct s kryptosporidiovou infekei

Kk poctu vSech vySetienych jedinct, vyjadieno v procentech. Byly stanoveny rozdily

v prevalenci kryptosporidii mezi zdivocelymi a zdjmove chovanymi holuby. Analyza
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byla provadéna pomoci programu Epi Info (TM) 7.1.1.14 (Centers for Disease
Control and Prevention, GA, USA).
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4 Vysledky

4.1 Vyskyt kryptosporidii u holubu

Celkem bylo vySetteno 603 vzorku trusu pochazejicich od zdivocelych (n = 214)
a zajmov¢ chovanych holubt (n = 389) z 25 lokalit. Kryptosporidie byly detekovany
v Sesti ze 14 chovii a na tiech z 11 venkovnich lokalit. Specifickai DNA
kryptosporidii byla prokazana pomoci PCR celkem v 17 (2,8 %) vzorcich, z toho
u 14 (82,4 %) zajmové chovanych a 3 (17,6 %) zdivocelych holubii. Pomoci
mikroskopického vySetieni vzorku trusu barvenych anilin-karbol-methyl violeti byly
oocysty kryptosporidii detekovany pouze ve 3 (0,5 %) vzorcich trusu od zajmovée
chovanych holubii. VSechny mikroskopicky pozitivni vzorky byly také soucasné
molekularné pozitivni (tabulka 4.2 a 4.3). Vzorky trusu holubli pochazejici
z Chorvatska a Slovenska byly negativni na ptfitomnost kryptosporidii. Statisticka
analyza prokézala cast&js$i vyskyt kryptosporidiovych infekci u z4jmové chovanych

holubu (%° = 14,5919; stupné volnosti = 1; P > 0,001).

Tabulka 4.2: Druhy kryptosporidii detekované pomoci PCR/sekvenace malé
podjednotky rRNA (SSU) a 60 kDa glykoproteinu (gp60) u volné Zijicich (D)
a chovanych (CH) holubti v Ceské republice (CZE), Slovensku (SVK) a Chorvatsku
(HRV). Intenzita infekce kryptosporidii je vyjadiena jako pocet oocyst na gram trusu
(OPG).

Podet ID vogitivnich Mikroskopicka Genotypizace
Stat  Lokalita Typ odebranych/ p;jili;vtmc pozitivita SsU 60
pozitivnich (OPG) 9p
CZE  Bedihost CH 10/0 - - - -
CZE Bohdalov CH 48/1 47329 - C. parvum la
CZE CeskéBudgjovice D 27/1 48347 - C. meleagridis 111k
51779 - C. galli -
CZE  Déin D 2012 51794 : C. meleagridis 111k
CZE DomaZlice D 15/1 52478 - C. parvum Ila
52490 - C. parvum lla
CZE Hlinsko CH 29/3 52494 - C. parvum lla
52482 - C. baileyi -
47511 - C. ornithophilus -
N 47475 25000 C. meleagridis 111k
CZE  Holubet  CH 84/ 47477 - C. meleagridis 11K
47478 10 000 C. meleagridis 111k
CZE Horométice CH 11/0 - - - -

44



Tabulka 4.3 (pokracovani tab. 4.2): Druhy kryptosporidii detekované pomoci
PCR/sekvenace malé podjednotky rRNA (SSU) a 60 kDa glykoproteinu (gp60) u
volné Zijicich (D) a chovanych (CH) holubti v Ceské republice (CZE), Slovensku
(SVK) a Chorvatsku (HRV). Intenzita infekce kryptosporidii je vyjadiena jako pocet
oocyst na gram trusu (OPG).

Genotypizace

Pocet D itivnich Mikroskopicka
Stit  Lokalita ~ Typ odebranych/  POLNMEY pozitivita SsU 60
pozitivnich (OPG) gp
. CH 32/0 - - - -
CZE Kaplice D 9/0 ] ) ) ]
47518 - C. muris -
CZE Kdyné CH 41/3 47552 - C. muris -
47550 - C. ornithophilus -
CZE Klatovy D 23/0 - - - -
CZE Kosmonosy D 25/0 - - - -
CZE Kfizanov CH 11/0 - - - ;
CZE Mikulov D 9/0 - - - -
Opatovice nad
CZE Labem CH 10/0 - - - -
CZE Praha D 14/0 - - - -
CZE Ujezd CH 10/0 52363 - C. meleagridis 111k
CZE Viden D 28/0 - - - -
CZE  Vimperk CH 41/2 52396 5000 C. baileyi -
CZE Vitanov CH 30/0 - - -
cze  Ymamvo o 15/0 : i i i
Kostelec
CZE  Vseminy CH 17/0 - - - -
HRy ~ vranske g 37/0 : ] ] ]
jezero
Dunajska
SVK Streda D 7/0 - - - -
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4.2 Intenzita infekce

Intenzita infekce u tii mikroskopicky pozitivnich holubli se pohybovala v rozmezi
od 5 000 do 25 000 OPG. Dva holubi ze stejného chovu vylucovali oocysty
C. meleagridis o intenzit¢ od 10 000 do 25 000 OPG (tabulka 4.2 a 4.3). Holub
pozitivni na pfitomnost infekce C. baileyi vylucoval oocysty o intenzit¢ 5 000 OPG.
Z4dny z piirozené infikovanych holubti nevykazoval v dobé odbéru klinické projevy
kryptosporidiozy, ani nebyly hlaSeny Z4adné klinické zmény chovatelem. Zadny

vzorek trusu nevykazoval v dobé odbéru znamky prijmu.

4.3 Diverzita kryptosporidii u holubi
VSechny vzorky obsahujici specifickou DNA kryptosporidii byly uspésné
genotypizovany na genech kodujicich SSU a gp60 (tabulka 4.2 a 4.3). Fylogenetické
analyzy zaloZené na sekvenci SSU ziskanych v této praci a sekvencich uloZenych
v GenBank prokazaly ptitomnost 6 druhi (obrazek 4.1). Druhy C. baileyi (n = 2),
C. muris (n = 2) a C. ornithophilus (n = 2) byly detekovany pouze u holubu
v zdjmovych chovech. Druh C. galli (n = 1) byl detekovan ve vzorcich od divokych
holubd. Dominantnimi druhy v této studii byly druhy C. meleagridis (n = 6)
a C. parvum (n = 4), které byly potvrzeny u chovnych i divokych holubu.

Analyza ¢asteCnych sekvenci genu kodujiciho gp60 prokdzala ptitomnost nového

subtypu C. meleagridis subtypu Illk a C. parvum subtypu lla (obrazek 4.2).
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C. meleagridis [AF112574]
C. meleagridis 52363
C. meleagridis 47478
S C. meleagridis 47475
C. meleagridis 47477
C. meleagridis 48347
C.

meleagridis 51794
C. wrairi [AF115378]
| C. occultus [MG699176]
C. tyzzeri [AF112571]
C. hominis [AF093492]
C. cuniculus [FJ262724]
C. parvum [AF093493]

C. parvum 52478
C. parvum 47329
C. parvum 52490
81 C. parvum 52494

C. fayeri [AF112570]
£ C. viatorum [JN846705]
— 26 — C. felis [AF159113]
_:. ubiquitum [EU827424]
74 C. macropodum [AF513227]
—— C. varanii [EU553556]
C. scrofarum [JX424840]

a5 I._ C. xiaoi [GQ337962]
75 9

7L C. bovis [AY741305]

— C. omnithophilus [MN989957]
0.01 "™ ¢. ornithophilus 47511

C. ornithophilus 47550

C. avium [KU058876]
86 94 C. baileyi [AF093495]
W' C. baileyi 52396
C. baileyi 52482
100] C- galli[HM116388]
! C. galli 51779
100 99 [ C. proventriculi [MK311136]
C. andersoni [EU245042]
C. proliferans [KJ941145]
C. muris [AB089284]
C. muris 47518
C. muris 47552
C. molnari [HM243548]

88

78

Obrazek 4.1: Fylogeneticky strom vztahi izolath kryptosporidii ziskanych v této
diplomové praci (tuén€) a sekvenci uloZzenych v genové bance (GenBank)
zkonstruovany na zaklad¢ sekvenci genu kddujiciho malou ribozomalni podjednotku
(SSU) a vytvofeny metodou Maximum likelihood. V hranatych zavorkach jsou
uvedeny identifikacni Cisla sekvenci v GenBank. M¢éfitko délky vétvi je uvedeno u

stromu. Cervené znazornéni znaci zdjmové chovy a zelené zndzornuje zdivocelé

holuby.
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C. meleagridis 48347
C. meleagridis 51794
C. meleagridis 47475 I I Ik
C. meleagridis 47477
(o)
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. meleagridis 47478
. meleagridis 52363

C. meleagridis llla [AF401499]
C. meleagridis |lle [MT953502]
C. meleagridis 1lli [JQ349260]
C. meleagridis 11lh [JQ349259]
C. meleagridis IIIf [JQ349257]

63~ C. meleagridis Illg [JQ349258]
C. meleagridis |llb [MN192426]
5 — C. meleagridis Illc [KF733815]

100 L c meleagridis 1lld [DQ067570]
[ Cryptosporidium mink genotyp Xa [HM234174]
100 Cryptosporidium ferret genotyp Vllla [GQ121029]

C. wrairi [GQ121028]

100 I: C. parvum Ild [AY738194]
C. parvum |lpA6 [MK956001]

C. hominis |h [FJ971716]
k o0 i @minm Ig [EF208067]
0 C. parvum la [AF164502]

971 C. hominis |d [DQE65692]
C. parvum Ili [AY873782]
C. hominis |j [AY700386]
C. parvum lle [AY382675]
Cryptosporidium horse genotyp VIb [FJ435961]
96 Cryptosporidium horse genotyp Vla [FJ435960]
— C. tyzzeri |IXa [HM234177]
100—— C. tyzzeri IXb [HM234176]
C. hominis |b [AY262031]
- C. parvum If [AF440638]

90
83 C. hominis le [AY738184]
i l__ C. parvum llc [AF164491]
99 C. parvum llh [AY873781]

C. cuniculus Va [FJ262730]

C. parvum lIl [AM937006]
C. parvum lig [AY873780]

61

94
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5

% C. parvum lla [52478]
C. parvum lla [47329]
C. parvum lla [AB237134]
C. parvum lla [52490]
C. parvum lla [52494]
C. parvum Ik [AB237137]
C. erinacei Xlla [KF612329]
C. hominis li [HM234173]
100 C. cuniculus Vb [FJ262734]

C. fayeri IVa [FJ490079]

Obrazek 4.2: Fylogeneticky strom vztahd izolath kryptosporidii ziskanych v této

diplomové praci (tuén€) a sekvenci uloZzenych v genové bance (GenBank)

zkonstruovany na zakladé¢ casteCnych sekvenci genu kodujiciho 60 kDa glykoprotein

a vytvofeny metodou Maximum likelihood. hranatych zavorkdch jsou uvedena

identifika¢ni ¢isla sekvenci v GenBank. Méfitko délky vétvi je uvedeno u stromu.

Cervené zndzornéni znac¢i zdjmové chovy a zelené znazoriiuje zdivocelé holuby.
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4.4 Infektivita Cryptosporidium meleagridis pro kuiata a SCID mySi
Vzhledem k nizkému mnozstvi ziskanych zivotaschopnych oocyst z pfirozené
infikovanych holubli byla hostitelska specifita experimentdlné testovana pouze
u Cryptosporidium meleagridis (izolat 47475, tabulka 4.2). U Zzadné
ze tii experimentaln¢ inokulovanych SCID mysi nebyla v pribéhu experimentu
zjiSténa pritomnost oocyst nebo specifické DNA C. meleagridis v trusu. Oocysty
C. meleagridis byly infekéni pouze pro kufata, u kterych byla prokazana piitomnost
specifické DNA pomoci PCR a mikroskopicky 4., respektive 6. DPI. Kurata
vylucovala oocysty intermitentné az do 15 DPI. Intenzita infekce se pohybovala
v rozmezi od 2 000 do 10 000 OPG.

V pribchu experimentu nebyly pozorovany zddné piiznaky kryptosporidiové
infekce u zadného zvirete. Taktéz nebyly u zvifete pitvaného 12 DPI pozorovany
zadné makroskopické zmény na vnitinich organech. VysSetieni tkani
gastrointestinalniho traktu experimentalné infikovanych kufat histologickymi
metodami prokazalo pfitomnost vyvojovych stadii v zadni ¢asti duodenu, ileu
a kolonu. Infekce nejvice postihla epitelialni buniky ilea. V ostatnich organech dutiny

télni nebyla detekovéana zadna vyvojova stadia.
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5 Diskuze

V této diplomové praci byla charakterizovana prevalence a genetickd diverzita
kryptosporidii u zdivodelych a zajmové chovanych holubi na tzemi Ceské
republiky, Slovenska a Chorvatska. Toto je prvni studie o vyskytu kryptosporidii
u holubu ve stiedni Evropé.

Nase studie prokazala, ze prevalence kryptosporidii u 603 ziskanych vzorka trusu
od holubii z 25 lokalit byla 2,8 %. Vysledky ukazaly, ze zajmové chovani holubi jsou
¢astéji infikovani Cryptosporidium spp. (82,4 %), nez divoci holubi (17,6 %).
Infekce holubu kryptosporidiemi byly popsany v nékolika oblastech svéta, a to v Asii
v Bangladési (Kabir et al., 2020), Ciné (Li et al., 2015; 2016; Qi et al., 2011), Iraku
(Altamini a Al-Zubaidi, 2020; Jasim a Marhoon, 2015), Iranu (Bahrami et al., 2012;
Mirzaghavami et al., 2016; Radfar et al., 2012), Thajsku (Koompapong et al., 2014),
a Turkmenistanu (Borodina et al., 1994), v Evropé v Turecku (Ozkul a Aydin, 1994)
a ve Spanélsku (Abreu-Acosta et al., 2009; Reboredo-Fernandez et al., 2015;
Rodriguez et al., 1997) a v Jizni Americe v Brazilii (Oliveira et al., 2017a; Santos
et al., 2020; Seixas et al., 2019). Prevalence Cryptosporidium spp. u holubu se liila
Vv ramci zemi s prevalenci od 0,8 % do 50 %. Zminéné studie se vSak vétSinou
zamétovaly pouze na zdivocelé holuby nebo na holuby chované za celem masa
¢i jinych produktd. Pouze Abreu-Acosta et al. (2009) odebrali vzorky od zdivocéelych
a chovanych holubli s vyslednou prevalenci 5,9 % (34/2). Nami zjisténa celkova
prevalence nejvice odpovidad vysledkiim zjisténym u Radfar et al. (2012) ze vzorkt
od zdivocelych holubli s prevalenci 2,9 %. V porovnani s nasimi vysledky
prevalence u zajmovée chovanych holubi (2,3 %) a divokych holubi (0,5 %), bychom
mohli konstatovat podobnost s prevalenci 2,5 % u divokych holubl v Iranu
(Mirzaghavami et al., 2016) a 0,8 % u chovnych holubii v Cing (Li et al., 2015).

Nase vysledky o ¢astejSim vyskytu kryptosporidii u chovanych holubii odpovidaji
pozorovanim 1 u jinych druhii ptdkl. Promofenost volné Zijicich ptaka se v fadé
publikaci pohybuje v hodnotach 2,3-8,3 % (Cano et al., 2016; Reboredo-Fernandez
et al.,, 2015; Seva et al.,, 2011), zatimco u ptakt chovanych v zajeti v rozmezi
od 9,1-11,1 % (lijima et al., 2018; Li et al., 2016; Oliveira et al., 2017b). Vzhledem
K tomu, Ze jsou ptaci chovani v zoo nebo zverimexech ¢asto umistovani do kleci
nebo voliér po skupinach, Ize vyssi promoienost vysvétlit omezenym prostorem

voliér a tim snaz$im pfenosem infekce. Nesmime vSak opomenout fakt, ze rozdil
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v prevalenci muze byt také zpisoben odlisnymi metodickymi pfistupy, riznym
vékem holubt, imunitou hostitele nebo ro¢ni dobou (Gatti et al., 2017; Li et al.,
2015; Petersen et al., 2015).

Ptaci jsou primarné infikovani druhy a genotypy kryptosporidii hostitelsky
adaptovanymi na ptaky (Abe a Iseki, 2004; Baroudi et al., 2013; lijima et al., 2018;
Jellison et al., 2004; Maca a Pavlasek, 2015; Nakamura et al., 2009; Ng et al., 2006;
Qi et al., 2011; Ryan et al., 2003b; Seva et al., 2011; Wang et al., 2014a). V souladu
s predesSlymi publikacemi jsme prokazali velkou druhovou diverzitu kryptosporidii
u holubt. Studie zalozené na molekularni genotypizaci ukazaly, ze holubi jsou kromé
ptacich kryposporidii C. meleagridis, C. baileyi a C. galli ¢asto infikovani i sav¢imi
druhy C. parvum a C. hominis (Abreu-Acosta et al., 2009; Altamini a Al-Zubaidi,
2020; Jasim a Marhoon, 2015; Kabir et al., 2020; Koompapong et al., 2014; Li et al.,
2015; 2016; Oliveira et al., 2017a; Qi et al., 2011; Reboredo-Fernandez et al., 2015;
Seixas et al., 2019). Z nasich a dfive publikovanych vysledkd vyplyva, ze holubi
jsou hostitelé vice druht kryptosporidii, pfi¢emz mohou byt parazitovani nebo byt
ptenaSeci kryptosporidii, které jsou hostitelsky specifické pro savce. Vyjma druhu
C. hominis, ktery jsme v na$i praci nedetekovali, byly u holubt v Ceské republice
nalezeny vSechny vyse uvedené druhy kryptosporidii. Navic jsme detekovali dalsi
druhy, C. muris a C. ornithophilus, které doposud nebyly u holubti popsany.

O vnimavosti ptakt k infekci C. parvum se na zakladé ojedinélych infekci u volné
zijicich ptakt dlouhodobé spekulovalo. Nedavno Holubova et al. (2019) prokazali
vnimavost kura domaciho kinfekci timto druhem kryptosporidie. K pienosu
C. parvum miZze dojit interakci s jinymi hospodaiskymi zvifaty. Dal§i moZnosti,
kterou je tfeba vzit v tivahu, je infekce, ke které muze dochéazet pti konani soutézi,
kdy se holubi mohou dostat do kontaktu s infikovanymi jedinci z jinych chovi.
Nejcastéjsim zdrojem infekce vSak zlstava kontaminovana voda a potrava, pficemz
primarnim zdrojem oocyst je v Ceské republice skot (Klein et al., 2008; Kvac et al.,
2006; 2011; Ondrackova et al.,, 2009). Tomuto zplsobu pienosu by odpovidal
1 Cast&j$i vyskyt u divokych holubii (40 %), nez u holubl zajmové chovanych
(Altamini a Al-Zubaidi, 2020; Jasim a Marhoon, 2015; Oliveira et al., 2017a).
Protoze je C. parvum nejcastéjsi pii¢inou kryptosporidiovych infekci u lidi, jsou
holubi moznym zdrojem infekce pro majitele holubt, se kterymi jsou Ccasto
v kazdodennim kontaktu (Oliveira et al., 2017a). S ohledem na relativné vysoké

prevalence kryptosporidiovych infekci a poctu oocyst v trusu nékterych volné
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cey

zijicich ptak, mohou byt zdivoceli holubi nejen pasivnimi nosi¢i onemocnéni,
ale také aktivnimi vektory kontaminujicimi vodni zdroje kryptosporidiemi (Graczyk
et al.,, 1996; 1997; 1998a,b; Graczyk a Cranfield, 1998; Smith et al., 1993; Zhou
etal., 2004).

V ramci genu kodujiciho 60 kDa glykoprotein byla identifikovana rodina
glykoproteinii odpovidajici C. parvum subtypu lla. Dosavadni prace zamétené
na subtypizaci C. parvum identifikovaly 12 subtyptu: 2 jsou povaZzovany
za zoonotické (Ila, IId) a 10 jich je pfenaseno vétsinou antroponotickou cestou (1lb,
llc, He-Ill) (Alves et al., 2003; Sulaiman et al., 2005; Trotz-Williams et al., 2006).
Subtyp Ilc byl zatim nalezen pouze u lidi (Alves et al., 2006; Soba a Logar, 2008).
Subtyp lla infikuje telata a 1l1d subtyp infikuje jehnata a kozy (Guilez et al., 2008a,b).
Néami nalezeny subtyp Ila se také bézné vyskytuje u lidi na venkové a je rozSifen
hlavné u novorozenych telat v mnoha zemich svéta (Adamu et al., 2010; Alves et al.,
2003; 2006; Feltus et al., 2006; Glaberman et al., 2002; Holzhausen et al., 2019;
Chalmers et al., 2005; Izzo et al., 2011; Niine et al., 2018; Stantic-Pavlinic et al.,
2003; Xiao a Feng, 2008; Xiao a Ryan, 2004).

Ptitomnost C. muris Vv trusu holubti neni neobvykly. Ptaci se mohou nakazit nebo
kontaninovat v disledku kontaktu s hlodavci, ktefi jsou pfirozenymi hostiteli tohoto
druhu. (Li et al., 2015). Vzhledem k tomu, ze C. muris bylo identifikovano
predevsim u hlodavcu (Condlové et al., 2019; Garcia-Livia et al., 2020; Hikosaka
a Nakai, 2005; Huarkova et al., 2003; Chalmers et al., 1997; Lv et al., 2009;
Murakoshi et al., 2013; Ng-Hublin et al., 2013; Song et al., 2015; Tan et al., 2019;
Torres et al., 2000; Zhao et al., 2019), spise nez aktivni infekci je tfeba brat v tivahu
jen pasivni transport oocyst nebo DNA z excystovanych oocyst zazivacim traktem
hostitele, ktery poziel oocysty spolu skontaminovanou vodou nebo potravou
(Chappell et al., 2015; Kvac et al., 2012; Spanakos et al., 2015).

Cryptosporidium ornithophilus a C. galli infikuje celou tadu ptacich hostiteld.
Ptesto je hostitelské spektrum téchto druhli pravdépodobné uzssi, nez je tomu
u druhu C. baileyi (Holubova et al., 2020a; Meireles et al., 2006; Nakamura et al.,
2009; Santos et al., 2005; Seva et al., 2011). Z 11 studii zalozenych na molekularni
detekci specifické DNA kryptosporidii u holubd, byla pouze u jedné popsana detekce
C. galli (Seixas et al., 2019). Vyskyt tohoto druhu kryptosporidie byl popsan
u divokych holubd, stejné jako v nami popsané studii. Nejcastéjsi vyskyt C. galli byl

zaznamenan u pévcu a papousku (Antunes et al., 2008; lijima et al., 2018; Nakamura
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et al., 2009; 2014; Ng et al., 2006; Seva et al., 2011). Vyskyt C. ornithophilus byl
popsan u pstrost, ale také u hrabavé dribeze a papouskt (Holubova et al., 2020a;
Meireles et al., 2006; Ng et al., 2006; Seva et al., 2011; Wang et al., 2014a).
Tato prace rozsifuje poznani o hostitelském spekturu tohoto druhu kryptosporidie
0 holuby ze fadu mékkozobi.

Cryptosporidium baileyi je druh se Sirokym hostitelskym spektrem. Infekce touto
kryptosporidii byly popsany u velkého mnozstvi ptacich hostitelti napfic témet vSemi
fady tiidy ptaci (Nakagun et al., 2017; Nakamura et al., 2009; Ng et al., 2006;
Qi et al., 2011; Ryan et al., 2003b; Van Zeeland et al., 2008). S ohledem
na hostitelskou specifitu toto druhu kryptosporidie neni jeji vyskyt u holubti v této
studii prekvapivy. Na zaklad¢ celé fady studii byli holubi z trhi, zverimext nebo
farem infikovani nejvice pravé C. baileyi (60 %). Naopak u zdivocelych holubi byl
dominantni vyskyt C. meleagridis (60 %) (Altamini a Al-Zubaidi, 2020; Jasim
a Marhoon, 2015; Kabir et al., 2020; Koompapong et al., 2014; Li et al., 2015; 2016;
Qi et al.,, 2011; Reboredo-Fernandez et al., 2015; Seixas et al., 2019). U obou
sledovanych skupin ptakd v nasi studii byl u chovanych a divokych holubi nejvice
zastoupen druh C. meleagridis (31 %, respektive 50 %).

Z ptacich druhd ma pouze C. meleagridis vyznam pro vetejné zdravi, kvuli
zootickému a antroponickému zptisobu pienosu a relativné vysoké infekénosti
(Wang et al., 2014b). Identifikace oocyst C. meleagridis v pitné a rekreakéni vodé
naznacuje mozné cesty prenosu tohoto parazita na ¢loveka i zvitata (Koloren et al.,
2013; Plutzer et al., 2008). Cryptosporidium meleagridis nalezené v této studii patrné
patii do nové subtypové rodiny, kterou jsme pojmenovali Illk podle pfijaté
nomenklatury gp60 pro Cryptosporidium spp. (Feng et al., 2011). Pted touto praci
bylo identifikovano pomoci gp60 sekvenéni analyzy C. meleagridis deset rodin
subtypu (I11a—111j) (Abal-Fabeiro et al., 2013; Baroudi et al., 2013; Feng et al., 2011;
Stensvold et al.,, 2014; Xiao a Feng, 2017). Jedina provedena subtypizace
C. meleagridis provedena u holubli byla ze vzorkd z trhu v Bangladési.
Identifikované subtypy u holubtl I1IbA21G1R1 a I111bA23G1R1 byly také detekovany
u kufat (Kabir et al., 2020). Subtyp IIIbA23GIR1, nalezeny u holubt, byl dale
nalezen u kiepelek v Brazilii (Cunha et al., 2018) a u lidi v Peru (Wang et al.,
2014b), Cing¢ (nepublikovano), Indonésii a Thajsku (Stensvold et al., 2014). Druhy
subtyp IIIbA21G1R1 byl diive potvrzen u déti s prijmem ve Wu-chanu (Wang et al.,
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2017). Nami detekovany subtyp Illk byl detekovan u obou sledovanych skupin
holubi.

Ackoli je C. meleagridis povazovano za ptac¢i druh, pfizpusobila se Sirokému
spektru hostitel. Experimentalni infekce byla GspéSna u mysi, potkana, kralikd,
telat, gnotobiotickych prasat a lidi (Akiyoshi et al., 2003; Bermudez et al., 1988;
Darabus, 1997; Darabus a Olariu, 2003; Huang et al., 2003; Chappell et al., 2011,
Lindsay et al., 1989; Tumova et al., 2002). Nami ziskany izolat C. meleagridis nebyl
infekéni pro SCID mysSi, zatimco izolat ziskany zkrat byl uspé$né pienesen
na imunosuprimované mysi a z my$i na kufata (Sréter et al., 2000). Hostitelska
specifita C. meleagridis subtypu IlIk by méla byt pfedmétem dalsiho studia.

Nami zjisténa prepatentni perioda izolatu C. meleagridis subtyp Ik,
u infikovanych jednodennich kutat, byla 4 DPl a odpovida prepatentni dobé
u experimentd, kdy kufata zacala vyluCovat oocysty v rozmezi 3—6 DPI (Akiyoshi
et al., 2003; Bermudez et al., 1988; Lidsay et al., 1989; Sréter et al., 2000).
Prepatentni perioda zjisténa v této praci odpovida udajim zjisténym u infekci druhu
C. meleagridis, C. baileyi a C. ornithophilus (4-8 dnt; Holubova, 2020a; Hornok
et al., 1999; Lindsay et al., 1988; Rhee et al., 1991; Tamova et al., 2002).
Variabilitou se vyznacuje i patentni perioda, pti které Casto dochdzi i k samovyléceni
jedince (DuPont et al., 1995; Enemark et al., 2003; Matsui et al., 1999; Tzipori,
1983). U popsanych experimentii byla popsana patentni perioda od 12-21 DPI
(Akiyoshi et al., 2003; Bermudez et al., 1988; Sréter et al., 2000; Tamova et al.,
2002), coz je obdobna délka prepatentni periody, kterou jsme zjistili v nasem
experimentu (15 DPI). Intenzita infekce se pohybovala v nizkych hodnotach
od 2000 do 10 000 OPG. Vyssi intenzitu infekce u kufat popsali Akiyoshi et al.
(2003) a Sréter et al. (2000) v hodnoté od 5 000 000 do 7 000 000 OPG.

Stejné¢ jako u pfirozené infikovanych kufat a krat, nami ziskany izolat
C. meleagridis infikoval ileum vice nez ostatni ¢asti stievniho traktu (Baroudi et al.,
2013; Gharazouglou et al., 2006; Pavlasek, 1994b). U experimentalnich infekci byla
vyvojova stadia C. melearidis detekovana také v céku, kloace a Fabriciové burze
(Akiyoshi et al., 2003; Bermudez et al., 1988; Sréter et al., 2000; Woodmansee et al.,
1988). Na rozdil od Tamové et al. (2002), ktefi u experimentalné infikovanych kutat
popsali vyskyt letargie a pomalejsiho rustu, Stejn¢ jako Akiyoshi et al. (2003),
Bermudez et al. (1988) a Sréter et al. (2000) jsme u experimentalné infikovanych

kurat nezaznamenali Zadné klinické ptiznaky.
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V této praci nebyly pii odbéru holubli pozorovany klinické ptiznaky
kryptosporidiozy, ani nebyl zaznamenan prijem u zaddného z pozitivnich vzorki
trusu. Ptiznaky kryptosporidiové infekce byly popsany pouze ve studiich, u kterych
nebyla provedena molekularni detekce specifické DNA. U holubt byl popsan ubytek
hmotnosti, prijem, stftevni distenze a hyperémie, a také pfitomnost vyvojovych stadii
parazita v epitelu tenkého stieva (Ozkul a Aydin, 1994; Rodriguez et al., 1997).
S ohledem na to, ze studie byly zaméiené pouze na kryptosporidie, 1ze prikladat
moznou primarni piic¢inu zdravotnich problém holubt jinym agens.

Vzhledem tomu, Ze bylo v nasi praci detekovano Sest druhd kryptosporidii,
jsou holubi vyznamnym zdrojem infekce kryptosporidiemi pro jedince stejného druh,

ale 1 pro ¢lovéka a jim chovana hospodarské zvitata.
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6 Zavéry

Celkova prevalence u holubti v Ceské republice byla 2,8 %, konkrétné
2,3 % u zajmove chovanych holubti a 0,5 % u divokych holubt.

Statistické analyzy prokazaly vétsi vyskyt kryptosporidiovych infekci
u zajmove chovanych holubt (x° = 14,5919; stupné volnosti = 1; P > 0,001).
U holubt jsme detekovali C. meleagridis, C. baileyi, C. galli, C. parvum,
C. muris a C. ornithophilus.

Izolat Cryptosporidium meleagridis z holuba byl infekéni pro kufata kura
domaéciho a neinfekéni pro SCID mysi.

Cryptosporidium meleagridis infikovalo duodenum, ileum a kolon kufat kura
domaéciho.

Prepatentni a patentni perioda C. meleagridis u experimentalné infikovanych
kufat domacich jsou 4, respektive 15 dnd.

Izolaty C. parvum nalezely do stejné subtypové rodiny Ila.

Izolat C. meleagridis nalezel do nové subtypové rodiny I11K.

Z4dné z pfirozené nebo experimentalné infikovanych zvifat v této studii
nevykazovalo klinické ptiznaky kryptosporidiozy.

Holubi piedstavuji vyznamny zdroj infekce riznych druhti kryptosporidii jak

pro ¢loveka, tak pro hospodarské zvitata.
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uvedeny identifikacni Cisla sekvenci v GenBank. M¢étitko délky vétvi je uvedeno u

stromu. Cervené znazornéni znaci zdjmové chovy a zelené znazornuje zdivocelé
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identifikacni €isla sekvenci v GenBank. Métitko délky vétvi je uvedeno u stromu.
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