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Abstrakt

Lisky predstavuji rezervoar zoonotickych infekci, proto je dilezit¢ mit prehled o
vyskytu ptipadnych onemocnéni. Od roku 2003 do roku 2019 byly sbirany vzorky
trusu liSky polarni (Vulpes lagopus) zraznych stanovist na Bylotové ostrove
v Kanad¢, které byly nasledné vySetieny mikroskopickymi a molekularnimi
metodami na piitomnost mikrosporidii, kryptosporidii a giardii. Byla prokédzéana
ptitomnost specifické DNA kryptosporidii ve dvou, specificki DNA mikrosporidii
rodu Encephalitozoon ve 34 a specifickd DNA mikrosporidii rodu Enterocytozoon v
péeti vzorcich trusu. Nasledné analyzy prokazaly ptitomnost Cryptosporidium canis
fox genotyp, Encephalitozoon cuniculi genotyp Il a Il a Encephalitozoon hellem
genotyp 1A. Zadny z vySetiovanych vzorkil trusu nebyl pozitivni na piitomnost
specifické DNA Giardia intestinalis. Zadné zvife nejevilo znamky priijmového
onemocnéni. Vysledky prace ukazuji, ze lisky polarni jsou cCasto parazitovany
mikrosporidiemi rodu Encephalitozoon, zatimco vyskyt ostatnich sledovanych

parazitii byl ojedinély.

Kli¢ova slova: Cryptosporidium spp., mikrosporidie, Giardia intestinalis, PCR,

koprologie, trus, liSka polarni, Kanada



Abstract

The foxes represent a reservoir of zoonotic infections therefore it is important to be
familiar with an occurrence of possible diseases. Arctic fox (Vulpes lagopus) faeces
were collected between 2003 and 2011 from various locations on Bylot Island,
Canada. These samples were consequently treated with microscopic and molecular
methods to prove the presence of microsporidia, cryptosporidia and giardia. The
presence of a specific DNA of Cryptosporidium was detected in two samples and
specific  DNA of Microsporidia was detected in 34 samples for genus
Encephalitozoon and in five samples for genus Enterocytozoon. None of the animals
showed any symptoms of a diarrhoea. Subsequent analyses showed the presence of
the Cryptosporidium canis fox genotype, Encephalitozoon cuniculi 11 and III
genotypes and Encephalitozoon hellem genotype 1A. None of the examined faeces
samples were positive for the presence of specific G. intestinalis DNA. Results of the
thesis show that Artic foxes are mainly infected by microsporidia of the genus

Encephalitozoon, while the occurrence of other observed parasites was rare.

Keywords: Cryptosporidium spp., microsporidia, Giardia intestinalis, PCR,

coprology, feaces, artic fox, Canada
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Uvod
Polarni lisSky maji cirkumpolarni rozsifeni a jsou vrcholovymi predatory v arktickych
ekosystémech. Na fadé¢ mist slouzi jako vyznamni mrchoZrouti (Angerbjorn a
Tannerfeldt, 2014). Polarni lisSka pfedstavuje také vyznamny rezervoar tady
patogenll, znichz néktefi maji zoonoticky potencidl. Zdravotni stav liSek ma
vyznamny vliv pro cely ekosystém. Kombinace nehostinnych podminek v arktickych
oblastech, stresu, nedostatku potravy a parazitarnich infekci mize zasadnim
zpusobem ovlivnit jejich plodnost, schopnost prezivat a tim muize byt vyznamné
ovlivnéno demografické rozsiteni liSek (Botkova a Unnsteinsdottirova, 2014).

Polarni lisky se dé€li na populaci vnitrozemskych a pobieznich lisek jejichz
slozeni potravy se vyznamnym zptisobem 1isi (Botkova a Unnsteinsdottirova, 2014).
Zdroj potravy a hustota populace liSek se muze vyznamné odrazet ve spektru
parazitl, kterymi jsou jednotlivé populace liSek nakazeny. U liSek byla v minulosti
detekovéna celd fada ptavodcii parazitarnich onemocnénich, pfi¢emz vétSina studii se
zameétovala na hlistice, tasemnice nebo motolice, a tedy parazitdzy, které je relativné
snadné detekovat pii rutinnim parazitologické/mikroskopickém vysetfeni. Paraziticti
protisti, jejichz infek¢ni stadia jsou velmi mald a nesnadno detekovatelnd, stali
v minulosti mimo hlavni pozornost védct studujicich parazitarni infekce u liSek
polarnich, a to i pfes skuteCnost, ze naptiklad infekce zplsobené mikrosporidii
Encephalitozoon cuniculi jsou pro lisky &asto letalni (Aguirre et al.; 2000; Akerstedt
et al., 2010; Andreassen et al., 2017; Eaton a Secord, 1979; Elmore et al., 2013;
Hersteinsson et al. 1993; Henttonen et al. 2001; Kapel a Nansen 1996; Meijer et al.
2011; Myskova et al., 2019; Prestrud et al. 1993; Prestrud et al. 2007; Skirnisson et
al. 1993; Stien et al. 2010).

Tato prace se tedy zamétuje na vyskyt n¢kolika opomijenych paraziti u volné

cey

zijicich liSek poléarnich.




1 Literarni prehled

1.1 Liska polarni (Vulpes lagopus)
1.1.1  Vyskyt

LiSka polarni (Vulpes lagopus) diive fazend do rodu Alopex nyni do rodu Vulpes je
drobna psovitd Selma. Jednd se o stabilni populaci, jejiz poCetnost se po svété fadove
pohybuje kolem né&kolika stovek tisic jedinci. Liska polarni ma cirkumpolarni
rozSiteni. Bézné se vyskytuje v oblastech ledovctu a tundry v Kanad¢, Rusku, na
pobiezi Aljasky, severnich ¢astech Asie, Evropy, na Islandu, v Gronsku a na dalSich
ptilehlych ostrovech v arktickém regionu (Angerbjorn a Tannerfeldt, 2014).
Z divodi obchodu s kozeSinami byla liska polarni introdukovana na mista, kde se
ptivodné nevyskytovala. Takovym ptikladem mohou byt Aleutské ostrovy na
Aljasce, kde lisky zplisobovaly znaéné Skody na populacich ohrozenych druhti ptakd,
a proto byly vyhubeny (Angerbjorn a Tannerfeldt, 2014). V n¢kterych statech, napf.
Norsku, Finsku a Svédsku je liska polarni chranéna kvili snizujicimu se podtu

jedinct zptisobenym nedostatkem potravy (Botkova a Unnsteinsdoéttirova, 2014).
1.1.2 Stavba téla

Stavba téla se prizptisobila klimatickym podminkam, ve kterych liSka polarni Zije.
T¢lo je mensiho vzrustu pokryté hustou srsti, kterd zabraiuje uniku tepla z téla i pii
vysoce nizkych teplotich dosahujicich az -50 °C. Srst pokryva i1 polstarky na
chodidlech koncetin, jako tomu je i u ledniho medvéd (Unnsteinsdoéttir, 2020).
Kratka tlama, kratké koncetiny a usi snizuji tepelné ztraty. Naopak ocas je dlouhy a
hunaty, pti stoceni slouzi jako tepelny kryt. U lisek polarnich je vyrazny pohlavni
dimorfismus. Samci byvaji vétsi nez samice az o 10-20 %. Priimérna vaha u samce

se pohybuje okolo 3—4 kg, zatim co samice vazi okolo 2,9 kg (Hornok et al., 2020).
1.1.3 Barevné varianty

RozliSujeme dvé barevné varianty, bilou a modrou. Jedinci bilé varianty maji
v zim¢ sn¢hoveé bilou srst, kterda slouzi jako skvélé maskovani prfed piipadnymi
predatory. V 1ét€ srst prelind na hnédou barvu se Zlutymi oblastmi na spodni strané
téla. U jedinci s modrou variantou je ptes letni obdobi srst ¢okolddovné hnédé a

v zimnim obdobi se méni na svétlejsi hnédou s ocelové modrosedym nadechem.




Modra varianta lisky polarni se vyskytuje predevSim v pobieznich biotopech

(Botkova a Unnsteinsdottirova, 2014).
1.1.4 Potrava

Polarni liska je oportunisticky predator, vSezravec, ale v zimnim obdobi pfi
nedostatku potravy i mrchozrout. Mezi hlavni zdroje obzivy patii predevsim
hlodavci, jako jsou lumici (Lemmini) a hraboSi (Microtus), moisti ptaci a ryby.
Stravu si mohou zpestfit riznym hmyzem, obojzivelniky, plzi a bobulemi (Sale,
2006; Stange, 2012). Pies letni obdobi si lisky tvoii tukové zasoby. Piebyte¢nou
stravu si schovavaji do svych nor, kde potravu ptikryvaji kameny. V zimnim obdobi
pii nedostatku potravy lisSky nésleduji ledni medvédy a ptizivuji se na zbytcich
z jejich kofisti (Eide et al., 2005).

1.1.5 RozmnoZovani

V dobé& rozmnozovani ziji liSky polarni v paru. K pateni dochéazi na jare a nékdy
se mohou rozmnoZzovat i dvakrat za rok. Samice je biezi 52—53 dni. Své teritorium si
vymezuji pachovymi stopami a hlasem. Samec neopousti samici s mladaty, ale
zustava s nimi a podili se na péci o liS€ata. Velikost teritoria zavisi na mnozstvi
potravy v dané lokalité. Ve vrhu byva kolem 5-10 mlad’at, ta zaCinaji pfijimat
pevnou stravu okolo 4. tydne stafi. Potravu obstarava samec. Liscata ve véku 21-28
dni poprvé opoustéji doupé a prozkoumavaji okoli. Své rodi¢e opoustéji na podzim a
pohlavni zralosti dosahuji uz ve stafi 10 mésict (Unnsteinsdoéttir, 2020). LiSka se
muze dozit az 16 let (v zajeti az 20 let), primérné vSak zije pouhé 3—4 roky (Botkova

a Unnsteinsdottirova, 2014).
1.2 Paraziti vyskytujici se u liSek polarnich

V porovnani s jinymi psovitymi Selmami je pocet studii, které se zabyvaly
vyskytem stfevnich paraziti u lisSek polarnich, omezeny. Studie byly dosud
provedeny ve Finsku, Kanad¢, na Islandu a Gronsku a na Svalbardu (Aguirre et al.;
2000; Akerstedt et al., 2010; Andreassen et al., 2017; Eaton a Secord, 1979; Elmore
et al., 2013; Hersteinsson et al. 1993; Henttonen et al. 2001; Kapel a Nansen 1996;
Meijer et al. 2011; Myskova et al., 2019; Prestrud et al. 1993; Prestrud et al. 2007;
Skirnisson et al. 1993; Stien et al. 2010). Z dosud publikovanych vysledka vyplyva,
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ze liSky polarni mohou byt hostitelé a mezihostitelé¢ celé tfady stfevnich paraziti

patficich mezi protista, hlistice, tasemnice, motolice nebo vrtejse.
1.2.1 Protista

V ramci protist byl u liSek polarnich zaznamenéan vyskyt ndlevnikii patticich do
rodu Balantidium, kokcidii rodu Eimeria, Isospora, Cystoisospora, Sarcocystis a
Toxoplasma (Skirnisson et al. 1993). Dale byl detekovan vyskyt kryptosporidii,
giardii a mikrosporidii rodu Encephalitozoon, konkrétn¢ E. cuniculi (Tabulka 1).
V ramci rodu Sarcocystis byl popsan vyskyt S. grueneri, S. rangi a S. tarandivulpes

(Dahlgren et al. 2007).

Tabulka 1. Vyskyt parazitickych protist u liSek polarnich ve svété (Aguirre et al.,
2000; Akerstedt et al., 2010; Eaton a Secord, 1978; Elmore et al., 2013; Hersteinsson
et al.,, 1993; Henttonen et al., 2001; Kapel a Nansen, 1996; Meijer et al., 2011;

Prestrud et al., 1993; Prestrud et al., 2007; Skirnisson et al., 1993; Stien et al., 2010).
Lokalita

Druh Gronsko Island Kanada  Norsko  Svalbard Svédsko
Balantidium sp. °
Cryptosporidium sp. .

Cystoisospora spp. °
Eimeria sp. . . .
Encephalitozoon cuniculi .

Giardia sp. .

Isospora sp. . . .
Sarcocystis spp. . . °
Toxoplasma gondii . °

e zaznamenany vyskyt

1.2.2 Hlistice
Lisky polarni jsou cCasto parazitovany celou fadou hlistic. Vysledky studii
ukazaly ptitomnost kapilarii (Eucoleus aerophilus a Capilaria sp.), plicnivky 1i8¢i

(Crenosoma vulpis), Stegophorus stercoralis, had’at rodu Strongyloides, Skrkavek
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(Toxocara a Toxascasris), tenkohlavct (Trichuris), méchoveld (Uncinaria) a

svalovcil (Trichinella nativa) (Prestrud, 1993; Tabulka 2).

Tabulka 2. Vyskyt parazitickych hlistic u liSek polarnich ve svété (Aguirre et al.,
2000; Akerstedt et al., 2010; Eaton a Secord, 1978; Elmore et al., 2013; Hersteinsson
et al.,, 1993; Henttonen et al., 2001; Kapel a Nansen, 1996; Meijer et al., 2011;
Prestrud et al., 1993; Prestrud et al., 2007; Skirnisson et al., 1993; Stien et al., 2010).

Druh

Lokalita

Gronsko Island Kanada Norsko Svalbard  Svédsko

Capillaria spp.
Crenosoma vulpis
Spiruroidae-like
Stegophorus stercorarii
Strongyloides stercoralis
Toxocara canis
Toxascaris leonina
Trichinella nativa
Trichuris sp.

Uncinaria stenocephala

e zaznamenany vyskyt

1.2.3 Tasemnice

Vramci tasemnic byl u liSek polarnich detekovan vyskyt méchozill

(Echinococcus granulosus), skulovct (Diphyllobothrium dendriticum), tasemnice

nor¢i (Mesocestoides lineatus) a néckolika druhti tasemnic rodu Taenia a

Schistocephalus solidus (Tabulka 3).
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Tabulka 3. Vyskyt parazitickych tasemnic liSek polarnich ve svét¢ (Aguirre et al.,
2000; Akerstedt et al., 2010; Eaton a Secord, 1978; Elmore et al., 2013; Hersteinsson
et al.,, 1993; Henttonen et al., 2001; Kapel a Nansen, 1996; Meijer et al., 2011;
Prestrud et al., 1993; Prestrud et al., 2007; Skirnisson et al., 1993; Stien et al., 2010).

Lokalita

Druh -
Gronsko Island Kanada Norsko Svalbard  Svédsko
Echinococcus . R .
multilocularis
Diphyllobothrium R .
dendriticum
Mesocestoides spp. . . .
Schistocephalus solidus .
Taenia spp. . . ° .

e zaznamenany vyskyt

1.2.4 Motolice
Z péti ruznych rodi motolic detekovanych u liSek polarnich byly vSechny
nalezeny u lisek na Islandu (Tabulka 4). Motolice Cryptocle lingua a Plagiorchis

elegans byly navic nalezeny 1 u lisSek v Gronsku (Kapel a Nansen, 1996).

Tabulka 4. Vyskyt parazitickych motolic liSek polarnich ve svété (Aguirre et al.,
2000; Akerstedt et al., 2010; Eaton a Secord, 1978; Elmore et al., 2013; Hersteinsson
et al., 1993; Henttonen et al., 2001; Kapel a Nansen, 1996; Meijer et al., 2011;
Prestrud et al., 1993; Prestrud et al., 2007; Skirnisson et al., 1993; Stien et al., 2010).

Druh Stat/lokalita _
Gronsko Island Kanada Norsko Svalbard  Svédsko
Brachylaemus sp. .
Cryptocotyle lingua . .
Plagiorchis elegans . o
Spelotrema sp. .
Tristriata sp. o

e zaznamenany vyskyt
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1.2.5 Vrtejsi

Vramci této skupiny paraziti byla u liSek polarnich na Islandu nalezena
Corynosoma hadweni a Polymorphus mayeri (Hersteinsson et al., 1993, Skirnisson et

al., 1993). V Groénsku byl nalezen Polymorphus sp. (Kapel a Nansen, 1996).
1.3 Sledovani paraziti

S ohledem na zaméfeni této prace se tato kapitola bude podrobnéji zabyvat pouze
parazity, ktefi byli pfedmétem studia. VSichni niZe popisovani paraziti, respektive
jejich infekéni vyvojova stadia jsou z hostitelll vylucovéana pievazné trusem (Bouzid,
2013). Z toho vyplyva, Ze kryptosporidie, giardie i mikrosporidie jsou primarné
pienaSeny fekalné-ordlni cestou, pfiCemz prenos muze probihat kontaktem mezi
zvifetem a zvifetem, nebo clovékem a zvifetem. Dal$i Castou cestou pfenosu je

pozieni kontaminované vody nebo potravy (Fayer et al., 2000).
1.3.1 Cryptosporidium spp.

Kryptosporidie jsou celosvétové rozsifeni jednobunécni intracelularni paraziti
infikujici epitelidlni buiiky traviciho aparatu velkého mnoZzstvi hostitelli paticich do
vSech tfid obratlovcli (O'Donoghue, 1995). Kromé lokalizace vyvojového cyklu
v zazivacim traktu hostitele mohou nékteré druhy a genotypy kryptosporidii
infikovat plice, ledviny a vzacné i dal$i vnitini orgény (Current et al., 1986,
Holubova et al., 2016). VétSina dosud popsanych druhi kryptosporidii je hostitelsky
specifickd; infikuji jen omezenou skupinu, ¢asto fylogeneticky piibuznych hostiteld,
nebo je zndm pouze jeden jediny hostitel (Xiao, 2010). Mal¢ procento druhti, mezi
kter¢ patii C. parvum, C. ubiquitum nebo C. baileyi, ma Sirokou hostitelskou

specifitu (Fayer a Xiao, 2007).

Pribéh infekce zavisi na imunitnim stavu hostitele, jeho v€ku a druhu
kryptosporidie. U volné zijicich druht zvitat, které jsou parazitovana hostitelsky
adaptovanymi druhy a genotypy je prubé¢h infekce Casto asymptomaticky. U mlad’at
hospodaiskych zvitat, stejné jako u ¢lovéka je infekce casto doprovazena silnymi
vodnatymi prijmy, kieCemi, zvracenim a bolestmi bficha. Pribéh infekce miize byt

pro oslabené a imunosuprimované jedince smrtelny (Lindsay a Blagburn, 1990).

Obdobn¢ jako u jinych druhli parazitii, také o vyskytu kryptosporidii u liSek

polarnich neni mnoho zdznamd. Jak jiz bylo vySe zminéno, kryptosporidie u volné
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ey

zijicich lisek polarnich byly detekovany pouze v jedné studii v Kanadé. Detekce
oocyst byla provedena mikroskopicky, tedy neni znamo, jaky druh kryptosporidie se
ve studovanych jedincich nachéazel (Elmore et al., 2013). U farmové chovanych liSek
polarnich v Cing, byla prokazana ptitomnost C. canis u 48 zvifat z 302 vy3etfenych

(Zhang et al., 2016) (Tabulka 5).

Co se tyka vyskytu kryptosporidii u jinych druht lisek, tak tito paraziti byli
detekovani u liSky obecné (Vulpes vulpes) a lisSky Sedé (Urocyon cinereoargenteus).
U druhé jmenované byl popsan vyskyt oocyst kryptosporidii bez blizSiho
molekularniho urceni (Current, 1989, Davidson et al., 1992). Naopak u lisky obecné
byly kryptosporide detekovany relativné Casto. Ve studie ze Slovenska bylo 24 ze 62
lisek obecnych pozitivnich na ptitomnost specifického koproantigenu kryptosporidii
(Ravaszova et al., 2012). Ptehled vyskytu kryptosporidii u liSek je uveden v tabulce
5.

Tabulka 5. Vyskyt kryptosporidii u lisek ve svéte.

Hostitel

Cryptosporidium

(védecky ndzev) Stat Spp. Vyskyt Reference
Slovensko  Cryptosporidium sp. 38,7%  Ravaszova et al. (2012)
Irsko C. parvum 8,1 % Nagano et al. (2007)
. - Sturdee et al. (1999)
o
Li¥ka obecnd Anglie Cryptosporidium sp. 8,7 % Famnes et al. (2007)
(Vulpes vulpes) fran Cryptosporidium spp. 32%  Zhou et al. (2004)
Spanélsko g ;;;leccugz;:gym 8% Mateo et al. (2017)
Spanglsko C. homnis ND Barrera et al. (2020)
Litka polarni Cina C. canis 159%  Zhang et al. (2016)
(Vulpes lagopus) Kanada Cryptosporidium sp. 9,5% Elmore et al. (2013)
LiSka Seda
- Current (1989)
. (Urocyon USA Cryptosporidium sp. ND Davidson et al. (1992)
cinereoargenteus)

ND - neuvedeno

1.3.2 Mikrosporidie

Mikrosporidie patfi do kmene Microsporidia, tfidy Microsporea a fadu Microsporida
(Vivarés et al., 2002). V soucasné dobé zndme kolem 2 000 druhli mikrosporidii,
fazenych asi do 200 rodd (Vavra, 2017) z nichz vétSina parazituje u bezobratlych

hostitelt. Mikrosporidie rodt Encephalitozoon a Enterocytozoon jsou nejcastéjSimi
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puvodci mikrosporidiovych infekei u savci. Rozsiteni mikrosporidii je kosmopolitni
a tito paraziti byli nalezeni na vSech obydlenych kontinentech (Ardila-Garcia a Fast,

2012).

Rod Enterocytozoon zahrnuje dva druhy — E. bieneusi a E. salmonis. Druh E.
bieneusi je jednou z nejcastéjSich mikrosporidii u savci. Poprvé byl tento druh
detekovan u AIDS pacienta v roce 1985 (Desportes et al., 1985) a nasledné v celé
fade raznych hostitela (Buckholt et al., 2002; Rinder et al., 2000; Sak et al., 2008;
Dengjel et al., 2001; Fayer et al., 2003; Sulaiman et al., 2004; Rinder et al., 2000;
Reetz et al., 2002; Dengjel et al., 2001; Lores et al., 2002; del Aguila et al., 1999;
Sulaiman et al., 2004; del Aguila et al., 2004; del Aguila et al., 2004; Haro et al.,
2005; Sestak et al., 2003; Santin a Fayer, 2011). V soucasné dob¢ jsou znamy stovky
genotypll tohoto druhu, které jsou od sebe odliSovany na zéklad¢ sekvence pro ITS
(Santin a Fayer, 2009). U vétsiny genotypt byla popséna nizka hostitelské specifita
(Didier et al., 1995). Jen nékteré genotypy jsou pravdépodobné uzce hostitelsky
specifické. Klinické ptiznaky onemocnéni jsou velmi riznorodé, dle zasazenych
organti, zahrnujici chronicky prijem, utbytek hmotnosti, zvySeni télesné teploty,

celkové vysileni organismu az smrti jedince (Kotler a Orenstein, 1998)

Dosavadni studie popsaly vyskyt E. bieneusi jak u divokych, tak i chovanych
lisek. U farmové chované lisky obecné a stibrné, Santin et al. (2017) popsali vyskyt
E. bieneusi genotypu WildBoar3 u 8 z 87 lisek obecnych ve Spanélsku. Vyskyt E.
bieneusi byl prokazan u farmové chovanych lisek obecnych (Vulpes vulpes) v Cing
(Zhao et al., 2015; Yang et al., 2015) a u divoké lisky obecné v USA a Spanélsku
(Galvan-Diaz et al., 2014; Sulaiman et al., 2003). U farmové chovanych liSek
obecnych se pohyboval vyskyt E. bieneusi 9,2 %, u liSky divoké byl vyskyt vyssi.
V USA byl vyskyt 13,4 % (Sulaiman et al., 2003), ve Spanélsku 14,3 % (Galvan-
Diaz et al., 2014). Ve dvou studiich farmové chovanych lisek polarnich (Vulpes
lagopus) v Ciné byl vyskyt 16,4 % (Zhang et al., 2016; Zhao et al., 2015).

Rod Encephalitozoon zahrnuje 4 druhy — E. cuniculi, E. intestinalis, E. hellem,
E. lacertae. U savct se nejcastéji vyskytuje E. cuniculi a E. intestinalis (Jeong et al.
2007). Encephalitozoon hellem je primarn¢ adaptovan na ptaky, ale u savcu je

ojedinéle popisovan (Rosell et al., 2016; Hinney et al., 2016).
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V ramci druhu E. cuniculi jsou odliSovany Ctyfi genotypy. Genotyp I pivodné
pochazejici z kraliki, genotyp Il z mysi, genotyp III ze psi a genotyp IV popsany u
HIV pozitivniho pacienta (Shadduck, 1979; Shadduck et al., 1978; Didier et al.,
1998). Dle soucasnych znalosti vime, Ze jednotlivé genotypy se v hostitelich chovaji
riznym zpusobem, tedy maji odlisny prubéh infekce (Ortega a Bonavia, 2003).
Nicméné vSechny postradaji hostitelskou specifitu (Arrowood, 2002).

Prvni studie o mikrosporididéze liSek polarnich pochazi jiz z 80 let minulého
stoleti, kdy byly provedeny experimentélni infekce druhem E. cuniculi (Mohn et al.,
1982a-d) zdivodu castych thynt liS¢at na mikrosporidiozu (Akerstedt, 2003;
Bjerkas a Nesland, 1987; Mohn et al., 1981; Persin a Dousek, 1986). Jako pfi¢ina
infekci byl detekovan druh E. cuniculi. Vzhledem k znaénym ekonomickym ztratdm
byla vyskytu této mikrosporidie v chovech liSek vénovana znacnd pozornost
(Akerstedt et al., 2002; Hersteinsson et al., 1993; Mandara et al., 2007; Mathis et al.,
1996; Meng et al., 2001; Mohn, 1982). Vroce 1993 byla publikovdna studie
popisujici vyskyt protilatek proti E. cuniculi u divokych poldrnich liSek na Islandu
(Hersteinsson et al., 1993). O témét 15 let pozdéji byla uvefejnéna publikace
popisuyjici seroprevalenci u liSek obecnych v Irsku (Murphy et al., 2007). Do
souCasné¢ doby nebyl hladSen zadny vyskyt E. hellem u lisek. Encephalitozoon
intestinalis, diive Septata intestinalis, byl detekovan u liSek obecnych v Irsku

(Hinney, 2016).
1.3.3 Giardia intestinalis

Giardidza zplisobend Giardia intestinalis (synonyma G. duodenalis a G. lamblia) je
jednou z nejcastéjSich protozoarnich infekci ¢loveéka a hospodaisky chovanych savct
(Thompson a Monis, 2004). Parazit je lokalizovan v tenkém stfevé, konkrétné v
duodenu a prubéh infekce miize byt stejné jako u kryptosporidii a mikrosporidii od
asymptomatického az po zivot ohrozujici. Pro giardiové infekce je charakteristicky
akutni vodnaty prijem, dehydratace, bolesti v biisSni oblasti a ztrata hmotnosti

(Gardner a Hill 2001).

V ramci druhu Giardia intestinalis rozliSujeme osm linii, skrytych druha tzv.
asamblazi A—H, které se od sebe odlisuji hostitelskou specifitou. Asamblaze A a B

jsou infekéni pro ¢loveka a ostatni primaty, hospodarska zvirata (skot, ovce, prasata,
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kozy, kon¢), domaci zvifata (psi, kocky) a n€které voln¢ zijici zvifata. Asamblaze C
a D byly primarné detekovany u psi a ostatni psovitych Selem, asamblaz F u kocek,

asamblaz G u hlodavci a asambldz H u motskych ploutvonozct (Mateo et al., 2017).

Stejné jako v predeslych ptipadech, také o vyskytu giardii u liSek je limitovany
pocet studii (Beck et al., 2011; Elmore et al., 2013; Stojecki et al., 2015). Z nékolika
malo studii provedenych v Evropé vyplyva, ze promotenost liSek obecnych se
pohybuje od 5 do 19 %. U liSek polarnich byly giardie nalezeny ve studii v Kanadé
(Tabulka 6).

Tabulka 6. Vyskyt Giardia intestinalis u liSek ve sv&té.

Hostitel Stat Vyskyt Reference
(vedecky ndzev)

GomezCouso et al. (2006);
Méndez-Hermida et al. (2007)

Chorvatsko 5% Beck et al. (2011)
Norsko 2 % Hamnes et al. (2007)
Polsko 19 % Stojecki et al. (2015)

Spanélsko 8%

LiSka obecna
(Vulpes vulpes)
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2 Cile

Cilem prace je popsat vyskyt a diverzitu endoparaziti u volné zijicich liSek polarnich
na Bylot Island v Kanad€. Pomoci standardnich parazitologickych a molekularnich
metod provést detekci vyvojovych stadii, respektive specifické DNA endoparaziti.
Fylogenetickymi metodami urcit vztahy mezi detekovanymi druhy parazitd.
Zpracovat datové soubory pfislusSnymi metodami. Porovnat ziskané vysledky

s publikovanymi udaji.
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3 Material a metodika

3.1 Material

Vzorky trusu lisky polarni (Vulpes lagopus) byly sbirany v pribéhu let 2003 az 2011.

Kazdy vzorek byl uchovavan v zip-lock sacku a nésledné zamraZen pii -80 °C. U

kazdého vzorku bylo zaznamendno datum nalezu a misto sbéru. Vzorky byly

poskytnuty z Kanady z Bylotova ostrova.

3.2 Flotace dle Sheathera

» Sheathertiv cukerny roztok
* 259 ml deionizované vody
= 405 g cukru (krystal)

= 7,29 g fenolu

* hustota=1,2 g/ml

Pracovni postup:

Ve tfeci misce s vodou rozmichat vzorek trusu o velikosti liskového
ofechu.

Zhomogenizovanou smés a prelit ptes sitko do oznacené zkumavky.
Centrifugovat pti 1000 g po dobu 5 minut.

Odstranit supernatant, pfidat malé mnozZstvi Sheatherova cukerného
roztoku.

Rozmichat sediment s Sheatherovym cukernym roztokem a dolit
zkumavku Sheatherovym cukernym roztokem.

Centrifugovat pti 1000 g po dobu 5 minut.

Na podlozni skli¢ko nanést pomoci mikrobiologické klicky povrchovou
blanku, pfikryt krycim skli¢kem.

Prohlizet svételnym mikroskopem piti zvétSeni 200—400x.
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3.3 1Izolace DNA z trusu

Izolace byla provedena pomoci komercniho kitu Exgene Stool DNA mini (GeneAll

Biotechnology, Korea).

Soucdasti kitu:

FL pufr

PB pufr

pufr

EzPass kolona
Kolona typ G

1,5 ml mikrocentrifuga¢ni zkumavka

Pracovni postup

Vzorek trusu (200 mg) dat do Safe-Lock-Tube, pfidat sklenéné a zirkonové
kulicky o pruméru 0,5 mm.

Ptidat 1 ml FL pufru, zhomogenizovat a rozbijet 1 minutu pii rychlosti 5,5
m/s (FastPrep 24 Instrument, MP Bio, CA, USA).

Inkubovat 5 minut pfi laboratorni teploté, poté centrifugovat 5 minut pfi
16000 g.

Veskery supernatant ptenést na EzPass kolonku (bild kolonka).

Centrifugovat 1 minutu pti 16 000 g, vylit odpad ze sbérné zkumavky.

Na kolonku napipetovat 100 pul EB pufru, inkubovat 1 minutu pfi laboratorni
teploté a znovu centrifugovat 1 minutu pii 16 000 g.

Vyhodit bilou kolonku a do sbérné zkumavky ptipipetovat 500 ul PB pufru,
pipetovanim promichat.

Veskery obsah sbérné zkumavky pienést na MiniSpin kolonku (zelena
kolonka).

Centrifugovat 1 minutu pii 16 000 g, vylit odpad sbérné zkumavky.
Napipetovat 500 ul NW pufru na stfed kolony.

Centrifugovat 1 minutu pfi 16 000 g, vylit odpad ze sbérné zkumavky.
Centrifugovat 1 minutu pti 16 000 g.

Odstranit filtrat a prenést kolonu na ¢istou eppendorfku.
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e Na kolonu napipetovat 200 pl EB pufru, inkubovat 1 minutu pfi laboratorni
teploté a centrifugovat 1 minutu pii 16 000 g.

e Odstranit kolonu a purifikovanou DNA skladovat v mrazicim boxu pfi teploté

-20 °C.
3.4 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Byl pouzit nested PCR protokol pro amplifikaci ¢astecné oblasti genu kodujiciho
malou podjednotku rRNA (SSU; Xiao et al., 1999) kryptosporidii, Internal
transcribed spacer mikrosporidii (ITS, Buckholt a kol., 2002) a TPI giardii

(Irshad et al., 2003). Nukleotidové sekvence primert jsou uvedeny nize.

Sety primeru pro molekularni analvzy Cryptosporidium spp.

Primarni PCR — nasedaci teplota 50 °C

F15' - TTC TAG AGC TAA TAC ATG CG -3’

R15"- CCC TAA TCC TTC GAA ACA GGA -3’
Sekundarni PCR — nasedaci teplota 55 °C

F2 5'- GGA AGG GTT GTA TTT ATT AGA TAA AG -3’
R2 5" - AAG GAG TAA GGA ACA ACCTCC A -3’

Sety primeru pro molekularni analvzy Giardie intestinalis

Primarni PCR - nasedaci teplota 50 °C
F15'- AAA TIA TGC CTG CTC GTC G -3’
R15' - CAA ACCTTITCC GCA AAC C-3'
Sekundarni PCR — nasedaci teplota 55 °C
F2 5'- CCC TCT ATC GGI GGT AACTT -3’
R2 5" - GTG GCC ACC ACI CCC GTG CC -3’

Sety primeru pro molekularni analvzy Encephalitozoon spp.

Primarni PCR - nasedaci teplota 55 °C

INTS80F 5’ - TGC AGT TAA AAT GTC CGT AGT -3’

INTS80R 5' - TTT CAC TCG CCG CTA CTC AG -3’

Sekundarni PCR — nasedaci teplota 55 °C

MSP-3 5'- GGA ATT CAC ACC GCC CGT C(A,G) (C,T)TAT -3’

MSP-4A 5'- CCA AGC TTA TGC TTA AGT (C,T)(A,C)A A(A,G)G GGT -3’
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Sety primeru pro molekularni analvzy Enterocytozoon bieneusi

Primarni PCR - nasedaci teplota 55 °C

EBITS3 5’ - GGT CAT AGG GAT GAA GAG -3’
EBITS4 5' - TTC GAG TTC TTT CGC GCT C -3’
Sekundarni PCR — nasedaci teplota 55 °C

EBITS1 5’ - GCT CTG AAT ATC TAT GGC T -3’
EBITS2,4 5" - ATC GCC GAC GGA TCC AAG TG -3’

Pozadované useky byly amplifikovany v termocycleru. Amplifika¢ni program
pro termocycler zahrnoval pocate¢ni denaturaci pti 94 °C po dobu 3 minut, 35 cykld
skladajicich se z denaturace pii 94 °C po dobu 45 s, specifické nasedaci teploty
primerti (viz vySe) po dobu 45 s; extenze pii 60 °C po dobu 60 s a zavérecného
dosyntetizovani tetézct pii 72 °C po dobu 10 minut. Objem a sloZeni reakénich
smési pro primarni i sekundarni reakce jsou uvedeny v tabulce 7. Jako negativni
kontrola byla pouzita PCR voda a jako pozitivni kontrola DNA Cryptosporidium
proliferans, Giardia microti, Encephalitozoon cuniculi genotyp 1 a Enterocytozoon

bieneusi genotyp A.

Tabulka 7. Slozeni reak¢nich smési pro amplifikaci malé podjednotku rRNA

kryptosporidii, ITS mikrosporidii a TPI Giardia intestinalis.

Objem Objem
Chemikalie Koncentrace v primarni v sekundarni
reakci (ul) reakci (ul)

deionizovana H>O - 19,5 23,85
MgCl2 25 mM 4.8 1,2
pufr 10x 1,5 1,5
dNTP's 10 mM 0,6 0,6
Forward primer 10 uM 0,3 0,3
Reverse primer 10 uM 0,3 0,3
BSA 10 mg/ml 1,2 0

Taq polymeraza 5 U/ml 0,25 0,25
DNA/PCR produkt 2 2 2
Celkem 30 30
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3.5 Gelova elektroforéza

Chemikalie:

TAE pufr agar6za
Ethidium-bromid (EtBr) — 10 mg/ml
100 bp DNA Ladder

Pracovni postup:

V erlenmayerové bafice smichat navazenou agarézu s TAE pufrem tak, aby
vznikl 1,5 % gel, zahtivat v mikrovinné troub€ do vzniku homogenni smési.
Zchladit pod tekouci vodou, pfidat 1 pl EtBr, promichat.

Obsah bariky vlit do ptipraveného nosice s hfebenem, nechat ztuhnout (15-20
minut).

Po zatuhnuti vyjmout hieben a vlozit gel do elektroforetické vany s TAE
pufrem.

Do prvni jamky nanést 10 pl ladderu, do ostatnich jamek nanést 20 pl
sekundérnich PCR reakce.

Nechat gel vyvijet pfi 90 V, aby doslo k separaci fragmentd DNA (cca 40
minut).

Vysledek vizualizovat pomoci UV transiluminatoru.

3.6 Izolace z gelu

Fragmenty DNA z gelu byly vyizolovany pomoci komeréniho kitu Gen Elute (Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, USA).

Pracovni postup:

Skalpelem vyfiznout z gelu fragmenty DNA a vlozit je do 1,5 ml
mikrozkumavky.

Ptipipetovat 500 pl Gel Solubilization Solution (na 100 mg gelu piidat 300
ul).

Inkubovat 10 minut pifi 50 °C, promichat kazdé 2—-3 minuty a kontrolovat
rozpousténi (vznikne Zlutého zabarventi).

Sestavit Binding Column G, napipetovat 500 pl Column Preparation Solution

a centrifugovat 1 minutu pti 16 000 g.
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e Inkubovat PCR vodu na eluci pti 65 °C.

e Piipipetovat ke vzorku 150 pl isopropanolu a promichat.

e Piepipetovat veskery objem vzorku na kolonku (Binding Column G) a
centrifugovat 1 minutu pii 16 000 g, vylit odpad ze sbérné zkumavky.

e Piipipetovat 700 ul Wash Solution G a centrifugovat 1 minutu pii 16 000 g.

e Vylit odpad ze sbérné zkumavky a centrifugovat 1 minutu pti 16 000 g.

e Zkumavku v centrifuze otoCit o 180° a centrifugovat znovu 3 minuty pii 16
000 g.

e Vlozit kolonu do nové 1,5 ml zkumavky a provést eluci ptidanim 30 ul PCR
vody na stied kolony.

e Inkubovat 1 minutu, centrifugovat 1 minutu pti 16 000 g.

e Vziskaném eluatu zméfit koncentraci DNA na spekrofotometru NanoDrop
dle navodu vyrobce.

e Piipravit DNA k sekvenovani dle pozadavka komerc¢nich firem.

3.7 Sekvenace
Sekundarni PCR produkty byly sekvenovéany z obou stran za pouziti sekundarnich

primert v komeréni spole¢nosti (SeqMe, Dobiis, Ceska republika).

3.8 Fylogenetické analyzy

Sekvence ziskané v této studii byly upraveny pomoci ChromasPro (Technelysium,
verze 2.1.8) a porovnany se sekvencemi ulozenymi v GenBank. Dataset zarovnanych
sekvenci byl ru¢né piekontrolovan v programu BioEdit a vysledny aligment byl
vytvoien pomoci online serveru MAFFT verze 7
(www.mafft.cbrc.jp/alignment/server). Nejvhodnégj$i fylogeneticky model pro
analyzu byl vybran pomoci softwaru MEGA X. Metodou Maximum likelihood (ML)
a Neighbour Joining (NJ) byly zkonstruovany fylogenetické stromy. Nejvhodng&jsi
model byl vybran pomoci Bayesianského informac¢niho kritéria v programu MEGA
X. Bootstrapovy konsenzus vyslednych stromu byl ziskan na zdkladé 1 000x
opakovani. Fylogenetické stromy byly do finalni podoby ru¢né upravena pomoci

programu CorelDraw X7 (Corel Corporation, Ottawa, Kanada).
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3.9 Kvantitativni real-time PCR (qRT-PCR) mikrosporidii

Kvantitativni PCR byla provedena pro stanoveni koncentrace spor Encephalitozoon
spp. a E. bienusi v testovanych vzorcich trusu za pouziti specifickych primera
amplifikujicich ¢ast genu kodujiciho malou podjednotku rRNA Encephalitozoon spp.
a specifické TagMan proby (268 bp; Wolk et al. 2002) za pouziti pfistroje Light
cycler 480 (Roche, Basel, Svycarsko). SloZeni reakéni smési je uvedeno niZe

(Tabulka 8). Nukleotidové sekvence primerd a prob jsou uvedeny nize.

Sety primerii a préob pro qRT-PCR Encephalitozoon spp.
Mala podjednotka rRNA Encephalitozoon spp. (Wolk et al., 2002)

e forward primer: 5’ - GTC CGT TAT GCC CTG AGA - 3’

e reverse primer: 5’ - ACA GCA GCC ATG TTA CGA CT - 3’

e proba: 5'- red 640 - TGG ACG AAG ATT GGA AGG TCT GAG TC-phosphate-
3/

Sety primeri a préb pro qRT-PCR_Encephalitozoon spp.
B-aktin (Dai et al., 2009)
e forward primer: 5'- AGA GGG AAA TCG TGC GTG AC - 3’
e reverse primer: 5'- CAA TAG TGA TGA CCT GGC CGT - 3’
e proba: 5- FAM - CAC TGC CGC ATC CTC TTC CTC CC BHQ1-3'

Tabulka 8. Slozeni reak¢nich smési (20 pul + 5 ul DNA):

Chemikalie Objem (ul)
FastStart Universal Probe Master (Roche) 12,5
Deionizovana H>O 5,0
Forward primer (10 pM) 1,0
Reverse primer (10 uM) 1,0
Proba (10 uM) 0,5
DNA 5,0
Celkem 25,0
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Amplifikacni program v termocycleru byl nastaven nasledovne¢:

Pocateni denaturace 95 °C po dobu 3 minut, 45 cykll zahrnujici
denaturaci 95 °C po dobu 45 sekund.

Hybridizace 60 °C po dobu 10 sekund.

Syntéza 72 °C po dobu 16 sekund.

Zaverecna extenze 55-85 °C po dobu 16 sekund rychlosti 0,2 °C za 1
sekundu.

Chlazeni pti 40 °C po dobu 30 sekund (Wolk et al. 2002).

Ke kazdé qRT PCR reakci byly pfifazeny dvé negativni kontroly a vzorky o

znamych koncentracich Encephalitozoon spp. (10°) a B-aktinu (2,94x10°) pouzité

jako standardy. VSechny vzorky byly testovany v duplikatech.
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4 Vysledky

Celkem bylo zpracovano 260 individualnich vzorkt trusu lisek polarnich z Kanady.
Mikroskopické vySetfeni trusu neprokazalo ptitomnost sledovanych paraziti,
Cryptosporidium spp., G. intestinalis a mikrosporidii rodl Encephalitozoon nebo
Enterocytozoon, v zadném z vysetiovanych vzorkl. Pomoci molekuldrnich metod za
pouziti specifickych primerti a sond byla prokazana ptitomnost specifické DNA
kryptosporidii ve dvou, specifickd DNA mikrosporidii rodu Encephalitozoon ve 34,
specificka DNA mikrosporidii rodu Enterocytozoon v péti vzorcich trusu. Zadny
z vySetfovanych vzorkl trusu nebyl pozitivni na ptitomnost specifické DNA G.
intestinalis. Z celkové poctu 41 PCR pozitivnich vzort se podafilo osekvenovat
vSechny izolaty pozitivni na kryptosporidie a 11 izolatd pozitivnich na mikrosporidie
rodu Encephalitozoon. Zbyvajicich 28 vzorkii nemélo nedostateCnou kvalitu a

koncentraci DNA nezbytnou pro uspésné osekvenovani.

Fylogenetické analyzy ziskanych sekvenci prokazaly ptitomnost C. canis fox
genotyp ve vzorcich ¢. 429 a 450 (Obrazek 1). Ziskané sekvence byly vzajemné
identické a 100% shodné s izolatem KU215430 diive ziskanym z liSky polarni
v Cing.

Intenzita infekce mikrosporidii v trusu polarnich lisSek byly stanovena pomoci
metody qRT-PCR. Vysledky kvantitativni PCR ukézaly, Ze mnozstvi spor
mikrosporidii Encephalitozoon spp. ve vysetfovanych vzorcich se pohybovalo od 1
do 9550 spor na gram trusu (Tabulka 9). Nésledné sekvenaéni analyzy prokazaly
pritomnost E. cuniculi genotyp Il u deviti vzorkd a E. cuniculi genotyp III a E.
hellem 1A po jednom vzorku (Tabulka 9). Mnozstvi detekovanych spor E. bieneusi
ve vzorcich trusu vySetfovanych liSek se pohyboval v rozmezi od 575 do 6650
(Tabulka 10). Pouze u jednoho zvifete, ¢. 306, byla detekovana smiSena infekce

Encephalitozoon sp. a E. bieneusi.

I ptes zpisob uchovani vzorkti zmrazenim bylo mozné vyhodnotit konzistenci
ziskaného trusu. Zadny ze vzorka nevykazoval zndmky prijmu. Vzorky trusu svou

barvou a konzistenci odpovidaly druhu zvitat.
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Obrazek 1. Kladogram fylogenetickych vztahli izolath kryposporidii ziskanych

C. muris

z liSek polarnich (Vulpes lagopus) v této studii s ostatnimi druhy a genotypy
kryptosporidii na zaklad¢ ¢astecné nukleotidové sekvence genti kodujicich malou
ribozomalni podjednotku, vytvofeny metodou ML v programu MEGA X.

Znézornény jsou hodnoty podpory vétvi vice nez 50 %.
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Tabulka 9. Koncentrace spor, druh a genotyp Encephalitozoon spp. Vv trusu

polarnich lisek detekovana na zdkladé¢ qRT-PCR a sekvenovani ITS sekvence za

pouziti rodove specifickych primert.

Cislo vzorku

Koncentrace spor
na 1 g trusu

Genotypizace

300
303
305
306
308
310
312
317
324
330
336
341
346
353
373
376
385
387
396
405
410
413
415
423
425
435
446
457
469
480
488
494
497
527

575,0
17,7
58,5
57,0

443,0

1970,0
78,5
29,0
10,5
79,0

326,0
60,0

3260,0

104,0

199,0

263,0

150,0

119,0
71,0
33,8
20,3
5,90

9550,0

1,8
9,3

227,0

14,8
5,6

40,5
11,4
22,2
29,7
62,5
5,7

E. cuniculi genotyp II
neosekvenovano
neosekvenovano
neosekvenovano

E. cuniculi genotyp III

E. cuniculi genotyp II
neosekvenovano
neosekvenovano
neosekvenovano
neosekvenovano

E. cuniculi genotyp II
neosekvenovano

E. cuniculi genotyp II
neosekvenovano
neosekvenovano

E. cuniculi genotyp II

E. cuniculi genotyp II
neosekvenovano

E. hellem genotyp 1A
neosekvenovano
neosekvenovano
neosekvenovano

E. cuniculi genotyp II
neosekvenovano
neosekvenovano

E. cuniculi genotyp II
neosekvenovano
neosekvenovano

E. cuniculi genotyp II
neosekvenovano
neosekvenovano
neosekvenovano
neosekvenovano
neosekvenovano
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Tabulka 10. Koncentrace spor, druh a genotyp Enterocytozoon bieneusi v trusu

polarnich lisek detekovand na zdkladé qRT-PCR a sekvenovani ITS sekvence za

pouziti rodove specifickych primert.

Koncentrace spor

Cislo vzorku na 1 g trusu Genotypizace
306 840,0 neosekvenovano
369 575,0 neosekvenovano
381 1660,0 neosekvenovano
397 5900,0 neosekvenovano
398 6950,0 neosekvenovano
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S Diskuze
Tato prace je dosud nejkomplexnéjsi studii zabyvajici se vyskytem parazitickych
protist roda Cryptosporidium, Giardia, Encephalitozoon a Enterocytozoon u lisek
polarnich. Vysledky této prace ukézaly, Ze lisky polarni na Bylotové ostrové
v Kanad¢ nebyly parazitovany giardiemi. O vyskytu tohoto parazita u liSek je
omezeny pocet zaznamu. Také ve studii v Kanadské Arktidé bylo nalezeno jen velmi
nizké procento pozitivnich lisek polarnich (Elmore et al., 2013). Naopak u liSek
obecnych se promotfenost napfi¢ riznymi studiemi pohybovala od 5 do 19 %
(Hamnes et al., 2007; Beck et al., 2011; Hodzi¢ a kol., 2014; Onac a kol. 2015;
Stojecki a kol., 2015). Cysty G. intestinalis jsou z hostitele vyluCovany intermitentné
a pro spolehlivou detekci je doporu¢ovano vySetfeni tfi nezavislych vzorki trusu.
Vysetieni jednoho vzorku ze zvifete tak, jak tomu je ve vétSin€ publikaci, v€etné této
prace, by mohlo ovlivnit vyslednou prevalenci (Mendonga et al., 2017). Na druhou
stranu velké pocty vySetfenych vzorkd, z riznych zvifat v riznych obdobich mohou
¢asteCn¢ nahradit absenci opakovaného vysetieni trusu od jednoho jedince.
Kryptosporidie jsou jednou znejCastéjSich parazitarnich infekci u vétSiny
obratlovct (Ziegler et al. 2007, Jezkova et al. 2016). Z velkého mnozstvi studii dnes
vime, ze prevalence kryptosporidii v populacich volné Zijicich zvifat miize byt ve
velmi Sirokém rozmezi od jednotek az pod desitky procent (Kvac¢ et al., 2014).
Procento pozitivnich jedinct v populaci je ovlivnéno celou fadou faktorti. Mimo jiné,
je vyskyt a Sifeni kryptosporidii ovlivnéno prostfednim a pfirodnimi podminkami ve
kterém hostitel zije a hustotou populace (Petersen et al., 2015; Gatti et al., 2017).
Studie, které se zabyvaly vyskytem kryptosporidii u liSek obecnych ukazaly, ze
promotenost se pohybovala od 1 do 12 % (Ravaszova et al., 2012; Nagano et al.,
2007; Sturdee et al., 1999; Hamnes et al., 2007; Razmjoo et al., 2014; Barrera et al.,
2020; Zhou et al., 2004). Témto udajim odpovida i promotenost (9,4 %) arktickych
lisek z Kanady ve studii Elmore et al. (2013). V rozporu s témito vysledky, nase
studie ukéazala vyrazné niz$i promotenost studovanych lisek (0,8 %). Rozdily mezi
naSi a jinymi studiemi nemizeme pficitat riznym metodickym pfistupim sbéru
materialu, a to z diivodu, Ze v nasi praci jsme pouzili molekuldrni metody, které jsou
z pohledu senzitivity mnohem citlivéjsi nez bézna parazitologicka vysetfeni pouzita

v nékterych diive publikovanych pracich (Tomanova, 2017). Naopak, ve studiich,
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kde nebyly pouzity molekularni analyzy lze ptedpokladat vyssi procento pozitivnich
vzorkl,, nez bylo uvedeno. Rozdily v promoienosti ndmi studované populace liSek
muze byt dano jeji izolaci na ostrové a piirodnimi podminkami ovliviijici preziti
cyst giardii a oocyst kryprosporidii (nize).

Molekularni analyzy pozitivnich vzorki prokazaly ptitomnost C. canis fox
genotyp, ktery byl dosud detekovana vyhradné u lisek a je povazovan za hostitelsky
specificky (Zhou et al., 2004). Absence jinych druhu a genotypt kryptosporidii v této
studiich zaméfenych na liSky obecné zijici na pevniné byly detekovany druhy C.
hominis, C. parvum, C. ubiquitum, C. suis, C. galli a muskrat genotyp I (Kvac et al.,
2021). Vsechny zminéné kryptosporidie jsou adaptovany na jiné hostitele a lisSky
predstavuji minoritniho (C. parvum a C. ubiqutium) nebo ndhodného hostitele
(ostatni druhy a genotypy). V tad¢ ptipadd by se mohlo jednat i o pouhou pasaz
oocyst nebo jejich DNA zazivacim traktem lisky, pficemz oocysty mohou pochazet
z koftisti, mr§in nebo kontaminovaného prostiedi (Xiao et al. 2004). Pti pouziti
senzitivnich molekularnich metod neni neobvykla detekce pasdZované DNA trusu
zvitat, kterd byla krmena kontaminovanou potravou nebo  zvifaty
s kryptosporidiovymi infekcemi (Graczyk et al., 1998).

Absence giardii a nizka promofenost kryptosporidiemi miize souviset s
teplotnimi podminkami. Po vétSinu roku se teploty na Bylotové ostrové pohybuji pod
bodem mrazu a pouze v letnich mésicich dochdzi o otepleni na 0-10 °C. Jak cysty
giardii, tak oocysty kryptosporidii jsou primarn¢ pifenaSeny na nové hostitele fekalné
oralni cestou a ve vnéjSim prostiedi pii nizkych teplotach ziistavaji zivotaschopné jen
po velmi kratkou dobu. Oocysty kryptosporidii a cysty giardii jsou schopné ziistat
zivotaschopné po dobu nékolika dnti az tydnt pfi teploté okolo 5—15 °C (Alum et al.,
2014; Fayer a Nerad, 1996; Peng et al., 2008). Pfi snizeni teploty na a pod bod mrazu
dochazi k postupné inaktivaci. Pfi teplotach -15 a -20 °C dochazi k inaktivaci oocyst
kryptosporidii po 168, respektive po 24 hodindch (Fayer a Nerad, 1996). Studie
provedena v Norsku prokézala, ze cysty giardii a oocysty kryptosporidii nepiezivaji
teplotni podminky zimniho obdobi v Norsku (Robertson a Gjerge, 2004).

Souladu s vyskytem kryptosporidii a giardii, také procento liSek poldrnich
pozitivnich na E. bieneusi bylo relativné nizké (1,9 %), v porovnani s diive

publikovanymi vysledky u volné zijicich lisSek obecnych, u nichz byla zjisténa
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prevalence v rozmezi 9-14 % (Santin, 2017; Galvan-Diaz et al., 2014; Sulaiman et
al., 2003). Stejn¢ jako predchozi parazitickd protista, také druh E. bieneusi je
pfenasen primarn¢ fekalné oralni cestou (Matos et al., 2012). O odolnosti spor E.
bieneusi se toho mnoho nevi, ale lze ptfedpokladat, Ze bude podobnd jako u
mikrosporidii rodu Encephalitozoon jehoz spéry piezivaji zmrazeni na -70 °C po
dobu az 8 hodin a pfi vystavi teploté -24 °C po dobu 8 az 24 hodin (Koudela et al.,
1999).

Na rozdil do vySe zminénych parazitickych protist jsme v nasi praci detekovali
vysokou prevalenci mikrosporidii rodu Encephalitozoon (13 %). Pokud bychom
vzali do tvahy pouze infekéni stadia prezivajici ve vngj$im prostiedi, dospéli
bychom k zavéru, ze vyskyt mikrosporidii rodu Encephalitozoon by mél byt podobny
s E. bieneusi. Rozdil ve zjisténé prevalenci lze vysvétlit tim, Ze druhy rodu
Encephalitozoon sice primarn¢ infikuji stfevo a jsou do prostfedi vylucovany trusem,
ale v chronické fazi infekce dochazi k postupné diseminaci infekce do vSech organti
téla (Kotkova et al.,, 2017). Vzhledem k tomu, ze byl prokazan pienos infekce
prostfednictvim potravy, respektive tkani kofisti, ktera byla infikovana (Hinney et
al., 2016), je pravdépodobné, ze se mikrosporidie rodu Encephalitozoon S§iti
v arktickych oblastech Castéji predacni cestou. Encephalitozoon cuniculi, ktery byl
v této praci nejcastéji detekovan, je Castym parazitem hlodavca a drobnych savci,
kteti jsou Castou kofisti liSek (Hinney et al., 2016). Nizsi prevalence E. hellem, v této
praci odpovida diive popsanym udajim. Tento druh, ktery je specificky pro ptaky, se
u savcu vyskytuje jen ojedinéle (Rosell et al., 2016). Zdrojem infekce E. hellem pro
lisky mohou byt rtizni ptéci, ktefi se stali jejich kofisti (Hinney et al., 2016).

Zjisténd nizka intenzita infekce mikrosporidii rodt FEmncephalitozoon a
Enterocytozoon muze znamenat ze lisky, ze kterych pochéazely vysSetrované vzorky se
pravdépodobné nachazely chronické fazi infekce. Obdobn¢ vysoké intenzity infekci
byly zjistény v chronické fazi infekce u experimentdlné infikovanych mysi (Sak et

al., 2017).
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6 Zavér

Vysledky této prace ukazaly, ze liSky polarni Zijici na Bylotové ostrové v Kanadé
jsou velmi malo nebo viibec parazitovany kryptosporidiemi, respektive giardiemi.
Naopak infekce zplsobené mikrosporidiemi rodu Encephalitozoon jsou relativné
Casté.

Prestoze nebyly u liSek detekovany prijmové infekce, nelze zvySeny vyskyt E.
cuniculi infekci podcenovat. Systémové rozsifeni tohoto parazita, které nebylo
predmétem studia této prace, by mohlo vyrazné¢ ovlivnit zdravotni stav liSek
polarnich, zejména mléd’at, pro které mize byt infekce touto mikrosporidii letalni.

LisSky polarni, v porovnani s jinymi druhy volné Zijicich zvifat, nepfedstavuji

vyrazné riziko pienosu zoonotickych protist na ¢loveka.
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