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Abstrakt

Zkoumali jsme Cryptosporidium spp. infikujici veverky obecné (Sciurus vulgaris)
227 oblasti v Ceské republice a na Slovensku. Zkoumali jsme 157 vzorki trusu, u
kterych jsme detekovali oocysty Cryptosporidium spp. u 14 zvitat (21,98 %).
Fylogeneticka analyza genovych sekvenci malych podjednotek rRNA, aktinu a gp60
prokazala ptitomnost infekce Cryptosporidium u 14 zvitat. Sekvenéni analyza odhalila
ptitomnost genotypu Cryptosporidium ferret genotyp ve vSech pozitivnich vzorcich.
V populaci veverek byly detekovany tii gp60 subtypy, VIIIb, VIIic a novy subtyp VIlle.
Vyskyt infekce Cryptosporidium se neliSil mezi v€kem nebo pohlavim zvifat.
Mikroskopickéa detekce oocyst prokdzala infekci pouze u mlad’at. Intenzita infekce se
pohybovakla od 100000-250000 oocyst na gram trusu. Zadna z pfirozené infikovanych
veverek Vv této studii nevykazovala klinické piiznaky. Genotyp Cryptosporidium
chipmunk I ziskany z ptirozené infikované veverky Sedé (Sciurus carolinensis) z Italie,
ktery byl pouzit pro experimentalni pokusy, byl infekéni pro mysi ((Mus musculus;
kmeny SCID; C57BL/6J; CD4” a CD8™), fretky (Mustela putorius furo) a veverky
obecné s prepatentnim obdobim 10, 4, 4, 4, 4 a 11 dni po infekci. Oocysty
Cryptosporidium chipmunk genotyp I métily 5,64 (5,50-5,89) x 5,37 (4,86-5,60) um
(index tvaru 1,05 (1,01-1,14)). VSechny mysi krom¢ kmene SCID se infekce zbavily do
8 az 18 dnu po infekci. Klinicka kryptosporididéza se projevovala u SCID mysi, fretek a
veverek, ale pouze veverky trpély tézkym prijmem a infekce pro n¢ byla smrtelna.
SCID mysi predstavuji vhodny laboratorni model pro pomnoZovani genotypu

Cryptosporidium chipmunk genotyp I.

Kli¢ova slova: Cryptosporidium spp.; stromové veverky; prevalence; genotypizace;
infekce



Summary

We investigated the Cryptosporidium spp. infecting red squirrels (Sciurus vulgaris) in
27 areas in the Czech Republic and Slovakia. Examination of 157 faecal samples
revealed oocysts of Cryptosporidium sp. in 14 animals (21.98%). Phylogenetic analysis
of small subunit rRNA, actin and gp60 gene sequences showed the presence of
Cryptosporidium infection in 14 animals. Sequence analysis revealed the presence of
Cryptosporidium ferret genotype in all positive samples. Three gp60 subtypes, VIIIb,
VIlic and novel subtype VIlle were detected within screed population of squirrels. The
occurrence of Cryptosporidium infection did not differ between the age or sex of
animals. Only juvenile animals shed microscopically detectable amount of oocysts. The
infection intensity ranged from 100000 to 250000 oocysts per gram. None of the
naturally infected squirrels developed clinical signs in the present study.
Cryptosporidium chipmunk genotype | obtained from naturally infected Eastern gray
squirrel (Sciurus carolinensis) in Italy and used for experiments was infectious for mice
(Mus musculus; strains SCID, C57BL/6J, CD4”" and CD8™), ferret (Mustela putorius
furo) and red squirrels, with a prepatent period of 10, 4, 4, 4, 4 and 11 days post-
infection, respectively. Oocysts of the Cryptosporidium chipmunk genotype | measured
5,64 (5,50-5,89) x 5,37 (4,86-5,60) um (shape index 1,05 (1,01-1,14)). All mice strains
except SCID clear infection within 8-18 days post-infection. Clinical cryptosporidiosis
was observed in SCID mice, ferret and squirrels, but only squirrels suffer severe
diarrhoea and the infection was lethal for them. SCID mice represent the suitable

laboratory model host for maintenance of Cryptosporidium chipmunk genotype I.

Key words: Cryptosporidium spp.; tree squirrels; prevalence; genotyping; infection
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1. UVOD

Zastupci rodu Cryptosporidium jsou obligatni epicelularni paraziti infikujici
epitelidlni bunky ptevazné gastrointestinalniho traktu riiznych hostiteli patficich do
vSech tfid obratlovcii, véetné ¢lovéka a hospodaiskych zvitat.

Kryptosporidie zpiisobuji zdvaznd az zivot ohrozujici prijmova onemocnéni svych
hostiteld, zejména u jedinc s nedostatecné vyvinutym nebo nefunkénim imunitnim
systémem a jedinct po 1&Cbé, jejiz soucasti je cilend imunosuprese. U hospodaiskych,
ale i voln¢ zijicich zvifat jsou kryptosporidie pfi¢inou vysoké morbidity a mortality
mladat.

Mysi doméaci, mySice, zemni veverky nebo potkani byli v minulosti popsani jako
potencialni zdroj lidskych kryptosporidiovych infekci. V porovnani s ostatnimi hlodavci,
jsou vyzkumy v oblasti kryptosporidiovych infekci stromovych veverek neuspokojivé,
piestoze pravé tito hlodavci se ukazuji jako potencialni zdroj infekci. V' letech 2006—
2013 byly detekovany kryptosporidiové infekce zpusobené Cryptosporidium chipmunk
genotyp I u osob Zijicich ve Francii, Svédsku a Velké Britanii, piestoZe se neprokézalo,
ze by tyto osoby navstivily oblasti, kde se vyskytuji zemni veverky (chipmunkové),
které jsou prirozeni hostitelé této kryptosporidie. Pozd¢jsi studie prokazaly, ze zdroje
infekci jsou veverky popelavé (Sciurus carolinensis), které byly do Italie a Velké
Britanie zamérn¢ zavleCeny ze severni Ameriky.

Vedle zoonotickych druhli a genotypi kryptosporidii jsou stromové veverky
parazitovany fadou hostitelsky specifickych kryptosporidii, o jejichZ biologii je znamo

velmi malo.



2. LITERARNI PREHLED
2.1. Celed Sciuridae

Veverky jsou rtiznorodou skupinou sestavajici z priblizn¢ 279 druhti a 51 rodu, které
jsou rozdéleny do péti podéeledi (Ratufinae, Sciurillinae, Sciurinae, Xerinae a
Callosciurinae). Rodina Sciuridae zahrnuje veverky stromové, veverky zemni a veverky
létajici ("The IUCN Red List of Threatened Species", 2008; Gurnell 1987; Jansa et
Myers 2000; Lurz 2011; Steppan et Hamm 2006; Thorington et Ferrell 2006).

Jejich velikost se pohybuje od velikosti mysi u veverek pygmejskych (Exilisciurus
exilis), které maji hmotnost okolo 10 gramti aZ po robustni veverky ¢ervené obii 1étajici
(Ratufa indica) v Asii o hmotnosti az 3 kilogramy (Gurnell 1987; Jansa et Myers 2000;
Lurz 2011; Steppan et Hamm 2006; Thorington et Ferrell 2006).

Veverky se vyznacuji dlouhymi tély, jemnou srsti a velkyma o¢ima. Zadni nohy maji
pét prsth, predni jen Ctyfi. Stromové veverky maji dlouhé svalnaté nohy, dlouhé usi a
dlouhé hunaté ocasy. Jejich lebky jsou kratké s klenutym profilem (Anderson et Jones
1984; Hayssen 2008; Jansa et Myers 2000; Michaux et al. 2008; Nowak 1991; Steppan
et Hamm 2006; Thorington et Ferrell 2006).

Pafeni probiha ve dvou obdobich, a to od prosince do ledna a druhé od kvétna do
cervna. Délka brezosti je rtizna, ale vétSinou se pohybuje v rozmezi 29—65 dnt. Ve vrhu
miuze byt 1-11 mlad’at (Hayssen 2008; Thorington et Ferrell 2006; Vernes 2004).

Veverky se vyskytuji po celém svété s vyjimkou Australie, Madagaskaru, Jizni
Ameriky, Antarktidy, Gronska, mnoha oceanskych ostrovli a nékterych poustnich
oblasti, jako je Sahara. Veverky jsou zvlast¢ rozmanité v africkych zemich a
jihovychodni Asii (Anderson et Jones 1984; Macdonald 1984; Matthews 1971; Nowak
1991; Seebeck 1989; Steppan et Hamm 2006; Thorington et Ferrell 2006).

2.2. Historie kryptosporidii

Kryptosporidie byly poprvé popsany roku 1907 Edwardem Tyzzerem, ktery nalezl v
zaludku laboratorni mysi parazity, které pojmenoval Cryptosporidium muris (Tyzzer
1907; Tyzzer 1910). V roce 1912 popsal dalsi druh parazitujici v tenkém stfevé mysi a
pojmenoval ho Cryptosporidium parvum (Tyzzer 1912). V roce 1955 byl popsan druh



parazitujici u krit a byl pojmenovan Cryptosporidium meleagridis (Slavin 1955). V roce
1976 byly popsany prvni infekce témito parazity u lidi (Meisel et al. 1976; Nime et al.
1976). Ukazalo se, ze kryptosporidie ptedstavuji zivot ohrozujici patogeny pro lidi
nakazené HIV s rozvinutym AIDS (Fayer et Ungar 1986).

AZ do konce 80 let 20. stoleti bylo v ramci rodu Cryptosporidium popsano jen velmi
malé mnozstvi druhti. S postupnym rozvojem a dostupnosti molekularnich metod doslo

K vyraznému posunu v poznani diverzity kryptosporidii (Kvac et al. 2008).
2.3. Kryptosporidie a kryptosporidiéza

2.3.1. Kryptosporidie

Zastupci rodu Cryptosporidium jsou protozoarni paraziti, kteti infikuji epitelialni
bunky gastrointestinalniho traktu obratlovct patiicich do vSech tiid (Xiao et al. 2010).

Vramci rodu rozliSujeme kryptosporidie na Zaludeéni a stievni. Zaludeéni
kryptosporidie maji oocysty ovalné a vétsi oproti kryptosporidiim stfevnim, které jsou
malé a kulaté. Dle mista lokalizace se 1isi 1 klinické ptiznaky kryptosporididozy (Vitovec
et al. 2006).

Oocysty kryptosporidii jsou odolné vii€i neptiznivym podminkdam vnéjSiho prostiedsi,
uchovavaji si infekce schopnost ve vlhkém prostiedi, jako je voda, puda, Cerstvé moiské
plody (Rose 1997) a prezivaji vétSinu béznych dezinfekénich postupti (Korich et al.
1990).

2.3.2. Kryptosporidioza

Onemocnéni vyvolané kryptosporidiemi se nazyva kryptosporidioza (Cacié et al.
2002). Prepatentni perioda trva piiblizné 7 dni (rozmezi 1-14 dni) a jedinec se z infekce
vétSinou vyléci sdm. Primérna délka onemocnéni je 6-9 dni (Hunter et al. 2007), 1 kdyZz
byly pozorovany 1 del$i casy (prumérné trvani 19-22 dnii, maximalné¢ do 100—120 dnt1)
(Robertson et al. 2002). Hlavnim ptiznakem kryptosporidiézy je gastroenteritida, ktera
muze byt nebezpetna pro jedince s oslabenou imunitou (Abubakar et al. 2007; Hunter et
al. 2007). Nejcast&jSim projevem je vodnaty prijem, s ptiméesi hlenu ale ne krve, déle
hubnuti, zvraceni, zvySena teplota a bolesti bficha (Mathieu et al. 2004).

Kryptosporidiemi se lze nakazit prostfednictvim ridznych pienosovych cest vcetné
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pfimého kontaktu s infikovanymi osobami (pfenos z Cloveka na Clovéka), kontakt se
zvitaty (pfenos zoonodz) a poziti kontaminovanych potravin (potravinaisky pienos) nebo

vody (vodni pienos) (Xiao et al. 2010).

2.4. Taxonomie

Kryptosporidie patii do ¢eledi Cryptosporidiidae, ktera patii do kmene Apicomplexa.
Piesné umisténi cCeledi Cryptosporidiidae v ramci Apicomplexa je nejisté.
Kryptosporidie byly po dlouhou dobu povazovany za kokcidie, ke kterym byly fazeny
(Corlis 1994). Nejnoveéjsi fylogenetické studie uvadi, ze kryptosporidie jsou vice
piibuzné s gregarinami nez kokcidiemi (Carreno et al. 1999). Extracelularni reproduk¢ni
stadia podobna gregarinam byla popsana u druht C. andersoni a C. parvum (Hijjawi et
al. 2002).

2.5. Vyvojovy cyklus kryptosporidii

Kompletni vyvojovy cyklus je znam pouze u ¢ty druhtt kryptosporidii, a to u C.
muris (Tyzzer 1910), C. parvum (Tyzzer 1912), C. baileyi (Current 1986) a C.
proliferans (Melicherova et al. 2014), nicméné Se v§eobecné piedpoklada, Ze u ostatnich
druht a genotypi kryptosporidii probiha vyvojovy cyklus podobné.

Zivotni cyklus parazita je dokonéen v ramei jednoho hostitele (tj. monoxenni cyklus)
a zahrnuje jak asexualni, tak sexualni replikaci (Fayer et al. 2008).

Infekce kryptosporidiemi zacind pozienim Vysporulovanych oocyst. V zaludku, u
zaludecnich kryptosporidii, nebo ve stievé, u stfevnich kryptosporidii, Se z oocysty
uvolni C¢tyfi sporozoiti (excytace). Napadaji epitelidlni bunky a vyvijeji se
Vv jednojaderné trofozoity. Na epitelialnich bunkach se trofozoiti asexualné déli, coz vede
ke vzniku merontu typu I, v kterém vznika Sest az osm merozoiti (merogonie). Tato
stadia jsou morfologicky podobna sporozoitim a mohou infikovat sousedni epitelové
bunky, které tvori dalsi meronty typu I nebo davaji vzniknout meronttm typu 11, ktefi se
déli na Ctyfi jadra a vytvoti ¢tyfi merozoity II. typu. Merozoiti I1. typu jsou uvoliovani a
infikuji nové buriky, aby vytvofili dalsi meronty typu II nebo mohou diferencovat do
sexualné odlisnych stadii nazyvanych makro- a mikro-gametocyty v procesu zvanym
gametogonie. Makrogameta vznika z makrogametocytu, je oplodnéna mikrogametou

vzniklou v mikrogametocytu za vzniku zygoty. Sporulaci zygoty vznika oocysta. Asi 20
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% oocyst je tenkosténnych, které excistuji v travicim traktu hostitele, coz vede k infekci
novych bun¢k (autoinfekce). Zbyvajicich 80 % je vylucovano do vnéjsi prostiedi spolu
s vykaly/stolici hostitele (Fayer et al. 1997). Nicmén¢ existence tenkosténnych oocyst

nebyla prokazana u vétSiny znamych druhi kryptosporidii.
2.6. Kryptosporidie parazitujici u veverek

Z celkového poctu 44 dosud popsanych druhi a vice nez 100 genotypt
kryptosporidii, byly u stromovych veverek detekovany 4 druhy, C. baileyi, C. muris, C.
parvum a C. ubiquitum, a 4 genotypy, Cryptosporidium chipmunk genotyp I, deer mouse
genotyp 11, ferret genotyp a skunk genotyp (Bertolino et al. 2003; Feng et al. 2007,
Kvac et al. 2008; Lv et al. 2009b; Stenger et al. 2015; Ziegler et al. 2007a).

V roce 1982 se v literatufe objevuje prvni zminka o vyskytu kryptosporidii u celedi
Sciuridae a to u veverky popelavé (Sciurus carolinensis), kde byl zaznamenan vyskyt C.
parvum (Sundberg et al. 1982). Nasledn¢ byly kryptosporidie nalezeny u veverky liS¢i
(Sciurus niger), skupiny veverek 1étavych a sysla (Current 1989). VSechny tyto nalezy
vSak byly popsany na zakladé¢ mikroskopické detekce oocyst v trusu vysetfovanych
zvitat a na zaklad¢ dneSnich znalosti nelze spolehlivé urcit o jaky druh nebo genotyp
kryptosporidie se vlastné jednalo. AZ v roce 2001 popsali pomoci molekularnich metod
Bertolino et al. (2003) vyskyt C. parvum u veverky obecné (Sciurus vulgaris). U
veverky obecné byly pozdéji popsany dalsi dva genotypy a to Cryptosporidium
chipmunk genotyp I a ferret genotyp (Kvac et al. 2008). Posledn¢ zminény genotyp byl
u téchto veverek také detekovan v Asii (Feng et al. 2007; Lv et al. 2009). V severni
Americe byl u ¢ikari ¢ervenych (Tamiasciurus hudsonicus) detekovan druh C. ubiquitum
a genotypy deer mouse genotyp Il1 a skunk genotyp (Stenger et al. 2015; Ziegler et al.
2007a,b), u veverek popelavych byly kromé vySe zminénych druhti a genotypi dale
nalezeny druhy C. baileyi a C. muris (Feng et al. 2007; Stenger et al. 2015; Sundberg et
al. 1982; Ziegler et al. 2007a, b) a u veverek lis¢ich druh C. ubiquitum (Stenger et al.
2015).

Kryptosporidiim stromovych veverek se budu vénovat v nasledujicim textu.
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2.6.1. Cryptosporidium ferret genotyp

Cryptosporidium ferret genotyp byl poprvé detekovan u fretky cerné (Mustela
nigripes) a fretky domaci (Mustela putorius furo) v USA a Japonsku (Abe a Iseki 2003;
Sulaiman et al. 2000; Xiao et al. 1999). Kromé& toho Gomé-Couso et al. (2007) popsali
tento genotyp u americkych norkt (Mustela vison) chovanych ve Spanélsku. Tento
genotyp byl v pfedchozich studiich ur¢en jako nejcastéjsi kryptosporidie U stromovych
veverek vItalii a Ciné (Kvad et al. 2008; Lv et al. 2009). Velikost oocyst
Cryptosporidium ferret genotyp u veverek obecnych je asi 5,5 (4,8-6,1) x 5,1 (4,7-5,7)
um (Kvac et al. 2008). Vyvojovy cyklus neni znam. U veverek infikovanych timto
genotypem nebyly popsany zadné klinické pfiznaky onemocnéni (Kvac et al. 2008;

Prediger et al. 2017).
2.6.2. Cryptosporidium chipmunk genotyp |

Cryptosporidium chipmunk genotyp I byl poprvé detekovan ve vodé po povodnich
v New Yorku (Jiang et al. 2005). Nasledn¢ byl v USA tento genotyp popsan u veverky
popelavé a ¢ipmanka vychodniho (Tamias striatus) (Feng et al. 2007). V Italii byl tento
genotyp detekovany u introdukovanych veverek popelavych a veverek Pallasovych
(Callosciurus erythraeus) také ve dvou piipadech u veverek obecnych (Prediger et al.
2017; Kvaé et al. 2008). Cryptosporidium chipmunk genotyp | patfi mezi zoonotické
kryptosporidie. Lidské infekce touto kryptosporidii byly hlaseny v USA a Evropé
(Feltus et al. 2006; Guo et al. 2015; Lebbad et al. 2013). Vyvojovy cyklus
Cryptosporidium chipmunk genotyp | prozatim neni popsan. Velikost oocyst tohoto
genotypu je 5,8 (5,3-6,6) x 5,4 (4,7-5,9) um (Kvac et al. 2008). Zjisténa prevalence u
veverek obecnych z Italie byla 10,5-24,3 % (Kvac et al. 2008; Prediger et al. 2017) a u
veverek popelavych v USA 37,5 % (Feng et al. 2007).

2.6.3. Cryptosporidium parvum

Druh C. parvum infikuje pfedevsim skot, ovce a lidi, ale byl hlasen i u Siroké skaly
hostiteli (Fayer 2010; Xiao et Ryan 2008). Prvni informace o detekci C. parvum u
veverek z celedi Sciuridae pochazi z USA, kde byl tento druh nalezen ve vzorcich trusu

veverky popelavé (Sundberg et al. 1982), nicméné veverky nejsou typickym hostitelem
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této kryptosporidie. Velikost oocyst se pohybuje kolem 4,5 x 5,0 pm (Upton et Current
1985). Vyvojovy cyklus je popsan v kapitole 2.5. Cryptosporidium parvum nejcastéji
infikuje tenké stfevo, ale mize byt i vcelém zazivacim traktu (Caccid et al. 2002).
Typickym pfiznakem je vodnaty prijem bez pifimési krve. Patologické zmény se

projevuji atrofii klkd a zanétem stfevniho epitelu (Thompson et al. 2005).
2.6.4. Cryptosporidium baileyi

Cryptosporidium baileyi byl poprvé izolovan ze vzorku trusu brojleri kura domaciho
vroce 1986 (Current et al. 1986). Piestoze se jedna o druh adaptovany na ptaky
(Lindsay et al. 1990), byla tato kryptosporidie nalezena u veverek popelavych v USA
(Feng et al. 2007). Vyvojovy cyklus je popsan v kapitole 2.5. Velikost oocyst se
pohybuje v rozmezi 6,0-7,2 x 4,8-5,4 um. Lokalizace tohoto druhu neni jen v travicim
traktu, ale také ve spojivce, nosohltanu, priidusnici, priduskach, ledvinach, mocovych

cestach, kloace a burse Fabrici (Lindsay et Blagburn 1990).

2.6.5. Cryptosporidium muris

Cryptosporidium muris byl poprvé popsan E. Tyzzerem v roce 1907 v zaludku
laboratornich mysi (Tyzzer 1907). Tento druh se vyviji v Zaludku hostitele. Je dobie
znamo, ze C. muris ma Sirokou hostitelskou specificitu. Krom¢ riznych druht hlodavct
se také vyskytuji infekce u prasat, velbloudt, ziraf, pst, kocek a primati (Fayer 2010;
Feng et al. 2011). Tento druh byl popsan také u lidi (Katsumata et al. 2000). Vyvojovy
cyklus je popsan v kapitole 2.5. Velikost oocyst se pohybuje v rozmezi 8,4 (7,5-9,8) x
6,3 (5,5-7,0) um (Iseki 1986). Cryptosporidium muris byl poprvé detekovan u veverky

v roce 2003, a to u burunduka paskovaného (Eutamias sibiricus) (Hturkova et al. 2003).

2.6.6. Cryptosporidium deer mouse genotyp 111

O tomto genotypu je toho velmi malo popsano, piesto se vi, ze Cryptosporidium deer
mouse genotyp III byl popsan u ¢ikari ¢ervenych v severni Americe (Stenger et al. 2015;
Ziegler et al. 2007a,b). Poprvé byl tento genotyp detekovan v odpadnich vodach jako
genotyp W1 a nasledné nalezen u kieckd rodu Peromyscus (Feng et al. 2007).

Cryptosporidium deer mouse genotyp III neni infekéni pro lidi (Feng et al. 2007). Tento
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genotyp je Casto detekovan u stromovych veverek v Severni Americe, ale doposud nebyl
nalezen v Evropé nebo Asii, s vyjimkou jediné zpravy z roku 2006 z Polska, kde byl
nalezen v myvalovi (Procyon lotor) (Lesnianska et al. 2016).

2.6.7. Cryptosporidium skunk genotyp

Cryptosporidium skunk genotyp byl poprvé izolovan ze vzorki od burunduka
paskovaného (Tamias sibiricus) v Kalifornii, diky tomuto nalezu byl i pojmenovan kvili
predpokladané specifité hostitele (Xiao et al. 2002). Nésledn¢ byl ale popsan u dalSich
hostitelti, a to u veverky popelavé, veverky obecné, veverky lis¢i, vacice virginské
(Didelphis virginiana) a dalsich (Feng et al. 2007; Rengifo-Herrera et al. 2011; Stenger
et al. 2015). Oocysty, respektive specificka DNA Cryptosporidium skunk genotyp jsou
velmi ¢asto detekovany v povrchovych vodach ve statech Evropské unie, Kanady a USA
(Jellison et al. 2009; Jiang et al. 2005; Ruecker et al. 2012; Yang et al. 2008). Tento
genotyp je infekéni pro ¢lovéka, infekce byla popsana v péti piipadech v USA a Velké
Britanii (Davies et al. 2009; Robinson et al. 2008). Cryptosporidium skunk genotyp je
uzce piibuzny s Cryptosporidium chipmunk genotyp | (Feng et al. 2007; Lv et al. 2009;
Stenger et al. 2015). Vyvojovy cyklus prozatim neni popsan a také neni znama velikost

oocyst.

2.6.8. Cryptosporidium ubiquitum

Druh C. ubiquitum je bézné¢ detekovan u domacich a divokych piezvykavcd,
hlodavci, masozravcl a primata (Fayer et al. 2010; Feng et al 2007; Elwin et al. 2008;
da Silva et al. 2003; Ziegler et al. 2007). Byl také nalezen v pitné vodé, odtoku destové
vody, sedimentu potoka a odpadni vodé€ v riznych geografickych lokalitach (Jiang et al
2005; Jellison et al. 2009; Nichols et al. 2010; Yang et al 2008). Cryptosporidium
ubiquitum bylo popsano u veverky lis¢i (Stenger et al. 2015). V Severni Americe byl

taktéz tento druh popsén u ¢ikari cervenych (Stenger et al. 2015; Ziegler et al. 2007).

Vyvojovy cyklus doposud nebyl popsan. Velikost oocyst je 4,1-5,3 x 4,3-5,0 um (Fayer
et al. 2010).
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3. CILE PRACE

Cilem bakalatské prace je:

Popsat vyskyt a prevalenci kryptosporidii ptirozené infikujicich volné Zzijici
veverky na tzemi Ceské republiky, piipadné dalsich statd Evropy (napi.
Slovensko a Polsko).

Pomoci molekularnich metod urcit druh a genotyp kryptosporidii a pomoci
parazitologickych metod stanovit intenzitu infekce.

Porovnat izolaty ziskané v ramci bakalaiské prace se studiemi provedenymi ve
svete.

Fylogenetickymi metodami urcit fylogenetické vztahy nalezenych druhd a
genotypt kryptosporidii.

Vyhodnotit zoonoticky potencial nalezenych druhii a genotypti.

Zpracovat datové soubory pfislusSnymi statistickymi a fylogenetickymi
metodami.

Porovnat ziskané vysledky s publikovanymi tdaji.
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4. MATERIAL A METODIKA
4.1. Material

V letech 20182020 bylo ziskano celkem 157 vzorku trusu veverek pochazejicich
z Ceské republiky a Slovenska, které byly nasledné vySetfeny na ptitomnost
kryptosporidii. Vzorky trusu ziskané z zivochytnych pasti byly ulozeny do sterilnich 1,7
ml mikrozkumavek. V piipadé¢ nalezu uhynulé veverky byly vzorky trusu odebrany
z rekta pfi pitvé zvifete a taktéz ulozeny do 1,7 ml sterilnich mikrozkumavek. Kazda
mikrozkumavka byla oznac¢ena unikatnim identifika¢nim ¢islem a uchovavana v chladu
(4-8 °C) az do dalsiho zpracovani. Vzorky trusu byly kromé vlastnich odchytt
ziskavany ve spolupraci se zachrannymi stanicemi zvifat v Ceské republice a s doc.

MVDr. Dusanem Rajskym, CSc. (Technicka univerzita Zvolen, Zvolen, Slovensko).
4.1.1. Oocysty pro experimentalni infekci

Pro tcely experimentalnich infekci byly pouzity oocysty Cryptosporidium chipmunk
genotyp I ziskané¢ z piirozené infikované veverky obecné v Italii a udrzované
Vv laboratoti ve SCID mysSich. Zvitata byla infikovana davkou 500 000 oocyst v 200 ul
vody.

4.1.2. Zvirata pro experimentalni infekce

K experimentalnim infekcim byly pouzity 3 mysi SCID (Mus musculus; C.B-
17/IcrHsd-Prkdc*™®®: The Jackson Laboratory, USA), 3 mysi kmene C57BL/6J (The
Jackson Laboratory, USA), 3 mysi kmene CD4™ (B6.129S2-Cd4"™™%/J: The Jackson
Laboratory, USA), 3 mysi kmene CD8" (B6.129S2-Cd8a™M*/J; The Jackson
Laboratory, USA), 3 fretky domaci (domaci chov) a 3 veverky obecné (odchyt). Zvitata
byla chovdna vchovném a experimentdlnim zafizeni Parazitologického ustavu
Biologického centra AVCR, V.v.i. vchovnych nadobach, respektive klecich
odpovidajicich druhu a velikosti zvifat dle pfislusnych zakonu a piedpisi. Zvitata
dostavala sterilni krmeni a vodu ad libitum. Klece a chovné nadoby byly ¢istény kazdy
den. Experimentalni prace byla povolena na zakladé projektu pokusi ¢&.
MZP/2019/630/1411.
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4.2. Metody

4.2.1. Odbér vzorki, organu a tkani

Trus experimentalné inokulovanych zvitat byl odebiran kazdych 24 hodin po dobu 30
dnti do sterilnich 1,7 ml mikrozkumavek s fadnym oznacenim a nasledné byl skladovan
pti 4-8 °C do dalsiho zpracovani (natér na podlozni sklicko a izolace DNA). Organy a
tkan¢ byly odebirdny do sterilnich mikrozkumavek pti pitvé. Zkumavky byly fadné

oznaceny a vzorek urceny pro izolaci DNA byl zpracovan do 24 hodin po odbéru.

4.2.2. Mikroskopické vySetieni

VSsechny vzorky trusu z volné Zijicich veverek 1 experimentalné infikovanych zvifat
byly vySetfeny na pfitomnost oocyst kryptosporidii pomoci riznych specifickych

barveni a znaceni protilatkami (4.2.3.-4.2.6.).
4.2.3. Barveni natéru trusu anilin-karbol-methylvioleti (Mila¢ek et Vitovec 1985)

Roztoky:
e Roztok methyl-violeti
0,6 g methylvioleti
1 ml anilinu
1 g fenolu
30 ml alkoholu
70 ml deionizované vody
e Roztok tartrazinu
1% roztok tartrazinu v 1% kyselin€ octové

e 2% kyselina sirova

Postup:
e Rozetfit trus pomoci Spejle na podlozni sklicko
e Fixovat natér v methanolu a plameni
e Barvit v roztoku methylvioleti po dobu 30 minut

e Oplachnout pod tekouci vodou

18



e Diferencovat v 2% kyselin¢ sirové po dobu 1-5 minut
e Oplachnout pod tekouci vodou

e Dobarvit v roztoku tartrazinu po dobu 5 minut

e Oplachnout pod tekouci vodou

e Nechat okapat a zaschnout

e Mikroskopovat pii zvétseni 1000x za pouziti imerzniho oleje

Vysledek:
e Oocysty kryptosporidii se barvi tmavé fialové na zlutém az Zluto-fialovém

pozadi

4.2.4. Barveni auramine-fenolem (Ley et al. 1988)

Roztoky:
e Auramine — fenol
e 3% HCI

e 70% methanol

¢ 0,1% manganistan draselny

Postup:
e Rozetfit trus pomoci Spejle na podlozni sklicko
e Fixovat vzorek v methanolu a plameni
e Barvit auramine-fenolem po dobu 10 minut
e Oplachnout pod tekouci vodou
e Odbarvit 3% HCI v 70% methanolu po dobu 5 minut
e Oplachnout pod tekouci vodou
e Dobarvit 0,1% manganistanem draselnym po dobu 30 sekund
e Oplachnout pod tekouci vodou
e Nechat okapat a zaschnout
e ProhliZet sklicka pomoci fluorescenéniho mikroskopu s filtrem WB 515 nm pfi

zvétSeni 1000x za pouziti imerzniho oleje

Vysledek:
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Oocysty kryptosporidii maji zluto-zelenou fluorescenci

4.2.5. Barveni dle Ziehl-Neelsena (Henriksen et Pohlenz 1981)

Roztoky:

Roztok karbolfuchsinu (rozpusténé fenolové krystaly 2,5 ml, 100% ethanol 5 ml,
praskovy basicky fuchsin 0,5 g, deionizovana voda 50 ml), pfed pouzitim
prefiltrovat

1% kysely alkohol

0,8% svétla zelen

Postup:

Rozettit trus pomoci Spejle na podlozni sklicko

Fixovat v 95-100% methanolu po dobu 10 minut

Barvit v roztoku karbol fuchsinu po dobu 30 minut

Oplachnout pod tekouci vodou

Odbarvit v 1% kyselém alkoholu (pfi odbarvovani jiz neodtéka roztok Cervené
barvy)

Oplachnout pod tekouci vodou

Barvit svétlou zeleni po dobu 1 minuty

Oplachnout pod tekouci vodou

Nechat zaschnout

Mikroskopovat pii zvétSeni 1000x za pouziti imerzniho oleje

Vysledek:

Oocysty kryptosporidii se barvi ¢ervené na zeleném pozadi

4.2.6. Znaceni oocyst pomoci monoklonalnich protilatek (Crypto Cell, Cellabs,

Australie)

Roztoky:

Crypto Cell reagent — fluorescenéné znacené specifické monoklonalni protilatky
proti sténé oocysty

Mounting fluid
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Postup:

e Kapnout vycisténé oocysty v 20 ul dH,O na jamkové sklo (4.2.7.), nechat
zaschnout

e Fixovat v methanolu do zaschnuti pfi laboratorni teploté

e Pridat 10 ul Crypto Cell Reagentu

e Inkubovat sklicka v temnu a vlhku po dobu 30 minut pii 37 °C

e Omyt sklicka v PBS po dobu 1 minuty

e Osusit

e Pied prohlizenim kapnout 10 pl mouting fluid na sklicko a piikryt krycim
sklickem

e Prohlizet sklicka pomoci fluorescenéniho mikroskopu s filtrem WB 515 nm pfti

zvétseni 1000x za pouZziti imerzniho oleje

Vysledek:

e Oocysty kryptosporidii maji zelenou fluorescenci na tmavém pozadi

4.2.7. Purifikace oocyst

Pozitivni vzorek trusu zhomogenizovat Vv tfeci misce, piecedit pies sitko a vycistit a
zkoncentrovat na sachar6zovém gradientu a nasledné pomoci cesium chloridového

gradientu.

Sacharézovy gradient (Arrowood et Stearling 1987)

Roztoky:
e Sheatertv roztok (deionizovana voda (dH,O (259 ml) + cukr (405 g))
e PBS Tween (PBS, Tween (1% Tween 20 v PBS (1 1 deionizované vody; 80 g
NaCl; 2 g KCI; 14,4 g Na,HPO,4 x 12H,0; 2,4 g KH,POy))

Postup:
e Vzorek trusu homogenizovat v tieci misce, piecedit pies sitko
e Do pfipravenych zkumavek navrstvit gradient
1. vrstva 30 ml Sheater 1+2 (1 dil Sheater + 2 dily PBS Tween)
2. vrstva 30 ml Sheater 1+4 (1 dil Sheater + 4 dily PBS Tween)
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3. vrstva 15 ml vzorku
Centrifugovat 20 minut pti 1370 g
Prelit supernatant do pfipravenych zkumavek a vyhodit sediment
Do zkumavek se supernatantem dolit deionizovanou vodu
Centrifugovat 20 minut pti 1370 g
Ze zkumavek odsat pulku obsahu pomoci vodni vyvévy a doplnit deionizovanou
vodou
Centrifugovat 20 minut pii 1370 g
Ze zkumavek opét odsat pulku obsahu pomoci vodni vyvévy a doplnit
deionizovanou vodou
Centrifugovat 20 minut pii 1370 g
Sedimenty uchovat v PBS pii 4 °C

Cesium chloridovy gradient (Arrowood et Donaldson 1996)

Roztoky:

Roztok cesium chloridu (CsCl, 1,15 g/ml)
PBS (0,025 M, pH 7,2)

Postup:

Napipetovat do mikrozkumavky 1 ml CsCl

Do zkumavky s CsClI navrstvit 0,5 ml roztoku oocyst v PBS
Centrifugovat pti 20 °C 3 minuty pii 16000 g

Supernatant piepipetovat do 50 ml zkumavek a vyhodit sediment
Zkumavku doplnit deionizovanou vodou

Centrifugovat pii 4 °C 20 minut pti 1370 ¢

Odsat supernatant a doplnit zkumavku deionizovanou vodou, vortexovat a
centrifugovat pii 4 °C po dobu 20 minut pti 1370 g (opakovat 3x)

Oocysty uchovat v deionizované vod¢ pii 4 °C
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4.2.8. Méreni oocyst

Velikost oocyst Cryptosporidium chipmunk genotyp I byla méfena po zhotoveni

mikroskopickych preparatt, které byly obarveny pomoci barveni anilin-karbol-

methylvioleti, barvenim auramine-fenolem, barvenim dle Ziehl-Neelsena a znaceni

oocyst pomoci specifickych monoklonalnich protilatek. Méfena byla sitka a délka

oocyst a nasledné byl vypocitan index tvaru.

4.2.9. 1zolace DNA z trusu

Pro izolaci celkové genomové DNA ztrusu byl pouzit komeréni kit GeneAll®

ExgeneTM Stool DNA mini (GeneAll Biotechnology, co., Itd., Soul, Jizni Korea).

Material a roztoky:

1,7 ml mikrozkumavky Safe-Lock mikrozkumavky (neni soucast kitu)
Sklenéné kulicky 0,5 mm (neni soucast kitu)

Zirkonové kulicky 1,5 mm (neni soucast kitu)

1,7 ml mikrozkumavky EzPass (soucast kitu)

1,7 ml mikrozkumavky mini spin column (soucast kitu)

FL pufr (soucast kitu)

EB pufr (soucast kitu)

NW pufr (soucast kitu)

PB pufr (soucast kitu)

Postup:

Vzorek (piiblizné 200 mg) dat do Safe-Lock mikrozkumavky, ptidat sklenéné a
zirkonové kulicky a napipetovat 1-1,3 ml FL pufru, homogenizovat
vortexovanim a rozbit homogenizitorem (FastPrep24 Instrument; MP
Biomedical) po dobu 1 minuty pfi rychlosti 5,5 m/s

Inkubovat 5 minut, pti laboratorni teploté, centrifugovat 5 minut pti 16 000 g
Prepipetovat veskery supernatant na EzPass kolonku

Centrifugovat 1 minutu pii 16000 g, vylit odpad ze sbérné zkumavky
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e Na kolonku napipetovat 100 ul EB pufru, inkubace 1 minutu pii laboratorni
teploté, centrifugovat 1 minutu pii 16 000 g

e Vyhodit EzPass kolonku a ptipipetovat 500 pl PB pufru do sbérné zkumavky,
promichat pipetovanim

e Vsechen obsah pienést na mini spin kolonku

e Centrifugovat 1 minutu pii 16 000 g, vylit odpad ze sbérné zkumavky

e Napipetovat 500 ul NW pufru na stfed kolony

e Centrifugovat 1 minutu pii 16000 g, vylit odpad ze sbérné kolony

e Opét centrifugovat 1 minutu pii 16 000 g, odstranit zbytek pufru, prenést
kolonky na ¢istou 1,7 ml mikrozkumavku

e Napipetovat 200 ul EB pufru na kolonku, inkubovat 1 minutu, centrifugovat 1
minutu pii 16 000 g

e Ziskanou DNA skladovat pti -18 °C

4.2.10. Izolace DNA z tkané

Pro izolaci celkové genomové DNA z tkan¢ byl pouzit komeréni kit DNeasy Blood
& Tissue (QIAGEN).

Material a roztoky:

e 1,7 ml mikrozkumavky (neni soucast kitu)

e Sklenéné kulicky 0,5 mm (neni soucast kitu)
e Zirkonové kulicky 1,5 mm (neni soucast kitu)
e Mini spin kolonka (soucast kitu)

e ATL Buffer (soucast kitu)

e Proteinaza K (soucast kitu)

e AL pufr (soucast kitu)

e EtOH (neni soucast kitu)

e AW 1 pufr (soucast kitu)

e AW 2 pufr (soucast kitu)
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e AE pufr (soucast kitu)

Postup:

e Do mikrozkumavky nastiihat asi 10 mg tkanég, ptidat malé sklenéné kulicky a
zirkonové kulicky

e Pripipetovat 200 ul ATL Buffer, homogenizovat vortexovanim

e Homogenizovat (FastPrep24 Instrument; MP Biomedical) po dobu 1 minuty pfi
rychlosti 5,5 m/s

e Piipipetovat 20 ul proteinazy K

e Inkubovat 1 hodinu pti 56 °C, béhem inkubace pravideln¢ michat

e Piipipetovat 200 ul AL Buffer, homogenizovat vortexovanim

e Piipipetovat 200 ul EtOH, homogenizovat vortexovanim

e Centrifugovat 45 s pti 16 000 g

e Veskery supernatant piepipetovat na Mini spin kolonku, centrifugovat 3 minuty
pii 16 000 g, odstranit odpad ze sbérné mikrozkumavky

e Piipipetovat 500 ul AW 1 Buffer, centrifugovat 1 minutu pii 10 000 g, odstranit
odpad ze sbérné mikrozkumavky

e Piipipetovat 500 ul AW 2 Buffer, centrifugovat 1 minutu pii 10 000 g, odstranit
odpad ze sbérné mikrozkumavky

e Sbérné mikrozkumavky vyhodit, nahradit je novymi mikrozkumavkami, pf¥imo
na membranu kolony napipetovat 200 ul AE Buffer, inkubovat 1 minutu pii

laboratorni teploté€, centrifugovat 1 minutu pii 10 000 g
4.2.11. Polymerazova retézova reakce (PCR)

Ptitomnost specifické DNA kryptosporidii byla detekovana pomoci metody nested
PCR amplifikujici ¢ast genu kodujictho malou podjednotku rRNA (SSU), genu
kodujiciho aktin a 60 KDA glykoprotein (GP60).

Pro primarni i sekundérni reakce byl namichany mastermix, ktery mél vzdy objem 30
ul. Jako pozitivni kontroly byly pouzity oocysty Cryptosporidium muris nebo

Cryptosporidium parvum. K negativni kontrole slouzila voda. Mastermix byl
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rozpipetovany do mikrozkumavek, kam byl nasledn¢ ptfidany i vyizolovany vzorek

DNA. Vse bylo vlozeno do cycleru s pfislusnou nasedaci teplotou, viz nize.

SSU (Jiang et al. 2005; Xiao et al. 1999)
Primarni reakce — nasedaci teplota 50 °C

F1 5-TTCTAGAGCTAATACATGCG-3’
R13’-AGGACAAAGTTCCCTTTACCC-5"

Sekundarni reakce — nasedaci teplota 55 °C
F2 5'-GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAG-3’
R2 5'-AAGGAGTAAGGAACAACCTCCA-3’

Aktin (Sulaiman et al. 2002)

Primarni reakce — nasedaci teplota 50 °C

F1 5'-ATGRGWGAAGAAGWARYWCAAGC-3’
R1 3-TAACAKGTGTCTTTYACRAAGA-5’

Sekundarni reakce — nasedaci teplota 45 °C
F2 5-CAAGCWTTRGTTGTTGAYAA-3’
R2 3'-GGTWSWTAACAKGTGTCTTT-5"

GP60 (Jiang et al. 2005)

Primarni reakce — nasedaci teplota 50°C

F1 5-TTTACCCACACATCTGTAGCGTCG-3"
R1 5-ACGGACGGAATGATGTATCTGA-3’

Sekundarni reakce — nasedaci teplota 50°C
F2 5-ATAGGTGATAATTAGTCAGTCTTTAAT-3’
R2 5'-CCAAAAGCGGCTGAGTCAGCATC-3’

4.2.12. Gelova elektroforéza

Produkty ze sekundarni PCR byly separovany pomoci gelové elektroforézy na 1%

agarozovém gelu s piidavkem ethidium bromidu.
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Pomiicky:
e 50x TAE pufr (242 g tris baze; 47,1 ml ledové kyseliny octové; 100 ml 0,5 M
e EDTA)
e agardza (Biotech, Heidelbergr, Némecko)
e ethidium-bromid (Sigma—Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)
e 100 bp DNA Ladder (O’Gene Ruler™, Biogen, Londyn, Velka Britanie)

Postup:
e Navazit agardzu a smichat s TAE pufrem, ohiivat v mikrovinné troubé dokud se
agar6za nerozpusti
e Ochladit pod tekouci vodou
e Pridat 1 pl ethidium bromidu
e Nalit do nosice a ptidat hiebeny
- Nosi¢ maly: 0,4 g /40 ml TAE pufr
- Nosi€ stfedni: 0,8 g / 80 ml TAE pufr
- Nosic velky: 1,2 g/ 120 ml TAE pufr
e Nechat ztuhnout
e Po ztuhnuti vlozit do elektroforetick¢é vany tak, aby starty byly u zaporné
elektrody
e Vyjmout hiebeny, do jamek nanést produkty ze sekundarni PCR, do prvni jamky
nanést velikostni marker (100 bp) (O’Gene Ruler™, Biogen, Londyn, Velka

Britanie).
4.2.13. l1zolace z gelu

Pro izolaci naamplifokované DNA z gelu byl pouzit komeréni kit Gen Elute

(Sigma).

Material a roztoky:
e 1,7 ml Mikrozkumavky
e Gel Solubilization Solution
¢ Binding Column G

e Column Preparation Solution
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Wash Solution G

Eluéni voda

Postup:

Vyfiznout fragment DNA z gelu Ccistym skalpelem, dat do 1,7 ml
mikrozkumavky

Ptipipetovat 500 pl Gel Solubilization Solution

Inkubovat 10 minut pii 50 °C, promichat kazdé 2—3 minuty

Inkubace vody na eluci pii 65 °C

Sestavit Binding Column G, napipetovat 500 ul Column Preparation Solution,
centrifugovat 1 minutu pii 16 000 g

Ptipipetovat 150 pl isopropanolu, promichat

Piepipetovat veskery obsah na kolonu (Binding Column G), centrifugovat 1
minutu pii 16 000 g

Vylit odpad ze sbérné zkumavky

Piepipetovat 700 ul Wash Solution G, centrifugovat 1 minutu pii 16 000 g

Vylit odpad ze sbérné zkumavky

Centrifugovat 1 minutu pti 16 000 g

Otocit zkumavku v centrifuze o 180°, centrifugovat 3 minuty pii 16 000 g
Kolonu dat do nové 1,7 ml mikrozkumavky, provést eluci napipetovanim 30 pl
elu¢ni vody na stied kolony

Inkubovat 1 minutu, centrifugovat 1 minutu pii 16 000 g

Ziskanou DNA skladovat pii 4° C

4.2.14. Sekvenace

Sekundarni PCR produkty byly sekvenovany pomoci ABI BigDye Termitor v 3.1

Cycle Sequencing Kit a sekvendtoru ABI123130 za pouziti sekunddrnich primert

vV komercnich firmach (SeqMe, Dobfis, Ceska republika; nebo Eurofins, Praha, Ceska

republika).
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4.2.15. Fylogenetické analyzy

Nukleotidové sekvence ziskané v této praci byly zpracovany pomoci programu
Chromas Pro v 2.4.1 (Technelysium, Ptym Ltd, Jizni Brisbane, Australie) a porovnany
se sekvencemi ulozenymi v GenBank. Sekvence byly porovnany pomoci webové verze

programu MAFFT verze 7 (https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/). Nejvhodnéjsi

fylogeneticky model pro fylogenetické analyzy byl vybran v programu MEGA X.
V programu MEGA X byly metodou maximum likelihood (ML) vypoéteny
fylogenetické vztahy mezi jednotlivymi druhy a genotypy kryptosporidii. Bootstrapovy
konsenzus vysledného stromu byl ziskan na zadkladé¢ 1000 opakovani. Ziskané

fylogenetické stromy byly ru¢né upraveny pomoci CorelDrawX7.

4.2.16. Statistické analyzy

Vliv vé€ku a pohlavi na vyskyt kryptosporidiovych infekci byl testovan pomoci chi
kvadrat testu. Pro vypocet byl pouzit software Epi Info'™ v. 7.2.3.1 (Centers for Disease
Control and Prevention, Atlanta, USA).

4.2.17. Design experimentu

Kazdé experimentalni zvife bylo pted zacatkem experimentu vysetfeno na pfitomnost
oocyst a specifické DNA kryptosporidii. Kazdé experimentalni zvife bylo inokulovano
davkou 50 000 oocyst Cryptosporidium chipmunk genotype | v 200 ul vody (4.2.7.).
Zvitata pouzita jako negativni kontroly byla inokulovana destilovanou vodou v davce
200 ul ve stejny cas jako experimentalni zvifata. Trus vSech zvifat byl odebiran do
mikrozkumavek od druhého dne po infekci (DPI) po dobu 30 dnt. Z kazdého vzorku
trusu byl zhotoveny natér (4.2.2.), ktery byl dale obarven anilin-karbol-methylvioleti
(4.2.3). Zkazdého vzorku byla vyizolovina DNA (4.2.7.), ktera byla nasledné
zpracovana pomoci PCR (4.2.9.). Pozitivni vzorky byly dale sekvenovany v komer¢nich

firmach.

4.2.18. Intenzita infekce

Intenzita infekce byla stanovena jako pocet oocyst na gram trusu (OPG). Sklicka byla

vazena pred a bezprostfedné po zhotoveni natéru trusu, obarvend a mikroskopicky
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vySettena pfi 1000 ndsobném zvétSeni. OPG byla odhadnuta na zékladé poctu

spocitanych oocyst (Kvac et al. 2007).
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5. VYSLEDKY

V prubéhu let 2019-2020 bylo ziskano celkem 157 vzorki trusu z veverek, z toho
111 vzorkd z12 lokalit v Ceské republice a 46 vzorkd z 15 lokalit ve Slovenské
republice (Tabulka 1).

5.1. Prevalence kryptosporidii

Mikroskopické vySetfeni natérii trusu prokazalo pritomnost oocyst kryptosporidii
pouze Vv péti vzorcich (3,2 %) pochazejicich z mladych veverek na lokalité 5 v Ceské
republice (Tabulka 1). Intenzita infekce u mikroskopicky pozitivnich jedinci se
pohybovala v rozmezi 22 000—72 000 OPG.

Na zakladé molekularnich analyz byla detekovana specificka DNA kryptosporidii
ve 14 vzorcich trusu, véetné vzorku, které byly mikroskopicky pozitivni (Tabulka 2 a 3).
Vsech 14 pozitivnich vzorkd bylo uspéSné genotypovano/sekvenovdno na genech
kodujicich SSU, aktin a gp60. Fylogenetické analyzy zaloZené na ¢asteénych sekvencich
gentl kodujicich SSU a aktin prokazaly piitomnost Cryptosporidium ferret genotyp ve
vSech pozitivnich vzorcich (Tabulka 2 a 3; Obrazek 1 a 2). VSechny ziskané sekvence
byly vzajemn¢ identické a 100% shodné se sekvencemi MF411071 (SSU) a MF411076
(aktin) Cryptosporidium ferret genotyp ziskanymi z veverek obecnych v ptedchozich
studiich a uloZenych v GenBank. ML fylogeneticky strom vytvofeny z ¢aste¢nych
sekvenci genu kodujiciho gp60 prokazal ptitomnost tii riznych skupin Cryptosporidium
ferret genotyp Kklastrujici ke dvéma diive detekovanym subtyptum tohoto genotypu
(Vb a VIlic) a jednu novou subtypovou skupiny (VIlle), ktera dosud nebyla popsana
(Tabulka 2 a 3; Obrazek 3).
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Tabulka 1. Vyskyt kryptosporidii Vv trusu veverek obecnych (Sciurus vulgaris) na
zaklad¢ mikroskopického a molekularniho vysetieni ve vztahu k véku, pohlavi a statu
odchytu veverek obecnych.

Pocet Pocet Pocet
Stat Pohlavi Vék vzorki pozitivnich  pozitivnich
mikroskopicky PCR
. Dospélec 25 0 3
. _oosamice e 21 1 1
Ceska republika )
Samec  Dospelec 38 0 2
Mlade 27 4 4
Samice Dospélec 9 0 1
Slovensko Mlafié > 0 !
Samec Dospélec 27 0 2
Mlade 5 0 0

Tabulka 2. Mikroskopicka detekce (MIK) véetné intenzity infekce vyjadiené jako pocet
oocyst na gram trusu (OPG) a genotypizace kryptosporidii na zaklad¢ sekvenace ¢asti
genll kodujicich malou podjednotku rRNA (SSU), aktin a 60 kDa glykoprotein (GP60)
na lokalitach na Slovensku u veverek obecnych (Sciurus vulgaris).

Pocet Genotypizace
Lolalita vyseenyen )10, MIK ——— B
pozitivnich In
13 5/1 45562 Ne ferret genotyp  ferret genotyp \i?lrlrs,tAgl%ng?gl
14 2/0 - - - - -
15 2/0 - - - - -
16 5/1 45560 Ne ferret genotyp  ferret genotyp \i?lrlrs,tAgl%nGo?g)l
17 4/0 - - - - -
18 2/0 - - - - -
19 710 - - - - -
20 1/0 - - - - -
21 1/0 - - - - -
22 4/0 - - - - -
23 1/1 45561 Ne ferret genotyp  ferret genotyp J?Hﬁﬂ%ng?g)l
24 9/1 50033 Ne ferret genotyp  ferret genotyp J?Hﬁﬂ%ng?g)l
25 1/0 - - - - -
26 1/0 - - - - -
27 1/0 - - - - -



Tabulka 3. Mikroskopicka detekce (MIK) véetné intenzity infekce vyjadiené jako pocet
oocyst na gram trusu (OPG) a genotypizace kryptosporidii na zakladé¢
amplifikace/sekvenace ¢asti genti kodujicich malou podjednotku rRNA (SSU), aktin a
60 kDa glykoprotein (GP60) na lokalitich v Ceské republice u veverek obecnych

(Sciurus vulgaris).

¢ notypiz
Lokalita vy‘s’el:ngltych/ D MIK Senol/plzace
pozitivnich vzorku (OPG) SsU Aktin GP60
1 10/1 45526 Ne ferret genotyp  ferret genotyp \jﬂ Ir s;%ingiﬁ’l
2 3/0 - - - - -
3 710 - - - - -
4 4/0 - - - - -
40736 Ano ferret genotyp  ferret genotyp ferret genotyp
(56 000) VIlleA10G2R1
Ano ferret genotyp
40737 (64 000) ferret genotyp  ferret genotyp VICAL0G2R1
Ano ferret genotyp
5 36/5 40738 (22 000) ferret genotyp  ferret genotyp VICAL0G2R1
Ano ferret genotyp
40739 (72 000) ferret genotyp  ferret genotyp VICAL0G2R1
Ano ferret genotyp
40741 (22 000) ferret genotyp  ferret genotyp VIlIeAL0G2R1
6 2/0 - - - - -
7 2/0 - - - - -
8 3/0 - - - - -
47183 Ne ferret genotyp  ferret genotyp \;?Ir Ir s;%ingigl
47189 Ne ferret genotyp  ferret genotyp \;?Ir Ir s,tAglelng?gl
9 30/4
47193 Ne ferret genotyp  ferret genotyp \;?Ir Ir s,tAglelng?gl
47200 Ne ferret genotyp  ferret genotyp \;?Ir Ir skglingi)gl
10 1/0 - - - - -
11 6/0 - - - - -
12 710 - - - - -
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Obrazek 1. Maximum Likelihood fylogeneticky strom vypocteny na zakladé General
Time Reversible modelu (+G, +I) z datasetu 51 nukleotidovych sekvenci ¢asti genu
kédujictho malou podjednotku rRNA. Ve findlnim datasetu bylo 783 nukleotidovych
pozic. Finalni strom byl ziskan na zéklad¢ 1000 replikaci. Vzorky ziskané v této studii
jsou zvyraznény tuéné. V zévorce je uvedena mezinarodni zkratka statu (Ceska
republika - CZE, Slovensko - SVK) a ¢islo lokality, kde byl vzorek ziskan. U sekvenci
ziskanych z genové bance (GenBank) je v hranaté zavorce uvedeno Cislo sekvence.
Délka vétvi odpovida poctu substituci na pozici. Jako bootstrap byla pouzita sekvence
Plasmodium falciparum (JQ627151).
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Obrazek 2. Maximum Likelihood fylogeneticky strom vypocteny na zakladé General
Time Reversible modelu (+G) z datasetu 47 nukleotidovych sekvenci ¢asti genu
kddujiciho aktin. Ve finalnim datasetu bylo 732 nukleotidovych pozic. Findlni strom byl
ziskan na zakladé 1000 replikaci. Vzorky ziskané v této studii jsou zvyraznény tucné.
V zavorce je uvedena mezinarodni zkratka statu (Ceska republika - CZE, Slovensko -
SVK) a ¢islo lokality, kde byl vzorek ziskan. U sekvenci ziskanych z genové bance
(GenBank) je v hranaté zavorce uvedeno Cislo sekvence. Délka vétvi odpovida poctu
substituci na pozici. Jako bootstrap byla pouzita sekvence Eimeria maxima
(XM013478337).

45526 (CZE, 1)
40736 (CZE, 5)
40737 (CZE, 5)
40738 (CZE, 5)
40739 (CZE, 5)
40741 (CZE, 5)
47183 (CZE, 9)
1% 47184 (czE, 9)
47193 (CZE, 9)
47200 (CZE, 9)
45562 (SVK, 13)
45560 (SVK, 16)
45561 (SVK, 23)
50033 (SVK, 29)
Al ' ferret genotyp [MF41076)
—— C. meleagridis [AF382351)
C. tyzzeri [JQ073414])
%9 9_9' [~ C. erinacei [KU892572]
a7] |G- cuniculus [KM366138)

;l— C. hominis [KP314262)

84 ¢, panvum (AF382342)
— . wrairl [AF382348)
C. fayeri [KP730322)
C. viatorum [JX978269)
C. rubeyi [KT027534)
C. ublquitum [KT027512]
C. occuttus (MG699168)
100~ C. suis [AB852579)
rat genotyp IV [JX485411)

100 C. bovis [AY741307]
_21{ E C. xigoi [GQ337964)
C. ryanae [EU410345)

C. scrofarum [AB852580]
C. felis [AF382347)

C. canis [AF382340]
%2 —E rat genctyp | [JX485414)
100 rat genotyp || [JX485416]
100 " rat genotyp Il [JX294376)
C. varanii [AF382349)]
C. avium [KUO58882)
C. bailoyi [AF382346]
I— C. galli [AY163901]
100 [ C. serp [AF382353)
& C. andersoni [DQ989575)
97 C. muris [AF382350]
100" C. proliferans [KT731194]

85

35



Obrazek 3. Maximum Likelihood fylogeneticky strom vypocteny na zakladé General
Time Reversible modelu (+G) z datasetu 27 nukleotidovych sekvenci ¢asti genu
kddujiciho 60 kDa glykoprotein. Ve findlnim datasetu bylo 730 nukleotidovych pozic.
Finalni strom byl ziskdn na zaklad¢ 1000 replikaci. Vzorky ziskané v této studii jsou
zvyraznény tuéné. V zavorce je uvedena mezinarodni zkratka statu (Ceska republika -
CZE, Slovensko - SVK) a ¢islo lokality, kde byl vzorek ziskan. U sekvenci ziskanych
z genové bance (GenBank) je v hranaté zavorce uvedeno Cislo sekvence. Délka vétvi
odpovida poctu substituci na pozici.
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5.2. Vliv pohlavi a stafi na pritomnost kryptosporidiové infekce

Kryptosporidiové infekce byly detekovany u 8 samci a 6 samic (Tabulka 1).
Statistickd analyza prokézala, ze vramci vysetiené skupiny zvifat nebyl rozdil
Vv promofenosti mezi samci a samicemi (x?=0,0074; d.f. 1; p=0,9313). Dale bylo
prokazano, ze neni rozdil mezi proménnosti mezi mlad’aty (n=6) a dosp&lymi (n=8)

jedinci (y°= 0,0504; d.f. 1; p=0,8220).
5.3. Prubéh experimentalni infekce Cryptosporidium chipmunk genotyp |

Vsechna zvifata pro experimentdlni infekce se nakazila, ale liSila se v pribéhu
infekce. U mysi kmene C57BL/6J, CD4” a CD8” se priibéh vyrazné nelisil, jejich
prepatentni perioda byla 4-5 dni. Mnozstvi vylu¢ovanych oocyst se pohybovalo mezi
2000-6000 OPG. Mysi nemély zadné klinické piiznaky a doslo u nich k samovolnému
vyléceni v rozmezi od 7. do 17. dne po infekci. U SCID mysi se prepatentni perioda
pohybovala v rozmezi 9-10 dni a zvifata vylu¢ovala velké mnozstvi oocyst kazdy den
(10000-50000 OPG) a ksamovolnému vyléceni b&hem experimentu nedoslo. U
infikovanych mysi SCID byla pozorovana zména trusu z pevnych pelet na pastovitou
konzistenci. U fretek domacich probihala infekce podobné jako u mys$i kmene
C57BL/6J, CD4" a CD8" a prepatentni perioda byla 4 dny. Klinickymi pfiznaky u
fretek bylo zvraceni a vodnaty prijem 6.—7. den po infekci. K samovolnému vyléceni
doslo 10.-14. den po infekci. Intenzita infekce se pohybovala od 2000 do 20000 OPG. U
veverek obecnych byla prepatentni perioda v délce 11-13 dni. Veverky mély velmi
vyrazné klinické ptiznaky, které se projevovaly zvracenim a vodnatymi prajmy.
Vsechny veverky piestaly pfijimat krmivo kratce po uplynuti prepatentni periody a
vrozmezi od 16. do 24. dne po infekci uhynuly. Intenzita infekce u veverek se
pohybovala v rozmezi 100000-250000 OPG.
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Obriazek 4. Pribéh infekce u mysi kmene C57BL/6J, mySi kmene CcD4™, mysi kmene
CD8”, mysi SCID (Mus musculus), fretek doméacich (Mustela putorius furo) a veverek
obecnych (Sciurus wvulgaris). Bilé kruhy znazoriuji pfitomnost specifické DNA
kryptosporidii a ¢erné kruhy zndzorniuji mikroskopicky pozitivni vzorky. Ktizek znaci
uhyn zvifete.

r s, 19 _ 13 .20 .2 .. .3
~ 1r O 000 OO0
C57BL/6 2} O O
3t o000
1 eO0® O O
CD4-/- 2 ® OO O
Mus 3t O @ O
musculus 1r QOO0 O
S CD8-- 2f ® 00 000 O
.E 3+ ® OO OO0
‘N 1r 0000000000000 00OO0O00O0O0O0
8 SCID 2t 00000 0000000000000 00O0
| 3. 00000000000 00000000000
1 0000000 OO
Mustela putorius furo 2t 000000 O OO
3t 00O 00
1r 00000 X
Sciurus vulgaris 2f 000000 X
3t 00000000000
L 1 | 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 1 1 I 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1 5 10 15 20 25 30
Dny po infekci

5.4. Morfometrie oocyst Cryptosporidium chipmunk genotyp |

Velikost oocyst ziskanych od experimentalnich zvitat byla 5,64 (5,50-5,89) x 5,37
(4,86-5,60) um s indexem 1,05 (1,01-1,14). Oocysty chipmunk genotyp | se barvi stejné
jako oocysty ostatnich druhii a genotypu kryptosporidii danymi barvenimi. Protilatky,
které byly primarné vytvofené proti sténé oocysty druhu C. parvum, znaéi sténu
Cryptosporidium chipmunk genotyp 1. Oocysty jsou lehce okrouhlého az ovalného

tvaru. Jsou vyluovany plné€ infekce schopné.
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Obrazek 5. Cryptosporidium chipmunk genotyp | zobrazeny ve specifickych barvenich.
A. Diferencialni interferen¢ni kontrast B. Barveni anilin-karbol-methylvioleti C. Barveni
dle Ziehl-Neelsena D. Barveni auramine fenolem E. Znaéeni pomoci specifickych
protilatek proti sténé oocysty. Métitko 5 pm.
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6. DISKUZE

Nase studie prokazala, Ze prevalence kryptosporidii u 157 ziskanych vzorkt trusu od
veverek obecnych z 11 lokalit v Ceské republice byla 11,1 % a z 15 lokalit na Slovensku
byla 1,84 %. Toto je prvni studie o vyskytu kryptosporidii u veverek ve stiedni Evropé.
Nami zjisténé vysledky jsou obdobné jako v nedavno publikované studii ze severni
Italie, kdy byla zjisténa prevalence 4,5 % u veverek obecnych (Prediger et al. 2017).
Naopak ve diivEjsi studii z roku 2008, taktéz na severu Italie, byla zjisténa prevalence u
veverek obecnych 24,3 % (Kvac et al. 2008). Obdobné vysoka prevalence, 37,5 %, byla
zjisténa u veverek popelavych v USA (Feng et al. 2007).

V souladu s vysledky Kvace et al. (2008) a Prediger et al. (2017) jsme prokazali, ze
infekce u piirozené nakazenych veverek obecnych Cryptosporidium ferret genotyp
probihd bezptiznakové a nakaZeni jedinci vylucuji velmi malé mnoZstvi oocyst. Prestoze
zadna predchozi ani tato studie neprokazala vliv véku na vyskyt infekci (Kvaé et al.
2008; Prediger et al. 2017), v této praci jsme pozorovali, Ze pouze mlad’ata vylucovala
mikroskopicky detekovatelné mnozstvi oocyst. V porovnani se studii Prediger et al.
(20018), ktera popsala mikroskopickou detekci oocyst u 70 % veverek, jsme detekovali
vyrazn€ mensi pocet veverek (36 %) vylucujici mikroskopicky detekovatelné mnoZstvi
oocyst.

Zjistili jsme, ze prevalence u mladych a dospélych jedinctu, u samic a samcu byla
téméf totozna. Z toho lze usuzovat, Ze pohlavi ani vék hostitele nema vliv na infekci
zpusobenou Cryptosporidium ferret genotypem. Ke stejnému zavéru dosli i Prediger et
al. (2017) ve studii provedené v Italii. Naopak u zemnich veverek (Spermophilus
beecheyi) infikovanych druhem C. parvum (mohlo se jednat o jiny druh, nebyla
provedena genotypizace) bylo zjisténo, ze samci byly téméf dvakrat Castéji infikovani
nez samice a také mladata byla Cast&ji pozitivni nez dospélci (Atwill et al. 2001).
Obdobna vékova specifita u druhu C. parvum byla popsana u mldd’at hospodaiskych
zvitat, zejména skotu. Zatimco telata dojenych plemen jsou infikovéna timto druhem ze
70-100 %, u dospélych zvitat se tato kryptosporidie vyskytuje jen ojedin€le (Thompson
et al. 2019).

V souladu s vysledky Prediger et al. (2017) jsme v této praci detekovali u veverek
obecnych vyhradn¢ Cryptosporidium ferret genotyp. Da se tedy predpokladat, ze
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Cryptosporidium ferret genotyp je dominantnim genotypem kryptosporidii u veverek
obecnych. Druhy a genotypy Cryptosporidium ubiquitum, Cryptosporidium skunk
genotyp a Cryptosporidium chipmuk genotyp I, které byly popsany u veverek
popelavych, nebyly v nasi studii detekovany a neni znamo, Ze by se vyjma C. ubiquitum,
vyskytovaly na Gizemi Ceské republiky (Kellerova et al. 2017; Kotkova et al. 2016).

U vySetfovanych veverek zna$i studie, které byly pfirozen¢ nakazené
Cryptosporidium ferret genotyp nebyly pozorovany zadné klinické priznaky, stejné jako
popisuji Prediger et al. (2017) ve své studii ze severni Italie. Obdobné popisuji Abe et al.
(2003) absenci klinickych pfiznakt u infikovanych fretek v Japonsku. Také ostatni
studie se shoduji na tom, ze Cryptosporidium ferret genotyp nezpusobuje klinické
onemocnéni u volné Zijicich zvirat (Abe et Iseki 2003; Kvac et al. 2008; Lv et al. 2009;
Song et al. 2015; Sulaiman et al. 2000; Xiao et al. 1999).

Puvodni izolat Cryptosporidium ferret genotyp byl na zakladé genotypizace na genu
gp60 zarazen do alelické rodiny VIIIa (Lv et al. 2009). Prediger et al. (2017) popsala u
veverek v severni Italii vyskyt dal$ich tii variant, a to VIIIbA11G1R1, VIIIcA12G2R]1 a
VIIIdA16GIRI. V této praci jsem ve shodé s vysledky Prediger et al (2017) detekovala
pritomnost varianty VIIIb a VIIIc. Nicméné jednotlivé subtypy detekované v této praci
se neshodovaly s diivéjSimi studiemi. Na zaklad¢ podrobné analyzy jsme zjistili, Ze
varianta VIIId nepatii ke Cryptosporidium ferret genotyp, ale jedna se variantu jiz diive
popsaného druhu C. parvum, a méla by byt spravné oznacena jako Ila. Kromé vySe
popsanych variant, jsme detekovali dosud nezndmou variantu, kterou jsme oznacili jako
Vllle.

Stejné jako Prediger et al. (2017), tak v této praci jsme nedetekovali u veverek
obecnych zadnou infekci zptisobenou Cryptosporidium chipmuk genotyp I, piestoze
Kvac et al. (2008) popsali vyskyt této kryptosporidie u dvou veverek obecnych v Italii.
V nasem experimentu jsme zjistili, ze Cryptosporidium chipmuk genotyp | je pro
veverky obecné velice infekéni. VSechny veverky v experimentu na infekci uhynuly
velmi rychle. Zavéry vyslovené na zakladé terénniho sledovani v praci Prediger et al.
(2017) jsou tedy nepiesné a zkreslené. Na zaklad¢é naSich vysledkll se domnivame, ze
Cryptosporidium chipmuk genotyp I, ktery byl do Itilie zavlecen spolu s veverkami

popelavymi, je pro veverky obecné velmi patogenni a je pti¢inou rychlého a nahlého
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uhynu veverek obecnych. S ohledem na pozorovany pribéh infekce se da predpokladat,
ze takto postizena veverka ziistava ve svém hnizd¢, kde hyne a proto je ji tézké v ptirodé
odchytit. Cryptosporidium chipmunk genotyp | byl dosud nalezeny u volné zijicich
veverek v Italii a Velké Britanii (Kva¢ et al. 2008; Prediger et al. 2017), ale v Ceské
republice ani na Slovensku nebyl detekovan. Tato skutecnost je zpiisobena faktem, zZe
Cryptosporidium chipmuk genotyp I pochazi z veverek popelavych, které se zatim
nerozsitily do stiedni Evropy.

Oocysty Cryptosporidium chipmunk genotyp | v této studii s velikosti 5,64 (5,50—
5,89) x 5,37 (4,86-5,60) um jsou velikostné shodné s oocystami popsanymi Kvacem et
al. (2008), které metily 5.8 £ 0.3 x 5.4 + 0.3 um. Morfologie a morfometrie oocyst
Cryptosporidium chipmunk genotyp | je velmi podobna jako u Cryptosporidium ferret
genotyp, ktery ma velikost oocyst 5,5 (4,8-6,1) x 5,1 (4,7-5,7) um (Kva¢ et al. 2008).
Ve velikosti oocyst obou genotypu je maly rozdil, ktery je velmi tézko mikroskopicky
odlisitelny a proto nelze velikost oocyst povazovat za vhodny diagnosticky znak pii
ur¢ovani druhu a genotypu kryptosporidie. Také velikost oocyst u ostatnich druht, které
byly u veverek detekovany - C. parvum (5,0 x 4,5 um) nebo C. ubiquitum (4,1-5,3 x
4,3-5,0 um) maji podobnou velikost jako Cryptosporidium chipmunk genotyp | a
Cryptosporidium ferret genotyp (Fayer et al. 2010; Upton et Current 1985). Naproti
tomu oocysty druhu C. muris (8,4 x 6,3 um; Iseki 1986) jsou mnohem vétsi a Ize je od
ostatnich druhti a genotypt spolehlive odlisit.

Experimentaln¢ jsme prokazali, Ze SCID mysi jsou vnimavé k infekci
Cryptosporidium chipmunk genotyp I, dlouhodobé vylu¢uji a mazou byt dobrym
modelovym hostitelem pro wudrZzeni izolatu v laboratornich podminkdch. U
Cryptosporidium ferret genotyp doposud takovyto hostitel nebyl nalezen.

Cryptosporidium ferret genotyp nebyl dosud popsan u ¢lovéka, proto nejsou veverky
obecné v Ceské republice a na Slovensku zdrojem kryptosporidii pro ¢lovéka. Naproti
tomu Cryptosporidium chipmuk genotyp I, ktery se nejéastéji vyskytuje u veverek, je
pro clovéka infekéni (Guo et al. 2015; Lebbad et al. 2013). Infekce timto genotypem
byly u lidi popsany v USA, Svédsku a Francii (Anofel Cryptosporidium National
Network 2010; Guo et al. 2015; Lebbad et al. 2013).
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7. ZAVERY

e Prevalence zjisténd u veverek obecnych (Sciurus vulgaris) v Ceské republice
byla 11,1 % a na Slovensku 1,84 %.

e Veverky v Ceské republice a na Slovensku byly parazitovany pouze
Cryptosporidium ferret genotypem.

e Infekce Cryptosporidium ferret genotypem neni u veverek doprovazena
klinickymi ptiznaky.

e Veverky v Ceské republice a na Slovensku nepfedstavuji zdroj zoonotickych
kryptosporidii.

e Nebyl prokazan vliv mezi kryptosporidiovymi infekcemi a pohlavim a vékem
veverek.

e Byla zjisténa vysoka patogenita Cryptosporidium chipmuk genotyp I pro veverky
obecné se 100% mortalitou.

e Velikost oocyst Cryptosporidium chipmunk genotyp I je 5,64 (5,50-5,89) x 5,37
(4,86-5,60) um s indexem 1,05 (1,01-1,14).

e SCID mySi predstavuji vhodny laboratorni model pro udrzovani

Cryptosporidium chipmunk genotyp I.
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