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1. UVOD

Parazitem je oznaCovan organismus, ktery ziskava ziviny z jiného ¢i jinych
organisml (takzvanych hostiteli). Jednd se o vztah, kdy jeden z partnert (parazit)
ma ze souziti prospéch, kdezto druhy (hostitel) Skodu. Nejde tedy pouze o odborny termin,
ale o zivotni strategii (Northrop-Clewes a Shaw, 2000; Rueckert et al., 2019). Paraziti travi
vétsinu svych zivotnich cykli uvnité (endoparaziti) nebo na povrchu (ektoparaziti) svych
hostiteld. Svym hostitelim Skodi, ale obvykle je nezabijeji. Jejich cilem je prezit
a rozmnozovat se. VétSinou vedou ke snizeni biologické zdatnosti (zivotaschopnosti, fitness)
svych hostitelt (Rueckert et al., 2019). Jsou k tomuto zpisobu zivota dobie adaptovani,
atojak po strance morfologické (tvar téla, fixacni struktury) a fyziologické (specifické
zpusoby vyzivy, lokalizace v hostiteli, reprodukéni schopnost), tak schopnosti ovliviiovat
hostitele (ovlivilovani imunitniho systému, ovliviiovani chovani hostitele). Paraziti mohou
pro ¢lovéka predstavovat infekéni hrozbu. Mohou se vyskytovat a vyvijet v riznych ¢astech
(organech, tkanich) té€la svych hostitelt, a lze se jimi nakazit napifiklad konzumaci potravin
¢i  vody Kkontaminovanych vyvojovymi stadii parazita, dale také kontaktem
S kontaminovanymi pfedméty a povrchy, kousnutim, nebo prostfednictvim kontaminované
pudy.
strategii; dokonce se uvadi, Ze existuje vice druhll parazitickych, nez druhii volné Zijicich
Zastupci ,.klasickych® paraziti, tak, jak je zname jako tradi¢ni biologické kategorie (tj.
paraziti¢ti prvoci, Cervi a clenovci), patii do domény Eukaryota. Ta je na zéklad¢
molekularni fylogenetiky, morfologickych a ultrastrukturdlnich znakd a biochemickych
vlastnosti rozdélena na pét ,,superskupin® (diive tisi), Z nichz téméf kazda obsahuje néjakého
parazitického zastupce. S parazity se tak setkavame v rdmci skupin Amoebozoa, Excavata,
Opisthokonta, a Sar (Stramenopila, Alveolata, Rhizaria) (Adl et al. 2012). Mezi Alveolata
patiti kmen Apicomplexa, jehoZ zastupci jsou jedni z nejvyznamnéjSich a celosvétove
rozSifenych paraziti Cloveka i zvirat; patii sem napiiklad rody Plasmodium, Toxoplasma,

Cryptosporidium nebo Eimeria (Keeling et al., 2005; Rueckert et al., 2019).



1.1 Obecna charakteristika kmene Apicomplexa

Kmen Apicomplexa je velkou a riznorodou skupinou jednobuné¢nych eukaryot, jejichz
zastupci ziji vyhradné paraziticky. Jsou to intracelularni paraziti infikujici rizné hostitele
od primitivnich bezobratlych az po vyspélé obratlovce véetné ¢lovéka (Barta, 1989). Tito
paraziti jsou rozsifeni na vSech kontinentech. Mnoho druha tvofi silnosténné cysty, které
chrani parazita ve vné&jsim prostiedi mésice az roky. Paraziti jsou zavisli na svych hostitelich
po vétsinu svého zivotniho cyklu. U zvitat ve volné piirodé byva obvykle patogenita vétSiny
druhii nizka, avSak v chovech (napt. driibezatsky primysl) mohou zplisobovat vysokou

mortalitu, a tudiz i velké ekonomické ztraty. Z 1ékatrského hlediska Apicomplexa piedstavuji

nejvyznamnéjsi parazity (Votypka et al., 2016).

Ptechod od predace k intracelularnimu parazitismu je jednim z nejpozoruhodnéjsich
ryst v jejich vyvoji. Pfedpoklada se, ze k této udalosti doslo v dob¢€ divergence dinoflagelatt
a apikomplex. Na zaklad¢ skute¢nosti, Ze vSichni zastupci kmene Apicomplexa jsou
paraziti¢ti, predpoklada se, Ze se pivodné vyvinuli v bezobratlych hostitelich, a teprve

pozdéji doslo k jejich hostitelskému ptreskoku na obratlovce (Kopecna et al., 2006).

Nazev kmene je odvozen od latinskych slov apex (nahoie) a complexus (obsahuje),
nebot’ se vyznacuje piitomnosti evolu¢né jedine¢ného komplexu morfologickych struktur,
tzv. apikalniho komplexu, u nékterych svych vyvojovych stadii - zoita (Adl et al., 2019).
Apikélni komplex je sada organel sloZzend ze sekrecnich a cytoskeletarnich struktur (Votypka
et al., 2016). Zprosttedkovava procesy invaze do bunék hostitele. Tento komplex byl poprvé
pozorovan U parazita Toxoplasma gondii pomoci transmisni elektronové mikroskopie
(TEM), a poté byl intenzivné studovan i ujinych paraziti (Okamoto a Keeling, 2014).
Nachazi se v ptredni ¢asti zoitl a je viditelny pouze elektronovym mikroskopem (Dyson et
al., 1994). Jeho ptuvod je nejasny; Jednim z divodu je skutecnost, Ze se vyskytuje pouze
v invaznich stadiich parazita (zoitech), kde je bicikovy aparat morfologicky redukovan
na par centrioll; bi¢iky jsou zndmy pouze u nékterych gamet, které vSak postradaji apikalni
komplex. Nikdy neexistuje soucasn¢ s jinymi cytoskeletalnimi strukturami, napiiklad

s bi¢iky (Okamoto a Keeling, 2014).

Apikalni komplex se obvykle sklada z polarniho kruhu, ktery slouZzi jako organiza¢ni

centrum pro subpelikularni mikrotubuly. Uspofadani subpelikularnich mikrotobul se lisi



mezi jednotlivymi zastupci apikomplex (Morrissette a Sibley, 2002; Portman et al., 2013).
Dalsi soucasti jsou rhoptrie, mikronemy a denzni granula, coZ jsou sekre¢ni organely, které
vytvareji proteiny a lipidy nezbytné pro vstup do hostitelské buiiky. U nékterych zastupcu
apicomplex se vyskytuje konoid tvofeny tubuly z tubulinovych polymeri s koncovymi
krouzky (Portman et al., 2013) (Obr. 1). Zastupci kmene Apicomplexa maji apikoplast,
vysoce redukovany nefotosynteticky plastid, ktery syntetizuje mastné kyseliny a izoprenoidy

nezbytné pro zivotni funkce a pieziti parazita (Votypka et al., 2016).
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Obr. 1: Morfologie zoita kokcidie rodu Eimeria (ptevzato z Chroust et al., 1998).

Apicomplexa maji charakteristicky zptisob bunécného déleni, pii kterém se tvori
dcefiné bunky uvnitt matetské bunky (tzv. endodyogonie). Pelikuly, které jsou tvoteny
z alveolarnich vakd, a proteinova kostra s asociovanymi subpelikularnimi mikrotubuly patii
mezi prvni struktury vytvofené v novych dcefinych bunikach, coz umoziuje zajisténi opory
pro jadra a organely. Markery pro konoid se objevuji na pocatku tvorby dcefinych bunék,
coz naznacuje, ze se apikalni komplex formuje jiz na zacatku tohoto procesu. Apikalni
komplex tak hraje klicovou roli jak pii déleni bun€k, tak pfi priniku do hostitelskych bunék
(Katris et al., 2014).



1.2 Taxonomie kmene Apicomplexa

Podle nejnovéjsi revize taxonomie eukaryot (Adl et al., 2019) je kmen Apicomplexa

¢lenén nasledovné:
Alveolata Cavalier-Smith, 1991

- skupina vyznacujici se kortikalnimi alveoly (n€kdy muze dojit k jejich druhotné ztratg),

a mitochondriemi s tubularnimi nebo ampulovitymi Kristami.
Apicomplexa Levine 1980, emend. Adl et al., 2005

- paraziti s apikalnim komplexem skladajicim se z rhoptrii, mikroném, konoidu,
subpelikularnich mikrotubuli, a jednoho nebo vice polarnich prstencti. Charakteristicky

je aktivni klouzavy pohyb sporozoitt (tzv. gliding).
Aconoidasida Mehlhorn et al., 1980
Haemospororida Danilewsky, 1885
Piroplasmorida Wenyon, 1926
Nephromycida Cavalier-Smith, 1993, emend. Adl et al., 2019
Conoidasida Levine, 1988

- zastupci s kompletnim apikalnim komplexem (v¢etné konoidu) pfitomnym minimalné

ve vSech nepohlavnich, pohyblivych stadiich, tzv. zoitech.
Coccidia Leuckart, 1879

- vyvoj gamet je intracelularni; zygota je pohybliva ziidkakdy; ze zygoty vznikaji oocysty,

uvnitf nichz jsou obvykle lokalizovany sporocysty.
Adeleorina Léger, 1911
Eimeriorina Léger, 1911

- mikrogamety a makrogamety se vyvijeji nezavisle; zygota je nepohybliva; sporozoity

jsou obvykle uzavieny uvnitt sporocysty, ktera se nachazi v oocyste.

Gregarinasina Dufour, 1828



Archigregarinorida Grasse, 1953

Eugregarinorida Léger, 1900

Neogregarinorida Grasse, 1953

Cryptogregarinorida Cavalier-Smith, 2014, emend. Adl et al., 2019

Blastogregarinea Chatton a Villeneuve, 1936, emend. Simdyanov et al., 2018
1.3 Celed’ Eimeriidae

Skupina Eimeriorina se déli na dvé Celedi, Eimeriidae a Sarcocystidae. Kokcidie
Celedi Eimeriidae patii K nejpocetnéjs§im zastupcim parazitickych protist obratlovcu.
Vyznacuji se pomérné slozitym Zivotnim cyklem, ve kterém dochazi ke stfidani pohlavniho
a nepohlavniho rozmnozovani (McAllister et al., 2017). Identifikace a determinace rodi
a druhit kokcidii je zaloZzena na mnoha faktorech — naptiklad na morfologii oocyst,
hostitelské specifité, biologickych charakteristikach, ¢i na lokalizaci infekce v hostiteli
(Pellérdy, 1974; Long, 1982; Duszynski a Wilber, 1997; Slapeta et al., 2000; Berto et al.,
2014). Vétsina tradi¢nich taxonomickych studii a popist druhii je vSak zaloZena pouze
na morfologii vysporulovanych oocyst. Ukazalo se vSak, ze nékteré morfologické znaky
oocyst (napft. délka a $itka oocyst, jejich tvar, délka a Sitka sporocyst) jsou v priabéhu vyvoje
kokcidii nekonzistentni, nebo se jejich rozméry mezi jednotlivymi druhy vzajemné
prekryvaji (Duszynski, 1971; Long a Joyner, 1984; Parker a Duszynski, 1986; Kvicerova

a Hypsa, 2013), coz zna¢né€ znesnadiuje, az mnohdy zcela znemoznuje determinaci druhu.

V soucasné dobé¢ Celed” zahrnuje 18 rodii S jednohostitelskym neboli monoxennim
vyvojovym cyklem. VétSina druhiit monoxennich kokcidii se vyznacuje vysokou hostitelskou
specifitou, tj. schopnosti infikovat obvykle jen jeden zivodisny druh. Vicehostitelsky neboli
heteroxenni vyvojovy cyklus je v ramci této ¢eledi vyjimkou (Chroust et al., 1998); patii
sem naptiiklad druh Goussia carpelli z rodu Goussia, parazitujici u kaprovitych ryb (Jirkd et
al., 2009).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McAllister%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30148286

1.3.1 Charakteristika vyznamnych rodii ¢eledi Eimeriidae
Caryospora

Zastupci tohoto rodu se vyznacuji tvorbou jedné sporocysty s 0Smi Sporozoity.
Parazituji zejména Vv tenkém stifevé hadll a dravych ptakt. Vyvojovy cyklus vétSiny druhii
je vyhradné¢ monoxenni. U n¢kolika druhti byl vSak popsan fakultativné heteroxenni
vyvojovy cyklus, pii kterém dochazi ke tvorbé specifickych stadii, takzvanych karyocyst.
Karyocysta predstavuje klidové, tzv. dormantni stddium, obsahujici ,,spici sporozoity, tzv.
hypnozoity (Upton et al., 1984). Vyvoj fakultativné heteroxennich druhti pak mtize probihat
dvéma zpisoby. Infikuje-li se primarni hostitel (ptdk, had) vysporulovanymi oocystami,
dojde ungj k vylucovani oocyst, atudiz ke stejnému prubéhu jako pii monoxennim typu
vyvoje. K odlisnému vyvoji pak dochazi u sekundarnich (transportnich) hostitelti (napf.
hlodavcit), u kterych po pozieni vysporulované oocysty dochazi ke tvorbé karyocyst. Kazda
karyocysta pak obsahuje jeden hypnozoit. Tento hypnozoit se stava infekénim ve chvili, kdy
dravec ¢i had pozfe takto infikovaného hlodavce (Pellérdy, 1974; Chroust et al., 1998).

Cyclospora

Zastupci rodu Cyclospora maji kulaté oocysty se dvéma sporocystami se Stiedovymi
télisky. Kazda sporocysta obsahuje dva sporozoity. Maji monoxenni vyvojovy cyklus.
Parazituji u primatt a u ¢loveka, v nichz se vyvijeji uvnitf epitelialnich bun€k tenkého stieva
(Duszynski a Upton, 2001). Mohou zptisobovat prijmova onemocnéni. U ¢lovéka je fadime
mezi takzvané oportunni parazity, tj. parazity, ktefi mohou vyvolat zadvazny klinicky pribéh

infekei u imunosuprimovanych osob (Ortega et al., 1993, 1994).
Eimeria

Do tohoto rodu patfi celd fada vyznamnych paraziti domacich a hospodarskych
zvitat (napf. dribeze, kraliku, skotu, prasat apod.). Oocysty zastupcu rodu Eimeria jsou
obvykle vejcitého nebo elipsovitého tvaru a velikosti (délky) okolo 20 um. Uvniti oocysty
se nachdzeji Ctyfi sporocysty se Stiedovymi télisky. Stiedovo télisko ma podobu cepicky
nachazejici se na jednom poélu sporocysty; funguje jako ,,zatka*, pomoci které se sporocysty
oteviraji, aby mohlo dojit kuvolnéni sporozoiti. Kazda sporocysta obsahuje vzdy

dva sporozoity. Vyvojovy cyklus tohoto rodu je monoxenni (Pellérdy, 1974; Long, 1982).



Goussia

Oocysty tohoto rodu maji Ctyfi sporocysty, na nichz se nachazeji dvé chlopné spojené
podélnym Svem. Ty slouZi jako excystaéni struktury - sporocysty se jimi oteviraji, aby
mohlo dojit k uvolnéni sporozoitti. Kazda sporocysta obsahuje dva sporozoity. Sténa oocyst
je zpravidla tenka a elasticka, t€sné obepinajici sporocysty. Dal§im z typickych znakt rodu
je absence rezidua oocysty. VéEtSina druhll je monoxennich, avSak existuji vyjimky. Tento

rod byl popsan u sladkovodnich a moiskych ryb a u obojzivelniku (Jirka et al., 2009).
Isospora

Oocysty rodu lsospora tvoifi dvé sporocysty. V kazdé sporocysté se nachazeji
Ctyfi sporozoity. Sporocysty maji Stiedovo télisko. Jednd se vétSinou o parazity plazi
a ptakl, zejména p&vcl. Maji monoxenni vyvojovy cyklus (Long, 1982; Carreno a Barta;
1999, Barta et al., 2005).

Tyzzeria

Rod Tyzzeria tvoii oocysty bez sporocyst. Kazda oocysta obsahuje
8 volnych sporozoitl, které jsou obklopeny tenkou vrstvou membrany. Parazituje naptiklad

u kachen a hus. Vyvojovy cyklus je monoxenni (Long, 1982; Ghimire, 2010).
Wenyonella

Rod Wenyonella tvofi oocystu se Ctyfmi sporocystami, v kazdé sporocysté
se nachdzeji Ctyfi sporozoiti. Typicky je monoxenni vyvojovy cyklus podobny kokcidiim

rodu Eimeria a Isospora. Tento rod parazituje u plaza (Pellérdy, 1974; Ghimire, 2010).



1.4 Rod Eimeria

Rod Eimeria je druhové nejpocetnéjSim rodem v ramci kmene Apicomplexa. Dosud
bylo popsano vice nez 1700 druhii kokcidii rodu Eimeria, a to z riznych hostitelli, zejména
obratlovct (Duszynski a Upton, 2001). Pro rod je typicky monoxenni vyvojovy cyklus.
Po ukon¢eni endogenniho vyvoje v hostiteli jsou nezralé (tzv. nevysporulované) oocysty
vyluCovany trusem do vnéjSiho prostiedi, kde dozravaji do infek¢éniho stadia,
tzv. vysporulovanych oocyst. Vysporulovand oocysta obsahuje Ctyfi sporocysty, v kazdé
sporocysté se nachazeji dva sporozoity (Obr. 2). Nékteré druhy rodu Eimeria jsou
veterindrné vyznamné, zejména druhy infikujici driibez, skot nebo kréliky, nebot” mohou byt
vysoce patogenni. Mezi klinické projevy infekce stievnimi eimeriemi patii prijem,
inapetence, anorexie, celkova slabost az ataxie, které vedou ke snizeni fitness hostitele,
az k jeho smrti. Ve velkochovech hospodaiskych a farmovych zvitat proto byva provadéna
fada hygienickych opatieni slouzicich ke kontrole kokcidiozy, jako je napiiklad pravidelné
dukladné cisténi a dezinfekce. V soucasné dobé je uéinna vakcinace proti kokcididze
zpusobené zastupci rodu Eimeria k dispozici pouze pro kur domaci; pokusy o vytvoieni
vakciny pro jiné druhy hospodéiskych zvifat (napt. kraty, kraliky) byly zatim netspésné
(Florin-Christensen a Schnittger, 2018).

Obr. 2: Vysporulovana oocysta Eimeria vermiformis (pievzato z Ernst et al., 1971).



Jednotlivé druhy rodu Eimeria lze rozliSovat na zakladé téchto znakd a charakteristik

(Joyner a Long, 1974; Duszynski a Wilber, 1997; Tenter et al., 2002; Berto et al., 2014):

tvar, velikost a morfologie oocyst, sporocyst a vnitinich struktur vysporulovanych oocyst
druh hostitele, mira hostitelské specifity

morfologie endogennich stadii a jejich lokalizace v hostiteli

mira patogenity

délka prepatentni a patentni periody, doba sporulace

sekvence jednoho ¢i vice genti daného druhu eimerie

1.4.1 Zivotni cyklus kokeidii rodu Eimeria

Zivotni cyklus kokcidii rodu Eimeria je monoxenni, to znamen4, Ze viechny jeho
faze probihaji v jednom hostitelském jedinci. Ma fazi endogenni, k niz dochazi v hostiteli,
a zahrnuje nepohlavni i pohlavni rozmnozovani. Po ni nasleduje faze exogenni — zrani
oocyst (sporulace), ke které dochazi ve vnéjs$im prostiedi mimo organismus hostitele.
Oocysty, které jsou do wvné&jsiho prostiedi vylucovany trusem hostitele, nejsou
vysporulované. Stanou se tak az ve vnéjSim prostfedi za vhodnych podminek (vhodna
teplota a vlhkost, pfitomnost vzduSného kysliku). Vysporulované oocysty jsou odolné
a mohou v prostiedi prezivat i déle nez rok (Duszynski a Upton, 2001; Chartier a Paraud,
2012).

Po pozieni vysporulované oocysty vhodnym hostitelem dochazi k uvolnéni
sporozoitli ze sporocyst a nasledné i z oocyst. Tento jev se nazyva excystace. Za ptisobeni
mnoha faktord (télesna teplota hostitele, redukcni potencidl, faktory podminujici excystaci)
dochazi k rozruSeni stény oocysty nebo k rozvolnéni §vii a Stiedovych télisek sporocysty,

a nasledn¢ pak k uvolnéni sporozoiti (Duszynski a Upton, 2001; Chartier a Paraud, 2012).

K priniku sporozoitu do hostitelské buniky slouzi organely apikalniho komplexu.
Penetraci sporozoity pronikaji do epitelialnich bun¢k stfeva, kde dochéazi k mitotickému
déleni. Nepohlavni rozmnoZovani, merogonie (nazyvana téz schizogonie), probiha obvykle

ve stievé a to v tenkém nebo Vv tlustém, v zavislosti na konkrétnim druhu eimerie (Chartier



a Paraud, 2012). Vzniklé meronty produkuji merozoity, které se poté uvoliuji z roztrzené
hostitelské bunky a iniciuji dal$i merogonii. Obvykle existuje n€kolik (vétSinou 2-7) téchto
nepohlavnich generaci, které se lisi potem a morfologii merozoitt (Duszynski a Upton,

2001; Votypka et al., 2016).

Merozoity posledni generace se po pruniku do hostitelské bunky pteméni v pohlavni
stadia, gamonty. Dochazi k takzvané gametogonii. RozliSujeme samé¢i mikrogamonty
a sami¢i makrogamonty. Sam¢i mikrogamonty se na rozdil od samicich makrogamontt
mnohokrat déli za vzniku mikrogamet. Makrogamont se jiz nedéli, pouze roste, a piipravuje
se na oplozeni mikrogamontem; obsahuje jediné jadro a elektronové denzni t¢liska nazyvana
Wall Forming Bodies (WFB), tvofici stény budouci oocysty; existuji dva typy téchto télisek
- WFB | opriméru pfiblizné¢ 1,6 ym, a WFB Il o priméru az 1,8 pm. PO priniku
mikrogamontu do hostitelské buiiky napadené makrogamontem dochazi k fazi obou téchto
haploidnich stadii, a tudiz k oplozeni (Florin-Christensen a Schnittger, 2018). Vzniklé
diploidni zygoty se nasledné vyvijeji v oocysty, které jsou vylucovany do vnéjsiho prostiedi
trusem hostitele nevysporulované, a tudiz neinfekéni. Jejich zrani (sporulace) tak musi byt
dokonceno ve vnéjSim prostiedi. Cely vyvojovy cyklus obvykle trva 1-3 tydny v zavislosti
na druhu eimerie a podminkach prostiedi (Pellérdy, 1974; Long, 1982; Duszynski a Upton,
2001; Votypka et al., 2016).

1.4.2 Hostitelska specifita kokcidii rodu Eimeria

Termin hostitelskd specifita vyjadiuje, do jaké miry je parazit pfizpisoben svému
hostiteli/hostitelim a po¢tu druhti hostitele, které muze Gspé$né parazitovat. Je ovlivnéna
interakci mnoha faktort: hostitele a jeho vlastnostmi (pohlavi, stafi, vyzivny stav, stav
imunitniho systému, potravni strategie, chovani), parazita (naptiklad jeho zplisobem S§ifeni),
biotickymi a abiotickymi faktory prostiedi, a v neposledni fadé¢ také nejriznéjSimi
(ko)evolucnimi udalostmi. Paraziti jsou pfizpisobeni konkrétnimu prostiedi hostitele.
Vysoce specifi¢ti paraziti jsou silné prizptisobeni svému hostiteli, coz umoziuje jejich vyssi
dlouhovekost v hostiteli. Paraziti snizsi hostitelskou specifitou jsou schopni vyuzivat
nékolik hostitelskych druhi, coz naopak usnadiiuje moznost jejich Sifeni a zvySuje jejich

rozptyl (Poulin, 2007).
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Paraziti rodu Eimeria jsou historicky povazovani za vysoce hostitelsky specifické
(Pellérdy, 1974; Long, 1982; Duszynski, 1986). Pokusy infikovat jiné nez pivodni hostitele
riznymi druhy eimerii vétSinou selhavaly; i pfes nékolik protichidnych zavéra vétsina
odbornych praci vSak nakonec potvrdila pomérné vysokou hostitelskou specifitu eimerii.
Ve vétsiné experimentalnich studii byla hostitelskd specifita hodnocena dokoncenim
endogenniho vyvoje v daném experimentalnim hostiteli, tedy produkci oocyst (De Vos,
1970; Duszynski, 1986; Kvicerova et al., 2007). Ptestoze rod Eimeria patii k nejpocetné;jsi
skupiné kokcidii, téchto studii bylo provedeno jen n€kolik. Hostitelska specifita tak ziistava
ne zcela objasnéna. PrestoZze mira hostitelské specifity zastupct rodu Eimeria neni dosud
spolehlivé objasnéna, je pro né typické, ze nedochazi k jejich pienosu mezi jednotlivymi
¢eled'mi hostiteld. Existuje jedina dosud znama vyjimka, a to Eimeria chinchillae, popsana
z Cincily (Celed” Chinchillidae), ktera je schopna infikovat i n¢kolik riiznych roda celedi
Muridae (De Vos, 1970). Mezi dalsi parazity s nizsi hostitelskou specifitou patii napiiklad
Eimeria sciurorum, ktera je schopna infikovat hostitele riznych druhG rodu Sciurus
(Kvicerova et al., 2020). Naopak k parazitim s vyssi hostitelskou specifitou fadime
naptiklad drubezi nebo krali¢i eimerie (Wenyu et al., 2020) nebo druh Eimeria alorani, ktery
byl v Evropé prokazan pouze u jediného druhu mysice, Apodemus agrarius (Macova et al.,
2018).

V soucasné dobé¢ je na zaklad¢é molekularnich dat zietelna korelace mezi hostitelskou
specifitou a fylogenetickymi vztahy — jednotlivé druhy eimerii tvofi hostitelsky-specifické
fylogenetické linie - napiiklad linie eimerii infikujicich hospodaiska zvitfata, dribez, kraliky,
hlodavce, ryby apod. (Morrison et al., 2004; Matsuabayashi et al., 2005; Kvic¢erova a Hypsa,
2013).

1.4.3. Detekce kokcidii rodu Eimeria a determinace druhu

Pro studium a determinaci jednotlivych druht rodu Eimeria je nutné dodrzovat
zasady spravné manipulace. Soocystami je nutné zachdzet opatrné, udrZovat
je zivotaschopné a neposkozené. Po odbéru vzorki trusu je idealni jejich fixace ve 2,5-4%
vodném roztoku dichromanu draselného (K2Cr,07). Co nejdiive po odbéru by mély byt takto

fixované vzorky prelity do Petriho misky, ptipadné do oteviené vzorkovnice (bez uzavéru),
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kde by mély byt ponechany za pokojové teploty a za ptistupu kysliku po dobu 7-10 dnt,
aby mohlo dojit ke sporulaci piipadnych oocyst kokcidii (Duszynski a Wilber, 1997).

Oocysty jsou vyvojova stadia kokcidii, ktera zajiStuji odolnost parazita proti
mechanickému poskozeni. Umoznuji jedinci parazita prezit a zistat déle infekéni ve vnéjsim
prostredi. Nejcastéji je Ize detekovat pomoci klasické svételné mikroskopie; velikost oocyst
téchto protist vétSinou nepiesahuje 30 pm (Votypka et al., 2016). Mezi nejcastéjsi metody
detekce s naslednou svételnou mikroskopii patii flotatni metoda (Foreyt, 1990).
Pro pozorovani morfologickych ultrastruktur, napfiklad apikalniho komplexu, apikoplastu,
¢i excystacnich struktur, jsou upiednostnovany metody elektronové mikroskopie. K detekci
kokcidii lze pouzit také metody molekuldrni biologie zalozené na PCR s naslednym
Sangerovym sekvenovanim, nebo na ,sekvenovani nové generace” (Next Generation

Sequencing, NGS) (Votypka et al., 2016).

Popis a determinace druhti eimerii jsou zalozeny zejména na morfologii
vysporulovanych oocyst. Pro identifikaci je vhodné analyzovat z jednoho vzorku alespon 30-
50 vysporulovanych oocyst, U kterych jsme schopni zmétit délku a Sitku oocyst, délku
a sitku sporocyst, a vypocitat pomér délky a Sitky oocyst a sporocyst (tzv. shape-index, Sl).
Pomoci tohoto poméru se popisuje tvar oocyst (napiiklad subsféricky, vejcity, elipsoidni,
hruskovity). Déle je dllezitd sténa oocysty - pocet jejich vrstev, piiblizna tloustka
jednotlivych vrstev, a charakter jejiho povrchu (hladky ¢i drsny). K determinaci dale slouzi
informace o pfitomnosti/nepfitomnosti morfologickych struktur jako je mikropyle, pdlova
Cepicka, rezidua (oocysty, sporocysty), utvary na sporocysté (Stiedovo télisko, substiedalni
a parastiedalni télisko, Svy, hiebeny). Pro charakterizaci je také vhodné potizeni
fotodokumentace a zhotoveni perokresby oocysty s detailnim popisem, a dale srovnani nami
zjisténych oocyst s jiz popsanymi druhy ze stejného ¢i piibuznych hostitela (Duszynski
a Wilber, 1997; Berto et al., 2014).

Dal§im kritériem pro determinaci druhu je hostitelskd specifita. Je vSak nutné
si uvédomit, ze jednotlivé druhy kokcidii nebyvaji zcela striktné hostitelsky specifické.
Nélez oocyst v novém hostitelském druhu nebo na nové lokalité proto nemusi nutné

znamenat objev nového druhu parazita (Berto et al., 2014).
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K determinaci druhu je rovnéz mozné pouzit metody molekularni biologie, naptiklad
PCR amplifikaci specifickych tiseki DNA. Na zakladé¢ srovnavacich analyz vyslednych
sekvenci danych markerii se sekvencemi ulozenymi Ve vefejn¢ piistupnych databazich
(naptiklad GenBank) lze identifikovat rod, n¢kdy dokonce i druh kokcidie. Vhodna
je amplifikace a porovnavani sekvenci nékolika rtuznych gent (napf. ribozomalnich,
mitochondrialnich a plastidovych). Tyto metody nejsou technicky narocné a jsou dostupné.
Optimalni pro spolehlivou determinaci druhu eimerii je kombinace vsech (nebo alespoii
nékolika) vyse uvedenych technik (Berto et al., 2014).

1.5 Kokcidie rodu Eimeria u mys$i domaci (Mus musculus)

Mys§ domaci (M. musculus) je celosvétové nejbéznéji pouzivanym savéim
modelovym organismem pro biomedicinsky vyzkum (Jarquin-Diaz et al., 2019). Podle
dostupnych zdroji vSak existuje pouze nékolik studii, které se zabyvaly prevalenci kokcidii
u voln¢ Zijicich populaci M. musculus (Jarquin-Diaz et al., 2019). Z trusu M. musculus bylo
popsano nékolik druhd kokcidii rodu Eimeria. Nize uvadim detailngjsi informace o ¢tyfech
nejcastéji se vyskytujicich druzich (pfehled ostatnich dosud popsanych druht kokcidii rodu

Eimeria u M. musculus je uveden v Ptiloze (Tab. I).
E. falciformis

Prib&h Zivotniho cyklu a vliv na hostitele jsou u této kokcidie relativné dobie
prostudovany (Pellérdy, 1974). Endogenni vyvoj probiha ve slepém stievé
a Vv horni polovin¢ tlustého stfeva (Haberkorn, 1970). Oocysty E. falciformis popsané
z M. musculus méfi 14-27 x 11-24 pym, a maji vejcity, elipsoidni nebo subsféricky tvar.
Sténa oocyst je hladka a témér bezbarva. Reziduum oocysty je pfitomno nebo chybi. Uvnitf
sporocysty se vyskytuji polarni granula. Sporocysty jsou vejcitého tvaru, méfi ptiblizné 10-
12 x 6-8 um, a maji Stiedovo télisko. Sporocysty obsahuji reziduum a dva podélné lezici

sporozoity (Levine a Ivens, 1990).
E. ferrisi

E. ferrisi byla poprvé popsana na zakladé oocyst nalezenych v trusu volné Zzijicich

M. musculus v okoli farmy Illinois v USA. Vysporulovana oocysta méfi 12-22 x 13-19 pum.
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Oocysty jsou elipsoidniho az subsférického tvaru s hladkou, bezbarvou sténou, nemaji
mikropyle ani reziduum. Sporocysty obsahuji velké mnozstvi malych granuli a méfi 8-
11 x 5-7 um. Tato kokcidie je povazovana za vhodny modelovy organismus pro studium
nejrizngjsich biologickych a ekologickych aspekti sav¢ich kokcidii (Levine a Ivens, 1990;
Koudela a Cerna, 1991).

E. papillata

Vysporulovana oocysta E. papillata ma nejcastéji subsféricky, ptipadné sféricky tvar.
Meti 18-26 x 16-24 um. Oocysta mad pouze jednu sténu, kterd je hnédozluté barvy.
Mikropyle chybi. Sporocysty méfi 10-13 x 6-9 um. Maji Stiedovo télisko a reziduum.
Reziduum sporocysty je tvofeno z mnoha malych granul, které jsou zformovany v masu

nepravidelného tvaru, v niZ se nachazeji sporozoity (Ernst et al., 1971).
E. vermiformis

U tohoto druhu je relativné dobie prostudovan zivotni cyklus i jeho vliv na hostitele.
Vétsina informaci pochazi z laboratornich experimentti (Jarquin Diaz et al., 2019).
Vysporulovana oocysta E. vermiformis méti 18 — 26 x 15 —21 um. Oocysta ma elipsoidni
tvar, nékdy zuzujici se ke kazdému konci. Sténa oocysty je sloZena ze 2 vrstev, pfi€emz
vngjsi vrstva je tenci nez vnitini. Mikropyle a reziduum oocysty chybi. Sporocysty méfi 11-
14 x 6-10 um. Chybi reziduum oocysty. Reziduum sporocysty je tvofeno z mnoha malych

granul. Uvniti kazdé sporocysty se nachazeji dva ¢astecné stocené sporozoity (Ernst et al.,
1971).

1.6 Hlodavci jako soudast biosféry a jako hostitelé infekénich agens

Hlodavci (fdd Rodentia) jsou casto povazovani za Sktdce, ktefi zplsobuji
ekonomické ztraty, znehodnocuji potraviny, nebo dokonce ohrozuji lidské zdravi, jelikoz
slouzi jako rezervoary mnoha zoonotickych infekénich agens (Meerbug et al., 2009). Bylo
popsano zhruba 1700 druhtt hlodavct, ale pouze 5-10% druhti zpusobuje Skody
v zemédelstvi a v méstském prostiedi. V mnoha zemich konzumuji néktefi hlodavei velké
mnozstvi zeméde€lskych plodin, a snizuji tak celkové vynosy (Stenseth et al., 2003).

Hlodavci patii k celosvétové rozsifenym savciim. Jsou zvyhodnéni tim, Ze jsou mali, maji
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vysokou schopnost reprodukce, a neni pro né¢ problém najit si potravu. Hlodavci jsou
dalezitou souc¢asti mnoha ekosystémti, protoze mohou fungovat jako zdroj potravy predatort
¢i jako rozptylovaci semen (Beltrame et al., 2014). Bylo popsano zhruba 1700 druhu
hlodavci, ale pouze 5 - 10 % druhti zptisobuje Skody v zemédélstvi a v méstském prostiedi.
V mnoha zemich konzumuji néktefi hlodavci velké mnozstvi zeméd€lskych plodin, a snizuji

tak celkové vynosy (Stenseth et al., 2003).

Nemoci prenasené hlodavci se mohou §ifit riznymi zpisoby. Bud’ pfimou cestou
(napiiklad pokousanim), nebo nepiimo prostfednictvim vody ¢i potravin kontaminovanych
moci ¢i trusem hlodavcl. K nemocem, které hlodavci pienaseji, patii naptiklad hantavirovy
plicni syndrom, coz je akutné probihajici onemocnéni zpisobené viry rodu Orthohantavirus.
K dal$im onemocnénim patii napiiklad leptospirdza, tularémie, a mnoho dalSich. Hlodavci
jsou také hostiteli ektoparazitii, napiiklad vs$i, roztoct a klistat (Meerburg et al., 2009),

a endoparazitd, jako jsou naptiklad tasemnice, parazitické hlistice, ¢i kokcidie.

Kokcidie rodu Eimeria parazitujici u hlodavcid se déli na dvé dobte odlisitelné
fylogenetické linie. Pfi jejich bliz§im zkoumani bylo zjisténo, Ze se tyto linie 1i8i pfitomnosti
(OR+) nebo absenci (OR-) rezidua oocysty (Zhao a Duszynski, 2001a, b). Podobny trend byl
pozorovan i u eimerii parazitujicich u kralikt (Kvic¢erova et al., 2008). Reziduum oocysty
se tvoii béhem sporulace a je jednim z dtlezitych morfologickych znakt; jeho funkce vSak
dosud zlstava neobjasnéna. K zastupcim s pfitomnosti rezidua patii naptiklad Eimeria
albigulae, Eimeria arizonensis a Eimeria reedi. Mezi eimerie bez rezidua fadime napiiklad

E. falciformis, E. papillata nebo Eimeria sevilletensis (Zhao Duszynski, 2001b).

Pozd¢jsi analyzy vSak prokéazaly, ze toto rozdéleni na dvé linie neni u eimerii
hlodavct zcela jednoznaéné; naptiklad Eimeria myoxi (OR-) popsana z plcha zahradniho
tvoii jakousi tieti, samostatnou linii (Kvicerova et al., 2011), a u druhii eimerii parazitujicich
u mysic rodu Apodemus pti klastrovani nezalezi, zda maji nebo nemaji reziduum oocysty

(Kvicerova a Hypsa, 2013; Macova et al., 2018).
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1.7 Mys$ domaci (Mus musculus)

Mus musculus (Rodentia: Muridae: Murinae) je jednim Zz nejrozsifenéjSich druht
savcll na svété. Vyskytuje se ve vSech mirnych a tropickych oblastech, kromé oblasti
tropické Afriky. Takto Siroké rozsifeni prameni z neobvykle vysoké schopnosti tohoto druhu
piizpusobit se nejriznéjsim podminkam prostiedi (napt. chlad, piezivani v hloubce v trvalé
tmé, nebo na raSeliniStich). Je to vSezravec, K rozmélnéni potravy ji slouzi vykonné zvykaci
svaly a ostré fezaky. Je velmi agilni, dokaze se snadno protdhnout izkymi trhlinami, dobte
Splha, skace i plave. Mysi jsou vysoce geneticky adaptabilni a maji vyssi stupen mutability,
coz v kombinaci s rychlym a efektivnim rozmnozovanim znamena, Ze se rychle ptizptsobuji

novym podminkdm (Latham a Mason, 2004; Andéra a Horacek, 2005).

cey

Rozlisujeme dva typy populaci M. musculus — komenzalni a divoké. Komenzalni Ziji
Vv tésném spojeni s ¢lovékem a jeho sidly. Maji tak snadny piistup k zasobam potravin.
Divoké mysi €asto ziji v nordch ve volné ptirod¢é. Komenzalni populace nevykazuji rozdily
Vv rozmnozovani béhem roku na rozdil od divokych populaci, u kterych rozmnozovani zalezi
na sezén€. Populace divokych myS$i jsou méné husté a maji sezonné nestabilni ptisun

potravin (Weber a Olsson, 2008).

M. musculus ma vysokou reprodukéni schopnost. Jejich generacni ¢asy jsou kratké,
gravidita trva pfiblizn€ 3 tydny, a jedinci se osamostatiiuji za mésic po narozeni. Ve volné
piirodé se rozmnozuji sezénng; v budovach se za vhodnych podminek mnozi po cely rok.
Podminky prostfedi urcuji pocet vrhii. Ro¢né mize mit tento druh 5-10 vrht, v jednom vrhu
byva obvykle 4-7 jedincl (Andéra a Horacek, 2005). Mysi se rodi v hnizdech slepé, hluché
a bez srsti. Mlad’ata jsou vychovavana v hnizdech ve tvaru misy umisténych na bezpe¢ném
misté. V prvnich 2-3 tydnech Zivota se spoléhaji se zajiSténim zakladnich potieb na matku.
Rychle rostou a vyvijeji se, postupné se u nich za¢ina objevovat pigmentace, srst, a sluchové

vjemy (Latham a Mason, 2004).

Druh M. musculus zahrnuje tfi hlavni poddruhy s riznym geografickym rozsifenim —
Mus musculus castaneus, Mus musculus domesticus a Mus musculus musculus. Geneticka
a genomicka data naznacuji, Ze se tyto poddruhy zacaly oddélovat pted 350-500 tisici lety
(Phifer-Rixey a Nachman, 2015). Rozd¢leni na poddruhy prob&hlo s nejvétsi
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pravdépodobnosti na severu indického subkontinentu. M. m. domesticus se vyskytuje
v zapadni Evropé a Stfedomoiské panvi, M. m. musculus ve stiedni Evropé
az po severni Cinu, a M. m. castaneus V jihovychodni Asii. Rozsifeni do odlignych &asti
svéta souvisi s lidskou ¢innosti. Expanze vytvofila zony sekundarniho kontaktu na periferii
kontinentu. V Evrop¢ M. m. domesticus a M. m. musculus vytvotily hybridni zénu
(Boursot et al., 1993). Hybridni z6ny jsou definovany jako oblasti, kde se setkavaji
geneticky odlisné populace, které produkuji hybridy. V oblasti sekundarniho kontaktu M. m.
domesticus a M. m. musculus existuje uzka zéna hybridizace. Tato zona prochazi pies Jutsky
poloostrov aod pobaltského pobiezi vychodniho Holstynska pies centralni Evropu
a Balkansky poloostrov k pobiezi bulharského Cerného mote (Bozikova et al., 2005)
(Obr.3).

Obr. 3: Mapa Evropy znazornujici hybridni zonu mezi M. m. domesticus a M. m. musculus,

ktera je nazna¢ena linii vedouci od Danska po Cerné mofe (pfevzato z Vanlerberghe et al.,
1986).
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Mys domaci je b&Zny druh hlodavce vyskytujici se na celém tizemi Ceské republiky.
Nalezneme ji Casto na rtznych typech stanovist, napi. v blizkosti lidskych obydli,
ale i na extrémnich stanovisStich jako jsou hlubinné doly, raSelinisté, vrcholky hor. VétSinu
uzemi na$i republiky obyva M. musculus musculus, nejzapadnéjsi cast Uzemi
Ceské republiky obyva poddruh M. m. domesticus (Andéra, 2011; Sak et al., 2011; Kva¢ et
al., 2013).

18



2. CILE PRACE

Cilem bakalafské prace byla detekce kokcidii Celedi Eimeriidac ve vzorcich
DNA, izolované z trusu mys$i domacich (M. musculus), pomoci metod molekularni biologie
(PCR amplifikace vybranych gent, elektroforéza, sekvenovani Sangerovou metodou)
v kombinaci s analyzami pocitaCovym softwarem (molekularné-fylogenetické analyzy).
Jednalo se piiblizné 0 150 vzorkd DNA ziskanych z riznych lokalit vyskytu poddruhti M.
musculus musculus a M. musculus domesticus v zapadni ¢asti Ceské republiky a ve vychodni

¢asti Némecka.

Dil¢i cile této prace byly nasledujici:

o Zjisténi prevalence kokceidii u téchto hlodavct na uvedenych lokalitach.

o Analyza druhového spektra kokcidii parazitujicich u M. musculus na uvedenych
lokalitach.

o Rekonstrukce fylogenetickych vztahi jednotlivych druhti zjisténych kokceidii

parazitujicich M. musculus.

o Zhodnoceni, zda mezi dvéma poddruhy mysi existuji vyznamné rozdily v prevalenci

nebo v druhovém spektru kokcidii.
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3. METODIKA

3.1 Puvod vzorku

Pro ucely bakalaiské prace jsem méla k dispozici jiz vyizolovanou DNA ze vzorki
trusu M. musculus z rtznych lokalit v zapadni ¢asti Ceské republiky a vychodni &asti
Némecka, v¢etn¢ lokalit nachazejicich se v takzvané hybridni zéné¢ M. musculus musculus
a M. musculus domesticus (Obr. 4, Tab. 1-2). Hlodavci byli odchyceni v roce 2009 prevazné
do dfevénych zivolovnych pasti kladenych Vv blizkosti lidskych obydli. Vzorky vyizolované
DNA mi poskytl prof. Ing. Martin Kva¢, Ph.D. z Parazitologického tstavu Biologického
centra AV CR. Celkem se jednalo o 145 vzorkii DNA, ktera byla izolovana komerénim
kitem (GeneAll Exgene Stool DNA Mini Kit; GeneAll Biotechnology Co., Ltd., Korea).

Obr. 4. Lokality odchyta M. musculus (zdroj, autor 2021, vytvofeno

v https://www.mapotic.com/?).
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Zluta barva — M. m. domesticus; zelena barva — M. m. musculus; ¢erna piimka znazoriiuje

pribéh hybridni zony.
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Tab. 1: Lokality odchytd M. musculus s negativnimi a pozitivnimi vzorky na pfitomnost

kokeidii v Ceské republice.

Lokalita Kéd vzorku
1 |Chrastany, okr. Louny 3042 | 3050
2 | Vrbice, okr. Karlovy Vary
3 | Vrbicka, okr. Louny
4 | Obilna, okr. Cheb
5 |Novy Drahov, okr. Cheb 3051 | 3054 | 3056 | 3057 | 3055
6 |Luzna, okr. Cheb 3053
7 | Dolni Zandov, okr. Cheb 8068 3062 3096
8 |Odrava, okr. Cheb 3070|3074 | 3097 | 3066
9 | Nepomysl, okr. Louny 3068 | 3088
10 | Kozlov, okr. Karlovy Vary r
11 | Kryry, okr. Louny
12 | Mostov, okr. Cheb 3089 | 3098
13| Stary rybnik, okr. Cheb 3092
14 | Harka, okr. Cheb 3107 | 3108|3123
15 Telet, okr. Karlovy Vary | 3109 [3240]
16 | Tyniste, okr. Karlovy Vary 3111|3112
17 | Jindfichov, okr. Cheb 3115
18| Kizovatka, okr. Cheb
19 | Poustka, okr. Cheb 3127
20 | Chlum Sv. Mafi, okr. Sokolov |3128
21 | Dolni Dvory, okr. Cheb 3133
22 | Nova Ves, okr. Cheb 3183
23 | Lipova, okr. Cheb 3152|3187 |3191
24 | Stiizov, okr. Cheb 3155|3157 3168|3178
25 | Kopanina, okr. Cheb 3167|3180 | 3181
26 | Pastuchovice, okr. Plzen-sever
27 | Kvétna, okr. Cheb
28 | Krajkov, okr. Sokolov 3184
29 | Novy Kostel, okr. Cheb 3216
30 | Stara Voda, okr Cheb 3194
31| Rudolec, okr. Sokolov 3214|3196
32 | Dévin, okr. Cheb 3202
33 | Josefof, okr. Sokolov 3203
34 | Milhostov, okr. Cheb 3205
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35| Zihle, okr. Plzefi - sever 3217
36 | Hrzin, okr. Cheb 3221
37 | Dolni Pelhiimov, okr. Cheb 3222
38 | Nebanice, okr. Cheb 3100 | 3102

¢ervend barva — vzorek pozitivni na pfitomnost eimerii; zelend barva — vzorek negativni na

pfitomnost eimerii

Tab. 2: Lokality odchytd M. musculus s negativnimi a pozitivnimi vzorky na pfitomnost

kokcidii v Némecku.

Lokalita Koéd vzorku
1 |Kiibelhof, okr. Kulmbach 3059 | 3060 | 3126 | 3142|3190 | 3125
2 | Weickenreuth, okr. Hof 3076 | 3080
3 | Emtmannssberg, okr. Bayreuth 3104 | 3117|3124
4 | Plosen, okr. Hof 3105|3106
5 | Eckarsreuth, okr. Bayreuth 3118 (3101|3158 (3161|3165
6 | Ottmansreuth, okr. Bayreuth 3119 (3120 (3150|3160 |3208 | 3210 | 3211
7 | Straas, okr. Hof 3121 (3140|3144
8 | Wolfsbiihl, okr. Tirschenreuth 3134|3135
9 | Neuenreuth, okr. Wunsiedel im Fichtelgebirge | 3136 | 3137 | 3138 | 3145
10 | Hohenberg, okr. Wunsiedel im Fichtelgebirge | 3141|3147 | 3151
11 | Friedmamdorf, okr. Hof 3162
12 | Munchenreuth, okr. Tirschenreuth 3163 (3179
13 | Hilterhof, okr. Tirschenreuth 3166 | 3169 | 3206 | 3207
14 | Lehsten, okr. Hof 3198 3199|3200 | 3201 | 3224

modré barva — vzorek pozitivni na pfitomnost eimerii; Zlutd barva — vzorek negativni na

pfitomnost eimerii
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3.2 Molekularni analyzy

3.2.1PCR

K namnozeni (amplifikaci) DNA vyizolované ze vzorkd trusu M. musculus byla pouzita
metoda polymerazové fetézové reakce (PCR, Polymerase Chain Reaction). Pro tuto reakci
byly pouzity primery specifické pro parazity skupiny Eimeriorina, amplifikujici
mitochondrialni gen pro cytochromoxidazu c¢ podjednotku | (COI), plastidovy
gen Open Reading Frame 470 (ORF 470), cytochromoxidazu ¢ podjednotku III (COIII),
a malou ribozomalni podjednotku (18S rRNA) (Tab. III).

Tab. 3: Primery pouzité pro PCR reakci.

Amplifikovany gen |Sekvence primeru (5'-3")
forward: GGTTCAGGTGTTGGTTGGAC
Col reverse: ATCCAATAACCGCACCAAGAG
forward: GATGATATATCTTATTATTCAATTCCTT
ORF 470 reverse: TCCAATATGTAACATTTTATTTCC
forward: AGAAAACCTAAAATCATCATGT
Colll reverse: AAGTGAGTTCGCATGTTTAC
forward: GAAACTGCGAATGGCTCATT
18S rRNA reverse: CTTGCGCCTACTAGGCATTC

Celkovy objem jedné PCR reakce c¢inil 25 pl, pro amplifikaci jednoho vzorku byly

pouzity chemikalie v nasledujicich objemech:

e 2 ul vyizolované DNA

e 0,5 pl primer F (20 pmol/ul; Generi-Biotech, Ceska republika)

e 0,5 pl primer R (20 pmol/ul; Generi-Biotech, Ceské republika)

e 3,7 ul PPP Combi PPP Master Mix (Top-Bio s.r.o., Ceska republika)
e 18,3 ul PCR H,0O

Tyto slozky byly peclivé napipetovany do mikrozkumavek, které¢ byly nésledné vloZeny
do termocykleru (Mastercycler X50s; Eppendorf, Némecko), v némz za specifickych

podminek v zavislosti na konkrétnim genu probehla amplifikace (Tab. 4).
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Cyklus tii kroki - denaturace, annealing a elongace - byl u COl a ORF 470 opakovan 35x,
au genu COIII a 18S rRNA 30x.

Tab. 4: PCR programy pro amplifikaci jednotlivych gend.

COl ORF 470
Teplota | Cas Teplota | Cas
Krok PCR |[°C] [s] Krok PCR |[°C] [s]
Uvodni Uvodni
denaturace |95 30 denaturace |95 30
Denaturace |94 45 Denaturace |92 45
Annealing |55 45 Annealing |50 45
Elongace 72 60 Elongace 72 90
Extenze 72 600 Extenze 72 600
COlll 18S rRNA
Teplota | Cas Teplota | Cas
Krok PCR |[°C] [s] Krok PCR |[°C] [s]
Uvodni Uvodni
denaturace |95 30 denaturace |95 30
Denaturace |94 45 Denaturace |92 45
Annealing |48 45 Annealing |53 45
Elongace 72 60 Elongace 72 600
Extenze 72 600 Extenze 72 600

3.2.2 Elektroforéza

Vysledek PCR byl vizualizovan elektroforézou na 1% agarézovém gelu.
Do Ehrlenmayerovy banky bylo navazeno 0,5 g agarézy (PCR agarose; Top-Bio s.r.o.,
Ceska republika) a ptidano 50 ml 1% TAE (Tris Acetat EDTA) pufru (Merck, Némecko).
V mikrovinné troubé byla smés uvedena do varu, a poté k ni bylo pfidano fluorescencni
barvivo GelRed® (Nucleic Acid Stain, Biotum) (50ml/2ul), které zajistuje vizualizaci PCR
produktli. Takto vzniklad smés byla nasledné vylita do vani¢ky s hiebenem, a ponechdna
tuhnout piiblizné 30 minut do konzistence gelu. Gel byl pienesen do elektroforézové vany,
kde byl pfelit dostateénym mnozstvim 1% TAE pufru tak, aby byly vSechny jamky
ponofeny. Ke stanoveni velikosti PCR produktt byl pouzit 1kb ladder (GeneRuler 1kb DNA

24



Ladder; Thermo Fisher Scientific, USA), ktery byl o objemu 4 ul napipetovan samostatné
do jedné z jamek. Do dalSich jednotlivych jamek byly napipetovany PCR produkty
oobjemu 6 pl. Elektroforéza probihala pii 100V piiblizné 25 minut. Vysledky byly
vizualizovany pomoci UV transiluminidtoru (UVITEC, Velk4d Britanie) s programem
nastavenym na ultrafialovou fluorescenci (UV). Tento pfistroj také umoznil ukladani
fotografii. Na zaklad¢ vysledku elektroforézy bylo vyhodnoceno, zda je vzorek pozitivni

nebo negativni na piitomnost kokcidii skupiny Eimeriorina (Obr. 5).

—y
N—
t — |
—|
—

Obr. 5: Vizualizace PCR produktti na 1% agarézovém gelu s negativnimi a pozitivnimi

vysledky (zdroj, autor 2021).

jamky: 1 — 1kB DNA ladder; 2,3 — negativni vysledek; 4-6 — pozitivni vysledek;

7-11 — negativni vysledek; 12 — negativni kontrola.

3.2.3 Enzymatické ¢iSténi PCR produktii

Pozitivni PCR produkty o pozadované velikosti byly enzymaticky ptecistény pomoci
enzymi Exo | (Exonuclease | z Escherichia coli, 20U/ul) a FastAP (Thermosensitive
Alkaline Phosphatase, 1U/ul) (Thermo Fisher Scientific, USA). Pfimo do mikrozkumavky
k PCR produktu bylo ptidano 0,2 ul kazdého zuvedenych enzymut. Enzymatické ¢isténi

pozitivnich PCR produktii probihalo v termocykleru za nize uvedenych podminek:
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1. 37 °C 15 min

2. 80 °C 15 min

Po enzymatickém piecisténi byly vzorky odeslany do firmy Macrogen Europe B.V.
(Amsterdam, Nizozemi) na osekvenovani Sangerovou metodou. K sekvenaci byly pouzity

stejné primery jako pro PCR.
3.3 Zpracovani sekvenci, fylogenetické analyzy

3.3.1 Zpracovani sekvenci

Kvalita ziskanych sekvenci byla zkontrolovana v programu Sequence Scanner v.1.0
(Applied Biosystems, USA), ve kterém byly poté sekvence i ofezany. Nasledné byla identita
sekvenci ovéfena pomoci algoritmu BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgiz).
Kvalitni sekvence (tj. bez smiSeného signélu, S jednoznaénymi nukleotidovymi bazemi)
identifikované jako kokcidie byly dale upraveny v programu EditSeq v.5.05 (DNASTAR
Inc., USA). U protein-kédujicich sekvenci bylo nutné ovéfit spravnost ¢teciho ramce. Toto
ovéteni probihalo pomoci translace do proteinu. Pokud byl ¢teci ramec posunut, bylo nutné
ho opravit do spravné formy. Dil¢i sekvence téhoz vzorku ziskané sekvenaci s kazdym
z obou primeru (forward a reverse) byly sloZzeny dohromady v jedinou sekvenci (konsenzus)
pomoci programu Seqman II v. 5.05 (DNASTAR Inc., USA). Takto zkontrolované

a upravené sekvence byly uloZeny ve formatu potfebném pro vytvoreni alignmentu.
3.3.2 Fylogenetické analyzy

Pro kazdy analyzovany gen (COI, COIII, 18S rRNA, ORF 470) byl vytvofen
samostatny dataset. Kazdy dataset obsahoval sekvence kokcidii hlodavci a dalSich druha
Zivogichi stazené z databaze GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/?), a mnou
ziskané a upravené sekvence eimerii z M. musculus. Pristupové kody (accession numbers)
sekvenci z databaze GenBank pouZitych v analyzidch jsou zobrazeny na vyslednych

fylogenetickych stromech (Obr. 6-9). V programu BioEdit Sequence Alignment Editor
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v.7.2.6.1 (Hall, 1999) byl pomoci algoritmu ClustalW sestrojen alignment, ktery byl poté
manualné upraven (ofezan) na jednotnou délku. Sekvence protein-kddujicich genti (COI,
COlIl a ORF 470) byly alignovany jako proteiny; pro dalsi zpracovani byl pak alignment
pieveden zpét do nukleotidové podoby. Sekvence gent, které proteiny nekoduji (18S rRNA),
byly alignovany jako nukleotidy. Takto upravené alignmenty byly uloZeny v odpovidajicich
formatech (FASTA a PHYLIP), a nasledné pouzity pro fylogenetické analyzy. Fylogenetické
vztahy byly rekonstruovany metodou Maximalni vérohodnosti (Maximum likelihood)
v programu PHYML v.2.4.3 (Guindon a Gascuel, 2003). Nejvhodnéjsi evolu¢ni model GTR
+ I' + I byl vybran programem SMS: Smart Model Selection (Lefort et al., 2017; www.atgc-
montpellier.fr/sms/*). Bootstrapové hodnoty byly po¢itany pro 1000 replikaci. K vizualizaci
vyslednych fylogenetickych stromt byl pouZit program TreeView v.1.6.6 (Page, 1996),
k zavéreéné upravé fylogenetickych stromi byl pouzit program Adobe Illustrator v.25.2

(Adobe Systems Inc.).
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4. VYSLEDKY

Na zékladé¢ PCR screeningu vzorkit DNA pomoci amplifikace genu COI bylo
z celkového poctu 145 vzorki 43 (tj. 30 %) pozitivnich na ptitomnost kokcidii rodu Eimeria
(Tab I1); prevalence u M. m. musculus ¢inila ptiblizné 35 % (20/57) a prevalence u M. m.
domesticus 26 % (23/88) (Tab. 5). Analyzou BLAST bylo prokazano, ze ve 42 piipadech
se jednalo odruh E. ferrisi (20 u M. m. musculus, a 22 u M. m. domesticus), a v jednom
ptipadé¢ o druh E. falciformis (u M. m. domesticus). Z celkového po¢tu 43 pozitivnich vzorkt
jsem vSak ziskala pouze 21 kvalitnich sekvenci COI, které bylo mozné pouzit pro
fylogenetické analyzy. Zbylych 22 sekvenci (nepouzitelnych do analyz) mélo smiSeny signal
nebo nejednoznacné nukleotidové baze, nebo byly pfili§ kratké. Finalni dataset pro gen COI
obsahoval celkem 78 sekvenci, z toho 57 sekvenci bylo pfevzato z databaze GenBank;
v datasetu byly krom¢ eimerii z M. musculus a dalSich hlodavct zahrnuty také sekvence
eimerii z kralikti, va¢natct, driibeze a jinych ptaki. Vysledny alignment byl ofezan na délku
669 bp. Fylogenetickou analyzou genu COI byla potvrzena piitomnost 2 druhi eimerii,
ato E. ferrisi (20 sekvenci), a E. falciformis (jedna sekvence) (Obr. 6). Skupina sekvenci E.
ferrisi byla rozdélena na nékolik podskupin liSicich se v jednotkach nukleotidd.
Nukleotidové zcela totozné sekvence byly zaznamenany u téi vzorkt (3110, 3148 a 3170).
Sekvence E. falciformis (3140) se lisila od sekvence E. falciformis z databaze GenBank
v jednom nukleotidu. Vzorek ¢. 3141 byl velmi odlisny a byl pfitazen k eimeriim z va¢natcti
(Obr. 6).

Pomoci amplifikace plastidového genu ORF 470 bylo prokdzano 10 Eimeria-
pozitivnich vzorki z celkového poctu 145 analyzovanych vzorki DNA. Prevalence tak ¢inila
pouhych 7 %. U obou poddruhti byla zaznamenana shodna prevalence, a to 3,5 % (Tab. 5).
Z téchto vzorku byly 3 sekvence kvalitni a pouzitelné do fylogenetickych analyz. Dataset
pfipraveny pro fylogenetickou analyzu tvofilo celkem 36 sekvenci, vcetné sekvenci
hlodavci, kralikli a kuru z databaze GenBank. Vysledny alignment byl ofezan na délku 602
bp. Pomoci fylogenetické analyzy bylo zjiSténo, ze vSechny tii sekvence patii druhu E.

ferrisi ziskanému z M. m. musculus z riznych lokalit (Obr. 7).
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Analyzou genu COIIl jsem ziskala druhy nejvyssi pocet kvalitnich sekvenci
pouzitelnych do fylogenetickych analyz. Z divodu casové tisn€ byla PCR provedena pouze
u vzorku, které byly Eimeria-pozitivni v genu COI (tj. 43 vzorki). Z celkového poctu 43
vysSetfenych vzorkl bylo 19 pozitivnich na pfitomnost kokcidii rodu Eimeria. Celkova
prevalence na zaklad¢é téchto dat Cinila pfiblizné 44 %; prevalence u poddruhu M. m.
musculus byla 26 % (11/43), u M. m. domesticus 19 % (8/43). Z pozitivnich vzorkd bylo
pouzito do fylogenetickych analyz 14 kvalitnich sekvenci. Vysledny dataset pfipraveny pro
fylogenetickou analyzu obsahoval celkem 63 sekvenci. Tvofily ho sekvence eimerii z M.
musculus a dalsich hlodavci, ptakt, kralika, a také zastupci rodu Cyclospora a Isospora.
Z datasetu byl vytvofen alignment ofezany na délku 661 bp. Fylogeneticky strom rozdélil
eimerie z M. musculus na tfi rizné druhy; i) E. falciformis (3 sekvence; 2 z M. m. musculus
alz M. m. domesticus), ii) vétev Citajici deset sekvenci, které jsem oznacila jako Eimeria
sp. ex M. musculus, jelikoZz nebylo mozné s jistotou urcit, o ktery druh se jedna, a iii)
samostatnou sekvenci vzorku 3122 z M. m. domesticus, zcela neptibuznou skupiné hlodavca

— byla nejpiibuzngjsi E. mephitidis ze skunka pruhovaného, ktery patii mezi selmy (Obr. 8).

Stejnym postupem jako u genu COIII (tj. pouze u vzorkd, které byly pozitivni v genu
COI) byla provedena jesté¢ amplifikace genu 18S rRNA. Z celkem analyzovanych 43 vzorka
DNA jich bylo 17 pozitivnich na pfitomnost kokcidii rodu Eimeria. Celkova prevalence
¢inila 40 % (17/43); u poddruhu M. m. musculus ¢inila prevelence priblizné 19 % (8/43)
a u M. m. domesticus 21 % (9/43) (Tab. 5). Do fylogenetickych analyz byly pouzity pouze 3
kvalitni sekvence. S nimi byl vytvoren dataset obsahujici celkem 78 sekvenci eimerii z M.
musculus, ostatnich hlodavcid, kralika, kuru a dalSich zastupct, ktery byl ofezan
na vyslednou délku 1325 bp. Fylogenetickou analyzou genu 18S rRNA bylo zjisténa
ptitomnost 2 druhd eimerii, a to E. ferrisi (2 sekvence z M. m. domesticus) a E. falciformis

(1 sekvence z M. m. musculus) (Obr. 9).
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Tab 5: Prehled prevalenci eimerii zjisténych na zaklad¢ analyz jednotlivych gend.

Prevalence u Prevalence u
Analyzovany Celkova prevalence M. m. musculus M. m. domesticus
gen [%6] [%6] [%6]
COl 30 35 26
ORF 470 7 35 35
COlll 44 26 19
18S rRNA 40 19 21

Nejvice kvalitnich sekvenci pouzitelnych do fylogenetickych analyz se mi tedy
podatilo ziskat amplifikaci genu COIl. Vzorky s ¢isly 3077, 3082, 3139, 3142, 3148 a 3162
(v COI vsechny urceny jako E. ferrisi) jsem ve fylogenetickém stromu COIII oznacila jako
E. sp. ex M. musculus, a to z toho dtvodu, ze je nebylo mozné jednozna¢né zatadit do druhu.
Pravdépodobné se jedna rovnéz o E. ferrisi, avSak nelze to tvrdit s jistotou, jelikoz pro druh
E. ferrisi zatim neni dostupna zadna sekvence COIII v databazi GenBank, tudiz nemame
moznost porovnani. U analyzy genu 18S rRNA byly vzorky ¢. 3142 a 3148 stejného druhu
jako u COl, a to E. ferrisi; vzorek ¢. 3061 vysel v analyze 18S rRNA i COIII jako E.

falciformis.

Tab. 6: Sekvence E.

ferrisi jednotlivych geni pouzité ve fylogenetickych analyzach.

Druh eimerie,
kod vzorku

Analyzovany gen

E. ferrisi

COl ORF 470

COlll

18S rRNA

3048

3049

3065

3073

3077

3081

3082

SINSIN N ININS

3083

3110

AN
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3119

3120

3129

N

3131

3139

3142

3144

3148

NISNIN S

3150

3160

3162

3170

SININ NS

3174

3175

3189

Celkovy pocet

24

19

10

Tab. 7: Sekvence E. falciformis jednotlivych genti pouzité ve fylogenetickych analyzach.

Druh eimerie,
kod vzorku Analyzovany gen
E. falciformis COl ORF 470 |COlIll 18S rRNA
3052 - - 4 -
3061 - - 4 v
3140 v - 4 -
Celkovy pocet
5 1 3 1
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Tab. 8: Sekvence vzorkl pozitivnich na pfitomnost blize neuréenych druht rodu Eimeria
ziskané PCR analyzou jednotlivych gent a pouzité ve fylogenetickych analyzach.

Druh eimerie Analyzovany gen

Eimeriasp. |COI|ORF 470|colll 185 rRNA | FYlogeneticky nejpFibuznéjsi taxon
3122 - - v - E. mephitidis

3141 ool- - - E. quokka

Vzorky, které jsem méla k dispozici, pochazely celkem z 52 lokalit. VétSina lokalit
se vyskytovala v zapadni &asti Ceské republiky (38 lokalit) a ve vychodni ¢asti Némecka
(14 lokalit) (Tab. 1-2). Podle prib&hu hybridni zony byly uréeny lokality s vyskytem M. m.
domesticus a M. m. musculus (Tab. Ill). Vzorky identifikované jako M. m. domesticus
pochazely z celkem 30 odlisnych lokalit, na zbylych 22 lokalitach se vyskytovala M. m.
musculus. Prevalence eimerii se u téchto dvou poddruhi vyznamné nelisila. Prevalence
eimerii vztazena k celkovému poctu analyzovanych vzorkd byla u M. m. domesticus 26 %
au M. m. musculus 35 %. Z celkového poctu 43 pozitivnich jedinct bylo téméf vyrovnané
| zastoupeni pohlavi; infikovanych bylo 51 % samct (22/43) a 49 % samic (21/43). Zjisténa

prevalence na zakladé€ pohlavi se tedy u vzorkd M. musculus vyrazné nelisila.
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Eimeria gruis MF503489
E. bosquei MF503491

E. paludosa KJ767189
E. ranae KU524488

Caryospora bigenetica KP658102

E. ferrisi 3065
E. ferrisi 3189
E. nafuko JQ993708
E. burdai JQ993709
E. ferrisi 3150
E. ferrisi 3131
E. ferrisi 3120
-E. ferrisi 3048
E. ferrisi 3139
E. ferrisi 3142
E. ferrisi 3081
E. ferrisi MH777558
E. ferrisi 3170
88 E. ferrisi 3110
E. ferrisi 3148
E. ferrisi 3160
E. ferrisi 3162
E. ferrisi 3082
E. ferrisi 3119
E. ferrisi 3077 ﬁ
/ E. ferrisi 3073
g E. ferrisi 3049
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Obr. 6: Fylogeneticky strom ziskany na zékladé Maximum likelihood analyzy sekvenci genu COI a parametrt uvede-
nych v kapitole 3.3.2. Ciselna hodnota uzlti odpovida bootstrapovym hodnotdam (hodnoty mensi nez 50 % nejsou
uvedeny). Strom je zakofenén druhem Eimeria gruis. Sekvence eimerii pochéazejicich z M. musculus jsou oznaCeny
Sedymi obdélniky, mnou ziskané sekvence jsou vyznaceny tuénym pismem.
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Obr. 7: Fylogeneticky strom ziskany na zakladé Maximum likelihood analyzy sekvenci genu ORF 470 a parametri
uvedenych v kapitole 3.3.2. Ciselna hodnota uzlti odpovida bootstrapovym hodnotdm (hodnoty mensi nez 50 % nejsou
uvedeny). Strom je zakofenén druhem FEimeria tenella. Sekvence eimerii pochazejicich z M. musculus jsou oznaceny
Sedymi obdélniky, mnou ziskané sekvence jsou vyznaceny tuénym pismem.
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Obr. 8: Fylogeneticky strom ziskany na zdkladé Maximum likelihood analyzy sekvenci genu COIIl a parametra
uvedenych v kapitole 3.3.2. Ciselna hodnota uzlt odpovida bootstrapovym hodnotam (hodnoty mensi nez 50 % nejsou
uvedeny). Strom je zakotenén Lankesterella sp. Sekvence eimerii pochazejicich z M. musculus jsou oznaCeny Sedymi

obdélniky, mnou

ziskané

sekvence jsou vyznaceny tuénym pismem.
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Obr. 9: Fylogeneticky strom ziskany na zakladé Maximum likelihood analyzy sekvenci genu 18S rRNA

a parametri uvedenych v kapitole 3.3.2. Ciselna hodnota uzlii odpovida bootstrapovym hodnotam (hodnoty mensi

nez 50 % nejsou uvedeny). Strom je zakotenén Lankesterella sp. Sekvence eimerii pochazejicich z M. musculus

jsou oznaCeny Sedymi obdélniky, mnou ziskané sekvence jsou vyznaeny tucnym pismem.
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5. DISKUSE

Jednim z cili mé prace bylo zjisténi prevalence kokcidii u M. musculus odchycenych
na riznych lokalitich v Ceské republice a ve vychodni Gasti Némecka. Prevalence
se vypocita jako podil poctu pozitivnich jedinct k celkovému poctu vysetfenych jedincti
v daném casovém obdobi (Gordis, 2014). Na zdkladé¢ analyz genu COI Cc¢inila celkova
prevalence eimerii pfiblizné 30 % (43/145). Prevalence eimerii z uzemi vychodni ¢asti
Némecka byla pfibliznd 10 % (15/145) a z tzemi Ceské republiky 19 % (28/145).
Prevalence poddruhu M. m. musculus ¢inila pfiblizné 35 % (20/57) a prevalence M. m.
domesticus 26 % (23/88). Na zaklad¢ analyz dalSich tifi gen byla zjisténa celkova

prevalence eimerii v rozmezi 7-43 % (Tab. 5).

Uréeni relevantnich hodnot prevalence infekéniho agens je v populacich volné
Zijicich zvifat Casto obtizné. VétSinou totiz nezndme celkovy/skute¢ny pocet jedinct v celé
dané populaci, a pocet pozitivnich jedincii tak nelze vztahnout k objektivni hodnoté. Také
velmi zélezi na tom, kolik jedinct bylo vysetfeno - zda n¢kolik jednotlived nebo napiiklad
stovky (Gordis, 2014; Jarquin-Diaz etal., 2019). Mysi, které ziji v hustych populacich
ve volné piirodé, jsou nejcastéji infikovany tfemi druhy eimerii - E. falciformis, E. ferrisi,
a E. vermiformis. Prevalence téchto téi druht eimerii se u divokych populaci M. musculus
pohybuje v rozmezi 3-40 % (Ankrom et al., 1975; Ball a Lewis, 1984; Koudela a Cerna,
1991; Jarquin-Diaz et al., 2019). Je patrné, Ze se jedna o pomérné $iroky interval, ovlivnény
mimo jiné i poctem vySetfenych vzorkd, tudiZ jeho vypovédni hodnota neni pfili§ vyznamna.
Mnou zjisténa celkova prevalence eimerii se v zavislosti na screeningu jednotlivych gent

pohybovala mezi 7 az 43 %, coz je pti daném rozpéti v souladu s vy$e uvedenymi studiemi.

Prevalence kokcidii u volné Zijicich hlodavcu je ovlivnéna mnoha faktory — zejména
vSak stafim, hmotnosti a pohlavim hlodavce, a také ro¢nim obdobim (sezénnosti) (Ball
aLewis, 1984). Co se tyka prevalence eimerii u jinych zastupci z tadu hlodavcd,
tak naptiklad u mysic (Apodemus spp.) a hrabosovitych hlodavct (Microtus spp., Myodes
glareolus) v Evropé byla zaznamenana prevalence eimerii 32,7 % (Macova et al., 2018), coz
jsou podobné hodnoty, jako jsem prokazala u eimerii parazitujicich u M. musculus.

U hlodavce Myocastor coypus (nutrie fi¢ni; ¢eled” Myocastoridae) byla zjisténa prevalence
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okolo 46 %, ktera se snizovala s rostoucim stafim a hmotnosti nutrii (Ball a Lewis, 1984).
U Apodemus sylvaticus (mySice kfovinna; ¢eled Muridae) ¢inila primérna prevalence
eimerii 57 %, as piibyvajici hmotnosti mySic klesala (Ball a Lewis, 1984). V porovnani
s hodnotami prevalenci eimerii infikujicich M. musculus vykazuje s pravidelnosti
nékolikanasobné vyssi prevalence sysel obecny, Spermophilus citellus (¢eled” Sciuridae).
Studie stievnich kokcidii sysla obecného odhalily prevalenci Eimeria callospermophili 71
%, a Eimeria citelli dokonce 86 % (Golemansky a Koshev, 2007, 2009). K dal§im
zastupcum s pomérné vysokou prevalenci kokcidii patii veverky rodu Sciurus (rovnéz Celed’
Sciuridae). K nejc¢astéjSimu druhu eimerie parazitujici druh Sciurus vulgaris (veverka
obecna) se fadi E. sciurorum, jehoz prevalence miuze Cinit az 83 % (Bertolino et al., 2003).
Z jinych zéastupct savel vykazuji pomérn€ vysoké prevalence eimerii krélici (obvykle okolo
47 %), ovce a kozy (okolo 51 %), a skot (pfiblizné 60 %) (Bettahar et al., 2018; Alca-Canto
et al., 2020).

Analyzami sekvenci jsem ve vySetfovanych vzorcich prokdzala pfitomnost dvou
druht kokecidii, E. ferrisi a E. falciformis. Oba patii mezi bézn¢ se vyskytujici druhy eimerii
u M. musculus (Ankrom et al., 1975; Ball a Lewis, 1984; Koudela a Cerna, 1991; Jarquin-
Diaz et al., 2019). Vyskyt E. ferrisi jsem prokazala u obou poddruhit mysi domaci, tj. u M.
m. domesticus i M. m. musculus, coz je v souladu se studii Jarquin-Diaz et al. (2019).
To naznauje, Ze pro tento druh kokcidie patrné neexistuji zcela striktni geograficka
¢i hostitelska omezeni. Pro druhy E. falciformis a E. vermiformis tato informace dosud

nebyla publikovana. Druh E. falciformis jsem zjistila u obou poddruht mysi.

Na zakladé¢ amplifikace genu COI jsem detekovala 43 Eimeria-pozitivnich vzork
z celkového poctu 145 vysetienych vzorkl. U vzorki, které napoprvé vysly negativné, jsem
PCR znovu jedenkrat opakovala; v né€kolika ptipadech jsem tak ziskala o n¢kolik malo
pozitivnich vzorkl navic. I pfes tento pocet odhalenych pozitivnich vzorki nebylo mozné
z kazdého ziskat kvalitni sekvence pouzitelné do fylogenetickych analyz. Divodi, proc¢
tomu tak bylo, mize byt nckolik. U nékolika ziskanych takto ,,nekvalitnich® sekvenci
byl zaznamenan tzv. smiSeny signal. Jelikoz pro PCR byly pouzity primery specifické
pro skupinu Eimeriorina, znamena to, ze M. musculus mohla byt infikovana vice nez jednim

druhem kokcidie. Pokud by byly pouzity nespecifické primery, napt. pro jakékoliv zastupce
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z domény Eukaryota, mohlo by se v ptfipadé vyskytu smisené¢ho signalu jednat i 0 piimés
sekvence hostitelského organismu, pripadné o kontaminaci ¢i koinfekei jinym eukaryotem.
Takzvana koinfekce je definovana jako smiSena infekce alespont dvéma geneticky odlisSnymi
infekénimi agens u stejného hostitelského jedince (Hoarau et al., 2020). U hlodavct jsou
koinfekce jak rtiznymi druhy eimerii, tak rtiznymi skupinami parazitli, pomérné bézné.
Koinfekce dvéma i vice druhy eimerii jsou zcela bézné napiiklad u mySic (rod Apodemus)
a hraboSovitych hlodavcu (rody Microtus, Myodes) (Hirkova et al., 2005; Macova et al.,
2018; Trefancova et al., 2021), nebo u sysla obecného (Golemansky a Koshev, 2007, 2009).
Co se tyka koinfekce kokcidii s jinymi parazity, naptiklad u M. musculus a Rattus
norvegicus (potkan obecny) byly zaznamenany koinfekce parazity Toxocara canis (Skrkavka
psi) a Toxoplasma gondii (Corréa et al., 2014). Rovnéz byly zaznamenany koinfekce prvoky
T. gondii aNeospora caninum u hlodavce Apodemus sylvaticus (mysSice kfovinna)
(Thomasson et al., 2011). Dalsim prikladem koinfekce u A. sylvaticus byla Eimeria spp.
a gastrointestinalni hlistice Heligmosomoides polygurus (Clerc et al., 2018).

Dalsim divodem, pro¢ nebylo mozné pouzit nékteré sekvence do analyz, byla
skute€nost, ze byly pfili§ kratké (okolo 100 bp). Divodem, pro¢ byly ziskény takto kratké
sekvence, mize byt 1 vybér kitu pro izolaci DNA, ktery ovliviiuje koncentraci vysledné
izolované DNA, a tim miZze mit vliv i na naslednou délku sekvenci. Rizné kity tak maji
riznou vytéznost. Komercni kity pro izolaci DNA byly vyvinuty k pouZiti pro konkrétni
typy vzorki (napiiklad pro izolaci DNA ze vzorki krve, tkéni, trusu, plidy apod.) (Dineen et
al., 2010). Usp&snost PCR reakce zavisi nejen na koncentraci, ale i na kvalité extrahované
DNA. Izolovana DNA nékdy miize obsahovat zbytky extrak¢nich Cinidel z kitu (napiiklad
EDTA, fenol, guanidin), které mohou sniZovat citlivost nebo dokonce inhibovat PCR reakce.
K extrakci DNA, kterou jsem analyzovala, byl sice pouZit stool kit, ale dle ustniho sdéleni
Skolitele specialisty prof. Kvace se nejednalo o nejucinngjsi kit, ktery ma jeho laboratof

k dispozici; v tomto piipade §lo spiSe o vyhodu finanéni pievladajici nad kvalitou.

Pro molekularné-fylogenetické analyzy jsem pouzila nckolik riznych gent (COI,
COIlll, 18S rRNA, ORF 470), a to zejména z divodu, Ze jiz bohuzel nebyly k dispozici
vzorky trusu pro mikroskopické vySetfeni, a tak jsem se snazila o zachyt co nejvétSiho

mnozstvi pozitivnich vzorkl. Dale také z divodu, ze kazdy z téchto genit ma své vyhody
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a nevyhody, a urcitd omezeni. Mitochondrialni sekvence COI jsou uzite¢né pro identifikaci
druhti v ramci kmene Apicomplexa (Martinsen et al., 2008). Gen pro COI je obecné dobrym
markerem pro analyzy mezidruhovych i vnitrodruhovych vztahti kokcidii, avSak jeho
sekvence jsou v databazi GenBank zatim stale jesté pomérn¢ malo zastoupeny. Tento gen
je obvykle pouzivan jako dopliujici gen K analyzam zalozenym na jadernych genech.
V porovnani s 18S rRNA ma COI vétsi variabilitu, nese tudiz témét vzdy spolehlivéjsi
druhové specifické informace. Rostouci vyuziti COI genu zplsobilo zavedeni tzv. DNA
barcodingu, pro jehoz ucely byl COI pouzit jako marker slouzici k identifikaci druht
nejruznéjSich organismu. Hebert et al. (2003) navrhli pouziti sekvenci COI genu jako tzv.
,,carovych kodu kazdého jednotlivého taxonu v globalnim systému identifikace organismu

(Hebert et al. 2003; Dawnay et al., 2007).

Gen 18S rRNA predstavuje, zejména diky svému bohatému zastoupeni v databazi
GenBank, Siroce vyuZzivany gen pro fylogenetické analyzy. Nevyhodou je, Ze neni vhodny
k rekonstrukcim fylogenetickych vztahd uvnitt druhu (Ogedengbe et al., 2011). Piestoze
je uzite¢ny pro klasifikaci vyssich taxonomickych skupin v ramci kmene Apicomplexa, neni
nejvhodnéjsim markerem pro Celed” Eimeriidae, jelikoz neposkytuje velké rozliseni (Tenter

et al., 2002; Morrison et al., 2004).

ORF 470 patfi zatim k malo pouzivanym plastidovym genim, pfesto v§ak poskytuje
velmi dobré vysledky, nebot’ je hodné variabilni. Ve srovnani s genem 18S rRNA ma ORF
470 vyssi rychlost substituce nukleotidl, tudiz jeho sekvence obsahuji vice fylogenetické
informace. Bylo zjisténo, Zze v porovnani s 18S rRNA a COIl je ORF 470 dokonce lepsi
pro detekce vnitrodruhové variability eimerii, a bylo doporuceno ho pouZzivat (Jarquin-Diaz
et al., 2020). Proto jsem ho v analyzach pouzila i ja. Nevyhodou je vSak jeho malé

zastoupeni v databazi GenBank.

COIII je jedna ze tii zdkladnich podjednotek cytochrom c¢ oxidazy. Je povazovan
za stabilizovany komplex COIIl a COIl, coz muze zpusobit zvySenou rychlost evoluce.

Ta pak vede k velké variabilité sekvenci, coz z COIII ¢ini vice divergentni gen nez je COI
(Hikosaka et al., 2009).
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Nejvice kvalitnich sekvenci pouzitelnych do fylogenetickych analyz se mi podaftilo
ziskat pomoci amplifikace mitochondridlnich gentt COI (21 sekvenci) a COIII (14 sekvenci).
Amplifikaci genu ORF 470 jsem ziskala pouze maly pocet sekvenci (3). Tento gen je dosud
malo pouzivan, a proto v porovndni s ostatnimi datasety obsahoval mtj dataset ORF 470
mén¢ sekvenci. Posledni analyzovany gen, 18S rRNA, byl pouzit spiSe jako orientacni
a doplnkovy marker. Na zaklad¢ vysledkt fylogenetickych analyz vSech Ctyf genti byly
zkonstruovany fylogenetické stromy, na jejichz zakladé byla prokazana pfitomnost dvou
druht eimerii — E. falciformis a E. ferrisi. AvSak nastaly dva pfipady, kdy se sekvence
vychylily. Ve fylogenetickém stromu ziskaném analyzou genu COI se vzorek ¢. 3141 velmi
odlisoval od ostatnich hlodavéich eimerii, a zafadil se k eimeriim z vacnatcti (Obr. 6).
V analyze genu COIII vzorek €. 3122 rovnéZ tvoril samostatnou odliSnou sekvenci. Tato
sekvence byla nejpiibuznéjsi E. mephitidis ze skunka pruhovaného (Obr. 8); i tak se ale
od ni pomérn¢ vyrazné lisila (v 64 nukleotidech z celkové délky sekvence 660 bp;
pro porovnani — S E. ferrisi se na délce 660 bp lisila v 84 nukleotidech). Jelikoz se v obou
ptipadech jednalo o dlouh¢ a Cisté sekvence bez smiSeného signalu, na prvni pohled tedy
bezproblémové, vysvétlenim této odliSnosti mlize byt, Ze se 1) jednd o néjaky novy dosud
nedetekovany druh/y eimerie parazitujici u M. musculus, nebo ii) Ze Slo pouze o pasaz
eimerie jiného hostitele travicim traktem myS$i. Vice jasno by nam do tohoto problému
mohlo vnést mikroskopické vySetteni danych vzorkli (morfologie oocyst), nebo
experimentalni infekce M. musculus oocystami nalezenymi v danych vzorcich trusu.

Bohuzel vzorky trusu jiz nejsou k dispozici.

Vzorky DNA pouzité v mé bakalafské praci zahrnovaly vzorky z lokalit vyskytu M.
m. musculus i M. m. domesticus, tedy z obou stran tzv. hybridni zony. V evropské oblasti
sekundarniho kontaktu vytvofily tyto dva poddruhy mySi doméci hybridni zonu, ktera
probiha od Norska az k Cernému mofi a je dlouha vice nez 2500 km (Kvaé et al., 2013).
Tato zoéna je jednou z prvnich hybridnich z6n savct, kterd byla podrobena intenzivnimu
védeckému zkoumani; v souCasnosti je povazovana za jednu z nejlépe prostudovanych
hybridnich z6n (Shurtliff, 2011). Krom¢ studia samotnych mysi je tato zoéna predmétem
zajmu studia i parazitt. Napiiklad Sak et al. (2011) se zde zabyvali mikrosporidiemi. Zjistili,

ze rozdil v parazitaci mezi obéma poddruhy mysi domaci nebyl vyznamny. Prevalence u M.
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m. musculus ¢inila 34 %, ve srovnani s M. m. domesticus s prevalenci 33 %. U M. m.
musculus byla zaznamenana vys$si prevalence mikrosporidii u samic (43 %) v porovnani
se samci (26 %). U M. m. domesticus nebyl zaznamenan signifikantni rozdil v prevalenci
mezi pohlavimi. DalSim pifikladem porovnani prevalenci infekénich agens u téchto dvou
poddruhti mysi byla infekce cytomegalovirem (Herpesviridae). Jeho prevalence se mezi
obéma poddruhy rovnéz vyznamné nelisila (u M. m. domesticus 84 % a M. m. musculus
76 %). Je ziejmé, Ze tato virova infekce je na obou stranach ¢esko-bavorské hybridni zony
mysi velmi Casta (Goiiy de Bellocq et al., 2014). Jarquin-Diaz et al. (2019) identifikovali
Vv evropské hybridni zoné tfi druhy eimerii infikujici M. musculus s riznou prevalenci; E.
ferrisi 16,1 %, E. falciformis 4,2 %, a E. vermiformis s prevalenci 1,1 %. Takto velmi nizka
prevalence E. vermiformis mize byt divodem, pro¢ jsem ve svych vzorcich tento druh
nedetekovala. Autofi nestudovali, zda se prevalence liSila mezi poddruhy, pohlavimi, nebo
lokalitami. Na zdkladé mych vysledkli nebyl zaznamenan vétsi rozdil v prevalencich

u zadného z poddruhti (M. m. domesticus 16 % a M. m. musculus 14 %).

Cetnym tématem mnoha studii a vyzkumu je vztah mezi pohlavim hostitele a jeho
napadenim parazity. Obecné bylo prokazano, ze rozdil pohlavi zavisi na fyziologii jedince
a na chovani spojeném se zivotni strategii. VétSina studii na hlodavcich ukazuje, ze ¢astéj$im
cilem paraziti je sam¢i pohlavi. U samcti mnoha druhti organismt zpisobila sexualni
selekce pfizplsobeni téla na vétsi velikost. Tato investice vSak miize nést naklady
na zvysenou zranitelnost vici parazitim. U obratlovct byvaji ¢astéj$im cilem paraziti samci
také proto, Ze maji vysSi koncentraci testosteronu, a podle hypotézy imunokompetentniho
handicapu (testosteron ptisobi imunosupresivng) by pak méli byt citlivéjsi k invazi parazita
(Hillegass et al., 2008; Gholamhossein et al., 2016). Vyraznou odli$nost prevalence

na zéklad¢ pohlavi jsem ve svych vysledcich nezaznamenala.
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6. ZAVER

Ve své bakalaiské praci jsem se zabyvala kokcidiemi rodu Eimeria u mysi domacich
(M. musculus). Cilem prace bylo zjistit prevalenci, analyzovat druhové spektrum kokcidii
parazitujicich u tohoto hlodavce, a zkonstruovat fylogenetické vztahy mezi zjiSténymi
kokcidiemi. Béhem prace jsem si osvojila zdkladni metody molekularni biologie. Ziskala
jsem 21 sekvenci pro cytochromoxidazu ¢ podjednotku I (COI), 3 sekvence pro plastidovy
gen Open Reading Frame 470 (ORF 470), 14 sekvenci pro cytochromoxiddzu ¢ podjednotku
IIT (COII) a 3 sekvence pro malou ribozomalni podjednotku (18S rRNA). Pomoci metody
Maximum Likelihood jsem vypocitala a zkonstruovala ¢tyfi fylogenetické stromy pro kazdy
analyzovany gen. Na zdklad€ analyz jsem potvrdila, Ze mitochondridlni geny COI a COIII
pfedstavuji dobry marker pro rekonstrukci fylogenetickych vztahii uvnitf i mezi druhy

kokcidii.

Pomoci PCR screeningu na zéklad¢é vysSe uvedenych genii jsem zjistila prevalenci
eimerii u vySetfenych vzorkd M. musculus v rozmezi 7-44 %, coz je v souladu s dosud
publikovanymi studiemi u tohoto hostitele, ale i u mySovitych hlodavct obecné. Analyzou
ziskanych sekvenci a naslednymi fylogenetickymi analyzami byla ve vzorcich zjisténa
pfitomnost pouze dvou druhti eimerii u M. musculus, a to s ptevazujicim pocétem E. ferrisi
a s minoritnim zastoupenim E. falciformis. Byly vSak detekovany i dvé sekvence, které
se zcela liSily od eimerii mySovitych hlodavci, a jelikoZ vzorky trusu jiZ nejsou k dispozici,
puvod téchto eimerii zistava nejasny. U obou poddruhti, M. m. musculus a M. m.
domesticus, bylo zastoupeni obou druhti eimerii viceméné rovnomérné. Celkova prevalence
eimerii ¢inila u M. m. musculus piiblizné 35 %, a u M. m. domesticus 26 %. Vyraznou

odchylku v prevalenci jsem nezaznamenala ani mezi pohlavimi.
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8. Seznam pouzitych zkratek

DNA deoxyribonukleova kyselina

EXO | enzym exonukleaza |

NGS sekvenovani nové generace

OR reziduum oocysty

PCR polymerdzova fetézova reakce

PG polarni granulum

SB Stiedovo télisko

Sl shape index (pomér délky a sitky)
SR reziduum sporocysty

TAE Tris Acetat EDTA

TEM transmisni elektronova mikroskopie
WFB wall forming bodies (elektronové denzni téliska)

55



9. P¥ilohy

Tab. I: Piehled dosud popsanych druht kokcidii rodu Eimeria u M. musculus.

Druh kokcidie

Tvar a velikost oocysty
[nm]

Sténa oocysty

Reziduum oocysty
(OR), reziduum
sporocysty (SR),
mikropyle (M),
Stiedovo télisko
(SB), polarni
granulum (PG)

Tvar a velikost
sporocysty [um]

Autor popisu

E. apionodes hruskovity, 20 x 17 hladka, tenka OR-, SR+, M-, PG+ | protahly, 12 x 8 Pellerdy, 1954

E. arasinaensis elipsoidni, 12-24 x 10-20 | bezbarva OR-, M+, PG+ ve tvaru ¢arky Musaev a Veisov, 1965
hladka, OR-, SR+, M-, SB+, Mirza. 1975

E. baghdadiensis elipsoidni, 20-24 x 17-20 | zlutozelena PG+ protahly, 10-13 x 6-8 ’

vejcity/elipsoidni/subsféri

Eimer, 1870, Schneider,

cky, OR+/-,SR+, M-,SB+, | vejcity/elipsoidni, 1875
E. falciformis 14-27 x 11-24 hladk4, bezbarva | PG+/- 10-12 x 6-8
elipsoidni/subsféricky, OR-, SR+/-, M-, SB+, | vej¢ity/elipsoidni, .
E. ferrisi 1222 x 11-18 hladké, bezbarva | PG+ 8-11 x 5-7 Levine a Ivens, 1965
subsféricky, OR-, SR+, M-, SB+, .
E. hansonorum 15-22 x 13-19 hladka, nazloutla | PG+ vejcity, 9 x 7 Levine a Ivens, 1965
E. hindlei vejéity, 22-27 x 18-21 hladka OR-, SR+, M-, PG+ | vejéity, 9 x 6 Yakimoff a Gousseff, 1938
E. keilini 24-32 x 18-21 hladka OR-, M-, SB-, PG- 12 x 6 Yakimoff a Gousseff, 1938
OR-, SR+, M-, SB-, | elipsoidni/vejcity, .
E. krijgsmanni ovalny, 18-23 x 13-16 | hladka, nazloutla | PG+ 6-14 x 4-10 Yakimoff a Gousseff, 1938




E. musculi sféricky, 21 x 26 hladka OR-, SR-, M-, PG- Yakimoff a Gousseff, 1938
subsféricky/elipsoidni, nazloutla, OR-, SR+, M-, SB-, Levine, Bray, Ivens,
E. musculoidei 17-22 x 15-19 hnédozluta PG+ zahnuty, 10-12 x 7 Gunders 1959
sféricky, 18 —26 x 16 — OR -, SR +, M-, SB+, Ernst,Chobotar a Hammond,
E. papilata 24 hnédozluta PG + vejcity, 10-13 x 6-9 1971
elipsoidni, vejéity, OR+, SR+, M+, SB+, .
E. paragachaica 2432 % 1820 bezbarvé PG+ hruskovity, 10-14 x 6-9 | MUsaev a Veisov, 1965

cylindricky, 18-26 x 15-

Yakimoff a Gousseff, 1938

E. schueffneri 16 hladka, bezbarva | OR-, SR-, M-, PG- vejlity
subsféricky/elipsoidni, 18- OR-, SR+, M-, SB+, Ernst,Chobotar a Hammond,
E. vermiformis 26 x 15-21 hnédozluta PG+ 11-14 x 6-10 1971

E. sp., Musaev &
Veisov, 1965

vejcity/stéricky, 16-22 x
14-18

hladka, bezbarva

OR+, SR+, PG-

ovalny, 6-10 x 4-7

Musaev a Veisov, 1965

E. sp., Veisov 1973

elipsoidni/vejcity, 12-23 %
10-20

Veisov, 1973




Tab. II: Vysledky PCR amplifikace jednotlivych genii (COI, ORF 470, COIII, 18S rRNA)
u vSech vysetfovanych vzorkd.

Cislo Cislo
Pivod |vzorku Vysledek Pivod |vzorku Vysledek
CO |ORF |CO |18S CO |ORF |CO |18S
| 470 |11 rRNA I 470 11 |rRNA
Ccz 3042 DE 3147 P P
Cz 3044 Ccz 3148 P |P P P
Cz 3046 DE 3150 P P P
Cz 3047 DE 3151
Cz 3048 P P Ccz 3152
Cz 3049 P P Ccz 3154
Cz 3050 Ccz 3155
Cz 3051 Cz 3157
Cz 3052 P P DE 3158
Cz 3053 Cz 3159
Cz 3054 DE 3160 P
Cz 3055 DE 3161
Cz 3056 DE 3162 P [P P P
Cz 3057 DE 3163
DE 3059 Ccz 3164
DE 3060 DE 3165
Cz 3061 P P P DE 3166
Cz 3062 Cz 3167
Cz 3063 Cz 3168
Cz 3064 DE 3169
Cz 3065 P Ccz 3170 P |P
Cz 3066 Ccz 3171 P |P P
Cz 3068 Cz 3172
Cz 3070 Cz 3173 P
Cz 3071 P Cz 3174 P [P
Cz 3073 P P Ccz 3175 P [P P P
Ccz 3074 Cz 3176
DE 3076 Cz 3177 P |P
Ccz 3077 P P P Ccz 3178
Cz 3078 P DE 3179 P
DE 3080 Cz 3180




CZ 3181
CZ 3182
Cz 3183
Cz 3184
Cz 3185
CcZ 3187
CZ 3189
DE 3190
Cz 3191
Ccz 3194
Cz 3196
DE 3198
DE 3199
DE 3200
DE 3201
Ccz 3202
Cz 3203
Ccz 3204
Cz 3205
DE 3206
DE 3207
DE 3208
DE 3210
DE 3211
Cz 3214
Cz 3216
Ccz 3217
Ccz 3221
Ccz 3222
DE 3224
Cz 3225

CcZ 3081
CZ 3082
Ccz 3083
Ccz 3088
Cz 3089
CcZ 3090
CcZ 3096
CZ 3097
Ccz 3098
Ccz 3099
Cz 3100
DE 3101
Cz 3102
DE 3104
DE 3105
DE 3106
Cz 3107
Cz 3109
Cz 3110
Cz 3111
Ccz 3112
Ccz 3113
Ccz 3114
Cz 3115
Cz 3116
DE 3117
DE 3118
DE 3119
DE 3120
DE 3121
DE 3122
Cz 3123
DE 3124
DE 3125
DE 3126
Cz 3127
Cz 3128




CZ 3129 P |P P P
CZ 3131 P IN N P
Cz 3133 N |N N N
DE 3134 P IN N N
DE 3135 N |N N N
DE 3136 N |N N N
DE 3137 N |N N N
DE 3138 N |N N N
Cz 3139 P IN P N
Cz 3140 P IN P P
DE 3141 P IN N N
DE 3142 P IN P P
CZ 3143 N |N N N
DE 3144 P IN P P
DE 3145 N |N

CZ, Ceska republika; DE, Némecko, P, pozitivni vysledek PCR reakce; N, negativni vysledek PCR

reakce.

Tab. III: Piehled poctu pozitivnich vzorkid vysetfenych jedinc M. m. domesticus a M. m.

musculus na jednotlivych lokalitach.

Mus musculus musculus

Mus musculus domesticus

Pocet pozitivnich

Pocet pozitivnich

Lokalita vzorki Lokalita vzorki

Dolni Zandov 1| D¢vin 0
Chlum Sv. Maii 2 | Dolni Dvory 1
Chrastany 0 | Dolni Pelhfimov 0
Josefov 0| Eckarsreuth 0
Kozlov 2 | Emtmannssberg 0
Krajkova 0| Friedmamdorf 1
Kryry 1| Hilterhof 0
Kvétna 3 | Hohenberg 2
Lipova 0 | Hrzin 0
Mostov 0 | Hurka 0
Nebanice 0 [Jindtichov 0
Nepomysl 0| Kopanina 0
Obilna 3| Ktizovatka 3




Odrava 0 | Kiibelhof 2
Pastuchovice 2 | Lehsten 0
Rudolec 0 |Luzna 0
Stara Voda 0 | Milhostov 0
Telec 1| Munchenreuth 1
Tynisté 0 | Neuenreuth 0
Vrbice 4| Nova Ves 2
Vrbicka 1| Novy Drahov 0
Zihle 0 |Novy Kostel 1
Ottmansreuth 6
Plosen 0
Poustka 1
Stary rybnik 0
Straas 2
Stfizov 0
Weickenreuth 0
Wolfsbiihl 1
Celkovy pocet 20 23




