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ANOTACE

Zastupci rodu Cryptosporidium (Apicomplexa) parazituji v télech
poikilotermnich i homoiotermnich obratlovetl véetné ¢loveéka. Jednd se o
jednohostitelské, jednobunééné a epicelularni parazity. Zatimco
kryptosporidiim lidi a hospodaiskych zvifat byla vénovana cela tfada studii,
vyzkum na dalSich obratlovcich véetné synantropnich hlodavel zaostava.
Znalosti o biologickych vlastnostech jednotlivych druhi a genotypt jsou ve
vétsing piipadech nedostateéné nebo zcela chybégjici. Do soucasné doby bylo
popsano 51 platnych druhti kryptosporidii a byly detekovany nizsi stovky
genotypu, o kterych neexistuje dostateéné mnozstvi udaji, aby bylo mozné je
povazovat za platné druhy. Tato diserta¢ni prace vyrazné rozsifuje znalosti o
kryptosporidiich specifickych pro synantropni hlodavce, zamétuje se na
jejich vyskyt a diverzitu v ramci tii Celedi a 12 rodd, hostitelskou a
organovou specifitu, morfologii vyvojovych stadii, patogenitu a jejich
ptenos. Mimo jiné, vysledky ziskané v této praci pfispéli k popisu péti druhi

a 14 genotypu specifickych pro synantropni hlodavce.



ANNOTATION

Representatives of the genus Cryptosporidium (Apicomplexa) parasitize the
bodies of poikilothermic and homoiothermic vertebrates, including humans.
They are single-host, unicellular and epicellular parasites. While a number of
studies have been devoted to cryptosporidia of humans and livestock,
research on other vertebrates, including synanthropic rodents, has lagged
behind. Knowledge of the biological characteristics of individual species and
genotypes is in most cases inadequate or completely lacking. To date, 51
valid species of cryptosporidia have been described and lower hundreds of
genotypes have been detected for which there is insufficient data to consider
them as valid species. This dissertation significantly advances the knowledge
of cryptosporidia specific to synanthropic rodents, focusing on their
occurrence and diversity within three families and 12 genera, host and organ
specificity, developmental stage morphology, pathogenicity and
transmission. Among others, the results obtained in this work contributed to
the description of five species and 14 genotypes specific to synanthropic

rodents.



SOUHRN

Pfedmétem ptedlozené disertacni prace je studium vyskytu a diverzity
kryptosporidii synantropnich hlodavci. V pribéhu studia bylo vysetieno
pomoci mikroskopickych a molekularnich metod 1256 vzorkd trusu
synantropnich hlodavcii ze 3 ¢eledi a 12 rodt z péti zemi. Z toho 743 vzorkd
z Ceské republiky, 136 ze Slovenska, 63 z Filipin, 47 z Kambodzi a 267
z Thajska. Pouze 13 vzorkt bylo mikroskopicky pozitivnich na pfitomnost
oocyst kryptosporidii. Specifickh DNA kryptosporidii byla detekovana ve
176 ptipadech. Fylogenetickymi analyzami ¢astecnych sekvenci gent
kodujicich malou podjednotku rRNA (SSU), heat shock protein (HSP70),
aktin, Cryptosporidium oocyst wall protein (COWP), thrombospondin-
related adhesive protein (TRAP-C1) a 60 kDa glykoprotein (gp60) byla
prokazana pfitomnost 29 ruznych kryptosporidii. Bylo detekovano pét jiz
diive popsanych druhi (C. andersoni, C. muris, C. parvum, C. ubiquitum a
C. ryanae) a 29 genotypu. Znichz 13 bylo detekovano vubec poprvé,
konkrétné 9 genotypt z hlodavct z Thajska (Cryptosporidium sp. THA1-9)
a 4 genotypy ze sysli z Ceské republiky (Cryptosporidium sp. Sc01-04).
Soucasné byl detekovan dosud nepopsany druh specificky pro nutrie — C.
myocastoris. Na zakladé biologickych a molekularnich odlisnosti byly
z dfive znamé genotypy ustanoveny jako samostatné druhy: C. occultus
(dfive znamo jako Cryptosporidium suis-like, Cryptosporidium sp. RTA368,
Cryptosporidium sp. W20486, Cryptosporidium sp. P156, Cryptosporidium
sp. K4515, Cryptosporidium sp. AQ7 a Cryptosporidium parvum VF383), C.
ratti (diive znamo jako Cryptosporidium sp. rat genotyp 1), C. sciurinum
(dtive znamo jako Cryptosporidium sp. ferret genotyp) a C. mortiferum.
(dtive znamo jako Cryptosporidium sp. chipmunk genotype I). Velikost
oocyst noveé popsanych druhd kryptosporidii se od sebe do jisté miry lisila.
Oocysty C. occultus métily 5,20 x 4,94 um, C. ratti 4,90 x 4,60 um, C.
myocastoris 5,02 x 4,85 um, C. sciurinum 5,54 x 5,22 um a C. mortiferum
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5,64 x 537 um. Studium tkanové specifity prokazalo vyvoj C. occultus
V tlustém stfevé potkand. Predilekénim mistem C. ratti stejné jako C.
myocastoris bylo jejunum a ileum potkant, respektive nutrii. Lokalizace
infekce C. sciurinun nebyla vna$i studii prokdzana a C. mortiferum,
parazitujici u veverek, bylo detekovano ve slepém a tlustém stfevé. Druh C.
occultus byl infekéni pro potkany, mysi a piskomily. Druhy C. ratti a C.
myocastoris se zdaji byt tzce hostitelsky specifické a byly infekéni pouze
pro potkany, respektive pro nutrie. Obdobné druh C. sciurinum specificky
pro veverky obecné nebyl infekéni pro Zadného jiného modelového hostitele.
infekéni pro mysi, fretky, piskomily, veverky obecné a veverky popelavé.
V ramci této prace byla popsana patogenita u vSech nami popsanych druhi.
V ptipadé druht C. occultus, C. ratti, C. myocastoris a C. sciurinum nebyly
pozorovany zadné klinické ptiznaky infekce u zadného =z infikovanych
hostitelti. Pouze u druhu C. mortiferum byla pozorovana kryptosporidioza
s vysokou virulenci pro veverky obecné.

Vysledky prace ukézaly, ze kryptosporidie detekované u synantropnich
hlodavci neptedstavuji vyznamné riziko pro ¢lovéka a jim chovana domaci a

hospodaiska zvitata.

SUMMARY

The subject of the present dissertation is the study of the occurrence and
diversity of cryptosporidia of synanthropic rodents. In the course of the
study, 1256 faecal samples of synanthropic rodents from 3 families and 12
genera from five countries were examined using microscopic and molecular
methods. Of these, 743 samples were from the Czech Republic, 136 from
Slovakia, 63 from the Philippines, 47 from Cambodia and 267 from

Thailand. Only 13 samples were microscopically positive for the presence of
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cryptosporidia oocysts. Cryptosporidium-specific DNA was detected in 176
cases. Phylogenetic analyses of partial sequences of the genes encoding
small subunit rRNA (SSU), heat shock protein (HSP70), actin,
Cryptosporidium oocyst wall protein (COWP), thrombospondin-related
adhesive protein (TRAP-C1) and 60 kDa glycoprotein (gp60) revealed the
presence of 29 different cryptosporidia. Five previously described species
(C. andersoni, C. muris, C. parvum, C. ubiquitum and C. ryanae) and 29
genotypes were detected. Of these, 13 were detected for the first time,
namely 9 genotypes from rodents from Thailand (Cryptosporidium sp.
THA1-9) and 4 genotypes from gophers from the Czech Republic
(Cryptosporidium sp. Sc01-04). At the same time, a previously undescribed
species specific to nutria, C. myocastoris, was detected. On the basis of
biological and molecular differences, the previously known genotypes were
established as separate species: C. occultus (formerly known as
Cryptosporidium suis-like, Cryptosporidium sp. RTA368, Cryptosporidium
sp. W20486, Cryptosporidium sp. P156, Cryptosporidium sp. K4515,
Cryptosporidium sp. AQ7 and Cryptosporidium parvum VF383), C. ratti
(formerly known as Cryptosporidium sp. rat genotype 1), C. sciurinum
(formerly known as Cryptosporidium sp. ferret genotype) and C. mortiferum
(formerly known as Cryptosporidium sp. chipmunk genotype 1). The oocyst
size of the newly described Cryptosporidium species differed to some extent
from each other. Oocysts of C. occultus measured 5.20 x 4.94 um, C. ratti
4.90 x 4.60 pm, C. myocastoris 5.02 x 4.85 um, C. sciurinum 5.54 x 5.22
um, and C. mortiferum 5.64 x 537 um. Tissue specificity studies
demonstrated the development of C. occultus in the colon of rats. The
predilection sites of C. ratti as well as C. myocastoris were the jejunum and
ileum of rats and nutria, respectively. The localization of C. sciurinun
infection was not demonstrated in our study, and C. mortiferum, parasitizing

squirrels, was detected in the caecum and colon. The species C. occultus was
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infectious to rats, mice and gerbils. The species C. ratti and C. myocastoris
appeared to be narrowly host specific and were infective only for rats and
nutria, respectively. Similarly, the species C. sciurinum specific to red
squirrels was not infectious to any other model host. C. mortiferum species
showed the broadest host specificity and was infectious to mice, ferrets,
gerbils, red squirrels and eastern gray squirrels. Pathogenicity has been
described for all species described in this work. In the case of the species C.
occultus, C. ratti, C. myocastoris and C. sciurinum, no clinical signs of
infection were observed in any of the infected hosts. Only C. mortiferum was
observed to have cryptosporidiosis with high virulence for red squirrels.

The results of the work showed that cryptosporidia detected in
synanthropic rodents do not pose a significant risk to humans and their
domestic and livestock animals.
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CILE PRACE

Cilem této prace bylo studovat prevalenci, diverzitu a biologii kryptosporidii

u synantropné zijicich hlodavca.

Nasledujici konkrétni dil¢i cile predstavuji jednotlivé kroky vyzkumu

nezbytné pro dosazeni hlavniho cile:

e Vyhodnotit vyskyt a prevalenci kryptosporidiovych infekei u

synantropné zijicich hlodavci.

e Prokdzat hostitelskou specifitu a infektivitu ziskanych izolat

kryptosporidii pomoci experimentalnich infekci.

e Popsat biologii ziskanych druhti a genotypt kryptosporidii, zejména
pribéh infekce, patogenitu a lokalizaci vyvojového cyklu véetné popisu

vyvojovych stadii.

e Popsat diverzitu kryptosporidii synantropné Zijicich hlodavch

pomoci multilokusové genotypizace a fylogenetickych analyz.

11



SHRNUTI VYSLEDKU A DISKUZE

VSechny dosazené vysledky (obrazky, tabulky), pouZity material a
metody je moZno nalézt v disertaéni praci a publikacich v ni

priloZenych.

Kryptosporidiim hlodavci obecné byly dosud veénovany stovky studii
(PubMed, www.ncbi.nlm.nih.gov). Zatimco nékteré rody/Celedé hlodavci
jsou studovany castéji, napiiklad mysi, krysy, potkani, mySice, hrabo$i a
kieéci (Raskova et al. 2013, Hancke et Suarez 2022), u jinych jsou
k dispozici jen ojedinéla sdéleni nebo neexistuji Zadné dostupné informace
(Pacini et al. 2023). Ptikladem posledni skupiny mohou byt hlodavci
obyvajici africky kontinent. Bohuzel neexistuje dostatek informaci o
globalnim vyskytu kryptosporidii pravé u synantropnich hlodavci. Jaka je
tedy skute¢na prevalence a diverzita kryptosporidii u synantropnich hlodavct
z celosvétového  hlediska je stile otevienou otazkou. Vysledky
metaanalytické studie Taghipour et al. (2020) ukazaly, Ze v Americe
hlodavci hraji vyznamnou roli rezervoari kryptosporidii s moznosti infekce
¢lovéka. V soucasné dobé bylo celosvétove u hlodavet detekovano 17 druht
a 57 genotypti kryptosporidii. Ztéto podmnoziny zastupci rodu

Cryptosporidium byl u osmi prokdzan pienos na ¢lovéka.

Prevalence kryptosporidii synantropnich hlodavci

Vramci doktorského studia bylo ziskano a wvySetfeno 1256 vzorkd
synantropnich hlodavcti z 5 zemi (Ceska republika, Slovensko, Filipiny,
Kambodza a Thajsko). Vsichni vysetfeni hlodavci patii do fadu Rodentia a
dale jsou diverzifikovani do tii celedi a 12 rodd. Z toho 743 vzorkd
pochazelo z Ceské republiky, 136 ze Slovenska, 63 z Filipin, 47 z Kambodzi
a 267 z Thajska. Pocet pozitivnich vzorkl na kryptosporidie byl u potkanti a
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krys 131 (18,2 %), u veverek 26 (10 %), u syslid osmi (6,3 %) a u nutrii 11
(7,3 %), Tyto vysledky odpovidaji praimémé promotenosti volné Zzijicich
hlodavct pro dany rod (Deng et al. 2020, Ni et al. 2021, Garcia-Livia et al.
2022).

Procento infikovanych synantropnich hlodavell se napfi¢ riznymi
studiemi do zna¢né miry 1isi a to od nuly az po 63 % pozitivnich jedinch
(Kellnerova et al. 2017, Deng et al. 2020, Garcia-Livia et al. 2020, Spencer
et Irwin 2020, Garcia-Livia et al. 2022, Hancke et Suarez 2022). Zna¢né
rozdily v prevalenci, ve srovnani naSich a publikovanych dat, mohou byt
ovlivnény fadou faktord. Nejcastéjsi pticinou je stanoveni prevalence z riizné
velkych skupin vySetfovanych jedincd. Velké rozdily jsou zpuisobeny
studiemi, které jsou zaloZené na vySetieni pouze malého mnozstvi jedinct,
coz celkovou prevalenci do jisté miry mtze znacné€ zkreslit, obzvlast’ pokud
Nase i predeslé studie ukazaly, Ze lokalita ma vliv na celkové promoteni
populace hostitelti (Kellnerova et al. 2017, Deng et al. 2020). Jako piiklad
lze uvést distribuci kryptosporidii u sysli obecnych v Ceské republice.
Kryptosporidie byly detekovany pouze na péti z 39 vysetiovanych lokalit.

Dal$imi vyznamnymi faktory, které ovliviluji prevalenci, jsou metody
detekce (mikroskopickd vs. molekularni detekce) a vybér studované
populace. Rada praci je zaméfena pouze na zvifata s klinickymi piiznaky
(Xiao et Feng 2008, Paparini et al. 2012, Wang et al. 2022b). Zvitata, ktera
jsou v klinické fazi infekce, vylucuji dostateéné mnozstvi oocyst, které je
mozné detekovat pomoci mikroskopickych metod, jejichz spodni hranice
senzitivity se pohybuje okolo 2000-5000 oocyst na 1 gram trusu (Hijjawi et
al. 2023). Nase vysledky ukazaly, Ze prubéh kryptosporidiové infekce u
studovanych synantropnich hlodavcd byl chronicky svelmi nizkou
intenzitou infekce. Ze 176 molekularn€ pozitivnich zvifat vylucovalo

oocysty pouze 13. Tyto vysledky zcela koresponduji s diive publikovanymi
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nalezy u jinych skupin hlodavci, ale i dalSich volné Zijicich obratlovcd
(Jezkova et al. 2016, Condlova et al. 2018, Hor¢ickova et al. 2019, Kvag et
al. 2021, Mensah et al. 2023).

Diverzita kryptosporidii synantropnich hlodavci

V prubéhu nasich studii bylo detekovano u potkand, krys, mysi, veverek,
nutrii a sysld devét druhli a 19 genotyptt kryptosporidii. Vysledky nasich
praci potvrzuji teorii o obrovské druhové rozmanitosti rodu
Cryptosporidium. Bylo detekovano 13 novych genotypli kryptosporidii.
Vétsina nalezenych druhti a genotypt kryptosporidii byla popsana u dosud
malo nebo vibec studovanych skupin hostiteld. Devét novych genotypt
(TH1-9) bylo nalezeno u hlodavci rodu Rattus, Mus a Bandicota v Thajsku
a Gtyfi (Sc01-04) byly popsany ze sysli obecnych v Ceské republice.
Vysledky naSich praci ukazuji, ze jak nové detekované, tak diive
publikované druhy a genotypy kryptosporidii parazitujici u hlodavci se
vyznacuji Gzkou hostitelskou specifitou. Vyjimku tvoii druhy a genotypy,
které jsou hostitelsky specifické pro jiné obratlovce, jejichz pfitomnost ve
vySetifovanych vzorcich lze vysvétlit kontaminaci potravy a vody nebo
predaci piirozenych hostitelt. Piikladem mitize byt pfitomnost specifické
DNA C. ryanae a C. andersoni u potkani odchycenych na farmach skotu,
ktery je pfirozenym hostitelem téchto druhti kryptosporidii nebo
Cryptosporidium sp. 1665 jehoz pfirozenym hostitelem jsou gekonéici, ktefi
se bé&zn¢ vyskytuji v mistech odchytu studovanych hlodavcti a mohli se stat
kofisti asijské krysy domaci, ve které byla tato kryptosporidie detekovana.
Obdobné nalezy nejsou v literatufe ojedinélé. Spole¢nym znakem téchto
zachyti byva cCasta absence oocyst ve vySetfovaném vzorku a nizka
prevalence (Al-Abedi et al. , Yimming et al. 2016, Myskova et al. 2019,
Kvac et al. 2021, Guy et al. 2022).
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V souladu s predeslymi studiemi provedenymi na savcich a ptacich jsme
prokazali vysokou diverzitu kryptosporidii u synantropnich hlodavct a
geografickou distribuci n€kterych druhi/genotypu kryptosporidii (Kimura et
al. 2007, Lv et al. 2009, Feng et al. 2011, Stenger et al. 2017, Hor¢ickova et
al. 2019, Wei et al. 2019, Li et Atwill 2021, Liao et al. 2021). Studie
zamé&fené na hlodavce z ¢eledi mySoviti a rodu Spermophilus ukézaly, zZe tito
hlodavci jsou hostitelé nejméné 17 druhové-specifickych kryptosporidii,
z nichz nékteré se vyskytovaly napfi¢ studovanymi lokalitami, zatimco jiné
byly detekovany pouze u hostiteldl v ramci jedné geografické lokality. Nove
popsané genotypy Cryptosporidium sp. THAL1-THA9 byly popsany
vyhradné u hlodavet v Thajsku. Cryptosporidium sp. genotyp rat Il a 111 byly
dosud popsany u potkanti a krys v Asii, severni Australii, na Korsice a
Kanarskych ostrovech. V nasem ptipadé byl Cryptosporidium sp. genotyp rat
III nalezen u bandikoty indické (Thajsko). V ostatnich ¢astech svéta, kde
byly obdobné studie provadény, veetné nasi prace, nebyly tyto genotypy
detekovany (Paparini et al. 2012, Garcia-Livia et al. 2022). Obdobné& bylo
zjiténo, Ze syslové rodu Spermophilus v Ceské republice jsou parazitovéani
odlisSnymi genotypy kryptosporidii neZ jejich ptibuzni obyvajici Severni
Ameriku. Takovato geograficka diverzita v ramci rodu Cryptosporidium neni
neobvykla a byla jiz u volné Zijicich hostiteld v minulosti popsana (Kvag et
al. 2013b, Stenger et al. 2015b, Stenger et al. 2017).
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Biologicka charakterizace kryptosporidii synantropnich hlodavci

Morfologie a morfometrie oocyst kryptosporidii synantropnich hlodavcii

Morfologie a morfometrie je jednou ze zakladnich podminek popisu nového
druhu. Nicméné vzhledem k malé variabilit¢ nelze tuto biologickou
charakteristiku povazovat za spolehlivy diagnosticky znak pro identifikaci
druhu ¢i genotypu kryptosporidii. Za spolehlivé druhové urceni je tedy

povazovana molekularni charakterizace vybranych geni.

V souladu s ptedeslymi studiemi jsme prokazali, Ze velikost a tvar oocyst
jednotlivych druhti kryptosporidii je vlastnosti druhu bez vlivu hostitele

(Ryan et al. 2003, Ryan et al. 2004, Holubova et al. 2016).

Cryptosporidium occultus

Oocysty C. occultus pochazejici z ptirozené infikovanych potkant (Rattus
norvegicus) byly morfometricky shodné s oocystami, které byly ziskany z
experimentalné infikovanych potkanti a které méfily 4,66-5,33 um (pramér
= 5,20 um) x 4,47-5,44 um (pramér = 4,94 um) a indexu tvaru 1,05 (1,00—
1,17). Oocysty C. occultus nelze morfometricky odlisit od oocyst dalSich
hlodav¢ich druhti a genotypt kryptosporidii jako naptiklad C. alticolis a C.
ditrichi (Condlova et al. 2018, Horgitkova et al. 2019).

Cryptosporidium ratti

Oocysty C. ratti z prirozené infikovanych potkani (Rattus norvegicus)
mefily 4,4-5,4 pm (primeér + SD = 4,9 + 0,2 um) % 4,3-5,1 um (prameér +
SD =4,6 £ 0,2 pm) s pomérem délky k Sifce 1,0-1,1 (primér + SD = 1,1 +

0,1) a shodovaly se velikosti s oocystami ziskanymi z experimentalnd
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infikovanych potkant. Oocysty C. ratti jsou mensi neZ oocysty C. parvum
nebo C. occultus (Jezkova et al. 2021b).

Cryptosporidium myocastoris

Oocysty C. myocastoris pochazejici z pfirozené infikovanych nutrii
(Myocastor coypus) byly morfometricky shodné s oocystami, které byly
ziskany z experimentalné infikovanych nutrii a které¢ métily 4,8-5,2 pum
(pramér = 5,02 pm) x 4,7-5,0 pum (pramér = 4,85 um) a indexu tvaru 1,04
(1,00-1,08). Oocysty C. myocastoris jsou mensi nez oocysty C. parvum a C.
ratti, nicméné tyto rozdily nemaji prakticky vyznam pro identifikaci

(Jezkova et al. 2021a).

Cryptosporidium sciurinum

Ooocysty C. sciurinum ziskany z pfirozené infikované veverky (Sciurus
vulgaris) (izolat 45901) métily 5,12-6,00 um (primér + SD = 5,54 + 0,20
pm) X 4,77-5,66 um (pramér £ SD = 5,22 + 0,18 um) s pomérem délky k
sitce 1,00-1,26 (pramér + SD = 1,07 £ 0,05).

Cryptosporidium mortiferum

Oocysty C. mortiferum byly ziskany z pfirozené infikovaného c¢lovéka
(Homo sapiens) a métily 5,50-5,89 um (pramér + SD = 5,64 + 0,19 um) x
4,86-5,60 pm (pramér + SD = 5,37 + 0,17 pm) s pomérem délky k Siice
1,01-1,14 (pramér + SD = 1,05 £ 0,05). Velikost oocyst C. mortiferum se
nelisila od oocyst vyluCovanych experimentalné infikovanymi hostiteli
(Sciurus vulgaris, Sciurus carolinensis, Mus musculus a Mustela putorius

furo).
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Hostitelska specifita kryptosporidii synantropnich hlodavcii

Na zakladé provedenych experimentalnich infekei, byla prokazovana
hostitelska a tkanova specifita. Jedna se o dulezité biologické vlastnosti
jednotlivych druht a genotypi kryptosporidii. Experimentalni infekce byly
provedeny pro pét nové popsanych druhti kryptosporidii. Jednotlivé druhy
byly testovany vzdy na pivodnim hostiteli vyjma druhu C. sciurinum u
kterého nebylo z logistickych diivodii mozné provést experimenty s timto
izolatem na veverkach obecnych. Dale byla hostitelska specifita testovana na
modelovych laboratornich, hospodaiskych a volné zijicich zvifatech (mysi,
potkani, piskomilové, morcata, fretky, veverky, telata, selata, kufata,
andulky). Druh C. occultus byl infekéni pro potkany, mys$i a piskomily.
Druhy C. ratti a C. myocastoris se zdaji byt uzce hostitelsky specifické a
byly infekéni pouze pro potkany, respektive pro nutrie. Obdobné druh C.
sciurinum specificky pro veverky obecné nebyl infekéni pro zadného jiného
hostitelska specifita, byl infekéni pro mysi, fretky, piskomily, veverky

obecné a veverky popelavé.

Tkariova specifita kryptosporidii synantropnich hlodavcii

Detekce predilekéniho mista infekce v gastrointestindlnim traktu hostiteld,
miZe napomoci pii odliSeni jednotlivych druht kryptosporidii (Holubova et
al. 2020, Jezkova et al. 2021a). Nicméné je tento piistup zna¢né naro¢ny,
zahrnuje podrobné zkouméani kazdého hostitele z hlediska infekce
jednotlivych tkani. Z tohoto diivodu se jedna o ¢asové i finanéné naro¢nou
studii zahrnujici rizné typy barveni, histologické zpracovani jednotlivych

tkani a pfipadné i elektronovou mikroskopii. Pii b&ézné diagnostice tyto
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metody nenachazi uplatnéni, nicméné pro popis novych druhti je tento

postup zadouci (Kvag et al. 2014a, Jezkova et al. 2021b).

Radou studii bylo prokazano, Ze jednotlivé druhy, ptipadné genotypy
kryptosporidii jsou obvykle charakterizovany uzkou tkanovou specifitou.
Piislusny druh kryptosporidii se poutd k jednomu danému predilekénimu
mistu infekce (Lindsay et al. 2000, Ryan et al. 2008, Kva¢ et al. 2018,
Holubova et al. 2020). Lokalizace infekce spole¢né s morfologickou
charakterizaci oocyst mize napomoci pii determinaci druhu ¢i genotypu.
Nicméné bylo jiz prokazano nékolik piipadt, kdy se lokalizace a morfologie
oocyst odlisnych druhi muze ptekryvat. Takovym piikladem mohou byt
druhy C. alticolis a C. ditrichi vyskytujici se u mysic v jejunu a ileu
(Condlova et al. 2018, Hor¢ickova et al. 2019). Obdobné se v tenkém stievé
prasat vyskytuji druhy C. parvum a C. scrofarum (Kva¢ et al. 2013a, Li et al.
2013). V tlustém stfevé potkant lze nalézt C. occultus, ale piilezitostné mize

byt osidleno i druhem C. meleagridis (Kimura et al. 2007, Kvag et al. 2018).

Na zakladé provedenych experimentt byla prokazana tkanova specifita u
nami popsanych druht. C. oocultus, jak jiz bylo zminéno, se vyskytuje
Vv tlustém stievé potkant. C. ratti bylo detekovano u potkanii v jejunu a ileu.
Predilekénim mistem C. myocastoris parazitujicim u nutrii je posteriorni ¢ast
jejuna a ileum. Lokalizace infekce C. sciurinun nebyla vnasi studii
prokazana a C. mortiferum, parazitujici u veverek, bylo detekovano ve

slepém a tlustém stieve.

Pro prtikaz hostitelské a tkanové specifity je nezbytna infekéni davka
zivotaschopnymi oocystami. Pfi nesplnéni této podminky muze byt cely
experiment negativné ovlivnén. Dale je tieba sledovat imunitni stav a vék
hostitele, které v experimentech mohou sehrat vyznamnou roli (Fayer et al.
2007, Kvag et al. 2013a, Holubova et al. 2016). Vhodné pro experimentalni

infekce je pouzivat Cerstvé, maximalné dva mésice staré oocysty, které byly
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skladovany pti chladni¢kové teploté 4—8 °C (KvAag et al. 2018, Horcickova et
al. 2019, Jezkova et al. 2021a). U imunosuprimovanych a imunodeficitnich
jedinct, ktefi jsou vice vnimavi k infekci kryptosporidiemi, muze byt
vyrazné prodlouzena prepatentni perioda (Kvag et al. 2011). Je nezbytné vzit
tento fakt v potaz, aby nebyly experimenty pied¢asné ukonéeny (Kvac et al.
2008). Experimentalni zvifata, ktera se jiz v minulosti setkala
s kryptosporidiemi mohou byt k opakované infekci mén¢ vnimavi, ptipadné
zcela rezistentni (Jalovecka et al. 2010). Tuto problematiku je tieba vzit
V potaz pfi vyuziti volné Zzijicich, pfipadné konvencéné chovanych zvitat pro

experimentalni infekce.

Patogenita kryptosporidii synantropnich hlodavcu

Kryptosporidiové infekce jsou obecné spojovany se zdvaznym klinickym
onemocnénim, kryptosporidiézou, S typickymi prijmovymi epizodami, které
mohou mit fatalni konec (Matsuura et al. 2017, Bartley et al. 2023, Ootawa
et al. 2023). Nicméné ne vSechny druhy kryptosporidii vyvolavaji klinické
onemocnéni. Lze dokonce fici, ze infekce zplsobené vétSinou druhli a
genotypu kryptosporidii probihaji asymptomaticky (Jezkova et al. 2016,
Holubova et al. 2019, Hor¢ickova et al. 2019, Holubova et al. 2020).

Vramei této prace byla popsdna patogenita u vSech nami
studovany/popsanych druhd. V pfipadé druhti C. occultus, C. ratti, C.
myocastoris a C. sciurinum nebyly pozorovany zadné klinické piiznaky
infekce u zadného z infikovanych hostiteli. Histologické analyzy a vySetfeni
pomoci skenovaci elektronové mikroskopie neprokéazalo vyrazné patologické
zmény u zadného ze studovanych hostiteld. Jedinym spolecnym prvkem
vSech infekci bylo prodluzovéani klkd mikrovilarni vrstvy infikovanych
epitelidlnich bun€k. Pouze u druhu C. mortiferum byla pozorovana

kryptosporididza s vysokou (fatalni) virulenci pro veverky obecné. Zatimco
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u veverek popelavych, které jsou piirozenymi hostiteli C. mortiferum, byla
pozorovana v prub¢hu infekce jen mirna apatie, projevujici se snizenym
zdjmem o okoli a potravu a se zménou konzistence trusu zpevné na
pastovitou, infekce stejnym druhem kryptosporidie zptisobila u veverek
obecnych ztratu kondice, zajem o potravu a nastupem prijmového
onemocnéni s fatalnimi nasledky. Veverky travily vétSinu dne v ukrytu, byly
letargické a nereagovaly na vngjsi stimuly jako potravu, vodu, manipulaci a
¢isténi klece. Pii vyskytu zavaznych klinickych pfiznakti byly humanné
usmrceny. Vysledky této prace ukazuji, ze stejny izolat kryptosporidie muiize

mit riznou patogenitu a virulenci pro rizné druhy hostiteld.

Molekularni detekce a diferenciace kryptosporidii

Vzhledem k tomu, ze dle morfologie oocyst nelze ptresné urcit o jaky druh
kryptosporidii se jedna, k rozliSeni jednotlivych druhi se obvykle vyuziva
molekularnich metod. Citlivost téchto metod se pohybuje mezi 1 az 10
oocystami ve vySetiovaném vzorku (Smith et al. 2006, Thompson et Ash
2016). Pro genotypizaci jsou pouZivany rodové specifické primery
amplifikujici rizné geny, nejcastéji gen kodujici malou podjednotku rRNA
(Sulaiman et al. 1999). Nicméné vyhodnocovani evoluénich vztahi pouze na
zakladé rRNA mizZe vést k chybnym zavéram (Li et al. 2014b, Stenger et al.
2015a, Jezkova et al. 2021a). Z tohoto divodu byvaji vyuzivany i dalsi
lokusy jako gen kodujici heat shock protein 70 (HSP70), aktin,
Cryptosporidium oocyst wall protein (COWP), 60 kDa glykoprotein (gp60) a
thrombospondin-related adhesive protein (TRAP-C1) (Morgan-Ryan et al.
2001, Tang et al. 2016). Pfi studiu vnitrodruhové variability, nebo v piipadé
smiSenych infekci, je nezbyné opakované sekvenovani PCR produktt, dale
klonovani PCR produkti s naslednym sekvenovanim, pfipadné sekvenovani
nové generace (Grinberg et al. 2013, Paparini et al. 2015, Stenger et al.
2015a).
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V soucasné dob¢é masivné pouzivané Sangerovo sekvenovani pfinasi
zésadni nevyhodu, kterou je niznd prvadépodobnost detekce smiSenych
infekei. Z principu metody vyplyva, Ze ve vzorku je pfednostné amplifikovan
druh, ktery je v hostiteli dominantné zastoupen (Grinberg et al. 2013).
Vysledky nasich i predchozich studii jednoznacné potvrzuji, Ze vétSina
obratlovci, synantropni hlodavce nevyjimaje, je parazitovana celou fadou
druht a genotypt kryptosporidii (Wang et al. 2021, Hancke et Suarez 2022,
Lu et al. 2022, Feng et al. 2023, Chen et al. 2023a). Jen u sysla sledovanych

V ramci této prace byly detekovany Ctyfi nové genotypy kryptosporidii.

Pti zpracovni prace jsme si byli védomi limitd pouzivanych
molekularnich metod a proto u vSech vySetfovanych vzorki byla provedena
genotypize rDNA lokusu v kombinaci s dal§imi vySe uvedenymi geny. Pro
popis nového druhu byly sekvenovany nejméné tii rzné geny. Konkrétni

popis jednotlivych metodik je podrobné popsan v pfilozenych publikacich.

Synantropni  hlodavei jako  potencidlni zdroj zoonotickych

kryptosporidii a zdroj infekce pro hospodaiska zvirata

Prestoze jsou synantropni hlodavci parazitovani pievazné hostitelsky
specifickymi genotypy, mohou byt hostiteli celé fady dalSich, casto
zoonotickych druht kryptosporidii (Kimura et al. 2007, Bahrami et al. 2012,
Ng-Hublin et al. 2013a). Vzhledem k tomu, Ze oocysty kryptosporidii si i po
prichodu zazivacim traktem nevnimavého hostitele mohou zachovévat svou
infektivitu (Graczyk et al. 1996), mohou pfedstavovat synantropni hlodavci s
ohledem na jejich celosvétové rozsiteni a zpisob zivota idealni pasivni

prenasece pro Sifeni kryptosporidii (Zhao et al. 2018).

Znasich a dfive publikovanych dat lze vyvodit zavér, ze piestoze

synantropni hlodavci sdili prostiedi slidmi a jimi chovanymi zvifaty,
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nedochazi k zasadnimu prenosu kryptosporidii ve sméru
hlodavec—hospodaiské zvife, hospodaiské zvife—hlodavec,

¢lovék—hlodavec (Kilonzo et al. 2013, Li et al. 2020a).

Z pohledu zoonotického prenosu kryptosporidii ptedstavuji synantropni
hlodavci relativné malé riziko a zalezi vzdy na konkrétnim druhu a genotypu
kryptosporidie. Z kryptosporidii specifickych pro hlodavee piestavuji
potencialni zoonotické riziko druhy C. occultus, C. muris, C. ditrichi, C.
tyzzeri, C. viatorum a C. mortiferum. Nicméné& s ohledem na dosud zji§tény
zanedbatelny podil lidskych infekei zpisobeny druhy C. occultus, C. muris,
C. ditrichi, C. tyzzeri je riziko pfenosu zanedbatelné. U druht C. parvum a C.
ubiquitum, které jsou vramci lidské populace zodpovédné za vysoké
procento nakaz, jsou u synantropnich hlodavci detekovany ojedinéle a 1ze
ptedpokladat, Zze studovani synantropni hlodavci hraji minoritni roli
v pfenosu t&chto druh@ kryptosporidii. Posledni a soucasné rizikovou
skupinu pro ¢lovéka tvoii druhy C. viatorum a C. mortiferum. Podil lidskych
infekci zplsobenych témito dvéma druhy postupné vzrlstd. Zejména
v ptipadé¢ druhu C. mortiferum dochéazi rychlému narastu poétu lidskych
infekci. Pfi¢inu lze hledat pravé v kontaktu ¢lovéka s volné zijicimi druhy
adaptujicimi se na synantropni zptsob zivota (Guo et al. 2015, Wu et al.
2020, Xu et al. 2020, Bujila et al. 2021, Sardar et al. 2021, Alderisio et al.
2023).

ZAVERY

® Byla prokazana obrovska druhova rozmanitost kryptosporidii
infikujicich studované synantropni hlodavce. Na zaklad¢ multilokusové
genotypizace bylo detekovano 9 druht a 19 genotypi Cryptosporidium
Spp.

" Bylo popsano pét novych genotypt rodu Cryptosporidium.
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Na zakladé studia genetickych a biologickych odlisnosti bylo
ustanoveno pét novych druhti rodu Cryptosporidium, jmenovité C.
occultus, C. ratti, C. myocastoris, C. sciurinum a C. mortiferum.

Rozsifili jsme znalosti o tkanové specifité kryptosporidii.

Infekce zpisobené vétSinou detekovanych druhGi a genotypt
kryptosporidii synantropnich hlodavcii nejsou provazeny klinickymi
ptiznaky.

Velikost oocysty nelze pouzit jako diferencialni znak.

Intenzita Kkryptosporidiovych infekci je u synantropnich hlodavch
vétsinou nizka, pod limitem mikroskopickych metod.

Experimentalné byla prokdzana 100% letalita C. mortiferum pro
veverky obecné, zatimco u veverek Sedych byly pozorovany jen mirné
klinické ptiznaky onemocnéni.

Syslové obecni (CR) nesdileji identické Cryptosporidium spp. se sysly
obyvajicimi izemi Severni Ameriky.

Kryptosporidie detekované u synantropnich hlodavci nepiedstavuji
vyznamné riziko pro ¢lovéka a jim chovand domaci a hospodarska

zvirata.
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