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1 UVOD

Zastupci rodu Cryptosporidium parazituji v té€lech poikilotermnich i homoiotermnich
obratlovct véetné ¢loveéka. Jedna se o jednohostitelské, jednobunééné a epicelularni
parazity (O’Donghue 1995; Ziegler a kol. 2007). Kryptosporidie patii do kmene
Apicomplexa. Dtive byly fazeny mezi kokcidie z divodu jejich vyvojového cyklu
(Fayer a kol. 1997; Tyzzer 1910). Na zaklad¢ molekularnich analyz byla zjisténa blizsi
ptibuznost s gregarinami nez s kokcidiemi (Carreno a kol. 1999). V soucasné dob¢ jsou
kryptosporidie fazeny do tiidy Gregarinomorphea, ktera zahrnuje skupiny
Orthogregarinia,  Cryptosporidiidae a  Rhytidocystidae.  Kryptosporidiim  je
nejpiibuznéjsi  skupina Orthogregarinia, kterd zahrnuje ftady Vermigregarida
a Arthogregarida (Cavalier-Smith 2014). Mezi spole¢né znaky gregarin a kryptosporidii
patii morfologickd stavba organel, které slouzi k pfichyceni k hostitelské buiice
(Valigurova a kol. 2007).

Vzhledem Kk tomu, ze dle morfologie oocyst nelze ptesné urcit o jaky druh se jedna,
K rozliseni jednotlivych druhi kryptosporidii se vyuziva molekularnich metod.
Pro genotypizaci jsou pouzivany rodové specifické primery amplifikujici rizné geny,
nejcastéji gen kodujici malou ribozomalni podjednotku rRNA (Sulaiman a kol. 1999).

Tato prace se zabyva biologii a diverzitou kryptosporidii hlodavci rodu Rattus.
U potkani byly dosud detekovany jak znamé druhy casto spojované s lidskymi
infekcemi, tak i nové, hostitelsky specifické genotypy kryptosporidii (Paparini a kol.
2012; Silva a kol. 2013; Zhao a kol. 2015). Cilem této prace je popsat diverzitu
a biologii kryptosporidii hostitelsky specifickych genotypt za pomoci mikroskopickych,

histologickych, molekularnich metod a experimentélnich infekci.



2 LITERARNI PREHLED

2.1 Obecné rozdéleni zastupci rodu Cryptosporidium

Kryptosporidie jsou velmi odolni paraziti, ktefi jsou kosmopolitné rozSifeni.
Parazituji zejména Vv gastrointestinalnim traktu svych hostitelt, ale byla popsana i dalsi
mista vyskytu jako plice, Fabriciova bursa, vzdusné vaky, ledviny, jatra, slinivka,
zluénik nebo Zlucovod (Current a kol. 1986; Goodstein a kol. 1989; Holubova a kol.
2016; Xiao a kol. 2002). U imunodeficitnich pacientl, zejména s rozvinutym
syndromem AIDS (Acquired Immune Deficiency Syndrome) muze dojit k rozSiteni
infekce téméf do vSech tkani hostitele (Kvaé, osobni sdéleni; Macher 1988; Reina a kol.
2016; Wesetowska a kol. 2016). Kryptosporidie se déli do dvou monofyletickych
a morfologicky odlisitelnych linii. Jednd se o zaludecni, infikujici epitelialni bunky
Zlaznatého zaludku a stfevni, které infikuji tenké a tlusté stievo (Xiao a kol. 2002).

Oocysty stfevnich kryptosporidii jsou mensi a kulaté, zatimco Zalude¢ni
kryptosporidie jsou vétsi a ovalné (Fayer a kol. 2000; Kvac a kol. 2013a; Lindsay a kol.
2000; Robinson a kol. 2010; Tyzzer 1912). Velikost oocyst se u kazdého druhu vice
¢i méné lisi. Velikost stievni kryptosporidie C. parvum je 5,00 x 4,50 um (Tyzzer
1912). Nejmensi oocysty byly zjistény u C. ryanae a maji velikost 4,41 % 2,94 um
(Fayer a kol. 2008). Velikost zalude¢ni C. muris je udavana 7,75 x 5,55 um (Katsumata
a kol. 2000), C. andersoni jsou velké 7,40 x 5,50 um (Lindsay a kol. 2000) a C. galli
méii 8,25 x 6,30 um (Ryan a kol. 2003).

2.2 Historie

Roku 1907 detekoval Tyzzer kryptosporidie ve zlaznaté ¢asti zaludku u mysi. Tento
druh byl popsan jako Cryptosporidium muris a podrobn&ji byl popsan roku 1910
(Tyzzer 1910). Nekolik let pted popisem C. muris Tyzzerem byl tento parazit s nejvetsi
pravdépodobnosti detekovan taktéz u mysi a pojmenovan Coccidium falciforme (Tyzzer
1910). Druhym popsanym druhem bylo Cryptosporidium parvum parazitujici v tenkém
stievé dospélych mysi (Tyzzer 1912). V dalsich letech bylo popsano mnozstvi dalSich
druhti kryptosporidii s riznym mistem jejich lokalizace (Ryan a kol. 2015). Dnes je
uznavano 32 platnych druhti kryptosporidii, pfi¢emz potkani nejsou typickym
hostitelem zadného znich. Vycéet vSech druht, které jsou popsané dle pravidel
zoologické nomenklatury, je uveden v tabulce 1. Prvni nalez hostitelsky specifickych

kryptosporidii u potkant detekovali Kimura a kol. (2007) v Japonsku.



Tabulka 1: Seznam platnych druhti rodu Cryptosporidium.

2.3 Vyvojovy cyklus

Druh Reference Hostitel Lokalizace
C. andersoni Lindsay a kol. 2000 skot slez
C. avium Holubova a kol. 2016 ptaci stievo, vdusné vaky, ledviny
C. baileyi Current a kol. 1986 dribez bursa Fabricii
C. bovis Fayer a kol. 2005 skot tenké stievo
C. canis Fayer a kol. 2001 psi tenké stfevo
C. cuniculus Robinson a kol. 2010 kralik stfevo
C. ducismarci Traversa 2010 zelvy stfevo
C. erinacei Kvac a kol. 2014 jezek stfevo
C. fayeri Ryan a kol. 2008 klokani stievo
C. felis Iseki 1979 kocky tenké stievo
C. fragile Jirkt a kol. 2008 obojzivelnici zaludek
C. galli Ryan a kol. 2003 ptaci Zlaznaty Zaludek
C. hominis Morgan-Ryan a kol. 2002 ¢lovek tenké stievo
C. huwi Ryan a kol. 2015 ryby zaludek
C. macropodum Power a Ryan 2008 klokani stievo
C. meleagridis  Sréter a kol. 2000 krocan tenké stievo
C. molnari Alvarez-Pellitero a Sitja-Bobadilla 2002 ryby zaludek, tenké stfevo
C. muris Tyzzer 1910 hlodavci zaludek
C. parvum Tyzzer 1912 savci tenké stievo
C. proliferans  Kvac a kol. 2016 hlodavci zaludek
C. rubeyi Li a kol. 2015 veverka stfevo
C. ryanae Fayer a kol. 2008 skot stfevo
C. scrofarum Kvac a kol. 2013 prasata stfevo
C. serpentis Levine 1980 plazi zaludek
C. suis Ryan a kol. 2004 prasata zaludek, tlusté stievo
C. testudinis Jezkova a kol. 2016 zelvy stfevo
C. tyzzeri Ren a kol. 2012 mys tenké stievo
C. ubiguitum Li a kol. 2014 ovce, kozy  stfevo
C. varanii Pavlasek a Ryan 2008 plazi stfevo
C. viatorum Elwin a kol. 2012 ¢lovek stfevo
C. wrairi Vetterling a kol. 1971 mordata tenké stievo
C. xiaoi Fayer a kol. 2009 ovce stievo

Zivotni cyklus kryptosporidii je pomémé komplikovany a zahrnuje étyti faze. Tyto

faze jsou excystace, merogonie, gametogonie a sporogonie. Vyvojovy cyklus zahrnuje

jednoho hostitele a déli se na sexudlni a asexudlni fazi. Prvnim krokem k tspé$Snému

vyvojovému cyklu je pozieni oocyst hostitelem. | velmi malé mnozstvi oocyst mize

vyvolat onemocnéni zvané kryptosporididoza (Zambriski a kol. 2013).

Z oocyst, které v hostiteli excystuji, se uvolni ¢tyfi sporozoiti, ktefi napadaji bunky

epitelu. Kazdy sporozoit obsahuje haploidni jadro s 8 chromozomy (Blunt a kol. 1997).



Kryptosporidie nejcastéji infikuji gastrointestinalni trakt, a to konkrétn¢ zaludek nebo
sttevo. Jak jiz bylo popsano vyse, kryptosporidie byly detekovany i v jinych organech,
a to zejména u ptakl, kdy se kryptosporidie vyskytuji v dychacim aparatu, piipadné
u imunodeficitnich jedinct (Current a kol. 1986; Lindsay a Blagburn 1990; Wang a kol.
2014).

U kostnatych ryb byl popsan odlisny vyvojovy cyklus. Jednd se o druhy
Cryptosporidium molnari a Cryptosporidium huwi. Oocysty byly detekovany uvnitt
7aludeéni sliznice, p¥ipadné uvnité bunék stievniho epitelu. Céast vyvojového cyklu
téchto dvou druhti kryptosporidii probiha uvnitt bun€k, coz je pro tyto druhy unikatni
(Ryan a kol. 2015; Sunnotel a kol. 2006).

Zivotni cyklus za¢ina pozitim infekce schopnych oocyst, pro které je dany hostitel
vnimavy. Mnozstvi pozienych Zivotaschopnych oocyst neni pro infekci rozhodujici
(Melicharova a kol. 2014; Zambriski a kol. 2013).

Oocysty excystuji v hostiteli v zaludku, respektive ve stfevé. Obecné je
pfedpokladdno, ze zalude¢ni druhy jsou adaptovany na kyselé Zalude¢ni pH, zatimco
sporozoiti sttevnich druhli nejsou schopni pii nizkém pH ptezivat (Widmer a kol. 2007).
Nicmén¢ Havrdova (2016) prokazala, ze oocysty C. parvum nemusi byt vystaveny
prostiedi Zaludku, aby byla vyvolana infekce U vnimavého hostitele. Uvolnéni
sporozoiti z oocyst se aktivné pohybuji, vyhledavaji a napadaji hostitelskou burniku
(Wetzel a kol. 2005). Pti kontaktu hostitelské buniky se sporozoitem dochazi
k vychlipeni plazmatické membrany hostitelské bunky, membrana postupné obklopuje
sporozoit az do vzniku parazitoforniho vaku (Melicharova a kol. 2014; Valigurova
a kol. 2007; Yoshikawa a Iseki 1991). S hostitelskou buiikou je sporozoit spojen pomoci
tak zvané feeder organely (Goebel a Braendler 1982).

Dalsi fazi vyvojového cyklu je merogonie, béhem které se jadro trofozoita asexualné
rozmnoZzuje. Vznikd meront 1. typu, ktery obsahuje 6-8 merozoitii. Merozoiti |. typu
napadaji dal$i buniky a opét davaji vzniknout merontim I. typu, pfipadné merontim
II. typu, ktefi obsahuji 4 merozoity (Aydin 1997). Pouze merozoiti Il. typu se vyviji
v sam¢i (mikrogamonty), respektive sami¢i (makrogamonty) stddia. Mikrogamonti
se mnohonasobné d€li a vznika znich celkem az 16 pohyblivych mikrogamet.
Makrogamont je jednojaderny a vyviji se v jednu makrogametu, kterd je vyhledavana
mikrogametami. Mikrogameta penetruje do makrogamety a tim dochazi k oplodnéni.
Oplodnénd makrogameta se vyviji v oocystu (Current a kol. 1986; Current a Reese
1987; Fayer a Ungar 1986; Valigurova a kol. 2008).
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Kazda oocysta obsahuje velké rezidualni télisko a ¢tyti sporozoity (Uni a kol. 1987).
U Cryptosporidium parvum byl prokazan vznik dvou typt oocyst. Tenkosténné oocysty,
které zpisobuji autoinfekci (Blunt a kol. 1997; Widmer 2007) a silnosténné oocysty,
které jsou vylucovany spolecné s trusem do vnéjSiho prosttedi, kde jsou ihned schopné
infikovat dal$iho hostitele (Current a Reese 1987; Sunnotel a kol. 2006). Diky stavbé
bunécné stény jsou silnosténné oocysty dobie adaptovany na pfeziti v nepfiznivém

prostiedi (Jenkins a kol. 2010a).

Obrazek 1: Vyvojovy cyklus kryptosporidii (Current 1991; upraveno).

) Thick-walled
o:'cyst {sporulated)
=3 exits host

Type | Meront,

& J
Thm%all‘%

oocyst
isporulated)

Micragamaont

Microgametes

Undifferentiated
Gamcnt

2.4 Hostitelska specifita

Kazdy parazit vyuziva urcité rozmezi Zivocisnych druht jako své hostitele. Toto
rozmezi je oznacovano jako hostitelska specifita. Kryptosporidie jsou izce nebo Siroce
hostitelsky specifické. Mezi nejméné hostitelsky specifické druhy patii C. parvum
a C. ubiquitum, u kterych se piedpoklada jejich infektivita pro vSechny savce véetné
lovéka (DuPont a kol. 1995; Fayer 2004; Li a kol. 2014; Raskova a kol. 2013). Uzk4
hostitelska specifita je typicka pro druhy C. wrairi, C. ryanae, C. hominis, C. suis
nebo C. scrofarum (Ifeonu a kol. 2016; Kvac a kol. 2013a; Morgan-Ryan a kol. 2002).
Nicméné 1 tuzce hostitelsky specifické druhy mohou pfrilezitostné parazitovat
v nespecifickém hostiteli. Jako pfiklad lze uvést infekci imunokompetentniho muze
druhem Cryptosporidium erinacei, pro ktery je typickym hostitelem jezek (Kvac a kol.
2014).
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2.5 Kilinické piiznaky kryptosporidiovych infekci

Infekce, ktera je vyvolana kryptosporidiemi, se nazyva kryptosporididza. Klinické
projevy u kazdého hostitele jsou uzce spjaty S jeho imunitnim systémem a také zavisi
na lokalizaci parazita. Kryptosporididoza je studovana u velkého spektra hostiteld
z divodu porozuméni patogenité téchto parazitli. Infikovani jedinci mohou byt postizeni
silnymi vodnatymi prijmy a dochazi u nich k poSkozeni stfevniho epitelu (Sterling
a kol. 1986), nicméné v fadé pripadii se vodnaté prijmy vibec neobjevuji (Houpte
a kol. 2005; Turkcapar a kol. 2002). Mezi dalsi ptiznaky patii napiiklad zvraceni,
nechutenstvi, bolesti bficha, inava, malatnost, nadmérné poceni a horecka (Fayer 2003;
Raskova a kol. 2013; Thompson a kol. 2005).

Kryptosporididoza se nejcastéji vyskytuje u imunosuprimovanych osob a u déti
(Segura 2015). U imunokompetentniho ¢lovéka trva infekce pramérné 12 dni. Klinické
ptiznaky se objevuji nejcasteji V rozmezi 3-26 dni. V pfipadé infekce tlustého stieva
muze infekce probihat zcela asymptomaticky, stejné jako pii infekci Zalude¢nimi
kryptosporidiemi (Vitovec a kol. 2006). Pouze vV ojedinélych piipadech doslo
u postizenych jedinct ke kachexii (Anderson 1987; Kva¢ a kol. 2013c, 2014; Pospischil
a kol. 1987).

V zemich tietiho svéta je kryptosporididza druhé nejcastéjsi prijmové onemocnéni,
na které umiraji nejcast&ji déti do 5 let véku. Obvykle se nakazi z vody, ve které
se nachazeji oocysty kryptosporidii. Ty se do vody dostaly z trusu hospodatskych
1 volné zijicich zvitat (Striepen 2013).

V poslednich letech byla provedena fada studii a bylo zjiSténo, Ze vétSina druhli
kryptosporidii nezptisobuje zadné klinické piiznaky (Houpte a kol. 2005; Kva¢ a kol.
2013c, 2014; Ryan a Xiao 2014; Segura 2015; Turkcapar a kol. 2002; Vitovec a kol.
2006).

2.6 Kryptosporidiové infekce hlodavcii

Hlodavcei zahrnuji ptiblizné 40 % saveéi rozmanitosti. Jednd se o skupinu s vice
nez 2 200 druhy. Obvykle je rozeznavano 5 podiadi: Myomorpha (mysi, krysy,
piskomilové a jim pfibuzni), Sciuromorpha (stromové veverky a jim piibuzni),
Castorimorpha (bobfi, pytlonoS§i a jim piibuzni), Anumaluromorpha (Supinatky
a nohaci) a Hystricomorpha (gundiové, kapybary a jim piibuzni). S takovou
rozmanitosti zabiraji hlodavci Sirokou Skéalu habitatii a zobeciiovani, tykajici se jejich

piirozené historie, je obtizné. VSichni hlodavci maji dva horni a dva dolni fezéky, které

12



rostou nepfetrzité (samy se obrusuji), ale chybi jim Spi¢adky. VétSina druhii jsou
bylozravci, ptipadné vSezravci.

Mysi a krysy starého svéta jsou zahrnuty v ¢eledi Muridae. Do stejné skupiny patii
1 piskomilové, ktefi jsou Casto vyuzivani jako laboratorni zvifata pro experimentalni
infekce kryptosporidiemi, jelikoz jsou k témto parazitim dobfe vnimavi (Baishanbo
a kol. 2005; Kvac a kol. 2009d).

Kryptosporidiim hlodavci byly dosud vénovany stovky studii (PubMed,
www.ncbi.nlm.nih.gv/pubmed). Byly u nich popsany druhy jako C. muris (Tyzzer
1910), C. tyzzeri (Ren a kol. 2012) a u morcat C. wrairi (Vetterling a kol. 1971).

2.7 Hlodavci rodu Rattus
Hlodavci rodu Rattus jsou fazeni do fiSe Animalia, kmene Chordata, podkmene
Vertebrata, tfidy Mammalia, fd4du Rodentia a celedi Muridae. Ptibuznost s dalSimi

drobnymi hlodavci znazoriuje obrazek 2.

Obrazek 2: Fylogeneticka ptibuznost vybranych druhti hlodavct (Bedford a Hoekstra
2015; upraveno).
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Nejznaméjsi zastupci rodu Rattus jsou potkan (Rattus norvegicus) a krysa obecna
(Rattus rattus), pricemz potkan je jediny druh rodu Rattus, ktery se oznacuje v Cestiné
rodové jinak nez krysa a to jako potkan obecny. Hlodavci rodu Rattus jsou téméf
celosvétoveé rozSifeni s vyjimkou polarnich oblasti (Reid 2006). Tito hlodavci jsou
nejrozsifenéjsi ze vSech komenzalnich zvitat a nejhorsi ze vSech skudci (Lowe a kol.

2000).
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2.7.1 Fylogeografie hlodavcii rodu Rattus

Hlodavci rodu Rattus sensu stricto se poprvé objevili pred ~7,5 — 5,5 miliony let.
Rattus sensu stricto prod¢lal dvé intenzivni speciace. Prvni byla pied ~2,7 miliony let
a vytvorilo se pét Rattus linii v obdobi krat§im nez 0,3 milionu let. Druha speciace
zacala pred ~1,2 miliony let a stile pokracuje (Verneau 1998). K nejvétsi diverzifikaci
vrodu Rattus doslo v dobé pted ~3,5 miliony let. V tomto obdobi se separoval
endemicky druh z Nové Guinei Rattus praetor a dalsi linie zahrnovala druhy
R. norvegicus, R. exulans, R. rattus a R. tanezumi (Robins 2008). V pribéhu let doslo
Kk rozpadu tzv. pravych krys a potkani na piiblizné 60 druhii. Vycet je uveden v tabulce
2. Kcelosvétovému vyskytu napomohla témto hlodaveim namotni doprava, ktera
zna¢né zasahla do jejich piirozeného rozsifeni (Aplin a kol. 2003; Verneau 1998).

Jako plivodni oblast vyskytu potkana obecného je povazovdna vychodni centralni
Asie, véetné dneSni severni Ciny a Mongolska (Hedrich 2000; Lin a kol. 2011,
Lydekker 1896). Nedavné analyzy ovSem prokézaly, Ze ancestralni formy druhu Rattus
norvegicus pavodné pochéazi z Jihovychodni Ciny z doby pred ~1,6 — 1,2 miliony let
(Jin a kol. 2008; Wu a Wang 2012). Zkoumani fosilnich vzorki nalezenych v jeskyni
Choukoutien v severni Ciné prokéazalo, Ze se potkani do téchto mist dostali v dobé&
pred ~0,4 miliony let a dale se rozsifili do vétsiny Ciny a pfilehlych Asijskych zemi
(~0,13 — 0,01 milionu let) (Wu a Wang 2012). Béhem 15. stoleti byli potkani postupné
introdukovani do celého svéta. V Evropé je jejich vyskyt zaznamenan poprvé

zacCatkem 18. stoleti.
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Tabulka 2: Vyc¢et druht rodu Rattus (Musser a Carleton 1993).

Druh Vyskyt Druh Vyskyt
Rattus adustus Indonésie Rattus mindorensis Filipiny
Rattus annandalei Indonésie, Malajsie Rattus mollicomulus ~ Indonésie
Rattus argentiventer  JV Asie Rattus montanus Sri Lanka

Rattus baluensis
Rattus bontanus
Rattus burrus
Rattus colletti
Rattus detentus
Rattus elaphinus
Rattus enganus
Rattus everetti

Rattus exulans

Rattus feliceus

Rattus foramineus
Rattus fuscipes
Rattus giluwensis
Rattus hainaldi

Rattus hoogerwerfi

Rattus jobiensis

Rattus koopmani
Rattus korinchi

Rattus leucopus

Rattus losea

Rattus lugens
Rattus lutreolus
Rattus macleari
Rattus marmosurus

Malajsie

Indonésie

Indie

Australie

Papua Nova Guinea
Indonésie

Indonésie

Filipiny

JV Asie, ostrovy
Pacifiku

Indonésie

Indonésie
Australie
Papua Nova Guinea
Indonésie

Indonésie

Indonésie

Indonésie

Indonésie

Australie, Indonésie,
Papua Nova Guinea
JV Asie

Indonésie

Australie

Vanocni ostrov
Indonésie

Rattus mordax
Rattus morotaiensis
Rattus nativitatis
Rattus nitidus

Rattus norvegicus
Rattus novaeguineae
Rattus osgoodi
Rattus palmarum

Rattus pelurus

Rattus praetor

Rattus ranjiniae
Rattus rattus
Rattus sikkimensis
Rattus simalurensis

Rattus sordidus

Rattus steini

Rattus stoicus
Rattus tanezumi

Rattus tawitawiensis

Rattus timorensis
Rattus tiomanicus
Rattus tunneyi
Rattus turkestanicus
Rattus villosissimus

2.7.2 Nemoci pienasené hlodavci rodu Rattus

Papua Nova Guinea
Indonésie

Vanocni ostrov

JV Asie
Celosvétove

Papua Nova Guinea
Vietnam

Indie

Indie

Indonésie, Papua
Nova Guinea

Indie

Celosvétove

JV Asie

Indonésie

Australie, Indonésie,
Papua Nova Guinea
Indonésie, Papua
Nova Guinea

Indie

JV Asie

Filipiny
Indonésie
JV Asie
Australie
Asie
Australie

Celosvétoveé nejrozsifenéjsi hlodavec z rodu Rattus je Rattus norvegicus (potkan
obecny). V Ceské republice se vyskytuje na celém tUzemi véetné vysokych
nadmoiskych vysek. Tento hlodavec patii mezi vyznamné pienaseCe parazitarnich,
bakterialnich 1 virovych onemocnéni. Z pavodcli onemocnéni pieSnosnych
na hospodarska a domaci zvitata pfipadné na ¢lovéka jsou nejvyznamnéjsi leptospiry,
listerie, salmonely, rickettsie, Mycobacterium tuberkulosis, Francisella tularensis,
Trichinella spiralis a fada dalSich (Evangelista 2010; Hilton a kol. 2002; Lecuit 2007;
Webster a Macdonald 1995; Zhan a kol. 2009). Kromé vySe uvedenych puvodct

zoonotickych chorob, jsou hlodavci rodu Rattus zdrojem kryptosporidii.
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2.7.3 Biologie rodu Rattus
uplatnéni jako laboratorni zvitata, jelikoz jsou vyznamnym modelovym organismem.
Vyhodou je rychla generacni doba a velky pocet potomstva. Pohlavné dospivaji v 50-60
dnech stafi a samice ma v jednom vrhu az 12 mlad’at.

Na druhou stranu divoké druhy rodu Rattus zptisobuji obrovské skody v zemédélstvi
a to hlavné v jihovychodni Asii. Pfirozené¢ se vyskytuji v zemédé€lskych oblastech,
pii pobiezi, na pastvinach, v moktadech, ruderalnich a urbanizovanych plochéch. Jejich
vyskyt je obvykle spojen s pritomnosti ¢lovéka. Hlodavci rodu Rattus jsou omnivorni
oportunisti, ale preferuji vice rostlinnou potravu, jako je obili, brambory, ovoce
a zelenina. Diky studiu jejich potravnich preferenci lze redukovat populace téchto
hlodavci. Socialni uceni a predavani zkusenosti mladym jedincim je obecné znamy
fenomén (Cowan a kol. 2003; Galef a Allen 1995).

Rozdil ve stavbé téla krysy a potkana znéazoriiuje obrazek 3. Obecné lze fici,
ze potkan ma mensi usi a ocas je kratSi nez délka téla. Krysa je obvykle tmavé zbarvena

a potkan je spiSe hnédy a ma svétlé biicho (Reid 2006).

Obrazek 3: Rozdil ve stavbé téla krysy, potkana a mysi domaci (Reid 2006; upraveno).

Mladé krysy
Krysa Rattus rattus Rattus rattus
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\\
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PREFERED BY
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Pobiue Resith Servus

Potkan Ra"us norvegicus Commenicoble Disease Center
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16



2.8 Kryptosporidie a kryptosporidiéoza hlodavci rodu Rattus

Kryptosporidiim bylo dosud vénovano ptiblizné 9000 studii. T&ch, které se zabyvaji
kryptosporidiemi u hlodavct, jsou fadoveé stovky, studii zabyvajicich se molekularni
epidemiologii nebo biologickymi vlastnostmi kryptosporidii u hlodavci rodu Rattus je
mén¢ nez 20 (WEB of Knowledge, https://apps.webofknowledge.com).

Ve vétsin¢ praci byly oocysty kryptosporidii u hlodavch rodu Rattus detekovany
pouze mikroskopicky a rozliSovani riznych druhii bylo zalozeno pouze na morfologii
a morfometrii oocyst (Gholipoury a kol. 2016; Iseki 1986; Webster a Macdonald 1995).
Ze soucasného pohledu nelze bez molekularnich analyz rGznych genotypii presné
porozumét diverzité, epidemioologii a zoonotickému potencialu téchto parazitd (Xiao
a Fayer 2008).

Hlodavci rodu Rattus jsou vnimavi K fad¢ druhd kryptosporidii. Jedna se jak o druhy
suzkou, tak i s Sirokou hostitelskou specifitou. Do soucasné doby bylo u téchto

hlodavcu popsano 5 druhi, 5 genotypu kryptosporidii a fada dalsich izolata (tabulka 3).
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Tabulka 3: Ptrehled dosud detekovanych druhti a genotypt kryptosporidii u hlodavct

rodu Rattus.

Referenc¢ni
Druh / genotyp rodu Metoda sekvence "
Cryptosporidium detekce (SSV) Zemé Reference
GenBank
Mikroskopicky - Japonsko  Iseki 1986
Mikroskopicky - Anglie  Webster a Macdonald 1995
C. parvum PCR AB271070 Japonsko  Kimura a kol. 2007
' PCR-RFLP HQ651732 Iran Bahrami a kol. 2012
PCR AB986579-81 fran Saki a kol. 2016
PCR (EU331237)" Cina Zhao a kol. 2015
Mikroskopicky - Japonsko  Iseki 1986
c . PCR JX485397 Filipiny  Ng-Hublin a kol. 2013
- muris PCR JQ313975  Brazilie  Silvaa kol. 2013
PCR (EU245045)" Cina Zhao a kol. 2015
C. tyzzeri PCR GQ121024 Cina Chaochao a kol. 2009
C. scrofarum PCR JX485403 Filipiny ~ Ng-Hublin a kol. 2013
C. suis-like PCR JX485388 Filipiny ~ Ng-Hublin a kol. 2013
C. meleagridis PCR AB271063 Japonsko  Kimura a kol. 2007
rat genotype | PCR JX485398 Filipiny ~ Ng-Hublin a kol. 2013
PCR GQ121025 Cina Chaochao a kol. 2009
rat genotype Il PCR JX294358 Australie  Paparini a kol. 2012
PCR JX485400 Filipiny ~ Ng-Hublin a kol. 2013
PCR GQ121026 Cina Chaochao a kol. 2009
PCR JX294361 Australie  Paparini a kol. 2012
rat genotype 111 PCR JX485389  Filipiny  Ng-Hublin a kol. 2013
PCR KF176349 Brazilie  Silva a kol. 2013
rat genotype 1V PCR JX485394 Filipiny ~ Ng-Hublin a kol. 2013
izolat BR3! PCR AB271061 Japonsko  Kimura a kol. 2007
izolat BR4 a 20! PCR AB271062 Japonsko  Kimura a kol. 2007
izolat BR8 PCR AB271064 Japonsko  Kimura a kol. 2007
izolat BR12! PCR AB271066 Japonsko  Kimura a kol. 2007
izolat BR10 a 152 PCR AB271067 Japonsko  Kimura a kol. 2007
izolat BR16 a 44! PCR AB271068 Japonsko  Kimura a kol. 2007
izolat BR312 PCR AB271071 Japonsko  Kimura a kol. 2007
izolat BR40? PCR AB271072 Japonsko  Kimura a kol. 2007
histologie — Korea Seok a kol. 2005
Cryptosporidium sp.  mikroskopicky — fran Gholipoury a kol. 2016
(blize nedefinovano)  mikroskopicky - Indonésie  Prasetyo 2016
mikroskopicky — Japonsko  Yamaura a kol. 1990

* Sekvence z této studie nejsou ulozeny v databazi GenBank, jsou vSak identické s témito uvedenymi
sekvencemi; ! pozd&ji popsano jako Cryptosporidium rat genotype 1V; 2 pozdé&i popsano jako
Cryptosporidium rat genotype |

Jako prvni detekoval oocysty v trusu u Rattus norvegicus a R. rattus Iseki (1986)

v Japonsku. Vzorky trusu zkolonu a céka byly vySetfeny mikroskopicky.

Dle morfometrie se jednalo o dva rtizné druhy kryptosporidii, které byly povazovany

za C. parvum a C. muris a tyto izolaty byly infek¢ni pro laboratorni potkany. Prevalence

byla 14,8 %. V dalsi studii provedené v Japonsku byly detekovany oocysty ze vzorki
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trusu opét mikroskopicky. Dle velikosti oocyst se predpokladalo, ze se jednalo o jeden
druh kryptosporidii, ktery nebyl blize specifikovan. Prevalence byla 13,9 % (Yamaura
a kol. 1990). V roce 1995 byly detekovany kryptosporidie v Anglii a dle velikosti
oocyst byly povazovany za C. parvum. V této studii byla piekvapivé vysoka prevalence
a to 63 % (Webster a Macdonald 1995). Dalsi studie byla provedena az v roce 2005.
U 6 % laboratornich potkanti v Severni Koreji doddvanych do vyzkumnych laboratofi,
byly kryptosporidie nalezeny v histologickych preparatech stfeva, ac¢koliv vzorky trusu
byly mikroskopicky negativni (Seok a kol. 2005).

Prvni studie, ve které byla provededena molekularni genotypizace kryptosporidii
u Rattus norvegicus, byla publikovana az vroce 2007 v Japonsku. Fylogeneticka
analyza genu kodujiciho malou ribozomalni podjednotku rRNA ukazala pfitomnost
jak znamych druhu, tak novych genotypi, které do té doby nebyly detekovany
u zadnych jinych obratlovct. Celkova promofenost potkant v této studii byla 38 %
(Kimura a kol. 2007).

Feng a kol. 2009 sledovali vyskyt kryptosporidii v odpadnich vodach v Cing
a detekovali sekvenci malé ribozomalni podjednotky, ktera byla identicka s izolatem
BR15 ze studie Kimura a kol. 2007. Tento genotyp byl nazvan Cryptosporidium rat
genotype.

V roce 2009 byly detekovany a pojmenovany dalsi 2 nové genotypy kryptosporidii
parazitujicich u krys, jmenovité Cryptosporidium rat genotype Il a 111 (Chaochao a kol.
2009). Prevalence v této studii byla 8,9 %.

V roce 2012 byly provedeny dvé studie zabyvajici se kryptosporidiemi hlodavci
rodu Rattus. Prvni studie byla provedena v franu a vzorky byly vysetfovany pomoci
PCR-RFLP metody. Pomoci této metody byly vSechny pozitivni vzorky detekovany
jako C. parvum (Bahrami a kol. 2012). V druhé studii ze severni Australie byla
na zakladé piitomnosti specifické DNA kryptosporidii pomoci PCR analyzy pro malou
ribozomalni podjednotku rRNA a gen kédujici aktin popsdna 8,2% prevalence
kryptosporidii u Rattus rattus. Byly detekovany genotypy Cryptosporidium rat genotype
Il a Cryptosporidium rat genotype 11 (Paparini a kol. 2012).

V nasledujicim roce byly provedeny dalsi dvé studie. V prvni studii z Brazilie byla
na zakladé¢ molekuldrnich metod (SSU a aktin) 29,6% promoienost hlodavcii rodu
Rattus druhem C. muris a Cryptosporidium rat genotype I1l. Genotyp rat genotype Il
diive detekovany pouze u potkanii a krys byl v této studii nalezen i u mysi (Silva a kol.

2013). Ve druhé studii, ktera byla provedena na vzorcich z Filipin, byly vyjma druhi
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C. muris a C. scrofarum pievazné detekovany hostitelsky specifické genotypy
Cryptosporidium rat genotype I-IV (Ng-Hublin a kol. 2013). Fylogenetické analyzy
prokazaly, ze rat genotype IV vytvaii spolecnou skupinu s dfive popsanymi izolaty
z potkanti z Japonska s izolatem W19 ziskaném z odpadni vody v USA (Jiang a kol.
2005; Kimura a kol. 2007). U krys byl v této studii popsan vyskyt nového genotypu
nazvaného C. suis-like, pfi¢emz autofi poznamenali, ze by nemél byt zaménovan
s druhem C. suis, od kterého se molekularn¢ 1isi. Celkova promoienost hlodavct rodu
Rattus byla 28,1 % (Ng-Hublin a kol. 2013).

Roku 2015 byli vysetieni hlodavci rodu Rattus v Cing. Detekce kryptosporidii byla
provedena pomoci PCR, amplifikaci genu pro malou ribozomalni podjednotku rRNA
a 60-kDa glykoprotein. Molekularni analyzy prokazaly piitomnost specifické DNA
u 9 % jedinci, konkrétné druhti C. parvum a C. muris (Zhao a kol. 2015).

Posledni dosud publikované studie vénované kryptosporidiim u hlodavci rodu
Rattus byly provedeny v roce 2016 v Indonésii a franu. Ve dvou studiich z Indonésie
a Irdnu byla popsana prevalence 33 % a 6,6 %. Nicmén& hlodavci byli podrobeni
celkovému parazitologickému vySetfeni a oocysty kryptosporidii byly detekovany
pouze mikroskopicky a neni tudiz jasné, jaké druhy, pfipadné genotypy kryptosporidii
se u téchto hlodavct vyskytovaly (Gholipury a kol. 2016; Prasetyo 2016). Ve treti studii
(fran) byla detekce kryptosporidii zalozena na kombinaci mikroskopického vysetien,
RFLP-PCR a sekvenovani genu pro malou ribozomalni podjednotku rRNA. Na zakladé
restrikéni analyzy a ziskanych sekvenci byly pozitivni vzorky vyhodnoceny jako
C. parvum. Prevalence u hlodavcu rodu Rattus v této studii byla 3,2 % (Saki a kol.
2016).
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3 CILE PRACE

e Kritické zpracovani literarni reSerSe k problematice dané¢ho tématu.

e Popis diverzity kryptosporidii hlodavci rodu Rattus z vybranych lokalit
pomoci molekularnich metod.

e Popis biologie nalezenych a nedostate¢né charakterizovanych genotypu.

e Vyhodnoceni zoonotického potencialu detekovanych druhti a genotypu

kryptosporidii.
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4 MATERIAL A METODIKA
4.1 Material

4.1.1 Zdroj biologického materialu

Celkem bylo ziskano 788 vzorki trusu nebo obsahli zazivaciho traktu z nékolika
lokalit v Ceské republice, na Slovensku, Novém Zélandu, Filipinach, v Kamerunu,
Keni, Kambodzi a Thajsku. Vzorky byly skladovany v dichromanu draselném

nebo v ethanolu.

4.1.2 Ziskani paraziti

Ze vzorkl trusu byly ziskdny 4 genotypy kryptosporidii hostitelsky specifické
pro hlodavce rodu Rattus. Pouze oocysty genotypu Cryptosporidium rat genotype |
a Cryptosporidium rat genotype IV byly ziskany v takovém mnozstvi a kvalité, aby bylo
mozné S nimi laboratorné pracovat. Ze vzorku s izolaty Cryptosporidium rat genotype 11
a Cryptosporidium rat genotype III byla ziskana pouze specificka DNA, jelikoz vzorky

byly uchovany v ethanolu.

4.1.3 Experimentalni zviiata

Laboratorni potkani kmene Wistar (Rattus norvegicus) ve véku 4 a 8 tydnd, 8 tydnt
star¢ laboratorni mysi BALB/c (Mus musculus), 8 tydni stati piskomilové mongolsti
(Meriones unguiculatus). Potkani byli pofizeni z firmy AnLab, s.r.o. Mysi
a piskomilové byli ziskdni z chovu Parazitologického ustavu, Biologického centra

AVCR, v. v. i. v Ceskych Budgjovicich.

4.2 Metody

4.2.1 Zpracovani vzorku

U Cerstvé odebranych vzorkd trusu, piipadné ze vzorki skladovanych v dichromanu
draselném byla provedena detekce oocyst kryptosporidii pomoci specifickych barveni,
dale purifikace oocyst pro experimentalni infekce a morfometrické analyzy a izolace
DNA pro genotypizaci. Ze vzorki skladovanych v ethanolu byla provedena pouze
izolace DNA.

4.2.2 Purifikace oocyst
Trus s oocystami Cryptosporidium rat genotype | nebo Cryptosporidium rat genotype
IV byl homogenizovan ve tfeci misce, dale preCistén na sachar6zovém gradientu

a nakonec docistén na cesium chloridovém gradientu.
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Sacharézovy gradient (Arrowood a Stearling 1987)
Chemikalie: Sheateriv roztok, 1% roztok PBS Tween a pracovni Sheaterovy
roztoky.
SloZeni Sheaterova roztoku: 259 ml deionizované vody, 405 g cukru a 7,29 g fenolu
Pracovni Sheaterovy roztoky: 1+2 (1 dil Sheater + 2 dily PBS Tween)
1+4 (1 dil Sheater + 4 dily PBS Tween)
Postup:

=

Zbavit trus piimesi pfecezenim pies sitko.

N

Do 4 sklenénych zkumavek navrstvit pomoci pasteurovy pipety gradient:

1. vrstva: 30 ml Sheater 1+2
2. vrstva: 30 ml Sheater 1+4

3. vrstva: 15 ml vzorku trusu

3. Centrifugovat pii 4 °C po dobu 20 minut pii 1370 g.

4. Horni zbarvenou vrstvu (cca 1/3) odsat a zbyly supernatant pienést do Cistych
zkumavek.

5. Zkumavky doplnit deionizovanou vodou a centrifugovat pii 4 °C po dobu
20 minut. pii 1370 g.

6. Polovinu objemu odsat a vzorky doplnit deionizovanou vodou. Centrifugovat
pii 4 °C po dobu 20 minut pii 1370 g.

7. Zopakovat krok 6.

8. Sediment pfenést do Cisté zkumavky a uchovat pii 4 °C s piidavkem ATB

ptipadné zalit 5% dichromanem draselnym.

Cesium chloridovy gradient

Chemikalie: Cesium chlorid (roztok o hustoté 1,15 g.ml™), PBS (0,025 M roztok;
pH 7,2).

Postup:

Centrifugovat vzorky ptecisténé na cukrovém gradientu.
Odsat supernatant, ptidat PBS a rozsuspendovat.
Do ¢isté 1,7 ml zkumavky napipetovat 1 ml CsCl.

Na CsCl opatrné navrstvit 0,5 ml roztoku oocyst v PBS.

a ~ W E

Vzorek centrifugovat pii laboratorni teploté po dobu 3 minuty pii 16 000 g.
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6. Odebrat 1 ml supernatantu s oocystami a poté nafedit deionizovanou vodou.
7. Vzorek centrifugovat pii 4 °C po dobu 20 minut pti 1370 g.

8. Supernatant odsat a pelet skladovat v dichromanu draselném.

4.2.3 Specifické barveni oocyst kryptosporidii
Byl proveden tenky natér trusu na podlozni sklo, zafixovan pomoci methanolu
a protazenim V plameni. VVzorky byly obarveny metodami anilin-karbol-methyl violeti

a metodou dle Ziehl-Neelsena.

Metoda barveni anilin-karbol-methyl violeti (Milac¢ek a Vitovec 1985)
Chemikalie: Methylviolet’ (roztok 0,6 g methylvioleti, 1 ml anilinu, 1 g fenolu, 30 ml
96% alkoholu a 70 ml deionizované vody), roztok 2% kyseliny sirové, 1% roztok

tartrazinu v 1% kyselin¢ sirové.

Postup:
1. Nafixované vzorky obarvit v roztoku methylvioleti po dobu 30 minut.
2. Vzorky oplachnout vodou.
3. Diferenciace v H2SO4 po dobu 2 minut.
4. Vzorky oplachnout vodou.
5. Vzorky dobarvit v tartrazinu po dobu 4 minut.
6. Vzorky oplachnout vodou.
7. Nechat vzorky oschnout pfi laboratorni teplot¢ a nasledné prohlizet

mikroskopem pii zvétSeni 1000x za pouZiti imerzniho oleje.

Barveni dle Ziehl-Neelsena v modifikaci dle Henriksena a Pohlenze (1981)
Chemikalie: Roztok karbolfuchsinu (2,5 ml rozpusténych fenolovych krystala, 5 ml
100% ethanolu, 0,5 g praskového basického fuchsinu, 50 ml destilované vody),
1% kysely alkohol (1 ml koncentrované kyseliny solné — HCI, 100 ml 70% ethanolu),
0,8% fast green zelen (0,8 g prasku light green — svétla zelen, 100 ml deionizované
vody).
Postup:

1. Nafixované vzorky v methanolu obarvit v roztoku karbolfuchsinu 2—3 hodiny.
2. Vzorky oplachnout pod tekouci vodou.
3. Odbarvit nabarvené roztéry v 1% kyselém alkoholu tak, Zze pfi odbarvovani

Jiz neodtéka roztok Cervené barvy.
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Opléachnout pod vodou po dobu 1 minuty.

Barvit 1 minutu svétlou zeleni.

Vzorky oplachnout pod tekouci vodou.

Nechat vzorky oschnout pfi laboratorni teplot¢ a ndasledné prohlizet

mikroskopem pii zvétSeni 1000% za pouziti imerzniho oleje.

4.2.4 Hodnoceni intenzity infekce

U mikroskopicky pozitivnich vzorki byla odhadnuta intenzita infekce a vyjadiena

poctem oocyst v gramu trusu (OPG = oocyst per gram) (Kvag¢ a kol. 2007).

4.2.5 lzolace DNA

Izolace byla provedena pomoci komer¢niho kitu Exgene Stool DNA mini (GeneAll

Biotechnology).

Soucasti kitu: FL pufr, PB pufr, NW pufr, EzPass kolona, Kolona typ G, 1,5 ml

mikrocentrifugacni zkumavka.

Postup:

1.

o B~ w N

10.

Piiblizné 200 mg vzorku trusu dat do Safe-Lock zkumavky, pfidat sklenéné
a zirkonové kulicky a napipetovat 0,8 ml FL pufru, homogenizovat
vortexovanim a rozbit ptistrojem Fast Prep 24 Instrument (MP Bio) po dobu
1 minuty pfi rychlosti 5,5 m/s.

Inkubovat 5 minut pfi laboratorni teploté, centrifugovat 5 minut pti 14 000 g.
Piepipetovat veskery supernatant na EzPass kolonu (bila kolona).
Centrifugovat 1 minutu pti 14 000 g, vylit odpad ze sbérné zkumavky.

Na kolonku napipetovat 100 ul EB pufru, inkubace 1 minutu pii laboratorni
teploté, centrifugovat 1 minutu pii 14 000 g.

Vyhodit bilou kolonku a pfipipetovat 500 ul PB pufru do sbérné zkumavky,
promichat pipetovanim.

Vsechen obsah sbérné zkumavky pienést na mini spin column (zelend
kolona).

Centrifugovat 1 minutu pii 14 000 g, vylit odpad ze sbérné zkumavky.
Napipetovat 500 pl pufru NW na stfed kolony a centrifugovat 1 minutu
pti 14 000 g.

Vylit odpad ze sbérné zkumavky a opét centrifugovat 1 minutu pii 14 000 g.

Prenést kolonu na ¢istou eppendorfku.
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11. Napipetovat 200 ul EB pufru na kolonu, inkubovat 1 minutu a centrifugovat
1 minutu pii 14 000 g. Ziskanou DNA skladovat pii -20 °C

4.2.6 Genotypizace

Vyizolovana DNA byla pouzita pro amplifikaci genu kédujiciho malou ribozomalni
podjednotku rRNA (SSU) a aktin genu pomoci nested PCR. Jako negativni kontrola
byla pouzita dH20 a jako pozitivni kontrola vyizolovanda DNA C. parvum, respektive
C. muris. Primarni reakce byla provedena ve 20 pl, z toho 10 ul byl HS-Taq premix
(GenAll, Korea) obsahujici 2U HS-Taq DNA polymerazy, 200 uM dNTPs, reakéni pufr
(2,5 mM MgCl»), loading dye a stabilizator. Do reakce bylo dale ptidano 7 ul PCR
vody, 200 mM specifického forward a reverse primeru a 2 ul genomové DNA.
Sekundarni reakce byla shodnd s predpisem primarni reakce. Jako templat
pro sekundérni reakei byly pouzity 2 pl primérni reakce.

Primarni a sekundarni PCR reakce probéhly v 35 cyklech. Nejprve doslo
k denaturaci DNA pfti 95 °C po dobu 45 sekund. Déle nasledoval krok nasedani primerti
(annealing) pfi specifické teploté pro kazdou reakci po dobu 45 sekund (nize). Nasledné
se teplota zvysila na 72 °C, pfi které se prodluzoval fetézec DNA (extension) po dobu
1 minuty. Prvnimu cyklu pfedchézela pocatecni denaturace pii teploté 95 °C po dobu
3 minut a posledni cyklus byl nasledovan finalni extenzi pfi 72 °C po dobu 7 minut.

Pro amplifikaci kazdého genu byly pouZity specifické primery. Tyto primery a jejich

nasedaci teploty jsou popsany v tabulce 4.
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Tabulka 4: Nukleotidové sekvence specifickych primert pro rizné geny.

SSuU

Primarni reakce 55 °C
F15-TTCTAGAGCTAATACATGCG-3’

R1 3’-AGGACAAAGTTCCCTTTACCC-5"
Sekundarni reakce 55 °C

F2 5'-GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAG-3"
R2 3"-ATGAAGGTGACGTAGGATACTC-5"

Aktin

Primarni reakce 50 °C
F15"-ATGRGWGAAGAAGWARYWCAAGC-3’
R1 3"-TAACAKGTGTCTTTYACRAAGA-5"
Sekundarni reakce 45 °C

F2 5'-CAAGCWTTRGTTGTTGAYAA-3’

R2 3"-GGTWSWTAACAKGTGTCTTT-5’

4.2.7 Gelova elektroforéza

Produkt PCR reakce byl analyzovan na 1% agar6zovém gelu. Pro detekci byl pouZit
ethidium bromid (EtBr). Vizualizace byla provedena pomoci UV zafeni
transiluminatorem (Ultra-Lum Inc, USA) a nasledn¢ byl vysledek reakce
zdokumentovan (Gel Logic 112, program Carestream 1-877-747-HELP, USA).

Chemikalie: 50x TAE pufr (242 g Tris baze; 47,1 ml ledové kyseliny octové; 100 ml
0,5 M EDTA o pH 8,00), agarosa (Serva Electrophoresis, Germany), ethidium bromid
(10 mg/ml, Sigma Aldrich, USA), DNA Ladder — 100 bp (Fermentas International Inc.,
Canada).

Postup:

TAE pufr smichat s agarézou.
Pufr s agar6zou rozpustit v mikrovinné troub¢ a ochladit pod tekouci vodou.
Do tekutého gelu napipetovat 2 pl EtBr a opatrné promichat.

Gel nalit do pfedem pfipravené formy s hiebeny a ponechat ztuhnout.

o r w0 e

Po ztuhnuti hiebeny vyndat a gel vlozit do elektroforetické vany s TAE

pufrem.

6. Do prvni jamky napipetovat DNA Ladder a do dalsich jamek produkty
sekundarni reakce PCR.

7. Zapnout zdroj a nastavit napéti v rozmezi 70-120 V po dobu potiebnou

k separaci jednotlivych fragmenttit DNA.
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8.

Vysledek elektroforézy  vizualizovat pomoci UV  transluminatoru

a dokumentovat pomoci ptislusné kamery.

4.2.8 lzolace z gelu

Produkty gelové elektroforézy vhodné k osekvenovani byly vyizolovany pomoci Gen

Elute (Sigma) podle doporuceni vyrobce.

Soucasti kitu: Column Preparation solution, Gel Solubilization Solution, Wash

Solution Concetrate G, Elution Solution.

Postup:

1.

10.
11.
12.
13.

14.

Vytiznout fragment DNA z gelu cistym skalpelem a dat do pfipravené
eppendorfky.

Do eppendorfky s fragmentem gelu ptipipetovat Gel Solubilization Solution.
Na 100 mg gelu pridat 300 pl Gel Solubilization Solution.

Inkubovat 10 minut pti 50 °C, kontrolovat rozpousténi a promichat kazdé 2—3
minuty béhem rozpousténi.

Zahiat PCR vodu na eluci na 65 °C.

Sestavit Binding Column G, napipetovat 500 pul Column Preparation Solution
a centrifugovat 1 minutu pti 13 200 g.

Po rozpusténi musi byt v eppendorfce Zluty roztok.

Ptipipetovat ke vzorku 150 pl isopropanolu a promichat.

Prepipetovat veskery objem vzorku na kolonu (Binding Column G)
a centrifugovat 1 minutu piti 13 200 ¢g. Kolona pojme 700 pl, vzorky s vétSim
objemem nanaSet a centrifugovat postupné.

Vylit odpad ze sbérné zkumavky a opét pouzit s kolonou.

Ptepipetovat 700 ul Wash Solution G a centrifugovat 1 minutu pii 13 200 g.
Vylit odpad ze sbérné zkumavky a opét ji pouzit s kolonou.

Centrifugovat 1 minutu pfi 13 200 g bez pfidavku jakychkoli roztokd.

Otocit zkumavku v centrifuze o 180° a centrifugovat znovu 3 minuty
pti 13 200 g.

Kolonu dat do nové 1,5 ml eppendorfky a provést eluci napipetovanim 30 pl
Elution Solution pfedehiatého na 65 °C pifimo na stied kolony. Inkubovat

1 minutu a poté centrifugovat 1 minutu pii 13 200 g.
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4.2.9 Sekvenovani a fylogenetické analyzy

Sekvenovani sekudarniho PCR produktu bylo provedeno pomoci ABI BigDye
Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Kit a sekvenatoru ABI123130 za pouziti
sekundarnich primert. Nukleotidové sekvence byly analyzovany pomoci programu
ChromasPro v 1.32 a nasledné¢ pomoci programi ClustalX a BioEdit porovnany
se sekvencemi ulozenymi v databazi GenBank.

Ziskané sekvence byly sefazeny pomoci MAFFT verze 7 online
server S automatickym vybérem sefazovaci strategie (Mafft,
http://mafft.cbrc.jp/alignment/server/). Zarovnané sekvence byly nasledné rucné
doopraveny v programu BioEdit a byly provedeny fylogenetické analyzy za pouziti
MEGA 6.0. Fylogenetické vztahy byly vytvoifeny pomoci metody Maximum likelihood
(ML) substitu¢nim modelem, ktery nejlépe vyhovuje testovanym souborum sekvenci
na zakald¢ Bayesianského informac¢niho kritériea. Pro alignmenty SSU a aktinu byl
vybran GTRT+G+I model. Podpora vSech vétvi pro vSechny modely byla ziskana 1000
bootstrapovymi replikacemi. Fylogenetické stromy byly do findlni podoby upraveny

pomoci programu CorelDraw X7.

4.2.10 Design experimentalnich praci

Ze vzorki trusu pozitivnich na kryptosporidie byla ziskdna infecni davka
pro pokusnd zvifata: laboratorni potkan, laboratorni my§ BALB/c a piskomil
mongolsky. Vzorky trusu byly pteciStény pies sitko o velikosti ok 40 pm.
Experimentalni zvifata byla nainfikovana pomoci jicni sondy izolaty Cryptosporidium
rat genotype | nebo Cryptosporidium rat genotype IV vdavce 1x10* oocyst/zvite
v 0,2 ml dH20.

Vsechna zvifata byla odebirana denné po dobu 30 dni po infekci. Vzorky byly
vySetieny nejprve mikroskopicky pomoci barvici metody dle Ziehl-Neelsena.

Z kazdého vzorku byla nasledné vyizolovana DNA a provedena amplifikace genu SSU.

4.2.11 Odbér vzorki organu a tkani

Po usmrceni laboratornich potkanti infikovanych izolaty Cryptosporidium rat
genotype | a IV byly odebrany vzorky duodena, jejuna, ilea, céka a kolonu.
Aby nedoslo ke kontaminaci jednotlivych vzorki, byla na kazdou ¢ast stfeva pouZita
nova sada pitevnich nastrojl, kterd byla vysterilnéna autoklavovanim pii 125 °C a dale

UV zafenim o vlnové délce 254 nm (Uvlink CL 508, UVITEC, UK).
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4.2.12 Priprava histologickych preparati

Odebrané casti stfeva byly nejprve fixovany v 10% formaldehydu a pozdéji
odvodnény ve vzestupné alkoholové fad¢€. Alkohol byl po odvodnéni zcela nahrazen
xylenem. Vzorky byly pfeneseny do tekutého parafinu a nasledné¢ zality
do pfrefiltrovaného parafinu. Byly vytvofeny malé blocky, ze kterych byly pomoci
mikrotomu nakrajeny 5 um $iroké histologické fezy. Rezy byly pieneseny na podlozni
skla a byly odparafinovany v xylenu a sestupnou alkoholovou fadou byly prevedeny
do vody. Takto ptipravené tkan¢ byly barveny hematoxylin-eosinem. Obarvené vzorky
byly zality do kanadského balzamu a prohlizeny svételnym mikroskopem (Olympus
IX70) s vhodnym zvétSenim. Vysledky pozorovani byly porovnany s neinfikovanymi

tkanémi, které byly vySetfeny stejnym postupem.

4.2.13 Barveni hematoxylin-eosinem

Chemikalie: hematoxylin (0,5 g hematoxylinu, 500 ml dH.O; 25 g siranu
hlinito-amonného; 0,1 g jodi¢nanu sodného; 20 ml kyseliny octové), eosin (0,5 g eosin;
250 ml dH20; 10 ml kyseliny octové).

Postup:

1. Vzorky obarvit 10 minut v hematoxylinu.
2. Vzorky oplachovat 10 minut pod tekouci vodou.

3. Vzorky obarvit 5 minut v eosinu.

4.2.14 Priprava preparati pro skenovaci elektronovou mikroskopii (SEM)
Chemikalie: 3% glutaraldehyd; 0,1M kakodylatovy pufr; 2% oxid osmicely;
acetonova fada (25%, 75% a 100% roztok).
Postup:

1. Vzorky stfevni sliznice fixovat pies noc pti 4 °C v glutaraldehydu
v kakodylatovém pufru.

2. Vzorky promyt v kakodylatovém pufru 3 X 15 minut.

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

4. Vzorky promyt 3 x 15 minut v kakodylatovém pufru.

5. Po dehydrataci vzestupnou acetonovou fadou vzorky vysusit metodou kritického
bodu (CPD). Vzorky vysusit v tlakové komoie pomoci kapalného COo.

6. VysuSené vzorky nalepit pomoci oboustranné lepici pasky na hlinikovy tercik.
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7. Nalepené vzorky pozlatit a prohlizet pomoci elektronového mikroskopu JOEL
JSM-7401F-FE SEM.
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5 VYSLEDKY

5.1 Prevalence kryptosporidii u hlodavci rodu Rattus

Z celkového pocétu 788 vzorka trusu volné zijicich hlodavct rodu Rattus byly
mikroskopicky pomoci barveni dle Ziehl Neelsena detekovany oocysty kryptosporidii
pouze v 5 vzorcich trusu (0,6 %) u potkant druhu Rattus norvegicus z Ceské republiky.
Ve vsech piipadech byla zjisténa velmi nizké intenzita infekce v rozmezi 1000-2000
OPG. Specificka 18S rDNA kryptosporidii byla prokazana celkem ve 107 vzorcich,
Z nichz bylo do naslednych fylogenetickych analyz zafazeno pouze 97. Ve zbylych
10 ptipadech bylo zifejmé, ze se jedna o sekvence ndlezici k nekterému z druht

nebo genotypl kryptosporidii, ale kvtli nizké kvalité¢ sekvenci nebylo mozné provést

genotypizaci (tabulka 5).

Tabulka 5: Druhy a genotypy kryptosporidii detekované u pftirozené¢ infikovanych

druhii hlodavell rodu Rattus na zdkladé molekularnich analyz, vcetné zemé plivodu

hostitele.
Podet Genotypizace pozitivnich vzorki
Hostitel ~ Zeme YYetrenych/ SsuU Aktin
pozitivnich
vzorki (pocet hodnotitelnych sekvenci)

rat genotype | (27)
rat genotype 1V (13)
C. andersoni (3)

rat genotype 1 (23)
rat genotype IV (9)
C. andersoni (3)

CZE 390/49 ; .
C. muris (4) C. muris (4)
C. suis-like (1) C. suis-like (1)
. C. ryanae (1) C. ryanae (1)
R.norvegicus Nz 28/5 rat genotype 11 (3) rat genotype 111 (5)
rat genotype | (7) rat genotype | (6)
rat genotype Il (1) rat genotype Il (1)
rat genotype 1V (16) rat genotype 1V (13)
THA 100/30 C. proliferans (2) C. proliferans (2)
C. muris (3) C. muris (2)
C. suis-like (1) C. suis-like (1)
SVK 46/0 — —
rat genotype Il (2)
rat genotype 1 (2) rat genotype I11 (1)
R. tanezumi THA 28/6 C. suis-like (1) C. suis-like (1)
C. muris (1) C. muris (1)
C. serpentis (1) C. serpentis (1)
rat genotype Il (1) rat genotype Il (1)
R. exulans KHM 39/3 rat genotype I11 (1)
rat genotype IV (1) rat genotype IV (1)
rat genotype Il (1
Rattus sp. NZzL 36/8 rat genotype 11 (4) rat genott))//ge III((B))
PHL 63/5 rat genotype Il (3) rat genotype 111 (2)
KEN 40/0 — —
CMR 10/0 — —
R. adamanensi THA 8/1 C. suis-like (1) C. suis-like (1)

CZE — Ceska republika; CMR — Kamerun; KEN — Kena; KHM — Kambodza; NZL — Novy Zéland,;
PHL - Filipiny; SVK — Slovensko; THA — Thajsko
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Fylogeneticka analyza na zékladé genu kodujiciho malou ribozomalni podjednotku
rRNA prokazala ptitomnost 5 druhi kryptosporidii, jmenovit¢ C. andersoni (n=3),
C. muris (n=8), C. proliferans (n=2), C. ryanae (n=1), C. serpentis (n=1) a 4 genotypu:
C. suis-like (n=4), Cryptosporidium rat genotype | (n=34), Cryptosporidium rat
genotype Il (n=14) a Cryptosporidium rat genotype IV (n=30; tabulka 5). VSechny
sekvence byly 99,5-100 % shodné se sekvencemi ulozenymi v databazi GenBank
(obrazek 4).

Sekvence genu kodujiciho aktin byly ziskany z 87 vzorkii ze 107 pozitivnich
na 18S rRNA. Fylogeneticka analyza na zakladé genu kodujici aktin prokazala taktéz
pritomnost vSech druhii a genotypt detekovanych na zaklad¢ sekvenci 18S rDNA.
Ve 12 piipadech byly amplifikovany sekvence genu pro aktin, které byly identické
se sekvencemi Cryptosporidium rat genotype Ill, piestoze fylogenetické analyzy
neprokazaly pritomnost tohoto genotypu vramci ziskanych 18s rDNA sekvenci
(tabulka 5; obrazky 4 a 5). VSechny tii vzorky z R. norvegicus ziskané na Novém
Zélandu byly na zakladé sekvenci 18S rDNA urceny jako Cryptosporidium rat genotype
IT, zatimco na zakladé sekvenci genu pro aktin jako Cryptosporidium rat genotype Ill.
Obdobné tomu bylo 1 ve dvou vzorcich ziskanych na Filipindich a Novém Zélandu
z Rattus sp. Ve zbylych sedmi ptipadech, kdy byly detekovany sekvence genu pro aktin
jako Cryptosporidium rat genotype III nebyly ziskany sekvence pro 18S rDNA
(tabulka 5).

Vsechny vzorky, které byly mikroskopicky pozitivni (n=5), byly zaroven 1 PCR
pozitivni. V té€chto mikroskopicky pozitivnich vzorcich byl ve 4 piipadech detekovan

Cryptosporidium rat genotype | a v 1 ptipadé Cryptosporidium rat genotype IV.
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Obrazek 4: Kladogram fylogenetickych vztahl izolath kryptosporidii ziskanych

Z hlodavci rodu Rattus vtéto praci s

ostatnimi druhy a genotypy kryptosporidii

na zaklad¢ cCastecné nukleotidové sekvence genu kodujictho malou ribozomalni

podjednotku vytvofeny metodou Maximum likelihood. Sekvence ziskané v této studii

Jsou tu¢né zvyraznény.

0,05

C. tyzzeri [JQ073523]

C. parvum [AF161857]

C. cuniculus [KC157561]

C. erinacei [KF612324]

- C. wrairi [U11440]

— C. meleagridis [HM485432]

— C. fayeri [KP730318]

C. rubeyi [KT027470]

C. hominis [GQ183514]

C. felis [KT749819]

551 C. ubiquitum [JN247403]

C. macropodum [KP730304]
65| C. suis-like

% C. suis-like [HQ822146]

C. suis [KJ790244]

viatorum [JX978271]
Cryptosporidium rat genotype IV

L
82! Cryptosporidium rat genotype IV [JX485402]
— C. varanii [KM870593]

— C. canis [KR999986]
Cryptosporidium rat genotype |

79

91

it

88

Cryptosporidium rat genotype | [JX485398]
Cryptosporidium rat genotype Il [GQ121026]
95| Cryptosporidium rat genotype I
91
C. scrofarum [KJ790202]

Cryptosporidium rat genotype Il [GQ121025]

98

77

— C. baileyi

9| C. ryanae

C. ryanae [KX668207]
C. bovis [DQ991389]

96! C. xiaoi [FJ896050]
- C. avium [KU058878]

[L19068]
C. molnari [HM243548]

Monocystis agilis

76

[AF457127]

100j C. serpentis

100 i
97 C. andersoni

C. fragile [EU162754]

C. galli [GU734647]
C. serpentis [KF240618]

C. andersoni [KF826314]

ga| |C. proliferans

96|C. muris

C. proliferans [KR090615]

C. muris [KJ469984]

34



Obrazek 5: Kladogram fylogenetickych vztahll izolath kryptosporidii ziskanych
Z hlodavci rodu Rattus vtéto praci S ostatnimi druhy a genotypy kryptosporidii
na zaklad¢ c¢asteCné nukleotidové sekvence genu pro aktin vytvofeny metodou

Maximum likelihood. Sekvence ziskané v této studii jsou tucné zvyraznény.
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5.2 Biologické vlastnosti Cryptosporidium rat genotype | a IV

5.2.1 Morfometrie oocyst

Pro morfologii oocyst byl pouzit nativni preparat. Tento preparat byl ptipraven
z pteciSténé¢ho vzorku trusu na cesium chloridovém gradientu a ndsledné uchovavan
V dichromanu draselném.

Oocysty Cryptosporidium rat genotype I ma sférické oocysty o velikosti 4,40-5,39
um (prumér=4,89) x 4,29-4,95 um (pramér=4,63) s indexem tvaru 1,06+0,04 (n=30).
Oocysty Cryptosporidium rat genotype IV jsou sférické o velikosti 4,84-7,48 um
(pramér=5,77) x 4,29-7,37 um (pramér=5,47) sindexem tvaru 1,06+0,05 (n=30).
Oocysty Cryptosporidium rat genotype | a IV jsou morfometricky neodliSitelné
od oocyst druhu C. parvum (obrazek 6).

Obrazek 6: Oocysty Cryptosporidium parvum, Cryptosporidium rat genotype |
a Cryptosporidium rat genotype IV barvené A) modifikovanou metodou

dle Ziehl Neelsena a B) anilin-karbol-methyl-violeti. Méfitko 5 pm.

Cryptosporidium Cryptosporidium

Cryptosporidium parvum rat genotype | rat genotype IV




Pritomnost specifické DNA v trusu

5.3.1 Hostitelska specifita

Vzhledem K nizkému mnozstvi ziskanych Zivotaschopnych oocyst z pfirozené
infikovanych hlodavcii rodu Rattus byla hostitelska specifita experimentalné testovana
pouze u Cryptosporidium rat genotype | a Cryptosporidium rat genotype IV. Vysledky
sledovani experimentalnich pokusi prokazaly, ze Cryptosporidium rat genotype |
a Cryptosporidium rat genotype IV bylo infekéni pouze pro laboratorni potkany (Rattus
norvegicus). Mikroskopické ani molekularni vySetieni trusu infikovanych BALB/c mysi
(Mus musculus) a piskomild mongolskych (Meriones unguiculatus) neprokazalo

pritomnost oocyst v trusu ani jejich specifickou DNA.

5.3.2 Priibéh infekce

Prvni zachyt specifické DNA u potkand infikovanych Cryptosporidium rat genotype
I byl 3. den po infekci (DPI). Oocysty nebyly mikroskopicky detekovany. U potkant
infikovanych izolatem Cryptosporidium rat genotype IV byl prvni zachyt DNA 4. DPI.
Ani v tomto piipadé nebyly oocysty mikroskopicky detekovany. Specificka DNA byla
V obou piipadech detekovana intermitentné pomoci PCR (obrazek 7). Prubéh infekce

u 4 a 8 tydnu starych laboratornich potkanti se nelisil.

Obrazek 7: Pribéh infekce Cryptosporidium rat genotype | a Cryptosporidium rat
genotype IV na zékladé molekularni detekce specifické DNA kryptosporidii.
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5.3.3 Klinické piiznaky a patogenita

U zadného =z pokusnych zvifat nebyly pozorovany zadné klinické piiznaky
kryptosporidiézy. Zvifata neméla prijjem, inapetenci, nebyla dehydratovand, unavena
ani  malatnd. U potkani infikovanych Cryptosporidium rat gentoype |
nebo Cryptosporidium rat genotype IV nebyly pozorovany zadné histopatologické
zmény v dusledku infekce vyvolané témito genotypy kryptosporidii. Oba genotypy byly
detekovany na stievnim epitelu jejuna a ilea (obrazky 8 a 9). Ojedinéle byla pozorovana
edematozné prosakla lamina propria, nicméné tyto zmény nesouvisely s infekci
kryptosporidiemi. U infekce Cryptosporidium rat genotype I bylo pozorovano mirné

zmnozeni poharkovych bunék na infikovanych klcich v zadni ¢asti ilea.

Obrazek 8: Ptitomnost vyvojovych stadii Cryptosporidium rat genotype | (Sipka)
na slizniénim epitelu jejuna u laboratorniho potkana (Rattus norvegicus) detekované
A) a B) v histologickych fezech barvenych hematoxylin eosinem, C) skenovacim

elektronovym mikroskopem.
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Obrazek 9: Piitomnost vyvojovych stadii Cryptosporidium rat genotype IV (Sipka)
na slizni¢nim epitelu jejuna u laboratorniho potkana (Rattus norvegicus) detekované
A-C) v histologickych fezech barvenych hematoxylin eosinem, D) skenovacim

elektronovym mikroskopem.
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6 DISKUSE

Hlodaveci, krysy a potkani piedevs§im, jsou povazovani za potencialni pienasece celé
fady ptivodcii onemocnéni vyznamnych pro cloveéka. Jednd se zejména o bakteridlni
onemocnéni, jako jsou leptospirdza, salmoneloza, tuberkuldza, tularémie, tyfus a dalsi
(Evangelista 2010; Hilton a kol. 2002; Lecuit 2007; Webster a Macdonald 1995; Zhan
a kol. 2009). U hlodavci rodu Rattus byli detekovani i piavodci parazitarnich
onemocnéni véetné Kryptosporidii (Franssen a kol. 2016; Zhao a kol. 2015).

V této praci byl sledovan vyskyt kryptosporidii v riznych populacich hlodavct rodu
Rattus. Kryptosporidie se ve vétSing€ studii vyskytuji s rozdilnou prevalenci. Procento
pozitivnich zvitat v této studii bylo 13,6 %. Nase vysledky nejvice odpovidaji studiim,
které provedli Iseki (1986), Yamaura a kol. (1990), Chaochao a kol. (2009), Paparini
a kol. (2012) a Zhao a kol. (2015), kteti detekovali kryptosporidie u 8,2-14,8 %
hlodavci rodu Rattus. Naopak niz$i prevalence v rozpéti 3,2-6,6 % byla zjisténa
ve studiich Saki a kol. (2016), Seok a kol. (2005) a Prasetyo (2016). Vyssi prevalence
byly popsany ve studiich Kimura a kol. (2007), Silva a kol. (2013), Ng-Hublin a kol.
(2013) a Gholipoury a kol. (2016), konkrétn¢ 28,1-38 %. Pouze ve studii z roku 1995
byla na zéklad¢ mikroskopickych metod popsana vyrazn€ vyssi prevalence u potkand,
kterd byla 63 % (Webster a Macdonadl 1995). Promoienost zvifat v jednotlivych
studiich muze byt ovlivnéna fadou faktorti, zejména lokalitou a hustotou populace,
ze kterych byly vzorky ziskany nebo pouZitymi metodami. Prevalence miize byt také
ovlivnéna vé€kem, imunitou hostitele, ro¢ni dobou a fadou dalSich faktorti (Gatti a kol.
2017; Petersen a kol. 2015).

Fylogeneticka analyza zalozend na casteCnych sekvencich 18S rDNA prokazala
ptitomnost 9 geneticky odlisnych skupin sekvenci. Jednotlivé skupiny sekvenci ziskané
vV této praci klastrovaly do dobie podpofenych skupin s dfive popsanymi druhy
nebo genotypy kryptosporidii. Taktéz fylogeneticka analyza zalozena na castecnych
sekvencich genu kodujiho aktin prokazala pfitomnost 9 dobfe podpofenych skupin
sekvenci. Nicméné nckteré izolaty, které v analyze 18S rDNA Kklastrovaly
ke Cryptosporidium rat genotype 11, klastrovaly v analyze pro aktin gen se sekvencemi
Cryptosporidium rat genotype III. Tyto vysledky odpovidaji studii z Filipin, kde byla
taktéZ popsana velmi nizka vnitrodruhova variabilita aktinového lokusu u genotypi
I1a 11l (Ng-Hublin a kol. 2013). Na rozdil od naSich vysledki Ng-Hublin a kol. ziskali
sekvence 18S rDNA z Cryptosporidium rat genotype Ill, které vSak vytvaiely dobie
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podpoienou skupinu spolu s Cryptosporidium rat genotype Il. Nicmén¢ v ramci jejich
studie nebyly ziskany zadné aktinové sekvence Cryptosporidium rat genotype Il. Nami
provedena analyza prokazala 95,5-99,8% podobnost genu pro aktin u nami ziskanych
genotypu II a III. Sekvence aktinu genotypu Il ze studie Ng-Hublin a kol. (2013) je
z 99,7 % shodna se sekvenci rat genotype Il (JX294376). Vzijemna podobnost
18S rDNA nami ziskanych sekvenci rat genotype II a III byla 97,2%. Vnitrodruhova
varibilita v sekvencich 18S rDNA kryptosporidii je pomérné Casta. Bylo prokazano,
7ze v genomu Kkryptosporidii, stejné jako u jinych apikomplex (Plasmodium), jsou
ptitomny odlisné paralogni kopie tohoto genu (EI-Sherry a kol. 2013; Le Blancq a kol.
1997; McCutchan a kol. 1988; Nishimoto a kol. 2008; Qari a kol. 1994; Stenger a kol.
2015). Bylo prokazano, ze pii pouziti pouze sekvenci 18S rDNA pro odvozeni
evolu¢nich vztaht mezi kryptosporidiemi muze vést k chybnym zavéram (Stenger
a kol. 2015). Proto je nutné pouzit dal§i polymorfni lokusy, jako je napfiklad aktin
a dalsi geny pro fylogenetické analyzy (Tang a kol. 2016). Ptitomnost aktinovych
sekvenci Cryptosporidium rat genotype IlII ve vzorcich, které byly na 18S rDNA
genotypovany jako Cryptosporidium rat genotype Il Ize vysvétlit dvéma zpusoby.
Zaprvé, mohlo se jednat o smiSenou infekci, které nebyvaji u kryptosporidii neobvyklé
a Cryptosporidium rat genotypy Il a Il se casto vyskytuji spole¢né. Druhym
vysvétlenim je, Ze se jedna o jeden druh Kkryptosporidie s vysokou vnitrodruhovou
variabilitou v 18S rDNA, ktera byla popsana napiiklad u Cryptosporidium chipmunk
genotype Il nebo C. hominis (Stenger a kol. 2015; Ukwah a kol. 2017). Vzhledem
k absenci dalSich genetickych markert, naptiklad gend kodujicich HSP70 (Heat shock
protein 70), COWP (Cryptosporiidum oocyst wall protein), nebo TRAP-C1
(thrombospondin-related adhesive protein 1), nelze s jistotou urcit, zda se jedna o dva
samostatné taxony.

Kryptosporidie jsou Casto oznacovany za pivodce prijmovych onemocnéni zvitat
a Cloveka, zejména infekce vyvolané druhem C. parvum u telat a ¢lovéka nebo druhem
C. hominis u ¢loveéka (Chappell a kol. 2015; Johansen a kol. 2014; Kvac a kol. 2013;
Morgan-Ryan a kol. 2002; Naciri a kol. 1999; Pettoelo-Mantovani a kol. 1995).
Nicméné kryptosporidiové infekce zpisobené predevsim tzce hostitelsky specifickymi
druhy s nizkou intenzitou infekce nejsou spojovany s klinickymi ptiznaky. Naptiklad
infekce vyvolana druhem C. tyzzeri neni doprovazena zadnymi prijmovymi stavy
a to jak u imunokompetentnich, tak i imunodeficitnich mysi, pro které je tento druh

hostitelsky specificky (Kva¢ a kol. 2013b). Dal$imi z mnoha ptikladd mohou byt
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infekce vyvolané C. suis a C. scrofarum u prasat (Kvac a kol. 2013a; Ryan a kol. 2004),
C. rubeyi, ground squirrel genotype I, 1l a III u stromovych a zemnich veverek (Li a kol.
2015; Stenger a kol. 2015) nebo C. testudinis a C. ducismarci u suchozemskych zelv
(Jezkova a kol. 2016). V nami provedené studii nebyly pozorovany zadné prijmové
stavy vyvolané Cryptosporidium rat genotype I a IV jak u pfirozené, tak experimentalné
infikovanych potkand. Tyto vysledky se plné shoduji s publikovanymi udaji (Kimura
a kol. 2007; Ng-Hublin a kol. 2013). Taktéz nase a diive publikované vysledky
naznacuji, ze infekce vyvolané Cryptosporidium rat genotype Il a Il nejsou
doprovazeny klinickymi pfiznaky (Chaochao a kol. 2009; Ng-Hublin a kol. 2013; Silva
a kol. 2013). Vyjma Rattus specifickych genotypu, byly v nasi a dalSich studiich
detekovany druhy a genotypy, které jsou bud’ hostitelsky specifické pro jiné druhy
obratlovcii, nebo maji Sirokou hostitelskou specifitu. Zadna z dosud publikovanych
studii vCetné této neuvadi souvislost mezi prijmovymi onemocnénimi hlodavci rodu
Rattus a kryptosporidiovou infekci vyvolanou dal$imi druhy a genotypy. V této praci
byly v souladu s diive uvetejnénymi studiemi detekovany ojedinélé nalezy C. muris
(Ng-Hublin a kol. 2013; Silva a kol. 2013; Zhao a kol. 2015). Vzhledem k tomu,
ze infektivita tohoto druhu byla pro potkany a krysy experimentalné ovéfena a C. muris
je infekéni pro celou fadu hlodaved (Kvac a kol. 2012; Murakoshi a kol. 2013),
Ize povazovat tento nalez za oekavany. S ohledem na potravni strategii a zptisob zivota
potkanli a krys nejsou ojedinélé nalezy dalSich druhGt a genotypii kryptosporidii
jak v této, tak dalSich studiich ptekvapujici. Dosud nevyieSenou otazkou vsak zistava,
zda pritomnost specifické DNA téchto parazita (C. proliferans, C. andersoni, C. ryanae,
C. meleagridis, C. scrofarum, C. serpentis, C. tyzzeri nebo C. suis-like) je dusledkem
pasivni pasaze oocyst zazivacim traktem hostitele nebo vysledkem probihajici infekce.
Obdobné nelze pIn¢ posoudit vnimavost mysi ke Cryptosporidium rat genotype II.
Tento genotyp byl v jednom piipadé detekovan u mySi (Mus musculus) ve studii
provedené na hlodavcich v Brazilii (Silva a kol. 2013). Pfitomnost hostitelsky
nespecifickych druht kryptosporidii v trusu potkanti a krys lze také hodnotit
dle lokality, kde byli hlodavci odchyceni. Napiiklad C. andersoni a C. ryanae bylo
ziskano z potkant, kteti byli odchyceni ve staji, kde byl chovan skot, ktery je typickym
hostitelem téchto kryptosporidii. Obdobné C. suis-like bylo nalezeno u potkana ze staje
pro prasata. Z vysledku této i ostatnich studii Ize usuzovat, ze Cryptosporidium rat
genotype I-IV jsou hostitelsky specifické pro hlodavce rodu Rattus, coz caste¢né

potvrdily i nase experimentalni infekce.
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Pribéh infekce je zavisly na celé fadé faktorl, zejména na véku a stavu imunitniho
systému hostitele (Baishanbo a kol. 2005; Kva¢ a kol., 2013a; Lindsay a Blagburn,
1990; Pereira a kol. 2002). Vétsina autoru se shoduje, Ze pohlavi a infek¢ni davka nema
zasadni vliv jak na prepatentni, tak patentni periodu (Rhee a kol. 1995; Tarazona a kol.
1998; Zambriski a kol. 2013), nicmén¢ naptiklad Matsui a kol. (1999) popsal vliv nizké
infek¢éni davky C. muris na prodlouzeni prepatentni periody u mysi. Prepatentni perioda
se Vv zavislosti na druhu a genotypu kryptosporidii pohybuje od 3 do 26 dni po infekci
(Vitovec a kol. 2006). Pro stievni druhy kryptosporidii, zejména ty, které infikuji tenké
sttevo savcid, je typicka kratka prepatentni doba. Napiiklad C. parvum u telat
je vyluCovano po 2-7 dnech (Tzipori 1983), C. tyzzeri u mysi po 4-7 dnech (Kvac¢ a kol.
2013b), C. xiaoi u ovci po 7-8 dnech (Fayer a Santin 2009) nebo C. scrofarum
po 4-6 dnech u prasat (Kva¢c a kol. 2013a). Obdobn¢ délka prepatentni periody
Cryptosporidium rat genotype | a IV, které infikuji tenké stfevo potkani a krys, byla
3-4 dny, respektive 4-6 dnu. Do soucasné doby nebyly provedeny zadné studie,
které by se zabyvaly pribéhem infekce nékterého z tzv. rat genotypd, proto neni mozné
porovnavat nase vysledky s jinymi autory.

Taktéz délka patentni periody je velmi variabilni; v ftadé¢ piipadi dochazi
k tzv. self-cure jevu, kdy dojde k samovyléceni jedince (DuPont a kol. 1995; Enemark
a kol. 2003; Matsui a kol. 1999; Tzipori 1983). Tento fenomén je velmi ¢asto popisovan
u imunokompetentnich pacientti infikovanych druhy C. parvum, C. hominis nebo
C. meleagridis v souvislosti s explozivnimi prijmovymi stavy (Ghoshal a kol. 2016;
Ng-Hublin a kol. 2013; Ukwah a kol. 2017). Naopak u celé¢ fady druhd a genotypu
kryptosporidii jako napfiklad C. testudinis, C. avium, C. bovis, které jsou tuzce
hostitelsky specifické, jsou casto popisovany dlouhodobé az celozivotni infekce
charakteristické intermitentnim vylucovanim malého mnozstvi oocyst S absenci
klinickych pfiznakt a patologickych zmén na sliznici infikovanych tkani (Fayer a kol.
2005; Holubova a kol. 2016; Jezkova a kol. 2016). Shodny prubéh infekce byl v této
praci pozorovan u potkanti experimentalné infikovanych Cryptosporidium rat genotype
I nebo IV. Vobou pripadech byla popsana patentni perioda delsi nez 30 dni.
Taktéz pitva a nasledné histopatologické vysSetieni neprokazalo zadné makroskopické
ani patologické zmény na sliznici infikovanych ¢asti tenkého stieva.

V této praci jsme ukazali, Ze oocysty Cryptosporidium rat genotype I jsou nepatrné
mens$i nez oocysty Cryptosporidium rat genotype IV, nicméné velikost oocyst

se prekryva. Navic velikost oocyst Cryptosporidium rat genotype Il a Il nebo druhu

43



C. parvum, které byly casto detekovany v tadé studii vcetné¢ této, je shodna
jak mezi sebou navzajem, tak s vySe jmenovanymi genotypy (Chaocaho a kol. 2009).
Tyto vysledky pIné potvrzuji skute¢nost, ze vétSinu kryptosporidii nelze taxonomicky
odliSovat na zakladé morfometrie oocyst (Chaochao a kol. 2009; Feng a kol. 2011).
Prestoze jsou potkani parazitovani prevazné hostitelsky specifickymi genotypy,
mohou byt hostiteli celé¢ fady dalSich, casto zoonotickych druhti kryptosporidii
(Bahrami a kol. 2012; Kimura a kol. 2007; Ng-Hublin a kol. 2013). Vzhledem k tomu,
ze oocysty kryptosporidii si 1 po prichodu zazivacim traktem nevnimavého hostitele
zachovavaji svou infektivitu (Graczyk a kol. 1996), predstavuji potkani a krysy
s ohledem na jejich celosvétové rozsiteni a zpilisob Zivota idealni pasivni pienasece
pro $ifeni kryptosporidii. Nicméné z vysledku této a dalsich studii je ziejmé, Ze hlodavci
rodu Rattus neptedstavuji vyznamné riziko pro ptenos patogennich druhti kryptosporidii

na ¢lovéka.
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7 ZAVERY

Bylo detekovano 5 druhu (C. andersoni, C. muris, C. proliferans, C. ryanae
a C. serpentis) a 5 genotypa (C. suis-like a Cryptosporidium rat genotype I-1V).
kryptosporidii infikujicich hlodavce rodu Rattus.

Byl popsan pribéh infekce u Cryptosporidium rat genotype | a Cryptosporidium
rat genotype 1V u potkand (Rattus norvegicus).

Cryptosporidium rat genotype | a IV nejsou infekéni pro laboratorni mysi
BALB/c (Mus musculus) ani piskomily mongolské (Meriones unguiculatus).
Cryptosporidium rat genotype | a IV nezptsobuji klinické onemocnéni potkant.
Cryptosporidium rat genotype Il a Il byly dosud detekovany pouze v Asii,
na Novém Z¢land¢ a v Jizni Americe.

Cryptosporidium rat genotype I a IV jsou rozsifeny celosvétove.

Hlodavci rodu Rattus nepiedstavuji vyznamné riziko pro pienos patogennich

druhti kryptosporidii na ¢lovéka.
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