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Souhrn

V roce 2012 byl sledovéan vyskyt Cryptosporidium v Ceské republice u pod&eledi
Arvicolinae, za ucelem zjisténi prevalence a porozumeéni ulohy divokych hlodavctu
Vv souvislosti s pfenosem tohoto parazita — na lidi a hospodarska zvirata. Celkové
bylo odebrano 152 vzorki trusu, 129 od hrabo$i polnich (Microtus arvalis) a 23 od
nornikd rudych (Clethrionomys glareolus) z 9 raznych lokalit. VSechny vzorky byly
vySetieny na pfitomnost Cryptosporidium sp. pomoci specifického barveni anilin-
carbol-methyl violeti a pomoci molekularnich metod. Pf#i odbéru vzorki byl
zjistovan vek a pohlavi zvitat, rovnéz i konzistence trusu. Mikroskopické vysetieni
odhalilo ptitomnost oocyst Cryptosporidium sp. u 2 vzorki hrabose polniho a 2
vzorkl nornika rudého. Molekularni genotypizace byla provedena na zdkladé PCR
amplifikace gen kodujici malou ribozomalni podjednotku (SSU rRNA) a aktin.
Specificka DNA kryptosporidii byla detekovana v deseti vzorcich, z toho 4 z hrabose
polniho a 6 znornika rudého, vcetné téch mikroskopicky pozitivnich. U Zadného
pozitivniho zvifete nebyly pozorovany klinické ptiznaky kryptosporididzy.
Sekvencéni a nasledné fylogenetické analyzy prokazaly pfitomnost 2 novych
genotypu Cryptosporidium izolovanych z nornika rudého a 2 genotypu izolovanych
z hrabose polniho, fylogeneticky odlisnych od dosud znamych druhti a genotypt.

V budoucnu je tieba provéfit hostitelskou specifitu pomoci experimentélnich infekci.
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Abstract

In order to examine the prevalence of Cryptosporidium in wild Arvicolinae in the
Czech Republic and understand the role that wild rodents play in the transmission of
this parasite to humans and livestock, 152 faecal samples from 129 common voles
(Microtus arvalis) and 23 bank voles (Clethrionomys glareolus) were collected on 9
localities in 2012. All samples were examined for presence of Cryptosporidium sp.
using both the aniline-carbol-methyl violet staining method and molecular tools. The
age, sex and faecal consistency were noted at the time of sampling. Microscopical
examination revealed the presence Cryptosporidium sp. oocysts in 2 samples
originated from common voles and 2 samples from bank voles. Genotyping was done
through PCR amplification and characterization of the SSU rRNA and actin loci.
Cryptosporidium specific DNA was detected in 10 samples (4 from common voles
and 6 from bank voles) including those microscopically positive. Cryptosporidium
infection was not linked to diarrhoea. Sequence and following phylogeny analyses
revealed two new Cryptosporidium genotypes originated from bank voles and two
new genotype from common vole, phylogeneticaly distinct from known species and
genotypes. The host specificity needs to be verified by experimental infection in the

future.
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1. Uvod

Zastupci rodu Cryptosporidium jsou jednobunééni paraziti s epicelularni
lokalizaci infikujici pfevdzné gastrointestindlni trakt celé fady obratlovci, véetné
Clovéka. Ackoli byl rod Cryptosporidium popsan jiz na zacatku 20. stoleti,
celosvétového vyznamu se mu dostalo az v osmdesatych letech spolu s popisem
prvnich lidskych infekci, pandemii AIDS a zvySujicim se vyskytem kontaminaci
vody a potravin vedouci k vzniku rozsahlych epidemii (Casemore et al. 1985).
Infekéni stadia, oocysty, jsou velmi odolnd neptfiznivym podminkdm prostredi a
prezivaji velmi dlouhou dobu. Ve vhodnych podminkach, napt. ve vlhké pidé nebo
V povrchové vodé si mohou zachovat svou infekénost az Sest mésicti (Fayer et al.
1998). Navic jsou ihned po vylouceni z téla hostitele pln¢ infekéni a jsou spolu
s vykaly infikovanych zvitat uvoliiovany do zivotniho prostiedi ve velkém mnozstvi.
Nemoc zplsobenou témito parazity nazyvame kryptosporidiéza. Muze mit akutni,
subakutni nebo chronicky pribé¢h. Infekce je casto doprovdzena silnym prijmovym
onemocnénim spojenym s ubytkem hmotnosti a dehydrataci (Xiao et al. 2004).
Vzhledem k Siroké hostitelské specifit¢ a vSudypfitomnosti oocyst v zivotnim
prostfedi se mohou lidé nakazit hned né€kolika zplsoby, poZzitim kontaminované
potravy, vodou a v neposledni fad¢ pfimym kontaktem s infikovanym jedincem (Fall
et al. 2003).

Clovék je vnimavy minimalng k 20 riiznym druhtim a genotyptim kryptosporidii a
divoka zvifata, zejména hlodavci piestavuji vyznamny piirodni rezervoar (Bajer et

al. 2003; Chalmers et al. 1997; Morgan et al. 1999; Webster a Macdonald 1995).



2. Literarni prehled
2.1 Historie

Jako prvni popsal rod Cryptosporidium Ernest Edward Tyzzer v roce 1907.
Prvoka, kterého nalezl v zalude¢nim epitelu mySi (Mus musculus) pojmenoval jako
Cryptosporidium muris (Tyzzer 1907, 1910). O pét let pozdé&ji popsal novy druh C.
parvum, parazitujici v tenkém stfevé laboratorni mysi (Tyzzer 1912). Béhem
nasledujicich devadesati let bylo na seznam hostitelti C. parvum piidano vice nez 150
savcl a to predevsim na zakladé morfologie oocyst (Fayer et al. 2000). Molekularni
analyzy prokazaly vyskyt dvou genotypi — genotyp 1 prenasSejici se z clovéka na
cloveéka a genotyp 2, ktery se pfenasi mezi zvifetem a clovékem (Peng et al. 1997).

V roce 1955 byl popsan dalsi novy druh Cryptosporidium meleagridis, jenz jako
prvni druh, zptisoboval smrt hostitele (Slavin 1955).

Medicinského vyznamu se kryptosporidiim dostalo az v roce 1976, kdy byly
zvetejnény studie, potvrzujici vyskyt téchto paraziti u lidi (Meisel et al. 1976; Nime
et al. 1976).

V letech 1978-1980 bylo pro detekci oocyst pouzivano specifické barveni
Giemsou natérii z vykald lidi a skotu (Pohlenz et al. 1978; Tzipori et al. 1980).
Henricksen a Pohlenz (1981) modifikovali metodu dle Ziehl-Neelsena, ktera je
prakticky beze zmény pouZzivana dodnes.

V roce 1982 zacala byt kryptosporididza spojovana se zvySenou mortalitou AIDS
pacienta (Pitlik et al. 1983). Vyvoj neinvazivni laboratorni metody zaloZené na
barveni oocyst ve vykalech vedl kintenzivhimu vyzkumu svédomim, ze
kryptosporidie jsou vyznamnou pfi¢inou prijmu u imunokompetentnich a
imunodeficitnich po celém svéte.

Do Sirokého povédomi se kryptosporidie dostavaji v souvislosti s nejvétsi
epidemii kryptosporididézy zpusobenou C. hominis v roce 1993 v Milwaukee,
(Wisconsin, USA), kdy bylo prostfednictvim pitné vody nakazeno vice nez 400 000
osob (MacKenzie et al. 1994; Peng et al. 1997).



2.2 Taxonomické zarazeni

Kryptosporidie jsou fazeny do kmene Apicomplexa, jehoz nazev je odvozen od
apikalniho komplexu pfitomného ve vyvojovych stadiich zastupct tohoto kmene. Je
to soubor n¢kolika organel na prednim polu téch stadii zivotniho cyklu, ktera vnikaji
at’ Castecné, ¢i Upln€¢ do bun€k hostitele. Zatazeni rodu Cryptosporidium do
samostatné tfidy apikomplex si vyzadaly nékteré zvlastni vlastnosti jeho zastupci,
ktefi se sice podobaji kokcidiim (ke kterym byli plivodné fazeni), ale jejichz nejblizsi
piibuzni, jak ukazuje molekularni fylogenetika, jsou zifejmé gregariny (Volf a Horak
2007).

Biologie a taxonomie druhu je pfedmétem intenzivniho vyzkumu (Xiao et al.
2004). V poslednich letech bylo nékolik znamych genotypli uznano za samostatné
druhy. Cryptosporidium hominis difive znamé jako C. parvum genotype I, C. suis
diive znamy jako Cryptosporidium pig genotype | nebo C. bovis, diive nazyvany
jako bovine genotype B (Fayer et al. 2005; Morgan et al. 2002; Ryan et al. 2004).

Tento trend bude pravdépodobné pokracovat.

2.3. Vyvojovy cyklus

Kryptosporidie 1ze rozdélit do dvou zakladnich skupin: ty které jsou lokalizovany
ve stfevé a druhy infikujici Zaludecni sliznici svych hostitelll. Obé skupiny infikuji
vSechny tfidy obratlovcli. Mnoho druhii a genotypti ma Siroké hostitelské spektrum.
Kryptosporidie potiebuji k pfeziti a rozmnozovani hostitele (Kim et al. 2005;
Mansfield a Gajadhar 2004). Vyvojovy cyklus se skladad z asexudlniho a sexudlniho
stadia (Smith et al. 2005; Thompson et al. 2005) a Ize ho rozdélit na faze excystace,
merogonie, gamogonie a sporogonie. Jedinym exogennim vyvojovym staddiem je
oocysta, kterd je tvofena tuhou tfivrstvou sténou a zajiStuje ochranu sporozoitli
(DuPont et al. 2011). Velikost oocyst se lisi podle druhu, obsahuji 4 voln¢ ulozené
sporozoity a pomérné velké rezidualni télisko. Nemaji mikropyle a jejich sténa je
témer bezbarvd s charakteristickou suturou na jednom z pélu (Fayer 2007).
Vyvojovy cyklus je zndzornén nize (obrazek 1).
Excystace

Endogenni faze zalind pozienim oocysty vhodnym hostitelem. Ve sténé spory je
sutura, kterd pii excystaci praska vlivem nizkého pH v Zaludku, pankreatickych
enzymu a zlucovych soli. Po otevieni oocysty dochdzi k uvolnéni Ctyt sporozoitti

-9-



(Fayer et al. 1990). Pohyblivi sporozoiti aktivné¢ pronikaji k cilovym buinikdm
hostitele (Wetzel et al. 2005). Nasledné vznikaji vyvojova stadia-trofozoiti (Lumb et
al. 1988).

Nepohlavni déleni (Merogonie)

Nepohlavni d€leni se nazyva merogonie (schizogonie), dochazi pti ném k déleni
jadra a bunck trofozoiti. Postupné vznikaji dva odlisné typy merontii. Meronti typu I
vytvareji 6—8 merozoitl, které napadaji dalsi enterocyty a vyvijeji se v dal§i meronty
typu I nebo II. Meronti typu II vytvareji ¢tyi1 merozoity.

Pohlavni rozmnoZovani (Gamogonie)

Merozoiti typu II vstupuji do sexualniho déleni po infikovani novych
hostitelskych bun¢k a vytvafeji gamonty, sam¢i mikrogamety a samici
makrogamonty. Z mikrogamontii vznikaji bicikat¢ mikrogamety, které oplodiiuji
makrogamety vzniklé z makrogamonti. Pouze oplozené makrogamety se mohou
vyvinout v zygotu.

Sporogonie

Oocysty sporuluji in situ, kdyz dozraji, obsahuji Ctyfi sporozoity. Oocysty
Vv gastrointestinalnim traktu jsou vylucovany s vykaly, zatimco ty v respiratornim
traktu opousti hostitele s respiracnimi nebo nosnimi sekrety. Tenkosténné oocysty
(20 %) excystuji v tele hostitele a zptsobuji autoinfekcei. Silnosténné oocysty (80 %)
opoustéji télo hostitele s vykaly a mohou infikovat dalsi hostitele (Current 1985;

1988; Fayer a Xiao 2008; Volf a Horak 2007).
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Obrizek 1. Zivotni cyklus rodu Cryptosporidium. Excystace 1, 2 — Sporozoiti uvolnéni
z oocysty vyhledavaji povrch stfevni sliznice hostitele a usidluji se v zén¢ mikroklkd,
vznikaji vyvojova stadia — trofozoiti. Na hostitelskych bunkach jsou umistény epicelularné.
Merogonie (asexualni déleni) 3, 4 — Dojde k vytvofeni parazitoforni vakuoly, rist merontu
a jeho rozpad na 8 merozoitt, ktefi merogonii opakuji. Gamogonie (sexualni déleni) 5, 7 —
Merozoiti typu II vstupuji do sexualniho dé€leni a vytvaieji gamonty, sam¢i mikrogamonty a
sami¢i makrogamonty. Z mikrogamontii vznikaji bicikaté mikrogamety, které oplodnuji
makrogamety vzniklé z makrogamontd. Pouze oplozené makrogamety se mohou vyvinout v
zygotu. Sporogonie 8, 1 — Zygota prochazi sporogonii a vytvaii jeden ze dvou typt oocyst —
tenkosténné a tlustosténné. Tenkosténné oocysty (20 %) excystuji v téle hostitele a zplsobuji
autoinfekci. Silnosténné oocysty (80 %) opoustéji télo hostitele s vykaly a mohou infikovat

dalsi hostitele modifikovano dle Smith a Rose (1998).
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2.4. Hostitelska specifita

VétSina druhii kryptosporidii nejsou striktné hostitelsky specifické. Naptiklad C.
parvum bylo identifikovano u mysi, skotu, koni a mnoha dalSich savcu. Jiné druhy,
véetné C. baileyi, C. canis, C. felis, C. meleagridis a C. muris jsou hostitelsky
specifické pro kurata, psy, kocky, krocany, respektive pro mysi. Bylo prokazano, ze
maji schopnost infikovat i lidi, a proto musi byt povazovany za zoonotické druhy
(Caccio et al. 2002; Ditrich et al. 1991; Guyot et al. 2001; Pedraza-Diaz et al. 2000,
2001; Xiao et al. 2001). Izolat C. hominis nalezeny u dugonga, vodniho savce
vyvratil teorii, Ze je C. hominis infek¢éni pouze pro ¢lovéka, a proto se fadi rovnéz
mezi zoonotické druhy (Morgan et al. 2000). Navic, v ramci laboratornich podminek
bylo zjisténo, ze C. hominis ma schopnost nakazit jehiata, gnotobioticka prasata a
telata, ale ne imunosuprimované mysi (Akiyoshi et al. 2002; Giles et al. 2001;
Pereira et al. 2002; Widmer et al. 2000). Tyto ptiklady ilustruji slozitost pokusu o

vyuziti hostitelské specifity, jako znak pro urc¢eni druht.

2.5. Zpiisoby prenosu

Vzhledem Kk tomu, ze jsou kryptosporidie vSudypfitomné v Zivotnim prostiedi a
maji schopnost infikovat Sirokou Skalu hostiteli, véetné cloveka, existuje hned
nékolik pfenosovych cest. Zplisoby pienosu mohou byt: pfimym kontaktem (¢lovék
— Clovek, clovek — zvite, zvife — zvite), kontaktem s vykaly nakazeného jedince,
pozienim kontaminované potravy nebo vody. Relativni vyznam téchto pfenosovych
cest v epidemiologii kryptosporididzy neni zcela jasny, do zna¢né miry diky
skutecnosti, Ze tradi¢ni diagnostické zplsoby nemaji schopnost identifikovat zdroj
nakazy (Fall et al. 2003). V posledni dob¢ vSak bylo vyvinuto mnoho molekularné
biologickych technik pro detekci a rozliSeni kryptosporidii. Tyto techniky jsou nyni
stale  Castéji  pouzivané v epidemiologickych  studiich  kryptosporididozy
v endemickych a epidemickych oblastech a pfispivaji k pochopeni pienosu

kryptosporididzy u lidi a zvifat (Xiao et al. 2007).

2.6. Klinické priznaky kryptosporidiozy

Kryptosporidiové infekce byly detekovany jak u imunodeficitnich tak u
imunokompetentnich pacientl. Klinické projevy se 1isi v zévislosti na zdravotnim a
nutrinim stavu hostitele.
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Imunokompetentni hostitelé

Vétsina piipadd u imunokompetentnich hostiteli jsou sporadické infekce,
postihujici dospé€lé 1 déti, jak v zemich rozvojovych tak i vyspélych (Navin 1985).
Onemocnéni se nejcastéji  klinicky projevuje akutnim prijmem, chronickym
prijmem nebo probihd asymptomaticky. Infekce vede k onemocnéni
gastrointestinalniho traktu, charakterizovanému neklidem nebo Unavou, anorexii,
zvracenim, bolestmi bficha a kieCemi u vétSiny pacientd. U vice nez poloviny
pacientll se objevuje ztrata hmotnosti, nevolnost, plynatost a teploty do 38 °C,
zimnice, poceni nebo bolesti hlavy (Bushen et al. 2007; MacKenzie et al. 1994,
Mathieu et al. 2004). Prijem obvykle trvd 6—14 dni, u nékterych jedinci mésic a
ziidka az 4 mésice (Isaacs 1985; Jokipii a Jokipii 1986; Soave a Armstrong 1986;
Stehr-Green et al. 1987; Wolfson et al. 1985).
|munodeficitni hostitelé

K onemocnéni dochazi predevS§im u pacienti nakazenych virem lidské
imunodeficience (HIV), zejména u téch s nizkym poctem CD4 T-lymfocytl a u téch
s vysoce rizikovym sexualnim chovadnim. Vysoka prevalence kryptosporidiozy je
pozorovana rovnéz u pacientli podstupujicich chemoterapii ¢i transplantaci kostni
dfen¢, u pacientll po transplantaci organt a také u pacientti na hemodialyze (Gentile
et al. 1991; Sreedharan et al. 1996; Tanyuksel et al. 1995; Turkcapar et al. 2002).

Prljem u pacienti s AIDS miZe byt fulminantni s priichodem stolice aZ 2 1 za den
(Blanshard et al. 1992; Manabe et al. 1998). U téchto pacienti piejde casto
onemocnéni do chronické formy a miZe urychlit amrti jedince (Blanshard et al.

1992; Manabe et al. 1998; Navin a Hardy 1987).

2.7. Terapie kryptosporidiozy a jeji tltumeni

Lécba kryptosporidiozy neni pfiliS efektivni. Testovana léCiva se ukézala v
potfebnych mnozstvich pro organismy jako toxicka, ¢astetné nebo zcela netcinna.
Nejcastéji pouzivana l1éciva v humanni medicin€é jsou paromomycin, spiramycin,
azithromycin a nitazoxanid a u HIV pacientl je to antiretrovirdlni 1écba (Griffiths
1998).

Oocysty kryptosporidii jsou velmi odolné, jsou schopny dlouho prezit za
vhodnych podminek, naptiklad ve vlhkém a vodnim prostiedi. Nejvyznamnéjsi
faktor, ovliviiujici jejich Zivotaschopnost a infektivitu ve vnéj$im prostiedi je teplota.
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Vysoké teploty (65 °C po dobu 20 minut, vrouci voda do 1 minuty) je spolehlivé
nici, stejné tak mrazeni (teploty pod -20 °C). Kryptosporidie odoldvaji béznym
dezinfek¢nim prostiedkiim uzivanym pii apraveé vody. Silnosténné oocysty se mohou
Sifit 1 pretrvavat v chlorované vodé, proto jsou bézné tpravy vody Casto neucinné.
Pravdépodobné  nejspolehlivéjsim  prosttedkem  jak  inaktivovat  oocysty
kryptosporidii je jejich ozonizace a uprava vody UV zafenim (Betancourt a Rosei

2004).

2.8. Kryptosporidiéza hlodavci

Divoka zvifata jsou povazovana za dulezity zdroj infekénich chorob pfenosnych
na Cloveka a predstavuji vyznamny problém v oblasti vefejného zdravi a to po celém
svéte. Jsou soucasti epidemiologie vétSiny zoon6z a slouzi jako hlavni rezervoary
puvodcli onemocnéni prenaSenych na domadci zvirata a lidi (Kruse et al. 2004).
Nicméné vyznam divoce zijicich zvifat v epidemiologii kryptosporididézy neni zcela
jisty. Znecisténi zivotniho prostfedi lidskymi vykaly a vykaly domécich zvifat
ptredstavuje potenciondlni riziko ndkazy pro divoce Zijici zvifata parazity, jako jsou
kryptosporidie (Appelbee et al. 2005).

Hlodavci jsou dileziti v mnoha ekosystémech, rychle se reprodukuji a slouzi jako
potrava pro predatory a jsou vektory mnoha nékaz. Jejich vSudypfitomnost a sdileni
stanovist’ s hospodaiskymi zvifaty vedly k epidemiologickému Setfeni o vyskytu a
identifikaci druhti kryptosporidii u téchto zvitrat (Feng 2008).

V Japonsku byl vyskyt oocyst kryptosporidii v potkanech (Rattus norvegicus)
popsan hned v nékolika studiich. Iseki (1986) zjistil 10% prevalenci z 61 vySetienych
zvirat, Miyaji et al. (1989) ukazali 21% prevalenci ze 47 zvifat a Yamura et al.
(1990) zjistili 2% prevalenci ze 48 Rattus norvegicus.

Webster a Macdonald (1995) z Anglie nasli oocysty C. parvum v 63 % z 73
jedinci Rattus norvegicus, chycenych na deviti rtznych farmach v okoli
Oxfordshire. Ze studie vyplyva, Ze divoci potkani predstavuji riziko pro lidi a
hospodarska zvitata. Ve trech stalych populacich norskych potkan na zemédélské
pudé ve Warwickshire v Anglii byly oocysty C. parvum detekovany v 24 % z 438
zvitat (Quy et al. 1999).
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Dalsi studie se zabyvaji vyskytem C. parvum u mySich domacich (Mus
domesticus). V USA bylo zjisténo 30 % pozitivnich z celkového poctu 115 (Klesius
et al. 1986).

V Anglii to bylo 33 % z 58 a 24 % z 300 vySettenych mysi (Chalmers et al. 1994
1995). Vyzkum na zemédélské ptidé v Anglii zjistil pfitomnost C. parvum v 19 % z
595 divokych hlodavct (M. domesticus, A. sylvaticus a C. glareolus) (Chalmers et al.
1997). VSechna pozitivni zvifata byla asymptomaticka. Dalsi vyzkum v Anglii,
provadény po dobu 6-ti let (1992-1997) na hospodaiskych a malych divokych
zvitatech prokézal, ze kryptosporidie jsou perzistentené¢ a endemicky pfitomny u
vSech sledovanych kategorii savci (Sturdee et al. 2003). Prostfednictvim
morfometrické analyzy zjisténych oocyst, byly oocysty C. parvum nalezeny u 32,8 %
hlodavct Zijicich v okoli zemé&délskych objektt a 29,9 % u malych divokych savci
(predevsim hlodavcet) Zijicich v oblasti pastvin. Nejvyssi prevalence kryptosporidii
byla detekovana na podzim. Studie provadéné v Anglii zjistily, ze C. muris se u
malych divokych zvifat (hlavné hlodavci) objevuje jen ziidka (Sturdee et al. 2003).

Studie z Polska ukazuje 15 % pozitivnich z 39 vySetfenych mysic (Apodemus
flavicollis) a 20 % pozitivnich nalezti z celkového poctu 275 nornikti rudych
(Clethrionomys glareolus) (Sinski et al. 1993). Pozd¢ji, na té samé lokalité byla
zjisténa 24 % prevalence u 70 Apodemus sp., 23 % u 102 C. glareolus a celkem ¢tyfi
pozitivni hrabosi polni (Microtus arvalis) (Sinski et al. 1998). Bajer et al. (2002)
sledovali prevalenci u tfi druhl divokych hlodavci (A. flavicollis, C. glareolus a M.
arvalis) v obdobi 1997-1998. Celkova prevalence ¢inila 62 % (582/942).

Ve Finsku byly pifi vyzkumu kryptosporidiozy zjistény 2 % pozitivnich z 41
vySetienych nornik rudych (C. glareolus) a pouhé 1 % pozitivnich zvifat ze 131
hrabost moktadnich (Microtus agrestis) (Laakkonen et al. 1994).

Studie ve Spanélsku zaméfena na detekci C. parvum ukazaly 35,2 % pozitivnich z
278 Apodemus sylvaticus, 27,3 % z 22 Mus spretus, 20.4% z 49 C. glareolus, av 1
R. rattus a 1 A. flavicollis. Cryptosporidium muris bylo detekovano u 4 % ze 49 C.
glareolus. Kombinované infekce C. parvum a C. muris byly detekovany u 5,8 % z
278 A. sylvaticus, 4,5 % z 22 M. spretus a 4 % ze 49 C. glareolus (Torres et al.
2000).

Cryptosporidium muris byla v hlodavcich detekovana mén¢ ¢asto nez oocysty C.
parvum. Oocysty C. muris byly nalezené v 26 % z 58, 13 % z 300, a 10 % z 242
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pfirozen¢ infikovanych domacich mysi (Chalmers et al. 1994, 1995, 1997).
Pritomnost C. muris byla dale zjisténa u 2 % ze 123 a 43 % ze 114 hrabosiu (Bull et
al. 1998; Chalmers et al. 1997).

V Ceské republice byly oocysty kryptosporidii morfologicky podobné C. muris
nalezeny u burunduka paskovaného (Eutamias sibiricus). BALB/c mysi,
experimentalné infikované timto parazitem, zacaly vyluc¢ovat oocysty 14.—35. den po
infikovani. Vyvojova stadia C. muris byla pak detekovana v zalude¢nich zlazach.
Klinické ptiznaky chybély jak u burunduku, tak i u experimentalné infikovanych
mysi (Hurkova et al. 2003).

Mezi dal$i druhy a genotypy kryptosporidii infikujici hlodavce patii C. andersoni
nalezené u svisté bobaka (Marmota bobak) (Ryan et al. 2003a), C. wrairi detekované
u morcéete domaciho (Cavia aperea porcellus) (Feng et al. 2010), C. melagridis u
kie¢ika dlouhoocasého (Peromyscus maniculatus) (Feng et al. 2007; Xiao et al.
2002), C. tyzzeri (dfive mouse genotype I) (Morgan et al. 1999). U hrabosu byla
detekovana infekce zptsobena Cryptosporidium vole genotype a muscrat genotype 11
(Feng et al. 2007; Ziegler et al. 2007). Bylo zjisténo, ze veverky jsou infikovany C.
parvum, C. muris, Cryptosporidium squirrel genotype, cervine genotype, ferret
genotype, skunk genotype, chipmunk genotype | a deer mouse genotype 11l (Feng et
al. 2007; Kvac et al. 2008; Sundberg et al. 1982; Ziegler et al. 2007)

U hlodavct byly detekovany i druhy, které primarné€ infikuji jiné hostitele.
Naptiklad Cryptosporidium ubiquitum se obvykle vyskytuje u jelenovitych, jako jsou
jelen sika (Cervus nippon), jelenec bé&loocasy (Odocoileus virginianus), bulovec
bélocely (Damaliscus pygargus phillipsi), nyaly jizni (Tragelaphus angasii) a u
dalSich zvitat. Bylo zji§téno, Ze pfirozen¢ infikuje i celou fadu hlodavct (Feng et al.
2007; Perz a Le Blancq 2001; Ryan et al. 2003b).

2.9. Charakteristika odchycenych zvirat
2.9.1 Hrabos polni (Microtus arvalis)

Tento druh hrabose patfi mezi nase nejbéznéjsi drobné savce. Hibet je zlutosedy,
Sedohnédy nebo slabé narezavély, bficho byva Sedobilé se zlutym néddechem. Mezi
dalezité¢ urovaci znaky patii mensi silny uSni boltec s hustym porostem kratkych

chlupt, nepigmentované chodidla zadnich koncetin a ocas dosahujici 3040 % délky
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téla. Vyskytuje se na celém uzemi CR, je typickym obyvatelem suchych stanovist
oteviené krajiny a kulturni stepi, ale v dobach pfemnozeni pronika i do prosvétlenych
lest (Andéra a Horacek 2005).

Hrabo$ polni je aktivni ptedeviim v noci. Zije v koloniich, ve kterych jsou
jednotlivé nory spojeny vyslapanymi chodnicky. V ptiznivych podminkach se miize
hrabo$ polni rozmnozovat po cely rok. Samice je biezi 19-21 dni, ve vrhu je 4-7

mléd’at (Dobroruka a Berger 2004).

2.9.2. Nornik rudy (Clethrionomys glareolus)

Od jinych hrabosi se snadno pozné podle napadné Cervenaveé rezavého zbarveni
na hibet€, vétSich uSnich boltcli a delsiho ocasu (obvykle 45-60 % délky téla).
Bficho miva svétlejsi, nazloutlé nebo v zimni srsti nékdy az Cisté bilé, také tlapky
jsou svétlé (Andéra a Horacek 2005).

V CR je nornik rudy béznym druhem, rozsifeny po celém tizemi. Vyskytuje se od
Obyva predevsim lesni komplexy. Nejhojngjsi je v listnatych a smiSenych lesich s
pestrou dievinnou skladbou a bohatym bylinnym patrem. S rostoucim vékem porostt
se méni a zmensuje rozsah bylinného patra a pocetnost nornika klesa (Zejda et al.
2002). Z nelesnich stanovi$t nornik rudy obyva kfovinaté meze a strané, strze,
rokliny, hraze a biehy rybnikl ¢i rdkosiny (Andéra a Bene§ 2001). Pronika také do
lidskych sidel, pokud jsou situovana pobliz lesa (Zejda et al. 2002).

Jako jediny z naSich hrabosii se ve vétsi mife zajimad i o ZivoCiSnou potravu.
RozmnoZuje se od konce bfezna do zaii aZ fijna. Normalni doba biezosti trva 1618

dni, ve vrhu byva 4-5 mlad’at (Andéra a Horacek 2005).
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3. Cile
e Vyhodnotit vyskyt a prevalenci kryptosporidii pfirozen¢ infikujicich hlodavce
podceledi Arvicolinae.
e Posoudit vliv véku a pohlavi na diverzitu a prevalenci kryptosporidii.
e Pomoci molekularnich metod urcit druh a genotyp kryptosporidii.

¢ Vyhodnotit zoonoticky potencial nalezenych druhti a genotypti.
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4. Metodika a material

Odchyty zvitat pro parazitologické vysSetfeni probihaly v obdobi Cervenec—zari
2012 na 9 lokalitach v jiznich Cechach. Vybér lokalit vychazel ze souhrnu poznatki
0 bionomii hrabosi a nornikli a z vlastnich zkuSenosti. Odchyt byl provadén do
drevénych sklapovacich pasti, které se osvédcily jako nejucinnéjsi. Jako ndvnada byl
pouzit tvrdy syr nebo chléb. Pasti byly rozmistény nelinearné v riznych

vzdalenostech a kontrolovany po 12 hodinéch.

4.1. Charakteristika lokalit

zahrada — Hluboka nad Vltavou — Zamosti: Klidngjsi lokalita s ovocnymi stromy,
ktera se nachazi na slunné ¢asti svahu.

les — Opatovice: Lokalita u vesnice Opatovice, jedna se o pas listnatych stromu s

velmi bujnym podrostem, s touto lokalitou sousedi pole. Lokalita byla stinna s velmi

bohatym podrostem.

pole — Turovec: Trvaly travni porost, spise stinna lokalita, sousedici s lesem a ornou
pudou.

pole — KoSice: Travnaté neobdélavané pasy mezi poli, lokalita v blizkosti

zemédé€lského druzstva.

hibitov — Tabor: Trvaly travni porost, slune¢na lokalita, v blizkosti lidskych obydli.
pole — Brandlin: Okraje pole s pSenici, mirny svah, jedna se o vlh¢i biotop.

pole — Myslkovice: Travnaty neobdélavany pas mezi dvéma poli s ozimou fepkou.
pole — Katov: Travnaté neobdélavané porosty kolem skruzi na oraniStich po
jetelovinach.

pole — Choustnik: Silni¢ni piikopy sousedici s polem, travnaté neobd¢lavané

porosty kolem sloupti elektrického vedeni.
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Tabulka 1. Seznam odchytovych lokalit véetné rozlohy a po¢tu odchycenych jedinct

Pocet odchycenych jedinct

Lokalita GPS soufadnice ?oolfa!tcl)irt]; Microtus _ Clethrionomys
arvalis glareolus
zahrada 49.052298,14.455926 90 m? 0 3
les - Opatovice 49.031425,14.454832 1500 m? 2 12
pole - Turovec 49.,388016,14.764938 550 m? 8 0
pole - Kosice 49.324730,14.764230 1100 m? 54 0
Tabor - hibitov ~ 49.398131,14.689381 150 m? 1 0
pole - Brandlin ~ 49.303825,14.791718 550 m? 11 0
pole - Myslkovice 49.299270,14.763544 350 m? 6 0
pole - Katov 49.279257,14.846370 1250 m? 34 8
pole - Choustnik ~ 49.334184,14.821458 750 m? 13 0

4.2. Odbér vzorki pro parazitologické vysetieni

Odchycena zvifata byla uloZzena do chladictho boxu a v co nejkratsi dobé
podrobena pitvé. Z kazdého jedince byl odebran obsah zaludku a tlustého streva.
Tyto vzorky byly nasledné natfeny na podloZni sklicko a ¢ast byla uschovédna v 1,5
ml plastovych uzaviratelnych mikrozkumavkach. Vzorky byly zality 2,5%
dichromanem draselnym a uchovavany v chladu pfi teploté 4 °C. VSechny odebrané
vzorky byly mikroskopicky a za pomoci molekuldarnich metod vySetfeny na

pfitomnost oocyst kryptosporidii v trusu.

4.3. Barveni oocyst kryptosporidii anilin—karbol-methylvioleti dle Milac¢ka a
Vitovce (1985)

Zasobni roztoky:

Roztok anilin-karbol-methyl-violeti
0,6 g methyl violeti

1 ml anilinu

1 g fenolu

30 ml 96% alkoholu

70 ml deionizované vody
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Roztok tartrazinu

1% roztok tartrazinu v 1% kyselin¢ octové

Kyselina sirova

2% kyselina sirova

Pracovni postup:

1. Sklicko s natérem fixovat methanolem v plameni.
Obarvit anilin—karbol-methyl—violeti po dobu 30 min.
Omyt pod tekouci vodou.

Diferencovat v 2% kyselin¢ sirové po dobu 2 minut.
Omyt pod tekouci vodou.
Barvit po dobu 1-2 min. v roztoku tartrazinu.

Omyt pod tekouci vodou.

© N o g bk w N

Po osuSeni prohliZzet svételnym mikroskopem pii zvétSeni 1000% za pouziti

imerzniho oleje.

U mikroskopicky pozitivnich natéra byla odhadnuta intenzita infekce
kryptosporidii dle Kvac et al. (2007).

4.4. 1zolace DNA
Genomova DNA byla izolovana ze vSech ziskanych vzorkd pomoci komeréniho
PSP spin stool DNA kitu — Invitek s mirnou modifikaci dle Sak et al. (2008).
Pracovni postup:
1. Vzorek trusu vlozit do mikrozkumavky (Safe-Lock-Tube), pfidat sklenéné
kuli¢ky o priméru 0,5 mm.
2. Ptipipetovat 1,0 ml Lysis Buffer P a rozbijet I minutu pomoci homogenizatoru
(FastPrep-24 instrument, MP Biomedicals, USA) pii rychlosti 5,5 m/s.
3. Inkubovat v termobloku po dobu 10 minut pii teploté 95 °C.
4. Centrifugovat 1 minutu pii 16 000 g.
5. Prenést veskery supernatant do mikrozkumavek (Invi-Adsorb-Tube),
homogenizovat a inkubovat 1 minut pii laboratorni teploté.

6. Centrifugovat 3 minuty pii 16 000 g.
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10.
11.
12.
13.
14.

15.

16.
17.

18.

19

4.5.

Supernatant napipetovat do Cistych mikrozkumavek a centrifugovat 3 minuty
pii 16 000 g.

Do cistych mikrozkumavek nepipetovat 25 pl Proteinase K a ptidat 400 ul
supernatantu, homogenizovat.

Inkubovat v termobloku 10 minut pfi teploté 70 °C.

Pripipetovat 400 ul Binding Buffer P, homogenizovat.

Piepipetovat veskery objem do Spin Filter Tube.

Inkubovat 1 minutu pii laboratorni teplot¢.

Centrifugovat 1 minutu pfi 16 000 g.

Vylit odpad ze sbérnych mikrozkumavek, napipetovat na kolonu 500 pul Wash
I, centrifugovat 1 minutu pfi 16 000 g.

Vylit odpad ze sbérnych mikrozkumavek, napipetovat na kolonu 800 pul Wash
I1, centrifugovat 1 minutu pii 16 000 g.

Vylit odpad a znovu centrifugovat 3 minuty pti 16 000 g.

Kolonu vlozit do cist¢é mikrozkumavky, napipetovat 200 pl pfedehifatého
Elution Buffer D na kolonu.

Inkubovat 1 minuty pfi laboratorni teploté, centrifugovat 1 minuty pti 8 000 g.

. Skladovat v mrazicim boxu, pfi teplote -20 °C.

Polymerazova retézova reakce (PCR)

Pro amplifikaci ¢asti genu kodujiciho malou ribozomalni podjednotku (SSU
rRNA) byl pouzit nested PCR protokol dle Jiang et al. (2005). Jednotlivé reakcni

sme

si polymerdzové reakce mély objem 20 pl, mnozstvi pouzitych chemikalii je

uvedeno V tabulce 2. Pro primarni i sekundarni PCR byl pouzit stejny amplifikacni

program: pocatecni denaturace 3 min pii 94 °C, 35 cykli zahrnujicich denaturaci 45

s pii 94 °C, nasedaci teploty primera 55 °C 45 s, extenze 60 s pfi 72 °C, a finalni

extenze 10 min pii 72 °C. Pro amplifikaci sekundarniho PCR produktu byly pouzity

2 pl primarniho PCR produktu. Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA

Cryptosporidium andersoni.
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Sety primerii pro amplifikaci SSU:

Primarni primery

F1 5"-TCTAGAGCTAATACATGCG-3’

R1 5-CCCTAATCCTTCGAAACAGGA-3’
Sekundérni primery

F2 5'-GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAG-3’
R2 5’-CTCATAAGGTGCTGAAGGAGTA-3’

Tabulka 2. PCR protokol pro amplifikaci ¢asti genu kodujiciho SSU rRNA

Primarni reakce Sekundarni reakce

HOb0 12,30 pl H,0 - 13,10 pl
MgCl, (25 mm) 1,20 1 MgCl, (25 mM) 1,20 pl
10Xbuffer ~ ------mmeee- 2,00 pl  10Xbuffer  -------m--me-- 2,00 pl
dNTP 10 mM 0,40 pl dNTP 10 mM 0,40 pl
forward 10 pM 0,40 pl forward 10 uM 0,40 pl
reverse 10 uM 0,40 pl reverse 10 uM 0,40 pl
BSA (20 mg/ml) 0,80 ul
taq (1U/1ul) 0,50 ul taq (1U/1pul) 0,50 ul
DNA e 2,00 pl DNA e 2,00 pl

Celkem  -----mmmmomeme 20,00 nl Celkem  ------m-m-m-m- 20,00 pl

Vzorky pozitivni na ptitomnost kryptosporidii byly ovéteny pomoci amplifikace
Casti genu kodujiciho SSU rRNA a nasledné byla provedena PCR na detekci genu
kodujiciho AKTIN. Amplifikacni program byl stejny jako u SSU, lisily se pouze
nasedaci teploty, v primarni PCR 50 °C, v sekundarni PCR 45 °C. MnozZstvi
pouzitych chemikalii uvadi tabulka 3. Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA
Cryptosporidium andersoni.

Sety primerii pro amplifikaci genu AKTIN:
Primarni primery

F1 5"-ATGCCVGGWRTWATGGTDGGTATG-3’
R1 5"-GGDGCAACRACYTTRATCTTC-3’

Sekundérni primery
F2 5"-GAYGARGCHCARTCVAARAGRGTAT-3"
R2 5'-TTDATYTTCATDGTHGAHGGWGC-3’
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Tabulka 3. PCR protokol pro amplifikaci ¢asti genu kodujiciho AKTIN

Primarni reakce Sekundarni reakce

HO0 e 11,20 pl HO0 - 12,10 pl
MgCl, (25 mm) 1,20 ul MgCl, (25 mM) 1,20 pl
10Xbuffer  ------mmmme- 2,00 pl  10Xbuffer  -------------- 2,00 pl
dNTP 10 mM 0,40 pl dNTP 10 mM 0,40 pl
forward 10 uM 0,40 pl forward 10 uM 0,40 pl
reverse 10 uM 0,40 pl reverse 10 uM 0,40 pl
BSA (20 mg/ml) 0,40 nl
taq (1U/1ul) 1,00 pl taq (1U/1pl) 1,00 pl
DNA s 3,00 ul DNA  —--eeeeeee- 2,50 pl

Celkem  -----mmmmomeme 20,00 nl Celkem  ------m---m--- 20,00 pl

4.6. Gelova elektroforéza
Vysledné produkty ze sekundarni PCR byly podrobeny elektroforéze na 1 %
agar6zovém gelu s pfidavkem ethidium-bromidu a vizualizovany pomoci UV zafeni

(302 nm).

Pouzité chemikalie:

50x TAE pufr (242 g tris baze, 47,1 ml ledové kyseliny octové, 100 ml 0,5 M EDTA
pH 8,00)

agaroza

ethidium-bromid

100 bp DNA Ladder

Pracovni postup:

1. Agar6zu smichat s 1x TAE pufrem (pro 1% gel smichat 0,4 g agar6zy se 40 ml
TAE pufru)

2. Nechat agarozu rozpustit v mikrovinné troubé€, nasledné ochladit pod tekouci
vodou piiblizné na teplotu 50 °C.

3. Pridat ethidium-bromid, promichat.

4. Do ptipravené formy nalit gel, vloZit hfeben a nechat ztuhnout.

5. Po ztuhnuti vyjmout hiebeny a vlozit gel do elektroforetické vany naplnéné

TAE pufrem.
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6. Do jamek nanést 10 pul PCR sekundarniho produktu a 2x 10 pl ladderu.
7. Nastavit napéti na 70 V a spustit na dobu potiebnou pro separaci DNA
fragmenta.

8. Pro vizualizaci DNA fragment( pouzit UV transiluminétor.

4.7. Piiprava vzorki k sekvenci
1. Fragmenty DNA vyfiznout z gelu pomoci skalpelu a umistit do 1,5 ml
mikrozkumavky.
2. Nasledné vyizolovat DNA pomoci kitu QIAquick® Gel Extraction Kit

(Qiagen, Germany) dle navodu uvedeného vyrobcem.

4.8. Sekvenace a fylogeneticka analyza

Sekundérni produkty z PCR byly sekvenovany za pouziti sekundarnich primert.
K sekvenaci byl pouzit ABI BigDye Terminator v 3.1. Cycle Sequencing kit a
sekvenator ABI3130.

Ziskané sekvence byly ru¢n€ upraveny pomoci programu ChromasPro v.1.5
(http://www .technelysium.com.au/chromas.html) a porovndny se sekvencemi

ulozenymi v databazi GeneBank pomoci programu ClustalX (ftp://ftp-igbmc.u-

strasbg.fr/pub/ClustalX/). Fylogenetické vztahy jednotlivych druhti a genotypt

kryptosporidii byly vypocteny Neighbor-Joining metodou zalozenou na 2 -
parametrickém distanénim modelu dle Kimury (1980). Bootstrapovy konsenzus
vysledného stromu byl ziskan na zaklad¢ 1000 opakovani. Pro konstrukei stromt byl

pouzit program TREECON verze 1.3b.

4.9. Statisticka analyza
Rozdily v prevalenci kryptosporidii v zavislosti na véku, pohlavi a konzistenci
trusu byly vyhodnoceny pomoci chi-kvadrat testu a rizikového faktoru (OR). Data

byla zpracovana v programu Epi Info 7.1.1.14 (CDC).
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5. Vysledky

Celkem bylo odchyceno 152 jedinct podceledé Arvicolinae, z toho 129 hrabosu
polnich (Microtus arvalis) a 23 nornikd rudych (Clethrionomys glareolus).

Z celkového poctu 152 vysetfenych vzorkli byla mikroskopicky prokazana
ptitomnost oocyst kryptosporidii u 4 (2,6 %) jedinct, a to u 2 hrabosi rodu Microtus
arvalis a 2 Clethrionomys glareolus. Na zakladé PCR amplifikace casti genu
kodujiciho malou ribozomdlni podjednotku (SSU), byla specifickhi DNA
kryptosporidii detekovdna v 10 vzorcich, z toho ve 4 z hraboSe polniho a v 6
z nornika rudého.

VSechny mikroskopicky pozitivni vzorky byly soucasné¢ i PCR pozitivni.
Kryptosporidie byly detekovany na 3 z9 lokalit.

sledovanych Vyskyt

kryptosporidiovych infekcich na jednotlivych lokalitdich se pohyboval od 0 do 42,9

% (tabulka 4).

Tabulka 4. Prevalence vyskytu kryptosporidii na jednotlivych lokalitach

. Pocet Pocet Prevalence
Lokalita Druh pozitivnich  negativnich (%)
Microtus arvalis 0 0 0
zahrada Clethrionomys glareolus 0 3 0
Celkem 0 3 0
Microtus arvalis 0 2 0
les - Opatovice  Clethrionomys glareolus 6 6 50
Celkem 6 8 42,9
Microtus arvalis 1 7 12,5
pole - Turovec  Clethrionomys glareolus 0 0 0
Celkem 1 7 12,5
Microtus arvalis 3 51 5,6
pole - Kosice Clethrionomys glareolus 0 0 0
Celkem 3 51 5,6
Microtus arvalis 0 1 0
Tabor - hibitov  Clethrionomys glareolus 0 0 0
Celkem 0 1 0
Microtus arvalis 0 11 0
pole - Brandlin ~ Clethrionomys glareolus 0 0 0
Celkem 0 11 0
oole - Mi_crotus arvalis 0 6 0
Myslkovice Clethrionomys glareolus 0 0 0
Celkem 0 6 0
Microtus arvalis 0 34 0
pole - Katov Clethrionomys glareolus 0 8 0
Celkem 0 42 0
Microtus arvalis 0 13 0
pole - Choustnik  Clethrionomys glareolus 0 0 0
Celkem 0 13 0
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5.1. Vliv véku, pohlavi a konzistence trusu na vyskyt kryptosporidiozy

Celkem bylo odchyceno 32 juvenilnich jedinct, 30 hrabost polnich a 2 nornici
rudi. Analyzy dat prokazaly infekci u dvou juvenilnich jedinci (6,3 %), dosp€lych
(n=120) bylo infikovano 8 (6,7 %). Nebyl prokazan statisticky vyznamny vztah mezi
veékem zvifat a kryptosporidiovymi infekcemi (p=0,63; tabulka 5).

Z4dny z pozitivnich jedincti netrpél prijmovym onemocnénim, statistické analyzy
neprokazaly vliv kryptosporidiové infekce na zvysSeny vyskyt prijmovych stavli u

sledovanych jedinci (p=0,78; tabulka 5).

Tabulka 5. Vliv véku a konzistence trusu na ptitomnost kryptosporidii

Druh Kategorie VySetieno Negativni Pozitivni Prijem %?Z Pn.lj.e m
prujmu  pozitivni
Microtus arvalis juvenilni 30 29 1 0 29 0
adultni 99 96 3 8 91 0
Clethrionomys juvenilni 2 1 1 1 1 0
glareolus adultni 21 16 5 2 19 0

Z celkového poctu 33 odchycenych samct bylo 6,1 % (n=2) pozitivnich na
pfitomnost kryptosporidii v trusu. Obdobna prevalence, 6,7 %, byla detekovédna i u
samic (n=119). Statistickd analyza neprokazala vliv pohlavi na pfitomnost

kryptosporidiovych infekci, a to ani na urovni jednotlivych druht hostiteld, ani na

urovni podceledi (p=0,79; tabulka 6).

Tabulka 6. Vyskyt kryptosporidiovych infekci v zavislosti na pohlavi

Druh Kategorie VySetieno Negativni Pozitivni
Microtus arvalis Samec 23 22 L
samice 106 103 3
Clethrionomys samec 10 9 1
glareolus samice 13 8 5

5.2. Genotypizace a fylogenetické analyzy

Z celkového poctu 10 pozitivnich vzorki bylo ziskano 10 sekvenci SSU a 5
sekvenci aktinu. Nasledné fylogenetické analyzy prokazaly pfitomnost celkem ctyt
novych genotypt rodu Cryptosporidium. V ramci populace nornika rudého byly
detekovany dva odlisné genotypy pracovné nazvané Cryptosporidium clethrionomys
genotype | a Cryptosporidium clethrionomys genotype Il. Oba dva genotypy byly
detekovany na stejné lokalité (tabulka 7). V populaci hraboSe polniho byla prokazana

ptitomnost dvou genotypt Cryptosporidium vole genotype Il a Cryptosporidium vole
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genotype III na dvou lokalitdch. Fylogenetické analyzy prokdzaly 100% identitu
vSech izolath vramci jednotlivych genotypd. Zatimco Cryptosporidium
clethrionomys genotype I a II jsou si fylogeneticky vzdalené (94,7% identita SSU
sekvence), v piipadé Cryptosporidium vole genotype Il a Cryptosporidium vole
genotype III byla detekovana velmi vysoka identita SSU sekvenci (99,8 %).
Nasledné analyzy genu kodujiciho aktin prokazaly, ze Cryptosporidium
clethrionomys genotype I, Cryptosporidium vole genotype Il a Cryptosporidium vole
genotype III jsou samostatné genotypy. V piipadé Cryptosporidium clethrionomys

genotype Il se ndm nepodatrilo ziskat sekvenci genu pro aktin.

M1227_12440 - Clethrionomys glareolus
99| M1218_12432 - Clethrionomys glareolus Cryptosporidium
M1229_12451 - Clethrionomys glareolus | clethrionomys genotype |
M1226_12438 - Clethrionomys glareolus
Cryptosporidium E7 genotype [HQ822135]
76 Cryptosporidium isolate ,2041" [ AY120907]
Cryptosporidium W16 genotype [AY737567]
Cryptosporidium sp. muskrat || genotype W16 [JQ413357]
Cryptosporidium sp. muskrat |l genotype W16 [EF641021]
Cryptosporidium W16 genotype [AY737565]
C. suis [AF108861]
Cryptosporidium vole genotype [EF641020]
C.ubiquitum [EU827424]
C. macropodum [AF513227]
C. felis [AF159113)
M1255_12477 - Microtus arvalis | Cryptosporidium vole genotype Il
M1235_12481 - Microtus arvalis
7983 M1228_12447 - Microtus arvalis Cryptosporidium vole genotype lll
M1254_12468 - Microtus arvalis
Cryptosporidium SW2 genotype [HM015873]
Cq«ptospond.‘um SW2 genotype [HM015875]
100 Cryptosporidium muscrat genotype | [AY737597]
Cryptospondrum muskrat genotype | [JQ413382]
Cryptosporidium muscrat genotype | [EF641013]

9 Cryptosporidium ,mouse185" [JN172968]
Cryptosporidium SW3 genotype [HM015877]
M1220_12437 - Clethrionomys glareolus Cryptosporidium

97! M1219_12435 - Clethrionomys glareolus | clethrionomys genotype Il
————————————C. canis [AF112576]
C. fayeri [AF112570]
C. melegridis [AF112574]
C. wrairi [AF115378]
Cryptosporidium ferret genotype [AF112572]
C. hominis [AF093492]
C. parvum [AF093493]
C. tyzzeri [AF112571]
C. varani [EU553556]
C. baileyi [AF093495]
C. scrofarum [HQ844719]
C. ryanae [JX515550]
C. xiaoi [GQ337962]
C. bovis [DQ991389]

a4 C. molnari [HM243548]
_| o C. serpentis [AF151376]
98 C. andersoni [JX948125]

0.02 substitutions/site

97

94

C. muris [JX948127]

Obrazek 2. Kladogram fylogenetickych vztaht izolatd kryptosporidii pouzitych v této studii
s ostatnimi druhy a genotypy kryptosporidii na zakladé ¢astecné nukleotidové sekvence gent
kodujicich malou ribozomalni podjednotku (SSU) vytvofeny metodou Neighbor-Joining v
programu Treecon; 1000x bootstrap; znazornény hodnoty podpory vétvi vice nez 50 %.

Izolaty ziskané v této studii jsou zvyraznény.
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68 C. parvum [AF382338]

99 . hominis [EF591784]
62 - C. tyzzeri [JQ073404)
100 C. meleagridis [AB471662]
52 Cryptosporidium ferret genotype [AF382341]

90 C.wrairi [AF382348]
0.02 substitutionsisite 53[ Cryptosporidium skunk genotype [AY120923]
Cryptosporidium opossum genotype [AY120922]
79[ M1331_12468 - Microtus arvalis | Cryptosporidium vole genotype Il
68| 100| M1262_12451 - Clethrionomys glareolus
I—‘ M1259_12438 - Clethrionomys glareolus Cryptosporidium
78 M1260_12440 - Clethrionomys glareolus | clethrionomys genotype |
C. ubiquitum [GQ337961]
72 50 C. felis [AF382347)
56 M1332_12477 - Microtus arvalis | Cryptosporidium vole genotype Il
C. canis [EU754841]
C. baileyi [EU741853]
98 C. ryanae [FJ4632086]
72 C. xiaoi [HMB27531]

100 C. muris [AF382350]
L ¢ andersoni [FJ463205]

Obrazek 3. Kladogram fylogenetickych vztaht izolath kryptosporidii pouzitych v této studii
s ostatnimi druhy a genotypy kryptosporidii na zdkladé castecné nukleotidové sekvence genu
kédujiciho aktin vytvofeny metodou Neighbor-Joining v programu Treecon; 1000%
bootstrap; znazornény hodnoty podpory vétvi vice nez 50 %. Izolaty ziskané v této studii

jsou zvyraznény.

5.3. Intenzita infekce v zavislosti na genotypu kryptosporidie

Intenzita infekce v mikroskopicky pozitivnich vzorcich se pohybovala maximalné
do 10000 oocyst na gram trusu. Mikroskopicky byla ptfitomnost kryptosporidii
zjisténa u dvou vzorkl nornika rudého, v ramci obou genotypu Cryptosporidium
clethrionomys genotype I a II, ze stejné lokality. Dal§i dva pozitivni vzorky
pochazely od hrabose polniho a to v ramci jednoho genotypu Cryptosporidium vole

genotype III na stejné lokalité (tabulka 7).

Tabulka 7. Intenzita infekce jednotlivych genotypu kryptosporidii na zakladé

mikroskopického vysetieni

Cislo Druh . Intenzita
vzorku IviFete Genotyp Lokalita Infekce
(OPG)
12440 C.glareolus  Cryptosporidium clethrionomys genotype I~ Opatovice 0
12432 C.glareolus  Cryptosporidium clethrionomys genotype |~ Opatovice 0
12451 C.glareolus  Cryptosporidium clethrionomys genotype I~ Opatovice 2000
12438 C.glareolus  Cryptosporidium clethrionomys genotype |~ Opatovice 0
12437 C.glareolus  Cryptosporidium clethrionomys genotype Il Opatovice 10000
12435 C.glareolus  Cryptosporidium clethrionomys genotype Il Opatovice 0
12477 M. arvalis Cryptosporidium vole genotype Il Kosice 0
12481 M. arvalis Cryptosporidium vole genotype 11 Kosice 4000
12447 M. arvalis Cryptosporidium vole genotype 111 Turovec 2000
12468 M. arvalis Cryptosporidium vole genotype 11 Kosice 0

-29-



6. Diskuze

V této studii jsme zjistili prevalenci kryptosporidii u nornikt rudych v rozmezi od
0 do 43 %. Nase udaje jsou v souladu se zjisténimi Chalmers et al. (1997) ve Velké
Britanii a Laakkonen et al. (1994) ve Finsku, ktefi detekovali prevalenci u stejného
druhu hrabose v rozmezi od 2,4 do 13 %. Naopak Bajer et al. (2002) popsali vyrazné
vys§i prevalenci (70,6 %) u norniki rudych (C. glareolus) v Polsku. Rozdily
Vv prevalencich mohou byt zplisobeny riiznou hustotou populaci, pouzitymi metodami
¢i geografickymi rozdily. Taktéz rozdily v prevalenci u hrabose polniho (M. arvalis)
se vyrazn¢ lisi. Zatimco v této studii bylo zjisténo rozmezi od 0 do 12,5 %, ve studii
provedené Bajerem et al. (2002) a Bajerem (2008) byla detekovéana prevalence 62,3—
73,0 %.

Na zékladé morfologickych rozdili bylo zjisténo, ze hlodavei jsou Ccasto
infikovani pravdépodobné C. parvum a C. muris. Oocysty téchto dvou morfotypt
kryptosporidii byly detekovany i v fad€ hlodavct jako jsou kiecci, potkani, hrabosi,
veverky (Chalmers et al. 1994, 1995, 1997; Hurkova et al. 2003; Iseki 1986; Matsui
et al. 2000; Torres et al. 2000). Prestoze nebyla lokalizace vyvojového cyklu nami
detekovanych genotypi kryptosporidii empiricky ovéfena, lze je dle jejich
fylogenetické ptibuznosti ke zndamym druhim a genotypiim kryptosporidii povazovat
za stievni druhy. Nornik rudy byl popsan jako jediny zastupce podéeledi Arvicolinae
ptirozené vnimavy k zalude¢nim kryptosporidiim (Chalmers et al. 1997; Torres et al.
2000). Naopak Modry et al. (2012) publikovali nevnimavost C. glareolus a M.
arvalis kriznym izolatim C. muris a C. andersoni. Vzhledem k absenci
molekularnich dat z vySe uvedenych terénnich studii, je tedy otazkou, jaké druhy a
genotypy Zaludec¢nich kryptosporidii se u hrabosiu vyskytuji.

U mnoha hostiteld, zejména u c¢loveéka a hospodatskych zvifat mohou byt
kryptosporidiové infekce spojeny s vyraznymi prijmovymi piiznaky (Caccio 2005;
Jokipii a Jokipii 1986). Z nasi studie vyplyva, ze kryptosporidiové infekce volné
s zddnymi klinickymi pfiznaky, coZ potvrzuji 1 vysledky jinych studii (Bajer et al.
2001; Chalmers et al. 1997; Ren et al. 2012). Absence klinickych ptiznakt a nizka
intenzita infekce podporuje hypotézu, Ze virulence parazita pro specifického hostitele

muze klesat v prub¢hu koevoluce (Carval a Ferriere 2010; Lambrechts et al. 2006).
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Obecn¢ akceptovanou hypotézu, zZe samci jsou vice parazitovani nez samice
(Klein 2004) jsme v této studii neprokazali, coz se shoduje s vysledky jinych studii
(Bajer et al. 2001, Kvac et al. 2008, Torres et al. 2000).

Na zakladé vnimavosti jednotlivych vékovych katagorii lze kryptosporidie
rozdélit do 3 skupiny, i) infekéni pouze pro juvenilni jedince (napi. C. parvum u
skotu), ii) infek¢éni pouze pro star$i jedince (C. scrofarum) a iii) kryptosporidie
postradajici vékovou specifitu (Kvaé et al. 2009, 2013a; Suarez-Luengas et al. 2007,
Zambriski et al. 2013). Na zaklad¢ naSich dat lze konstatovat, ze kryptosporidie
detekované u jedinct podceledé Arvicolinea se vyskytovaly, jak u juvenilnich, tak u
adultnich zvifat. Navic data naznacuji, Ze zvifata jsou pravdépodobné infikovana
v mladém véku a infekce pretrvava do dospélosti. K obdobnym zavérim dospéli i
Kvac a Vitovec (2003), Kvac et al. (2008, 2013b).

Vysledky celé fady molekularnich studii ukazuji na ¢asty vyskyt C. muris u
hlodavci, avSak u mysi domaci byla Castéji detekovana infekce C. tyzzeri (diive
Cryptosporidium mouse genotype I), ktera se zna¢né lisi od C. parvum (Xiao et al.
2004). Domaci mys$i mohou byt kromé¢ C. muris a C. tyzzeri infikovany
Cryptosporidium mouse genotype Il (Foo et al. 2007; Morgan et al. 1999, 2000).
Kromé téchto druhti a genotypti kryptosporidii u domacich mysi, existuje mnoho
dalSich hostitelsky adaptovanych genotypii kryptosporidii parazitujicich u ostatnich
hlodavct, jako naptiklad Cryptosporidium deer mouse genotype I, II, Il a IV u
kie¢ikti dlouoocasych (Peromyscus maniculatus), vole genotype v hrabosi
pensylvanském (Microtus pennsylvanicus), muskrat genotype | a Il v ondatrach
(Ondatra zibethicus) a hrabosich (Microtus pennsylvanicus, Clethrionomys gapperi),
squirrel genotype ve veverkach (Spermophilus beecheyi), chipmunk genotype | a Il
v ¢ipmancich vychodnich (Siberian chipmunk) a beaver genotype v bobrech
kanadskych (Castor canadensis). Obecné lze konstatovat, ze hlodavci jsou vnimavi
k velkému mnozstvi druht a genotypi kryptosporidii (Feng et al. 2008; Foo et al.
2007; Morgan et al. 1999, 2000; Xiao et al. 2004), nicméné se ukazuje, Ze jednotlivé
taxonomické skupiny (druhy, podceledi atd.) jsou parazitovany hostitelsky
specifickymi druhy a genotypy kryptosporidii (Feng 2008; Kvac et al. 2013b), coz
potvrzuje i tato studie.

Vysledky fylogenetickych analyz ukdzaly pfitomnost ¢tyf odliSnych genotypt
kryptosporidii, pficemz Zzadny z detekovanych izolati nebyl pfibuzny k diive
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popsanému Cryptosporidium vole genotype (Feng et al. 2007). VSechny detekované
genotypy jsou blizce pfibuzné riznym tzv. environmentalnim vzorklim, u nichz neni
znam piirozeny hostitel. Tyto vysledky naznacuji pravdépodobnou vysokou diverzitu
kryptosporidii u hlodavct a fakt, Ze hlodavci jsou vyznamnym zdrojem kontaminace
zejména povrchovych vod (Appelbee et al. 2005).

Smisené kryptosporidiové infekce byly popsany u riznych hostiteldl. Zpasobuji je
bud’ rizné sttevni kryptosporidie nebo kombinace infekci stievnich a Zaludecnich
kryptosporidii. Naptiklad u ¢lovéka byly soucasné detekovany C. hominis a C.
meleagridis (Gatei et al. 2007), u prasat C. suis a C. scrofarum (Jenikova et al. 2011)
nebo u skotu C. ryanae a C. bovis (Santin et al. 2009). Navic bylo experimentalné
prokazano, ze piskomilové (Meriones unquiculatus) mohou byt infikovani 3 riznymi
druhy soucasné (Kvac et al. 2009). Prestoze jsme v naSi studii detekovali dva
genotypy kryptosporidii infikujici norniky rudé a dva hraboSe polni, a to i na
shodnych lokalitach, neprokézali jsme u zaddného ze zvifat smiSenou infekci. Bez
informaci, které lze ziskat pouze z experimentalnich infekei, nelze posoudit vyznam
vzajemného ovliviiovani nalezenych genotypl na pribéh infekce a vliv na zdravotni

stav zvirat.
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7. Zavér

e Byl prokdzan vyskyt ¢tyf novych genotypii pfirozené infikujicich hlodavce
podceledi Arvicolinae.

e Nebyl prokazan vliv v€ku a pohlavi na vyskyt kryptosporidiovych infekci.

o Kryptosporidové infekce hrabosovitych nezptsobuji priijmova onemocnéni u
typickych hostitelt.

e Intenzita infekce pfirozenych hostiteli byla velmi nizka a distribuce v ramci
vsech vékovych kategorii naznacuje chronické infekce.

e Hostitelska specifita a bliz§i urCeni genotypu by méla byt v budoucnu

potvrzena pomoci jak experimentalnich infekci, tak 1 determinaci dalSich genti.
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