Jihoeska univerzita v Ceskych Budgjovicich
Ptirodovédecka fakulta

Stievni paraziti savcu introdukovanych na
Svalbard

Bakalatrska prace

Marek Broz

Vedouci prace: Doc. RNDr. Oleg Ditrich, CSc.
Skolitel specialista: RNDr. Eva Myskova

Ceské Budgjovice 2016



Broz M., 2016: Stievni paraziti savct introdukovanych na Svalbard. [Intestinal
parasites of mammals introduced to Svalbard. Bc. Thesis, in Czech.] — 41 p.,
Faculty of Science, University of South Bohemia, Ceské Bud&jovice, Czech

Republic.

The aim of this thesis was the research of parasites of mammals
introduced to Svalbard: sibling voles, horses and dogs. Faeces of this three
species were used for examination of intestinal parasites. Samples were
collected in central part of Svalbard and examined in Czech Republic by

microscopic and molecular methods for detection of protists and helminths.



Prohlasuji, Ze svoji bakalatrskou préci jsem vypracoval samostatné pouze s pouzitim
prament a literatury uvedenych v seznamu citované literatury. Prohlasuji, ze v souladu s §
47b zékona €. 111/1998 Sb. v platném znéni souhlasim se zvefejnénim své bakalatské prace,
a to v nezkracené podobé¢ elektronickou cestou ve vetfejné piistupné ¢asti databaze STAG
provozované Jiho¢eskou univerzitou v Ceskych Budg&jovicich na jejich internetovych
strankach, a to se zachovanim mého autorského prava k odevzdanému textu této kvalifikacni
prace. Souhlasim dale s tim, aby toutéz elektronickou cestou byly v souladu s uvedenym
ustanovenim zakona €. 111/1998 Sb. zvetejnény posudky Skolitele a oponentt prace i
zaznam o prib&hu a vysledku obhajoby kvalifika¢ni prace. RovnéZ souhlasim s porovnanim
textu mé kvalifikacni prace s databazi kvalifika¢nich praci Theses.cz provozovanou
Narodnim registrem vysokoskolskych kvalifikacnich praci a systémem na odhalovani

plagiatt.

V Ceskych Budgjovicich, 14. 12. 2016

Marek Broz



Podékovani:

Timto bych chtél pod€kovat zejména svému vedoucimu prace doc. RNDr. Olegu
Ditrichovi, CSc., za jeho trpélivost, odborné vedeni, ochotu a cenné rady. Stejné tak bych rad
podékoval skolitelce specialistce RNDr. Evé Myskové za trpélivost, odborné vedeni a
pomoc pii zvladnuti metodiky k této praci. Dale vSem pracovnikiim Laboratote veterinarni a
medicinské protistologie, Parazitologického ustavu, BC AV CR, v.v.i. za jejich cenné rady a
ochotu.

Velky dik patii vS§em zaméstnancim Centra polarni ekologie a Mgr. Anné Macové za
ochotu a pomoc pfii sbéru vzorkli a pohodovou atmosféru pfi praci na Svalbardu. V
neposledni fad€ bych rad podékoval své rodin€ za podporu pii studiu a pii psani této prace.

Piedevsim bych ale chtél podékovat za podporu z granti LM2010009 CzechPolar
(MSMT CR) a NF-CZ07-ICP-1-029-2014 (NF), ktera mi umoznila praci na Svalbardu.



Obsah

1.1.
1.2.
1.2.1.
1.2.2.
1.2.3.
1.3.
1.3.1.
1.3.1.1.
1.3.1.2.
1.3.1.3.
1.3.1.4.
1.3.2.
1.3.2.1.
1.3.2.2.
1.3.2.3.
1.3.2.4.
1.3.38.
1.3.3.1.
1.3.3.2.
1.3.3.3.
1.3.3.4.
1.3.4.
1.34.1.
1.3.4.2.
1.3.4.3.
1.3.4.4.

3.1
3.2.
3.2.1.
3.2.2.
3.3.
3.3.1L
3.3.2.

UIVOU e 1
Autochtonni SUChOZEMST SAVCT ......eviviiiiiiiieiee e 2
ALOCHEONNT SAVCI. ..ttt 2
Hrabos$ vychodoevropsky (Microtus levis Miler, 1908)..........ccccccvcvrveinnnns 3
Kun domaci (Equus ferus caballus Linnaeus, 1758) .......cccccocvevvevevvenennnn, 5
Pes domaci (Canis lupus familiaris Linnaeus, 1758).........ccccccoccvvvviiveiennnn. 6
SledoVani PATAZIti........ccoiverriiirie e 7
Echinococcus multilocularis Leuckart, 1863 ........ccccevvvveieiiireeeeieieresennees 7
TAXONMOMIE. ..ottt 7
VYVOJOVY CYKIUS vttt 8
EchinokoKOZa .........coviiiiiiiiie e 8
VYSKYt V ATKEAG ..ot e e 9
Cryptosporidium TYzzer, 1907 .......cccceoiiriiine e 9
TAXONOMIE. ...ttt bttt bbb e 9
VIVOJOVY CYKIUS ..ottt 9
Kryptosporidioza..........ceeivieiiiiiiiiieie e 10
VYSKYt v ATKEAG .. 10
MIKFOSPOFIAIE ......eecvieciecice et 11
TAXONMOMIC. ...ttt 11
VYVOJOVY CYKIUS .ottt e 11
Mikrosporidiozy U Iidi........cceeieiiiieiiiice e 12
VYskyt v ATKEIAE ... 13
Giardia KUNStIEr, 1882 ....iiuiiiiiiiiiii sttt sttt st s 13
TAXONOMIE. ...ttt 13
VIVOJOVY CYKIUS ...ttt 14
GIATAIOZA ..ttt s 14
VYSKYt v ATKEAG ...t 15
CHLE PIACE ..ottt 16
Material @ MEtOAY.......eooveeiiiiiiiiiieie e 17
LoKalita SDETU VZOTKI ......ccveivreieiiiiie et se et 17
VySetfovany mMateridl .........ccccviviiiiiiiiiic e 17
Metodika odchytu hrabost MiCrotus leViS ...........cccoevvviiininincneicce 17
Metodika pitvy hraboSe.......ccccvviiieiiiiei s 19
Metody VySetieni VZOTKIL........covviieiiirieiiiinie e 20
Barveni dle Milacka — Vitovee (1985) ....voviiieiiniiieieece e 20
Sedimentace AMS ... ... 20



3.3.3.
3.3.4.

3.34.1.
3.3.4.2.
3.3.4.3.
3.3.4.4.
3.3.4.5.

4.1.
4.2.
4.2.1.
4.2.2.

42.2.1.
4.2.2.2.

4.3.

FIOtace dle SNEALEIA ......ccoeeeee ettt e et e e e e e e 21

Molekularni diagnostika VZOrkll..........ccevviririinininie e 21
1Z018CE DINA Z TIUSU.......coviiiiiiiciiccee s 21
Polymerazova Tet€Zova 1€aKCe ........ccvvveviiiiieiiiece e 22
Gelova leKtroforeza ........cuoviiiiiiii e 23
SEKVENACE......cuiiiiiiiiie i 24
Fylogenetickd analyza.........cccccoviieiiiiiiinie s 24
VYSIEAKY ..ot 25
Piitomnost parazitt zjisténych pii pitv€ M. leViS .......cccovvvviriviiiiieiene 25
MikroSKOpické MEtOdy........cccviriiieiiiiiiiiiee s 25
Mikroskopie barvenych preparatti dle Milacka-Vitovee........ccoovvvriennenee. 25
Sedimentacni a flotani MEtOdY ........evcvvriiiiiieiieiie e 25
Flotace dle SReatera ...........ccovveiiiiciiiiieee s 25
Sedimentace AMS ..o 25
MoleKUlarni MEtOAY ........cvvveieriiieerieere e s 26
DUHSKUSE ... 30
ZLAVETY vttt ettt ettt b e bbbt b e b e b e b e e 34



1. Uvod

Souostrovi Svalbard, také znamé pod ndzvem Spicberky, lezi naptl cesty mezi
severnim okrajem Norska a severnim polem. Rozklada se mezi 74° a 81° severni Sitky a 10°
a 35° vychodni délky. Nejvétsi z deseti ostrovi je Zapadni Spicberk (Spitsbergen), ktery dal
souostrovi jméno. Celkova rozloha je 62 050 km?. Svalbard je nejsevernéjsi vyspou Norského
kralovstvi. Spravnim centrem je méstecko Longyearbyen (cca 1700 obyvatel), dalsi obydlené
lokality jsou pak Barentsburg (ruska tézebni osada, cca 900 obyvatel), tézebni osada
Sveagruva a vyzkumna komunita v Ny-Alesundu (Henttonen et al. 2001, Stange 2012).

Klima na Svalbardu je mirngj$i nez v jinych zemépisnych Sitkach. To je zpisobeno
nizkym atmosférickym tlakem a teplym proudénim z Atlantického ocednu. Primérné ro¢ni
teplota v Longyearbyenu se pohybuje okolo -4 °C. Nejvys$i zaznamenana teplota na
Svalbardu je 21,3 °C a nejnizsi je -49,2 °C. V zimé& zde vane silny vitr. Na Spicberkach je
velmi malo vodnich srazek. V Longyearbyenu je mén¢ srazek nez v suchych oblastech na
norské pevniné. Srazky na Svalbardu pochazeji z vychodnich proudt od Barentsova mote. V
Longyearbyenu je polarni den od 20. dubna do 23. srpna. Polarni noc pak od 26. fijna do 15.
unora. Vé&tSina polarnich organismi se pfizpusobila sezonnim podminkam (Gulliksen a
Svensen 2004).

Prvni pisemné zminky o Svalbardu pochézi z islandské kroniky zroku 1191. Za
objevitele Svalbardu je vSak povaZovan az holandsky moteplavec Willem Barents, ktery
Svalbard popsal roku 1596. V 19. a 20. stoleti Svalbard osidlovali zejména rusti a norsti lovci
kozeSin, ktefi pro usnadnéni pohybu po ledu a snéhu pouzivali psi spiezeni. Svalbard byl a
Caste¢né stale je vyuzivan pro jeho nerostné bohatstvi. Roku 1906 byl otevien prvni dul
spolecnosti Arctic Coal Company. TéZba pfildkala mnoho lidi k praci a bydleni v nové
vzniklém mésté, Longyearbyen. Hornici k usnadnéni prace pii pfevazeni vytézenc¢ho uhli
pouzivali koné. Roku 1920 byla podepsana tzv. Svalbardskd smlouva. Na zaklad¢ této umluvy
se Svalbard dostal pod administrativni spravu Norska. Smluvni strany (41 statll) maji zajisténa
rizna prava, jako napf. t€Zbu nerostnych surovin a zfizovani vyzkumnych stanic. V dnesni
dobg je soustrovi cilem i mnoha turistickych vyprav. Turismus je ale regulovan pomoci tvorby
narodnich parku a pfirodnich rezervaci (Grégr et al. 1997, Umbreit 2005).

Tato prace je zamétena na parazitologicky vyzkum savci, ktefi na Svalbardu nejsou
ptvodni, tudiZ s sebou na Svalbard mohli zavléci nové druhy parazitii. Zaméfil jsem se na
parazity na Svalbard zavleceného hrabosSe vychodoevropského (Microtus levis), ktery umoznil
dokonceni vyvojového cyklu tasemnice Echinoccocus multilocularis, jejimz je
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mezihostitelem. Dale jsem parazitologicky vysetfoval kon¢ a psy, na Svalbard dovezené

zameérne.
1.1. Autochtonni suchozemsti savci

Na Svalbardu mizeme najit dva ptivodni suchozemské savce. Prvnim je sob polarni
Spicbersky (Rangifer tarandus platyrhynchus), ktery je mensim poddruhem soba polarniho.
Tento poddruh je charakteristicky svymi kratSimi koncetinami a vyrazné mohutnéj$imi
kopyty, které usnadiiuji pohyb v podmacené tundie a ve sné¢hu. Sobi polarni méni své zbarveni
dle ro¢niho obdobi, v 1été je jejich srst kratsi, Sedohnéda, v zimé pak delsi, zlutobila. Obéma
pohlavim rostou vétvend parozi, kterd jsou asymetrickd. Samci je maji vétsi. Je to jediny
puvodni herbivorni savec na Svalbardu.

Dalsim savcem je liska polarni (Vulpes lagopus), ktera ma kratsi Cenich a usi nez jeji
ptibuzna liska obecna (Vulpes vulpes), ktera se na Svalbardu nevyskytuje. Liska polarni ma
cirkumpolarni rozsifeni a patii mezi nejlépe adaptované terestridlni savce na arktické klima.
Jeji dlouhy ocas po sto¢eni slouZzi jako ochrana pied chladem. Vazi zhruba 2,5-5 kg. Existuji
dv¢ barevné varianty, bild a modra. Bila je v zim¢ bild s cernymi chlupy na $picce ocasu a
Sedohnéda v 1ét€. Modra varianta je pak téméf cely rok modroSedd, v zimé jeji srst trochu
zesvétli. Na Svalbardu se vyskytuje pouze bild forma liSky polarni. Je rozsifena po celém
Svalbardu, teritorium jejiho pohybu je kolem 20 km?. V né&kterych lokalitach se Zivi hlavng
hlodavci. Ti se na Svalbardu nevyskytuji (S vyjimkou zavle¢eného hrabose Microtus levis
Vv oblasti kolem spravniho centra Longyearbyenu a osady Grumantbyen), proto se zde zivi
prevazné ptaky, jejich vejci, na pobiezi pak rybami a korysi (Kovacs a Lydersen 2006, Sale
2006).

1.2. Alochtonni savci

V soucasné dob¢ se na Svalbardu vyskytuji tfi druhy savct, ktefi jsou neptivodni a byli
zavleceni ¢lovékem. VSichni jsou suchozemsti. Koné a psi byli zavleceni cilené jako pracovni
a spolecenské zvirata.

V roce 1929 byli na Svalbard dovezeni pizmoni severni (Ovibos moschatus). Bylo
ptivezeno 17 telat z Gronska. Nejprve se stado zvétSovalo — do roku 1936 se rozrostlo na 30
jedinct, v 60. letech se po Svalbardu pohybovalo ke stovce kust. Populace vsak zacla v 70.
letech klesat az postupné vyhynula. Posledni Zivy pizmon byl spatfen nedaleko

Longyearbyenu v roce 1985 (Lent 1999).



Na Svalbardu diive lidé méli i hospodaiska zvifata. Ve spravnim centru Longyearbyen
byla farma a 1idé zde v druhé poloviné 20. stoleti chovali dojné kravy, vepie a dribez. Podobné
farmy byly i v ruskych osadach Pyramiden a Barentsburg (Umbreit 2005, Holm 1999). I pies
zékaz vydany ufadem guvernéra ostrovl je v ruském meésté Barentsburg chovano nékolik
kocek (Felis silvestris f. catus) (Ditrich, osobni sdéleni). Z divodu nelegalni introdukce téchto

zvitat nebylo mozné odebrat material pro tuto praci.

1.2.1. Hrabo$ vychodoevropsky (Microtus levis Miler, 1908)

Hrabos vychodoevropsky (Obr. 1) ma sedohnédou srst, ktera kryje celé télo véetné
kratkych usi a ocasku. Je 10 — 16 cm velky a vazi zhruba 30 g. Zivi se travnatym porostem a
zije v norach. Tento druh se vyskytuje na loukach a zemédélskych oblastech v Euroasii.
Nejsevernéjsi oblast vyskytu je Finsko. Hrabo$ vychodoevropsky je ndhodné introdukovanym
druhem. Na Svalbard se dostal pravdépodobné z oblasti okolo Petrohradu na lodich,
ptivazejicich na Svalbard picninu pro hornickou osadu Grumantbyen mezi lety 1920 a 1960
(Obr. 2). Z Grumantbyen se rozsifil jak smérem na severozapad k Longyearbyen, tak i
jihovychodné k tidoli Colesdalen (Obr. 3). Je jedinym drobnym savcem na Svalbardu (Kovacs
a Lydersen 2006).

V oblasti kolem Longyearbyenu se vyskytuje pfedevsim pobliz psich stanic a koiiské
staje, kde vyuZziva pro svou obZivu krmivo pro koné €1 psy a to zejména v zimé. V 1ét€ se Zivi

travinami, kterych je pro né v Longyearbyenu dostatek.



Obr. 1: Microtus levis.

Obr. 2: Osada Grumantbyen — prvni misto vyskytu M. levis. Foto: Tomas Tyml
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Obr. 3: Mapa rozsifeni M. levis na Svalbardu Zdroj: Henttonen et al. 2001

1.2.2. Kun domaci (Equus ferus caballus Linnaeus, 1758)

Jedinym zastupcem tohoto rodu je na Svalbardu islandsky kun. Islandsky kun je
plemeno vyslechténé na Islandu, Jeho pfedchidce na Island dovezli norsti osadnici mezi lety
860 a 935. I pres maly vzrust ho Island’ané nikdy nepovazovali za ponika (Hartley Edwards
1992). Hilkova vyska téchto koni se pohybuje v rozmezi mezi 1,25 — 1,40 m. VéEtSinou jsou
zbarveni do hnéda, vyskytuji se také jako vranici ¢i ryzaci, b€lousi a strakaci. Je to velmi
spoleCenské plemeno, vyznacuje se spolehlivosti. Je schopen pro svou vytrvalost ptfekonavat
dlouhé vzdalenosti. Vuci télu ma velkou hlavu s malyma usima. V trupu zavaliti, s kratkymi
koncetinami. Srst maji drsnou a hustou. Velmi snadno se pohybuje 1 v narocném terénu.
Puvodné slouzil jako pracovni plemeno v horskych oblastech (Hermsen 2002, Pickeral 2004).

Na Svalbardu jsou tito koné& vyuzivani jako turisticka atrakce (Obr. 4).



Studie Eydala a Gunnarssona (1994) prokazala, ze islandsti kon¢€ pfimo na Islandu trpi
riznymi stievnimi parazity. Nejcastéji nalezenymi parazity byly hlistice Parascaris equorum,

poté roupi Oxyuris equi a take byla objevena vajicka tasemnice Anoplocephala perfoliata.

Obr. 4: Islandsti koné& na Svalbardu.

1.2.3. Pes domaéci (Canis lupus familiaris Linnaeus, 1758)

Psi jsou na Svalbardu chovani pfevazné pro spolecenské a pracovni ucely. Tazni psi
jsou vyuzivani v letnich i zimnich mésicich, kdy tahaji bud’ san€ a nebo voziky s lidmi. Nejvice
jsou zastoupena odolna severska plemena jako husky, malamut a také kiizenci. Najdeme je
vétSinou v psich stanicich (ohrada s boudami, u kterych jsou psi uvazani). VSichni psi dovezeni
na Svalbard musi byt zaregistrovani a veterinarn€ zkontrolovani. V roce 2013 se na celém
Svalbardu nachazelo zhruba 600 evidovanych psii, z nichz vice nez polovinu vlastni
spole¢nosti poskytujici sluzby turistam (Obr. 5) (Kristiansen 2014). Dovazet psy a jina zvitata
na Svalbard je oficiadlné zakazané, vyjimky ud€luje The Norwegian Food Safety Authority. Po
pfiletu je nutné psy nechat zkontrolovat ihned na letisti. Pokud pes na Svalbardu uhyne, zméni
majitele, nebo je odvezen na pevninu, je nutné informovat ufad guvernéra soustrovi tzv.

Sysselmanna (Anonymous 2016).



U taznych pst v Kanad¢ bylo nalezeno mnoho stfevnich parazitl, zejména hlistice rodu
Toxocara a tasemnice Echinococcus granulosus (Villeneuve et al. 2015). U spolecenskych
pst v Saskatchewanu byly nalezeny oocysty kryptosporidii a cysty giardii (Schurer et al.
2012).

Obr. 5: Psi stanice nedaleko Longyearbyenu.

1.3. Sledovani paraziti

Sledovani paraziti byli vybrani na zéklad¢é ocekdvanych nalezii v trusu zavlecenych
savcul. Vsichni sledovani paraziti zptisobuji zoonotické infekce prenosné na ¢loveka, vyskytuji
se v kontinentalni Evrop¢ a Casto také v arktickych oblastech, a proto je na né tento vyzkum

zaméfen.

1.3.1. Echinococcus multilocularis Leuckart, 1863

1.3.1.1. Taxonomie

Echinococcus multilocularis patéi do tfidy Cestoda, fadu Cyclophillidea a celedi
Taeniidae. Je to mala tasemnice, tvofena kromé skolexu se ¢tyfmi piisavkami tfemi az ¢tyimi

¢lanky. E. multilocularis byl dlouha 1éta povazovan za varietu Echinococcus granulosus, ale
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nyni je povazovan za odlisny druh s vlastnim zivotnim cyklem (Merkell et al. 1999) Vyskytuje
se hlavn¢ v Eurasii a ma dva sav¢i hostitele, lisku polarni (V. lagopus) a lisku obecnou (V.
vulpes). Dal$imi definitivnimi hostiteli mohou byt i jiné psovité Selmy (psi domaci, vlci).
Mezihostitelem jsou drobni hlodavci, zejména hrabosi a lumici, nakazen ale mtze byt i ¢lovek
¢i pes. Toto onemocnéni je velmi zavazné a bez 1éCby je uvadéna mortalita pies 90 %

(Henttonen et al. 2001, Volf a Horak 2007).

1.3.1.2. Vyvojovy cyklus

Proces infekce probiha tak, Ze liska, ktera je nakazena dospélymi jedinci, kontaminuje
trusem potravu hlodavce. V trusu liSky se nachazeji vajicka ze kterych se poté vylihne
onkosféra. Z onkosfér, které prostoupi krevnim fe¢istém do té¢la hrabose a nejcastéji napadnou
jatra, mozek ¢i plice, se vytvori cysty, takzvané alveokoky. Ty obsahuji protoskolexy, které
se nepohlavné mnozi. Onemocnéni se pak podoba nadorovému bujeni, véetné moznosti
diseminace do dalsich organt. Liska, ktera ulovi hlodavce, se nakazi témito larvami a z nich

dorostou dospéli jedinci. (Merkell et al. 1999, Volf a Horak 2007).

1.3.1.3. Echinokokdza

Alveolarni echinokok6za je nemoc zpisobena E. multilocularis. Jde o nejvice
patogenni zoon6zou temperatnich a arktickych oblasti severni polokoule (Vuitton et al. 2003).
Larvy echinokoka proristaji organy, nejcastéji jatry (Volf a Horak 2007). Rozsah poskozeni
cystou zavisi na jeji velikosti a poloze v téle. Dusledek potizi mize byt tlak cyst na okolni
organy, cysty jako takové Skodi zvifatim jen malo. Pokud cysta praskne, miiZze byt spusténa
alergicka reakce. Vaznym problémem jsou pak velké Cysty. Dospé€ly ¢erv nema dlouhy Zivot,
ale cysty mohou byt na zivu mnoho let. Pfitomnost parazita indikuje eosinofilie, tlak na ostatni
organy a poskozeni krevnich cest (Noble 1989). Zaznamenany byly nakazené osoby ve
Francii, Belgii, Rakousku, Némecku, Polsku, Svycarsku, Ciné a také n&kolik piipadii na izemi
Ceska (Vuitton et al. 2003, Kern et al. 2003, Hozakova a Capuli¢, 2014). Existuje n&kolik cest
1é¢by echinokokoézy. Chirurgické odstranéni je radikalni a G¢innou cestou, ale pfi rizikové
lokalizaci k nému nelze pfistoupit. Lékem volby se stavaji benzimidazolové 1éky jednak u
neoperovatelnych piipada a velmi diseminovanych cyst a také jako jedina, ¢i ptidatna terapie

u méné komplikovanych ptipadt (Horton 1997).



1.3.14. Vyskyt v Arktidé

V Arktid¢ je vyskyt E. multilocularis zavisly na polarni liSce (V. lagopus) nebo psu
domacim (C. lupus familiaris) jakozto kone¢nym hostitelim této tasemnice. Lidské infekce
jsou zpusobeny pozitim infekénich vajicek distribuovanych s vykaly z téchto hostiteltl (Fuglei
et al. 2008). V letech 1999 a 2000 byla u 59 z 224 hrabosu odchycenych na Svalbardu

potvrzena pfitomnost cyst E. multilocularis (Henttonen et al. 2001).

1.3.2. Cryptosporidium Tyzzer, 1907

1.3.2.1. Taxonomie

Kryptosporidie fadime mezi eukaryotické organismy skupiny Apicomplexa a
podskupiny Conoidasida (Adl et al. 2012). V minulosti byl rod Cryptosporidium fazen mezi
kokcidie, molekularni metody prokazaly vétsi piibuznost s hromadinkami, taktéz z kmene
Apicomplexa (Carreno et al. 1999). Kryptosporidie jsou jednobunécni paraziti, ktefi rostou a
mnozi se v epitelidlnich bunikach gastrointestindlniho a dychaciho traktu obratlovct. Diive
existovaly domnénky, Ze jsou kryptosporidie vzacné a hostitelsky specifické, nyni je vSak
znamo, ze fada z nich neni hostitelsky specificka. Dle vyskytu vyvojovych stadii v hostiteli
rozeznavame kryptosporidie napadajici epitel Zalude¢nich zldz a kryptosporidie napadajici
enterocyty ve stievech. V soucasné dobé¢ existuje nejméné 19 rozdilnych druhd (Fayer a Ungar

1986, Fayer 2010, Xiao a Fayer 2008).

1.3.2.2. Vyvojovy cyklus

Kryptosporidie sviij zivotni cyklus, tvofeny sexualni a asexualni fazi, uskute¢ni pouze
v jednom hostiteli. Primarni lokalizaci infekce pro C. hominis, C. parvum a dalsi stfevni
kryptosporidie je tenké stievo. Zaludedni kryptosporidie (C. muris, C. andersoni a C.
serpentis) napadaji epitel zaludku. Endogenni cyklus je odstartovan pozienim 00CYyst.
V hostitelském organismu dojde k excystaci zralych oocyst. Z oocysty se uvolni infekéni
sporozoiti a pfilnou nejcastéji k epitelu tenkého stieva, ale mohou piilnout i K epitelu jinych
organti. Hostitelskd builkka sporozoita uzavie do vakuoly mimo cytoplasmu (tzv.
epiplasmatickd lokalizace). Sporozoit se poté meéni V trofozoit. Z trofozoiti vznikaji

nepohlavnim rozmnozovanim meronti. Tento proces se nazyva merogonie (schizogonie). U



druhu C. parvum rozlisujeme dva typy vzniklych merontd. Prvni typ merontd vytvari 6-8 jader
a z kazdého se vytvaii merozoit. Ty dale napadaji epitelidlni buiiky. Tito merozoiti v nove
infikovanych bunkéch prod¢laji dalsi merogonii typu I nebo se formuji v meronty II. typu,
ktefi vytvareji 4 merozoity. Pouze merozoiti II. typu jsou schopni se déale sexualné rozmnozit
gametogonii, pfi které vzniknou gamonti (mikrogamonti a makrogamonti). Z mikrogamonti
se tvofi mikrogametocyty s 16 pohyblivymi mikrogametami. Zrald mikrogameta poté oplodni
makrogametu a tim vznikne zygota, ktera dale projde sporogonii. Pii sporogonii se ve zralé
oocysté vytvoii 4 sporozoiti. Mohou vzniknout dva typy oocyst. VétSinou jde o oocysty
silnosténné, které jsou vykaly uvoliiovany ven z t€la hostitele a §ifi tim infekci mezi ostatni
hostitele. Zbytek tvofi oocysty tenkosténné, které excystuji v hostiteli a zpisobuji autoinfekci
(Fayer et Xiao 2008).

1.3.2.3. Kryptosporididza

Kryptosporididza je oportunni zoondza. Infekce vznikd po pozieni odolnych oocyst
hostitelem. Projevem infekce jsou nekrvavé prujmy s dal$imi gastrointestinalnimi potiZzemi a
celkovou vycCerpanosti organismu (Petersen 1992). V soucasné dob&é neexistuje ucinna
kauzalni 1é¢ba lidské ¢i  zvifeci kryptosporidiozy. Ackoli mnoho infekci u
imunokompetentnich hostitelti miZe byt zcela bez ptiznakii ¢i s mirnymi klinickymi obtizemi,
které vymizi béhem 1-2 tydni, nékteré piipady mohou byt natolik zavazné, ze musi dojit
k 1ékafskému nebo veterinarnimu zasahu. Zejména u imunodeficitnich pacientti dochazi
k rozsahlym diseminovanym infekcim, které vétSinou konéi smrti. Podptrnou 1é¢bou u
imunokompetentnich je dopliiovani tekutin oralni ¢i nitroZilni cestou pro sniZzeni dehydratace
doprovazejici akutni prijem, zatimco se ¢ekd na spontanni zotaveni (O Donoghue 1995).
Onemocnéni se diagnostikuje mikroskopickym nalezem oocyst ve stolici ¢i molekularnimi
metodami (Fischer et al. 1998). Vyvojova stadia tohoto parazita Ize najit také v duodenalni
biopsii (Bednaf et al. 1996).

1.3.2.4. Vyskyt v Arktidé
Infekeni stadia kryptosporidii, sporozoity, jsou chranény pfed vnéjSimi vlivy pomoci
obalti, tzv. oocyst, 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). V Norsku byl vyskyt kryptosporidii zaznamenan u jelenovitych, konkrétné u jelenti
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(Cervus elaphus) a u sobu (R. tarandus) (Deng a Cliver 1999, Sefker et al. 2002). Stejnou
lokalitu jako jelenoviti v Norsku obyvaji také lisky, a pravé na né¢ mize dojit k pfenosu
infekce. V roce 2007 byly rozpoznany oocysty v trusu 6 liSek, vSechny pozitivni vzorky ale
obsahovaly velmi mélo oocyst. (Hamnes et al. 2007). U ¢loveéka byl vyskyt kryptosporidii
zaznamenan v Kanadé v oblasti Nunavik, kde Zije pfevazné inuitské obyvatelstvo. V roce
2013 zde byla mikroskopicky vysetfena stolice 283 lidi a 51 vzorki bylo pozitivnich.
Molekularni analyzou pak bylo potvrzeno, Ze jde o C. hominis. Nejpravdépodobnéji byla
nakaza introdukovana a pozdéji rozsifena pienosem z ¢lovéka na ¢lovéka (Thivierge et al.
2016). V kanadském teritoriu Nunavut byla zaznamenana infekce C. parvum u lidi. Dal$im
zaznamenanym vyskytem kryptosporidiozy v Arktidé byl ndlez kryptosporidii u sobd na
Aljasce (Jenkins et al. 2013).

1.3.3. Mikrosporidie

1.3.3.1. Taxonomie

Mikrosporidie jsou obligatn¢ intracelularni paraziti. Patii do skupiny Opisthosporidia,
které jsou sesterskou skupinou hub v rdmci nadiazené skupiny Holomycota (Karpov et al.
2015). Mikrosporidii bylo popsano skoro 1000 druhi zafazenych do vice nez 100 rodu
(Sprague et al. 1992). Mikrosporidie napadaji pfislusniky téméf vSech zivocisny kmeni,
nejcastéji vSak korySe a hmyz. Mohou také infikovat ryby, ptdky a savce vcetné ¢loveka
(Anane, 2010). Poprvé byl vyskyt mikrosporidiové nakazy u lidi zaznamenan v roce 1959
mikrosporidii rodu Encephalitozoon (Matsubayashi et al. 1959). Od té doby az do roku 1985
bylo dobfe popséano jen 10 piipadii tohoto onemocnéni u lidi. U HIV pozitivnich pacientl ve

Francii byl v té¢ dob& popsan novy druh Enterocytozoon bienuesi (Desportes et al. 1985).

1.3.3.2. Vyvojovy cyklus

K infekci hostitele nej¢astéji dochazi vdechnutim ¢i pozienim spor. Velikost spor druhi
parazitujicich u savc¢ich hostiteld se pohybuje mezi 1-3 um. Tvar spér je casto kulovy,
vejcovity, tyCovity nebo tvaru ptilmésice. Obal spory se sklada ze tii vrstev — z jednoduché
plazmatické membrany a dvou extraceluldrnich membran. Povrch stény tvofi tzv. exospora,
sloZzena z elektron-denzni proteinové vrstvy. Vnitini Cast stény je tvofena chitinem a je
nazyvana endospérou. Funkci obalu je ochrana sporoplazmy (infekéni material

mikrosporidie), ktera je tvofena jadrem, ribozomy, zadni vakuolou a vystfelovacim aparatem.
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Vystielovaci aparat zahrnuje polaroplast a pdlovou trubici. Polaroplast je organela tvoiena k
sob¢ tésné priloZzenymi vrstvami membranovych lamel a vezikul. Pélova trubice lezi stocena
uvniti spory (Keeling a Fast 2002, Weber et al. 1994). K infekci hostitelské bunky
mikrosporidiim slouzi vystfelovaci aparat a polaroplast. Vyvoj mikrosporidii poté probiha
V hostitelské bufice ve dvou fazich (Larsson 1999, Weber et al. 1994, Volf a Horak 2007).
V prvni fazi (tzv. merogonie, vegetativni faze) dochazi k ristu sporoplasmy v plasmodium.
Plasmodium se dal déli binarnim délenim na dcefinné bunky, tzv. meronty. Meronti jsou
neékolik um velké bunky mikrosporidii a maji jednoduchou strukturu. Obsahuji pozlstatky
mitochondrii a velmi primitivni Golgiho aparat. K déleni plasmodia na meronty dochazi tak
dlouho, az je bunka zcela zaplnéna meronty. Poté se na povrchu mikrosporidii za¢ne vytvaret
elektrodenzni sténa. Pak zacina druha faze vyvoje, generativni, tzv. sporogonie. Jednotlivé
buniky (meronti) se stavaji autonomnimi a méni se ve sporoblasty. Z kazdé bunky parazita pak
V poslednim staddiu sporulace vznika spora. V tomto okamziku je jiz hostitelskd butka
poskozovana (Volf a Horak 2007). Spory mohou byt také produkovany ve dvou generacich.
Prvni generace spor §ifi infekci v hostiteli, naopak druha generace pak $ifi infekci do vnéjsiho
prostiedi. Tento efekt je umoznén tloustkou bunééné stény spory mikrosporidie. Prvni
generace spor mikrosporidii mé4 bunécnou sténu tenci, druhd generace naopak silnéjsi (Vavra

a Larsson 1999).

1.3.3.3. Mikrosporididzy u lidi

Mikrosporidie infikuji imunokompetentni i imunodeficitni jedince. U oslabenych
imunodeficitnich ptisobi vazna onemocnéni. VétsSina imunokompetentnich zlstane po infekci
bez ptiznakd, ale za ur¢itych podminek mohou onemocnét taky. Bézné se vyskytuji i u zdravé
populace bez jakychkoliv pfiznakl. Pribéh infekci zplisobenych mikrosporidiemi zavisi na
imunitnim stavu hostitele. Zavedenim molekularnich metod do diagnostiky bylo zjisténo, Ze
mikrosporidiéza se muze kromé osob s infekci HIV vyskytovat i u déti, pacientd po
transplantaci organu i u starSich osob (Didier 2006). U lidi tato infekce mize zpusobovat
mozkova, ocni, nosni, plicni, Zalude¢ni, stfevni, ledvinova, svalovd nebo multiorgdnova
onemocnéni (Orenstein et al. 1997). Nejcastejsi plivodci onemocnéni u lidi jsou
Encephalitozoon intestinalis a E. bieneusi. Pti 1é¢bé mikrosporididzy jsou nejcastéji vyuzivana
1é¢iva albendazolsulfoxid a fumagilin. Albendazolsulfoxid patii do skupiny benzimidazolt a
ma antimykotické ucinky. Je G¢inny proti mikrosporidiim rodu Encephalitozoon (Kotler a

Orenstein 1999). Fumagilin je antibiotikum, které se pouziva zevné pii 1é€b€ zanétu rohovky,
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ktery je zplsoben mikrosporidiemi rodu Encephalitozoon ¢i Vairimorpha. Nezadoucimi
ucinky vSak byly neutropenie a trombocytopenie u nékterych pacientti. Na snizeni vyskytu
mikrosporidiovych infekci méa také vyznamny podil vysoce aktivni retrovirdlni terapie
(HAART), ktera se vyuziva k 1écbé pacientli nakazenych AIDS, ktefi Casto trpi pravé
mikrosporidiovymi infekcemi (Conteas et al. 2000).

1.3.3.4.  Vyskyt v Arktidg

O vyskytu mikrosporidii v Arktidé neni v literatufe mnoho feceno. Jedinou zminkou je
studie provedena v Norsku, zabyvajici se vyskytem E. cuniculi v chovech lisek polarnich (V.
lagopus). Encephalitozoonoza se u lisek rozviji 1-3 mésice po narozeni a zpusobuje v jejich

chovech velké ztraty (Akerstedt 2002).

1.3.4. Giardia Kiinstler, 1882

1.3.4.1. Taxonomie

Giardie se fadi mezi jednobunécné eukaryotické organismy, i kdyz jim chybi
kompartmenty typické pro eukaryota, jako jsou mitochondrie, peroxizomy a mikroskopicky
prokazatelny Golgiho komplex (Adam 2001). Systematické zafazeni, zalozené na
genetickych, strukturalnich a biochemickych poznatcich, fadi giardie mezi Excavata do kmene
Metamonada, podkmene Trichozoa, tfidy Trepomonadea a rodu Giardia (Cavalier-Smith
2003). Prvni giardie byla detailn&ji popsana roku 1859 (Lambl 1859). Pomoci detailni
elektronové a svételné mikroskopie bylo rozliseno 6 druhti giardii (Adam 2001). Pét druhid
piedstavuji izolaty z obojzivelnikt (G. agilis), ptakt (G. ardeae, G. psittaci), mysi (G. muris)
a ondater (G. microti) (McRoberts et al. 1996, Adam 2001). Sestym druhem je skupina kment
izolovanych z riznych savéich hostitelti. Byly seskupeny do jednoho druhu G. duodenalis
z divodu stejnych morfologickych znaki (Filice 1952). Podle zasad mezinarodniho kodu

zoologické nomenklatury se pouziva pojmenovani G. intestinalis (Alexeieff 1914).
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1.3.4.2. Vyvojovy cyklus

Hostitel pozie cystu, Z niz se uvoliuji 2 trofozoiti hruskovitého tvaru, ktefi se nasledné
znovu rozdéli. Ti se pomoci adhezivniho disku ptichycuji k bunkam tenkého stieva. Disk je
ojedinéla buné¢na struktura a je specificky pro rod Giardia. Giardie maji 8 bi¢iki ve 4 parech
(anteriorni, posteriorni, kaudalni a ventralni) ukotvené ke dvéma jadrim (Benchimol 2005).
Trofozoit se zivi hlenovitym stievnim sekretem, ktery pfijima pinocytézou na dorzalnim
povrchu a ve stiedni oblasti adhezniho disku. Parazit si tvoii proteiny, které¢ uvoliuje do
prostiedi a chrani se tak pfed stfevnimi enzymy a zluCovymi solemi hostitele. K jeho
rozmnozovani dochazi binarnim délenim. Proces déleni je popisovan n€kolika zplisoby. Jeden
tika, ze déleni probiha se zrcadlovou symetrii v roviné disku, kdy levé jadro matetské bunky
se stava pravym jadrem dcefiné bunky (Ghosh et al. 2001). Dalsi studie pak popisuje
neobvyklé mitotické chovani, pii kterém se déleni jadra zG¢astnuje adhezivni disk (Benchimol
2004). V konec¢né fazi se vytvati v tlustém stieveé cysta, ktera obsahuje 4 jadra a je klidovou
formou parazita. Cysta je velmi odolna vuci vliviim vnéjsiho prostfedi. Hostitel se infikuje
polknutim cysty, ktera ve stfevé excystuje (Volf et Hordk 2007). K pienosu obvykle dochazi
fekalné-oralni cestou. Pfenasi se bud’ z ¢loveka na ¢loveka nebo ze zvifete na ¢loveéka ¢i
obracen¢, ze zvifete na zvife. Dale také pozienim ¢i vypitim kontaminované potravy (Karanis

et al. 2007, Porter et al. 1990).

1.3.4.3. Giardioza

Infekce giardiemi se projevuje prijmy, bolestmi biicha a pocitem slabosti. Stolice mize
obsahovat hlen, ale neosahuje krev. K onemocnéni jsou zvlasté citlivé déti, u kterych mutze
vyvolat malabsorpéni syndrom (Bednart et al. 1996). Nékaza giardiemi je klinicky vyznamna
predevsim u lidi, pst a koc¢ek. Pivodcem infekce u ¢lovéka je G. intestinalis. U zvifat i lidi
tato infekce Casto probiha asymptomaticky (Thompson a Monis 2004). Voln¢ zijici zvitata
mohou byt rezervoarem infekce pro Clovéka i domaci zvifata a mohou byt zdrojem
kontaminace vodnich zdroji (Hamnes et al. 2006). Pienos infekce probiha zejména od
mladych zvifat, protoZe jejich méné rozvinutd imunita umoznuje produkovat velké mnozstvi
cyst (az 108 cyst na gram trusu). Dospéli jedinci sice produkuji méné cyst, ale i mensi mnozstvi
staci k vyvolani nakazy (Yanke et al. 1998, O'Handley et al. 2003, Schaeffer et al. 1991).

K 1é¢be giardiozy se pouziva metronidazol.
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1.3.4.4. Vyskyt v Arktidé

Vyskyt giardii byl v Arktidé zaznamenéan na n¢kolika mistech, vzdy Slo ale pouze o oblasti
nizké Arktidy. Pritomnost giardii u tulenii krouzkovanych v Kanad¢ prokézal Olson (1997).
Nakazeno bylo 3 z 15 testovanych zvifat. Také byla zaznamenana pfitomnost G. duodenalis u
pizmonil (Kutz et al. 2008). V Severni Americe se nakaze giardidzou fika ,,bobii horecka*,
pravé proto, ze bobii jsou zde giardiemi nakaZeni a jsou povazovani za nejcastéjsi zdroj
kontaminace pitné vody cystami giardii (Heitman et al. 2002). Nakaza giardiemi byla popsana
u lisky obecné (V. vulpes), z vychodniho, stfedniho a severniho Norska. VétSina pozitivnich
vzorkd obsahovala pomérné malo cyst, ale u jednoho vzorku (dospély samec) z vychodniho

Norska byla diagnostikovana silna infekce (Hamnes et al. 2007).
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2. Cile prace
Cili mé bakalarské prace bylo:
- Zpracovat literarni reSersi o tématu
- Pomoci koncentra¢nich, mikroskopickych a molekularnich metod vysetiit vzorky
trusu savcu introdukovanych na Svalbard (hrabosi (Microtus levis), psi, kong)

- Na zaklad¢ vysledkt posoudit rizika zavleceni alochtonnich parazitarnich infekei na
Svalbard
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3. Material a metody

3.1.Lokalita sbéru vzorku

Vsechny vzorky pochdzi z centralni oblasti Svalbardu, z okoli mésta Longyearbyen.
Zkoumané alochtonni druhy se nevyskytuji témét nikde jinde. Vzorky trusu pst pochazely ze
dvou psich stanic v okoli mésta (Greendog a Basecamp). Vzorky trusu koni byly sbirdny
v konské staji na okraji mésta u letisté. Odchyt hrabosu probihal ve vybranych lokalitach

potencialniho vyskytu hrabosi.
3.2.Vysetfovany material

Vysetiované vzorky trusu koni a psu byly sebrany v srpnu 2015. Vzorky trusu od 4
islandskych koni byly uskladnény v zip-lock saccich pfi teploté 4°C. Cést vzorki trusu byla
uskladnéna v 1,5 ml uzaviratelnych zkumavkéch a zafixovana 4% dvojchromanem draselnym
(K2Cr207). Vzorky trusu psu (celkem 36) byly uchovavany v uzaviratelnych zkumavkach typu
Falcon a skladovany taktéz pti teploté 4°C. Vzorky hrabost pochazely z let 2013 — 2015.
V roce 2013 bylo odchyceno 12 hrabost, v roce 2014 23 hrabost a v roce 2015 28 hrabosu.
Celkem tedy 63 hrabosi.

3.2.1. Metodika odchytu hrabost Microtus levis

Odchyt probihal v oblasti spravniho centra Svalbardu, ve mésté Longyearbyen, v srpnu
2015. Po ziskani potiebnych povoleni bylo rozmisténo celkem 120 pasti na 4 lokalitach. Jako
navnady byly nejdiive pouZity knoty, osmaZené na sadle s rozpusténym zeleninovym
bujonem. Tato ndvnada, v nasSich podminkach béZzna, bohuZel nebyla vhodnym lakadlem. Na
misté byly testovany rizné druhy navnad. Byl testovan nakliceny hrach, fazole, kousky
suSené¢ho ananasu a také mandle, které se nakonec ukazaly jako nejvhodné&j$i volbou. Kontrola
pasti probihala dvakrat denné, vzdy rdano a vecer. Pasti na lokalitdich byly umistény tyden,
s vyjimkou staje islandskych koni, kde byly pasti ponechany déle, vzhledem k poctu
odchycenych vzorkd.

Prvni lokalitou byl Hundeklubb Longyearbyen, kde byly nalezeny nory hrabose M. levis.
PoloZzeno bylo 35 pasti. Na druhé lokalité, psi stanici ,,Basecamp®, bylo po dohod¢

s majitelkou rozmisténo 25 pasti zejména na mistech, kde byli hraboSi podle majitelky
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spatfeni. Dlikaz o pobytu hrabost na této lokalité nebyl prokézan, protoze nebyly nalezeny ani
nory, ani trus.

Dalsi lokalitou byla soukroma staj islandskych koni na okraji Longyearbyenu. Zde
bylo patrnych n€kolik nor a cesti¢ek mezi nimi. PoloZeno bylo 35 pasti kolem jihozapadniho
rohu budovy staje, kolem hnojisté (Obr. 6, Obr. 7).

Posledni lokalitou byl opustény psinec nad Longyearbyenem, ve vesni¢ce Nybyen, kde
bylo poloZeno 25 pasti.

Po odchyceni byl usmrceny hrabo$ uavien do zip-lock sacku a az do pitvy uchovan

Vv chladu pfi teploté 4 °C.

Obr. 6: Jihozapadni roh budovy kotiské stéje.
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Obr. 7: Past nali¢ena knotem u budovy staje.

3.2.2. Metodika pitvy hrabose

Po odchyceni hrabose z néj bylo tfeba vypitvat pfedem urené organy, v tomto piipade
predevsim obsah tenkého a tlustého stieva.
Pfed samotnou pitvou byla zkontrolovana jeho srst a také zip-lock sacek, ve kterém byl po
odchytu umistén. Tim byla ovétena pfitomnost ektoparazitii. Poté byla zkontrolovéana jatra a
ostatni vnitini organy na ptitomnost boubeli E. multilocularis, pfipadné zmén ptisobenych
dal$imi tkanovymi parazity. Nasledovala kontrola stfev, zda v nich nejsou helminti a poté
odbér obsahu stiev pro dalsi vySetfeni. V pripad¢é podezielého nalezu nasledovala kontrola

binolupou ¢i mikroskopem, ptipadné roztlak mozku pro zjisténi pseudocyst toxoplazmy.
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3.3. Metody vySetieni vzorkl
3.3.1. Barveni dle Milacka — Vitovce (1985)
Tato metoda je pouzivana pro mikroskopické vySetfeni piitomnosti oocyst kryptosporidii

V trusu pomoci specifického barveni.

Pouzité chemikalie:

1) roztok metylvioleti: Methylviolet .................... 0,6 g
Anilin . 1ml
Fenol .....cccoovevveiiiie, 1lg
Ethanol (EtOH) ................ 30 ml
Deionizovana voda .......... 70 ml

2) kyselina sirova: 2% vodny roztok
3) roztok tartrazinu: 1% tartrazin v 1% kyseliné octové
Pracovni postup:

Nejdiive byl vytvorfen tenky natér trusu na pfedem oznacené sklicko. Natér byl poté
fixovan methanolem v plameni a 30 minut barven v kyveté s roztokem methylvioleti. Poté
bylo sklicko opladchnuto pod tekouci vodou. Déle byl natér 2 minuty diferencovan v kyvete s
2 % kyselinou sirovou. Opé¢t bylo sklicko oplachnuto pod tekouci vodou. V dal§im kroku byl
vzorek 2 minuty dobarvovan tartrazinem. V poslednim kroku bylo sklicko opét oplachnuto
pod tekouci vodou a ususeno.

Sklicka byla prohliZzena svételnym mikroskopem (OLYMPUS BX 51) pii zvétSeni 1000x s

pouzitim olejové imerze.
3.3.2. Sedimentace AMS

Sedimentace je koncentraéni metoda. Je urCena napt. Kk zachyceni vaji¢ek helminta
Vv trusu.
Pro vySetfeni vzorkli trusu metodou AMS byly pouzity dva zasobni roztoky Vv
nasledujicim sloZeni:
1. AMS III roztok
115,2 g Na2SO4 bezvody
540 ml HCI
660 ml H20
hustota = 1,080 g/ml
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2. roztok Triton
16,5 ml Triton X 100
33,5 ml H:0

Ve zkumavce s 6 ml roztoku AMS byl rozmichan trus (vzorek o velikosti hrachu) a
vznikla smés se prelila pies gazu. Do smési byly ptidany 3 kapky Tritonu a 3 ml diethyléteru,
poté byl obsah protfepan a centrifugovan po dobu 2 min pii 600 g. Sediment byl prohlizen

svételnym mikroskopem pii zvétSeni 200x.
3.3.3. Flotace dle Sheatera

Tato metoda je opét koncentracni metodou k zachyceni vaji¢ek parazitd v trusu.
Sheathertv cukerny roztok:
259 ml deionizované vody
405 g cukru (krystal)
7,29 g fenolu
hustota = 1,2 g/ml

Vzorek trusu (o velikosti hrachu) byl rozmichan ve vodé a zhomogenizovan ve tfeci
misce. Vznikla smés byla slita pfes gazu a centrifugovala po dobu 5 min pii 1000 g.
Supernatant byl poté odstranén a sediment rozmichdn v malém objemu Sheatherova
cukerného roztoku. Poté byl zbytek zkumavky doplnén Sheatherovym roztokem a
centrifugovan po dobu 5 min pfi 1000 g. Pomoci mikrobiologické kli€ky byla opatrné
odebrana povrchova blanka na podlozni sklo, pfikryta krycim sklem a prohlizena svételnym

mikroskopem pii zvétseni 200x%.
3.3.4. Molekularni diagnostika vzorki

Vsechny vzorky byly postupné vySetfovany pomoci molekularnich metod na

pfitomnost DNA kryptosporidii, giardii a mikrosporidii.
3.34.1. Izolace DNA z trusu

K vyizolovani DNA ze vzorkt trusu byl pouzit komeréni izola¢ni kit (GeneAll ExGene
Stool DNA mini). Do zkumavky bylo umisténo 200 mg vzorku trusu. Poté byl pfidan 1 ml

PBS pufru, zkumavka promichana a jeji obsah 30 s inkubovan. Poté byl supernatant pfenesen
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do cisté 2 ml mikrozkumavky. Pfeneseny obsah byl zcentrifugovan po dobu 2 minut na
nejvyssi g, poté odstranén supernatant. Do téze zkumavky bylo pfidano 1,3 ml FL pufru a
resuspendovan pelet. Obsah zkumavky byl 5 minut inkubovan a poté se centrifugovala 5 min
pii 10 000 g. Supernatant byl poté pienesen na kolonu EzPass filter a centrifugovan 1 minutu
pti 10 000 g. Poté se postup s EzPass filtrem jest¢ jednou zopakoval. Na EzPass filtr bylo dale
ptidano 100 pl EB pufru a 1 minutu inkubovéno. Poté byla kolona opét zcentrifugovana po
dobu 1 minuty pii 10 000 g. Do filtratu bylo pfidano 500 pl PB pufru a zkumavka promichana.
Obsah zkumavky byl pfenesen na MiniSpin kolonu a pii 10 000 g po dobu jedné minuty
centrifugovan, poté byl odstranén filtrat. Na kolonu bylo pfidano 500 pl NW pufru, poté opét
centrifugovano 1 minutu pi 10 000 g a odstranén filtrat. Kolona byla znovu centrifugovana 1
minutu pii maximalnim g. Poté byla kolona ptfenesena do Cisté 1,5 ml zkumavky. Na
membranu MiniSpin kolony bylo pfidano 50 pl EB pufru, inkubovédno 1 minutu a
centrifugovano 1 minutu pti 10 000 g. Kolona byla poté sejmuta a filtrat s vyiizolovanou DNA

v 1,5 ml zkumavce se dal zmrazit.

3.3.4.2. Polymeréazova fetézova reakce

V ptipad¢ kryptosporidii byl amplifikovan gen pro malou
ribozomalni podjednotku (SSU rRNA) (Jiang et al. 2005). U mikrosporidii Enterocytozoon
bieneusi (Buckholt et al. 2002) a Encephalitozoon spp. (Didier et al. 1995, Katzwinkel-
Wiladarsch et al. 1996) byl pouzit protokol pro amplifikaci Internal Transcribed Spacer (ITS)
genu rRNA. U giardii byla amplifikovana ¢ast genu Triose Phosphate Isomerase (TPI)
(Sulaiman 2003). Reakéni smés méla objem 25 pl, kdy 12,5 pl tvofil komeréni master mix
(TopBio), 9,5 ul PCR voda (TopBio), 2 ul tvofili forward a reverse primery (charakteristika
viz Tab. 1) a 1 pl pak templatova DNA. Soucasti kazdé PCR reakce byla také pozitivni a

negativni kontrola. U vSech paraziti byl pozitivni kontrolou osekvenovany vzorek.
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Tab. 1: Charakteristika primera pouzitych pro amplifikaci vybranych gend.

Primer Sekvence primeru (5‘—3°) Nasedaci t
Cryptosporidium spp. (SSU rRNA)
F1 TTC TAG AGC TAATAC ATG CG 55°C
R1 CCCATTTCC TTC GAA ACA GGA
F2 GGA AGG GTT GTATTT ATT AGA TAA AG
55°C
R2 CTC ATAAGG TGC TGA AGG AGT A
Giardia (TPI)
GIAF1 AAATIATGCCTGCTGGTCG 50 °C
GIAR1 CAAACCTTITCCGCAAACC
GIAF2 CCCTTC ATCGGIGGT AACTT 50 °C
GIAR2 GTG GCC ACCACICCC GTG CC
Enterocytozoon bieneusi (ITS)
EBITS3 GGT CAT AGG GAT GAA GAG 57 °C
EBITS4 TTCGAGTTCTTT CGCGCTC
EBITS1 GCT CTG AAT ATCTATGGC T 55°C
EBITS2,4 ATC GCC GACGGA TCC AAG TG
Encephalitozoon spp. (ITS)
INT580F TTT CACTCG CCGCTACTC AG 55 °C
INT580R TGC AGT TAA AAT GTC CGT AGT
MSP-3 GGA ATT CAC ACC GCC CGT CVY TAT
55°C
MSP-4A CCAAGC TTATGC TTA AGT YMA ARG GGT

K provedeni reakce byl pouzit termocykler (BIO-RAD T100). Amplifika¢ni program
pro mikrosporidie, kryptosporidie a giardie, pro primarni i sekundarni PCR (Nested PCR), byl
sloZen z pocatecni denaturace pii 94 °C po dobu 3 min. Nésledovalo 35 cykli, z nichz kazdy
cyklus zahrnoval denaturaci po dobu 45 s pii 94 °C, druhové specifické nasedani primer
(annealing) po dobu 45 s (Tab. 1) a syntézu nového fetézce (extenze) pti 72 °C po dobu 1 min.
Po téchto 35 cyklech nésledovalo dosyntetizovani nového fetézce (findlni extenze) pii 72 °C

po dobu 7 min.

3.3.4.3. Gelova elektroforéza

Vysledky PCR reakce a velikost ziskanych DNA fragmentl byly ovéfovany gelovou
elektroforézou v 1 % agarézovém gelu s pifidavkem GoodView Nucleic Acid Stain (SBS
Genetech) pii napéti zdroje 90 V (BIO-RAD PowerPac Basic) po dobu 50 minut. K naneseni
do jamek gelu byl pouzit Yellow loading dye (TopBio). Produkty elektroforézy byly
vizualizovany pomoci UV transiluminatoru (Electronic UV transilluminator, Ultra-Lum, Inc.)

pti vinové délce 312 nm. DNA Markerem byl 100 bp DNA ladder (Fermentas). Pozitivni PCR
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produkty byly vytiznuty z gelu a izolovany/ptecistény kitem QIAquick Gel Extraction Kit
(Qiagen) dle navodu vyrobce.

3.3.4.4. Sekvenace

Produkty sekundarni PCR u pozitivnich vzorki byly sekvenovany pomoci ABI BigDye
Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Kit na sekvenatoru ABI3130 (SEQme, CR) za pouziti
sekundarnich primert (E. bieneusi — EBITS1 a EBIT2,4; Cryptosporidium sp. —F1 a F2) (Tab.
1). Ziskané sekvence byly analyzovany pomoci programu Geneious 9.5.1
(http://www.geneious.com, Kearse et al. 2012). Sekvence byly identifikovany algoritmem
BLAST srovnanim s databazi GenBank.

3.3.4.5. Fylogenetickd analyza

Pro zjisténi fylogenetickych vztahti ziskanych sekvenci kryptosporidii a mikrosporidii
byly pouzity jedno-genové matice. Tyto matice byly vytvofeny pouzitim ziskanych sekvenci
a sekvenci vybranych z databaze GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov). Pro dosazeni stability a
spolehlivosti umisténi kofene bylo jako outgroup pouzito nékolik taxonti. Matice pro
kryptosporidie a mikrosporidie byly alignovany na Grovni nukleotidi v programu MAFFT
v.7.222 (Katoh et al. 2002) a ruéné¢ upraveny pomoci programu Geneious 9.5.1
(http://www.geneious.com, Kearse et al., 2012).

Fylogenetické vztahy mezi kryptosporidiemi a mikrosporidiemi byly rekonstruovany
metodou Maximum-likelyhood model Kimura (Kimura 1980) v programu PhyML (Guindon
a Gascuel 2003). Pro urceni statistické podpory vétvi byl pouZit aLRT test. Kladogram
kryptosporidii a  mikrosporidii byl zobrazen programem = Geneious 9.1.5.
(http://www.geneious.com, Kearse et al.,, 2012) a graficky upraven v programu Adobe
Illustrator CS5 (Adobe Systems Inc.).
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4. Vysledky
4.1.Pfitomnost parazitl zjisténych pfi pitvé M. levis
Pii pitvé hrabost M. levis bylo potieba ovéfit pfitomnost tasemnic ve stievé ¢i cyst E.

multilocularis na jatrech. VSichni pitvani jedinci byli negativni na pfitomnost tasemnic ve

stievech €i cyst echinokoka na jatrech.

4.2 Mikroskopické metody

4.2.1. Mikroskopie barvenych preparat dle Milacka-Vitovce

Vysledky mikroskopie preparatii s timto barvenim, které je specifické pro oocysty
kryptosporidii, jsou uvedeny v tabulce ¢. 2. Silné pozitivni byl natér jediného vzorku M. levis
a tento nalez byl potvrzen i molekularni metodou.

Tab. 2: Vysledky detekce oocyst kryptosporidii barvenim dle Milacka-Vitovce

Pocet pozitivnich
Vysetiovani savci Pocet vzorku
nalezi
Equus ferus caballus 4 0
Microtus levis 63 1

4.2.2. Sedimentacni a flota¢ni metody

422.1. Flotace dle Sheatera

Flotaci dle Sheatera byly vysetfeny vzorky trusu hrabost (celkem 63) s negativnim

vysledkem. Negativni byly také ¢tyfi vzorky koni a 36 vzorkt psi.

4.2.2.2. Sedimentace AMS

Sedimenta¢ni metodou byly vySetfeny vzorky trusu psti (36 vzorkl) a koni (4 vzorky).
Vsechny vysetfené vzorky trusu koni byly negativni. Zadna vaji¢ka helmintl se nepodatilo

zachytit ani u psi.
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4.3.Molekularni metody

Pii zjistovani piitomnosti rodu Cryptosporidium byly pozitivni 2 vzorky. Jeden pochazel

z hrabose M. levis a druhy ze psa. Pii zjistovani ptfitomnosti mikrosporidii bylo 7 vzorki

pozitivnich na E. bieneusi (Obr. 8). VSechny pochazely ze vzorkt odebranych ze pst. Ani u

jednoho vzorku nebyla zjisténa pfitomnost vice parazitti najednou. Pfitomnost mikrosporidie

E. cuniculi a giardii nebyla potvrzena ani v jednom ze zkoumanych vzork.
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Obr. 8: Vysledek elektroforézy DNA izolované ze psu, pozitivni E. bieneusi. Jamky 1-13 jsou

obsazeny produkty PCR, 14-15 pak negativnimi kontrolami z primarni a sekundarni PCR

reakce, posledni jamka je pozitvni kontrola.

Sekvenace a fylogeneticka analyza ve vySetfovanych vzorcich potvrdila pfitomnost

kryptosporidii a mikrosporidii. Pozitivni nalezy kryptosporidii jsou uvedeny v tabulce 3 a

pozitivni nalezy mikrosporidie E. bieneusi jsou uvedeny v tabulce 4.

Tab. 3: Vysledky molekularniho vySetteni pfitomnosti kryptosporidii.

Vysetroyanl Potet vzorkii Pocet p,oznfvnlch Nalezeny
savcl nalezii genotyp
Microtus levis 63 1 Novy genotyp
Equus ferus 4 0
caballus
Canl_s _Iup_us 36 1 C. canis
familiaris
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Novy genotyp z hrabose je nejvice podobny sekvenci S pristupovym kédem GenBank
EF641013 izololatu z ondatry. Sekvence C. canis je nejpodobné&jsi sekvenci s ptistupovym
kodem AY 120908 izolatu z lisky. Fylogenetické vztahy sekvenci pro gen SSU ziskanych z

nalezenych kryptosporidii jsou znazornény v kladogramu (obr. 9)

Tab. 4: Vysledky molekularniho vySetieni ptitomnosti E. bieneusi.

VySetrovani savci Poéet vzorka Polet p,Oth: vnich
nalezu
Microtus levis 63 0
Equus ferus 4 0
caballus
Canl_s _Iup_us 36 7
familiaris

Ziskany genotyp ze vzorki izolovanych ze pst je nejvice podobny genotypu EntCanA
s piistupovym kédem GenBank AF059610 izolatu ze psii ve Svycarsku. Jeden ze vzorki je
bliZze podobny genotypu PtEbIX s pfistupovym koédem GenBank DQ885585 izolatu ze psa
v Portugalsku. Fylogenetické vztahy sekvenci pro gen ITS ziskanych z E. bieneusi jsou

znazornény V kladogramu (obr. 10).
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Obr. 9: Kladogram fylogenetickych vztaht kryptosporidii Cryptosporidium sp. na zakladé
genu SSU rRNA ziskanych v této praci a dalSich genotypi Cryptosporidium sp. z databaze
GenBank vytvofeny metodou Maximume-likelihood v programu PhyML; statistické podpory

vetvi vypocteny pomoci aLRT (alignovano algoritmem MAFFT). Sekvence ziskané v této

studii jsou zvyraznény tu¢né.
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Obr. 10: Kladogram fylogenetickych vztahi mikrosporidii Enterocytozoon bieneusi na
zéklad¢ sekvence genu pro Internal Transcribed Spacer (ITS) rRNA ziskanych v této praci a
dalsich genotypti E. bieneusi z databaze GenBank vytvotreny metodou Maximum-likelihood
v programu PhyML,; statistické podpory vétvi vypocteny pomoci aLRT (alignovano

algoritmem MAFFT). Sekvence ziskané v této studii jsou zvyraznény tucne.
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5. Diskuse

Parazitarnimi infekcemi Zivocichti na Svalbardu se jiz zabyvalo nékolik védeckych
¢lanku i studentskych diplomovych praci (Henttonen et al. 2001, Myskova 2014, Honsova
2012). Dosud zadna prace nebyla zaméfena na parazity alochtonnich savci. Pfitom praveé oni
mohou ze svych ptivodnich lokalit pfinést nové druhy parazitii, které mohou ohrozit nejenom
autochtonni druhy na Svalbardu, ale 1 mistni obyvatele.

Doposud byl nejvice studovan vyskyt tasemnice E. multilocularis u hrabosi. Tomuto
tématu se vénoval Henttonen a jeho kolegové (2001), ktefi v letech 1999 a 2000 na Svalbardu
odchytili 224 hrabost a z toho v 59 byl nalezen E. multilocularis. Ve srovnani s touto praci
byl jeho vysledek velmi rozdilny, protoze zde ze 63 odchycenych hrabosii nebyl ani jeden
S pozitivnim nalezem. Jednim z diivodd odlisnosti vysledku mtize byt jina lokalita odchytu.
Hrabosi byli odchyceni v okoli osady Grumantbyen, tedy v misté, kam byli zavleceni. Vzorky
pro tuto praci pochazely z lokality Longyearbyen, tedy z mista asi 20 km vzdaleného od
Grumantbyen. Je mozné, Ze v okoli Longyearbyenu je v porovnani s Grumantbyenem méné
lisek, tedy definitivnich hostitell této tasemnice, a proto je i mén¢ infikovanych hrabosu.
V roce 2014 byla v Longyearbyenu, pobliz jednoho z mist odchytu hrabost, nalezena mrtva
liska, ktera méla ve stfevech dospé€lce echinokoka (Ditrich, osobni sdéleni).

Hrabosi jako mezihostitelé neintrodukovali E. multilocularis na Svalbard. Tasemnice
byla zavlecena migraci liSek polarnich z jinych ¢asti Arktidy, $lo o genotypy s cirkumpolarnim
rozsifenim, odlisné od genotypt z evropské casti Ruska (Knapp et al. 2012). Hrabo$ jako
mezihostitel pouze umozZnil uzavieni jejich Zivotniho cyklu.

Tématikou zavleenych helmintéz se zabyvali i v Irsku. ZavleCeny nornik rudy
(Clethrionomys glareolus) mé¢l v odebranych vzorcich o poznani méné helminti nez ptivodni
mysice kifovinna (Apodemus sylvaticus) (Loxton 2016). Na Svalbardu ale neni zadny jiny druh
hlodavce, se kterym by se dal po¢et helmint6z srovnavat.

Dal8i zkoumanou skupinou paraziti byly kryptosporidie. Jejich ptfitomnost byla
mikroskopicky i molekularné prokazana u jednoho vzorku z hrabose M. levis (prevalence je
1,59 %). Jde o novy genotyp, podle databaze GenBank nejvice podobny sekvenci
s piistupovym kodem EF641013 izolatu z ondatry. U hrabosu byl vyskyt kryptosporidii
studovan: Laakkonen a jeho kolegové (1994) popsali vyskyt kryptosporidii u hrabose
mokiadniho (Microtus agrestis) ve Finsku, prevalence ale byla velmi mala, pouze 0,76 % (1
nakazeny jedinec ze 131 odchycenych). Dal$im studovanym hostitelem byl nornik rudy (C.
glareolus). Byli pozitivni 2 jedinci ze 41 odchycenych zvitat (prevalence 4,88 %).
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Kryptosporidiemi u nornikti (C. glareolus) se zabyvali v Polsku. Nakazenych bylo 20
z 275 (prevalence 7,27 %) (Sinski et al. 1993). V Britanii byla prevalence 2,63 % (Chalmers
et al. 1997). Ve vsech piipadech §lo o C. parvum.

Nizkou prevalenci kryptosporidii hrabo$t popsanych v této praci bohuzel nelze
porovnat s jinymi studiemi, protoze studium paraziti M. levis na Svalbardu se doposud
zamétovalo pouze na tasemnice E. multilocularis, ale vysledek koreluje s vlivy prostiedi na
zivotni cyklus kryptosporidi. Je znamo, ze se Zivotaschopnost oocyst kryptosporidi zkracuje
pii teplotach pod 5 °C (Fayer et al. 1998), coz odpovida podminkam na Svalbardu.

DNA kryptosporidii byla prokézana taktéz u jednoho psa. Prevalence je pouhych 2,8
% (vySetfeno bylo celkem 36 jedincii). Podle vysledkt fylogenetické analyzy jde o genotyp
C. canis nejvice podobny sekvenci s pfistupovym kdédem AY120908 izolatu z lisky. V
minulosti nebyla pfitomnost C. canis na Svalbardu potvrzena. Jde o psi varietu C. parvum
(Fayer etal. 2001). Tato kryptosporidie byla molekularné prokazana v chovech lisek polarnich
v Cing, ale také u pst a u lidi (Fayer et al. 2001, Zhang et al. 2016, Xiao et al. 2007).

Na Svalbardu se kryptosporidie vyskytuji 1 u volné Zijicich zvifat: u sobi, hus a
bernesek (Honsova 2012).

Dale byla prokazana ptitomnost DNA mikrosporidie E. bieneusi, a to u psu.
Pozitivnich bylo celkem 7 z 36 vzorkli odebranych od psti chovanych na dvou psich stanicich
(prevalence 19,4 %). Vsichni infikovani psi pochazeli ze stejné psi stanice. Vzhledem
k moznostem ptenosu mikrosporidii je pravdépodobné, Ze se psi nakazili od sebe navzajem.
Zjistény genotyp je podobny s nalezem ze Svycarska kde 3 z 36 psii chovanych na farmé bylo
pozitivnich (prevalence 8,3 %), §lo o novy genotyp (Mathis et al. 1999). Podobny genotyp byl
nalezen u jednoho psa v Portugalsku (Lobo et al. 2006).

Nalezeny genotyp je odlisny od genotypd nalezenych u volné zijicich zvitat (sob
polarni, husa kratkozoba, liska polarni a racek tfiprsty) (MySkova 2014, Honsova 2012). Psi
jsou na Svalbardu povinné veterinarné kontrolovani jednak pti dovozu, tak i pfi narozeni na
Svalbardu (Anonymous 2016). Vzhledem k tomu, Ze pfi standardni prohlidce se nelze
mikrosporidie odhalit, I1ze predpokladat, ze néktery ze psu privezl tuto nakazu z pevniny.

Vyskyt C. canis a E. bieneusi by mohl byt rizikem pro lisky polarni. Nalezeny genotyp
E. bieneusi byl sice zatim prokazan pouze u psd, ale pienos na jiné druhy zivo€ichti neni
vyloué¢en. Mohlo by dojit k infekci napiiklad lisek, psi se totiz ¢asto pohybuji se spfezenimi
ve volném terénu.

Kryptosporidie C. canis i mikrosporidie E. bieneusi, jakozto ptiivodci oportunnich

infekci, by mohly byt rizikem i pro lidi, zejména pro imunodeficitni jedince. Vzhledem
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K tomu, ze na Svalbardu panuji extrémni podminky, neziji zde trvale lidé s nadorovym
onemocnénim, lé¢eni imunosupresivy po transplantaci organt ¢i pacienti s AIDS, je riziko
nakazy imunodeficitniho jedince nizké. Byly vSak zaznamenany piipady, kdy i
imunokompetentni pacienti meli klinické piiznaky mikrosporidiové infekce (Weber a Bryan
1994). Cryptosporidium canis bylo identifikovano jako ptivodce prijmového onemocnéni u
dvou déti (sourozenctll) v Peru. Po vysetieni vSech domacich zvitat v rodin¢ se prokazalo, zZe
zdrojem infekce je pes (Xiao et al. 2007). Vyskyt C. canis u psi na Svalbardu by tedy mohl
byt potencialné nebezpeény pro lidi.

U pst nebyla mikroskopickymi metodami prokdzana piitomnost helmintd.
Nejpravdépodobnéjsim diivodem miize byt jejich pravidelné odCervovani. Helminty piesto
muzeme na Svalbardu nalézt u volné Zijicich zvitfat. U liSek byla nalezena vajicka helmintt
Capillaria aerophila, Toxascaris leonina a Uncinaria stenocephala. U sobi pak
Trichostrongyloidae, Capillaria sp. a Moniezia. V trusu medvéda ledniho byla nalezena
vajicka hlistice Baylisascaris transfuga (Myskova 2014). Nalezeni paraziti lisek a medvéda
jsou ptenosni na psy i na ¢lovéka. Koné by se mohly od sobl nakazit hlisticemi z Celedi
Trichostrongyloidae.

Nebyl prokazan vyskyt paraziti u koni. Pfi vySetfeni vzorkd z trusu koni nebyla
nalezena vajicka helmintti a molekularni metody neprokézaly pfitomnost DNA ani jednoho ze
sledovanych jednobunéfnych parazith. V kontinentdlni Evropé je rizikovym faktorem
kontaminace pastvin, kdy jsou koné paseni neustale na stejném misté. Pokud nejsou kryti
anthelmintiky, kontaminuji si pastvinu vlastnim infekénim trusem. Vajic¢ka paraziti mohou ve
vlhké travé piezit az nékolik tydnd. Resenim je stiidat pastviny, kosit nevypasenou travu a
pravidelné koné odcervovat (Ende et al. 2006, DuSek 2001). Na Svalbardu jsou koné ve
spolecné ohradé¢ jen kratkou ¢éast dne, v noci jsou ve stdji a pres den vozi turisty po okoli.
Vylucuji pokazdé nékde jinde, je jen mala Sance, ze by poziely potravu infikovanou vlastnim
trusem. Tim dochazi k vyfedéni paraziti.

Parazitofauna introdukovanych savcl na Svalbard neni nijak bohata. Jednak proto, ze
dva ze tfi introdukovanych druhti jsou pod veterindrnim dohledem a také proto, Ze mohlo dojit
k bottlenecku (konkrétné u hrabost), kdy pfi introdukci zvifat byl pfirozené snizen pocet
parazitd. V tomto ptipadé€ je dilezitym faktorem absence ostatnich druhl drobnych savci,
ktefi by svymi parazity nakazili introdukované hrabose a tim by doslo k opétovnému naristu
parazitofauny u hrabost. Velky vliv zde také maji extrémni podminky, které neumoziuji
zivotaschopnost nékterych paraziti. Epidemiologicky pfinosnym poznatkem pro autochtonni

faunu a mistni obyvatelstvo je, ze se redukuje pocet hrabost nakazenych echinokokem,
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alespon v okoli spravniho centra Longyearbyenu. I pfesto mohou v okoli osady Grumantbyen,

zatoce Colesbukta ¢i kolem Longyearbyenu existovat populace nakazenych hrabost a lisek.
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6. Zaveéry

1) Nebyla prokazana ptitomnost tasemnice Echinococcus multilocularis ani u jednoho
vzorku hrabose Microtus levis.

2) Ze vzorku trusu hraboSe Microtus levis byl izolovan novy genotyp kryptosporidie.

3) Z jednoho vzorku trusu psa byla izolovana DNA kryptosporidie Cryptosporidium
canis.

4) Poprvé na Svalbardu byl u pst zjistén malo obvykly genotyp mikrosporidie
Enterocytozoon bieneusi.

5) Parazitofauna introdukovanych savct je mimofadné nizka.
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