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Abstrakt

Lisky predstavuji rezervoar zoonotickych infekci, z tohoto divodu je zapotiebi
mit piehled o aktualni nakazové situaci. V Ceské republice a Polsku bylo od roku
2013 do roku 2014 odebrano 111 vzorkd trusu legalné ulovenych lisek obecnych
(Vulpes vulpes) a vySetteny mikroskopicky a za pouziti molekularnich metod na
pritomnost kryptosporidii. Dva z vySetfovanych vzorkl byly pozitivni na pfitomnost
specifické DNA Cryptosporidum andersoni. Celkova prevalence byla nizka (1,8 %),
stejné jako intenzita infekce. Z celkového poctu 111 vySetfencyh vzrokt bylo 18 od
zvifat trpicich prijmem. Zadny z t&chto vzorkd vsak nebyl pozitivni na piitomnost

kryptosporidii.

Klicova slova: kryptosporidie; lisky; psovité Selmy; Cryptosporidium andersoni



Summary

Foxes represent a reservoir of zoonotic diseases and it is necessary perform a
control of disease situation. Total 111 fecal samples originated form wild foxes were
collected in Czech Republic and Poland in two consequence years 2013 - 2014. All
fecal samples were screened for presence of Cryptosporidium spp. using both
microscopy and molecular methods. Altogether two samples were molecularly
positive and phylogenetic analyses reveal presence C. andersoni in both of them.
Low prevalence (1.8%) and low infection intensity was observed in this study.
Eighteen cases of diarrhea were detected, but no animal was positive for

cryptosporidium infection.

Key words: cryptosporidia; foxes; carnivores; Cryptosporidium andersoni
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1. Uvod

Kryptosporidie jsou jednim z nejrozSifenéjSich paraziti schopnych infikovat
domaéci, hospodaiska i divoka zvifata. V poslednich letech bylo popsdno mnoho
novych druhti. Nékteré druhy jsou specifické jen pro jednoho hostitele a nékteré jsou
schopny parazitovat u Sirokého spektra hostitelti. Infekéni stadia, oocysty, jsou velmi
odolna nepiiznivym podminkdm prostiedi a piezivaji velmi dlouhou dobu pfi
zachovani infektivity. Ve vhodnych podminkach, napt. v povrchové vodé nebo ve
vlhké pudé, mohou zistat infekéni i déle nez Sest mésici. Kryptosporidie mohou
kontaminovat pitnou vodu a potraviny, ¢imz mohou piedstavovat riziko pro lidi, ale i
ostatni obratlovce. ZvySeny védecky i laicky zdjem o kryptosporidie je spojovan s
masivni epidemii z pitné vody v roce 1993, kdy kryptosporidiové infekce postihly
400 000 lidi v Milwaukee (Fayer et Xiao 2008; Ryan et al. 2005; Xiao et al. 2004;
Fayer et al. 1998; Guerrant 1997).

I kdyz lisky nepiedstavuji vyznamné riziko jako zdroj infekce pro lidi, je dulezité
brat v uvahu moznost pienosu kryptosporidiézy na ¢loveéka od lisSek v priméstskych
oblastech. Z hlediska zakladni biologie i epidemiologie je dulezité sledovat vyskyt a
prevalenci kryptosporidiovych infekei u volné zijicich zvitat, kterd mohou mit pfimy,

nebo nepiimy kontakt s lidmi (Fayer et al. 2001).



2. Cile
e Sepsat literarni piehled o kryptosporidiich a kryptosporidiéze volné zijicich
lisek
e Ziskani vzorkt trusu ulovenych lisek z raznych honiteb
e Parazitologickymi a molekularnimi metodami detekovat kryptosporidie

e Vyhodnotit vyskyt a diverzitu kryptosporidii u divokych lisek
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3. Literarni prehled

3.1 Historie

Zastupce rodu Cryptosporidium byl poprvé popsan v roce 1907 Ernestem
Edwardem Tyzzerem, ktery identifikoval parazita v zazivacim Ustroji myS$i a popsal
ho jako ,,banikovity utvar”, bud’ ve formé& globularni, nebo elipsoidni. I kdyz v této
dob¢ jesté¢ nebyl popsan cely vyvojovy cyklus, Tyzzer si vSiml, Ze kazdd oocysta
obsahuje Ctyii sporozoity, které jsou asi deset mikrometrd dlouhé, Stihlé,
vietenovitého tvaru, bez prokazatelné vnitini struktury. Parazit byl pojmenovan
Cryptosporidium muris a klasifikovan do ¢eledi Asporocystidae (Tyzzer 1907).

U lidi nebyla popsana zadna kryptosporidiova infekce do roku 1976, kdy Nime s
kolektivem popsali kryptosporididézu u tiileté divky. Jeji piiznaky byly popsany jako
»zvraceni veho co pfijala a méla akutni vodnaty prijem* (Nime et al. 1976).

V roce 1982 byly ve zpravaich WHO zvefejnény prvni nélezy kryptosporidii u
pacientll nakazenych virem HIV. V témze roce byl také zdokumentovan pienos
kryptosporidii z experimentalné nakazeného telete na studenta veterindrni mediciny a
kryptosporidiova infekce byla zafazena mezi zoon6zy (Anderson 1982).

Prvni ptipad kryptosporidiozy u psovitych Selem pochazi z Chile (Araya et al.
1987). O dva roky pozdé¢ji byl zdokumentovan vyskyt Cryptosporidium sp. ve
Francii a v Japonsku (Chermette et Blondel 1989; Uga et al. 1989). Nasledné zminky
o kryptosporidiovych infekcich psii pochéazi z Kalifornie, Australie, Brazilie, Ceské
Republiky, Rumunska, Némecka, Kanady, Neapole a Norska (Bauer et Cirak 2004;
Dubna et al. 2007; EI-Ahraf et al. 1991; Hamnes et al. 2007; Huber et al. 2005; Johnston
et Gasser 1993; Mundin et al. 2007; Pereira 2011; Rinaldi et al. 2008; Shukla et al.
2006).

U lisek byl prvni zachyt Cryptosporidium sp. popsan az v roce 1999 ve Velké Britanii
(Sturdee et al. 1999). V USA roku 2004 byly u lisek rozpoznany tii rizné genotypy
Cryptosporidium canis dog genotyp, Cryptosporidium muskrat genotyp | a
Cryptosporidium canis fox genotyp (Zhou et al. 2004).

V soucasné dob¢ toho o kryptosporidiich a kryptosporidioze liSek mnoho nevime.
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3.2 Kryptosporidie a kryptosporididza

3.2.1 Kryptosporidie

Kryptosporidie jsou eukaryotickd, jednobunécna protista parazitujici na
epitelidlnich bunkdch gastrointestinalniho traktu. Byla popsana také plicni forma,
kdy kryptosporidie parazituji na epitelidlnich buiikkach respira¢niho traktu.
Kryptosporidie jsou zatazeny do kmene Apicomplexa, tfidy Sporozoasidae, fadu
Eucoccidorida, podiadu Eimiorina, ¢eled” Cryptosporidiidae, rodu Cryptosporidium
(Egyed et al. 2003).

Paraziti patfici do rodu Cryptosporidium jsou obvyklou pfi¢inou stievnich

onemocnéni u lidi a mnoha jinych obratlovel (Ryan et al. 2004).

3.2.2 Kryptosporidioza

Po vniknuti do t¢€la hostitele mohou kryptosporidie vyvolat onemocnéni nazyvané
kryptosporidiéza (Cacié et al. 2002). Kryptosporidiéza u jedincli s nenarusenou
imunitou obvykle odezni i bez 1é¢by. Pokud se jedinec se snizenou imunitou nakazi
kryptosporidiemi, mize byt pribéh choroby velmi zavazny a Zivotu nebezpecny

(Brooks et al. 2004; Chen et al. 2002; Ryan et al. 2004).

3.2.3 Patogeneze a klinické priznaky

Parazit se Siti fekaliemi a do téla hostitele se dostava oralné€, Casto prostrednictvim
kontaminované vody a potravin. Kontaminovana voda je nejcastéj§im zdrojem
infekci po celém svété (CDC 2009). I malé mnozstvi, jako je 10 az 100 oocyst, mize
vyvolat infekci (Chenet al. 2002).

O wvzniku infekce rozhoduje cela fada faktort souhrnné oznacovanych jako
determinanty virulence. Rozhodujici je stav imunitniho systému hostitele, jeho vék a
také konkrétni druh nebo genotyp parazita. Inkubaéni doba trva 3 - 21 dni, primérné
10 - 12 dni (Current et Garcia 1991; Farthing 2000; Fayer et Unger 1986; MacKenzie
et al. 1994; Mathieu et al. 2004; Pospichil et al. 1987).

Mezi pfiznaky patii vodnaty prijem pietrvavajici 1 déle nez dva mésice S
vyraznou dehydrataci organismu. Hubnuti mize pacienta pfivést do stavu anorexie.
Dalsimi pfiznaky byva zvySena teplota, zvraceni a kolikové bolesti (Current et
Garcia 1991; Farthing 2000; Fayer et Unger 1986; MacKenzie et al. 1994; Mathieu
et al. 2004; Pospichil et al. 1987).
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Infekce se rozsifi po celé délce traviciho ustroji. Infikovany mohou byt i dychaci
cesty, coz se projevuje vytokem z nosu a dychacimi potizemi. Zalude¢ni
kryptosporididza probihd zpravidla bez klinickych ptiznaka. Ojedin€le byl popsan
pokles produkce mléka u dojnic nebo anorexie s hubnutim az naslednym thynem
(Current et Garcia 1991; Farthing 2000; Fayer et Unger 1986; MacKenzie et al.
1994; Mathieu et al. 2004; Pospichil et al. 1987). Mezi nespecifické ptiznaky mize
patfit bolest svald, bolest hlavy, malatnost a celkova slabost (Ramirez et al. 2004).
Symptomy maji podobné znaky jak u dospélych, tak i u déti. Kryptosporidioza
prodélana v détstvi mize mit dopad na rust a vyvoj ditéte (Melbak et al. 1997).
Rizikovou skupinu piedstavuji zaméstnanci v pecovatelskych centrech, farmafi,
zdravotnici a déti (Fayer et al. 2000). Znacné riziko nékazy je pro turisty, ktefi cestuji
do rozvojovych zemi (Ramirez et al. 2004).

Zdravi jedinci jsou schopni Uplného =zotaveni, délka trvani ptiznakl
kryptosporidiozy je 3 - 28 dni (Jira 2009; Ramirez et al. 2004). Spravna zoohygiena,
spravné hygienické oSetfeni vody a vhodné uprava vody (vatfeni nebo filtrovani) a
oSetfovani potravin (myti a vafeni) muze pomoci zabranit v §ifeni tohoto onemocnéni

(CDC 2009).

3.2.4 Vyvojovy cyklus kryptosporidii

Zivotni cyklus kryptosporidii se sklada ze dvou fazi - asexualni a sexualni. Po
poziti oocyst dochéazi k excystaci v tenkém stfeve. Pi excystaci dochédzi k uvolnéni
Ctyt sporozoitl, ty se pfichycuji na epitelidlni buiiky tenkého stfeva. Po adhezi ze
sporozoitu vznikd trofozoit, uvniti kterého probiha nepohlavni mnoZeni (Ryan et al.
2004). Z trofozoitu se vyvine meront 1. typu (Chen et al. 2002), obsahujici Sest az
osm merozoitl (Ryan et al. 2004). Tento proces znici hostitelskou buitku a do okoli
se uvolni merozoiti I. typu. Nekteré z merozoiti se mohou opét ucastnit
nepohlavniho cyklu a vznikd opét meront I. typu. Ostatni merozoiti nasedaji na
epitelové bunky a vyviji se v meronty II. typu (Chen et al. 2002), obsahujici Ctyfi
merozoity Il. typu (Ryan et al. 2004). Tito merozoiti se uvoliuji a pfipojuji k
epitelovym bunkam. Poté se z nich stanou bud’ makrogamonty, nebo mikrogamonty
S 16 pohyblivymi mikrogametami (Chen et al. 2002). Jednd se o samci
(mikrogamonty) a sami¢i (makrogamonty) pohlavni formy (Ryan et al. 2004).

Mikrogamety jsou obdobou spermii a uvoliuji se z mikrogamontu. Proniknutim
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mikrogamet do makrogamet vzniklych z makrogamontd vznikaji zygoty a z nich
oocysty dvou typli (Chen et al. 2002). Pfiblizn¢ 20 % oocyst ma tenké stény, ty
mohou opétovné infikovat hostitele bez nutnosti pfijmout oocystu oralni cestou.
Tenkosténné oocysty excystuji v zazivacim traktu, dochazi k uvolnéni sporozoiti a
cely proces se opakuje (Ryan et al. 2004). Silnosténné oocysty jsou vylucovany do
vng&jsiho prostiedi spolecné s trusem hostitele (Chen et al. 2002). Ihned po vylouceni
jsou oocysty zralé a schopné infikovat hostitele (Ryan et al. 2004). Ve vnéjsim
prostiedi mohou piezivat po n€kolik mésici (Smith 2009). Infikovani jedinci
vylucuji nejvice oocyst béhem prvniho tydne od nakazeni. Oocysty mohou byt
vylucovany i tydny po odeznéni klinickych pfiznakt (Ryan et al. 2004).

Imunitni systém snizuje tvorbu merozoitl I. typu, rovnéz i1 pocet tenkosténnych

oocyst, které jsou pri¢inou autoinfekce (Ryan et al. 2004).

3.2.5 Kryptosporidioza lidi

Diive pfevladala domnénka, Ze kryptosporidiozu lidi zplsobuje pouze
Cryptosporidium parvum, ale molekularni studie prokazaly, ze c¢lovéka muze
infikovat vice druhd. Nejcastéjsimi ptivodci onemocnéni lidi jsou Cryptosporidium
parvum a Cryptosporidium hominis. Dal§imi moZznymi puvodci jsou
Cryptosporidium muris, Cryptosporidium fellis, Cryptosporidium canis a dalsi (Kvac
et al. 2009).

V Ceské republice byla poprvé diagnostikovana kryptosporidiova infekce u
Clovéka v roce 1985 (Janda et al. 1985). Dosud nejvyznamnéj$i epidemie
kryptosporididézy probé&hla v roce 1993 v USA v Milwaukee. Infikovano tehdy bylo
vice nez 400 tisic osob a vice nez 4 tisice z nich muselo byt hospitalizovano.
Kryptosporidioza byla pravdépodobnou pficinou smrti 54 - 100 lidi (MacKenzie et
al. 1994). Primérna mira prevalence infekce Cryptosporidium spp. je v Evropé a
Severni Americe 1 - 3 %, v Asii asi 5 % a v Africe priblizné 10 % (Marschall et al.
1997).

K prenosu dochézi fekalné-ordlni cestou, tedy pfimo pii styku s nemocnym
jedincem, nebo nepiimo pozienim kontaminované vody nebo potravy (Mackenzie et
al. 1994). Pro lidi je nejrizikovéjsi voda kontaminovana lidskymi fekaliemi,
kontaminace trusem zvitat je az na druhém misté (Ditrich et al. 2005). Oocysty dobie
prezivaji 1 v moiské vod¢. Rizikové je tedy 1 koupani v motské vodé a pojidani

nedostate¢né tepelné upravenych moiskych zivocichii, zejména plzi, kterym se
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oocysty zachycuji na zadbrach (Fayer et al. 1999). Méné vyznamnymi zdroji infekce
muze byt nepasterizované mléko a mlécné vyrobky, nedostateéné tepelné upravené
masné vyrobky, neomyté ovoce, syrova zelenina, ovocné mosty (Dillingham et al.
2002). Oocysty jsou velmi odolné ve vné¢jsSim prosttedi, kromé vody také dobie
prezivaji v pude, obzvlast¢ v jilovitych vlhkych ptadach. Se zvySujicim se
zastoupenim pisku a snizujici se koncentraci vody v pudé dochdzi k rychlejsi
inaktivaci oocyst (Jenkins et al. 2002). Oocysty jsou také odolné vici bézné
uzivanym dezinfek¢nim prosttedkiim, v€etné chléru a monochloraminu, uzivanych k
dezinfekei pitné vody (King et Monis 2007).

V USA byla experimentalné stanovena minimalni infekéni davka pro rozvoj
onemocnéni u ¢lovéka na 132 oocyst. Kryptosporidie infikuji imunokompetentni
jedince, zejména dé&ti, imunokompromitované jedince (napiiklad pacienty po
transplantaci kostni dfen¢ nebo organti) i imunodeficitni pacienty s HIV (Fayer et
Ungar 1986). Infekce miize mit u imunodeficitnich jedinct fatalni nasledky a muze
do zna¢né miry oslabit imunokompetentni jedince (Pereira et al. 2011).

Zatim neni zndma 0¢inna terapie, 1 kdyZ vysledky nékterych pokust skytaji nadéji
k jejimu nalezeni. Zatim se provadi predevSim 1écba podplrnd, kterd vzdy zahrnuje
dietu a rehydrataci jedince peroralnim nebo infuznim podavanim roztoku elektrolyti.
Lécba trva zpravidla 3 - 28 dni, kdy rychlej$i uzdraveni nastava u
imunokompetentnich jedincti, imunodeficitni jedinci se 1€¢i déle (Jira 2009).

V letech 2000 - 2009 bylo v Ceské republice zjiiténo a nahlaseno 23 pacienti s
kryptosporididozou. Nejc€asteji jsou infikovany déti do dvou let véku, které jeste
nemaji pln¢ vyvinuty imunitni systém a souc¢asn¢ nemaji dostate¢né vzité hygienické
navyky. VétSina pacientl také pochazi z vesnice, kde se snadnéji setka

s infikovanymi zvifaty, kontaminovanou vodou nebo stravou (Brizkova 2010).
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3.3 Kryptosporidie a kryptosporidiéza psovitych Selem
Psovité selmy se mohou nakazit nékolika druhy kryptosporidii - Cryptosporidium
parvum, C. muris, C. canis, C. meleagridis a Cryptosporidium muscrat genotype I.

3.3.1 Cryptosporidium parvum

Druh C. parvum byl popsan v roce 1912 E. E. Tyzzerem. Odlisil ho od druhu C.
muris na zakladé menSich oocyst a rozdilné lokalizace v hostiteli (Tyzzer 1912).
Cryptosporidium parvum je nejcastéji lokalizovano na vrcholku klkt tenkého stieva,
ale muZze byt i v celém intestinalnim traktu (Caccio et al. 2002).

Experimentalni pfenos z mysi na myS mél vzdy za nasledek infekci tenkého
stiteva, ne zaludku. Byly objasnény faze zivotniho cyklu a byla provedena méfeni.
Byly potizeny fotografie a vykresy ze svételného mikroskopu. Tyzzer poznamenal,
ze nekteré faze nebyly striktné extracelularni, ale nepovazoval je za
intracytoplazmatické, byly v Kkontaktu s vnitinim prostfedim bunék nebo
cytoplazmatickym povrchem bunék. Zralé oocysty neptfesahly 4,5 um v nejvétsim
praméru (Tyzzer 1912).

Upton a Current v roce 1985 zméfili velikost oocyst na 4,5 - 5 um s indexem
tvaru 1,16 (Upton et Current 1985; Current et Reese 1986). O dva roky pozdé&ji
Tilley a kolektiv publikovali, ze oocysty méfi 4,6 - 5,2 um s indexem tvaru 1,15
(Tilley et al. 1990)

Upton a Current provedli hloubkovou studii morfologie oocyst, Zivotniho cyklu a
studie pfenosu mezi mySmi a skotem, v této studii potvrdili jméno C. parvum pro
hovézi genotyp (Current et Reese 1986).

O C. parvum je znamo, Ze infikuje piezvykavce, psy, lidi a dalsi obratlovce (Xiao
et al. 2004).

Jako klinické piiznaky u pst byly pozorovany ¢asté prijmy (Giangaspero et al.
2006; Mosallanejad et al. 2010).

Prevalence a vyskyt u psovitych Selem:

Ve vzorku, ktery byl ziskan od psa z Ceské republiky, bylo metodou PCR
s pouzitim genu SSU rDNA prokazano C. parvum (Hajdusek et al. 2004). V italské
provincii Teramo, Vv regionu Abruzo Vv centralni Italii z 240 vzorka bylo 7
odpovidajicich C. parvum (Giangaspero et al. 2006). V Ciné ve mésté Che-fej
(Hefei) byly nalezeny oocysty kryptosporidii ve vzorcich trusu od 24 psia z 232
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vySetienych, prevalence infekce byla tedy 10,34% (Yu et al. 2009). V jihozapadnim
franu byla provedena studie ve mésté Ahvaz a jeho okoli. Byly odebrany vzorky od
93 psu, z ¢choz 4 vzorky byly pozitivni, prevalence u téchto psu byla 4,3 %
(Mosallanejad et al. 2010). V Egypt¢ byla zjisténa prevalence 10 %. Z 20 vzorku
bylo pomoci molekuldrnich metod prokazano, ze 2 vzorky se shoduji s C. parvum
(EI-Madawy et al. 2010). V &inské provincii Cching-chaj (Qinghai) byla zjisténa
prevalence 30,18 %. Pozitivnich vzorki bylo 150 ze 497 (Ma et al. 2010).

3.3.2 Cryptosporidium muris

V roce 1907 byl tento druh popsan E. E. Tyzzerem. Popsal ho jako parazitického
prvoka, ktery se Casto vyskytoval v Zaludcich laboratornich mysi v severni Americe,
ale nevyskytoval se u divoce zijicich mysi (Tyzzer 1907). O tii roky pozdgji byla
zalude¢ni kryptosporidiova infekce mysi prokazana i v Anglii. Byl k dispozici
podrobnéjsi popis kazdé faze zivotniho cyklu s méfenim, vykresy a fotografiemi, a
bylo zjiSténo, Ze vSechny vyvojové faze jsou lokalizované v zaludku (Tyzzer 1910).
Sporozoiti uvolnéni z oocyst v zaludeénich zlazach byly popsani jako autoinfekéni
(Current et Reese 1986).

Experimentalni pfenos s pouzitim laboratornich potkanti prokazal, ze velky typ
kryptosporidiovych oocyst z divokych potkani chycenych ve mésté Osaka muze
parazitovat pouze v zalude¢ni zlaze. Z této studie vyplyva, zZe oocysty méfici 6,3-8,4
pm mohou byt zdrojem pifenosu na neinfikované krysy. Oocysty z této studie byly
pouzity v ostatnich studiich pro pfimy pfenos na mysi, morcata, kraliky, psy a kocky.
Vsechny tyto zivociSné druhy se povedlo infikovat. K vyvoji doslo v zaludku a ne ve
stievé (Iseki 1986; Isekiet al. 1989).

U psovitych Selem nebyly popsany zadné klinické piiznaky kryptosporidiozy
zpusobené C. muris (Lupo et al. 2008). I kdyz byl v jednom piipadé popsan prijem a
chronické zvraceni u psa, u tohoto psa byla pii pitvé prokazana pritomnost
Helicobacter sp. spolec¢né s C. muris (Ellis et al. 2010).

Prevalence a vyskyt u psovitych Selem:

V severni Pensylvanii byl jeden vzorek z 22 ulovenych kojoti (Canis latrans)
99,7% shodny s Cryptosporidium muris (4,5% prevalenc) (Trout et al. 2006). U
populace pst v Texasu byla sledovana skupina pst v chovatelské stanici s 56 Kotci,
z téchto kotcil bylo odebrano 70 vzorkl. Ve 40 kotcich z 56 testovanych (71 %) byl

nalezen antigen Cryptosporidium. Nahodné bylo vybrano Sest pozitivnich vzorku, u
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kterych byla provedena genotypizace. Téchto Sest vzorkl bylo uréeno jako C. muris
(Lupo et al. 2008). V dalsi studii bylo pomoci PCR s naslednou Sekvenaci

detekovano C. muris u rok a pul starého psa (Ellis et al. 2010).

3.3.3 Cryptosporidium canis

Tato kryptosporidie byla popsana v roce 2001. Oocysty C. canis byly detekovany
ve vykalech psti na celém svéte. Oocysty z vykala ptirozené infikovanych pstt méii
od 4,71 do 4,95 um a maji index tvaru 1,05 (Fayer et al. 2001). Na zaklad¢ jeho
schopnosti infikovat lidi a skot, jeho neschopnosti nakazit mysi a na zaklad¢ znatelné
genetické odlisnosti od jinych druhti rodu, byl parazit pojmenovan Cryptosporidium
canis. Druh byl nalezen u psu, kojot, lisek a také u lidi (Fayer et al. 2001; Morgan et
al. 2000; Pedraza-Diaz et al. 2001; Xiao et al. 1999, 2004).

Klinické piiznaky u psovitych Selem jsou celkova slabost a prijem (Fayer et al.
2001; Miller et al. 2003).

Prevalence u psovitych Selem:

V roce 2002 probéhl vyzkum vyskytu Cryptosporidium u pst v Japonsku
v prefekture Osaca. Prevalence byla stanovena na 9,3 % (n=140) (Abe et al. 2002).

V Georgii (USA) byla provedena pitva osm tydnu staré fenky Yorkshirského
teriéra.  Histologické  vySetfeni  prokdzalo  zdvaZznou  gastrointestinalni
kryptosporidiozu. Pomoci PCR byla zjisténa 99,8% shoda s C. canis (Miller et al.
2003). V Italii byl jeden z 240 odebranych vzorkt pozitivni na C. canis (Giangaspero
et al. 2006). V severovychodni Pensylvanii byly odebrany vzorky trusu kojoti (Canis
latrans). Byla prokazana prevalence 23 % (n=22) (Trout et al. 2006). V Cin& bylo
testovano 309 vzorkt psiho trusu. Bylo detekovano osm pozitivnich zvitat, zjisténa
prevalence byla 2,59 % (Dong et al. 2007). V Brazilii se prevalence C. canis u psi
pohybuje v rozmezi od 2,3 - 26,2 % (Balassiano et al. 2009; Mundin et al. 2007).

3.3.4 Cryptosporidium meleagridis

Cryptosporidium meleagridis bylo prvné popsano v roce 1955 u krit ve Skotsku,
kdy bylo pozorovano na suchych natérech barvenych na zakladé MacNeala,
modifikovanou metodou podle Romanowského. Nemoc s prijmem a mirnou mirou
umrtnosti u 10 - 14 dni starych kriit byla spojena s parazitem, ktery prodélava sviij
zivotni cyklus na epitelu tenkého stieva (Slavin 1955).

Nasledna molekularni analyza vzorku od krocana izolovaného v Severni Karoling

a u papouska izolované¢ho v Australii na SSU rRNA, HSP70, COWP a aktinovych
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lokust prokazala genetickou jedine¢nost C. meleagridis (Lindsay et Blagburn 1990;
Morgan et al. 2000; Sulaiman et al. 2002; Sulaiman et al. 2000; Xiao et al. 1999,
2000).

Ovalné oocysty métici 4,5 - 4,0 um jsou témeéf nerozeznatelné od oocyst C.
parvum (Slavin  1955). Lindsay s kolektivem (1989) provedli méfeni
zivotaschopnych oocyst z vykald krocana a naméftili 4,5 - 6,0 um na 4,2 - 5,3 um..
Morgan s kolektivem (2000) znovu provedli méfeni zivotaschopnych oocyst, zjistili
velikost 4,5 x 5,1 um.

Cryptosporidium meleagridis bylo popsano vétsinou u ptacich hostitelt, jako jsou
kufata, papousci a kruty (Morgan et al. 2000; Slavin 1955), ale bylo prokazano i ve
vzorku od psa v Ceské republice (Hajdusek et al. 2004).

3.3.5 Prevalence a vyskyt kryptosporidii u liSek

Current (1989) detekoval Cryptosporidium sp. u lisky sedé v USA.

Ve Warwickshire v Anglii byla stanovena prevalence vyskytu Cryptosporidium
sp. na 8,7 %, kdyz bylo vySetieno 23 liSek, z ¢ehoz dva vzorky byly pozitivni.
Otazkou je, zda oocysty jsou pouze pozustatky od hlodavcu, které prosly zazivacim
traktem lisek, nebo se liSky nakazily a nasledné vylu€ovaly kryptosporidiové oocysty
(Sturdee et al. 1999).

Zhou a kolektiv (2004) popsali infekci u lisek zijicich v zatoce Chesapeake v
USA, kde bylo odebrano celkem 76 vzorku, z toho bylo Sest pozitivnich s vyslednou
prevalenci 7,9 %.

V 19 krajich irska bylo odebrano 124 vzorkl trusu liSek. Vzorky byly testovany
pomoci mikroskopu s pouzitim modifikované barvici metody Ziehl-Neelsen. Ve
dvou vzorcich byly detekovany oocysty Cryptosporidium sp., byla zjisténa
prevalence 1,6 % (Nagano et al. 2007).

Hamnes a kolektiv (2007) odebrali fekalni vzorky od 269 norskych divokych lisek
(Vulpes vulpes) béhem lovecké sezony (fijen - duben) od roku 2002 do roku 2004.
Vzorky byly vySetfeny na piitomnost kryptosporidiovych oocyst. Oocysty byly
detekovany v Sesti vzorcich, byla tedy zjisténa prevalence 2,2 %.

Od zari 2010 do tinora 2011 byly odebrany vzorky od liSek ulovenych ve
vychodnim a centralnim Slovensku. Vzorky byly testovany metodou sandwich

ELISA na zjisténi piitomnosti protilatek proti antigenim Cryptosporidium spp.
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Celkem bylo testovano 62 lisek, z ¢ehoz 24 bylo pozitivnich. Zjisténa prevalence
Cryptosporidium sp. byla 38,7 % (Ravaszova et al. 2011).

Ve sledovanych studiich byla primérna prevalence vyskytu Kryptosporidiozy u
lisek 13,1 %, kdy nejnizsi byla zjist€na v Norsku (2,2 %) a nejvyssi na Slovensku
(38,7 %).

V Bosné a Hercegoviné bylo odebrano 123 vzorkl od lisek ulovenych od ledna
2011 do biezna 2012. U ¢tyf s téchto lisek bylo detekovano Cryptosporidium spp.,
zji$ténd prevalence byla 3,2 % (Hodzi¢ et al. 2014)
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4. Material a metodiky

4.1 Odbér vzorki a lokality

Vzorky byly odebirany u lisek ulovenych na uzemi Ceské republiky a Polska.
Vzorky trusu od lisek ulovenych v Ceské republiky jsem odebiral osobné postupem
zajistujicim odebrani dostatecného mnozstvi vzorku trusu a zaroven zachovani

celistvosti

Vv kozeSnickém pramyslu:

¢ Ohledéni okoli kone¢niku za ucelem zjisténi vyskytu prijmu u zvitete.

e Vzorek byl po odebrani skladovan v rozmezi teplot 2-7 °C.
Obrazky &. 1-5 byly pofizeny dne 4. 3. 2015 pii odbéru vzorku ¢. 37 v CR.
Vzorky z Ceské republiky pochazely z deviti lokalit jiznich a zapadnich Cech,

kiize pro ptipadnou moznost stazeni k naslednému zuzitkovani

Uchopeni fitniho otvoru (obrazek ¢. 1).

Obfezani fitniho otvoru nékolika fezy (obrazek ¢. 2).

Uvolnéni kone¢niku od panve (obrazek ¢. 3).

Vytazeni tlustého stfeva (obrazek ¢. 4).

Vytlaceni obsahu tlustého stfeva stisknutim stieva mezi palec a ukazovacek

S naslednym tahem ke konecniku. Vytla€eni bylo opakovano pro ziskani

vétSiho mnoZstvi trusu (obrazek €. 5).

Trus byl umistén do vzorkovnice a oznacen ¢islem vzorku.

ptehled vsech lokalit je uveden v tabulce ¢. 1.

Tabulka 1: Lokality odebranych vzorki

Pocet vzorku

Lokalita

P NN W WOoo N o

\l
~

Mazelov
Hanov
Vahlovice
Tocénik u Klatov
Becov nad Teplou
Hluboka nad Vltavou
Ceské Budgjovice
Psov
Lednice
Racot (Polsko)
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Téchto devét lokalit je vyznafeno oranzovymi krouzky zndzornujici plochu 20
km? na mapé s méfitkem 1 : 750 000 (obrazek ¢&. 6).

Krouzky na map¢ zaroven znazornuji maximalni velikost lis¢iho teritoria, které je
15-20 km? (Ko$nat 2010).

Dalsich 74 vzorki bylo odebrano na dvou vyfadech po spole¢nych lovech
Vv polském okrese Kos¢ian. V tomto okrese je osm honiteb, Sest z nich je vyuzivano
mysliveckymi sdruzenimi, jedna je skolni honitba a jedna honitba nalezi k
Vyzkumnému ustavu polského mysliveckého svazu. Dva hony, po kterych bylo
umoznéno odebrat vzorky trusu, byly poradany ve Skolni honitbé v Racoté. Racot

lezi v centru Velkopolska, tato lokalita je vyznacena na obrazku ¢. 7. Prvni série 41

vzorkl bylo odebrano 1. 2. 2014. a druha série vzorkl 33 byla odebrana 21. 3. 2015.

Obrazek 1: odbér vzorki - uchopeni Fitniho otvoru
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Obrazek 2: odbér vzorkii - obfezani Fitniho otvoru nékolika fezy

Obrazek 3: odbér vzorki - uvolnéni kone¢niku od panve
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Obrazek 5: odbér vzorki - vytlaceni obsahu tlustého stieva
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Lokality:
1 Becovn.T.
2 PSov

3 Hanov

4 Toénik u Klatov
5 Vahlovice

6 Mazelov

7 Hluboka n. V.

8 Ceské Budsgjovice
9 Ledenice

0 10 20 30 40 50 km

Obrizek 6: Znazornéni lokalit odbéru vzorki v Ceské republice (CUZK)
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Obrazek 7: Lokalita Racot v Polsku ozna¢ena na mapé
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4.2 Barveni kryptosporidii anilin - karbol - methyl violeti
e Vzorek trusu rozetiit do tenké pruhledné vrstvy na podlozni skli¢ko.
e Fixovat methanolem v plameni.
e Nasledné natér ponofit na 30 minut do roztoku methylvioleti.

SloZeni barviciho roztoku:

Methylviolet 0,69
Anilin 1ml
Fenol 1g
Alkohol 30 ml

Deionizovana voda 70 ml

e Po tficeti minutach sklicko oplachnout vodou.

o Diferencovat 2% kyselinou sirovou. Opé&t oplachnout vodou.

e Dobarvit 1 % roztokem tartrazinu v 1 % roztoku kyseliny octové.

e Po okapani a zaschnuti preparaty prohlizet pfi tisici-ndsobném zvétSeni za

pouziti imerzniho oleje (Milacek a Vitovec 1985).

4.3 Mikroskopické vysSetireni

Pozorovani oocyst v natéru trusu bez pouZiti barvicich metod by bylo velmi
obtizné, pomoci riznych barvicich metod lze oocysty v natéru trusu zvyraznit a
odlisit je tak od pozadi. Principem barveni je odliSnd schopnost oocyst a ostatnich
komponentt vazat rizné typy barviv. Z tohoto divodu byly preparaty obarveny vyse
popsanou metodou podle metody Milacka - Vitovce.

Na pfipravené preparaty byla kdpnuta kapka imerzniho oleje, poté byly preparaty

pozorovany pfi tisici-nasobném zvétSeni na svételném mikroskopu.

4.4 Kvantifikace intenzity infekce

Pii nizké intenzité jsou pocitany vSechny oocysty nalezené na preparatu, pii vysoké
intenzité se pocita pocet oocyst ve 30 nahodnych zornych polich. Pomoci tdajui, jako
jsou hmotnost trusu, poéet zornych poli a napoéitany pocet oocyst na sklicku, mize byt

odhadnuta intenzita infekce a vyjadiena jako pocet oocyst v gramu trusu (OPG).
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4.5 Izolace DNA

Pouzity material

200 mg vzorku lis¢iho trusu, PSP Spin Stool DNA Kit (Invitek)

Proteinaze K lyofylizat rozpustén v 1,5 ml deionizované vody.

Po rozpusténi skladovany pii - 20 °C.

ElutionBuffer: v1,5 ml mikrozkumavce a piedem inkubovany pii 70 °C.

Postup

Material dat do Safe - Lock - Tube, pridat sklenéné zirkonové kuli¢ky a 0,8 -
1,2 ml LysisBuffer P, vortexovat 1 minutu a rozbijet Fast Prepem 1 minutu
pfi rychlosti 5,5 m/s.

Inkubovat 10 minut pii 95 °C v termobloku, béheminkubovani protiepat.

1 minutu centrifugovat pii 11 000 g.

Prenést veskery supernatant do InviAdsorb-Tube a 15 sekund votexovat,
Inkubovat 1 minutu pii laboratorni teploté, poté centrifugovat pii 14 000 g.
Supernatant piepipetovat do Cistych mikrozkumavek (1,5 ml), s naslednou
centrifugaci pti 14 000 g.

Do ¢istych mikrozkumavek (1,5 ml) napipetovat 25 ul Proteinase K a piidal
400 pl supernatantu a poté vortexovat.

Inkubovat 10 minut pii 70 °C, béhem inkubace protiepat.

Ptipipetovat 200 plBindingBuffer A, s naslednym vortexem.

Piepipetovat veskery objem do spin Filter - Tube.

Inkubovat 1 minutu pfi laboratorni teplotg.

Centrifugaci 1 minutu pti 11000 g.

Vylit odpad z mikrozkumavek (1,5 ml).

Napipetovat 500 ulWash I.

Centrifugaci 1 minutu pti 11 000 g.

Vylit odpad z mikrozkumavek, napipetoval 700 ulWash II.

Centrifugovat 1 minutu pfi 11 000 g.

Vylit odpad z mikrozkumavek a opét centrifugace 4 minuty pii 14 000 g.
Kolonu nandat na c¢istou mikrozkumavku, napipetovat 200 ul ptedehiatého

ElutionBuffer D na kolonu.
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e Inkubovat 3 minuty pii lab. teploté, centrifugace 1 minutu pfi 11 000 g.

e Vyizolovany vzorek oznacit a vlozil do mrazaku.

4.6 PCR
Byl pouzit nested PCR protokol amplifikujici ¢ast genu kodujiciho malou
ribozomalni podjednotku (SSU rRNA) (Jiang et al. 2005). Jednotlivé reakéni smési
polymerazové reakce mély objem 20 pl.
Pro primarni i sekundarni PCR byl pouzit stejny amplifika¢ni program:
e pocatecni denaturace 180 s pii 94 °C
e 35 cykll zahrnujicich denaturaci 45 s pti 94 °C
e nasedaci teploty primerti 55 °C 45 s
e extenze 60 s pii 72 °C
e finalni extenze 600 s pii 72 °C
e Pro amplifikaci sekundarniho PCR produktu byly pouzity 2 ul primarniho
PCR produktu. Jako pozitivni kontrola byl pouzit vzorek obsahujici DNA
Cryptosporidium hominis.
e Pro amplifikaci sekundarniho PCR produktu byly pouZity 2 pl primarniho
produktu DNA.
Byl pouzit set specifickych primert pro amplifikaci SSU, sekvenace primert jsou
uvedeny niZe.
Pro primarni reakci:
F1
TTC TAG AGC TAATAC ATG CG
R1
CCCATTTCC TTC GAA ACA GGA
Pro sekundarni reakci:
F2
GGA AGG GTTGTATTT ATT AGA TAA AG
R2
AAG GAG TAAGGA ACAACCTCCA

Pracovni postup byl podobny u primarni i u sekundarni reakce. Nejprve byl
vytvofen mastermix napipetovanim vsech komponentd mimo DNA podle tabulky ¢.

2 a dikladnym promichanim. Poté byl mastermix rozpipetovan po 18 ul do PCR
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mikrozkumavek s naslednym pfidanim 2 pl vzorku DNA u primarni reakce, do
sekundarni reakce bylo ptidano 2 ul produktu ziskaného z primarni reakce. Material

byl umistén do termocykleru s vyse uvedenym amplifikaénim programem.

Tabulka 2: SloZena reakce pro PCR

PRIMARNiI REAKCE SEKUNDARNi REAKCE
MnoZstvi pro MnoZstvi pro

Druh chemikalie jednu Druh chemikalie jednu
mikrozkumavku mikrozkumavku

H,O 12,30 pl H,0 13,10 pl

MgCl, (25mM) 1,20 pl MgCl, (25mM) 1,20 pl

10Xbuffer 2,00 pl 10Xbuffer 2,00 pl

dNTP (10mM) 0,40 pl dNTP (10mM) 0,40 pl

forward (10uM) 0,40 ul forward (10uM) 0,40 pl

reverse (10uM) 0,40 ul reverse (10uM) 0,40 pl

BSA (10 mg/ml) 0,80 pl BSA (10 mg/ml) -
tagpolymeraza taq polymeraza
(1U/Lul) 0.50 ul (1U/1pl) 0.50 ul
DNA 2,00 ul Produkt primarni 2,00 ul
reakce
z 20,00 pl ) 20,00 pl
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4.7 Gelova elektroforéza

PCR produkty ze sekundarni PCR reakce byly separovany pomoci elektroforézy

na 1 % agar6zovém gelu s ptidavkem ethidium - bromidu.
Chemikalie

TAE pufr (242 g tris baze; 47,1 ml ledové kyseliny octové; 100 ml 0,5 M
EDTA

pH 8,00

Agardza (ServaElectrophoresis, Germany).

Ethidium - bromid (10 mg/ml; Sigma-Aldrich, USA).

10 bp DNA Ladder (Fermentas International Inc., Canada).

Postup

TAE pufr smichat s agarézou (120 ml TAE pufru + 1,2 g agardzy).

Rozpustit v mikrovlnné troubé a poté zchladit pod tekouci vodou na teplotu
ptiblizné 50 °C.

Ptidat ethidium - bromid a promichat.

Gel nalit do formy, vlozit hiebeny a nechat cca 20 minut tuhnout.

Po ztuhnuti opatrné vyjmout hiebeny a vlozit do vany s TAE pufrem na
elektroforézu.

Do prvni jamky napipetovat ladder, do ostatnich jamek napipetovat 20 pl
produktu sekundarni PCR.

Spustit elektroforézu 0 napéti 85 V po dobu potiebnou k separaci fragmentt
DNA.
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4.8 Sekvenace

4.8.1 Priprava vzorku pro sekvenaci

Extrakce z gelu byla provadéna pomoci komer¢né dodavaného kitu Extraction

QIAquick Gel Kit (Qiagen, Germany).

Pracovni postup:

fragment DNA opatrné vyfiznout skalpelem z gelu a vlozit do Cisté
mikrozkumavky

do mikrozkumavky piipipetovat 400 pl QG pufru a inkubovat pii 50 °C po
dobu 10 minut v termobloku

veskery objem prepipetovat na kolonu a centrifugovat minutu pii 16 000 g
odpad ze sbérné zkumavky vylit a opét pouzit s kolonou

na kolonu ptfidat 500 pl OQ pufru a centrifugovat 1 minutu pii 16 000 g
odpad ze sbérné zkumavky vylit a opét pouzit s kolonou

na kolonu pripipetovat 750 ul PE pufru, inkubovat 5 minut pfi laboratorni
teploté a mikrozkumavku centrifugovat minutu pii 16 000 g

opé&t vylit odpad ze sbérné zkumavky a centrifugovat minutu pii 16 000 g
kolonu pfemistit do nové 1,5 ml mikrozkumavky a ptidat 30 ul EB pufru na
stied kolony

po inkubaci jednu minutu pfi laboratorni teploté je DNA extrahovana z
kolony centrifugaci jednu minutu pii 16 000 g

ziskand DNA je vysuSena ve vakuovém evaporizatoru a uskladnéna pii 4 °C

4.8.2 Sekvenace

Sekundarni PCR produkty byly sekvenovany za pouziti sekundarnich primert a

pomoci ABI BigDyeTerminator v 3.1. Sekvenacni reakce byla provedena komercni

firmou.
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4.9 Fylogeneticka analyza

Ziskané nukleotidové sekvence byly manualn¢ analyzovany pomoci programu
Chromas Pro (www.technilysium.com.au/chromas.html) a srovnany se sekvencemi
ulozenymi v databazi GenBank pomoci softwaru MAFTT version 7
(http://maftt.cbrc,jp/alignment/software).

Pro fylogenetické analyzy byl pouzit program MEGA 6. Byly posouzeny
fylogenetické vztahy mezi jednotlivymi druhy a genotypy kryptosporidii pomoci
metody Neighbor - Joining. Bootstrapova analyza byla pouZita pro vyhodnoceni

statistické podpory ziskanych topologii.
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5. Vysledky

5.1 Vyskyt a prevalence kryptosporidii u liSek

Celkem bylo odebrano 111 vzork od lisek ulovenych na uzemi Ceské Republiky

(37) a Polska (74). Pti mikroskopickém vysetieni nebyl zjistén vyskyt kryptosporidii.

Pomoci PCR amplifikace ¢asti genu koédujiciho malou ribozomalni podjednotku (SSU)

byla u dvou vzorktu zjistétna DNA specifickd pro kryptosporidie. Oba tyto vzorky

pochazely z polské lokality Racot. Nasledna sekvenace pozitivnich vzorkil prokazala

100% shodu s C. andersoni. Celkova prevalence C. andersoni byla 1,8 % (2/111).
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Obrazek 8: Kladogram fylogenetickych vztahd izolati kryptosporidii ziskanych

z liSek obecnych s ostatnimi druhy a genotypy kryptosporidii na zékladé ¢astecné

nukleotidové sekvence genu kodujiciho malou ribozomalni podjednotku (SSU),

vytvofeny metodou maximum-likelihood (1000x bootstrap). Sekvence ziskané v této

bakalarské praci jsou zvyraznény.
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5.2 ZjiSténa intenzita infekce
Ptesnou intenzitu infekce nebylo mozné zjistit, protoze mikroskopickym
vySetienim nebyly detekovany zadné oocysty, ale z této skuteénosti Ize usoudit, ze se

jedna o infekci s velmi nizkou intenzitou.

5.3 Klinické priznaky
Z klinickych pfiznaki u ulovenych zvifat lze s jistotou prokazat pouze vyskyt
priujmu, ktery byl zaznamenan u 18 odebranych zvifat, ale nebyl spojen s pfitomnosti

C. andersoni ve vzorcich.
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6. Diskuse

O vyskytu kryptosporidii u lisek jiz bylo vypracovano nékolik studii z riznych
oblasti s prevalenci vyskytu od 2,2 % do 38,7 % (Current 1989; Hamnes et al. 2007,
Hodzi¢ et al. 2014; Nagano et al. 2007; Ravaszova et al. 2011; Sturdee et al. 1999;
Zhou et al. 2004). U vétsiny studii nebylo dale specifikovano o jaky druh, popfipadé
genotyp, se jedna (Current 1989; Hamnes et al. 2007; Hodzi¢ et al. 2014; Nagano et
al. 2007; Ravaszova et al. 2011; Sturdee et al. 1999).

Tato prace prokazala pouze jeden, pro psovité Selmy nespecificky druh
Cryptosporidium andersoni. V zatoce Chesapeake byly u lisek prokézany 3 rtuzné
genotypy V Sesti vzorcich, z téchto Sesti vzorku byl jeden urcen jako C. canis dog
genotyp, jeden jako Cryptosporidium muskrat genotyp a zbylé &tyti vzorky byly
uréeny jako C. canis fox genotyp. Z tohoto zjisténi je mozné usuzovat, ze lisky jsou
hostiteli svého vlastniho genotypu, pficemz se mohou nakazit kryptosporidiemi od
ostatnich psovitych Selem (Zhou et al. 2004).

Cryptosporidium andersoni izolované u dvou lisek v této praci je pravdépodobné
prvni nalez C. andersoni u psovitych Selem.

Lisky se C. andersoni mohly nakazit od sudokopytnikli, zejména od skotu, u
kterého je C. andersoni béznym druhem (Lindsay et al. 2000). U C. andersoni byla
prokazana piirozena infekce v Polsku vyskytujici se u skotu, ovci a zubra evropského
(Lindsay et al. 2000; Ryan et al. 2003; Wang et al. 2010). Ve Velkopolsku, ze
kterého pochazeji ulovené lisky, je chovano velké mnozstvi skotu. Podle udaji
polského statistického uradu je v polském kraji Velkopolsko chovano 890 tisic kust
skotu (USwP 2014).

Se skotem mohly liSky pfijit do neptimého kontaktu pfi hnojeni kravskym trusem,
pfimym kontaktem na pastvinach nebo pozienim uhynulého kusu. LiSky v mase
nepfijimaji dostatecné mnozstvi vitamint, chybégjici vitaminy mohou ziskavat
poziranim obsahu zaZzivaciho traktu a sStimto obsahem mohou pozfit i
kryptosporidiové oocysty (Birger et Darrell 1978).

Dalsim zdrojem oocyst C. andersoni v Polsku by mohli byt zubfi. Celkem
v Polsku zije 1 107 zubrti, ztoho 948 ve volné piirodé (Olech 2010).
Cryptosporidium andersoni by mohli byt nakazeni kromé jiz zminénych

sudokopytnikt také hlodavci, ktefi tvoii hlavni slozkou potravy liSek (Koudela at al.
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1998; Kvac et al. 2007; Lv et al. 2009; Matsubayashi et al. 2004). Vyskyt C.
andersoni u téchto skupin voln¢ Zzijicich zivocichti v Polsku je tfeba provérit dalsim
vyzkumem.

Vzhledem k tomu, ze C. andersoni bylo identifikovano piedevsim u piezvykavcu
s moznosti pfenosu na hlodavce (Lindsay et al. 2000; Matsubayashi et al. 2004, 2005
Ryan et al. 2003; Satoh et al. 2003), nelze s jistotou urcit, zda tyto liSky skutecné
mély kryptosporidiozu, nebo zachycené oocysty pouze prochazely zazivacim
traktem.

Zjisténa intenzita infekce byla velmi nizka, coz mize poukazovat na jiz zminéné
prochazejici oocysty nebo odeznivajici infekci, poptipadé jeji chronickou formu.

V této praci byl také pozorovan vyskyt prijmu u 18 odebiranych lisek. Ani u
jednoho z pozitivnich vzorkd nebyl prijem ptitomen. Cryptosporidium andersoni u
infikovanych zvifat nezptisobuje prijem, jako klinicky pfiznak je prokazano pouze

snizeni uzitkovosti u skotu (Esteban a Anderson 1995; Lindsay et al. 2000).
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7. Zavér

e Bylo ziskano 111 vzorku lig¢iho trusu z Ceské republiky a Polska, které byly
vysetieny mikroskopicky i za pouziti metod molekulérni biologie.

e Pfestoze mikroskopicky nebyl zjistén Zzadny pozitivni vzorek, pomoci
molekularnich metod bylo u dvou vzorki detekovano Cryptosporidium
andersoni, které neni specifické pro lisky. Zdrojem nakazy mohli byt volné
zijici nebo na pastvinach chovani sudokopytnici nebo hlodavci.

e Byl zaznamenavén vyskyt prijmu u 18 liSek, nicméné u liSek pozitivnich na

kryptosporidie se prijem nevyskytoval.
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