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1. Uvod

V severnich polarnich oblastech panuji jedny z nejextrémnéjSich podminek pro Zivot,
zejména chladné klima, omezené potravni zdroje a vyrazné sezonni rozdily. Polarni
ekosystémy jsou tradién€ charakterizovany jako jednoducha spolecenstva s nizkou druhovou
rozmanitosti, kratkymi potravnimi fetézci a omezenou schopnosti pfizpisobit se zméndm
(Hoberg a kol. 2003, Sale 2006). Malé druhové zastoupeni odpovida zakonitosti zvané
latitudinalni gradient diverzity, pii které se s rostouci zemépisnou Siikou snizuje druhova
diverzita (Callaghan a kol. 2004). I pfesto je fada organismi, které jsou schopné Zzit
a prosperovat i Vv takto nehostinném prostiedi a nékteré druhy se zde dokonce vyskytuji
ve vysokych poétech (Hoberg a kol. 2003, Blix 2016). U polarnich rostlin a Zivo¢ichd se
vyvinuly riznorodé adaptace, které jim umoznuji tolerovat mistni abiotické stresové faktory
(Bliss 1962, Blix 2016). Takovych piizptsobeni je nespocet, napiiklad vyuziti krytd,
hibernace, tvorba izola¢nich vrstev ¢i fada fyziologickych pfizptsobeni (Scholander a kol.

1950, Blix 2016). Dalsi adaptaci, ktera stoji za zminku, je pravidelnd migrace (Jorgensen

a kol. 2013).

Svalbard je pojmenovani pro norské souostrovi lezici v Severnim ledovém oceanu.
na nejvetsi ostrov, na kterém se nachazi hlavni mésto Longyearbyen a vétSina osad. Rozloha
souostrovi ¢ini 61 022 km? a z této plochy je ptiblizné 60 % pokryto ledovcem. Svalbard se
nachazi severné od severniho polarniho kruhu, mezi 74° a 81° severni Sitky a 10. a 35.
vychodni délky. Piestoze Svalbard geograficky patii do vysoké Arktidy, je mistni klima
V porovnani s oblastmi ve stejné zemépisné Sifce pomérné mirné, predev§im pak v zimni
sezoné. Plati to zejména pro zdpadni pobiezi a severni Cast souostrovi, ktera je ovlivnéna vetvi
teplého Golfského proudu tzv. Zapadnim Spicberskym proudem. Naopak klima ve vychodni
¢asti souostrovi, které je ovlivilovano studenym proudem, spise koreluje se zbytkem vysokeé
Arktidy (Gulliksen a Svensen 2004, Stange 2018). Pro Svalbard bohuzel stejné jako pro zbytek
polarnich oblasti plati, Ze jde o lokalitu nejvice a nejrychleji zasazenou probihajicimi
globalnimi zménami teplot a problematika jejich dopadu na mistni ekosystém je tématem rady
studii (Hovinen a kol. 2014, Prop a kol. 2015, Descamps a kol. 2017). Svalbard zaroven patii
mezi velice zajimavou a relativné dostupnou turistickou destinaci. Rostouci turismus a S nim

spojena lidska aktivita je dal§i vyzvou pro mistni zivot (Madsen a kol. 2009).



Tato bakalafska prace je zaméfena na studium a rozsifeni poznatkli o vyskytu parazit
u ptakd, ktefi pravidelné hnizdi na Svalbardu. Vzhledem k piisné ochrané mistni avifauny
byly pro parazitologické vySetieni zvoleny neinvazivni koprologické metody. Sledovanymi
parazity byli zastupci z kmene apikomplexa — kokcidie a kryptosporidie, dale pak zastupci

kmene mikrosporidie.

1.1.  Arktida a parazitismus

Na vyzkum polarnich oblasti je dnes v disledku probihajicich zmén klimatu sméfovano
velké mnozstvi pozornosti. Poznatky o biodiverzité paraziti v Arktidé¢ jsou pfesto stale velmi
omezené. Ukazuje se vsak, ze v kontrastu s nizkou diverzitou, ktera ve vysokych zemépisnych
Sitkach prevlada, je zdejsi parazitofauna pomérné bohatd, a to i za ptedpokladu, Ze vnéjsi
stadia paraziti musi stejné€ jako jejich hostitelé ¢elit narocnym podminkam prosttedi (Hoberg
a kol. 2013). Jako ukazkovy piiklad mize poslouzit vyskyt téméf stovky rtiznych druhi
parazitickych helmintli, jez byli popsani u rybozravych ptaka jako jsou alky, potaplice
a potapky (Storer 2000, 2002, Muzzafar a Jones 2004). Oproti tomu jednobunééni paraziti,
ktefi se bézn¢ objevuji ve svétové populaci ptakl, nebyli v téchto oblastech intenzivné

zkoumani (Bennett a kol. 1992).

I pres veskeré snahy o lepsi porozuméni roli paraziti v Arktid¢ vSak stale neni dosavadni
vyzkum dostatecné uceleny. Prace navic byvaji obvykle zaméfeny pouze na kratkodobé
sledovani na prostorové omezenych lokalitdch. Pro spravné pochopeni vyznamu parazitismu
Vv mistnich ekosystémech je potifeba rozsifit poznatky také dlouhodobymi studiemi.
Prohloubeni téchto znalosti nam mulze pomoci objasnit historicky vyvoj polarniho
spolecCenstva, predikovat mozné zmény v populacich ovlivnéné globalnimi zménami,
poptipad¢ zlepsit prevenci proti vypuknuti ndkazy ¢i zdokonalit zaji$téni bezpecnosti potravin
(Hoberg a kol. 2003, 2013).

1.2.  Ptaci jako hostitelé

Ptaci mohou slouzit jako hostitelé pro Sirokou Skdlu jednobunéénych i mnohobunécnych,
vngjSich 1 vnitinich parazitii. Nékteré druhy ptacich parazitli 1ze najit také u savcich hostitelt
(napt. Fernandes a kol. 2015), jiné druhy jsou specificky ornitofilni (napf. Bennett a kol.
1993). Mezi vyznamné mnohobunécné stfevni parazity ptakl patii naptiklad rizné druhy

tasemnic (Cestoda), motolic (Trematoda), hlisti (Nematoda) a vrtejsii (Acanthocephala). Mezi



jednobunééné parazity napadajici travici soustavu ptakl, patii napiiklad zastupci

gastrointestinalnich diplomonad, trichomonad a kokcidii (Ritchie a kol. 1994).

1.2.1. Migrace a parazitismus

Migraci, jakozto odpovéd’ na stiidajici se rocni obdobi, je mozné pozorovat v riznych
formach u taktka vSech zivocisnych skupin (Dingle a Drake 2007). Tato strategie je bézna
zejména mezi zastupci ptaci fiSe (Veselovsky 2001). Letové schopnosti ptakiim umoznuji
piekonavat n¢kdy pfimo obdivuhodné vzdalenosti. Diky tomu mohou vyuzit velmi vyhodné
podminky v podobé mnozstvi potravnich pfilezitosti a nizkého predacnimu tlaku
pro zahnizdéni i v oblastech, které jsou po vétSinu roku nehostinné (Fryxell a Sinclair 1988,

McKinnon a kol. 2010).

Pravidelné migrace davaji ptakiim potencial pro mezikontinentalni roz§ifovani patogentl.
Ptéci, ktefi slouzi jako tzv. pfenaSeci, mohou roznasSet fadu ptivodcti virovych, bakteridlnich
¢i parazitarnich onemocnéni (Reed a kol. 2003, Viana a Figuerola 2016). V prubéhu piesunu
do sezonnich aredli se st€éhovavi ptaci zdroven vyskytuji na riznorodych habitatech, kde jsou

vystavovani Siroké skale patogenti véetné parazitd (Viney a kol. 2005).

Vétsina studii, které se zabyvaji touto problematikou, cili na krevni parazity (naptiklad
Figuerola a Green 2000, Barnard a kol. 2010). Jsou ale také piipady sledujici stfevni
parazity. Naptiklad Koprivnikar a Leung (2015) ve své praci prokazali, Ze st€hovavi ptaci maji
podstatné vyssi diverzitu stievnich parazitii, nez je tomu u nemigrujicich druhti. Migrujici
ptéci jsou ziejmé také rezervoarem pro kryptosporidie nebo bi¢enky (Jourdain a kol. 2007,
Lawson a kol. 2011). Sandstrom a kol. (2012) ve své studii také poukéazali na to,

Ze by ptaci v polarnich oblastech mohli slouzit jako zdroj infekce Toxoplasma gondii.

I prestoze je vliv migrace hostitelii na distribuci parazitli zfejmy, pfesny mechanismus
amira jejirole jsou stale nejasné. Diivodem je hlavné nedostatek provedenych studii pramenici
z narocnosti vyzkumu konkrétnich migracnich strategii ptakt (Fuller a kol. 2012,
Pulgarin-R a kol. 2018). Objasnéni zminénych souvislosti mezi migraci a parasitismem by
vSak mohlo mit zasadni vyznam pro lepsi pochopeni vlivu ptdkd na dynamiku parazit

v geograficky oddélenych oblastech, kam patii i Arktida (Altizer a kol. 2011).
1.2.2. Sledované druhy ptaki

Na Svalbardu byl zaznamenan vyskyt vice nez 227 riznych ptacich druhti a z toho se v 41

pfipadech jednd o pravidelné¢ hnizdici druhy (Norsk Ornitologisk Forening 2019: 1).



Nasledujici ¢ast prace je zamétena pouze na konkrétni druhy, od kterych se podatilo ziskat

a nasledné vysetfit vzorek trusu.

1.2.2.1.  Rad vrubozobi
Branta leucopsis (Bechstein, 1803) - berneska bélolici

Bernesky se taxonomicky tadi do ¢eledi kachnoviti (ITIS 2020: 2). Pro tyto stfedn¢ velké
ptaky je charakteristické jejich kontrastni Cernobilé zbarveni. Bernesky jsou prevazné
kolonialni ptéci, ktefi si pro zahnizdéni vybiraji malo dostupna mista (Svensson 1999, Kovacs
a Lydersen 2006, Sale 2006). Na sousi zpravidla vyhledavaji travnaté plochy, kde spasaji
nizkou vegetaci, kofinky ¢i mechy (Alsos a kol. 1998). Hnizdni lokality bernesek jsou
roztrouseny mezi Svalbardem, Gronskem, severovychodni ¢asti Ruska a baltskymi zemémi.
Na podzim bernesky migruji ze Svalbardu ptes ostrov Bjernegya a norsky Helgeland do Solway

Firth (Kovacs a Lydersen 2006, Tombre a kol. 2008) (BirdLife International 2019: 3).
Anser brachyrhynchus (Baillon, 1834) - husa kratkozoba

Husy jsou druhym zminénym rodem z ¢eledi kachnovitych (ITIS 2020: 2). Spolehlivym
morfologickym znakem hus kratkozobych je drobny trojuhelnikovity zobdk a kratky krk.
Kolonie hus, ptfipadné solitérni pary, si pro stavbu hnizd nejcastéji voli pobiezi nebo vyvysena
mista (Svensson 1999, Kovacs a Lydersen 2006, Sale 2006). Husy na Svalbardu patii spolu
s berneSkami mezi klicové spasace a mezi jejich hlavni slozky potravy patii zelené ¢asti rostlin
a kofinky (Fox a kol. 2006). Husy kratkozobé hnizdi ve vychodni ¢asti Gronska, na Islandu
a na Svalbardu. Ptaci v pribéhu zati opousti Svalbard a s n¢kolika zastavkami migruji ptes
Norsko na jih do Belgie, Nizozemska a Danska (Kovacs a Lydersen 2006, Tombre a kol. 2008)
(BirdLife International 2019: 4).

Somateria mollissima (Linnaeus, 1758) - kajka morska

Kajky patii do ¢eledi kachnoviti (ITIS 2020: 2) a na Svalbardu se vyskytuje poddruh
Somateria mollissima borealis. Tento potapivy ptak je diky prodlouzené hlavé a zobaku
snadno rozpoznatelny i z velké vzdalenosti. Kajky jsou spole¢ensti ptaci hnizdici v koloniich
a po vyhnizdéni se pohybuji v hejnech. Hlavni sloZkou potravy kajek jsou vodni Zivo€ichové,
zejména se jedna o rizné druhy mékkysu a korysa (Svensson 1999, Kovacs a Lydersen 2006,
Sale 2006). Kajky maji cirkumpolarni vyskyt a hlavni aredlem pro jejich hnizdéni jsou arktické
a borealni oblasti severni polokoule. Poddruh Somateria mollissima borealis hnizdi mimo
Svalbard také v Gronsku, Kanad€, Rusku a na Islandu. Kajky hnizdici na Svalbardu zimuji

na Islandu a v Norsku (Hanssen a kol. 2016).



1.2.2.2.  Rad hrabavi
Lagopus muta hyperborea (Sundevall, 1845) - bélokur horsky
Na Svalbardu se vyskytuje jediny zastupce hrabavych (ITIS 2020: 2) — endemicky poddruh

Lagopus muta hyperborea. Charakteristickym spolecnym znakem bélokurti je pfitomnost
opefenych chodidel a stfidani Satu v priitbéhu sezony (Sale 2006). Potrava bélokura se 1isi
v zavislosti na dané sezon¢ a na ontogenezi ptaka. Dospélci vyhledavaji rostlinné zdroje, oproti
ktery se na Svalbardu vyskytuje celoro¢né (Kovacs a Lydersen 2006, Sale 2006). V prib&hu
roku je zaznamenan pohyb bélokurt, ktery je spojovany s hnizdénim ¢i nedostatkem potravy

(Kovacs a Lydersen 2006).

1.2.2.3.  Rad dlouhok¥idli
Charadrius hiaticula (Linnaeus, 1758) - kulik pise¢ny

Kulici patii mezi bahnaky z ¢eledi kulikoviti (ITIS 2020: 2). Jde o mensi ptaky s vazbou
na vodni prostfedi. Vyskyt kuliki béhem hnizdéni je v blizkosti vody, nejcastéji se jedna
jako u vétsiny bahnaki sloZena z hmyzu, korysh a cervii (Svensson 1999, Kovacs a Lydersen
2006, Sale 2006). Kulici pise¢ni maji palearktické rozsifeni hnizdniho arealu, ktery také
¢aste¢n¢ zasahuje do severovychodni ¢asti Kanady. Kulici na zimu ¢asto ve velkych hejnech
migruji do teplych krajin. Mezi cilové lokality pro zimovani patii pobtezi zapadni Evropy,
tropické oblasti Afriky a Stfedni vychod (Kovacs a Lydersen 2006) (BirdLife International
2019: 5).

Phalaropus fulicarius (Linnaeus, 1758) - lyskonoh ploskozoby

Tento ptak z Celedi slukoviti (ITIS 2020: 2) je tézko zaménitelny s ostatnimi bahnaky diky
svému napadnému rezavému zbarveni. Patfinou lokalitou pro zahnizdéni byva pobiezi
¢1 podméacena tundra pobliz sladké vody, kde sbiraji vodni hmyz, korySe a jiné bezobratlé.
Mimo hnizdéni dospélci obyvaji oteviené mote (Kovacs a Lydersen 2006). Hnizdni areél
lyskonohtt ma cirkumpolarni rozsifeni vcetné Svalbardu. Na zimu odlétaji do tropickych
oblasti, které jsou bohaté na vodni plankton. Z Palearktidy smétuji hlavné do vod pfi pobiezi
zapadni Casti Afriky, ale jako zimovisté mohou vyuzit i jiné lokality jako naptiklad pobiezi

Francie (Kovacs a Lydersen 2006) (BirdLife International 2019: 6).



Calidris maritima (Brunnich, 1764) - jespak moisky

Taxonomicky jsou jespaci zatazeni do Celedi slukoviti (ITIS 2020: 2). Jespak je maly
podsadity bahnak s pomérné dlouhym lehce zahnutym zobakem a dlouhym ocasem. Jespaci
zpravidla hnizdi pobliz vodniho zdroje, kde si obstaravaji zivo¢iSnou potravu, ojedinéle si také
mohou piilepsit semeny rostlin (Svensson 1999, Kovacs a Lydersen 2006, Sale 2006). Jespaci
se v 1ét¢ nachdzi napfi¢ Arktidou, naptiklad v Gronsku, na Islandu a na Svalbardu. Jespaci
nepatii mezi dalkové migranty a jedinci ze Svalbardu travi zimu pfi pobtezi severniho Norska,
Svédska ¢&i Skotska (Hake a kol. 1997, Kovacs a Lydersen 2006, Summers a kol. 2010)
(BirdLife International 2019: 7).

Rissa tridactyla (Linnaeus, 1758) — racek tiiprsty

Rackové nalezi k Celedi rackoviti (ITIS 2020: 2). Rackové hnizdi v rizné velkych
koloniich, které mohou ¢itat az k deseti tisicim jedinci. Kolonie byvaji homogenni, neziidka
ale dochazi k tvorbé smisenych kolonii s jinymi ptac¢imi druhy, napiiklad s alkounem
tlustozobym. Rackové lovi nej€astéji v hejnu, a to konkrétné mensi ryby ¢i bezobratlé z vodni
hladiny (Kovacs a Lydersen 2006, Sale 2006). Racek ttiprsty ma cirkumpolarni rozsiteni
a hnizdi nejen v Arktid¢, ale také v oblastech boredlniho pasma. V pribéhu zafi nastava

pfesun na oteviené mote v zapadnim Atlantiku ¢i v Severnim moti (Kovacs a Lydersen 2006)

(BirdLife International 2019: 8).
Larus hyperboreus (Gunnerus, 1767) — racek Sedy

Tento velky ptak na Svalbardu patii mezi hlavni predatory a ma proto vyznamnou roli
v mistnim ekosystému. Rackové jsou vSezravci a jejich potrava je velmi riznoroda. Spadaji
tam rizné druhy moiskych ryb, mékkyst, hmyzu ¢i nalezené mrSiny. Neziidka se stava,
Ze hnizdi pobliZ kolonii jinych motskych ptaki, kde preduji na vajickdch nebo mlad’atech
(Svensson 1999, Kovacs a Lydersen 2006, Sale 2006). Hnizdni distribuce racka Sedého je
cirkumpolarni s pfevahou mist ve vysoké Arktidé vcetné Svalbardu. Na prelomu zéfi a fijna
dochazi k jejich rozptyleni na oteviené mote. Zpravidla mifi do oblasti Barentsova mote
a severniho Atlantiku (Gabrielsen 1995, Kovacs a Lydersen 2006) (BirdLife International
2019: 9).

Sterna paradisaea (Pontoppidan, 1763) — rybak dlouhoocasy

Rybaci jsou stfedné velci ptaci patfici do Celedi rackoviti (ITIS 2020: 2). Rybaci
dlouhoocasi tvoii pocetné kolonie, které jsou zpravidla pobliz mote. Tam nejcastéji lovi malé

ryby, korySe a hmyz z vodni hladiny (Kovacs a Lydersen 2006, Sale 2006). Rybaci maji
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cirkumpolarni rozsiteni. Pozorovat je 1ze naptiklad na ostrovech a pfi pobiezi v Pacifickém
a Atlantském oceanu a ve vysoké Arktidé. Mezi pravidelna hnizdisté patii také Svalbard. Mezi
zvifaty z celého svéta byla dosud zaznamenana nejdel$i migra¢ni trasa pravé u rybaka
dlouhoocasého, ktery zimuje v Antarktidé. Trasy této obdivuhodné migrace vedou podél
vychodniho a zépadniho pobiezi Atlantiku (Kovacs a Lydersen 2006, Hromadkova a kol.
2020) (BirdLife International 2019: 10).

Stercorarius parasiticus (Linnaeus, 1758) - chaluha p¥izivna

Chaluha pfizivna je stfedné velky ptak, ktery patii do ¢eledi chaluhoviti (ITIS 2020: 2).
Chaluhy hnizdi solitérné. U chaluh, které jsou rozsitené pfi pobieZzi, je mozné sledovat jev
zvany kleptoparazitismus. Tato potravni strategie spociva v kradezi kofisti jinych motskych
ptaka. Oproti tomu chaluhy ve vnitrozemi Castéji preduji na vajickach, poptipad¢ mlad’atech
jinych ptakd (Svensson 1999, Kovacs a Lydersen 2006, Sale 2006). Pro chaluhy piizivné plati
cirkumpolarni rozsifeni a mezi vyznamna hnizdisté patii také Svalbard. Do teplych krajin,
konkrétné do jihozapadni Afriky, odlétaji na prelomu srpna, kde Ziji na otevieném moii

nebo se zdrzuji pfi pobiezi (Kovacs a Lydersen 2006) (BirdLife International 2019: 11).
Cepphus grylle (Linnaeus, 1758) - alkoun obecny

Alkouni, patiici do ¢eledi Alcidae (ITIS 2020: 2), maji v arktické ptaci fauné nejveétsi
pocetni zastoupeni. Morfologie a télesna fyziologie je prizptisobena k lovu pod vodni hladinou
(Svensson 1999, Kovacs a Lydersen 2006, Sale 2006). Kofist alkouna obecného se sklada
z Sirokého spektra bentickych ryb a koryst (Barrett a kol. 1997). Lokality pro hnizdéni
alkounti obecnych se nachazi témér po celém cirkumpolarnim pasu a na Svalbardu tvoii
nepiili§ pocetné kolonie, poptipad€ hnizdi solitérné. Zimovisté alkouni nejsou dosud zcela
probadana. Pfedpoklada se, Ze se zdrZzuji na otevieném mofti pobliz Svalbardu a Gronska

(Kovacs a Lydersen 2006) (BirdLife International 2019: 12).
Fratercula arctica (Linnaeus, 1758) - papuchalk severni

Papuchalkové nalezi do podiadu alky a Celedi alkoviti (ITIS 2020: 2). Stavba téla je
pfizptisobena zivotu na mofti. Papuchalkové hnizdi v koloniich obvykle pobliZ mofte, tedy
v blizkosti zdroje potravy. Ta se skladd pfevazn€ z malych druhl ryb, ale také z korystu
a pelagickych plz (Kovacs a Lydersen 2006, Sale 2006). Aredlem hnizdéni papuchalkt je
pobiezi severniho Atlantiku a pouze necelé jedno procento sveétové populace si
pro zahnizdéni voli pravé vysokou Arktidu. Kam papuchalkové odlétaji na zimu neni dosud

dostate¢n¢ prostudovano, pravdépodobné miii do Barentsova moie a na severovychod
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Atlantiku (Kovacs a Lydersen 2006, Provencher a Gaston 2012) (BirdLife International 2019:
13).

1.2.2.4.  Rad pévci
Plectrophenax nivalis (Linnaeus, 1758) - snéhule severni

Snéhule severni, patfici do ¢eledi Calcariidae (ITIS 2020: 2), je jedinym pravidelné
hnizdicim zastupcem pévci na Svalbardu. Tento drobny pévec se zivi pfevazné semeny
rostlin, vyjma obdobi hnizdéni, kdy lovi také bezobratlé, jez slouzi jako potrava pro mlad’ata.
Snéhule se prevazné zdrzuji na otevienych plochach s bohatou vegetaci (Kovacs a Lydersen
2006, Espmark 2016). Letni distribuce sn¢huli severnich odpovida cirkumpolarnimu rozsifeni,
naopak zimni vyskyt je spojovan s oblastmi mirné¢ho pasu. Nékolik krouzkovanych ptakt
ze Svalbardu bylo spatfeno u Bilého mote, na ruském poloostrové Kanin ¢i ve stepich
zapadosibitské roviny (Kovacs a Lydersen 2006, Snell a kol. 2018) (BirdLife International
2019: 14).

1.3.  Sledovani paraziti
1.3.1. Kmen apikomplexa

Apikomplexa neboli vytrusovcei jsou poc¢etnym monofyletickym kmenem, ktery je soucasti
skupiny protist zvané Alveolata (Fast a kol. 2002). Kmen apikomplexa se déli do ¢tyf skupin
— kokcidie (Coccidea), hemosporidie (Hematozoea), gregariny (Gregarinea) a kryptosporidie
(Cryptosporidea) a zahrnuje velké mnozstvi ptivodcti medicinsky i veterindrné vyznamnych

onemocnéni (Levine 1973, Kreier 1993).

Apikomplexa patii mezi riznorodou skupinu organismu. Charakteristickym spole¢nym
znakem této skupiny je adaptace na Zivot uvnitf nebo méné asto na povrchu butiky hostitele
(Levine 1970). Pievladajici zivotni cyklus je pomérné slozity a dochazi pti ném ke stfidani ti
rozmnozovacich fazi, tj. merogonie, gamogonie a sporogonie (Samuel a kol. 2008). Cyklus
muze kompletné probéhnout v jednom nebo ve vice hostitelich (Fayer 1980). Sledované
skupiny paraziti — tedy kokcidie a kryptosporidie, maji velmi podobny pribéh vyvoje. Lze
ho shrnout nasledovné. Pfenos na nového hostitele je zprostredkovan odolnymi oocystami,
které¢ dokazi odolat podminkam vnéjSiho prostiedi (Sinski a Behnke 2004). Ty jsou poté
nejcastéji pozieny spolu s kontaminovanou vodou nebo potravou a v travici soustavé dojde
k uvolnéni pohyblivého sporozoita. Sporozoit invaduje hostitelskou buniku, kde pretrvava
v Utvaru zvaném pararazitoforni vakuola (Fantham 1910, Volf a kol. 2007). V burice dale roste

a prechazi v dalsi stadium tzv. meronta. Pro fazi merogonie je charakteristické asexudlni
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mnozeni za vzniku jednojadernych merozoitd, kteti mohou napadnout novou bunku. Stadium
merogonie se muze opakovat, a poté parazit prechazi do dalsi faze, zvané gamogonie. Jedna
se o sexualni déleni, pfi kterém vznikaji nezralé samci a sami¢i gametocyty. Ty poté uz jako
zralé mikro a makrogamety daji vzniknout diploidni zygoté, kterd je podrobena poslednimu
nepohlavnimu déleni, zvanému sporogonie. V oocysté probihajici sporogonie miize probihat
uvnitt hostitele, popiipadé az ve vnéj$im prostfedi a vysledkem déleni jsou sporozoiti

(Pellérdy 1974, Volf a kol. 2007).

Vyjma slozity zivotni cyklus je pro vytrusovce dale charakteristicka pfitomnost organely
zvané apikalni komplex, kterd se vyskytuje u vyvojovych stadii invadujicich hostitelskou
bunku, tzv. zoitt (Levine 1988). Apikalni komplex umoznuje penetraci parazita do hostitelské
buiky a sklada se ze sekreCnich organel, tj. rhoptrii, mikroném a denznich granul, a dale
ze skeletarnich struktur: konoidu a polarniho prstence (Levine 1970, Volf a kol. 2007). Dalsi
organela pfitomna u vétSiny zastupcil je apikoplast. Apikoplast je plastid s vlastnim genomem,
ktery pravdépodobné vznikl sekundarni endosymbidézou. Produkty genli obsazenych
v apikoplastu se pravdépodobné ucastni fady metabolickych drah dilezitych pro spravny
vyvoj parazita (Kohler a kol. 1997, Cavalier-Smith 1999, Lim a McFadden 2010).

1.3.1.1.  Kokcidie
1.3.1.1.1. Biologie kokcidii

Kokcidie jsou skupinou intracelularnich parazitdi, pro kterou je charakteristicka vysoka

wevr

ktera se dale déli do roda Eimeria, Isospora a Cyclospora (Samuel a kol. 2008).

Prvnim popsanym druhem je E. tenella, ktera byla objevena ve slepém stievé kuftat
(Tyzzer, 1929). Kokcidiim se dale vénoval také Fantham (1910), kterému se jako prvnimu
podafilo detailn¢ popsat Zivotni cyklus. Dalsi kli¢ovou postavou pro vyzkum kokcidii je
bezpochyby Tyzzer, ktery se zaslouzil o popsani nékolika novych druhi, jejich Zivotnich cyklt
avlivuna hostitele (Tyzzer 1929, Tyzzer a kol. 1932). Mezi zastupci ¢eledi Eimeriidae
pfevlada vysoka mira specializace nejen na Urovni hostitele, ale také na Urovni tkanové
lokalizace (Long and Reid 1982, Barta a kol. 1997). Hostitelé mohou byt jak zftad
bezobratlych zivocichu, tak i obratlovct (Pellérdy 1974, Kopecna a kol. 2006). Taxonomie je
stale problematickd predevSim diky nezvyklym fenotypickym a fylogenetickym znakiim

a velkému mnozstvi druht (Cox 1991, Tenter a Johnson 1997).

Zivotni cyklus odpovidd vyvoji vytrusovell a u vétSiny stfevnich kokcidii z fadu

Eimeriidae probihd v jediném hostiteli. Vyvoj konci tvorbou odolnych oocyst, jejichz
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sporulace probihd pii vhodnych podminkiach ve wvnéjSim prostfedi (Levine 1970).
Pravdépodobné z ditvodu rizika vyschnuti jsou oocysty uvoliiovany s urcitou pravidelnosti,
ktera souvisi s denni dobou, jak tomu napovida fada provedenych experimenti, naptiklad
u rodu Isospora (Martinaud a kol. 2009, Dolnik a kol. 2011). Vysporulované oocysty, které se
lisi poctem sporocyst a sporozoit, mohou slouzit k rozliseni jednotlivych rodu kokcidii
(Tab. 1). Mezi dal$i odliSovaci znaky patii naptiklad pfitomnost ¢i absence mikropyle,
struktura a Sifka stény nebo velikost oocysty (Duszynski a Wilber 1997) (Obr. 1).

Tab. 1: Morfologické znaky vysporulovanych oocyst (podle Samour 2015).

Rod Pocet sporocyst Pocet sporozoiti*
Caryospora sp. 1 8
Eimeria sp. 4 2
Isospora sp. 2 4

Vysvétlivky: ,,* = odpovida jedné sporocysté.

polove telisko rezidualni telisko oocysty
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Obr. 1: Vlevo — schéma vysporulované oocysty Eimeria sp., vpravo — vrsek oocysty
s mikropyle, $itka mikropyle (SM) a iika polové &epicky (SPC) (upraveno podle Duszynski
a Wilber 1997).

Vzhledem k rozmanitosti skupiny je obtizné zobecnit charakteristiku pribéhu onemocnéni
zvané kokcidioza. Projev kokcididzy je navic ovlivnén nékolika faktory, které souvisi
s celkovym zdravotnim stavem a staiim hostitele. Kokcidie u volné Zijicich druht zpravidla
nezpusobuji vazné onemocnéni (Ritchie a kol. 1994). Naopak zvitata, ktera jsou ve stresu,
vyvojem infekce. Tento stav mlze nastat nejen u populace chovnych zvitat, ale také ve volné
ptirodé, narusenim ¢i zmeénou habitatu (Schoener a kol. 2013, Chapman 2014, Samour 2015).

Projev onemocnéni se 1isi nejen Vv zavislosti na druhu parazita, ale také na specializované
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hostitelské tkani, kde ¢asto dochazi k poskozeni bun€k a tvorbe zanétli. Z obvykle sledovanych
klinickych ptiznakl infekce lze uvést napiiklad celkovou skleslost a snizenou aktivitu, ztratu

hmotnosti, prijmova onemocnéni spojené s dehydrataci az smrt jedince (Samour 2015).

1.3.1.1.2. Diagnostika kokcidii

V prvotnich pracich byla vétSina nové objevenych druht kokcidii klasifikovand na zékladé
morfologickych znakii, dale pak na hostitelské specificité¢ a lokalizaci uvniti téla hostitele
(Long a Reid 1982). I pfestoze vySetieni trusu a nasledna identifikace oocyst na zaklad¢
morfologie patii mezi velmi Casto zvolené metody diagnostiky, nejednd se o pfili§ pfesnou
metodu. Dokonce i rozliseni oocyst u velmi vzdalenych druhtt mize byt velice naro¢né
az nemozné (Long a Joyner 1984). S rostoucim vyznamem molekularnich metod se proto
postupné zacalo prechdzet na popis na zakladé molekularni charakteristiky (Shirley 1975,
Nakamura a kol. 1986). Na urovni druhti se pouziva mnozstvi metod, které sleduji odchylky
v genech a ziroven umoznuji sledovat fylogenetick¢é vztahy druhii uvnitf skupiny.
Pro objasnéni vztahi mezi druhy je standardni metodou porovnani malé ribozomalni
podjednotky (SSU), ktera je hojné zastoupena v dostupnych databazich a jedna se tedy
o vhodnou volbu pro fylogenetickou analyzu (Barta 1997, Modry a kol. 2000). Mezi dalsi
vhodné markery patii také mitochondrialni geny pro protein cytochrom c oxidazové

podjednotky ¢i gen pro protein cytochrom b (Besansky a kol. 2003, Ogedengbe a kol. 2011).

1.3.1.1.3. Vyskyt kokcidii u ptaki

Kokcidie patfi mezi vyznamné ptaci patogeny (Levine 1988). Poznatky o jejich distribuci
a diverzit€¢ mezi volné Zijicimi ptadky jsou vSak stdle znaén€ omezené. Obecné lze
predpokladat, ze vyskyt a mnozstvi kokcidii bude ptevazovat u bylozravych druhd, kde je
vysSi Sance na prenos mezi hostiteli (Dolnik a kol. 2010). Vyskyt kokcidii u volné Zijicich
ptaku byl popsan v né¢kolika védeckych pracich (Tab. 2). Pévci nejcastéji hosti parazity z rodu
Isospora (Svobodova 1994). Rod Caryospora je zase vyznamnym patogenen dravych ptaka
(Klaphake a Claney 2005). U ptactva chovaného v zajeti, pfevazné pak u hospodaisky
vyznamnych druhi, je popsano podstatné vétsi mnozstvi kokcidii nez u voln¢ Zijicich ptakda.
Naptiklad v chovech kufat mohou vznikat ohniska nakazy az sedmi riznych druhti Eimeria,

které mohou mit na svédomi zna¢né ekonomické ztraty (Long a Joyner 1984).
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Tab. 2: Priklad vyskytu kokcidii u volné zijicich ptakd.

Druh Hostitel Lokalita Reference
Caryospora sp. pévci Evropa Svobodova 1994, Brown
a kol. 2010
Eimeria curvata mékkozobi Jizni Amerika Adriano a kol., 2000
Eimeria fraterculae  dlouhokfidli Severni Amerika  Leighton a Gajadhar, 1986
Eimeria fulva vrubozobi Severni Amerika  Greiner a kol. 1981
Eimeria hermani vrubozobi Severni Amerika  Greiner a kol. 1981
Eimeria magnala- vrubozobi Severni Amerika  Greiner a kol. 1981
bia
Eimeria pygosceli  tucnaci Antarktida Golemanski, 2003
Eimeria rissae dlouhokfidli Evropa Soulsby a Jennings, 1957
Eimeria sicki pévci Jizni Amerika Berto a kol., 2009
Eimeria somateriae vrubozobi Evropa Skirnisson 1998
Eimeria pileata pévci Severni Amerika  Soriano-Vargas a kol., 2015
Eimeria sp. hrabavi, Evropa Brown a kol. 2010
kratkokiidli,
mékkozobi
Eimeria sp. pévci Evropa Svobodova a kol. 1994
Eimeria sp. pévci Oceanie Fowler 1981
Eimeria dlouhoktidli neznamo Galli-Valerio, 1940
stercorariae
Eimeria truncata vrubozobi Severni Amerika  Greiner a kol. 1981
Isospora feroxis peévci Jizni Amerika Berto a kol., 2009
Isospora lesouefi pévci Australie Morin-Adeline a kol., 2011
Isospora thibetana  pévci Asie Perrucci a kol., 1998
Isospora sp. sokoli, kratkokiidli, Evropa Misof 2004, Brown a kol.
pevci 2010
Tyzzeria parvula vrubozobi Severni Amerika  Greiner a kol. 1981

1.3.1.1.4. Vyskyt kokcidii v Arktidé
Poznatkli o vyskytu kokcidiozy v Arktide je nékolik. Americkym autort, ktefi studovali

bernesky hnizdici v Severni Americe, se podafilo prokéazat ptitomnost riznych druhi kokcidii
(Greiner a kol. 1981). Dalsi ukazkou je studie, zabyvajici se endoparazity u polarnich lisek
v Kanadg¢, ktera prokazala infekci mnozstvi paraziti véetné Eimeria sp. a Cystoisospora sp.

(Elmore a kol. 2013). Rozsifeni kokcididzy u volné Zijicich druhli bylo studovano také
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na Svalbardu. Prestrud a kol. (2007) sledovali vyskyt Toxoplasma gondii u polarnich lisek
a prisli s hypotézou, ze migrujici bernesky mohou slouzit jako rezervoary nékazy. Polarni lisky
zde také prokazateln¢ slouzi jako hostitelé pro fadu zastupct rodu Eimeria (Myskova a kol.
2019). Ptaci kokcidioza byla na Svalbardu prokazana také u sn¢hule severni, u které byl
popsan druh Isospora plectrophenaxia (Dolnik a Loonen, 2007).

1.3.1.2. Kryptosporidie
1.3.1.2.1. Biologie kryptosporidii

Rod Cryptosporidium patii do kmene vytrusovct (Fayer 2010). Prvni objev kryptosporidii
se datuje k roku 1907, kdy Tyzzer popsal nejprve oocysty Vv trusu a poté také kryptosporidie
Vv zaludec¢nich zlazach u laboratornich mysi (Tyzzer, 1907). Jako prvni bylo popsano C. muris
(Tyzzer, 1910) a o dva roky pozdéji mensi druh C. parvum v tenkém stievé mysi a kralikt
(Tyzzer, 1912).

Kryptosporidie byly dfive nespravné fazeny mezi kokcidie pravdépodobné diky
podobnostem ve vyvojovém cyklu (Levine 1988, Fayer 1997). Pozdé¢jsi molekularni analyzy
vSak ukazaly, ze rod Cryptosporidium patii do tfidy Gregarinea (Carreno a kol. 1999).
Kryptosporidie se navic od zastupcti kokcidii 1i$i extracytoplazmatickou lokalizaci uvnit
hostitelské bunky (Fayer 1997), absenci plastidu (Zhu a kol. 2000) nebo sporulaci oocyst jiz
uvniti ptivodniho hostitele (Fayer 1997). Rod Cryptosporidium Ize na zakladé morfologie
a lokalizace uvniti hostitele rozdélit do zaludec¢ni a stfevni linie (Xiao a kol. 2004).
Kryptosporidie mohou napadat také plice ¢i1 lymfaticky orgén, jako je tomu
u ptaciho druhu C. baileyi (Current a kol., 1986). Dnes je akceptovano 13 ruznych druht
Cryptosporidium, pfi¢emz vétSina zastupci je specializovana na hostitele z podkmene
obratlovci (Levine 1973, Xiao a kol. 2004). Nejvice prostudovanym druhem je C. parvum,

Které ma navic znaéné mnozstvi odlisnych genotypi (Ryan a kol. 2003a).

Slozity vyvojovy cyklus, ktery je pro vytrusovce charakteristicky, probihd v jediném
hostiteli a skladd se ze sexudlni a asexudlni faze (viz kapitola 1.3.1.). Zdrojem infekce je
nejcastéji voda €i potrava kontaminovana oocystami kryptosporidii (Tzipori a Ward 2002).
Oocysty se oralni cestou dostanou do gastrointestinalniho traktu (Reduker 1985) ¢i méné Casto
do plicni tkané vhodného hostitele (Clavel a kol. 1996). Tam dochazi k jejich excystaci
a uvolnéni sporozoitd, ktefi infikuji buiiky epitelu. Zivotni cyklus vrcholi vznikem oocysty,
kterd obsahuje 4 banankovité¢ sporozoity (Obr. 2). U C. parvum byl popsan vznik
tenkosténnych a silnosténnych oocyst (Reduker 1985).
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Obr. 2: Schéma vysporulované oocysty C.galli (upraveno podle Ryan a kol. 2003b).

Rod Cryptosporidium mize u hostitele zptisobit onemocnéni zvané kryptosporididoza
(Dillingham a kol. 2002). Ptiznaky ndkazy se li§i v zavislosti na typu napadené tkan¢
a imunitni kompetenci hostitele (Xiao a kol. 2004). Infekce mize probéhnout bezpiiznakove,
zejména v piipadé linie zZaludecnich kryptosporidii. U nékterych jedinci se vSak miiZe
vyskytnout fada symptomu jako naptiklad vodnaty prijem, nechutenstvi, kieCe v oblasti
bficha ¢i horecka (Fayer a Xiao 2007). Kryptosporidiéza zptsobena C. bailey je castéji
spojovana s onemocnénim dychaci soustavy. Oproti tomu C. parvum a C. gallli napadaji spise
epitel travici soustavy, kde mohou zpiisobit nekrézu ¢i hyperplazii bunék (Dubey a kol. 1990,
Pavlasek 1999, 2001). Vyzkum, ktery je zaméten na toto onemocnéni, se z velké ¢asti zabyva
nakazou u hospodaiskych zvifat nebo u imunitné oslabenych pacientt (Tzipori a kol. 1980,
Current a kol. 1983).

1.3.1.2.2. Diagnostika kryptosporidii

Diagnostika kryptosporidii je zpravidla zaloZzena na analyze vzorku trusu za ucelem
prokazani pfitomnosti oocyst. TaktéZ je moZné odhalit ndkazu s pomoci histologického
vySetieni tkan¢ nebo imunologickym prokazanim protilatek u hostitele. K detekci oocyst
z trusu je mozné vyuzit rizné metody, které se od sebe lisi citlivosti a také ¢asovou a finan¢ni
naro¢nosti (Khurana a Chaudhary 2018). Mezi tradi¢ni a dosud béZn¢ uzivané diagnostické
metody patii mikroskopické vySetieni nativniho, poptipadé barveného vzorku (O'Donoghue
1995, Pacheco a kol. 2013). Tuto techniku je vhodné zkombinovat s koncentra¢nimi metodami
(napt. Sheatherova flotace viz kapitola 3.2.1.). Spolehlivéjsi a citlivéjsi volbou je pouZiti
molekularnich metod, které navic umoznuji druhovou identifikaci parazita. Diky své rychlosti,
piesnosti a relativni cenové dostupnosti se dnes voli pfedevSim polymerazova fetézova reakce

(PCR) (Checkley a kol. 2015). Mezi nejc€astéji cilené genove oblasti patii zejména SSU rRNA
¢i Hsp 70 (Xiao a kol. 1999, Sulaiman a kol. 2000).
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1.3.1.2.3. Vyskyt kryptosporidii u ptaki
Do dne$ni doby bylo popsano 6 ptacich druhti rodu Cryptosporidium (Tab. 3) a vice nez

18 riiznych genotypt (Tab. 4) (Holubova a kol. 2020). Prvnim popsanym druhem u ptaciho
hostitele bylo C. meleagridis (Slavin, 1955). U komer¢né chovanych kufat byl pozdéji objeven
a popsan dal$i druh C. baileyi (Current a kol., 1986). Castym pta¢im druhem je také C. galli
(Pavléasek, 1999), které¢ napada Siroké spektrum hostitelskych druhtt (Ryan a kol. 2003a).
U ptaka byly také objeveny dalsi dva druhy C. anserinum a C. tyzzeri, jejich popis vSak neni
dostateCny, proto aby ziskaly pravoplatné druhové zafazeni (Levine 1961, Proctor a Kemp
1974, Dubey a kol. 1990). Holubova a kol. 2016 popsali dal$i primarné pta¢i druh C. avium
(diive Cryptosporidium avian genotype V). NejnovéEjSimi popsanymi druhy Cryptosporidium
je C. proventriculi (Holubova a kol., 2019), které bylo popsané u papousku, a C. ornithophilus
(Holubova a kol., 2020) ptivodem z pstrosiho hostitele.

1.3.1.2.4. Vyskyt kryptosporidii v Arktidé

Vyskyt kryptosporidii v Arktidé popisuje fada studii. Nalezy jsou zajimavé piedevsim
z toho diivodu, Ze kryptosporidie nepatii mezi termorezistentni organismy a Zivotaschopnost
jejich oocyst klesa se snizujici se teplotou (Sherwood a kol. 1982). U sav¢ich hostiteltt bylo
Cryptosporidium pozorovano naptiklad u soba polarniho ¢i u tulen¢ krouzkovaného (Siefker
s kol. 2002, Dixon a kol. 2008). Dal§im ptikladem je propuknuti ndkazy kryptosporidiozy
u obyvatel v oblasti Nunavik (Thivierge a kol. 2016). Na Svalbardu byl prokazan vyskyt
kryptosporidii u fady hostiteld, naptiklad u soba polarniho nebo hrabose vychodoevropského
(Honsova 2012, Myskova a kol. 2019). Honsova ve své préci také prokazala ptitomnost

kryptosporidii u ptacich hostitelt, a to u husy kratkozobé a bernesky bélolici (Honsova 2012).

Tab. 3: Uznavané druhy Cryptosporidium u ptacich hostiteld.

Druh Autor popisu

C. avium Holubova a kol., 2016
C. baileyi Current a kol., 1986
C. galli Pavlasek a kol., 1999

C. meleagridis Slavin, 1995
C. ornithophilus  Holubova a kol., 2020
C. proventriculi  Holubova a kol., 2019
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Tab. 4: Znamé genotypy Cryptosporidium u ptakii a potvrzeni hostitelé.

Genotypy Hostitel Lokalita Reference

avian genotyp | pévci Australie Ng. a kol. 2006

avian genotyp Il papousci, pStrosi  Evropa, Australie  Meireles a kol. 2006,
Ng. a kol. 2006

avian genotyp Il papousci, pStrosi  Australie Ng. a kol. 2006

avian genotyp IV peévci Australie Ng. a kol. 2006

avian genotyp VI pévci Severni Amerika  Chelladurai a kol. 2016

avian genotyp VIl hrabavi Evropa Helmy a kol. 2017

avian genotyp VIII  hrabavi Evropa Helmy a kol. 2017

avian genotyp IX hrabavi Evropa Helmy a kol. 2017

duck genotyp vrubozobi Australie Morgan a kol. 2001

finch genotyp | pévci Australie Morgan a kol. 2001

finch genotyp 11 pévci Austrélie Morgan a kol. 2001

finch genotyp Il1 pévci Australie Morgan a kol. 2001

goose genotyp | vrubozobi Severni Amerika  Xiao a kol. 2002

goose genotyp Il vrubozobi Severni Amerika  Jellison a kol. 2004, Zhou
a kol, 2004

goose genotyp 11 vrubozobi Severni Amerika  Jellison a kol. 2004

goose genotyp IV vrubozobi Severni Amerika  Jellison a kol. 2004

Euroasian  wood- dlouhokftidli Evropa Ryan a kol. 2003b

cock genotyp

LC310796 sovy Japonsko Makino a kol. 2018

1.3.2. Kmen mikrosporidie
1.3.2.1. Biologie mikrosporidii

Mikrosporidie patfi mezi jednobunécné intraceluldrni parazity s unikatni strukturou,

biologii a dosud plné neobjasnénou taxonomii (Didier a kol. 2004, Vavra a Lukes 2013).

Puvodné byla tato monofyleticka skupina fazena k parazitickym prvokam (Vossbrinck a kol.

1987). Za podpory molekularné-fylogenetickych studii dnes vSak prevazuje ndzor,

ze mikrosporidie patii do skupiny Opisthosporidia, ktera je soucasti Opisthokonta (Adl a kol.

2019). Mikrosporidie byly objeveny pted vice nez 150 lety, kdy byl u bource morusového

popsan prvni druh Nosema bombycis (Nageli, 1857). Vyskyt mikrosporidii je zaznamenan

takika u vSech zivociSnych fada a dnes je zndmo vice nez 187 rodit a 1500 druhti. Tento pocet

je ale pravdépodobné pouze zlomkem celkové diverzity a vétSina druhti stale ¢ekd na své

objeveni. Mikrosporidie patii pod tzv. pravé eukaryotické organismy, avSak v porovnani
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S ostatnimi zastupci mnohobunéénych maji velmi zjednodusenou bunécnou stavbu umoziujici
jim zivot uvnitf hostitelské bunky (Keeling a kol. 2002, Volf a kol. 2007, Vavra a Lukes 2013).
Dalsi unikatni vlastnosti mikrosporidii je mensi typ ribozomt, konkrétné 70S a také jeden

Z nejmensich znamych genomu v #i8i eukaryot (Biddere a kol. 1994, Garcia 2002).

Zivotni cykly jednotlivych druhtt mohou byt zna¢né riiznorodé. Obecné plati, Ze se skladaji
z proliferacni faze (merogonie), sporogonické faze (sporogonie) a dale infekéniho stadia.
Pti merogonii dochazi k nepohlavnimu dé€leni nepohyblivych stadii tzv. meronttl, kteti se
nachazi v hostitelské buiice. Merogonie mize byt nékolikrat zopakovana a nedochazi pti ni
k vyraznému poskozeni hostitelské bunky (Fantham a Porter 1912, Vavra a Luke$ 2013).
Po merogonii nasleduje fdze sporogonie za vzniku sporontu a nasledného déleni ve sporoblast,
ktery dale prochdzi morfogenezi za vzniku spoéry. Toto odolné stddium umoznuje pienos
do nového hostitele, poptipad€ autoinfekci jiz stavajiciho (Weiss a Becnel 2014). Exospora
obvykle dosahuje velikosti v rozmezi 1-12 pm a je chranéna sténou obsahujici chitin (Franzen
a Miiller 1999). Na prvni pohled je nejvyraznéjsi strukturou uvniti spéry vystielovaci aparat,
ktery se sklada ze 3 ¢asti — polového vlakna, polaroplastu a zadni vakuoly, a jedna se
o kli¢ovou adaptaci mikrosporidii k invaginaci hostitelské buniky. Vnitiek spory déle obsahuje
cytoplazmu s jadrem neboli sporoplasmu (Obr. 3), ktera je za vhodnych podminek vytlacena
do cytoplazmy hostitelské buniky (Lom a Vavra 1963, Volf a kol. 2007, Vavra a Lukes 2013).

kotevni disk
lamelovy polaroplast

+— €X0Spor
endospor

vezikularni polaroplast
jadro

polarni trubice

posteriorni vakuola

Obr. 3: Schéma exospory mikrosporidie (upraveno podle Keeling a Fast 2002).

Mikrosporidie mohou u hostitele vyvolat nemoc zvanou mikrosporididza, jejiz pribéh se
muze liSit v zavislosti na celkovém zdravotnim stavu hostitele a také na lokalizaci infekce.
Mikrosporidie jsou velmi ¢asto pivodci tzv. oportunistického onemocnéni, pii kterém hraje

zasadni roli imunokompetence hostitele. U zdravych jedinci mé infekce ¢asto mirny pribeh
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nebo je dokonce bezptiznakova (Didier a kol. 2004, Didier a Weiss 2006). Na druhou stranu
u jedinct s oslabenou imunitou muze dojit k rozvoji riznorodych symptomii (Weiss
a Wittner 1999, Didier a kol. 2000). Negativni vliv mikrosporidii na pta¢i hostitele je obvykle
pozorovatelny u stresovanych ¢i jinak oslabenych jedinct. Mikrosporidiéza se proto Casto
projevuje u zvifat chovanych v nevhodnych podminkach ¢i u nedospélych jedinct. Hlavni
lokalizaci infekce pak obvykle byva travici soustava, dale pak tkan ledvin ¢i jater. Projevy
onemocnéni byvaji nespecifické a zpravidla se odviji od druhu napadené tkané (Black a kol.
1997, Snowden 2004, Bart a kol. 2008).

1.3.2.2. Diagnostika mikrosporidii

Ultrastruktura druhoveé specifickych exospdr a typ bunécné organizace tradicné slouzily
Kk rozliSeni jednotlivych druhd mikrosporidii, a to za vyuziti svételné ¢i elektronové
mikroskopie. Pro diagnostiku exospor je dale mozné zvolit z n€kolika barvicich metod, jako
je napt. barveni modifikovanym trichromem ¢i fadou fluorescen¢nich barviv (Weber a kol.
1992, Garcia 2002, Ghosh a Weiss 2009). Metody zalozené na mikroskopovani jsou v§ak
casové€ i finanéné€ narocné a ani ultrastrukturni znaky nejsou dostatecné pro spravné zatazeni
do druhu. Z toho diivodu se dnes voli spiSe molekularni metody, které jsou piesnéjsi, citlivejsi
a snaz§i na interpretaci (Procop 2007). Casto pouZivanou metodou je PCR, pii které se
amplifikuje cilovd oblast DNA parazita, konkrétn¢ rRNA geny malé a velké (LSU)
ribozomalni podjednotky, poptipadé oblast intergenického spaceru (ITS) (Franzen a Miiller
1999).

1.3.2.3. Vyskyt mikrosporidii u ptaku

Prvni potvrzena nékaza mikrosporidiemi u ptaciho hostitele byla popsédna u papousika
SkraboSkového (Kemp a Kluge 1975). Vyskyt mikrosporidii byl pozdé€ji potvrzen nejen
u avifauny zijici v zajeti, ale také u Siroké skaly voln¢ zijicich ptakd (napt. Lobo a kol. 2006).
U ptacich hostitelti byly doposud popsany 4 druhy mikrosporidii — Enterocytozoon bieneusi
(Reetz a kol., 2002), Encephalitozoon hellem (Black a kol., 1997), Encephalitozoon cuniculi
(Reetz, 1993) a Encephalitozoon intestinalis (Haro a kol. 2005) (Tab. 5). U ptaku je nejéastéji
pozorovano E. hellem (napf. Barton a kol. 2003, Slodkowicz-Kowalska a kol. 2006).
Pozorovana prevalence zbylych druhti mikrosporidii je ve svétové avifauné znatelné nizsi
a ptaci zde pravdépodobné slouzi jako rezervoary mikrosporidii, nikoliv jako primdrni

hostitelé (Kasickova a kol. 2007, 2009, Zhao a kol. 2016).
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Tab. 5: Priklady ptacich hostitelti mikrosporidii.

Druh Hostitel Lokalita Reference
Encephalitozoon hrabavi Evropa Reetz a kol., 1993
cuniculi
mékkozobi  Evropa, Blizky Bartakol., 2008, Pirestani a kol. 2013
vychod
papousci Evropa Kasickova a kol. 2007
Encephalitozoon dlouhokiidli S. Amerika Tocidlowski a kol. 1997
hellem
mékkozobi  Evropa Bart a kol. 2008, Haro a kol. 2005
papousci S.  Amerika, Black a kol., 1997, Barton a kol.
J. Amerika 2003, Lallo a kol. 2012
pStrosi S. Amerika Snowden a Logan 1999
svistouni S. Amerika Snowden a kol. 2001
vrubozobi Evropa Slodkowicz-Kowalska a kol. 2006
Encephalitozoon mekkozobi  Evropa, Bart a kol. 2008, Haro a kol. 2005,
intestinalis J. Amerika Lallo a kol. 2012
vrubozobi Evropa Slodkowicz-Kowalska a kol. 2006
Enterocytozoon  hrabavi Cina Li a kol. 2014
bieneusi
mékkozobi  Evropa, Graczyk a kol. 2007, Haro a kol.
S Amerika 2005, Lallo a kol. 2012
J. Amerika,
papousci Evropa, KaSickova a kol. 2009,
J. Amerika Lallo a kol. 2012, Lobo a kol. 2006
pévci Evropa Lobo a kol. 2006
sokoloviti Blizky vychod  Miiller a kol. 2008

1.3.2.4. Vyskyt mikrosporidii v Arktidé

Ac¢ mikrosporidie patii mezi Siroce rozsifené parazity, poznatky o jejich vyskytu v Arktidé
jsou stale zna¢né omezené. Piikladem je rozsifeni E. cuniculi v kozeSinovych chovech
polarnich liSek ve Skandinavii (Nordstoga 1972, Mathis a kol. 1996). Encephalitozoon
cuniculi byl také prvné objeven na Svalbardu u ledniho medvéda (Myskova a kol. 2019).
Honsova (2012) ve své praci diagnostikovala E. cuniculi genotyp II u soba polarniho, lisky
polarni a berneSky beélolici s vyskytem na Svalbardu (Honsova 2012). Dalsi rod
Enterocytozoon bieneusi byl prokdzan u polarni lisky, psa domaciho a soba polarniho,
z ptacich hostitelt se pak jednalo o husu kratkozobou a racka ttiprstého (Honsova 2012, Broz
2016, Myskova 2014).
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2. Cile prace

1. Zpracovat literarni reSersi o tématu.

2. Koprologicky vysetfit reprezentativni vzorek trusu vybranych druhti ptakt hnizdicich

na Svalbardu, zaméfit se zejména na kokcidie, kryptosporidie a mikrosporidie.

3. U vybranych parazith provést fylogenetickou analyzu a pokusit se nalézt souvislosti

s hostitelskou specifitou, ptipadné s geografickou polohou zimovist.
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3. Metodika
3.1. Sbér materialu

Lokalita

Vzorky byly sbirany na tizemi Svalbardu v prib¢hu letni sezény v roce 2018. Vzorky
Z roku 2015 a 2016 jsou darovanym materialem jiz vyizolované DNA z ptaciho trusu. Ptaci
trus, pochazejici z letni sezony 2019, byl nasbiran a dovezen kolegy. Piivodné mély byt v praci
zahrnuty také vzorky z letni sezony v roce 2020 véetné reprezentativniho vzorku trusu snéhuli
severnich od norskych spolupracovnikd. Vzhledem Kk probihajicim epidemiologickych
opatfenim vSak tento sbér nebyl proveden. Piehled nasbiraného materidlu je znazornén
v tabulce (Tab. 6). Pfevazna ¢ast vzorka pochazi z okoli mésta Longyearbyen, které se nachazi
v centralni &asti ostrova Spicberky. Nékolik vzorkd pochazi ze zatoky Petuniabukta a jeden
vzorek je pivodem z lokality Serbreen. Na obrazku nize je zobrazeno rozmisténi lokalit

na map¢ souostrovi (Obr. 4).

° 3.

: }Ir' 0‘2"

Forland Barentsoya

Obr. 4: Prehled lokalit sbéru vzorku (1. Longyerbyen, 2. Petuniabukta, 3. Serbreen). Primér

kolecek odrazi mnozstvi ziskanych vzorki (upraveno podle Norsk polarinstitutt 2020: 15).
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Urceni hostitele

Vzorek ptac¢iho trusu byl sbirdn pouze pokud byl zndmy jeho plvodce. Ptaci byli
na zékladé morfologickych znaki urCovani do druhu pifimo v terénu s pouzitim
ornitologického klice (Svensson 1999). Pii identifikaci je potieba sledovat nejen fenotypové
znaky, ale také pozorovat ekologické a etologické aspekty a dale vyuzit znalosti o vyskytu

konkrétniho druhu na dané lokalité. Pro stanoveni druhti byly také vyuzity rady zkuSenych

kolegiti ornitologg.

Tab. 6: Pichled nasbiranych vzorku ptaciho trusu.

Druh hostitele

Pocet vzorku

r. 2015-2016 r. 2018 r. 2019
Anser brachyrhynchus — 7 —
Branta leucopsis — 21 2
Calidris maritima — 17 -
Cepphus grylle — — 1
Fratercula arctica — 1 -
Charadrius hiaticula - 3 -
Lagopus muta hyperborea — 1 —
Larus hyperboreus — 4 -
Phalaropus fulicarius — 2 —
Plectrophenax nivalis 2* 8 -
Rissa tridactyla — 9 -
Somateria mollissima — 12 1
Stercorarius parasiticus — 1 -
Sterna paradisaea — 46 6

Vysvétlivky: ,,* = vzorky jiz vyizolované DNA.

Odbér a skladovani vzorka

Nalezeny vzorek trusu byl pfenesen pomoci ocisténé pinzety nebo vatové tyCinky
do zip-lock sacku nebo do mikrozkumavky. Takto uskladnény vzorek byl vzdy oznacen
datem, lokalitou ndlezu a pta¢im druhem. Vzorek byl skladovan bud’ v nativnim stavu
nebo v 4% roztoku dichromanu draselného (K.Cr20-). Hlavni role dichromanu draselného,
jako konzervacniho ¢inidla, spociva v jeho schopnosti vytvotit vhodné prostiedi pro ptipadnou

sporulaci oocyst kokcidii. Materidl byl poté skladovan v lednici pfti teploté¢ 4 °C do dalSiho

vysetieni.
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3.2. Mikroskopické vySetieni
V piipad¢, Zze se podafilo odebrat vétSi mnozstvi trusu, byla Cast vzorkl vysSetiena

mikroskopicky. Vzorky, kterych bylo malé mnozstvi, byly vysetieny pouze molekularné.

3.2.1. Flotace dle Sheathera

Flotace dle Sheathera je tradi¢n€ uzivand koncentratni metoda v parazitologické
diagnostice stfevnich parazitii. Metoda umoziuje detekovat parazity na zaklad¢ pritomnosti
vaji¢ek helmintii a cyst prvokli ve vzorku trusu s pomoci roztoku o dané koncentraci (Dryden

2005, Mergani 2014).

Pouzité chemikalie:

Sheatheruv cukerny roztok (hustota = 1,3 g/ml)

259 ml ... deionizovana voda

329 g ... cukr
7,29 g ... fenol
Postup:

Vzorek trusu byl rozmichan a fadné zhomogenizovan ve vodé. Takto vznikla smés byla
ptelita pies sitko a centrifugovéana po dobu 15 min pfi 2500 rpm. Vznikly supernatant byl slit
a zbyly sediment byl rozmichdn v Sheatherovu cukerném roztoku. Smés byla opét
centrifugovana za stejnych podminek. Pomoci mikrobiologické klicky byla Setrné odebrana
vznikla povrchové blanka. Vzorek byl pienesen na podlozni sklo, pfikryt krycim sklickem
a sledovan pii zvétSeni 10x az 100x svételnym mikroskopem (Olympus BX 51). V piipadé
hledani oocyst kryptosporidii byl pouZit fazovy kontrast. U pozitivnich vzorki byla stanovena
mira infekce pomoci tzv. semikvantitativni metody, tj. na zdklad¢ po¢tu oocyst v zorném poli

pti zvétSeni 20x (Thienpont a kol. 1979) (Tab. 7).

Tab. 7. Semikvantitativni metoda pro stanoveni infekce (dle Thienpont a kol. 1979).

1-5 oocyst + Slab4 infekce

6-10 oocyst ++ Stiedné silnd infekce
11-50 oocyst +++ Silné infekce

vice nez 50 oocyst ++++ Velmi silnd infekce
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3.2.2. Barveni dle Milac¢ka a Vitovce
Metoda je vhodna pro mikroskopickou diagnostiku oocyst kryptosporidii specifickym

obarvenim natéru trusu (Milacek a Vitovec 1985).

Pouzité chemikalie:

Roztok metylviolet’:

0,6 g ... methylviolet’

1 ml ... anilin

1 g...fenol

30 ml ... ethanol (EtOH)

70 ml ... deionizovana voda
2% vodny roztok kyseliny sirové

Roztok tartrazin: 1% tartrazin v 1% kyseliné octové

Postup:

Na podlozni sklo byl nanesen tenky natér zkoumaného vzorku trusu. Natér byl zafixovan
pomoci ethanolu v plameni. Po fixaci byl natér vlozen do kyvety s roztokem methylvioleti
a takto byl po dobu 30 min barven. Po uplynuti potfebné doby byl obarveny vzorek oplachnut
pod tekouci vodou. Po oplachnuti bylo sklicko pfeneseno do nové kyvety obsahujici
2% kyselinu sirovou, zde bylo ponechano 2 min, a poté opét oplachnuto vodou. Nésledn¢ byl
pouzit tartrazin na dobarveni natéru opét po dobu 2 min. Ve findlnim kroku bylo skli¢ko
S natérem naposledy oplachnuto vodou. Po oschnuti preparatu bylo mozné sklicka sledovat
svételnym mikroskopem (Olympus BX 51) pii zvétSeni od 40% az po 100x za pouZiti

imerzniho oleje.

3.3. Molekularni metody
3.3.1. Priprava pred izolaci

Vzorek byl nejprve zhomogenizovan a vznikla smés byla piefiltrovana do ¢isté nadoby.
Cast vzniklého sedimentu byla pienesena do &isté mikrozkumavky a zde byla poté nékolikrat
proéisténa vodou s pomoci centrifugy (Eppendorf MiniSpin®). Cisténi probihalo do té doby,
nez byl vznikly supernatant bezbarvy. Peclivé procisténi bylo klicové predevsim u vzorkda,

které byly skladovany v dichromanu draselném, ktery plisobi jako inhibitor PCR.
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3.3.2. Izolace DNA
3.3.2.1. Izolace komerénim Kitem

K izolaci genomové DNA byl pouzit komeréné dodavany izolac¢ni kit ExgeneTM Stool
DNA mini (GeneAll, Seoul, Korea). V ptipad¢ izolace kokcidii byl také pouzit QlAamp DNA
Stool Mini Kit z divodu lepsiho zachytu (Qiagen, Hilden, Némecko).

Do zkumavky se vzorkem byly nejprve piidany sklenéné kulicky o velikosti 0,5 mm
(BioSpec Products, Inc., Bartlesville, OK, USA), zirkonové kulicky (Invitek) a 1 ml bufferu
PBS. Ptipraveny obsah zkumavky byl poté rozbijen pomoci bead-beateru (Precellys 24, Bertin
technologies) po dobu 2 min. Dalsi postup se shodoval s navodem od vyrobce daného

izola¢niho kitu. Takto ziskana DNA byla poté skladovana pfi teploté -20 °C do dal$iho pouziti.

3.3.2.2. Fenol-chloroformova izolace

Pouzité chemikélie:

400 pl ... TNES pufr
44 ul ... Proteindaza K
400 wl ... Fenol

92% ethanol, 70% ethanol

Postup:

Nejprve bylo tfeba vzorek trusu zhomogenizovat s pomoci sklenénych a zirkonovych
kuli¢ek v bead-beateru. Do vzorku bylo poté ptidano 400 pl TNES buffer a 44 pl Proteinazy
K (GeneAll, Seoul, Korea). Takto ptipraveny vzorek byl ponechan pies noc pii teploté 45°C.

Po inkubaci bylo do zkumavky se vzorkem ptidano 400 pl fenolu a vzorek byl po dobu
péti min promichavan. Po promichani byl vzorek deset min centrifugovan za teploty 21 °C
pti 8969 rpm. Vytvorfena horni vrstva obsahu zkumavky byla pfenesena do nové zkumavky
a kni bylo pfidano stejné mmnozstvi chloroformu. Vzorek byl opét 5 min michan
a centrifugovan za stejnych podminek jako v predchozim kroku. Horni vrstva byla opét
prenesena do nové zkumavky a k obsahu bylo pfidano 3 x vétSi mnozstvi 92% ethanolu.
Takto vznikly vzorek byl centrifugovan v predem vychlazené centrifuze (4 °C, 4 min, 11 180
rpm). Vznikly supernatant byl po stoCeni vylit a k sedimentu bylo pfidano stejné mnozstvi
70% ethanolu jako v pfedchozim kroku. Vzorek byl centrifugovan jako za ptedchozich
podminek (4 °C, 4 min, 11180 rpm). Supernatant byl opét odstranén a vyizolovana DNA
obsazena v sedimentu byla po ususeni zalita 30-40 pl deionizované vody. Takto byla dale
uchovana pfi teploté -20 °C.
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3.3.3.PCR
Postup:

Amplifikovany gen se lisil podle toho, jaky konkrétni druh parazita byl v daném vzorku
vysetiovan. V piipadé kokcidii bylo PCR provedeno k detekci genu pro malou ribozomalni
podjednotku (SSU rRNA) (Morrison a kol. 2004) a genu pro mitochondrialni cytochrom
oxidazu I (COI) (Ogedengbe a kol. 2011) a III (COX3) (Ogedengbe a kol. 2014).
U kryptosporidii byl taktéz pouzit gen pro SSU rRNA (Xiao a kol. 1999). V piipadé
mikrosporidii byl sledovan vyskyt dvou druhti — Enterocytozoon bieneusi (Buckholt a kol.
2002) a Encephalitozoon sp. (Didier a kol. 1995). Pro oba druhy mikrosporidii byl pouzit
protokol pro amplifikaci ITS.

Reakéni smés pro jeden vzorek byla vytvorena dle Tab. 8. Pro ¢ast vzorki kokcidii byla
také vytvotena odli$na reakéni smes dle Tab. 9. Pro kazdou reakci byla také pouzita pozitivni
a negativni kontrola. Pozitivni kontrolou v ptipad€ vySetfeni mikrosporidii a kryptosporidii

byla DNA piivodem z kultury a u kokcidii byl pouzit ovéteny pozitivni vzorek.

Samotna reakce PCR byla provedena s pomoci termocycleru (BIO-RAD T100). Program
pro amplifikaci (Tab. 10) kokcidii, kryptosporidii i mikrosporidii byl nasledujici: nejprve byla
provedena denaturace pii 94 °C po dobu 3 min. Poté nasledovaly cykly denaturace-annealing-
extenze. Denaturace probihala za teploty 94 °C po dobu 45 sek a byla nasledovana druhové
specifickym nasedanim primerG (annealing) pii teplotdich znazornénych v tabulce nize
(Tab. 11) po dobu 45 sek, nakonec doslo k syntéze nového fetézce po dobu 1 min pii 72 °C.
Po prob¢hnuti 35 cykll nastala fdze findlni extenze, tedy dosyntetizovani nového fetézce
pti 72 °C po 1 min.

V ptipad¢ kryptosporidii a mikrospororidii byla pouZita dvoukrokova metoda tzv. nested

PCR (Carr a kol. 2010) s pomoci sekundarnich primert (Tab. 11).

Z divodu velmi nizkého vyskytu pozitivnich nalezti byla ¢ast vzorkli vySetiena
na pritomnost inhibitori PCR. Kontrola byla provedena ptfidanim pozitivni kontroly
do vybranych vzorkl vyizolované DNA, u kterych byla poté provedena PCR a elektroforéza

podle bézného postupu.
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Tab. 8: Protokol na pfipravu reakéni smési na PCR (s pouzitim komeréniho MasterMixu).

Reagencie Objem do 25 ul
Plain PP Master Mix* 12,5 ul

5’ primer (50 uM) 1 ul

3’ primer (50 uM) 1 pl

templatova DNA 1 ul

PCR H20 9,5 ul

Vysvétlivky: ,,** = Plain PP Master Mix/ Combi PP Master Mix.

Tab. 9: Protokol na piipravu reakéni smési na PCR.

Reagencie Objem na 25 pl
10x reakéni pufr s 15 mM MgCI2 2,5 ul

dNTP 0,5 ul

5" primer (50 uM) 0,25 ul

3’ primer (50 uM) 0,25 ul

Taq DNA polymerédza* 1,25 pl

DNA 0,5 ul

PCR H20 19,75 wl

Vysvétlivky: ,,** = Taq Combi/ Tag-purple polymeraza.

Tab. 10: Protokol na PCR.

Teplota (°C) Cas (s)
94 180
94* 45

X* 45

72* 60

72 420

10 0

Vysvétlivky: ,,x* = specifickd nasedaci teplota z Tab.10; ,,** = opakovani cykli 35x.
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Tab. 11: Primery pouzité pii amplifikaci konkrétnich gent.

Cileny parazit (gen) Primer Sekvence (5‘—3¢) Nasedaci
teplota
Cryptosporidium sp. F1* TTCTAGAGCTAATACATGCG 55°C
(SSU rRNA)
R1* CCCATTTCCTTCGAAACAGGA
F2** GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAA 55°C
G
R2** CTCATAAGGTGCTGAAGGAGTA
Kokcidie (COl) COIF GGTTCAGGTGTTGGTTGGA 52°C
COIR  ATCCAATAACCGCACCAAGAG
Kokcidie (COI3) COX3F AGAAAACCTAAAATCATCATGT 48 °C
COX3 AAGTGAGTTCGCATGTTTAC
R
Kokcidie (SSU EimF GAAACTGCGAATGGCTCATT 53°C
rRNA)
EimR  CTTGCGCCTACTAGGCATTC
Encephalitozoon sp. INT580 TTTCACTCGCCGCTACTCAG 55°C
(ITS) F*
INT580 TGCAGTTAAAATGTCCGTAGT
R*
MSP3* GGAATTCACACCGCCCGTCVYTAT 55°C
*
MSP4A CCAAGCTTATGCTTAAGTYMAARGG
** GT
Enterocytozoon EBITS GGTCATAGGGATGAAGAG 57°C
bieneusi (ITS) 3*
EBITS TTCGAGTTCTTTCGCGCTC
4*
EBITS GCTCTGAATATCTATGGCT 55°C
1**
EBITS ATCGCCGACGGATCCAAGTG
2,4**

Vysvétlivky: ,,** = primarni primery; ,,**“ = sekundarni primery.
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3.3.4. Gelova elektroforéza

Produkt PCR reakce byl nasledné¢ vyhodnocen gelovou elektroforézou, kterda slouzi

k separaci fragmenti na zakladé¢ jejich délky (Lee a kol. 2012).

Pouzité chemikalie:

1% agardzovy gel
Ethidium bromid/Yellow loading dye
GoodView Nucleic Acid Stain

Postup:

Vytézek z PCR byl ovéfen pomoci gelové elektroforézy. Nejprve byl v Erlenmeyerové
banice smichan 1% roztok agarového gelu a do této smési byl pridain GoodView Nucleic Acid
Stain (SBS GeneTech). Vznikla smés byla zahfivana v mikrovinné troubé do uplného
rozpusténi gelu. Gel byl po ztuhnuti pfenesen do elektroforetické vany. Prvni jamka vytvotfena
v gelu obsahovala DNA ladder (Solis BioDyne). Do jednotlivych jamek byly dale
ptepipetovany 4 ul naamplifikované DNA smichané s Yellow loading dye (TopBio)
nebo v nékterych piipadech s ethidium bromidem (TopBio). Do poslednich jamek byla
napipetovana negativni a pozitivni kontrola. Gelova elektroforéza probihala pii napéti 100 V.

Vysledny produkt byl zobrazen pomoci UV transiluminatoru.

3.3.5. Cisténi PCR produktu
V ptipadé, ze byl vzorek vyhodnocen jako pozitivni, bylo pro dalsi ucely potfeba nejprve
uvolnit DNA z gelu. Pro extrakci DNA byl pouzit komeréné dostupny kit QIAquick Gel
Extraction Kit (Qiagen, Hilden, Némecko) a postup odpovidal ndvodu od vyrobce. Vytézek
DNA byl do nasledné sekvenace ponechan pfi teploté 4 °C.

Cast vzorkl kokcidii byla také p¥ipravena na sekvenaci enzymatickym pie¢isténim PCR
produktl. Pii pfecisténi bylo do vzorku PCR produktu ptidano 0,2 pl FastAp a 0,2 pul Exol.
Enzymaticka reakce néasledné probihala v termocycleru. Program zahrnoval 15 min pii 37 °C
a pot¢ 15 min pii teplot¢ 80 °C. Do vzorkd precisténych jak komerénim kitem,
tak enzymaticky bylo poté pfidano pozadované mnozstvi primerti (COIF, COIR, EimF
a EimR). Sangerova sekvenace vzorkl byla zprostiedkovana firmou SEQme s.r.o (Dobfis,

Ceska republika).
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3.4. Fylogeneticka analyza

Ziskané sekvence byly nejprve porovnany se znamymi sekvencemi v GenBank (NCBI
GenBank 2019: 16) algoritmem BLAST (NCBI BLAST 2019: 17). Uprava sekvenci pro dalsi
pouziti probihala v programech Sequence Scanner verze 1.0 (Applied Biosystems 2020: 18)
a EditSeq verze 5.05 (DNASTAR Inc. 2020: 19). Forward a reverse ¢asti byly spojeny
Vv tzv. consensus v programu SeqMan verze 5.05 (DNASTAR Inc. 2020: 20). V BioEdit verze
7.0.5 (Hall 1999) byl vytvoien dataset ze =ziskanych sekvenci a sekvenci puavodem
Z GeneBank. Pomoci algoritmu Clustal W (Thompson a kol. 1994) byly sekvence sefazeny
v alignment, ktery byl podle potieby upraven a ofezén. Z alignmentu byl vypocitan
fylogeneticky strom. Pro zjisténi fylogenetickych vztahi byla provedena Maximum likelihood
(ML) analyza programem Phyml verze 2.4.3 (Guindon a Gascuel 2003), ddle pak Bayesovska
analyza za pouziti programu MrBayes (Huelsenbeck and Ronquist 2001). Pii ML analyze byl
zvolen model GTR + T+ 1 a pro vypocet bootstrapovych hodnot bylo zvoleno 1000 replikaci.
Model GTR + I' + I byl pouzit také pfi Bayesovské analyze. Vypocet byl proveden
pro 10 miliont generaci s frekvenci sbéru 1000. Pro geny SSU rRNA a COI byly také
provedeny konkatenované analyzy. Dataset byl vytvofen v programu Seaview verze 4.0.1
(Gouy a kol. 2010). Vysledky analyz byly zobrazeny v programu Treeview verze 1.6.6 (Page
2001) a finalni upravy byly provedeny v programu Inkscape verze 3.0 (Free Software
Foundation Inc 2007: 21).
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4. Vysledky
4.1. Mikroskopické vySetieni

Flotace dle Sheathera

Flota¢né bylo vysetfeno celkem 71 vzorkl od 12 riznych hostitel (Tab. 12). Pfitomnost
kokcidii se podafrilo prokézat u 23 vzorkli pochazejicich od 4 ptaCich druhi. Prevalence
kokcidii pfevedena na procenta ¢inila 61 % (14/23) u bernesek, 86 % (6/7) u hus, 15 % (2/13)
u kajek a 12,5 % (1/8) u sn¢hule. U jednotlivych preparatii byla také uréena intenzita infekce
stanovena semikvantitativni metodou (viz kapitola 3.2.1.). Infekce byla u vSech pozitivnich
piipadti vyhodnocena jako slaba. Pfitomnost kryptosporidii nebyla prokdzana u zadného

Z vySetfovanych vzorki.

Tab. 12: Prevalence kokcidii vySetfena flotaéni metodou.

Hostitel VySetiované vzorky Prevalence

Pozitivni ndlez  Negativni nalez

Anser brachyrhynchus 6 1 86 % (6/7)
Branta leucopsis 14 9 61 % (14/23)
Calidris maritima 0 4 0%
Cepphus grylle 0 1 0%
Fratercula arctica 0 1 0%
Lagopus muta hyperborea 0 1 0%
Phalaropus fulicarius 0 1 0%
Plectrophenax nivalis 1 7 12,5 % (1/8)
Rissa tridactyla 0 4 0%
Somateria mollissima 2 11 15 % (2/13)
Stercorarius parasiticus 0 1 0%

Sterna paradisaea 0 7 0%

Vysvétlivky: Prevalence = pocet nakaZzenych jedinct/celkovy pocet.

I pfes snahu vytvofit vhodné podminky pro sporulaci vzorki, byla pfevazna cést
detekovanych oocyst v nevysporulovaném stavu. Z tohoto diivodu byla morfologicka analyza
znacn¢ ztiZzena a zatrazeni jednotlivych oocyst do konkrétnich druhti bylo u vétSiny vzorkt
nemozné. | piesto, Ze sporulace nebyla u prevazné vétSiny oocyst sledovana, bylo mozné
stanovit vyskyt riznorodych oocyst na zaklad¢ viditelnych znakli, zejména pak vlastnosti
stény ¢i pritomnosti struktur jako napiiklad mikropyle ¢i polové télisko. Dale byla pozorovana

velikost a tvar oocysty. Popis strukturné odlisnych oocyst je znazornén v tabulce (Tab. 14).
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Na zéklad¢ pozorovanych znakt bylo také mozné urcit, zda se jednalo o smiSenou infekci.

SmisSend nakaza byla sledovana ve tfech ptipadech u bernesek bélolicich.

Vysporulovand oocysta byla nalezena pouze u t¥i vzorkd (Tab. 13). U sn¢hule severni
(vzorek S1) byla zaznamenana oocysta se dvéma sporocystami (Obr. 5), kterd pravdépodobné
nalezi do druhu Isospora plectrophenaxia (Dolnik a Loonen, 2007). S popsanym druhem ma
sledované oocysta spole¢ny tvar, vyrazné Stiedovo télisko a velké kruhovité polové télisko.
U vzorku byl déle pozorovan naznak kompaktniho rezidudlniho téliska sporocysty, coz je dalsi
popsany znak u l. plectrophenaxia. Shoduje se jak hostitelsky druh, u kterého byla oocysta

nalezena, tak i1 lokalita vyskytu.

U bernesky bélolici (vzorek B19) byla objevena vysporulovand oocysta obsahujici
4 stérické sporocysty bez Stiedova téliska (Obr. 6a). Viditelné znaky jako silna sténa oocysty,
Siroké mikropyle a polova ¢epicka, se neshoduji s zadnym popsanym druhem Eimeria a mize
se proto jednat o novy morfotyp. U jin¢ho vzorku berneSky (vzorek B2) byla dale spatifena
oocysta obsahujici 2 ovalné sporocysty (Obr. 6b). Pravdépodobné se tak jedna o rod Isospora.

Shoda s jiz popsanym druhem nebyla nalezena ani v tomto piipadg.

Tab. 13: Ur¢ené morfotypy na zakladé dostupnych znakt (viz. Tab.14).

Vzorek  Hostitel Morfotyp Dokumentace

S1 Plectrophenax nivalis Isospora plectrophenaxia (Dolnika Obr. 5
Loonen, 2007)

B2 Branta leucopsis Isospora sp. Obr. 6a

B19 Branta leucopsis Eimeria sp. Obr. 6b
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Tab. 14: Charakteristika odlisnych typt nalezenych oocyst kokcidii.

Vzorek Popis Dokumentace
Velikost a tvar  Sténa Sporulace
H3* 23x20 um, sfé- hladka, bez- nevysporulované Obr. 6¢
ricka aZ ovalna barva, bez mi-
kropyle
H7* 22x18 um, hladka, silna, nevysporulované, Obr. 6d
ovalna zlutd, bez mi- formujici se sféricky spo-
kropyle ront, patrné pélové télisko
B2** 24x20 um, hladka, silna, 2  ovalné  sporocysty, Obr. 6b
ovalna zluta, s mikro- Stiedovo  télisko  neni
pyle zietelné
B6** 29x26 um, sfé- bezbarva, silna, nevysporulované, Obr. 6f
ricka az ovalna mikropyle s formujici se  sféricky
poélovou cepi¢- sporont
kou
19x13 pum, Zluto-zelena, nevysporulované, Obr. 6e
ovalna, zizeny mikropyle s Ce- formujici se sporont
konec pfi mi- pickou
kropyle
B14**  neméfeno, sfé- hladka, silnd, nevysporulované, Obr. 69
rickd az ovalna bez mikropyle formujici se  sféricky
sporont
B19**  24x19 um, hladka, silna, 4 sférické sporocysty bez Obr. 6a
ovalna zluta,  Siroké Stiedova téliska
mikropyle s p.
cepickou
B21**  12x11 um,sfé- hladka, zluta, nevysporulované Obr. 6i
ricka az ovalna bez mikropyle
24x17 ovalna  hladka, Zlutd, nevysporulované Obr. 6i
prominentni
mikropyle bez
p. ¢epicky
S1***  24x23 um, sfé- hladka, Zlutd, 2 ovoidni sporocysty s Obr.5

ricka

bez mikropyle

rezidudnim a vyraznym

Stiedovo téliskem,
pfitomnost polového
téliska

Vysvétlivky: ,,** = hostitel - husa kratkozoba; ,,*** = hostitel - berneska bélolici;
., F¥*< =hostitel - sn€hule severni.

33



Obr. 5: Vysporulovana oocysta z trusu snéhule severni — morforyp Isospora plectrophenaxia

(zvétseni 60x; meritko = 10um).

Obr. 6: Oocysty kokcidii nalezené v trusu bernesek bélolicich (a, b, e, f, g, h, i) a hus
kratkozobych (c, d), detailni popis v Tab. 14 (zvétSeni 60-100x; métitko = 10 pm).
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U dvou vzorkl z bernesek byla dale prokdzana pritomnost vaji¢ek helmintti (Tab. 15).

Vajicka byla nasledné na zakladé¢ morfologickych znakli a zndmého vyskytu u ptacich

hostitelll zafazena do fadu Oxyurida z kmene hlistice (Nematoda) (Obr. 7) a (Obr. 8).

Tab. 15: Popis nalezenych vaji¢ek hlistu.

Vzorek Popis Dokumentace
Velikost a tvar Sténa Rozryhovani
92x49 pum,

B8* o bezbarva, tenka, bez polové zatky ne Obr. 7
elipsoidni
89x51 um, ilna. hnéda 4 -

B16* | '!J s1}nfl, hn?.da, dvoulvrstva, s,pruho ne Obr. 8a
elipsoidni vanim a Sirokou polovou zatkou
83x42 um,

L bezbarva, tenka, bez polové zatky ne Obr. 8b

elipsoidni

Vysvétlivky: ,,** = hostitel - berneska bélolici.

Obr. 7: Mikroskopicky nalez vaji¢ka v trusu bernesky bélolici (zvétseni 100x; méfitko

=25 pum).

Obr. 8: Mikroskopicky nalez vaji¢ka v trusu bernesky bélolici (zvétseni 100x; méfitko

=25 um).

35



Barveni dle Milacka a Vitovce

Pro vySetfeni trusu na pfitomnost kryptosporidii bylo obarveno celkem 43 vzorki
od 3 rliznych hostitelti (Tab. 16). Po peclivém mikroskopickém prozkoumani vzorkt nebyla

prokazana pritomnost oocyst u zadného z nich.

Tab. 16: Vysledky z mikroskopického vySetieni na pfitomnost oocyst kryptosporidii.

Hostitel VySsetiované vzorky
Pozitivni nalez Negativni nalez
Anser brachyrhynchus 0 7
Branta leucopsis 0 23
Somateria mollissima 0 13

4.2. Molekularni vySeti‘eni

Molekularni diagnostiku bylo mozné provést celkem u 85 vzorki (Tab. 17). Kazdy vzorek
byl vySetien na piitomnost Cryptosporidium sp., Encephalitozoon sp. a Enterocytozoon
bieneusi. Ani jeden ze zkoumanych vzork vSak nebyl shledan pozitivnim (viz Tab. 17).

Provedena kontrola inhibitord PCR u ¢asti vzorka byla negativni.

Tab. 17: Vysledky molekularniho vySetieni kryptosporidii a mikrosporidii.

Vysetiovani hostitelé Pocet vzorkiit  Pocet pozitivnich nalezi

Anser brachyrhynchus 6

Branta leucopsis 16

[EEN
[EEN

Calidris maritima

Cepphus grylle

Fratercula arctica

Charadrius hiaticula

Lagopus muta hyperborea

Larus hyperboreus

Phalaropus fulicarius

Plectrophenax nivalis

Rissa tridactyla

Somateria mollissima

= |© (o1 O [k W | N |- |k

Stercorarius parasiticus

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

N
w

Sterna paradisaea
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Molekuldrni analyza na prokazani kokcidii byla zaméfena pouze na vzorky,
u kterych byla pfedem mikroskopicky potvrzend nékaza. Molekularn¢ bylo analyzovano
celkem 16 vzorkt, které byly podrobeny opakovanému vysetteni. Zbylé vzorky trusu nebyly
vysetieny z divodu kontaminace plisnémi, nebo protoze se u nich nepodafila vyizolovat
dostate¢né koncentrovana DNA. Casteéné sekvence pro gen kédujici SSU se podaiilo ziskat
ze 4 vzorkl, pochdzejicich od bernesky bélolici a snéhule severni (Tab.18). V ptipad¢ genu

pro COI byla zajisténa jediné sekvence z trusu sn¢hule severni.

Tab. 18: Ziskané sekvence kokcidii.

Hostitel Gen Ziskané sekvence  Nazev vzorku
Branta leucopsis SSU 2 B6, B14*
Plectrophenax nivalis COl 1 SD2**

SSU 2 SD1, SD2**

Vysvétlivky: ,,*“ = oznaceni odpovida vzorkiim, u kterych byla mikroskopicky potvrzena
nakaza kokcidiemi, ,,**“ = darované vzorky s vyizolovanou DNA bez mikroskopického
vySetieni.

4.3. Fylogeneticka analyza

Srovnani ziskanych sekvenci algoritmem BLAST ukézalo, ze DNA z trusu bernesek
odpovida rodu Eimeria, oproti tomu DNA z trusu snéhuli méla nejvyssi shodu se sekvencemi

z rodu Isospora.

Pro gen SSU rRNA byl vytvofen dataset o 26 sekvencich o celkové délce 738 bp.
Zastoupenymi rody byla Eimeria, Isospora a Caryospora neofalconis jako outgroup. Hodnota
Log-likelihood ML analyzy cinila -3074.30040. Kone¢nd hodnota primérné smérodatné
odchylky frekvenci déleni (ASDSF) byla na konci Bayesovské analyzy 0.002693. Sekvence
byly dale rozdé€leny do klastrii za podpory bootstrapovych hodnot (Obr. 9). Schéma fylogramu
odpovida vysledkim ML analyzy, ktera méla sice niz§i hodnoty pravdépodobnosti, ale zato
neobsahovala polytomické vétvéni jako vysledek Bayesovské inference. Sekvence ptivodem
Z této prace byly rozdéleny do rozdilnych klastri. Kokcidie ze 2 rozdilnych vzorkl sné¢hule
severni jsou fazeny do monofyletické skupiny obsahujici rizné druhy Isospora pivodem
z pévci. Nalezené sekvence se dale déli do dvou rozdilnych linii. Kokcidie nalezené
u bernesek bélolicich tvofi samostatnou linii nepodobnou zndmym pta¢im druhiim a za velmi

vysoké podpory nalezi k sobé.
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Dataset pro gen COl obsahoval 24 sekvenci a jeho délka byla 489 bp. Pro zakotfenéni
stromu byla zvolena Caryospora sp. Vysledny Log-likelihood analyzy ¢inil -3120.72932
a ASDSF byla 0.002907. Fylogram znazornujici rozdéleni sekvenci je zobrazen nize
(Obr. 10). Schéma bylo opét vytvoteno na zaklad¢ vysledki z ML analyzy. Ze vzorku sn¢hule
severni se dale podaftilo ziskat sekvenci pro gen COI. Nalezeny genotyp je za vysoké podpory
klastrovan s druhem lIsospora sp., ktery byl difive pozorovan u snéhule severni hnizdici
na Svalbardu (Trefancova a kol. 2019).

Pro konkatenované analyzy bylo pouzito 41 sekvenci genu SSU rRNA a COI a délka
datasetu Cinila 1227 bp. Pro zakoteneni stromu byla vybrana Caryospora sp. Kone¢na hodnota
pro Log-likelihood ¢inila -5490.57216 a pro ASDSF byla 0.004510. Vzhledem k tomu,
ze dostupnych sekvenci pro oba geny bylo pouze sedm, podpory vétveni jsou velmi slabé

a z vysledkt proto neni pfili§ vhodné vyvozovat nepodlozené hypotézy (Obr. 11).
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Tab. 19: Seznam referenc¢nich sekvenci genu SSU rRNA z databaze GenBank
pro fylogenetické analyzy.

Kokcidie Hostitel Piistupovy kod sek-

vence v databazi

GenBank
Eimeria sp. Alectoris graeca (orebice horska) HMO070378
Eimeria auritusi Phalacrocorax auritus (kormoran usaty) DQ398107
Eimeria raichenowi Grus monacha (jetab kapovy) AB205179
Eimeria sp. Crex crex (chrastal polni) HE653906
Eimeria anseris Anser anser (husa velkd) KJ000077
Eimeria cf mivati Gallus gallus (kur bankivsky) FJ236378
Eimeria dispersa Meleagris gallopavo (krocan divoky) HG793041
Eimeria fulva Anser anser (husa velka) KP789172
Eimeria hermani Anser anser (husa velkd) KJO000078
Eimeria innocua Meleagris gallopavo (krocan divoky) HG793045
Eimeria mitis Gallus gallus (kur bankivsky) FJ236379
Eimeria sp. Numida meleagris (perlicka kropenatd) KJ547707
Eimeria pavonina Pavo cristatus (pav korunkaty) JN596589
Eimeria praecox Gallus gallus (kur bankivsky) FJ236362
Eimeria tenella Gallus gallus (kur bankivsky) JX093898
Isospora streperae  Strepera versicolor plumbea (fléthak bélotity) KJ634021
Isospora sp. Columba livia domestica (holub domaéci) AB757864
Isospora sp. Turdus falcklandii (drozd falklandsky) JX984669
Isospora gryphoni  Carduelis tristis (¢izek zluty) AF080613
Isospora robini Turdus migratorius (drozd st€hovavy) AF080612
Eimeria atlapetesi  Atlapetes pileatus (strnadek Cepicaty) KY195976
Caryospora neofal- Sokol stehovavy (sokol st€éhovavy) KT037081
conis*

Vysvétlivky: ,,** = outgroup.
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Tab. 20: Seznam referencnich sekvenci genu COI z databaze GenBank pro fylogenetické

analyzy.
Kokcidie Hostitel Piistupovy koéd sekvence
v databazi GenBank

Eimeria sp. Anser albifrons (husa bélocela) MN586865

Eimeria sp. Branta canadensis (berneska velka) KT184380

Eimeria sp. Columba livia domestica (holub domaci) KT305929

Eimeria sp. Tetrao urogallus (tetfev hlusec) MG595963

Eimeria sp. Lyrurus tetrix (tetfivek obecny) MG595959

Eimeria adenoeides Meleagris gallopavo (krocan divoky) KC346360

Eimeria innocua Meleagris gallopavo (krocan divoky) HG793049

Eimeria maxima Gallus gallus (kur bankivsky) FJ236459

Eimeria meleagri- Meleagris gallopavo (krocan divoky) HG793047
dis

Eimeria mitis Anser albifrons (husa bélocela) MN586864
Eimeria pavonina  Pavo (pav) JN596590

Eimeria preacox Gallus gallus (kur bankivsky) KT184378
Eimeria tenella Anser albifrons (husa béloc¢ela) MN586863
Isospora sp. Turdus merula (kos ¢erny) MK573843
Isospora sp. Phoenicurus ochruros (rehek domaci) MK573842
Isospora sp. Erithacus rubecula (¢ervenka obecna) MK573838
Isospora sp. Emberiza citrinella (strnad obecny) MK573834
Isospora sp. Parus major (sykora konadra) MK573833
Isospora sp. Plectrophenax nivalis (sn¢hule severni) MH69855

Isospora sp. Plectrophenax nivalis (sn¢hule severni) MH698551

Isospora butcherae  Zosterops lateralis (kruhoocko stiibrné) KY801687

Caryospora sp.* Grallina cyanoleuca (popelacek drozdi) MN167470

Vysvétlivky: ,,** = outgroup.
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Caryospora neofalconis (Falco peregrinus)

o2 Eimeria auritusi (Phalacrocorax auritus) Suliformes &
Eimeria raichenowi (Grus monacha) 'y
b 67Eimeria sp. (Crex crex) Gruiformes

B6 berneska
100/1.00 [814 berneska
68/0.99 Isospora sp. (Turdus falcklandii)
73/0.96 Isospora robini (Turdus migratorius)

-/1.00 SD2 snéhule Isosbors
— HIsospora gryphoni (Carduelis tristis) 2

100/0.87 /0681 1 Isospora streperae (Strepera versicolor plumbea)
= SD1 snéhule

Eimeria sp. (Alectoris graeca)
66/Eimeria sp. (Numida meleagris)

= Eimeria preacox (Gallus gallus) ] )

Ssltgfggeria mitis (Gallus gallus) Eimeria

Eimeria cf mivati (Gallus gallus)

Eimeria pavonina (Pavo cristatus)

Eimeria tenella (Gallus gallus)

Eimeria atlapetesi (Atlapetes pileatus)

Isospora sp. (Columba livia) Columbiformes k.
Eimeria dispersa (Meleagris gallopavo)

Eimeria innocua (Meleagris gallopavo)

Eimeria hermani (Anser anser)
=0 /E‘j(j Eimeria fulva (Anser anser) Eimeria }
60/0.88 Eimeria anseris (Anser anser) Anseriformes

Obr. 9: Fylogram ziskany fylogenetickymi analyzami pro sekvence genu SSU rRNA.

Passeriformes
-/0.

88/0.99

Galliformes

84/0.99

-/0.97

0.04

Parametry pouzité pro jednotlivé analyzy jsou uvedeny v kapitole 3.4. Ciselné hodnoty u uzlt
odpovidaji hodnotam bootstrapu (hodnota z ML analyzy/hodnota z Bayesovské analyzy).
Hodnoty nizs§i nez 50 % jsou znazornény pomlckou a v ptipadé odliSného klastrovani
mezerou. Nazev v zavorce odpovida hostiteli nalezené kokcidie. Pro zakoteneni stromu slouzi
Caryospora neofalconis. Sekvence pivodem z této prace jsou zvyraznény tuc¢né. Odlisné
podbarveni odpovida fadim hostiteldi kokcidii. Ptaci siluety pochézeji z http://phylopic.org
(PhyloPic: 22).
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Caryospora sp. (Grallina cyanoleuca)

~l_ Isospora sp. (Phoenicurus ochruros)
-/

Eimeria sp. (Branta canadensis)

93/1.00 r Isospora sp. (Plectrophenax nivalis)
-/

Isospora sp. (Parus major)

Isospora sp. (Turdus merula)
50/0.78
Isopora sp. (Erithacus rubecula)

Isospora butcherae (Zosterops lateris)

Isospora sp. (Emberiza citrinella) Isosp ora

76/0.99 Isospora sp. (Plectrophenax nivalis) Passeriformes
SD2 snéhul

60/0.84 100/1.00 e

Eimeria sp. (Columba livia) Columbiformes g

02/1.00 Eimeria innocua (Meleagris gallopavo)
88/0.99

Eimeria sp. (Tetrao urogallus)

66/0.99 Eimeria sp. (Anser albiformis) " N

Eimeria
52/ Eimeria mitis (Anser albiformis) Anserifonas
53/0.81 Eimeria preacox (Gallus gallus)
Eimeria maxima (Gallus gallus)

-/0.78 —— Eimeria sp. (Lyrurus tetrix) o N

54/0.53 Eimeria
Galliformes

Eimeria pavonina (Pavo)

86/1.00 Eimeria tenella (Anser albiformis)
100/1.00 l: Eimeria tenella (Gallus gallus)

-/0.51

Eimeria meleagridis (Meleagris gallopavo)

100/1.00 | Eimeria adenoeides (Meleagris gallopavo)

0.1

Obr. 10: Fylogram ziskany fylogenetickymi analyzami pro sekvence genu COI. Parametry
pouzité pro jednotlivé analyzy jsou uvedeny v kapitole 3.4. Ciselné hodnoty u uzlti odpovidaji
hodnotdm bootstrapu (hodnota z ML analyzy/hodnota z Bayesovské analyzy). Hodnoty nizsi
nez 50 % jsou znazornény pomlckou a v ptfipadé odlisného klastrovani mezerou. Nazev
Vv zévorce odpovida hostiteli nalezené kokcidie. Pro zakofeneni stromu slouzi Caryospora sp.
Sekvence pivodem z této prace jsou zvyraznény tucn¢. Odlisné podbarveni odpovida fadim

hostitelti kokcidii. Ptaci siluety pochazeji z http://phylopic.org (PhyloPic: 22).
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82/ Eimeria mitis (Gallus gallus)
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Obr. 11: Fylogram ziskany fylogenetickymi konktatenovanymi analyzami pro sekvence genu
SSU a COI. Parametry pouZité pro jednotlivé analyzy jsou uvedeny v kapitole 3.4. Ciselné
hodnoty u wuzll odpovidaji hodnotdm bootstrapu (hodnota z ML analyzy/hodnota
z Bayesovské analyzy). Hodnoty niz§i nez 50 % jsou znazornény pomlckou a v piipadé
odliSného klastrovani mezerou. Néazev v zavorce odpovida hostiteli nalezené kokcidie.
Pro zakotenéni stromu slouzi Caryospora sp. Sekvence ptivodem z této prace jsou zvyraznény
tuéné. OdliSné podbarveni odpovidd fadim hostiteld kokcidii. Ptaéi siluety pochazeji

z http://phylopic.org (PhyloPic: 22).
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5. Diskuse

Vysetfeni ptfitomnosti parazith v trusu ptakd hnizdicich na Svalbardu bylo provedeno
mikroskopickymi i molekularnimi metodami. Metodika byla vybrana na zaklad¢ sledovanych

druhti parazitt, tedy kokcidii, kryptosporidii a mikrosporidii.

Prvni sledovanou skupinou byly kokcidie. Oocysty byly detekovany flotaéni metodou
s pouzitim Sheatherova cukerného roztoku. Flotace byla provedena celkem u 71 vzorki trusu
puvodem z 12 odliSnych ptacich druhti. Dlivodem pro mikroskopické vysetieni bylo pomérmné
velké mnozstvi materialu ke zpracovani a také potencial vyskytu kokecidii u téchto hostitelt,
vzhledem K jejich ekologii a potravnim navykim. Vyskyt oocyst kokcidii byl prokazan
u 23 vzorki pochazejicich od 4 riznych ptacich druht. Konkrétné $lo o husu kratkozobou,
berneSku bélolici, kajku motskou a sn¢huli severni. Ze srovnédni prevalence u jednotlivych
ptacich druhd vyplyva, ze nejvyssi vyskyt byl zaznamenan mezi husami (p=86 %)
a berneskami (p=61 %). Diivodem takto vysoké prevalence mlize byt naptiklad to, Ze husy
a bernesky patii mezi herbivorni spasace, ktefi se vyskytuji v koloniich, a jsou proto vice
exponovany oocystam uvolnénym do prostiedi (viz kapitola 1.2.2.1.). Vlivu preferované
potravy a shlukovani ptaki na miru vyskytu paraziti se ve své praci vénovala naptiklad Dolnik
a kol. (2010). Jejich prace byla ale zamétena na ptaci hostitele z fadu pévcei, pro které je
charakteristické stiidani potravnich lokalit, pii ¢emz Cerstvé uvolnéné oocysty nemaji ¢as
na vysporulovani a pravdépodobnost infekce nového hostitele je proto snizena. Husy
a bernesky naopak opakované vyhledavaji potravu na totozném misté (Alsos a kol. 1989, Fox
a kol. 2006). Moznost nakazy muze byt proto vyssi nez u pévcu. Dolnik a kol. (2010)
také formulovali hypotézu, Ze druhy vyskytujici se v koloniich mohou mit jiné patogeny

snizujici celkovou imunitu jedince, ¢imz mtze byt usnadnéna infekce kokcidiemi.

Ptaci kokcididza byla u volné Zijicich druhl popsana jiZ kanadskymi autory (Hanson a kol.
1957), ktefi se ve své praci zaméfili na vyskyt kokcidii u volné Zijicich hus a bernesek
v Kanadé¢ a USA. Dalsi vyzkum na tizemi Severni Ameriky sledoval kokcidiézu u bernesky
velké (Branta canadensis) a celkova piepoctena prevalence Cinila 20 % (Skene a kol. 1981).
Dostupna literatura, kterd se zamétuje na ptaky, ktefi hnizdi na Svalbardu, je stile velmi
omezend. Dolnik a Loonen (2007) zaznamenali vyskyt oocyst Tyzzeria parvula u bernesek
bélolicich. Procentudlni zastoupeni infikovanych ptdkti se odvijelo od véku jedince
a pohybovalo se mezi 41 % az 57 %. V potaz je také tieba vzit lokality zimovist' sledovanych
ptaki. Napiiklad na uzemi britskych ostrovli provedl Brown a kol. (2010) vyzkum vyskytu

kokcidii u vodnich ptaki. U berneSek bélolicich, které migruji z Britdnie a Skotska
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na Svalbard, byl zaznamenan vyskyt kokcidii u 13 % z vySetfovanych vzorka (Brown a kol.
2010). Mnou zjisténa prevalence kokcidii se odviji od pozorovaného ptac¢iho druhu. U hus
studiemi pozorovana vyssi prevalence. Kokcidie byly dale pozorovany v trusu z kajky motské.
Vysledna prevalence piepoétend na procenta ¢inila 15 %. Rada védeckych praci popsala
u kajek motskych vyskyt mnohobunéénych parazitl, zejména zastupcti helmintt
(napf. Thieltges a kol. 2006, Garbus a kol. 2018, Vestbo a kol. 2019). Naopak poznatky
o jednobuné¢nych stfevnich parazitech stale chybi. Niz§i prevalence ve srovnani s husami
a berneskami mize byt odiivodnéna rozdilnym slozenim potravy kajek (viz kapitola 1.2.2.1.).
Oocysty kokcidii byly také nalezeny u jednoho vzorku snéhule severni. Prevalence piepoctena
na procenta Cinila 12,5 %. Vysporulovand oocysta byla na zakladé¢ poctu sporocyst
zafazena do rodu Isospora. Druhy tohoto rodu parazituji u hostiteld zfadu pévci
(napf. Svobodova 1994). Prevalence Isospora sp. u volné zijicich pévcl se v dostupné
literatufe pohybuje vrozméni od 21 % az po 67 % (McQuistion 2000, Dolnik
a kol. 2010). Sn¢hule v pribc¢hu hnizdéni sbiraji jak rostlinou, tak ZivociSnou potravu a jsou
tedy vystaveny moznému kontaktu s trusem jinych ptadkad obsahujicim oocysty kokcidii
(Dolnik a kol. 2010). Podle morfologickych znakl a geografického rozsiteni byla tato oocysta
zatazena do druhu Isospora plecrophenaxia (Dolnik a Loonen 2007). Nezvykle vysoky vyskyt
kokcidii u volné Zijicich druhi, ktery byl sledovan v této praci, mize byt projevem malého
poctu nasbiraného materialu a také faktu, Ze vzorky trusu od hus pochézi z jednoho jediného
sbéru. Vypoctend prevalence je pravdépodobné artefaktem, ze kterého nelze vyvozovat silné

hypotézy.

U vzorkt s mikroskopicky prokazanou nakazou a u darovanych vzorki vyizolované DNA,
byla vyvinuta snaha o ziskani sekvenci DNA kokcidii pro nasledné fylogenetické analyzy.
Pro ty se podafilo ziskat celkem 5 sekvenci kokcidii pro 2 rizné geny (jaderny SSU rRNA
a mitochondrialni COI). Ze dvou rozdilnych vzorkt sn¢hule severni (vzorek SD1 a SD2) byly
ziskany sekvence pro Isospora sp., které byly ptirazeny do skupiny kokcidii nalezici
K hostitelim z fadu pévcl. Sekvence se dale rozdeélily do dvou linii, coz napovida tomu,
ze se muze jednat o dva rozdilné druhy. Z darované DNA z trusu snéhule severni se také
podaftilo ziskat jednu sekvenci pro gen COI. Ta byla opét klastrovana do skupiny Isospora
u pévcl a za vysoké podpory odpovida Isospora sp., ktera byla pouzita v praci Trefancové
a kol. (2019) u snéhule severni ptivodem ze Svalbardu. Sekvence ze snéhuli jsou také v této

praci rozdéleny do dvou rtiznych linii (Trefancova a kol. 2019), coZ podporuje moji hypotézu

45



o riznych druzich. Zminky o vyskytu kokcidii u snéhule severni jsou dosud velmi limitované.
U snéhule severni byl popsan druh Isospora plectrophenaxia (Dolnik a Loonen, 2007),
tento popis byl vSak zalozen pouze na morfologii nalezené oocysty a molekularni data
pro srovnani chybi. V mé praci byl také sledovan tento morfotyp, ziskand sekvence vSak
nepochazi z totozného vzorku trusu a z toho diivodu nelze prokazat jejich nalezitost. Sekvence
kokcidii se také podatilo ziskat z trusu bernesek bélolicich (vzorek B6 a B14). Ty za velmi
vysoké podpory vytvorily spole¢nou linii, kterd se vyclenuje od klastra dfive popsanych
kokcidii u vrubozobych. Obdobné vy¢lenéni Eimeria sp. pivodem z bernesky od ostatnich
vrubozobych ptaka 1ze také pozorovat ve fylogramu vytvofeném na zdkladé variability COI
genu (Obr. 10). Tato sekvence (Ogedengbe a kol. 2016) vSak pochazi z Branta canadensis
(bernesky velké), ktera se vyskytovala v Severni Americe, a je tedy geograficky izolovana
od Branta leucopsis (bernesky bélolici). Pro oba geny byl dale sestrojen fylogram na zakladé
dat z konkatenovanych useki (Obr. 23). Ob¢ sekvence pro stejny druh byly nalezeny pouze
u 7 ze 42 ptipadd, a proto je vysledné vétveni podpoieno velmi nizkymi hodnotami.
Konkatenované analyzy pfifadily berneSky do skupiny s ostatnimi vrubozobymi hostiteli,
v disledku velmi malé podpory vSak nelze vyvozovat hypotézy o jejich fylogenetickych
vztazich. Kokcidie ze sn¢huli byly opét klastrovany do skupiny Isospora ptivodem z pévci,
a ackoliv je zde nizsi podpora nez pro samotny gen COI, opét jsou zde sekvence rozdéleny
do riznych linii.

Dalsi sledovanou skupinou parazitd v této praci byly kryptosporidie. Cast vzorkd,
kterych bylo dostatecné mnozstvi, bylo navic vySetfeno také mikroskopicky. Zvolenou
metodou bylo barveni vzorku trusu methylvioleti (viz kapitola 3.2.2.) a nasledné prohlizeni
preparatu za c¢elem odhaleni oocyst kryptosporidii. Takto bylo vySetteno celkem 43 riznych
vzorkd od 3 odlisnych hostiteli — husy kratkozobé, bernesky belolici a kajky moftské.
Piitomnost kryptosporidii nebyla prokdzana u Zzadného ze zkoumanych vzorkd.
Cryptosporidum Ize také odhalit flota¢ni metodou (Fujino a kol. 2006) a z toho duvodu byly
oocysty hledany také u preparati vysetfovanych timto zptisobem (celkem 71 vzorki).
Ani takto prozkoumané vzorky nebyly shledany pozitivnimi na pfitomnost kryptosporidii.
Molekularni vysetieni bylo provedeno u celkového poétu 85 vzorktl. Usek genu SSU rRNA
byl amplifikovan pomoci modifikované nested PCR s pouzitim dvou sad primerd,
kterd zvySuje senzitivitu a specificitu amplifikace (Carr a kol. 2010). Pfitomnost

kryptosporidii nebyla prokazana ani u jednoho vzorku z vySetfovaného souboru.
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Védeckych praci, které se vénuji pta¢im kryptosporidiim je pomérné velké mnozstvi.
Vétsina téchto studii cili na zvitata chovana v zajeti (napt. Qi a kol. 2011, Badparva a kol.
2015). Ptaci kryptosporidioza byla ale také zaznamenana u volné zijicich druht (napt. Graczyk
a kol. 2008, Seva a kol. 2011, Reboredo-Fernandez a kol. 2015). Poznatkii o rozSiteni
kryptosporidii v arktickych oblastech je vSak stale nedostatek, coz znesnadiiuje srovnani velmi
nizkého vyskytu kryptosporidii, ktery byl pozorovany v této préci. Jednim z divodu nizké
prevalence kryptosporidii mohou byt extrémni podminky, které na uzemi Arktidy panuji.
Ackoliv jsou oocysty kryptosporidii velmi odolné a ve vnéjSim prostiedi mohou piezivat
po dlouhou dobu, je nékolik faktord, které snizuji jejich zivotaschopnost (King a Monis 2007).
Jednim z nich, ktery mtze hrat vyznamnou roli v severnich polarnich oblastech, je teplota.
Termorezistenci oocyst kryptosporidii se zabyvala cela fada studii. Nizké teploty ziejmé
snizuji viabilitu oocyst, zejména a prokazatelné to plati v ptipadé nahlého sniZeni teploty
pod bod mrazu (Robertson a kol. 1992, Fayer a Nerad 1996, Jenkins 1997). Teplota v prub¢hu
letni sezdny, kdy se zde vyskytuje vétSina ptacich druhd, se vSak zpravidla pohybuje nad 0 °C
a z tohoto diivodu zde maji oocysty moZnost pro pieziti (Climate-Data.org: 23). DalSim
potenciondlnim stresorem pro vné&j$i stadia kryptosporidii mize byt dlouhotrvajici vystaveni
ultrafialovému zafeni, které také plisobi nepfiznivé na funkénost oocyst (Campbell a kol.
1995). Provedené vyzkumy v Arktid€ i pfesto odhalily ptitomnost kryptosporidii (Roach a kol.
1993, Honsova 2012, Broz 2016, Thivierge a kol. 2016). Vyskyt kryptosporidii byl také
objeven ve volnych vodnich plochach na tizemi Norska (Robertson a Gjerde 2001),
coz vypovida o tom, Ze ptaci se také mohou nakazit na misté jejich zimovist' ¢i v pribchu

migrace.

Posledni sledovanou skupinou byly mikrosporidie. Ackoliv je n€kolik zplsobii detekce
mikrosporidii mikroskopickymi metodami, v této praci byly pouzity pouze molekularni.
Hlavnim diivodem byla vyssi senzitivita, specificita a také mensi ¢asova narocnost (Procop
2007). Vysetieno bylo 85 riznych vzorki, a to jak na ptitomnost Encephalitozoon sp.
a Enterocytozoon bieneusi. Zkoumanym usekem DNA byl u obou piipadd ITS.
Pro amplifikaci genu byla stejné jako v ptfipad€ detekce kryptosporidii zvolena nested PCR.

Pozitivni nalez nebyl detekovan u Zadného vysetfovaného vzorku.

Vzhledem k tomu ze mikrosporidie patfi mezi vSudypfitomné organismy, jejichz vyskyt
byl popsan v fadé studii (napt. Kasickova a kol. 2009, Haro a kol. 2005, Bart a kol. 2008),
je prekvapenim, Ze jejich vyskyt v této praci nebyl prokazan. Co se sledované prevalence

u volné Zijicich ptakl tyce, v nc¢kolika studiich byla vyhodnocena jako relativné nizka.
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Vyskyt mikrosporidii u volné Zijicich ptadkt popisuje naptiklad Graczyk a kol. (2008),
ktefi ve své praci zaznamenali pfitomnost riznych druht mikrosporidii u 1-10 % sledovanych
vzorkti. Obdobn¢ nizka prevalence byla pozorovana i u dalSich studii (napf. Slodkowicz-
Kowalska a kol. 2006, Bart a kol. 2008). Rozsifeni mikrosporidii na izemi Arktidy neni stale
pfili§ probadané. V nékolika ptipadech byly nalezeny u tfady savc¢ich hostiteld (Nordstoga
1972, Mathis a kol. 1996, Myskova a kol. 2019). Pokud jde o vyzkum pta¢i mikrosporidiozy,
ten byl prozatim proveden pouze v rdmci bakalafskych a magisterskych praci (Honsova 2012,
Myskova 2014). Autorkam téchto praci se podafilo prokazat vyskyt mikrosporidii u rdznych
hostitelti véetné ptakti hnizdicich na Svalbardu, a to u bernesky bélolici, husy kratkozobé
a racka tfiprstého. Vysledna prevalence mikrosporidii byla v obou pracich vyhodnocena jako

velmi nizka.

Ackoliv je tato prace zamétena na jednobunécné parazity, byl také zaznamendn vyskyt
vajicek helmintil. Pozitivni nalez byl odhalen flotacni metodou u dvou riiznych vzork trusu
od bernesek bélolicich. Vzhledem k nezralosti nalezenych stadii nebylo mozné piesné
zatazeni do druhu. Na zdklad¢ dostupnych znakl byly parazité zarazeni do fadu Oxyurida,
Ktery patii do tfidy Secernentea, kmen Nematoda (hlistice). Helmintofaunou se na Svalbardu
zabyvala fada studii. Ackoliv je pfevazna Cast zaméfend na savci hostitele (napft. Irvine a kol.
2000), nalezy byly také u ptakt. Naptiklad Vadim a kol. (2004) popsali vyskyt hlistic
u raznych ptacich druhii v¢etné kajky moiské. Zminky o vyskytu helmintli mezi berneSkami

na Svalbardu nebyly nalezeny.

Pii srovnani vysledk této a jiz diive provedenych praci Honsové (2012), Myskoveé (2014)
a Broze (2016) je ocividné, ze prevalence ptaich kryptosporidii a mikrosporidii je
na Svalbardu velmi mald. Pro poldrni ekosystémy je charakteristickd nizka hostitelska
diverzita, coz mize mit vliv také na nizsi celkovou rtiznorodost mistni parazitofauny (Payer
a kol. 2013). Extrémni podminky severniho prostiedi mohou zaroveni snizovat pocet
zivotaschopnych vnégjSich stadii parazitli, coZ miiZze mit vliv na pocet infikovanych hostiteld.
Je také potieba zohlednit omezeni plynouci z pouziti koprologickych metod, pfi kterych je
infekce stanovena pouze na zakladé vyskytu vnéjSich stadii (v tomto piipadé oocyst
a exospor). U rlznych druhl paraziti byla pozorovana cirkadidlni variabilita v uvoliiovani
oocyst ¢i vajicek do prostiedi, coz snizuje moznost zachytu infekce pii vySetieni
(napt. Willliams 1995, Villanua a kol. 2006). Dale v porovnani s histologickym vySetfenim
nelze koprologicky detekovat infikovaného hostitele, u kterého pravé neprobihd patence,

tj. uvoliovani infekénich stadii do prostiedi, coz bylo pozorovéno naptiklad u kokcidii
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(Duszynski a Couch 2013). Da se ocekavat, ze obdobné limitace budou také v ptipadé detekce
kryptosporidii a mikrosporidii, jejichz prevalence mtize byt takto podhodnocena. VVzorek trusu
muze byt molekularné vyhodnocen jako faleSné negativni také v disledku puasobeni
pritomnych inhibi¢nich latek. Ty maji vliv na vyhodnoceni nakazy molekuldrnimi metodami.
Ptikladem muazou byt produkty metabolismu ¢i polysacharidy z nestrdvené potravy,
které brani spravnému prubéhu PCR reakce (Monteiro a kol. 1997, Chaturvedi a kol. 2008).
Z tohoto diivodu byla u ndhodn¢ zvolenych vzorka piivodem z rozdilnych hostitelii provedena
kontrola na piitomnost inhibitort. Po provedeni n¢kolika pokusii v§ak nebyl vliv inhibice
prokazan. Komplikace mohou nastat jiz pii extrakci DNA ztrusu, kdy mohou zejména
rostlinné zbytky potravy snizovat jeji efektivitu, a to 1 za pouziti vhodného kitu (Zhang a kol.
2007). Nasledkem toho muze dojit k relativné nizké koncentraci vyizolované DNA,
coz bylo pfi vypracovani této prace pozorovano u ¢asti vySetfovanych vzorkil. Zaroven jak
kryptosporidie, tak mikrosporidie maji velmi silnou sténu vnéjsich stadii a pro uvolnéni DNA
je potfeba dikladné mechanické poskozeni oocyst ¢i spdr (Ghosh a Weiss 2009). Velmi nizky
vyskyt paraziti tedy mize byt ovlivnén také vySe zminénymi faktory.

Z divodu omezeného mnozstvi vzork a také v dusledku komplikaci, které nastaly
pfi molekularnim vySetfeni (hlavné pfi izolaci DNA), by bylo vhodné vénovat se tomuto
tématu i v budoucnu, coz by umoznilo 1épe objasnit zastoupeni parazitii v tak zajimavé lokalité
jako je Svalbard. Doporucila bych nejen navysit pocet nasbiraného materialu, ale také zkusit
upravit postup izolovani DNA z komplikovaného materidlu trusu. Moznostmi optimalizace
izolace DNA ztrusu se vénoval napiiklad Hawash (2014). V piipadé kryptosporidii
a mikrosporidii by mohl pomoci vybér vhodnéjSich, optimalné vlastnoru¢né navrzenych

primert.
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6. Zavéry

1.

Mikroskopicky byla prokdzéna piitomnost kokcidii u Ctyf riznych ptacich druht
S prevalenci v rozmezi od 12,5 % do 86 %.

Prevazna cast nalezenych oocyst byla v nevysporulovaném stavu. Vysporulované

oocysty byly ur¢eny jako Isospora plectrophenaxia, Eimeria sp. a Isospora sp.

Vyskyt kryptosporidii nebyl mikroskopicky ani molekularné pozorovan ani u jednoho

vySetfovaného vzorku.
Z ptaciho trusu se podafilo ziskat pét sekvenci kokcidii pro gen SSU rRNA a COL

Sekvence kokcidii z trusu sn¢hule severni (Plectrophenax nivalis) byly zatazeny
do rodu Isospora, patfici do dvou fylogenetickych linii. Pravdépodobné jde

o dva samostatné druhy.

DNA oocyst kokcidii z trusu bernesek bélolicich (Branta leucopsis) odpovida rodu
Eimeria a ziskané sekvence vytvotily vlastni skupinu nepiibuznou s diive popsanymi

druhy u vrubozobych.

Prevalence stfevnich paraziti u ptdkG na Svalbardu je velmi nizka (zejména

kryptosporidii a mikrosporidif).
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8. Priloha

Obr. 12: Spole¢ny vyskyt Branta leucopsis (berneska bélolici) a Somateria mollisima

(kajka moiska). Foto Veronika Zanova.
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Obr. 13: Spole¢ny vyskyt Branta leucopsis (berneska bélolici) a Sterna paradisaea

(rybak dlouhoocasy). Foto Veronika Zanova.
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Obr. 15: Lagopus muta hyperborea (b&lokur horsky). Foto Vasek Pavel.

Obr. 16: Charadrius hiaticula (kulik pise¢ny) (Petr Simon: 24).
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Obr. 18: Calidris maritima (jespak moisky). Foto Veronika Zanova.

Obr. 19: Rissa tridactyla (racek ttiprsty). Foto Veronika Zanova.
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Obr. 22: Stercorarius parasiticus (chaluha pfiZzivna). Foto Veronika Zanova.
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Obr. 23: Cepphus grylle (alkoun obecny). Foto Vasek Pavel.
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