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ANOTACE

Cryptosporidium  (Apicomplexa) je rod jednobunéénych paraziti infikujicich
gastrointestindlni, respira¢ni a urogenitalni trakt vétSiny obratlovci vcetné cClovéka a
zpusobujicich onemocnéni kryptosporididozu. Podle Svétové zdravotnické organizace je
kryptosporidiéza celosvétové se vyskytujicim prijmovym onemocnénim, které postihuje
miliony osob; je druhou nejcastéjsi pfi¢inou umrti kojencli v rozvojovych zemich a je
oznacovana za novou pri¢inu nemocnosti a umrtnosti na celém svété. Kryptosporidie také
zpusobuji zavazné onemocnéni u hospodaiskych zvitat, kde vyvolavaji Casté prijmy a
zpusobuji zna¢né ekonomické ztraty, zejména u mladych jedinct. Ac¢koli jsou kryptosporidie
intenzivné zkoumany jiz vice nez 25 let, vyzkum se do znacné miry zaméfuje na
kryptosporidie u lidi, hospodaiskych zvifat a jinych savci, pficemz kryptosporidiim ptaka
byla dosud vénovana pomérné mald pozornost. V soucasné dobé je popsano 49 platnych
druhti kryptosporidii parazitujicich u Sirokého spektra hostiteld. Kromé platné¢ popsanych
druhii byly popsany desitky genotypil, o kterych neni dostatek tidajli, aby bylo mozné je
oznacit za samostatné druhy. Z téchto druhti a genotypt je Sest druhti, z nichz tfi byly popsany
v ramci této prace, a 20 genotypu specifickych pro ptaky. Tato disertacni prace vyrazné
roz$ifuje znalosti o kryptosporidiich specifickych pro ptdky, zaméfuje se na jejich vyskyt a
diverzitu v ramci 25 fadi a 176 Celedi ptakti, morfologii vyvojovych stadii, hostitelskou a

organovou specifitu, patogenitu a pienos.



ANNOTATION

Cryptosporidium 1s a genus of single-cell protist parasites that infect gastrointestinal,
respiratory and/or urogenital tract of most vertebrates, including humans, and it causes the
disease cryptosporidiosis. According to the World Health Organisation, cryptosporidiosis is a
global diarrhoeal disease affecting millions of individuals; it is the second most common
cause of infantile death in developing countries and is has been identified as an emerging
cause of morbidity and mortality worldwide. The disease is also severe in livestock, causing
profuse diarrhoea and considerable economic losses in farmed young animals. Although
Cryptosporidium has been under intensive investigation for more than 25 years, research has
been heavily biased towards Cryptosporidium in humans, livestock, and other mammals, with
comparatively little attention paid to Cryptosporidium in birds. Currently, there are 49
described valid Cryptosporidium species infecting a wide spectrum of animals. In addition to
the validly described species, dozens of genotypes have been described that lack sufficient
data to justify a species designation. Out of these, six species, three were described within this
thesis, and 20 genotypes has been reported to be bird specific. The thesis greatly expands the
overview of bird-derived Cryptosporidium, focusing on its prevalence and diversity across 25
orders and 176 families within the class Aves, morphology of developmental stages, host- and

organ specificity, pathogenicity and transmission.



SOUHRN

Predmétem této disertacni prace je studium vyskytu a diverzity kryptosporidii infikujicich
ptéky. Béhem studia bylo ziskano a vySetfeno pomoci mikroskopickych a molekuldrnich
metod 4740 vzorkl trusu ptakt z 25 tadd a 176 rodt z9 zemi, konkrétné 2928 vzorka
z Ceské republiky, 301 ze Slovenska, 732 z Chorvatska, 25 z Polska, 90 z Jihoafrické
republiky, 238 z Nového Zélandu, 11 ze Spojenych arabskych emiratl, 345 z Alzirska a 70
z USA. Specifickd DNA kryptosporidii byla detekovdna na lokusech gent koédujicich malou
podjednotku rRNA (SSU), aktin, heat shock protein (HSP70), thrombospondin-related
adhesive protein (TRAP-C1), Cryptosporidium oocyst wall protein (COWP) a 60 kDa
glykoprotein (gp60) v 255 (5,4 %) ptipadech. Fylogenetické analyzy prokazaly pfitomnost 11
druhti a 6 genotypt kryptosporidii. Nejcastéji byly detekovany druhy C. baileyi (65/4740; 1,4
%), C. proventriculi (35/4740; 0,7 %) a Cryptosporidium sp. goose genotyp Id (33/4740; 0,7
%). Naopak nejmén¢ Casto byl detekovan Cryptosporidium sp. avian genotyp 1 (2/4740; 0,04
%). Na zakladé fylogenetickych a experimentalnich studii byl popsén jeden novy genotyp -
Cryptosporidium avian genotyp VI z vlhovce Cervenoktidlého a tii nové druhy - C. avium z
kakarikiho rudocelého, C. proventriculi z papouska konzského a C. ornithophilus z pStrosa
dvouprstého. Velikost oocyst vSech nové popsanych druhti se od sebe lisila. Oocysty C. avium
meftily 6,3 x 4,9 um, C. proventriculi 7,4 x 5,7 um a C. ornithophilus 6,1 x 5,2 um. Studium
tkanové specifity prokazalo vyvoj C. avium v tenkém a slepém stfeve, ale také ledvinach a
mocovodech. Vyvojova stadia C. proventriculi byla nalezena v proventrikulu a ventrikulu.
Druh C. ornithophilus infikoval slepé a tlusté¢ stievo spolu s Fabriciovou burzou.
Cryptosporidium avium ziskané z papouskd, byl infekéni pro kur doméci z fadu hrabavych,
kachnu domaci patfici do fadu vrubozobych, ale piekvapivé neinfekéni pro bazanta obecného.
Druh C. proventriculi byl infekéni pro korelu chocholatou z fadu papouski, nikoliv vSak
andulku vlnkovanou, kterd také patfi mezi papousky. Kur doméci byl v experimentalnich
podminkdch vnimavy kinfekci C. ornithophilus. Ani jeden vySe jmenovany druh
kryptosporidii nebyl infek¢ni pro laboratorni mysi kmene SCID a BALB/c. Vysledky naSich
studii vyraznym zplusobem rozsifily nase znalosti o veékové specifité a pribchu infekce
riznych druhil a genotypti kryptosporidii parazitujicich u ptaka. Cryptosporidium avium patii
mezi druhy kryptosporidii, u kterych byl prokadzén ptfenos parazita na hostitele u vSech
vekovych kategorii vybranych skupin ptdkt. U Cryptosporidium ornithophilus jsme na
zéklad¢ nami provedenych experimenta zjistili krat$i prepatentni periodu u mladsich jedincii

nez u dospélych, ktefi mohou byt k infekci méné citlivi z divodi jiz prodélané
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kryptosporidiové infekce. Béhem naSich experimentli jsme nezaznamenali zadné klinické
ptiznaky ptakd infikovanych druhy C. avium, C. proventriculi a C. ornothophilus.
V neposledni fadé¢ byla tato disertacni prace rozSifena o vyzkum zaméfeny na kultivaci
kryptosporidii pomoci kufecich embryi. Byla uspéSné zpracovana a opakované ovérena

metodika pro uspésnou infekci embryi druhy C. baileyi a C. parvum.

SUMMARY

The subject of this thesis is the study of the occurrence and diversity of cryptosporidia
infecting birds. During the study, 4,740 bird faecal samples from 25 orders and 176 genera
from 9 countries, namely 2,928 samples from the Czech Republic, 301 from Slovakia, 732
from Croatia, 25 from Poland, 90 from South Africa, 238 from New Zealand, 11 from the
United Arab Emirates, 345 from Algeria and 70 from the USA, were obtained and examined
using microscopic and molecular methods. Cryptosporidium-specific DNA was detected at
loci of genes encoding small subunit rRNA (SSU), actin, heat shock protein (HSP70),
thrombospondin-related adhesive protein (TRAP-C1), Cryptosporidium oocyst wall protein
(COWP) and 60 kDa glycoprotein (gp60) in 255 (5.4 %) cases. Phylogenetic analyses
revealed the presence of 11 species and 6 genotypes of Cryptosporidium. The most frequently
detected species were C. baileyi (65/4,740; 1.4 %), C. proventriculi (35/4,740; 0.7%) and
Cryptosporidium sp. goose genotype Id (33/4,740; 0.7%). In contrast, Cryptosporidium sp.
avian genotype | was the least frequently detected (2/4,740; 0.04%). Based on phylogenetic
and experimental studies, one new genotype, Cryptosporidium avian genotype VI, was
described from the red-winged blackbird, and three new species, C. avium from the red-
fronted parakeet, C. proventriculi from the red-fronted parrot and C. ornithophilus from the
ostrich. The oocyst size of all newly described species differed from each other. Oocysts of C.
avium measured 6.3 X 4.9 um, C. proventriculi 7.4 x 5.7 um and C. ornithophilus 6.1 x 5.2
um. Tissue specificity studies showed the development of C. avium in the small intestine and
caecum but also in the kidney and ureters. Developmental stages of C. proventriculi were
found in the proventriculus and ventriculus. Cryptosporidium ornithophilus infected the
caecum and colon together with bursae of Fabricius. Cryptosporidium avium, obtained from
parrots, was infectious to the domestic chicken belonging to the order Galliformes, the
domestic duck belonging to the order Anseriformes, but surprisingly non-infectious to the

common pheasant. The species C. proventriculi was infectious to the cockatiel of the order



Psittaciformes, but not to the budgerigar, which also belongs to the order Psittaciformes. The
domestic chicken was susceptible to infection by C. ornithophilus under experimental
conditions. Neither of the above-mentioned Cryptosporidium species was infective to
laboratory mice of the SCID and BALB/c strains. The results of our studies have greatly
increased our knowledge of the age specificity and infection course of different species and
genotypes of cryptosporidia parasitizing birds. Cryptosporidium avium is one of the
cryptosporidial species that have been shown to transmit the parasite to the host at all ages in
selected groups of birds. In case of Cryptosporidium ornithophilus, based on our experiments,
we found a shorter prepatent period in younger individuals than in adults, which may be less
susceptible to infection because of previous cryptosporidial infection. During our
experiments, we did not observe any clinical signs in birds infected with C. avium, C.
proventriculi and C. ornothophilus species. Finally, this thesis has been extended to include
research on Cryptosporidium cultivation using chicken embryos. A methodology for
successful infection of embryos with C. baileyi and C. parvum species was successfully

developed and repeatedly validated.



UvVOD

Miliony let trvajici vyvoj ptakli sméfoval ziejmé k jednomu cili, a to k ovladnuti
vzdusného prostoru. Postupem casu urcité skupiny ptakl z rozli¢nych diivoda schopnost 1état
ztratily. Néktefi ptaci dorostli takovych rozmeéri, ze jejich obrovska téla by svaly kiidel
nemohly unést (pStros dvouprsty (Struthio camelus)), moisti ptaci se specializovali na lov
potravy pod hladinou a jejich télo se zdokonalovalo v plavani, zatimco na sousi si vystacili
jen s pomalou a kolébavou chiizi a 1état viibec nepotiebovali (tu¢iidci — Sphenisciformes).
Dalsi ptaci se schopnosti 1état "dobrovolné" vzdali (kiviové (Apterygiformes), papousek
zemni (Pezoporus wallicus) a kakapo sovi (Strigops habroptila)), protoze ji v zivoté
nepotiebovali a neuplatiiovali. Vyvoj nékterych ptakli probihal na jednom misté, ¢asto na
izolovanych ostrovech nebo v nedostupnych oblastech, poskytujicich dostatek potravy a spolu
s nimi se vyvijeli 1 jejich paraziti. Naopak jini ptaci diky své schopnosti migrovat na velké
vzdalenosti mohli pienasSet rizné patogeny z jedné oblasti do druhé a predstavovat tak
potencialni zdroj infekce pro dalsi ptaci druhy, ale i ¢loveéka a jim chovand zvifata (Ryan et al.
2014, Nakamura et Meireles 2015).

Paraziti rodu Cryptosporidium jsou nejcastéjsi plivodci parazitdrnich onemocnéni volné
zijicich, v zajeti a hospodarsky chovanych ptaka (O'Donoghue 1995, Sréter et Varga 2000).
Vzhledem k omezenému mnozstvi studii provedenych na ptacich hostitelich, zlistavd mnoho
otazek nezodpovézenych. Mezi zdkladni otazky patii i) je druhova diverzita ptacich
kryptosporidii obdobna té, kterou zndme u kryptosporidii savcd, ii) jsou ptaci kryptosporidie
hostitelsky, v€koveé a tkanové specifické, iii) jaka je patogenita a pribch infekce ptacich
kryptosporidii nebo iv) mohou byt ptaci hostitelé savcich kryptosporidii?

Pocet druhti ptakti vyrazné pievysuje pocet zastupct tfidy savcl, u nichz byla popsana
velka diverzita kryptosporidii, nicméné bylo dosud popsano pouze 6 platnych druht ptacich
kryptosporidii, z nichz 3 (tuéné¢ zvyraznéno) byly popsany vramci této prace:
Cryptosporidium meleagridis (Slavin 1955), Cryptosporidium baileyi (Current et al. 1986),
Cryptosporidium galli (Pavlasek 1999, Ryan et al. 2003b), Cryptosporidium avium
(Holubova et al. 2016), Cryptosporidium proventriculi (Holubova et al. 2019) a
Cryptosporidium ornithophilus (Holubova et al. 2020) a 20 genotypd, o kterych nemame
dostatek udajt, aby bylo mozné je oznacit za samostatné druhy. Tato disertac¢ni prace vyrazné
rozsifuje piehled o kryptosporidiich specifickych pro ptaky, zamétuje se na jejich vyskyt a
diverzitu v ramci 25 fadt a 176 celedi, morfologii vyvojovych stadii, hostitelskou a

organovou specifitu, patogenitu a pienos.



CiL PRACE

Cilem této prace je studovat vyskyt, diverzitu a biologii ptacich kryptosporidii u vybranych
skupin ptaki.

Nasledujici konkrétni dilci cile predstavuji jednotlivé kroky vyzkumu nezbytné

pro dosazeni hlavniho cile:

Vyhodnotit vyskyt a prevalenci kryptosporidiovych infekci u volné Zijicich ptak, u
ptakt ze zoologickych zahrad, v chovech exotického ptactva, na riiznych ptacich

farmach a u pernaté zvéie chované mysliveckymi spolky.

Prokazat hostitelskou specifitu a infektivitu riznych druhii a genotypti kryptosporidii

pomoci experimentalnich infekci.

Popsat biologii ziskanych druhti a genotypt kryptosporidii, zejména prub¢h infekcee,

patogenitu a lokalizaci vyvojového cyklu vcetné popisu vyvojovych stadii.

Popsat diverzitu kryptosporidii ptdkii pomoci multilokusové genotypizace a

fylogenetickych analyz.
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SHRNUTI VYSLEDKU A DISKUZE

VSechny dosaZené vysledky (obrazky, grafy, tabulky), pouZity material a metody je

mozno nalézt v disertacni praci a publikacich v ni pFiloZenych.

Paraziti rodu Cryptosporidium jsou nejCastéj$i ptivodci parazitarnich onemocnéni volné
zijicich, v zajeti a hospodatsky chovanych ptaki (O'Donoghue 1995, Sréter et Varga 2000).

Pocet druhti ptakti vyrazné pievysSuje pocet zastupct tfidy savcd, u nichz byla popsana
velka diverzita kryptosporidii, nicméné bylo dosud popsano pouze 6 platnych druhl ptacich
kryptosporidii: Cryptosporidium meleagridis (Slavin 1955), Cryptosporidium baileyi (Current
et al. 1986), Cryptosporidium galli (Pavlasek 1999, Ryan et al. 2003b), Cryptosporidium
avium (Holubova et al. 2016), Cryptosporidium proventriculi (Holubovéa et al. 2019) a
Cryptosporidium ornithophilus (Holubova et al. 2020) a 20 genotyptd, o kterych nemame
dostatek udaji, aby bylo mozné je oznalit za samostatné druhy. Kromé hostitelsky
specifickych kryptosporidii byly u ptdkt nalezeny i1 druhy, které jsou typické pro savce (C.
andersoni, C. canis, C. hominis, C. muris a C. parvum). Tyto pfipady miizeme vysvétlit

nahodnym pozienim oocyst a u ptaka byla zachycena pouze pasaz (Fayer et al. 2001, Xiao et

al. 2007).

Vyskyt a diverzita ptacich kryptosporidii

V ramci doktorského studia bylo ziskdno a vySetieno 4740 vzork trusu ptakt z 25 fadu a
176 rodii z 9 zemi. Z toho 2928 vzorkii pochézelo z Ceské republiky, 301 ze Slovenska, 732 z
Chorvatska, 25 z Polska, 90 z Jihoafrické republiky, 238 z Nového Zélandu, 11 ze Spojenych
arabskych emiratt, 345 z Alzirska a 70 z USA. Celkovy pocet pozitivnich vzorkd ptakd na
kryptosporidie byl 255 (5,4 %). Tento vysledek odpovidd primérné promotenosti volné
zijicich ptakt 3,96 % (1945/49129, 95 % CI: 3,79-4,13; Wang et al. 2021).

Procento infikovanych ptakt se napti¢ riznymi studiemi a vékovymi kategoriemi pohybuje
od 0 do 100 % (Curtis et al. 2015, Iijima et al. 2018, Wang et al. 2021). Velky rozptyl jak v
publikovanych, tak nagich vysledcich miize byt ovlivnén fadou faktorii. Castou pii¢inou miize
byt zptisob vypoctu prevalence z rizné velkych skupin vysetfovanych jedincii. Pomérné casto
jsou publikovany vysledky, které jsou ziskany pouze z malého vzorku jedincti, nékdy pouze z
jednoho jedince (Nakagun et al. 2017, Oliveira et al. 2017b, Seixas et al. 2019). Také vypocet

prevalence z jiz pfedem vybrané skupiny, naptiklad ptakt trpicich klinickym onemocnénim,
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vyraznym zpusobem zkresluje vysledky (Curtis et al. 2015, Makino et al. 2018). Této chybé
jsme se v nasi praci snazili vyhnout, i kdyz z nékterych zastupct se nam nepodafilo ziskat
reprezentativni pocet vzorku.

Druhym, velmi dilezitym faktorem je hostitelska specifita jednotlivych druhii a genotypt
kryptosporidii. V rdmci nami provedenych studii jsme nejcastéji detekovali C. baileyi
(65/4740; 1,4 %), C. proventriculi (35/4740; 0,7 %) a Cryptosporidium sp. goose genotyp Id
(33/4740; 0,7 %). Naopak nejméné Casto byl detekovan Cryptosporidium sp. avian genotyp |
(2/4740; 0,04 %). Ptehled vSech nalezenych druhti a genotypt je piehledné popsan v Tabulce
5, ktera je soucasti disertacni prace (kapitola 4.1). Zatimco druh C. baileyi, ktery byl v rdmci
naSich studii detekovan u 15 druht ptakid patticich do 13 rodd v ramci 9 Celedi ze 7 tadu
(hrabavych, mékkozobych, papouskil, pévcii, pstrosii, vrubozobych a sokoll) a celosvétove
dale také u dravct a sov (napf. Nakamura et al. 2009, Ng et al. 2006, Wang et al. 2021),
Cryptosporidium sp. avian genotyp I se zda byt hostitelsky adaptovan pouze na kanara
divokého (Serinus canaria), coz se shoduje jak s nasimi vysledky prace, tak se studiemi ve
sveté (napt. Camargo et al. 2018, Ng et al. 2006). Obdobné tomu je u Cryptosporidium avian
genotypu VI, ktery byl nalezen v ramci této prace pouze u vlhovct Cervenokiidlych (Agelaius
phoeniceus) (Chelladurai et al. 2016). U kachny divoké (4nas platyrhynchos) jsme popsali
izolat, ktery nebyl doposud popsan a v brzké dobé bude opublikovén jako novy ptaci genotyp.

Biologickd a molekularni charakterizace novych druhii a genotypu
kryptosporidii.

Morfologie a morfometrie oocyst ptacich kryptosporidii

Ackoli morfologie a morfometrie oocyst je jednou ze zakladnich podminek pro popis
nového druhu, nejsou tyto udaje spolehlivym diagnostickym znakem a pro identifikaci druhu,
piipadné genotypu kryptosporidii je nezbytna molekularni charakterizace. Mikroskopicky je
od sebe mozné odlisit druhy parazitujici v zaludku, které maji obecné vétsi, ovalné oocysty,
od druhti s vyvojem ve stfevé, které maji mensi okrouhlé oocysty. Také v rdmci jednotlivych
fylogenetickych linii existuji vyznamné rozdily. Oocysty C. galli (zaludecni druh) jsou
mnohem véEtsi nez oocysty sttevniho druhu C. ornithophilus, ale vramci stievnich
kryptosporidii nelze od sebe odlisit oocysty C. ornithophilus, C. avium a C. baileyi (Holubova
et al. 2021). Cryptosporidium meleagridis ma morfometricky identické¢ oocysty s druhem
C. parvum, za ktery bylo Casto v minulosti zaménovano a ktery byl v n€kolika ptipadech u

ptakt detekovan (napi. Graczyk et al. 1998, Nakamura et al. 2009, Oliveira et al. 2017).
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Prestoze je velikost oocyst C. meleagridis vyrazné¢ mensi nez u ostatnich ptacich
kryptosporidii parazitujicich ve stfeveé, skuteCné vyuziti rozdili mezi druhy pfi jejich
diferenciaci je velmi omezené. Obdobné¢ je tomu 1 u v ramci linie Zalude¢nich kryptosporidii.
Oocysty C. galli mohou byt zaménény s oocystami Cryptosporidium avian genotyp IV a
Cryptosporidium Eurasian woodcock genotyp. Piestoze vSechny zminéné kryptosporidie maji
oocysty vétsi nez C. proventriculi, rozdil ve velikosti neni prakticky vyuzitelny pro rozliSeni
pomoci svételné mikroskopie.
Cryptosporidium avium

Oocysty C. avium pochézejici z prirozené infikovanych papouskil (kakariki rudocely) byly
morfometricky shodné s oocystami, které byly ziskany z experimentalné infikovanych slepic
a které metily 5,30-6,90 um (primér = 6,26 pm) x 4,30-5,50 um (pramér = 4,86 um) a
indexu tvaru 1,29 (1,14-1,47). Oocysty C. avium nelze morfometricky odlisit od oocyst
dalSich ptacich druht a genotypii kryptosporidii jako naptiklad C. baileyi a C. ornithophilus
(Holubové et al. 2016, Meireles et al. 2006, Ng et al. 2006, Qi et al. 2011).
Cryptosporidium proventriculi

Oocysty C. proventriculi jsou z hostitele vylucovany vysporulované a obsahuji 4
sporozoity a rezidudlni télisko. Velikost oocyst ziskanych z pfirozené infikovanych korel
[6,70-8,40 um (pramér + SD = 7,35 £ 0,41 um) x 5,10-6,30 um (pramér + SD = 5,70 + 0,32
um) s pomérem mezi délkou a Sitkou 1,08—1,41 (primér = SD = 1,23 + 0,11)] se nelisila od
oocyst ziskanych z experimentalné¢ infikovanych korel, u kterych méfily oocysty 6,60—8,40
um (pramér £ SD = 7,37 £ 0,44 um) x 5,00-6,40 pm (pramér = SD = 5,80 £+ 0,35 um) s
pomérem mezi délkou a Sitkou 1,06-1,43 (pramér = SD = 1,25 + 0,10). Oocysty C.
proventriculi jsou vétsi nez oocysty C. avium a C. baileyi (P < 0,001) a nepatrné mensi nez
oocysty C. galli (Holubova et al. 2019).

Cryptosporidium ornithophilus

Oocysty z pfirozené infikovanych pStrostt méftily 5,24—6,77 pm (pramér + SD = 6,13 +
0,35 um) x 4,68-5,5 um (pramér = SD = 5,15 £+ 0,24 um) s pomérem délky k Siice 1,06-1,36
(pramér = SD = 1,19 + 0,08) a shodovaly se s velikosti oocyst ziskanych z experimentalné
infikovanych kufat, housat a korel. Velikost oocyst C. ornithophilus ziskanych v ramci
disertacni prace (6,1x5,1 pum, Holubova et al. 2020) byla srovnatelnd s vysledky
uveiejnénymi ve studiich Santos et al. (2005) a Meireles et al. (2006), v ramci nichz autofi

zjistili velikost oocyst 6,0x4,8 um.
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Hostitelska a tkarnova specifita ptacich kryptosporidii

Studie o prib&hu kryptosporidiovych infekci a hostitelské a tkanové specifité jsou Casto
chybéjici Casti biologické charakteristiky kryptosporidii, a to nejenom u druht infikujicich
ptaky (napft. Fayer et Santin 2009, Kvac et al. 2018, Ryan et al. 2008, Zahedi et al. 2021).

Morfologie a morfometrie dalSich stadii Zivotniho cyklu a variabilita v ramci Zivotniho
cyklu (napt. dals$i vyvojova stadia — merogonie), stejné jako urceni predilekéniho mista
infekce miiZze poskytnout cenné informace pro odliSeni jednotlivych druht (Holubova et al.
2020, Jezkova et al. 2021). Tento pfistup vSak vyzaduje velké usili zahrnujici podrobné
zkoumani kazdého hostitele z hlediska infikovanych tkdni a néslednou casové a financné
naro¢nou analyzu pomoci rtiznych typi barveni, histologické zpracovani tkdni a elektronovou
mikroskopii. Zminény pfistup je pro béznou diagnostiku neprakticky a dalo by se fict 1
nepouzitelny, ale pro popis novych druhtl je tento postup nezbytny (Kvac et al. 2014, Jezkova
et al. 2021).

Vysledky tady studii provedenych nejen na ptacich ukézaly, ze jednotlivé druhy, a
samoziejm¢ 1 genotypy kryptosporidii jsou charakterizovany Uzkou tkéanovou specifitou.
Vyvoj pfislusného druhu kryptosporidie je vétSinou vazan na jedno konkrétni predilekéni
misto infekce (Holubova et al. 2020, Kvac et al. 2014, 2018, Lindsay et al. 2010, Ryan et al.
1999). Znalost mista infekce spolu s morfologickou charakterizaci oocyst miize byt velmi
uzitecna pii determinaci druhu/genotypu. Nicméné lze najit fadu ptipadii, kdy se morfologie
oocyst a lokalizace infekce mezi jednotlivymi druhy ptekryva. Piikladem mutze byt C.
ornithosphilus, které se vyskytuje ve slepém stieve ptaka stejné jako C. avium (Holubova et
al. 2016, 2020). V tenkém stievé nékterych hlodavcl, konkrétné v jejunu a ileu, byly
lokalizovany druhy C. ditrichi a C. alticolis (Condlova et al. 2018, Hor¢ickova et al. 2019).
V tenkém stieve prasat 1ze nalézt C. scrofarum a C. parvum (Kvac et al. 2013, Li et al. 2013).
V tlustém stievé potkanti se vyskytuje nejen C. occultus, ale vyjimecné také C. meleagridis

(Kimura et al. 2007, Kvac et al. 2013, 2018).

Na zaklad¢ naSich experimentl jsme urcili tkdflovou specifitu u nami popsanych druhd.
Cryptosporidium ornithophilus infikuje slepé a tlusté sttevo spolu s Fabriciovou burzou, C.
avium bylo nalezeno v tenkém a slepém stfeve, ale také ledvindch a mocovodech a C.

proventriculi bylo nalezeno v proventrikulu a ventrikulu.

Dalsi, neméné¢ vyznamnou biologickou vlastnosti jednotlivych druht a genotypt
kryptosporidii je jejich hostitelska specifita (Holubova et al. 2018, Li et al. 2016, Sréter et al.
2000, Widmer et al. 2020). Na zéklad¢ experimentalnich infekci bylo prokazano, ze C. avium
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ziskané z kakarikiho rudocelého patticiho do fadu papouskovitych, je infekéni pro kur domaci
(Gallus gallus f. domestica) z tadu hrabavych, kachnu domaci (dnas platyrhynchos f.
domestica) patiici do fadu vrubozobych, ale piekvapivé neinfekéni pro bazanta obecného
(Phasianus colchicus). Vnimavost kura domaciho k infekci C. avium byla popsana jiz v roce
2014 u brojlerovych kutat v Ciné (Wang 2014). Oproti druhu C. meleagridis, u kterého byla
popsana infektivita pro savce vcetné¢ mysi, potkanii, kralikti, skotu a ¢lovéka (Cama et al.
2003, Darabus et Olariu 2003, Elwin et al. 2012, Pedraza-Diaz 2001, Xiao et Ryan 2004),
nebyla infekce C. avium popsana u jinych nez ptacich hostitelt. V ptipad¢ C. proventriculi
jsme na zakladé experimentl zjistili, ze tento druh je infekéni pro korelu chocholatou z fadu
papouskil, nikoliv vSak andulku vinkovanou, ktera také patii mezi papousky. Dale C.
proventriculi, které bylo detekovano u fady zastupct fadu papouski, pévcil, Splhavcei, a
vrubozobych (Cano et al. 2016, Ferrari et al. 2018, Nakamura et al. 2014, Noaves et al. 2018),
neni infekéni pro kufata a SCID mysi. Diky provedenym experimentim jsme dale zjistili, ze
C. ornithophilus neni infekéni pro savce (laboratorni my$i s riznym stupném
imunodeficience), ale naopak je infek¢ni pro husy a korely. Na rozdil od studii Santos et al.
(2005) a Meireles et al. (2006), se nam podafilo experimentaln¢ pifenést infekci C.
ornithophilus na kufata. Vysledky nasi prace a dalSich studii ukdzaly, ze C. ornithophilus
infikuje celou tadu riznych ptacich hostiteld riznych tada ptakiti (napt. Ng et al. 2006,
Nguyen et al. 2013, Sevé et al. 2011). Tato Sir$i hostitelska specifita je obdobna jako byla
pozorovana u fylogeneticky ptibuzného druhu C. avium, ale podstatné¢ mensi, nez je u C.
baileyi, druhu, ktery je infekéni pro vétSinu ptakl (napt. Bermudez et al. 1988, Curtiss et al.

2015, Holubova et al. 2016).

Sledovani hostitelské a s tim spojené tkanové specifity je zatizeno né€kolika potencialnimi
problémy. Na zakladé doporuceni uvedenych v literatufe, ale zejména na zaklad¢ vlastnich
zkuSenosti je tfeba pfihlizet na stafi, podminkdm skladovani a metoddm zpracovani oocyst,
kter¢ mohou ovliviiovat jejich infekce schopnost a na imunitni stav a vék hostitele, které
mohou vyznamné ovlivnit vysledek experimentu (Fayer et Xiao 2007, Holubova et al. 2016,
2018, Kvac et al. 2013, 2016). Idealni je pouzivat Cerstvé, nanejvys vSak dva mésice staré
oocysty, které jsou skladovany pii teplot¢ 4-8 °C (Horcickova et al. 2018, Jezkova et al.
2021, Kvac et al. 2018). Imunosuprimovani a imunodeficitni jedinci, jsou vice vnimavi k
infekci kryptosporidii, ale prepatentni perioda muze byt vyrazné¢ prodlouzena (Kvac et al.
2011). Tento fenomén je tfeba brat v Uvahu, aby nedoSlo k pfedcasnému ukonceni
experimentu (Kva¢ et al. 2008). Také jedinci, ktefi se jiz v minulosti setkali s
kryptosporidiovou infekci mohou byt k nédsledné infekci rezistentni nebo méné vnimavi, coz
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A4

al. 2010). Toto je tfeba brat do tvahy, zejména v piipadech, kdy jsou pro experimentalni

infekce pouzivana zvitata z konvencnich chovii nebo odchycené ve volné ptirodé.

Variabilita vekové specifity ptacich kryptosporidii

Existuje jen malo studii, které se pfimo zabyvaly vékovou specifitou kryptosporidii ptakd,
a proto jsme se na toto téma zam¢fili. Mnoho hostitelt vykazuje v priibéhu ontogeneze zmény
v citlivosti vii¢i infekénim agens. U zastupct rodu Cryptosporidium byly popsany tfi typy
vztahll mezi hostitelem a parazitem v zavislosti na véku (Kvac et al. 2014c).

1. Vnimavost parazita neni zavisla na véku hostitele. Pfikladem jsou:

* Cryptosporidium andersoni — jsou vnimavé vSechny veékové kategorie skotu (Kvac et al.

2014c).

* Cryptosporidium baileyi — byla uspésn¢ infikovana kufata v rGzném véku (Sréter et al.
1995, Sréter et Varga 2000).

2. K infekci jsou vnimavi pouze mladi jedinci.

» Laboratorni mySi BALB/c a telata se nakazi C. parvum pouze v juvenilnim véku (Santin et
al. 2004, Fayer et al. 2006, 2007), dospéli jedinci téchto hostiteli jsou k infekei vnimavi
vyjimecné.

» Cryptosporidium galli je infekéni pro 9denni, ale ne pro 40denni kurata (Pavlasek 2001).

3. K infekci dojde aZ od urcitého véku hostitele.

* Cryptosporidium scrofarum je infekéni pro prasata starsi 5 tydna (Kvac et al. 2014c)

Prubéh infekce, véetné prepatentni a patentni periody, byl do souc¢asné doby znam pouze u
Ctyt platnych ptacich druhii (Current et al. 1986, Holubovéa et al. 2016, Ryan et al. 2003b,
Slavin 1955). Vysledky nasich studii vyraznym zpiisobem rozsitily znalosti o vékové specifité
a pribéhu infekce u nékolika dalSich druhli a genotypt kryptosporidii parazitujicich u ptaka.

Cryptosporidium avium patii mezi druhy kryptosporidii, u kterych je prokazan prenos
parazita na hostitele u vSech vékovych kategorii vybranych skupin ptakt (ptilohy II. a IV.
disertacni prace). Prepatentni perioda C. avium u kachen domacich (4-6 dni) je podobna
prepatentni periodé C. baileyi a C. meleagridis (4-8 dni; Hornok et al. 1998, Lindsay et al.
1988, Timova et al. 2002). Sréter et al. (1995, 2000) popsali vliv véku kutat na prab¢ch
infekce C. baileyi. Vysledky jejich studii ukazaly, ze prepatentni perioda C. baileyi je znacné

krat§si u 9dennich nez u ldennich kufat. Soucasné¢ pozorovali delsi patentni periodu u
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mladsich kufat. Protoze druh C. avium je fylogeneticky blizce ptibuzny pravé C. baileyi,
mohli bychom ocekévat obdobny pribéh infekce. Tato hypotéza nebyla v nasi studii
potvrzena. Experimentaln¢ jsme neprokazali vliv véku na délku prepatentni a patentni periody
u infekci zptasobenych druhem C. avium. Piestoze ptaci béhem experimentu vylucovali jen
malé mnozstvi oocyst, délka infekce trvala po celou dobu experimentu nezéavisle na véku
zvirat. Lze pfedpokladat, Zze ndmi vyvolané infekce by pokracovaly v chronické formé nékolik
mésict. Toto tvrzeni opirame o fakt, ze kakariki rudocely, z kterého byl ziskan izolat pro nasi
studii vylucoval oocysty C. avium vice nez 5 mésici (Holubova et al. 2016). Taktéz byla
zjisténa infekce vyvolana C. avium u 7letého kakadu inka (Lophochroa leadbeateri) (Curtiss

et al. 2015), coz podporuje tvrzeni, ze i starsi jedinec se miize timto parazitem nakazit.

U C. ornithophilus jsme na zakladé nami provedenych experimentl zjistili kratsi
prepatentni periodu u mladSich jedinci (juvenilni jedinci méli prepatentni periodu od 4 do 8
DPI) nez u dospélych (specifickou DNA zacali vylucovat az od 8 DPI), ktefi mohou byt k
infekci méné citlivi z davodi jiz prodélané kryptosporidiové infekce. Cryptosporidium
ornithophilus se vyskytuje pfevazné u mladsich jedincli, coz potvrzuje nalez tohoto druhu
pfevazn¢ u kufat (Nguyen et al. 2013, Wang et al. 2011) a mlzeme piedpokladat, ze
nepfitomnost oocyst C. ornithophilus u starSich pstrosi by mohla byt vysvétlena rezistenci
souvisejici s vékem. Obdobny fenomén byl popsan u rtznych hostitelti infikovanych C.

baileyi, C. muris nebo C. andersoni (napt. Kvac et al. 2009, Lindsay et Blagburn 1990).

Délka prepatentni periody C. proventriculi (6 DPI) byla podobna druhiim C. meleagridis a
C. baileyi, které infikuji stievo (4—8 dnli; Hornok et al. 1999, Lindsay et al. 1988, Rhee et al.
1991, Timova et al. 2002), a zaroven kratsi nez 25 dni, kterou popsal Pavlasek (2001) u kurat
infikovanych C. galli. Na zéklad¢ mikroskopického, histologického a molekularniho vysetieni
gastrointestindlniho traktu bylo zjisténo, ze SCID mysi, andulky vinkované a kufata nejsou

vnimava k infekci C. proventriculi (Holubova et al. 2019).

Patogenita ptacich kryptosporidii

Patogenita kryptosporidii infikujicich ptaky, ale také savce, je velmi variabilni. Na zdklad¢
provedenych experimentii jsme zjistili patogenitu u ndmi popsanych druht. Zalude&ni
kryptosporidie u savcl nezptsobuji do takové miry poskozeni zaludku ¢i thyn hostitele jako
naptiklad ptaci kryptosporidie C. galli, pro kterou je typicky vyskyt klinického onemocnéni s
vysokym procentem Umrtnosti (napi. Blagburn et al 1987, Morganetal 2001). Mezi znamé
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klinické ptiznaky C. galli patii priijem, apatie, ztrdta hmotnosti (napf. Antunes et al. 2008,

Lindsay et al. 1991, Pavlasek 1999, 2001).

V ramci této prace jsme studovali zaludecni druh C. proventriculi, ktery je jedinym
popisem zalude¢ni kryptosporidie, kterd byla detekovana jak ve zldznatém, tak i svalnatém
zaludku. Béhem naSich experimenti jsme nezaznamenali zadné klinické piiznaky u
infikovanych ptaki. Makino et al. (2010) popsal chronické zvraceni spojené s ubytkem
hmotnosti u hrdli¢ek, které byly pfirozené infikované C. proventriculi. Histopatologické
vySetieni uhynulych hrdlicek ukézalo zvétSeni proventrikulu a hyperplazii duktalniho epitelu
proventrikularnich zlaz. Rozdily v nasi studii s jinymi studiemi si mizeme vysvétlit tim, ze
zatimco naSe pokusy trvaly pouze 30 dni, pfirozené infikovani ptaci mohli byt infikovani i
nékolik mésicti. Podobné byly histopatologické zmény a klinické ptiznaky pozorovany u
savcll chronicky infikovanych zalude¢nimi druhy C. proliferans, C. andersoni nebo C. muris

(napt. Anderson 1987, Ozkul a Aydin 1994).

U zvitat infikovanych C. ornithophilus jsme nezaznamenali zaddné klinické piiznaky
kryptosporidiozy, coz je v souladu s dal§imi studiemi (Ng et al. 2006, Merieles et al. 2006). V
nekterych studiich je spojovédna infekce kryptosporidiemi pstrosich kutat s vyhiezy kloaky,
enteritidy a pankreatitidy (Penrith et al. 1994, Ponce Gordo et al. 2002, Santos et al. 2005).
Nicméné v téchto studiich nebyla provedena genotypizace a nelze tedy s jistotou tvrdit, ze se
jednalo o infekci zptisobenou C. ornithophilus.

VétSina ptakt infikovanych C. avium, kteti byli vySetfeni v rdmci této préace, ale i ve svéte,
vcetné experimentalné infikovanych slepic a andulek, nevykazovala zadné klinické piiznaky
kryptosporidiozy (Ng et al. 2006). Curtis et al. (2015) popsal kryptosporididézu zpisobenou C.
avium u Tletého kakadu inka (Lophochroa leadbeateri), ktery vykazoval priznaky letargie,

anorexii a kloakalni prolaps.

Molekularni diagnostika kryptosporidii

Diagnostika kryptosporidii zalozena na molekularni detekci je ve srovnani s
mikroskopickym vySetfenim senzitivngj$i (Kvac et al. 2014b, Xiao 2010). Udavana citlivost
se nejCasteji pohybuje od 1 az 10 oocyst v analyzovaném vzorku (Kvac 2008, Smith et al.
2006, Thompson et Ash 2016). Hlavni vyhodou molekularnich metod je moznost spolehlivé
odlisit jednotlivé druhy, genotypy a subtypy kryptosporidii. Dalsi vyhodou je moznost
izolovat DNA témét z jakéhokoliv materidlu (napt. Enemark et al. 2002, Plutzer et Karanis

2007). Ale 1 molekularni metody maji sva uskali. VétSina vSech dnes zndmych druha a
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genotypl je charakterizovana na zaklad€ odliSnosti SSU. Nicméné pouziti pouze sekvenci
SSU k odvozeni evoluénich vztaht kryptosporidii mize vést k chybnym zavérim (Jezkova et
al. 2021, Li et al. 2014, Stenger et al. 2015). Proto je nutné pii fylogenetickych analyzach
pouzivat i dalsi lokusy, jako jsou geny kédujici aktin, HSP70, TRAP-C1, COWP a gp60
(Morgan-Ryan et al. 2001, Tang et al. 2016). Zjisténi vnitrodruhové variability nebo smiSené
infekce vyzaduje i) opakované sekvenovani produktd PCR, ii) klonovani produkti PCR s
naslednym sekvenovanim nebo iii) sekvenovani nové generace (Grinberg et al. 2013, Paparini
et al. 2015, Stenger et al. 2015). Bézné je pouzivano Sangerovo sekvenovani, ale omezenim
tohoto pristupu je, ze smiSené infekce nejsou obvykle detekovany kviili nizké intenzité
infekce jednoho nebo vice druhii a genotypti kryptosporidii oproti vysoké intenzité infekce

dominantniho druhu/genotypu ve vzorku (Grinberg et al. 2013).

Z vyse uvedenych divodii byly vSechny ndmi provedené studie zalozené na multilokusové
genotypizaci. Vzdy byla provedena genotypizace na lokusech kodujicich SSU, aktin, HSP70,
COWP, TRAP-C1 a gp60. V piipadé, ze nebylo mozné amplifikovat vybrany lokus pomoci
bézné pouzivanych sad primert, byly navrzeny vlastni primery (Chelladurai et al. 2016). Pro

popis nového druhu kryptosporidie byly vzdy sekvenovany minimalné tfi geny.

Model kurecich embryi pro pomnoZeni oocyst Cryptosporidium parvum a
Cryptosporidium baileyi

V soucasné dobé neexistuje postup, jak dokoncit vyvojovy cyklus kryptosporidii v in vitro
podminkach a vSechny védecké tymy ve svété jsou odkdzany na ziskdvani parazith z
piirozené nebo experimentalné infikovanych zvifat (Arrowood 2002). Zadna ,,asp&na“ in
vitro kultivace kryptosporidii nebyla totiz doposud uspésné zopakovana a implementovéana do
bézné laboratorni praxe. V soucasné dobé lze k védeckym ucelim vyuzit pouze tii druhy
kryptosporidii, C. parvum, C. hominis a C. muris, které¢ jsou komercn¢ dostupné (Vinayak et
al. 2015, Wanyiri et Ward 2006a). Vzhledem k tomu, ze vétSina kryptosporidii je uzce
hostitelsky specificka, je in vivo udrzovani jednotlivych druht a genotypt kryptosporidii
technicky, ekonomicky a biologicky velmi narocné (Kvac et al. 2014b, Li et al. 2015b).
Pokud bychom chtéli pracovat pouze s druhy a genotypy kryptosporidii, které jsou infekcni
pro clovéka (Ortega et Kvac 2013), znamenalo by to ziskdvat oocysty z celé fady raznych
hostiteltl, jako jsou skot, ovce, konég, prasata, kralici, mysi, mysice, hrabosi, potkani, veverky,
jezci nebo dribez (Jezkova et al. 2021, Kvac et al. 2013, 2018, Laatamna et al. 2018), coz je

finanéné¢ a technicky velmi ndro¢né. Navic u téchto hostiteli jsou infekce casto
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asymptomatické s velmi nizkou produkci oocyst (Holubova et al. 2016, Horc¢ickova et al.

2018, Kvac et al. 2013a,b, Némejc et al. 2013).

V roce 2014 byl zvefejnén Clanek o uspésném pomnozeni C. baileyi (druh hostitelsky
specificky pro ptdky) v embryich kura domaciho (Huang et al. 2014). Nezodpovézenou a
neotestovanou otdzkou zustavalo, zda jsou ptaci, respektive jejich embrya vnimava k infekci
hostitelsky nespecifickymi druhy a genotypy kryptosporidii. V fad¢ epidemiologickych studii
byly u ptaki v malém procentu piipadli detekovany sav¢i druhy a genotypy kryptosporidii
(Ferrari et al. 2018, Helmy et al. 2017, Ng et al. 2006, Santin et al. 2004, Zylan et al. 2008).
Vysledky Huanga et al. (2014) nas inspirovali k vyzkumu zaméfenému na kultivaci
kryptosporidii pomoci kufecich embryi. Nasim cilem bylo zjistit, do jaké miry miize infekce
ve stadiu embrya zvysit mnoZeni oocyst kryptosporidii u kufat. Imunita ptaka je v podstaté
analogickd se syst¢émem savcli (Chen et al. 2013, Juul-Madsen et al. 2014, Kaiser 2010,
Zhang et al 2004). Embryo miize byt ve vajicku chranéno pouze pasivni imunitou, kterd
souvisi s matefskymi protilatkami, které jsou pienaSeny na potomstvo vaje¢nym zloutkem z
imunnich matek (Toman 2009). B-buniky se vyvijeji mezi 7.—14. dnem inkubace a od 15. dne
kolonizuji sekundéarni lymfatické organy. T-bunky, vyvijejici se v brzliku a které jsou zasadni
pro uspésné zvladnuti kryptosporidiové infekce, opoustéji brzlik 2-3 dny pred vylihnutim
(Jilek 2014, Toman 2009). Pravé tento fakt spolu s moznosti ziskavat nasadova vejce od
zdravych nosnic délad z vajec, respektive embryi v nich, potencidlné¢ idedlni inkubator pro
kultivaci kryptosporidii.

Pro vyzkum jsme pouzili dva druhy kryptosporidii, a to C. baileyi a C. parvum, které byly
inokulovany do alantoisu devaty den inkubace kufecich embryi a perordlné do jednodennich
kurat. Vysledky experimentu ukazaly, ze:

» Velikost infek¢éni davky nema vliv na prib¢h infekce ani u embryi, ani u jednodennich
kufrat.

+ Kufata infikovana jako jednodenni vylucovala vyznamné méné oocyst nez kufata
infikovana jako embrya.

» U vSech kufat, kterd byla infikovana jako embrya druhem C. baileyi byla specifickd DNA
této kryptosporidie detekovana po vylihnuti ve vSech vySetiovanych organech vyjma mozku.
Béhem Sesti dni po vylihnuti doslo k vymizeni infekce z ledvin, jater, piedzaludku a zaludku.

Ostatni organy zustaly pozitivni az do konce experimentu.
» U kutat infikovanych C. baileyi ve v€ku jednoho dne po vylihnuti byla infekce detekovana

pouze v prudusnici, jicnu, dvanactniku a jejunoileu.
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* U kurat infikovanych druhem C. parvum ve véku jednoho dne po vylihnuti se infekce

rozvinula pouze v tenkém stieve.

* U kufat infikovanych stejnym druhem kryptosporidie ve fazi embrya doslo k rozvoji

infekce 1 v pridusnici, slepém a tlustém stfeve a kloace.

» Kufata infikovana C. baileyi jako embrya uhynula do 16 dnti po vylihnuti. VSechna ostatni

kutata se z infekce samovylécila.

* Byla zpracovéana a opakované ovétena metodika pro GspéSnou infekei embryi

kryptosporiiemi, jejichz podrobny popis je soucasti disertacni prace.

ZAVERY

Detekce kryptosporidii vyskytujicich se u ptaki pomoci molekularnich metod.

Byly detekovany vSechny znamé ptaci druhy kryptosporidii, kdy nejcastéji
detekovanym druhem bylo Cryptosporidium baileyi a C. proventriculi. Z vice jak 20
znamych ptacich genotypl bylo detekovano 6 genotypl, z nichZ nejvice zastoupenym
genotypem byl Cryptosporidium sp. goose genotyp Id a naopak nejméné casto byl
detekovan Cryptosporidium sp. avian genotyp 1.

Kromé hostitelsky specifickych kryptosporidii byly u ptdkt nalezeny i druhy, které

jsou typické pro savce (C. andersoni, C. canis, C. hominis, C. muris a C. parvum).

Biologicka a molekularni charakterizace novych druht a genotypu kryptosporidii

Byly popséany tii nové ptaci druhy kryptosporidii: Cryptosporidium avium sp. n.,
Cryptosporidium proventriculi sp. n. a Cryptosporidium ornithophilus sp. n., a dva
nové genotypy, z nichz Cryptosporidium avian genotyp VI byl v rdmci této praci jiz
publikovan a genotyp nalezeny u kachny divoké bude pfedmétem dalSiho badani.

V ramci popisu druhu byla popsdna morfologie a morfometrie oocyst, hostitelska a
tkanova specifita a patogenita.

Kryptosporidiové infekce ptaki nejsou vétSinou provazeny klinickymi piiznaky

onemocnéni.

Kultivace kryptosporidii pomoci kurecich embryi

Kufeci embrya jsou vnimava k infekci stfevnimi kryptosporidiemi, C. baileyi

specifickém pro ptdky a C. parvum, které je jen omezené¢ infekéni pro ptaky v
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postnatalni fazi vyvoje. Byla zavedena metoda kultivace C. parvum a C. baileyi v
kutecich embryich s mnohondsobn¢ vyssi vytéznosti oocyst nez u jinych, dosud

pouzivanych metod.
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