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Abstrakt

Tato diplomova prace se zaméiuje na molekularni determinaci druht mysic rodu Apodemus:
A. sylvaticus, A. flavicollis a A. uralensis. Cilem bylo optimalizovat metodu PCR pro jejich
presnou identifikaci a analyzovat pfitomnost pifenasenych patogent. Vysledky ukazaly, ze
metoda PCR je efektivni pfi rozliSeni mezi A. sylvaticus a A. flavicollis a potfebuje dalsi
upravy pro determinaci A. uralensis. Zaroven byl vyraznou prevahou jedinctu A. flavicollis
dokazan predpokladany vyskyt tohoto druhu v ptirodnich biotopech a vyskyt A. sylvaticus
spiSe v urbannim prostiedi. V ¢asti zabyvajici se patogeny pienasenymi Apodemus spp.,
A. flavicollis vykazovala vysokou prevalenci patogent (napft. Bartonella, Borrelia, Babesia

a dalsi), zatimco A. sylvaticus nesla pouze bakterii Bartonella.
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Abstract

This thesis focuses on the molecular determination of species of the genus Apodemus:
A. sylvaticus, A. flavicollis, and A. uralensis. The aim was to optimize the PCR method for
their precise identification and to analyze the presence of transmitted pathogens. The results
showed that the PCR method is effective in distinguishing between A. sylvaticus and
A. flavicollis and requires further adjustments for the determination of A. wuralensis.
Additionally, the predominance of A. flavicollis individuals confirmed the expected
occurrence of this species in natural habitats, while A. sylvaticus was more commonly found
in urban environments. Regarding pathogens transmitted by Apodemus spp., A. flavicollis
exhibited a high prevalence of pathogens (e.g., Bartonella, Borrelia, Babesia, and others),

while A. sylvaticus carried only the bacterium Bartonella.
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1 UVOD

1.1. Rod Apodemus

1.1.1 Charakteristika rodu

Mysice rodu Apodemus tadime do podcCeledi mysi (Murinae), ktera je jedinou
pod&eledi z osmi v ramci Geledi mySoviti (Muridae) na nasem uzemi. Celed’ Muridae je
v soucasné dobé nejvétsi skupinou hlodavcl. Pro zastupce této Celedi je typicka protahla

hlava s velkyma uSima a o¢ima a dlouhy ocas (Andéra a Gaisler, 2012).

Rod Apodemus je skupina drobnych hlodavcu, ktefi dorustaji velikosti okolo 7 az 13
cm. Tento rod obsahuje druhy, které maji vice €i méné noc¢ni aktivitu. Jejich ocas je obvykle
dvoubarevny, na vrchni strané tmavsi nez na spodni, a je tvofen zrohovatélou pokozkou
v podobé¢ ocasnich krouzki. Na rozdil od jinych hlodavct se mySicim kize z ocasu snadno
stahne jako unikovy mechanismus pifi napadeni predatorem. Cast ocasu, ktera zlistane
odkryta, zaschne, odlomi se a jiz nedoroste. Je to jeden z pfikladi autotomie (Iwasa

a Hasegawa, 2022).

Morfologické znaky jednotlivych druhti jsou velmi podobné; néktefi juvenilni jedinci
jednoho druhu mohou vypadat jako dospélci jiného, a navic Casto vyuzivaji podobné
biotopy, coz komplikuje jejich urCovani. Mnohdy je mozné spolehlivé urcit druh pouze
pomoci kombinace mnoha metrickych a morfologickych znaku lebky, ale ani tato metoda
neni dokonald. Determinace mySic je casto navic ztizena kvali znacné variabilité
v biometrickych znacich, které byvaji ovlivnény geografickym vyskytem, vékem a vybérem

stanovi$té (Andéra a Gaisler, 2012).

1.1.2 Mygice na iizemi Ceské republiky

Na Uuzemi naSeho statu se vyskytuji Ctyfi druhy mySic rodu Apodemus,
a to: Apodemus sylvaticus Linnaeus, 1758, Apodemus agrarius Pallas, 1779, Apodemus
uralensis Pallas, 1811 a Apodemus flavicollis Melchior, 1834. MySice obyvaji v rizném
druhovém zastoupeni celé tizemi republiky a obyvaji jak nizinné, tak vysinné krajiny. Kvili
velmi obtizné determinaci tii z téchto druhti (A. sylvaticus, flavicollis a uralensis), které patii

do podrodu Sylvaemus, je néktefi autofi uvadeji pouze jako Apodemus sp. (Andéra, 2002).

1



Apodemus agrarius je jedinym evropskym druhem ktery, fadime do podrodu Apodemus

(Andéra a Gaisler, 2012).

Apodemus agrarius (Pallas, 1771)

Mysice temnopasa je jednoznacné nejjednoduseji rozpoznatelny druh ze vSech Ctyt
mySic obyvajicich nase izemi. Jak uz jeji nazev napovida, jako jedinad ma na hibeté tmavy,
okolo 2-3 mm silny pruh, ktery se tdhne od hlavy az k ocasu. Tento znak ma spolecny
s mysivkou horskou (Sicista betulina Pallas, 1779), oproti které je vS§ak mySice temnopasa
vetsi, ma kratsi ocas. Vyskytuje se hlavné v polnich kulturach v niz§ich nadmotskych
vyskach, nej¢astéji okolo 200-400 m n. m. Mysivka horska je u nas vzacna, jedna se o zvlasté
chranény druh v kategorii silné ohrozeny (zakon €. 114/1992 Sb., vyhlaska ¢. 395/1992 Sb.).
Je vazana na horské biotopy a pod 450 m n.m. se vyskytuje vyjimecné (Andéra a Horacek,
2005).

B 2

Obrazek 1 Mysice temnopasd vs. mySivka horska (Prevzato z: BioLib.cz a Biogeografie MUNI)

Mysice temnopasa se u nas nachazi v severni a severovychodni &asti Cech, na
Moravé a ve Slezsku. V posledni dekadé 20. stoleti bylo zaznamenano roz§ifeni jejiho arealu
vyskytu na jih Moravy o vice nez 100 km, ¢ehoz divodem mohly byt i rozsahlé povodné
v jejim ptvodnim arealu. Nepravidelné se rovn&z vyskytuje i vjinych &astech Cech.
Celkovy aredl rozsiteni je obrovsky a rozdéleny do dvou izolovanych oblasti, ve vychodni
Asii, a pak od stiedni Asie po stfedni Evropu. Jejimu §ifeni do nitra Evropy brani Siroké

horské oblasti karpatského a hercynského systému (Andéra a Horacek, 2005).

Obyva oteviené krajiny s bujnou vegetaci, vyhledava ptedevsim vlh¢i prostiedi. Je
pomeérné prizpusobiva, ale hustéjsim lesim se vyhyba. Po stromech a kefich na rozdil od
nekterych jinych mySic nesSplha. Samci jsou mnohem aktivn€jsi, dochazi mezi nimi
k soubojum casto vedoucim i ke zranénim. Samice maji oproti ostatnim druhiim mysic

4 pary bradavek (Aulagnier et al., 2018).
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Obrdzek 2 Mapa rozsireni mysice temnopasé (Apodemus agrarius) v CR v letech 1950-2011 (Andéra, 2011)

Apodemus sylvaticus (Linnaeus, 1758)

Mysice kiovinna patii k nejb&zn&jsim drobnym saveim Ceské republiky. Je velka
75-110 mm, s ocasem obvykle kratSim nez jeji t€lo. Zbarvena byva na hibetu do hnéda ¢i
svétle rezava s neostrym pirechodem na bilé az Sedivé biicho. Na krku mize mit mensi Zlutou
skvrnu (Andéra a Horacek, 2005). MySice kfovinna mé u nés nejvétsi areal roz§ireni, v roce
2011 byla nalezena na 92,6 % Ceské republiky v nadmoiské vysce od 140 do 1 500 m n. m.
s nejcast&jsim vyskytem v oblastech okolo 400 m n. m. (Andéra, 2011). Kromé& Ceské
republiky obyva témét celou Evropu, s vyjimkou Skandinavie a Finska, dale severozapadni
Afriku a Asii az do Ciny. Mysice kiovinna obyva iroké mnozstvi biotopti; i pies to, Ze
uprednostiiuje otevienou krajinu, ji najdeme na nejriznéjSich stanovistich od lesu pres
zemeédélskou krajinu az po urbanni zastavby. Pies zimu ¢asto hromadné hnizdi v obytnych
nebo hospodarskych budovach. Je rovnéz pionyrsky druh, tudiz ¢asto osidluje rekultivovana,
dfive napfiklad pramyslem zdevastovana tizemi. Jeji hnizdo byva ukryto na povrchu i pod
zemi, na stromy Splha méné Casto nez jiné pribuzné druhy. Pti odchytech byva pozorovan
vychyleny pomér pohlavi, ¢astéji jsou chyceni samci, jelikoz jsou opét aktivnéjsi nez samice,

predev§im v obdobi rozmnozovani (Balaz, Ambros a Tulis, 2012).



38 40 42 44 46 48 S0 S2 54 56 S8 60 62 64 68 68 70 72 74 76 78

49
1] R T 50
51 e
1 11 11114 .A.JF% HlSEEEEEEEEEEEEE -
s o [Slele) [s[@MoMslpiatel | 1|11 11
. e SLIST 1% i [e]e ! ANEEEEERE 54
55 ' . .-.». e e ... S .?2 .( e —t e
ele e seiejene oo ‘.TF\‘ H)EEEEEE £
57 | da/ NOI0C selslo e sl o wle
(e QOO0 DO OO OO R C4dHERN 58
50 |3 Q0000 000 og{,olgloio'o o:o]b s [Aea
s eiee selsssscsennce ael selelNeTea e
61 seejee o [seelealaccianees o [T eleisenee
[ Qo000 sejsleeescssncssnsincnes se o @
63 | eselels seleleceeesinncieioinnle elalsele ¥
1 BOIC Se st s ss s o's |64
65 | ceeiee seelesesecsrcccenee
| o;o_lo o sseisncnee o'o'!‘_o seee 68
67 | Do o000 0 0000000000000
e slscsesccesesnccscnncelolen 68
69 D S es s st srsrssnnnns
| . bp'ﬂo:o » ;‘c‘o;o ‘sle s e vl 70
71 Do ooaonn R L .
[ e sseey D Q‘%/ 2
73 0N ] |¥
O IO 74

39 41 43 45 47 49 51 53 55 57 59 61 63 65 67 6 V1 73 /S 77T 78

Obrdzek 3 Mapa rozsireni mysice kiovinné (Apodemus sylvaticus) v CR v letech 1950-2011 (Andéra, 2011)

Apodemus flavicollis (Melchior, 1834)

Mysice lesni je od mySice kfovinné velmi Spatné rozpoznatelnd, nicméné
predpoklada se, ze u nas rovnéz obyva témeért celé uzemi (86,6 %). Nejcastéji se vyskytuje
v nadmoiské vySce 400-600 m n. m., nejvySe ji nalezneme v KrkonosSich nebo Hrubém
Jeseniku (Andéra, 2011). Mysice lesni tedy vypada jako mySice kifovinna, avSak dorasta
vétSich rozméra a zluta skvrna na hrdle byva pfitomna u vSech jedinct, tato skvrna je
vyrazn€j§i a zasahuje na predni koncetiny — z toho vyplyva jeji diivéjsi nazev;, mySice
zlutohrdla. S jistotou vSak muzeme morfometricky urcit pouze dospélé samce, ktefi maji
délku zadniho chodidla nad 24 mm. Dospéli jedinci byvaji také o néco vyraznéji zbarveni,

rySava az kastanova barva hibetu je ostfe oddélena od bilého bficha.

MySice lesni je rozsifena témet v celé Evropé€, na rozdil od mySice kfovinné ji
muizeme najiti v jizni Skandinavii, ale nezije v Africe. Preferuje listnaté a smisené lesy, ale
obyva napftiklad i sady a v zimé obytné a hospodarské budovy. Jeji hnizdo najdeme uvnitf
nebo okolo stromt, pod kameny nebo v norach hrabosu a krtki. Diky velmi dobfie
vyvinutym motorickym schopnostem se maze pohybovat i v korunach stroma. MysSice lesni
je vyhradné nocni zvife (Aulagnier et al., 2018). V zimé nespi, ale tuhé mrazy preckava ve
stavu strnulosti. Casté jsou pro ni vyrazné meziroéni populaéni vykyvy (Andéra a Sovak,
2005), v obdobich vysokych populacnich hustot jsou jedinci sami schopni zastavit

reprodukci.
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Obrdzek 4 Mapa rozsiveni mysice lesni (Apodemus flavicollis) v CR v letech 1950-2011 (Andéra, 2011)

Apodemus uralensis (Pallas, 1811)

Pavodne stepni druh Apodemus uralensis, diive také Apodemus microps, ma
v Ceském jazyce nazev mySice malooka. Ze zkoumanych druhti je pro nase izemi nejnove;si,
byla u nas zaznamenana az v roce 1952 a je zde nejméné prozkoumanym druhem rodu
Apodemus. Je mensi nez ostatni druhy, mensi ma 1 o€i, usi, a jeji chodidla jsou kratké. Ocas
ma dvoubarevny a krat§i nez télo. Vzhledem je velmi podobna juvenilnim mySicim
kfovinnym. Obyva predevs§im nezalesnénou krajinu, mén¢ pak i okraje vodnich toku, louky,
paseky a dalsi. Podle vzhledu usi, o¢i a kratkych chlupt na Cenichu se predpoklada, ze
znaénou Cast zivota stravi v norach (Andéra a Horacek, 2005). Dle predchoziho mapovani
se mySice malooka vyskytuje pouze na necelych 8 % naseho uzemi s velmi izkym rozpétim
nadmoiskych vysek piiblizn€é okolo 160-400 m n. m. Nicméng, tento druh mysSice je od
mySice kiovinné a lesni velmi obtizné rozeznatelny, coz muze vést ke zkresleni vysledku.
Jeji vyskyt byl doposud zaznamenan ve tfech oblastech; na jizni Moravé a Slezsku a na
Zatecku, ne vy$e nez ve 400 m n. m. Kromé na§i zemé& obyvé Slovensko, Polsko, Ukrajinu
a jeji areal pokracuje az na jihovychod, kde je hranice roz§ifeni nejasna a je mozné, ze

zasahuje az do Ciny a Mongolska (Andéra, 2011).
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Obrdzek 5 Mapa rozsifeni mysice malooké (Apodemus uralensis) v CR v letech 1950-2011 (Andéra, 2011)

1.1.3 Zastupci rodu Apodemus jako Skodlivé organismy

Vzhledem k tomu, ze hlodavci tvoii témér polovinu vSech savéich druht a jsou
roz§ifeni témer na vSech mistech svéta, neni piekvapivé, ze Casto interaguji s clovékem.
Mnoho druhti jsou vyznamnymi Skidci a zptisobuji ohromné Skody predevsim na obilninach
(Heroldova a Tkadlec, 2007). Zaroven jsou rezervoary nejruzngjSich zoonotickych

onemocnéni, tedy chorob prenasenych ze zvitat na cloveka (Balazova, 2021).

Choroby prenasené hlodavci byvaji nejcasteji pavodu bakterialniho, virového nebo
to mohou byt paraziti¢ti prvoci a helminti. Tyto nemoci byvaji rizné rizikové, nékteré mivaji
mirné pfiznaky, neékteré jsou zdravi ohrozujici ¢i dokonce smrtelné. Mohou byt na ¢lovéka
prenaSeny piimym kontaktem s patogenem ve vzduchu ¢i v moci a fekaliich, konzumaci
kontaminovaného jidla a vody, nebo skrze bezobratlé vektory. Patogeny pfenasené hlodavci
na ¢lovéka jsou jednim z hlavnich zdroju vypuknuti novych nakaz a vice nez jedna miliarda

piipadli onemocnéni ve svéte je zapiiinéna pravé zoonozami (Han et al., 2015).

Rezervoar nemoci

U mysSic byl dosud prokazan vyskyt nejriznéjSich patogend, které mohou byt
preneseny na ¢lovéka, zde jich n€kolik bude zminéno. Znamou chorobou, ktera se vyskytuje
v lidské populaci a jejimz rezervoarem mohou byt mySice, je lymska borelioza. Lymskou
boreliozu zpisobuje alespori deset druhli bakterie z druhového komplexu Borrelia
burgdorferi (sensu lato), z nichz tfi jsou patogenni pro Clovéka. V Evropé nejCastéji
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prenaseji hlodavci (v€etné mysSic) dva druhy téchto bakterii (Borrelia afzelii, B. garinii)
zpusobujicich lymskou boreliozu a jejich hlavnim vektorem je klisté€ Ixodes ricinus. Vyskyt
Borrelie burgdorferi byl u mysic potvrzen v Evropé nékolikrat (Hovmark et al., 1988,
Humair, Rais, Gern, 1998, Huegli et al., 2005, Burri et al., 2014, Balazova et al., 2021).

Mezi dalsi bakterialni patogeny, které byly u mySic prokazany, patii napiiklad
Anaplasma phagocytophilum (Rickettsiales) zpusobujici granulocytickou anaplazmoézu,
kterou na Clovéka Ci jina zvitata prenasi rovnéz klistata, a také bakterie rodu Bartonella
(Rhizobiales), které mohou zpusobit i akutni chronicka onemocnéni a jsou prenaseny
hemofagnimi bezobratlymi jako jsou koutule, v§i a blechy (Angelakis a Raoult, 2014).
Kromé bakterii s bezobratlymi vektory maji mysSice i1 takové, které jsou prenaSeny pfimo.
Napriklad bakterie Leptospira interrogans (Spirochaetales) je prendSena na cloveka
prostfednictvim moci nebo kontaktem s hlodavcem (Treml, Pej¢och a Holesovska, 2002,

Balazova et al., 2021).

Jak bylo vySe uvedeno, mysice mohou byt rovnéz rezervoary virovych onemocnéni.
Jednim takovym virem, ktery u mysSic mizeme nalézt, je Dobrava-Belgrade virus, ktery je
jednim z nékolika Orthohantavird patogennich pro Clovéka. Z druht, které se vyskytuji
u nas, je jejich rezervoarem mysice temnopasa (A. agrarius) a mysice lesni (A. flavicollis).
Tento virus nakazi ¢loveéka pouze nezamérmné, pokud vdechne aerosolové ¢astice hlodavciho
trusu. Infekce timto virem miva Casto mirné projevy, av§ak muze vyustit az v hemoragickou
horecku s rendlnim syndromem, kterd byva i smrtelnd (az 12% umrtnost). Jeji vyskyt byl
potvrzen v mysSici lesni u nas (Zelena et al., 2019), v polskych Karpatech (Kolodziej et al.,
2021) i na dalsich mistech v Evropé (Christova et al., 2014). Orthohantavird, které v§echny
mohou zpusobit hemoragickou horecku, je u malych hlodavctu detekovano hned nékolik
druht, k tém nejcastéjs$im dale patii Tula virus, ktery byl v mySicich detekovan i u nas na
Moravé u mySice lesni (Zelena et al., 2019), mySice kfovinné (A. sylvaticus) a udajné
i mySice malooké (A. uralensis) (Heroldova et al., 2010). Dal§imi ¢astymi jsou viry Seewis
a Puumala. Z toho Dobrava-Belgrade a Puumala virusy byly detekovany i u pacientd
v Ceské republice (Zelena et al., 2019).

Kromé téchto vird je v mySicich pfitomny také virus zpusobujici klistovou
encefalitidu. Klistata virus ziskaji krmenim na nakazeném zvireti, kterym jsou nejcasteji
mali hlodavci, nebo spoleénym krmenim na neinfikovaném zviteti s kli§t'aty, ktera uz virus
v sob& maji. Mali hlodavci, ke kterym patfi 1 A. flavicollis a A. sylvaticus, jsou primarnimi

hostiteli larev a v mensi mife i nymf klistat. Tyto mysice naptiklad oproti nornikiim rudym
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(Myodes glareolus) poskytuji klistatim vhodnéjsi podminky a 1épe napomahaji Sifeni pfi

spolecném krmeni (Bakker et al., 2023).

Babezidza je onemocnéni zpusobené prvoky rodu Babesia, kteti jsou prenaseni
klistaty. Nakaza maze byt bezptiznakova, jako tomu vétSinou byva v Asii a USA, v Evropé
vSak muze zpusobovat i mirna nespecificka onemocnéni, podle toho, o jakou linii se jedna.
Neékdy dochazi i k zavaznym nemocem, piedev§im u novorozenct. Hlodavei mohou byt
rezervoary této infekce, nejCastéji prenasi Babesia microti (Meerburg, Singleton a Kijlstra,
2008). U nas jsou potvrzeny B. microti a B. venatorum, ve vyzkumné lokalité Salas§ v pohoti

Chtiby byla Babesia zaznamenana u patnacti jedinct Apodemus spp. (Balazova, 2019).

Mezihostitel parazita

Mysice ve svém téle mohou mit velké mnoZstvi paraziti, ktefi mohou a nemuseji byt
nebezpecni pro Cloveéka. Jednim zvyznamnych parazitd, které mysSice prechovavaji, je
Toxoplasma gondii (Coccidia, Apicomplexa). Toxoplasma je obligatni nitrobunéény parazit
vyznamny jak medicinsky, tak veterinarné (Owen a Trees, 1997). Zpusobuje nemoc
toxoplazmozu, kterou je odhadem nakazeno az 30 % celosvétové populace. Priznaky
toxoplazmozy jsou vétsinou velmi mirné, ale u lidi se slabsi imunitou mize zptisobovat
i zavazné onemocnéni vedouci k jinym zdravotnim komplikacim. Rovnéz je nakazeni
toxoplazmozou nebezpecné pro téhotné zeny, jelikoz infekce muze byt predana skrz
placentu a mize zpusobit patologické zmény na plodu. Nejcasteji se lidé nakazi konzumaci
neuvaieného veprového masa, ale zpusobu nakazy je mnoho (Ivovic, Potusek a Buzan,
2019). Toxoplasma ma slozity zivotni cyklus, pro ktery kromé definitivniho hostitele
potfebuje i mezihostitele, kterym mutZe byt jakékoliv teplokrevné zvife. Castym
mezihostitelem byvaji mali hlodavci, véetné mySic (Thomasson et al., 2011), ktefi pak
mohou byt sezrani kockou, tedy definitivnim hostitelem toxoplasmy (Meerburg, Singleton
a Kijlstra, 2008). Ve stfevech kockovitych Selem se toxoplasma sexualné rozmnozuje
(Berenreiterova et al., 2011) a prostfednictvim oocyst ve vykalech se dal §ifi (Meerburg,
Singleton a Kijlstra, 2008). Jak jiz bylo dfive feCeno, pfiznaky nakazeni u ¢lovéka byvaji
spiSe latentni, ale bylo zjiSténo, ze toxoplasma ovliviiuje chovani a osobnost Cloveka;
napiiklad zpomaluje reakéni Cas, coz dale vede k zvySené pravdépodobnosti dopravnich
nehod. Také u muzi zvysuje koncentraci testosteronu (Flegr, 2013). V Ceské republice byla
toxoplasma nalezena i u mySic a zarover bylo zjisténo, ze je Cast€jsi u saveu vyskytujicich

se v blizkosti lidskych obydli (Hejlicek, Literdk a Nezval, 1997), mezi které mysSice patfi.



Dal§im parazitem, ktery byl detekovan u mysic a napada epitelialni buiiky v travicim
traktu a dychaci soustavé obratlovel, je Cryptosporidium (Coccidia, Apicomplexa).
V Evropé byvaji mysSice infikovany cCasto ¢tyfmi druhy nebo genotypy Cryptosporidia
(C. apodemi, C. ditrichi, Cryptosporidium Apodemus genotyp I and Cryptosporidium
Apodemus genotyp II) a vyjimetné jesté Gtyimi dal§imi (Condlova et al., 2019).
Cryptosporidium zpusobuje u lidi nemoc kryptosporidiozu, ktera je zodpovédna za
gastroenteritidu, abdominalni bolesti a prijem. Primarn€ se prenasi konzumaci fekaliemi
kontaminovanych potravin nebo vody, které obsahuji oocysty parazita (Gerace, Lo Presti

a Biondo, 2019).

Skiidce v hospoda¥stvi a lesnictvi

Mali hlodavci byvaji v zemédé€lském prostiedi vyznamnymi Skadci nejruznéjsSich
plodin, pfedevSim obilovin (Heroldovda a Tkadlec, 2011). MysSice jsou prevazne
semenozrave, veétsinu jejich stravy tedy tvori semena a dale také ovoce, zelené Casti rostlin,
ale i hmyz (Angelstam, Hansson a Perhsson, 1987, Balaz, Ambros a Tulis, 2012). Na jizni
Moravé bylo zjisténo, ze 68 % skidct obilnych plodin tvoii kryptické druhy mysic rodu
Apodemus a kazdy z nich ma jiny zptsob sbéru zrn (Heroldova et al., 2007). Dle této studie
dokonce nejvétsi Cast hlodavel v této oblasti tvorila Apodemus uralensis (46 %), bohuzel

v§ak neobsahuje informaci o zptsobu determinace konkrétnich druht.

V Ceské republice $kodi mySice také na cukrové fepé, jejiz péstebni plocha se
pohybuje okolo 50 tisic hektar. MySice jsou Castymi obyvateli fepnych poli, vétSinou zde
Skody neplisobi, nicméné pii piemnozeni zde hledaji obzivu v podobé semen fepy

(Heroldova a Suchomel, 2016).

Mysice pachaji Skody nejen v zemédélské krajing, ale také v lesich. Jakozto bézni
obyvatelé lesnich habitatd jsou zde vyznamnymi konzumenty semen dievin a semenacka.
Mysice lesni (A. flavicollis) je nejCastéjSim obyvatelem luznich lest a nejlépe zpracovava
vétsi semena. MysSice kifovinna (A. sylvaticus) se v luznich lesich vyskytuje také Casto, ale
neni tak uspésna. MySice maji vyznamny vliv na ubytek produkce semen a pfi vysokych
populacnich hustotach ovliviiuji obnovu dievin (pfevazné dubt) v luznich lesich (Suchomel,

2007).



1.2. Determinace druhii mySic r. Apodemus

Druhy podrodu Sylvaemus diky podobnym narokim na prostiedi ziji Casto
sympatricky, v nékterych oblastech i syntopicky. Jak jiz bylo dfive zminovano, z davodu
velké fenotypové podobnosti druht a prekryvu znakl, je velmi obtizné presné urCovani
jedinct podle morfologickych znaka (Michaux et al., 2001). Fylogeneticka a morfologicka
podobnost téchto druha je prikladana velmi rychlému evolu¢nimu vzniku nékolika druht
z jednoho pavodniho asijského predka (Joji¢ et al., 2013). Navic kvalitativni znaky nejsou
meéfitelné, tudiz jsou Casto hodnoceny subjektivné. Je tedy ziejmé, ze je nutné kromeé

determinace podle pozorovatelnych morfologickych znakt vyuzit i jiné metody.

Morfologie a morfometrie

Pro urovani v terénu pomoci morfologickych znakt je mozné pouzit biometrickou
metodu s odlovem zivych zvirat (Bartolommei et al., 2016). Tato metoda vyzaduje zméfeni
délky zadniho chodidla zvifete a jeho zvazeni. Pomoci téchto dvou znaki je mozné rozlisit
mySici lesni (A. flavicollis) od mySice kfovinné (A. sylvaticus). Tato metoda je relativné
spolehliva, ale predevsim kvili sezonni proménlivosti téchto znakd neni stoprocentni ani

zobecnitelna.

Dalsi z metod, kterou lze pro presnéjsi urCovani vyuzit, je morfometrie lebky
a chrupu (Todorovi¢ et al., 1971, Duli¢ and Tvrtkovi¢, 1974, Krystufek and Janzekovic,
2005, Frynta et al., 2006, Colak et al., 2007, Bar¢iova and Macholan, 2009). Kli¢ (obr. 2)
k rozliseni mysice lesni a kfovinné na nasem uzemi podle kranialnich a dentalnich rozmeéra
vytvotili Bar¢iova a Macholan (2009), nicméné ackoliv je tato metoda velmi presna (98,3 %
uspésnost), neni univerzalné€ pouzitelna. Jednim z diivodu je geograficka variabilita v ramci
téchto druht. Na rlznych stanovistich mohou mit jedinci riznou velikost a vzhledem
k omezenému vyzkumnému aredlu v této studii je pravdépodobné, ze v jinych oblastech
budou u stanovenych hodnot odchylky. Druhym divodem je také neaplikovatelnost metody
na juvenilni jedince, jelikoz metoda pocitd s pln€ vyvinutymi tfetimi molary na vrchnim
patie. Morfometrickymi metodami byl zjistén jeden nevariabilni determinacni znak, a to, ze
u vSech evropskych populaci maji dospéli jedinci A. sylvaticus delsi foramen incisivum nez
dospéli jedinci A. flavicollis (Niethammer, 1969). I pfes nevariabilitu tohoto znaku nelze

pouze na zaklad¢ jediného parametru spolehlivé druh urcit ve vSech pripadech.

Kromé rozméri zubli a lebky muze byt porovnavan i jejich tvar (Janzekovic

a Krystufek, 2004, Frynta et al., 2006), ktery je u obou druhti odliSny. Tato metoda je
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presnéjsi, nicméné 1 presto neni platné ve vSech piipadech a je nutné mit referencni skupinu
jedinca, ktefi byli urCeni jak morfologicky, tak molekularné, abychom si mohli byt urenim
Jisti.

Vseobecné jsou metody, pii kterych porovnavame pozorovatelné a méfitelné znaky,
nedokonalé kvuli intraspecifické variabilit€; 1 hodnoty stanovené pii méfeni se Casto
prekryvaji a nelze vyuzit pouze jednu jako identifikacni kritérium (Bugarski-Stanojevic,
2013). Nekteti autofi také upozoriiuji, ze bez genetického testovani jejich metoda nemuize
mit 100% uspéSnost (Bartolommei et al., 2016), ptfipadné pokud ma byt uspeésnost 100 %, je
k tomu nutné vyuzit velké mnozstvi riznych morfometrickych parametri (Reutter et

al., 1999).

Obrdazek 6 Kranidlni rozméry (Barciova a Macholdn, 2009)
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Biochemicka a molekularni determinace

Pro spolehlivéjsi urCeni druhi je vedle morfologické determinace zapotiebi vyuzit
analyzu na arovni bun€k ¢i gent. Pro rozliSeni druhti bylo jiz vyzkouseno mnozstvi postupt,
které vyuzivaji nejrizné€jsi cytologické a genetické pristupy. Jednou z metod, kterou lze
k determinaci vyuzit, je chromozomalni prouzkovani — Q/C banding, coz je barveni
chromozomt quinakrinem a Giemsovym barvivem, diky némuz lze najit rozdily
v karyotypech A. sylvaticus a A. flavicollis. Jejich karyotypy jsou si rovnéz velmi podobné,
avSak podle souCasnych poznatki je rozdil mezi témito druhy v mnozstvi a distribuci
heterochromatinu na chromozomech a mnozstvi ptitomnych B-chromozomu (Filippuci et

al., 1998, Bugarski-Stanojevic¢ et al., 2008; Gornung et al., 2009).

Dal§im zpusobem rozliSeni druhti je proteinova elektroforéza, jejiz vysledky
koresponduji s morfologickymi znaky jednotlivych druhi a pomahaji objasnit fylogenetické
vztahy v ramci rodu Apodemus (Britton-Davidian et al., 1991; Orlov et al., 1996; Filippucci
et al., 2002).

KrozliSeni druhi mySic rodu Apodemus bylo dale vyuzito sekvenovani
cytochromu b mitochondrialni DNA (Michaux et al., 1998, 2001, 2002; Bellinvia, 2004, Liu
et al., 2004), ke kterému je potiebny pouze maly vzorek mtDNA, ktery lze ziskat z fragmentu
ucha €1 ocasu; tudiz je mozné vyuzit k testovani ziva zvifata, nebo muzejni vzorky.

V Ceské republice dosud nebyla provedena studie, ktera by se vénovala molekularni
studie, které se molekularni determinaci vénuji, ty se vSak zabyvaji vétSinou rozliSovanim
pouze naptiklad A. sylvaticus a A. flavicollis (Joji¢ et al., 2013) nebo se vénuji vétSimu
mnozstvi druhi v ramci naptiklad fylogenetického vyzkumu (Liu et al., 2004, Bugarski-
Stanojevi¢ et al., 2011), kdy jsou vyuzivany slozit€jsi metody. VSechny zminéné metody
jsou efektivni a replikovatelné, avsak nelze je vyuzivat na pravidelné bazi. VétSina téchto
metod je bud financné€ narocna (napf. sekvenace), nebo zdlouhava. Metoda, ktera by

jednoduse a efektivné pomoci molekularnich determinant rozliSila vSechny tfi fenotypové

vees
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1.3. Metoda PCR

Polymerazova tetézova reakce (Polymerase Chain Reaction) je nejvyuzivanéjsi
metodou moderni molekularni biologie, ktera umoziuje amplifikaci (znasobeni) celych gent
nebo jejich usekt. K jejich amplifikaci je potieba primert, tedy fetézci oligonukleotidd,
které svou skladbou komplementuji specifickému tseku amplifikované DNA (Lorenz,
2012). Pro reakci je dale potieba Taq polymerazy, ktera byla ptivodné izolovana z bakterie
Thermus aquaticus. Tato bakterie zije ve velmi vysokych teplotach a odolava denaturaci
(Gelfand, 1998). Reakce probiha v termocykleru, kde nejprve dochazi k denaturaci
—rozvolnéni DNA, poté k nasedani primerd (anglicky: annealing) na vlakno DNA,
a nakonec probiha syntéza novych fetézct (Schochetman, Ou a Jones, 1988). Produkty PCR
jsou pak dale vyuzivany k nejriznéjsim ucelim, napiiklad ve vyzkumu rakoviny (Bernard

a Wittwer, 2003) nebo k identifikaci patogenti (Balazova, 2021).

Jejich dalsi vyuziti vSak zavisi na kvalit¢ vysledného PCR produktu, dokonaly
produkt je znasobena presna kopie puvodniho vzorku DNA. Tato metoda vSak neni
dokonala, nékdy dochazi ke vzniku umélych molekul v disledku mutaci nebo nechténych
reakci. Je to standardni vlastnosti Taq polymerazy, i piesto jsou vSak enzymy pouzivany pfi
PCR vysoce piesné. Konkrétné pii pouziti Taq polymerazy dochézi k chybé ptiblizné pouze
pii jednom z Sesti tisic nukleotidd; a to je povazovana za polymerazu s nizkou pfesnosti

(Potapov a Ong, 2017).

PCR metoda je jednoduchd na pochopeni i provedeni a zprostiedkovava rychlé
vysledky (Garibyan a Avashia, 2013). Pro reakci je také potieba velmi malé mnozstvi DNA,
tudiz lze ziskany vzorek i fedit a vyuzit vickrat (Taberlet et al., 1993).

PCR metod je hned né€kolik typt. Metoda PCR, ktera bude pouzita a optimalizovana
v této praci, se nazyva end-point PCR a jedna se o klasicky typ této metody. Dochazi pfi ni
k replikaci maximalniho poctu kopii purifikované DNA. DNA se amplifikuje
v thermocycleru a poté je analyzovana pomoci agarového gelu. V gelu se oddéluji fragmenty
DNA v médiu upraveném pomoci PCR podle jejich velikosti. MenSi fragmenty se posunuji
v gelu dale a vysledné produkty ve formé riizn€ dlouhych prouzki se nazyvaji amplikony.
Jejich délku diky barvivu, které se na DNA vaze, muzeme prostiednictvim UV svétla
porovnavat. Pii této metodé tedy zjistime, zda se v dané DNA vyskytuje zkoumany usek.
Zadné dal§i informace nam neposkytne, narozdil od jinych metod, jako je napiiklad

kvantitativni PCR (qPCR), pfi které mizeme zméfit pivodni mnozstvi DNA ve vzorku a pfi
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pouziti interkalacnich barev (napt Sybr Green) odlisit produkty na zakladé jejich teploty tani.
Dalsimi typy jsou napfiklad reverse-transcriptase PCR (RT PCR) pro analyzu RNA, nebo
Multiplex PCR vyuzivajici vice sad primert a amplifikujici vice specifickych produkti
naraz. Kazda z téchto metod se vyuziva k jinym tucelim (QIAGEN, b.d.). Dle vyrobcu
prostiedkt k realizaci PCR je end-point PCR nejmén¢ presna s nizsi citlivosti, ale finan¢né

nejméné narocnd, jednoducha na planovani i provedeni (Thermo Fisher Scientific, b.d.).

Jako vhodna genova sekvence u savcu se v poslednich letech ukazal cytochrom b,
vzhledem ke své vysoké interspecifické variabilité¢ (Naidu et al., 2021). Jedna se o protein
nachazejici se v mitochondridlni DNA, ktery obsahuje nejveétsi mnozstvi informaci
specifickych pro dany druh, a tedy pomaha identifikovat vztahy mezi pfibuznymi organismy

(Castresana, 2001).

1.4. Vyuziti metody ve védé

Pokud chceme vytvofit mapu vyskytu néjakého druhu, je nejprve nutné s presnosti
druh rozeznat. Z predchoziho textu vyplyva, Ze mapovani vyskytu jednotlivych kryptickych
druhti mysic v oblastech, kde ziji sympatricky, je velmi komplikované. V soucasné dobé
existuje mapa rozsifeni hlodavcd na tzemi Ceské republiky (Andéra, 2011), ktera shrnuje
vSechny nalezy hlodavcu z predchozich studii a obsahuje i zaznamy z pozorovani veédct
i laikd. Kromé toho, ze mapa uz je pomérné zastarala, je fada zdroji v ni rovnéz velmi
starych, nékteré jsou datovany az do padesatych let dvacatého stoleti. Muzeme tedy
odhadovat, ze molekularni determinace mySic u vétSiny zaznamd neprobéhla. Jedinym
zdrojem, ktery se zde zabyval pfimo mySicemi, je studie Macholana a Gar¢iové (2008), ktera
zde byla zminéna v kapitole o morfometrické determinaci. Je tedy ziejmé, ze krome naleza
ziskanych extenzivnim morfometrickym meéfenim neni kvili obtiznosti ur€eni druhi, a tudiz

snadné zdmeény, mapovany vyskyt bezchybny a spolehlivy.

Aby bylo mozné identifikovat rezervoary a prenaseCe patogent a napiiklad vytvorit
efektivni ochranu pred jejich §ifenim, je nejprve nutné determinovat jejich druhovou
prislusnost. Studie z roku 2021 (Balazova) zabyvajici se zoonotickymi patogeny drobnych
hlodavci ve vyzkumné oblasti Salas zaznamenala nejvyssi poCet jedinct kryptickych druht
mySic Apodemus spp. U téchto jedinct byly nalezeny vSechny zoonotické patogeny, které
studie zkoumala. Je tedy znamo, Ze mySice rodu Apodemus; podrodu Sylvaemus, uchovavaji
velké mnozstvi patogent, bohuzel vSak zatim nelze prifadit konkrétni patogeny konkrétnimu

druhu.
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Ani pfi epidemiologickém vyzkumu neni determinace druht hlavni naplni prace,
nybrz pomocnym ukazatelem. Proto by méla byt jednoducha, spolehliva a finan¢né
nenarocna. Pro identifikaci paraziti a patogenu se taktéz vyuziva metoda PCR a qPCR
(Balazova, 2021), coz znamena, ze DNA odchycenych vzorkl se pfi tomto vyzkumu musi
izolovat v kazdém piipad€. Proto je tato determinacni metoda vyhodna4, jelikoz pridava pii

vyzkumu pouze par krokl navic.

Metoda PCR vyuzivajici sekvenci cytochromu b je jednoduchou molekularni
metodou, prostiednictvim které lze otestovat velké mnozstvi vzorkd s témér stoprocentni
uspesnosti. Vzorku DNA, ktery je pro testovani potiebny, postaci velmi malé mnozstvi a je
mozné jej ziskat bez usmrceni zvifete. U této metody neni tak vysoka financni ani Casova
zatéz jako v pripadé napfiklad sekvenace ¢i morfometrie, tudiz je vhodna k druhovému

mapovani arealu (Branicki, Kupiec a Pawlowski, 2003).
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2 CIL PRACE

1 Tato prace ma za cil otestovat a optimalizovat PCR metodu k urCovani
kryptickych  druht mysic rodu Apodemus (Apodemus flavicollis,
A. sylvaticus, A. uralensis).

2 Metoda bude dale pouzita v epidemiologické studii z modelové lokality

Salas.
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Sbér a zpracovani vzorki

Pro tuto praci bylo vyuzito 423 nerozliSenych jedinci Apodemus spp., ktefi byli

ziskani sbérem kolegi z Veterinarni univerzity Bro v letech 2019-2022 na modelové

lokalité u obce Salas (Zlinsky kraj, obr. 7) pro vyzkum patogent vyskytujicich se v nasich

hlodavcich. Dale bylo vyuzito 5 jedinci rodu Apodemus ziskanych vlastnim sbérem

v Olomouci v ramci pfedmétu Parazitologie. VSechny vzorky byly ziskany z jedincu

odchycenych pomoci natahovacich pasti rozmisténych v predpokladanych habitatech mySic

pfiblizné 5 metrti od sebe. Pasti byly kladeny ve veCernich hodinach a sbirany po rozednéni.

Nasledné byly jedinci vypitvani a byly jim odebrany velmi malé segmenty (>4 mm) péti

tkani (srdce, ledviny, slezina, sval, plice) a uchovany v 96% Cistém ethanolu na izolaci DNA.

Na Salasi byly pasti kladeny ve vSech pfitomnych biotopech — okraje lesa a les, zahrady,

rozhrani pole, podél potoku a také v budové; v Olomouci byly pasti kladeny rovnéz podél

vodniho toku (feka Morava), ale v blizkosti urbanni zastavby (obr. 8).

‘:f Salas

© -

Korycany

ov

Obrazek 7 Lokalita sbéru Salas (Poster na Zoologické dny, Balazova et al.,
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Obrazek 8 Lokalita sbéru Olomouc (Mapy Seznam.cz, vyznaceno kiizky)

3.2. Izolace DNA

DNA byla ziskana z péti tkani, Ctyfi organy (srdce, jatra, ledvina, slezina) a jeden
kousek svalu, kazdy kousek me¢l pfiblizné 20-25 mg. Izolace DNA probehla pomoci kitu
NucleoSpin Tissue (Macharey-Nagel, Diiren, Germany) podle manualu vyrobce. Nakonec

bylo piidano 50 pl pufru pro eluci €isté DNA. Ziskana DNA byla uskladnéna pfi -20 °C.

3.3. Molekularni determinace

Pro molekularni determinaci byla vyuzita PCR metoda skombinaci primert
pochazejicich ze dvou studii (Gil de Mendonga, 2012, Bugarski-Stanojevi¢ et al., 2013).

Postup byl poté upraven pro optimalni funkénost (viz nize).

DNA sekvence
K determinaci byly pouzity sekvence DNA cytochromu b z dfive zminénych

pouzitych studii.

Master Mix

Pro chemickou reakci byly wvyuzity chemikalie firmy Top-Bio (Vestec,
Ceska republika): 2x koncentrovany PPP Master Mix, ktery obsahuje Taqg DNA polymerazu
a optimalizovany reak¢ni pufr. Déale obsahuje barvivo a aditiva. Baleni, ve kterém je Master

Mix dodéavan, obsahuje i PCR H>O.
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3.3.1 PCR

Prostredky
a) Material

e Osmijamkové PCR stripy s vicky
e zkumavka na reak¢ni smes
e filtrované Spicky (20 pl, 200 pl, 1000 pl)

b) Chemie

e PCR voda
e Master Mix
e Primery

e Izolovana DNA
¢) Technické vybaveni

e PCR box

e Stojanky na vzorky

e Chlazené stojanky

e Centrifuga

e Vortex

e thermocycler

e Pipety (20 ul, 200 pl, 1000 ul)

Postup
Pro PCR determinaci jsme vyuzili jiz existujici metodu, kterou jsme v prabéhu studie

upravovali podle potieby. Zakladni postup vSak zustal vzdy stejny:

Do 1,5 ml zkumavky byla pfipravena reakéni PCR smés pro dany pocet vzorkl podle
tabulky ¢. 1 postupnym pipetovanim jednotlivych chemikalii. Reakcni smés byla
promichéana ve vortexu a kratce stocena v centrifuze.

Na testovani byla pfipravena jedna zkumavka pro kazdy vzorek. Do kazdé zkumavky
pfipravené k PCR bylo napipetovano 20 pl reakéni smési (MasterMix). Poté bylo do vSech

zkumavek napipetovano 5 pul DNA jednotlivych vzorka. Hotové zkumavky byly peclivé

uzavieny vicky a stoCeny na centrifuze.

Zkumavky byly vlozeny do thermocycleru, kde probéhla PCR. Teploty programu

vyuzité pii jednotlivych testovanich budou uvedeny nize.
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Tabulka 1 Pomér chemikdlii v reakcni smési, mnoZzstvi pouzité smési a DNA pro testovani

Chemikalie Na 1 jamku (pl)
PCR voda 5

PPPM 2x 12,5

Primer F 10uM 1,25

Primer R10puM 1,25

MasterMix 20

DNA 5

Pilotni testovani PCR programu

Pfi uvodnim testovani bylo vyuzito vSech pét vzorkd odchycenych v Olomouci,
pticemz kazdy z nich byl testovan se tfemi MasterMixy; prvni z nich obsahoval primery pro
A. uralensis, druhy pro A. flavicollis a tfeti pro A. sylvaticus. V thermocycleru byl nastaven

program typu touch down PCR dle dfive zmifiovanych ptechozich studii (tabulka 2).

Tabulka 2 Program thermocycleru pro pilotni testovdni

Krok Teplota (°C) Doba trvani Pocet cyklu
Aktivace 95 5 min Ix
Taq polymerazy
Denaturace 94 20 sek 1x
Nasedani 60 — 50 30 sek 11x1
Prodlouzeni 72 1 min 1x
Denaturace 94 20 sek 1x
Nasedani 50 30 sek 29x
Prodlouzeni 72 10 min 1x

Druhé testovani PCR programu

Po pilotnim testovani bylo potteba zvysit teplotu pro redukci nespecificity, k Cemuz
bylo vyuzito pfidani teplotniho gradientu do programu thermocycleru. Spodni hranice
teplotniho gradientu nasedani primert byla tedy zvysena na 52 °C a vrchni hranice na 60 °C.
Laboratorni postup a poméry chemikalii byly zachovany, pouzity byly dva ze vzorkti mysic
z Olomouce. Do thermocycleru bylo do ¢tyt fadkt vlozeno dvanact duplikatd téchto dvou
vzorku jak s MasterMixem, ktery obsahoval primery pro A. flavicollis, tak s MasterMixem
s primery pro A. sylvaticus. V kazdém radku byla nastavena jina teplota nasedani primert

(tabulka 3).
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Tabulka 3 Upraveny program thermocycleru s teplotnim gradientem

Krok Teplota (°C) Doba trvani Pocet cyklu

Aktivace 95 5 min Ix

Taq polymerazy

Denaturace 94 20 sek 1x
Nasedani 60 — 52 30 sek 11x1
Prodlouzeni 72 1 min 1x
Denaturace 94 20 sek 1x
Nasedani 52 -60 30 sek 29x
Prodlouzeni 72 10 min 1x

Tabulka 3 Teplotni gradient naseddni primerii pro A. flavicollis a A. sylvaticus u dvou vzorkit Apodemus spp.

Teplota nasedani (°C)

MM AFlav 1

MM AFlav 2

MM ASyl 1

MM ASyl 2

52

53

60

Treti testovani PCR

Dalsi testovani probéhlo pouze s primery pro A. flavicollis, kdy bylo postupné

otestovano prvnich 133 vzorkd z vyzkumné oblasti Sala§ v thermocycleru v programu

s teplotou upravenou dle tabulky ¢. 4 pro optimalni nasedani téchto primert.

Tabulka 4 Program thermocycleru upraveny pro optimalni naseddni primerii A. flavicollis

Krok Teplota (°C) Doba trvani Pocet cyklu
Aktivace 95 5 min Ix
Taq polymerazy
Denaturace 94 20 sek 1x
Nasedani 60 30 sek 11x1
Prodlouzeni 72 1 min 1x
Denaturace 94 20 sek 1x
Nasedani 52 - 60 30 sek 29x
Prodlouzeni 72 10 min 1x

Ctvrté testovani

Pti dalSim testovani doslo k optimalizaci teplot pro nasedani primera A. sylvaticus,

testovany byly tudiz jen vzorky s témito primery. Pro optimalizaci byly opét vyuzity vzorky
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z Olomouce. Program byl pouzit stejny jako pfi prechozich testovanich, pouze teplotni

gradient nasedani byl zvysen na 58-70 °C.

Paté testovani
Otestovano bylo zbylych 290 vzorki ze Salase s primery a programem pro

A. flavicollis, ktery uz byl optimalizovan ve tfetim testovani.

Sesté testovani

Vzorky, které pfi testovani s primery na A. flavicollis byly determinovany jako jiny
druh, byly otestovany s primery pro A. uralensis a A. sylvaticus. Otestovano bylo 8 vzorka
ze sbéru na Salasi a 3 vzorky z Olomouce, kazdy z nich jak s primerem pro A. flavicollis,

tak A. sylvaticus.

3.3.2 Elektroforéza

Prostredky
a) Material
e Vzorky DNA upravené PCR metodou
e Filtrované Spicky (20 pl)
e Podlozka pro nalévani gelu a hiebeny na tvorbu jamek
e Vama Erlenmeyerova barika

b) Chemie

e Agardza
e Pufr

e Barvivo

e Ladder (velikostni marker)
¢) Technické vybaveni

e Nadoba na elektroforézu

e Mikrovlnna trouba

e VWR dokumentaéni systém

e Pipeta (20 pul)
Postup

Pro vyhodnoceni vysledki PCR testovani byla vyuzita elektroforéza v 1,5 % agaru,

tedy smési agardzy (1,5 mg) a pufru (TBE, 100 ml). Do agaru bylo pfidano barvivo (10 ug)
a byly vytvoreny jamky, do kterych se posléze napipetovalo 5 ul vzorku. V kazdém gelu byl
pouzit velikostni marker (3 pl), tzv. zebfik, pro urceni pfiblizné délky amplifikované DNA.

Elektroforetické separace byla spusténa pii 400 mA, 120 V na 30 minut.
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Gely byly po probéhlé elektroforéze fotograficky zdokumentovany v systému VWR
GelDoc, fotky ulozeny ve fromatu tiff a jpg a také v souboru typu sdg, ktery je vychozim
typem souboru pro navazné zpracovani vysledkii v programu Gel Documentation from

VWR.

Sekvenace

1 Purifikace

K sekvenaci byly vybrané PCR produkty nejdfive purifikovany pomoci Gel/PCR
DNA Fragments Extraction Kit (Geneaid, Tchaj-wan) dle vyrobcem doporuceného
standardniho protokolu s drobnymi upravami. Elucni ¢inidlo EB bylo pfed samotnou eluci
DNA ohrato na 60 °C a vzorky byly inkubovany v kolonce po dobu cca 3-5 min. Celkovy

objem EB byl snizen na 25 pl k zakoncentrovani produktu.
2 Zjistovani kvality Cistého PCR produktu:

Koncentrace purifikované DNA byla orientaéné zméfena pomoci spektrofotometru
ND-1000 (Nanodrop®). Jako blank bylo pouzito elu¢ni ¢inidlo EB z purifikacniho kitu.
Vysledkem byla koncentrace DNA v ng/ul, pomér absorbanci pii vlnovych délkach 260
a 280, a pomér absorbanci pti vinovych délkach 260nm a 230nm. Poméry absorbanci slouzi
pro kontrolu ¢istoty DNA. Pro ¢istou DNA plati, ze pomér 260/280 musi byt v rozmezi
1,8-2,2, a pomér 260/230 nesmi piesahnout hodnotu 1,8.

Dle doporuceni bylo potteba purifikovanou DNA natedit, tak aby do sekvenacéni
analyzy vstupovalo 50 ng. Po zméteni koncentrace byly jednotlivé vzorky ziedény v

PCR-grade vodé, tak by bylo dosazeno ptiblizné této hodnoty.

Do sekvenacni analyzy byly pfidany primery pouzité pro PCR, tj. primery pro
A. sylvaticus, a produkty byly sekvenovany oboustranné, tj. kazdy vzorek byl odeslan
k sekvenaci dvakrat, jednou s forward primerem, a jednou s reverse primerem. Sekvenace
byla provedena firmou SEQme (Dobiis, Ceska republika) metodou Sangerova sekvenovani

(StandardSeq).

Sekvenované vzorky (9 vzorkn):

Olomouc: 1, 3,4

Salas: 43, 113, 128, 179, 248, 356
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3 Uprava sekvenci

Ziskané sekvence ve formatu .abl, ktery obsahuje zapis nukleotidi 1 zdznam chromatogramu,
byly individualné zkontrolovany a c¢ast s nejistymi sekvencemi byly ru¢né€ ofezany, vSe ve
freeware programu BioEdit. Sekvence zreverse primeru byly pfevedeny do ,reverse
complemet tak, aby Sly alignovat (sefadit) se sekvencemi z forward primeru. Sekvence

z forward a reverse primeru pro kazdy jednotlivy vzorek byly spojeny.
4 Sekven¢ni identita vzorku

Pro uréeni miry podobnosti a identifikaci haplotypu jsme vytvofili matici p-distanci. Jednotlivé
haplotypy byly srovnany se sekvencemi pomoci nastroje nucleotide BLAST pro urceni
taxonomickeé identity a miru shody s jiz publikovanymi sekvencemi. Viz obr. 9.

BLAST “ » blastn suite Home RecentResults Saved Strategies Help

Standard Nucleotide BLAST
[ blastn  [REEEEY blastx thlastn tblastx

BLASTN programs search nuclectide databases using a nuclectide query. more...
Enter Query Sequence
Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) @ ciear Query subrange @
CAGTAGACAAAGCTACATTGACACGTTTTTTCGCCTTTCACTTTATCCTTC F
CAT CCCTAGTAATTGTTCACCTCTTGTTTCTCCATGARAC el
CTAN CAGGCCTTAACTCAGACGCCGATAMAATCCCATT =
TCACCCTTACTATACTATCAAAGATATTCTAGGTGTACTAATAATAGTTTCCT ) To
©r, upload file Viybrat soubor | Soubor nevybran (2]
Job Title Nucleotide Sequence
e for your BLAST search @
Align two or more sequences @
Choose Search Set
Database (@) Standard databases (nr etc.): () rRNA/ITS databases () Genomic + franscript Betacoronavirus () Experi databases
Nucleotide collection (nrint) v @
Organism
Enter 0rganism comman name nial, or tax \ly 20 top taxa will be shown @
Exclude Models (XM/XP) [ | Uncultured/environmental samole seauences

Obrazek 9 Nastroj BLAST s vioZenou sekvenci haplotypu pro porovnani identity.
Nami ziskanych 9 sekvenci a identifikované 2 haplotypy jsme srovnali se sekvencemi

1dentického tseku piibuznych druhu ziskanych z databaze GenBank.

3.3.3 Analyza vyskytu patogent u mysSic

K analyze prevalence patogent nalezenych u mysic odchycenych na Salasi mezi lety
2014-2019 (289 jedinct) poslouzily data ze studie Balazové (2021), ve které byly mysSice
testovany na bakterie rodu Anaplasma, Rickettsia, Leptospira, Bartonella a Borrelia

a prvoky rodu Babesia.

Vysledky test pritomnosti patogent byly roztiidény dle pfislusnosti k druhtim
(A. flavicollis, A. sylvaticus) a statisticky srovnany v programu QP 30.
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4 VYSLEDKY

4.1. PCR testovani

4.1.1 Testovani dle metody Bugarski-Stanojevic a Gil de
Mendonca

Pfi tivodnim testovani bylo vyuzito v§ech pét vzorkt ziskanych z mySic odchycenych
v Olomouci a prob&hlo podle metod, které byly pouzity v pfedchozich studich (Gil de
Mendonga, 2012 a Bugarski-Stanojevi¢, 2013). VyzkouSeny pii nich byly MasterMixy
s primery pro A. uralensis, A. flavicollis a A. sylvaticus. Bylo zji§téno, Ze teplota nasedani
primer je pfilis nizka a primery nasedaly 1 na nespecificka mista DNA. Proto pfi vizualizaci
pomoci elektroforézy vzorky DNA putovaly k zaporné katode€ i v ptipadech, kdy se
nejednalo o dany druh, pro ktery byl primer pouzit. Nevytvarely tudiz vzdy zfetelny prouzek
o spravné délce korespondujici s PCR produktem specifickym pro dany druh. Na obrazku
¢. 10 mazeme vidét, ze u vSech testovanych roztokti vznikly rizné silné prouzky u riznych
vzorktt DNA, tudiz v tomto okamziku nebylo mozné determinovat, o ktery druh se jedna

a bylo tfeba provést upravu metody.
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1 2 3 -4 5
primery A.uralensis

Primery Aflavicolis

primery A.sylvaticus

Obrazek 10 Elektroforéza iivodniho testovani se vzorky z Olomouce.

4.1.2 Optimalizace teplot pro primery A. flavicollis

Prvnim krokem pro optimalizaci determina¢ni metody bylo upraveni teplot
v teplotnim gradientu programu thermocycleru pii testovani vzorkli s primery pro
A. flavicollis. Pro tuto optimalizaci byl vyuzit vzorek z puvodniho testovani, ktery mél
u primert pro A. flavicollis nejzieteln€jsi prouzek (vzorek 1), tudiz mohlo byt odhadnuto, ze
se jedna o A. flavicollis. Pti testovani s Upravou teplot bylo zji§téno, ze 60 °C je dostatecna
teplota, pfi které se redukuje nespicifita a primery nasedaji pouze na mista specifickd pro
DNA A. flavicollis. Jakmile byly optimalni teploty nalezeny, byla otestovana prvni sada
vzorkii ze Salase oproti témto primerum. Pii vizualizaci vzorkd prostfednictvim
elektroforézy bylo zjisténo, ze tfi vzorky z této sady neamplifikuji s primery A. flavicollis

(obr. 11).
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Obrazek 11 Prvni elektroforéza s vzorky testovanymi s primery pro A. flavicollis.

4.1.3 Optimalizace teplot pro primery A. sylvaticus

Uprava teplot pro nasedani primerd A. sylvaticus na specificka mista probshla
stejnym zpusobem jako to bylo u primerd A. flavicollis; vyuzit byl vzorek nejvice
vypovidajici o ptitomnosti iseku DNA specifického pro A. sylvaticus (vzorek 2). Teplota
gradientu byla rovnéz zvySena na 52 °C az 60 °C a zjisténo bylo, ze primery A. flavicollis
rovné€z nasedaji na dany usek DNA pfi teploté 60 °C, tudiz mohla byt tato teplota vyuzita pfi

testovani.

4.1.4 Testovani primeru pro A. uralensis

Pfi testovani metody s primery A. uralensis neamplifikoval zadny vzorek
a nevytvarel pfi elektroforéze zietelny prouzek poukazujici na pfitomnost DNA shodné

s DNA Apodemus uralensis. Dal$i testovani primert pro A. uralensis bylo pozastaveno a je
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v planu v ramci navazujici studie, poté co ziskame vérohodny vzorek (napf. z Narodni

genetické banky obratlovct).

4.1.5 Financni prostredky

Master Mix od firmy Top-Bio, ktery byl v této studii vyuzit, vychazi v obsahu
25 x 0,5 ml, ktery vystaci na 1000 reakci, na 6 980 K¢, tedy na jednu zkumavku je to 6,98 K¢.
Primer, ktery je do kazdé reak¢ni smési pfimichavan ve dvou variantach — forward a reverse,
vychazi na 1,30 K¢ za jednu variantu. Pro kazdou reakci je nutné pouzit i manipulacni
prostfedky, jako je pipetovaci Spicka (4,50 K¢) a zkumavka (1,30 K¢). Po zapocteni
spotfebovaného plastiku je samotna PCR jednoho vzorku v cené cca 15,50 K¢. Pii 200

vzorcich se tedy pohybujeme na cené 310 K¢ s pouzitim jedné pipetovaci §pi¢ky na vzorek.

Samotnaizolace DNA, ktera PCR testovani predchazi, je ponékud drazsi (cca 117 K¢
na vzorek), nicméné izolovana DNA je déle feditelna, a tudiz pouzitelna na mnozstvi dalSich

ucelti. Moznosti vyuziti se dale odviji od kvality a mnozstvi izolovaného produktu.

Agar6za Kobe I (P-Lab) vychazi cca 6000 K¢ za 1 kg, na jednu vanicku se spottebuje
1,5 gramu. PufrTBE, ve kterém se agardza rozpousti, 1ze zakoupit za cca 1300 K¢ na 1litr
a pro jednu vanicku se pouzije 100 ml. Pfi pouziti tohoto gelu lze otestovat az 48 vzorkt
a vysledna cena pfi dodatecném zapocteni barviva, kterého se pouzivaji 3 ug na vanicku, je

necelych 5 K¢.

Sekvenace vzorku je financné nejnarocnéjsi, v této praci byla pouzita pouze jako
kontrola. V pripadé velkych souborti vzorkli a pfi pouziti ovérené determinacni metody se
sni nepocCitd. Cena sekvenace jednoho vzorku se odviji od zpracovatele a objemu

analyzovanych vzorkd, ale obvykle se pohybuje v rozmezi cca 100-120 K¢ za sekvenci.

4.2. Vysledky testovani

4.2.1 Druhové slozeni vyzkumného vzorku

Po optimalizaci metody, ktera pomohla urcit vsech 423 jedincti bylo zjisténo, ze mezi

vSemi odchycenymi vzorky jednoznacné pievlada druh A. flavicollis s 97,17 %.

V olomouckém odchytu byla druhova skladba 25 % A. flavicollis a 75 %

A. sylvaticus, tedy dva jedinci druhu ApodemusA. flavicollis a tii jedinci A. sylvaticus.
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Vzorky ze Salase byly tvoteny z 98,12 % druhem Apodemus flavicollis, 1,41 %

Apodemus sylvaticus a zbylych 0,47 % nebylo metodou ureno. Je mozné, ze se jedna

0 Apodemus uralensis, ale je potieba dalSiho testovani.

Tato druhova skladba koreluje s typickym vybérem habitatu druhi; tedy v urbannim

prostfedi prevlada A. sylvaticus, ktera se u lidskych obydli vyskytuje Castéji, a naopak

v pfirodnim biotopu na Salasi (les, louka, okoli vodniho toku atd.) vyrazné¢ dominuje

A. flavicollis, ktera preferuje zalesnéné plochy.

4.2.2 Sekvenovani

Sekvenovani nebylo nutné, ale bylo provedeno za t€elem potvrzeni identity produktu

primert A. sylvaticus jako doplfiujici test, zda vyssi teplota nesedani zvySila specifitu reakce,

protoze pii prvnich testech PCR vykazovaly nespecifickou amplifikaci u vzorki

A.flavicollis.

Na analyzu zasilam:

® 18 zkumavek

**
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Obrazek 12 Sekvenované vzorky A. sylvaticus s primery forward a reverse, seznam od firmy SeqMe

Primer

A.sylF
A.sylF
A.sylF
A.sylF
A.sylF
A sylF
A.sylF
A.sylF
AsylR
A.sylR
A.sylR
AsylR
AsylR
A.sylR
AsylR
AsylR
AsylF
AsylR

8-

Doparuéuj

¢ stripy s indivi

i vieky (napf.

Eppendorf 0030124359) nebo 96-jamkové desticky uzavieneé vicky.

Nepouizivejte parafilm. Prosime o j

dnadnché

tislem oznafujicim poradi vzorku v objednavee.

Sekvence primeru

GAGGAGGATTCTCAGTAGAC
GAGGAGGATTCTCAGTAGAC
GAGGAGGATTCTCAGTAGAC
GAGGAGGATTCTCAGTAGAC
GAGGAGGATTCTCAGTAGAC
GAGGAGGATTCTCAGTAGAC
GAGGAGGATTCTCAGTAGAC
GAGGAGGATTCTCAGTAGAC
TTAATATGGGGTGGGGTGITA
TTAATATGGGGTGGGGTGITA
TTAATATGGGGTGGGGTGITA
TTAATATGGGGTGGGGTGITA
TTAATATGGGGTGGGGTGITA
TTAATATGGGGTGGGGTGITA
TTAATATGGGGTGGGGTGTITA
TTAATATGGGGTGGGGTGITA
GAGGAGGATTCTCAGTAGAC
TTAATATGGGGTGGGGTGTITA

i zk nejlépe

Velikost templatu (bp)

320
320
320
320
320
320
320
320
320
320
320
320
320
320
320
320
320
320

Sekvenované useky byly upraveny v programu bioEdit a blastovany oproti jiz

zvetejnénych sekvenci v databazi GenBank. Ziskali jsme 9 sekvenci o délce 301 paru bazi

a v nich identifikovali dva jednoznacné haplotypy (oba pfitomné u olomouckych jedinct)
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s odlisnosti pouze 2 paru bazi viz vysledek analyzy DNA distance. U tfi sekvenci (356, 113

a 248) byla nejistota zafazeni k haplotypim dana neuréenymi nukleotidy na jedné nebo dvou

pozicich.

y haﬁ'ct'}'p'.:-

4 B~/ZU

E & % % % IEDurierNew ;I IEI

|* 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
F i I i i i i i i i i i i i i
4
10L 0.0000 0O.0000 O.0000 0.0000 O.0000 0O.0000 O0.0000 O.0000 0.0087
30L 0.0000 0O.0000 O.0000 0.0000 O.0000 0O.0000 O0.0000 O.0000 0.0087
43 0.0000 0,0000 O.0000 0Q.0000 0.0000 0.0000 O0.0000 O.0000 0.0087
123 0.0000 0.0000 O.0000 0.0000 O.0000 0O.0000 O0.0000 O.0000 0.0087
174 0.0000 0O.0000 O.0000 0.0000 O.0000 0O.0000 O0.0000 O.0000 0.0087
354 0.0000 0.0000 O.0000 0.0000 O.0000 0O.0000 O0.0000 O.0000 0.0033
113 0.0000 0O.0000 O.0000 0Q.0000 O.0000 0O.0000 O0.0000 O.0000 O.0000
243 0.0000 0.0000 0O.0000 0Q.0000 0.0000 0.0000 O0.0000 O.0000 0.0000
40L 0.0067 0.0087 0,007 0.0087 0.0087 0.0033 0.0000 O.0000 0.0000

Obrazek 13 Haplotypy A. sylvaticus, program BioEdit

Na zakladé funkce , Standard nucleotide

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

BLAST*

vzorkyjsou identické se sekvencemi Apodemus sylvaticus.

Haplotyp 40L

v databazi

Genbank

bylo potvrzeno, ze vSechny sekvenovenované

Sequences producing significant alignments

selectall 700 sequences selected

KR ECEC N < EE<ECE NN <H<N <M< N

Description
v

Apodemus sylvaticus haplotype Norway_4 cytochrome b (cytb) gene, partial cds; mitochondrial

Apodemus sylvaticus haplotype Germany_Norway cytochrome b (cytb) gene, partial cds; mitochondrial

Apodemus sylvaticus haplotype Germany_1 cytochrome b (cytb) gene, partial cds; mitochondrial

Apodemus sylvaticus isolate DM1121 mitochondrion, complete genome

Apodemus sylvaticus isolate Mu/07/194 cytochrome b gene, partial cds; mitochondrial

Apodemus sylvaticus isolate Netherlands446 cytochrome b (cytb) gene, partial cds; mitochondrial

Apodemus sylvaticus isolate Denmark 1200 cytochrome b (cytb) gene, partial cds: mitochondrial

Download

GenBank

Scientific Name
-

Apodemus sylvat

Apodemus sylvat
Apodemus sylvat
Apodemus sylvat

Apodemus sylvat

Apodemus sylvat

Apodemus sylvat. ..

Apodemus sylvat

Apodemus sylvat

Apodemus sylvat

Apodemus sylvat

Apodemus sylvat. ..

Apodemus sylvat

Apodemus sylvat. ..

Apodemus sylvat

Apodemus sylvat

Apodemus sylvat

v Show W‘ (2]

v Select col
Graphics Distance tree of results
Max Total Query E Per. Acc.
Score Score Cover value Ident Len
- - -
545 545 100% 2e-150 99.34% 1140
545 545 100% 2e-150 99.34% 1140
545 545 100% 2e-150 99.34% 1140
545 545 100% 2e-150 99.34% 1140
545 545 100% 2e-150 99.34% 1140
545 545 100% 2e-150 99.34% 1140
545 545 100% 2e-150 99.34% 736
545 545 100% 2e-150 99.34% 701
545 545 100% 2e-150 99.34% 701
545 545 100% 2e-150 99.34% 16307
545 545 100% 2e-150 99.34% 654
545 545 100% 2e-150 99.34% 818
545 545 100% 2e-150 99.34% 818
545 545 100% 2e-150 99.34% 818
545 545 100% 2e-150 99.34% 965
545 545 100% 2e-150 99.34% 965
545 545 100% 2e-150 99.34% 963

Obrazek 14 Porovndni identity haplotypu Olomouckého vzorku ¢. 4 se vzorky v databdzi GenBank.
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MSA Viewer

Accession

KX159676.1

KX159647 1
KX158645.1
KX159546.1
KX158537.1

KX159536.1
0Q939794.1
KM581739 1
KM581719 1

MT410952.1
GU060533.1

FJ389641.1

FJ389621.1

FJ389620.1
AJ511907.1

AJ511908.1
AJ511890.1



https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

Haplotyp ostatnich vzorka

Sequences producing significant alignments Download Select columns “  Show e
select all 700 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results ~ MSA Viewer
Description Scientific Name e P e = (e Acc
Vp v Score Score Cover value Ident Len Accession
- - - - - -

Apodemus sylvaticus haplotype Norway_4 cytochrome b (cytb) gene, partial cds; mitochondrial Apodemus sylva 556 556 100% 1e-153 100.00% 1140 KX159676.1

Apodemus sylvaticus haplotype Germany_Norway: cytochrome b (cytb) gene, partial cds; mitochendrial Apodemus sylva 556 556 100% 1e-153 100.00% 1140 KX159647.1
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podemus sylva... 556 556 100% 1e-153 100.00% 1140 KX159645.1

Apodemus sylvaticus haplotype France_Sweden cytochrome b (cytb) gene, partial cds: mitochondrial Apodemus sylva 556 556 100% 1e-153 100.00% 1140 KX159546.1

Apodemus sylvaticus haplotype France_20 cytochrome b (cytb) gene, partial cds; mitochondrial Apodemus sylva 556 556 100% 1e-153 100.00% 1140 KX159537.1

Apodemus sylvaticus haplotype France_19 cytochrome b (cytb) gene, partial cds; mitochondrial Apodemus sylva 556 556 100% 1e-153 100.00% 1140 KX159536.1

Apodemus sylvaticus isolate ROTI29 cytochrome b (cytb) gene, partial cds; mitochondrial Apodemus sylva 556 556 100% 1e-153 100.00% 786 ©OQ939794 1

Apodemus sylvaticus voucher S4599 cytochrome b (Cytb) gene, partial cds; mitochondrial Apodemus sylva 556 556 100% 1e-153 100.00% 701 KM5817191

Apodemus sylvaticus isolate DM1121 mitochondrion, complete genome Apodemus sylva 556 556 100% 1e-153 100.00% 16307 MT410952.1

Apodemus sylvaticus isolate Mu/07/194 cytochrome b gene, partial cds; mitochondrial Apodemus sylva 556 556 100% 1e-153 100.00% 654 GUO060533 1

Apodemus sylvaticus isolate Netherlands446 cytochrome b (cytb) gene, partial cds; mitochondrial Apodemus sylva 556 556 100% 1e-153 100.00% 818 FJ389641.1

Apodemus sylvaticus isolate Denmark1200 cytochrome b (cytb) gene, partial cds; mitochondrial Apodemus sylva 556 556 100% 1e-153 10000% 818 FJ389621.1

Apodemus sylvaticus isolate Sweden4600 cytochrome b (cytb) gene, partial cds; mitochondrial Apodemus sylva 556 556 100% 1e-153 100.00% 818 FJ389620.1

Apodemus sylvaticus mitochondrial partial cytb gene for cytochrome b, tissue library JRM-375 Apodemus sylva... 556 556 100% 1e-153 100.00% 965 AJ511907.1

Apodemus sylvaticus mitochondrial partial cytb gene for cytochrome b, tissue library JRIM-372 Apodemus sylva 556 556 100% 1e-153 100.00% 965 AJ511908.1

Apodemus sylvaticus mitochondrial partial cytb gene for cytochrome b, tissue library JRM-374 Apodemus sylva... 556 556 100% 1e-153 100.00% 963 AJ511890.1

Apodemus sylvaticus mitochondrial partial cytb gene for cytochrome b, tissue library JRIV-373 Apodemus sylva 556 556 100% 1e-153 100.00% 965 AJ511889.1

CECECEE<NCE< NN N<N<E<N<E<N<N<N<N<]

Apodemus sylvaticus mitochondrial partial cytb gene for cytochrome b, tissue library JRM-104 Apodemus sylva... 556 556 100% 1e-153 100.00% 963 AJ511877.1

Obrazek 15 Porovndni identity haplotypu zbylych vzorkii se vzorky v databazi GenBank.

4.2.3 Patogeny ve vzorcich mysic

S prifazenim nami identifikovanych druht pomoci molekularni analyzy bylo
zjisténo, ze vSechny zkoumané patogeny ze studie Balazové (2021) se vyskytuji
u A. flavicollis. Celkovy vzorek mySic druhu A. flavicollis cCital 280 jedinci, z toho 26
jedinct bylo pozitivnich na anaplasmu (9,2 %), 21 na rickettsii (7,5 %), 16 na leptospiru (5,7
%), 27 na borrelii (9,6 %) a 15 na babesii (5,3 %).

Mysice druhu A. sylvaticus nesly pouze bakterii rodu Bartonella. Z. celkového poctu
vzorkt byla bartonella nalezena u 204 mysSic druhu A. flavicollis a u 3 mySic druhu

A. sylvaticus. Porovnani prevalence t€chto druht je uvedeno v tabulce €. 5.

Tabulka 5 Fisheriiv test na porovndni prevalenci Bartonelly u A. flavicollis a A. sylvaticus (Program QP 3.0)

celkovy pocet vzorki | pocCet infikovanych | p-hodnota
A. flavicollis 280 204
A. sylvaticus 7 3 0.097

Soubor obsahoval rovnéz dva molekularné neidentifikované vzorky, u nichz byla

nalezena v obou pfipadech bakterie rodu Bartonella a v jednom ptipadé taktéz Borrelia.
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U vSech ostatnich patogent byla v disledku jejich negativniho vyskytu u druhu

A. sylvaticus pti statistickém porovnani s A. flavicollis p-hodnota rovna jedné.
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5 DISKUZE

Pfi testovani fungovaly primery pro A. flavicollis velmi dobfe, po mirném upraveni
teploty nasedani primerd pfi PCR vznikaly vizualizaci elektroforézou zietelné prouzky
o spravné velikosti cca 300 pard bazi, tudiz bylo snadné tuto metodu pro zjisténi piitomnosti
DNA A. flavicollis dale pouzit. Vzorky testované s primery A. sylvaticus uz tak jednoznacné
nebyly, pifi PCR u nékterych vzorka primery mirné nasedaly i na nespecificka mista DNA,
proto prouzky vzniklé pii elektroforéze nebyly ve spravné velikosti a dokonale zfetelné.
V disledku optimalizace teplot PCR programu, tedy zvyseni teploty nasedani primerd, byla
zvySena specificita a tim padem primery spiSe nasedaly pouze na mista DNA souhlasici se
sekvenci primert specifickych pro cilovy druh. Pokud se jednalo o DNA A. sylvaticus,
vzorky vzdy amplifikovaly s dostatecné zietelnym vysledkem. Specifita PCR pro
A. sylvaticus po upravach programu byla potvrzena i sekvenaci ziskanych produktd. Tuto
metodu jsme tedy vyhodnotili jako vhodnou pro molekularni determinaci téchto dvou

obtizné rozeznatelnych druhu.

Dle oCekavani byly nalezeny v urbannim prostredi oba druhy, jelikoz se oba druhy
v blizkosti budov vyskytuji, 1 kdyz A. sylvaticus tento habitat vyhledava Castéji (Zbytkovsky,
Andéra a Hanak, 2004). V pfirod¢ byly nalezeny téméf jen jedinci A. flavicollis. Vysledky
sbéru v pfirodnim biotopu tedy odpovidaji predpokladiim; A. sylvaticus vyhledava a vytvaii
hnizda nejcastéji v okolich stroma, kde byla vétsina pasti kladena. Tuto skuteCnost potvrzuje
i studie Zbytovského, Andéry a Hanaka (2004) mapujici skladbu drobnych savct na uzemi
Ceskomoravské vrchoviny, pii které byly pasti kladeny v okoli vodnich tokd
a hospodarskych budov. Pfi odchytu v druhovém zastoupeni vyrazné prevazovala
A. sylvaticus. Je tedy ziejmé, ze A. flavicollis dava prednost lesnim biotopiim, které byly
i hlavni lokalitou sbéru nasi studie. Mimo jiné tento vysledek koresponduje s pfedchozim
vyzkumem (Suchomel, 2007), pii kterém bylo zjisténo, ze pokud se tyto dva druhy spolu
v lesnim habitatu vyskytuji, je konkurenceschopnéjsi A. flavicollis v dusledku Gspésnéjsiho

ziskavani potravy.

Apodemus uralensis v této studii stoprocentné potvrzena nebyla; sada primer pro
testovani A. uralensis vykazovala nespecifické amplifikace u vzorka s potvrzenou identitou

pro A. flavicollis a A. sylvaticus. Dva vzorky zcelého souboru ze SalaSe, které
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neamplifikovaly produkt ani s A. flavicollis nebo A. sylvaticus primery pak pti A.uralensis
PCR testovani neamplifikovaly dostatecné jasny vysledek, ktery by dokazal vyvratit Ci
potvrdit jeji pfitomnost. OvSem pii studii Balazové (2021) bylo u téchto vzorkt nalezeno
nékolik patogent; jedna se tedy o dostate¢né objemny a spravné vyizolovany vzorek DNA.
Jednim z divodi nejednoznacnych vysledka by tedy mohlo byt, Ze pro tvorbu primerti nebyl
vybran vhodny usek DNA, ktery by byl dostatecné druhové specificky. Jedna ze studii (Gil
de Mendonga, 2012), podle které byl par primert pouzit, prostiednictvim PCR identifikovala
vétsSinu vzorkd jako A. uralensis a DNA neamplifikovala pfi pouziti primerd pro
A. sylvaticus se vzorky A. uralensis. Nicméné€, druha studie, ktera zde byla pouzita jako
zaklad testovani (Bugarski-Stanojevi¢, 2013), pouzila pfi svém testovani s primery pro
A. sylvaticus i A. flavicollis jako kontrolni skupinu A. uralensis, vyhodnotila 6 vzorka ze 17
jako pozitivni pfi testovani oproti obéma témto primerim. Tyto vzorky byly nejdiive
potvrzeny jinymi molekularnimi metodami jako A. uralensis, ale dle autora idajné dochazi
k prekryvu sekvence cytochromu b v evropskych populacich téchto tii kryptickych mysic.
Jedna se tedy zifejmé o nesrovnalosti s pouzitymi primery a je potfeba identifikovat chybu

v metodé a upravit ji tak, aby dokéazala poskytnout jednoznacné vysledky.

V Ceské republice je vyskyt Apodemus uralensis mapovan v Atlasu saved CR
(Andéra, 2011) a molekularnimi ¢i morfometrickymi metodami byl jeji vyskyt potvrzen
i v sousednich zemich v blizkosti hranic s Ceskou republikou, konkrétné napiiklad v Polsku
pobliz Beskyd (Cichocky, Wazna a Rupert, 2011) a na 40 % uzemi Slovenska (Danko
a Kristofik, 2012). Je tedy vysoce pravdépodobné, ze se u nas Apodemus uralensis opravdu
vyskytuje a pokud by tato studie probé&hla ve vétsim méfitku s optimalizovanou metodou,

nejspis by se ve vzorku objevila.

Useky DNA cytochromu b Apodemus sylvaticus, které byly pifi tomto vyzkumu
ziskany a sekvenovany, obsahuji tseky shodné u vSech zkoumanych jedinct a zaroveri jsou
100% shodné s velkym mnozstvi vzorkt ziskanych i v dalSich cCastech svéta (Norsko,
Svédsko, Francie, Holandsko aj.), a neni zde korelace s DNA jinych druhd. Jedna se tedy
o usek DNA, ktery je jednoznacné schopny urcit totoznost jedince, a proto vhodny pro

molekularni determinaci tohoto druhu.

Jak jiz dfive bylo feCeno, mySice spolehlivé mizeme urcit pouze prostiednictvim
morfometrickych a genetickych metod, pfi¢emz morfometrie je velmi zdlouhavy proces
a variabilita znakl ji Cini neuniverzalni. Pokud by tedy nékdo chtél provadét naptiklad

mapovani vyskytu na vétsim Gzemi, jako je napiiklad cela Ceské republika, tento zptisob
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neni optimalni. Navic od 60. let 20. stoleti morfologie zaostava a genetickd analyza je
v popredi, protoze je schopna odhalit informace nad ramec fenotypu (Lee a Palci, 2015).
Molekularni metody maji oproti t€ém morfologickym navic fadu vyhod. Vzorky potiebné
k jejich provedeni lze ziskat snadnéji, v mnohem vét§im mnozstvi a bez pfedchoziho
dikladného taxonomického vzdélani (Oyston et al., 2022). Diky databaze GenBank jsou

sekvence gent také vzdy snadno dostupné.

Z finan¢niho hlediska se v ptipadé PCR s pouzitim elektroforézy jedna o levnou
a spolehlivou metodu urcovani velkého mnozstvi vzorkl. Kromé nizkého financ¢niho
zatizeni se rovnéz jedna o postup relativné Casove usporn€jsi nez morfometricka identifikace
a nesporn¢ jednodussi, vyuzivajici zakladni molekularné biologické vybaveni. Postup prace

je velmi jednoduchy pro nauceni a je uveden v priloze (B).

V piipadé patogeni u druhti odchycenych na Salasi je jednoznatné nejvyssi
prevalence bakterie rodu Bartonella spp. Takovy vysledek byl o¢ekavany, tato bakterie byla
ve velkém zastoupeni nalezena u Apodemus flavicollis jiz v diivejsich studiich ze zahranici
(Spitalska et al., 2017, Mardosaité-Busaitiene, 2019) i v ramci Ceské republiky (Obiegala et
al., 2019). Ve svéteé bylo dosud zaznamenano pouze 24 piipadi nakazy bartonellou, kde
zdrojem patogenu byli mali hlodavci, avSak tato skuteCnost mize byt zpusobena
i nedostate¢nou informovanosti lékaifi o nakaze samotné, nebo nedostateCné laboratorni
vybaveni pro jeji odhaleni (Kriigel et al., 2022). Co se tyCe A. sylvaticus, podle vzorku
ziskaného pfi této studii nelze vytvaret zavéry o prevalenci bartonelly. Bartonella spp. se
vyskytovala u mensiho procenta jedinct z naseho vzorku, nicméné pokud bychom chtéli
znat pravdépodobnost vyskytu u tohoto druhu, bylo by nutné ziskat vétsi pocet jedinca.
Vyskyt bartonelly u A. sylvaticus rovnéz neni tak dobfe mapovan v pfedchozich studiich,
nicméné jeji vyskyt byl potvrzen v men§im mnozstvi nez u A. flavicollis (Holmberg et

al., 2003, Knap et al., 2007) nebo nenalezen viibec (Spitalska et al., 2017).

Vsechny ostatni patogeny, které byly u mysic nalezeny, se vyskytovaly pouze
u A. flavicollis. Nicméné u tak malého vzorku A. sylvaticus nelze vyvratit, ze i tento druh
muze byt jejich prenaseCem. Konecné, dva vzorky, které nebyly molekularni metodou
identifikovany, obsahovaly kromé prevalentni bartonelly také borrelii. Pokud by se jednalo
o jedince druhu Apodemus uralensis, znamenalo by to prvni potvrzeni vyskytu téchto dvou
patogent u tohoto druhu v nasi zemi. Je tedy ziejmé, Ze pro dalsi zavéry je nutné rozsiteni
vzorku a rovné€z pro Uplné ziskani prevalence u vSech druhti je potieba dalSich srovnavacich

lokalit.
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vees

A. flavicollis je dulezita pro urCeni rizika zoon6z v rizném prostiedi a v tomto vyzkumném

sméru se bude pokracovat.

V budoucnu bude dale potieba ziskat vétsi pocet vzorkli, aby bylo mozné
optimalizovat 1 determinacni metodu pro Apodemus uralensis. Poté bude mozné jak
mapovani vyskytu vSech tfech kryptickych mySic na naSem tzemi, tak analyza chorob

prenasenych jednotlivymi druhy.

Pokud bychom chtéli metodu jesté zjednodusit, je mozné pievést soucasnou end-point PCR
na qPCR; tato metoda umozni provadét determinaci bez potieby elektroforézy, tudiz by byl

usetten jak dalsi Cas, tak finan¢ni prostredky.
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6 ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo provést a optimalizovat molekularni determinaci tii
kryptickych druhG mysSic: Apodemus sylvaticus, A. flavicollis a A. uralensis. Vyzkum se
soustiedil na optimalizaci metody PCR, specifickou identifikaci jednotlivych druht

a analyzu patogentl prenasenych témito hlodavci.

Vysledky ukazaly, ze soucasnd metoda PCR je efektivni pro odliseni dvou
nejbéznéjsich druht, A. sylvaticus a A. flavicollis. Piestoze bylo zjisténo, ze A. flavicollis
vyrazné¢ dominuje v prirodnim biotopu na modelové lokalit¢ Salas, nebyly nalezeny
vyznamné rozdily ve vztahu k pfitomnosti patogent mezi témito druhy. A. flavicollis
vykazuje vysokou prevalenci patogenl, vCetné bakterii rodu Anaplasma, Rickettsia,
Leptospira, Bartonella a Borrelia, stejné jako prvoku rodu Babesia. Na druhé stran€,
A. sylvaticus nesla pouze bakterii rodu Bartonella, ale byl ziskan pouze maly vzorek tohoto

druhu pro vytvareni zaveéra.

Optimalizace metody PCR, kterd spocivala predev§im v upraveni teplot pro
specifické primery, umoznila presnéjsi a spolehlivejsi determinaci druhd. Sekvenovani
potvrdilo identitu amplifikovanych produktt, coz potvrdilo validitu pouzitych metod.
Vyzkum naznacuje, ze dalsi zjednoduseni a zefektivnéni metody by mohlo byt dosazeno
pfechodem na qPCR, kterd eliminuje potiebu elektroforézy, ¢imz by se snizily Casové

a finan¢ni naklady.

Studie rovnéz ukazala potiebu ziskani vét§iho mnozstvi vzork pro optimalizaci
determinace u tfetiho druhu, A. uralensis. Tento krok by umoznil komplexnéj§i mapovani
vyskytu vSech tii kryptickych druhti na nasem tzemi a podrobné€jsi analyzu chorob

prenasenych jednotlivymi druhy.

Zavérem lze konstatovat, ze tato prace prispéla k rozsifeni znalosti o molekularni
determinaci mysSic rodu Apodemus a oteviela nové moznosti pro budouci vyzkum. Ptesto
zustava nékolik oblasti, které vyzaduji dalsi zkoumani, zejména s ohledem na ekologické
interakce mezi druhy a jejich roli v pfenosu zoonotickych patogenti. Dalsi vyzkum by mél
zahrnovat nejen Sir§i spektrum vzorkd, ale také vylepSeni molekularnich technik, které
umozni jesté presnéjsi a efektivnéjsi identifikaci a analyzu téchto dulezitych hlodavcich
druht.
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PRILOHY

Priloha A. Poster ve spolupraci s kolegy z VETUNI Brno tykajici se vyzkumu v této

praci prezentovan na Zoologickych dnech 2024.
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Modelova lokalita Sala3 (49°08'N 17°21'E) se nachazi v pohofi Chfiby pabliz Uherského Hradisté. Pravldelné
odchyty zde probihaji od roku 2014 jako soutast vyuky VETUNI Brno, vidy na konc
listopadu. V roce 2019 byl navic proveden srovnavaci odchyt v srpnu (dale oznacovany jako 2019a, podzimni
je pak 2019b).

Kdo nds to chyta?

Odchyty provédi studenti VETUNI Brno v rdmci

K am jsou a i pasti a jsou knoty ~ kousky tkaniny osmazené v jiice ze sadla praktickych cviéeni z pfedmétu Nemoci volné
a mouky. Pasti |sou poklédénv v liniich (viz. mapa) zdrove se stmivanim a sbirany s vychodem Slunce dal3f gijicich zvifat. U& se rizné zplsoby odchytu
den. Tim je mi sance ych odchyti predeviim ptaké. Pasti jsou vidy pokladany do obratlovcl, manipulace s nimi a odebirani
ruznych typ prostfedi (dubovo-habrové lesy, smrkové y, smiené lesy, zahrady, bfehy potoka, vzorkil. Jednou ze soutasti cviten je i kladeni

pasti a nasledna pitva drobnych savcd,

okraje poli a dalsi ekotony). Potet poloZenych pasti neni vidy Gpiné stejny, ale cilem je mit 1200 — 1500
pastonoci kaidy rok. i jedinci slouzi im pro vyzkum ickych patogen(i a pfi pitvé jsou > Ea ‘nade zikiadell
jim odebuény rlizné tkafiové vzorky, vnitini a vnéjsi parazlu = 4

— lnie soér
* terénni 28kadna

Kolik se chytlo druhi? \ Koeficient vyskytu hrabosi Korelace odchyti
Za 10 let odchytd jsme odchytili celkem 892 | pro posouzeni hrabosi situace v oblasti nasi lokality jsme si  Potty odchycenych jedinci jednotlivych druhi hlodaved spolu
jedincti patficich k 5 druhtm hmyzolravel, | spogitali koeficient vyskytu. Vychdzi z dat, kters pravidelné  koreluji, hodnoty Pearsonova testu jsou 0.67 (Apodemus sp. —
6 dobre urtitelnym druhtim hlodaveli a 23 5 etejituje Ustfedni kontrolni a zkusebni tstav zem&dglsky. Vyskyt M. glareolus), 0.56 (Ap sp. = A. agrarius) a 0.92 (M.
druhtim mySic 2 podrodu Sylvaemus (mySice | b0 ma 4 mozné stupné, kterym jsme pi‘liadlll hodnoty 1 - -4. glareolus — A. agrarius). Cykly jsou provézény také s cykly
lesnf Apodemus flavicolls, mysice kfovinnd |\ jeqng gisio je priy Wskytd) 2 nejbli hrabosd, ale zd se, 7e je zména o néco opoidénd a neodpovida
A. sylvaticus a pravdépodobné také mydice ||\ i g0k y obou grafech oznaduli mista, kde je pozorovatelny | pfesné Vysvétlenim miZe byt spiSe lesni charakter lokalit s

\ melocks; 4. uralensts) / trend zmény jak u hrabosd, tak u nami chytanych druhd. relativné malou navaznosti na pole. Lze predpoklddat, e
= - dravcim bude néjakou dobu trvat, ne se z tohoto prostfedi
\ Ot Al o ) stihnou lovit hrabose do poli a naopak po kolapsu hrabosi
ik Iratuieh Joron s 4 R obfas o haneiciamy populace se uchyli do lesa, kde hledaji zdroj potravy a zvyi tak

1 l tlak na mistni druhy.

e — e

Odchyty v jednotivich letech Lze myice uréit spolehlivé do druhu?
Snad, za pouziti molekuldrnich metod,
. - preététe si o tom nize
B | |
: PCR metoda na uréeni druhii mySic podrodu Sylvaemus
. B Na studované lokalité se mohou vyskytovat véechny nase 4
B druhy mysic, z nich pouze m. temnopasa (A. agrarius) je
ko) e dobfe urtitelna. Pro presné druhové uréovani ostatnich
ocarmsazrs @ tacrons ancs druh@ testujeme vyuZiti PCR (cyt-b, napf. dle Bugarski-
b Stanojevic 2013).

i Prenssime patogeny?

Ana. Prozatim byly v hiodaveich | hmyzoZraveich
potvrzeny bakterie Anaplasma
phagycytophilum, Rickettsia spp., Bartonella
spp.,  Leptospira interrogans,  Borrelia
burgdorferis. lato a prvok Babesia spp.
Pokud se vie podafi, miiete se na
prednésku o nalich ndkazich na pfistich
Zoodnech. /
N

Urditd mira specifity zndmych primerii je patrnd z prvnich
pokusd, vyzvou ziistava ziskani vhodnych referenénich vzorki
viech druhi a naslednd optimalizace metody a idedlné jeji

Mapa vyskytu nasich druhl mysic, dle
a) A sylvaticus, b) A. flavicolls, c) A. agrarius, d) A. uralensis prevedeni na qPCR.
Zervenym krouzkem oznacen nas dtverec.




Priloha B. Postup prace pri determinaci druhtt metodou PCR.

1. Vyroba PCR reakéni smeési

V prvnim kroku je potfeba namichat reakéni smés obsahujici: PPP MasterMix,
primery pro dany druh ve variantach forward a reverse, PCR vodu a izolovany vzorek DNA.
Nejjednodussi postup je vyroba reakéni smési odpovidajici svym mnozstvim poctu vzorku,
rozpipetovani do zkumavek a nasledné ptidani DNA. Je nutné, aby prace s DNA probihala

v dekontamina¢nim PCR boxu, ktery chrani vzorky DNA pted kontaminaci.

2. Nastaveni PCR programu v thermocycleru

Po uzavieni zkumavek a jejich vlozeni do thermocycleru se peclivé uzavie viko a
nastavi se program s danymi teplotami pro jednotlivé kroky reakce, pocet opakovani reakci
a jejich délka, mnozstvi smési obsazené ve zkumavkach a teplota vika thermocycleru. Poté

lze program spustit.
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3. Pfiprava gelu na elektroforézu

Smés na vyrobu gelu (pufr + agar6za) potrfebného k elektroforéze je smichan pfimo
do varné sklenice v uréeném poméru, peclivé promichan a vlozen do mikrovinné trouby.
Délka ohfivani zavisi na priabéhu rozpousténi agaru v pufru, je potieba pravidelné po
kratkych intervalech (cca 30 s) roztok kontrolovat. Rozpusténa agaroza se pozna tak, ze je

roztok naprosto Ciry.
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Po rozpusténi nadobu vytdhneme a nechame bud’ vychladit (delsi Cekani), nebo
zchladime vlozenim sklenice do studené vody. Idealni teplota pro dalsi postup je takova, pii

které po pfiloZeni na ruku nadoba nepali. Pti takové teploté vlozime barvivo a promichame.

Do pfipravené nadobky poté opatrné gel vlijeme tak, aby v ném nezistaly bubliny.
Nasledné vlozime do gelu hieben, ktery nam po zatuhnuti vytvoii jamky pro vlozeni PCR
smesi.

4. Elektroforéza

Po zatuhnuti gelu a opatrném odebrani perforacnich hiebent vlozime gel i
s podkladovou destickou do zafizeni pro elektroforézu. Poté vlijeme pufr TBE do nadoby
s gelem tak, aby byl cely ponofeny. Nyni mizeme pipetovat vzorky do jednotlivych jamek.
Pro snadnéjsi odecet délky jednotlivych sekvenci DNA vlozime alespoii do jedné z jamek
tzv. zebfik, ktery vytvori prouzky o riznych délkach, se kterymi pak prouzky jednotlivych

vzorkli miizeme porovnat.
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Po napipetovani vzorkli uzavieme nadobu vikem a spustime pfistroj, délka procesu
zavisi na velikosti molekul. Vzorky, které napipetujeme do jamek, putuji gelem od negativné

nabité katody k pozitivn€ nabité anodé€. Ty jsou na elektroforetickém aparatu vyznaceny.
5. Vizualizace vysledku

Po skonceni elektroforézy vyjmeme gel z nadoby a sundame jej z podkladové desky.
Vizualizace je moznad pomoci UV svétla, jelikoz jsou vzorky obarveny barvivem, které se
pod vlivem tohoto svétla zobrazi. V nasem piipadé byl pouzit vizualizacni piistroj VWR,
kde je potieba vlozit gel do tmavého boxu a spustit UV svétlo. Poté si Ize na obrazovce
nastavit parametry, jako je napfiklad jas a sytost pro optimalni zobrazeni. Gel timto

pfistrojem muzeme i vyfotit pro pozdéjsi vyuziti.




6. Opatreni a dodatky

Pti praci s DNA je potieba vzdy vysoké opatrnosti; je nutné pouzivat ochranné odévy
a rukavice a také pfi pipetovani jednotlivych vzorkit DNA vzdy vyménit pipetovaci Spicku.
Elektroforézu je vhodné provadét neprodlené po ukonceni PCR, jelikoz pfi ponechani
vzorkt delsi dobu maze ve smési dojit k nechténym reakcim, coz mize vést ke zkresleni

vysledku.

Béhem probihajici PCR reakce, ktera v tomto piipadé trvala pfiblizné 1,5 h, je mozné

pripravit dalsi vzorky ¢i gel na elektroforézu pro usetfeni ¢asu.

Veskeré informace o pouzitych chemikaliich a jejich pomérech, zafizenich a

materiala vyuzitych pro testovani jsou uvedeny v této praci v kapitole Material a metody.
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