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ANOTACE

Kryptosporidie ~ jsou  jednobunécni,  jedno-hostitelsti  paraziti  (Apicomplexa,
Cryptosporidiidae) infikujici primarn¢ gastrointestinalni, respirani a urogenitalni trakt rady
obratlovei  véetné¢ Cloveéka. Infekce, kryptosporidiéza, zplsobena zastupci rodu
Cryptosporidium, je ¢asto spojovana s prijmovym onemocnénim rtizného stupné zavaznosti.
Nékteré druhy, C. parvum a C. hominis, celosvétoveé zptsobuji kryptosporidiozu miliond osob
a predstavuji vyznamné ohroZeni zivota pro déti do péti let ve€ku, u kterych jsou zejména v
rozvojovych zemich jednou z nejcastéjSich pfi¢in umrti. Ekonomické ztraty zpisobené C.
parvum jsou casto popisovany u mlad’at hospodaisky vyznamnych piezvykavcil, zatimco
umrtnost u volné Zijicich zvifat je malo studovana. Vysledky védeckych praci v poslednich
deseti letech ukazaly, mnohem vétsi diverzitu kryptosporidii, neZ bylo ptredpokladano.
V soucasné dobé zname 49 platnych druht a velké mnozstvi genotypl kryptosporidii, jejichz
pocet jiz ptesahl hodnotu 100. V¢étSina téchto druhit a genotypl, které s nejveétsi
pravdépodobnosti predstavuji samostatné druhy, pochazi z volné Zijicich zvifat. O biologii
téchto druhii toho vime dosud jen velmi malo.

Veverky cCasto sdili zivotni prostor s lidmi, a pfedstavuji vyznamny rezervoar zoonotickych
patogenti, vetn¢ kryptosporidii. Tato disertacni prace piinaSi nové poznatky o vyskytu,

diverzité a biologii kryptosporidii parazitujicich u stromovych a zemnich veverek.



ANNOTATION

Cryptosporidia are unicellular, single-host parasites (Apicomplexa, Cryptosporidiidae) that
primarily infect the gastrointestinal, respiratory, and urogenital tracts of various vertebrates,
including humans. Infection caused by members of the genus Cryptosporidium,
cryptosporidiosis, is often associated with diarrheal disease of varying severity. Several
species, C. parvum and C. hominis, cause cryptosporidiosis in millions of people worldwide
and pose a significant threat to the lives of children under five years of age, in whom it is a
leading cause of death, especially in developing countries. Economic losses due to C. parvum
are frequently described in young animals of economically important ruminants, while
mortality in wild animals has hardly been studied. The results of scientific work in the last
decade have shown that the diversity of Cryptosporidium is much greater than previously
thought. Currently, 49 valid species and many genotypes of Cryptosporidium spp. are known,
exceeding 100. Most of these species and genotypes, which are most likely distinct species,
are derived from wild animals. Very little is known about the biology of these species.
Squirrels often share their habitat with humans and are an important reservoir of zoonotic
pathogens, including Cryptosporidium spp. This Ph.D. thesis provides new insights into the
occurrence, diversity, and biology of Cryptosporidium spp. parasitizing tree and ground

squirrels.



SOUHRN

Predkladana disertacni prace se zabyva kryptosporidiemi a kryptosporidiézou u stromovych a
zemnich veverek. Vzorky trusu byly odebirany v USA, Italii, v Ceské republice a na
Slovensku. Celkem bylo vySetfeno 925 vzorkl z osmi druhii veverek. Vzorky byly vySetieny
jak mikroskopickymi, tak molekuldrnimi metodami. Specifickd DNA kryptosporidii byla
detekovana pomoci multilokusové genotypizace na genech kédujicich malou podjednotku
rRNA (SSU), aktin, heat shock protein (HSP70), thrombospondin-related adhesive protein
(TRAP-C1), Cryptosporidium oocyst wall protein (COWP) a 60 kDa glykoprotein (gp60).
Pfitomnost kryptoporidii byla potvrzena u 182 jedinci. Nasledné fylogenetické analyzy
prokazaly pfitomnost tii druhti a Sesti genotypt kryptosporidii.

Vysledky studie severoamerickych stromovych a zemnich veverek s prekryvajicimi se
habitaty prokazaly, ze tyto veverky jsou hostiteli riiznych druhii a genotypt kryptosporidii.
Zatimco zemni veverky (sysel paskovany (Ictidomys tridecemlineatus), sysel prériovy
(Cynomys ludovicanus) a sysel zlatavy (Callospermophilus lateralis)) jsou  parazitovani
hostitelsky specifickym druhem C. rubeyi a Cryptosporidium sp. ground squirrel genotyp 1, |1
a III, u stromovych veverek (veverka popelava (Sciurus carolinensis), veverka lis¢i (Sciurus
niger) a ¢ikari Cerveny (Tamiasciurus hudsonicus)) byla detekovana infekce zptisobena
Cryptosporidium sp. deer mouse genotyp Ill, Cryptosporidium sp. skunk genotyp a C.
ubiquitum. Dv¢ posledné jmenované kryptosporidiec byly spoleéné s jejich hostiteli —
veverkami popelavymi S velkou pravdépodobnosti introdukovany do Evropy, coz naznacuje
nase studie provadéna v Italii. Zatimco na uzemi Italie byly ptuvodni veverky obecné (Sciurus
vulgaris) parazitovany vyhradné Cryptosporidium sp. ferret genotypem, ktery se u tohoto
druhu bézné vyskytuje, u introdukovanych veverek popelavych byla prokdzana infekce C.
ubiquitum, Cryptosporidium sp. skunk genotyp a Cryptosporidium sp. chipmunk genotyp 1.
Vysledky navazujicich studii v Ceské republice a na Slovensku ukazaly, Ze ptivodni veverka
obecna je vyhradné parazitovana Cryptosporidium sp. ferret genotypem a kryptosporidie
specifické pro veverky popelavé se do stfedni Evropy nerozsitily.

Cryptosporidium sp. ferret genotyp byl sohledem na jeho &asté rozsifeni v populaci
pivodnich veverek obecnych podrobnégji studovan. Molekularni multilokusova genotypizace
prokazala, Ze Cryptosporidium sp. ferret genotyp se geneticky li$i od ostatnich druhti rodu
Cryptosporidium. Podrobné studium biologickych charakteristik ukazalo, Ze oocysty
Cryptosporidium sp. ferret genotypu nejsou infekéni pro laboratorni mysi (Mus

musculus), piskomily mongolské (Meriones unquiculatus), mastomysi (Mastomys coucha),
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kura domaciho (Gallus gallus f. domestica) nebo andulky vinkované (Melopsittacus
undulatus). Oocysty Cryptosporidium sp. ferret genotypu v priméru méti 5,54 x 5,22 pm,
jsou bezbarvé, sférické. Standardni barvici metody a specifické protilatky barvi a znaci
oocysty Cryptosporidium sp. ferret genotypu jako ostatni druhy a genotypy kryptosporidii.
Intenzita infekce u volné zijicich veverek se 1isi podle véku, pfi¢emz nejveétsi intenzita infekce
byla zjisténa u juvenilnich jedincl. Na zakladé nasich vysledki byl Cryptosporidium sp. ferret

genotyp popsany jako novy samostatny druh Cryptosporidium sciurinum.



SUMMARY

This PhD thesis deals with Cryptosporidium and cryptosporidiosis in tree and ground
squirrels. Faecal samples were collected in the United States, Italy, the Czech Republic, and
Slovakia. A total of 925 samples from eight squirrel species were examined. Samples were
analyzed by both microscopic and molecular methods. Cryptosporidium-specific DNA was
detected by multilocus genotyping at genes encoding small subunit rRNA (SSU), actin, heat
shock protein  (HSP70), thrombospondin-related adhesive protein (TRAP-C1),
Cryptosporidium oocyst wall protein (COWP), and 60 kDa glycoprotein (gp60). The presence
of Cryptosporidium was confirmed in 182 individuals. Subsequent phylogenetic analyses
revealed the presence of three species and six genotypes of Cryptosporidium.
Results from a study of North American tree squirrels and ground squirrels with overlapping
habitats showed that these squirrels harboured different species and genotypes of
Cryptosporidium. While ground squirrels (Thirteen-lined ground squirrel (Ictidomys
tridecemlineatus), prairie dogs (Cynomys ludovicanus), and Golden-mantled ground squirrel
(Callospermophilus lateralis)) are parasitized by host-specific species of C. rubeyi and
Cryptosporidium sp. ground squirrel genotype I, 11 and 111, infections by Cryptosporidium sp.
deer mouse genotype I1I, Cryptosporidium sp. skunk genotype and C. ubiquitum have been
detected in tree squirrels (Eastern gray squirrel (Sciurus carolinensis), fox squirrel (Sciurus
niger) and American red squirrel (Tamiasciurus hudsonicus)). The latter two
Cryptosporidium spp. were confirmed by our study in Italy and were most likely introduced
into Europe with Eastern gray squirrels. While in Italy native Eurasian red squirrels (Sciurus
vulgaris) were parasitized exclusively by the Cryptosporidium sp. ferret genotype, which is
common in this species, the introduced Eastern gray squirrels were found to be infected with
C. ubiquitum, Cryptosporidium sp. skunk genotype, and Cryptosporidium sp. chipmunk
genotype I. Results of follow-up studies in the Czech Republic and Slovakia have shown that
the native Eurasian red squirrels are exclusively parasitized by Cryptosporidium sp. ferret
genotype and Cryptosporidium spp, specific for Eastern gray squirrels have not spread to
Central Europe.

The Cryptosporidium sp. ferret genotype was studied in more detail given its frequent
distribution in the native squirrel population. Multilocus molecular genotyping revealed that
the Cryptosporidium sp. ferret genotype is genetically distinct from other species of the genus
Cryptosporidium. A detailed examination of the biological characteristics showed that oocysts

of the Cryptosporidium sp. ferret genotype are not infectious to laboratory mice (Mus



musculus), Mongolian gerbils (Meriones unquiculatus), mastomys (Mastomys coucha),
domestic chickens (Gallus gallus f. domestica), or budgerigars (Melopsittacus undulatus).
Cryptosporidium sp. ferret genotype oocysts measure 5.54 x 522 um in diameter, are
colourless, and spherical. Standard staining methods and specific antibodies staining label
oocysts of the Cryptosporidium sp. ferret genotype like other species and genotypes of the
genus Cryptosporidium. The intensity of infection in wild squirrels varies with age, with the
greatest intensity of infection found in young animals. Based on our results, the
Cryptosporidium sp. ferret genotype was described as a new separate species,

Cryptosporidium sciurinum.



UvVOD

Kryptosporididza je zavazné parazitdrni onemocnéni postihujici Siroké spektrum hostitelt od
Apicomplexa pattici do rodu Cryptosporidium.

Oocysty kryptosporidii jsou velice odolné, v ptiznivych podminkach (chladné a vlhké
prostiedi) ziistavaji infekéni velmi dlouhou dobu a na své hostitele jsou pienaSeny fekalné—
oralni cestou. NejCastéjsi zpusob infekce je pfenos kontaminovanou vodou a potravinami
(Smith et al. 1998, Fayer et al. 2000). Oocysty kryptosporidii jsou odolné vi¢i dezinfekénim
prostfedkiim, které jsou bézné uzivané pii hygienickém osetfeni pitné vody, v disledku toho
se staly velkym problémem v oblasti vefejného zdravi (Xiao et al. 2000, Hassan et al.
2021). K nejrozsahlejsi epidemii doslo v roce 1993 v Milwaukee v USA, kde bylo vodou
kontaminovanou C. hominis infikovano vice nez 400 tisic lidi (Mackenzie et al. 1994),
nicméné piipady zoonotickych infekci a pfenosy infekce z clovéka na clovéka nejsou
vyjimecné. PfestoZze primarnim zdrojem oocyst pro Cloveka ziistavaji mladata domdacich
piezvykaveti a lidé, jako hostitelé zoonotickych kryptosporidii byla popsana tada
domestikovanych i voln¢ Zijicich Zivoc¢icht v¢etné hlodaveu (O'donoghue 1995, Xiao et Feng
2008, Caccio et Putignani 2014, Luka et al. 2022)

V soucasné¢ dobé neni zndma zadna efektivni 1€Cba ani vakcina proti kryptosporidioze

nemoci zustdva prevence prenosu a pokud mozno presné urCeni rezervoaru této infekéni
choroby (Xiao et al. 2002, Appelbee et al. 2005b).

Zatimco lidské kryptosporididoze a kryptosporidiovym infekcim hospodarskych zvirat je
vénovana zna¢na védeckd pozornost, ostatni druhy obratlovcli jsou Casto opomijeny. O
diverzité a biologii druhti a genotypt kryptosporidii fady volné zijicich obratlovéich hostitelt
vime jen malo nebo nic.

Jednou z dosud opomijenych skupin jsou zemni a stromové veverky, které Casto sdili
zivotni prostor s lidmi, a proto mohou pfedstavovat vyznamny rezervoar zoonoz.

Cilem této disertacni prace bylo rozsifit nase znalosti o kryptosporidiich specifickych pro
stromové a zemni veverky, se zaméfenim na jejich vyskyt a diverzitu a biologickou

charakteristiku.
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CILE PRACE

Tato prace zahrnuje poznatky o prevalenci, diverzit¢ a biologii kryptosporidii u hlodavct
podceledi Sciurinae.
Dil¢i cile prace, které ptispély k hlubsimu poznani studované problematiky:
e vyhodnotit vyskyt a prevalenci kryptosporidiovych infekci u volné Zzijicich stromovych
veverek v Italii, Ceské republice a na Slovensku;
e ve spolupréci se zahrani¢nimi kolegy studovat rozsiteni kryptosporidii u stromovych a
zemnich veverek v USA;
e pomoci multilokusové genotypizace a fylogenetickych analyz popsat diverzitu
kryptosporidii studovanych veverek;
e popsat biologii ziskanych genotypt kryptosporidii, zejména pribéh infekce, patogenitu a
lokalizaci vyvojového cyklu véetné€ popisu vyvojovych stadii;

o ovétit hostitelskou specifitu jednotlivych druhti a genotypt kryptosporidii.
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HYPOTEZY

Na zakladé studia literatury, znalosti ziskanych v rdmci pilotnich studii a vysledkl ziskanych

v ramci predlozené prace jsme stanovili ndsledujici hypotézy, které byly ovérovany v ramci

feSeni dil¢ich ukolt prace:

» Zemni a stromové veverky jsou parazitovany odliSnymi, hostitelsky specifickymi druhy
kryptosporidii.

» Cryptosporidium sp. chipmunk genotyp I byl do Evropy =zavleCen spolu
s introdukovanymi veverkami ze Severni Ameriky a nesifi se populaci veverek obecnych.

» Genotypy kryptosporidii veverek predstavuji samostatné druhy vramci rodu
Cryptosporidium.

» Stromové veverky neziidka sdili spole¢ny habitat s lidmi, a mohou byt rezervoarem

zoonotickych kryptosporidii.
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KOMENTAR K VYSLEDKUM

Vsechny dosaZené vysledky (obrazky, grafy, tabulky), pouzity material, metody a

pouZitou literaturu lze najit v diserta¢ni praci.

Vzorky pro molekularni a mikroskopické analyzy byly sbirany na dvou
kontinentech, v Severni Americe a Evropé, jmenovit¢ v USA (Montana, Severni Dakota,
Minnesota), na severu Italie, v Ceské republice a na Slovensku. Celkem bylo ziskano 925
individualnich vzorkd. V souladu s piedeslymi studiemi byla pozitivita vySetfovanych vzorki
pomoci standardnich mikroskopickych metod v porovnani s molekularnimi metodami
vyrazné nizsi (Condlové et al. 2019, Horcickova et al. 2019, Holubova et al. 2020b). Celkem
57,4 % PCR pozitivnich vzorkl bylo mikroskopicky negativnich (Tabulka 1). Tyto vysledky
potvrzuji predeslé udaje a dokazuji, ze intenzita infekce kryptosporidiovych infekci u volné
zijicich zvitat je Casto pod detekéni hladinou mikroskopickych metod (Werner et al. 2004,
Jezkova et al. 2016, Condlova et al. 2018).

Tabulka 1. Pocet vySetienych stromovych a zemnich veverek a vysledky detekce

kryptosporidii na zdkladé¢ mikroskopického a molekularniho vySetfeni trusu.

Pozitivni
Pivod vzorki  Typ veverky VySeti‘eno Prevalence
mikroskopicky PCR
Stromové 185 ND 74 40 %
USA
Zemni 125 ND 61 48,8 %
Ttalie Stromové 357 11 21 5,9 %
Ceska republika  Stromové 200 7 20 10 %
Slovensko Stromové 58 2 6 10,3 %
Celkem 925 182

ND - nevySeti‘eno

Promotenost stromovych veverek kryptosporidiemi v Evropé se pohybovalo od 6 do 10 %,

vvvvvv

(26,3 %) (Kvac et al. 2008, Lv et al. 2009, Prediger et al. 2017). Naopak studie provedena
v USA ukézala vyrazné vyssi (40 %) promoienost stromovych veverek kryptosporidiemi

(Stenger et al. 2015b).
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HYPOTEZA 1: Zemni a stromové veverky jsou parazitovany odlisnymi, hostitelsky
specifickymi druhy kryptosporidii.

Prvni z ptedkladanych studii (Pfiloha 1) vznikla za spoluprace kolegti z USA a jejim cilem
bylo prostudovat vyskyt kryptosporidii u zemnich a stromovych veverek v Severni Americe
vramci areali, kde se spolu setkavaji rizné druhy studovanych zvifat a popsat diverzitu
kryptosporidii a jejich mezidruhové sdileni. Byly odchyceny tfi druhy stromovych (veverka
popelava, veverka 1i$¢i a ¢ikari Cerveny) a tfi druhy zemnich veverek (sysel paskovany, sysel
zlatavy a psoun prériovy). Vysledky molekularnich analyz zamétenych na detekci ¢asti genu
kédujiciho malou podjednotku rRNA kryptosporidii ukazaly, ze ptiblizné 40 % jedinci Cikari
cervenych (17/42) a veverek popelavych (55/136) bylo pozitivnich na kryptosporidie
(Tabulka 2). Promotenost veverek popelavych v USA Vv porovnani s populaci téchto veverek
introdukovanych do Italie (kapitola Hypotéza 2) byla vyrazné vyssi (40,4 % vs 3,7 %)
(Stenger et al. 2015h, Prediger et al. 2017). Nejvétsi rozdil mezi témito populacemi byl v
poctu zvitat infikovanych druhem C. ubiquitum. Ve studiich provedenych v Italii a USA jsme
u veverek popelavych detekovali stejny subtyp XIIb druhu C. ubiquitum, v USA navic i
subtyp Xllc (Stenger et al. 2015b, Prediger et al. 2017). Li et al. (2014) ve své studii vyslovili
domnénku, Ze rizné subtypy druhu C. ubiquitum maji rozdilné geografické rozsifeni a
hostitelskou specifitu. Subtyp Xlla je spojovan s infekci prezvykavci a je celosvétove
rozsifen, subtypy XIIb a XIId jsou spojovany s infekcemi hlodavci v severni Americe.
Relativné nizkou prevalenci (28,6 %) u veverek lis¢ich v USA lze vysvétlit malym poctem
vysetienych jedincti (n=7). Procento nakazenych zvifat na rtiznych lokalitach se od sebe muize
vyznamné lisit (Condlova et al. 2018, Condlova et al. 2019, Hor¢ickova et al. 2019, Holubova
et al. 2020b). Vzhledem k nizkému poc¢tu studovanych jedinct a neexistujici obdobné studii
na stejném druhu veverek, nelze ze zjiSténych vysledkl délat zavery.

U sysla paskovaného, psouna prériového a sysla zlatavého jsme zjistili 70 %, 35 % a 100
% prevalenci kryptosporidii, coZ je vyrazné vyssi promofenost jak ve srovnani se stromovymi
veverkami Zijicimi ve stejné oblasti (Stenger et al. 2015b), tak i s vysledky Atwill et al.
(2004), ktefi popsali 12% prevalenci u sysla vevetiho v Kalifornii, USA. Obdobné nizké
prevalence zjistili i Pereira et al. (2010), kteti detekovali oocysty kryptosporidii u 20 % sysli
veverich, 22 % sysll zlatavych a 14 % sysli Beldingovych.

Zajimavé je srovnani nasich vysledkd (Pfiloha 1) s vysledky Pereira et al. (2010). V nasi
praci byl podil C. rubeyi na vsech kryptosporidiovych infekcich 18 %, coz odpovida 14-22 %

prevalenci C. rubeyi u zemnich veverek ve vySe zminéné studii. Celkem 82 % nami
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genotypovanych vzorkl pfipadlo na dalsi druhy a genotypy kryptosporidii, pficemz

dominantnimi byly Cryptosporidium sp. ground squirrel genotyp | a 11 (Tabulka 2).

Tabulka 2. Vyskyt Cryptosporidium spp. u stromovych a zemnich veverek detekovanych

V ramci této prace v USA, Italii, Ceské republice a na Slovensku.

Druh Zemé VySeti‘enych . .
. L i . Genotypizace Publikace
(védecké jméno)  puvodu /pozitivnich
ITA 123/13 C. sciurinum (n = 13) Pfiloha 2
veverka obecna CzK 200/20 C. sciurinum (n = 20) Pfiloha 3
(Sciurus vulgaris) SVK 58/6 C. sciurinum (n = 6) Pfiloha 3
Celkem 381/39
C. ubiquitum (n = 19)
Cryptosporidium sp. skunk genotyp (n = 4
USA 136/55 yprosp . P genotyp ( ) Pfiloha 1
Cryptosporidium sp. deer mouse genotyp (n = 5)
veverka popelava Cryptosporidium sp. (n = 27)
(Sciurus C. ubiquitum (n = 2)
carolinensis) ITA 162/6 Cryptosporidium sp. skunk genotyp (n = 3) Piiloha 2
Cryptosporidium sp. chipmunk genotyp | (n = 1)
Celkem 298/61
veverka Pallasova
(Callosciurus ITA 7212 Cryptosporidium sp. chipmunk genotyp | (n = 2) Piiloha 2
erythraeus)
C. ubiquitum (n = 6)
Cikari erveny -
o Cryptosporidium sp. skunk genotyp (n=1)
(Tamiasciurus USA 42/17 o Priloha 1
) Cryptosporidium sp. deer mouse genotyp (n=1)
hudsonicus) .
Cryptosporidium sp. (n = 9)
veverka li§¢i C. ubiquitum (n=1)
. . USA 712 . Pfiloha 1
(Sciurus niger) Cryptosporidium sp. skunk genotyp (n=1)
sysel paskovany Cryptosporidium sp. ground squirrel genotyp | (n = 8)
(Ictidomys USA 47/33 Cryptosporidium sp. ground squirrel genotyp Il (n =11) Piiloha 1
tridecemlineatus) Cryptosporidium sp. (n = 14)
sysel prériovy C. rubeyi (n = 10)
(Cynomys USA 77127 Cryptosporidium sp. ground squirrel genotyp Il (n = 1) Priloha 1
ludovicanus) Cryptosporidium sp. (n = 16)
sysel zlatavy
(Callospermophilus USA 1/1 C. rubeyi (n=1) Priloha 1

lateralis)

CZK — Ceska republika, ITA — Itilie, SVK — Slovensko, USA — Spojené staty americké.
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V ramci nasi studie (Ptiloha 1) nebyla fada vzorkl pozitivnich molekularné na ptfitomnost
specifickych genli kryptosporidii ispésné sekvenovana. Toto I1ze vysvétlit pritomnosti dvou a
vice riznych druht/genotypt kryptosporidii v jednom vzorku (smisSend infekce). Pii pfimém
sekvenovani PCR produktii obsahujicim vice nez jednu unikétni sekvenci dochazi k prekryvu
bazi a vysledna data ze sekvenatoru tak mohou byt necitelna. K tomuto dochdzi zejména,
pokud se sekvence riznych druhti od sebe znaéné 1isi nebo je u jedné ze sekvenci delece nebo
inzert ¢asti sekvence (Tanriverdi et al. 2003, Tanriverdi et al. 2007).

Vysledky nasi a dalSich studii ukazuji, Ze rozdily v prevalenci mohou ovliviiovat nejen
druh a genotyp kryptosporidie, ale také hustota populace vnimavych hostitelti a prostiedi
usnadiujici Sifeni infekce (De Waele et al. 2013, Tangtrongsup et al. 2020). Prokazali jsme,
ze stromové a zemni veverky jsou hostiteli riznych druhti a genotypt kryptosporidii navzdory

ptekryvajicimu se aredlu vyskytu.

HYPOTEZA 2: Cryptosporidium sp. chipmunk genotyp | a skunk genotyp byly do Evropy
zavleeny spolu s introdukovanymi veverkami ze Severni Ameriky a neSifi se populaci

veverek obecnych.

Cilem druh¢ studie (Ptfiloha 2) bylo popsat diverzitu kryptosporidii u stromovych veverek v
severni Italii, kam byly introdukovany veverky popelavé a veverky Pallasovy ze Severni
Ameriky, respektive z Asie. Celkem bylo odchyceno 357 veverek, z toho 123 veverek
obecnych ptavodnich v Evropé, 162 veverek popelavych a 72 veverek Pallasovych. U vSech
vzorku trusu byla provedena mikroskopicka detekce oocyst kryptosporidii a PCR vySetieni na
piitomnost specifické DNA genu kodujicich SSU, aktin a gp60 kryptosporidii. Prevalence u
veverek obecnych byla 10,7 % (13/123). Veverky popelavé byly infikovany s celkovou
prevalenci 3,7 % (6/162). Pozitivni vzorky mély téz veverky Pallasovy — 2,8 % (2/72).
Veverky obecné byly v Italii parazitovany pouze druhem C. sciurinum (Cryptosporidium
sp. ferret genotyp; Ptiloha 3) patticim do dvou gp60 subtypit VIIIb a VIllc. V této studii je
mylné uvedeno, ze byl detekovan subtypem VIIId. Tento subtyp byl myIné oznacen a jedna se
o C. parvum subtyp Ila. Na rozdil od veverek obecnych, veverky popelavé byl parazitovany
velkym pocten kryptosporidii - C. ubiquitum (subtyp XIIb), Cryptosporidium sp. skunk
genotyp (subtyp XVIa) a Cryptosporidium sp. chipmunk genotyp I (subtyp XIVa). Shodny
subtyp Cryptosporidium sp. chipmunk genotyp I byl také nalezen u dvou jedinc veverek
Pallasovych. Z této a predchozi studie (Kvac et al. 2008) Ize odvozovat, ze Cryptosporidium
sp. skunk genotyp subtyp XVla, Cryptosporidium sp. chipmunk genotyp | a C. ubiquitum
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subtyp XI1b byly do Evropy s nejvétsi pravdépodobnosti introdukovany spole¢né s veverkami
popelavymi, které jsou pravdépodobné jejich prirozenymi hostiteli (Feltus et al. 2006, Guo et
al. 2015, Loeck et al. 2020). U veverek Pallasovych doposud nebyl v arealu jejich ptirozeného
vyskytu tento genotyp detekovan a je mozné, ze nejen veverky obecné (Kvac et al. 2008), ale
i do Italie introdukované veverky Pallasovy jsou infikovany timto parazitem pochazejicim od
veverky popelavé.

Infekce vyvolana C. sciurinum a Cryptosporidium sp. chipmunk genotyp | je u veverek
snadno mikroskopicky detekovatelna, a to s vysokou intenzitou infekce, nicméné nebyly
pozorovany zadné klinické ptiznaky kryptosporididozy u vysSetfovanych jedincti ani v nasich,
ani v jinych studiich (Kvac¢ et al. 2008, Prediger et al. 2017, Deng et al. 2020). Jedinymi
vyjimkami jsou dva piipady infekce veverky obecné Cryptosporidium sp. chipmunk genotyp |
ve Svédsku, kde byly u t&chto hostitelil popsany klinické p¥iznaky kryptosporidiézy. Jeden
vzorek byl dokonce odebran post mortem, a bylo konstatovdno, ze veverka uhynula v
dusledku diarrhoeou rozvraceného metabolismu (Lebbad et al. 2013, Bujila et al. 2021,
Lebbad et al. 2021).

Otazkou zastava, jak se Cryptosporidium sp. chipmunk genotyp I dostal do severni ¢asti
Evropy, kdyz v této oblasti neni popsany vyskyt introdukovanych veverek popelavych. V nasi
dalsi studii z Ceské republiky a Slovenska (P¥iloha 3) jsme se zaméfili na kryptosporidie
infikujici autochtonni veverku obecnou a zajimalo nas, zda se importované genotypy
kryptosporidii nerozsitily uz i do stiedni Evropy. V ramci nasi studie jsme nezaznamenali
vyskyt importovanych druhi veverek, byly odchyceny jen veverky obecné. Prevalence
kryptosporidii u veverek obecnych v Ceské republice a na Slovensku dosahovala hodnoty
10,1 % (26/258), coz se shoduje s vysledky zjisténymi v nasi Italské studii (10,7 %) a
publikaci z Ciny (26,3%) (Lv et al. 2009, Prediger et al. 2017, Prediger et al. 2021). Obdobna
vySe promofeni kryptosporidiemi byla zjiSténa 1 u dalSich populaci hlodavch, napt. 4 %
v Apodemus spp. Vv Evropé, 27 % v Apodemus sp. v Japonsku, 16 % v potkanech (Rattus
norvegicus) v Cesku, 12 % v ondatrach (Ondatra zibethicus) v USA, 30 % v hlodounech
¢inskych (Rhizomys sinensis) nebo 7-14% v hraboSovitych (Arvicolinae) v Evropé
(Murakoshi et al. 2013, Stenger et al. 2017, Condlova et al. 2019, Li et al. 2020, Jezkova et al.
2021b).

Vsechny sekvence gend pro SSU, aktin, HSP70, COWP se mezi sebou neodliSovaly a
shodovaly se sekvencemi z ptedchozich studii na 99.8-100% a ukazovaly, Ze vSech 26
veverek obecnych, které byly Cryptosporidium pozitivni, bylo vyhradné parazitovano C.

sciurinum (Cryptosporidium sp. ferret genotyp).
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Nepodaftilo se nam prokazat Siteni Cryptosporidium sp. chipmunk genotypu | a skunk
genotypu V populacich veverek obecnych ve stfedni Evropé. Na zaklad¢ naSich vysledkt a
studii provedenych ve Svédsku si dovolujeme vyslovil hypotézu, Ze Cryptosporidium sp.
chipmunk genotyp | je pro veverky obecné vysoce patogenni a zptisobuje u nich rychly thyn.
V piipad€, ze nastup klinickych pfiznakl je velmi razantni je obtizné takto postizené zviie

odchytit do zivochytné pasti a ziskat z né¢ho vzorky pro molekularni analyzy.

HYPOTEZA 3: Genotypy kryptosporidii veverek piedstavuji samostatné druhy v ramei rodu
Cryptosporidium.

Vysledky naSich 1 pfedchozich studii ukézaly, Ze jak stromové, tak zemni veverky jsou
parazitovany velkym mnozstvim kryptosporidii, které jsou dosud oznacovany jako genotypy.
Na zaklad¢ dnesnich znalosti se Ize domnivat, Ze jednotlivé genotypy piedstavuji samostatné
taxony vramci rodu Cryptosporidium, ale v soucasné dobé nedisponujeme dostate¢nymi
znalostmi o jejich biologii, aby mohly byt popsany jako samostatné druhy. Jednou ze
zéasadnich prekazek ve studiu biologickych charakteristik kryptosporidii je jejich hostitelska
specifita, nedostatek infek¢nich oocyst zapti¢inény i1 faktem, Zze dosud neumime kultivovat
kryptosporidie in vitro.

V ramci na$i studie se nam podafilo ziskat dostate¢né mnozstvi izolatu Cryptosporidium
sp. ferret genotypu, u kterého jsme provedli podrobnou multilokusovou genotypizaci a
studium biologickych vlastnosti.

Cryptosporidium sp. ferret genotyp (pivodné C. parvum ferret genotyp (AF112572)) byl
poprvé detekovan v roce 1999 u ptirozené infikovanych fretek (Mustela nigripes) (Xiao et al.
1999b). Od té doby byla tato kryptosporidie nalezena Vv n¢kolika ¢ipmacich vychodnich a
burunducich paskovanych, ve velkém mnoZstvi veverek obecnych chovanych v zajeti nebo
odchycenych ve volné pifirodé¢ a piekvapivé i v jedné andulce vinkované (Melopsittacus
undulatus) (Kvac et al. 2008, Lv et al. 2009, Li et al. 2016, Prediger et al. 2017, Deng et al.
2020). Nejcastéji byl tento genotyp detekovan u veverek obecnych. Z toho vyvozujeme, Ze
veverka obecna je pravdépodobné typicky hostitel této kryptosporidie.

V ramci studie jsme ziskali dostatek oocyst Cryptosporidium sp. ferret genotyp z veverky
obecné ze zachranné stanice v Tieboni, ale z logistickych divodu nebylo moZné zjistit
infekéni davku veverek za experimentalnich podminek. Proto byla ur€ena intenzita infekce u
jedinct rGzného veéku v zachrannych stanicich. Devét z jedendcti juvenilnich jedinch

vylucovalo mikroskopicky detekovatelné oocysty (18 000-74 000 OPG). Naproti tomu
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veverky stars$i 10 tydnt vylucovaly oocysty pod mikroskopicky detekovatelnym limitem
(2 000 OPG; Priloha 3). Nejvyssi intenzitu infekce (49 666 OPG) vykazovala skupina zvirat
starych 6-7 tydnd. Skupina ve véku 4-5 tydni a 89 tydnl vyluCovala oocysty v mnozstvi
okolo 20 000 OPG. To je shodné s ptedeslymi studiemi, kdy dospéli jedinci vykazovali
slabou pozitivitu zachytitelnou pouze PCR vySetienim, kdezto mladata vylucovala
mikroskopicky detekovatelné mnozstvi oocyst (Kvac et al. 2008, Prediger et al. 2017). Tato
vékova specifita kryptosporidii byla diive popsana v fad¢ studii (Sreter et al. 1995, Rhee et al.
1999, Pavlasek 2001, Kvac et al. 2009, Holubova et al. 2018, Hor¢ickova et al. 2019).
Juvenilni jedinci jsou pravdépodobné nachylnéjsi k infekci kviili naivnimu a nevyzralému
imunitnimu systému, coz ma za nasledek horS§i pribéh infekce projevujici se vySsim
mnozstvim vylu¢ovanych oocyst.

Prepatentni perioda Cryptosporidium sp. ferret genotyp neni znama, ale je ziejmé, Ze
mlad’ata jsou infikovana ve velmi raném véku (jiz 4 tydny) a Ze infekce trva okolo jednoho
mésice. Je mozné, Ze infekce je predavana z asymptomaticky nakaZenych rodi¢l na
potomstvo, to by vSak muselo byt podrobeno blizSimu experimentalnimu zkoumani.
Patogenita Cryptosporidium sp. ferret genotyp je neznama, ale konzistence trusu a
nepiitomnost zaschlého prijmu v télnim pokryvu okolo rekta vySetfovanych zvitat naznacuje,
7ze zkoumani jedinci nevykazovali klinické piiznaky kryptosporidiézy, coz bylo v souladu
s predeslymi studiemi (Kvac et al. 2008, Prediger et al. 2017).

Vysledky experimentalnich infekci ukazaly, Ze oocysty Cryptosporidium sp. ferret genotyp
nejsou infek¢ni pro laboratorni mysi (BALB/c a SCID), piskomily mongolské, mastomysi,
kutata nebo andulky vinkované. Jedina popsana infekce andulky vinkované mohla byt
hostitele, jak bylo popsano v mnoha piedchozich studiich (Crawshaw et Mehren 1987,
Graczyk et Cranfield 1998, Graczyk et al. 1998, Kvac¢ et al. 2012). Velikost oocyst
Cryptosporidium sp. ferret genotyp, které jsme méfili po purifikaci v roztoku, mély velikost
5,54 x 5,22 um, s pomérem délky k Sifce 1,07. Jsou vétsi nez C. parvum (5,2 x 4,9 pum)
nebo C. ratti (4.9 x 4,6 um) a mensi nez Cryptosporidium sp. chipmunk genotyp I (5,8 x 5,4
um) (Kvac et al. 2008, Jezkova et al. 2021b). Mikroskopické rozdily vSak bohuzel nejsou
pouzitelné pro rutinni diagnostiku. Oocysty jsou bezbarvé, sférické a tlustosténné. Vykazuji
stejné barvici charakteristiky jako ostatni druhy a genotypy kryptosporidii, at’ uz se jedna o
barveni dle Ziehl-Neelsena nebo Milacka-Vitovce, a zkiizené reaguji s imunofluorescenénimi

reagenciemi vyvinutymi pro C. parvum.
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Tak jako je popis morfologie oocyst potiebny k popisu druhu, tak molekularné geneticka
charakterizace je potfeba k jeho identifikaci. Pfedchozi studie poukazaly na piitomnost
divergentnich kopii SSU genu kryptosporidii, napt. u C. andersoni, C. apodemi, C. ditrichi,
C. parvum, C.  ubiquitum, Cryptosporidium sp.  apodemus  genotyp I a |,
nebo Cryptosporidium sp. rat genotyp 11 a 111 (Ng-Hublin et al. 2013, Li et al. 2014, Condlova
et al. 2018, Condlovéa et al. 2019, Deng et al. 2020). Stenger et al. (2015a) detekovali
divergentni kopie SSU u Cryptosporidium sp. chipmunk genotyp I1. Spole¢ny vyskyt riznych
kopii SSU genu v hostiteli a homogenita v genech pro aktin a HSP70 naznaduje, Ze
divergentni kopie jsou paralogy v jedné kryptosporidiové linii a ¢init zavéry pouze na zakladé
sekvenci SSU genu by mohlo vést k mylné interpretaci vysledkl. Proto jsme do naSich analyz
zahrnuli 1 dal$i geny. PfestoZe n&které studie popsaly u rtiznych kryptosporidii polymorfismus
u aktinu, HSP70 a TRAP-C1 (Ng-Hublin et al. 2013, Condlova et al. 2018, Condlova et al.
2019), vysledky naSich studii neprokazaly ptitomnost riznych variant téchto geni u
Cryptosporidium sp. ferret genotyp. V genu pro gp60 jsme u veverek v Evropé detekovali
pouze subtypy VIIIb a Vlllc. Naproti tomu subtyp VIIIa byl nalezen pouze v Ciné (Lv et al.
2009). Nékteré studie naznauji, Zze gp60 subtypy se lisi podle geografické lokalizace.
Naptiklad C. tyzzeri subtyp IXa byl nalezen u mysi domaci (Mus musculus musculus)
vyskytujici se ve vychodni Evropé, Cing, a Kuvajtu, zatimco subtyp IXb byl detekovan (Mus
musculus domesticus) v zapadni Evropé, USA a Novém Zélandu (Kva¢ et al. 2013b).
Podobny rozdil v distribuci jednotlivych gp60 subtypt byl popsan u C. parvum a C.
ubiquitum (Xiao 2010, Li et al. 2014).

Fylogenetické analyzy prokazaly, ze Cryptosporidium sp. ferret genotyp vytvaii mezi
ostatnimi stfevnimi kryptosporidiemi samostatnou skupinu. Na zakladé fylogenetické analyzy
gent kodujicich SSU, aktin, HSP70, TRAP-C1, COWP, a gp60 a biologickych vlastnosti jsme
navrhli ustanovit tento genotyp jako samostatny druh, ktery jsme pojmenovali

Cryptosporidium sciurinum.

HYPOTEZA 4: Stromové veverky neziidka sdili spole¢ny habitat s lidmi a mohou byt

rezervoarem zoonotickych kryptosporidii.

Lidské infekce jsou z 95 % zpusobeny druhy C. parvum a C. hominis, nicméné zoonoticky
potencial ma dalSich 20 druhti a genotypu kryptosporidii, mezi nimiz jsou i C. ubiquitum,
Cryptosporidium sp. skunk genotyp a Cryptosporidium sp. chipmunk genotyp I, které byly

detekovany u stromovych veverek (Stenger et al. 2015b).
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V nasi americké a italské studii byly u stromovych veverek detekovany zoonotické druhy
C. ubiquitum a Cryptosporidium sp. skunk genotyp a Cryptosporidium sp. chipmunk
genotyp 1.

V ramci druhu C. ubiquitum detekovaném v USA byly nalezeny subtypy XIIb a Xllc, které
byly diive popsany u hlodavct v¢. veverek, v povrchovych vodéach a u lidi v severni Americe
(Li et al. 2014, Guy et al. 2021). V nasi studii v Italii byl u veverek detekovan subtyp XIlb
druhu C. ubiquitum. Nicméné do soucasné doby nejsou znamy studie, které by potvrzovaly
penos infekce z veverek na lovéka v Italii. Ve Svédsku byl C. ubiquitum u lidi zachycen, ale
jednalo se o subtyp Xlla, ktery je spojovan s infekcemi u prezvykavcu (Bjorkman et al. 2015,
Lebbad et al. 2021).

Nami detekovany subtyp Cryptosporidium sp. chipmunk genotyp | se shodoval se
subtypem, které byl popsan jako pii¢ina lidskych infekci v Severni Americe (Feltus et al.
2006, Guo et al. 2015) a ve Svédsku (Lebbad et al. 2021). Ve Svédsku navic prokazali ptimy
vztah mezi touto kryptosporidii infikovanou veverkou obecnou a lidskymi infekcemi. Jednalo
se o dvé veverky obecné, které se diky svému zhorSenému zdravotnim stavu dostaly do
zachranné stanice, kde posléze nakazily oSetfovatele (Bujila et al. 2021). Vyskyt této
kryptosporidie ve Svédsku bude muset byt podroben bliz§imu zkoumani.

Dalsi kryptosporidii schopnou infikovat ¢lovéka, a kterd byla detekovdna v ramci nasich
studii, je Cryptosporidium sp. skunk genotyp. Vzhledem k Sirokému spektru hostitelt byva
oocystami této kryptosporidie ¢asto kontaminovana povrchova voda (Jellison et al. 2009,
Ruecker et al. 2012, Wilkes et al. 2013, Yan et al. 2017). Tento genotyp byl detekovan
ve velkém mnozstvi volné zijicich Zivoéichui v¢etné veverek (Zhou et al. 2004, Feng et al.
2007, Ziegler et al. 2007, Rengifo-Herrera et al. 2011, Stenger et al. 2015b, Yan et al. 2017).
Piipady lidskych infekci byly popsany jak v Severni Americe (Yan et al. 2017, Loeck et al.
2020), tak Evropé€, konkrétné ve Velké Britanii (Robinson et al. 2008, Davies et al. 20009,
Elwin et al. 2012). Subtyp XVla Cryptosporidium sp. skunk genotypu detekovany ve
veverkach popelavych v Itélii je shodny se subtypem nalezenym ve stejném hostiteli v USA
(Yan et al. 2017). Je mozné, Ze zdrojem lidskych infekci zptisobenych Cryptosporidium sp.
skunk genotypem ve Velké Britanii byly veverky popelavé, ale vzhledem k tomu, Ze metoda
subtypizace Cryptosporidium sp. skunk genotypu byla publikovana az v roce 2015 (Guo et al.
2015), nebyly lidské ptipady infekci ve Velké Britanii subtypizovany. Také dosud nebyla
provedena Zadna relevantni studie zabyvajici se diverzitou kryptosporidii u veverek ve Velké

Britanii.
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Stromové veverky osidlujici i urbanni a suburbanni oblasti, mohou byt v pfimém nebo
nepiimém kontaktu s lidmi, a jako pfirozeni hostitelé zoonotickych kryptosporidii predstavuji

potencidlni riziko a rezervoar kryptosporidii infek¢nich pro ¢lovéka.

ZAVERY

e Bylo prokédzano, ze stromové a zemni veverky jsou parazitovany odliSnymi druhy a
genotypy kryptosporidii, které jsou hostitelsky specifické a nedochazi k pfenosu infekce
mezi skupinami ani v ptipad¢, ze jednotlivi zastupci obyvaji stejny areal vyskytu.

e Stromové veverky jsou hostiteli zoonotickych kryptosporidii, zatimco u zemnich veverek
nebyl vyskyt kryptosporidii infek¢énich pro ¢lovéka prokazan.

e Studium biologickych vlastnosti a molekularni analyzy geni kodujicich SSU,
aktin, HSP70, TRAP-C1, COWP a gp60 potvrdily odlisnost Cryptosporidium sp. ferret
genotypu od ostatnich druhti rodu Cryptosporidium a tato kryptosporidie byla popsana
jako samostatny druh Cryptosporidium sciurinum.

e Je pravdépodobné, ze Cryptosporidium sp. skunk genotyp a Cryptosporidium sp.
chipmunk genotyp I byly do Evropy zavleceny spolu s veverkou popelavou. Zatimco
severoamerické a asijské druhy stromovych veverek mohou byt infikovany velkym
poctem druhil a genotypt kryptosporidii, zda se, ze veverka obecna obyvajici Evropu a
Asii je hostitelem témét vyluéné C. sciurinum.

e Ve stiedni Evropé€ jsme neprokazali vyskyt Cryptosporidium sp. skunk genotyp a
Cryptosporidium sp. chipmunk genotyp I u veverek obecnych, coZ naznacuje, Ze tyto
introdukované druhy kryptosporidii se zatim nerozsitily z aredlu ptivodniho zavleceni.

e Stromové veverky mohou pfedstavovat potencialni riziko pfenosu zoonotickych druht a
genotypil kryptosporidii, zejména v lidmi osidlenych oblastech a aglomeracich, kde je

kontakt lidi a zvitat velmi blizky.
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