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Oponentské otizky doc. Ing. Vadlejch, Ph.D.

1. Jaké maky byly pouZity pfi druhové determmaci mysic?

K determmnaci jednotlivych druhi mySic byly powrty wngjsi télesné =zaky a
morfometrické znaky, pomoci kterych ke jednotlivé druhy od sebe odIgit. Hife odRitelné od
sebe jsou druhy A. flavicollis a A. sylvaticus — pro jejich uréeni hraje roli odiSnost ve velkosti
hrdelni skvmy, velikosti t&la, déke zadni tlpky (LTp: AF 23-27 mm x AS 24 mm) a lokalit&
vyskytu. Ityto dva druhy mySic jsou tedy od sebe s trochou cviku odIitelné (coZ vzdy neplati
umlddat). Déale byl ukazdé mySice odebirdna koncova &ast ocaswusniho boltce a uchovivana
pro pozdé&jsi amlyzu druhu (z fmanénich divodi ktéto analyze nedosb). Dike bylo
spolupracovano s odbomiky: doc. Mgr. Radimem Sumberou, Ph.D. a doc. RNDr. Frantiskem
Sedlitkem, Ph.D., ktefi ochotn® poskyt své zkuSenosti s odchyty jednotlivych druhii a
pomohli s urenim druhu mySice v pkipadé nejistoty.

2. Cim si vysvétlujete nejniRi prevalenci kryptosporidii pravé u mysice kiovinné (Apodemus
sylvaticus)?

NejnizSi prevalence u tohoto druhu bude pravdépodobng zpilisobena tim, Ze vice neZ
polovina jedinch byl odchycena ma jedné lokalitt v CR béhem jedné sezény (z 36 mysic na
této lokalt¢ byla poztivni pouze 1 mySice). Ostatni jedinci tohoto druhu (17 mysi) byl
odchyceni na rienych lokaltich Evropy, ale valy v malm poétu. Na lokalitich v Evropé

probhal odchyt v omezeném <&asovém Useku (nékdy pouze nékolka dni). Tento pocet tedy
nemusi odpovidat skutetné prevalenci na dané bokalit¢/ prevalenci u tohoto druhu.

3. Pro¢ jsou kryptosporidie hlbodavcli tzce druhové specifické a nebyly u nich prokazany
korelace s v€kem ¢&i pohlavim hostitele, zatinco u druhu Cryptosporidium parvum je tomu
naopak?



Pro parazita je méné naro€né zaméfit se na jeden druh hostitele nez na velké
spektrum hostiteli. Tak jako by pro parazita mélo byt méné niroéné infikovat mladata
sméné vyvinutym imunitnim systémem. Na zikladé tohoto si vyswitluji, Ze
kryptosporidie hlodavcii jsoutizce druhové specifické (roli bude hrét odlisnost hostiteld,
jejich zplsob Zivota, potrava...). Naopak odlisnost ve vékové specifité, ktera nebyla
prokdzina, si vyswvétluji tim, Ze u WtSiny experimentalnich infekci zaméfenych na
hlodawi kryptosporidie jsou do experimentu zapojena mlad’ata az po odstavu od matky
(tedy v&tSinou ve v€ku 4-5 tydnil). My$ domaéci je napf. pohlavné dospéla jiz zhruba v 6
tydnech Zivota. Coz poukazuje na to, Ze ve skuteénosti jsou do experimentli zapojeny
dle mého nazoru jiZ jedinci star§i — subadultni s vice vyvinutou imunitou. Nelze tedy
odhadnout jaka by byla skute¢na vnimavost k infekci mlad’at napt. sajicich mléko. Ani
pfi odchytu divokych jedinci do pasti neni moZzné odchytit takto mald mladata a
znodnotit tak vliv jejich véku.

Naopak pfi experimentilnich infekcich druhem C. parvum byh u hlodavel prokazina

‘vekova specifita. Napiklad vétsi vnimavost byla prokizana u mlidat laboratornich mysi

(swiss albino) sajicich mléko oproti jedincim starym 5 tydni u infekce druhem C.
parvum. U potkani jsou vice vnimava mladata sajici mléko k infekci druhem C.
parvum,vnimavost mlad’at k infekci se ztraci v obdobi kolem odstavu. Podobny vyskedek
byl prokdzin u krysy malé (Mastomys coucha) - vétsi vnimavost byh u sajicich miadat
k infekcim druhem C. andersoni nez u star§ich jedinct.



Oponentské otizky doc. RNDr. Ditrich, CSc.

1. opravdu je zatim mdlo informaci pro aspofi nesmély pokus porovnat fylogenetické vztahy
nalezenych hlodaveich kryptospordii s fylogenezi mysic?

Vysloveni jednoznatnych zivéri, zda fylogenetické vaztahy nalezenych kryptosporidii
souvisi spolu s fylogenezi mySic mi pfipada velmi odvaZmé bez podrobngjiho zamefeni
konkrétn€ na tuto problematiku. Vzhledem k nékterym vysledkiim prace se domnivim, Ze tato
fakta spolu Caste¢né souvisi

2. Pokud jde o ndlez dalich druhii kryptosporidii, které byly u my$ic zaznamenany ojedméle,
chybi mi v diskusi uvedeni moZnosti, Ze viechny poztivni nilezy nemuseji znamenat infekci,
ale Ze miZe jit o pasiz Za pravdépodobné bych to povaZoval napf. u C. andersoni, ale mozna

i u daBich druhi. Mohla by na obhajob¢ studentka v tomto smyslu své nilezy souhmné
okomentovat?

Pouhou detekci specifické kryptosporidiové DNA ve vzorcich stolice nebo trusu nelze
jednomaéng posoudit, zda se jednd o probhajici infekci v hostiteli nebo o pasadZz oocyst
zazivacim traktem. U hlodav¢ich hostiteli bylo prokazino, Ze pasiZ oocyst zazivacim traktem
je momé detekovat v rozmezi pouze 6-24 hodin po mfekci a to ne ve viech piipadech
(Munzarovd 2012; Tomanovd 2017). Na zikladé tohoto zZBténi by byb k odliSeni
pasaze/skuteCné infekce nutné odchyceni volng Zijici zvifata chovat minimalng po dobu 24-48
.axdM DA sterini podestyice a krmit/napdjet je sterinim krmivem/vodou.

Nalezy hostitekky nespecifickych druhli a genotypl kryptosporidii u niznych hostiteld
nejsou ojedndlé. Ve vétSin¢ pipadd se jednalo pfevaZné o mechanickou pasdz oocyst
zaZivacim traktem hostitele, které se do hostitele dostaly bud s kontaminovanou vodou a
potravou nebo v piipadé predatorii prostfednictvim piirozené mfkované kofist. Napiiklad bylo
prokazino, Zze prasata nejsou vnimava k infekci C. muris a C. tyzzeri, pfestoze tyto druhy
kryptosporidii, ho;stitelsky specifickych pro hlodavce, byly Casto detekovany v trusu a kejdé
prasat (Némejc et al 2013). TaktéZz hadi nebo dravi ptici krmeni hlodavci vyli€ovali oocysty
C. muris - wovka Cervena a Cema (Elaphe guttata, Elaphe obsoleta) ahromys kralovsky (Boa




constrictor) (Xio et al 2004). V téchto piipadech se jednalo o pouhou pasiZ (Xiao et al 2004)
a po zméné potravy (hlodavci bez kryptosporidiové infekce) doslo k zastaveni vyhovani.

3. K mokkulirnim analyzAim: chybi mi kritické porovndni strome¢ki sestrojenych na zikladé
analyz jednotlivych geni: povaZuje studentka nékteré geny za vhodné§i neZ jiné, a pokud
ano, tak pro¢? Bylo by moino sestrojit (tieba jen schématicky) souhmny stromedek se
syntézou pifbuznosti jednotlivych zkoumanych druhii a genotypi?

Neékteré geny povazuji za vhodngj$i. Napf. gen kodujici maiou ribozomalni podjednotku
(SSU rRNA; Jang et al 2005) a gen pro actin (Sulaiman et al. 2000) povaziji za ,zikladni“,
analyzy geni zachycujicich veké spektrum riznych druhiVgenotypi. I v databazi GenBank
patii vysledky téchto analyz mezi nejvice zastoupené a tim i nejépe srovmatelné snovymi
vyskedky. Nazikladé velkého mnoZstvi dat u téchto genil neni probkm sestrojit fylogenetickou
analyzu jednotlivych druhii/genotypl nebo zoliti. Naopak u genu HSP 70/ TRAP-C1 tato data
chybi i u n€kterych platnych druhi Jiné druhy genli napf. 60 kDa glykoprotein (GP60; Alves
2003; Li et al. 2014) se vywZivaji k ureni konkrétnich subtypli daného druhu kryptosporidii.
Piklidam vyskedek fylogenetické analyzy zkoumanych druhii a genotypll v rdmci disertadni
préce.

ityp §

HUSI '] she o 0ol 3 IR IS '
97 . ubiquitum (F362479; KT027513; JX861399)
9 | C. microtl (WH145328; MH145308; umsaml
62 23000 AF CTE

Cryptosporidium chipmunk genotype | (EF641026, JX978270; JX984442)
Y — C. wrairi (GQ121020; AF382348; U35027)

| 100] C. cuniculis (FJ262726; GUS67462; EU437411)

C. hominis (DQ523506; EF591784; DQ388389)

N

‘l C. tyzzeni (JQO73518; J0073413; JO073446
100123228 AF_CZE
C. bailey (AY954882; Af382346; DQ060434)

100



Obrézek: Kladogram fyogenetickych vztahil zoliti kryptosporiii detekovanych v této praci
s ostatnimi druhy a genotypy kryptosporidii na zikladé sekvenci genu: kodujiciho malou
ribozomilni podjednotku (SSU), genu pro actin a Cryptosporidium oocyst wali proteir.
(COWP) vytvofeny metodou Maximum likelihood, u phtnych druhii kryptosporidii jsou
uvedena databazova &isla sekvenci powsitych k amalyze. Ciselné hodnoty v uzlech predstavuji
procentudini hodnoty bootstrapii s podporou vice nez 50 %, bootstrap 1000x. Sekvence ziskané
v této studii jsou zvyraznény, za &iselnym oznadenim je uvedena zkratka konkrétnho druhu
my3ice (pro A. flavicollis a pro juvenilni jedince bez urteni druhu A spp.), za ni je uvedena
Zkratka statu, kde byl pfishiiny izolt ziskan Ceska republka (CZE), Némecko (DEU) a Pokko
(POL).

4. Déle mi v diskusi (a vlastn® i ve vysledcich) chybi vataZeni poztivnich nilkezi k v&ku popf.
k pohlavi mySic. V zivérech je sice konstatovdno, Ze nebyl z&tén rozdil ve vnimavosti
juvenilnich/adultnich jedincti ani samci/samic u C. apodemi a C. ditrichi, ak to je vyskdek
experimentalni infekce 4 jedincl u kazdého druhu (mimochodem, v grafech zmazoniyjicich
experimentilni infekce neni vé€k ani pohlavi ozaleno, i kdyZ by to byl snadno moZné).
Odpovidaji tomuto ZAvéru i vysledky ZiSténé u mySic z piirody?

Ano, tomuto zivéru odpovidaji i vysledky z&téné u mysic z piirody. Piklidam tabulku
zahmuyjici pocet samic/samcli a subadultnich/adultnich jedincti bez ohledu na druh mySic.
Statisticka analyza neprokazal viiv pohlavi ani v&ku na kryptosporidiové infekce.

Rozdily v prevalenci kryptospordii v Zivislosti na v&ku a pohlavi byly vyhodnoceny
pomoci chi-kvadrat testu o hladiné vyznamnosti 0,05. Data byla zpracovdna v programu Epi
Info 7.2.2.6 (CDC).

Nebyl prokdzin statsticky vyznamny vztah mezi v&€kem zvifat a kryptosporidiovymi
infekcemi (p=0,11). Statistickd analyza neprokdzala ani viiv pohlavi na piitomnost
kryptosporidiovych infekci (p=0,26).

Tabulka: Vliv véku a pohlavi na pfitomnost kryptosporidii.

Kategorie VySetieno Poztivni Negativni




Subadultni 299 49 250

Adultni 647 81 566
Suma 946 130 816
Samci 522 67 464
Samice 424 63 352
Suma 946 130 816

S. DaBi vyhradu mim k posledni v&€ na str. 79. Cryptosporidium apodemi by v
experimentech detekovino jen mokkulirné, nelze tedy tvrdit, Ze vyvojova stadia byl v tenkém
ithustém stfevé (v colonu mohlo jit o oocysty, které prochizeji, ne?).

Molekulirni analyza z &4sti travicho traktu byla provadéna dle stejné metodiky a
stejnych postupii u viech vzorkl — resp. u viech experimertdinich jedinch, tim by méla
teoreticky nastat tedy stejnd chyba/probEm u viech experimentd, coZz se nestalo.
K ovéfeni/vyvriceni domménky o chybé&/detekci prochazejicich oocyst/nebo vyvojovych
stidiich by bylo nutné experiment opakovat. Mimo to, u druhu C. microti u hrabo$i byla
vyvojova stadia v colonu detekovina a potvrzena pomoci SEM i histologie (Hor¢ikova et al
2018), pro¢ by tedy nemohl stejny pifipad nastat i u mySic?...
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Odpovédi na oponentské otizky

1. V praci uvadite na strané 27: ,Rizkkovou skupinou jsou imunodeficientni jedinci, malé déti
a imunokompetentni jedinci.”* Jaky je rozdil mezi imunosuprimovanym, imunodeficientnim a
imunokompetentnim jedincem? Daji se malé déti zafadit do nékteré z téchto kategorii? Jsou

opravdu onou rzikovou skupinou shodn& imunodeficientni i imunokompetentni jedinci?

Imunodeficience (imunopatologicky stav), kdy je snizena cekova reaktivita organismu
na antigenni a jiné podnéty, vyvolavajici specifickou nebo nespecifickou imunitni reakci
(hlavnim klnickym projevem je zvySena nachylnost k infekcim). Imunodeficience jsou bud’
vrozené nebo ziskané. Vrozené imunodeficience jsou zplisobeny poruchou gend, které koduji
dilezit¢ funkce imunitniho systému. Dosud bylo popsano kolem osmdesati druhi vrozenych
imunodeficitd. Mohou se projevovat §irokou skalou klinickych pftmakd vedoucich az k smni
postizeného jedince v utlém v&ku (t€Zké kombinované imunodeficity). Zivazné formy
vrozenych imunodeficienci jsou vétSinou velmi vzicné. Ziskané imunodeficience jsou naopak
Casté — mohou byt zplisobeny poSkozenim pfirozenych bariér — kiize, sliznic (napf. rozsahlé
popaleniny, polytraumata) nebo jednotlivych slozek munitniho systému. V rozvojovych
zemich je nejcastéji pficinou ziskané imunodeficience podvyZiva. Daldi Gastou pFi€inou
imunodeficience ve svété je infekce virem HIV. V naSich podminkach jsou casté
imunodeficience navozené lééebnymi zasahy (transplantace, ozafovani, chemoterapie). Dale
imunodeficienci zplisobuji celkové metabolické choroby jako je cukrovka, nevyvazeny prijem
potravy v disledku mentalni anorexie, jednostrannych diet, chorob zazivaciho traktu apod.
Vyrama imunodeficience provazi nidorova onemocnéni, zejména ta, kterd postihuji pfimo
imunokompetentni buriky (leukémie, lymfomy). Ziskané imunodeficience se ké¢i odstranénim
piiciny, kterd vede k imunodeficitu. Vrozené imunodeficience se 1é¢i ve specializovanych

centrech podle drovné defektu.

Imunosuprese je stav snzené imunity, kdy je omezena nebo snizena schopnost
organzmu reagovat na antigenni podnét tvorbou protilitek nebo bunétnou reakci, obvykle

v disledku imunosupresivni lééby nebo vlivem nékterych nemoci.

Imunokompetence je schopnost imunitnich bun€k organzmu reagovat na antigen —

stav zdravého organismu.



Malé déti by bylo mozné zafadit mez imunokompetentni jedince — pokud by se jednalo
0 zdravé déti. Ale je nutné zohlednit jejich vétsi vnimavost k nékterym infekcim/onemocnénim
a tim tedy i jejich odliSnost od imunokompetentnich dospélych jedinci. Imunodeficientni

Jedinci patfi mezi vice rizkové jedince nez jedinci imunokompetentni.

2. Ve své praci se v &asti Uvodu a jedné kapitok Literamiho prehledu vénujete problematice
lécby kryptosporidiozy. Jak uvadite ,neni v soucasné dobé k dispozici Zadny 100% uginny kk.*
Vzhledem k tomu, Ze je naphi Vasi prace i studium biologie kryptosporidii, dovolim si vznést
dotaz, zda vite, proc€ je tak obténé pravé u t&chto organismli intenzivné hledany skute¢né G&inny
Iék objevit?

Svou roli v této problematice hraje Siroka hostitelska 3kala, urditd odliSnost antigend u
jednotlivych druhli kryptosporidii a rychly vyvojovy cyklus. Daliim dfivodem je nedostatecna
malost biologie vyvoje a hostitelsko - paraztickych interakci kryptosporidii. Pro rozsiteni
malosti o kryptosporidiich je nezbytné vyvinuti (ispésného modelu pro dlouhodobou kutivaci
tohoto parazita v podminkach in vitro (Hijjawi 2010). VyzZkumy in vitro jsou matelé levnéjsi,
etict€jSi a na rozdil od in vivo systémd umoziuji hodnoceni citlivosti a GCinnosti é¢iv na rizna
vyvojova stadia kryptosporidii. Avsak vymamnym omezenim studii in vitro je selhdni pFi
dlouhodobém $ifeni, nizké vynosy oocyst nebo jejich nedostatecna reprodukovatelnost. Snizena
proliferace a Sifeni v bunééné kultufe je z velké Casti zplisobena rychlou smrti a nadmérnym

ristem monolayeru bunk infkovaného kryptosporidiemi.

Pro odstranéni infekce zplsobené kryptosporidiemi z organzmu je rozhodujici ochrana
hostitelského imunitniho systému. Po vstupu do hostitelskych epitelidlnich bungék se parazit
nachazi uvniti jedine¢né intraceluldrni, ale extracytoplazmatické nky. odd€ljici parazita od
ptimé interakce s jinymi typy bunék. Proto je kryptosporidium klasifkkovano jako "minimaing
nvazivni" mukézni patogen (Chen et al. 2002). Dikazy studii in vitro a in vivo ukazuji Ze
vrozena a adaptivni imunita se podili na vyfeSeni kryptosporidiozy a odolnosti proti dal$i
infekci (Chen etal. 2005; Pantenburg etal 2008). Zda se v3ak, ze kryptosporidium miize béhem
pocateCniho stadia infekce prezit vrozeny imunitni tok hostitele (Pantenburg et al. 2008; Zhou
et al. 2009). Kompletni eliminace infekce vyzaduje adaptivni imunitni odpovédi, zejména ty,
které jsou zprostredkovany CD4 + T-buiikami (Pantenburg et al 2010). Kvili "minimainé

invazivni" povaze kryptosporidii jsou vrozené imunitni odpovédi epitelidlnich bunék potfebné



pro obranu hostitele pred infekci. Pri infekei epitelidini buriky rychle zahajuji sérii vrozenych
imunitnich reakci véetné vyroby antimkrobialnich peptidd (napt. B-defenzin(i) a uvoliio vani
zdpalovych chemokini/cytokind, jako je interleukin-8 (IL-8) (Zhou et al. 2012). Produkce a
sekrece antimkrobidlnich peptidd (napf. B-defenzin 2) a oxidu dusnatého mohou
kryptosporidium zabfjet nebo inhibovat jeho rist (Zhou et al. 2012). Tyto chemokiny/cytokiny
mohou mobilizovat a aktivovat imunitni efektorové buiky (napf. lymfocyty, makrofagy a

neutrofily) na infekéni mista (Blikslager et al. 2007).

U druhu C. parvumbyla zjiSténa pfirozena rezistence k mnoha KGebnym terapiim, Ktera
miize byt zapficinéna jeho charakteristickym subcelulirnim umisténim na apkalim povrchu
savCich stfevnich epitelovych bunék a vytvofenim tak bariéry k G¢innému podani lciva, coz

brani lékim dosdhnout terapeutickych koncentraci u paraziti (Hulverson et al. 2017).

3. Rozsdhld cast Literamiho pfehledu je vénovana fylogeografii jednotlivych druhii mysic, ale
vysledky ani diskuze se k tomuto tématu jiz dale nevzahuji, postacila by i jednoduchda mapa
Evropy s vyznatenim druhi mysic a autorkou detekovanych kryptosporidii ve vysledcich a v
diskuzi véta ¢i odstavec o tom, zda migrace a rozSifeni mysic a detekovanych kryptosporidii
spolu alespon zdanlivé souvisi i nkoli. Bylo by mozné tuto informaci alespori struéné doplnit

v ramci obhajoby?

Mapa znézomujici druhy mySic s vyskytem v Evropé spolu s detekovanymi druhy
kryptosporidii se mi jevi velmi ndro¢na na vizualizaci vzhledem k prekryvani lokalit vyskytu
jednotlivych druh mySic a taktéz vzhledem k prekryvani nékolka druhti detekovanych
kryprosporidii. Vytvofeni mapky se mi zda vice realné pouze pro jednotlivé druhy mySic nebo
pouze pro detekované druhy kryptosporidii v ramci Evropy (o vytvofeni mapy s detekovanymi
druhy kryptosporidii se pfi dostatku ¢asu mohu pokusit a pfipojit ji do obhajoby).

Vysloveni jednoznacénych zivérl, zda migrace a rozSifeni mysic souvisi spolu
s detekovanymi kryptosporidiemi mi piipada velmi odvamé bez podrobngjSiho zaméfeni
konkrétné na tuto problematiku. Vzhledem k nékterym vysledkim prace se domnivam, Ze tato

fakta spolu Castecné souvisi.



4.V kapitole Materidl a metodika chybi udaj, kolk bylo experimentalnich zvifat v jednotlivych
skupindch. Pokud se da vycist spravna informace z Obrazki 12, 13, 16a 17, jedna se pro kazdy
pouzity druh kryptosporidii o ¢tyfi a méné jedincii. V pfipadé, Ze testovana skupina zahrnovala
max. Ctyfi jedince a jeSté k tomu rizného pohlavi a véku, nelze na zikladé téchto vysledki
vyvodit zavéry viz strana 77 ¢i 83 o vlivu véku &i pohlavi. Bohuzel v praci chybi i idaje o véku
a pohlavi u jednotlivych odchycenych druhii mysic a vatahu k negativnim/pozitivnim nalezim
Jjednotlivych druhli kryptosporidii, takze ani z tohoto pohledu neni moné zavér vyvodit. Mohla
by autorka v rdmci obhajoby dophit alespori strunou prehlednou tabulku odchycenych mysic
bez ohledu na jejich druhy a piivod, gisté souhrnné juvenilové/adulti, samci/samice a poéty

pozitivnich z celkového v dané kategorii?

K experimentdlnim infekcim byli pouziti 4, 4, 2 a 3 jedinci druhu A. flavicollis pro
C. apodemi, C. ditrichi, C. microtia C. parvum (v metodice neni uveden pocet jedincii z diivodu

vywziti rozdilnych poctii jedincth ovlivnénych dostupnosti jedinci v dobé konkrétniho pokusu).

Tabukku, kterd bude dopinéna v obhajob&¢ uvadim nize. Rozdily v prevalenc:
kryptosporidii v zavislosti na véku a pohlavi byly vyhodnoceny pomoci chi-kvadrit testu o
hladiné vyznamnosti 0.05. Data byla zpracovana v programu Epi Info 7.2.2.6 (CDC).

Nebyl prokazan statisticky vyznamny vztah mezi vékem zvifat a kryptosporidiovymi
infekcemi  (p=0,11). Statisticka analyza neprokazala ani vliv pohlavi na pftomnost
kryptosporidiovych infekci (p=0,26).

Tabulka: Vliv véku a pohlavi na pfitomnost kryptosporidii.

Kategorie VySetieno Pozitivni Negativni

Subaduttni 299 49 250
Adultni 647 81 566
Suma 946 130 816
Samci 522 67 464
Samice 424 63 352

Suma 946 130 816




Jsou mezi juvenilnimi mySicemi midd’ata sajici mléko nebo pouze nedospéké (subadultni)

mysice, které se jiz Zivi shodné jako dospéli jedinci?

Mezi odchycenymi mlad’aty nebyla milad’ata sajici miéko.

Znate n¢jaké pripady u hlodavcd, kdy jsou sajici middata vyzamné wnimavéjsi ke
kryptosporidiové infekci nez starSi mlad’ata, ktera jsou jiz fyziologicky na pevné vyzivé?

Napiklad u krysy malé (Mastomys coucha) byla prokazina vétsi vnimavost sajicich
miad’at k infekcim druhem C. andersoni (Kva¢ et al. 2007). Vétdi wnimavost byla
prokazina také u mlad’at laboratornich mysi (swiss albino) sajicich mléko oproti
Jedincim starym S tydnt u infekce druhem C. parvum (Yousof et al. 2017). U potkani

Jsou vice vnimava mlad’ata sajici mléko k infekci druhem C. parvum, vimavost mlad’at

k infekci se ztraci v obdobi kolem odstavu (Akili et Harp 2000).

5. V kapitole Vysledky v Tabuke 4 bych doporu¢ila dophit informaci o po¢tu pozitivnich
mySic v jednotlivych statech a to bez ohledu na nizké pocty odchycenych jedinci. Bez téchto
udaji tato tabulka patfi do kapitoly Materidl a Metodka. Dovolim si ziroveii nesouhlasit s
nékolikrat opakovanou vétou, Zze autorka data neuvadi z divodi toho, Ze by nevyrovnané a
nizké polty odchycenych jedincl zkreslily prevalenci. Pro piehled by postadilo uvést prosté
poCty i bez prevalenci. Samoziejmé souhlasim, Zze prevalence jsou &asto nizkymi Cisly
Zkreslené, viz Literami piehled Tabulka 2 prevalence 50 % u jedné poztivni ze dvou

odchycenych mysic.

Prklidam dopinénou tabulku 4.



Tabulka 4: Pocty konkrétnich druhti my3i rodu Apodemus odchycenych v jednotlivych statech.

Stat Pocet Odchycené druhy mysic Bez Pocet
lokalit uréeni  pozitivnich
A. agrarius  A. flavicollis  A. sylvaticus  druhu*
Belgie 1 - - - 2 1
Bosna a
Hercegovina ! - ! - -
Bulharsko 4 5 2 2 1
Ceska 46 - 301 36 33 58
republika
Finsko 2 - 2 - - 1
Francie 9 - 15 4 1 4
Litva ] 3 - - - 1
Lotyssko 2 11 - - 3
Mad’arsko 2 2 - - 2 0
Némecko 7 - - - 10 3
Nizozemi 3 - - - 6 ]
Polsko 7 2 83 - - 10
Rakousko 4 - 2 3 3 0
Rumunsko 2 2 1 1 - 2
Slovensko 21 132 253 4 - 40
Srbsko 4 4 14 3 - 6
Celkem 116 161 674 53 58 130

6. Ve Vysledcich postradam iformaci o tom, zda byly pfitonmé i mix infekce vice druhy

kryptosporidii u jednoho jedince, nebo se vzdy jednalo ¢isté o jednodruhové infekce?

Mix infekce vice druhy kryptosporidii nebyly detekovany.

7.V kapitole Diskuze str. 73 neni upné vhodné zvolena cast diskutujici nenalezeni C. ditrichi.
Opakovan¢ uvadite, ze v referovanych studiich publikovanych pfed rokem 2018 ,nebylo
detekovano C. ditrichi, které viak popisujete jako novy druh s vasim tymem aZ v roce 2018.
Miizete objasnit tuto Cast diskuze lépe a uvést, co tedy bylo v citovanych studiich nalezeno a

jak se tento nalez I8il od C. ditrichi?

Cryptosporidium ditrichi resp. Cryptosporidium o shodné sekvenci DNA u mysic do
roku 2018 bylo detekovano pouze ve studi Condlové 2013. Chalmers et al (2010)



Cryptosporidium o shodné sekvenci DNA (v ramci genu SSU) detekovali v odpadni vodé ve
Veké Britanii (GQ183527). Srovnani ziskanych sekvenci ze vzorkG mysic (C. ditrichi) se
vzorky uloZenymi v databazi GenBank odhalilo, Ze k detekci shodné DNA Cryprosporidium
(popsaného pozdéji jako C. ditrichi) doslo jz pred jeho popisem u Elovéka ve Svédskn
(Swec449 isolate; KU892562; podrobna data k této infekci nebyla autory do dneSnho dne
publikovana) a i v pfirozenych vodnich zdrojich v Norsku (KU892579; taktéz do dnesnho dne
nepublikovana data) (na doporudeni Skolitele jsou tato data uvedena az v podkapitole 6.6.
Zoonoticky potencial). Diskutovat tato data je obtémé vzhledem k chybgjicim podrobnym

informacim. Nalezy kryptosporidii v ostatnich pracich se odliSuji sekvencemi DNA.

8. Dédle v Diskuzi uvadite nalez C. andersoni u jedné mysice (A. flavicollis), podobné i dalsi
ziidka detekované druhy C. hominis, C. microti atd. Je momé odliSit u takovychto ptipadi
pasaz oocysYDNA od skute¢né infekce konkrétnho odchyceného volné Zijiciho jedince?

Pokud ano, tak jaky postup byste v idealnim ptipadé k odliSeni pasaze/skutecné infekce
vyuzila?

Nalezy hostitelsky nespecifickych druhd a genotypt kryptosporidii u riznych hostiteli
nejsou ojedinélé. Ve vétSing piipadi se jednalo prevamé o mechanickou pasaz oocyst
zazivacim traktem hostitele, které se do hostitele dostaly bud’ s kontaminovanou vodou a
potravou nebo v pfipadé predatort prostrednictvim pfirozené inflkované kofisti. Napiklad bylo
prokazano, Ze prasata nejsou vnimava k infekci C. muris a C. tyzzeri, piestoZe tyto druhy
kryptosporidii, hostitelsky specifickych pro hlodavce, byly casto detekovany v trusu a kejdé
prasat (Némejc et al. 2013). TaktéZ hadi nebo dravi ptaci krmeni hlodavci vyluGovali oocysty
C. muris - wzovka Cervend a cema (Elaphe gutiata, Elaphe obsoleta) a hrozny$ kralovsky (Boa
constrictor) (Xiao et al. 2004). V téchto ptipadech se jednalo o pouhou pasaz (Xiao et al. 2004)

a po zméné potravy (hlodavci bez kryptosporidiové infekce) doslo k zastaveni vyluCovani.

Pouhou detekci specifické kryptosporidiové DNA ve vzorcich stolice nebo trusu nelze
tedy jednoznacné posoudit, zda se jedna o probihajici infekci v hostiteli nebo o pasaz oocyst
zazivacim traktem. U hlodavéich hostiteli bylo prokazano, ze pasaz oocyst zazivacim traktem
je mozné detekovat v rozmezi pouze 6-24 hodin po infekci, a to ne ve viech pfipadech

(Munzarovd 2012; Tomanova 2017). Na ziklad¢ tohoto zisténi by bylo k odliSeni



pasize/skuteCné infekce nutné odchycena volné Zjici zvifata chovat minimalné po dobu 24-48

hodin na sterilni podestylce a krmit/napéjet je sterilnim krmivem/vodou.

9.V Diskuzi na stran¢ 79 uvadite, Ze ,Kryptosporidiové infekce byvaji doprovazeny klinick ymi
piiznaky u zvifat jen vzicné,...“. S timto tvrzenim si dovolim nesouhlasit. Dozajista znate
priklady kryptosporidiovych infekci nékterych druhii i kategorii zvirat, u kterych jsou klnické
pfiznaky velmi Casté, znainé typické a nezfidka vedou az k thynim. Mohla byste n&jaké

priklady uvést z fad savct, ale iz jiné tFidy obratlovcd?

Obratlovci
Ptaci

kurata a knity — respiracni potize, priijem aZ smrt u infekci druhem C. baileyi (Fletcher et al.
1975; Taylor et al. 1994), infekce druhem C. meleagridis je spojena s priijmem a mortalitou u

kufat (Baroudi et al. 2013).

Plazi

hadi - otok uprostied téla, ake ne viechny pfipady jsou symptomatické (Brownstein etal. 1977,
Cranfield a Graczyk 1994).

Savci

krilici — infekce u kralkd pred odstavem byvaji spojeny s prijmem a vysokou Gmrtnosti
(Mosier et al. 1997, Pavlasek et al. 1996; Robinson and Chalmers 2010).

ovce a kozy — vysoka nemocnost a umrtnost jehiat a kizlat (Caccio et al. 2013; Giadinis et al
2012; Johnson et al. 1999; Munoz et al. 1996; Paraud et al. 2011).

— infekce druhem C. parvum — snizend mira ristu a snZeni hmotnosti jatecné

upravenych tél (Sweeny etal. 2011).

— infekce druhem C. xiaoi — mimy az t¢Zky prijem a imrtnost (Diaz et al. 2010;
Rieux et al. 2013).



Skot —telata — infekce druhem C. parvum — prijem, letargie, nechutenstvi, hore¢ka (Blanchard
2012; Radostits et al. 2007).

—dospély skot— C. andersoni infekce byly spojeny s maldigesci, snizeni produkce mléka
u krav (Anderson 1998; Lindsay et al 2000).

10. Mij posledni dotaz se vztahuje k pékné fotodokumentaci histologickych nalezd
endogennich stadii kryptosporidii z experimentd. Pokusili jste se o morfometrickou analyzu

endogennich stadii jednotlivych druhii kryptosporidii?

Morfometrickd analyza endogennich stadii jednotlivych druhGi nebyla provadéna. U
véSiny wolith bylo komplikované v danou chvili zajistit dostate¢né mnoZzstvi zoldtu potfebné
k provadénym experimentilnim infekcim popsanym v praci. Jesté vice komplikované bylo
zajistit pokusnd zvifata rodu Apodemus potfebna k experimentdlnim infekcim a potiebna

k pfipadnému pomnozeni danych zolat.
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Védecka rozprava

prof. Ing. Jan Travniek, CSc.

Je zFejme, Ze znalosti tykajici se diverzity a biologickych viastnosti paraziti rodu Cryptosporidium
se budu i u dal$ich druhi zvirat stdle rozsifovat a tak pribyvat. Jaky to bude mit prakticky dopad?
— Tyto informace by mohly napomoci k nalezeni 1é&ebného ptipravku proti kryptosporidi6ze.

— Predpokladem k tomu je znalost jednotlivych vyvojovych stadii kryptosporidii.

PFi obhajobé jste zminila, e kryptosporidie mohou vyvoldvat chronické infekce. Mohou zpiisobit

i infekce jiné?

— U akutnich ptipadi dochazi u imunokompetentnich jedincl po 1 tydnu k samovylééeni. U HIV
pozitivnich jedincti dochézi k silnym a Gpornym prijmim a nasledné dehydrataci.

prof. MVDr. Daniela LukeSova, CSc.

Jakym zpiisobem je mozné zajistit biologickou bezpecnost vody?

— Napfiklad pomoci ultrafialového zafeni nebo ionizace.

doc. RNDr. Oleg Ditrich, CSc.

Vyjadtil se ke stanoveni 3kolitele. Konstatoval, Ze vystihuje vysoké ndroky prof. Ing. Martina

Kvacde, Ph.D. na diserta¢ni prace.

prof. MVDr. Daniela LukeSova, CSc.

Shledala, Ze ji v disertagni préci i pfi obhajob& chybélo stanoveni hypotéz, a konstatovéni, zda byly

hypotézy potvrzeny nebo vyvraceny.

doc. Dr. Ing. Zdenék Havli¢ek

U telat se casto vyskytuji zdravotni problémy v souvislosti s vyskytem kryptosporidii. Jaké moznosti
dezinfekce byste u nich volila?

— Pro telata je z hlediska zdravotniho stavu nejlepsi individulni venkovni ustjeni. Dezinfekce

se mlZe provadét napf. parou nebo plamenem.

prof. MVDr. Daniela LukeSov4, CSc.

Mohla byste vysvétlit terminy ,, prepatentni perioda*“ a ,, inkubacni doba “?

~ Prepatentni perioda je doba od vstupu infek&niho stadia do organizmu hostitele az do
prvnich ptiznaki infekce.

~ Inkuba€ni doba pfedstavuje obdobi mezi vstupem nékazy do organizmu a vypuknutim
nemoci.



doc. Ing. Nadézda Kernerova, Ph.D.

V disertacni prdci zminujete, Ze v pfipadé C. parvum lze na zékladé vysledkii experimentdini

infekce konstatovat, Ze hlodavci rodu Apodemus nejsou primdrnimi hostiteli tohoto druhu,

nicméné Ze za urcitych podminek mohou byt k infekci timto druhem vnimavi. Jaké konkrétni

podminky to jsou?

- Kinfekci mize dochazet pfedevsim pfi snizené imunité jedince, kdyz je jedinec vystaven
stresu a pfi vystaveni dal$ich nepfiznivych podminek.
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Zapsala: doc. Ing. NadéZda Kemerova, Ph.D.



