JIHOCESKA UNIVERZITA V CESKYCH BUDEJOVICICH

ZEMEDELSKA FAKULTA

AUTOREFERAT DISERTACNI PRACE

Ing. Bc. Veronika Prantlova

Ceské Budé&jovice

2021



AUTOREFERAT DISERTACNI PRACE

Doktorand: Ing. Bc. Veronika Prantlova

Studijni program:  Zootechnika

Studijni obor: Zoohygiena a prevence chorob hospodaiskych zvitat

Nazev préce: Diverzita a biologie kryptosporidii infikujicich mysi domaci
(Mus musculus)

Skolitel: prof. Ing. Martin Kva¢, Ph.D.

Oponenti: doc. RNDr. Oleg Ditrich, CSc.
Ing. Tomas Zeleny, Ph.D.
doc Ing. Petr Slama, Ph.D.

Obhajoba disertaéni prace se kona dne 3. 2. 2022 v 13.30 v budové M v mistnosti
védecké rady ZF JU

S disertac¢ni praci se lze sezndmit na studijnim oddéleni Zemédé€lské fakulty JU

v Ceskych Budg&jovicich.



IMPAKTOVANE PUBLIKACE, Z NICHZ VYCHAZI TATO PRACE

Kva¢ M, McEvoy J, Loudova M, Stenger B, Sak B, Kvétonova D, Ditrich O,
Raskova V, Moriarty E, Rost M, Macholan M, Piélek J. Coevolution of
Cryptosporidium tyzzeri and the house mouse (Mus musculus). Int.
J. Parasitol. 2013; 43(10): 805-817.

Kva¢ M, Havrdova N, Hlaskova L, Dainkova T, Kandéra J, Jezkova J, Vitovec J, Sak
B, Ortega Y, Xiao LH, Modry D, Chelladurai JRJJ, Prantlova V, McEvoy
J. Cryptosporidium proliferans n. sp. (Apicomplexa: Cryptosporidiidae):
Molecular and biological evidence of cryptic species within gastric
Cryptosporidium of mammals. PLoS One 2016; 11, 1-24.

Raskova V, Kvétonova D, Sak B, McEvoy J, Edwinson A, Stenger B, Kvac M.
Human cryptosporidiosis caused by Cryptosporidium tyzzeri and C. parvum
isolates presumably transmitted from wild mice. J. Clin. Microbiol. 2013;
51(1): 360-362.

STUDIE VZNIKLA ZA PODPORY NASLEDUJICICH GRANTU
GAJU 022/2010/Z - Vyuziti genetickych a biotechnologickych postupi pii

upevilovani zdravi zvitat (2010 — 2012; fesitel: prof. Ing. Martin Kvac,
Ph.D.).

GAJU 011/2013/Z — Zdravi hospodatskych zvifat a zdravotni bezpe¢nost potravin —
genetické, parazitarni a nutricni aspekty (2013 — 2015; feSitel: prof. Ing.
Martin Kvac, Ph.D.).

MSMT LHI11061 — Diverzita, biologie a fylogenetika kryptosporidii parazitujicich
u hlodavci (2011 —2014; tesitel: prof. Ing. Martin Kva¢, Ph.D.).

GACR 15-01090S — Rozkryvani rozmanitosti kryptosporidii: propojeni studia
genetické variability a biologie paraziti (2015 — 2017; fesitel: prof. Ing.
Martin Kvac, Ph.D.).

GACR 206/08/0640 — Imunogenetické studium hybridni zény mysi domaci (2008 —
2012; ftesitel: prom. Biol. Jaroslav Piélek, CSc., prof. RNDr. Milo$
Macholan, CSc.)

FRVS 700/2013 — P¥iprava trvalych parazitologickym preparatii a uéebnich textil pro
praktickou vyuku (2013; fesitelky: Ing. Bc. Veronika Prantlova a Ing. Pavla
Wagnerova, Ph.D.).



ANOTACE

Kryptosporidie jsou celosvétové rozsifeni jednobunéCni paraziti¢ti prvoci
z kmene Apicomplexa, ktefi infikuji Siroké spektrum obratlovci vcetné clovéka.
Exogenni vyvojova stadia kryptosporidii jsou odolna vuéi vétsiné desinfekénich
prostifedkid a do soucasné doby nebyla vyvinuta uc¢inna 1é¢iva. Za poslednich 30 let
intenzivniho studia téchto organismi byly velmi dobfe prostudovany
kryptosporidiové infekce lidi 1 fady hospodaiskych zvifat, ale nase znalosti
0 kryptosporidiich u drobnych savci byly nedostateéné. V poslednich letech byly
provedeny podrobné studie kryptosporidii u fady hlodavci, zejména mysSic, hrabosu,
potkanti nebo stromovych a zemnich veverek. Tato prace si klade za cil doplnit do
mozaiky naSich znalosti idaje o prevalenci, diverzité a biologickych vlastnostech
kryptosporidii mysi domaci (Mus musculus), ktera je nejb€zné€j$im nevitanym
navstévnikem lidskych sidel.

Kli¢ova slova:

Cryptosporidium spp.; Mus musculus; prevalence; diverzita; morfologie

oocyst; experimentalni infekce; molekularni analyza; genotypizace.

ANNOTATION

Cryptosporidium spp. are globally distributed unicellular parasitic protozoa of
the phylum Apicomplexa that infect a wide range of vertebrates, including humans.
Their exogenous developmental stages are resistant to most disinfectants and no
effective drugs have been developed to date. Cryptosporidium infections of humans
and many livestock have been well studied over the past 30 years, but our knowledge
of Cryptosporidium spp. in small mammals has been inadequate. Recently, detailed
studies of cryptosporidia have been carried out in a number of rodents, especially
mice, voles, rats or tree and ground squirrels. This thesis aims to add to our mosaic
of knowledge data on the prevalence, diversity and biological characteristics of
cryptosporidia in the house mouse (Mus musculus), the most common unwelcome
visitor to human settlements.

Keywords:
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morphology; experimental infections; molecular analysis; genotyping.



SOUHRN

V této disertacni praci byla prostudovana diverzita a biologie kryptosporidii,
parazitujicich u mysi domaci (Mus musculus). V letech 2007 — 2014 probihaly
odchyty mysi domacich v oblasti hranice zapadnich Cech a severovychodniho
Bavorska, v c¢asti takzvané hybridni zony mysi domaci. Ziskané vzorky byly
mikroskopickymi  a molekularnimi  metodami  vySetfeny na  pfitomnost
kryptosporidii. Prevalence kryptosporidii ve sledované populaci byla celkem 23 %,
umysi bylo v pfirozené infekci nalezeno pét druhd/genotypti kryptosporidii:
Cryptosporidium muris, C. tyzzeri, C. parvum, C. hominis a Cryptosporidium sp.
apodemus genotyp Il. U 13 vzorkl byla detekovana smisena infekce dvou druhti
kryptosporidii. U mysi, pfirozené infikovanych C. tyzzeri, byl molekularnimi
metodami a fylogenetickou analyzou prokdzan mechanismus koevoluce: subtyp
C. tyzzeri 1Xa se piirozené¢ vyskytuje u poddruhu mysi domaci Mus musculus
musculus, zatimco subtyp C. tyzzeri 1Xb u M. m. domesticus. Zaroven bylo pomoci
experimentalni infekce ovéfeno, ze oba subtypy C. tyzzeri jsou infekéni pro oba
poddruhy mysi doméci. Zadné z pfirozend ani experimentalné infikovanych zvitat
nevykazovalo klinické ptiznaky kryptosporidiozy. Déle byla zdokumentovana
piipadova studie lidské kryptosporididzy, zpiisobené smiSenou infekci C. parvum
a obou subtypu C. tyzzeri, a to v¢etné¢ podrobného popisu priabéhu patentni periody
nékazy. Jedna se o jeden z nejlépe zmapovanych ptipadi piirozené kryptosporidiové
infekce u ¢lovéka. V neposledni fad¢ byl popsan novy druh kryptosporidie, ktery byl
pojmenovan Cryptosporidium proliferans. Tento druh byl dfive povazovan za
C. muris. Pomoci experimentalni infekce, morfometrické, fylogenetické
a histopatologické analyzy bylo prokazano, ze se C. proliferans od C. muris vyrazné
lisi. Cryptosporidium proliferans zpisobuje na rozdil od C. muris klinické
a patologické zmény, véetné Ubytku hmotnosti a masivni proliferace Zalude¢ni

N

sliznice, kterd je spojena s témét Sestinasobnym zvySenim hmotnosti zaludku.



SUMMARY

In this thesis, the diversity and biology of Cryptosporidium spp. in the house
mouse (Mus musculus sp.) was studied. Between 2007 and 2014, trapping of house
mice took place in the area of the border between western Bohemia and north eastern
Bavaria, in part of the so-called house mouse hybrid zone. The collected samples
were examined by microscopic and molecular methods for the presence of
cryptosporidia. The prevalence of cryptosporidia in the studied population was 23%
in total, and five species/genotypes were found in natural infection in mice:
Cryptosporidium muris, C. tyzzeri, C. parvum, C. hominis and Cryptosporidium sp.
apodemus genotype Il. Mixed infection of two Cryptosporidium species was
detected in 13 samples. In mice naturally infected with C. tyzzeri, a mechanism of
coevolution was demonstrated by molecular methods and phylogenetic analysis: the
C. tyzzeri 1Xa subtype occurs naturally in the domestic mouse subspecies Mus
musculus musculus while the C.tyzzeri 1Xb subtype occurs naturally in
M. m. domesticus. At the same time, it was verified by experimental infection that
both subtypes of C. tyzzeri are infectious to both subspecies of the house mouse.
None of the naturally or experimentally infected animals showed clinical signs of
cryptosporidiosis. Furthermore, a case study of human cryptosporidiosis caused by
mixed infection with C. parvum and both subtypes of C. tyzzeri was documented,
including a detailed description of the course of the patent period. This is one of the
best mapped cases of natural cryptosporidial infection in humans. Finally, a new
species of Cryptosporidium has been described and named Cryptosporidium
proliferans. This species was previously considered to be C.muris. Using
experimental infection, morphometric, phylogenetic and histopathological analysis,
this species was shown to be significantly different from C. muris. In contrast to
C. muris, C. proliferans clinical and pathological changes, including weight loss and
massive proliferation of the gastric mucosa that is associated with an almost sixfold

increase in stomach weight.



Uvob

Kryptosporidie jsou jednobunécnd parazitickd protista, jez infikuji celou fadu
obratlovei vcetné c¢loveéka. Oocysty stfevnich, respektive zalude¢nich druhii a genotypt
kryptosporidii jsou ¢asto morfologicky a morfometricky identické a nelze je od sebe
klasickymi parazitologickymi metodami odlisit (Morgan et al. 1998a). U fady druhd
a genotypu kryptosporidii je také intenzita vyluc¢ovani infek¢nich stadii pomérné nizka (Kvac
et al. 2013a). Ztéchto divodu nam zlstavala obrovska druhova diverzita rodu
Cryptosporidium po dlouho dobu skryta. Po zavedeni metody PCR (polymerase chain
reaction, Mullis 1985) do rutinni diagnostiky se znalosti o diverzité kryptosporidii rychle
prohlubovaly. Metoda PCR je natolik citliva, ze dokdze ve vzorku odhalit 1 DNA nékolika
malo oocyst (Minarovicova et al. 2007). Nasledna sekvenace umoznila detekovat i nepatrné
odchylky v genomu jednotlivych druhi a genotypt kryptosporidii a snadno je tak rozlisit.
Diky tomu bylo mozné zacit studovat do hloubky diverzitu a variabilitu mezi témito
organismy i v prostfedi (Zhou et al. 2003).

Patogenita kryptosporidii se 1i§i v zavislosti na druhu a genotypu. Né&které druhy
a genotypy kryptosporidii jsou specifické pro jednoho hostitele (napi. C. wrairi u morcat,
Vetterling et al. 1971), nebo pro uritou skupinu hostitel, jako jsou napiiklad C. muris
u hlodaveu (Lv et al. 2009), nebo C. bailey u ptaka (Current et al. 1986). Jiné druhy
kryptosporidii, naptiklad C. parvum a C. ubiquitum, mohou infikovat Siroké spektrum
hostiteltt (DuPont et al. 1995; Fayer et al. 2010; Guk et al. 2004; Torres et al. 2000). Prib&h
infekce se 1isi mimo jiné dle véku, kondice, imunitni zralosti organismu hostitele (Caccio et
Putignani 2014; Desai et al. 2012). Pribéh onemocnéni, zvaného Kryptosporidioza, zavisi na
hostiteli a druhu kryptosporidie, napiiklad u mys$i a dospélych prasat probiha bezpiiznakové
(Kvac et al. 2013a; Némejc et al. 2013; Tarazona et al. 1998), naproti tomu nékaza C. parvum
telat se typicky projevuje silnymi vodnatymi prijmy (Al Mawly et al. 2015; Faubert et
Litvinsky 2000).

Za poslednich tficet let intenzivniho studia kryptosporidii byla podrobné prozkoumana
jejich diverzita i biologie u fady riznych zvitecich hostiteld, naptiklad u hospodaiskych zvitrat
(Kvac et al. 2008a; Laatamna et al. 2015; Némejc et al. 2012; Ryan et al. 2005, Wagnerova et
al. 2015), nebo hlodavct (Condlova et al. 2018, 2019; Horéickova et al. 2019; Jezkova et al.
2021a, 2021b; Kvac et al. 2018; Lv et al. 2009; Ng-Hublin et al. 2013; Paparini et al. 2012;
Ren et al. 2012, Stenger et al. 2018, publikace 1). A praveé hlodavci hraji vzhledem ke svému

znaénému reprodukénimu potencialu vyznamnou roli v mnoha ekosystémech. Vedle
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dilezitého zdroje potravy pro predatory jsou vyznamnymi Skiidci a ptfenaseci celé tady
onemocnéni nejen na hospodarska zvirata, ale také na ¢loveéka (Elsheikha et al. 2009; Hunter
et Thomson 2005; Mackenstedt et al. 2015; publikace 3).

Co se tykd znalosti problematiky vyskytu kryptosporidiovych infekci u hlodavci
z ¢eledi Muridae, byla na konci dvacatého a pocatku jednadvacatého stoleti provedena tada
studii, v nichz byla identifikace oocyst kryptosporidii zaloZzena pouze na morfologickych ¢i
morfometrickych  znacich oocyst, analezené kryptosporidie byly popsany jako
Cryptosporidium muris-like a C. parvum-like (Bajer et al. 2001, 2002; Bednarska 2003;
Chalmers et al. 1997; Laakkonen et al. 1994; Torres et al. 2000). Takto ziskané vysledky
mohou byt ale vzhledem k nizké senzitivité mikroskopického vysetfeni podhodnocené
a neodrazi skutecny stav kryptosporidii ve studovaném vzorku hostitelti. Je ziejmé, ze bez
molekuldrnich analyz na trovni druhii a genotypii kryptosporidii neni mozné porozumét jejich
diverzité, epidemiologii, ani zoonotickému potencialu (Xiao et Fayer 2008).

Mezi nejvyznamnéjsi zastupce podceledi pravych mysi (Murinae) patii my$ domaci
(Mus musculus), ktera se také ze vSech evropskych hlodavcd nejcastéji  vyskytuje
V bezprosttedni blizkosti ¢loveéka (Berry 1981). Predek mysSi domaci pochazi ze stfedni Asie,
odkud pied asi 0,5 milibnem let zacaly jednotlivé poddruhy mysi divergovat a migrovat do
ruaznych ¢asti svéta (Auffray et Britton-Davidian 2012; Bonhomme et Searle 2012). Jeden
z téchto poddruhii, my$ domaci vychodoevropska (M. m. musculus, dale v textu MMM), se
nasledn¢ rozsitil na rozsahlé tizemi Eurasie, sahajici od stfedni a vychodni Evropy az na
Dalny Vychod. Mys domaci zapadoevropska (M. m. domesticus, dale vtextu MMD)
migrovala ptes Malou Asii a severni Afriku do zapadni Evropy a pozdé&ji byla zavlecena i na
americky kontinent (Auffray et Britton-Davidian 2012; Bonhomme et Searle 2012; Boursot et
al. 1993; Cucchi et al. 2012; Duvaux et al. 2011; Guénet et Bonhomme 2003; Rajabi-Maham
et al. 2008). V misté¢ sekundarniho kontaktu MMM a MMD se zformovala tzv. hybridni zona
mysi domaci (HMHZ), ktera prochazi Evropou severojiznim smérem a protina také zapadni
cip Ceské republiky. Diky relativni rovnovaze, ktera se v prib&hu ¢asu vytvorila, miize
hybridni zéna slouzit jako pfirodni laboratof pro lepSi pochopeni mechanismi evolu¢nich
procest a vzniku novych druhti (Albrechtova et al. 2012; Macholan et al. 2007, 2008, 2011;
Teeter et al. 2010; Wang et al. 2011). Cilem této prace bylo, mimo jiné, prostudovat

kryptosporidiové infekce u dvou poddruhit mysi domaci v téchto unikatnich podminkach.



CIiL PRACE

Cilem této prace je rozsifit a prohloubit dosavadni poznatky o kryptosporidiich, které se
vyskytuji u mySi doméci. Vyznam préace spociva v komplexnim feSeni problematiky biologie,
diverzity a fylogeneze kryptosporidii u obou poddruhit mysi domadci, které Zziji na uzemi
sttedni Evropy. K tomuto studiu budou pouzity metody mikroskopické, experimentalni,
histologické i molekularné-biologické.

Dil¢imi cili jsou:

(1) analyza diverzity kryptosporidii mysi domaci pomoci multilokusové genotypizace,

(2) studium koevoluce kryptosporidii v ramci hybridni zény mysSi domaci, ktera se

vyskytuje na Uzemi Evropy,
(3) charakteristika prab&hu kryptosporidiové infekce mysi domaci,

(4) posouzeni role hlodavcl jako mozného zdroje zoonotickych kryptosporidii,

potencialné ohrozujicich ¢lovéka.



SHRNUTI VYSLEDKU A DISKUZE

VSechny dosaZené vysledky (obrazky, grafy, tabulky), pouzity material a metody je
mozno nalézt v disertaéni praci a publikacich v ni p¥iloZenych.

Mys$ domaci je hostitelem zoonotickych druhti kryptosporidii se Sirokou hostitelskou
specifitou (napt. C. ubiquitum, C. parvum nebo C. muris), ale i druhti ¢i genotypt, které jsou
povazovany za uzce hostitelsky specifické (C. tyzzeri ¢i Cryptosporidium mouse genotyp 11).
U jinych hlodavcl, kde parazituji pievazné druhy adaptované a speciované na jednotlivé
hostitele (Condlova et al. 2018, 2019; Hor¢ickova et al. 2019; Prediger et al. 2017; Stenger et
al. 2018), ale byly nalezeny i druhy zoonotické (napt. C. hominis nebo C. ubiquitum).
Vysledky této prace ukazuji, ze mysi hosti druhy kryptosporidii, které mohou vyvolat infekci
u jinych druht zvitat a Cloveka.

PREVALENCE A DIVERZITA KRYPTOSPORIDIT U MYSI DOMACI

Celkem bylo odchyceno 578 mysi na 125 lokalitach, kryptosporidie byly detekovany na
celkem 60 (48,0 %) lokalitach, z nichz 22 (17,6 %) spadalo do oblasti MMM a 38 (30,4 %) do
oblasti MMD. Mikroskopické vysetieni odhalilo 71 pozitivnich vzorku (prevalence 12,2 %),
pomoci PCR bylo detekovano celkem 133 pozitivnich mysi. Prevalence byla 23,0 %, tedy
oproti mikroskopické detekci témét dvojnasobnd. Stejné tak Condlova et al. (2018) u mysic
a hrabosi a Jezkova et al. (2021a) u potkant detekovali vyrazné vice pozitivnich vzorka
pomoci metody PCR ve srovnani s mikroskopii.

U zadné z odchycenych mysi nebyly patrné klinické piiznaky kryptosporididézy ani pred
usmrcenim, ani pii pitve. Intenzita infekce byla u nami studovanych mysi nizka, podobn¢ jako
to popisuji ve svych pracich na hlodavcich autofi jak pro druhy uzce hostitelsky specifické,
naptiklad C. alticollis nebo C. microti u éeledi Arvicolinae (Hor¢ickova et al. 2019), tak
i u druhu s Sirokou hostitelskou specifitou, napiiklad C. parvum u morcat (Tilley et al. 1991).
Rada studii kryptosporidiovych infekci nejen u mysi (Feliu et al. 2012; Foo et al. 2007), ale
i U dalSich hlodavct (Bajer et al. 2002; Bednarska et al. 2007; Chalmers et al. 1997;
Laakkonen et al. 1994; Sinski et al. 1993, 1998; Torres et al. 2000), byla zaloZena pouze na
mikroskopické detekci oocyst, pfipadné byla analyza pomoci PCR provedena pouze na
vzorcich, které byly mikroskopicky pozitivni (Bajer et al. 2003), coz ale mize vést z divodu
nizké intenzity vylu¢ovanych oocyst k podhodnoceni realné prevalence kryptosporidiové
infekce v populaci. Nami molekularné detekovana prevalence kryptosporidii byla 12,2 %
uMMM a 30,9 % u MMD, celkovd prevalence byla 23,0 %. Ta ptiblizné odpovida

prevalenci, popsané u hrabosovitych v Ceské republice (22,6 %) Hor¢i¢kovou et al. (2019).
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Dalsi obdobné studie na drobnych hlodavcich v Evropé uvadégji prevalenci od 13,7 %
(Condlova et al. 2019; Garcia-Livia et al. 2020), az po 68,3 % (Perec-Matysiak et al. 2015).
Promotenost kryptosporidiemi se tedy mize vyrazné¢ li§it i v ramci jednotlivych druhi
hlodavcii @ mezi riznymi lokalitami.

Vliv pohlavi na vyskyt kryptosporidiové infekce nebyl prokazan u celkového vzorku
populace, ani u jednotlivych druhi detekovanych kryptosporidii. Naopak vysledky ukazuji, ze
vice parazitovany byly mysi poddruhu MMD, a to jak kryptosporidiemi celkové, tak i druhem
C. muris (p < 0,01). U ostatnich druhti kryptosporidii nemél poddruh mysi na vyskyt
kryptosporidii v populaci vliv. Vyssi promofenost MMD uvadi také Goiiy de Bellocq et al.
(2018), ktera studovala u my$i v HMHZ vyskyt Pneumocystis murina. Vékova specifita
nebyla v nasi studii pro nizky pocet odchycenych juvenilnich jedinct sledovana, nicméné
Condlova et al. (2019) i Horcickova et al. (2019) v podobné koncipovanych studiich vliv
pohlavi ani v€ku na promotfenost populace drobnych hlodavet neprokazali. Ani
u fylogeneticky ptibuznych eimerii nebyla prokazana pohlavni specifita ndkazy u telat, ovci ¢i
koz (Adeyemi et al. 2021; Damana et al. 2018).

Pro genotypizaci detekovanych kryptosporidii jsme pouzivali analyzu genu SSU, GP60
a u C. muris i mikrosatelitnich lokusi MS1, MS2, MS3 a MS16. Ze vSech mysi pozitivnich na
kryptosporidie bylo pomoci sekven¢ni analyzy genotypizovano na genu SSU 104 vzorkd, na
genu GP60 74 vzorkt, na MS1 23 vzorkt, na MS2 33 vzorki, na MS3 13 vzorkl a na MS16
18 vzorkd, u MS3 a MS16 se amplifikovaly pouze vzorky z MMD. U zbyvajicich pozitivnich
vzorkli se nepodafilo sledované lokusy amplifikovat, nebo byly ziskané sekvence
z fylogenetické analyzy vyiazeny z divodu nizkého poctu bazi, nebo smiSeného signalu.

Jelikoz primery jsou obvykle specifické pro vice druhl ¢i genotypti kryptosporidii
a béhem PCR se nejéastéji amplifikuje druh/genotyp, ktery je ve vzorku zastoupeny v nejvétsi
koncentraci (Xiao 2010), typ a zpisob pouziti metod molekularni diagnostiky mize zasadné
ovlivnit vysledek detekované diverzity druhti/genotypu kryptosporidii v populaci.

Nalezli jsme celkem pét druhti kryptosporidii, C. muris (10,4 %), C. tyzzeri (10,7 %),
C. parvum (3,3 %), C. hominis (0,5 %) a Cryptosporidium sp. apodemus genotyp Il (0,3 %).
Nejcastéji se vyskytovaly C. muris a C. tyzzeri které jsou povazovany za my$im specifické
(Ren et al. 2013; Tyzzer et al. 1912). Diky zvolené posloupnosti detekce rtiznych gend jsme
u 13 vzorka detekovali smiSené infekce dvou rtiznych druhi kryptosporidii.

Druh C. muris byl nalezen u 60 mysi (10,4 %). Pfi porovnani ziskanych sekvenci genu

SSU s referen¢nimi sekvencemi v databazi GenBank byla zjisténa 100% shoda s kmenem
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C. muris RN66 (AB089284, nepublikovano). U 11 vzorku (1,9 %) ze 7 ruznych lokalit byla
nalezena smiSena infekce C. muris a C. tyzzeri.

Prevalence C. tyzzeri byla 10,7 % (62 mysi), z nich bylo 12 ve smiSené infekci s dal$im
druhem kryptosporidie, 11 s C. muris a 1 s C. parvum. Vsechny ziskané sekvence genu SSU
byly 100% identické s referen¢nimi sekvencemi ¢. AF112571 a AF108863, nalezenymi
u mysi domacich (Morgan et al. 1999b; Xiao et al. 1999a). Na genu pro GP60 bylo zisk&no
55 sekvenci, které vytvorily monofyletickou skupinu, jez se dale rozclenila na dvé vétve,
nalezejici k subtypiim IXa a IXb. Sekvence C. tyzzeri na genu GP60 vykazovaly nejvétsi
variabilitu ze vSech nalezenych druht kryptosporidii, vytvofily celkem 13 skupin, pro které
vétSinou nebyla v databazi GenBank nalezena zadna shoda, proto pifedpokladame, Ze se jedna
o nové modifikace genu GP60. VSechny sekvence, nalezejici k subtypu IXa byly ziskany
z MMM, vSechny sekvence subtypu IXb nalezely k MMD. Tato problematika je vice
rozvedena v nasledujici kapitole.

Druh C. parvum byl nalezen u 19 mysi (3,3 %), znichz u 2 (0,3 %) byla smiSena
infekce s druhy C. tyzzeri respektive Cryptosporidium sp. apodemus genotyp Il. VSechny
sekvence C. parvum byly na genu SSU shodné s izolatem ze skotu v Australii (AF093493,
Xiao et al. 1999b). Pti fylogenetické analyze genu GP60 se alignment zformoval ve dvé
skupiny sekvenci, obé nalezely k subtypu 11aA16G1R1, ktery byl jiz nalezen u skotu, zejména
pak telat, a také u lidi (Del Coco et al. 2014; Feltus et al. 2006; Herges et al. 2012; Silverlas
et al. 2012; Soba and Logar 2008; Trotz-Williams et al. 2006; Valenzuela et al. 2014). Nizka
prevalence C. parvum byla detekovana i v dalsich studiich na drobnych hlodavcich (Condlova
et al. 2019, Horcickova et al. 2019). Nase vysledky podporuji teorii, Ze mySi obvykle pfijmou
oocysty C. parvum s potravou, infikovanou vykaly skotu, a ze hlodavci mohou v chovech
skotu pusobit jako rezervoar kryptosporidiové infekce (Feng et al. 2011b; Foo et al. 2007;
Morgan et al. 1999a; Ziegler et al. 2007).

Tti vzorky (0,5 %) obsahovaly druh C. hominis, jeden z nich z poddruhu MMM a dva
zZ MMD. Vsechny tyto vzorky byly na genu GP60 100% shodné se sekvenci ¢. AY262031
(Obr. 5A), ziskanou z vody jezera Millwaukee (Zhou et al. 2003). Vzorky nalezely k subtypu
IbA10G2, ktery je ze vSech subtypl nejbéznéjsi v Evropé (Alves et al. 2006; Chalmers et al.
2008; Zintl et al. 2009), ackoli ve studované oblasti dosud popsan nebyl. Tento subtyp se zda
byt virulentnéjsi nez jiné subtypy, které jsou spojované s kryptosporidiozou u lidi (Cama et al.
2008). Pokud je nam zndmo, jedna se o prvni popis piirozené infekce C. hominis u mysi

doméci.



Byly nalezeny také dva vzorky, které byly fylogeneticky ptibuzné ke Cryptosporidium
sp. apodemus genotyp Il (prevalence 0,3 %), jeden z MMM a druhy z MMD. Na genu SSU se
ob¢ sekvence se mirné lisi, pfi¢emz jedna je identickd s referencni sekvenci ¢. MH913000,
zatimco druha vytvaii samostatnou vétev. Na genu GP60 jsou obé sekvence stejné a nebyla
knim v GenBank nalezena reference. Neni neobvyklé, Ze vradmci jednoho druhu
kryptosporidie mohou byt nékteré geny variabilni. Prediger et al. (2021) se domnivaji, ze
divergentni genotypy jsou paralogy v konkrétnim druhu/genotypu kryptosporidie. Podobné
byly zaznamenany divergentni typy genu pro SSU u C. andersoni, C. apodemi, C. ditrichi,
C. parvum, C. ubiquitum, Cryptosporidium sp. apodemus genotyp | a Il, Cryptosporidium sp.
chipmunk genotyp Il nebo Cryptosporidium sp. rat genotyp Il a Il (Condlova et al. 2018,
2019; Deng et al. 2020; Le Blancq et al. 1997; Ng-Hublin et al. 2013; Stenger et al. 2015).
Na genu SSU i GP60 Klastrovaly ndmi nalezené vzorky ke Cryptosporidium sp. apodemus
genotyp II, nedavno popsanému u mysic, pro néz se zda byt specificky (Condlova et al.
2019). Diky sdileni habitatu mysi a mysic, kdy se mySice pted zimou stahuji z volné ptirody
do blizkosti lidskych sidel, mize mezi témito druhy dochdzet k ptenosu kryptosporidiové
infekce. Tuto hypotézu podporuje i fakt, Ze v citovane studii bylo u mySic poprvé popsano
C. tyzzeri, které je specifické pro mysi domaci (Ren et al. 2012). Zatim neni prostudovano,
zda maze Cryptosporidium sp. apodemus genotyp II zptisobovat u mysi infekci (nebo naopak
C. tyzzeri u mysic), ¢i zda se jedna pouze o mechanickou pasaz oocyst, vyskytujicich se
Vv prostfedi, kontaminovaném vykaly infikovanych zvirat, jak uz bylo popsano napiiklad
u lisek (Kvac et al. 2021), norka a ¢inéil (Kellnerova et al. 2017), prasat (Némejc et al. 2013),
¢i pStrost (Holubova et al. 2020).

Na zakladé metody MLST bylo u druhu C. muris dosud popsano 13 subtypt na lokusu
MS1 a 6 subtypd na lokusech MS2, MS3 i MS16 (Feng et al. 2011a; Wagnerova et al. 2015;
Wang et al. 2012, 2021). Rozdily na téchto lokusech spocivaji pouze v kopiich
mikrosatelitnich a minisatelitnich opakovani (Feng et al. 2011a). Vnasi studii jsme
u C. muris popsali na lokusu MS1 4 nové subtypy a na lokusech MS3 a MS16 dva nové
subtypy. Ze tii dosud popsanych zalude¢nich druhit kryptosporidii se C. muris jevi jako
nejpolymorfngjsi druh. U C. andersoni bylo na jednotlivych lokusech identifikovano
maximalné¢ 5 subtypi (Wang et al. 2012; Zhao et al. 2014), aunedavno popsané
C. proliferans (publikace 2) byly na lokusech MS1, respektive MS16 identifikovany
3 subtypy a na lokusech MS2, respektive MS3 pouze jeden subtyp. Nizsi geneticka diverzita

u C. andersoni se da vysvétlit tim, ze skot byl domestikovan relativné nedavno a piedpoklada



se, ze pochazi jen z nékolika mist v Evropé a na Blizkém Vychod¢ (Feng et al. 2011a).
Naproti tomu hlodavci jsou hojné rozsifeni a ziji v riiznych ekologickych nikach. Siroka
hostitelska specifita C. muris a geografickd izolace nékterych druhti hlodavet vedly
pravdépodobné k vzniku hostitelsky adaptovanych subtypt, jak je tomu naptiklad v ptipadé
C. parvum (Xiao 2010).

KOEVOLUCE C. TYZZERI A MYSI DOMACI

Fylogeneticka analyza vzorka z hybridni zony

Celkem 32 vzorkt zHMHZ, které byly pozitivni na piitomnost C. tyzzeri, bylo
podrobeno fylogenetické analyze na genech pro SSU, GP60, COWP, TRAP-C1 aactin
(publikace 1). Vzorky ze zapadni Casti zony byly ziskany z mysi poddruhu MMD, vzorky
z vychodni ¢asti zony nalezely k poddruhu MMM. Déle bylo analyzovano 12 vzorkd,
ziskanych z Christchurch na Novém Z¢landu. Poddruh téchto mysi nebyl explicitné urcen, ale
na zakladé studie Searle et al. (2009) bylo mozno piedpokladat, Ze se jedna o poddruh MMD.

Na genu SSU byly vSechny ziskané sekvence identické a odpovidaly dtive
publikovanym sekvencim z my$i domaci (AF112571; AF108863), a krajty kralovské
(EU553589) (Morgan et al. 1999b; Pedraza-Diaz et al. 2009; Xiao et al. 1999a). U posledné
jmenované sekvence popsali autoii, ze se nejspi§ jednalo o pasadz oocyst travicim traktem
plaza pfi krmeni infikovanymi myS$mi (Pedraza-Diaz et al. 2009). Pii fylogenetické analyze
na genu COWP se zformovaly dvé skupiny C1 a C2: skupina C1 obsahovala vSechny vzorky
z vychodni ¢asti zony (poddruh MMM), C2 obsahovala vzorky ze zapadni ¢asti zony z mysi
poddruhu MMD a vSechny vzorky, ziskané z mysi z Nového Zélandu. Na tuto vétev
fylogenetického stromu nasedly i dfive publikované sekvence z myS$i z USA (Xiao et al.
2000b). Obdobna situace nastala na genu TRAP-C1, kde skupina T1 obsahovala vSechny
vzorky MMM a T2 obsahovala vzorky MMD jak ze zapadni ¢asti zony, tak z Nového
Zélandu. Na genu pro actin se zformovaly tii skupiny. Skupina Al obsahovala vSechny
vzorky MMM, A2 zahrnovala vsechny vzorky MMD a do skupiny A3 spadaly vSechny
vzorky MMD z Nového Zélandu.

Analyza genu GP60 zformovala monofyletickou skupinu, rozdélenou na dvé vétve,
které odpovidaly subtypiim IXa a IXb. Do subtypu IXa spadaly vzorky z mySi MMM a také
referenéni sekvence, ziskané z mysi z Ciny a z ditéte z Kuwaitu (Ren et al. 2012; Sulaiman
et al. 2005). | kdyz v Ciné Ziji dva poddruhy mysi doméaci, MMM a M. castaneus, z dfivé&jsi
studie vyplyva, Ze tento konkrétni vzorek byl z mysi poddruhu MMM (Tsuchiya et al. 1994).
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K subtypu IXb klastrovaly vSechny vzorky z MMD ze zapadni Casti zony, novozélandské
vzorky, ataké referenéni sekvence z MMD z USA (Feng et al. 2011a). VSechny sekvence
z Nového Zélandu byly identické a v ramci subtypu IXb zformovaly samostatnou skupinu,
zatimco vzorky z obou stran HMHZ byly vice diverzifikované. Ve shodé s diive
publikovanymi studiemi (Alves et al. 2006, Feltus et al. 2006; Gatei et al. 2007) byly ziskané
sekvence na genu GP60 mnohem variabilngjsi nez na jinych genech.

Asi 500 tisic let dlouhd izolace dvou mysich poddruhd, a jejich néasledny kontakt
zformoval Uzky pruh hybridni zény (Macholan et al. 2003). Tento biologicky jev nam
umoznil zjistit, Zze se typicky mysi kryptosporidie, C. tyzzeri, vyvijela spolecné se svym
hostitelem. Vysledky ukazuji na evidentni asociaci jednotlivych mySich poddruht a jejich
ptislusnych subtypi C. tyzzeri, které jsou geneticky odlisné. Koevolu¢ni vzorec, popsany
v této praci, je vrozporu se studiemi provedenymi na mikrosporidiich a Helicobacter spp.
(Sak et al. 2011; Wasimuddin et al. 2012), kde nebyla inklinace nékterého ze studovanych
parazitti k jednomu, ¢i druhému mySimu poddruhu prokazana.

Experimentalni infekce

Osmitydenni mysi SCID, BALB/c, STUS (laboratorné odvozeny kmen MMM)
a SCHEST (MMD), piskomilové, mastomysi, mor¢ata a mySice lesni byly infikovany izolaty
C. tyzzeri-MMD (izolat HZ117) a C. tyzzeri-MMM (HZ206). Oba izolaty byly infekéni pro
vSechny imunokompetentni (BALB/c, STUS, SCHEST) i imunodeficientni (SCID) mysi.
Naopak u ostatnich druhti zvifat nebyla infekce prokazana ani mikroskopicky, ani pomoci
PCR. Prepatentni perioda byla nejkratsi u SCID mysi, infikované izolatem C. tyzzeri-MMD
(4 dny), nejdelsi pak byla u SCHEST mysi, infikované C. tyzzeri-MMM. Patentni perioda
byla vyrazné krats$i u imunokompetentnich mysi (praimérné 12,6 dni), nez u SCID mysi (vice
nez 26 dni). Oocysty C. tyzzeri-MMD byly statisticky vyznamné mensi (4,24 x 3,69 um), nez
oocysty C. tyzzeri-MMM (4,49 x 3,90 um) a oba izolaty mély vyrazné mensi oocysty, nez
druh C. parvum (Upton et Current 1985). Jejich velikosti odpovidaly dfive popsanym
C. tyzzeri z divokych i laboratornich mys$i, mysic lesnich, hrabost polnich a nornika rudych
(Bednarska et al. 2003; Lv et al. 2009; Ren et al. 2012). Velikost oocyst jednotlivych izolatt
se neliSila v ramci experimentalné infikovanych druht.

Ackoli jsme zjistili, Ze oba izolaty jsou infekéni pro oba poddruhy mys$i domaci, coZ je
vV rozporu snasi teorii o koevoluci, tento zdvér muze mit nékolik divodi. Detekovana
rozdilna délka prepatentni periody mize vysvétlovat mechanismus selekce opa¢ného subtypu

C. tyzzeri u ptislusného poddruhu mysi domaci. Druh s krat$i prepatentni periodou muize



vytlac¢it druh s del$i periodou. Podobny mechanismus popsali Akiyoshi et al. (2003)
u gnotobiotickych selat, kde ,rychlejsi“ C. hominis pfevazilo ptibuzny druh C. parvum.
K experimentalnim infekcim v této studii byly pouzity inbredni mysi, laboratorné¢ odvozené
od divoce zijicich poddruhti. SniZzeni genetické variability a heterozygotnosti hlavniho
histokompatibilniho komplexu vlivem inbreedingu muze zvySovat vnimavost k parazitzam
(Froeschke et Sommer 2005; MacDougall-Shackleton et al. 2005, Meyer-Lucht et Sommer
2005). Kromé¢ toho, voln¢ zijici mysi jsou parazitovani celym spektrem riznych parazitarnich
druht (Baird et al. 2012; Sak et al. 2011; Wasimuddin et al. 2012) a vzajemné interakce mezi

nimi a hostitelem jsou v podminkéach experimentu jen obtizné replikovatelné.
POPIS NOVEHO DRUHU CRYPTOSPORIDIUM PROLIFERANS

Ackoli jsou C. muris a C. andersoni primarné specifické pro hlodavce, resp.
prezvykavce, byly zaznamenany piipady vyskytu C. muris u prezvykavci (Kvac et al. 2008a;
Kodadkova et al. 2010; Rhee et al. 1998) a C. andersoni u hlodavcu (Kva¢ et al. 2013b;
Neumayerova et al. 2008; Ryan et al. 2003). Podobné¢ bylo C. proliferans, novy druh,
popsany Vv této praci (publikace 2), nalezeno u hostiteld patiicich do fadu hlodavci,
sudokopytniki a lichokopytniki. S vyjimkou vyskytu C. proliferans u veverek v USA byly
vSechny ostatni izolaty popsany u zvifat v Africe (Feng et al. 2007; Kvac et al. 2008a; Sak et
al. 2013) a v Evropé (publikace 2).

Fylogeneticka analyza C. proliferans

Fylogeneticka analyza zaloZena na sekvencich gent SSU, COWP, TRAP-C1, HSP70,
aktinu, MS1, MS2, MS3 a MS16 ukazala, Ze C. proliferans (dfive znamo jako C. muris TS03)
se geneticky li8i od dalS§ich znamych druhtt zaludeénich kryptosporidii, C. muris
a C. andersoni. Tato odliSnost je vys$i nez u dvojic srovnatelné blizce ptibuznych druhi
C. parvum — C. erinacei, C. hominis — C. cuniculus, nebo C. bovis — C. xiaoi (Kva¢ et al.
2014; Robinson et al. 2010; publikace 1).

Na lokusu HSP70 je C. proliferans identicke s izolatem C. muris Kawatabi (AY 643490,
Nakai et al. 2004). Izolat C. muris Kawatabi klastruje k C. proliferans také na lokusu SSU,
coz naznacuje, Ze by se mohlo jednat o stejny druh. K ovéfeni této skutec¢nosti by byla nutna
dalsi geneticka a biologicka charakterizace izolatu Kawatabi.

Cryptosporidium proliferans se také odliSuje od C. muris a C. andersoni na ctyfech
minisatelitnich lokusech, zkoumanych v publikaci 2. Cryptosporidium muris RNG66,
komeréné dodavany referenéni kmen (Waterborne Inc, LA), je dobie charakterizovan a je

znama sekvence celého genomu. Sekvence SSU tohoto kmene se lisi od sekvence
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C. proliferans (publikace 2). Podobn¢ piedchozi studie ukazaly, ze C. muris CB03 je v SSU
lokusu shodny s RN66 a lisi se od C. proliferans (Jalovecka et al. 2010; Kva¢ et al. 2008a).
Feng et al. (2011a) na zaklad¢ téchto studii pfipustili, Ze jejich zavér, ze izolaty C. muris
RN66 a CB03 jsou shodné sC. proliferans na SSU a minisatelitnich lokusech, je
pravdépodobn¢ vysledkem kiizové kontaminace pfi manipulaci s izolatem.
Biologické vlastnosti C. proliferans

Vysledky této prace a studie Srétera et al. (2000) ukazaly, Zze oocysty C. proliferans
(7,7 x 5,3 um) jsou delsi a uzsi nez oocysty C. muris HZ206 (7,5 x 5,7 um) a C. andersoni
(7,6 x 5,5 um). Béhem vice nez 10 let pasaZe oocyst riznymi hostiteli jsme nezaznamenali
z4dné zmény ve velikosti €1 tvaru oocyst (nepublikovdno). ProtoZe vSak uvadénd velikost
oocyst C. andersoni a C. muris je zna¢né variabilni (Harkova et al. 2003; Chalmers et al.
1997; Lindsay et al. 2000), nelze morfometrii oocyst pouzit ke spolehlivému odliSeni téchto
druht od C. proliferans. Tvar a velikost oocyst C. proliferans se také vyrazné lisi od oocyst
stievnich druhd, jako jsou C. xiaoi (3,94 x 3,44 um), C. parvum (5,3 x 4,7 um) nebo C. suis
(6,2 x 5,5 um) (Fayer et al. 2009; Vitovec et al. 2006).

Prepatentni perioda C. proliferans u SCID mysi se pohybovala v rozmezi 12 — 18 DPI
s prumérem 14 DPI (Kvac et al. 2011), coz odpovida prepatentni periodé u C. muris Kawatabi
(14 DPI) a je delsi, nez prepatentni perioda u C. muris RN66 (6 DPI, Satoh et al. 2003)
a C. muris CBO03 (7 DPI; nepublikovano) u SCID mysi. V praci, studujici infekci C. muris
RN66 u bezsrstych mysi, které specificky postradaji T-buné¢nou imunitu, byla po davce
1 milion oocyst (coz je davka pouzita i v této studii), zaznamendna prepatentni perioda
10 DPI (Taylor et al. 1999). Delsi perioda byla pozorovana pouze u nizsich davek 20 000
oocyst (15 — 18 DPI) a 400 oocyst (16 DPI). Podobné byla pozorovana prepatentni perioda
10 DPI u outbrednich bezsrstych mysi i SCID mysi infikovanych 500 000 oocyst C. muris
RN66 (McDonald et al. 1992). V souladu s uvedenymi studiemi je prepatentni perioda
u C. proliferans u imunokompromitovanych mysi (15 — 20 DPI), uimunokompetentnich
mastomy$i odpovida C. andersoni (20 DPI), ale je delsi, nez u C. muris (6 — 10 DPI).
Vysledky této prace ukazuji, ze C. proliferans ma u mysi delsi prepatentni periodu, nez
C. muris.

Cryptosporidium proliferans se vyviji vyhradné ve zlaznaté ¢asti Zaludku, podobné jako
C. muris a C. andersoni (Anderson 1987; Kva¢ et Vitovec 2003; Lindsay et al. 2000;
Pospischil et al. 1987), a jeho zivotni cyklus se podoba cyklu C. muris (Melicherova et al.

2014; Tyzzer 1910). Klinicky prabéh infekce C. proliferans uimunokompetentnich
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mastomySi je ale zna¢né¢ odlisny od infekce C. muris. Tyto mySi vyluCuji oocysty
C. proliferans mnohem déle a s vétsi intenzitou nez oocysty C. muris a na rozdil od C. muris,
C. proliferans zpusobuje vyznamné klinické a patologické zmény, vcetné tbytku hmotnosti
a masivni proliferace zalude¢ni sliznice, kterd je spojena s téméf Sestindsobnym zvySenim
hmotnosti zaludku. Ackoli zalude¢ni kryptosporidie vyvolavaji klinické ptiznaky u savct jen
ziidka (Anderson et al. 1987; Iseki et al. 1989; Kva¢ et al. 2003; Ozkul et Aydin 1994),
infekce C. andersoni u skotu zptisobila az trojnasobné zvySeni hmotnosti abomasa, snizeni
produkce mléka a ztratu télesné kondice (Anderson 1998; Esteban et Anderson 1995).
Cryptosporidium andersoni také zptuisobuje celozivotni infekci u skotu a mysi (Koyama et al.
2005; Kvac et al. 2008a; Lindsay et al. 2000), podobné jako C. proliferans u mastomysi. Jako
u fady pfedchozich studii chybi u zvifat, infikovanych C. proliferans infiltrdty v propria
mucosae (Anderson 1987; Iseki et al. 1989; Kva¢ et al. 2003, 2008a, 2013b; Ozkul et Aydin
1994; Tyzzer 1910).

PRIPADOVA STUDIE LIDSKE KRYPTOSPORIDIOZY

Pétadvacetiletd Zena, ktera v terénu odchytavala volné Zijici mysi a pracovala s nimi
V laboratornich podminkach, onemocnéla a projevily se u ni typické klinické ptiznaky
kryptosporidiozy, véetné nekrvavého profuzniho prijmu a dehydratace. Po zacatku prajmu
byly denné vySetfovany vzorky stolice na piitomnost kryptosporidii, byl sledovan priub¢h
ukazateli infekce, véetné konzistence a barvy stolice, frekvence defekace a intenzity infekce
(publikace 3). V natérech stolice byly identifikovany oocysty kryptosporidii s typickymi
barvicimi charakteristikami. Zena byla dvakrat vySetiena na pfitomnost exogennich stadif
prvoku, vaji¢ek helmintd, shigely, salmonely, kampylobactera, Clostridium difficile, ameéb,
rotavirti a norovirtl. Zadné dal3i bakterialni, virové nebo parazitarni patogeny nebyly zjiitény.
Testy na HIV pied a po kryptosporididze byly negativni.

PCR a sekvenac¢ni analyza vzorku stolice prokazala pfitomnost C. parvum (JX445926),
C. tyzzeri 1Xa (JX445925) a C. tyzzeri 1Xb (JX445924). Subtyp C. parvum 11aA13G1R1,
popsany v této studii, byl diive nalezen u imunokompetentnich lidi, pacientd s HIV/AIDS
a domacich zvifat v Malajsii (Igbal et al. 2012). Jediny pfipad lidské kryptosporidiézy
zpusobené C. tyzzeri (nespravné uvadény jako C. parvum IIfA6) byl dfive popsan
u kuvajtského ditéte (Sulaiman et al. 2005); zdroj infekce vSak nebyl identifikovan.
U imunokompetentnich hostiteldi kryptosporidiéza obvykle trva 10 az 14 dni, nacez dojde
k spontannimu uzdraveni, zatimco infekce u imunokompromitovanych hostiteli mize

zpusobit zavazné, perzistujici onemocnéni. Byly provedeny experimentdlni infekce zdravych
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dobrovolnikii k prohloubeni naSich znalosti o trvani a intenzit¢ infekce a zpusobech
vylucovani oocyst u imunokompetentnich hostiteld (Chappell et al. 1999, 2006, 2011). Doba
trvani, pfiznaky a symptomy onemocnéni v nasi praci jsou ve shodé stémito studiemi.
Median trvani pfiznak onemocnéni v této pripadové studii (144 h tekutého prijmu) odpovida
nalezu u dobrovolniki infikovanych C. parvum (41 — 336 h, pramér 155 h), C. hominis (49 —
518 h, pramér 137 h) a C. meleagridis (50 — 105 h, pramér 77 h). Celkovy pocet
nezformovanych stolic zjistény v této piipadové studii (124) je vSak mnohem vyssi nez pocet
u dobrovolnikd infikovanych C. parvum (3 — 15, pramér 10), C. hominis (2 — 19, pramér 9)
a C. meleagridis (3 — 15, prumér 8). Tento vyssi pocet neformovanych stolic v tomto piipadé
muze byt zpusoben koinfekci C. parvum s C. tyzzeri.

Zatimco C. tyzzeri je primarné omezeno na hlodavce a zda se, Ze je adaptovano na mysi
domaéci (Elwin et al. 2012), zoonoticke C. parvum je bézné u hospodarskych zvirat (Watanabe
et al. 2005) a je jednou z nejcastéjSich pticin lidské kryptosporididzy. Ackoli dospélé mysi
nejsou obecné vnimavé k experimentdlnim infekcim C. parvum, domaci a volné zijici
hlodavci k infekci timto druhem udajné vnimavi jsou (Elwin et al. 2012). Ac¢koli volné Zijici
zviftata mohou byt rezervoarem riiznych zoonotickych patogend, vcetné protozoarnich
parazitl,, predpoklada se, ze nejsou vyznamnym zdrojem lidsky patogennich kryptosporidii
(Simpson 2002). Nicméné komenzalni vztah, ktery maji mysi domaci s ¢lovékem, je odliSuje
od vétSiny ostatnich volné zijicich zvitat.

Vétsinu piipada kryptosporidiozy u lidi zpusobuji C. hominis a C. parvum. Bylo vSak
publikovano nejméné 20 dalsich druhti kryptosporidii, které jsou pro ¢lovéka infekéni (Elwin
et al. 2012; Firoozi et al. 2019; Kvac et al. 2009; Waldron et al. 2010). Uvadi se, ze vétSinu
lidskych kryptosporidioz zptsobuje jeden druh; je vSak ziejmé, Ze u lidi stejné jako u zvifat
miliZze dochazet ke smiSenym infekcim rtiznych druhi a genotypt kryptosporidii. A¢koli Cama
et al. (2006) prokazali, ze smiSené infekce nejsou neobvyklé, poznamenali, ze mohou byt
podhodnoceny v dasledku piednostni PCR amplifikace pievladajiciho druhu nebo genotypu.

Zavéry z této studie naznacuji, ze kryptosporidie ze synantropnich mysi domaécich
mohou zptisobit onemocnéni u imunokompetentniho ¢loveéka, a ukazuji, ze C. tyzzeri, druh
povaZovany za prevazné hostitelsky omezeny na hlodavce, mize byt zoonoticky. Navic
detekce subtypt C. tyzzeri 1Xa i IXb, které se zdaji byt geograficky izolované a specifické pro

MMM a MMD, naznacuje, Ze je moZna vicenasobna expozice infekci.
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ZAVERY

Pomoci multilokusovych analyz bylo prokazéno, ze mySi domaci mohou byt
parazitovany nejméné sedmi rtznymi druhy kryptosporidii. Kromé jiz popsanych druht
(C. muris, C. tyzzeri, C. parvum, C. ubiquitum a Cryptosporidium sp. mouse genotyp Il) jsme
umysi domaci poprvé detekovali v pfirozené infekci C. hominis a Cryptosporidium sp.
apodemus genotyp Il. Celkova prevalence kryptosporidii ve studované populaci mysi domaci
byla 23 %. 13 vzorkl obsahovalo smisenou infekci dvou druhd kryptosporidii: C. muris
a C. tyzzeri se vyskytovalo u 11 vzorku (1,9 %), C. parvum a C. tyzzeri u 1 vzorku (0,2 %),
stejné jako C. parvum a Cryptosporidium sp. apodemus genotyp Il (0,2 %). Mysi mohou
slouzit jako rezervoar infekce, potencialn€ ohroZujici jind zvitata 1 ¢loveka.

Vysledky prace prokazuji, ze kryptosporidie u mysi nejsou pohlavné specifické. Vekova
specifita nebyla sledovana. Pfi terénnim vyzkumu i experimentalnich infekcich jsme ovéfili,
7e kryptosporidialni infekce nejsou u mysi spojeny s klinickymi pfiznaky infekce, a Ze
intenzita vylucovani oocyst je nizka.

Bylo potvrzeno, Ze pouziti mikroskopické detekce, ani amplifikace pouze genu
kodujiciho malou podjednotku rRNA (SSU) neni dostate¢né pro vyvozeni zavéru o diverzité
kryptosporidii v mysi populaci. Tyto metody nezohlednuji vyskyt smiSenych infekci a mohou
byt v disledku piednostni PCR amplifikace pievladajiciho druhu/genotypu podhodnoceny.
U Cryptosporidium sp. apodemus genotyp II byly nalezeny divergentni typy genu SSU, ackoli
na GP60 se jeho sekvence shodovaly. Proto je pro fylogenetické analyzy vhodné pouzivat
kombinaci n¢kolika genii, a krom¢ SSU 1 jiné polymorfni lokusy, napiiklad GP60, HSP70,
TRAP-C1, COWP nebo actin.

Na zaklad¢ fylogenetické analyzy bylo prokazano, Zze mysim-specificky druh C. tyzzeri
pravdépodobné koevoluoval se svymi hostiteli. Poddruh mysi domaci M. m. musculus je
Vv ptirod¢ parazitovan subtypem C. tyzzeri IXa apoddruh M. m. domesticus subtypem
C. tyzzeri IXb. Experimentalné bylo zjisténo, Ze oba subtypy kryptosporidii jsou infekéni pro
oba poddruhy mys$i domaci, vyskytujici se v hybridni zong, nicméné prubéh infekce se
u jednotlivych poddruhii mysi s neptisluSnym subtypem kryptosporidii lisil.

Pomoci morfometrickych, genetickych a biologickych dat, ziskanych v této praci, byl
popsdn novy druh C. proliferans, patiici mezi zalude¢ni druhy kryptosporidii a diive
zafazovany k C. muris. Prokazali jsme, Ze se od obou piibuznych zaludeénich kryptosporidii

(C. muris a C. andersoni) lisi jak geneticky, tak i biologicky. I kdyz také velikost oocyst se
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vyrazné odliSuje od obou vyse zminénych druhd, nelze morfometrii pouzit ke spolehlivému
odliSeni téchto druhii od C. proliferans.

Popsali jsme ptipad ndkazy zdravého, imunokompetentniho clovéka smiSenou infekci
C. parvum a C. tyzzeri. Byly podrobn¢ zaznamenany klinické ptiznaky této infekce. Tato
prace poprvé popisuje pienos kryptosporidii ze synantropnich mysi domacich na zdravého
Clovéka a naznaCuje, ze C. tyzzeri, které bylo povazovano za druh s Uzkou hostitelskou

specifitou, mize byt zoonotické.
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