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Abstrakt:

Vzorky pro parazitologické vysetieni byly odebrany na 27 lokalitach po celé Ceské
republice. Byl sledovan vyskyt a prevalence kryptosporidii infikujicich letouny.
Celkem bylo odebrano a pomoci molekularnich metod vysetfeno 262 vzorkd. Byl
vyhodnocen zoonoticky potencial nalezenych druhti a genotypt. Molekularni metody
prokdzaly ptitomnost specifické DNA kryptosporidii u tiech netopyrt hvizdavych
(Pipistrellus pipistrellus). V jednom piipadé bylo detekovano C. parvum, ve dvou

ptipadech pak novy genotyp nazvany Cryptosporidium bat genotype I11.

Klicova slova: Cryptosporidium; Rhinolophidae; Vespertilionidae; PCR; SSU; aktin



Summary:

Total 262 samples of different Chiropterans originating from 27 localities in the Czech
Republic were collected. Occurrence and prevalence of Cryptosporidium infection in
bats were screened using staining method and molecular tools. While no
Cryptosporidium oocyst was detected by microscopy, PCR analyses revealed presence
of three positive specimens from three common pipistrelle (Pipistrellus pipistrellus).
Zoonotic C. parvum was detected in one case and novel Cryptosporidium bat genotype

I11 was found in other two samples.

Key words: Cryptosporidium; Rhinolophidae; Vespertilionidae; PCR; SSU; actin



Obsah

L UVOQ e 9
A O 1 (S o3 - 1o TP R PR 10
3 Literarni prehled ..o 11
3.1 HISIOME. ..o 11
3.2 Taxonomie KryptoSPOTIAIL......ciueeirireerrirririesesreee s 12
3.3 Vyvojovy cyKIus KryptoSPOTidif......cceervirvirieiiisiieie et 13
3.4 Prenos a priubeh infekCe ..o 15
3.5 DIAGNOSTIKA ...t 16
3.6 Obecna charakteristika fadu letouni (Chiroptera).........c.ccoceviiiiieiiienienie e 17
3.7 Druhy a genotypy kryptosporidii infikujici letouny..........cc.cceovnvriiniiniennicienne 18

4 Materidl @ MEtOdIKa .......ooviiiieiiieie e 19
4.1  Odbér vzorki pro parazitologicke VySetieni ........cccoceeveiiiiiiiiiesie e 19
4.2 Barveni trusu dle Milacka a Vitovee (1985) ....cvvveiiiiiiiiinie e 20
4.3 1Z018CE DINA L....oooii 21
4.4 Molekularni detekce KryptoSPOTIAIL . ...eeverveeeeiiiieiisesie e 23
4.4.1 Polymerazova fet€¢zova reakce (PCR)......ccooeeviiiiiiiiiiie e 23
4472 Gelova eleKtroforéza. ..o 24
443 1ZOIACE Z GEIU ... 25
444 Sekvenace VZOTKI ......ccoeiiiiiiiiiieiie ettt 26
445 Fylogenetickd analyza..........ccccoiiiieiiiieii i 26

O VPSIEAKY .o 27
5.1  Vyskyt a prevalence kryptosporidii netopyrovitych a vrapencii..........c.cccevvernnne 27
5.2 Genotypizace kryptosporidii vrapenctl a netopyrovitych .........cccocervriveicieniennens 28

B DISKUZE ... 31
T ZZAVET ittt et h e n e e tr e ne e 33
8  Prehled pouzité HETatury........ccceiiiiiiieiiiie e 34



1 Uvod

Kryptosporidie jsou celosvétové rozSifeni jednobuné¢ni, intracelularni, paraziti
infikujici gastrointestindlni trakt obojzivelnikt, plazl, ryb, ptakti a savcl vcetné
¢lovéka (O'Donoghue 1995). V soucasné dobé je v ramci rodu Cryptosporidium
popsano 27 druht (Carreno a kol. 1999; Fayer a kol. 2000; Morgan a kol. 2000).
Patogenita druhi a genotypu rodu Cryptosporidium se lisi dle druhu, véku a odolnosti
imunitniho systému daného hostitele. U infikovanych jedinci mohou zpusobovat
prujmové onemocnéni, dehydrataci a ubytek hmotnosti (Xiao a kol. 2004). Infikovani
jedinci casto vylu€uji oocysty v trusu nepietrzité, po celou dobu patentni periody
(Jenikova a kol. 2011). Oocysty jsou velmi odolné vici neptiznivym vliviim vnéjSiho
prostiedi a prezivaji velmi dlouhou dobu. Ve vhodnych podminkach vné&jsiho
prostfedi, to znamena ve vlhké padé¢, si mohou zachovat svoji infekénost az Sest

mésica (Fayer a kol. 1998).

Celedi netopyroviti a vrapencoviti patii do fadu letounti (Chiroptera). Letouni, jako
jedini aktivné 1étajici savci, mohou diky svému celosvétovému rozsifeni a schopnosti
pfekonavat velké vzdalenosti pfedstavovat potencidlni zdroj zoonotickych agens.
Piestoze letouni tvoii 20 % vSech savcll na svéte a existuje piiblizn€ 1 000 druhd, je
Vv soucasné dob¢ znamo jen velmi malo informaci o kryptosporidiovych infekcich této

skupiny savct.

Cilem této prace je doplnit znalosti o kryptosporidiich a kryptosporidioze

vybranych zastupcii fadu letount.



Cile prace

Vyhodnotit vyskyt a prevalenci kryptosporidii pfirozené infikujici letouny.
Za pouziti molekuldrnich metod urcit druh a genotyp kryptosporidii.
Vyhodnotit zoonoticky potencial nalezenych druhii a genotypu.

V piipad¢ silnych infekci popsat morfologii a morfometrii oocyst.
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3 Literarni pi‘ehled

3.1 Historie
Kryptosporidie byly poprvé popsany Ernestem Edwardem Tyzzerem v roce 1907,

ktery je nalezl a popsal jako parazita v burnkach zaludecniho epitelu laboratornich
mysi, ktery byl pfichycen na epitelovych bunikach hostitele pomoci zvlastnich organel.
Tohoto parazita pojmenoval Cryptosporidium muris. V roce 1910 popsal C. muris
podrobnéji a navrhl Cryptosporidium jako novy rod a Cryptosporidium muris jako
typovy druh toho rodu. V roce 1912 popsal C. parvum v tenkém stievé mysi
s oocystami mensimi nez u C. muris (Tyzzer 1907, 1910, 1912). Tyzzeruv popis nebyl
po mnoho let docenén, protoze mu nebyl piikladan medicinsky, ekonomicky ani

veterindrni vyznam.

V roce 1929 E. E. Tyzzer popsal kryptosporidiové infekci u domaci driibeze, které
mu dle vyvojovych stadii ptipominala C. parvum. Tento druh byl pojmenovan C.
tyzzeri, ale z divodu nekompletniho popisu je dnes povazovan za neplatny (Current a
kol. 1986; Tyzzer 1929). V roce 1955 byl popsan tieti druh, a to Cryptosporidium
meleagridis u infikovanych krit (Slavin 1955).

Do pocatku 70. let 20. stoleti nebyla kryptosporidiim vénovana velka pozornost, i
kdyz dnes vime, ze jsou kryptosporidie ptizpisobeny parazitickému zplsobu Zivota a

parazituji u vSech tfid obratlovct.

V roce 1970 se kryptosporidie staly pfedmétem zvysSeného zajmu. Byly spojeny
s tézkymi vodnatymi prijmy u telat a jehnat. Lécba byla neucinna a bylo zaznamenano
velké procento thynu u hospodaiskych zvitat (Meutin a kol. 1974; Paciera a kol.
1971).

Prvni ptipady lidské kryptosporididézy byly popsany v roce 1976 u 3leté holcicky a
39letého imunosuprimovaného (sniZzena obranyschopnost organizmu) pacienta.
Pfiznaky v obou ptipadech byly stejné; té¢Zky vodnaty prijem, gastroenteritida (zanét
travici soustavy). Ob¢ infikované osoby zily na farmé, kde byl chovan dobytek.
Diagnostika byla provedena na zéklad¢ stievni biopsie a mikroskopického vySetieni
(Meisel a kol. 1976; Nime a kol. 1976). Ttetim pfipadem bylo onemocnéni u 9letého

chlapce, ktery vsak nepfisel do styku se zvitaty (Lasser a kol. 1979).
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Postupné byly zaznamenavany piipady kryptosporididz skotu, ovci, prasat, koni,
krocant, kralikd, opic a plazi (Fayer a kol. 2008). Onemocnéni tak zacala byt
prikladana vyssi dalezitost.

Dalsi zvySeny zdjem o vyzkum kryptosporidii pfisel s pandemii HIV. Americké
Centrum pro kontrolu chorob a prevence (CDC) studii popsalo v roce 1982 vleklé

prijmové onemocnéni u 21 muzi trpicich AIDS v 6 riznych méstech Spojenych statt

(Blagburn a Current 1983).

Dalsi zvySeny zajem o kryptosporidie nastal v roce 1993 pii kontaminaci vody
oocystami kryptosporidii v Milwaukee ve Wisconsinu, kde bylo nakazeno vice jak

400 000 osob (MacKenzie a kol. 1994).

Pocatkem 21. stoleti, s masivnim vyuzivanim molekuldrnich metod bylo popséano
velké mnozstvi novych druhll a genotypi. I pfes obrovsky nartist vyzkumu zamétujici
se na rizné aspekty biologie kryptosporidii parazitujicich riznych obratlovcet,
zustavuji letouni i pfes svou druhovou pestrost v pozadi z4jmu. Do souc¢asné doby bylo

publikovano jen velmi malo praci zabyvajici se touto problematikou (kapitola 3.7).

3.2 Taxonomie kryptosporidii
Druhy pattici do rodu Cryptosporidium jsou jednobuné¢ni, epicelularni,
eukaryotiCti paraziti. Organismy téchto prvokd maji DNA ulozenou v jadie, které je
obklopeno dvojitou membranou. Rod Cryptosporidium patii spolu s vice nez 300
dal§imi rody do kmene Apicomplexa, ktery zahrnuje ptiblizn€ 4 800 pojmenovanych
druhti. Tento pocet vSak neni povazovan za kone¢ny. Vzhledem k ptiznivym
piedpokladiim se odhaduje, ze by v budoucnu mohlo byt objeveno az desetinasobné

mnozstvi druht (Carreno a kol. 1999; Fayer 2007).

Kryptosporidie byly donedavna nespravné zafazeny do mezi Eimerie do tiidy
Coccidea, kvili podobnosti vyvojového cyklu (Fayer a kol. 1997). Kvuli nespravnému
zafazeni kryptosporidii ke tfidé Coccidae jim byla pfidélena striktni hostitelska
specifita. V soucasné dobé je znamo 27 platnych druhd kryptosporidii a vice nez 60
genotypu lisicich se od sebe nejen molekularné, ale prave i hostitelskou specifitou

(Xiao a Ryan 2014).
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Morfologicky identické genotypy zahrnujici izolaty z celé tady obratlov¢ich
hostitelti jako naptiklad z jelena, fretky, kachny, lisky, husy, kon¢, vacnatce, opice,
kralika, hada a jeStérky budou pravdépodobné v budoucnu popsané jako samostatné
druhy (Fayer a Xiao 2007; Kva¢ a kol. 2014; Slapeta 2013). AZ na zakladé sekvenci
malé ribozomalni podjednotky DNA, byla zjisténa ptibuznost kryptosporidii ke

gregarinam (Carreno a kol. 1999).

Pro zatazeni kryptosporidii do druhu se pouziva morfologie oocyst, molekularni
odli$nost od ostatnich zndmych druht, hostitelska specifita a vyvoj vyvojového cyklu
v hostiteli. V ramci rodu Cryptosporidium rozeznavame dvé morfologicky odlisné
skupiny, zalude¢ni a stievni. Zalude¢ni kryptosporidie maji afinitu k Zaludeénim
Zlazam napt.: C. andersoni, C. muris, C. galli nebo C. serpentis. Stievni kryptosporidie
maji afinitu k enterocytim (jednoducha cylindricka epitelova buiika, kterd se nachéazi
Vv tenkém a tlustém stieveé) napi.: C. bovis, C. canis, C. fayeri, C. felis, C. hominis, C.
parvum, C. suis, C. wrairi, C. meleagridis, C. baileyi nebo C. varanii (Xiao a kol.
2004).

3.3 Vyvojovy cyklus kryptosporidii

Na =zaklad¢ dosavadnich studii se domnivame, Ze vyvojovy cyklus rodu
Cryptosporidium je u vSech druhii stejny nebo velmi podobny a lisi se jen malymi
odlisnostmi (Current a kol. 1986; O'Donoghue 1995). Vyvojovy cyklus je nejlépe
popsan u C. parvum a C. muris. Infekce zpusobujici kryptosporidiemi jsou
lokalizovany piedevsim v gastrointestinalnim traktu (Guselle a kol. 2003), ale mohou
zasdhnout 1 dychaci organy a vyluCovani aparat (Goodstein a kol. 1989), jatra,
pankreas a zluénik (Hinnant a kol. 1989; Kahn a kol. 1987). Zivotni cyklus
kryptosporidii je jednohostitelsky. Cyklus rozdélujeme na nékolik po sobé

navazujicich fazi — excystace, merogonie, gametogonie a sporogonie.

K nakazeni dochazi fekdlné-oralni cestou, pozienim oocyst. U kryptosporidii se
sporozoiti nezanotfuji do cytoplazmy, ale zlstavaji ulozeni intracelularné mimo

cytoplazmu, tedy epiplazmaticky (Valigurova a kol. 2008).

Excystace je prvni fazi a za¢ina pozienim oocysty vhodnym hostitelem. Kdyz je
oocysta v téle hostitele, tak prvnim krokem k propuknuti infekce je otevieni Svu

(sutura) oocysty. Po otevieni §vu oocysty se uvolni ¢tyfi infek¢ni sporozoiti (Fayer a
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kol. 1990), kteti napadaji epitelialni buiiky (Valigurova a kol. 2008). Poté se sporozoiti
pfeméni na jednojaderné trofozoity. Jejich jadra se rozdéli a dojde k nepohlavnimu

rozmnozovani (merogonie).

Vysledkem nepohlavniho rozmnoZovani jsou meronti. Zatimco C. baileyi ma tfi
typy merontd, tak C. parvum a C. muris ma dva (Current a kol. 1986; Valigurova a
kol. 2008).

Meront I. typu ma Sest az osm jader a ty vytvaii Sest az osm merozoitt. Kazdy zraly
merozoit opusti meront a infikuje dalsi hostitelské buiiky. Z merozoita I. typu se stane
meront I1. typu a ten produkuje ¢tyfi merozoity. Merozoiti z meronta 1. typu napadnou
nové hostitelské buniky, v kterych se transformuji na pohlavni stadia a dojde u nich
K pohlavnimu rozmnozovani (gametogonie). V dalsi fazi, ktera se nazyva gametogonie
vznikaji gamonti, ktefi se déli na saméi mikrogamety a samié¢i makrogamety.
Z mikrogamet se uvolni pohyblivé mikrogamety, které oplodni makrogamety, které
vznikly z makrogamont a dochazi k formovani zygoty. Vznikla zygota prochazi

sporogonii. Ve sporogonii se formuji ¢tyfi sporozoiti (Fayer a Ungar 1986).

Ze zygoty vznikne oocysta s jednou tetrazoickou sporocystou. Kone¢nou fazi je
zrald oocysta, ktera se déli dle typu na silnosténné a tenkosténné. Silnosténné oocysty,
jsou schopny prezit v neptiznivych podminkach vnéjsiho prostredi. Jejich vnéjsi vrstva
se sklada z kyselého glykoproteinu, stfedni je lipoproteinova a vnitini je
glykoproteinova. Kazdy ze 4 sporozoitl v oocyst¢ ma haploidni jadro s 8
chromozomy. Ty obsahuji 10,1-10,4 milioni parovych bazi DNA s nepocetnymi
introny. Cytoplazma obsahuje pfiblizné tisic kopii od kazdé ze dvou typd
dvouvldknové RNA pochazejici z viru celedi Partiviridae. Oocysty opoustéji télo
hostitele nejcastéji s trusem a slouzi k pienosu infekce na dalsi hostitele. Z hostitele
odchazi oocysty pln¢ infekéni, toto je dalsi rozdil od vétSiny kokcidii. Tenkosténné
oocysty excystuji jesté v téle hostitele a jsou obklopeny pouze sérii jednotkovych
membran. Tenkosténné oocysty nejsou schopny dlouhodobé prezit ve vnéjSim
prostiedi a tak slouzi k infekci dalSich Gsekl traviciho traktu. Sporozoiti se aktivné
uvolni z oocyst a velmi rychle pronikaji do zatim neinfikovanych mikroklka stieva,
tomuto jevu fikame autoinfekce (Blunt a kol. 1997; Current a Resse 1986; Widmer

1998). Vsechny faze vyvojového cyklu jsou uvedeny na obrazku 1.
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Az do nedavna se toho moc nevédélo o vyvojovém cyklu kryptosporidii ryb. Tito
paraziti byli zjisténi jak u sladkovodnich, tak u moiskych druht ryb. Stadia
kryptosporidii byla lokalizovana v Zzaludku, stfevech nebo obou mistech (Ryan a Xiao
2014; Ryan a kol. 2015).

Obrazek 1: Schématické znazornéni zivotniho cyklu rodu Cryptosporidium (Fayer a
Xiao 2007, upraveno)
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3.4 Prenos a pribéh infekce

Diky vSudyptitomnosti kryptosporidii v zivotnim prostiedi a velkému poctu hostitelt
je moznosti ptenosu mnoho. Infekéni stadia se ptenasi bud’ pfimym kontaktem
z jedince na jedince nebo pozitim kontaminované potravy nebo vody a v neposledni
fad¢ vzduSnym prenosem. VétSina lidskych infekci je zplisobena zoonotickym

pienosem (Fayer a kol. 2000; Fayer a Xiao 2007).

Oocysty kryptosporidii jsou velmi odolné a mohou piezit rizné filtrace pitné vody
a chemické osetfeni, jako je napt. chlorovani (Dolejs 2004). Z toho divodu je moznost

pfenosu pres pitnou i rekreaéni vodu povazovan za jednu z nejvyznamnéjsich
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(Bednarska a kol. 2007). Ke kontaminaci surovin pro vyrobu potravin muze dojit pfi
zavlazovani kontaminovanou vodou (Thurston-Enriquez a kol. 2002). Dalsi problém

je s hygienou pii zpracovani potravin v rozvojovych zemich (Sutthikornchai a kol.

2005).

Prepatentni perioda je doba uplynula od pozieni infekénich oocyst po vylouceni
oocyst do vnéjsiho prostiedi. Délka prepatentni periody je zavisla na druhu hostitele,
genotypu kryptosporidie a infekéni davce (Hijjawi a kol. 2002). Prepatentni doba se
pohybuje od 3 do 24 dni a inkubac¢ni doba trva 5-7 dni (Fayer a kol. 2005). Patentni
doba, doba vylucovani oocyst do vnéjsiho prostiedi, trva nejcastéji od 1 do 20 dni,
nicméné je ovlivnéna riznymi faktory jako je imunitni stav, v€k, druh hostitele, druh
a genotyp kryptosporidie (Anderson 1987; Enemark a kol. 2003; Fayer a kol. 2005;
Hijjawi a kol. 2002; Iseki 1979; Kvac a kol. 2007, 2013, 2014; Lindsay a kol. 2000;
Masuno a kol. 2006; Matsui a kol. 2001; Pospischil a kol. 1987; Tzipori a Ward 2002).

3.5 Diagnostika

vvvvvv

sttevni tkan€ (Keusch a kol. 1995). Tato metoda se nejevila jako nejvhodné;si, tak byla
vyvinuta metoda na detekcei a identifikaci oocyst ptimo z trusu. Nejcastéji se pouziva
jednoduchd metoda barveni trusu (Milacek a Vitovec 1985). Nez byly vyvinuty
molekularni metody, tak se pouzivaly k detekci oocyst mikroskopicka vySetfeni, ktera
zahrnovala flotaci, natér a barveni. Pouziti mikroskopu k diagnostice bylo dosti
zdlouhavé a bylo zapotfebi zkuSen¢ho laboratorniho pracovnika. Z diivodu, Ze se
oocysty jednotlivych druhli kryptosporidii od sebe morfologicky signifikantné nelisi,

byla identifikace druhu zcela nemozna.

V soucasné dobé se k diagnostice kryptosporidii vyuzivaji predev§im metody
molekuldrni a imunodiagnostické. Molekuldrni metody jsou =zaloZzeny na
polymerdzoveé ftetézové reakci (PCR) s naslednou sekvenci PCR produktu.
K imunodiagnostickym metoddm se vyuzivaji komer¢né vyrabéné testy jako je ELISA

nebo IFAT.
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3.6 Obecna charakteristika iadu letouni (Chiroptera)

Letouni jsou skupinou evolu¢né dosti starobylou. O vyvoji letountl neexistuje zadny
konkrétni doklad. Zatim ani nevime, do které skupiny hmyzozravca jejich predek
patiil. Na zaklad¢ paleontologickych podkladii mizeme fici, Ze nejstar§i znamy
netopyr (lcaronycteris index) byl nalezen v lokalité Fossil Lake nejstar§iho eoceanu
formace Green River ve Wyomingu v USA. Byl jiz dokonalym zéastupcem fadu se
vSemi charakteristickymi znaky, nachdzime u n¢j i1 znaky, které dneSnim letounim
chybi. Muzeme to fici, protoze lcaronycteris index je Stastnou nahodou jednou
z nejdokonaleji zachovanych oecénnich fosilii. Icaronycteris index byl o néco mensi
nez nas netopyr velky (Myotis mysotis). Icaronycteris index je z obdobi pied 50-55

miliony let.

Lépe jsme na tom se znalosti letounti v dobé stfedniho eoceanu pied 45 miliony
lety. Dv€ vyznamna nalezist¢ jsou v Némecku. Dochovaly se i travici trakty téchto
zvirat, takze mizeme urcit, jaka byla jejich potrava. Specializovali se na lov motylt a
broukd. Pravdépodobné rodili dvé mladata. Nelze zjistit zietelnéjSi vztahy

k nékterému z dnesnich fadu.

Pied 30 miliony let se objevuje dnesni rod Myotis. V miocénu je pak doloZena jiz
vétSina ostatnich rodd nasi soucasné netopyfi fauny. Z evropského oligocénu a
miocénu je znamo nékolik nalezti i v mistech, kde nebyli netopyii hojni a z toho

usuzujeme, ze jejich vyskyt byl diive neobycejné znacny.

Skutecnost, Ze podstatnou ¢ast dne$ni fauny tvoii rody, objevované pred 20-30
milidny let, je u savcl néim zcela vyjimecnym (Andéra a Horacek 2005; Horacek

1986).

Rad letouni tvoii vice nez pétinu saveim na svéts. Popsano je pres 1 000 druhii v
18 celedich. Vétsinu této Celedi tvoii savci, ktefi jsou schopni aktivniho letu.
Koncetiny jsou pfeménény v kiidla, pomoci tenké a pruzné koZni blany, napjaté
k bokum téla, predni konéetin€, zadni koncetiné a obvykle i k ocasu. Vrapencoviti na

rozdil od jinych netopyrti nejsou schopni se pohybovat po zemi a prolézat skulinami.

cey

Letouni jsou vyhradné soumra¢na a noéni zvifata, ktera iji v koloniich. V Ceské
republice ziji v koloniich matky s mlad’aty. Nekteré druhy voli radéji oteviené
prostfedi, jiné jen les a v soucasné dob€ se n€kolik druhli pfizpisobilo zivotu

Vv blizkosti lidskych obydli. V oblastech se stiiddnim ro¢nich obdobi netopyti hibernuji
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v zimnich ukrytech napt. jeskynich, Stolach a sklepich. B€hem hibernace snizi télesné
pochody a v naprosté ztuhlosti piezivaji zimni obdobi. Dokazi se aktivné probudit,
aniz by se zvysila teplota v okoli. Uspornost metabolismu pravdépodobné piispiva i

k dlouhové&kosti letount.

Péfeni nastava koncem léta a z poCatku podzimu. Samicky, ale zabiezavaji az na
jafe po zimnim spanku, kdy dojde k uvolnéni vajicka, oplozeni a vyvoji zarodku.
Spermie si uchovava ve svych vejcovodech po celou dobu zimniho spanku v aktivni

forms.

Echolokaci vyuzivaji k lapani drobného 1étajiciho hmyzu a jinych bezobratlych,
nékteré¢ druhy dokazou lovit ryby, mékkyse, sat krev, ale tahové druhy u nas neziji.
Netopyii vydavaji ultrazvukové vykiiky a pti letu se orientuji dle jejich ozvény a pii
lovu kofisti se téz orientuji podle odrazu zvukovych vin. Takto ziskdvaji podrobnou
prostorovou informaci a dokazi rozliSit i nejriznéjsi detaily sebedrobngjsi kofisti.
Vétsinu echolokacnich signalti nejsme schopni slySet, k rozlusténi téchto signald jsou

zapotiebi detektory ultrazvuku.

Do podiadu kalonii patii nejvétsi 1étajici savei, zivici se pylem a nektarem z ovoce

(Andéra a Horacek 2005; Clutton — Brockova 2005; Dungel a Gaisler 2002).

3.7 Druhy a genotypy kryptosporidii infikujici letouny

O infekcich Kryptosporidii u letounti toho zatim vime jen velmi malo. Do soucasné
doby byly na toto téma provedeny pouze ¢tyfi studie. Kryptosporidie byly zjistény u
Eptesicus funus (netopyr hnédy) v Oregonu v USA (Dubey a kol. 1998).
Cryptosporidium sp. bylo nalezeno u Myotis adversus v Australii (Morgan a kol.
1999). Dalsi nalez Cryptosporidium sp. byl popsan u Eptesicus fuscus (netopyr hnédy)
v New Yorku v USA (Ziegler a kol. 2007). Prvni molekularné¢ potvrzeny popis
kryptosporidii pochazi z Ciny, kde popsali vyskyt Cryptosporidium bat genotype | u
Rhinolophus sinicus (vrapenec ¢insky) a Aselliscus stoliczska (pavrapenec Stoli¢kav)
a Cryptosporidium genotype 11 u Rhinolophus sinicus (vrapenec ¢insky), Hipposidros
fulvus (pavrapenec zlutohnédy) a Rousettus leschenaultii (kalonn Leschenautliv)
(Wang a kol. 2013).
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4 Material a metodika

4.1 Odbér vzorku pro parazitologické vySetieni
V této bakalarské praci byly pouzity dvé metody odbéru vzorka:

e Pti kontrole letnich kolonii byl trus odebiran z né¢kolika mist pod kolonii
¢ Pfi odchytu netopyrti byl kazdému jedinci odebran trus individudlné

Letni kolonie: Kolonii tvoti desitky az stovky samic, které jako ukryt vyuzivaji pidy

budov a dutiny stromd.

Odchyt netopyrtu: Probihal pred vstupem do jeskyné, kde se natdhla sit’ a netopyr se
do ni zachytil, opatrné byl vyndan a byl ulozen do textilniho pytliku. Poté byl urcen
druh, pohlavi, pfiblizny vek, hmotnost a télesné miry. Trus byl odebran z pytliku (viz

vlastni odbér) a netopyr byl vypustén.
Vlastni odbér:

e Nasadit ochranné rukavice
e Nabrat Cerstvy trus pomoci §pejle do mikrozkumavky (1,5 ml)
e Oznacit zkumavky datem, druhem netopyra a lokalitou

e Skladovat pfi teploté¢ 4-5 °C

Prvni metoda kontrola letnich kolonii, kde bylo odebrano 148 vzorkii na téchto

lokalitach (obrazek 2):

1. AlSovice 7. Chiibska 12. Lobendava
2. Bernartice 8. lJilovéu 13. Semily

3. Brno Dé&cina 14. Turnov
4. Frydlant 9. Kvitkov 15. Tynec nad
5. Hrad Kost 10. Libun Sazavou
6. Hrad Vevefti 11. Lipina
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Druhou metodou scitani netopyrti bylo odebrano 114 vzorkl na téchto lokalitach

(obrazek 2):
16. By¢i skala u 19. Hradec Kralové
Brna 20. Jaromér
17. Cerveny 21. Jeskyné
Kostelec Hladomorna
18. Dvar Kralové 22. Ji¢in
nad Labem 23. NP Podyji

Obrizek 2: Mapa CR s lokalitami sbéru vzorki
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4.2 Barveni trusu dle Milacka a Vitovce (1985)

24. Ochoz u Brna
25. Orlické hory
26. Sloupsko-

Sosuvské
jeskyné

27. Z1i¢

Oocysty kryptosporidii byly barveny pomoci roztoku anilin-karbol-methyl-violeti.

Slozeni zasobnich roztoku:

Roztok anilin-karbol-methyl-violet:

e 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% kyseling€ octové

Kyselina sirova:

2% kyselina sirova

Pracovni postup:

4.3

Vzorek trusu tence rozetfit na podlozni sklicko, zafixovat metanolem v plameni
Obarvit anilin-karbol-methyl-violeti po dobu 30 min.

Omyt pod tekouci vodou

Diferencovat v 2% kyseling sirové po dobu 2 min.

Omyt pod tekouci vodou

Dobarvit tartrazinem po dobu 2 min.

Omyt pod tekouci vodou

Nechat uschnout pfi laboratorni teploté

Vysetfit svételnym mikroskopem pfti zvétSeni 1000x za pouziti imerzniho oleje

Vzdy prohlidnout cely preparat

Izolace DNA

Extrakce DNA z ¢erstvého trusu pomoci komeréniho kitu PSP Spin Stool DNA kit
(Invitek).

Soucasti kitu:

pii

Elution Buffer D 200 ul/l vzorek
Lysis Buffer P

Proteinase K lyofilizat (rozpustit pfidanim 1,5 ml deionizované vody, skladovat

-20 °C)
Promyvaci pufry Wash I a Wash II
Binding Buffer P

Kolony se sbérnymi zkumavkami

InviAdsorb zkumavky
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Material:
e 200 mg Cerstvého trusu
Pracovni postup:

¢ K 200 mg trusu piidat sklenéné 0,5 mm kulicky; 0,8-1,2 ml Lysis Buffer P a
rozbijet 1 min. pii rychlosti 5,5 m/s v pfistroji FastPrep - 24

e Inkubovat v termobloku po dobu 10 min. pfi teploté 95 °C

¢ Centrifugovat 1 min. pii 13 400 g

e Veskery supernatant prevést do InviAdsorb zkumavek, zvortexovat a 1 min.
inkubovat pfi laboratorni teploté

¢ Centrifugovat 3 min. pii 13 400 g

e Supernatant napipetovat do ¢istych 1,5 ml mikrozkumavek a centrifugovat 3 min.
pti 13 400 g

¢ Do cistych 1,5 ml mikrozkumavek napipetovat 25 pl Proteinase K a ptidat 400 pl
supernatantu, zvortexovat

e Inkubovat v termobloku po dobu 10 min. pii teploté 70 °C

e Ptipipetovat 400 pul Binding Buffer P, zvortexovat

e Pievést veskery objem na kolony se sbérnymi mikrozkumavkami a inkubovat 1
min. pfi laboratorni teploté

e Centrifugovat 1 min. pii 13 400 g

¢ Vylit odpad ze sbérnych mikrozkumavek, napipetovat na kolonu 500 pl Wash I,
centrifugovat 1 min. pii 13 400 g

e Vylit odpad ze sbérnych mikrozkumavek, napipetovat na kolonu 800 pl Wash II,
centrifugovat 1 min. pii 13 400 g

e Vylit odpad a znova centrifugovat 3 min. pii 13 400 g

e Kolonu vlozit do ¢isté mikrozkumavky, napipetovat 200 ul predehiatého Elution
Buffer D na kolonu

e Inkubovat 3 min. pfi laboratorni teploté

e Centrifugovat 1 min. pii 8 000 g

e Skladovat v mrazicim boxu pii teploté -20 °C

22



4.4 Molekularni detekce kryptosporidii

Vzorky vyizolované DNA byly testovany na pfitomnost specifické DNA
kryptosporidii.
4.4.1 Polymerazova ietézova reakce (PCR)

Amplifikace variabilniho tseku ¢asti genu kodujici malou ribozomalni podjednotku
rRNA (SSU) a ¢asti genu kodujici aktin byla provedena z vyizolované DNA za pomoci
nested PCR s pouzitim rodov¢ specifickych primerta (Jiang a kol. 2005; Sulaiman a
kol. 2002). Objem reak¢éni smési pro jednotlivé polymerazové reakce byl 20 ul
(tabulka 1).

Slozeni reakéni smési:

e Deoxyribonukleosid trifosfaty (200 uM dNTP’s, 10 mM roztok, Top — Bio,
CR)

e 10x koncentrovany pufr pro Taq purple DNA polymerazu (Top — Bio, CR)

e Taq purple DNA polymeraza (1 U/ul, Top — Bio, CR)

e PCR voda (Top — Bio, CR)

e MgCl; (25 mM, Top — Bio, CR)

e Bovinni sérovy albumin (BSA 10 mg/ml, Sigma — Aldrich, CR)

e Primery (10 uM, Generi Biotech, CR)

Primery pro amplifikaci SSU

Primarni primery:

e F5-TTCTAGAGC TAATACATGCG -3
e R5-CCCATTTCCTTC GAA ACA GGA -3°

Sekundarni primery:

e F5-GGAAGGGTTGTATTT ATT AGATAA AG -3’
e R5-CTC ATA AGG TGC TGA AGG AGT A -3’
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Primery pro amplifikaci aktinu

Priméarni primery:

e F5 - ATG RGW GAA GAA GWA RYW CAA GC -3’

e R5 -AGAARCAYTTTCTGT GKACAAT -3’

Sekundarni primery:

e F5 -CAAGCWTTRGTT GAY AA -3’

e R5 -TTTCTG TGK ACA ATW SWT GG -3°

Tabulka 1. PCR protokol pro amplifikaci SSU rRNA a aktinu

Primarni reakce

Sekundarni reakce

H.O - 11,3 ul H.O - 12,1 ul
MgCl2 3mM 1,2 ul MgCl2 3mM 1,2 ul
10x buffer  ------—-- 2,0 ul 10x buffer  -------- 2,0 ul
dNTP 200 uM 0,4 pl dNTP 200 uM 0,4 ul
Forward 200 nM 0,4 ul Forward 200 nM 0,4 ul
Reverse 200 nM 0,4 ul Reverse 200 nM 0,4 ul
BSA 10 g/l 08 ul e e e
Taq 1U 0,5 ul Taq 1U 0,5 ul
DNA - 3,0 ul DNA - 3,0 ul
celkem e 20 pl celkem e 20 ul

Protokol pro amplifikaci SSU a aktinu se skladal z poc¢ate¢ni denaturace po dobu 3

min. pfi 94 °C, 35 cykll zahrnujicich denaturaci 45 s pii 94 °C, nasedaci teploty

primeri — 45 s pii 55 °C pro primarni i sekundérni reakci pro amplifikaci SSU a 50 °C

a 45 °C pro aktin. Extenze 60 s pii 72 °C a finalni extenze 7 min. pii 72 °C.

4.4.2 Gelova elektroforéza

Produkty ze sekundarni PCR byly vizualizovany gelovou elektoforézou. Detekce

prob&hla na 1% agar6zovém gelu s pfidavkem ethidium-bromidu a vizualizovan

pomoci UV zafeni pfi vinové délce 302 nm.

24



Pouzité chemikalie:

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

e Agaréza (Serva Electrophoresis, Némecko)

e Ethidium bromid (Fermentas International, Kanada)

e 100 bp DNA Ladder (Biogen, CR)

Pracovni postup:

e 1x TAE pufr smichat s agar6zou (120 ml TAE pufru + 1,2 g agar6zy)

e Nechat agar6zu rozpustit v mikrovinné troubé a zchladit pod tekouci vodou
pfiblizné€ na teplotu 50 °C

e Pridat 3 pl ethidium bromidu a promichat

e Do ptfedem pfipravené formy nalit gel, vlozit hfeben a nechat ztuhnout

e Po ztuhnuti vyjmout hieben a vlozit gel do elektroforetické vany s 1x TAE

pufrem

e Do jamek vzniklych po vyjmuti hiebenu, napipetovat sekundarni PCR
produkt

e Nastavit napéti na 70 V a spustit do doby separace fragmenti DNA

e Pro vizualizaci DNA fragmentii pouzit UV transiluminator

4.4.3 lzolace z gelu

Izolace z gelu byla provedena u pozitivnich vzorkl z gelové elektroforézy.

Produkty byly izolovany pomoci QIAquick Gel Extraction Kitu.
Pracovni postup:

e Vyfiznout pozitivni fragmenty DNA z gelu skalpelem

e Vlozit do mikrozkumavky 1,5 ml se 400 ul QG pufru

e Inkubovat 10 min. pti 50 °C

e Priepipetovat veskery objem na kolonu, centrifugace 1 min. pii 13 400 g
e Vylit odpad ze sbérné zkumavky, ptidat 500 pul QG

e Vylit odpad a promyt 700 pl PE pufrem, inkubovat 5 min.

25



e Vylit odpad, centrifugovat 3 min. pii 13 400 g, oto¢it zkumavku v centrifuze
0 180°, centrifugovat 3 min. pii 13 400 g

e Kolonu dat na Cistou 1,5 ml mikrozkumavku a ptipipetovat 30 ul PCR vody
predehiaté na 50 °C, centrifugovat 3 min. pii 13 400 g

4.4.4 Sekvenace vzorku

Byla provedena pifiméd sekvence PCR produkti pomoci sekundarnich primert
v komer¢nich laboratofich. Ziskané nukleotidové sekvence kazdého genu byly
analyzovany Chromas Pro 1. 7. 5. a navzijem byly porovnany s referencnimi

sekvencemi ulozenymi v GenBank.

4.4.5 Fylogeneticka analyza

Nejvhodngjsi fylogeneticky model byl vybran v programu MEGA 6. Fylogenetické
vztahy mezi jednotlivymi druhy a genotypy kryptosporidii byly vypocteny na zaklad¢
vybraného modelu. Bootstrapovy konsenzus vysledného stromu byl ziskan na zakladé
1 000 opakovani. Na konstrukci fylogenetickych stromil byl pouzit program MEGA
6.
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5 Vysledky

Odbéry vzorki byly zahdjeny na podzim 2013 a pokracovaly v 1été 2014. Pocet

odebranych vzorku byl 262 z 27 lokalit. Z toho 233 vzorku od netopyrovitych a 29

vzorktli od vrapenci.

5.1 Vyskyt a prevalence kryptosporidii netopyrovitych a vrapencu

Vsech 262 vzorku trusu ziskanych pro tuto studii bylo mikroskopicky vysetieno na

ptitomnost oocyst kryptosporidii. V zddném z testovanych vzorkii nebyly detekovany

oocysty kryptosporidii. Nasledné byly vSechny vzorky podrobeny detekci specifické

DNA kryptosporidii. Z celkového poctu 262 vzorkl trusu ze 17 druht letount

shromazdénych z 27 lokalit po celé Ceské republice (tabulka 2) byla specificka DNA

kryptosporidii detekovana pouze u t#i jedinct Pipistrellus pipistrellus (netopyr

hvizdavy). Celkova prevalence kryptosporidii byla velmi nizka (1,1 %).

Tabulka 2. Vysetfované druhy netopyrovitych a vrapenct, pocet lokalit a vysledky

mikroskopické a molekularni detekce kryptosporidii

Celed’ Druh Pocet lokalit Y oZitival/ Genotypizace
VySetrené
Rhinolophidae  Rhinolophus hipposideros 5 0/29
Myotis bechsteinii 4 0/6
Myotis brandtii 2 0/6
Myotis daubentonii 3 0/5
Myotis emarginatus 2 0/17
Myotis myotis 15 0/89
© Myotis mystacinus 4 0/5
=} Myotis nattereri 2 0/3
S Vespertilio murinus 3 0/12
= Eptesicus nilssonii 1 01
“8’_ Eptesicus serotinus 5 0/13
< Nyctalus noctula 3 0/53
Hypsugo savii 1 0/4
- - 1x C. parvum

Pipistrellus pipistrellus 2 3/11 2 bat genotype 111
Barbastella barbastellus 3 0/3
Plecotus auritus 2 0/3
Plecotus austriacus 1 0/2
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5.2 Genotypizace kryptosporidii vrapencu a netopyrovitych

PCR analyza vSech vzorkl odhalila pfitomnost specifické DNA kryptosporidii
ve tfech vzorcich. Ze 17 druhli netopyrovitych a vrapencii byl pozitivni na
kryptosporidii jen jeden druh (tabulka 2).

VSechny tii vzorky byly uspésné sekvenovany na obou genech (SSU a aktin).
Sekvence genu kodujici malou ribosomalni podjednotku prokazala piitomnost dvou
odli$nych sekvenci. V jednom piipadé byl trus P. pipistrellus pozitivni na piitomnost
C. parvum (type A) a ve dvou ptipadech byl detekovan novy, dosud neidentifikovany
genotyp pojmenovany Cryptosporidium bat genotype Il (obrazek 3). Fylogeneticka
analyza SSU  prokdzala pfibuznost nami identifikovaného  genotypu

k Cryptosporidium bat genotype I.

Sekvence casti genu kodujiciho aktin prokazala pritomnost dvou odliSnych
kryptosporidii. Sekvence aktinu ze vzorku uréeného na zéklade sekvence SSU jako C.
parvum potvrdila pfitomnost toho druhu (obrazek 4). Taktéz zbylé dvé sekvence
potvrdily fylogenetickou pozici nové detekovaného Cryptosporidium bat genotype Il
(obrazek 4).
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Obrazek 3. Fylogeneticky strom (vytvofeny metodou neighbor-joining v programu
MEGAG6; 1000x bootstrap) izolati kryptosporidii detekovanych v této studii
(vyznaceno tucn€) s ostatnimi druhy a genotypy kryptosporidii na zaklad¢é castecné

nukleotidové sekvence genu kodujiciho malou ribozomalni podjednotku (SSU).
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—— C. varani [EU553556]
— C. scrofarum [JX424840]
70 = C. ryanae [EU410344]
ﬁ‘_[_c. bovis [AY741305]
90— C. xiaoi [GQ337962]
C. baileyi [AF093495]
— bat genotype Il [KC445655]

100 bat genotype Il [ KC445652]
C. molnari [HM243548]

I |
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Obrazek 4. Fylogeneticky strom (vytvofeny metodou neighbor-joining v programu
MEGAG; 1000x bootstrap) izolat kryptosporidii detekovanych v této studii
(vyznaceno tucné) s ostatnimi druhy a genotypy kryptosporidii na zakladé castecné

nukleotidové sekvence genu kodujiciho aktin.
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6 Diskuze

Tato prace poskytuje dalsi kousek do obrovské skladacky rozmanitosti
kryptosporidii obratlovci. Ve vétSin€ predchozich studiich zaméfenych na
kryptosporidie a kryptosporidiézu letouni nebyla provedena molekuldrni
charakterizace izolat. V letech 1998-2007 byly detekovany oocysty kryptosporidii u
E. funus a M. adversus v USA a Australii (Dubey a kol. 1998; Morgan a kol. 1999;
Ziegler a kol. 2007).

V roce 2013 byly v Ciné popsany Cryptosporidium bat genotype | a Il. Genotyp |
byl nalezen u druhti Rhinolophus sinicus (vrapenec ¢insky) a Aselliscus stoliczkanus
(pavrapenec Stolickilv, tyto druhy se v Ceské republice nevyskytuji) a genotyp II byl
nalezen u druhd R. sinicus, Hipposideros fulvus (pavrapenec Zlutohnédy) a Rousettus
leschenaultii (kalon Leschenaultiv, tyto druhy se v Ceské republice nevyskytuji)
(Wang a kol. 2013).

Krom¢ Siroce hostitelsky specifického C. parvum byl v této praci detekovan dalsi
genotyp kryptosporidii, ktery je pravdépodobné adaptovan na netopyry a byl
pojmenovan Cryptosporidium bat genotype I1l. Vzorky pozitivni na tento genotyp
byly ziskany v Ceské republice v lokalité Brno u druhu P. pipistrellus. Dle osobniho
sdélni McEvoy (2015) byl v USA detekovan dalsi jiny genotyp nazvany
Cryptosporidium bat genotyp IV. Tento genotyp je fylogeneticky piibuzny
Cryptosporidium black bear genotype. Na zakladé nasi a piedeSlych studii lze
konstatovat, ze netopyii z USA a Evropy hosti odlisné kryptosporidie, nez netopyii
v Cing. Evropsti netopyii hosti Cryptosporidium bat genotype IlI, ktery je p¥ibuzny
s Cryptosporidium bat genotypem | popsaném v Cing (Wang a kol. 2013). Vzhledem
k velmi malému poctu studii na toto téma by vSak bylo pfed¢asné vyvozovat jakékoliv
Zavery.

Prevalence kryptosporidiovych infekci u netopyri je pomérné nizka (<10%), ale
tyto vysledky mohly byt ovlivnény nizkym poctem vzorkl a velikosti vzorkl na
kolonii v provedenych studiich. Na druhou stranu, prevalence kokcidii z rodu Eimeria
u netopyrd, ktefi maji podobny Zivotni cyklus jako kryptosporidie, je také vétSinou

pod 20 % (McAllister a kol. 2014).

V dnesni dobé neni zndm zpiisob pienosu infekce kryptosporidii u letound, ale

vhledem k tomu, Ze Cryptosporidium bat genotyp Il popsany v Cing, ktery je bazalnim
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taxonem stfevnich kryptosporidii, byl nalezeny u rtizné potravinové zaméfenych
netopyri ve stejné oblasti, je jak prenos mezi jednotlivei v kolonii, tak pfenos

pozienim kontaminované potravy pravdépodobné mozny.

Vysledky této prace a poznatky z USA a Ciny ukazuji, Ze je zde stale mnoho, co

nevime ohledn¢ této skupiny parazitii, zejména ve vztahu k letouniim.
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7 Zavér
e Prevalence kryptosporidii u letounii v Ceské republice je velmi mala.
® Byl detekovan zoonoticky druh Cryptosporidium parvum.

e Byl popsan novy genotyp - Cryptosporidium bat genotype I11.
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