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Abstrakt

Leucocytozoon predstavuje nejméné probadany rod krevnich parazitii z fadu
haemosporidii po rodu Plasmodium a Haemoproteus. Jeho ptenos je vazan na vektory — témet
vyhradné muchnicky (Simulium), kteii zajist'uji cirkulaci parazita v populacich volné zijicich i
domestikovanych ptakt. Klasickou taxonomii je popsana fada druht, ale panuje piredpoklad,
ze tento rod skryva tadu kryptickych druhii a jeho diverzita je mnohem vyssi. Metody
detekce, zahrnuji mikroskopii, tradi¢ni metodu pouzivanou jiz fadu desetileti, a metody
molekularni biologie zavedené na prelomu tisicileti, které pomahaji rozkryvat diive

podceniovanou diverzitu.

Kli¢ova slova: Leucocytozoon, pévci, prevalence, druh, dynamika infekce, detekce

Abstract

Leucocytozoon is the least studied genus of blood parasites of the order Haemosporida
comparison with the genera Plasmodium and Haemoproteus. Its transmission is almost
exclusively linked with a vector of the genus Simul/ium, which ensures the circulation of
parasites in populations of wild and domestic birds. Numerous species have been are
described by classical taxonomy, but it is assumed that this genus hides a number of cryptic
species, its diversity being much higer. Methods of detection include microscopy, a classical
method used for many decades, and molecular biology methods introducted at the turn of the

millenium.
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1 Uvod

Rod Leucocytozoon (Apikomplexa, Leucocytozoidae) ndlezi do medicinsky 1
veterinarné€ vyznamné skupiny parazitl. Parazituje vyhradné u ptakt (Aves). Patii do
pribuzenstva velmi zavazného patogenu Plasmodium zptisobujiciho onemocnéni zvifat i
¢loveka — malarie. Oproti plivodciim ptaci maldarie je Leucocytozoon méné studovan, i kdyz

kromé bezptiznakovych latentnich infekci miize zptsobit epizoocie s fatalnim dopadem.

Leucocytozoon je dixenni krevni parazit, jehoz ptenase¢ nalezi do fadu dvoukiidlych
(Diptera). Téméf vylucné se jedné o zastupce muchnicek (Simulium, ¢eled’ Simuliidae), ale i

zastupce tiplika (Culicoides, ¢eled’ Ceratopogonidae).

Ve své praci se zaméeiim na pévee (Passeriformes). Pévci jsou velmi diverzifikovana a
Siroce roz$ifena skupina ptakil, coz napomohlo k adaptaci fady paraziti. Zde se budu zabyvat
charakteristikou znamych druhi a linii postihujici tento fad ptakl. Vyskytem smiSenych
infekci a také zhodnocenim miry jejich patogenity ¢i dopadem na piezivani souvisejici

s reprodukénim uspéchem.

Dynamika vyskytu vicehostitelského patogena v populaci hostitele velmi tizce souvisi
s vyskytem pfenaSeCe béhem roku. Pokusim se shrnout, jak je tim ovlivnén vyskyt tohoto

rodu a jaké dalsi faktory ji mohu ovliviiovat.

V posledni ¢asti se zamé&fim na metody detekce rodu Leucocytozoon. Mikroskopie je
dlouhodobé¢ nejpouzivanéjsi metoda, ale v posledni dob¢ je pro nizkou citlivost méné
vyuzivana. Do poptedi se dostavaji metody molekularni zalozené na PCR, které jsou nyni

Siroce pouZivané.



2  Leucocytozoon

2.1 Obecna charakteristika

Leucocytozoon je celosvétove rozsiteny rod protozoalnich krevnich parazith ptakt nalezici
do celedi Leucocytozoidae, fadu Haemosporida a kmene Apicomplexa, s podoporou bazalni
pozice v ramci fadu (Valkiunas, 2005; Borner ef al., 2016). Postihuje doméci i volné Zijici
ptaky. Byl detekovan v 22 z 28 tadt a ve 113 z 204 celedi. Dle monografie z roku 2005 hosti
nejvetsi mnozstvi druhti péveti (8), tésné za nimi jsou hrabavi (7) a 4 druhy hosti srostloprsti
(Valkiunas, 2005). Konkrétn¢€ u pévcu bylo za nasledujici roky popsany 4 dalsi druhy (Peirce
et al., 2005; Lotta et al., 2015; Lotta et al., 2019).

Ptenos z obratlovciho hostitele zajist'uji zastupci fadu dvoukiidli (Diptera) konkrétné
muchnicky (Simulium, Simuliidae), s vyjimkou druhu L. caulleryi je ptenasecem tiplik
(Culicoides arakawae)(Valkiunas, 2005, Atkinson et al., 2008). Dale stru¢né popisu zivotni

cyklus na jednom z nejlépe prozkoumaném druhu, kterym je L. simondi.

2.2 Zivotni cyklus

V zivotnim cyklu se stiida bezobratly vektor s obratlovéim hostitelem (ptaci). Vektor zde
figuruje jako definitivni hostitel, kde dochazi k pohlavnimu rozmnoZovani parazita, v ptacich
tedy dochazi k nepohlavnimu mnoZeni. Déle budu pfevazné popisovat Zivotni cyklus
nepévciho druhu L. simondi (obrazek 1.), ale v nékterych tsecich se zamétim na specifika

druhti parazitujicich u pévct.

Zivotni cyklus byl detailné zkouman u druhu L. simondi postihujicim vrubozobé
(Anseriformes). Cyklus za¢ina injekci sporozoiti z bodavé saciho ustniho ustroji muchnicky
do ptaciho hostitele béhem sani krve. Krevnim obéhem se sporozoti dostavaji do jaternich
bunek (hepatocytll). Zde se sporozoiti meéni v meronty (schizonty) prvni generace. Dochézi
k opakovanému nepohlavnimu mnoZeni (merogonii neboli schizogonii) Zrali meronti mohou
doséhnout velikosti az 45 mikrometrd, ale vétSinou dosahuji menSich velikosti. Ty si dale
invaginaci rozd€li cytoplazmu a jadro do malych ¢asti, které se nazyvaji cytomery a z nich
vznika velké mnozstvi merozoitli. Jejich velikost se pohybuje od 1 do 2 mikrometra. Ty
opoustéji jaterni buiiky a maji nékolik moznosti:(1) napadnout dalsi zdravé jaterni buiiky za
vzniku dal$i generace merozoitd, (2) napadnout erytrocyty a vyvinout se v gametocyty anebo
(3) vniknout do leukocytti za vzniku velkych meronti (megalomeront) a do 5 dnti uvolnit
dalsi generaci merozoiti, které se po proniknuti do dal$iho leukocytu stanou gametocyty.

Velikostné€ jsou megalomeronti vétsi, jejich pramér dosahuje 50-400 mikrometrti. U druht
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napadajicich pévce neni vyskyt megalomerontti pravidlem. Nékolik megalomerontl vSak
neda vznik gametocytiim, jsou pohlceni butkami retikuloendotelidlniho systému, dal se
nevyviji a s ¢asovou prodlevou se aktivuji, vznikaji megalomeronti, z kterych nésledné
vznikaji gametocyty. Tento stav se nazyva relaps (Chernin, 1952). Nékteré druhy u pévct
megalomeronty netvoii, napi. L. dubreuli, L. fringillinarum a L. beresneffi (Khan et al., 1970;
Clark, 1965) A nékteré ano, ku prikladu L. sakharoffi a L. artamidis (Wingstrand, 1948;
Peirce et al., 2005)

Vznikem gametocytl za¢ind pohlavni rozmnozovani (gamogonie). Jsou 2 typy bun¢k,
v kterych se vyvijeji gametocyty a je to velmi dilezity znak k identifikaci druhu (Obrazek 2).
Prvnim jsou gametocyty vzniklé v kulatych (roundish) hostitelskych buiikéch. Z druht
postihujici pévce vytvaii tento typ gametocyt napt. L. dubreuili, L. fringillinarum, L. majoris
(Khan et al., 1970). Druhym typem jsou gametocyty vzniklé ve fusiformnich bunkdach, které
jsou vyvojem gametocytu vietenovité protahlé. Tento typ je u péveli méné zastoupeny, ale
v poslednich letech se popisuji druhy s timto typem hostitelskych bun¢k (Lotta et al., 2015;
Lotta et al., 2019). Jsou to naptiklad druhy L. maccluri, L. hamiltoni, L. neotropicallis a L.
grallariae (Greiner, 1976, Valkitnas ef al., 2002, Lotta et al., 2019). N¢které druhy
postihujici pévee (L. balmorali, L. pterotenuis) jsou schopni se vyvijet v obou typech bun€k
(Peirce, 1984; Lotta et al., 2015), stejné€ jako L. simondi. Typické pro hostitelské buiiky
vznikajicich gametocytil je enormni deformace a zbytnéni (hypertrofie) jadra. Nezralé samci
gametocyty se nazyvaji mikrogametocyty a samic¢i makrogametocyty. Infikované bunky se
zralymi gametocyty jsou nasaty prenasecem s periferni krvi. Vzhledem k denni aktivité
vektord Simulium, tak maji ptaci hostitelé nevyssi gametocytémii ptes den. Po nasati
vektorem dochdzi u mikrogamety k exflagelaci. Proces exflagelace je indukovan expozici
kyslikem Splynutim mikrogamety a makrogamety v travicim traktu vektora se formuje
zygota. Po nékolika hodinach se méni na 30 mikrometri dlouhou a 4 mikrometry Sirokou
pohyblivou ookinet. Ookinet putuje pfes epitel mesenteronu az k bazalni laminé, kde se dale
vyviji a stdva se z ni oocysta. Nékdy muze byt jejich poloha mirn€ odliSné napf. pouze mezi
membranami epitelii. Béhem né¢kolika dnii se zformuji sporozoity procesem sporogonie.
Uvolnuji se do haemocoelu az doputuji k slinnym zlazam, které penetruji. Jedna se o

podlouhlé bunky o délce 8 mikrometrt a §ifce asi 1 mikrometru (Valkiunas, 2005).



Obrazek 1. Zivotni cyklus L. simondi (pfevzato Mehlhorn, 2008) 1-5 inokulace
sporozoitl z vektora do obratlov¢iho hostitele do krevniho obéhu, nasledné jsou zaneseni do jater (2),
kde invaduji Kupfferovy buiiky a nésledna tvorba schizontii prvni generace. Z nich vznikaji mali
merozoiti (5), ktefi dale infikuji bud’ jareni buiiky (2), lymfoidni bunky (6-8) nebo erytrocyty (9.1). 6-
8 Po vniknuti do bunék leucocytli nebo makrofagii se vznikaji megaloschizonti, které ptes cytomery
(7) produkuji merozoity (8). 9-12 VétSina merozoiti se v lymfoidnich bunikdch méni na gamonty (9.2)
a pii finalni formaci se deformuji vietenovité (10.2). Nékdy se objevi i gamonti sférického tvaru
(10.1), pravdépodobné funkcné identické jako vietenovité formy, které se vyvijeji v erytrocytech. Poté
vektor nasaje krev a po€ina tvorba gamet (11,12), oplodnéni a vzniké zygota (13). 13-17 Ta se formuje
v ookinet, ktery vstupuje do stfevni stény (15).18-20 Béhem nékolika dni vznikd mnoho spororozoiti
(19, SP). Po uvolnéni putuji do slinnych zlaz (20). CY — cytomery; DG — vyvijejici se mikrogameta; E
— erytrocyt; HC — hostitelska bunka; IE — stfevni epitel; L — makrofag nebo lymfoidni bunka; N —
jadro, NH — jadro hostitelské bunky; PV — parazitoforni vakuola; SG — slinné zlazy; SP — sporozoit.



Obrazek 2. Gametocyty L. pterotenuis (prevzato a upraveno z Lotta et al. (2015)) d, e —
gametocyty v kulaté hostitelské burnice (HC); f — gametocyt ve fusiformni HC. Hvézdicka — cytoplazma
HC; cerna Sipka na obr. d — vakuoly; bild Sipka na obr. f— granule volutinu; cerny trojuhelnik na obr.

e — jadro parazita; bily trojuhelnik na obr. f— jadérko parazita.

2.3  Prenasedi
Hlavni ptenaseci rodu Leucocytozoon jsou muchnicky (Simulium) z celedi Simuliidae.

Ptenase¢ druhu L. caulleryi je tiplik Culicoides arakawae (Akiba, 1960).

Zivotniho cyklu se u¢astni samice muchni¢ky, ktera jako thelmofagni ektoparazit saje
krev na obratlov¢ich hostitelich. Zde se z nasaté infikované krve nakazi a pozd¢ji je schopna

pfi dalSim sani infikovat dalsi hostitele parazity ze svych slinnych Z14z.

Zkoumani interakci hostitel-vektor ve spojeni s pfenosem patogent, je stale aktudlni
napfi¢ riznymi geografickymi regiony. U rodu Leucocytozoon nepochybné, nebot’ ,je ze 3
haemosporidnich rodt, kde nalezi také rod Plasmodium a Haemoproteus, nejméné
prostudovan (Freund ef al., 2016). Jako potencialni vektoti tohoto rodu mize figurovat vice

nez 1 800 znamych druht rodu Simulium (Hellgren et al., 2008).

3 Pévci jako hostitelé rodu Leucocytozoon

Jak jiz bylo feceno, pévci diky své kosmopolitni distribuci jsou castymi hostiteli
haemosporidnich paraziti. Od poc¢atku 20. stoleti byla fada druht popséana morfologicky
pomoci krevnich roztérli a rozvojem molekularnich metod pocatkem 21. stoleti se ptidaly i
informace o DNA a jednotlivych genech, vhodné pro fylogenetické analyzy, identifikaci

novych druhti a linii a celou fadu dalSich zhodnoceni.

3.1 Biodiverzita druhu parazitujicich u pévci
Zde jsem strucné definovala druhy rodu Leucocytozoon, které byly identifikovany u

pevcet, kde a v jakych hostitelich byli objeveni plus néktera morfologicka specifika.
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Jednotlivé druhy jsou fazeny primarné abecedné, ale n¢které druhy jsou zafazeny spole¢né do
podkapitol dle raznych kritérii. L. dubreuili, L. fringillinarum a L. majoris dle spolecného
Sirokého rozsiteni napti¢ druhy pévcil po celém svéte, L. grallariae a L. neotropicalis byly
spolecné popsani a n¢které morfologické vlastnosti maji spole¢né a L. sakharoffi a L.

berestneffi z divodu nejasnosti, zda se jedna o dva samostatné druhy (Freund et al., 2016).

3.1.1 L. artamidis
Druh byl popsan u australského pévce Craticus nigrogularis z Celed¢ Artamidae, kdy
v krevnim roztéru obarveném Giemsou byly nalezeny gametocyty v kulatych hostitelskych

buiikach (Peirce ef al., 2005). Megalomeronti byli pozorovani ledvin, sleziny a plic.

3.1.2 L. balmorali

Tento druh byl poprvé identifikovan u 11 jedinct pévct n€kolika druhi (Dryoscopus
cubla, Tchagra australis, Tchagra senegala a Malaconotus blanchoti) v Zambii, konkrétné
v lokalité¢ Balmoral (Peirce, 1984); udajné byl zjistén i v Keni u druhu Nilaus afer.
Gametocyty byly nalezeny jak v podlouhlych, tak v kulatych hostitelskych bunkach.
Makrogametocyty byly v obou typech hostitelskych buné¢k, ale mikrogametocyty pouze
v podlouhlych buiikach. Autor dany druh odlisil od L. fringillinarum a L. majoris, jez se
vyvijeji pouze v kulatych hostitelskych buikéach.

3.1.3 L. dubreuili, L. fringillinarum a L. majoris

Jedna se o jedny z nejrozsitenéjSich druhti napadajicich pévce a byly zaznamenani ve
vSech geografickych zonach. Jejich vyvoj je vazan na kulaté hostitelské buiiky a L. dubreuili a
L. fringillinarum netvoifi megalomeronty (Khan et al., 1970). Byly popsany pted vice nez 100
lety (L. dubreuili Mathis at Léger 1911, L. fringillinarum Woodcock 1910 a L. majoris
Laveran 1902), ale je potteba je dale zkoumat 1 molekularné, protoZe se zda, Ze za t€émito

morfotypy jsou schovany kryptické druhy (Lotta et al., 2016).

3.1.4 L. grallariae a L. neotropicalis

Oproti jiz vySe zminénym druhiim byly L. grallariae a L. neotropicalis popsany relativné
neddvno v neotropické zoogeografické oblasti, konkrétné stiedni a vychodni ¢asti And v
Kolumbii (Lotta et al., 2019). Oba tyto druhy maji vyvin v podlouhlych hostitelskych
buiikach. Prvni zminovany druh byl poprvé identifikovan u nemigrujiciho pévce Grallaria
squamigera, druhy byl nalezen v jednom jedinci Pipreola riefferii. L. grallariae je
mikroskopicky rozpoznatelny od ostatnich druhil vyvijejicich se ve fusiformnich bunkéch.

Cytoplasmatické vybeézky hostitelskych bun¢k méli délku velmi podobnou jejich maximalni



Sitce (Obrazek 3. E). L. neotropicalis 1ze od L. grallariae délkou vybézkii hostitelské bunky,
jelikoz délka je jednoznacné vétsi nez jejich nejvetsi Sitka (Obrazek 3. B). U obou druhil
nezasahuje jadro hostitelské buiiky az do cytoplasmatickych vybézka. Druhy byly

charakterizovany morfologicky 1 molekularné.

Obrazek 3. Makrogametocyty L. grallariae (E) a L.neotropicalis (B)(ptfevzato upraveno z
Lotta et al., 2019)) Hvezdicka — cytoplasmatické vybézky; bilé trojuhelniky na obr. E— vakuoly;

Cerna Sipka na obr. E— jadro HC; dvojity ceny trojuhelnik na obr. B — granule volutinu.

3.1.5 L. hamiltoni

Byl nalezen u sykory Parus bokharensis v zapadnim Turkmenistanu (Valkiiinas ef al.,
2002). Byly pozorovany pouze podlouhlé hostitelské bunky s gametocyty. Od jinych druhii
s podlouhlymi bunikami (L. balmorali a L. maccluri) se 1i8i tim, Ze jadro hostitelské buiiky je
rozdéleno na dvé nestejnocené €asti, kdy kazda z nich je umisténa v cytoplasmatickych
vybéZcich.
3.1.6 L. maccluri

Jak jiz bylo poukazéano, L. maccluri vyviji gametocyty v podlouhlych hostitelskych
bunkach. Zarovei to byl prvni druh rodu Leucocytozoon, ktery tvoii gametocyty
v podlouhlych hostitelskych bunikach. Byl popsan ze 2 jedinct Zoothera marginata pti
zkoumani 885 ptakl Celedi Turdidae v oblasti jihovychodni Asie, konkrétné tento druh

z Thajska. Ve vzorcich byly nalezeny i kulaté hostitelské buiiky, ale nebylo jisté, Ze nalezi

druhu L. maccluri (Greiner, 1976).

3.1.7 L. pterotenuis

Dal$im druhem nalezenym u neotropickych pévct byl L. pterotenuis, jez vytvari
gametocyty v podlouhlych i kulatych hostitelskych buiikdch. Konkrétné byl popsan u jednoho
jedince G. ruficapilla. Typickym znakem je tvar a délka jadra podlouhlé hostitelské buiiky,



jez je tenké, vyrazné dlouhé a zasahuje az do cytoplasmatickych vybézka (neni patrno u L.
grallarinae a L. neotropicalis)(Lotta et al., 2019). Stejné€ jako u L. grallariae a L. netropicalis

propojili popis druhu s molekularnimi daty (Lotta et al., 2015).

3.1.8 L. sakharoffi a L. berestneffi

Oba druhy byly popséany na zacatku 20. stoleti (Sambon, 1908 v Freund et al., 2016). Dle
prace Clarka (1965) nebyly pii popisu vyvoje L. berestneffi pozorovany podlouhlé hostitelské
bunky, pouze kulaté. Nebyly téZ pozorovany megalomeronty. Z hlediska tvaru hostitelskych
bunék je na tom L. sakharofii stejn€, vyviji se pouze v kulatych buiikach, ale v ramci
merogonie tvoiri megalomeronty (Wingstrand, 1948). Soucasna taxonomie je povazuje za
parazity specifické pro krkavcovité, kdy L. sakharoffi infikuje rod Corvus, L. berestneffi
napada rod Pica a Cyanocitta (Valkiunas, 2005). Tyto dva druhy jsou vSak zpochybnény a je
mozné, ze spadaji do jednoho komplexu morfologicky ani molekularné€ nerozeznatelnych

druhti parazitujicich u krkavcovitych (Freund et al., 2016).

3.1.9 Hostitelska specifita

Hostitelska specifita je u rodu Leucocytozoon velmi malo prozkoumané téma. Odhad je
takovy, ze vétSina druhti je specifickych v ramci ptacich ¢eledi nebo fadi (Valkiunas, 2005).
Toto tvrzeni podporuje Hellgren (2005); nalezené linie parazitii se vyskytovaly u vice nez 1
druhu hostitele. Pfi komparativni studii z dat ziskanych po celém svété a uloZzenych v MalAvi
databazi a GenBank pro ¢eled’ drozdovitych (Turdidae) (Harl ez al., 2020) se zjistilo, Ze
analyzovan¢ linie rodu Leucocytozoon jsou v ramci této Celedi specifické. Se zamérenim na
rod Turdus a Catharus se zda, ze linie jsou omezeny na druhy téchto rodd, ale vétSinou nejsou

sdileny navzajem.

Jak jiz bylo feceno, hostitelské specifita u tohoto rodu je velmi mélo prozkoumana a je
potieba v této oblasti provést dalsi prace s vétSim vzorkem ptaki a rliznych fadi k jejimu

zhodnoceni (Schumm et al., 2019).

3.2  Linie a kryptické druhy rodu Leucocytozoon

Nov¢ linie jsou identifikovany nejcastéji na zakladé molekularnich metod zaloZenych na
PCR a s jejich rozvojem jich stale pfibyva. Jsou definovany na zékladé sekvence fragmentu
cytochromu b. Rada autorti (Hellgren ef al., 2013; Neto et al., 2020) rozlisuje novou linii
haemosporidnich parazitl na zaklad€ odliSnosti v jednom péru bazi (0,2 %), takova odliSnost
muze poukazovat na izolovanou linii. Tato metoda mé oponenty (Galen et al., 2018); zde

tvrdi, ze zavedenim tohoto postupu se nadhodnocuje skutecny pocet druhli. Z posuzovanych



28 haplotypovych linii cytochromu b vyslo 21 prikaznych, ale jen nékter¢ se lisili o jeden par
bazi. Bensch et al. (2004) se zam¢fil na vztah jaderného lokusu DHFR-TS a
mitochondridlniho fragmentu cytochromu b a ptfedpoklada, ze jednotlivé haplotypové linie
cytochromu b se silnou asociaci mezi témito lokusy by mohly predstavovat nezavislé evolucni
entity. S vyuzitim vice geni souhlasi 1 Martinsen ef al. (2006). Pti posouzeni linii nebo
dokonce druhil na zdklad€ odliSnosti v jednom genu se Spatné definuji hranice pro jejich
vymezeni. V Hellgren (2005) izoloval dvé cytochrom b linie rodu Leucocytozoon s divergenci
8,8 %, coz je 42 part bazi. Jina studie zjistila u dvou druh@ zpisobujicich maldrii u primati
niz8i divergenci v sekvenci cytochromu b (Escalante ef al., 1998). Tyto ptibuzné druhy, P.
falciparum a P. reichenowi, se lisily v sekvenci cytochromu b o 3,3 %. Nabizi se otdzka, jestli
cytochrom b linie rodu Leucocytozoon s témér tiikrat vétsi odliSnosti nez zminéné druhy rodu

Plasmodium, l1ze také oznacit jako druhy.

Rada popsanych kryptickych druhtt maze byt molekularné rozlisena (jsou si geneticky
znaén€ vzdaleny), ale n€které morfologické vlastnosti mohou sdilet (Harl ef al., 2020, Galen
et al., 2018). Harl et al. (2020) identifikovali 94 specifickych linii, avSak jen n¢které byly
ptifazeny k morfologicky popsanym druhiim. Autofi v této praci se dale domnivaji, Ze
k dal§imu popisu druhti bude potieba identifikovat druh vektora, prozkoumat jeho sporogonii

a popsat tkanoveé formy v obratlov¢éim hostiteli.

V praci Lotta ef al. (2016) izolovali z krevnich vzorkd, jez byly mikroskopicky pozitivni,
fragment cytochromu b pro rtizné druhy krevnich parazitii z rodu Leucocytozoon.
Identifikované druhy a linie byly nasledné podrobeny fylogenetické analyze a ukazalo se, ze
L. fringilllinarum a L. majoris maji velkou genetickou divergenci a skryvaji komplexy
kryptickych druht. Fylogenetické analyzy provedené v této praci a i v jiné, o rok diive
publikované (Lotta et al., 2015), poukazaly na to, Zze oba druhy pravdépodobné nebudou
monofyletické. To znamena, ze ptivodni domnénka, ze se jedna o dobré druhy, by byla mylna,
a je otazkou, kolik moznych kryptickych druhtt mohou ukryvat. Tim se zabyval dalsi prizkum
provedeny na ptacich na Aljasce, kde analyzovali ve vzorcich mikroskopicky i molekuldrné -
3 nejbeéznéjsich druhy, L. dubreuili, L. fringillinarum a L. majoris. Na zaklad¢ analyz
cytochomu b a 7 jadernych lokust plus mikroskopickou determinaci zjis§tovali specifitu
zaznamenanych linii a na zaklad¢ vysledkt se autofi naklonili k zavéru, Ze L. fringillinarum a

L. majoris nejsou platné druhy a pravdépodobné se skladaji z nejméné 21 samostatné se

reprodukujicich linii (Galen et al., 2018). Autofi prace také uznavaji, ze dané linie jsou pouze



domn¢lé druhy. V této oblasti jsou ocekavany dalsi prace a je predpokladana podpora

hypotézy celosvétového podcenovani diverzity rodu Leucocytozoon (Lotta et al., 2013).

3.3 Prevalence

Hodnoty prevalence se odviji od fady faktorti po¢inajicich vybérem lokality, zptisobem
kolekce dat, mnozstvim vzorkl a jejich vyhodnocovanim az po vyskyt vhodnych vektort,
hustotu a strukturu ptaci populace. V praci Harl et al., (2020) zkoumali v Evropé zastupce
celedi drozdovitych (Turdidae), kdy vysetiovali molekularnimi metodami 348 jedinciia 218
(63 %) bylo pozitivnich na haemosporidie, ale jen 6 % ze zminéného mnozstvi bylo
pozitivnich na Leucocytozoon. Také v Himmel et al. (2020) se zaméfili na drozdovité a
z vzorku 306 jedinct kost ¢ernych (Turdus merula) a drozdl zpévnych (7. philomelos) bylo
17 infikovanych, coz je 5,5 %. Pfi zkoumani vyskytu krevnich paraziti populaci sykor
modrtinek (Parus caeruleus) a sykor konader (P. major) byla primérna prevalence napfic
lokalitami 24 % (46 pozitivnich z 191) a to v rozmezi od 7 % do 50 % (Jenkins et al., 2011).
Tyto informace poukazuji na to, Ze se jednotlivé prevalence mohou lisit geograficky. Jsou
vSak i préace, kde dosahoval Leucocytozoon vyssich prevalenci. Prevalence u krkavcovitych
(Corvidae) zjisténa dle molekularnich technik rozborem krve (Freund et al., 2016) i extrakei
DNA materialu parazitl z tkani mrtvych ptaka (Schmid ez al., 2017) byla znacné vysoka.
Freund et al., (2016) zjistil za 3 roky prevalenci u vran americkych (Corvus brachyrhynchos)
57,4 %, u strak (Pica nuttalli) 54,5 % a u sojek (Cyanocitta stelleri) 100 %.V Schmid et al.
(2017) byly testovany vrany (Corvus corone) a bylo pozitivnich 85,3 % vzorkii. Autoii se
domnivaji, Ze vysoka prevalence rodu Leucocytozoon u zkoumanych druhti krkavcovitych
poukazuje na Gispésné sani ornitofilnich vektorii na hostitelich a také na nachylnost ptaki
z této Celedi k infekci. Jind prace provedend v Bulharsku na krkavcich velkych (Corvus corax)
méla stfidméj$i nazory na prevalenci. Dle molekularnich metod stanovili prevalenci 31,4 %
je schopna potlacit pfipadnou infekci parazitem a to diky mrchozravému zptsobu Zivota

krkavet (Shurulinkov ef al., 2018).

Pti studiu nékolika druhii pévcl v okoli mésta Fairbank na Aljasce byla prevalence velmi
riznoroda. Naptiklad druh L. fringillinarum nebyl detekovan u tyranovce olSového
(Empidonax alnorum) a biehule ti¢ni (Riparia riparia), ale u strnadce zimniho (Junco
hyemalis) se vyskytoval v 59 % vzorki (Deviche et al., 2001). AvSak u pévcii v borealnich
lesich tento rod jednoznaéné dominoval s prevalenci 85,5 % napfic¢ vSemi druhy a

reprezentujici 71 haplotypovych linii (Galen et al., 2019). Také u vlhovce severniho
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(Euphagus carolinus) byl na né¢kolika odbérovych mistech v Severni Americe shledan rod
Leucocytozoon jako nejhojnéji se vyskytujici rod a to v letnim obdobi (41 %) 1 v zimnim
obdobi (42 %)(Barnard, ef al. 2010) V Jizni Americe je izolovan hlavné z ptakt horskych
oblasti. Pfi vyzkumu vyssich poloh Kolumbie byla celkova prevalence ze 13 lokalit 4,6 %, ale
po zahrnuti pouze lokalit z vySe poloZenych poloh byla 6,4 % (Lotta et al., 2016). Nizkou
prevalenci zachytili i v Lotta et al. (2019), kdy byla pouze 1,2 %, ale s tim, Ze nebyly
identifikovany vSechny vzorky molekularnimi metodami, pouze ty, které byly oznaceny jako
pozitivni dle mikroskopického vysetteni. I v Lotta et al. (2015) byla prevalence nizka. Z 774
ptaki bylo 36 (5 %) pozitivnich. Data poukazuji, Ze prevalence v Severni Americe je vyssi
nez v Jizni Americe, jak ve vyse polozenych oblastech, tak v nizinach. Pfi celkovém shrnuti
prevalence parazitii u pévct se da s jistotou fict, ze je velmi proménliva mezi populacemi
jednoho druhu (Jenkins et al., 2011) i mezi druhy jedné ¢eledé (Freund et al., 2016).
Dilezitou roli hraje také nadmotska vyska, ptiSemz v horéach je prevalence vyssi nez

v nizinach. A jisté vyskyt vhodnych vektorti a pro n¢ vhodnych biotopt (rychle tekouci vodni

toky) umozinuje naslednou infekci hostitele.

3.3.1 Rozdil v prevalenci rodu Leucocytozoon mezi pohlavimi

Vzhledem k rtiznym rolim obou pohlavi v obdobi rozmnozovani se nabizi otdzka, jestli se
li$i prevalence parazitli napti¢ pohlavimi. V jedné z teorii je predpoklad, Ze samice mohou byt
vice nachylné k infekci z ditvodu snizené mobility souvisejici se sezenim na vejcich (u druht,
kde inkubuje pfevazné samice)(Valkiunas, 2005). Nékteré prace nenasly signifikantni rozdil
v prevalenci mezi pohlavimi: Rintaméki et al. (1999) hodnotili vyskyt parazitd u rehkt
zahradnich (Phoenicurus phoenicurus) a prevalence se mezi pohlavimi nelisila v hnizdici ani
v migrujici populaci. V Hatchwell ef al. (2000) odebrali vzorky ve stejném poméru u obou
pohlavi (49 samcii a 33 samic) v obdobi od ledna do ¢ervence a prevalence byla podobna
(samci 84 % a samice 82 %). U strnadct zimnich (Junco hyemalis) nezjistili Zadny vyznamny
rozdil v prevalenci, pouze v zati mély samice vys$i intenzitu infekce (Deviche ef al., 2001).
Zadny G&inek pohlavi na prevalenci nebyl pozorovan ani v Portugalsku u sykor koniader
(Norte et al., 2009). Jedina prace, ktera se ptiklonila k vyssi prevalenci u samic byla Schmid
et al. (2017), kde byly samice pozitivni na Leucocytozoon v 89,8 % (44 z 49 jedincli) a vzorky
ze samct byly pozitivni v 78,6 % (33 z 42 jedinct). Pro piesnéjsi vysledky je potieba proveést
dalsi studie na vétSim vzorku ptaki, ale z vysledka zde uvedenych usuzuji, Ze prevalence

muze u samcl a samic mirn¢ fluktuovat, ale vyrazné rozdily nejsou patrny.
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3.4 Koinfekce

Koinfekce krevnich parazitl je ¢asty fenomén. Nejcastéji jsou identifikovany dvojité
infekce, ale ani trojité nejsou vyjimkou (Lotta ef al., 2016; Schmid et al., 2017; Galen et al.,
2019; Himmel et al., 2020). I smiSenou infekci se 4 haemosporidnimi parazity identifikovali u
7 hostitelli borealnich lesti Aljasky (Galen et al., 2019) Mira smiSenych infekei se lisi dle
prace a zda se, Ze je znacné variabilni. U vran identifikovali 65,3 % smiSenych vzorki, kdy
byl rod Leucocytozoon zastoupen ve vsech smiSenych vzorcich a nejhojnéjsi byla dvojice
Leucocytozoon a Plasmodium v 25 ptipadech a rtizné 2 linie Leucocytozoon byly
identifikovany v 18 vzorcich (Schmid et al., 2017). Z celkového vzorku 1077 sykor (Parus
major) odchycenych ve Svycarsku, mélo 714 jedinct smi$enou infekci a 657 hostilo rod
Leucocytozoon a Plasmodium (96 %)(Pigeault et al., 2018). Na vétsim vzorku celkem 381
ptaki v 6 lokalitach na Aljasce zaznamenali odliSnou miru smiSenych infekci naptic
lokalitami, kdy se jejich podil pohyboval od 42 % do 71 % (Galen et al., 2019). A rozdil byl
patrny i v distribuce napfi¢ pta¢imi rodinami (35 % az 75 %). Také v jiné praci byl
Leucocytozoon ve smiSenych vzorcich hojné zastoupen (Himmel et al., 2020), ale prevalence

byla nizsi.

Trojité smiSené infekce byly pozorovany i takové, kdy se vyskytovaly 2 nebo 3 morfotypy
rodu Leucocytozoon v jednom vzorku, a tento stav vykazovalo 20 z celkovych 110 vzorki
(18,2 %). Koinfekce rodu Leucocytozoon s ostatnimi krevnimi parazity identifikovali u 28
vzorkil (25,4 %) a nejbéznéjsi byla koinfekce s rodem Haemoproteus (10 %)(Lotta et al.,
2016). U krkavcovitych identifikoval Schmid ef al. (2017) tento stav v 8 % ze vSech infeket,
coz odpovida 7 ptipadim. V Himmel et al. (2020) zachytili trojitou infekci pouze v 5
ptipadech (2,6 %). Data ukazuji, Ze rod Leucocytozoon je ve smiSenych infekcich nejen hojny,

ale ¢asto 1 dominantni.

3.5 Patogenita a ovlivnéni fitness

Krevni parazité obecné pfi svém vyvoji mohou zpusobit fadu histopatologickych
piiznakti. Rod Leucocytozoon netvoti specifické meronty, jako rody Haemoproteus a
Plasmodium (Valkiunas, 2005), a mira parazitémie je obecné u tohoto rodu nizka ve vsech
geografickych zonach (Valkiunas ef al., 2008; Lotta et al., 2013; Shurulinkov et al., 2018),
takze je otazka do jaké Site je schopen poskodit svého hostitele a tedy kdy 1ze mluvit o
patogenité, a nebo negativnim ovlivnénim fitness. Patogenitu je ¢asto velmi komplikované
hodnotit, v Himmel et al. (2020) chtéli posoudit zdravotni dopad infekce haematozoei u

pfirozen¢ infikovanych ptaki, a u rodu Leucocytozoon autofi nedosli k jednozna¢nému
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zaveéru. Posuzovani zanétlivych zmén na histologickych fezech je problematické a
jednoznacény zanét byl patrny pouze u 2 jedinci. A umrtnost téchto ptakd na
leukocytozoon6zu nebylo mozné s jistotou prokdzat, protoze nebylo mozné vyloucit dalsi
priciny (virus Usutu). Drozdi velci (7. fuscater), kteti byli pozitivni na L. fringillinarum a L.
dubreuli v Kolumbii, nevykazovali zddné zndmky onemocnéni, ale je mozné, Ze je to dano
absenci ruptury schizontu, a tudiz nebyla tolik stimulovdna imunita (Lotta et al., 2013).V
Hauptmanova et al. (2002) zaregistrovali jeden piipad, nemocné sykory konadry s infekci L.
dubreuili, ale bylo to pravdépodobné zplisobeno primarné urazem a infekce se pravdépodobné

reaktivovala, cozZ mohlo byt podpotfeno nizkymi teplotami, jelikoz byla odchycena v zim¢.

U hostiteltl, kteti sdili spolu s parazitem delsi koevoluc¢ni historii je potencionalné mozné
shrnout negativni dopad parazita na hostitele spiSe v sniZzené zdatnosti. Bylo potvrzeno, Ze
infekce negativné ovliviiuje rodi¢ovsky tspéch (Merino et al., 2000). Samice sykory
modfinky infikované rodem Haemoproteus a Leucocytozoon, byly rozdéleny na 2 skupiny,
kdy jedné aplikovali ve v€éku 3 dni mlad’at antimalarikum a druha slouzila jako kontrolni.
Krev na mikroskopické vySetfeni byly odebirana 3. a poté 13. den po vylihnuti mlad’at.
(2009) usuzuje o snizeni rodi¢ovského uspéchu konader. Samice, které kladly méné vajec
mély veétsi pravdépodobnost nakazeni rodem Leucocytozoon, ale pravdépodobné to byl
disledek — byly infikovany a poté kladly mensi sntiSky. Ale v 12leté studii na sykorach
konadrach nebyl pozorovan Zadny signifikantni vliv parazita na velikost sniiSky ani na pocet
pieziti neZ nakazeni jednou linii a zarovent méli nejvétsi reprodukeni uspéch. Prace naznacuji,
Ze patogenita u druhl postihujici pévce je mala, mén¢ je toho zndmo o moznych
histopatologickych zménéach. Do ur¢ité miry lze usuzovat, Ze negativné ovlivituje reprodukci

24

nutné provést dalsi studie.

4  Sezoénni dynamika infekce u pévcii

Zmeéna prevalence béhem roku je u onemocnéni, kterd jsou ptendSena vektory s danou
aktivitou béhem roku, ocekavana. S tim souvisi dalsi faktor, ktery prvné zminény nevylucuje,
7Ze ptaci jsou v obdobi rozmnoZovani stresovani a celkové oslabeni organismu mize zvysit
nachylnost jedinctl k infekci. To je reflektovano ve studii na strnadcich zimnich na Aljasce,

kdy se prevalence shodné¢ zvySovala s pocinajici aktivitou vektorii po ptiletu na hnizdisté
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(zacatek dubna az Cerven) a dale se béhem obdobi rozmnozovani zvysovala (Deviche et al.,
2001). Také infekce krkavcet velkych (C. corax) v Bulharsku vykazovala sezonni variabilitu.
Béhem léta (Cerven az zafi) byla prevalence dle mikroskopického vysetfeni stanovena na 44,9
%, ale v obdobi jara (bfezen az kvéten) byla pouze 18,5 % (Shurulinkov et al., 2018). U
malého subsaharského migranta pénice slavikové (Sylvia borin) se sice v celkové prevalenci
nenalezla Zadna vyznamna zmeéna, ale pfi peclivém prozkoumani nejbéznéjsich linii bylo
zjisténo, ze je zde patrna dynamika infekce. Linie BT2 m¢la dva vrcholy, prvni béhem pozdni

jarni migrace a druha béhem rané migrace na podzim (Hellgren et al., 2013).

Byl provedeny i prace s opaénym zavérem. U evropskych kost ¢ernych byly odebirany
krevni vzorky na mikroskopické vySetieni v obdobi od ledna do ¢ervence a u rodu
Leucocytozoon a Trypanosoma se prevalence neménila (Hatchwell ef al., 2000). Analyza
pravdépodobnosti infekce nejbéznéji izolované linie rodu Leucocytozoon ze
Spanélskych vrabeti domacich (Passer domesticus) nevykazovala zmény dynamiky v Case.
Podrobnéjsi analyzy nebylo mozné provést, protoze byl rod Leucocytozoon izolovan ve 2 ze 4

lokalit a pouze 20 vrabcii z celkem 773 jedinct (Neto et al., 2020).

Prace Haupmanové et al. (2002) se zminuje o odbéru vzork ze sykor konader v obdobi
zimy a prokazani prevalence rodu Leucocytozoon (3,9 %) v krvi asi z divodu sniZené aktivity
vektorl v tomto ro¢nim obdobi. Vyssi prevalenci ve srovnani s Hauptmanova, et al. (2002)
nalezli v Portugalsku v zimnim obdobi u koniader a to hned ve 3 sezénach (10; 19 a 10 %) na
zéklad¢ identifikace mikroskopii (Norte ef al., 2009). Znacné vysokou prevalenci nalezli u
zimujiciho vlhovce severniho (Euphagus carolinus) v Mississippi a Arkansasu (49 %). Je
pravdépodobné, Ze je to zpiisobeno relapsem spicich stadii nez disledkem pfenosu
infekce vektorem (Barnard et al., 2010). Caste&né plati, ze dynamika infekce rodu
Leucocytozoon u pévct souvisi s aktivitou vektort, ale neni to absolutni, nékteré infekce
zlustavaji na stejné trovni prevalence 1 s vyskytem vektora. V zimnim obdobi, kdy odpada

aktivita vektorti vSak hraji diileZitou roli relapsy permanentnich infekci.

5  Detekce u ptacich hostiteli

5.1 Mikroskopie

Mikroskopické vysSetfeni je nejstarsi a nejvice propracovand metoda detekce. Vyuzitim
krevnich roztéri, histologickych preparatd, barveni a svételného mikroskopu bylo mozné
morfologicky popsat nejen krevni stadia parazitl, ale i dalsi stadia zivotniho cyklu parazita. Je

povazovana za nenarocnou a na svou citlivost i levnou metodu, proto se i v dob¢ atraktivnich
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molekularnich metod Siroce pouziva (Valkiunas ef al., 2008) a je doporuc¢ena pro kontrolu

vysledku zjisténych na zakladé molekuldrnich metod (Hellgren et al., 2013).

Krevni roztéry se zhotovuji ihned po odebrani kapky periferni krve z odchyceného ptéka,
po zaschnuti se zafixuji alkoholem a nasledné se barvi Giemsou pro vizualizaci parazitd,
konkrétné gametocyti. Mezi jednotlivymi kroky je idedlni zkracovat ¢asové prodlevy na
minimum (fixované preparaty napi. postupem ¢asu v dasledku vzduchu a vlhkosti méni pH a
nasledné se Spatn¢ barvi Giemsou), ale vzhledem k ziskavani vzorka v terénu, je to
komplikované a je mozné nékteré kroky oddalit. Napi po fixaci vzorku a jeho ponechani
v normalnich podminkéch 1ze dosahnout uspokojivého obarveni jesté 1-2 mésice po fixaci,

v pripad¢ uschovani do chladnic¢ky i po roce (Valkiunas et al., 2008).

5.1.1 Nevyhody mikroskopie

Druhova mikroskopicka identifikace mtize byt problematicka, zvlasté u rodu
Leucocytozoon, ktery postrada nékterd jasné viditelna a detekovatelna specifika. U roda
Plasmodium a Haemoproteus je dilezitym morfologickym znakem tvorba granuli
obsahujicich pigment (hemozoin) v gametocytech, které rod Leucocytozoon postrada. Dale se
od rodu Plasmodium lisi absenci tvorby specifickych krevnich meronti v krvi.
Charakteristiky pro ur€eni druhu jsou tedy umisténi a tvar jadra infikované bunky plus jeji
celkova morfologie (kulata nebo podlouhla buiika)(Valkiunas, 2005; Atkinson, 2008).
Hlavni nedostatek mikroskopického vySetieni s pouzitim standardnich protokolt (vySetieni
10-15 minut pfi zvétSeni 400x a nejméné 100 poli na zvétSeni 1000x (Valkitinas ef al., 2001))
je slaba zachytnost z diivodu nizké parazitémie v periferni krvi v porovnani s velmi citlivymi
obéma metodami. Stankovi¢ ef al. (2019) porovnavali zjiSténou prevalenci krevnich parazit a
rozdily byly znaéné. Dle determinace na krevnich roztérech byla stanovena prevalence 21,6
%, ale molekularn¢ 41,8 %. Pokud se pouzije vysoké zvétSeni, miize doba prohlizeni celého
vzorku trvat az 10 hodin (Valkiunas et al., 2009). Proto je nezbytné pfi zachovani klasického
protokolu mnohem ditkladnéj$i vySetfeni a to alespoii 50 000 erytrocytl na vzorek (Valkiunas

et al.,2008).

Pochopitelné fada neptesnosti mize vychazet ze Spatné provedeného postupu pocinaje
odbérem vzorku, ptes fixaci, barveni az po identifikaci jednotlivych paraziti. Pokud se né&jaky
postup neprovede dostate¢né kvalitné, mohou zminénou metodu néktefi vyzkumnici

povazovat za mén¢ kvalitni (Valkiunas et al., 2008).
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5.2 Molekularni detekce

Ke klasické metod¢é morfologické determinace krevnich roztérl se postupem Casu ptidala
molekularni detekce. VéEtSina nyni hojné pouzivanych metod je zaloZzena na PCR (polymerase
chain reaction neboli polymerazova fetézova reakce), kdy se zmnozi gen specificky pro
daného parazita na zaklad¢ vysoce citlivého paru primert a nasledné se vizualizuje pomoci

elektroforézy.

Vétsina nyni nejb€znéji pouzivanych metod pro analyzu krevnich vzorkt je zalozena na
detekci genu pro mitochondrialni podjednotku cytochom c oxidazy (COXT1), cytochromu b
(Harl et al., 2020) ptipadné jinych gend, naptiklad z apikoplastu nebo jadra (Bensch ef al.,
2004). Také je mozné vyuziti chromogenni hybridizace in situ, kdy jsou vytvoteny
oligonukleotidové proby pro 18S rRNA (Himmel ef al., 2019; Himmel ef al., 2020). Protoze
vSak posledni zmiflovana neni hojné vyuzivana, blize se ji zabyvat nebudu. Do budoucna se
zda metoda metabarcoding nebo dokonce metatranskriptomiky (Galen et al., 2020), ktera by

mohla potencionalné umoznit presnéjsi odhad prevalence riznych rodi paraziti.

Prvni protokol, ktery byl vytvoien pro detekci haemosporidnich paraziti z rodu
Plasmodium a Haemoproteus, byl publikovan v roce 2000 (Bensch et al., 2000), pro
Leucocytozoon byl zvetejnén o 4 roky pozd¢ji (Hellgren ef al., 2004). Je zalozen na dvou po
sobé& jdoucich reakcich. V prvnim kroku dojde k pomnozeni vSech 3 rodi haemosporidii
s vyuzitim jednoho paru primerd a v druhém se odd¢li jednotlivé rody. V pribéhu let se vyviji
inovace stavajicich protokola tvorbou novych primerii 1 samotnych metod PCR. Ptikladem
muZze byt jednokrokova multiplex PCR, kdy vytvofili nové primery na zaklad¢ celych
sekvenci mitochondrialni DNA od vSech 3 rodti haemosporidii, konkrétné primery pro
Leucocytozoon cili na podjednotku cytochrom c oxidazy mitochondrialni DNA (COX1)
(Ciloglu et al., 2019). Vyhoda oproti piedchozi metodé je PCR probihajici jednokrokové.
Dalsi modifikace protokolu z roku 2004 se mohou tykat pouze podminek PCR (Galen et al.,
2019).

Aplikaci molekularnich metod se ziskava znaéné mnozstvi sekvencnich dat a bylo
dilezité, aby byly tyto informace Siroce dostupné. K tomu ucelu se vyuZila databaze
GenBank. Pretrvavaly vSak problémy s nomenklaturou novych linii, ucelenymi informacemi
o distribuci a hostitelich linie a samotné sekvence fragmenti cytochomu b byly rizné dlouhé,

coz ztézovalo jejich vzadjemné porovnani. A tak za ticelem zjednoduseni a slouceni informaci
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vznikla databaze MalAvi (Bensch et al., 2009), ktera zahrnuje dostupné tidaje o vSech 3

rodech ptacich haemosporidii.

5.2.1 Nevyhody molekularni detekce

Vyznamnou nevyhodou je ztizena detekce u vzorkl se smisenou infekci, kdy dochazi
k podhodnoceni prevalence (Hellgren et al., 2013; Harl et al., 2020, Neto et al., 2020). Ani
nove vytvorené protokoly nejsou dostatecné¢ spolehlivé, hlavné pii detekci smiSenych infekci
parazitl ze stejného rodu (Ciloglu et al., 2019), kdy je nékdy nutné dvojité sekvence odecitat
manualné ¢i sekvenovat opakované (Galen et al., 2019). Ve studii Freund et al. (2016) pii
molekularni detekci vicecetné infekce nebyli schopni parazity identifikovat konkrétnéji (druh,
linie), pouze je oznacili jako Leucocytozoon pozitivni. Hellgren et al. (2013) identifikovali 8
ptipadt smisené infekce, kdy v 5 vzorcich ur¢ili jen jednu linii na chromatogramu, ale ve 3

vzorcich nebyli schopni identifikovat Zadnou linii a vyfadili je z dal$i analyzy.

Dalsi skutecnost, ktera faleSné zvySuje prevalenci parazitl, je vyskyt sporozoitl v krevnim
ob¢hu v dobé s vysokou aktivitou vektorl. Bez simultanniho vyuziti mikroskopie je nemozné
zjistit, ze PCR signal nalezi sporozoitiim, kteti se nemusi v daném hostiteli dale vyvijet

(Valkiunas et al., 2009).

PCR protokoly se také lisi uc¢innosti. Nasledujici prace bohuZel nezahrnula rod
Leucocytozoon, ale zminuji ji zde pro ilustraci uspesnosti jinych protokoli a PCR metod pro
ptaci haemosporidie. Bernotiene et al. (2016) posuzovali citlivost 5 riznych PCR metod
bézné pouzivanych pro detekci rodt Plasmodium a Haemoproteus. 4 testy vyuZivaly primery
pro amplifikaci mitochondridlni DNA (3 vyuZily fragment cytochomu b a ¢tvrta podjednotku
cytochrom oxidéazy) a posledni apikoplastovy genom. Autofi vytvofili experimentalni smési
se znamymi parazity. SmiSenou infekci pouze jednoho rodu nejlépe detekoval protokol dle
Bensch et al. (2000). Se smiSenou infekci obou rod mély potize vSechny protokoly. Celkové
se da shrnout, Ze Zadny z protokold PCR neukézal skute¢né slozeni pfipravenych smési. Az
pii kombinaci vice protokolil se u jedné trojkombinace zvysila detekovatelnost az na 90 %.
Metoda multiplex PCR, 1 s primery pro Leucocytozoon, byla srovnana s protokolem Hellgren
et al. (2004), kde pouzili nesmésné i smiSené vzorky mikroskopicky jiz potvrzené. Multiplex
PCR dava podobné vysledky jako mikroskopie a dokézala odhalit infekce i1 s nizkou
parazitémii (Ciloglu et al., 2019). Je mozné, Ze primery z Hellgren et al. (2004), které byly
designovany pred témet 2 desetiletimi nemusi byt pro nekteré druhy adekvatni (Lotta et al.,
2019). V této praci primarné testovali afinitu primeri na nedavno objevenych druzich
s fusiformnimi gametocyty parazitujici u pévcu, kdezto primery od Hellgrena et al. (2004)
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byly vytvoieny v dobé¢, kdy byly dostupna sekvence cytochromu b pouze od L. simondi a L.
dubreuili (Perkins et al., 2002), které maji gametocyty pouze kulaté. Tudiz je na misté

vytvaret nové a citlivéjsi primery, které umozni presnéjsi detekci

18



6 Zavér

V bakalatské praci jsem se zabyvala krevnim parazitem z rodu Leucocytozoon
(Apicomplexa, Leucocytozoidae), ktery je ptibuzny rodim Plasmodium a Haemoproteus. Je
to bézny parazit ptakt s dixennim cyklem, kdy pfenos zajistuji vhodni vektofi, ptrevazné

muchnicky rodu Simulium, v mensi mite také tiplik z rodu Culicoides.

Druhy, které postihuji pévce, se vyskytuji s velmi variabilni prevalenci a jejich mozna
hostitelska specifita je zatim nedostatecné prozkouméana. Rozdily v prevalenci samcti a samic
zde nebyly dolozeny. Se zavedenim molekularnich metod se analyzuji druhy dfive popsané a
ukazuje se, Zze kosmopolitné rozsitené druhy L. majoris a L. fringillinarum v sob¢ ukryvaji
kryptické druhy. Bézny je vyskyt vice rodi haemosporidii v hostiteli, ale i vice linii
identického rodu. Patogenita zptisobena rodem Leucocytozoon u pévcl neni jednoznacné
definovana, spiSe se d4 usuzovat o negativnim ovlivnéni fitness vlivem na reprodukci. V této
oblasti je nutné provést dalsi studie. Sezonni dynamika je do urc¢ité miry ovlivnéna vyskytem
vektord, ale dalsi slozkou jsou relapsy, které zodpovidaji za relativné vysoké prevalence

v zim¢ bez vyskytu vektora.

Zjisténé prevalence jsou ovlivnény 1 vybérem metody a jejim provedenim. V piipadé
volby mikroskopické detekce jsou definovany specifické znaky, dle kterych se daji
nejbéznéjsi druhy identifikovat a to 1 v pfipad¢ smiSenych infekci, ale pfi nizkych
parazitémiich, je potfeba vyvinout znac¢né usili pro zachyceni parazita. Déle je vhodna pro
diikaz, Ze se v krvi vyskytuji opravdu gametocyty, které vznikaji mnoZenim parazita
v hostiteli, a ne pouze sporozoity injikované vektorem, u kterych se dalsi vyvoj mize jen
ptedpokladat. V ptipadé pokrocilych molekularnich metod PCR je vyhodou vyssi citlivost
v ptipad€ vyuziti vhodnych primerd. Problém nasatava pii smiSenych infekcich, takZe ideélni
je simultanni vyuziti obou metod, kdy vzorky s nizkou parazitémii mohou byt zachyceny PCR

a nejednoznacéné smisené infekce miZe rozsoudit mikroskopickéd determinace.
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