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Annotation:
The incidence of potential agents of parasitic zoonoses in
Svalbard

In my thesis | have studied the occurrence of selected parasitic zoonoses in
terrestrial vertebrates on Svalbard. Parasitic examination was focused on ascertaining of
the presence of cryptosporidia, microsporidia and giardia. There were 87 samples of
excrements of 12 animal species.

In Svalbard, only 3 species of terrestrial mammals occure. Originally there were
only the svalbard reindeer (Rangifer tarandus platyrhynchus) and the arctic fox (Alopex
lagopus). In the first half of the 20™ century east european vole (Microtus levis) has
been introduced there probably from Russia — region of Petersburg. In this archipelago
there can be found different birds species in summer and the only one who winter there
is the rock ptarmigan (Lagopus muta).

The samples were analyzed by microscopy of stained smears and by molecular
methods. For microscopic examination the staining by Milacek — Vitovec was used to
find out the presence of oocysts of cryptosporidia in animal excrements. The molecular
diagnostics of cryptosporidia, microsporidia and giardia was done using the polymerase
chain reaction (PCR). The positive detection was followed by the sequential analyses
which proved the presence of cryptosporidia: C. parvum in Anser brachyrhynchus,
Cryptosporidium goose genotype Il in Branta leucopsis and C. muris TS 03 in Rangifer
tarandus platyrhynchus. Also the presence of Encephalitozoon. cuniculi genoype Il in
three samples of Rangifer tarandus platyrhynchus, one sample of Alopex lagopus and
one sample of Branta leucopsis was proved. Another recognized kind of microsporidia
was Enterocytozoon bieneusi in Rangifer tarandus platyrhynchus and Anser
brachyrhynchus. Both findings present new genotypes of microsporidia.

These findings proved that the extreme conditions of high Arctic on Svalbard

enable spreading of intestinal unicellular parasites, cryptosporidia and microsoridia.
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Uvod

O vyznamném vlivu mnohych parazitarnich infekci z tropickych oblasti na
zdravi Clovéka toho bylo pomérné hodné publikovano. Avsak Iékaisky a veterinarné
duleziti paraziti se nachazeji 1 v arktickych oblastech, ze kterych je naopak informaci o
jejich vyskytu velice malo. Ptitom lov zvéte s nedostate¢nou kontrolou masa nebo piti
povrchové vody, ktera miize byt kontaminovana vykaly infikované zvére, predstavuje
pro ¢lovéka riziko.

Touto praci jsem zjiSt'ovala pfitomnost jednobunéénych parazitii, kryptosporidii,

cey

mikrosporidii a giardii, v trusu divoce zijicich zvitat z oblasti vysoké Arktidy.



1. Soucasny stav
1.1.  Kryptosporidie
1.1.1. Taxonomie

Kryptosporidie patfi mezi eukaryotické organismy fiSe prvoki, kmene
Apicomlexa a tfidy Cryptosporidiae. Dfive se rod Cryptosporidium tadil ke kokcidiim,
ale genova sekvenéni analyza svédéi o vétsi podobnosti k hromadinkam také z kmene
Apicomplexa (Carreno et al. 1999). Jde o jednobunécné parazity, ktefi infikuji epitel
gastrointestindlniho a dychaciho traktu riznych obratlovcl, véetné clovéka
(O'Donoghue 1995). Infekce zplisobené témito parazity se vyskytuji v celém svéte.
Podle pritomnosti vyvojovych stadii Vv hostiteli rozeznavame kryptosporidie napadajici
epitel zaludeCnich Zlaz a kryptosporidie napadajici enterocyty ve stievech. N&které
druhy jsou patogenni a mohou vyvolat akutni nebo chronickou infekci, zatimco
pritomnost nekterych druhi nemusi vyvolat zZadné onemocnéni. V soucasné dobé
existuje 26 validnich druhi rodu Cryptosporidium (Tab. 1). Pivodné se piedpokladalo,
ze izolaty z jednoho druhu obratlovcil, nemohou byt infekéni pro hostitele jinych druhti
(Fayer et al. 1990), tedy Zze maji striktni hostitelskou specifitu. Tuto domnénku vyvratily

studie mezidruhovych infekci (Levine 1984).



Tab. 1: Validni druhy Zalude¢nich a stfevnich kryptosporidii

ZALUDECNI KRYPTOSPORIDIE

DRUH HOSTITEL AUTORI POPISU
C. andesoni skot Lindsay et al. 2000
C. fragile obojzivelnici | Jirkl et al. 2008
C. galli ptaci Pavlasek 1999
C. molnari ryby Alvarez-Pellitero et Sitja-Bonadilla 2002
C. muris hlodavci Tyzzer 1907
C. serpentis plazi Levine 1980

STREVNI KRYPTOSPORIDIE

DRUH HOSTITEL AUTORI POPISU
C. baileyi* driibez Current et al. 1986
C. bovis skot Fayer et al. 2005
C. canis psi Fayer et al. 2001
C. cuniculus kralici Inman et Takeuchi 1979
C. ducismarci zelvy Traversa 2010
C. fayeri klokani Ryan et al. 2008
C. felis kocky Iseki 1979
C. hominis ¢lovek Morgan-Ryan et al. 2002
C. macropodum klokani Power-Ryan et al. 2008
C. meleagridis ptaci Slavin 1995
C. nasoris ryby Hoover et al. 1981
C. parvum savci Tyzzer 1912
C. ryanae skot Fayer et al. 2008
C. scophthalmi platys Alvarez-Pellitero et al. 2004
C. suis prasata Ryan et al. 2004
C. tyzzeri mysi Ren et al. 2011
C. ubiquitum skot Fayer et al. 2010
C. varanii plazi Pavlasek et al. 1995
C. wrairi morcata Vetterling et al. 1971
C. xiaoi ovce Fayer et Santin 2009

*

infikuje gastrointestinalni trakt, respiracni trakt a kloaku




1.1.2. Vyvojovy cyklus

Primarnim mistem infekce pro C. hominis, C. parvum a dalsi stievni
kryptosporidie je tenké stfevo. Zalude¢ni druhy jako C. muris, C. andersoni a C.
serpentis napadaji epitel zaludku. Zvlastnim druhem je ptaci Cryptosporidium baileyi,
jehoz zivotni cyklus miiZze probihat v gastrointestinalnim traktu, respira¢nim traktu nebo
kloace. Kryptosporidie cely svtij zivotni cyklus, ktery se sklada z asexualni a sexualni
faze, absolvuji v jednom hostiteli.

Endogenni cyklus zacind po pozieni nebo dokonce po inhalaci oocyst.
V organismu hostitele dojde k excystaci zralych oocyst. Z oocysty se uvolni infekéni
sporozoiti a adheruji nejcastéji k epitelu tenkého stieva, ale mohou adherovat i k epitelu
jinych organd. Sporozoiti jsou situovani V parazitarni vakuole a méni se v trofozoity
(= merozoity). Z trofozoiti vznikaji po tfech jadernych délenich meronti (schizonti).
Tento proces se nazyva merogonie (schizogonie). U C. parvum rozliSujeme dva typy
vzniklych merontl. Prvni typ merontd vytvaii 6-8 jader a z kazdého se vytvari merozoit.
Ty déle napadaji epitelidlni buiiky a §ifi tim infekci. Tito merozoiti v nové infikovanych
bunkach prodélaji dal$i merogonii typu I nebo se formuji v meronty II. typu, ktefi
vytvareji 4 merozoity. Pouze merozoiti II. typu jsou schopni se déle sexualné rozmnozit
gametogonii  (gamontogonii), pi1 které vzniknou gamonti (mikrogamonti a
makrogamonti). Z mikrogamontii vznikaji mikrogametocyty s 16 pohyblivymi
mikrogametami. Zrald mikrogameta poté oplodni makrogametu a tim vznikne zygota,
ktera dale prodela sporogonii. Pfi sporogonii se ve zralé oocysté vytvoii 4 sporozoiti.
Mohou vzniknout dva typy oocyst. VétSinou (80 %) jde o oocysty silnosténné, které
jsou vykaly uvolnovany ven z téla hostitele a §ifi tim infekci mezi ostatni hostitele.
Zbylych 20 % tvofi oocysty tenkosténné, které excystuji v hostiteli a zpisobuji
autoinfekci (Fayer et al. 1997, Fayer et Xiao 2008).
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1.1.3. Historie

O ptitomnosti nakazy Cryptosporidium spp. svédéi nalezy v koprolitech
lidského ptivodu na sttedosevernim pobiezi Peru z doby 4 300 let pt. Kristem (Ortega et
Bonavia 2003). Prvnim popsanym druhem, nachéazejicim se v zaludecnich Zzlazach
laboratornich mysi, bylo Cryptosporidium muris (Tyzzer 1907). Detailngji parazita
popsal az o tfi roky pozdéji a podle nové zjisténych informaci navrhl novy rod
Cryptosporidium a C. muris jeho druhem (Tyzzer 1910). V roce 1912 Tyzzer popsal
dalsi novy druh, Cryptosporidium parvum, ktery se nachazel v tenkém stievé
laboratornich mysi (Tyzzer 1912). Experimentalnim infikovanim mysi demonstroval, Ze
C. parvum se vyviji pouze v tenkém stfevé a ze jeho oocysty jsou mensi nez oocysty
C.muris. V roce 1929 Tyzzer nejasné popsal vyvojové faze parazita kufat, o kterém si
myslel, ze jde o C. parvum (Tyzzer 1929). Téméf 50 let od Tyzzerovi prvni publikace
nebyla problematika kryptosporidii dale rozvijena, protoze nebyly kryptosporidie
povazovany za ekonomicky, medicinsky nebo veterinarné¢ vyznamné. V roce 1955 byl
popsan novy druh Cryptosporidium meleagridis zptsobujici onemocnéni a tmrti krit
(Slavin  1955). Zajem o studium tohoto druhu vzbudil roku 1970 pfipad
kryptosporidiozy u telat (Panciera et al. 1971, Meutin et al. 1974).

Prvni dvé zpravy o infekci u ¢loveéka pochazi z roku 1976 (Meisel et al. 1976,
Nime et al. 1976). Infikovano bylo 3 roky staré dit€ a 39 let stary muZ se sniZenou
imunitou. Kromé infekci u lidi se béhem desetileti objevily v témé&f 40 publikacich
pripady infekce u skotu, ovci, prasat, koni, krit, kralikd, opic, hadli a morcat.
Celosvétovy zajem o studium organismi z rodu Cryptosporidium vzbudila zprava o
vyskytu tézkych prijmi u nékolika muzl se syndromem ziskané imunodeficience AIDS
(Acquired Immune Deficiency Syndrome, AIDS), jejichz pii¢inou byly kryptosporidie
(Goldfarb et al. 1982).
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1.1.4. Kryptosporidioza

Toto onemocnéni patii mezi zoondzy a oportunni infekce. Vznika infikovanim
hostitele odolnymi oocystami kryptosporidii. Nakaza postihuje osoby vsech vékovych
skupin. Projevuje se nekrvavymi vodnatymi prijmy cholerového charakteru s dal$imi
gastrointestinalnimi obtizemi a celkovou vycCerpanosti (Petersen 1992). Prib¢h infekce
je zavisly pfedev§im na imunitnim stavu hostitele a druhu parazita (Tzipori et Ward
2002). U imunokompetentnich jedinci ma onemocnéni vétSinou docasny charakter a
ustoupi béhem nékolika tydni. Naopak u jedinci se sniZzenou imunitou ma
kryptosporidiéza dramaticky prabéhem s zivot ohrozujicimi nasledky, kterymi je
dehydratace, rozvrat rovnovahy elektrolyti a hubnuti zptisobené neschopnosti stfeva
resorbovat Ziviny. U té€chto osob ¢asto dochézi k diseminaci parazita do epitelu jinych
organt. VétSina infekcei u savel, véetné ¢lovéka, byla dfive publikovana s C. parvum
jako puvodcem (Tzipori 1988, Petersen 1993). V soucasné dob¢ se tento druh rozpadl
na fadu jinych druhti a genotypu.

Onemocnéni diagnostikujeme mikroskopickym nalezem oocyst ve vykalech. U
C. parvum také mizeme nalézt vyvojova stadia parazita v duodenalni biopsii (Bednaf et
al. 1996).

1.1.5. Cesty prenosu

Oocysty kryptosporidii jsou piendSeny piedevsim fekalné ordlni cestou.
K pfenosu nakazy na ¢lovéka mutize dojit i blizkym kontaktem s infikovanou osobou a
béhem pecovani o infikovana zvifata. Na Cloveéka je nejcastéji pfenesena z mladych
telat, u kterych zptsobuje t€zké prujmy (Castro-Hermida et al. 2006, Maddox-Hyttel et
al. 2006)

Dal§i moZnou cestou nakazy je piti infikované vody a rekreacni aktivity
V kontaminovanych vodnich zdrojich. Minimalni mnozstvi oocyst, které je schopno
vyvolat infekci touto cestou pienosu je 10 (DuPont et al. 1995, Okhuysen et al. 1999).
Ve vodnim prostiedi jsou oocysty schopny piezit nékolik mésict az let (Ramirez et al.

2004, Fayer 2004). V roce 1993 prob&hla masivni infekce zptisobena kontaminovanou
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pitnou vodou v Milwaukee, Wisconsin, kde bylo odhadem infikovano 403 000 lidi
(MacKenzie et al. 1994).

Oocysty se také mohou nachazet v Cerstvé zeleniné, do které se dostanou pfi
zavlazovani (Ortega et al. 1997). Mozny je i pfenos hnojenim lidskou stolici nebo
trusem zvitat infikovanych jedinc.

Preventivni opatfeni jsou zaméfena na eliminaci oocyst ve vnéjSim prostiedi a
Vv pitné vodé. K dekontaminaci prostiedi se doporucuje pouzivat sterilizaci horkou parou
nebo plynovani ¢pavkem. V ohrozenych oblastech se pro prevenci doporucuje piti
pouze prevarené vody nebo balenych napoji. V neposledni fadé je dilezité¢ dodrzovat

osobni hygienu (Jira 2009).
1.1.6. Vyskyt v arktickych oblastech

Pted neptiznivymi vlivy vnéj$iho prostiedi chrani sporozoity, infekéni stddia
kryptosporidii, obaly oocysty a tim jim je umoznéna dlouhodoba infektivita (Fayer
2004). Zivotaschopnost oocyst se zkracuje pii poklesu teplot pod 5 °C (Fayer et al.
1998, Jenkins et al. 2003, King et al. 2005).

Ne&které druhy jelenovitych v Norsku mohou byt infikovany kryptosporidiemi a
jsou zdrojem kontaminace vodnich zdroji nebo potencidlnim zdrojem nakazy pro
doméci zvifata (Hamnes et al. 2006a). Infekce byla diagnostikovana napt. u jelend
(Cervus elaphus), srncti (Capreolus capreolus) a sobu (Rangifer tarandus) (Deng et
Cliver 1999, Korsholm et Henriksen 1984, Siefker et al. 2002).

Vzhledem k tomu, ze norské lisSky velmi Casto sdileji stejnou lokalitu jako
jelenoviti a pokud dojde k jejich thynu, jsou pro n€ i moznym zdrojem potravy, miize
snadno dojit k pfenosu a dalSimu Sifeni infekce. V roce 2007 byly v jedné studii
rozpozndny oocysty kryptosporidii v trusu 6 liSek. Morfologie oocyst se shodovala
s popsanymi druhy C. parvum a dalsimi C. parvum podobnymi druhy, v¢etné C. canis.
U vétsiny zvitfat byla popséna 1 dal$i infekce sttevnimi parazity (hlistice a kokcidie).

VSechny pozitivni vzorky obsahovaly velmi malo oocyst (Hamnes et al. 2007).
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1.2.  Mikrosporidie
1.2.1. Taxonomie

Mikrosporidie jsou mali obligatni jednobuné¢ni paraziti fazeni do samostatného
kmene Microspora (Weber et al. 1994). Bylo popsano témet 1000 druhd zarazenych do
vice nez 100 rodid (Sprague et al. 1992). Ackoliv mikrosporidiim chybi mitochondrie a
peroxizomy (Hirt et al. 1999), jsou piesto fazeni mezi prava eukaryota, protoze maji
jédro s jadernym obalem, intracytoplasmaticky systém membran a déleni chromosomu
pomoci déliciho vieténka (Canning et al. 1986).

Pivodné se mikrosporidie zafazovaly mezi Protozoa. Pozdé&ji bylo zjisténo, ze
mikrosporidie patfi bud’ pfimo mezi houby, nebo organismy houbam piibuzné (Hirt et
al.  1999). Mikrosporidie se shoubami shoduji i v citlivosti Kk nékterym
chemoterapeutikim, napft. jsou citlivé k fungicidnim benzimidazolim (Edlind et al.
1996, Li et al. 1996). Dale bylo zjisténo, Ze mikrosporidie maji nékteré strukturni
znaky, diky kterym jsou fazeny k houbam (napf. pfitomnost chitinu ve sténé spor,
nepiitomnost biciku) a nékteré znaky, které je naopak od hub odliSuji (napt. zplisob
infekce hostitelského organismu, nepfitomnost mitochondrii, peroxisoml a velikost

ribozomi) (Voigt et Kirk 2011).
1.2.2. Historie

Roku 1857 Négeli poprvé popsal mikrosporidii u housenky bource morusového
a pojmenoval ji Nosema bombycis (Négeli 1857). Zpocatku bylo nejvice studii
provadéno se zaméfenim na vyskyt mikrosporidii u hmyzu (Franzen 2008), pozdéji
vSak byla popsana fada lidskych infekci, zejména u pacienti s AIDS (Canning et
Hollister 1992a). Jako piavodci onemocnéni byly nalezeny i u pfijemci organd,
cestovateld, déti, osob s kontaktnimi ¢ockami a senior (Didier 2005). Mikrosporidie
mohou zpisobit intestinalni, o¢ni, svalova a plicni onemocnéni (Weber et al. 1994).
Prvni mikrosporididza u lidi byla popsana v roce 1959 (Matsubayashi et al. 1959). Do

roku 1985 bylo dobfe zdokumentovéano a popsano pouze 10 piipadl tohoto onemocnéni
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u lidi. Vté dobé byl ve Francii u HIV — pozitivnich osob popsan novy druh

Enterocytozoon bienuesi (Desportes et al. 1985).
1.2.3. Vyvojovy cyklus

K infikovani hostitele dochazi nejcastéji pozitim nebo inhalaci spor, jejichz
velikost se u sav¢ich hostitelll pohybuje mezi 1-3 um. V hostitelské buice poté probiha
vyvoj mikrosporidii. K infekei hostitelské buniky mikrosporidiim slouzi vystielovaci
aparat a polaroplast (Larsson 1999). Po vniknuti spéry do nového hostitele je hostitelska
buiika injikovdna sporoplasmou pomoci poldrni trubice. Vytlaceni polarni trubice je
zavislé na rychlém ptisunu vody do spory a na predpokladané funkci aquaporinu. Jako
aguaporiny jsou oznacovany proteiny vyskytujici se u rostlinnych a zivoc¢isnych bungk,
V nichZ tvoii selektivné transmembranové vodni kandly, které jsou nepropustné pro
ionty a metabolity. Také ovliviiuji osmotické procesy. U jednoho z lidskych patogeni,
E. cuniculi, je umoznéna piedpokladana identifikace aquaporinu diky sekvenéni analyze
(Ghosh et al. 2006). Pti napadeni hostitelské buiiky se kromé& polarni trubice uplatiuje 1
fagocytoza.

Procesem zvanym merogonie (schizogonie) se zahajuje prvni faze - proliferativni
faze, pti které se zarodek v hostitelské bunce méni v meront. Uvniti bunky dochézi
k velkému namnoZeni merontli, nej¢astéji intranuklearni mitézou. Stadium merontd je
obklopeno plazmatickou membranou a mé tvar okrouhlé, nepravidelné nebo protahlé
buiky.

Vyvoj dale pokracuje sporogonii, kdy se meronti zméni ve sporonty. Ty maji
elektrodenzni povrchovy povlak, ze kterého vznikd vnéj$i vrstva zralé spory. Ze
sporontd vzniknou sporoblasty, které se piimo diferencuji v plné vyvinuté spory.
Vzniklé spory piedstavuji jedinou Zivotni formu mikrosporidii, kterd se vyskytuje mimo
hostitelskou buniku. Spory mohou mit vejcity, elipsovity nebo hruSkovity tvar. Sténa
spory je tvofena, jak je jiz vySe uvedeno, z vn¢jsi elektrodenzni bilkovinné exospory a
z vnitini silngjsi endospory, kterd obsahuje chitin. Spory jsou uvoliovany z hostitele a

mohou byt zdrojem infekce (Volf et Hordk 2007).
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1.2.4. Mikrosporidioza

Mikrosporidie zplsobuji onemocnéni nazyvané mikrosporidioza. Toto
onemocnéni jsou schopny vyvolat u vétSiny bezobratlych a vSech tiid obratlovca
(Canning et al. 1986, Sprague et Vavra 1976). Veliky ekonomicky vyznam maji v
tropickém sladkovodnim rybafstvi, komer¢nim chovu ryb, vcelafstvi a hedvabnictvi
(Wittner 1999). Tato infekce muze zpusobovat cerebralni, okuldrni, nasalni,
pulmondlni, gastrointestindlni, rendlni, muskuldrni nebo multiorgdnové onemocnéni.
Zavazna onemocnéni zplisobuji u imunosuprimovanych osob — napt.: osoby infikované
virem HIV (Orenstein et al. 1997). Vyskytuje se jako importovana nakaza u cizinct
ptijizd¢jicich z tropickych oblasti. U imunokompetentnich osob probihd jako
kratkodobé prijmové onemocnéni (Lopez- Velez et al. 1999). Druhy mikrosporidii
vyskytujicich se u lidi jsou uvedeny v Tabulce 2. Mikrosporidie jsou do prostiedi
uvoliiovany stolici, mo¢i nebo sekrety zdychacich cest. Moznym zdrojem
mikrosporidiové infekce jsou osoby i zvifata (Mathis et al. 2005). Tomu nasvédcuje i
pozitivni nalez u ditéte, které bylo v kontaktu se $ténaty infikovanymi E. cuniculi
(Maclnnes et Stewart 1991). Zdrojem lidské nakazy mize dale byt hmyz nebo
kontaminované potraviny. Vzhledem k tomu, Ze je vyskyt mikrosporidii u nékterych
zivocichil ubikvitni, je expozice ndkaze skoro nevyhnutelna.

Urcité riziko nakazy predstavuji vodni zdroje. Je to pfedevS§im diky tomu, Ze
mikrosporidie opoustéji infikovaného hostitele pifedevsim vykaly a moéi a tim mohou
kontaminovat vodu. Spory jsou ve vod¢ schopny prezivat i nékolik mésict a kviili jejich
malé velikosti je obtizné zachytit je filtraci (Franzen et Miiller 1999). Existuje zprava o
epidemii z kontaminované vody (Cotte et al. 1999).

Klinické ptiznaky se odliSuji v zavislosti na druhu mikrosporidie a na stavu
imunitniho systému hostitele. Stievni mikrosporidie, predevs§im E. bieneusi, zpisobuji
histologické zmény v duodenu, tenkém 1 tlustém stfevé a rektu (Rabeneck et al. 1995).
Nastava atrofie a fuze klkii, prodlouzeni krypt a vyprazdnéni poharkovych bunék.
Parazité se nachazeji v apikalni oblasti enterocytll a zptsobuji predevs§im prijem.

V ocich se mikrosporidie vyskytuji ve spojivce a rohovce (Schwartz et al. 1993).

Klinickymi projevy jsou bolestivost a zarudnuti s nasledujicim zhorSenim ptiznaki 1
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vidéni po pouziti steroidni 1é¢by. Postizeny mohou byt osoby s poruchou imunity i

imunokompetentni jedinci (Chan et al. 2003).

Tab. 2: Druhy mikrosporidii vyskytujicich se u lidi

Brachiola algerae Microsporidium ceylonensis
Brachiola vesicularum Nosema ocularum
Encephalitozoon cuniculi Pleistophora ronneafiei
Encephalitozoon hellem Trachipleistophora hominis
Encephalitozoon intestinalis Trachipleistophora antropophtera
Enterocytozoon bieneusi Vittaforma corneae
Microsporidium africanum

1.2.5. Epidemiologie

Mikrosporidie, jako oportunni paraziti, maji geopolitni rozsifeni a ptipady lidské
mikrosporididzy byly hlaSeny z celého svéta, vétSinou u HIV- infikovanych pacientti
(Bryan et al. 1991, Canning et Hollister 1992b). Nejvyssi vyskyt onemocnéni u osob se
snizenou imunitou je hlasen z Australie, severni Ameriky a zapadni Evropy (Weber et
al. 1994). V arktickych oblastech nebyl dosud vyskyt mikrosporidii intenzivné
studovan.

Vyskyt infekce u imunokompetentnich osob je spojovany s pobytem
Vv tropickych a subtropickych oblastech (Sandfort et al. 1994). V Africe byla hlaSena
infekce u 8 déti, které zily v oblasti s nizkym vyskytem HIV, ale stav imunity u téchto
déti byl neznamy (Bretagne et al. 1993). Mikrosporidie byly také nalezeny ve stolici

cey

osob, opé€t s neznamym stavem imunity, zijicich v Mexiku (Enriques et al. 1998).
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1.2.6. Vyskyt v arktickych oblastech

V Norsku byla provedena studie, ktera se zabyvala vyskytem E. cuniculi u
arktickych lisek (Alopex lagopus). Onemocnéni encephylitozoondza, které u nich
vyvolava, se rozviji 1 — 3 mésice po narozeni a zpusobuje v jejich chovech velké ztraty

(Akerstedt 2002).
1.3. Giardie

1.3.1. Taxonomie

Sarcomastigophora, podkmene Mastigophora, tfidy Zoomastigophorea a celedé
Hexamitidae (Morrison et al. 2007). Nové systematické zatazeni, které je zalozeno na
genetickych, strukturdlnich a biochemickych poznatcich, tadi giardie do kmene
Metamonada, podkmene Trichozoa, tfidy Trepomonadea a rodu Giardia (Cavalier-
Smith 2003). Prvni giardie byla detailnéji popsana roku 1859. Od té doby, bylo popsano
pres 50 odlisSnych druhti, pfedevs§im na zakladé jejich hostitelské specifity.

Giardie se fadi mezi jednobunétné eukaryotické organismy, 1 kdyZ jim chybi
kompartmenty typické pro eukaryota, jako jsou mitochondrie, peroxizomy a
mikroskopicky prokazatelny Golgiho komplex. Na zaklad¢ svételné a elektronové
mikroskopie bylo rozliSeno 6 druht giardii (Adam 2001). Pét druhi piedstavujici
izolaty z obojzivelnikt (G. agilis), ptaka (G. ardeae, G. psittaci), mysi (G.muris) a
ondater (G. microti) (Caccio et al. 2005, McRoberts et al. 1996, Adam 2001). Jako
Sesty druh je uvedena skupina kment izolovanych z velkého mnozstvi jinych savcich
hostitelti seskupenych podle Filice (1952) do jednoho druhu G. duodenalis, protoze maji
stejné morfologické znaky. Pozd¢ji byly vSechny druhy definovany pomoci rRNA. U
posledniho zminéného druhu- G. duodenalis se miizeme setkat s mnoha synonymy, jako
napt.. G. intestinalis, G. enterica, G. lamblia, Lamblia intestinalis. Podle zasad

mezinarodniho kddu zoologické nomenklatury se pouziva pojmenovani G. intestinalis.
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1.3.2. Vyvojovy cyklus

Z cyst, které se dostanou do hostitele, se uvoliiuje trofozoit hruskovitého tvaru,
ktery se pomoci piisavného (adhezniho) disku pfichycuje k enterocytim horni casti
tenkého stieva (duodenum, jejunum). Tento disk je tvofen ojedinélou bunécnou
strukturou a byl popsan pouze u rodu Giardia. Jeho bunénou stavbou se zabyvaji
nekteré studie, napi.: Elmendorf et al. 2003. Dale maji giardie 4 pary bicika (anteriorni,
posteriorni, kaudalni, ventralni) a 2 jadra, kterd jsou k bi¢ikiim ukotvena. Spojeni bylo
také pozorovano mezi jadry a diskem (Benchimol 2005).

Trofozoit pifijima na dorzalnim povrchu a ve stfedni oblasti adhezniho disku jako
potravu hlenovity stievni sekret procesem, ktery se nazyva endocytdza (pinocytdza).
Jako ochranu si parazit tvoii proteiny, které se uvoliiuji do prostiedi a chrani ho pted
sttevnimi protézami a zlucovymi solemi hostitele.

K jeho rozmnozovani dochazi podvojnym délenim. Proces déleni je popisovan
nékolika zptisoby. Jeden zptisob popisuje Ghosh et al. (2001) a to tak, Ze d€leni probiha
se zrcadlovou symetrii v roviné disku, kdy levé jadro matetské bunky se stdva pravym
jadrem dcefiné bunky. V dalsi studii je popisovano neobvyklé mitotické chovani, kdy se
déleni jadra zucastiiuje adhezni disk (Benchimol 2004). V posledni fazi se vytvari
Vv tlustém stfeve cysta, kterd obsahuje 4 jadra a predstavuje klidovou formu. Vytvoreni
cysty (encystaci) podporuje mirn€ alkalické prostfedi, Zlu€ové soli a mastné kyseliny.
Cely proces formovani cyst, bchem kterého se ztraci pohyblivost a schopnost adheze,
trva 12 — 14 hodin. Cysta je odolna viic¢i vliviim vnéjsiho prostfedi. Hostitel se infikuje

polknutim cysty, ktera ve stievé excystuje (Jira 2009).
1.3.3. Hostitelska specifita

Izolaty giardii z ¢loveéka a jinych savci se déli na 2 hlavni genetické skupiny
(assemblages)- A a B a kazda z nich zahrnuje nékolik genetickych podskupin. Nejvetsi
riziko zoonotického pfenosu predstavuji genotypy ze skupiny A. MenSim rizikem jsou
genotypy ze skupiny B (Thompson 2000). Lidé, hospodéiska zvitata, psi, kocky a

nékteré druhy volné Zijicich zvitat (napf.: lisky, danck, sob a opice) jsou pfirozenymi
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hostiteli G. intestinalis skupiny A (Geurden et al. 2008, Leonhard et al. 2007, Robertson
at al. 2007, Souza et al. 2007). Lidé, psi, morcata, kralici, hospodarska zvifata a nékteré
druhy volné Zzijicich zvifat (napf.: bobr, makak, Simpanz, kojot a norska Cervena liska)
jsou ptirozenymi hostiteli G. intestinalis skupiny B (Castro-Hermida et al. 2007, Coklin
et al. 2007, Itagaki et al. 2005, Minvielle et al. 2008). Cysty giardii skupiny A i B byly

cey

nalezeny v trusu divoce Zijicich ptakt (Kuhn et al. 2002, Plutzer et Tomor 2009).
1.3.4. Giardioza

Giardie, stejné jako vySe uvedené kryptosporidie, jsou béZnymi stfevnimi parazity
¢lovéka a domacich zvirat. Stale vice nalezl je i u volné Zijicich zvifat, protoze se na né
soucasn¢ studie zacinaji vice zamérovat (Fayer 2004, Thompson 2004, Thompson et
Monis 2004, Appelbee et al. 2005). Toto onemocnéni se projevuje priijmem, bolesti
bficha, pocitem slabosti a dal§imi doprovazejicimi pfiznaky. Stolice miize obsahovat
hlen, ale neosahuje krev ani bunécné elementy. K onemocnéni jsou zvlaste citlivé déti,
u kterych muaze vyvolat malabsorpéni syndrom (Bednat et al. 1996). Pfitomnost giardii
je klinicky vyznamna piedevsim u lidi, psti a kocek. U zvifat tato infekce asto probiha
asymptomaticky (Thompson et Monis 2004). I kdyz byly provedeny studie, které
ukazuji, ze giardie mohou byt pfi¢inou prijymi u telat (Xiao et al. 1993, O’Handley et
al. 2000). Divoce Zzijici zvifata mohou byt rezervoarem infekce pro ¢lovéka 1 domaci
zvifata a mohou myt moznym zdrojem kontaminace zasob vody (Hamnes et al. 2006D).

K nékaze dochdzi peroralné, pozienim infekcénich cyst a 3 dny po infikovani
mohou byt cysty nalezeny ve stolici nové infikovaného hostitele. Maximum
vyluCovanych cyst miize byt az 10° cyst na gram trusu u mladych zvifat, vzhledem
k pomalému rozvoji imunity u hostitele (Yanke et al., 1998, O'Handley et al. 2003).
Mladé zvifata proto mohou byt povazovana za hlavni zdroj infekce pro vnimavého
hostitele. Rozvoj imunity vede ke snizeni poctu vyluCovanych cyst (Xiao et al. 1994,
Nydam et al. 2001). Dospélé hostitele vSak nemlzeme jako zdroj infekce vyloudit,
protoze i mensi pocet cyst (1-10/ gram trusu), které vylucuji, postaci k vyvolani infekce
(Schaefer et al. 1991; Caccio et al. 2005). Pivodcem giardidzy u ¢lovéka je pouze G.

intestinalis.
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1.3.5. Cesty pifenosu

Cysty giardii jsou pfenaseny fekalné-ordlni cestou, a to bud pifimo, nebo
nepfimo. Potencialni mechanismy pienosu jsou: z Cloveéka na Clovéka, ze zvifete na
zvite, zoonoticky ptenos (ze zvifete na cloveéka, z ¢lovéka na zvife) nebo pitim, rekreaci
a pouzivanim kontaminované vody (Karanis et al. 2007, Porter et al. 1990, Shields et al.
2008, Takizawa et al. 2009).

Do roku 2004 bylo po celém svété hldSeno vice nez 100 piipadi giardidzy
zpusobené vodnimi zdroji (Karanis et al. 2007). Béhem let 2008 — 2010 souvisi
vypuknuti giardiézy s pitim vody na Floridé a v New Hampshire (USA) (Daly et al.
2010, Eisenstein et al. 2008). Jednim z nejvétsich piipadi giardidzy souvisejici s pitim
kontaminované vody byl ptipad v roce 2004 v Norsku, kdy se nakazilo kolem 1500 lidi.
Genotypovani cyst giardii, které kontaminovaly vodu, nebylo moZzné (Robertson et al.
2006).

Pozornost je tieba vénovat kontaminaci ovoce, zeleniny a korySu cystami,
protoZe tyto potraviny jsou Casto konzumovany bez tepelné tpravy (Blasi et al. 2008,
Pozio 2008). Ptikladem je studie provadéna na vzorcich fefichy, Spenatu a rukoly, ve
kterych byla nalezena jedna cysta giardii na 50 g vzorku (Cook et al. 2007). Studie
zamétené na Clenské staty Evropské unie (27 stath) zjistily, ze ptivodci parazitarniho
onemocnéni jsou pfendSeni potravinami s riznym vyskytem, v zavislosti na zemi,
podminkach Zivotniho prostiedi, lidském chovani a socialné ekonomické urovni (Pozio
2008).

Studie, které pouzivaly cysty giardii izolované z ¢loveka 1 zvitat dokazuji, ze je
mozny pienos ze zvifete na Clovéka a naopak (Monis et Thompson 2003). Mnoho
autortl fesi problematiku zoonotického pienosu G. intestinalis (van Keulen et al. 2002,
Traub et al. 2004, Lalle et al. 2005, Savioli et al. 2006), ale tato problematika stale neni
jasna. Giardie byly hlaSeny u uzitkovych zvitat po celém svéte (Geurden et al. 2010).
VétSina studii je zaméfena na vyskyt giardii u dobytka a hus chovanych na farmeé

(O'Handley et al. 1999, Castro-Hermida et al. 2005).
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1.3.6. Vyskyt v arktickych oblastech

Ve vysoké Arktidé dosud nebyl dosud popsan vyskyt giardii, ale v nizké Arktidé
byly diagnostikovany v nékolika piipadech. VétSina udaji o vyskytu giardii u volné
zijicich zvitat pochazi z vyzkumii suchozemskych savctl, které posuzovaly moznost
pfenosu na domaci zvifata nebo na ¢lovéka. Jednim z nejvétsich zdrojii kontaminace
vody jsou bobfti, dokonce v Severni Americe je giardidza bézné oznacovana jako ,,bobii
horecka®. Diky pfitomnosti cyst giardii (a také oocyst kryptosporidii) v trusu zvitat,
ktery byl nalezen v blizkosti vodnich tokli pouzivanych k lidské spotiebé€, jsou tyto
zvitata povazovana za zdroj kontaminace (Heitman et al. 2002).

Cysty giardii byly popsany v trusu lisky obecné (Vulpes vulpes), z vychodniho,
sttedniho a severniho Norska. VétSina pozitivnich vzorkti obsahovala pomérné malo
cyst, ale u jednoho vzorku (dospély samec) z vychodniho Norska byla diagnostikovdna
silnd infekce (Hamnes et al. 2007). Vyskyt giargii v Norsku byl studovan i u volné

vey

zijicich druht jelenovitych (Hamnes et al. 2006b).
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2. Cil prace a hypotézy
2.1. Cil prace

Cile mé bakalarské prace byly:
e Zpracovat literarni reSersi o tématu.
e VysSetfit vzorky klasickymi parazitdrnimi metodami.
e Izolovat DNA a pomoci PCR vysetfit trus na ptitomnost kryptosporidii,
mikrosporidii a giardii.
e V piipad¢ pozitivnich nalez ziskané izolaty genotypizovat a porovnat

S jiZz popsanymi nalezy.
2.2.  Hypotézy

H1: Arktické klima neni vhodné pro Sifeni ptvodct stievnich parazitarnich
zoon6z. Na Svalbardu se nevyskytuji kryptosporidie, mikrosporidie a giardie
vubec. Nebo se vyskytuji ve vyznamné nizsich prevalencich nez v ostatnich

Klimatech.
H2: Arktické klima neovliviiuyje vyznamné Sifeni pivodci stfevnich

parazitarnich zoon6z. Na Svalbardu se kryptosporidie, mikrosporidie a giardie

vyskytuji podobné jako v mirném pasmu.
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3. Material a metodika
3.1. VySetiovany material

Pti praci parazitologické skupiny na ¢eské polarni stanici bylo ziskano 87 vzorkt
trusu divoce zijicich zvifat. Vzorky pochéazely ze souostrovi v Severnim ledovém
oceanu severn¢ od evropské pevniny jménem Svalbard, z jeho severni Casti, zejména
Z oblasti zatoky Petunia. Trus pochéazel z 12 druhl zvitat a byl ziskdn béhem 2 vyprav.
Prvni ¢ast (37 vzorkll) byla ziskédna v roce 2010. Druha cast (50 vzorkl) byla ziskdna

v roce 2011. Parazitarni vySetfeni bylo provedeno v obdobi od bfezna 2011 do tnora

2012. Byly odebrany pouze vzorky, u kterych bylo jasné, ze kterych zvirat trus pochazi.
3.1.1. Lokalita

Svalbard (Spicberky, &esky vyznam: Studené pobiezi) je spoleény nazev
souostrovi, které se nachéazi v Severnim ledovém oceanu, ptiblizné¢ 580 km severn¢ od
Norska a 1 000 km od severniho polu. Ostrovy jsou roztrouseny mezi 74° a 81° severni
Sitky a mezi 10° a 34° vychodni délky a jsou pod administrativni spravou Norského
kralovstvi se spravnim stfediskem Longyearbyen. Spicberky je nazev pouze pro nejvétsi
ostrov na zapadé souostrovi (Zapadni Spicberky), ale velmi Casto se toto oznadeni
pouziva pro celé souostrovi a zahrnuje 1 ptilehlé ostrovy Jan Mayne a Medvédi ostrovy
(Bjerngya). Celé souostrovi ma rozlohu 62 748 km? a téméF 80% plochy pokryvaji
ledovce. Nejvyssi vrchol Newtontoppen (Newtondv §tit) na severozapadé dosahuje
vysky 1 717 m. Kromé nejvétiiho ostrova Zapadni Spicberky tvoii souostrovi jesté dalsi
3 vétsi ostrovy: Nordaustlandet (Severovychodni zem¢), Barentsgya (Barentsiiv ostrov),
Edgeoya (Edgelv ostrov) a mnoho dalSich mensich ostrovi.

Toto souostrovi poprvé objevili Vikingové. Prvni historické zpravy pochazi z r.
1191 z islandské kroniky. Na tento objev se zapomenulo a souostrovi opét objevil r.
1596 Holand’an Williem Barents. V 18. stoleti zde byli rusti lovci kozeSinové zvéte.
Rusové s lovem skon¢ili v poloviné 19. stoleti, ale od roku 1800 na souostrovi jezdili za

stejnym ucelem i Norové. Na prelomu 19. a 20. stoleti provedly Svédské a norské
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expedice vyzkum a zaméteni ostrovii. Po prvni svétové vélce se podle mezinarodni
smlouvy z r. 1920 Svalbard dostal pod administrativni spravu Norska. Smluvni strany
(41 statl) maji zajisténa rtizna prava, jako napf. t€Zbu nerostnych surovin a zfizovani
vyzkumnych stanic.

Na ostrovech zvlasté pii pobiezi zije velké mnozstvi stéhovavého ptactva.
Piezimuje zde bélokur rousny (Lagopus lagopus). Ze savci na ostrovech miZzeme najit
napf. polarni lisky, tulené, soby, zavle¢ené hrabose (Microtus laevis) a na pobftezi ledni
medvédy.

Od druhé poloviny 20. stoleti pronikla na Svalbard organizovana turistika
zejména ze severskych a zapadoevropskych zemi. Arkticka ptiroda je velmi zranitelna a
malo odolné proti zdsahlim Cloveka, a proto r. 1991 norsky parlament schvélil zvlastni
opatieni k regulaci turistiky na Svalbardu. Celé souostrovi je rozdéleno do ¢étyi kategorii
ochrany pftirody, v nichz je pfistup turistim usmériiovan od volného pohybu po uplny
zakaz vstupu. Tyto Ctyfi oblasti jsou nasledujici: pfirodni rezervace, narodni parky,

oblasti volné rekreace a exkurzni oblast (Grégr et al. 1997).
3.1.2. VySetiovand zviiata

Alopex lagopus (liska polarni)

Liska polarni ma kratky cenich, kratké zakulacené usi a t€lo mensi nez ptibuzna
liska Cervena (ta na Svalbardu nezije). Je okolo 60 cm dlouhd a jeji ocas méii ptiblizné
30 cm. Arktické lisky vazi 2,5 - 5 kg. V zimé je jejich koziSina silna s hustou vrstvou.
Liska polarni se objevuje ve 2 barvach srsti, bild a modra. Bily druh tvoii 90-97%
populace liSek na Svalbardu.

Liska polarni je cirkumpolarni druh, ktery obyva arktickou tundru. Na Svalbardu
se liSky polarni vyskytuji témét vSude. Od nejvyssich horskych hiebent po moiské
pobfiezi a dokonce i na tlomcich ledu. Hojné se vyskytuji tam, kde je ptistup k dostatku
potravy béhem obdobi rozmnozovani, coz je na zépadnim pobiezi Svalbardu, kde je
mnoho mofskych ptakli a druhii hus. Brzy na jafe se zivi pfedevS§im mlad’aty tuleii
(Phoca hispida) (Lydersen et Gjertz 1986), zatimco v Iét€ jejich stravu tvori velké

mnozstvi motskych ptakt, ktefi hojné prilétaji na souostrovi. Potravni moznosti jsou
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béhem podzimu a zimy omezeny, protoze mnoho ptakti Svalbard opousti v fijnu
(Mehlum 1990). Pies zimu se zivi mrtvymi t€ly sobu (Rangifer tarandus platyrhynchus)
a tulend (Phocidae). Dale je jejich potravou skalni bélokur zijici na Svalbardu (Lagopus
muta hyperborea) a potrava ziskana béhem jara a 1éta (Prestrud 1992, Frafjord 1993). Je
jedinym suchozemskym masozravcem na Svalbardu.

Liska polarni na Svalbardu nema piirozeného nepfitele. Stejné jako u soba
polarniho je pravdépodobné nejcastéjsi pri¢inou umrti hladovéni béhem zimy (Frafjord

1992).

Microtus levis (hrabos§ vychodoevropsky)

Hrabo$ vychodoevropsky ma sedivohnédou srst po téle, kratké usi a kratky ocas
(ten tvoii 1/3 délky téla). Je 10-16 cm dlouhy a vazi pfiblizn€ 30 g. Samci jsou o néco
t&z81 neZ samice. Tento Zivoc€ich byl ndhodné zavlecen na Svalbard a je jedinym malym
druhem savce na souostrovi.

Tento druh se vyskytuje na loukdch a zemédélskych oblastech v Euroasii.
Nejsevernéjsi oblast vyskytu je Finsko. Hrabo§ na Svalbardu pravdépodobné pochdzi
z okoli Petrohradu v Rusku a velmi pravdépodobné byl na Svalbard zavlecen lodni

prepravou v sen¢ (krmivo pro hospodatska zvitata (Kovacs et al. 2006).

Rangifer tarandus platyrhynchus (sob polarni $picbersky)

Rangifer tarandus (sob polarni) se vyskytuje od vysokych arktickych ostrovii po
oblasti tundry a taigy (Leader-Williams 1988). Na souostrovi Svalbard Zije sob polarni
Spicbersky (Rangifer tarandus platyrhynchus), ktery je malym poddruhem Rangifer
tarandus (soba polarniho). Samci jsou podstatné vét$i nez samice a také maji veétsi
parohy. Samci vazi piiblizné 65 kg na jafe a 90 kg na podzim, zatimco samice vazi
pfiblizné€ 53 kg na jafe a 70 kg na podzim. Délka samcti je 160 cm a samice jsou dlouhé
okolo 150 cm. Svalbardsti sobi jsou kratkonozi, maji mensi télo a delsi srst v zimnim
obdobi v porovnani s ostatnimi poddruhy R. tarandus (Degerbel 1957, Banfield 1961).

Srst je na zddech hnéda a na bfise svétld. Behem zimy je srst svétlejsi nez béhem [éta.
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Samctim se tvoii mohutné tézké parohy béhem dubna az Cervence a ztraceji je ¢asné
V zim¢. Samicim zac¢inaji parohy riist v ¢ervnu a obvykle je maji po cely rok.

Sob se nachazi prakticky ve vSech nezalednénych ¢astech souostrovi Svalbard.

Svalbardsky sob ma variabilni stravu a poziva témef vSechny typy vegetace
smalou vyjimkou (jako je arkticky bily vies). Béhem zimy se sob nachazi na
vyvysSeninach, horskych svazich, nahornich ploSinach a ostatnich mistech, kde je malo
sn¢hu. Béhem 1éta se nachazi v oblastech kde je bujnd vegetace, Casto v udolich a
nizinach. Ziviny (tuk) vyuziva béhem zimy, kdy je vegetace nedostupna nebo neni piilis
kvalitni. Usedlym chovanim mohou snizit svou spotiebu energie. Jako dobra izolace
proti studené zimé¢ jim slouzi srst. Nejbeznéjsi ptic¢inou amrti je vyhladovéni (Kovacs et

al. 2006).

Anas crecca (¢irka obecna)

Cirka obecna je nejmensi plovaci kachna se zavalitym télem a kratkym krkem.
Meéti 34-38 cm. Samci maji kaStanové hnédou a zelenou hlavu, tmavé Sedé télo a
krémové zluté zbarveni pod ocasem. Samice jsou hnédé s tmavymi skvrnami.

Vyskytuji se v mnoha oblastech severni polokoule s vyjimkou Gronska a pres

zimu migruji na jih (Pott 2004).
Anas platyrhynchos (kachna divoka)

Kachna divoka patii k nejzndméjSim evropskym ptakiim. Doristad do délky 51-
62 cm. Samci maji zelenou hlavu, se zlutym zobdkem a bilym krouZkem okolo krku.
Hrud’ je Cervenohnéda, zadni hibet je Cernobily a ostatni pefi svétle Sedé. V prostém
Saté se podobaji samicim a jejich télo je celé hnédé se skvrnami. Samci jsou svétle
hnédé (Pott 2004).

Tato kachna je rozsifena v celé Evropé a Asii a tém¢éft v celé Severni Americe.
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Anser brachyrhynchus (husa kratkozoba)

Husa kratkozoba je ze 3 druht hus, které hnizdi na Svalbardu, nejvétsi. Dosahuje
délky 60-75 cm a vazi 2200-2800g. Obé pohlavi vypadaji stejné€, ale samci jsou o néco
vetsi nez samice. Nohy maji rizové. Hlava a horni ¢ast krku jsou tmavé hnédosedé
Vv kontrastu se spodni ¢asti krku a téla, které jsou svétle hnédosedé. Husa kratkozoba ma
relativné kratky trojuhelnikovy zobadk. Zobdk je skoro Cerny s rizovym pruhem pies
vngjsi ¢ast. Hlava je zaoblena a krk je kratky.

Husa kratkozoba je bylozravec. Na Svalbardu se jejich potrava sklada z bylin,
které rostou podél pobiezi a na skalach kolem mote. Vyskytuji se predev§im v Euroasii

a vychodnim Groénsku (Madsen 1999).

Branta bernicla (berneska tmava)

Berneska tmava je relativné mald husa s mirn€ delSim krkem, malou hlavou a
Populace na Svalbardu patii do poddruhu Branta bernicla hrota. Dospéli ptaci jsou 56-
61 cm velci a vazi 1100-1600 g. Ob¢ pohlavi si jsou podobna, ale samci jsou mirné
vétsi nez samice. Berne$ka tmava ma cCernou hlavu, krk a prsa s bilymi skvrnami po
stranach krku. Horni Cast téla a kiidla jsou tmava Sedivohnéda. Spodni Cast je svétla
Sedivohnéda. Zobék a nohy jsou Cerné.

Berneska tmava hnizdi od kvétna na Svalbardu a jinych severskych oblastech
(Kanada) a v prvni poloviné zati migruji do Danska a Anglie. Na Svalbardu se jejich
hnizda vyskytuji v blizkosti rybnikl a jezer a na ostrovech, €asto s bohatou vegetaci.
Béhem obdobi rozmnozovani bernesky tmavé na Svalbardu jsou hlavnim zdrojem
potravy suchozemské rostliny a mechy. Béhem zimy jsou jejich hlavni potravou motské

chaluhy a tasy (Kovacs et al. 2006).

Branta leucopsis (berneska bélolici)

Berneska bélolici je stfedné velka, Sedivocernobila husa s kratkym krkem a
kulatou hlavou. Zobak je maly a ¢erny, nohy jsou také cerné. Dosahuje délky 58-70 cm

a vazi 1500-2000 g. Pohlavi jsou vzhledové stejna, ale samci jsou mirné véEtsi nez
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samice. Hlava je bélava s ¢ernou korunkou. Krk je ¢erny, zatimco spodni ¢asti jsou

stiibrno bilé, Sedivé a ¢erné (Kovacs et al. 2006).

Fratercula arctica (papuchalk bélobrady plochozoby)

Papuchalk je stfedné velky ptak, ktery je lehce rozpoznatelny podle velkého a
barevného zobaku. Dospéli jedinci dosahuji délky 26-29 ¢cm a vahy 300-600 g. Samci a
samice maji podobny vzhled. Krom¢ charakteristického zobadku maji Sedivobilou
kruhovou c¢ast na hlavé okolo o¢i, kterd je oddélena od bilého hrudniku ¢ernym pruhem.
Horni c¢ast téla je Cernd, zatimco bficho a boc¢ni strany jsou bilé. Nohy jsou celé
oranzovocervené. Mohutny zobdk je pfi¢né zplostély a ma cervené, zluté a modré
drazky. V zimé jsou bocni strany hlavy tmaveé Sedivé a zobak je mensi. Mlad’ata se
podobaji dospelym v zimnim opefeni, ale maji mensi a tmavsi zobak.

Vyskytuje se od severovychodni ¢asti Severni Ameriky a Britskych ostrovi na
jizni strané po Gronsko, Svalbard a severni ¢ast Ruska. V Evropé je naprostd vétSina

podél Atlantického oceanu (Kovacs et al. 2006).

Lagopus muta hyperborea (bélokur horsky)

Svalbardsky bélokur horsky je poddruh horského bélokura Lagopus muta. Je 35-
40 cm dlouhy a vazi mezi 490-1200 g. Obé pohlavi maji bilé zimni opeteni s vyjimkou
¢erného peti na vngjsi stran€ ocasu. Samci maji ¢ernou linku od o¢i k zobdku a v obdobi
rozmnozovani také maji velky cerveny hieben nad o¢ima. Samice maji také Cerveny
hfeben, ale maji ho méné viditelny. Samice méni opefeni na letni v dubnu az kvétnu.
Pefti je vice hnédé. Samci si ponechavaji bilé¢ opeteni do Cervna a kompletni hnédé letni
pefi ziskavaji az od poloviny srpna. Na konci zafi maji obé pohlavi zpét zimni opefeni.
Mladi ptéci jsou vice Sedivohnédi nez jejich rodi¢e a maji hnédy ocas.

Bélokur horsky je jedinym ptakem, ktery piezimuje na Svalbardu. Na podzim
zvysi piijem potravy a jeho télo je ze 4/5 tvofeno tukem, ze kterého ziskava energii

celou zimu (Nudds et al. 2011).
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Somateria mollissima (kajka motska)

Kajka motska patifi mezi velké potapivé kachny. Ma pomérmné velkou hlavu,
kratky krk a dlouhy klinovity zobak, ktery je ze stran opefeny. Dospéli jedinci méii 50-
71 cm a vazi mezi 1200-2800 g. Samci a samice maji velmi odlisné opeteni. Samci maji
bilou hlavu s ¢ernou korunkou a svétle zelené skvrny na tylu. Hrudnik a horni ¢ésti téla
jsou bilé, zatimco spodni ¢ast téla kajky je Cernd. Samice jsou pievazné hnédé. Mlad’ata
se podobaji samclim, ale jsou o trochu tmavsi.

Hnizdi podél evropského pobtezi od severu Francie, ptes Nizozemsko, Velkou
Britanii k Islandu a arktickému pobtezi Ruska. Déle jejich hnizda miizeme najit
v arktickych oblastech jako je Svalbard, severovychod Sibife, Severni Amerika a
Gronsko. Bylo popsano nékolik poddruhti, populace vyskytujici se na Svalbardu patii
do poddruhu S. m. bodalis. Tento poddruh také hnizdi na severovychodé¢ Kanady,
Gronsku, Islandu a ostrovech France Josefa (Rusko). Tento poddruh se na Svalbardu
vyskytuje v koloniiich na malych ostriivcich nebo rozptyleny podél pobiezi. Pies zimu
se ze svych hnizd sté¢huji pouze v nejseverngjsich oblastech. Kajky motské ze Svalbardu
nejspi§ nezimovavaji severniho podél pobiezi Norska a na Islandu. Neéktefi jedinci
mohou zimu preckat na ledovych krach na zapadnim pobiezi Svalbardu (Kovacs et al.
2006).

Sterna paradisaea (rybak dlouhoocasy)

Polarni rybak je relativné maly ptak se svétle Sedivym pefim, ¢ernou skvrnou na
hlavé, Cervenym zobdkem a Cervenymi nohami. Je to jediny druh rybdka, ktery se
vyskytuje na Svalbardu. Dospéli ptaci dosahuji délky 33-35 cm a vahy 100-125 g. Obé
pohlavi vypadaji podobng. Cerna skvrna na hlavé dosahuje aZ dolii na zadni stran& krku.
Zobak je krvavé Cerveny a obCas mé ¢ernou Spicku. Nohy jsou Cervené a velmi kratké.

T¢lo je prevazné Sedivé, ale krk, hrud’ a zadni ¢asti jsou bilé (Kovacs et al. 2006).
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3.2.  Metody zpracovani
3.2.1. Barveni podle Milic¢ka a Vitovce (1985)

Tato metoda se pouzivd ke zjisténi piritomnosti oocyst kryptosporidii v trusu.

Barveni je specifické pro oocysty kryptosporidii.

Pouzité roztoky:

e roztok metlyvioleti: Methylviolet.................... 0,69
Anilin.....ooooviii 1ml
Fenol ....ccovvveviciiciee, 1g
Ethanol (EtOH)................ 30 ml
Deionizovana voda........... 70 ml

e Kyselina sirova: 2% vodny roztok

e roztok tartrazinu: 1% tartrazin v 1% kyselin¢ octové

Pracovni postup:

Nejdiive byl vytvofen tenky natér trusu na pfedem oznacené sklicko. Poté byl
natér fixovan methanolem v plameni a 30 minut barven v kyveté s roztokem
methylvioleti. Poté bylo sklicko oplachnuto pod tekouci vodou. Dale byl natér 2 minuty
diferencovan v kyveté s2 % kyselinou sirovou. Opét bylo sklicko oplachnuto pod
tekouci vodou. V dalSim kroku byl vzorek 2 minuty dobarvovan tartrazinem.
V poslednim kroku bylo sklicko opét oplachnuto pod tekouci vodou a bylo nechano
uschnout.

Sklicka byla prohlizena svételnym mikroskopem (OLYMPUS BX 51) pfi
zvétSeni 1000% za pouziti olejové imerze. V piipad€ pozitivnich vzorkd byly
pozorovany oocysty kryptosporidii, coz byly pfiblizné¢ Sum velké kulovité struktury

s fialovym zbarvenim.
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3.2.2. Molekularni vysSetieni trusu

DNA byla z trusu vyizolovana komer¢nim kitem a analyzovana polymerazovou
fetézovou reakci (PCR). Vyhodnoceni probéhlo pomoci gelové elektroforézy v 1%
agarozovém gelu s vizualizaci UV transiluminatorem pti vinové délce 302 nm.
V ptipad¢ pozitivniho nalezu byl fragment obsahujici DNA vyfiznut, extrahovéan z gelu

a sekvenovan. Vysetrovani probihalo v nasledujicim potadi.

Izolace DNA z trusu

Izolace byla provedena komerénim kitem QIAamp DNA Stool Mini Kit

(Qiagen) podle nasledujiciho pracovniho postupu.

Soucasti kitu:

lyzacni pufr ASL, inhibi¢ni tablety, proteinase K, pufr AL , 96% ethanol, promyvaci
pufry AW1 a AW2, eluéni pufr AE , QIAamp kolony se sbérnymi zkumavkami

Pracovni postup:

Do 2 ml mikrozkumavky bylo dano 180 — 200 mg zkoumaného vzorku (trus) a
byly piidany sklenéné kulicky o praméru 0,5 mm (BioSpec Products, Inc., USA). Dale
byl pfipipetovan 1 ml lyzacniho pufru ASL a smés byla vortexovana 1 minutu.
Nasledn¢ doslo k rozbijeni oocyst po dobu 60 s v beadbeateru (FastPrep®- 24
Instrument, M.P. Biomedicals, USA) rychlosti 5,5 m/s. Vzorek byl 5 minut inkubovana
pii 70 °C v inkubacnim bloku. Opét byl 15 s vortexovan a centrifugovan (Eppendorf,
MiniSpin) 1 minutu pfi rychlosti 16 000 g. Maximum supernatantu bylo pfeneseno do
¢isté mikrozkumavky a pelet vyhozen. Do zkumavky byla pfiddna inhibi¢ni EX tableta,
smés byla vortexovana 1 minutu (dokud nedoSlo k Gplnému rozpusténi tablety) a
inkubovéana 1 minutu pii laboratorni teploté. Nasledovala centrifugace 3 minuty pfi vyse
uvedené rychlosti. Veskery supernatant byl pfepipetovan do nové mikrozkumavky a
opét 3 minuty centrifugovan. Do ¢isté mikrozkumavky bylo pfidano 15 pl proteinase

K lyzujici bilkoviny, 200 pl supernatantu, 200 pl pufru AL a vortexovano 15 s. Smés
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byla inkubovana 10 minut pti 70 °C v inkuba¢nim bloku. Dale bylo pfidano 200 pul 96%
ethanolu a vortexovano. Vznikly lyzat byl piepipetovan na QIAamp kolonu opatienou
sbérmou zkumavkou a centrifugovan 1 minutu (poté byla vyprazdnéna sbérna
zkumavka). Na kolonu bylo pfiddno 500 pl promyvaciho pufru AW1, centrifugovano 1
minutu a sbérna zkumavka byla vyprazdnéna. Opét na kolonu bylo napipetovano 500 pl
promyvaciho pufru AW2 a centrifugovano 3 minuty. Déle byla kolona pfenesena na
¢istou zkumavku. Piimo na membranu bylo napipetovano 200 ul elu¢niho pufru AE,
ponechano 1 minutu pfi laboratorni teploté¢ a centrifugovanol minutu pii 16 000 g.

Ziskana DNA byla uchovana pii -20 °C.

Polymerazova retézova reakce (PCR)

Amplifikace neboli pomnozeni izolované DNA kryptosporidii byla provedena
metodou PCR na dvou raznych lokusech- genu malé ribozomalni podjednotky (SSU
rDNA) a glykoproteinu 60 (GP 60). U vsech vzork byl nejdiive proveden test na
ptitomnost rodové specifické kryptosporidiové DNA pomoci primeri amplifikujicich
¢astecnou sekvenci SSU (Tab.3). Pozitivni vzorky byly podrobeny dal§i amplifikaci,
tentokrat na lokusu GP 60 (Tab.4). Pouzivany protokol je uveden v Tabulce 5.
Amplifikace probé&hla v termocycleru (Little Genius, BIOER). Program pouZity pro
SSU je uveden v Tabulce 6 a pro GP 60 je uveden v Tabulce 7. Ke kazdé reakci byla
pfidana pozitivni a negativni kontrola. Reakce byly provadény v celkovém objemu 20
ul. Pro sekundéarni amplifikaci byly pouzity 3 pl primarniho produktu. VSechny vzorky
byly provadény v duplikatu z divodu reprodukovatelného zachytu. Jako pozitivni
kontrola pro SSU byla pozita DNA vyizolovana ze suspenze oocyst C. andersoni
ziskanych ztura domaciho a pro GP 60 byla pouzita DNA z oocyst C. hominis

ziskanych z pozitivniho lidského vzorku.
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Pouzité chemikalie:
e deionizovana PCR H,0 (Top-Bio, CR)
e MqgCl, (25 mM, Top-Bio, CR)

e 10x koncentrovany pufr pro Taq purple DNA polymerazu (Top-Bio, CR)

° Deoxiribogukleosid trifosfaty (ANTP’s, 10 mM roztok - 2,5 mM kazdé baze,
Top-Bio, CR)
e primery forward a reverse (10 um, Generi Biotech, CR)

e bovinni sérovy albumin (BSA, 10 mg/ml, Sigma-Aldrich, USA)
e Taq purple DNA polymeraza (1 U/ul, Top-Bio, CR)

Tab. 3: Pouzité primery pro SSU rDNA (Jiang et al. 2005)

Primarni PCR Sekvence
F1 5-TTCTAG AGC TAATAC ATG CG -3”
R1 5'-CCCATT TCC TTC GAA ACA GGA -3’
Sekundarni PCR Sekvence
F2 5-GGA AGG GTT GTATTT ATT AGATAA AG -3’
R2 5-CTC ATA AGG TGC TGA AGG AGT A -3’

Tab. 4: PouZzité primery pro GP 60 (Feng et al. 2007)

Primarni PCR Sekvence
F1 5-ATAGTC TCC GCT GTATTC -3~
R1 5’- GGA AGG AAC GAT GTATCT -3’
Sekundarni PCR Sekvence
F2 5'-TCC GCT GTATTC TCA GCC -3’
R2 5- GCAGAG GAACCAGCATC -3’
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Tab. 5: Reagencie pro jeden vzorek (v ul)

reagencie | koncentrace |primarni PCR sekundarni PCR
H.O 11,30 12,10
MgCl, 25 mM 1,2 1,2
10x buffer 2 2
dNTP 10 mM 0,40 0,40
forward 10 uM 0,40 0,40
reverse 10 uM 0,40 0,40
BSA 10 mg/ml 0,80 -
Taq 1 U/1ul 0,50 0,50
DNA 3 3
Celkem 20 20
Tab. 6: Amplifika¢ni program PCR pro SSU rDNA
94 °C...... 3 min. (pocate¢ni denaturace DNA)
35 cykli:

94°C............ 45 s. (denaturace DNA)

55°C............A45 s. (nasedaci teplota primert)

72°C............ 60 s. (syntéza nového fetézce DNA)
72°C...... 10 min. (dosyntetizovani nového fetézce DNA)
Tab. 7: Amplifika¢ni program PCR pro GP 60
94°C......cciiiiii... 3 min. (pocatecni denaturace DNA)
35 cykli:

94°C............ 45 s. (denaturace DNA)

50°C.............A5 s. (nasedaci teplota primerti)

72°C............ 60 s. (syntéza noveho feté¢zce DNA)
72°C...0ciiiiiiiiiiii 10 min. (dosyntetizovani nového fetézce DNA)

K detekci mikrosporidii ve vySetfovanych vzorcich byla pouzita jiz vyizolovana
DNA (viz. Izolace DNA z trusu). Molekularni charakterizace izolati mikrosporidii byla
provedena metodou PCR. VSechny vzorky byly testovany na piitomnost specifické
mikrosporidiové DNA. K amplifikaci pro Encephalitozoon sp. byly pozity primery

uvedené v Tabulce 8. Primery pouzité k amplifikaci pro Enterocytozoon sp. jsou
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uvedeny v Tabulce9. Reakce byly provadény v celkovém objemu 25 pl (Tab. 10).
Amplifikace probéhla v termocycleru (Little Genius, BIOER). Pouzity program je
uveden v Tabulce 11. Ke kazdé reakci byla pfidana pozitivni a negativni kontrola. Pro
sekundarni amplifikaci byl pouzit produkt primarni PCR. VSechny vzorky byly
provadény v duplikatu z divodu reprodukovatelného zachytu. Jako pozitivni kontrola

byla pouzita DNA vyizolovana z tkanové kultury E. intestinalis.

Pouzité chemikalie:
e deionizovana PCR H,0 (Top-Bio, CR)
e MqCl, (25 mM, Top-Bio, CR)

e 10x koncentrovany pufr pro Taq purple DNA polymerazu (Top-Bio, CR)

e Deoxiribonukleosid trifosfaty (dANTP’s, 10 mM roztok - 2,5 mM kazdé baze,
Top-Bio, CR)
e primery forward a reverse (10 um, Generi Biotech, CR)

e Dbovinni sérovy albumin (BSA, 10 mg/ml, Sigma-Aldrich, USA)
e Taq purple DNA polymeraza (1 U/ul, Top-Bio, CR)

Tab. 8: Pouzité primery pro ITS u Encephalitozoon sp. (Didier et al. 1995,
Katzwinkel-WIladarsch et al. 1996)

Primarni PCR Sekvence
int580f 5- TGC AGT TAA AAT GTC CGT AGT -3’
int580r 5-TTT CACTCG CCG CTACTC AG -3’
Sekundarni PCR Sekvence
MSP 3 5- GGA ATT CAC ACC GCC CGT CVY TAT -3’
MSP 4A 5'-CCA AGC TTATGC TTA AGT YMA ARG GGT -3’

Tab. 9: Pouzité primery pro ITS u Enterocytozoon bieneusi (Buckhold et al. 2002)

Primarni PCR Sekvence
EBITS3 5’- GGT CAT AGG GAT GAA GAG -3
EBITS4 5-TTCGAGTTCTTT CGC GCT C -3°
Sekundarni PCR Sekvence
EBITS1 5-GCT CTG AAT ATC TATGGC T -3’
EBITS2.4 5’- ATC GCC GAC GGA TCC AAG TG -3’
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Tab. 10: Reagencie pro jeden vzorek (v ul)

reagencie koncentrace |primarni PCR sekundarni PCR
H,O 12,87 16,87
MqCl, 25 mM 1,50 1,50
10x buffer 2,50 2,50
dNTP 10 mM 0,50 0,50
forward 10 uM 0,50 0,50
reverse 10 uM 0,50 0,50
BSA 10 mg/mi 1 -

Taq 1 U/1ul 0,63 0,63
DNA 5 2

Celkem: 25 ul 25 ul

Tab. 11: Amplifika¢ni program PCR

94°C.....ccciiiiiiiii.. 3 min. (pocatecni denaturace DNA)

35 cykll:
94°C............ 45 s. (denaturace DNA)
55°C............A5 s. (nasedaci teplota primertl)
72°C............ 60 s. (syntéza nového fetézce DNA)

T2°C.. i, 10 min. (dosyntetizovani nového fetézce DNA)

K detekci giardii ve vySetfovanych vzorcich byla pouZita jiz vyizolovana DNA
(viz. lzolace DNA z trusu). Molekularni charakterizace izolatt giardii byla provedena
metodou PCR. VSechny vzorky byly testovany na piitomnost specifické DNA.
K amplifikaci byly pouzity primery uvedené v Tabulce 12. Reakce byly provadény
v celkovém objemu 25 pl (Tab. 13). Amplifikace prob&hla v termocycleru (Little
Genius, BIOER). Pouzity program je uveden v Tabulce 14. Ke kazdé reakci byla
pfidana pozitivni a negativni kontrola. Pro sekundarni amplifikaci byl pouzit produkt
primarni  PCR. VSechny vzorky byly provadény v duplikatu z divodu
reprodukovatelného zachytu. Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA vyizolovana z

cyst giardii z pozitivniho pacienta.
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Pouzité chemikalie:
e deionizovana H,O (Top-Bio, CR)
e MqgCl, (25 mM, Top-Bio, CR)

e 10x koncentrovany pufr pro Taq purple DNA polymerazu (Top-Bio, CR)

° Deoxiribogukleosid trifosfaty (ANTP’s, 10 mM roztok - 2,5 mM kazdé baze,
Top-Bio, CR)
e primery forward a reverse (10 um, Generi Biotech, CR)— Tabulka 12

e bovinni sérovy albumin (BSA, 10 mg/ml, Sigma-Aldrich, USA)
e Taq purple DNA polymeraza (1 U/ul, Top-Bio, CR)

Tab. 12: Pouzité primery pro SSU giardii (Sulaiman et al. 2003b)

Primarni PCR Sekvence
GIAF1 5-AAATIATGCCTGCTGGTC G -3’
GIAR1 5-CAAACCTTITCC GCA AACC -3’
Sekundarni PCR Sekvence
GIAF2 5-CCCTTC ATC GGIGGT AACTT -3~
GIAR2 5-GTG GCC ACC ACICCCGTG CC -3

Tab. 13: Reagencie pro jeden vzorek (v ul)

reagencie | koncentrace |primarni PCR sekundarni PCR
H,O 14,70 18,70
10x buffer 2,50 2,50
dNTP 10 mM 0,50 0,50
forward 10 uM 0,50 0,50
reverse 10 uM 0,50 0,50
BSA 10 mg/ml 1 -
Taq 1 U/1pul 0,30 0,30
DNA 5 2
Celkem 25 ul 25 ul
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Tabulka 14: Amplifika¢ni program PCR

94°C......cccviiin.... 3 min. (pocatecni denaturace DNA)
35 cykli:
94°C............ 45 s. (denaturace DNA)
50°C.............A5 s. (nasedaci teplota primertt)
72°C...ccu.... 60 s. (syntéza nového fetézce DNA)
72°C..ciiiiiiiiiiinn. 10 min. (dosyntetizovani nového fet¢zce DNA)

Gelova elektroforéza
V tomto kroku doslo k rozdéleni DNA fragmentti v 1 % agarézovém gelu podle

molekulovych hmotnosti ptisobenim elektrického pole.
Pouzité chemikalie:

e 50x koncentrovany TAE puft: 242 g TRIS base, 57,1 ml ledové kyseliny octové,
100 ml 0,5 M EDTA (pH=8)

e agaro6za (Serva Electrophoresis, Germany)
e ethidium-bromid (10 mg/ml, Sigma-Aldrich, USA)
e 100 bp DNA Ladder (Fermentas International Inc., Canada)

Pracovni postup:

Byl piipraven 1% agarézovy gel smichanim agarézy s 1x TAE pufrem a
rozpusSténim v mikrovlnné troub& (pfiblizné 2 minuty). Nasledné byla smés ochlazena
pod tekouci vodou pfiblizn€ na 40 °C a byl pfidan ethidium bromid tak, aby jeho
celkova koncentrace v gelu byla 0,5 ng/ul. Roztok byl dikladné promichan a nalit do
piipraveného nosice s hiebeny, kde se nechal zcela ztuhnout. Po ztuhnuti byly hiebeny
vyndany, nosi¢ s gelem byl vloZzen do elektroforetického tanku a zalit 1x TAE pufrem.
Do vzniklych jamek bylo naneseno 19 pl sekundérniho produktu PCR. Poté probéhla
elektroforéza pti napéti 80 V, dokud nedoslo k separaci sledovanych fragmentt (cca 45
min.). Vysledné fragmenty byly detekovany UV transilluminatorem (Electronic UV
transilluminator, Ultra-Lum, Inc.) pfi vinové délce 302 nm. Jako DNA marker byl
pouzit 100 bp DNA ladder (Fermentas).
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Extrakce z gelu- SPIN PROTOKOL QIAGEN (QIAquick Gel Extraction Kit Protokol,
Qiagen)

V ptipadé¢ pozitivniho nélezu u nékterého z vysetifovanych vzorkl byla vyfiznuta
oblast, kde se vyskytovala DNA pozitivniho vzorku. Tato DNA se musela z gelu

uvolnit.

Pouzité chemikalie:
QG pufr
PE pufr
EB pufr

Pracovni postup:

Na UV transilluminatoru byl &istym skalpelem z agar6zového gelu vytiznut
fragment obsahujici DNA. Fragment byl dan do piipravené mikrozkumavky a bylo
k nému ptipipetovano 400 ul QG pufru. Nasledovala inkubace 10 minut pii 50 °C
(rozpousténi gelu bylo opakované kontrolovano, kazdé 2 — 3 minuty byl obsah
zkumavky promichan). Po rozpusténi byl ve zkumavce Zluty roztok, ktery byl
napipetovan na kolonu a centrifugovan 1 minutu pfi rychlosti 16 000 g. Odpad ze
sbérné zkumavky byl slit a na kolonu bylo napipetovano 500 ul QG pufru. Nasledovala
centrifugace 1 minutu pti 16 000 g, odpad ze sbérné zkumavky byl opét slit a kolona
byla promyta piipipetovanim 750 pl PE pufru. Nésledovala inkubace 2 — 5 minut pfi
laboratorni teploté a poté opét centrifugace 1 minutu pii 16 000 g. Odpad ze sbérné
zkumavky byl slit a zkumavka byla opét centrifugovana 1 minutu pii 16 000 g.
Nasledné byla kolona pfenesena na ¢istou 1,5 ml mikrozkumavku a byla provedena
eluce napipetovanim 40 pl EB pufru pfimo na stied kolony. Obsah zkumavky byl
inkubovan 1 minutu pfi laboratorni teploté a poté centrifugovan 1 minutu pii 16 000 g.
Ziskand DNA byla vysusSena ve vakuovém evaporizatoru (DyNAVap, Labnet) a poté do

doby sekvenace uskladnéna pii teploté 4 °C
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Sekvenace

Sekundarni PCR produkty byly sekvenovany zakéazkové komercni sluzbou
(Macrogen, Inc., Seoul, Korea). Sekvenace byly upraveny v programu ChromasPro a

porovnany se sekvencemi ulozenymi v databdzi GenBank pomoci programu ClustalX.
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4. Vysledky
4.1.  Mikroskopické vySetieni trusu
4.1.1. Vysledky vysetieni trusu dle Milacka a Vitovce

Vysledky tohoto barveni, které je specifické pro oocysty kryptosporidii, jsou
uvedeny v tabulce ¢. 15 a 16. Znamky pozitivity vykazoval pouze jeden vzorek ze soba

polarniho. Tento nalez vSak nebyl potvrzen metodou PCR.

Tab. 15: Vysledky detekce kryptosporidii u savci barvenim dle Milacka a Vitovce

Vysetiovani savci Pocet vzorki Pocet pozitivnich nalezi
Alopex lagopus 7 0
Microtus levis 2 0
Rangifer tarandus platyrhynchus 40 1

Tab. 16: Vysledky detekce kryptosporidii u ptaka barvenim dle Milacka a Vitovce

Vysetiovani ptaci Pocet vzorki Pocet pozitivnich nalezi
Anas crecca 1 0
Anas platyrhynchos 2 0
Anser brachyrhynchus 9 0
Branta bernicla 12 0
Branta leucopsis 2 0
Fratercula arctica 1 0
Lagopus muta hyperborea 3 0
Somateria mollissima 6 0
Sterna paradisaea 2 0

42




4.2.  Molekularni vySetieni trusu
4.2.1. Polymerazova ietézova reakce (PCR)

Pii zjistovani piitomnosti rodu Cryptosporidium byly pozitivni 3 vzorky a kazdy
Z nich pochdzel z jiného zvitete. Jednalo se o husu kratkozobou, bernesku bélolici a
soba polarniho. Pfi zjistovani pfitomnosti mikrosporidii bylo 5 vzorki pozitivnich na E.
cuniculi genotyp |1, z toho 3 pochazely- ze soba polarniho, jeden z lisky polarni a jeden
z bernesky belolici. Dale byl jeden vzorek ze soba polarniho a husy kratkozobé
pozitivni na E. bieneusi. V obou piipadech to byl neznamy genotyp.. VSechny pozitivni
fragmenty DNA byly zaslany na sekvenaci a nasledné byly fylogeneticky analyzovany.
Ani u jednoho vzorku nebyla zjisténa pfitomnost obou paraziti. Pfitomnost giardii

nebyla potvrzena ani v jednom ze zkoumanych vzorku.
4.2.2. Vyhodnoceni vysledkii sekvenace a fylogenetické analyzy

Sekvenace a fylogenetickd analyza ve vySetfovanych vzorcich potvrdila
pritomnost kryptosporidii a mikrosporidii. Pozitivni ndlezy kryptosporidii jsou uvedeny
v tabulce 17 a 18 a pozitivni nalezy mirkosporidii jsou uvedeny v tabulce 19, 20, 21 a
22.

Tab. 17: Vysledky molekularniho vySeti‘eni pritomnosti kryptosporidii u savci

Vysetiovani savci Pocet vzorkii | Pocet pozitivnich Nalezeny
nalezi genotyp
Alopex lagopus 7 0
Microtus levis 2 0
Rangifer tarandus 40 1 C. muris TS 03
platyrhynchus
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Tab. 18: Vysledky molekularniho vySeti‘eni pi'itomnosti kryptosporidii u ptaki

VySetrovani ptaci Pocet vzorku | Pocet pozitivnich | Nalezeny genotyp
nalezi
Anas crecca 1 0
Anas platyrhynchos 2 1
Anser brachyrhynchus 9 0 C. parvum lla
Branta bernicla 12 0
Branta leucopsis 2 1 Cryptosporidium.
goose genotype Il
Fratercula arctica 1 0
Lagopus muta hyperborea 3 0
Somateria mollissima 6 0
Sterna paradisaea 2 0

Cryptosporidium parvum 100 % shodny se sekvenci z GenBank AF-10-88-64

Cryptosporidium goose genotype II 100 % shodny se sekvenci z GenBank AY-50-45-

12

Cryptosporidium muris TS 03 100 % shodny se sekvenci z GenBank EU-24-50-43

Tab. 19: Vysledky molekularniho vyseti‘eni piitomnosti druhu Encephalitozoon u

savcl

VySetiovani savci Pocet Pocet pozitivnich Nalezeny genotyp
vzorki nalezu Encephalitozoon
Alopex lagopus 7 1 E. cuniculi genotyp Il
Microtus levis 2 0
Rangifer tarandus 40 3 E. cuniculi genotyp Il
platyrhynchus
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Tab. 20: Vysledky molekularniho vySetfeni piitomnosti druhu Encephalitozoon u

ptaka
VySetFovani ptaci Pocet Pocet Nalezeny genotyp
vzorki pozitivnich Encephalitozoon
nalezi
Anas crecca 1 0
Anas platyrhynchos 2 0
Anser brachyrhynchus 9 0
Branta bernicla 12 0
Branta leucopsis 2 1 E. cuniculi genotyp Il
Fratercula arctica 1 0
Lagopus muta hyperborea 3 0
Somateria mollissima 6 0
Sterna paradisaea 2 0

Tab. 21: Vysledky molekularniho vySeti‘eni pritomnosti druhu Enterocytozoon u
savel

VySetiovani savci Pocet Pocet pozitivnich Nalezeny genotyp
vzorki nalez Enterocytozoon
Alopex lagopus 7 0
Microtus levis 2 0
Rangifer tarandus 40 1 E. bieneusi (novy g.)
platyrhynchus

Enterocytozoon bieneusi z 99,1 % podobny se sekvenci z GenBank JQ-80-49-71
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Tab. ¢. 22: Vysledky molekularniho vySetfeni pritomnosti druhu Enterocytozoon u

ptaka
VySetFovani ptaci Pocet Pocet Nalezeny genotyp
vzorki pozitivnich Enterocytozoon
nalezi

Anas crecca 1 0

Anas platyrhynchos 2 1

Anser brachyrhynchus 9 0 E. bieneusi (novy g.)
Branta bernicla 12 0

Branta leucopsis 2 0

Fratercula arctica 1 0

Lagopus muta hyperborea 3 0

Somateria mollissima 6 0

Sterna paradisaea 2 0

Enterocytozoon bieneusi z 98,7% podobny se sekvenci z GenBank HM-99-25-16

46




5. Diskuse

V arktickych oblastech dosud nebyl vyskyt stfevnich parazitarnich infekci
intenzivné studovan. Provedené studie se zaméiovaly spiSe na oblast nizké Arktidy.
Tato prace rozsifuje informace o vyskytu jednobunéénych paraziti u volné Zzijicich
zvifat na Svalbardu, patficiho do vysoké Arktidy. Vysetfovanou skupinou bylo nékolik
druhil ptaka a zastupci jedinych tii druht suchozemskych savci Zijici na souostrovi,
kterymi jsou liSka polarni, sob polarni a zavleceny hrabo$ vychodoevropsky. K detekci
sttevnich parazitd u zvifat byl pouzit jejich trus.

Pro kryptosporidie specifickym barvenim methylvioleti dle Milacka-Vitovce
byly rozpoznany oocysty u jednoho vzorku ze soba polarniho. Néaslednym provedenim
detekce pomoci metody PCR s daleko vyssi specifitou, vSak nalez nebyl potvrzen, proto
se tento vzorek musi povazovat za negativni. Pravdépodobné se jednalo o zdménu
oocyst sutvary jim podobnym. Jiz zminénd metoda PCR, vSak diagnostikovala
piitomnost kryptosporidii u vzorki, jez byly metodou barveni negativni. Slo vzdy o
jeden vzorek ze soba polarniho, bernesky bélolici a husy kratkozobé.

Izolat z trusu soba polarniho byl rozpoznan jako Cryptosporidium muris TS 03.
Podle dostupné literatury jde o prvni nalez tohoto genotypu u soba a tim vysledky této
diagnostikovana u lidi, zv1ast€ infikovanych virem HIV (Tiangtip et Jongwutiwes 2002)
a nékolika druhii zvifat. Ve Velké Britanii a Spanélsku byl popsan vyskyt tohoto
parazita u malych hlodavct (Chalmers et al. 1997, Torres et al. 2000). Dale byl tento
parazit popsan ve dvou piipadech u koc¢ky domaéci (Felis catus) (Santin et al. 2006,
Pavlasek et Ryan 2007). Mimo fadu savct byly oocysty tohoto parazita rozpoznany u
hadt krmenych mysmi s infekci C. muris (Xiao et al. 2004). Podobného pivodu mohly
byt i oocysty popsané u ptaciho hostitele lelkouna soviho (Podargus stridoides) (Ng et
al. 2006).

Siefker a jeho spolupracovnici se zabyvali vyskytem kryptosporidii u arktickych
sobu- caribu (Rangifer tarandus) a lost (Alces alces) z oblasti severni Aljasky.

Vysetfovany trus byl sbiran u stdda sobu z oblsati Teshekpuk Lake Herd (TLH) a
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Western Arctic Herd (WAH). Vzorky sobu z oblasti TLH a z lost byly odebirany per
rektum, zatimco z oblasti WAH byly sbirany ze zemé. Oocysty kryptosporidii byly
rozpoznany ve 3 ze 49 vzorkl trusu a vSechny byly odebrany z uzemi WAH. Na
zaklad¢ analyzy Céasti genu pro malou ribozomalni podjednotku a pro heat shock
protein byla popsana piibuznost tohoto genotypu k C. andersoni, C. muris a C.
serpentis, coz byl prvni nalez u divokych caribi. Ve vzorcich z losti a sobt z oblasti
TLH oocysty kryptosporidii rozpoznany nebyly (Siefker et al. 2002). Populace sobt
z téchto dvou studii jsou dlouhou dobu odd¢€leny, a proto je zajimavé, Ze u obou skupin
byla infekce zptsobena zalude¢nimi kryptosporidiemi.

Dalsi studie se zabyvala vyskytem kryptosporidii u kojot (Canis latrans)
v USA a diagnostikovala pouze dva mikroskopicky pozitivni vzorky z celkového poctu
sedmdesati vzorkl, které byly nésledné molekuldrné analyzovany. Tim se potvrdil
blizky fylogeneticky vztah mezi izolaty z kojotti a C. canis. Tato kryptosporidie jiz byla
u kojotti v USA diagnostikovana (Trout et al. 2006, Thompson et al. 2009).

Kryptosporididza patii 1 mezi Casté parazitarni infekce ptactva, kterd byla
popsana u vice nez 30 druhi ptakid (O'Donoghue 1995, Sreter et Varga, 2000) ve vice
nez 30 zemich. Tento fakt se potvrdil 1 v mé préci, protoze u bernesky bélolici (Branta
leucopsis) jsem rozpoznala Cryptosporidium goose genotype II a u husy kratkozobé
(Anser brachyrhynchus) Cryptosporidium parvum Ila. Pro ¢lovéka jsou infekéni C.
meleagridis (Sreter et VVarga 2000, Snyder et al. 1988), C. baileyi (Rhee et al. 1997, Abe
et al. 2004), C. galli (Ryan et al. 2003), C. parvum (Zhou et al. 2004), C. muris a C.
andersoni (Ng et al. 2006). Husa kratkozoba pro ¢lovéka mize byt zdrojem infekce
(Zhou et al. 2004).

Vyskytu kryptosporidii v trusu bernesky velké (Branta canadensis) v Kanadé se
zabyval Zhou se spolupracovniky a popsali u ni 3 genotypy druhu Cryptosporidium: C.
goose genotyp I, 11, duck genotyp a 2 Cryptosporidium spp. C parvum a C. hominis. C.
goose genotyp I byl jiz diive popsan (Xiao et al. 2002), ale C. goose genotyp II do té
doby u hus velkych rozpoznan nebyl. Hlavnimi hostiteli C. parvum jsou ptezvykavci a
C. hominis lidé, proto by bernesky velké mohly byt potencialnim zdrojem pro tyto

vnimavé jedince, ale vzhledem k pomérné malému vyskytu ptredstavuji pro Clovéka
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minimélni zdroj infekce. Tato studie tedy ukézala, ze se u kanadské husy vyskytuji
kryptosporidie, jez vyvolavaji infekci u kachen, hus, lidi a prezvykavca (Zhou et al.
2004).

Dalsimi hledanymi parazity byly mikrosporidie, u kterych vysledky této prace
pravdépodobné také rozsituji hostitelské spektrum. Ve své vysetfované skupiné jsem u
tiech vzorkl ze soba polarniho (Rangifer tarandus platyrhynchus) a jednom z bernesky
bélolici (Branta leucopsis) diagnostikovala parazita E. cuniculi genotyp II. U téchto
dvou druhii zvifat se podle dostupné literatury jednd o prvni nalez a tim tato prace
pravdépodobné rozsifuje spektrum hostiteli pro E. cuniculi genotyp II. Diky nizké
hostitelské specifité muze E. cuniculi infikovat fadu hostiteld (Didier et al. 1998, Weber
et al. 1994). Hojné je rozsifen mezi savci, predev§im u kraliki (Canning et al. 1986).
Dalsim vnimavym hostitelem ze savci jsou lisky (Akerstedt 2002). Tato infekce byla
diagnostikovana u imunodeficitnich i imunokompetentnich osob (Mathis et al. 2005,
Sak et. al. 2011). Kasickova a jeji kolegové popsali tohoto parazita u australského
papouska a u exotickych druhii ptaka (Kasickova et al. 2007, 2009). V posledni dobé
s kolektivem vySettili 30 vzorku trusu raroha (Falco rusticolus) a zjistovala pfitomnost
mikrosporidii. Mikroskopickd analyza ukézala v 5 vzorcich pfitomnost jasné
fluoreskujicich ovalnych utvar o velikosti 1,5 x 3 um, charakteristickych pro kmen
Microsporidia. Molekularni metoda PCR v8ak prokazala pfitomnost spor pouze ve 2
vzorcich, ve kterych byl rozpoznan E. cuniculi genotyp II a tim byl u tohoto parazita
popsan novy hostitel (Malcekova et al. 2010).

U lisek polarnich byl v roce 2002 popsan Encephalitozoon cuniculi, ktery u nich
muze vyvolat zdvaznou infekci. Jednalo se o chovana zvifata v Norsku a infekce vedla
k velkym ztratim mlad’at (Akerstedt 2002). Vzhledem k tomu, Ze E. cuniculi byl popsan
u nékolika hlodavci, mohou byt pro lisky rezervoarem infekce (Hersteinsson et al.
1993).

Pti detekci mikrosporidii jsem V jednom vzorku z liSky polarni diagnostikovala
E. cuniculi genotyp II, coz je podle dostupné literatury prvni izolat tohoto parazita

z volné zijicich lisek.
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Serensen se spolupracovniky se zabyvali tmrtim jedné dospélé samice a dvou
mlad’at divokych arktickych liSek na Svalbardu. U vsech byla diagnostikovana akutni
toxoplazmoza a v jednom piipadé byla popsana i koinfekce se Salmonella enteritidis a
Yersinia pseudotuberculosis, coz mohlo pfispét k zavaznosti infekce toxoplasmou
(Serensen et al. 2005). Toxoplasma gondii je rozsifena po celém svété a jejim jedinym
znamym definitivnim hostitelem je kocka domaci a jiné kockovité Selmy (Frenkel et al.
1970). Kocky jsou povazovany za nezbytnou soucasti vyvojového cyklu, a proto se tato
infekce u zvifat na ostrovech, kde nejsou kockovité Selmy, téméf nevyskytuje (Wallace,
1973, Munday 1972, Dubey et al. 1997). Protilatky proti Toxoplasma gondii byly na
Svalbardu popsany i u nékterych druht ptakt (Prestrud et al. 2007).

Tato prace se zabyvala i druhem Enterocytozoon bieneusi. Parazit byl rozpoznan
u jednoho vzorku ze soba polarniho a husy kratkozobé. Tyto dva vzorky byly pozitivni
na nové genotypy E. bieneusi. Izolat ze soba polarniho je velmi piibuzny k E. bieneusi
Horse genotyp 3, ktery byl popsan v CR u koni. Izolat z husy kratkozobé je piibuzny
k E. bieneusi CHN7 z prasete, ktery byl popsan v Cing. Tento parazit ma Siroké
hostitelské spektrum. Mezi jeho dosud popsané hostitele patii fada domécich savci,
véetné Cloveéka (Mansfield et al. 1997, Deplazes et al. 1996, Lores et al. 2002, Lobo et
al. 2006). Dale E. bieneusi popsan i u fady ptakd, ktefi tim mohou pro ¢loveéka
predstavovat rezervodar infekce (Kasickova et al. 2009).

Prace Sulaimana a jeho koleg studovala vyskyt E. bieneusi ve vychodnim
Marylandu. VySetfovanou skupinu tvofilo 465 volné Zijicich savcl, mezi kterymi byli
bobii, lisky, ondatry, vydry a myvalové. Z celkového mnozZstvi bylo pozitivnich 59
vzorkd (9 izolatd z lisek, 13 z bobrh, 20 z ondater, 15 z myvali a 2 z vydry). Vék
infikovanych zvifat se pohyboval mezi 6-42 mésici. V této studii bylo zjisténo celkem
17 raznych genotypu E. bieneusi. Vysledky ukazuji prvni ptipad vyskytu E. bieneusi u
volné Zijicich zvifat (Sulaiman et al. 2003a).

Vyse zminénd prace od Siefkera a jeho kolegl studovala nejen vyskyt
kryptosporidii, ale i giardii u arktickych sobi- caribu (Rangifer tarandus) a lost (Alces

alces) z oblasti severni Aljasky. Vysetfovany material byl stejny jako v piipadé detekce
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kryptosporidii, avSak vysledky se lisily. Giardie nebyly diagnostikovany ani v jednom
ze vzorkl trusu lost a sobu (Siefker et al. 2002).

Vyskytem giardii u jelenovitych v Norsku se zabyval Hamnes s kolegy. V jejich
praci popisuji vyskyt giardii u srncti (Capreolus capreolus), lost (Alces alces) a sobi
(Rangifer tarandus). Na rozdil od mych vysledkl, kde jsem prokazala pfitomnost
kryptosporidii a nediagnostikovala jsem giardie, jeho studie popisuje Castéjsi infekci
giardiemi nez kryptosporidiemi (Hamnes et al. 2006a). Toto zjiSténi by ziejme mohlo
byt zpiisobeno del§im trvdnim giardidzy, pfi niz se cysty mohou vylu€ovat vice nez 30
tydnd, zatimco pfi kryptosporididze dochdzi k vylu¢ovani oocyst 1-2 tydny (Olson et al.
2004). Dalsim diivodem vyssi prevalence giardii mohl byt vék vysetiované zvéte (starsi
nez 3 meésice). Z domacich druhd, jako je dobytek, je zndmo, Ze kryptosporidie jsou
rozsifen¢j$i mezi mladymi zvifaty, zatimco giardie jsou cast&ji diagnostikovany u
starSich zvirat (Olson et al. 2004).

V Norsku byla zjistovana pfitomnost cyst giardii ve 269 vzorcich trusu lisek
polarnich. Molekularni metody diagnostikovaly 7 pozitivnich vzorkl (3 dospé€lé samice,
2 samce, 1 samci a 1 sami¢i mlad€) (Hamnes et al. 2007).

V této praci byly poslednimi hledanymi parazity giardie, kter¢ nebyly nalezeny
ani v jednom z vysetfovanych vzork. MoZznym diivodem je mala vySetiovana skupina
nebo dlouhodobé zamrzani vod, které giardie nejsou schopny ptezit. Vzhledem
K malému mnozstvi vySetfovanych vzorki nelze jednozna¢né potvrdit hypotézu, Ze se
giardie na Svalbardu nevyskytuji. Pravdépodobné tam pfitomny jsou, uz jen diky
turistice a migrujicim ptakam.

Dalsim zdravotnim problémem na Svalbardu je zavleceni parazita Echinococcus
multilocularis, ktery je pivodcem alveolarni echinokokdzy, jedné z nejvice zdravi
ohrozujici zoonodzy v severskych oblastech. Byl popsan v Evrop€, nékterych castech
Severni Ameriky a Asii (Vuitton et al. 2003). K dosazeni svého Zzivotniho cyklu
potiebuje masozravého hostitele, kterym je liSka obecna (Vulpes vulpes) nebo liska
polarni (Alopex lagopus) v severskych zemépisnych Sitkach a hlodavce (Rausch 1995,
Vuitton et al. 2003). Zivotni cyklus byl umoznén diky zavle¢eni mezihostitele- hrabose

vychodoevropského (Microtus levis), nejspiSe zokoli Petrohradu v Rusku.
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Pravdépodobné k tomu dosSlo v prvni poloving¢ 20. stoleni t€Zbou dfeva a namoini
¢innosti (Henttonen et al. 2001). Déale mohlo dojit k introdukci parazita diky piesunu
lisek na ledovych krach po moti mezi Svalbardem a oblasti Sibife, kde je vyssi vyskyt
E. multilocularis (Henttonen et al. 2001). K zavleceni také mohlo dojit diky turistice
z kontinentalni Evropy a védeckému zkoumani ve 20. stoleti (Knapp et al. 2012).
Vzhledem ke zjisténému vyskytu echinokokézy, i1 kdyz je pomérné maly, se
nedoporucuje piti povrchové vody. V trusu lisek, ktery jsem méla k dispozici, se
nepodaftilo echinokoka zachytit, protoze pochédzely z mist, kde se nevyskytuji hrabosi, a
tudiz nemohlo dojit k dosazeni jejich zivotniho cyklu.

Vyvojova stadia parazitd nachazejicich se v hostiteli, ziji ve stalé teploté. Avsak
nizka teplota, kdy klidova stadia (oocysty, spory a cysty) ptezivaji mimo télo hostitele,
muze ovlivnit jejich pfenos. Vysledky mé bakaldiské prace prokézaly, Ze v piipade
kryptosporidii a mikrosporidii jsou tyto stddia odolnd a podminky Vysoké Arktidy
nebrani v jejich pfenosu na jiné hostitele. Ve své praci dokonce rozsifuji hostitelské
spektrum C. muris TS 03 a E. cuniculi genotyp Il. Dale byly nalezeny nové genotypy E.
bieneusi. Riziko infekce stievnimi parazity je Vv arktickych oblastech vyssi, kvuli piti
povrchové vody a permafrostu, nez v jinych zemépisnych Sitkdch. Myslim, Ze by se
vyskyt parazitarnich infekci v arktickych oblastech, zvlasté v oblasti Vysoké Arktidy

mél studovat intenzivnéji.
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6. Zavér

cey

|. Parazitologické vySetfenim vzorkil trusu divoce Zzijicich zvifat barvici metodou
byl nalezen jeden pozitivni vzorek. Tento nalez vSak nebyl v korelaci s metodou

molekularni.

II. Molekularni metodou PCR byla prokazéna ptitomnost kryptosporidii u husy
kratkozobé (Anser brachyrhynchus), bernesky bélolici (Branta leucopsis) a soba
polarniho (Rangifer tarandus platyrhynchus). Tyto nalezy byly identifikovany jako C.
parvum Ila u husy kratkozobé, C. goose genotyp II u bernesky bélolici a C. muris TS 03

u soba polarniho. Prevalence u suchozemskych savct jsou 2 % a u ptaka 5 %.

[11. Mikrosporidie E. cuniculi genotyp II byla diagnostikovana ve tiech vzorcich ze
soba polarniho (Rangifer tarandus platyrhynchus), po jednom vzorku z lisky polarni
(Alopex lagopus) a bernesky bélolici (Branta leucopsis). Druh E. bieneusi byl
diagnostikovan u soba polarniho (Rangifer tatandus platyrhynchus) a husy kratkozobé
(Anser brachyrhynchus). V obou ptipadech to byl novy genotyp. Celkova prevalence

mikrosporidii u suchozemskych savct je 10 % a u ptakua 5 %.

IV. V piipad¢ detekce kryptosporidii a mikrosporidii se potvrdila H2: pivodci
stfevnich parazitarnich infekci jsou pfitomny i ve vysoké Arktidé na Svalbardu.
Piitomnost giardii nebyla prokazana v zadném vzorku. Nepotvrdila se H1 ani H2

vzhledem k pomérné malému poctu vySetfovaného materialu.
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