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ABSTRAKT

byl detekovan u lidi, domacich prezvykavcll a divokych krys po celém svété a
popsan nékolika rlznymi jmény vcetné Cryptosporidium suis-like, na zakladé
blizkého fylogenetického vztahu k druhu C. suis, ktery parazituje u prasat. Na rozdil
od C. suis v8ak nebyla tato kryptosporidie u prasat nikdy zjisténa. lzolat
Cryptosporidium suis-like pochazejici z divokych potkan a pouzity v této praci
nebyl infekEni pro selata nebo telata, ale byl infekéni pro laboratorni potkany, mysi
kmene BALB/c a piskomily mongolské. Prepatentni perioda byla u vSech hlodavci
4-5 dni. Patentni perioda u potkand byla delsi (>30 dni) nez u ostatnich hlodavc(
(<20 dni). U Zadného z hlodavci infikovanych Cryptosporidium suis-like nebyly
zjistény Zadné klinické pfiznaky infekce. Vyvojova stadia Cryptosporidium suis-like
byla pomoci histologie a elektronové mikroskopie zjisténa u vSech vnimavych
hlodavcl pouze v tlustém stfevé. Oocysty byly morfometricky podobné C. parvum a
mensi nez C. suis, méfici 520 x 4,94 um. Fylogenetické analyzy CasteCnych
sekvenci SSU, aktinu a HSP70 ukéazaly, Ze Cryptosporidium suis-like je geneticky
odlisny od C. suis a dal$ich popsanych druhi rodu Cryptosporidium. Morfologické,
genetické a biologické udaje podporuji popsani Cryptosporidium suis-like jako
noveho druhu, pro ktery jsme navrhli ndzev Cryptosporidium occultus.

Klicova slova: Histologie; molekularni fylogeneze; morfometrie; nové druhy;

experimentalni studie



SUMMARY

Cryptosporidium parvum VF383, more commonly known as Cryptosporidium
suis-like, has been reported in humans, domesticated ruminants, and wild rats
worldwide and described under several names including Cryptosporidium suis-like,
based on its close phylogenetic relationship to C. suis. Unlike C. suis, however, it has
never been detected in pigs. In the present work, Cryptosporidium suis-like
originating from wild brown rats was not infectious for piglets or calves but was
infectious for laboratory brown rats, BALB/c mice, and Mongolian gerbils. The
prepatent period was 4-5 days for all rodents. The patent period was longer for rats
(>30 days) than other rodents (<20 days). None of the rodents developed clinical
signs of infection. In all rodents, life cycle stages were detected in the colon by
histology and electron microscopy. Oocysts were morphometrically similar to those
of C. parvum and smaller than those of C. suis, measuring 5.20 x 4.94 um.
Phylogenetic analyses of SSU, actin, and HSP70 gene sequences revealed
Cryptosporidium suis-like to be genetically distinct from, C. suis, and other
described species of Cryptosporidium. Morphological, genetic, and biological data
support the establishment of Cryptosporidium suis-like as a new species, and we

propose the name Cryptosporidium occultus sp. n.

Key words: Histology; molecular phylogeny; morphometry; new species;

transmission studies
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1. Uvod

Zastupci patfici do rodu Cryptosporidium (kmen: Apicomplexa) jsou protozoarni
jednobunécni paraziti, ktefi infikuji pfedevSim gastrointestinalni trakt (GIT), ale
nékteré druhy mohou infikovat plice, vzdusné vaky nebo ledviny. Spektrum hostiteld
zahrnuje ryby, obojzivelniky, plazy, ptaky a savce vetné Clovéka (Holubova et al.
2016; O'Donoghue 1995; Ziegler et al. 2007). Jejich infek¢ni stadia, oocysty, jsou
velmi odolné a ve vnéjSich nepfiznivych podminkéch vydrzi dlouhou dobu. Ve vihké
pldé si dokazi zachovat infekénost az po dobu Sesti mésicl (Fayer et al. 1998).

V soucasné dobé je platné popsano 41 druhl. Nicméné definice druhu v ramci
rodu Cryptosporidium je obtizna. Morfologie vyvojovych stadii predstavuje jeden ze
zékladnich kamen( v taxonomii parazit(l patficich do kmene Apicomplexa a proto je
morfometrie oocyst obvykle jednim z poZadavk{ pfi popisu nového druhu. V ramci
rodu Cryptosporidium v3ak nelze na zakladé morfometrie a morfologie oocyst od
sebe odlisit jednotlivé druhy. Tedy morfometrie a morfologie oocyst by neméla byt
jedinym kritériem pro pojmenovani nového druhu. Do taxonomického popisu proto
musi byt zahrnuty i dalSi charakteristiky, jako je hostitelska specifita. Také popis
zivotniho cyklu mlze byt uZitecny, ale neni striktnim poZadavkem. Jako jedno
z dalich kritérii mohou byt biochemické rozdily, ale vétsi roli pfi definovani
jednotlivych druhll rodu Cryptosporidium hraji predevsim genetické charakteristiky.
Na druhou stranu bylo do soucasné doby popsano mnoho genotypl na zéakladé
genetickych rozdild, ale pro uznani druhu chybi vySe popsané biologické
charakteristiky. Posledni kritérium je dodrZzovani Mezinarodniho kdédu zoologické
nomenklatury (ICZN), ktery obsahuje obecné pokyny a slouzi jako pomicka pfi
popisu novych druht (Xiao et al. 2004a).

PFi popisu genotypll kryptosporidii na zakladé jen kusych informaci mdze dojit
k fadé omyll a zkresleni Gdajli. Takovyto stav nastal i v roce 2007, kdy Langkjeer et
al. (2007) popsal kryptosporidii ze skotu a diky podobnosti sekvence pro gen
kodujici malou podjednotku rRNA (SSU) s C. suis pojmenoval tuto kryptosporidii
jako Cryptosporidium suis-like. Prestoze identickéa sekvence byla popsana u ¢lovéka
0 pét let dfive a tato kryptosporidie nikdy nebyla nalezena v prasatech, pojmenovani
Cryptosporidium suis-like bylo bézné pouzivano. V této praci jsme se podrobné
zaméFili na biologické a genetické vlastnosti tzv. Cryptosporidium suis-like.



2. Cil prace

Cilem prace je popsat genetickou a biologickou charakteristiku izolatu
kryptosporidii zndmého jako Cryptosporidium suis-like, ktery byl detekovan u
¢lovéka, skotu a potkand. Pomoci molekularnich metod provést srovnani izolatu
ziskaného z potkana s izolaty z ¢lovéka a skotu. Fylogenetickymi metodami urcit
fylogenetické vztahy mezi studovanym izolatem kryptosporidie a ostatnimi druhy a
genotypy kryptosporidii. Na zakladé experimentalnich infekci popsat priibéh infekce
u prasat, skotu, potkan(l a dalSich hlodav¢ich hostitelli. Zpracovat datové soubory
prislusnymi statistickymi a fylogenetickymi metodami.
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3. Literarni prehled

3.1 Cryptosporidium suis-like - historie

V roce 2002 byla u Clovéka detekovana kryptosporidie jejiz ¢asteCna sekvence

malé podjednotky rRNA (SSU) se liSila od ostatnich druhd a genotypd, ale dle tehdy
pouzivaného Uzu byl tento genotyp oznacen jako C. parvum VF383 (Ong et al.
2002). Poznamka: druh Cryptosporidium suis byl popsan az v roce 2004. V roce
2007 byl v trusu skotu (Bos taurus) v Dansku detekovan izolat K4515, ktery mél
identickou sekvenci SSU s C. parvum VF383, ale z divodu blizké fylogenetické
pFibuznosti k druhu C. suis byl tento izolat pojmenovan jako Cryptosporidium suis-
04: Cryptosporidium: a water-borne zoonotic parasite. Veterinary Parasitology 126:
37-56.
Fayer R. 2007: General biology. In: Fayer R., Xia jakd (Bos grunniens), lidi (Homo
sapiens) a krys (Rattus tanezumi), a pojmenovan rlznymi jmény, pricemz
Criiestpdei ji umazayi piice ybdgga a mejiiadta|arch (hatakteris)ika Cryptosporidium
suis-like v nasledujicim textu budeme dale pouZzivat jiz stavajici platny nazev druhu,
Cryptosporidium occultus, ktery byl popsan a publikovan na zékladé této prace
(PFiloha).

3.2 Kryptosporidie

3.2.1 Taxonomické zarazeni

Paraziti rodu Cryptosporidium patfici do cCeledi Cryptosporiidae a kmene
Apicomplexa primarné infikuji gastrointestinalni trakt obratlovcli (Fayer 2010).
Kryptosporidie byly plvodné fazeny mezi kokcidie, ale molekularné-fylogenetické
studie prokéazaly, Ze jejich nejblizsi pribuzni jsou zfejmé gregariny. Gregariny jsou
viak o stovky um vétsi nez kryptosporidie (Volf et Hordk 2007). V soucasné dobé
existuje asi 41 platnych druhd rodu Cryptosporidium parazitujicich u ryb,
obojzivelnikll, plazl, ptakd a savcl. Dale bylo popsano mnoho genotypl rodu
Cryptosporidium, které postradaji biologické a morfologické Gdaje nezbytné pro
oznaceni druhl (Fayer 2010).
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Tabulka 1. Nalezy Cryptosporidium occultus (druh popsany na zakladé této prace), ktery byl popsan pod rdiznymi ndzvy, v savcich po celém
svété na zakladé genotypizace ¢astecnych sekvencich gend kédujicich malou podjednotku rRNA (SSU), aktin nebo 70 kDa Heat Shock Protein
(HSP70).

Stat Hostitel Pocet Vek Sekvence (GenBank pfifazené Cislo) Popis Reference
(odborny nazev) pozitivnich  (rok) SSU actin HSP70 (rukopis / GenBank)
Dansko 3 0.3-1 DQ182599* NA DQ182598° C. suis-like / Cryptosporidium sp. K4515  (Langkjeer et al. 2007)
Indie skot 1 0.3-1  GQ345008* NA NA C. suis-like / Cryptosporidium cf. suis (Khan et al. 2010)
Anglie NA NA HQ822134* NA NA NA/ Cryptosporidium sp. P156 nepublikované (2012)
(Bos taurus) Cryptosporidium sp. genotyp RTA368 /
. " .
Australie 9 <1 KC778530 NA NA Cryptosporidium sp. genotyp RTA368 (Abeywardena et al. 2013)
5 2 1-2  KM110047* NA NA C. suis-like / Cryptosporidium cf. suis (Maet al. 2015)
Cina jak - 2 >2 KU052809* NA NA C. suis-like / Cryptosporidium cf. suis (Li et al. 2016)
(Bos gunniens)
- vodni buvol " # Cryptosporidium sp. AQ7 / . .
Brazilie (Bubalus bubalis) NA NA JX559850 JX559851 NA Cryptosporidium sp. AQ7 Nepublikované (2012)
JX485409"
R krysa JX485388* JX485412 - . .
Filipiny (Rattus tanezumi) 14 NA IX485390 IX485417 NA C. suis-like / C. suis (Ng-Hublin et al. 2013)
JX485418
Anglie Elovék NA NA  HQ822146* HQ822148" HQ822147° NA / Cryptosporidium sp. W20486 nepublikované (2012)
Kanada (Homo sapiens) NA NA AY030084* NA NA C. parvum VF383/ C. parvum VF383 (Ong et al. 2002)

NA nedostupny; * oznaCuje 100% sekvencni identitu v lokusu; t oznaCuje ndzev izolatu popsaného v rukopisu; § oznaCuje nazev izolatu hlaSeny v GenBank;
# oznaCuje rok vydani publikace v GenBank.
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3.2.2 Minimalni pozadavky na popis druhu rodu

Cryptosporidium

Pro pojmenovani novych druhd vramci rodu Cryptosporidium byly navrzeny
nasledujici minimalni poZadavky. Prvnim poZadavkem je morfologicky a
morfometricky popis oocyst. Druhy pozadavek je prokéazani genetické odliSnosti od
ostatnich druhll rodu Cryptosporidium. Treti pozadavek je prokazani hostitelské
specifity, a to bud na zakladé pfirozenych infekci nebo pokud je to mozné na zakladé
experimentélnich infekci. A posledni Ctvrty poZadavek je popis v souladu s
Mezinarodnim kédem zoologické nomenklatury (ICZN) (Egyed et al. 2003; Jirk( et
al. 2008; Xiao et al. 2004a).

3.2.3 Diferencialni diagnostika kryptosporidii
3.2.3.1 Morfometrie oocyst

Tvarem a velikosti oocyst lze rozpoznat prisluSnost kjedné ze dvou
fylogenetickych skupin kryptosporidii. Stfevni kryptosporidie maji malé okrouhlé a
Zaludecni velké ovalné oocysty (Xiao et al. 2004b). Oocysty C. baileyi (stfevni
kryptosporidie) jsou vyjimkou z tohoto pravidla, jejich velikost a tvar se podoba

oocystam Zaludec¢nich kryptosporidii (Current et al. 1986).

Velikosti oocyst stfevnich kryptosporidii se od sebe lisi jen vyjimecné a jednotlive
druhy a genotypy VvétSinou nelze od sebe morfometricky odliSit. Nejznamgjsi stfevni
druh C. parvum ma oocysty o velikosti v priméru 5,0 x 4,5 um (Tyzzer 1912). Od
C. parvum je morfometricky nerozliSitelny napfiklad druh C. fayeri s velikosti
v priméru 4,9 x 4,3 uym (Ryan et al. 2008), ale také druh C. hominis, ktery ma
velikost v priméru 5,2 x 4,7 um (Morgan-Ryan et al. 2002). Naopak morfometricky
odli$ny je druh C. canis, méfici v prdméru 5,9 x 5,0 pym (Fayer et al. 2001).
Kryptosporidie hostitelsky specifické pro prasata Ize od sebe morfologicky odliSit.
Zatimco C. suis ma oocyst o velikosti 6,2 x 55 um (Vitovec et al. 2006),
C. scrofarum méa oocysty mensi o priimérné velikosti 5,2 x 4,8 um (Kvac et al.
2013a). Na druhou stranu C. scrofarum nelze odlisSit od C. parvum, které se u prasat

vzacné objevuje (Kvacg et al. 2013a; Némejc et al. 2012; Vitovec et al. 1992).

Zalude€ni kryptosporidie jsou zpravidla vétsi neZ vétsina kryptosporidii stfevnich
(Kvac€ et al. 2013b). Prestoze byla vramci ZaludeCnich kryptosporidii popsana
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mezidruhova variabilita oocyst, nelze morfometrii pouZit jako diferencialni znak
(Katsumata et al. 2000; Kv&C et al. 2016; Lindsay et al. 2000; Ryan et al. 2003a).

3.2.3.2 Hostitelské specifita

Hostitelska specifita parazita predstavuje soubor hostiteld, které dany parazit
infikuje a ukonCuje v nich vyvojovy cyklus. Druhy jako C. parvum, C. baileyi,
C. meleagridis a C. ubiquitum patfi do skupiny vykazujici relativné Sirokou
hostitelskou specificitu (Fayer 2007; Li et al. 2014; Nakamura et al. 2015; Stenger et
al. 2015; Vetterling et al. 1971). Naprfiklad pro C. parvum je predpokladana
vnimavost vech savcl véetné ¢lovéka (Fayer 2004) a C. meleagridis je infekéni pro
savce i ptaky (Slavin 1955).

Dalsi skupina zahrnuje druhy, které jsou specifické pro urcitou skupinu hostitel(.
Do této skupiny patfi napfiklad C. muris, ktery parazituje u hlodavci
(Anderson 1991; Ryan et al. 2003b) a C. andersoni, typicky parazit pro skot a dalSi
polygastry (Anderson 1991; Kvac et al. 2003; Lindsay et al. 2000).

VeétSina kryptosporidii ma vSak uzkou hostitelskou specifitu. Napfiklad C. wrairi
parazituje pouze u morcat (Feng et al. 2010), C. hominis parazituje témér vyhradné u
¢lovéka (Morgan-Ryan et al. 2002) nebo C. canis parazitujici u psti a psovitych
Selem (Fayer et al. 2001).

3.2.3.3 Genetické variabilita

Kryptosporidie maji na eukaryoticky organismus maly genom, jehoZ velikost byla
odhadnuta na 10,4 Mb. Dale bylo prokézano, Ze kryptosporidie maji osm
chromozom(i (Blunt et al. 1997; Caccio et al. 1998; Putignani et al. 1999).
Celogenomové sekvenovani prokazalo, Zze genomy druhd C. hominis a C. parvum si
jsou velmi podobné, sdilejici priimérnou 96,7% nukleotidovou identitu a pfevazné se
prekryvajici v predikovanych genech. Také maji témér identické mnozstvi
predikovanych tRNA a rRNA genll (Xu et al. 2004).

GenotypizaCni nastroje které se pouzivaji krozliseni jednotlivych druhli a
genotypll kryptosporidii jsou vSak dosud omezeny. Ke genotypizaci kryptosporidii
jsou nejCastéji pouzivany CasteCné sekvence genu kddujiciho malou podjednotku
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rRNA, aktin, Cryptosporidium Oocyst Wall Protein (COWP), a 70 kDa Heat Shock
Protein (HSP70). Epidemiologické vyzkumy jsou vSak Casto omezeny nizkou
rozliSovaci schopnosti téchto lokusl. V dlsledku toho se zacal pouZivat gen pro 60-
kDa glykoprotein (GP60) (Alves et al. 2003b; Leav et al. 2002; Peng et al. 2001;
Strong et al. 2000; Sulaiman et al. 2001) nebo vnitfni transkribovany spacer-2 (ITS-
2) genu rRNA (Gasser et al. 2003, 2004; Chalmers et al. 2005; Schindler et al. 2005).
Déle se pouziva genotypizace mikrosatelit( a minisatelitl (Aiello et al. 1999; Alves
et al. 2003a; Caccio et al. 2000, 2001; Feng et al. 2000; Gatei et al. 2007; Mallon et
al. 2003; Sulaiman et al. 2001; Tanriverdi et al. 2006a, 2006b; Widmer et al. 2004).

Termin genotyp je v rdmci kryptosporidii pouzivam pro oznaceni izolatu s nizsim
taxonomickym statusem, nez je druh, u néhoz byla zjisténa odliSnost na genetickych
markerech, ale nejsou k dispozici dalSi data potfebna pro popis druhu. Minimalni
odlisnost v ramci daného lokusu vSak neni striktné stanovena. Pro SSU lokus je
nékterymi autory uvadéna hranice 99,5 % (Mallon et al. 2003). Nicméné stupen
genetické variability se u rlznych druh( a genotypll mlize vyrazné lisit. Napfiklad
sekvencéni identita v nukleotidové sekvenci na genu kédujicim SSU u druhl C.
parvum a C. tyzzeri je 99,4 %, u C. muris a C. andersoni 99,3 % a u C. cuniculus a
C. hominis je 99,6 % (Kvac et al. 2018). Na druhou stranu sekvenéni identita dvou
rliznych variant SSU v rdmci C. parvum nebo Cryptosporidium chipmunk genotyp 11
je 99,3 %, respektive 93,0 % (Mynéarova et al. 2016; Stenger et al. 2015). V ramci
genu koédujicho COWP jsou detekovany rlzné velké sekvenéni rozdily
v nukleotidové sekvenci, zatimco proteinova sekvence je pro fadu druhd identicka.
Naprfiklad C. muris se lisi od C. andersoni v 8 nukleotidovych pozicich (shoda
97,9%), ale proteinova sekvence je identicka. Naopak druhy C. parvum a C. hominis
maji identickou jak proteinovou, tak i nukleotidovou sekvenci. Obdobna variabilita
je v ramci ostatnich markerd pouzivanych ke genotypizaci (Holubova et al. 2016;
Horcickova et al. 2019; Lindsay et al. 2000; Stenger et al. 2015).
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3.3 Probihajici infekce vs pasaz parazita

Rozlisit aktivni infekci od pasivni pasédZze je dosud jednim z nevyfeSenych
problémd. Pouzivani molekularnich metod jako napfiklad PCR nebo gPCR je sice
velmi citlivé, ale prokazuje pouze pritomnost specifické DNA kryptosporidii, coz
neznamend, Ze jde o aktivni infekci (Arcay et al. 1995; Kvac et al. 2012). Z minulosti
zname fadu priklad(l, pfitomnost oocyst druhd C. muris nebo C. tyzzeri v trusu
rohatky ozdobné (Ceratophrys ornata), uzovky Cervené (Elaphe guttata), uzovky
cerné (Elaphe obsoleta) a hroznySe (Boa constrictor), ktera byla zapfi¢inéna
poziranim infikovanych mysi, které jsou typickymi hostiteli téchto kryptosporidii. Po
odstranéni infikovanych mysi jako potravy doSlo k vymizeni pfitomnosti oocyst
v trusu téchto plazli (Crawshaw et al. 1987; Xiao et al. 2004b). Stejné tak vyskyt C.
muris a C. tyzzeri ve vykalech prasat je vysledkem pasivni pasaze pres zaZivaci trakt
téchto hostitelll, protoze Kvac et al. (2012) prokazal, ze prasata nejsou k infekci

témito druhy kryptosporidii vnimava.

Z vySe uvedeného je tedy ziejmé, Ze pFitomnost specifické DNA nebo oocyst
kryptosporidii nemusi nutné znamenat, Ze v hostiteli probiha aktivni infekce.
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4. Material a metodika
4.1 Material

4.1.1 Experimentalni zvirata

K experimentu bylo pouzito $est osmitydennich potkanl (Rattus norvegicus), pét
osmitydennich BALB/c mysi (Mus musculus), pét osmitydennich piskomild
mongolskych (Meriones unguiculatus), pét Ctyftydennich selat (Sus scrofa) a pét
dvanactitydennich telat (Bos taurus).

4.1.2 Zdroj biologického materialu

Izolaty Cryptosporidium occultus byly ziskané ze Ctyf pfirozené infikovanych
divokych potkand (Rattus norvegicus) chycenych na ¢tyfech rliznych mistech
v Ceské republice (Obrazek 1). Oocysty C. occultus z téchto potkan( byly vygistény
z trusu pomoci sachardézového gradientu (4.2.5) a pouzity k infekci jednoho
osmitydenniho laboratorniho potkana (potkan 0). Oocysty C. occultus z infikovaného
potkana 0 byly Cistény na sachar6zovém a césium chloridovém gradientu (4.2.5),
dale byly pouzity k infekci ostatnich zvirat a trus z téchto zvifat byl dale pouzit pro
molekularni (4.2.7-4.2.11) a pro morfometrické analyzy (4.2.4).

gihlava

.C izkrajov

Ceské Budéjovice

Obrazek 1. Mapa lokalit (Gervené vyznaceno) odchytu volné Zijicich potkanl pfirozené
infikovanych Cryptosporidium occultus v Ceské republice.
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4.2 Metodika

4.2.1 Odbér a zpracovani vzorki

Volné Zijici potkani byly odchytavani do mrtvochytnych pasti. Jako nastraha bylo
pouzito maso makrely. Pasti byly kontrolovany v pravidelnych intervalech.
Odchycené zvife bylo prevezeno do laboratofe, kde byl ziskan obsah zazivaciho
traktu, ktery byl uloZzen do 2,5 % roztoku dichromanu draselného a skladovan pfi
4 °C aZz do doby dalSiho pouZziti. Vzorky trusu experimentalné infikovanych zvirat
byly odebirdny denné po dobu od 3. do 30. dne po infekci (DPI). Denné byla
sledovana konzistence a barva trusu a celkovy zdravotni stav zvifat. Vzorky byly
individudlné uchovény pfi teploté maximalné 4-6 °C ve sterilnich uzaviratelnych
zkumavkach. VSechny odebrané vzorky byly vySetfovany na pFitomnost oocyst
pomoci standardnich parazitologickych metod (4.2.2 a 4.2.3) a pfitomnost specifické
DNA kryptosporidii pomoci izolace DNA (4.2.7), polymerazové fetézové reakce
(PCR; 4.2.8) s néslednou sekvenaci (4.2.11).

4.2.2 Detekce oocyst pomoci specifickych barveni

Barveni oocyst anilin-karbol-methylvioleti (ACMV) dle Milacka a Vitovce
(1985)
Chemikalie: roztok methylvioleti (0,6 g methylviolet, 1 ml anilin, 1 g fenol, 30 ml
alkohol, 70 ml deionizovana voda), roztok tartrazinu (1% roztok tartrazinu v 1%
kyseliné octové) a 2% kyselina sirova
Postup barveni:

1. Natér trusu na podloZnim sklicku fixovat methanolem v plameni.

2.Barvit roztokem methylvioleti po dobu 30 minut.

3.0myt pod tekouci vodou.

4.Diferencovat ve 2% kyseliné sirové po dobu 1 minuty.

5.0myt pod tekouci vodou.

6. Dobarvit tartrazinem po dobu 1-2 minut.

7.0myt pod tekouci vodou.

8. Vysusit a prohlizet mikroskopem pfi zvétSeni 1000x za pouZiti imerzniho

oleje.
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4.2.3 Detekce oocyst kryptosporidii pomoci specifickych

protilatek

Pro detekci byl pouzit komer¢ni kit Crypto Cel (Cellabs Pty Ltd, Brookvale, NSW
2100 Australia).

Soucasti kitu: Crypto Cel Reagent, Positive Control Slide, Mounting Fluid
Postup:
1.Na podlozni sklo nanést 20 pl vzorku precisténého na cesium chloridovém
gradientu.
2.Vzorek nechat oschnout pri laboratorni teploté.
3.Fixovat po dobu 5 minut v methanolu a nechat schnout pfi laboratorni teploté.
4.Pridat 25 pl Crypto Cel Reagent k vzorku a pozitivni kontrole, zanechat ve
vlhké komlrce.
5. Inkubovat pfi 37 °C ve vihké komlirce ve tmé po dobu 30 minut.
6. Oplachnout v roztoku PBS po dobu 1 minuty a nechat oschnout.
7.Pridat kapku Mounting Fluid na vzorek. Vzorek pfikryt krycim sklem a
odstranit bubliny.
8.Vzorky prohlidnout mikroskopem s UV lampou pfi zvétSeni 1000x za pouZiti
imerzniho oleje.

9.Vzorek Ize uchovat pii 2-8 °C ve tmé po dobu 24 hodin.

4.2.4 Morfometricka analyza oocyst

Morfometrie byla méfena pomoci digitalni analyzy obrazkd (M.I.C. Quick Photo
Pro v.3.1 software; Promicra, s.r.o., Praha, Ceska republika) ziskanych pomoci
Olympus Digital Colour Camera DP73. Délka a Sifka oocyst (n = 30) byla méfena
pfi zvétSeni 1000x a byl vypocitan tvarovy index kazdé oocysty. Jako kontrola byla
pouzita morfometrie C. parvum HA (n=30) z pfirozené infikovaného dvaceti-
pétidenniho telete, udrZzovaného ve SCID mysich na Parazitologickém ustavu BC
AVCR, v.v.i., Ceska republika. Mé&feni provadéla stejna osoba za pouZiti stejného

mikroskopu.
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4.2.5 Purifikace oocyst

Trus s oocystami C. occultus byl rozméInén v tfeci misce, poté precistén pomoci
sachar6zového gradientu (Arrowood a Stearling 1996) a dale docistén pomoci
cesium chloridového gradientu. Ziskany izolat byl pFefiltrovan pres sitko o velikosti
ok 10 pm.

Sachardzovy gradient (Arrowood a Stearling 1996)
Chemikalie: Sheater(iv roztok, 1% roztok PBS Tween, Sheater(v roztok (259 ml
deionizované vody, 405 g cukru)
Pracovni Sheaterovy roztoky: 1+2 (1 dil Sheater + 2 dily PBS Tween)
1+4 (1 dil Sheater + 4 dily PBS Tween)
Postup:
1. Zbavit trus pfimeési pfecezenim pres sitko.
2. Do sklenénych zkumavek navrstvit pomoci pasteurovy pipety gradient:
1. vrstva: 30 ml Sheater 1+2
2. vrstva: 30 ml Sheater 1+4
3. vrstva: 15 ml vzorku trusu
3. Centrifugovat pfi 4 °C po dobu 20 minut pri 1370 g.
4.Horni zbarvenou vrstvu (cca 1/3) odsat a zbyly supernatant prenést do Cistych
zkumavek.
5.Zkumavky doplnit deionizovanou vodou a centrifugovat pri 4 °C po dobu 20
minut pfi 1370 g.
6.Polovinu objemu odsat a vzorky doplnit deionizovanou vodou. Centrifugovat
pri 4 °C po dobu 20 minut pfi 1370 g.
7.Zopakovat krok 6.
8. Sediment prenést do Cisté zkumavky a uchovat pfi 4 °C s pridavkem ATB,

pfipadné zalit 5% dichromanem draselnym.
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Cesium chloridovy gradient
Chemikalie: Cesium chlorid (roztok o hustoté 1,15 g.ml™), PBS (0,025 M roztok;
pH 7,2).
Postup:
2. Odsat supernatant, pridat PBS a rozsuspendovat.
3.Do Cisté 1,7 ml zkumavky napipetovat 1 ml CsClI.
4.Na CsCl opatrné navrstvit 0,5 ml roztoku oocyst v PBS.
5.Vzorek centrifugovat pfi laboratorni teploté po dobu 3 minuty pfi 16 000 g.
6. Odebrat 1 ml supernatantu s oocystami a poté nafedit deionizovanou vodou.
7.Vzorek centrifugovat pii 4 °C po dobu 20 minut pfi 1370 g.
8. Supernatant odsat a pelet skladovat v dichromanu draselném.

4.2.6 Hodnoceni intenzity infekce

U mikroskopicky pozitivnich vzorkd byla odhadnuta intenzita infekce a vyjadiena
poctem oocyst v gramu trusu (OPG = oocyst per gram) dle metodiky dfive popsané
Kvécem et al. (2007).
Postup:

1.Zvaézit podlozni sklo pred natérem trusu s presnosti na 0,001 g.

2.Na zvéZené podlozni sklo natfit vzorek trusu.

3.Zvazit hmotnost natfeného vzorku.

4. Natér obarvit metodou dle Milacka a Vitovce (4.2.2)

5. Prohlédnout cely preparat pod mikroskopem a spocitat oocysty v natéru

Dle hmotnosti vzorku a poCtu oocyst v natéru odhadnout intenzitu infekce a pocet
oocyst v gramu trusu (OPG).
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4.2.7 lzolace DNA

Celkova DNA byla extrahovana pfimo z trusu pomoci komer¢niho kitu QIAMP
DNA Stool Mini Kit (Qiagen).
Postup:

1.K 200 mg trusu v mikrozkumavce pridat 0,8-1,2 ml Lysis Buffer P, 100 mg
sklenénych kulicek (@ 0,5 mm) a rozbijet po dobu 1 minuty pfi rychlosti 5,5
m/s v homogenizéatoru (FASTPREP - 24 Instrument, MP Biomedicals, USA).

2.Homogenizovany vzorek inkubovat v termobloku 10 minut pfi 95 °C, poté
centrifugovat 1 minutu pfi 14 000 g.

3.Veskery supernatant pfenést do InviAdsorb zkumavek, zvortexovat, 1 minutu
inkubovat pfi laboratorni teploté a centrifugovat 3 minuty pfi 14 000 g.

4.Supernatant prepipetovat do Cistych 1,5 ml mikrozkumavek, centrifugovat
3 minuty pri 14 000 g.

5.Do Cistych 1,5 ml mikrozkumavek napipetovat 25 pl Proteinase K, pridat
400 pl supernatantu a zvortexovat.

6. Inkubovat v termobloku 10 minut pri 70 °C pripipetovat 400 pl Binding Buffer
P a zvortexovat.

7.Prenést veSkery objem na kolony se shérnymi mikrozkumavkami, inkubovat 1
minutu pFi laboratorni teploté a nasledné centrifugovat 1 minutu pfi 14 000 g.

8. Vylit viechen odpad ze sbérnych mikrozkumavek, napipetovat 500 pl Wash | a
centrifugovat 1 minutu pfi 14 000 g.

9.Vylit odpad ze shérnych mikrozkumavek, napipetovat 800 pl Wash Il a
centrifugovat 1 minutu 14 000 g.

10. Znovu vylit odpad a opét centrifugovat 3 minuty pfi 14 000 g.

11. Kolonu dat na €istou 1,5 ml mikrozkumavku a napipetovat 200 ul Elution
Buffer D (pfedehfatého) na kolonu, inkubovat 3 minuty pfi laboratorni
teploté, centrifugovat 1 minutu pfi 8 000 g.

12. Ziskanou DNA skladovat pri teploté -20 °C.
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4.2.8 Genotypizace

Specifickd DNA kryptosporidii v testovanych vzorcich byla detekovana pomoci
nested PCR amplifikujici gen kddujici malou podjednotku rRNA (~ 830 bp; SSU;
Jiang et al. 2005; Xiao et al. 1999), aktin (~ 1066 bp, Sulaiman et al. 2002) a 70 kDA
Heat Shock Protein (HSP70; ~ 1950 bp; Sulaiman et al. 2000). Celkovy objem
reakénich smési pro priméarni i sekundarni PCR reakci byl 20 ul. Primarni PCR
obsahovala 2 pl templatové DNA, 10 pl 2x AmpONETM HS-Tag premix (GeneAll
Biotechnology Co. Ltd, Soul, Jizni Korea), 200 nM kazdého primeru (GeneriBiotech,
Hradec Kralové, Ceska republika) a molekularni vodu do objemu 20 pl. Sekundarni
reakce byla shodna s primarni, vyjma pouZiti 2 pl primarni PCR misto templatové
DNA. Kazda amplifikovana sada obsahovala pozitivni (DNA C. parvum a C. muris)
a negativni kontrolu (molekularni voda). Reak&ni podminky v termocycleru byly
nastaveny dle tabulky 2. Sekvence pouzitych primer( jsou uvedeny v tabulce 3-5.

Tabulka 2. Reak¢ni podminky v termocycleru pro amplifikaci genu koédujiciho malou
podjednotku rRNA (SSU), aktin a gen tepelného Soku 70 kDa (HSP70).

Primarni Sekundarni x
Cas
reakce reakce
Pocate¢ni denaturace 94 °C 94 °C 3 min
Pocet opakovani 35 35

Denaturace 94 °C 94 °C 45s

. SSuU 55 °C 55 °C 45s
'\iz;ﬁgf‘;' aktin 50 °C 50 °C 45
HSP70 55 °C 52 °C 45s

Elongace 72 °C 72 °C 60 s
Finalni elongace 72 °C 72 °C 7 min

Zchlazeni 4°C 4°C
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Tabulka 3. Sekvence pouzitych primerl pro amplifikaci ¢asti genu koédujiciho SSU
Cryptosporidium spp.

Primarni F1 5-TTCTAGAGCTAATACATGCG-3'
reakce R1 S5-CCCATTTCCTTCGAAACAGGA-3'

Sekundarni F2 5-GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAG-3'
reakce R2 5-AAGGAGTAAGGAACAACCTCCA-3

Tabulka 4. Sekvence pouzitych primer(l pro amplifikaci Casti genu kddujiciho aktin
Cryptosporidium spp.
Primarni F1 5-ATGRGWGAAGAAGWARYWCAAGC-3’

reakce R1 5 -AGAARCAYTTTCTGTGKACAAT-3'

Sekundarni F2 5 -CAAGCWTTRGTTGTTGAYAA-3'
reakce R2 5 -TTTCTGTGKACAATWSWTGG-3'

Tabulka 5. Sekvence pouzitych primerl pro amplifikaci ¢asti genu koédujiciho HSP70
Cryptosporidium spp.
Primarni F1 5 -ATGTCTGAAGGTCCAGCTATTGGTATTGA-3'

reakce R1 5 -TTAGTCGACCTCTTCAACAGTTGG-3'

Sekundarni F2
reakce R2 5 -CAACAGTTGGACCATTAGATCC-3'
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4.2.9 Gelova elektroforéza

Vysledny produkt sekundarni PCR byl vizualizovan na 1% agar6zovém gelu
s pridavkem ethidium-bromidu pomoci UV zafeni o vinové délce 302 nm a

zdokumentovan pomoci kamery.

Chemikalie: agar6za (Serva Electrophoresis, Heidelberg, Germany), TAE pufr (50x
TAE pufr (242 g Tris baze; 47,1 ml ledové kyseliny octové; 100 ml 0,5 M EDTA o
pH 8,00), Ethidium-bromid (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA), 100 bp DNA
Ladder (Sigma-Aldrich).

Postup:

1.Smichat odpovidajici mnoZstvi agordzy s TAE pufrem (napf. 0,4 g agardzy se
40 ml TAE pufru).

2.Smés rozpustit v mikrovinné troubé a poté zchladit pod tekouci studenou
vodou na teplotu priblizné 60 °C.

3.Do smeési pridat 1 pl ethidium-bromidu (koncentrace 10 mg/ml) a
zhomogenizovat.

4.Gel nalit do predpfipravené formy s hfebeny a nechat ztuhnout zhruba po dobu
30 minut.

5.Vyjmout hiebeny a vloZit gel do elektroforézni vany naplnéné TAE pufrem,
gel musi byt cely ponofeny.

6.Do prvnich jamek v gelu nanést 10 ul Ladderu a do dalSich nanést produkty
sekundarni PCR.

7. Nastavit napéti 80-120 V po dobu 30 minut (do separace fragmenti DNA)

8.Pro vizualizaci DNA fragment( pouzit UV transiluminator.
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4.2.10 lzolace z gelu

Soucasti kitu: Column Preparation solution, Gel Solubilization Solution, Wash
Solution Concentrate G, Elution Solution

Postup:

1.Fragment DNA vyfiznout z gelu Cistym skalpelem a dat do pFipravené 1,5 ml
mikrozkumavky.

2.Do mikrozkumavky s fragmentem gelu pridat 500 pl Gel Solubilization
Solution.

3.Mikrozkumavku ponechat v inkubatoru po dobu 10 minut pfi 50 °C a kazdé 2
— 3 minuty promichat.

4.Vlozit PCR vodu na eluci do inkubatoru na teplotu 65 °C.

5.Na sestavenou Binding Columng G napipetovat 500 pl Column Preparation
Solution a centrifugovat 1 minutu pfi 14 000 g.

6. K rozpusténému gelu pFipipetovat 150 pl isopropanolu a promichat.

7.Na kolonu (Binding Column G) nanést veSkery objem vzorku a centrifugovat 1
minutu pri 14 000 g.

8.Ze shérné mikrozkumavky vylit odpad a opét pouZzit s kolonou.

9.Na kolonu pfripipetovat 700 pul Wash Solution G a centrifugovat 1 minutu pri
14 000 g.

10. Ze sbérné mikrozkumavky vylit odpad a opét pouZzit s kolonou.

11. Kolonu centrifugovat 1 minutu pfi 14 000 g bez jakychkoli pfidavk{ roztokd.

12. V centrifuze otocCit kolonu o 180 ° a centrifugovat 3 minuty pri 14 000 g.

13. Do 1,5 ml mikrozkumavky vlozit kolonu a napipetovat 30 pul PCR vody
pfedehraté na 65 °C pfimo na stfed kolony.

14. Inkubovéna 1 minutu pfi laboratorni teploté a pote centrifugovat 1 minutu pfi
14 000 g.
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4.2.11 Sekvenace vzorkl a fylogenetické analyzy

Sekundarni PCR produkty byly sekvenovany pomoci sekundéarnich primerd
v komercnich laboratofich za pouZiti sekvenacniho kitu BigDye Terminator v 3.1
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems). Ziskané nukleotidové sekvence byly
analyzovany vprogramu Chromas Pro 2.1.4. (Technelysium, Pty, Ltd.,
SouthBrisbane, Australie) a porovnany s drive publikovanymi sekvencemi riiznych
drunli a genotypl kryptosporidii pomoci programu MAFFT verze 7 (Mafft,
http://mafft.cbrc.jp/alignment/server/). Dataset zarovnanych sekvenci byl rucné
zkontrolovdn v programu BioEdit. Fylogenetické analyzy byly vypolteny v
programu MEGA 7 na zakladé nejlepSiho fylogenetického modelu (DNA/Protein
model, je Casti programu MEGA 7) a byl zkonstruovan fylogeneticky strom metodou
Maximum likelihood (ML) se substitucnim modelem, ktery nejlépe vyhovoval
testovanym souboriim sekvenci na zékladé Bayesianského informacniho kritéria. Pro
alignmenty SSU a HSP70 byl vybran Tamura tfi parametrovy model a pro
alignmenty aktinu GTRT model. Podporu vétvi pro vSechny modely byly ziskany na
zakladé 1000 opakovani. Fylogenetické stromy byly upraveny do findlni podoby
pomoci programu CorelDraw X7. Sekvence SSU, aktinu a HSP70 ziskané v této
praci byly uloZeny v GenBank pod evidencnimi Cisly MG699168—-MG699179.

4.2.12 Odbér vzorkd organd a tkani

Zvirata byla humanné usmrcena dle pFislusné legislativy. P¥i pitvé bylo provedeno
Uplné vySetfeni vSech gastrointestinalnich organ(i dvou zvirat z kazdé skupiny (6 a
15 dni po infekci). Byly odebrény vzorky tkané ze Zaludku, tenkého stfeva a tlustého
stfeva. Tenké i tlusté stfevo bylo rozdéleno na Useky o velikosti 1 cm a z kazdého
useku byly odebrany vzorky pro PCR analyzy (4.2.8), histologii (4.2.12) a skenovaci
elektronovou mikroskopii (SEM) (4.2.13). Na kaZzdou C&st odebiraného organu byla
pouzita sada sterilnich nastrojd (ndizky, pinzeta a skalpel).

4.2.13 PFiprava histologickych preparat(

Vzorky pro histologii byly fixovany ve 4% pufrovaném formalinu a zpracovany
obvyklou parafinovou metodou. Histologické fezy o tloustce 5 pl byly barveny
hematoxylinem a eosinem (HE) a metodou PAS (periodic acid shiff).
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Barveni hematoxylin-eosinem (HE)
Chemikalie: hematoxylin (0,5 g hematoxylinu, 500 ml dH,O; 25 g siranu hlinito-
amonného; 0,1 g jodi¢nanu sodného; 20 ml kyseliny octové), eosin (0,5 g eosin; 250
ml dH20; 10 ml kyseliny octové).
Postup:

1. PFipravit si odparifinované fezy.

2.Vzorky obarvit 10 minut v hematoxylinu.

3.0Oplachovat 10 minut pod tekouci vodou.

4.Barvit 5 minut v eosinu.

5.0pléachnout v destilované vode.

6. Oplachnout v 96% alkoholu, butylalkoholu a xylenu.

Barveni periodic acid shiff (PAS)
Chemikalie: Schiffovo reagens (100 ml H,0, 1 g basicky fuchsin, 10 ml 1N kyselina
chlorovodikovd, 1 g pyrosificitan draselny, 0,5 g aktivniho ulhi), sifi¢ita voda (5 ml
1N kyseliny chlorovodikové, 0,5 g pyrosifi¢itan draselny, 100 ml destilované H,0),
roztok kyseliny jodisté (0,8 g ve 100 ml destilované H,0O), hematoxylin, 96%
alkohol, butylalkohol, xylen.
Postup:

1. Pfipravit si odparafinované fezy.

2.VloZit je do roztoku kyseliny jodisté na 10 minut.

3.0plachovat 10 minut pod tekouci vodou.

4.Vlozit do Schiffova reagens na 30 minut.

5.0plachovat 5 minut v lazni sificité vody.

6.Oplachovat 15 minut pod tekouci vodou.

7.Ponorit do hematoxylinu na 1-2 minuty.

8. Oplachnout v 96% alkoholu, butylalkoholu a xylenu.

Montovani nabarvenych ezl po barveni HE a PAS
Postup:
1. Kapnout kapku kanadského balzamu na preparat na podloznim skle.
2.0patrné prilozit kryci sklicko, aby se nevytvofily vzduchové bublinky.
3. Pfipadné bublinky vytlacit mirnym tlakem na kryci sklicko.
4.Hotovy preparat vloZit do termostatu (37 °C), kde zaschne montovaci medium.
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4.2.14 Priprava preparatl pro skenovaci elektronovou
mikroskopii (SEM)

Chemikélie: 3% glutaraldehyd; 0,1 M kakodylatovy pufr; 2% oxid osmicely;

acetonova fada (25%, 75% a 100% roztok), kapalny CO,

Postup:

1.Vzorky fixovat pres noc pfi 4 °C v glutaraldehydu v kakodylatovém pufru.

2.Promyt v kakodylatovém pufru 3x 15 minut.

3.Fixovat v oxidu osmicelém v kakodylatovem pufru po dobu 2 hodin pfi
laboratorni teploté a nasledné promyt 3x 15 minut v kakodylatovém pufru.

4.Po dehydrataci vzestupnou acetonovou fadou vzorky vysusSit metodou
kritickeho bodu (CPD). Vzorky vysusit v tlakové komofe pomoci kapalného
co2.

5.Vysusené vzorky nalepit pomoci oboustranné lepici pasky na hlinikovy tercik.

6. Nalepené vzorky pozlatit a prohliZzet pomoci elektronového mikroskopu JOEL
JSM-7401F-FE SEM.

4.2.15 Design experimentalnich praci

Sest osmitydennich potkan(i (Rattus norvegicus), pét BALB/c mysi (Mus
musculus), pét piskomili mongolskych (Meriones unguiculatus), pét ¢tyftydennich
selat (Susscrofa) a pét dvandctitydennich telat (Bos taurus) bylo pouZito pro
experimentalni infek&ni studii s C. occultus. Dva tydny pfed pokusnymi infekcemi
byla zvifata denné vySetfovana na pritomnost specifické DNA a oocysty
kryptosporidii. Pro prevenci kontaminace prostfedi oocystami byli laboratorni
hlodavci umisténi v plastovych klecich, krmeni sterilizovanou stravou a
sterilizovanou vodou ad libitum. Selata a telata byla chovana v experimentalni staji
na sterilizované podestylce a bylo jim podavano sterilni krmivo a voda ad libitum.
Kazdé zvife bylo oralné infikovano mnoZstvim 5000 vycisténych oocyst
suspendovanych ve 200 ul (hlodavci), nebo ve 20 ml (selata a telata) deionizované
vody. Kazdé zvife bylo individudIné vySetfovano na pritomnost oocyst a specifické
DNA denné od 3. do 30. dne po infekci. Denné byla taktéz zaznamendvéna

konzistence a barva trusu, a celkovy zdravotni stav zvirat.
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4.2.16 Etickeé prohlaseni

OSetfovatelé zvifat méli pfi kazdém vstupu do pracovniho prostoru
s experimentélnimi zvifaty na sobé jednorazové kombinézy, nédvleky na boty a
rukavice. VeSkerd podestylka, trus a jednordzovy ochranny odév byly utésnény
v plastovych saccich, odstranény z budovy a zlikvidovany asanacni sluzbou. VVeskeré
chovné prostory a nadoby, krmeni a experimentdlni postupy vyhovovaly
pozadavkim podle protokoll schvalenych etickou komisi Biologického centra
Akademie véd Ceské republiky a Resortni komisi na ochranu zvifat proti tyrani
(protokoly €. 114/2013 a 52/144).
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5. Vysledky

Na zékladé ziskanych Udaji v této praci jsme navrhli popsani kryptosporidie
znamé jako C. parvum VF383 nebo Cryptosporidium suis-like jako novy druh rodu
Cryptosporidium a pojmenovali jsme ho Cryptosporidium occultus. Popis druhu je

uveden dale.

5.1 Morfometrie oocyst

Oocysty C. occultus ze Ctyf prirozené infikovanych hnédych potkani byly
morfometricky identické stémi z experimentalné infikovanych potkanl (kapitola
5.5) a morfometricky podobné druhu C. parvum ziskaného z pfirozené infikovaného
25- denniho telete. Mikroskopické vySetfeni natérd trusu prirozené i experimentalné
infikovanych potkan( ukazalo, Ze oocysty C. occultus se pomoci barveni anilin-
karbol-methylvioleti barvi shodné jako ostatni druhy a genotypy kryptosporidii
(Obrazek 2B). Oocysty C. occultus znafené FITC konjugovanymi polyklonlnimi
protilatkami proti sténé oocyst kryptosporidii mély typickou zelenou fluorescenci
(Obréazek 2C).

Obrazek 2. Oocysty Cryptosporidium occultus (A) diferenciélni interferencni kontrast, (B)
barveni anilin-karbol-methylvoleti a (C) znaCeni FITC konjugovanymi polyklonalnimi
protilatkami proti sténé oocyst Cryptosporidium spp. MéFitko = 5 pm.
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5.2 Molekularni analyzy

Fylogenetické analyzy CéasteCnych sekvenci SSU, aktinu a HSP70 prokazaly, Ze
vSechny Ctyfi izolaty C. occultus pochazejici z divokych potkan( byly identické mezi
sebou a se vSemi ostatnimi izolaty ziskanymi z experimentélné infikovanych zvirat.
Déle byly tyto sekvence 100% shodné se sekvencemi C. parvum VF383 [DQ182599,
HQ822148, a DQ182598] uverejnénymi v databazi GenBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) ziskanych z prezvykavcl, potkan( a lidi.
Fylogenetické analyzy zaloZené na CésteCnych sekvencich SSU, aktinu a HSP70
ukazaly, Zze C. occultus je nejvice pfibuzny s C. suis s99,7%, 98,0%, respektive

97,9% podobnosti na zminénych lokusech (Obrazky 3-5).

30870 volné zijici Rattus norvegicus [MG699168]
29337 laboratorni Rattus norvegicus [MG699169]

31208 laboratorni Mus musculus [MG699170]
31510 laboratorni Meriones unguiculatus [MG699174]

54| Cryptosporidium sp. W20486 ex Homo sapiens [HQ822148]
C. suis-like ex Rattus tanezumi [JX485412]
g1| Cryptosporidium sp. AQ7 ex Bubalus bubalis [JX559851]
C. suis-like ex Rattus tanezumi [JX485409]
C. suis-like ex Rattus tanezumi [JX485418]
-C. suis-like ex Rattus tanezumi [JX485417]
80 C. suis [AB852579]
C. ubiquitum [KT027512]
C. viatorum [JX978269]
C. wrairi [AF382348]
C. meleagridis [AF382351]
%?3 C. tyzzeri [JQ073414]
g7Lr C. hominis [KP314262]
100'C. parvum [AF382342]

I_ C. canis [AF382340]
54 C. felis [AF382347]
C. varani [AF382349]
C. scrofarum [AB852580]
C. ryanae [EU410345]
[C‘ bovis [AY741307]
. 100=C. xiaoi [GQ337964]
C. avium [KU058882]
C. baileyi [AF382346]
C. galli [AY163901]
C. serpentis [AF382353]
C. andersoni [DQ989575]
93—C. muris [AF382350]

6

=)

100

Obrazek 3. Fylogeneticky strom ukazujici vztahy mezi izolaty Cryptosporidium occultus
pouZzitych v této studii (zvyraznéno) a dalSimi druhy rodu Cryptosporidium zkonstruovany
na zakladé CcasteCnych sekvenci genu kodujiciho malou podjednotku rRNA (519
nukleotidovych bazi v koneném datovém souboru) metodou maximalni pravdépodobnosti
(ML) a modelem T92 + G v programu MEGA 6. Cisla u jednotlivych uzIi udavaji hodnotu
bootstrapli ML vyssi nez 50 %. MéFitko délky vétvi je uvedeno u stromu. Jako outgroup byla
pouZzita sekvence Plasmodium falciparum (JQ627151).
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30870 volné zijici Rattus norvegicus [MG699172]
29337 laboratorni Rattus norvegicus [MG699173]
93/31208 laboratorni Mus musculus [MG699174]
31510 laboratorni Meriones unguiculatus [MG699175]
7TYC. suis-like ex Bos taurus [DQ182598]
Cryptosporidium sp. W20486 ex Homo sapiens [HQ822147]
C. suis [DQ898164]

i~ C. ubiquitum [DQ898163]
@ C. viatorum [JN846706]

C. meleagridis [AF221537]

63 C. wrairi [AF221536]
C. parvum [XM625373]
C. hominis [XM661662]
C. tyzzeri [AF221530]
50 C. varani [FJ429603]
—— C. canis [EU754843]
— C. felis [AF221538]

C. scrofarum [JX424842]
EEIE C. ryanae [EU410346]

0.1

—

C. bovis [AY741306]
65! C. xiaoi [FJ896041]
C. avium [KU058886]
C. baileyi [AF221539]
C. galli [AY168849]
% C. serpentis [AF221541]
64 C. andersoni [FJ463201]

87!C. muris [AF221543]

Obréazek 4. Fylogeneticky strom ukazujici vztahy mezi izolaty Cryptosporidium occultus
pouzitych v této studii (zvyraznéno) a dalSimi druhy rodu Cryptosporidium zkonstruovany
na zakladé ¢astecnych sekvenci genu kodujiciho aktin (733 nukleotidovych bazi v kone¢ném
datovém souboru) metodou maximalni pravdépodobnosti (ML) a modelem GTR + G + |
v programu MEGA 6. Cisla u jednotlivych uzld udavaji hodnotu bootstrapti ML vy3si nez 50
%. Méfitko délky vétvi je uvedeno u stromu. Jako outgroup byla pouzita sekvence
Plasmodium falciparum (M22719).
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30870 volné zijici Rattus norvegicus [MG699176]
29337 laboratorni Rattus norvegicus [MG699177]
31208 laboratorni Mus musculus [MG699178]
31510 laboratorni Meriones unguiculatus [MG699179]
C. suis-like ex Rattus tanezumi [JX485388]
C. suis-like ex Bos gunniens [KU052809]
82| C. suis-like ex Bos taurus [KM110047]
Cryptosporidium sp. AQ7 ex Bubalus bubalis [JX559850]
Cryptosporidium sp. W20486 ex Homo sapiens [HQ822146]
Cryptosporidium sp. P156 ex Bos taurus [HQ822134]
Jll C. suis-like ex Bos taurus [GQ345008]
C. suis-like ex Bos faurus [DQ182599]
C. suis-like ex Rattus tanezumi [JX485390]
- C. suis [KJ790244]
— C. ubiquitum [JN247403]
[ C. wrairi [U11440]
@ C. tyzzeri [JQ073523]
C. hominis [GQ183514]
C. parvum [AF161857]
- C. meleagridis [HM485432]
_I—_C. canis [KR999986]
C. felis [KT749819]
C. viatorum [JX978271]
C. varani [KM870593]
C. scrofarum [KJ790202]
97 C. ryanae [KX668207]
7304 C. xiaoi [F1896050]
83k C. bovis [DQ991389]
C. avium [KU058878]
84— C. baileyi [L19068]
C. serpentis [KF240618]
C. galli [GU734647]
C. andersoni [KF826314]
C. muris [KJ469984]

62
0.05

' ' 60

Obréazek 5. Fylogeneticky strom ukazujici vztahy mezi izolaty Cryptosporidium occultus
pouZitych v této studii (zvyraznéno) a dalSimi druhy rodu Cryptosporidium zkonstruovany
na zékladé cCasteCnych sekvenci genu kodujiciho 70 kDa Heat Shock Protein (287
nukleotidovych béazi v kone¢ném datovém souboru) metodou maximalni pravdépodobnosti
(ML) a modelem GTR + G + | v programu MEGA 6. Cisla u jednotlivych uzl( udavaji

v\,

hodnotu bootstrapl ML vyssi nez 50 %. Méfitko délky vétvi je uvedeno u stromu. Jako
outgroup byla pouZzita sekvence Plasmodium falciparum (NC 004328.2).

5.3 Prubéh infekce

Experimentalné infikovana selata a telata nevylucovala v pribéhu celého
experimentu ani oocysty C. occultus, ani specifickou DNA tohoto druhu
kryptosporidie. Také vySetfeni Casti zazivaciho traktu pomoci elektronové
mikroskopie a histologickych metod neprokazalo pfitomnost Zadnych vyvojovych
stadii C. occultus u téchto zvirat.

Piskomilové, laboratorni mysi a potkani zacali vyluovat oocysty C. occultus od

4. aZ 5. dne po infekci (DPI), kdy byla u viech zvifat v pokusu detekovéna specificka
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DNA této kryptosporidie (Obrazek 6). Mikroskopické vySetfeni trusu prokazalo
pritomnost oocyst C. occultus pouze u laboratornich potkani (Obrazek 6). Potkani
vylugovali oocysty/specifickou DNA aZ do konce experimentu (30 DPI). Zadny
z infikovanych piskomill a mysi nevylucoval mikroskopicky detekovatelné oocysty
C. occultus v priibéhu celého experimentu a prestali vylucovat specifickou DNA C.
occultus mezi 6. a 19. DPI (Obréazek 6). Intenzita infekce u potkanl se pohybovala
od 2 000 do 370 000 OPG a nejvétsi byla mezi 11. a 17. DPI s dennim prlimérem
120 000 OPG.

it R R
Rattus 1r OC0O0OOCeo000OOGOGOOGOOGOOOOGO OO O
norvegicus 2t O OCeooeo0o0O®O®OOGOIOS® OO O O
> 3+ O O0eoo0OOGOGOGOGIOGOSGS® OO @@ OO O
T 00000
= 2+ O 000 O
8 musculus al 050000 5
& Meriones [ 00000000 o)
unguiculatus 2[ 0000 0O O
3'I OQOOO (?O | O i | :
1 5 10 15 20 25 30

Day post infection

Obrazek 6. Pribéh infekce Cryptosporidium occultus u potkand (Rattus norvegicus),
BALB/c mysi (Mus musculus) a piskomilll mongolskych (Meriones unguiculatus) na
zékladé molekularniho a mikroskopického vysetfeni trusu. Prdzdny kruh oznacuje prokéazani
specifickych DNA fragment(, plny kruh oznacuje mikroskopickou pritomnost oocyst.

5.4 Lokalizace infekce

Vysetfeni tkani gastrointestinalniho traktu hlodavcl pomoci histologie,
elektronové mikroskopie a PCR analyz odhalilo pfitomnost vyvojovych stadii C.
occultus a jejich specifické DNA pouze v tlustém stfevé (Obrazek 7 a 8). Na
vnitfnich orgdnech nebyly pozorovany Zadné makroskopické zmény. Ve srovnéni s
potkany, kde byla infekce epitelialnich bunék masivni (Obrdzek 8), byla u mysi a
piskomill pozorovéana pouze sporadicka infekce. U potkan( byl epitel v celé délce
tlustého stfeva husté pokryt vyvojovymi stadii C. occultus (Obrazek 7). Infikované
epitelialni buriky byly mirné dilatovany. U zadného z infikovanych hlodavci nebyly
detekovany Zzadné zanétlivé zmeény v lamina propria tlustého stfeva. V priibéhu
celého experimentu nebyl u zvifat pozorovan vyskyt prljmu nebo zhorseni

zdravotniho stavu.
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Obréazek 7. Vyvojova stadia Cryptosporidium occultus (pole oznacené pferuSovanou ¢arou)
na mukdznim Zl&znatém epitelu z tlustého stfeva laboratorniho potkana (Rattus norvegicus)
experimentalné infikovaného 5 000 oocystami Cryptosporidium occultus a usmrceného 15

v,

dni po infekci. VVzorek stfeva barven hematoxylinem a eosinem. Méfitko = 50 ym.

Obrazek 8. Mikrofotografie epitelu tlustého stfeva laboratorniho potkana (Rattus
norvegicus) ze skenovaciho elektronového mikroskopu. Potkan experimentalné infikovany 5
000 oocystami Cryptosporidium occultus a usmrcen 15 dni po infekci. (A) Epitel tracniku
pokryt vyvojovymi stadii Cryptosporidium occultus (hroty Sipek), (B) Roztrhly parazitoforni
vak s uvolnénymi merozoity typu | (m), (C) Detail pfichyceni parazitoforniho vaku na
hostitelskou burikou (Sipka). MéFitka jsou uvedena na kazdém obrazku.
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5.5 Taxonomické shrnuti

Popis: Oocysty jsou vyluCovany trusem vysporulované, obsahujici 4 sporozoity a
zbytkové télisko oocysty. Sporulované oocysty (n = 30) méfi 4,66-5,53 um (pramér
=5.20 ym) x 4,47-5,44 ym (prdmér = 4,94 um) s pomérem délky k $irce 1,05 (1,00
1,17) (obrazek 2A). Morfologie a morfometrie jinych vyvojovych stadii neni znama.

Typovy hostitele: potkan (Rattus norvegicus)
Typové lokality: Ceské Budé&jovice, Cizkrajov, LidéFovice a Tel& (Ceska republika)
Misto infekce: tlusté stfevo

Dalsi hostitelé: krysa (Rattus tanezumi), myS doméaci kmen BALB/c (Mus
musculus), piskomil mongolsky (Meriones unguicaluatus), skot (Bos taurus), jak

domaéci (Bos grunniens), buvol (Bubalus bubalis) a ¢lovék (Homo sapiens)
Rozsifeni: Austrélie, Brazilie, Kanada, Cina, Dansko, Anglie, Indie a Filipiny

UloZeny material: Sklicka soocystami a vyizolovanA DNA jsou uloZeny v
depozitu Parazitologického Ustavu, Biologické centrum AV CR, v.v.i. Ceska
republika. Céstecné sekvence genli SSU, aktinu a HSP70 byly uloZeny v GenBank
(referencni Cisla MG699168-MG699179).

Etymologie: Pro nejasnou hostitelskou specifitu byl nazev druhu odvozen od

pfidavného jména occultus znamenajici skryty.

Diferencialni diagnostika: Vitovec et al. (2006) ukazali, Ze rozdily ve velikosti
mezi oocystami C. suis a C. parvum jsou statisticky vyznamné (P <0,01). Vzhledem
k tomu, Ze C. occultus ma velmi podobnou velikost jako oocysty C. parvum, jsou
oocysty C. occultus morfologicky nerozlisitelné od C. parvum, ale odliSitelné od
oocyst C. suis. Oocysty C. occultus se barvi pomoci barveni anilin-karbol-
methylvioleti jako oocysty jinych druhd a genotyp(i rodu Cryptosporidium a kfizové
reaguji se specifickymi protilatkami vyvinutymi primarné proti C. parvum. Tento
druh Ize rozlisit od jinych druh( kryptosporidii pomoci sekvenci genll kédujicich
SSU, aktin a HSP70.
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6. Diskuze

Cryptosporidium suis-like (dale jen C. occultus) bylo pojmenovano na zakladé
blizké fylogenetické pribuznosti této kryptosporidie sdruhem C. suis, ktery je
hostitelsky specificky pro prasata. Experimentalni infekce provedené v radmci této
studie prokazaly, ze C. occultus neni infekéni pro prasata. Tyto vysledky spolu
sabsenci dlilkaz( o pfirozeném vyskytu C. occultus jak u volné Zijicich, tak i
hospodarsky chovanych prasat, nas vede k zavéru, Ze prasata nejsou prirozenymi
hostiteli C. occultus a tato kryptosporidie neni navzdory Uzkému fylogenetickému
vztahu k C. suis jeho genetickou variantou (Kvac et al. 2018; Ryan et al. 2004). Na
rozdil od predchozich studii, které popisuji pfirozeny vyskyt u turovitych (16 kus
skotu, 2 jakd a 1 buvola) na &tyfech kontinentech (Evropa, Asie, Australie a Jizni
Amerika; Khan et al. 2010; Langkjer et al 2007; Li et al. 2016; Ma et al. 2015), jsme
experimentalné prokazali, Ze C. occultus neni infek¢ni pro telata. PFirozené infekce
C. occultus u volné Zijicich potkan(i (Ng-Hublin et al. 2013) nés vedly k domnénce,
Ze pravé potkani by mohli byt pfirozenymi hostiteli. Experimentalné jsme prokazali,
ze C. occultus je infekéni pro laboratorni potkany a zplsobuje dlouhotrvajici infekci
(>30 dnd) v tlustém stfevé. Zjisténi, ze mysi a piskomilové jsou za experimentéalnich
podminek také vnimavi, naznaCuje, Zze C. occultus mlZe infikovat Sirokou S$kalu
hlodavcl, i kdyZz u hlodavcd, jinych nez potkan(, neexistuje Zadny dikaz o
pfirozenych infekcich (Kvac et al. 2014b).

V souladu se zjisténimi z predchozi studie na prasatech infikovanymi C. suis,
druhem, ktery také infikuje tlusté stfevo (Vitovec et al. 2006), potkani infikovani C.
occultus vylu€ovali méné oocyst, nez by se dalo pfedvidat z masivni infekce epitelu
tlustého stfeva. To je v rozporu se studiemi provedenymi na kryptosporidiich
infikujicich tenké stfevo, kde intenzita vyluCovani oocyst odpovidala intenzité
vyskytu vyvojovych stadii pozorovanych v epitelu (Kvac et al. 2016, 2014a; Ren et
al. 2012; Vitovec et al. 1992).

Jiz zmirovany pfirozeny vyskyt C. occultus u skotu, jakd a buvola (Khan et al.
2010; Langkjer et al 2007; Li et al. 2016; Ma et al. 2015) mohl byt zplsoben
pozienim vody nebo krmiva kontaminovaného potkanimi vykaly. Obdobné byla
v trusu a kejdé prasat detekovana specificka DNA C. muris a C. tyzzeri, tedy druh,
které jsou hostitelsky specifické pro mysSi doméaci (Chen et al 2007; Jenkins et al.
2010; Kvac et al. 2009; Xiao et al. 2006), nicméné experimentalné bylo prokazano,
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Ze prasata nejsou k infekci témito druhy kryptosporidii vnimava (Kvac et al. 2012).
Mechanicky prlchod Cryptosporidium sp., u nichz nebyl specifikovan hostitel, byl
hlasen u savcl, ptakd a plazl (Crawshaw et al. 1987; Graczyk et al. 1996; Xiao et al.
2004b). Také u fady plazli krmenych Zivymi hlodavci, ktefi byli infikovani C. muris
a C. tyzzeri, byly tyto kryptosporidie detekovany v trusu. Po vyfazeni infikovanych
mysi z potravy doslo k vymizeni pritomnosti kryptosporidii u sledovanych plazi
(Graczyk et al. 1996; Xiao et al. 2004b). Nicméné nem(izeme vyloucit moznost, Ze
izolaty C. occultus, které byly diive detekovany u domécich prezvykavcd, byly
subtypem pFizplsobenym témto hostitelim. 1zolaty z prezvykavcl byly identické s
izolaty z této studie na lokusech SSU a HSP70; nicméné lokus gp60, ktery je
pouZivan pro diferenciaci subtypl s rliznou hostitelskou specifitou, nebyl Uspésné
amplifikovan. Variabilita hostitelského spektra rliznych subtypd Cryptosporidium
uvnitf druhu byla popsana drive u C. parvum (vétSina kmen( infikuje telata a lidi, ale
subtyp llc infikuje pouze lidi), C. andersoni (pouze kmen Kawatabi je infekéni pro
mysi) a C. ubiquitum (podtyp Xlla se zda byt specificky pro prezvykavce, zatimco
subtypy XlIb-d se jevi jako specifické pro hlodavce; Li et al. 2014; Matsubayashi et
al. 2005; Nichols et al. 2014).

Cryptosporidium occultus byl hlasen i jako plvodce klinické kryptosporididézy u
lidi (Ong et al. 2002) a s ohledem na priibéh infekce nelze pochybovat, Ze pacient byl
opravdu infikovany timto druhem. PFestoZe se timto pocet lidskych patogennich

druht a genotypl kryptosporidii rozsifuje, jsou infekce u lidi pravdépodobné vzacné.

Morfometrie oocyst C. occultus je typicka pro intestinalni kryptosporidie (Fayer
2010) a oocysty nelze odlisit mikroskopicky od jinych druhl a genotypl infikujicich
potkany (Lv et al. 2009). Nicméné C. occultus ma mensi oocysty (5,2 ym x 4,9 um)
nez fylogeneticky pribuzné C. suis (6,2 pm x 5,5 ym; Vitovec et al. 2006).

Fylogenetické analyzy ukazuji, Zze C. occultus je geneticky odlisné od znamych
druni Cryptosporidium, véetné druhu C. suis. V lokusech SSU, aktin a HSP70
vykazuje C. occultus 0,3%, 2,0%, respektive 2,1% odliSnost od C. suis. Tyto rozdily
jsou podobné rozdillm mezi Uzce pribuznymi druhy kryptosporidii, jako jsou C.
tyzzeri a C. parvum (0,6 %, 1,3 %, respektive 0,6 %) a C. cuniculus a C. hominis
(0,40 %, 0, respektive 0,6 %). Zatimco sekvence SSU a HSP70 nékterych izolatl C.
occultus pochazejicich z Filipin jsou identické, v sekvencich genu pro aktin byla
detekovana 1-3 synonymni nukleotidova mutace (Ng-Hublin et al. 2013). Podobné
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byly pozorovany polymorfismy aktinu u jinych druhl kryptosporidii, jako jsou C.
hominis [KU892570 a KT948749] a C. tyzzeri [JQ073395, JQ073408 a JQ073413].
Fylogenetické analyzy ¢aste¢nych sekvenci genll kédujicich SSU, aktin a HSP70
ukazaly, Ze Cryptosporidium suis-like je geneticky odliSny od C. suis a dalSich
popsanych druht rodu Cryptosporidium. Morfologické, genetické a biologické Udaje
podpofili popsani Cryptosporidium suis-like jako novy druh, ktery jsme pojmenovali

Cryptosporidium occultus.
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7. Zavery

e Oocysty Cryptosporidium suis-like (5,20 pm x 4,94 ym) jsou morfologicky
odlisné od oocyst druhu C. suis.

e Cryptosporidium suis-like neni infekéni pro skot a prasat.

e Oocysty Cryptosporidium suis-like jsou infek&ni pro potkany.

e Vyvojovy cyklus Cryptosporidium suis-like je lokalizovan v tlustém strevé.

e Cryptosporidium suis-like Ize odlisit od ostatnich druh( rodu Cryptosporidium
na genech kddujicich SSU, aktin a HSP70.

e Na z&kladé biologickych a molekularnich odlisnosti Cryptosporidium suis-like
od ostatnich druhl rodu Cryptosporidium jsme tuto kryptosporidii navrhli

uznat jako samostatny druh a pojmenovat ho Cryptosporidium occultus.
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