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1. Uvod

Arktida je polarni oblast nachéazejici se v nejseverné;jsi ¢asti nasi planety. Hranice Arktidy
lze stanovit riznymi zpusoby. NejCastéji se definuje bud’ jako oblast na sever od severniho
polarniho kruhu, tj. od 66°32' severni Sitky (v tom ptipad¢ zabiré oblast o rozloze 21,18 mil.
km?), nebo jako oblast na severni polokouli, v niz priimérna teplota ani v Iété nepiesahuje
10 °C. Jeji hranice se pfiblizn¢ kryje s hranici lesa. V soucasné dobé ma takto vymezena
Arktida rozlohu vice nez 26 mil. km?. Z politického hlediska je Arktida definovana jako oblast
lezici na uzemi osmi arktickych stati — Norska, Finska, Ruska, USA, Kanady, Islandu
a Gronska (Danska). Trvale zmrzla ptida (tzv. permafrost) je v arktickych oblastech pokryta
sezonné se meénicimi snéhovymi a ledovymi pokryvy. Arktickd mofe pokryvd v mnoha
oblastech sezonni motsky led. V poslednich letech vSak doSlo k poklesu mnozstvi ledu
v oblasti Severniho ledového oceanu zpiisobené globalnim oteplovanim (Serreze et al. 2007).

Arktida se da podle vegetanich podminek délit na tfi pasma: nizkou, stiedni a vysokou
Arktidu. Data zkoumana v této praci pochézeji z oblasti takzvané vysoké Arktidy. Vysoka
Arktida zahrnuje nejsevernéjsi polohy, kam az euroasijsky a severoamericky kontinent saha.
Nadzemni biomasa je zde velmi nizkéd a stdva se sporadickou. Velmi nizké procentudlni
zastoupeni kvetoucich rostlin (asi 5 %) je zpusobeno primérnou cervencovou teplotou
pouhych 5 °C. Obnazeny terén, Casto s horninou rozpraskanou mrazem, tvoii polarni poust’
(Svoboda 2017).

Arkticka oblast je jedine¢nou oblasti mezi ekosystémy Zemé. Nejen zivoCichové, ale
i arktické domorodé narody se pfizptisobily témto chladnym a extrémnim podminkam. Zivot
v Arktid¢ zahrnuje organismy zijici v ledu, dale zooplankton a fytoplankton, ryby a moiské
savce, ptaky, suchozemska zvitata, rostliny a lidi (Krembs et Deming 2006).

Parazitofauna severskych polarnich oblasti jisté neni tak rozmanita jako napiiklad v oblasti
tropt, avSak zvifata zde jsou stejn¢ nachylnd k infekci jak jednobunéénymi, tak
1 mnohobunéénymi parazity. S klesajici diverzitou hostiteli v zavislosti na zvySujici se
zemépisné Sifce 1ze predpokladat, Ze parazitofauna Zivoc€ichl v téchto oblastech bude druhové
chudsi (Bye et Halvorsen 1983).

Tato préace se zabyva parazitologickym vysettenim taznych pst (Canis lupus familiaris) ve
vysoké Arktidé€, ktefi zde nejsou ptivodni, tudiz s sebou mohli zavléci nové druhy paraziti.
Psi by mohli sdilet n¢které druhy jednobunéénych i mnohobunéénych paraziti zejména

s polarnimi liSkami (Vulpes lagopus), které se v oblastech vysoké Arktidy hojné vyskytuji, ale



také naptiklad s vlkem arktickym (Canis lupus arctos), ktery Zije na severu kanadské Arktidy
(Mech et Cluff 2011). Riziko zavleceni novych, v Arktid¢ diive nepopsanych druhli parazitt
neni malé. Zptistupiiovani Arktidy turistim a masov¢jsi vyuzivani taznych pstt ke komerénim
ucelim by mohlo vést k Sifeni parazitarnich infekci. Psi maji v Arktidé vyznam i pro piivodni
obyvatele. Tito lidé jsou v permanentnim kontaktu se psy a jsou tedy vystaveni infekcim
pochézejicim pravé od pst. Neékteré druhy paraziti mohou infikovat jak psa, tak Clovéka,
naptiklad hlistice Toxocara canis, Trichinella spiralis ¢i tasemnice rodu Echinococcus (Unruh
et al. 1973, Rausch et Williamson 1959).

Jako testovaci vzorek nam poslouzily vykaly psi ze Svalbardu a Gronska. Tato prace
piimo navazuje na moji bakalarskou praci, kdy jsem odebral a vySetiil mimo jiné vzorky také
36 vzorkl psich vykald. Pfitomnost DNA mikrosporidie Enterocytozoon bieneusi v sedmi
vzorcich a ptitomnost DNA kryptosporidie Cryptosporidium canis v jednom vzorku potvrdila

nasi hypotézu o vyskytu téchto parazitti v Arktidé a vedl k pokracovani vyzkumu (Broz 2016).
1.1. Tazni psi a jejich paraziti

V Arktidé€ jsou psi chovani pfevazné ke spoleCenskym a pracovnim ucelim. Tazni psi
jsou vyuzivani po cely rok, tahaji bud’ san¢ ¢i upravené voziky s kolecky, podle mnozstvi
sn¢hu a ro¢ni doby. Nejvétsi zastoupeni maji odolna severska plemena, specialné Slechténa
pro tahani sani — tedy husky, gronsky pes, malamut, samojed a také jejich kiizenci, ktefi jsou
podle chovatelli jest¢ odolnéj$i. Najdeme je vetSinou v psich stanicich (areal s boudami,
u kterych jsou psiuvazani), ale také u soukromych majitelt, ktefi vlastni mensi skupinku pst.

JiZz v 19. a 20. stoleti norsti a rusti lovci koZeSin pouZzivali na Svalbardu tazné psy. Bez
pstt byl pohyb po souostrovi zna¢né limitovan. V soucasné dob¢ jsou psi pouZzivani pievazné
k turistickym ucelim (Umbreit 2005, Stange 2012). Na Svalbardu se v roce 2015 nachézelo
zhruba 770 evidovanych psti, z nichz asi 350 vlastni spole¢nosti poskytujici sluzby turistim.
Pocet psti na Svalbardu vSak nadale roste (Meyer 2016). Dovazet psy a jina zvitata na Svalbard
je oficidln¢ zakazané, vyjimky udé€luje The Norwegian Food Safety Authority. Thned po
importu psa je nutné nechat ho zkontrolovat veterinatem. Pokud pes na Svalbardu uhyne,
zméni majitele, nebo je odvezen na pevninu, je nutné informovat tfad guvernéra souostrovi
tzv. Sysselmanna (Anonymous 2016). VSichni psi na Svalbardu musi byt pravidelné ockovani
proti vztekling a jsou jim dvakrat az Ctyfikrat rocné podavana antiparazitika (Vikaune 2018),
zejména kvili strachu z mozné infekce tasemnici Echinococcus multilocularis, vyskytujici se

na Svalbardu diky pfitomnosti liSek polarnich (V. lagopus) a hrabosi vychodoevropskych



(Microtus mystacinus), jejichz nahodnd introdukce s ruskymi lodémi v druhé poloving
20. stoleti umoZnila dokondeni vyvojového cyklu této tasemnice. Zadna infekce psi timto
parazitem vSak dosud nebyla zaznamenéana (Henttonen et al. 2001).

Na Svalbardu se parazity pstt kromé mé bakalaiské prace nikdo nezabyval. Byla zde vSak
nalezena DNA mikrosporidii, které by mohly infikovat i1 psy coz dokazuji pravé vysledky mé
bakalarské prace (Broz 2016), konkrétné Enterocytozoon bieneusi v trusu liSek polarnich
(V. lagopus), soba polarniho (Rangifer tarandus platyrhynchus), husy kratkozobé (Anser
brachynhynchus). N&kolik vzorka trusu voln€ zijicich zvifat bylo pozitivni na DNA
Encephalitozoon cuniculi, zejména sobi, liSky a husy. DNA mikrosporidie Encephalitozoon
cuniculi byla také nalezena ve tfech vzorcich trusu psii odebranych v okoli Longyearbyenu
a Ny-Alesundu. TaktéZ pro psy potencialné nebezpecné kryptosporidie (k umrti po nakaze
muze dojit zejména u Sténat) byly nalezeny v centralni casti Svalbardu u soba, husy
kratkozobé a berneSky bélolici (Branta leucopsis), infekce C. canis byla potvrzena iv mé
bakalarské praci u jednoho psa (Honsova 2012, Myskova zatim nepublikovand data, Broz
2016).

V Grénsku je nejrozsifenéjSim plemenem gronsky pes. Toto plemeno odpradavna
pomahalo Inuitim v pohybu po ledu a zasnézené krajin€. Gronsky pes je ve smecce schopny
ulovit ledniho medvéda ¢i tulené. Pocet taznych psi v Gronsku se velmi rychle snizuje, za
poslednich dvacet let témét o polovinu a v souc¢asné dobé se zde nachazi piiblizn€ 15000 psit
(Drivsholm 2017). Snizovani poctu gronskych psi je zpisobeno nejen nahrazovanim psich
spieZzeni snéznymi skitry, kdy neni motivace udrZzovat vysoké pocty psii v chovech, ale
bohuzel také epidemiemi psinky a parvovirovych infekci. V Grénsku psi nejsou povazovani
za mazlicky, jde Cisté o pracovni zvife. Nejsou pro né natfizeny zadné veterinarni kontroly ani
ockovani, vSe se d&je svépomoci majitelti té€chto pst (Sonne et al. 2018). Co se ty€e studii
o parazitech pst v Gronsku, neexistuji dosud zddné publikované udaje.

Parazitofauna taznych psii se podstatné neli$i od parazitofauny pst s jinym vyuzitim,
paraziti psu jsou vétSinou hostitelsky specificti. Velmi komplexni studii provedl v roce 1973
Unruh sjeho tymem, kdy vySetiili 959 vzorka vykald psi z 12 inuitskych kolonii
v severokanadskych teritoriich. Vzorky vySettili flotaénimi metodami a nasli Siroké spektrum
parazitti: hlistice Toxocara canis, Toxascaris leonina, Ancylostoma sp., tasemnice rodu
Taenia, Echinococcus, Diphyllobothrium a tasemnici Dipylidium caninum. Z motolic pak
Metorchis conjuctus, zaznamenanou, stejné¢ jako tasemnice rodu Diphyllobothrium,
v oblastech, kde je primarnim zdrojem obZivy rybolov a psi jsou krmeni syrovymi rybami ¢1

jejich zbytky. Zaznamendny byly také parazitarni infekce, které byly povazovany za méné
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zoonoticky vyznamné — Trichuris sp., Alaria sp. a infekce rodu Isospora. Dnes uz ale vime,
ze nakazy parazity rodu Trichuris a Alaria mohou byt pro ¢lovéka potencidlné nebezpecné
(Kramer et al. 1996, MacLean et al. 1996, Markell et al. 1999). Parazitarnimi infekcemi
taznych psii v Kanad¢ se zabyval také Villeneuve v roce 2015, kdy bylo vySetfeno celkem
1086 vzorkil a parazitofauna byla velmi podobna jako v ptipadé star§iho vyzkumu Unruha
(1973). Oproti jeho vysledkim Villeneuve potvrdil v trusu ipfitomnost cyst giardii,
kryptosporidii, Sarcocystis a také vajicka hlistice Capillaria sp.

Nekolik studii se také zabyvalo parazity vlkt v Arktid€, zejména v Severni Americe.
V kanadském Yukonu a Severozapadnim teritoriu bylo vySetfeno 171 arktickych vlki
(C. lupus arctos) a prokdzan byl ndlez motolic Alaria americana, A. arisaemoides, tasemnic
Diphyllobothrium spp., Mesocestoides kirbyi, Taenia hydatigena, T. krabbei, T. pisiformis,
T. serialis, Echinococcus granulosus a hlistic Toxascaris leonina, Uncinaria stenocephala,
Spirocerca arctica a S. lupi (Choquette et al. 1973). Podobnou studii provedli Rausch
a Williamson v roce 1959 na Aljasce, kdy bylo vySetfeno 200 mrtvych vlkii pomoci pitvy.
Bylo nalezeno opét mnoho parazith kopytnikd, stejné jako v piedeSlém piipad€. Paraziti
kopytnikti vSak pro psy zfejmé& nejsou ohrozenim, protoze psi nelovi soby ani losy. Problémem
by mohly byt mrSiny kopytniki, ke kterym by se psi nahodné dostali, ¢i krmeni pst syrovymi
sobimi €1 losimi vnitfnostmi. V aljasské studii vSak bylo nalezeno i nékolik pro psa i ¢loveéka
nebezpecnych parazitl, naptiklad Echinococcus granulosus. Dalo by se tedy pfedpokladat, ze
podobné spektrum parazitli, jako ve vySe uvedenych publikacich, bude u taznych pst napiic
Arktidou. Bohuzel neexistuje dostatek literarnich zdrojt. V této studii jsme se snazili rozsitit
znalosti o parazitech taznych pst v arktickych oblastech a zamétili jsme se zejména na

Svalbard.



2. Cile prace

Cili m¢ diplomové prace bylo:

- Zpracovat literarni reSer$i o taznych psech v Arktid¢€ a jejich parazitarnich infekcich

- Shromazdit koprologicky material taznych psi apomoci molekularnich
a koncentrac¢nich metod jej vySetiit na pfitomnost sttevnich parazita

- Na zdklad¢ vysledkti posoudit moznosti pienosu parazitdrnich infekci na Cloveéka

a volné Zijici zvitata a zhodnotit epidemiologicky vyznam taznych pst.

3. Material a metody

3.1.Lokality sbéru vzorki

Vétsina vzorkd pochazi z centralni oblasti Svalbardu. Vzorky vykalil svalbardskych psti
pochézely ze tii psich stanic v okoli mésta Longyearbyen (Greendog, Basecamp a Svalbard
Husky) a ruské psi stanice v Barentsburgu (Obr. 1, 3, 4). Odebrané vzorky z Gronska pochazi
piimo od soukromych majitelii taznych psit pobliz mésta Nuuk na jihozapadnim pobiezi

Gronska (Obr. 2).
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Obr.1: Lokality sbéru vzorki na Svalbardu (zdroj: toposvalbard.npolar.no, google.com).

11



Kalaallit

Nunaat
Island
.Greenland Iceland
Nuuk

Obr. 2: Lokalita sbéru vzorkli v Gronsku (zdroj: google.com).

Obr. 3: Psinec u mésta Longyearbyen (vlevo), psinec ve mésté Barentsburg (vpravo).
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Obr. 4: Odbér vzorki trusu v psinci u mésta Longyearbyen.  Foto: Tereza Hromadkova

3.2.VySettovany material

Vysettované vzorky vykalti psi byly odebrany v 1été 2017. Odebrané vzorky vykali
(124 na Svalbardu a 6 v Gronsku) byly uchovavany v uzaviratelnych zkumavkach typu Falcon

zalité dichromanem draselnym K>Cr>O7 a skladovany pfti teploté 4 °C.

3.3. Metody vySetteni vzorkl
3.3.1. Barveni dle Mila¢ka — Vitovce
Metoda barveni dle Milacka — Vitovce (1985) je pouzivana pro mikroskopické vysetteni

pritomnosti oocyst kryptosporidii v trusu a vykalech pomoci specifického barveni.

Pouzité chemikalie:

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

2) kyselina sirova: 2% vodny roztok

3) roztok tartrazinu: 1% tartrazin v 1% kyselin€ octové
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Pracovni postup:

Nejdiive byl vytvoren tenky natér vykalii na predem oznacené sklicko. Natér byl poté
fixovan methanolem v plameni a 30 minut barven v kyveté s roztokem methylvioleti. Poté byl
natér oplachnut pod tekouci vodou. Déle byl natér 2 minuty diferenciovan v kyveté s 2%
kyselinou sirovou. Znovu byl oplachnut pod tekouci vodou. V dalsim kroku byl vzorek
5 minut dobarvovan tartrazinem. V poslednim kroku byl natér opét oplachnut pod tekouci
vodou a nechal se uschnout.

Barvené natéry byly prohliZzeny svételnym mikroskopem (OLYMPUS BX 51) pii
zvétseni 1000x s pouZitim olejové imerze. V piipad€ pozitivnich vzorkil byly pozorovany

oocysty kryptosporidii, coz byly ptiblizn€ Sum velké kulovité struktury s fialovym zbarvenim.
3.3.2. Barveni spor mikrosporidii optickym bélidlem

Metoda je pouzivana pro mikroskopické vySetfeni pfitomnosti spor mikrosporidii

v tenkém natéru trusu a vykalli pomoci specifického barveni (Vavra et Chalupsky 1982).

Pouzité chemikalie:
1) UVITEX 2B 0,1% v PBS (fosfatovy pufr, pH 7,2 — 7,4)
2) Evansova modi 0,5%

3) Methanol
Pracovni postup:

Vzorky vykalii natfené na podloznim skli¢ku byly fixovany methanolem a po oschnuti (2 min)
nasledovalo barveni 0,1% UVITEXEM 2b v PBS (10 min). Poté bylo podlozni sklicko
oplachnuto PBS a dobarveno 0,5% Evansovou modii ve vodé¢ po dobu 30 sekund. Podlozni
sklicko se nechalo zaschnout atakto obarvené vzorky byly prohlizeny fluorescenénim
mikroskopem (OLYMPUS BX51) pii zvétSeni 1000x s pouZitim olejové imerze pii vlnové

délce 490 nm. Obarvené spory mikrosporidii sviti jasné modrobile.

3.3.3. Sedimentace AMS 111

Metoda sedimentace je koncentraéni mikroskopickou metodou. Je urCena napf.
k zachyceni vajicek helminti ve vykalech (Hunter et al. 1960). Pro vySetieni vzorkl vykala

metodou AMSIII byly pouzity dva zasobni roztoky v nasledujicim sloZent:
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1. AMS III roztok
115,2 g Na;SO4 bezvody
540 ml HCI
660 ml H>2O
hustota = 1,080 g/ml
2. roztok Triton
16,5 ml Triton X 100
33,5 ml H2O
Vzorek vykall o velikosti liskového ofechu byl rozmichan ve vod¢ a poté prefiltrovan
pies gazu. Vznikly filtrat byl smichan se 6ml roztoku AMS a protiepan. Do smési byly pfidany
3 kapky Tritonu a 3 ml diethyléteru, poté byl obsah protifepan a centrifugovan po dobu 2 min

pf1 600 g. Sediment byl prohlizen svételnym mikroskopem pti zvétseni 200x.
3.3.4. Flotace dle Sheathera

Tato metoda je opét koncentraéni mikroskopickou metodou k zachyceni rtznych
vyvojovych stadii paraziti ve vykalech. Pro vySetfeni touto metodou je tieba tzv.
Sheatheriiv cukerny roztok:

259 ml deionizované vody
405 g cukru (krystal)

7,29 g fenolu

hustota = 1,2 g/ml

Vzorek vykall (o velikosti liskového ofechu) byl rozmichan ve vodé a zhomogenizovan
ve tieci misce. Vznikla smés byla piefiltrovana ptes gadzu a centrifugovana po dobu 5 min pfi
1000 g. Supernatant byl poté odstranén a sediment rozmichdn v malém objemu Sheatherova
cukerného roztoku. Poté byl zbytek zkumavky doplnén Sheatherovym roztokem
a centrifugovan po dobu 5 min pfi 1000 g. Pomoci mikrobiologické klicky byla opatrné
odebrana povrchova blanka na podloZni sklo, pfikryta krycim sklem a prohlizena svételnym

mikroskopem pii zvétSeni 200x.
3.3.5. Molekuléarni diagnostika

Vsechny vzorky byly postupné vySetfovany pomoci molekularnich metod na ptitomnost

DNA kryptosporidii, giardii a mikrosporidii.
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3.3.5.1. Izolace DNA z trusu

K vyizolovani DNA ze vzorkl trusu byl pouZit komer¢ni izolaéni kit (GeneAll ExGene
Stool DNA mini). Do zkumavky bylo umisténo 200 mg vzorku trusu. Poté byl pfidan 1 ml
PBS pufru, zkumavka zvortexovéana a nechdna 30 s odstat. Poté byl supernatant pfenesen do
¢isté 2 ml mikrozkumavky. Pfeneseny obsah byl zcentrifugovan po dobu 2 min na nejvyssi g,
poté odstranén supernatant. Do téze zkumavky bylo ptidano 1,3 ml FL pufru a resuspendovan
pelet. Zkumavka byla 5 min inkubovan a poté centrifugovana 5 min pti 10 000 g. Supernatant
byl poté ptenesen na kolonu EzPass filter a centrifugovan 1 min pii 10 000 g. Poté byl postup
s EzPass filtrem jesté jednou zopakovan. Na EzPass filtr bylo dale ptidano 100 pl EB pufru
a 1 min inkubovéno. Poté byla kolona opét zcentrifugovana po dobu 1 min pi1 10 000 g. Do
filtratu bylo ptidano 500 pl PB pufru a zkumavka promichdna. Obsah zkumavky byl pfenesen
na MiniSpin kolonu a pti 10 000 g po dobu jedné minuty centrifugovan, poté byl odstranén
filtrat. Na stejnou kolonu bylo ptidano 500 ul NW pufru, poté opét centrifugovano 1 min pii
10 000 g a odstranén filtrat. Kolona byla znovu centrifugovana 1 min pfi maximalnim g. Poté
byla kolona ptfenesena do Cisté 1,5 ml zkumavky. Na membranu MiniSpin kolony bylo pfidano
50 ul EB pufru, inkubovano 1 min a centrifugovdno 1 min pi1 10 000 g. Kolona byla poté

sejmuta a filtrat s vyiizolovanou DNA v 1,5 ml zkumavce zmrazen.

3.3.5.2. Polymerazova fetézova reakce

V piipadé kryptosporidii byl amplifikovan gen pro malou ribozomalni podjednotku
(SSU rRNA), velikost produktu 800 bp (Jiang et al. 2005). U mikrosporidii Enterocytozoon
bieneusi a Encephalitozoon spp. byl pouzit protokol pro amplifikaci Internal Transcribed
Spacer (ITS) genu rRNA. Velikost produktt je v ptipadé E. bieneusi 390 bp, v piipadé
Encephalitozoon sp. pak 300 bp (Didier et al. 1995, Katzwinkel-Wladarsch et al. 1996,
Buckholt et al. 2002). U giardii byla amplifikovana ¢ast genu Triose Phosphate Isomerase
(TPI), vysledna velikost produktu 500 bp (Sulaiman 2003a). Reakéni smés méla objem 25 pl,
kdy 12,5 pl tvotil komeréni master mix obsahujici Taq polymerazu (TopBio), 9,5 ul PCR voda
(TopBio), 2 ul tvotili forward a reverse primery (charakteristika viz pfiloha I) a1 pl pak
templatova DNA. Soucésti kazdé PCR reakce byla také pozitivni a negativni kontrola.
U vSech parazitt byl pozitivni kontrolou osekvenovany vzorek.

K provedeni reakce byl pouzit termocykler BIO-RAD T100. Amplifikaéni program pro
mikrosporidie, kryptosporidie a giardie, pro primarni i sekundarni PCR (nested PCR), byl
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slozen z poc¢atecni denaturace pii 94 °C po dobu 3 min. Nésledovalo 35 cykli, z nichz kazdy
cyklus zahrnoval denaturaci po dobu 45 s pii 94 °C, druhové specifické nasedani primera
(annealing) po dobu 45 s (viz piiloha I) a syntézu nového fetézce (extenze) pii 72 °C po dobu
1 min. Po téchto 35 cyklech nésledovalo dosyntetizovani nového fetézce (finalni extenze) pti

72 °C po dobu 7 min.

3.3.5.3. Gelova elektroforéza

Vysledky PCR reakce a velikost ziskanych DNA fragmentt byly ovéfovany gelovou
elektroforézou v 1% agarézovém gelu s ptidavkem GoodView Nucleic Acid Stain (SBS
Genetech) pii1 napéti zdroje 90 V (BIO-RAD PowerPac Basic) po dobu 50 minut. K naneseni
do jamek gelu byl pouzit Yellow loading dye (TopBio). Produkty elektroforézy byly
vizualizovany pomoci UV transiluminatoru (Electronic UV transilluminator, Ultra-Lum, Inc.)
piivinové délce 312 nm. DNA Markerem byl 100 bp DNA ladder (Fermentas). Pozitivni PCR
produkty byly vyfiznuty z gelu a izolovany/piecistény kitem QIAquick Gel Extraction Kit
(Qiagen) dle navodu vyrobce.

3.3.5.4. Sekvenace a fylogenetické analyza

Sekundarni PCR produkty pozitivnich vzorki (mikrosporidie) byly sekvenovany pomoci ABI
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit na sekvenatoru ABI3130 (SEQme, CR) za
pouziti sekundarnich primert (E. bieneusi — EBITS1 a EBIT2.4; Encephalitozoon spp. —
MSP-3 a MSP-4A) (specifikace viz Ptiloha I). Sekvence pak byly zpracovany pomoci
programu Geneious (Kearse et al. 2012) aporovnany s databazi GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov). Pro dosaZeni stability a spolehlivosti umisténi kofene bylo jako
outgroup pouzita sekvence mikrosporidie Nucleospora salmonis. Poté byl vytvoren alignment
metodou MAFFT (Katoh et Standley 2013) a z upraveného alignmentu (délka alignmentu
360 bp) byl metodou maximum-likelihood modelem K80 v programu PhyML vytvoten
fylogeneticky strom. Bootstrap vysledného ML stromu byl ziskan na zakladé 1000 opakovani
(Guindon et al. 2010, Kimura 1980). Meziskupinova nukleotidova diverzita byla vypocitana
v programu DnaSP 6 (Rozas et al. 2017). Alignment pro DnaSP byl upraven na délku 321 bp.
Porovnavana byla skupina ,,psi“ (vzorky ziskané pro tuto praci plus genotypy EntCanA
a PtEbIX ziskané ze psti) se skupinou referen¢nich sekvenci z GenBank, ke které byly ptidany

sekvence volné Zijicich zvifat ze Svalbardu.
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4. Vysledky

4.1.Ptitomnost dospélych helminti ve vykalech

Béhem vysetifovani vzorkt vykalli nebyla zaznamenana ptitomnost dospélcti helminti.

4.2. Vysledky mikroskopie

4.2.1. Mikroskopie barvenych preparati dle Milacka-Vitovce

Vsechny barvené natéry metodou dle Milacka-Vitovce byly negativni.

4.2.2. Mikroskopie spor mikrosporidii barvenych dle Vavry-Chalupského

Vsechny barvené natéry metodou dle Vavry-Chalupského byly negativni.

4.2.3. Koncentra¢ni metody
42.3.1. Flotace dle Sheathera a sedimentace AMSIII
Flotaci dle Sheathera a sedimentaci AMSIII bylo vysetteno vSech 130 vzorkl vykali

pst, z nichz pozitivni byl pouze jeden (prevalence 0,8 %). V tomto vzorku ze Svalbardu byla

nalezena silna infekce Toxocara canis (Obr. 5)

Obr. 5: Vajicko Toxocara canis, zvétseni 200X,
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4.3. Molekularni metody

Pti zjistovani pritomnosti DNA rodu Cryptosporidium nebyly pozitivni zadné vzorky.
Pii zjiStovani pfitomnosti mikrosporidii byly 4 vzorky pozitivni na pfitomnost DNA
E. bieneusi (prevalence 3,1 %). VSechny pochéazely ze vzorkl odebranych z taznych psh na
Svalbardu. U zadn¢ho vzorku nebyla zjiSténa ptitomnost vice druhii parazith najednou.
Ptitomnost DNA mikrosporidie E. cuniculi a giardii nebyla potvrzena ani v jednom ze
zkoumanych vzork.

Sekvenace a fylogeneticka analyza potvrdila pfitomnost genotypu mikrosporidii
E. bieneusi (Obr. 6). Tento genotyp byl jiz nalezen ve vykalech psii ze Svalbardu (Broz 2016).
Podle déleni E. bieneusi do skupin dle Thelliera a Bretona podle hostitele spadaji tyto
sekvence do skupiny tzv. Outliers, do které byly doposud zafazeny pouze dva genotypy
PtEbIX a EntCanA, oba izolované z vykal pst (Mathis et al. 1999, Lobo et al. 2000). Analyza
meziskupinové nukleotidové diverzity potvrdila, ze v ramci skupiny ,,psi“ byla zjisténa nulova
nukleotidova diverzita. Oproti tomu porovnani skupiny ,,psi“ se skupinou referencnich
sekvenci prokdzalo odlisnost. Primérny nukleotidovy rozdil mezi skupinami je 29,6 %

(Tab. 1).

Tab. 1: Porovnani meziskupinové nukleotidové diverzity.

referen¢ni
psi sekvence
Priimérny pocet nukleotidovych rozdili; k 0 16,85
Nukleotidova diverzita; P1 0 0,07
Priimérny pocet nukleotidovych rozdila
mezi skupinami 94,97 (29,6 %)
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Obr. 6: Kladogram fylogenetickych vztahi mikrosporidii Enterocytozoon bieneusi na
zaklad¢é sekvence genu pro Internal Transcribed Spacer (ITS) rRNA ziskanych v této praci
a dalsich genotypli E. bieneusi z databaze GenBank (bez zvyraznéni) a sekvenci izolatl
mikrosporidii z volné zijicich zvitat (zvyraznény fialové) a hospodaiskych zvitat na Svalbardu

(zvyraznény zelen¢) vytvoreny metodou Maximume-likelihood v programu PhyML; 1000%

bootstrap, zobrazeny podpory uzlii vétsi nez 70 %. Sekvence ziskané v této pracia v predchozi

bakalafské praci jsou zvyraznény cervené (sekvence ziskané v této studii jsou oznaceny

,2017). Siluety zvitat pochazi z webu phylopic.org.
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5. Diskuse

PtedloZena prace navazuje na vysledky bakalarské prace (Broz 2016). Bylo vySetfeno vetsi
mnozstvi vzorkil a zafazeny nové metody prikazu parazitli, zejména molekularni diagnostika
a fylogenetika. Podafilo se ziskat nékolik vzorkii vykala psi z Gronska a rozsifit sbér vzorkl
na Svalbardu o dalsi lokality. Kromé mé ptedchozi studie nebyli psi v téchto oblastech
parazitologicky vySetfovani. Pfitom pravé oni mohou do téchto oblasti zavléci nové druhy
parazitli ptenosnych nejenom na ¢lovéka, ale také na volné Zijici zvifata. Od volné€ Zijicich
zvitat pak mohou nékteré parazity piijmout.

Parazitofauna taznych pst je podobnd parazitofauné ostatnich psti pouzivanych k jinym
ucelim. Vétsinou jde o hostitelsky specifické parazity, kteti se vyskytuji u vSech zastupcti
¢eledi Canidae. Jiz v tvodu zminéné studie o vyskytu paraziti u psti v Kanad¢ (Unruh 1973,
Villeneuve 2015) potvrzuji ptitomnost téchto parazith iv arktickych oblastech. Kromé jiz
zminéné Kanady nejsou k dispozici publikované idaje o parazitech taznych psu z jinych casti
Arktidy. Ve srovnani s Kanadou jsou nami sledované oblasti geograficky izolovangjsi, jde
o ostrovy vzdalené od pevniny. Také biodiverzita fauny je na Svalbardu i v Gronsku podstatné
nizsi, proto lze predpokladat, ze parazitofauna v té€chto oblastech bude chudsi nez v Kanadé.
Zoonoticky potencial nalezenych parazitii v Kanad¢ zdaraznil nutnost vénovat se psovitym
Selmam v Arktid¢ a posuzovat je jako mozny zdroj parazit pfenosnych na ¢loveka.

Na Svalbardu byl intenzivné studovan vyskyt tasemnice Echinococcus multilocularis. Jeji
mezihostitel, hrabo§ M. mystacinus byl na Svalbard zavleCen pravdépodobné mezi lety 1920
a 1960 na lodich, ptivazejicich ze Sovétského svazu picninu pro zvirata do ruskych osad. Této
problematice se vénoval Henttonen (2001), ktery v letech 1999 a 2000 na Svalbardu odchytil
224 hrabost a z toho 59 bylo infikovano E. multilocularis. Dalsi tym vySetfoval v letech 2000
a 2004 piitomnost tasemnice E. multilocularis ve vzorcich vykali lisek. Celkem bylo
vySetteno 473 vzorkl a sérologicky pozitivni na echinokokozu bylo 142 vzorkl, zejména
z oblasti, kde se vyskytuji infikovani hrabosi (Fuglei et al. 2008). Zadna prace se viak
nezabyvala infekci E. multilocularis u pst, 1kdyz je toto téma na Svalbardu stale velmi
aktualni. Populace hrabost se na Svalbardu stale vyskytuji a riziko, Ze se vykaly nakazené
lisky dostanou ke pstim je velmi vysoké.

Detekce dospé€lcti echinokoka ve vykalech psii by byla pozitivni, pokud by pes byl
findlnim hostitelem. Vice pravdépodobnym se jevi fakt, ze psi by mohli byt ndhodnym
mezihostitelem po poziti 1iS¢ich vykali — pak by infekce napadala vnitini organy (jatra,

mozek). Bohuzel, zjistit infekci 1ze pouze pitvou, kterd se u psti na Svalbardu neprovadi. Neni
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tedy potvrzeno, zda k infekci psit jako nahodnych mezihostitelii dochazi. Mohlo by byt
zajimavé, kolik psh bylo takto nakaZeno a vlivem této infekce uhynulo.

Tato prace potvrdila u taznych pstt v Arktidé velmi nizkou prevalenci parazitii. Nutno
podotknout, ze z vySetifenych 6 vzorkli z Gronska nelze vyvozovat zavéry, nebot jde o velmi
maly vzorek. BohuZel se nepodaftilo ziskat vétSi mnozstvi vzorki. Na Svalbardu bylo odebrano
a vysetieno 124 vzorki. Pfedpokladanym nalezem byly mikrosporidie a kryptosporidie, které
byly u psit na Svalbardu zjistény jiz v mé bakalaiské praci. Kryptosporidie vSak tentokrat
nalezeny nebyly viibec a mikrosporidie pouze u4 pst (prevalence 3,1 %, ve vzorcich
pouzitych v bakalaiské praci bylo 7 pozitivnich vzorka z 36 vySetfovanych, tedy prevalence
19,4 %) (Broz 2016). Mikroskopicky se spory mikrosporidii nepodaiilo prokdzat, coz je
situace u mikrosporidiovych infekci zdravych hostiteli €asta. DNA mikrosporidii E. bieneusi
byla prokazana ve vzorcich ze dvou riiznych psich stanic. Vzhledem k moznostem pifenosu
mikrosporidii se psi pravdépodobné infikuji navzajem. DalSi cestou pienosu je moznost
kontaminace vody ¢i granuli vykaly. Infekce mezi psy ze dvou riznych psich stanic je také
moznd, protoze trasy jejich cest jsou témef stejné pro vSechny spole¢nosti zabyvajicimi se
turistikou s vyuzitim psich spfezeni na Svalbardu. Genotyp, ktery byl nalezen v této studii, je
podobny genotypu nalezenému ve Svycarsku, kde 3 z 36 pst chovanych na farmé byli
pozitivni. Tento nélez byl popsan jako novy genotyp (Mathis et al. 1999). Stejny genotyp byl
nalezen 1 u jednoho psa v Portugalsku (Lobo et al. 2006) a mych 7 pozitivnich vzorki
z bakalaiské prace je taktéz identickych. Podle déleni genotypl E. bieneusi do skupin podle
hostitele jde o tzv. skupinu ,,Outliers®, které fylogeneticky lezi na odliSné vétvi, nez zbytek
genotypl (Thellier a Breton 2008). Pfiklanim se k ndzoru, Ze samostatné genotypy by nemély
byt popisovany, pokud se jejich sekvence 1i8i pouze v né¢kolika nukleotidech. Tato situace je
ale u E. bieneusi v ptipadé¢ genu ITS béznd. Zjistény genotyp se taktéz 1i§i od genotypu
nalezenych u zvitat Zijicich ve volné ptirod¢ (sobi, husy, arktickd liska a racek) a také od
genotypu nalezen¢ho ve zbytcich trusu v misté byvalé dribezarny a vepiina v opuSténém
hornickém mésteCku Pyramiden, Svalbard (MySkova 2014, Honsova 2012). Odli§nost
sekvenci E. bieneusi izolovanych z vykali pst od ostatnich sekvenci zobrazuje Ptiloha II.
Tato odliSnost byla prokazana 1 statisticky, viz Tab. 1.

Castymi parazity pst byvaji helminti: tasemnice a hlistice. Nizky pocet tdchto paraziti
u taznych psi je disledkem castého pouzivani preventivni dehelmintizace a nizkym poctem
¢1 dokonce absenci potencidlnich mezihostiteli a paratenickych hostiteld. Jediny pes, v jehoz
vzorcich vykalii byla nalezena vajicka 7. canis (prevalence 0,8 %) pochdzi z vrhu na

Svalbardu, takze infekce musi pochazet odsud. Dospélé psy Skrkavka 7. canis témér
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neohroZzuje, vétsina infekei probihd bez priznakii. Problém vSak miiZze nastat v ptipad¢ Sténat,
kterd se v chovech pst na Svalbardu vyskytuji v hojném poctu. Nejnebezpecnéjsi jsou pro
Sténata transplacentarni a laktogenni infekce, které mohou vést k jejich thynu béhem prvnich
dnl Zivota. Od 2. az 3. tydne stafi Sténat se Skrkavky nachézeji ve stfeveé. Migrujici larvy
Skrkavek v plicich vyvolavaji zanét plic, ktery se projevuje kaSlem a vytokem z nosu.
Pritomnost dospélych Skrkavek ve stfevé Sténat mize zplsobit totdlni nepriichodnost stiev
avést az kruptufe stfeva. Stéhata vtakovémto piipadé maji zvétsené, bolestivé tzv.
Skrkavkové bticho. Dochézi k astému zvraceni a prijmu. z dal§ich piiznakii Ize pozorovat
vyhublost, nechutenstvi, apatii, matnou srst, kieCe az epileptick¢ zachvaty. Slabé infekce
probihaji vétSinou bez vyraznéjSich klinickych pfiznaki (Svobodova et Svoboda 1995).

Clovék jakozto paratenicky hostitel se miZe nakazit pozfenim vajicek T. canis
s infekénimi larvami z prostfedi nebo pfimo larvami od jin€ého paratenického hostitele
(naptiklad pfi konzumaci tepeln€ neupravené¢ho masa a orgdnil zvifat nebo mazlenim se se
psy). Podobné jako u ostatnich paratenickych hostitelti, Skrkavky v lidském téle migruji
riznymi tkanémi, ale nikdy nedospéji. Onemocnéni vyvolavané migrujicimi larvami se
nazyva larvalni toxokar6za. V odborné literatuie se pro oznaceni migrujicich larev
v organismu uziva pojem larva migrans. Larvy T. canis jsou krevnim ob&hem roznaseny do
riznych organtl, kde vyvolavaji zanétlivou reakci a vznik granulomi. Larvy u ¢lovéka mohou
byt lokalizovany v jatrech, plicich nebo v mozku. V tomto ptipad€ se uziva pojem larva
migrans visceralis. Larvy Toxocara spp. maji rovnéz vysokou afinitu k oku (larva migrans
ocularis). Ptitomnost larev v oku mize narusit sitnici a vést az ke ztrat¢ zraku. Na zéklad¢
epidemiologickych dat je patrné, Ze larvalni toxokar6za u lidi je vzdy ve formé organové, o¢ni
anebo bezptiznakové. Zatimco u déti do péti let je typickd organova forma, u starSich déti (nad
pét let) a dospélych pievazuje forma o¢ni (Despommier 2003).

Pro psy jsou zdrojem vaji¢ek vykaly jinych pst, zejména pak Sténat. Vajicka se s nimi
dostavaji do ptdy, kde se kumuluji. V pidé vydrzi Zivotaschopna az 3 roky (Svobodova
et Svoboda 1995). V prostiedi mohou byt vajicka Skrkavek rozptylena vodou, Cinnosti
krouzkovcl a mechanickym pfenosem na zobacich a nohou ptaka (Despommier 2003).

Teplota a vlhkost jsou hlavnimi faktory, které ovliviiuji Zivotaschopnost larev a vajicek
Skrkavek ve vnéjSim prostiedi. V pide€, kde se drzi konstantni vlhkost, vajicka vydrzi déle
zivotaschopna nez na piskovistich a jinych suchych exponovanych mistech, kde vajicka prti
slune¢nych dnech rychle vysychaji, a stdvaji se neinfek¢nimi. Vajicka jsou citliva na teploty
pod bodem mrazu, ale oproti tomu vydrzZi irelativné vysoké teploty (kolem 40 °C). Pii

teplotach -5 °C vajicka ztraceji Zivotaschopnost alarvy hynou. Experimentalné bylo

23



prokazano, ze viabilita vajicek se snizuje pii dlouhodobé teploté pod -10 °C (O’Lorcain 1995).
Presto vSak v kanadském Montrealu, kde teploty v zimé klesaji na -26 °C, je 32,5 % vzorkt

pudy pozitivnich na ptitomnost vajicek 7. canis (Gillespie 1988).
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Obr. 8: Zivotni cyklus hlistice 7. canis. Zdroj: CDC, upraveno

Vajicka T. canis byla také nalezena ve vzorcich vykali polarnich lisek pravé ze Svalbardu
(Myskova 2014). Na Svalbardu mizeme nalézt u voln¢ Zijicich zvifat ijiné helminty. Pti
vySetieni vzorkl vykald liSek byla nalezena vajicka helmintt Eucoleus aerophilus, Toxascaris
leonina a Uncinaria stenocephala. Ve vzorcich vykali sobl byla prokdzana vajicka hlistic
celedi Trichostrongyloidae, Capillaria sp. a Moniezia sp. Ve vykalech medvéda ledniho byla

nalezena vaji¢ka hlistice Baylisascaris transfuga (MySkova 2014). Nalezeni paraziti liSek
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a medvédi jsou prenosni na psy 1 na ¢loveéka. Studie Unruha a Villeneuve, kdy bylo mnozstvi
nalezenych vajicek helminti podstaté vyssi, potvrzuje schopnost piezivani helmintt
1 v arktickych oblastech.

Psi se na Svalbardu museji veterinarné kontrolovat jak v ptipad€é dovozu, tak 1 v ptipadé
Sténat narozenych pfimo tam (Anonymous 2016). Rutinni parazitologické vySetfeni pst
nezahrnuje jednobunécéné parazity (Protista). Vzhledem k tomu, ze pti standardni kontrole
nelze detekovat mikrosporidie, lze predpokladat, Ze minimalné€ jeden ze pst piivezl infekci
z kontinentalni Evropy. Parazitologické vySetteni psi by se nemélo vyzadovat pouze kvili
tasemnicim a hlisticim, ale také proto, ze vyskyt Enterocytozoon bieneusi, Encephalitozoon
cuniculi a Cryptosporidium canis muze byt rizikem pro polarni lisky (V. lagopus), které jsou
na Svalbardu béZné a riziko setkani infekéniho psa s liSkou je velmi vysoké. Liska je schopna
urazit velké vzdalenosti, a proto hrozi riziko Sifeni mikrosporidiovych infekci ido jinych
oblasti Arktidy. Zjistény genotyp E. bieneusi byl sice zatim nalezen pouze u pst, ale pienos
na jiné druhy zvitat neni vyloucen. U liSek v USA byl nalezen jiny genotyp této mikrosporidie,
spadajici spiSe do skupiny genotypt, které byly nalezeny u volné Zijicich zvifat na Svalbardu
(Sulaiman et al. 2003b). V této préci, ani v pracich ptedchozich nebyl potvrzen vyskyt E.
cuniculi u psi na Svalbardu. Tento parazit zpusobil velké ztraty Sténat na liS¢ich farmach
v Norsku. Encephalitozoonéza se rozviji u lisek 1-3 mésice po narozeni (Akerstedt 2002).
Pokud by se timto parazitem nakazily voln& Zijici liSky, lze ocekavat podobny problém
s uthynem mlad’at. LiSky jsou také velmi zranitelné v ptipad¢ nakazy Cryptosporidium canis,
ktera byla potvrzena u psti v chovech na Svalbardu v mé bakalaiské praci. LiSky, stejné jako
psi a lidé, trpi pfi této infekci velmi silnymi prijmy (Zhang et al. 2016). Mikrosporidie
E. bieneusi, jako pfiina oportunnich infekci, mize byt také rizikem pro lidi, zejména pro
imunodeficientni jedince. Vzhledem k rozmahajicimu se turismu je mozné, zZe by se ¢lovek
s imunodeficienci na Svalbardu mohl vyskytovat a pokud by ptiSel do kontaktu s infekénimi
psy, riziko nakazy zde existuje. Na druhou stranu, extrémni podminky, které na Svalbardu
zejména v zim¢ panuji, zaptiCinily, Zze zde trvale neziji lidé s nadorovym onemocnénim,
pacienti léceni imunosupresivy po transplantaci organt ¢i pacienti s AIDS. Riziko nakazy
imunodeficitniho jedince je v pfipadé mistnich obyvatel nizké. Byly vSak zaznamenany
piipady, kdy i1 imunokompetentni pacienti méli klinické ptiznaky infekce mikrosporidiemi
(Weber et Bryan 1994, Ditrich et al. 2011).

Zajimavé je, ze se v této praci nepodafilo zachytit infekci C. canis, ktera byla prokézéana
u jednoho psa v predchozi praci. Pochopitelné mlze jit o ndhodu, ale vzhledem k faktu, Ze

kryptosporidie jsou velmi limitovany nizkou teplotou, mohlo dojit k ,,vymrznuti* infekce.
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Zivotaschopnost kryptosporidii se velmi sniZzuje jiZ pfi teplotach pod 5 °C, a chladné zimy na
Svalbardu tak oocysty ve vykalech eliminuji.

Ani jeden ze 6 vySetfenych vzorkl vykalld pst z Gronska nepotvrdil piitomnost parazith
u téchto pst. Vysledek analyz na téchto vzorcich nelze brat v potaz, vzhledem k nizkému
poctu vySetifenych vzorka. Je vSak velmi pravdépodobné, ze hlistice 7. canis 1 mikrosporidie
prokéazané v této praci jsou schopné prezivat i v Gronsku, vzhledem k podobné geografické
poloze.

Ackoliv je tedy prevalence stfevnich paraziti u taznych pst v Arktidé nizka, potencialni
riziko pfenosu na volné Zzijici faunu ¢i lidi existuje. Podobné spektrum parazitti jako na
Svalbardu by se mohlo vyskytovat 1 v Gronsku ana dalSich malo obydlenych ostrovech
vysoké Arktidy. Problémem by mohly byt zejména infekce 7. canis, jejiz vajicka a larvy
dokazi preckat ve volném prostiedi irelativné drsné podminky a vzhledem k oteplovani
Arktidy bude pfezivani larev a vajicek b&hem letni sezony mnohem snazsi. Opatrnost je na
misté 1v pfipad¢ infekci mikrosporidiemi, které byly konkrétné na Svalbardu prokazany

opakovang.
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6. Zavéry

)
2)

3)

4)

S)
6)

Ve vzorcich vykala psit z Gronska nebyly prokazany zadné parazitarni infekce.

V jednom vzorku vykali psa ze Svalbardu byla zachycena silna infekce Toxocara
canis, potencialn¢ prenosna na ¢lovéka ¢i volné zijici zvirata.

Genotypizace mikrosporidie Enterocytozoon bieneusi nalezené iv piedeslé praci
odhalila neobvykly genotyp, vzacné se vyskytujici u psti na evropském kontinentu.
Opakované nélezy tohoto genotypu v této studii svéd¢i o dlouhodobém pretrvavani
mikrosporidiové infekce psii na Svalbardu.

Parazitofauna vySetfenych psti je mimotadné nizka.

I kdyz jsou nalezeni paraziti potencidln¢ pienosni na autochtonni faunu, dosavadni

vysledky analyz tyto pfenosy nepotvrzuji.
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PRILOHA I Primery pouzité v této praci

Primer Sekvence primeru (5‘—3°) Nasedaci t

Cryptosporidium spp. (SSU rRNA)

F1 TTC TAG AGC TAA TAC ATG CG 55°C

R1 CCC ATT TCC TTC GAA ACA GGA

F2 GGA AGG GTT GTA TTT ATT AGA TAA AG
55°C

R2 CTC ATA AGG TGC TGA AGG AGT A

Giardia (TPI)

GIAF1 AAA TIA TGC CTG CTG GTC G 50 °C

GIAR1 CAA ACCTTITCC GCA AACC

GIAF2 CCC TTC ATC GGI GGT AACTT 50 °C

GIAR2 GTG GCC ACC ACI CCC GTG CC

Enterocytozoon bieneusi (ITS)

EBITS3 GGT CAT AGG GAT GAA GAG 57 °C

EBITS4 TTC GAG TTC TTT CGC GCT C

EBITS1 GCT CTG AAT ATCTAT GGC T 55°C

EBITS2,4 ATC GCC GAC GGA TCC AAG TG

Encephalitozoon spp. (ITS)

INTS80F TTT CAC TCG CCG CTA CTC AG 55°C

INTS80R TGC AGT TAA AAT GTC CGT AGT

MSP-3 GGA ATT CAC ACC GCC CGT CVY TAT
55°C

MSP-4A CCA AGC TTA TGC TTA AGT YMA ARG GGT

31




leneusi

4

PRILOHA IT Piehled nukleotidovych neshod v sekvencich Enterocytozoon b

Identity

. dog_[E16]
. dog_[B1107n]
. dog_[E146n]
. dog_[E18]
ao_“mmﬁmétu
PtEb_IX_[DQ885585]
. dog_[ET42n]
. dog_[E145]
. EntCanA_[AF059610]
. dog_[E2T]
dog_[E19]
. dog_[E15EB]
. dog_[E20]

dog [E17]
. CAF4_[DQ683749]
. PtEb Xl [DQ885588]
. WW26_[[Q863274]
. WL1_[AY237209]
21. Nig3_[JN997479]
22. MAYT [JN595887]
23. Row_[KP780977]
24. PtEb_VIII_[DQ885584]
25. WL4 [AY237212]
26. BEB6_[EU153584]
27. BEB3_[AY331007]
28. ) [AF135837]
29.1_[AF135836]
30. Peru16_[EF014427]
31. Pyram_b_[E134]
32. Pyram_p_[E133]
33. C_[AF101199]
34. B_[AF101198]
35. Peru6_[AY371281]
36. WL11_[AY237219]
37. K_[AF267141]
38. D_[AF101200]
39. Peru10_[AY371285]
40. E_[AF135832]
41. WL15_[AY237223]
42. WL14_[AY237222]
43, fox_[B1106]
44, m.oomm [B1329]

ittiwake_[B1328]

46. kittiwake_[B1326]
47. little_auk_[B1346]
48. reindeer_[B1327]
49, kittiwake_[B1325]
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. Nucleospora_salmonis_[AF186015]

. Nucleospora_salmonis_[HQ418210]
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