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Abstract

V pribéhu roku 2012 byli na 10 vybranych lokalitach v Ceské republice vysetieni
volné zijici hlodavei z rodu Apodemus na ptitomnost kryptosporidiovych infekci.
Celkem bylo odebrano 207 vzorkd trusu, 182 vzorkd z mySice lesni (Apodemus
flavicollis) a 25 kusi mySice kiovinné (Apodemus sylvaticus), a vySetfeno
na  piitomnost  Cryptosporidium  spp. pomoci  specifického  barveni
anilin-karbol-methyl violeti a molekularnimi metodami. Mikroskopické vysetieni
vzorkt odhalilo pfitomnost oocyst Cryptosporidium sp. ve 24 vzorcich mysice lesni
(Apodemus flavicollis) a v 1 vzorku mySice kiovinné (Apodemus sylvaticus).
Genomova DNA byla izolovana jak z mikroskopicky pozitivnich, tak negativnich
vzorkl. Pomoci nested PCR amplifikujici ¢ast genu kodujiciho malou ribozomalni
podjednotku (SSU rRNA) byla detekovana ptitomnost specifické DNA
kryptosporidii ve 25 vzorcich. Stejnych vysledkit bylo dosazeno 1 u nested PCR
amplifikujici gen kodujici aktin. VSechny mikroskopicky pozitivni vzorky byly
soucasn¢ 1 PCR pozitivni. Pouze 19 vzorka bylo uspésné sekvenovano a nasledné
fylogenetické analyzy ukézaly piitomnost 2 novych genotypt. Prvni genotyp
je fylogeneticky nejblize C. ubiquitum (1 vzorek) a druhy genotyp (obsahujici
nékolik podskupin) je fylogeneticky pfibuzny s Cryptosporidium canis (18 vzorki).
Nové genotypy se zdaji byt hostitelsky specifické, nicméné tato hypotéza musi byt
v budoucnu ovétena pomoci experimentalnich infekci. Dle naSich znalosti se jedna
o prvni popis téchto genotypid u zastupct rodu Apodemus a soucasné o prvni popis

vubec.

Kli¢ova slova: Cryptosporidium spp.; Apodemus; diverzita; PCR



Summary

We investigated the species and genotypes of Cryptosporidium infecting wild
rodents from the genus Apodemus in ten areas in the year 2012 in the Czech
Republic. A total of 207 faecal samples, 182 samples of Apodemus flavicollis and 25
of Apodemus sylvaticus, were screened for presence of Cryptosporidium spp. using
both the aniline-carbol-methyl violet staining method and molecular tools.
Microscopy examination revealed the presence of Cryptosporidium sp. oocyst in 24
samples of Apodemus flavicollis and 1 sample of Apodemus sylvaticus. Genomic
DNA was isolated from both microscopy positive and negative samples. Using
the nested PCR amplifying gene encoding the small ribosomal subunit (SSU rRNA)
25 samples were detected positive for the presence of Cryptosporidium-specific
DNA. The same results were obtained also in the nested PCR amplifying gene
encoding actin. All microscopy positive samples were also PCR positive. Only 19
samples were successfully sequenced, following phylogeny analyses showed
presence of two new genotypes. First genotype is phylogenetically related
to Cryptosporidium ubiquitum (1 sample) and the second genotype (consisting
of several subgroups) related to C. canis (18 samples). The new genotypes seem
to be host specific, however this hypothesis needs to be verified using experimental
infection in the future. This is the first report of these Cryptosporidium genotypes

in Apodemus spp. and for the first time ever.

Keywords: Cryptosporidium spp.; Apodemus; diverzity; PCR
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1. Uvod

Zastupci rodu Cryptosporidium jsou jednobunécni, obligatni parazitiéti prvoci
s epiplazmatickou lokalizaci endogennich vyvojovych stadii, kteti infikuji buiky
gastrointestinalni soustavy celé tfady obratlovcl (ryb, obojzivelnikli, plazd, ptaka
a savcu) véetné¢ lidi (Dubey et al. 2002; Fayer et al. 2000; Ziegler et al. 2007).
U imunokompetentnich jedinct zptsobuji tito prvoci vodnaty prijem, ale u pacienti
se snizenou imunitou mohou zptsobovat dehydratujici chronické prijmy s fatalnimi
nasledky (Guk et al. 2004; Sunnotel et al. 2006).

K popsani prvnich druhi kryptosporidii doSlo jiz na pocatku 20. stoleti,
ale az na konci 20. stoleti byly kryptosporidie uznany jako vyznamné patogeny.
Jako prvni popsal v roce 1907 Ernest Edvard Tyzzer Zivotni cyklus tohoto prvoka,
kterého nalezl ve sliznici zaludku laboratornich myS$i a pojmenoval ho
Cryptosporidium muris (Tyzzer 1907). V roce 1912 byl stejnym autorem popsan
dals$i druh kryptosporidii s vyvojovym cyklem v tenkém stievé mySi nazvany
jako Cryptosporidium parvum (Tyzzer 1912). V dne$ni dobé je znamo vice nez 30
druht kryptosporidii a velké mnozstvi jejich genotypt (Kvac et al. 2013a).

Hlodavei v mnoha ekosystémech ptedstavuji jeden z hlavnich zdroji potravy
pro predatory, rychle se mnozi a mohou fungovat i jako vektory mnoha chorob.
Jejich vSudypfitomnost ve volné pfirodé a synantropni zpisob zivota muze
predstavovat vyznamny zdroj infekénich agens jak pro hospodaiska zvitata,
tak predevSim pro clovéka. U zastupcu podceledi Murinae (pravé mysi) byly
popsany piirozené infekce riznymi druhy a genotypy rodu Cryptosporidium,
napt. C. andersoni, C. muris, C. parvum nebo C. tyzzeri, pficemz vSechny zminéné
druhy kryptosporidii jsou soucasné infekéni pro ¢lovéka (Raskova et al. 2013).
Do soucasné doby byly ptirozené infekce u mysic studovany jen v nékolika malo
ptipadech, nicméné vSechny prace byly zalozeny pouze na mikroskopické detekci
a morfologickych odlisnostech exogennich vyvojovych stadii (napt. Bajer 2008;
Bajer et al. 2001; Bednarska et al. 2007).



2. Literarni prehled

2.1 Historie

K popsani prvnich druhti kryptosporidii doslo jiz na pocatku 20. stoleti,
ale az na konci 20. stoleti byly kryptosporidie uznany jako vyznamné patogeny.

Jako prvni popsal Ernest Edvard Tyzzer v roce 1907 Zivotni cyklus tohoto prvoka,
kterého nalezl ve sliznici zaludku laboratornich mys$i a pojmenoval ho
Cryptosporidium muris (Tyzzer 1907). V roce 1912 byl stejnym autorem popsan
dal§i druh kryptosporidii s vyvojovym cyklem Vtenkém stievé mySi nazvany
jako Cryptosporidium parvum (Tyzzer 1912). V pofadi tietim druhem rodu
kryptosporidium bylo C. meleagridis popsané u krat v roce 1955 (Slavin 1955).
Jako pivodci prijmovych onemocnéni skotu jsou kryptosporidie zminovany v roce
1970 (Meutin et al. 1974; Panciera et al. 1971) a v roce 1976 dochazi i k nalezu
parazita rodu Cryptosporidium u imunokompromitovanych lidi (Meisel et al. 1976;
Nime et al. 1976).

2.2 Taxonomie

Kryptosporidie se v sou¢asné dob¢ tadi do ¢eledi Cryptosporiidae v ramci kmene
Apicomplexa. Diive byly kryptosporidie na zékladé vyvojového cyklu
V gastrointestinalnim traktu nespravné tfazeny mezi kokcidie (Fayer et al. 1997).
Pozdéjsi molekularni analyzy vSak odhalily bliz§i ptibuznost s gregarinami
(Gregarinasina) nez s kokcidiemi (Coccidiasina) (Carreno et al. 1999).

V soucasné¢ dobé je znamo vice nez 30 druhi kryptosporidii a velké mnozstvi
jejich genotypt (Kvac et al. 2013a). Platné druhy rodu Cryptosporidium spolu

s jejich typickymi hostiteli jsou uvedeny v tabulce 1.



Tabulka 1. Platné druhy kryptosporidii se svymi typickymi hostiteli.

Nazev druhu Typicky hostitel
C. andersoni Skot (Bos taurus)
C. baileyi Kute (Gallus gallus)
C. bovis Skot (Bos taurus)
C. canis Pes (Canis familiaris)
C. cichlidis Ryby (Pterophyllum scalare)
C. cuniculus Kralik (Oryctolagus cuniculus)
C. ducismarci Zelvy (Malacpcht_e_rsus tornieri, Testudo marginata,
Testudo horsfieldii)
C. fayeri Klokan (Macropus rufus)
C. felis Kocka (Felis catus)
C. fragile Ropucha (Duttaphrynus melanostictus)
. Ptaci (Spermestidae, Fringillidae, Gallus gallus,
C. galli -
Tetrao urogallus, Pinicola enucleator)
C. hominis Clovék (Homo sapiens)
C. macropodum Klokan (Macropus giganteus)
C. meleagridis Krocan (Meleagris gallopavo)
C. molnari Ryby (Sparus aurata, Dicentrarchus labrax)
C. muris Mys (Mus musculus)
C. nasorum Ryby (Naso literatus)
C. parvum Mys (Mus musculus)
C. reichenbacklinkei Cichavec (Trichogaster leeri)
C. ryanae Skot (Bos taurus)
C. scophthalmi Ryby (Scophtalmus maximus)
C. scrofarum Prase (Sus scrofa)
. Hadi (Elaphe guttata, E. subocularlis, Sanzinia
C. serpentis .
madagascarensis)
C. suis Prase (Sus scrofa)
C. tyzzeri Mys (Mus musculus)
C. ubiquitum Savci (Mammalia)
.. Plazi (Eumeces schneideri, Varanus griseus, Elaphe
C. varanii
guttata)
C. viatorum Clovék (Homo sapiens)
C. wrairi Morce (Cavia porcellus)
C. xiao Ovece (Ovis aries)

2.3 Prenos infekce

Infekéni oocysty jsou velmi odolné ve vnéjsim prosttedi a jsou nejcastéji
uvolnovany do prostiedi prostiednictvim vykali hostitele. Oocysty si mohou
zachovat za vhodnych podminek (vlhka pida, povrchové vody - kde teplota neklesa

pod bod mrazu) infek¢nost i po dobu 6 mesict (Bednarska et al. 2003; Fayer 2004).
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Hostitelé mohou byt infikovani pfimym kontaktem, nebo nepitimo - konzumaci
kontaminovanych potravin a vody (Feng 2008; Ziegler et al. 2007).
Za nejvyznamnéjsi zdroj ptenosu kryptosporidii je v dne$ni dobé povazovana voda,

at’ uz se jedna o vody pitné nebo rekreacni (Bednarska et al. 2007).

2.4 Zivotni cyklus

Zastupci rodu Cryptosporidium maji slozity zivotni cyklus, ktery délime
na sexualni a asexudlni reprodukéni faze. Dle mista pribéhu vyvojového cyklu
je mozno tento rod délit na dvé rizné skupiny. U prvni skupiny dochazi k vyvoji
V zalude¢nim epitelu a u druhé v epitelu stiev. RozliSeni lze provézt jiz podle
odlisnych tvart a velikosti oocyst. Druhy infikujici epitel jak tenkého, tak tlustého
stteva vytvareji mensi a kulaté oocysty, zatimco druhy vyvijejici se v pravém
zaludku svych hostiteld maji vétsi ovalné oocysty. V ramci tohoto pravidla existuji
i vyjimky, naptiklad C. baileyi u kufat upfednostiiuje dychaci trakt a kloaku
(Current et al. 1986).

Vlastni vyvojovy cyklus zafind pozitim zivotaschopnych oocyst vnimavym
hostitelem. Infekéni davka se v zavislosti na odolnosti 1i8i u jednotlivych hostiteli,
i malé mnozstvi oocyst je schopné vyvolat onemocnéni (Zambriski et al. 2013).
Oocysty se dostavaji do gastrointestindlniho nebo dychaciho traktu, kde dochazi
k excystaci a uvolnéni ¢tyf infekénich sporozoitd aktivné napadajicich buriky epitelu
(Hijjawi et al. 2002). Poté dochazi k asexualnimu mnoZeni (merogonic)
za postupného vzniku dvou typu odliSnych meronta (Hijjawi et al. 2004). Meronti
typ I. obsahuji 6-8 merozoitl, pficemz merogonie se opakuje. V piipadé nasledné
merogonie Il. typu jsou produkovani jen 4 merozoiti, ktefi davaji vzniknout
mikro- a makrogametocytim a vyvojovy cyklus piechazi do sexualni faze
(Sunnotel et al. 2006).

Pii pohlavnim mnoZeni (gametogonie) dochazi ke vzniku gamontt, samcich
mikrogamontd a samic¢ich makrogamontu. Nasleduje vznik mikro- a makrogamet
z mikro- a makrogamontli a po nasledném oplozeni makrogamety mikrogametou
dochazi k formovani zygoty (Sunnotel et al. 2006). Zygota dale prochazi sporogonii
(meiosa) a uvniti ni vznikaji 4 sporozoity (Liu et al. 2009). U druhu C. parvum byla
popsana produkce dvou druhd oocyst, tenkosténnych oocyst zplsobujicich

autoinfekci hostitele a silnosténnych oocyst uvoliiovanych do vnéjsiho prostiedi
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(cca 80 %) (Sunnotel et al. 2006). U ostatnich druhii kryptosporidii nebyla
pfitomnost tenkosténnych oocyst prokazana. Zivotni cyklus kryptosporidii

je znazornén na obrazku 1.

Obrazek 1. Zivotni cyklus parazitd rodu Cryptosporidium. Po pozieni (ev. inhalovani)
oocysty vhodnym hostitelem dochazi k excystaci (a) a k uvolnéni sporozoitii, parazitujicich
v burnikach epitelu gastrointestinalniho traktu (b, ¢) nebo v jinych tkanich (napt. dychaciho
ustroji). V téchto bunkach se parazit asexualné rozmnozuje (schizogonie nebo merogonie)
(d, e, f) a pak se sexualné mnoZi (gametogonie) a produkuje mikrogamonty (samci - Q)
a makrogamonty (samici - h). Po oplodnéni makrogamety mikrogametami vznika zygota (i)
a nasledné dva rizné typy oocyst, silnosténné, které jsou bézné vylu¢ovany ven z hostitele

(i), a tenkosténné oocysty, které se podileji zejména na autoinfekcich (k).

Meront |. typu

o 0 0 Sporozoit

Silnosténna oocysta Gocyeia I"pﬁ?—* I ) \
S o

0 Trophozoit
—

Y g

AUTOINFEKCE

Tenkosténna oocysta

Mikrogamont

Mikrogamety

Nerozliseny
gamont

Meront II. typu
Merozoit -
n, SEXUALNI CYKLUS

Zygota

(upraveno dle Current et Garcia 1991)

2.5 Hostitelska specifita

VétsSina  druhit  kryptosporidii  neni  pfisné  hostitelsky  specifickych,
napi. Cryptosporidium parvum - nejméné hostitelsky specificky druh, bylo
detekovano a experimentalné pteneseno do celé fady hostiteli vcetné clovéka
(Fayer 2004). Za hostitelsky specifické je povazovano C. baileyi u kutat, C. canis
u psu, C. felis u koc¢ek, C. meleagridis u krat a C. muris u mysi nebo C. wrairi

u morcat. Nicméné vSechny tyto druhy mohou zptisobovat infekce lidi a proto jsou
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povazovany za zoonotické (Caccio et al. 2002; Ditrich et al. 1991; Guyot et al. 2001;
Pedraza-Diaz et al. 2000; Pedraza-Diaz et al. 2001; Xiao et al. 2001).

2.6 Klinické priznaky kryptosporidiozy

Kryptosporididza, onemocnéni zpusobené =zastupci rodu Cryptosporidium,
je povazovana za velmi vyznamnou zoond6zu. U imunokompetentnich jedincti tento
prvok zplisobuje mirny az vycerpavajici vodnaty prijem, ale u pacientl se snizenou
imunitou muize zpusobovat dehydratujici chronické prijmy s fatdlnimi nasledky
(Guk et al. 2004; Sunnotel et al. 2006). V prujmech je nékdy piitomna sliznice,
ale krev a leukocyty jsou velmi vzacné (Fayer 2004). Prlijmové onemocnéni lidi
mize byt doprovazeno bolestmi biicha, nechutenstvim, nevolnosti, zvracenim,
ztratou hmotnosti, hore¢kou, tnavou a dychacimi problémy. U zvitat jsou klinické
piiznaky vzéacné. Pokud se vyskytuji, jsou podobné klinickym ptiznakim u lidi
(Fayer 2004). Primérna doba trvani nemoci se pohybuje v rozmezi od 2 do 26 dn,
nejéastdji vak 12 dni. Zadoucim vysledkem odpovédi imunitniho systému

je samovyléceni (,,self- cure®), které nastavd u imunokompetentnich jedinct.

2.7 Prubéh infekce

Prepatentni obdobi, doba od pozieni infekénich oocyst po vylouCeni oocyst
do vn¢jsiho prostiedi, je zavisla na hostiteli, druhu a genotypu kryptosporidie
a infek¢ni davee (Hijjawi et al. 2002). Mezni hodnota je 3—24 dnti. Inkuba¢ni doba
trva piiblizné 5-7 dni (Fayer et al. 2005). Vlastni patentni doba, vylu¢ovani oocyst
do vnéjsiho prostiedi, trva nejcastéji v rozmezi 1-20 dni. Tato doba je také ovlivnéna
dal$imi faktory jako je hostitel, druh Cryptosporidium a dalsi (Hijjawi et al. 2002).
Patentni a prepatentni obdobi nékterych druhd kryptosporidii jsou uvedeny

v tabulce 2.
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Tabulka 2. Patentni a prepatentni obdobi nékterych druhti kryptosporidii u nejdulezitéjsich

hostitelti.
Druh Hostitel  Prepatentni obdobi (dny)  Patentni obdobi (dny)

C. andersoni skot 18 >90

C. baileyi kute 4-24 18

C. bovis skot 10-12 18

C. felis kocka 5-6 7-10

C. galli drtibez 5 6

C.hominis  &lovek 45 Dle stavu imunitniho
systemu

C. muris mys$ 6-21 20-30

tele 2-7 1-12

C. parvum ovik Yy Dle stavu i’rnunitniho
systemu

C. scrofarum prase 6-7 >30

C. suis prase 2-9 9-15

C. tyzzeri mys 67 24-28

2.8 Terapie a prevence

V pribéhu posledniho desetileti byl u mnoha testovanych chemoterapeutik
prokazan znacny toxicky Uc¢inek na organismus nebo vyskyt rezidui v ZivociSnych
produktech. Ackoli néktera lé¢iva vyznamné zkracuji dobu trvani prijmi a snizuji
mnozstvi vyluCovanych oocyst (Hijjawi et al. 2004), do dneSni doby neni znamo
z4dné ucinné chemoterapeutikum vhodné k 1€¢b¢ hlavné imunokompromitovanych
jedinct (Ryan et al. 2003). V ptipad¢ vypuknuti infekce je nutné zajistit rehydrataci
a iontovou rovnovahu organismu. Za prevenci lze povazovat zakladni hygienické

navyky (Feng 2008).

2.9 Kryptosporidie a kryptosporidiéza hlodavci

Kryptosporidiozam hlodavcii by méla byt vénovana zvlastni pozornost, zmiflovani
autofi se domnivaji, Ze hlodavci slouZzi jako rezervoary téchto parazitta (Kimura et al.
2007; Klesius et al. 1986; Raskova et al. 2013). Vyznamna je i vSudypiitomnost
hlodavcl ve volné ptirodé a v okoli hospodaiskych zvitat (Feng 2008). Kromé toho,
hlodavci predstavuji velmi vhodny model pro studie, a to diky dynamice a vysoké
rozmanitosti populaci (Bajer 2008).

Cryptosporidium ubiquitum obvykle se vyskytujici u buvolce bélocelého

(Damaliscus pygargus phillipsi), jelena siky (Cervus nippon), jelence béloocasého
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(Odocoileus virginianus), nyaly jizni (Tragelaphus angasii) a u dalsich,
bylo nalezeno i u nékterych hlodavct (Feng et al. 2007; Perz et Le Blancq 2001;
Ryan et al. 2003; Wang et al. 2008). Dale byl popsan vyskyt C. wrairi u morcete
domaciho (Cavia aperea porcellus) (Feng et al. 2010) a C. meleagridis u kiecka
dlouhoocasého (Peromyscus maniculatus) (Feng et al. 2007; Xiao et al. 2002).

U hrabosi bylo detekovano Cryptosporidium vole genotype | a Cryptosporidium
muscrat genotype Il (Feng et al. 2007; Ziegler et al. 2007). U veverek byly popsany
infekce zpusobené C. parvum, C. muris, Cryptosporidium squirrel genotype, cervine
genotype, ferret genotype, skunk genotype, chipmunk genotype I, a deer mouse
genotype Il (Feng et al. 2007; Kvac¢ et al. 2008; Sundberg et al. 1982;
Ziegler et al. 2007).

Oocysty kryptosporidii morfologicky podobné C. muris byly nalezeny v Ceské

republice u burunduka paskovaného (Eutamias sibiricus) (Hurkova et al. 2003).

2.9.1 Kryptosporidie a kryptosporidiéza podceledi pravé mysi

(Murinae)

V ramci zastupct podceledi pravé mysi (Murinae) byly dosud popsany nasledujici

druhy a genotypy kryptosporidii:

2.9.1.1 Zalude¢ni druhy a genotypy kryptosporidii

Zaludeéni kryptosporidie nezptisobuji zadné klinické ptiznaky, plné nelze zjistit
ani vSechny makroskopické zmény. Za charakteristické histopatologické zmény jsou
povazovany hypertrofie, atrofie a metaplazie zlaznatého epitelu a dilatace
infikovanych Zlaz (Anderson 1987; Aydin et Ozkul 1996; Kva¢ et Vitovec 2003;
Ozkul et Aydin 1994).

Cryptosporidium andersoni

Velikost oocyst je 7,7 (6,9-8,7) x 6,2 (5,5-6,9) um, boéni zplosténi chybi
(Hijjawi et al. 2002). Excystace sporozoitti oocyst C. andersoni je stejna jako
u C. parvum (Hijawi et al. 2001). Pravé pii excystaci je velmi dilezité kyselé

prostiedi Zalude¢nich §tav (Hijjawi et al. 2002).
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Cryptosporidium andersoni pfirozené¢ se vyskytujici u skotu se ukazalo
byt infekéni i pro laboratorni mysi (Matsubayashi et al. 2005). Infekce C. andersoni
byla popsana také u krysy malé (Mastomys coucha) (Kvac et al. 2007).

Cryptosporidium muris

Vysporulované oocysty méfi piiblizné¢ 84 (7,5-9,8) x 6,3 (55-7,0) um
(Iseki 1986).

Studie ukazaly, ze druh C. muris je schopny infikovat Sirokou Skalu dalSich
hostitelt v€etné mySice ktovinné (Apodemus sylvaticus) (Torres et al. 2000),
mysice vychodni (Apodemus speciosus) (Murakoshi et al. 2013), potkana ostrovniho
(Rattus exulans) (Ng-Hublin et al. 2013) a mysi domaci (Mus musculus) (Chalmeres
et al. 1994). Torres et al. (2000) nalezl kombinované infekce C. parvum a C. muris
u 5,8 % Apodemus sylvaticus.

2.9.1.2 Stievni druhy a genotypy kryptosporidii

Cryptosporidium parvum

Velikost oocyst je 4,2 (4,2-5,8) x 4,8 (3,5-5,0) um (Hijjawi et al. 2002). Oocysty
C. parvum byly nalezeny v trusu potkant (Rattus norvegicus) v Japonsku (Inseki
1986; Miyaji et al. 1989) a ve Velké Britanii (Webster et Macdonald 1995),
ale také i u krys (Rattus rattus) v Japonsku (Miyaji et al. 1989; Yamura et al. 1990)
a potkand ostrovnich (Rattus exulans) na Filipinskych ostrovech (Hg-Hublin et al.
2013). U domacich mysi (Mus musculus) v USA byla zjisténa prevalence 30 %
(Klesius et al. 1986). Vyzkum Vv Anglii, zjistil pfitomnost C. parvum u divokych
hlodavcu (M. domesticus, A. sylvaticus a C. glareolus) (Chalmers et al. 1997).
U mysice lesni (Apodemus flavicollis) dosahovala prevalence v Polsku 15 %,
u nornikd rudych (Clethrionomys glareolus) 20 % - (Sinski et al. 1993)
a ve Spanélsku u my3ice kiovinné (Apodemus sylvaticus) 35,2 % (Torres et al. 2000).
Pozd¢jsi vyzkum na stejné lokalité prokazal prevalenci 24 % u Apodemus sp., 23 %
u C. glareolus a (Sinski et al. 1998).

Cryptosporidium tyzzeri
Velikost oocyst je 4,64 (4,59-4,69) x 4,19 (4,13-4,25) um (Ren et al. 2012).
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Foo et al. (2007) popsal nalez Cryptosporidium mouse genotype | u mysi domaci

(Mus domesticus). Tento genotyp byl pozdé&ji piejmenovan na C. tyzzeri.

Cryptosporidium ubiquitum
Oocysty méti 5,04 (4,71-5,32) x 4,66 (4,33-4,98) um (Fayer et al. 2010).
Murakoshi et al. (2013) nalezl C. ubiquitum u mySice vychodni (Apodemus

speciosus), tento nalez byl podloZen i molekularnimi analyzami.

2.9.1.3 DalSi druhy a genotypy kryptosporidii infikujici pravé mysi
(Murinae)

U potkant ostrovnich (Rattus exulans) na Filipinskych ostrovech bylo poprvé
popsano Cryptosporidium scrofarum a Cryptosporidium suis-like genotype,
dale byly nalezeny i Cryptosporidium rat genotypes 1-1VV (Ng-Hublin et al. 2013).
U mysice vychodni (Apodemus speciosus) bylo popsano Cryptosporidium muris
Japanese field mouse genotype (Hikosaka at Nakai 2005). Murakoshi et al. (2013)
ve své praci popisuje nalez doposud nepopsaného genotypu Cryptosporidium
v mySici vychodni (Apodemus speciosus) s odlisnymi znaky nez Cryptosporidium
muris Japanese field mouse genotype a navrhuje ho pojmenovat jako Naruko
genotype. Foo et al. (2007) popsal nalez nového genotypu Cryptosporidium mouse

genotype II u mysi domaci (Mus domesticus).

2.10 Charakteristika zastupcta rodu Mysice (Apodemus)
vyskytujicich se v Ceské republice

Rod Apodemus zahrnuje druhy mySice temnopasa (Apodemus agrarius),
mySice lesni (Apodemus flavicollis), mysSice kiovinna (Apodemus sylvaticus)
a mysice malooka (Apodemus microps). V Ceské republice se vyskytuji vsechny
¢tyfi druhy, pficemz nejhojnéji se vyskytuji dva druhy a to mySice lesni a mySice
kfovinna.

Pro rozliSeni jednotlivych druhi mySic se pouZivaji nasledujici morfometrické
ukazatele:

Hmotnost téla (G) zjisténa pied pitvou.
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Délka téla (LC) je meétena od $picky ¢enichu po fitni otvor.

Délka ocasu (LCd) od fitniho otvoru po $picku ocasu, kde je mozno jesté nahmatat
ocasni obratle (tzn. bez koncovych chlupti apod.).

Délka zadniho chodidla (LTp) je vzdalenost od zadniho okraje po konec nejdelsiho
prstu bez drapu, S ptesnosti na 0,1 mm.

Délka usniho boltce (LA) méfena na vnitini strané jako vzdalenost od spodniho

zatezu (zakladny boltce) po hrot boltce bez prodlouzenych chlupi.

2.10.1 MySice lesni (Apodemus flavicollis)

G:18-45¢
LC: 90-123 mm
LCd: 87-127 mm
LTp: 23-27 mm
LA: 17-21 mm

Mysice lesni je nejvétsi z mysSic, spolehlivé ji lze urcit dle délky zadni tlapky
nad 24 mm (mlada zvifata a samice maji Casto LTp i pod touto hranici). Ocas je
u dospélych jedinct stejné dlouhy, nebo spise delsi nez télo (u mlad’at Cini délka
ocasu asi 90-95 % délky téla) a Ize na ném napocitat 180-230 krouzkt zrohovatélé
pokozky. V dospélosti mivda mySice lesni pomérné vyrazné zbarveni, ve kterém
rySaveé hnédy az kastanovy odstin na hibeté a bocich odd¢€luje ostra hranice od témér
Cisté¢ bilého biicha. Na hrdle byva velka zlutd skvrna, kterd se na vnitini strané
piednich koncetin napojuje na tmavsi zbarveni bokd. U mladych jedincti piechazi
svétle Sedohnédé =zbarveni hibetu a bokli do Sedobilé spodni strany téla
bez zietelngjSiho ohraniCeni. M4 napadné koralkové Cernolesklé oc¢i o priméru asi
5 mm a velké, lysé uSni boltce. Obyva zvlaste listnaté a smiSené lesy od nizin do hor.
Rovnéz osidluje chladnéjsi mista na bfezich vodnich tokt, sady nebo polni remizky,

v zim¢ se stahuje k obytnym ¢i hospodaiskym budovam (Andéra et Horacek 2005).

2.10.2 MySice ki‘ovinna (Apodemus sylvaticus)

G:13-38¢g
LC: 75-110 mm
LCd: 70-106 mm
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LTp: 19,5-23,5 (24) mm
LA: 14,5-18,5 mm

Podobé se mysici lesni, ale je v priméru mensi. K urceni je nejvhodnéjsi délka
zadni tlapky s nejCastéjSimi hodnotami mezi 20,5 az 23 mm. MySice kiovinna
ma ocas obvykle krat$i nez télo a na ném asi 150—180 ocasnich krouzkd. Ve zbarveni
neni hranice mezi tmavsimi boky a svétlejSim btichem pfili§ patrna - hibet je hnédy
nebo svétle rezavy, spodni strana téla $pinavé bila az Sediva. Zluta skvrna na hrdle
n¢kdy chybi, pokud se vyskytuje, pak je menSi, protahlého tvaru a nezasahuje
na predni koncetiny.

Prednost dava oteviené krajin€, v niz se soustfed’uje pti okrajich lesnich porosti,
Vv hajich, sadech, na kfovinatych stranich a mezich, v polich, rdkosinach a podél
vodnich toki, ale najdeme ji 1 v lesich (v€etné¢ smrkovych monokultur). Osidluje
¢lovékem zdevastované a rekultivované plochy (opusténé lomy, smetisté ¢i vysypky
dolti). Také zije ve vesnicich a osadach, jakoz i v parcich, vilovych ctvrtich
a dokonce i v centru velkomést. Na podzim se hromadné st¢huje do chat, chalup,

seniki, kilen, stodol a jinych staveni (Andéra et Horacek 2005).

2.10.3 MySice temnopasa (Apodemus agrarius)

G:1540¢g
LC: 70-125 mm
LCd: 65-90 mm
LTp. 17,5-21 mm
LA: 11-14,5 mm

Mysice temnopasa je veétsi, ma kratSi ocas a délku zadniho chodidla mezi
17,5-21 mm. Svrchni stranu téla miva rezavohnédou az zlutohnédou, biicho bilé
nebo Sedohnédé. Podélny, 2-3 mm Siroky, tmavy prouzek se ji tahne od hlavy
az ke kofeni ocasu. Je roziifena na Chebsku, Dé&insku, Ceskolipsku - povodi
Plou¢nice a Smédé. Vyhledava hlavné vlhéi stanoviSté s bujnou vegetaci vcetné
rakosin, Zije vSak také na polich, mezich a pfi okraji menSich lest. Snadno
se prizptisobi 1 k Zivotu v blizkosti €loveéka, jen rozlehlejSim lesnim prostorim

se vyhybé (Andéra et Horacek 2005).
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2.10.4 MySice malooka (Apodemus microps)

G:12-22¢
LC: 70-96 mm
LCd: 64-83 mm
LTp: 17-20,5 mm
LA: 11-15 mm

Zbarvenim i1 mensi velikosti pfipomind myS domaci ¢i mladé jedince mysice
kifovinné (s nimi byla plvodné zaménovana). Vyznacuje se predevS§im mensSima
o¢ima (praméru 3,5-3,9 mm), drobnymi uSnimi boltci (vysSka pod 15 mm)
a kratkymi zadnimi tlapkami, nepfesahujicimi délkou 20,5 mm. Dvoubarevny ocas
je vzdy kratsi nez télo. Zbarveni téla byva svrchu Sedohnédé nebo Sedozluté, vespod
bilé az nazloutl¢, pficemz hranice na bocich mize byt u dospélych zvirat pomérné
vyraznd. O vymezeni druhu se stidle vedou odborné diskuze (je také uvadéna jako
A. uralensis). Je rozsifena hlavné na Zatecku, v niZinach a pahorkatinach jizni
Moravy a Slezska. Obyva pfevazné bezlesou krajinu, v niz béhem roku stiida nékolik
stanoviSt. V zimé a na jafe se drzi na zaplevelenych mezich, tthorech a zarostlych
stranich, pozdéji se st¢huje na pole a k podzimu vyhleddva strnisté¢ a kultury
viceletych plodin. V mensi mife obsazuje vlh¢i mista pii brezich potoki a fek, louky,
neobdé¢lavané plochy, tidké prosvétlené listnaté lesiky a kfovinaté paseky (Andéra

et Horacek 2005).
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3. Cile prace

e Zdokumentovat vyskyt a prevalenci kryptosporidii ptirozen¢ infikujicich hlodavce
rodu Apodemus.

e Pomoci molekularnich néstroji popsat jednotlivé druhy a genotypy kryptosporidii
infikujici tuto skupinu hostiteli.

e Posoudit vliv v€ku, pohlavi a dalSich faktord na diverzitu a prevalenci
kryptosporidii.

e Vyhodnotit zoonoticky potencial nalezenych druhil a genotypti.
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4. Material a metody

4.1 Lokality

Na zaklad¢ biotopi jednotlivych druhi byly stanoveny odchytové lokality
na Ceskobudéjovicku, Téborsku a Pelhfimovsku. Piesné tudaje o jednotlivych

lokalitach jsou uvedeny v tabulce 3.

Tabulka 3. Umisténi a rozloha jednotlivych lokalit.

Lokalita Souiadnice lokality Rozloha lokality
(m?)
Pole 49°1'38.222"N, 14°27'30.992"E 80
Pole - remizek 49°1'38.222"N, 14°27'30.992"E 48
Les - Opatovice 49°2'17.606"N, 14°27'18.102"E 1000
Les - Opatovice B 49°2'21.876"N, 14°27'15.408"E 1400
Kapli¢ka 49°0'32.761"N, 14°27'59.651"E 100
Zahrada 49°2'59.621"N, 14°26'52.495"E 19,5
Les - SlavoSovice 48°57'36.043"N, 14°40'0.656"E 900
Brandlin - pole 49°18'11.037"N, 14°47"28.693"E 550
KoSsice 49°18'57.767"N, 14°45'33.170"E 1100
Pacov 49°28'37.332"N, 15°0'56.802"E 250

Pole: Lokalita se nachazi pobliz obci Bavorovice/Opatovice, jedna se o pSeni¢né
pole, se kterym sousedi pas listnatych stromt s fidkym podrostem. Na této lokalité
byly pasti kladeny v pasu pfi severnim okraji pole. Okoli tohoto pole bylo zna¢né

podmaceng.

Pole - remizek: Lokalita se nachazi pobliz obci Bavorovice/Opatovice, jedna se
0 pas listnatych stromu s fidkym podrostem, Se kterym sousedi pSeni¢né pole. Pasti

byly kladeny do podrostu pobliz stromui a dér.

Les - Opatovice: Lokalita u vesnice Opatovice, jedna se o pas listnatych stromd
svelmi bujnym podrostem, s touto lokalitou sousedi pole s pSenici a ovsem.
Vzhledem k velké ploSe byla lokalita rozd€lena na 2 ¢asti. V této ¢asti byl podrost
méné bujny, misto bylo svétlé. Pasti byly kladeny k myS$im diram a piimo
pod stromy na obou stranach. Na této lokalité¢ byl zjiStén i vyskyt nornika rudého

(Clethrionomys glareolus).
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Les - Opatovice B: Lokalita u vesnice Opatovice, jedna se o pas listnatych stromut
svelmi bujnym podrostem, s touto lokalitou sousedi pole s pSenici a ovsem.
Vzhledem k velké plose byla lokalita rozdélena na 2 casti. Tato Cast byla stinna
s velmi bohatym podrostem. Pasti byly kladeny k mysim diram a pfimo pod stromy
na obou strandch. Na této lokalit¢ byl zjistén i vyskyt nornika rudého

(Clethrionomys glareolus).

Kaplicka: Velmi vlhka a stinna lokalita sousedici s pSeni¢nym polem a strouhou,
okrajova lokalita Ceskych Budéjovic (Kn&zské Dvory) pobliz mlyna Suchomel. Pasti
byly kladeny v pasu vedeném od strouhy S bujnym podrostem az k okraji pole.

Na tomto misté dochazelo k velkym ztratdm odchycenych mysi (predatofi).

Zahrada: Hluboka nad Vltavou - Zamosti, klidnéjsi lokalita s ovocnymi stromy,
ktera se nachazi na slunné ¢asti svahu. Zahrada byla povazovana pouze za migracni
misto (lovist€), mistem vyskytu byla pravdépodobné zahrada s akitovymi nalety
a bujnym nepfistupnym podrostem. Na této lokalité¢ byl zjistén 1 vyskyt nornika

rudého (Clethrionomys glareolus).

Les - SlavoSovice: Klidna lokalita u velmi malo frekventované cesty. Okrajova
vlhka cast listnatého lesa S nizkym podrostem sousedici s loukami. Na této lokalité

bylo dosahovano horsich vysledki.

Brandlin - pole: Lokalita se nachazi na klidném misté. Jedna se o pSeni¢né pole,
které sousedi se stajemi a vybéhy pro koné. Pasti byly umistovany v pasu pii okraji

pole. Na této lokalité byl zjistén vyskyt hrabose polniho (Microtus arvalis).

Kosice: Lokalita se nachazi na klidném misté pobliz malo frekventované silnice,
je ohrani¢ena dvéma potoky a piimo sousedi s porostem listnatych stromd. Jedna
se 0 pSeni¢né pole, na kterém byly pasti kladeny do okoli skruzi uprostied pole.

Na této lokalité byl také zjistén vyskyt hrabose polniho (Microtus arvalis).

Pacov: Lokalita se nachazi v tésné blizkosti zahradkaiské kolonie. Jednd se o mensi
plochu, kterd je ohranicena poli s pSenici. Jedinci na této lokalité¢ jsou pievazné

sktdci v zahradkarské kolonii.
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4.2 Navnada a pasti

Odchyt probihal pomoci dievénych sklapovacich pasticek, kovové Zivochytky

se neosveédcCily. Kazda lokalita byla pfedem otestovdna na pfitomnost mysic malym
mnozstvim pasti (cca 5-10 ks). V piipadé tspésnosti béhem 3 nastrazeni doslo
K rozsiteni poctu pasti (dle velikosti dané lokality). Pasti byly pokladany pted
soumrakem a vybirdny druhy den rano. Vzhledem k noc¢ni aktivité predatort
dochazelo ke zna¢nym ztratdm (odhadovano 10 %). Pasti byly pokladany vétSinou
do podrostu ke kmentim stromt a do okoli mySich dér. Vzdalenost pasti se ptiblizné
rovnala vzdalenosti mezi stromy, zhruba 4-5 m.
Navnada do pasti proSla jistym ,,vyvojem*. Pti prvnich odchytech byly vyuzivany
3 druhy navnad (jatrova pastika, mrkev, mrkev s jatrovou pastikou). Na zaklad¢
literatury byla pouzita mrkev a mrkev s jatrovou pastikou, které se ukdzaly jako
nevhodné k odchytu mysic. Jako dal$i navnada byl vyzkouSen uzeny syr (Koliba),
se kterym bylo dosazeno velmi dobrych vysledka.

4.3 Odbér vzorku

U v8ech odchycenych jedinci byl ur¢en druh a pohlavi. U jednotlivych jedinctu
byly odebrany vzorky pomoci pitvy (nutno dbat na Cistotu pitevnich nastroji).
Jedinec byl fixovan k podlozce pomoci jehel umisténych do tlapek. Dutina bfi$ni
byla oteviena v linea alba a stény dutiny bfiSni zafixovany, ukazdého jedince
byl odebran obsah z koncové c¢asti tlustého stieva. Odebrané vzorky byly vloZeny
do sterilnich 1,5 ml mikrozkumavek, konzervovany dichromanem draselnym

a uchovavany v chladu (4 °C).

4.4 Barveni mikroskopickych preparata dle Milac¢ka a Vitovce

Zasobni roztoky

1. Roztok methyl-violeti

0,6 g methylvioleti
1 ml anilinu

1 g fenolu
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30 ml 96% alkoholu

70 ml deionizované vody

2. Roztok tartrazinu

1% roztok tartrazinu v 1% kyselin¢ octové

3. Roztok 2% kyseliny sirové

Pracovni postup

Spejli rozetiit tenkou vrstvu trusu (obsahu stéeva) na podlozni sklicko.

Sklo s natérem fixovat pomoci metanolu plamenem.

Obarvit roztokem methyl-violeti; doba barveni 30 minut.

Omyt pod tekouci vodou.

Diferencovat v 2% kyselin€ sirové po dobu 2 minut.

Omyt pod tekouci vodou.

Dobarvit natér v roztoku tartrazinu po dobu 4 minut.

Omyt pod tekouci vodou.

Nechat uschnout pti laboratorni teploté. Prohlizet mikroskopem pti zvétSeni 1000x

za pouziti imerzniho oleje.

4.5 Morfometricka analyza oocyst

Velikost oocyst Cryptosporidium sp. byla méfena z mikroskopickych preparati
obarvenych barvici metodou dle Milacka a Vitovce (1985) pomoci digitalni analyzy
obrazu (software M.I1.C. Quick Photo Pro v 2.0 software, Olympus Camedia C-5060
WIDEZOOM, 5.1 megapixels digitdlni kamera; mikroskop Olympus 1X70;
za pouziti imerzniho objektivu - zvétSeni 1000x). Byla méfena délka a Sitka oocyst

a byl vypocitan index tvaru.

4.6 1zolace DNA

Material
200 mg trusu, PSP spin stool DNA kit (Invitek)
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Proteinase K lyofylizat: rozpustit pfidanim 1,5 ml deionizované PCR vody.
Po rozpusténi skladovat pti -20 °C.
Elution Buffer D: odpipetovat do 1,5 ml mikrozkumavky a inkubovat pii 70 °C.

Postup

Material dat do Safe-Lock-Tube, ptidat sklenéné kulicky o priméru 0,5 mm a 1 ml
Lysis Buffer P a rozbijet 1 minutu pfi rychlosti 5,5 m/s uzitim homogenizatoru Fast
Prep 24 INSTRUMENT (MP BIOMEDICALS, USA).

Inkubovat 10 minut p#i 95 °C v termobloku.

Centrifugovat 1 minutu pii 14 000 g.

Pienést veskery supernatant do InviAdsorb-Tube, 15 s vortexovat, 1 minutu
inkubovat pti laboratorni teploté, centrifugovat 3 minuty pti 14 000 g.

Supernatant piepipetovat do Cistych 1,5 ml mikrozkumavek, centrifugovat 3 minuty
pti 14000 g.

Do cistych 1,5 ml mikrozkumavek napipetovat 25 pul Proteinase K a ptidat 400 pl
supernatantu, vortexovat.

Inkubovat 10 minut pti 70 °C.

Ptipipetovat 400 pl Binding Buffer P, vortexovat.

Piepipetovat veSkery objem do Spin Filter-Tube, inkubovat 1 minutu pfi laboratorni
teploté, centrifugovat 1 minutu pti 14 000 g.

Vylit odpad z mikrozkumavek, napipetovat 500 pul Wash I, centrifugovat 1 minutu
pti 14 000 g.

Vylit odpad z mikrozkumavek, napipetovat 800 ul Wash II, centrifugovat 1 minutu
pti 14 000 g.

Vylit odpad z mikrozkumavek a opét centrifugovat 3 minuty pii 14 000 g.

Kolonu dat na ¢istou mikrozkumavku, na kolonu napipetovat 200 pl Elution Buffer

D (pfedehtatého), inkubovat 1 minutu pii laboratorni teploté, centrifugovat 1 minutu
pti 8 000 g.

4.7 PCR - polymerazova retézova reakce

Z vyizolované DNA byla provedena amplifikace ¢asti genu kodujiciho malou

ribozomalni podjednotku (SSU rRNA; cca. 830 bp; Jiang et al. 2005) a casti genu
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kodujiciho aktin (cca. 1066 bp; Sulaiman et al. 2002) za pouziti setu specifickych

primerd.

PCR - SSU

DNA byla amplifikovana v termocykleru pomoci nasledujiciho programu.
Pocatecni denaturace po dobu 3 min pii 94 °C.

35 cykll zahrnujicich denaturaci 45 s pti 94 °C.

Nasedaci teploty primert - 45 s pti 55 °C u primarni 1 sekundarni reakce.
Extenze 60 s pti 72 °C.

Findlni extenze 7 min pii 72 °C.

K amplifikaci sekundarniho PCR produktu bylo vyuzito 2 pl primarniho produktu
PCR. Jako pozitivni kontrola byl pouzit vzorek obsahujici DNA C. suis.
Set pouzitych specifickych primert je uveden v tabulce 4. Protokol pro reakéni smés
PCR - SSU je uveden v tabulce 5.

Tabulka 4. Sety primert pro amplifikaci ¢asti genu kodujiciho malou ribozomalni
podjednotku.

SSU

Primarni reakce

F1 TTCTAG AGC TAATAC ATG CG

R1 CCCATTTCCTTC GAA ACA GGA
Sekundarni reakce

F2 GGA AGG GTTGTATTT ATT AGATAA AG
R2 CTC ATAAGG TGC TGA AGC AGT A

Tabulka 5. Reakéni smés pro amplifikaci ¢asti genu kodujiciho malou ribozomalni

podjednotku.
Primarni reakce Sekundarni reakce

Koncentrace Objem Koncentrace Objem
(uD) (ul)

HO e 1230 H,O - 13,10
MgCl, 25 mM 1,20 MqgCl, 25 mM 1,20
10X buffer 1X 2,00 10X buffer 1X 2,00
dNTP 10 mM 0,40 dNTP 10 mM 0,40

Forward primer 10 uM 0,40 Forward primer 10 uM 0,40
Reverse primer 10 uM 0,40 Reverse primer 10 uM 0,40

BSA 10 mg/ml 0,80 BSA e e
Taq polymerase 1U/1d 0,50 Taq polymerase 10/1d 0,50
DNA e 200 DNA e 2,00
Suma 20,00 Suma 20,00
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PCR - AKTIN

Amplifikace casti genu kodujiciho aktin byla provedena u vsech vzorku

pozitivnich

na SSU. DNA byla amplifikovana v termocycleru dle nasledujiciho protokolu.

Pocatecni denaturace po dobu 3 min pii 94 °C.

35 cykli zahrnujicich denaturaci 45 s pti 94 °C.

Nasedaci teploty primerti — 50 °C u primarni reakce a 45 °C u sekundarni reakce.

Extenze 60 s pti 72 °C.

Findlni extenze 7 min pii 72 °C.

K amplifikaci sekundarniho PCR produktu bylo vyuzito 2,5 ul primérniho

produktu PCR. Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA C. andersoni.

Set pouzitych specifickych primert je uveden v tabulce 6. Protokol pro reakéni smés

PCR - AKTIN je uveden v tabulce 7.

Tabulka 6. Sety primerti pro amplifikaci genu kodujiciho aktin.

AKTIN

Primarni reakce

F1 ATG CCV GGW RTW ATG GTD GGT ATG
R1 GGD GCAACRACYTTRATCTTC
Sekundarni reakce

F2 GAY GAR GCH CAR TCV AAR AGR GTAT
R2 TTD ATY TTC ATD GTH GAH GGW GC

Tabulka 7. Reakéni smés PCR pro amplifikaci genu kodujiciho aktin.

Primarni reakce Sekundarni reakce
Koncentrace Objem Koncentrace Objem
(u) (uD)
H,O e 11,20 H,O - 12,10
MgCl, 25 mM 1,20 MqgCl, 25 mM 1,20
10X buffer 1X 2,00 10X buffer 1X 2,00
dNTP 10 mM 0,40 dNTP 10 mM 0,40
Forward primer 10 uM 0,40 Forward primer 10 uM 0,40
Reverse primer 10 uM 0,40 Reverse primer 10 uM 0,40
BSA 10 mg/ml 040 BSA e e
Taq polymerase 1U/1d 1,00 Taq polymerase 10/1d 1,0
DNA e 300 DNA - 2,50
Suma 20,00 Suma 20,00
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4.8 Elektroforéza

U vyslednych produktii ze sekundarni reakce PCR byla provedena separace

pomoci elektroforézy na 1% agardézovém gelu s ptidavkem 5 ul ethidium-bromidu.

Chemikalie

TAE pufr (242 g tris baze; 47,1 ml ledové kyseliny octové; 100 ml 0,5 M EDTA
pH 8,00).

Agar6za

Ethidium-bromid

Ladder

Postup

TAE pufr smichat s agar6zou (120 ml TAE pufru + 1,2 g agardzy).

Nechat rozpustit v mikrovinné troubé a nasledné zchladit pod tekouci vodou na
teplotu ptiblizn¢ 50 °C.

Ptidat ethidium-bromid a promichat.

Gel nalit do formy, vlozit hfebeny, nechat cca 20 minut tuhnout.

Po ztuhnuti vyjmout hiebeny a gel vlozit do vany na elektroforézu s TAE pufrem.

Do prvni jamky napipetovat ladder, do ostatnich jamek napipetovat 20 ul produktu
sekundarni PCR.

Spustit elektroforézu - napéti 85 V po dobu potiebnou k separaci fragmentti DNA.

4.9 Izolace z gelu

Pozitivni fragmenty DNA vyfiznout z gelu a vlozit do 1,5 ml mikrozkumavky.
Poté DNA izolovat pomoci QlIAquick Gel Extraction kitu (QIAGEN) dle doporuceni

vyrobce.

4.10 Vyhodnoceni intenzity infekce

U mikroskopicky pozitivnich vzorkii byla odhadnuta intenzita infekce
kryptosporidii dle Kvag et al. (2007).
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4.11 Sekvenace

Sekundarni PCR produkty byly sekvenovany pomoci ABI BigDye Terminator
v 3.1 Cycle Sequencing Kit a sekvenator ABI3130 za pouziti sekundarnich primeru.
Ziskané nukleotidové sekvence byly analyzovany pomoci programu Chromas
Pro v 1.32 (www.technilysium.com.au/chromas.html) a poté pomoci programi
ClustalX  (ftp://ftp-igbmc.u-strasbg.fr/pub/ClustalX/) a BioEdit porovnany

se sekvencemi ulozenymi v databazi GenBank.

4.12 Fylogeneticka analyza

Fylogenetické vztahy mezi jednotlivymi druhy a genotypy kryptosporidii byly
vypocteny metodou Neighbor-Joining (Saitou et Nei 1987). Byl pouzit
dvou-parametrovy distanéni model dle Kimury (Kimura 1980). Bootstrapovy
konsenzus vyslednych stromi byl ziskan na zakladé 1000 opakovani. Ke konstrukci

fylogenetickych stromil byl pouzit program TREECON.

4.13 Statisticka analyza

Vztahy mezi vyskytem kryptosporidiovych infekci a druhem, vékem a pohlavim
hostitele a konzistenci trusu byly analyzovany pomoci programu Epi Info (TM)
7.1.1.14 (Centers for Disease Control and Prevention, USA). Byl pouzit chi-kvadrat
test pro vyhodnoceni jednotlivych proménnych a byl vypocten rizikovy faktor (OR).
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5. Vysledky

V prubéhu Cervence a srpna roku 2012 bylo odchyceno 207 kust volné Zijicich
mysic rodu Apodemus. Ztoho 182 kusi mySice lesni (Apodemus flavicollis)
a 25 kusi mySice kfovinné (Apodemus sylvaticus). Odchyty probihaly celkem
na 10 lokalitach - 7 lokalit na Ceskobudg&jovicku, 2 lokality na Taborsku a 1 lokalita

na Pelhfimovsku. Podrobnéjsi rozdéleni odchycenych jedinct je uvedeno v tabulce 8.

5.1 Vyskyt a prevalence kryptosporidii na zakladé

mikroskopického vySetieni

Z celkového poctu 207 vzorkt, 182 kust mySice lesni (Apodemus flavicollis)
a 25 kust mysice kiovinné (Apodemus sylvaticus), bylo pomoci mikroskopického
vySetfeni detekovano 25 (12,1 %) pozitivnich vzorkli na pfitomnost oocyst rodu
Cryptosporidium.

V ramci druhu Apodemus flavicollis bylo celkem detekovano 24 (13,2 %)
pozitivnich vzorkd, zatimco u Apodemus sylvaticus byl pozitivni pouze 1 (4,0 %)
jedinec.

Vyskyt kryptosporidiovych infekci na jednotlivych lokalitich se pohyboval
v rozmezi od 0 do 33,3 %. Nejvyssi Cetnost vyskytu pozitivnich jedinct byla zjisténa
na lokalit¢ Pole (33,3 %), dale nasledovaly lokality Les - Opatovice B (12,2 %),
Les - Opatovice (11,2 %) a lokalita Zahrada (10 %). Vyskyt pozitivnich jedinci
na ostatnich lokalitach nebyl prokazan (tabulka 8).
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Tabulka 8. Pocet odchycenych a infikovanych jedinct mysice lesni (Apodemus flavicollis)

a mySice kiovinné (Apodemus sylvaticus) na jednotlivych lokalitach.

Pocet chycenych zviirat/ pozitivnich

Lokalita
Celkem A.sylvaticus A. flavicollis

Pole 6 3/1 3/1
Pole - remizek 8 0/0 8/2
Les - Opatovice 89 14/0 75/10
Les - Opatovice B 82 2/0 80/10
Kapli¢ka 2 1/0 1/0
Zahrada 10 0/0 10/1
Les - SlavoSovice 1 0/0 1/0
Brandlin - pole 2 0/0 2/0
KoSice 3 1/0 2/0
Pacov 4 4/0 0/0
Celkem 207 25/1 182/24

Intenzita infekce u mikroskopicky pozitivnich vzorkli se pohybovala v rozmezi

2000-87500 oocyst na 1g

trusu

(OPG). Intenzitu infekce kryptosporidii

v mikroskopicky pozitivnich preparatech znazornuje tabulka 9.

Tabulka 9. Intenzita infekce kryptosporidii v mikroskopicky pozitivnich vzorcich.

Vzorek

Intenzita infekce

Vzorek Intenzita infekce

(pocet oocyst v 1g trusu) (pocet oocyst v 1g trusu)

1. 13000 14, 13000

36000 15. 25500
3 11000 16. 4500
4 13000 17. 25500
5. 2000 18. 40500
6. 4500 19. 2000
7 8500 20. 38500
8 8500 21. 6500
0. 4500 22, 87500
10. 4500 23. 15000
11. 8500 24, 53500
12. 87500 25. 2000
13. 8500

5.2 Genotypizace

Molekularni analyzy prokazaly ptitomnost Cryptosporidium sp. ve vSech

mikroskopicky pozitivnich vzorcich. Zadny mikroskopicky negativni vzorek nebyl

-32-



PCR pozitivni. Z celkového poctu 25 pozitivnich vzorkli se podafilo ziskat
19 sekvenci ¢asti genu kodujictho malou ribozomalni podjednotku (SSU rRNA).
Na zaklad¢ analyzy sekvenci SSU byla prokazéna ptitomnost dvou dosud
nepopsanych genotypt, které jsme pracovné oznaCili jako Cryptosporidium
Apodemus genotype I (18 vzorki) a Cryptosporidium Apodemus genotype Il
(1 vzorek; obrazek 2). Cryptosporidium Apodemus genotype | je fylogeneticky
ptibuzny s druhem C. canis [AF112576] (94% podobnost). V ramci Cryptosporidium
Apodemus genotype I byly nalezeny 3 varianty genu kodujictho SSU. Odlisnost
jednotlivych variant Cryptosporidium Apodemus genotype |4, I a I3, se pohybovala
od 99,7 do 100 % (obrazek 2). Cryptosporidium Apodemus genotype Il byl
zastoupeny jednim vzorkem pochazejicim z Apodemus flavicollis a byl fylogeneticky
nejpiibuznéjsi druhu C. ubiquitum [EU827424] s 95,5% identitou sekvence SSU.
Nasledné analyzy sekvenci genu kédujiciho aktin také prokazaly pritomnost dvou
odlisnych genotypt (obrazek 3). V ramci Cryptosporidium Apodemus genotype |
byla prok4zéna vnitro-genotypova variabilita a ptitomnost 4 rliznych variant genu —
A1, Ay, Az a A4, nicméné aminokyselinovd sekvence proteinu nebyla v disledku
substituci zménéna (data nejsou ukazana). Fylogenetické pozice Cryptosporidium

Apodemus genotype | a Il byly potvrzeny.
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Obriazek 2. Kladogram fylogenetickych vztaht izolatd kryptosporidii ziskanych v této praci
(vyznaCeny tuCn€) s ostatnimi druhy a genotypy kryptosporidii na zakladé caste¢né
nukleotidové sekvence genu kodujiciho malou ribozomalni podjednotku (SSU) vytvoreny
metodou Neighbor-Joining v programu Treecon; 1000% bootstrap; znazornény hodnoty

podpory vétvi vice nez 50 %. Sekvence ziskané v této studii jsou zvyraznény.

M1249_12669 - Apodemus flavicollis
M1242_12422 - Apodemus flavicollis
M1245_12427 - Apodemus flavicollis
M1240 12414 - Apodemus flavicollis
M1253_12699 - Apodemus flavicollis
M1238 12398 - Apodemus flavicollis I
M1241_12421 - Apodemus flavicollis
89 1 M1222_12372 - Apodemus flavicollis
M1221_12368 - Apodemus flavicollis
g7 | M1236_12391 - Apodemus flavicollis
M1243 12423 - Apodemus flavicollis
94 || M1244_12426 - Apodemus flavicollis I2
82 M1248_12668 - Apodemus flavicollis

M1223 12373 - Apodemus sylvaticus

M1237_12394 - Apodemus flavicollis

M1252_12690 - Apodemus flavicollis
93 M1250_12679 - Apodemus flavicollis
M1247_12667 - Apodemus flavicollis
C. canis [AF112576]

97 E Cryptosporidium black bear genotype [AF247535]
Cryptosporidium giant panda genotype [JF970610]
Cryptosporidium W12 genotype [AY737558]

Cryptosporidium muscrat 1 genotype [EF641013]
Cryptosporidium ,,apodemus flavicollis™ genotype [IN172968]
C. felis [AF159113]
C. macropodum [AF513227]
C. suis [AF108861]
Cryptosporidium vole genotype [EF641020]

94

Cryptosporidium Apodemus genotype |

,0.02 substitutions/site 2
I 1

— Cryptosporidium deer mouse genotype IV [JQ413348]
M1239_12405 - Apodemus flavicollis | Apfﬂﬂ:ﬂi’;ﬁ r"“fg‘-'l';'e "
55 C. ubiquinum [EU827424]
C. fayeri [AF112570]
C. melegridis [AF112574]
C. wrairi [AF115378]
Cryptosporidium ferret genotype [AF112572]
C. tyzzeri [AF112571]
C. hominis |[AF093492]
C. parvum [AF093493]
C. varani [EU553556)
94 87 C. scrofarum [HQ844719]
87 C. ryanae [JX515550]
87 C. xiaoi [GQ337962]

C. bovis [DQY91389]

C. baileyi [AF093495]

04 C. mofnari [HM243548)
—I w [ C. serpentis [AF151376]

| 98 | C. andersoni [JX948125]
C. muris [JX948127]

98

52
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Obrazek 3. Kladogram fylogenetickych vztahl izolatd kryptosporidii ziskanych v této praci
(vyznaCeny tuCn€) s ostatnimi druhy a genotypy kryptosporidii na zakladé caste¢né
nukleotidové sekvence genu kodujiciho aktin vytvoreny metodou Neighbor-Joining
v programu Treecon; 1000x bootstrap; znazornény hodnoty podpory vétvi vice nez 50 %.

Sekvence ziskané v této studii jsou zvyraznény.

M1283_12690 - Apodemus flavicollis
8§‘ M1281_12668 - Apodemus flavicollis ‘ Aq

@
M1280_12679 - Apodemus flavicollis %
M1273_12422 - Apodemus flavicollis s
55 M1276_12427 - Apodemus flavicollis ‘ Az :
“T M1274_12423 - Apodemus flavicollis E
6 M1275_12426 - Apodemus flavicollis 3
M1284_12699 - Apodemus flavicollis g
100; <| M1271_12414 - Apodemus flavicollis A3 <
M1267_12391 - Apodemus flavicollis E
r M1265_12372 - Apodemus flavicollis k]
93 53| M1264_12368 - Apodemus flavicollis 2
57| M1282_12684 - Apodemus flavicollis Ay 8
M1269_12398 - Apodemus flavicollis %
78 M1279_12669 - Apodemus flavicollis S
C. canis [EUT754841]
100 C. ubiquitum [GQ337961] e
86 —: M1270_12405 - Apodemus flavicollis Apg;]é,\:nm;:pgoer;ﬂ;fze n

Cryptosporidium skunk genotype [AY120923]
Cryptosporidium opossum genotype [AY 120922]
C. meleagridis [AB471662]
C. wrairi [AF382348]
Cryptosporidium ferret genotype [AF382341]
C. parvum [AF382338]
C. hominis [EF591784]
zzeri [JQ073414] - Novy Zéland
L #i [JQO73397] - Némecko
100 C. tvzzeri [JQU73404] - Ceska republika
C. felis [AF382347]

70

0.02 substitutions/site 54

C. baileyi [EU741853]
94 C. rvanae [F1463206]
C. xiaoi [HM627531]
100 ——— € muris [AF382350]
L C andersoni [F1463205]

5.3 Morfologie oocyst

Oocysty Cryptosporidium Apodemus genotype | (obrazek 4A) jsou velké
4,38 (4,0-5,0) x 3,96 (3,4-4,8) um s indexem tvaru 1,09 (1,04-1,20) (n = 15).
Cryptosporidium Apodemus genotype Il (obrazek 4B) ma vétsi oocysty o velikosti
5,6 (5,1-5,9) x 5,2 (4,7-5,5) um s indexem tvaru 1,07 (1,05-1,09) (n = 5).
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Obrazek 4. A) Oocysty Cryptosporidium Apodemus genotype | a B) Cryptosporidium
Apodemus genotype Il barveny metodou dle Milacka a Vitovce (1985). Métitko = 10 pm.

5.4 Vliv véku na vyskyt a prevalenci kryptosporidii u mysic

Ze vSech odchycenych jedinct bylo 25 kust mladat, 21 mlad’at Apodemus
flavicollis a 4 Apodemus sylvaticus. Vyskyt paraziti rodu Cryptosporidium
byl prokazan pouze u 5 mlad’at Apodemus flavicollis. Celkova prevalence byla tedy
23,8 % u mlad’at Apodemus flavicollis, u mlad’at Apodemus sylvaticus nebyla
detekovana zadna kryptosporidiova infekce.

U dospélych jedinci Apodemus flavicollis byla detekovana nizsi prevalence
infekce nez u mlad’at tohoto druhu a to 11,8 % (19/161). Naopak u mysice kiovinné
byla prevalence dospélych jedinci vyssi a to 4,8 % (1/21). Statistickd analyza
neprokazala vliv véku na vyskyt kryptosporidiovych infekci (p=0,34).

5.5 Vliv pohlavi na vyskyt a prevalenci kryptosporidii u mysic

Z 82 odchycenych samic Apodemus flavicollis a 6 Apodemus sylvaticus bylo
9 (10,9 %), respektive 1 (16,7 %) samice pozitivni na vyskyt kryptosporidiové
infekce. Opac¢ného pohlavi bylo odchyceno celkem 119 kusi, ztoho 100 samcu
Apodemus flavicollis a 19 Apodemus sylvaticus. Kryptosporidiové infekce byly
detekovany pouze u 15 samci Apodemus flavicollis (15 %). Statisticka analyza
neprokazala rozdil vyskytu kryptosporidiovych infekci mezi jednotlivymi pohlavimi
celkem (p=0,95; OR=1,1), ani v ramci jednotlivych druhi (p=0,53-0,56).
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5.6 Vliv prijmu na vyskyt a prevalenci kryptosporidii u mysic

Ze vsech odchycenych 207 jedinch byly piiznaky prajmového onemocnéni
zjistény u 14 jedinct (6,8 %). Pozitivni jedinci na Cryptosporidium byli nalezeni
jak mezi kusy s prujmem tak pievazné mezi kusy bez prajmu. Jeden pozitivni kus
Apodemus sylvaticus nevykazoval piiznaky prujmového onemocnéni. U dalSich
24 Cryptosporidium pozitivnich jedinct Apodemus flavicollis byl nalezen prijem
u 3 kust, zbylych 21 kusi tohoto druhu pfiznaky prijmového onemocnéni
nevykazovalo. Prevalence prijmovych onemocnéni u vSech odchycenych jedinci
je znazornéna v grafu 1. Nebyl prokazan vztah mezi vyskytem prijmovych piiznakt

a kryptosporidiovou infekci (p=0,49; OR=1,89).

Graf 1. Prevalence prijmovych onemocnéni u v§ech odchycenych jedincti rodu Apodemus.

Jedinci s

prajmovym Jedinci s
onemocnénim Pl'“.imﬂ‘:)"l}‘l
(Cryptosporidium onemocnenim
negativni) (Cryptosporidium
54 % pozitivni)

1.4 %
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6. Diskuze

Ptestoze druhové diverzita hlodavcil je velmi rozmanita a lze na zékladé dnesnich
poznatkli pfedpokladat, ze minimalné zastupci kazdé celedi jsou hostitelé¢ alespon
jednoho druhu nebo genotypu kryptosporidii, byla v minulosti epidemiologii
kryptosporidii hlodavct vénovana jen velmi omezend pozornost. Do soucasné doby
byly popsany kryptosporidiové infekce u Apodemus sylvaticus ve Velké Britanii
(39 %; Chalmers et al. 1997), u Apodemus sylvaticus ve Spanélsku (30 %; Torres
et al. 2000) a u Apodemus flavicollis v Polsku (22 %; Bednarska et al. 2003). Obecné
miuzeme konstatovat, Ze se promofeni populace druhu Apodemus flavicollis pohybuje
v rozmezi 15-44 % a u druhu Apodemus sylvaticus v rozmezi 18-48 % (Feng 2010).
Oproti tomu nami zjisténé vysledky prevalence byly pouze 4 % u Apodemus
sylvaticus a 13,2 % u Apodemus flavicollis. Prevalence kryptosporidii se u divoce
zijicich jedincti rodu Apodemus 1isi u jednotlivych druhti a v jednotlivych statech,
tyto rozdily v prevalencich mohou byt zplisobeny rtznou hustotou populaci,
pouzitymi diagnostickymi metodami €1 geografickymi rozdily.

V této studii jsme detekovali pritomnost dvou fylogeneticky odlisSnych genotypt
kryptosporidii. Ziskané sekvence nebyly identické a ani podobné Zadnym jinym
sekvencim ziskanym v minulosti z hlodav¢ich hostiteld. Studic zaméfené
na kryptosporidiézu mysic byly zalozeny pouze na morfologické diferenciaci oocyst,
tudiz nelze srovnat nami dosazenymi vysledky. V roce 2012 byla uvefejnéna
sekvence SSU ziskana z trusu piirozené infikované mysice Apodemus flavicollis
ze Svédska. Tento genotyp klastruje s Cryptosporidium muskrat genotype I, zatimco
nami ziskané izolaty jsou piibuzné k C. canis a C. ubiquitum.

Nami dosazené vysledky mikroskopickych a molekularnich analyz se zna¢né 1isi
od vysledkt analyz jinych autorti. Kvac et al. (2013a) poukazuje na nizsi spolehlivost
mikroskopické detekce kryptosporidii, kterd je zplsobena nejcastéji nizkou
intenzitou infekce. V piipadé této studie byla odhadnuta pomérné vysoka intenzita
infekce a to az 87500 oocyst na 1g trusu (OPG).

Obecné lze oocysty kryptosporidii rozdélit do dvou morfotypt, vétSina stfevnich
kryptosporidii ma malé, kulaté oocysty, zatimco zalude¢ni druhy a genotypy jsou
typické vEét§imi, ovalnymi oocystami. Na zaklad€ tvaru oocyst 1ze nami detekované
genotypy zafadit mezi stfevni kryptosporidie. Oocysty Cryptosporidium Apodemus

genotype | byly vyrazné mensi nez oocysty Cryptosporidium Apodemus genotype 1.
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Obdobna morfologicka diference ve velikosti oocyst riznych druht infikujicich
jednoho hostitele byla pozorovana u prasat (Kvac et al. 2013a; Vitovec et al. 2006).
Jak morfometrické znaky, tak i molekularni odlisnosti obou detekovanych genotypt
kryptosporidii ukazuji na pfitomnost dvou odlisnych ,,druhi®.

Pti této studii se nepodatilo prokdzat vyznamny vliv véku hostitele na prevalenci
kryptosporidii. K nakazeni jedincti rodu Apodemus kryptosporidiemi pravdépodobné
dochazi jiz v mladém véku, tak jako tomu byva naptiklad u C. tyzzeri nebo C. suis
na rozdil od C. ryanae a C. bovis, u kterych byla popsana infekce Castéji u dospélych
jedinct (Fayer et al. 2005; 2008; Ren et al. 2012). Nicméné Miyaji et al. (1989)
ve své studii popsal souvislost mezi ve€kem a nachylnosti Rattus rattus
ke kryptosporidiovym infekcim.

Z této studie také vyplyva, ze kryptosporidiové infekce volné€ Zijicich hlodavci
na rozdil od kryptosporidiovych infekci u mnoha dalSich hostiteli - zejména
u ¢loveka a hospodarskych zvitat, které mohou byt spojeny s vyraznymi prijmovymi
ptiznaky - C. viatorum, C. parvum nebo C. tyzzeri, probihaji asymptomaticky
a nejsou spojeny s zadnymi klinickymi pfiznaky, coz potvrzuji i vysledky jinych
studii (Bajer et al. 2001; Chalmers et al. 1997). Némejc et al. (2012) a Kvac et al.
(2013b) ukazali, ze druhy a genotypy kryptosporidii, které koevoluovaly spolu
S hostitelem, jsou manifestovany nizkymi intenzitami infekci, chronickym pritbéhem
a velmi nizkou patogenitou. Krom toho nejsou spojovany s vyskytem prajmovych
onemocnéni.

Vzhledem Kk témto faktim nami ziskané vysledky naznacuji, ze detekované
genotypy jsou pravdépodobné hostitelsky specifické. Nicméné je nutné tuto
skute€nost ovétit dalSimi studiemi.

Do soucasné doby nebyl zadny z nami detekovanych vzorkl popsan jako pficinné

agens lidskych infekci.

-39-



7. Zavéry

e U hlodavcii rodu Apodemus byla prokazana 12,1 % prevalence kryptosporidii.

e Nebyl zjistén vztah mezi vékem, pohlavim ¢i vyskytem priijmovych onemocnéni
a kryptosporidiovymi infekcemi.

e V¢kova nespecifita a nizké intenzity infekci ukazuji na moznou toleranci hostitelt
K infekci.

e Byly detekovany dva nové genotypy kryptosporidii - Cryptosporidium Apodemus
genotype | a ll.

e Nebyl prokdzan zoonoticky charakter detekovanych kryptosporidii.
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