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Abstrakt

Rody Haemoproteus a Plasmodium jsou kosmopolitné rozsifené rody krevnich paraziti
zkmene Apicomplexa. Oba tyto rody maji dvouhostitelsky Zzivotni cyklus a jejich
definitivnim hostitelem jsou zastupci fadu Diptera. Oba se vyskytuji u ptaka, ve kterych
probiha asexudlni mnozeni. Infekce rody Haemoproteus a Plasmodium jsou vétSinou
asymptomatické, v ptacich dlouhodobé pfetrvava latentni faze, béhem které muze
dochazet k relapstim infekce.

Béhem sezon 2017-2019 bylo v Milovickém lese ziskano 1 092 krevnich vzorki ze
29 odchycenych druhti pévcii. Parazité byli detekovani u 48 % jedinci. Prevalence rodu
Plasmodium byla 16 %, prevalence rodu Haemoproteus 22 % a u 10 % pozitivnich
vzorkd nebylo mozné urcit linii parazita. Bylo nalezeno Sest novych linii rodu
Haemoproteus, pracovné pojmenovanych Haemoproteus sp. linie coccoc 1, coccoc 2,
coccoc_3, coccoc_4, embcit, fricoe jejichz celkova prevalence byla 14 %. Nejcastéjsi
linie Haemoproteus sp. coccoc 1 dosahla prevalence 12 %. Druhym nejcastéjSim
zaznamenanym druhem bylo Plasmodium relictum klon Pengl4-121Br2AF a izolat
Cc_P1, které dosahlo prevalence 13 %.

Dynamika infekce rodd Haemoproteus a Plasmodium byla studovana u vzorkl
ziskanych v letech 2014-2019. Mezisezénné bylo vySetieno 40 jedinctl, v rdmci sezony
bylo vySetfeno 27 jedincti. Tfi jedinci byli odchyceni mezirocné i v ramci jedné sezony.
Pévci si spise zachovavaji svij infek¢ni status, u 82 % opakované vysetienych jedinct
nedoSlo ke zméné.

Porovnavala jsem efektivitu mikroskopie a molekuldrni diagnostické metody
nested PCR. Porovnani bylo provedeno u 745 vzorkl ziskanych v letech 2017 a 2018.
Vysledek obou metod byl shodny u 72 % vySetfenych vzorkti. Metoda PCR ma vyssi
efektivitu pti detekci rodi Haemoproteus a Plasmodium, protoze bylo zachyceno o 20 %

vice infekci.

Klicova slova: Haemoproteus, Plasmodium, krevni parazit, pévec, prevalence, infekce,

diagnostika



Abstract

The genera Haemoproteus and Plasmodium are widespread genera of blood parasites
from phylum Apicomplexa. Both genera have dixenous life cycle and their definitive
hosts belong to the order Diptera. Both parasites can be found in birds where asexual
division takes place. The infection with genera Haemoproteus and Plasmodium is usually
asymptomatic; during long lasting chronic phase relapses of the infection can occur.

We gained 1 092 blood samples from 29 trapped species of passerines in Milovice
forest during seasons 2017-2019. Haemosporidians were detected in 48 % of samples.
The prevalence of genus Plasmodium was 16 %, the prevalence of genus Haemoproteus
was 22 % and 10 % we could not specify the parasite. We have found six new lineages
of genus Haemoproteus, provisionally named Haemoproteus lineages coccoc 1,
coccoc_2, coccoc 3, coccoc_4, embcit, fricoe which total prevalence was 14 %. Lineage
Haemoproteus sp. coccoc 1 was the most noticed one and its prevalence was 12 %.
Plasmodium relictum clone Pengl4-121Br2AF and isolate Cc_P1 was the second most
prevalent (13 %).

Infection dynamics was studied in samples gained in years 2014-2019. Forty
individuals were examined between years and twenty-seven individuals were examined
intraseasonally. Three individuals were trapped both intra- and interseasonally.
Passerines keep their infection status, in total 82 % retrapped individuals did not change
their infection status.

I was comparing microscopy and a diagnostic method nested PCR. Results of both
methods were identical in 72 % of investigated samples. Comparison of these methods
was done at 745 samples gained in years 2017 and 2018. The PCR method is more
effective for detection genera Haemoproteus and Plasmodium because we have noticed

by 20 % more infected birds.

Key words: Haemoproteus, Plasmodium, blood parasite, passerine, prevalence,

infection, diagnostics
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Seznam zkratek

Sitta europaea

Sturnus vulgaris

Sylvia atricapilla

Turdus merula

Turdus philomelos

Turdus viscivorus

anttri ~ Anthus trivialis siteur
carcar  Carduelis carduelis stuvul
carchl  Carduelis chloris sylatr
carspi  Carduelis spinus turmer
cerbra  Certhia brachydactyla turphi
cerfam  Certhia familiaris turvis
coccoc  Coccothraustes coccothraustes

cyacae  Cyanistes caeruleus

embcit  Emberiza citrinella

erirub  Erithacus rubecula

ficsp. Ficedula species

ficalb Ficedula albicollis

fichyp  Ficedula hypoleuca

fricoe Fringilla coelebs

gargla  Garrulus glandarius

milcal  Miliaria calandra

motalb  Motacilla albicollis

musstr  Muscicapa striata

parmaj Parus major

pasmon Passer montanus

phycol  Phylloscopus collybita

physib  Phylloscopus sibilatrix

poepal

Poecile palustris




1 Uvod

Rody Haemoproteus a Plasmodium jsou eukaryotiCti protisté, kteii jsou celosvétove
roz§iteni. Oba tyto rody parazituji u riznych obratlovct, spoleénym hostitelem jsou ptaci.
Existuje mnozstvi studii, které se témito rody paraziti u ptakli zabyvaji a zkoumaji
prevalenci, hostitelské spektrum nebo vliv téchto parazit na svého hostitele. Problémem
je, ze vétSina téchto studii je kratkodobych a nesleduji dynamiku infekce rody
Haemoproteus a Plasmodium na urovni jedince. Sledovani stavu infekce obéma rody je
zajimavé predevsim v celozivotni chronicité a mozné recidive.

Rody Haemoproteus a Plasmodium patii do tadu Haemospororida, tfidy
Aconoidasida, kmene Apicomplexa (Adl et al., 2019). Oba maji slozity dvouhostitelsky
zivotni cyklus, kde vektory jsou zastupci fadu Diptera.

Rod Haemoproteus se vyskytuje predevsim u ptakt, ale mize parazitovat u zelv
(Valkitinas, 2005; Orkun a Guven, 2013). Vektory jsou tiplici (Ceratopogonidae) a klosi
(Hippoboscidae). Rod Haemoproteus je schopny napadat Siroké spektrum ptakii od volné
zijicich po domestikované. Neni pienosny na Clovéka a ptacim mezihostitelim jen
zfidkakdy zpisobuje zdvazna onemocnéni (Valkitinas, 2005).

Rod Plasmodium napada Siroké spektrum mezihostiteli. Tento rod se mize
vyskytovat u plazii, ptaki nebo savci, veetné clovéka. Vektorem jsou komaii celedi
Culicidae. Nekteti zastupci tohoto rodu zplsobuji zdvazné onemocnéni — maldrii.

Tyto dva rody haemosporidii mizeme diagnostikovat riznymi laboratornimi
metodami — mikroskopii, molekularnimi metodami nebo sérologii. NejCastéji jsou
pouzivané rizné varianty metody PCR, prostfednictvim niZ je moZzné ziskat ¢ast sekvence
genu pro mitochondrialni cytochrom b, ktery je nasledné osekvenovan, a je pak mozné
urcit linie haemosporidii, které se v daném krevnim vzorku nachazeji. DlileZitou metodou
je 1 mikroskopie, pomoci niz jsme schopni odhalit koinfekce nebo ur€it intenzitu infekce

haemosporidiemi.

Cile diplomové prace:
e Urcit prevalenci rodu Haemoproteus a Plasmodium u pévcl v Milovickém lese
e Zjistit individudlni dynamiku infekce u vybranych druhti pévct

e Porovnat efektivnost metod PCR a mikroskopie



2 Literarni prehled

2.1 Rod Haemoproteus

Rod Haemoproteus se vyskytuje hlavné u ptacich mezihostiteld, ale byl zaznamenéan 1 u
nekterych druhti zelv (Orkun a Guven, 2013). U ptakt je znamo pies 150 druha téchto
parazit (Iezhova et al., 2011). VétSina zastupct rodu Haemoproteus nezpiisobuje svym
mezihostitelim zavazné onemocnéni, ale naptiklad H. belopolskyi mize u juvenilnich
jedinci zplisobovat ubytek na vaze (Valkitnas et al., 2006b). Vyjimkou je téz
Haemoproteus mansoni, ktery mize byt pro infikované jedince fatalni, nebot’ zpiisobuje
nekrozy (Valkitinas, 2005). Vyznamnym patogenem je H. lophortyx, ktery u kiepelek
muze zpusobovat neurologické problémy (ztrata rovnovahy, problémy s chiizi a jiné)
(Cardona et al., 2002).

Existuji dvé skupiny rodu Haemoproteus, které se rozliSuji dle vektora. Rod
Haemoproteus sensu stricto se vyskytuje u fadu mékkozobi (Columbiformes) a je
prendsen klosi. Parahaemoproteus, ktery v roce 1965 zavedl G. F. Bennett (Valkitnas,
2005), se vyskytuje u Sirokého spektra ptakii (naptiklad tad pévci (Passeriformes),
papousci (Psittaciformes) a dalsi fady) Parahaemoproteus je ptenasen tipliky (Martinsen
et al., 2008). Valkitinas (2005) a vétSina autord vSak bere rod Haemoproteus jako celek a
respektuje rozdéleni na dva podrody — tedy podrod Haemoproteus a podrod

Parahaemoproteus, ¢imz se v této diplomové praci také fidim.

2.1. Zivotni cyklus rodu Haemoproteus

Vektor nasaje erytrocyty obsahujici zrajici gametocyty rodu Haemoproteus z
mezihostitele a po nékolika minutach se do zazZivaciho traktu vektora uvolni dospélé
gametocyty, které prochdzi gametogenezi, dochazi k oplodnéni a vzniku zygoty. Ze
zygoty nasledné vznik4 ookinet, jehoz formovani miiZe trvat jednu hodinu az dva dny
v zavislosti na teploté¢ a druhu parazita (Valkitinas, 2005). Ookinet dale prostupuje
epitelialni vrstvou traviciho traktu vektora a formuje se pod bazalni laminou. Nésledné
vznikd oocysta, ve které dochazi ke sporogonii a vzniku sporozoitti (Atkinson a Van

Riper, 1991) (obr. 2. 1).
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Obrazek 2. 1: Zivotni cyklus rodu Haemoproteus (pfevzato a upraveno z Valkiinas,

2005)

U tiplik je odlisny pribéh a délka trvani sporogonie nez u klosu. U tipliki, na které
se zamétuje vétsina studii, koreluje délka sporogonie s délkou traveni krve a obvykle trva
méné nez deset dni (Atkinson et al., 2008). Vznikaji zde malé oocysty, které obsahuji
pouze jedno germinalni centrum. V oocyst¢ se nachdzi méné nez sto sporozoiti, ktefi jsou
orientovani pfiblizné stejnym smérem (Valkitinas, 2005). Sporogonie obvykle trva 4 az
6 dni a koreluje s dobou, kdy vektor nema potiebu sat krev. Jakmile tiplik zacne aktivné
vyhledéavat potravu, sporocyt praskd a sporozoiti migruji do slinnych Zlaz vektora
(Valkitnas, 2005).

U klosu tato korelace neni, jelikoz klosi mohou na mezihostiteli sat krev ¢asove
neomezeng, nebot’ se na jeho téle vyskytuji po vétSinu svého zivota (Atkinson et al.,
2008). Vyvoj oocysty, kterd obsahuje n¢kolik germindlnich center, trva déle nez deset dni
(Valkitinas, 2005). Uvniti oocysty, kterd dosahuje vétSiho priméru nez u tipliki, se
formuji stovky sporozoitli (Valkiiinas, 2005).

Sporozoiti jsou spolu se slinami vektora inokulovani do ptaci krve a zacina

exoerytrocytarni vyvoj merontl (Ahmed a Mohammed, 1977). Meronti se nachazeji



v endotelidlnich bunkach ptedevsim plic, méné Casto v endotelu jater, sleziny, ledvin,
srdci nebo dokonce v kosternich svalech (Garnham, 1966; Valkitnas, 2005). Meronti
prochdzi merogonii za vzniku merozoitli, ktefi se asexudlné¢ mnozi za vzniku druhé
generace merozoitii (Valkitinas, 2005; Atkinson et al., 2008). U nékterych druht rodu
Haemoproteus se z téchto sekundarnich meronti mohou vyvinout megalomeronti, kteti
se pfedevsim nachazeji v endotelidlnich bunkach kapilar nebo v bunikach myofibroblasti
kosternich sval (Gardiner et al., 1984). Sekundarni merozoiti napadaji erytrocyty, ve
kterych dozravaji za vzniku gametocyti. Zpravidla jeden merozoit napada jeden
erytrocyt, pokud je intenzita parazitémie vysokd, miize byt jeden erytrocyt napaden vice
merozoity (Valkitinas, 2005). V gametocytech vznikaji zlatohnédé, hnédé nebo cerné
granule neboli malaricky pigment, pomoci n¢hoz zkuSeny mikroskopik dokaze urcit, o
jaky druh rodu Haemoproteus se jednd (Valkitinas, 2005; Peirce, 2000). Infikované

erytrocyty jsou nasledn¢ nasaty vektorem (obr. 2. 1).

2.2 Rod Plasmodium

Je znamo piiblizné€ 40 ptacich druhd, asi 50 savéich druht a ptfiblizné 60 plazich druhti
rodu Plasmodium (Valkitinas, 2005;

Cepicka et al., 2007), ale existuje i mnoho dal3ich nepopsanych linii (Bensch et al., 2009).
Definitivnim hostitelem rodu Plasmodium jsou komafi Celedi Culicidae, rody Culex,
Anopheles, Aedes, Mansonia, Culiseta a Psorophora (Valkitnas, 2005; Santiago-Alarcon
etal., 2012). Sav¢i druhy plasmodii jsou prendSeny rodem Anopheles, zatimco ptaci druhy
jsou pfenaseny zejména rodem Culex. Vektofi plazich druhii plasmodii zatim nejsou zcela
ziejmi, mohlo by se ovSem jednat o nékteré zastupce rodu Culex nebo i o flebotomy; P.
mexicanum je totiz prendSeno Lutzomyia vexator (Schall, 2000; Perkins, 2001; Telford,

2008).

2.2.1 Zivotni cyklus rodu Plasmodium

Zivotni cyklus obou rodtt Haemoproteus a Plasmodium je podobny, li§i se morfologii
jednotlivych stadii a mistem, kde probiha merogonie (Valkiiinas, 2005). U rodu
Plasmodium se erytrocytarni meronti vyvijeji v razné starych erytrocytech a gametocyty
pouze ve zralych erytrocytech. Po inokulaci sporozoitt do krve mezihostitele migruji do
tkani riznych organt, kde probihd primarni merogonie (Valkitinas, 2005). Sekundarni

4



merogonie probihd v makrofazich rznych organt a ddva vzniknout merozoitiim, ktefi
jsou jiz schopni infikovat erytrocyty. Cast téchto sekundarnich merontl se asexualné
mnozi za vzniku fanerozoitt, ktefi jsou zodpovédni za vznik relapsu infekce (Valkiiinas,
2005).

Oba rody se lisi 1 v zdvaznosti onemocnéni zpusobujicich ptakiim. Merozoiti
nékterych druhii rodu Plasmodium mohou svym mezihostitelim ucpat kapilary nékterych
zivotné dilezitych organa, predevsim mozkové kapilary, a tim vyvolat anoxii a odumirani
bunék (Valkitinas, 2005; Howe et al., 2012; Ilgtinas et al., 2016). U juvenilnich jedinca
mohou nékteti zastupci tohoto rodu zplisobovat nekrozu jater a sleziny (Palinauskas et
al., 2008). Rod Plasmodium je pivodcem maldrie, podstatou tohoto onemocnéni je
pravidelné a synchronizované uvolnéni novych merozoitl z erytrocytd, coz zpisobuje
anémii. Také se uvoliiuji odpadni latky z erytrocytu, predev§im toxicky hemozoin.
U ptacich druhi plasmodii nebyla pfi tomto jevu pozorovana horecka, na rozdil od
lidskych druhti plasmodii (Valkitinas, 2005). Rod Plasmodium muize zpusobovat
zkracovani telomér, pravdépodobné v dusledku oxidativniho stresu, u svych
mezihostiteld, coz mize vést ke zkraceni Zivota infikovaného jedince. Tento jev nebyl u
rodu Haemoproteus pozorovan (Asghar et al., 2015).

Plasmodium relictum, které se vyskytuje pouze u ptacich mezihostitell je
kosmopolitnim u pévcti a jednim z nejvice probadanych druhii ptacich plasmodii. Tento
parazit je schopny infikovat a dokoncit sviij Zivotni cyklus u vice jak 300 druht ptakl z

péti raznych kontinentti (Valkitinas, 2005; Marzal et al., 2011).

2.3 Prevalence a dynamika infekce ptaCimi haemosporidiemi

2.3.1 Prevalence infekce ptaCimi haemosporidiemi

Prevalence je pocet infikovanych jedincli vzhledem k celkovému poctu zkoumanych
jedinct. Ve stiedni Evrop¢ dosahovala primérna prevalence rodu Plasmodium 11 % u 54
druhii zkoumanych ptdki (Kucera, 1981). Nejvyssi prevalence (38 %) dosahl rod
Plasmodium u tadu hrabavych (Galliformes), nasledovanym fadem mékkozobych
(Columbiformes, 21 %). U pévch (Passeriformes) byla prevalence 3 % (Kucera, 1981).
U sykorovitych (Paridae) byla prevalence rodu Plasmodium pouze 0,7 % (Kucera, 1981),
ale prevalence u sykor konader (P. major) ve Svycarsku byla 56 % (Pigeault et al., 2018).



Prevalence u pénicovitych (Sylviidae) dosahla ve sttedni Evropé 3 %, v jizni Evropé 5 %
(Kucera, 1981; Pérez-Rodriguez et al., 2015).

Prevalence rodu Haemoproteus dosahla 12 % u 85 druhti ptaka (Kucera, 1981). U
dravci (Falconiformes) byla prevalence 53 %, u sov (Strigiformes) 23 % a u pévcl
(Passeriformes) 13 % (Kucera, 1981). Rod Haemoproteus dosahl u sykorovitych
(Paridae) prevalence 13 % (Kuéera, 1981), zatimco ve Svycarsku pouze 3 % (Pigeault et
al., 2018). Prevalence rodu Haemoproteus u pénicovitych (Sylviidae) ¢inila 10 % ve
sttedni Evropé a v jizni Evrop€ 42 % (Kucera, 1981; Pérez-Rodriguez et al., 2015).
Prevalence se tedy mohu vyrazné liSit v zavislosti na hostiteli a misté vyskytu.

Generalistické druhy ptacich haemosporidii dosahuji vyssi prevalence nez druhy
specializované na jednoho az dva mezihostitele (Hellgren et al., 2009). Systém parazit-
mezihostitel-vektor je slozity diky vlivu riznych faktori. Oba rody haemosporidii mohou
parazitovat az u 10 000 popsanych ptacich druhii a je mozné, ze u kazdého ptaciho druhu
muze byt i specializovany druh haemosporidie (Bensch et al., 2004). Vektoti mohou sat
krev na riznych hostitelich (Hellgren et al., 2008) a je vyS$$i pravdépodobnost, ze
v druhové bohatém spolecenstvu se parazit dostane do jiného nez specifického
mezihostitele (Dobson, 2004; Keesing et al., 2006). Schopnost parazita dokonc¢it cyklus
u vice druhit mezihostitel zvySuje pravdépodobnost jeho pienosu na vhodného hostitele,
a tudiZ i jeho prevalenci (Combes, 1997).

Studie se rozchazeji v ostrovnim vlivu na prevalenci, napiiklad na Madeife,
Kanarskych ostrovech a Kapverdach byla prevalence ptacich haemosporidii vyssi nez na
pevning (Illera et al., 2015), naproti tomu dle jiné studie ze stejné oblasti je tomu naopak
(Pérez-Rodriguez et al., 2013). V oblasti Guinejského zalivu nebyl Zadny vliv pozorovan
(Loiseau et al., 2017).

Prevalence rodu Haemoproteus a Plasmodium se méni béhem roku. Nejnizsi byva
v zimnich mésicich a s nastupem jara roste (Cornelius et al., 2014), coz mize byt spjato
se sezonni dynamikou vektora, na kter¢ je prevalence ptac¢ich haemosporidii zavisla (Klei
a DeGiusti, 1975; Atkinson et al., 2008). Obdobné u juvenilnich jedincti prevalence
infekce rostla az za¢atkem léta (Cornelius et al., 2014). V dob¢ hnizdéni byla prevalence
haemosporidii u studovanych populaci vyssi (Valkiiinas et al., 2003; Sz6116si et al., 2016;
Ham-Duefias et al., 2017; Garcia-Longoria et al., 2019). Naptiklad u dlaskt tlustozobych
(C. coccothraustes) byla prevalence rodu Haemoproteus a rodu Plasmodium v dobé

hnizdéni 90 % a 61 % (Valkiiinas et al., 2003).



Dle vétSiny studii pohlavi nema vliv na prevalenci ptacich haemosporidii (Latta a
Ricklefs, 2010; Belo et al., 2012; Rojo et al., 2013; Fecchio et al., 2015). Naproti tomu
na Seychelach byla prevalence vyssi u samct nez u samic (Oers et al., 2010).

S rostoucim vékem jedince se zvysuje pravdépodobnost ndkazy témito parazity
(Oers et al., 2010; Marzal et. al, 2016; Freeman-Gallant a Taff; 2017). Naptiklad
prevalence H. nucleocondensus byla u ptacat v hnizd¢ (jedinci mladsi tii tydnil) pouze
5%, ale u ptacat, kterd jiz vylétla z hnizda (stafi od tfi tydni do tfi mésicli) dosahla
prevalence 58 % a u juvenilnich jedinct (stafi od tfi mésicti do jednoho roku) kolisala

mezi 29 az 100 %, nacez u dospélych jedincti doséhla pouze 44 % (Hammers et al., 2016).

2.3.2 Dynamika infekce

Pribéh infekce ma nékolik fazi. Prepatentni perioda je doba, kdy je parazit jiz v téle
hostitele, ale nedochazi k projevu onemocnéni. Jakmile parazit dosdhne urcitého stadia
vyvoje, zaénou se vyvojova stadia parazita objevovat v krvi hostitele a u imunologicky
naivnich hostitell se infekce stava akutni. Infekce ptacimi haemosporidiemi posléze
pfechazi do chronické faze, kdy nejsme schopni infekci detekovat v periferni krvi
mezihostitele. K relapstim infekce miize dochazet s nastupem jara, kdy se v periferni krvi
mezihostitele zacnou opét objevovat vyvojova stadia ptac¢ich haemosporidii, kterd se
kumulovala v organech infikovanych jedincti (Valkitinas, 2005), a infekce se stava
perzistentni.

K ndkaze ptacimi haemosporidiemi mlZe dojit kdykoliv v Zivoté mezihostitele.
Mohou se nakazit jiz ptacata v hnizd¢, u kterych prepatentni perioda trva od 11 dni do
3 tydni (Valkitnas, 2005). Nasledné se pta¢i haemosporidie dostavaji do krve
infikovaného jedince a nastdva akutni faze infekce (Valkitinas, 2005), kdy dochazi
k vrcholu parazitémie (Valkitinas, 2005; Cornet et al., 2014). Naptiklad rakosnici velci
(Acrocephalus arundinaceus), kteti nenesou MHC rezistentni alelu, podléhaji infekci
(Westerdahl, 2007). Pta¢i haemosporidie nemaji vliv na reakce infikovanych jedincti
(Ghel a rychlost vzletu) (Mukhin et al., 2016). Akutni faze je relativné kratka, intenzita
infekce dosahuje vrcholu, ziidkakdy pisobi vazné onemocni a vétSina nakazenych
jedinct ji ptezije (Valkitinas, 2005; Westerdahl, 2007; Cornet et al. 2014; Mukhin et al.,
2016).



Pta¢i haemosporidie po akutni fazi perzistuji v orgdnech nakazeného jedince, a
pfedevSim v obdobi zimy vétSina linii ptacich haemosporidii mizi z periferni krve
infikovaného jedince a dochazi k poklesu parazitémie (Barnard et al., 2010; Cornet et al.,
2014). Béhem této faze pravdépodobné dochéazi k asexuadlnimu mnozeni meronta
v organech infikovaného hostitele (Valkitinas, 2005). Chronicka fize ma mirny negativni
vliv na télesny stav jedince a miize dochézet k ubytku vahy (Mukhin et al., 2016). Miize
mit negativni vliv 1 na reprodukci jedince (Asghar et al., 2011).

Relapsy infekce ptacimi haemosporidiemi mohou byt spjaté s ristem stresu a
nartistem hormonti v krvi hostitelit (Garvin et al., 2003; Deviche et al., 2010). Vliv na
relaps infekce by mohla mit i pocetnost vektora, protoze v zimnich mésicich, kdy je nizka,
nebyly pta¢i haemosporidie zaznamendany, ale s nastupem jara, kdy hojnost vektora roste,
byly ptaci haemosporidie detekovany v periferni krvi (Valkiiinas, 2005). U Plasmodium
relictum jiz bylo experimentalné potvrzeno, zZe relapsy infekce jsou spjaté s vystavenim
hostitele vektorim (Cornet et al., 2014). Na rozvoj relapsu infekce ma vliv délka
fotoperiody, kdy s prodluzujicim se dnem je pravdépodobnost vypuknuti relapsu vyssi
(Valkitnas et al., 2004). U 57 % testovanych jedincii doSlo k relapsu infekce v zavislosti
na prodluzovani dne bez ohledu na jejich pohlavi. U jedinci vystavenych kratké
fotoperiodé k relapsu infekce nedoslo (Valkiiinas et al., 2004). Pravdépodobné existuji
dvé skupiny ptacich haemosporidii, ty, které jsou pfitomné v periferni krvi po cely rok a
ty, které nejsme schopni detekovat béhem zimy, ale s ndstupem jara se opét objevi (Pérez-
Rodriguez et al., 2015). S nastupem jara jsme schopni detekovat vyvojova stadia rodu
Haemoproteus a Plasmodium v periferni krvi infikovaného jedince, protoZe dochazi
k relapsu infekce (Valkitinas, 2005; Cornet et al., 2014). Na rozvoj relapsu maji vliv rizné
faktory (Garvin et al., 2003; Valkitinas et al., 2004; Deviche et al., 2010).

Dynamika infekce se miZe sledovat sezonné nebo mezisezonné, v ramci jedince ¢i
celé populace. S rostoucim v€kem mezihostitele je vySsi pravdépodobnost pozitivity na
ptaci haemosporidie (Sz6ll6si et al., 2016; Freeman-Gallant a Taff, 2017). To potvrzuje 1
matematicky model: u pévct je velmi nizkd pravdépodobnost, Ze by doSlo ke zméné
infek¢niho stavu na neinfikovany, ale naopak existuje vysoka pravdépodobnost, Ze se
mezihostitel nakazi nebo reinfikuje haemosporidiemi, pifipadné, Zze dojde ke vzniku
koinfekce (Pigeault et al., 2018).

Prevalence rodu Haemoproteus a Plasmodium u pévcl v severni Americe,

Dominikanské republice a severni Evropé mezisezoénné klesala (Barnard et al., 2010;



Latta a Ricklefs, 2010; Dubiec et al., 2017). V ramci vySetfeni ve dvou po sobé¢
nasledujicich letech si v Dominikénské republice 64 % vysetienych jedincii zachovalo
status infekce, z ¢ehoz 27 % testovanych jedinct ztistalo v rdmci mezisezonniho vySetieni
pozitivnich na ptaci haemosporidie a 37 % negativnich. U 36 % doslo ke zméné stavu,
z toho u 20 % testovanych jedinct doslo ke ztrat¢ infekce a u 16 % doslo k zisku infekce
pta¢imi haemosporidiemi (Latta a Ricklefs, 2010). Obdobné ve Svédsku (dvé vysetfovaci
sezony) si 61 % sykor koniader (P. major) zachovalo infek¢ni status, ale u zadné sykory
nedoslo ke ztrat¢ infekce; pouze u nékterych jedincii, u kterych byla prokazana koinfekce,
doslo k vymizeni jedné z linii z periferni krve, u jinych jedinci dochdzelo k infekci
novymi liniemi ptacich haemosporidii (Dubiec et al., 2017). Zisk infekce rodem
Haemoproteus byl az ttikrat ¢astéjsi nez zisk infekce rodem Plasmodium v této populaci,
na druhou stranu poc¢atecni prevalence rodu Plasmodium byla 78 % a rodu Haemoproteus
18 % (Dubiec et al., 2017). Mezi jednotlivymi hnizdnimi sezénami si az 85 % rakosnikti
velkych (Acrocephalus arundinaceus) zachovalo infekéni status (Hasselquist et al.,
2007). Zaver je, ze s vyssi pravdépodobnosti nedochazi ke zméndm stavu infekce

(Hasselquist et al., 2007; Latta a Ricklefs, 2010; Dubiec et al., 2017; Pigeault et al., 2018).



2.4 Charakteristika studovanych hostitelt

Dlask tlustozoby (Coccothraustes coccothraustes) a sykora konadra (Parus major) jsou
nejcastéji chytanymi druhy péveti v Milovickém lese. Hojné vyskytujicimi se pévci jsou
také sykora modtinka (Cyanistes caeruleus), lejsek bélokrky (Ficedula albicollis) a
strnad obecny (Emberiza citrinella). Charakteristika vybranych pévcl a jejich vybrani

parazité jsou uvedeni v tabulce 2.1.

Tabulka 2.1: Charakteristika vybranych pévca (MalAvi ke dni 25. 03. 2020; Singer, 2017,
Stastny et al., 2016; Wikipedia CZ kde dni 21. 07. 2020)

Dlask Sykora Sykora Lejsek Strnad
tlustozoby | konadra modfinka | bélokrky obecny
y L : . Muscicapida | Emberizid
Celed Fringillidae | Paridae Paridae . uscicapica em crizida
Tah (V:é}st’eéné Ce’istfaéné Cvfz'}stf:éné Tatng Rezidentni
tazny tazna tazna
Rostlinna
Ob¢ Bezobratli
Potrava cas , VseZravec | VSeZravec wezowra ' , | VSezravec
bezobratli zivocichové
zivocichoveé
K . .
Vyikahnizda | o Y 0-12m | O-1lm | 0-12m | Pfizemi
stromu
Typ hnizda Oteviené Zaviené Zaviené Zaviené Oteviené
Pocet linii rod
ocet linii rodu g 15 15 6 3
Haemoproteus
Pocet linii rodu
4 17 20 31 3
Plasmodium

2.5 Diagnostické metody

Pta¢i haemosporidie se tradicné zjiStovaly mikroskopicky prostfednictvim krevnich
natéri barvenych Giemsou. Pozd¢€ji se zacala vyuzivat molekularni metoda PCR, ktera
byla postupem casu riizné¢ modifikovana. Pivodni jednokrokova reakce PCR byla
rozvinuta do dvoukrokové nested PCR, diky které se dosahlo vyssi citlivosti. Nejnovéjsi
je metoda multiplex PCR, pfi které je mozné do reakéni smési ptidat nékolik sad primerd,
které rozpoznavaji n€kolik rozdilnych cilovych sekvenci K vySetfeni vzorku na ptaci
haemosporidie mohou byt pouzity i sérologické metody, které jsou zalozené na reakci

mezi antigenem a protilatkou.
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2.5.1 Mikroskopie

Rad Haemospororida je dlouhodobé sledovanou a zkoumanou skupinou organismi.
Krevni roztéry, tradicné barvené Giemsou, se prohlizeji ve svételném mikroskopu.
Mikroskopie je stile dilezitou a hojné vyuzivanou metodou pii uréovani nebo
morfologickém popisu novych druhi paraziti. Pomoci svételné mikroskopie jsme
schopni urcit jednotliva Zivotni stadia, kterd se vyskytuji ve vektoru nebo v obratlovci
(Greiner et al., 1975; Peirce, 1981).

Diive se pta¢i haemosporidie urcovaly na zikladé: mezihostitele, geografické
lokalizace, morfologie parazita uvnitt hostitelské buiiky, po¢tu merontti na merozoit a dle
pozice a poctu pigmentovych granuli (hemozoinu) a vakuol (Perkins, 2014). Uréovani
ptacich haemosporidii na zékladé geografického rozsifeni nebo mezihostitele vedlo
k nezddoucimu nartstu poctu druhi (Valkitinas a Ashford, 2002), navic po zavedeni
diagnostické metody PCR se ukézalo, ze rod Haemoproteus mize ménit své hostitele,
ptipadné sdilet stejného hostitele (Bensch et al., 2000; Waldenstrom et al., 2002; Fallon
et al., 2003; Szymanski a Lovette, 2005; Hellgren et al., 2007). ZkuSeny mikroskopik je
schopny pomoci svételné mikroskopie a dostateéné kvalitniho krevniho roztéru, ktery
obsahuje vSechna krevni stadia rodu Plasmodium, o jaky druh tohoto rodu parazita se
jedna (Valkitinas a Iezhova, 2018).

Vyhodou této metody je to, Ze jsme schopni urcit Uroven parazitémie a také jsme
schopni mezi jednotlivymi odchyty sledovat zmény parazitémie v ¢ase (Valkitinas, 2005;
Valkiiinas et al., 2008). Na zakladé¢ parazitémie je mozné odhadnout, zda se jedna o akutni
nebo chronickou fazi infekce. Naptiklad v severni Itdlii a Nizozemi byla u 60 %
infikovanych sktivanli polnich (4lauda arvensis) parazitémie rody Haemoproteus a
Plasmodium 1niz8i nez 0,001 %, coz se da povazovat za chronickou infekci (Zehtindjiev
et al., 2012a). Pomoci mikroskopie je mozné urcit koinfenci rody Haemoproteus a
Plasmodium, udajné lze vSak odlisit 1 koinfekci vice druhy stejného rodu (Valkitinas,

2005; Freed a Cann, 2006; Zehtindjiev et al., 2012a).

2.5.2PCR

Polymerédzova tetézova reakce je znacn€ vyuzivana diagnosticka metoda, pfi které
dochazi k amplifikaci zvoleného useku DNA, ktery je vymezen pomoci primera. Tato

metoda se vyuZiva pti ekologickych a evoluénich studiich, kde kli€¢em k urceni diverzity
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parazit je mitochondridlni gen pro cytochrom b (Pacheco et al., 2018). Tento gen se v
bunice vyskytuje v mnoha kopiich a u vétSiny druhti je konzervovan. Stale neexistuje
standardizovany protokol (Pacheco et al., 2018), a 1 pfes to vyuZziva tento gen 62 % studii
zamétfenych na ptaci haemosporidie (Clark et al., 2014). V praxi se tedy tento gen stal
barcoding genem pro ptac¢i haemosporidie a na zédkladé tohoto genu je mozné provést
komparativni vyzkum (Bensch et al., 2009; Valkiiinas et al., 2017). Na zakladé tohoto
genu jsme také schopni urcit fylogenetické vztahy mezi jednotlivymi druhy ptacich
haemosporidii nebo urcit jejich hostitelskou specifitu (Perkins a Schall, 2002; Valkitinas
et al., 2008).

Nespornou vyhodou nested PCR je jeji specifita a vysoka citlivost. Detekce ptacich
haemosporidii pomoci nested PCR mtize byt az o 11 % c¢inné;jsi nez mikroskopie, navic
je také mozné testovat velké mnozstvi vzorki nardz (Richard et al., 2002). Prevalence
haemosporidii na zakladé¢ mikroskopie dosahovala pouze 9,6 %, s vyuzitim PCR
protokolu dosahovala prevalence 21,3 % a pouzitim metody nested PCR ¢inila prevalence
32,7 % (Waldenstrom et al., 2004). VSechny vzorky, které byly pozitivni na krevnich
roztérech, byly pozitivni 1 pti pouziti PCR protokolu (Waldenstrom et al., 2004). OvSem
dle Valkitinase et al. (2008) a Hellgrena et al. (2007) je citlivost metody PCR stejné jako
citlivost mikroskopie. Navic u vétSiny morfologicky popsanych druht rodu Plasmodium
chybi molekulédrni charakterizace, a lze obtizné pftifadit nalezené linie (Valkitinas a
Iezhova, 2018).

K testovani krve na haemosporidie miizeme vyuzit rizné PCR protokoly (Bensch
et al., 2000; Perkins a Schall, 2002; Waldenstrom et al., 2004; Sehgal et al., 2006).
Primery z jednotlivych protokolid nasedaji na rGzné casti genu pro mitochondridlni
cytochrom b, ale vysledné sekvence se piekryvaji.

Nevyhodou nested PCR je neodhaleni koinfekei. Primery HAEMNF a HAEMNR2
jsou selektivni pti amplifikaci dané¢ho iseku mitochondridlni DNA a zvyhodnuji tak
nekteré linie ptacich haemosporidii oproti jinym (Valkitinas et al., 2006a). Rod
Haemoproteus a rod Plasmodium se mohou vyskytovat soucasn¢ v jednom mezihostiteli
nebo také dochazi ke koinfekci riznymi druhy jednoho rodu. Metoda nested PCR
neodhalila pfiblizn€ 15 % koinfekci (Zehtindjiev et al., 2012b). Bylo vyzkouSeno né&kolik
riznych PCR protokoll s vyuZitim riznych primerti k odhaleni koinfekci vytvotrenych in
vitro. VSechny zkouSené protokoly byly vhodné k urceni infekce jednim druhem parazita.

K nalezeni nejvhodnéjsiho protokolu byla pouzita DNA ziskana z jedincii infikovanych
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pouze jednou linii parazita a ndsledné byla uméle namichana koinfekce. Pti infekci dvéma
druhy rodu Haemoproteus bylo nejcitlivéjsi nested PCR. Pokud se jednalo o infekci
dvéma druhy rodu Plasmodium, az na velmi blizké linie, dosahovala nejvyssi citlivosti
jednokrokovéa PCR. Tato metoda byla také v 50 % piipadi schopna detekovat koinfekci
obéma vyse zminénymi rody, ostatni protokoly nebyly schopné tento druh koinfekce
zachytit. To samé plati i o koinfekcei tfemi malarickymi parazity (Bernotien¢ et al., 2016).
Pro zachyceni vétSiny koinfekci je nutné pouzit vSechny uvedené protokoly soucasné, ale
ani tak nemusi byt zachyceny vSechny koinfekce (Bernotiené¢ et al., 2016).

Nested PCR se nedokdze efektivné vyporadat s degradovanou DNA a miize
dochazet k amplifikaci krat§itho useku mitochondrialni DNA, coz mize vést k falesSné
negativnim vysledkiim (Freed a Cann, 2006). Fale$Sné negativni vysledky mohou vznikat
1 v disledku PCR inhibitord, pfi velmi nizké parazitémii nebo pti bakteridlni nebo jiné
kontaminaci mize dochazet k inhibici reakce (Freed a Cann, 2006). Falesné pozitivni
vysledky mohu vznikat v disledku kontaminace, vysoké senzitivité nebo pokud PCR
protokol detekuje ptibuzny rod parazita (Freed a Cann, 2006). Pokud jsou v krevnim
vzorku pfitomni sporozoiti, mohou vznikat téz faleSné pozitivni vysledky, protoze
sporozoiti se u mezihostitele nemusi uchytit a nemusi dojit k jeho infekci (Valkiiinas,
2005). Poslednim nedostatkem PCR je nemoznost ur€it intenzitu a stadium infekce
(Valkitnas, 2005).

Zaverem bych rada zdiraznila diilezitost obou metod. AZ 162 studii vyuZilo metodu
PCR pro diagnostiku ptac¢ich haemosporidii, ale méné nez polovina z nich vyuZila 1
mikroskopii (Clark et al., 2014). Mikroskopie je vyznamnou diagnostickou metodou pfi
ur¢eni koinfekci, protoze vétSinou pouzivané metody PCR nebo nested PCR ¢asto nejsou
schopné detekce koinfekci (Bernotiené et al., 2016). OvSem mikroskopické vysetieni by
mél provadét pouze zkuSeny mikroskopik, protoZze nemusi byt schopen zaznamenat

vSechna krevni stadia.
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3 Material a metodika

3.1 Prace v terénu

Odchyty pévct probihaly v Milovickém lese u Mikulova (obr. 3.1). Zdejsi krajina je
tvofena pomérne suchymi dubovymi lesy, v $ir§im okoli se nachazi fada vodnich nadrzi.
V lesich se nachazi napajedla pro zvér, ktera je zde hojné chovana. V lese jsou louky,
které slouzi jako pastviny pro zvéf (obr. 3.2A). V Milovickém lese v oboie Bulhary je
umisténo vice nez 200 ptacich budek (obr. 3.2B). Na podzim roku 2018 jsem se ucastnila
piipravy téchto budek na dalsi sezénu. VSechny budky, které se v této lokalit¢ nachazi,

byly zbaveny starych hnizd. Nékteré ze starSich budek vyzadovaly drobné opravy.

Obr. 3.1: Odchytova lokalita (mapa pfevzata a upravena z www.mapaceskerepubliky.cz)

V této lokalité probihaji odchyty pévcil od roku 2014. V roce 2019, kdy jsem se
ucastnila odchytti pével (obr. 3.2C a 3.2D), probihaly odchyty od dubna do Cervence.
Ptaci byli lapani v budkach anebo byli chytani do japonskych narazovych siti (obr. 3.2A)
a nasledné byli po jednom umisténi do latkového pytliku. Odchyceny jedinec byl nejprve
zatazen do druhu, bylo uréeno jeho stafi a pohlavi a nasledné byl okrouzkovan (provadéla
doc. M. Svobodova). Do inzulinové injekéni stiikacky bylo nasato 150 pl fyziologického
roztoku. Po ocisténi patatu odchyceného jedince 96 % etanolem, byla krev odebrana
z tarzalni zily (obr. 3.2D) a po odebrani n¢kolika kapek krve byl zhotoven na Cistém
podloZnim skle krevni roztér. Krev z inzulinové injekéni stiikacky byla umisténa do 0,5

ml zkumavky eppendorf a uchovana v 96 % etanolu pii -20 °C. Jedinec byl vypustén zpét
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do volné ptirody nebo byla samice vracena do hnizda a vletovy otvor byl na nékolik minut
zakryt, aby se snizila pravdépodobnost opusténi vajec. Kontrola budek probihala béhem
hnizdni sezony, kdy se v budkach €asto nachdzeli dospélci se svymi vejci nebo ptacaty.
U ptécat, kterd se nachdzela v hnizdég, se odbér krve neprovadél; pokud byla dostate¢né
stard, byla okrouzkovana. Krouzkovani ptacat na hnizdé umozinuje ptesnéjsi urceni véku
pii opakovaném odchytu. Terénni cast diplomové prace probéhla v souladu s platnou
legislativou (schvalené projekty pokust, opravnéni k provadéni pokusil na zvifatech a

krouzkovaci licenci doc. M. Svobodové).

Obr. 3.2: A — snimek biotopu vcetné japonské ndrazové site, B — odchyt pévce z budky

C — snimek odbéru pévce, D — tichop pévce pii odbéru z tarzalni zily (foto zdroj A, B —

doc. M. Svobodova; C, D — P. Vorisek, Dr.)
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3.2 Laboratorni ¢ast

Vzorky zlet 2017-2019 jsem zpracovala kompletné od izolace DNA. U vzorka z let
2014-2016 jiz byla DNA izolovana a pomoci metody nested PCR a elektroforézy jsem

zpracovavala jiz pouze vybrané vzorky od opakované vysetifenych jedincti.

3.2.1 I1zolace DNA

Pouzité chemikalie:
= High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche)
= PCR H;O (Top-Bio)

= [sopropanol (Top-Bio)
= 96 % Etanol (Lach-ner)

DNA byla izolovana zkrve odchycenych pévcit pomoci High Pure PCR Template
Preparation Kit (Roche). Krev byla uchovavéna v lihu pfi -20 °C, proto bylo nutno nechat
lih pred samotnou izolaci DNA odpafit na tiepacim blocku pfi teploté 39 °C. Jakmile byl
veskery lih odpafen, izolace DNA byla provadéna dle protokolu vyrobce. DNA byla

nakonec eluovana 100 pl eluéniho pufru a ndsledné uchovavana pti -20 °C pro dalsi pouziti.

3.2.2 Nested PCR

Pro detekci rod Haemoproteus a Plasmodium byl pouzit a upraven dle optimalnich
podminek PrimeSTAR MAX DNA (TaKaRa) protokol nested PCR Perkins a Schall
(2002). V prvnim kroku nested PCR dochazi k vazbé vnéjsSich primert (DW2 a DW4
(tab. 3.1)) na specifickd mista mitochondridlniho genu pro cytochrom b. V druhém kroku
vnitini primery (DW1 a DW6 (tab. 3.1)) nasedaji na specifickd mista produktu prvniho
kroku (obr. 3.4). Slozeni a pribéh reakei jsou vypsany v tabulkach 3.2, 3.3, 3.4 a 3.5.

Pouzité chemikalie:
= Jzolovana DNA
= PCR H;O (Top-Bio)
= PrimeSTAR MAX DNA (TaKaRa)

= Primery, vstupni koncentrace 10 pM
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Tabulka 3.1: Piehled primerti pouzitych pro detekci rodit Haemoproteus a Plasmodium

Primer | Gen Krok | Sekvence primeru

DW2 1 | TAATGCCTAGACGTATTCCTGATTATCCAG
DW4 | Cytb 1 | TGTTTGCTTGGGAGCTGTAATCATAATGTG
DW1 | MitDNA | 2 TCAACAATGACTTTATTTGG

DW6 2 GGGAGCTGTAATCATAATGTG

Tabulka 3.2: Slozeni reakéni smési prvniho kroku nested PCR

Slozky Mnozstvi (ul)
PCR H2O 6
PrimeSTAR MAX DNA 4
Primer DW2 0,5
Primer DW4 0,5
DNA 1

Tabulka 3.3: SloZeni reakéni smési druhého kroku nested PCR

Slozky Mnozstvi (pul)
PCR H>O 9
PrimeSTAR MAX DNA 6
Primer DW1 0,5
Primer DW6 0,5
Produkt prvniho kroku nested PCR 0,5

Tabulka 3.4: Teplotni cyklus prvniho kroku nested PCR:

Pocet opakovani Teplota Dé¢lka trvani
Ix 98 °C 180 s
35x 98 °C 10s
35x 60 °C 20s
35x 72 °C 10's
I x 72 °C 180 s

Tabulka 3.5: Teplotni cyklus druhého kroku nested PCR:

Pocet opakovani Teplota Délka trvani
I x 98 °C 180 s
35x 98 °C 10s
35x 50 °C 20s
35x 72 °C 15s
I x 72 °C 180's
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3.2.3 Elektroforéza a vyfezavani z gelu
Pouzité chemikalie:
= Agar6za (Sigma Co.)
» TAE pufr (Thermo Scientific)
= SybrSafe DNA gel stain (Thermo Scientific)
*  Quick-Load® Purple 100 bp DNA Ladder (BioLabs)

= 6x DNA Loading Dye (Thermo Scientific)
* 96 % Etanol (Lach-ner)

K vizualizaci amplifikovaného PCR produktu byla pouzita horizontdlni elektroforéza
Thermo Scientific (OWL) s 1 % agar6zovym gelem. Pozitivni vzorky byly nasledné
precistény a osekvenovany. K vizualizaci DNA byl aplikovan 1 ml SybrSafe DNA gel
stain na 1 ml gelu. Jako marker slouzil Quick-Load® Purple 100 bp DNA Ladder
(BioLabs). Nasledné bylo v mikrotitracni desti¢ce smichdno 7 pul PCR produktu s 0,5 pl
6x DNA Loading Dye (Thermo Scientific) pro lepsi nanaSeni vzorku a usazeni PCR
produktu v jamce. Nejcastéji byla vyuzivana elektroforéza Thermo Scientific OWL B,
napéti 80 V, 20 minut. Vysledek byl odecten pod UV svétlem.

Pokud se na gelu objevily dvojpeaky (obr. 3.5A), musely byt jednotlivé bandy
z gelu vyfiznuty. Pfed samotnym vyfezavanim byl skalpel sterilizovan v 96 % etanolu a
nasledné byl hrot opalen. Po zchladnuti skalpelu byly jednotlivé bandy vyfezavany pod
modrym svétlem a nasledné umistény do eppendorfky a rovnou zpracovany nebo byly

skladovény pfi -20 °C do dalSiho pouZziti.
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Obr. 3.5: Snimek elektroforézy. Zebiik — 1 a 11. Single bandy — 4, 5, 8, 12, 14, 16. Double

bandy — 7, 9, 10. Ostatni jamky byly negativni na ptac¢i haemosporidie. Pozitivni kontrola
— 18. Negativni kontroly — 19, 20. (foto zdroj B. Chalupovd)

3.2.4 Cisténi PCR produktu

Pouzité chemikalie:
» High Pure PCR Product Purification Kit (Roche)
* Isopropanol (Top-Bio)
* PCR voda

* ExoSAP (Thermo Scientific)
* Primer DW1 (SIGMA)

Vzorky, které byly vyfiznuty z gelu, byly nésledné piecistény pomoci High Pure PCR
Product Purification Kit (Roche). Vzorky byly umistény na 10 minut na termo blok, ktery
mél teplotu 56 °C, po 5 minutach byly vzorky kratce zvortexovany a umistény zpét na
termo bloc¢ek. Déle bylo postupovano dle ptiloZeného protokolu. Na zavér bylo k vzorku
ptidano 70-100 pl (dle koncentrace PCR produktu) PCR vody.

Vsechny vzorky byly ¢iStény pomoci ExoSAP (Thermo Scientific). Na ledovém
blocku ve flowboxu bylo smichéno 5 pl PCR produktu a 1 pl ExoSAP (Thermo Scientific)
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a vzorek byl umistén do cykleru. Smés byla nejprve v cykleru inkubovana pii 37 °C po
dobu 8 minut, ve druhém kroku doslo ke zvyseni teploty na 80 °C po dobu 2 minut. Na
zaver byl vzorek zchlazen na 4 °C. Nasledné byl 1-2 ul této smési (dle koncentrace PCR
produktu) piidano k 1 pl primeru DW1 (SIGMA) a doplnéno do 8 ul PCR H»O. Takto
pfipraveny vzorek jsem fadné oznacila a zaslala na sekvenaci do Laboratoie sekvenace

DNA (Biocev).

3.2.5 Zpracovani sekvenci

Sekvence byly prohlizeny a vyhodnocovdny v programu Geneious 9.0.5

(https://www.geneious.com). Krajni a Spatné ¢itelné Casti sekvenci byly odstranény, pro

analyzu byly pouzity pouze ¢asti s dobte Citelnymi fluorescenénimi kiivkami. Pro uréeni
sekvenci byl pouzivan algoritmus BLAST. Sekvence byly porovnavany s nukleotidovou

databazi NCBI na strdnce https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/. Pokud byla

vyslednd sekvence daného vzorku Spatné Citelnd, opakovala jsem PCR maximalné
dvakrat, poté byl vyhodnocen jako nekvalitni. Shoda sekvenci, které byly ziskany
z krevnich vzorkd, a sekvenci ulozenych v nukleotidové databazi NCBI na strance

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ musela byt alespont 95 % (Hellgren et al.,

2004). Sekvence byly porovnavany na zakladé alignmentu vytvofeném v Geneious 9.0.5

(https://www.geneious.com).

Pro vyhodnoceni dynamiky infekce byly vytvofeny alignmenty sekvenci u jedinct,
kteti byli pfi opakovanych vySetfeni pozitivni. Alignmenty byly zpracovany pomoci

funkce Multiple alignment v programu Geneious 9.0.5 (https://www.geneious.com).

3.2.6 Barveni Giemsou, mikroskopie a pofizovani fotografii
Pouzité chemikalie:
= Metanol (Lach-ner)

» Barvivo Giemsa-Romanowski (Sigma Co.)

Ihned po névratu z terénu byly vSechny krevni roztéry fixovany metanolem a nasledné
byly 30 minut barveny barvivem Giemsa-Romanowski (20 x zfedénym destilovanou
vodou). Poté bylo barvivo Setrné smyto vodou. Mikroskopii dale provadéla doc. M.

Svobodova, z divodu porovnatelnosti s pfedchozimi sezénami. Krevni roztéry byly
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pozorovany pfti zvétSeni 1 000 x. Vzhledem k tomu, ze na kazdém skle se nachazel rizny
objem krve, a tudiz na kazdém podloznim sklicku byl jinak velky krevni roztér,
standardizovalo se prohlizeni na 10 minut pro jeden krevni natér, aby se jednotlivé vzorky
mohly mezi sebou objektivné porovnat.

Pro fotografovani byly krevni roztéry prohlizeny pii zvétSeni 100400 x na
mikroskopu Olympus BX51 TF v misté, kde se erytrocyty neptekryvaly. Haemosporidie
byly nasledn¢ fotografovany pti zvétSeni 1000x s pouzitim imerzniho oleje a upraveny

(ofiznuti fotografie a pfidani métitka) pomoci programu QuickPHOTO CAMERA 3.2.
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4 Vysledky

Béhem sledovanych let 2017-2019 byla odebrana krev 1092 jedinctim, nalezicich k 29
druhiim pévct. Celkem bylo odchyceno 691 dospélct (jedinec vylihnuty minulou sezénu
¢i star$i) a 401 juvenilt (jedinec vylihnuty v téze sezon¢). Nej€astéji chytanymi druhy
byla sykora konadra (250 odchycenych jedinci), dlask tlustozobi (229 jedincti), sykora
modfinka (150 jedinct) a strnad obecny (93 jedincii) (tab. 4.1).

Tabulka 4.1: Piehled pocti odchycenych pévcil

Pocet odchycenych jedincii
Druh (dospélci/juvenilove)
2017 2018 2019 Celkem

Pc’lrus major 16/109 | 45/18 | 42/20 | 103/147
Sykora konadra

Coccothraustes coccothraustes
Dlask tlustozoby

Cyanistes caeruleus

Sykora modtinka

68/6 47/11 79/18 | 194/35

24/46 26/37 8/9 58/92

Emberiza citrinella 14/3 | 3820 | 8/10 | 60/33
Strnad obecny
Ficedula albicollis
Lejsek bélokrky
Fringilla coelebs

Pénkava obecna

16/1 23/5 35/4 74/10

11/3 8/4 10/21 29/28

Carduelis chloris

Zvonek zeleny 9/1 9/1 20/0 38/2
Sitta europaea

Brhlik lesni 6/8 0/4 4/3 10/15
Sturnus vulgaris 130 | 200 70 | 2200
Spacek obecny

Turdus phvllm:nelos 2/0 5/6 0/5 711
Drozd zpévny

Motacilla alba 32 | 20 | a0 | 1
Konipas bily

Certhia familiaris

- 1/1 4/5 2/0 7/6
Soupalek dlouhoprsty

Phyll?:ecopus cv(?llybzta 71 3/0 473 0/4
Budnicek mensi

Passer montanus 40 2/0 6/0 12/0

Vrabec polni
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Pocet odchycenych jedinct

Druh (dospélci/juvenilove)
2017 2018 2019 | Celkem

Sylvia atricapilla 0/2 o/ 0/0 92
Pénice ¢ernohlava
Poecile palustris 0/3 2 2 4/7
Sykora babka
Phyll?:vcopus s’lbllatrzx 3/0 4/0 2/0 9/0
Budnicek lesni
Lv?rzthacus rubeczytla 40 0/0 31 71
Cervenka obecna
Turdus merula 1/0 3/0 2/0 6/0
Kos ¢erny
Card%telzs car?’uells 5/0 0/0 0/0 5/0
Stehlik obecny
Certhia brachydactyla
- 2 1
Soupalek kratkoprsty 0/0 0 0 3/0
Ficedula sp. 1/0 1/0 0/1 21
Lejsek
Ga'rrulus gla,ndarlus 0/0 0/0 v, 12
Sojka obecna
Turdus viscivorus
Drozd bravnik 1/0 1/0 1/0 3/0
Anthus trivialis
Linduska lesni 10 10 0/0 2/0
Carduelis spinus 0/0 0/0 1/1 1/1
Cizek lesni
Ficedula hypoleuca 1/0 1/0 0/0 2/0
Lejsek ¢ernohlavy
Muscicapa striata

1 1 1/1
Lejsek Sedy 0/0 o 0 /
Miliaria €al,andm 0/0 0/0 10 10
Strnad lu¢ni
Celkem 206/186 | 238/115 | 247/100 | 691/401

23




4.1 Prevalence haemosporidii

4.1.1 Celkova prevalence haemosporidii dle stafi hostitel(

Celkem bylo metodou nested PCR na pfitomnost ptac¢ich haemosporidii vySetieno 1092
krevnich vzorka. Negativnich bylo 573 vzorkt a 519 vzorka bylo pozitivnich, z toho ve
235 vzorcich byl nalezen rod Haemoproteus a ve 172 vzorcich rod Plasmodium (graf 4.1
a tab. 4.2). Nejvyssi prevalence (12 %) dosahovalo P. relictum klon Pengl14-121Br2AF,
nasledovano nové zjiSténou linii rodu Haemoproteus, pracovné pojmenovanou
Haemoproteus sp. coccoc_01 o prevalenci téz 12 %. Ve 112 vzorcich nebylo mozné urcit

linii parazita.

100%
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102 113
70% - 76 63
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Y 79
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30% 33 ==
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10% 54 & ] 19
35
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W Haemoproteus O Plasmodium @ Nekvalitni sekvence O Neinfikovani

Graf 4.1: Prevalence infekce haemosporidiemi u dospélych a juvenilnich pévcil

Prevalence byla porovnavana pouze u druhtl, kde bylo minimalné 10 odchycenych

jedinct (graf 4.2). Ptaci haemosporidie dosahovaly nejvyssi prevalence (90 %) u dlaskt.
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Graf 4.2: Srovnani prevalence rodu Haemoproteus a Plasmodium dle druhu pévce

Tabulka 4.2: Linie haemosporidii nalezené v ptaci krvi

Pocet pozitivnich vzorka Hostitelé a pocet jedinct
Linie haemosporidie 2017 | 2018 | 2019 | Celkem inﬁkgvanSIch danou linif
parazita
Haemoproteus sp. coccoc 118, parmaj 4,
coccoc_1 poepal 3, ficalb 2,
48 31 54 133 cyacae 2, embcit 1,
physib 1, siteur 1,
stuvul 1
Plasmodium relictum parmaj 66, cyacae 14,
klon Pengl14-121Br2AF coccoc 11, embecit 11,
21 34 7 128 carchl 6, fricoe 6, ficalb 5,
pasmon 4, stuvul 2,
erirub 1, gargla 1,
milcal 1
Plasmodium relictum parmaj 5, cyacae 3,
izolat Cc_P1 embcit 3, coccoc 2,
2 3 14 19 stuvul 2, carchl 1,
ficalb 1, fricoe 1,
pasmon 1
Haemoproteus sp. coccoc 9, carchl 2,
coccoc 2 cyacae 2, embcit 1,
> ! > 17 ficalb 1, fricoe 1,
parmaj 1
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Linie haemosporidie

Pocet pozitivnich vzorki

Hostitelé a pocet jedinci
infikovanych danou linii

2017 | 2018 | 2019 | Celkem .
parazita

Hae@oproteus sp. ) 7 4 13 embcit 12, siteur 1
embcit
Haemoproteus balmorali ) 1 6 9 ficalb 6, ficsp. 1,
izolat L-COLL3 musstr 1, phycol 1
Haemoproteus majoris cyacae 3, parmaj 6

4 5 0 9
z Parus caeruleus
Haemoproteus sp. coccoc 6, ficalb 1

1 1 5 7
coccoc 3
Plasmodium sp. turphi 2, carcar 1,
izolat Cc_P2 1 2 4 7 carchl 1, coccoc 1,

cyacae 1, turmer 1

Haemoproteus pallidus ) ) ) 6 ficalb 4, coccoc 1, ficsp. 1
izolat L-COLL2
Haemoproteus sp. 1 i 4 6 coccoc 4, physib 2
izolat MDG_HOS8
Haemoproteus embcit 4, coccoc 2
tartakovskyi 2 4 0 6
klon H204-14CC
Haemoproteus sylatr 5
parabelopolskyi 1 4 0 5
strain SYATO02
Haemoproteus minutus ) 3 0 5 turphi 3, embcit 1,
klon H45-14CA turmer 1
Hfzemoproteus sp. ) 0 ) 4 fricoe 3, parmaj 1
fricoe
Plasmodium sp. carchl 2, motalb 2
8  ADP-2011 strain 1 1 2 4
COLL1
Haemoproteus minutus 0 ) | 3 turphi 2, turmer 1
klon H43-14CA
Haemoproteus sp. sylatr 2, ficalb 1
8 ADP-2011  strain | 1 1 1 3
SYAT14
Plasmodium sp. ) 0 | 3 ficalb 3
klon PCc330.14Cl1
Plasmodium vaughani 1 1 1 3 stuvul 1, turmer 1,
klon P51-14CDi turvis 1
Plasmodium sp. 0 0 ) ) ficalb 2

izolat MDG_P23
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Pocet pozitivnich vzorki

Hostitelé a pocet jedincii

Linie haemosporidie 2017 | 2018 | 2019 | Celkem inﬁkqvan}'Ich danou linii
parazita

Haemoproteus coccoc 1

erythrogravidus 0 1 0 1

klon UN298DI

Haemoproteus lanii 0 0 1 1 gargla 1

izolat L-RBS4

Haemoproteus magnus 0 0 1 1 fricoe 1

Haemoproteus sylatr 1

parabelopolskyi 0 1 0 1

strain SYATI11

Haemoproteus pastoris 0 0 1 1 stuvul 1

H361.14Cl1

Haemoproteus payevskyi 0 1 0 1 coccoc 1

izolat L-RW1

Haemoproteus sp. | 0 0 | coccoc 1

haplotyp 20

Haemoproteus sp. 0 | 0 | fricoe 1

haplotyp 31

Haemoproteus sp. 0 0 1 1 coccoc 1

coccoc 4

Plasmodium cyacae 1

circumflexum 1 0 0 1

klon PCc130-12CB

Plasmodium sp. ficalb 1

Pl64 0 1 0 1

Plasmodium sp. coccoc 1

P166 1 0 0 1

Plasmodium sp. 0 0 | | ficalb 1

izolat MDG P14

Plasmodium sp. 0 0 1 1 parmaj 1

izolat MDG P18

Plasmodium sp. 0 0 | | ficalb 1

izolat MDG_P25
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4.1.2 Prevalence pocCetnych linii haemosporidii

Prevalence byla zkoumana pouze u nové zaznamenanych linii a u linii, které se nalezly
alespon u deseti jedincli. Zaznamenali jsme n€kolik novych linii rodu Haemoproteus,
rozdily mezi jednotlivymi sekvencemi jsou uvedeny v tab. 4.3. Nejvyssi prevalence 12 %
(n=1092) dosahovala linie pracovné¢ pojmenovana Haemoproteus sp. coccoc_1 (viz obr.
1A prilohy), nejblizsi shoda v NCBI databazi byl izolat Haemoproteus sp. LAO7GD29 a
rozdil mezi t€émito sekvencemi byl 13 bazi. Celkova prevalence (n=1092) této linie byla
u dlaska 11 %, u konader 0,4 %, u babek 0,3 %, u lejski bélokrkych a modiinek po 0,2 %
a u brhlikt lesnich, strnadt a Spacka pouze po 0,1 %. Prevalence této linie dosahla u
dospé€lctt 16 % (n=691) a u juvenili 6 % (n=401). Tato linie byla zaznamenina u
juvenilnich dlaskl, modfinek, koniader a babek. Prevalence Haemoproteus sp. coccoc_1
u dospélych dlaskti dosdhla 53 % (n=194) a u juvenilnich dlaskt 46 % (n=35). Intenzita
infekce této linie byla u dlaskti 1-440 infikovanych erytrocytii (median 30).

Tabulka 4.3: Rozdil v poctu bazi u novych linii rodu Haemoproteus

coccoc_1 coccoc 2 coccoc_3 coccoc_4 | embcit | fricoe
coccoc 1 X X X X X X
coccoc_2 3 baze X X X X X
coccoc_3 12 bazi 12 bazi X X X X
coccoc 4 8 bazi 9 bazi 13 bazi X X X
embcit 10 bazi 10 bazi 14 bazi 7 bazi X X
fricoe 11 bazi 11 bazi 12 bazi 9 bazi 10 bazi X

Linie pracovné¢ pojmenovana Haemoproteus sp. coccoc 2 se s Haemoproteus
passeris haplotyp P37, se kterou méla nejlepsi shodu, liSila o 10 bazi. Tato linie byla
nalezena ptredevsim u dlaskl (celkova prevalence 0,8 %, n=1092), u zvonkl zelenych
(celkova prevalence 0,2 %, n=1092) a dale u strnadl, lejskii belokrkych, pénkav,
modiinek a konader (o shodné celkové prevalenci 0,1 %, n=1092). Prevalence
Haemoproteus sp. coccoc_2 u dospélych dlaskt byla 3 % (n=194). Haemoproteus sp.
coccoc_2 byl nalezen u juvenilnich dlaskl o prevalenci 9 % (n=35), u jinych juvenilnich
pevcu nebyl zatim nalezen. Intenzita infekce timto druhem parazita byla 1-37 (median 9).

Linie pracovné pojmenovana Haemoproteus sp. coccoc 3 meéla nejlepsi shodu

s H. passeris haplotyp P37 a rozdil mezi obéma sekvencemi byl 8 bazi. Tato linie o
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celkové prevalenci 0,6 % (n=1092) se vyskytovala hlavné u dlaski (celkova prevalence
0,5 %, n=1092) a u lejski belokrkych (celkova prevalence 0,1 %, n=1092). Prevalence
Haemoproteus sp. coccoc_3 u dospélych dlaskl byla 3 % (n=194) a u juvenilnich dlaska
byla 3 % (n=35). Jak je uvedeno v tab. 4.2, byl v roce 2018 ziskdn pouze jeden vzorek
s timto parazitem, a proto intenzita infekce byla zatim vySetfena pouze z jednoho
krevniho natéru pochazejiciho od lejska, kde dosahla hodnoty 3.

Linie pracovné pojmenovana Haemoproteus sp. coccoc 4 mela nejlepsi shodu
s Haemoproteus sp. LAO7GD29 a sekvence se liSily o 9 bazi. Tato linie byla nalezena
pouze u dlaski o celkové prevalenci 0,1 % (n=1092). Prevalence u dospélych dlaskt byla
0,5 % (n=194), u juvenilnich jedincti zatim nebyla linie zaznamendna. Tato linie byla
zaznamenana az v roce 2019 a krevni natér nebyl zatim vySetfen.

Linie pracovné pojmenovand Haemoproteus sp. embcit se nejvice shodovala
s Haemoproteus sp. LAO7GD29 a sekvence se liSily o 10 bazi. Haemoproteus sp. embcit
se vyskytoval zejména u strnadd o celkové prevalenci 1 % (n=1092), ale byl nalezen i u
jednoho brhlika lesniho. U dospélych strnadl byla prevalence 13 % (n=60).
Haemoproteus sp. embcit dosahl u juvenilnich strnadi prevalence 12 % (n=33). Tato linie
parazita byla zaznamenéna na ctyfech krevnich natérech, na kterych dosahla intenzita
infekce 22-115 (median 60).

Posledni nové linie pracovné pojmenovand Haemoproteus sp. fricoe se nejvice
shodovala s Haemoproteus sp. LAO7GD29 a sekvence se liSily o 10 bazi. Tato linie se
nalezla u pénkav (celkova prevalence 0,3 %, n=1092) a u konlader o celkové prevalenci
0,1 % (n=1092). Tato linie byla nalezena pouze u dospélcii pénkav, u kterych dosahla
prevalence 10 % (n=29). Na druhou stranu u konadry se vyskytovala pouze u juvenila.
Zatim byly vySetfeny dva krevni natéry pozitivni na tuto linii a intenzita infekce doséhla
109 a 171 infikovanych erytrocyta.

Nejvyssi celkové prevalence (12 %, n=1092) doséhlo 1 P. relictum klon Peng-14-
121Br2AF (viz ptiloha obr. 1 B-E), nalezené u 66 sykor konader, 14 sykor modfinek a
v menSim mnozstvi i u dalSich druht pévcl (tab. 4.2 a graf 4. 2). Tento druh ptaci
haemosporidie nebyl zatim dle MalAvi ke dni 02. 05. 2020 popsan ze studovanych druhii
pouze u Spackd, u ostatnich vySe zminénych byl jiz zaznamenan. Prevalence P. relictum
klon Peng-14-121Br2 AF u dospélych konader byla 50 % (n=103) a u juvenilnich kotiader
10 % (n=147). U dospélych modfinek byla prevalence této linie 21 % (n=58) a u

juvenilnich modfinek 2 % (n=92). Tato linie dosahla prevalence u dospélych: vrabct
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33 % (n=12), zvonkt zelenych 16 % (n=38), strnadti 13 % (n=60), spackt 9 % (n=22),
pénkav 7 % (n=29), lejskt bélokrkych 5 % (n=74) a dlaskti 4 % (n=194). P. relictum klon
Peng-14-121Br2AF dosahl prevalence u juvenilnich: pénkav 14 % (n=28), lejskl
bélokrkych 10 % (n=10), dlaskit 9 % (n=35) a strnadli 9 % (n=33). Intenzita infekce u
konadry byla od 1 do 82 infikovanych erytrocytii (medidn 10) a pravé nejvyssi hodnoty
dosahla u juvenila. U modfinky byla intenzita infekce 1, u ostatnich jedinct byla infekce

zachycena pouze pomoci nested PCR.
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Graf 4.2: Prevalence Plasmodium relictum klon Peng-14-121Br2AF u dospélct

pocetnych druhti pévci

Plasmodium relictum izolat Cc _P1 se od P. relictum klon Peng-14-121Br2AF lisi
pouze v jedné bazi. Tato linie byla nalezena u péti konader, tfi modfinek, tii strnadl a
dalsich druhd pévct (tab. 4.2). Dle MalAvi ke dni 02. 05. 2020 byla u vSech nami
studovanych pévcil jiz tato linie popsana. Celkova prevalence této linie byla 2 %
(n=1092). Prevalence u dospélych konader byla 3 % (n=103) a u juvenilnich konader byla
1 % (n=147). P. relictum izolat Cc_P1 dosahlo prevalence u dospélct: strnadii 10 %
(n=60), Spackt 9 % (n=22), vrabcli 8§ % (n=12), modfinek 3 % (n=58), pénkav 3 %
(n=29), zvonku zelenych 3 % (n=38), lejskti bélokrkych 1 % (n=74) a dlaska 0,5 %
(n=194). Prevalence této linie byla u juvenili dlaska 3 % (n=35) a modiinky 1 % (n=92).
Infekce timto druhem parazita byla zaznamenéna pouze na jednom krevnim natéru, kde

Cinila 4 infikované erytrocyty.
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4.2 Celkova prevalence haemosporidii dle hostitele

Prevalence ptacich haemosporidii byla pfedevSim studovana u pévct s dostateCnym
poctem vysetfenych jedinci v kazdém roce, tedy u dlaskl, sykor konader, sykor
modrinek, lejskti bélokrkych a strnadt. Celkove bylo sice odchyceno alesponi 10 pénkav,
zvonku zelenych, brhliku lesnich a Spacku, ale v jednotlivych letech bylo odchyceno

jedinci méng¢, a proto u nich nebyla prevalence haemosporidii studovana.

4.2.1 Prevalence haemosporidii u dlaskud tlustozobych

Celkem bylo odchyceno 229 dlaskd, ztoho u 144 jedinci byl detekovan rod
Haemoproteus a u 15 jedinct rod Plasmodium. Prevalence rodu Haemoproteus u
dospélych dlaskti byla 63 % (n=194) (graf 4.4) a u juvenilt 57 % (n=35). Haemoproteus
sp. coccoc_1 dosahl nejvyssi prevalence — u dospélct 53 % (n=194) a juvenild 46 %
(n=35). U dlaskt byly nalezeny linie: H. erythrogravidus, H. pallidus, H. tartakovskyi a
Haemoproteus sp. izolat MDG_HOS, coccoc 01, coccoc 02, coccoc 03, coccoc 04 a
haplotyp 20 (tab. 4.4).

Prevalence rodu Plasmodium u dospélych dlaskti byla 5 % (n=194) a u juvenild
byla 11 % (n=35) (graf4.4). P. relictum klon Peng14-121Br2 AF mé&lo u dospélcii nejvyssi
prevalenci 4 % (n=194) a u juvenild 9 % (n=35). U téchto pévcl byly zaznamenany linie:
P. relictum klon Pengl4-121Br2AF a izolat Cc_P1 a Plasmodium sp. izolat Cc_P2 (tab.

4.4).
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Graf 4.4: Prevalence ptacich haemosporidii u dlaskt tlustozobych
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Tabulka 4.4: Linie ptacich haemosporidii u dlaskt

Linie Infikovanych | Infikovanych
dospélcu juvenila
Haemoproteus sp. coccoc 1 102 16
Plasmodium relictum klon Peng14-121Br2AF 8 3
Haemoproteus sp. coccoc 2 6 3
Haemoproteus sp. coccoc 3 5 1
Haemoproteus sp. izolat MDG HO08 4 0
Haemoproteus tartakovskyi klon H204-14CC 2 0
Plasmodium relictum izolat Cc_P1 1 1
Haemoproteus erythrogravidus klon UN298DI 1 0
Haemoproteus pallidus izolat L-COLL2 1 0
Plasmodium sp. P166 1 0
Haemoproteus sp. coccoc_4 1 0
Haemoproteus sp. haplotyp 20 1 0
Haemoproteus payevskyi izolat L-RW1 0 1
Plasmodium sp. izolat Cc_P2 0 1

4.2.2 Prevalence haemosporidii u sykor konader

Celkem bylo odchyceno 250 sykor komader, ztoho se u 12 jedinct nalezl rod

Haemoproteus au 72 jedinci rod Plasmodium (graf 4.5). Prevalence rodu Haemoproteus

u dospélych konader byla 7 % (n=103) a u juvenilli byla 3 % (n=147). H. majoris z Parus

caeruleus dosahl u dospélcti nejvyssi prevalence (5 %, n=103). U juvenili dosahl nejvyssi

prevalence 2 % (n=147) Haemoproteus sp. coccoc 1. U konader byly nalezeny linie: H.

majoris z Parus caeruleus, Haemoproteus sp. coccoc 1, coccoc_2 a fricoe (tab. 4.5).

Prevalence rodu Plasmodium u dospélych konader byla 54 % (n=103) a u juvenil

byla 11 % (n=147) (graf 4.5). Nejvyssi prevalence doséhlo P. relictum klon Pengl4-
121Br2AF — u dospélctt 50 % (n=103) a u juvenili 10 % (n=147). U tohoto druhu pévce

bylo nalezeno: P. relictum klon Pengl14-121Br2AF a izolat Cc_P1, dale Plasmodium sp.

izolat MDG_P18 (tab. 4.5).
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Graf 4.5: Prevalence ptacich haemosporidii u sykor koniader
Tabulka 4.5: Linie ptacich haemosporidii u sykor konader
Linie Infikovanych | Infikovanych
dospélct juvenild
Plasmodium relictum klon Pengl14-121Br2AF 52 14
Haemoproteus majoris z Parus caeruleus 5 1
Plasmodium relictum izolat Cc_P1 3 2
Haemoproteus sp. coccoc 1 1 3
Haemoproteus sp. coccoc_2 1 0
Plasmodium sp. izolat MDG P18 1 0
Haemoproteus sp. fricoe 0 1

4.2.3 Prevalence haemosporidii u sykory modfinky

Celkem bylo odchyceno 150 modtinek, rod Haemoproteus byl nalezen u 7 jedincii a rod
Plasmodium u 19 jedinci. Prevalence rodu Haemoproteus u dospélct byla 9 % (n=58) a
u juvenilt ¢inila 2 % (n=92) (graf 4.6). U dospélct dosahl nejvyssi prevalence 5 % (n=58)

H. majoris z Parus caeruleus. U juvenili mél nejvyssi prevalenci 2 % (n=92)
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Haemoproteus sp. coccoc_1. U odchycenych jedincti byly nalezeny linie: H. majoris z
Parus caeruleus, Haemoproteus sp. coccoc_1, coccoc 2 a fricoe (tab. 4.6).

Prevalence rodu Plasmodium u dospélych jedinct byla 33 % (n=58) a u juvenill
Cinila 4 % (n=92) (graf 4.6). P. relictum klon Pengl4-121Br2AF dosahl nejvyssi
prevalence, u dospélcti ¢inila 21 % (n=58) a u juvenili dosahla 2 % (n=92). U modfinek
byly nalezeny linie: P. circumflexum klon PCc130-12CB, P. relictum klon Pengl4-
121Br2AF aizolat Cc_P1, dale Plasmodium sp. izolat Cc_ P2 (tab. 4.6).
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Graf 4.6: Prevalence ptacich haemosporidii u sykor modfinek

Tabulka 4.6: Linie ptacich haemosporidii u sykor modfinek

Linie Infikovanych | Infikovanych
dospélct juvenild
Plasmodium relictum klon Peng14-121Br2AF 12 2
Haemoproteus majoris z Parus caeruleus 3 0
Plasmodium relictum izolat Cc_P1 2 1
Haemoproteus sp. coccoc_2 2 0
Haemoproteus sp. coccoc_1 0 2
Plasmodium circumflexum klon PCc130-12CB 1 0
Plasmodium sp. izolat Cc_P2 0 1
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4.2.4 Prevalence haemosporidii u lejskd bélokrkych

Celkem bylo odchyceno 84 lejskii bélokrkych, ztoho se u 15 jedinc nalezl rod
Haemoproteus au 14 jedinct rod Plasmodium. Rod Haemoproteus dosahoval u dospélct
prevalence 19 % (n=74) a u juvenill 10 % (n=10) (graf 4.7). H. balmorali izolat L-
COLL3 dosahl nejvyssi prevalence u dospélcti 8 % (n=74). Dale byly nalezeny linie: H.
pallidus L-COLL2, Haemoproteus sp. § ADP-2011 strain SYAT14, coccoc 1, coccoc 2
a coccoc 3 (tab. 4.7).

Rod Plasmodium doséhl u dospélct prevalence 18 % (n=74) a u juvenili 10 %
(n=10) (graf 4.7). P. relictum klon Peng14-121Br2AF dosahl u dospélcii prevalence 5 %
(n=74). Déale byly nalezeny linie: P. relictum izolat Cc P1 a Plasmodium sp. klon
PCc330.14C1, P164, izolat Cc_P14 izolat MDG P23 a izolat MDG_ P25 (tab. 4.7).
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Graf 4.7: Prevalence ptacich haemosporidii u lejski bélokrkych

35



Tabulka 4.7: Linie ptacich haemosporidii u lejski bélokrkych

Linie Infikovanych | Infikovanych
dospélcu juvenila
Haemoproteus balmorali izolat L-COLL3 6 0
Plasmodium relictum klon Peng14-121Br2AF 4 1
Haemoproteus pallidus izolat L-COLL2 4 0
Haemoproteus sp. coccoc 1 2 0
Plasmodium sp. klon PCc330.14C1 2 0
Plasmodium sp. MDG_P23 2 0
Haemoproteus sp. coccoc 2 1 0
Haemoproteus sp. coccoc 3 1 0
Plasmodium relictum izolat Cc_P1 1 0
Plasmodium sp. MDG P14 1 0
Plasmodium sp. MDG_P25 1 0
Plasmodium sp. P164 1 0
Haemoproteus sp. 8 ADP-2011 strain SYAT14 0 1

4.2.5 Prevalence haemosporidii u strnadl obecnych

Celkem bylo odchyceno 93 strnadd, z toho u 19 jedincti byl nalezen rod Haemoproteus a

u 14 jedinct byl nalezen rod Plasmodium. Prevalence rodu Haemoproteus u dospélcti

byla 22 % (n=60) a u juvenild 18 % (n=33) (graf 4.8). Nejvyssi prevalence dosahl

Haemoproteus sp. embcit —u dospélcti 13 % (n=60) a u juvenild 12 % (n=33). Dale byly

u tohoto druhu pévce nalezeny linie: H. minutus klon H45-14CA, H. tartakovskyi klon

H204-14CC, Haemoproteus sp. coccoc_1 a coccoc_ 2 (tab. 4.8).

Prevalence rodu Plasmodium byla u dospé€lct 18 % (n=60) a u juvenilt 9 % (n=33)

(graf 4.8). Nejvyssi prevalence dosahlo P. relictum klon Pengl14-121Br2AF, u dospélci

¢inila 13 % (n=60) a u juvenilt 9 % (n=33). Déle byla u strnadii nalezena linie P. relictum

izolat Cc_P1 (tab. 4.8).
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Graf 4.8: Prevalence ptacich haemosporidii u strnadli obecnych

Tabulka 4.8: Linie ptac¢ich haemosporidii u strnadt

2019

O Neinfikovani

Linie Infikovanych | Infikovanych
dospélct juvenild
Haemoproteus sp. embcit 8 4
Plasmodium relictum klon Peng14-121Br2AF 8 3
Haemoproteus tartakovskyi klon H204-14CC 3 1
Plasmodium relictum izolat Cc_P1 3 0
Haemoproteus sp. coccoc 1 1 0
Haemoproteus sp. coccoc_2 1 0
Haemoproteus minutus H45-14CA 0 1
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4.3 MeziroCni zmény prevalence

Mezi sledovanymi lety doSlo k ristu prevalence rodu Plasmodium u juvenilnich 1
dospélych jedincti sykor konader a sykor modiinek (graf 4.9). Tento trend byl vice patrny

u sykor konader.
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Graf 4.9: Meziro¢ni vyvoj prevalence rodu Plasmodium u sykor konlader a modiinek

4.4 Dynamika infekce na urovni jedince

Celkem bylo opakovan¢ vysetteno 14 druhti pévctl. V ramci jedné sezony bylo vySetieno
8 druhti (Soupalek dlouhoprsty, dlask tlustozoby, strnad obecny, pénkava obecnd, sykora
konadra, sykora modfinka, sykora babka a brhlik lesni). V rdmci meziro¢nich vySetfeni
bylo odchyceno a vySetfeno 12 druhil (zvonek zeleny, Soupalek kratkoprsty, Soupalek
dlouhoprsty, dlask tlustozoby, strnad obecny, lejsek obecny, pénkava obecnd, sykora

konadra, sykora modtinka, vrabec polni, budni¢ek mensi a brhlik lesni).

4.5.1 Sezonni dynamika infekce na urovni jedince

Vramci jedné odchytové sezony v letech 2014-2019 bylo vySetfeno 27 jedinci.
Nejcastéji takto odchycenym druhem byla sykora koniadra (n = 15). Pro vyhodnoceni byla

pouzita vySetieni provedena s minimalné desetidennim odstupem. U jednoho dlaska se
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ani v jednom z piipadii nepodatilo urcit linii pta¢i haemosporidie, proto byl z hodnoceni

vytazen.

Tabulka 4.9: Status infekce u jedinct vysetfenych v jedné sezoné

Druhy odchyt (+) Druhy odchyt (-)
Prvni odchyt (+) 11 4
Prvni odchyt (-) 2 9

Dvacet z dvaceti Sesti opakované vySetfenych jedinct v rozmezi odchytu 10 az 53
dni nezménilo sviij infekéni status (tab. 4.9). U jedendcti jedinch se infekce zachovala.
Devét sykor konader si zachovalo infekci P. relictum klon Peng-14-121Br2AF a izolat
Cc_P1 po dobu az 29 dni. Z toho jeden jedinec byl vySetfen tiikrat a ziistal pozitivni na
P. relictum klon Peng-14-121Br-2AF. U jednoho strnada byla infekce P. relictum klon
Peng-14-121Br2AF opétovné detekovana za 25 dni. U jednoho dlaska se po dobu 53 dni
zachovala infekce H. sp. coccoc 1.

Devét jedinch zGstalo negativnich na ptaci haemosporidie. Tii sykory konadry
zustaly v rozmezi odchyt 10-13 dni neinfikované. Dva strnadi zlstali v rozmezi 16 az
39 dni téz negativni na ptaci haemosporidie. Dva brhlici zlstali negativni v rozmezi 12
az 30 dni. Jedna sykora babka ziistala po dobu 43 dni negativni na zkoumané parazity a
jedna sykora modfinka zstala téz negativni po dobu 27 dni.

U Sesti jedinct doslo ke zméné& infek¢niho stavu. Jeden strnad se v rozmezi 89 dni
nakazil Haemoproteus sp. coccoc_1. Jedna sykora konadra se béhem 16 dni nakazila P.
relictum klon Peng-14-121Br2AF.

U ¢tytech jedinct doslo k vymizeni ptac¢ich haemosporidii z periferni krve. U dvou
konader byla opakovana vySetfeni v rozmezi 10-13 dni negativni na P. relictum klon
Peng-14-121Br2AF. U brhlika nebyl po 32 dnech detekovan pivodné zjistény H. sp.
coccoc_1. U Soupalka dlouhoprstého doslo béhem 15 dni k pozbyti neidentifikované

linie.
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4.5.2 Mezisezoénni dynamika infekce na urovni jedince

Mezi lety 2014 az 2019 bylo v rozmezi alesponi jednoho roku odchyceno 40 pévct (tab.
4.10). Nejcastéji odchycenym pévcem byla opét sykora konadra (n = 13).

Tabulka 4.10: Status infekce u mezirocné vySetfenych jedinct

Druhy odchyt (+) Druhy odchyt (-)
Prvni odchyt (+) 16 2
Prvni odchyt (-) 4 18

U 34 jedinct nedoslo ke zméné infekéniho stavu béhem 1-4 let (tab. 4.10).
U 16 pévct se pozitivni infekéni status zachoval. U osmi konader se zachovala infekce
P. relictum klon Peng-14-121Br2AF. Dva strnadi si zachovali P. relictum klon Peng-14-
121Br2AF aizolat Cc_P1 po dobu az Etyf let. Jeden strnad si zachoval pozitivni infekéni
status po dobu tii let, ale bud’ se mohlo jednat o smiSenou infekci a béhem kazdého
vySetfeni byl zaznamenan jiny parazit anebo mohlo dojit k vyméné Haemoproteus sp.
embcit za P. relictum klon Peng-14-121Br2AF. Vrabec zistal pozitivni na P. relictum
klon Peng-14-121Br2AF po dobu az dvou let. Ctyfi dlasci si zachovali infekéni status po
dobu az tfi let, jeden z nich zlstal po dobu 2 let infikovan Haemoproteus sp. coccoc 1.
Zbyli tfi jedinci zastali pozitivni na pta¢i haemosporidie, ale béhem jednoho z vySetfeni
se nepodafilo urcit linii parazita; je mozné, ze doslo ke koinfikovani téchto jedinci
dal§imi liniemi ptacich haemosporidii.

Osmnact pévcl zlistalo negativnich na pta¢i haemosporidie. Ctyfi lejsci b&lokrei
zustali negativni na krevni parazity po dobu &tyf let. Ctyfi modfinky a dvé kotiadry ziistaly
negativni na ptac¢i haemosporidie mezi dvéma po sob€ nésledujicima lety. Dva zvonci
zeleni, dva brhlici lesni a po jednom Soupalku kratkoprstém, Soupéalku dlouhoprstém,
pénkaveé obecné a budni¢ku mensim zistali negativni na haemosporidie.

Béhem aZ dvou let se dvé konadry a jeden strnad nakazili P. relictum (klon Peng-
14-121Br2AF). Sykora konadra se mezi dvéma odchytovymi sezonami nakazila
Plasmodium sp. (izolat MDG_P27).

U sykory modfinky doslo béhem dvou let ke zmizeni P. relictum klon Peng-14-
121Br2AF z periferni krve. U dlaska se béhem jednoho roku ztratil z periferni krve

Haemoproteus sp. coccoc_3.

40



4.5.3 Sezonni a mezisezonni dynamika infekce

Tii pévcei byli odchyceni v rdmci jedné sezony 1 mezi jednotlivymi roky. V roce 2015 byla
sykora konadra poprvé odchycena a byla negativni na ptaci haemosporidie. V letech 2016
a 2017 jiz byla pozitivni na P. relictum izolat Cc_P1. Sykora modfinka (dva odchyty
v jedné sezoné a jeden odchyt mezi dvéma nésledujicimi sezonami) i konipas bily (odchyt
po dvou letech a nasledné dvakrat v ramci jedné sezony) byli béhem vSech vySetfeni

negativni na haemosporidie.

4.5 Porovnani diagnostickych metod

Celkem bylo porovnano 718 krevnich natért a krevnich vzorkt z let 2017-2018. Do
tohoto porovnani nebylo mozno zatadit vzorky z roku 2019, protoze krevni natéry nebyly
k datu sepsani prace vyhodnoceny. Metoda nested PCR se v 72 % shodovala s vysledky

mikroskopie, z ¢ehoz 21 % vzorkl bylo pozitivnich a 51 % vzorkl negativnich. V 8 %

vvvvvv

vvvvvv

zaznamenan pouze pomoci metody nested PCR u 54 vzorktl (8 %) a rod Plasmodium u
41 vzorkl (6 %). U 45 (6 %) vzorkl byl PCR produkt pozitivni na krevni parazity, ale

nepodafilo se ur¢it, o jaky rod haemosporidie se jedna.

Tabulka 4.11: Porovnani vysledki metody PCR a mikroskopie v letech 2017 a 2018

PCR pozitivni PCR negativni
Mikroskopie pozitivni 21 % (154) 8 % (58)
Mikroskopie negativni 19 % (140) 51 % (366)
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5 Diskuse
5.1 Prevalence haemosporidii

5.1.1 Celkova prevalence haemosporidii

Z celkového poctu 1092 vzorkl vySetfenych metodou nested PCR bylo 519 vzorki
pozitivnich. Rod Haemoproteus jsem nalezla u 235 vzorku a jeho celkova prevalence u
dvaceti-deviti studovanych druhi byla 22 % (n=1092), naproti tomu dle Kucera (1981)
prevalence rodu Haemoproteus ve stiedni Evropé u pévcli dosahovala 13 %. Rod
Plasmodium jsem nalezla u 172 vzorkli a jeho celkova prevalence u dvaceti-deviti
studovanych druht byla 16 % (n=1092). Zatimco dle Kucera (1981) byla prevalence rodu
Plasmodium v pévct ve stfedni Evrop¢ 3 %. Rozdil v prevalenci miizeme vysvétlit tim,
ze Kucera (1981) pouzil pouze mikroskopii, protoze mnou zjisténa prevalence rodu
Haemoproteus na zakladé mikroskopie by byla 12 % (n=718) a prevalence rodu
Plasmodium na zaklad¢ mikroskopie by byla 4 % (n=718).

5.1.2 Prevalence pocetnych linii haemosporidii

Z celkového poctu 519 vzorkidl pozitivnich na pta¢i haemosporidie se u 147 vzorki
vyskytovalo Plasmodium relictum. Od tohoto druhu parazita se mi podatilo nalézt dva
molekularné odlisné izolaty, coZ odpovida neddvnym zjiSténym o intraspecifické
variabilité P. relictum (Bensch et al., 2000; Bensch et al., 2009; Marzal et al., 2011;
Hellgren et al., 2015; Palinauskas et al., 2017). Ob¢ vySe zminéné linie P. relictum byly
popséany i morfologicky a bylo potvrzeno, Ze se jedna o intraspecifickou variabilitu tohoto
druhu (Palinauskas et al., 2008; Valkitnas et al., 2007). P. relictum klon Pengl4-
121Br2AF byl nalezen u 128 jedinci a u 12 z 29 druhii pévct. P. relictum izolat Cc_P1
byl nalezen u 19 vzorkti pochézejicich od deviti druhti pévct. Tyto linie P. relictum se
vyskytovaly napiiklad u pénkav, sykor modfinek a sykor komnader, stejné jako jinde v
Evropé (Garcia-Longoria et al., 2019). Tento druh parazita napada Siroké spektrum ptaka,
al., 2014).

Celkem bylo odchyceno 25 konader, které byly vySetfeny mikroskopicky i metodou
nested PCR, z toho bylo osm juvenill a sedmnact dospélcti. Pouze u 4 dospélych konader

bylo P. relictum klon Pengl4-121Br2AF nalezeno pomoci obou metod. U zbylych 13
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jedinct byl tento parazit zaznamenéna pouze pomoci nested PCR a nejspise se jednalo o
chronickou fézi infekce, kdy je velmi nizk4 parazitémie (Cornet et al., 2014). Tyto
konadry byly odchyceny v pritbé¢hu hnizdni sezény (od bfezna do Cervna) a mohlo jednat
o relaps infekce a k uvolnéni merozoitl z vnitinich organti a parazitémie v periferni krvi
se zvysila na hranici mozné detekce (Barnard et al., 2010; Cornet et al., 2014). Pfipadné
se mohlo jednat o zaCatek akutni faze infekce, kdy se haemosporidie teprve zacaly
objevovat v periferni krvi, ale parazitémie zatim nedosdhla vrcholu (Valkiiinas, 2005;
Cornet et al., 2014). U ¢tyfech z osmi toho ro¢nich koniader bylo P. relictum klon Peng14-
121Br2AF diagnostikovano pomoci obou vyse zminénych metod a intenzita infekce byla
8 az 82 (median 40) infikovanych erytrocytd. U zbylych ¢tyfech juvenilli se nejspiSe
jednalo o chronickou fazi infekce, protoze parazit byl diagnostikovan pouze pomoci
metody nested PCR (Jarvi et al., 2002; Ricklefs et al., 2005a). Mladé konadry se
pravdépodobné nakazily v Milovickém lese, a proto se na této lokalité vyskytuji i vektofi,
ktefi jsou schopni prenaset P. relictum klon Pengl14-121Br2AF.

P. relictum izolat Cc_P1 se nalezlo u juvenilnich i1 dospélych konader, ale navic
bylo nalezeno u zvonkt zelenych, coz jsou rezidentni pévci, tudiz dochézi k lokdlnimu
prenosu této linie.

Obé linie P. relictum byli nalezeny u modfinek, ale u vétSiny jedincii vySetienych
obéma metodami byla mikroskopie negativni, pouze u jednoho jedince byla infekce
zaznamenana (1 infikovany erytrocyt). U vSech jedinct se tedy jednalo o chronickou fazi
infekce (Barnard et al., 2010), ztoho byla jedna modfinka tohorocni a byla ji
diagnostikovana infekce P. relictum klon Pengl4-121Br2AF, coz podporuje hypotézu
lokalniho pfenosu.

Vramci této prace byly objeveny nové linie rodu Haemoproteus pracovné
oznacené: Haemoproteus sp. coccoc_1, coccoc 2, coccoc_3, coccoc_4, embcit a fricoe.
Linie H. sp. coccoc 1, coccoc 2, coccoc_3 acoccoc 4 byly nalezeny piedevsim u dlaskdl,
minoritn€ se vyskytovaly napiiklad u sykor konader a lejski bélokrkych. NejbliZsi
ptibuznd linie Haemoproteus sp. LA07GD29 u dlaskl zatim popséna nebyla (MalAvi ke
dni 02. 05. 2020). Linie Haemoproteus sp. coccoc_1 dosahovala celkové prevalence u
dlaskti 11 % (n=1092), ale jesté¢ vyssi prevalence (67 %) dosahoval nové popsany druh
Haemoproteus concavcentralis v jihovychodni Evropé (Dimitrov et al., 2014). U dlaska
byl Haemoproteus sp. coccoc 1 diagnostikovan pomoci mikroskopie u 70 % (n=66)

vzorkl. Intenzita infekce u dospélych dlaskt vySetfenych i mikroskopicky (n=56) byla
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velmi variabilni a kolisala mezi 1-112 (median 24) infikovanymi erytrocyty. Z tohoto
kolisani intenzity infekce usuzuji, ze u jedinct, u kterych byla intenzita infekce vyssi,
mohla byt infekce bud’ v akutni fazi anebo doslo k intenzivnimu relapsu infekce (Jarvi et
al., 2002; Ricklefs et al., 2005a). U juvenilnich dlaskii (n=10) byla intenzita infekce 2—
440 (median 25). VSichni tito juvenilni jedinci se tedy pravdépodobné nakazili timto
parazitem v Milovickém lese. U dvou juvenilnich dlaski byla intenzita infekce 385 a 440
infikovanych erytrocyti, proto se domnivam, Ze tito dva jedinci praveé prodélavali akutni
fazi infekce (Cornet et al. 2014; Mukhin et al., 2016). U zbylych ¢tyt juvenilii byla
intenzita infekce 2—37 (median 12) a u téchto jedinct byla jiz infekce v chronické fazi
(Jarvi et al., 2002; Ricklefs et al., 2005a). Hypotézu lokdlniho pfenosu podporuje i
nalezeni této linie u brhlika lesniho, coZ je rezidentni druh pévce.

Haemoproteus sp. embcit nalezeny hlavn€ u strnadii byl sekvencné nejvice
podobny H. sp. LA07GD29 (rozdil 10 bazi). Haemoproteus sp. LAO7GD29 byl nalezen
u vlhovet ¢ernohrdlych (Icterus nigrogularis) a drozdch tropickych (Mimus gilvus)
vjizni Americe (Belo et al., 2012). Haemoproteus sp. embcit byl u 9 strnadd
diagnostikovan pomoci obou metod, z toho 4 vzorky pochézely od juvenilnich jedinci.
U tiech vzorkd pochazejicich od dospélcti byla tato linie diagnostikovana pouze pomoci
PCR, proto se nejspis jednalo o chronickou fazi infekce (Jarvi et al., 2002; Ricklefs et al.,
2005a). U juvenilnich jedinct byla intenzita infekce 22—115 (medidn 39) infikovanych
erytrocytll. VSichni tito jedinci byli odchyceni béhem cervence a jedinec, ktery mél
intenzitu infekce nejvyssi, pravdépodobné prodélaval akutni fazi infekce (Cornet et al.
2014; Mukhin et al., 2016). U ostatnich jedinci jiZ mohlo dochazet k poklesu parazitémie
a infekce se stavala chronickou (Valkitnas, 2005; Cornet et al., 2014, Mukhin et al.,
2016). Haemoproteus sp. embcit byl diagnostikovan i u jednoho dospélého brhlika
lesniho, ktery je stejné jako strnad rezidentni pévec, coZ podporuje hypotézu lokalniho
prenosu.

Haemoproteus sp. fricoe objeveny zejména u pé€nkav byl sekvencné podobny H.
passeris haplotyp P37 (rozdil 10 bazi). H. passeris haplotyp P37 byl popsan u vrabct
moabskych (Passer moabiticus) a u vrabctt domacich (Passer domesticus) v jihozépadni
Asii (Martinsen et al., 2006). Intenzita infekce byla zatim zjiSténa pouze u dvou vzorkt.
U dospélé pénkavy dosahovala intenzita infekce hodnoty 171 a vzhledem k tomu, Ze byla
odchycena v kvétnu, domnivam se, Ze praveé prodé€lavala akutni fazi infekce nebo silny

relaps (Cornet et al. 2014; Mukhin et al., 2016). U juvenilni konadry, kterd byla
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odchycena o meésic pozd€ji, byla intenzita infekce 109 infikovanych erytrocytd, coz
potvrzuje hypotézu lokalniho pienosu.

U juvenilnich jedinct byly nalezeny linie: P. relictum klon Pengl4-121Br2AF a
izolat Cc_P1, Haemoproteus sp. coccoc 1, coccoc 2, coccoc 3, embcit a fricoe, proto je
pravdépodobné, ze tyto linie maji vhodné vektory v Milovickém lese. Zejména u
juvenilnich jedincii byly zaznamendny vysoké hodnoty intenzity infekce (az 440
infikovanych erytrocytl). U nékterych dospélct byla infekce diagnostikovana pouze
molekularné, proto se jednalo o chronickou fazi infekce. U dospélych jedincti, u kterych

byla infekce diagnostikovana i mikroskopicky, se mohlo jednat o relaps infekce.

5.2 Prevalence haemosporidii u po€etnych pévcu

5.2.1 Prevalence ptacich haemosporidii u dlasku tlustozobych

Rod Haemoproteus dosahl u dlaskli nejvyssi prevalence 63 % (n=229), ale ve srovnani
se severni Evropou je niz$i (90 %) (Valkitinas et al., 2003). Rod Plasmodium dosahl u
dlaskii nejnizsi prevalence 7 % (n=229) ze vSech studovanych druht pévct, naproti tomu
v severni Evropé byla jeho prevalence az 9x vyssi (61 %) (Valkitinas et al., 2003).

V korunéch stromt, kde si dlasci stavi sva oteviend hnizda, preferuji sani predevsim
tiplici a také Anopheles plumbeus (Cerny et al., 2011). Dlasci jsou tedy v obdobi hnizdéni
vystaveni pusobeni tiplikd, vektori rodu Haemoproteus (Valkitinas, 2005). V¢tSina
tiplikl jsou exofagni (Borkent, 2005), tudiz je pro dlasky rizikové oteviené hnizdéni.
Dlask je ze vSech nami studovanych pévct nejvétsi a produkuje nejvice kairomond, proto
muze byt prevalence rodu Haemoproteus tak vysoka. Zajimavy je i fakt, Ze u dlaskt byla
téZ vysoka prevalence Trypanosom (50 %) (Cerny, 2006).

U sedmi juvenilnich jedincti dosahoval rod Haemoproteus intenzity infekce 1 az
400 (median 37) infikovanych erytrocytii a pouze u ¢ty juvenili byla infekce zjisténa jen
pomoci nested PCR. Juvenilové, u kterych byla parazitémie nizké, byli pravdépodobné
infikovani rodem Haemoproteus jiz v hnizd¢ (Valkiiinas, 2005) nebo se jednalo o pocatek
infekce (Cornet et al., 2014). Rod Plasmodium byl zaznamenan u 4 juvenilnich dlaskt. U
jednoho z nich byla intenzita infekce 48 infikovanych erytrocytlh a pravdépodobné se
jednalo o pocatek nebo konec akutni faze infekce (Cornet et al., 2014). U jednoho juvenila
byla infekce timto rodem diagnostikovana pouze pomoci nested PCR a infekce mohla jiz

dosahnout chronické faze, potom by se tento jedinec nejspiSe nakazil rodem Plasmodium
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jiz v hnizd¢ (Valkitinas, 2005; Cornet et al., 2014) anebo se jednalo o poc¢atek akutni faze
infekce (Valkitinas, 2005).

Dle MalAvi (ke dni 02. 05. 2020) bylo u dlaskii popsano 8 linii rodu Haemoproteus.
V Milovickém lese byly u téchto pévct nalezeny jiz znamé linie H. erythrogavidus klon
UN298DI, H. pallidus izolat L-COLL2, H. payevskyi izolat L-RW1, H. tartakovskyi klon
H204-14CC, Haemoproteus sp. haplotyp 20 a izoldt MDG HOS, ale u dlaskl zatim
nebyly zaznamenané, coz svéd¢i o moznosti napadat rizné hostitele (Bensch et al., 2000;
Waldenstrom et al., 2002; Fallon et al., 2003; Szymanski a Lovette, 2005; Hellgren et al.,
2007) nebo nebyli pomoci jinych diagnostickych metod u téchto pévcii zatim nalezen
(Bernotiené et al., 2016). Plasmodium relictum jiz bylo u dlaskli potvrzeno, zatimco

Plasmodium sp. izolat Cc_P2 ne (MalAvi, ke dni 02.05.2020).

5.2.2 Prevalence haemosporidii u sykor

U obou druhtli sykor dosahl vyssi prevalence rod Plasmodium (konadry 29 %, n=250),
modfinky 13 %, n=150), naproti tomu v jizni Evrop¢ byla u konader prevalence obou
rodu stejna (13 %) (Garcia-Longoria et al., 2019). Zajimavé je, ze v jizni Evropé byla
prevalence rodu Plasmodium u koniader az 4x niz8i, a naopak u modfinek az 2,5 x vyssi
nez v Milovickém lese.

U dospélct vySetienych béhem kvétna a Cervna byla intenzita infekce 1 az 30
(mediédn 10) infikovanych erytrocytti, coz miize svédcit o chronické fazi infekce, ptipadné
o jejim relapsu (Valkiiinas, 2005; Cornet et al., 2014). Mlad’ata sykor byla v hnizdech ve
sledovanych letech spatfena predev§im béhem kvétna, v dobe odbéru krve (Cervenci) jiz
sva hnizda opustila, vzhledem k vyssi intenzité infekce (8 az 82 (median35) infikovanych
erytrocyttl) soudim, ze se tito juvenilové nakazili az po vylétnuti z hnizda (Valkitinas,
2005; Cornet et al., 2014). Tuto moji domnénku podporuje 1 fakt, Ze v ptacich budkach
se ve vétsi mife vyskytuji samice tiplikli nez samice komari (Votypka et al., 2009), proto
bych ocekavala, ze prevalence rodu Haemoproteus bude u sykor vétsi. Prevalence ptacich
trypanosom u sykor byla 30-35 % (Cerny, 2006).

Haemoproteus majoris z Parus caeruleus byl jiz dle MalAvi kde dni 02.05.2020 u
obou studovanych druht sykor zaznamenan. P. relictum je generalisticky krevni parazit,
ktery se vyskytuje u konader i u modiinek (MalAvi, ke dni 02.05.2020). Plasmodium sp.
izolat MDG P18 nebylo u konader zatim potvrzeno (MalAvi, ke dni 02.05.2020). U
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modfinek jiz bylo P. circumflexum klon PCc130-12CB potvrzeno, ale Plasmodium sp.
izolat Cc_P2 zatim nikoliv (MalAvi, 02.05.2020).

5.2.3 Prevalence ptacich haemosporidii u lejskd bélokrkych

V kazdém roce byl v odchycen alesponi jeden lejsek (Ficedula sp.), ktery se nedal presné
zafadit do druhu. Mtze to byt dano tim, ze v Milovickém lese se nachazi jak lejsci
bélokrei (Ficedula albicollis) tak lejsci ¢ernohlavi (Ficedula hypoleuca) a pravdépodobné
se tedy jednalo o hybridy, ktefi vykazovali znaky obou vySe zminénych druhti lejsku.

Celkem bylo odchyceno 10 juvenilnich jedinct, ale vzhledem nerovnomérnému
rozlozeni odchycenych juvenili béhem jednotlivych let nebylo mozné ziskat kvalitni data
k vyhodnoceni prevalence. V roce 2019 byli odchyceni 4 juvenilové, diky nimz bylo
mozné potvrdit lokalni ptenos.

V severni Evropé byla u lejski prevalence rodu Haemoproteus 20 % a rodu
Plasmodium 5 % (Fletcher et al., 2019); ve stfedni Evrop¢ doséahla u lejskl ¢ernohlavych
prevalence rodu Haemoproteus 21 % a prevalence rodu Plasmodium byla nulova
(Schumm et al., 2019). V Milovickém lese byla u lejskii bélokrkych (n=84) prevalence
rodu Haemoproteus 18 % a rodu Plasmodium 17 %. Dle Jones et al. (2018) nema na
prevalenci haemosporidii pfendsenych v Evropé vliv druh hostitele. Rozdily v prevalenci
proto mohou byt zplisobeny rozdilnymi MHC alelami (Westerdahl, 2007). U jednoho
dospélce, ktery byl vysetfen v kvétnu, byla intenzita infekce 650 infikovanych erytrocytt
a pravdépodobné se jednalo o vrchol parazitémie (Valkitinas, 2005; Cornet et al., 2014).
U dospélych jedincii doslo k ndkaze pta¢imi haemosporidiemi az po opusténi hnizda,
otazkou ovSem zlistava, zda jiz v Milovickém lese nebo az v prib&hu migrace. Studie se
rozchézeji v tom, kdy je prevalence paraziti u migrantl vys$si, zda na jafe v obdobi
hnizdéni nebo na podzim (Waldenstrom et al., 2002; Fernandez et al., 2010).

U lejskii bylo nalezeno pét linii rodu Haemoproteus a sedm linii rodu Plasmodium.
U téchto pévcu byl jiz potvrzen: H. balmorali izolat L-COLL3, H. pallidus izolat L-
COLL2, P. relictum klon Pengl4-121Br2AF a izolat Cc_P1, Plasmodium sp. izolat
MDG P23 a izolat MDG_P25. Tyto linie ptac¢ich haemosporidii mohou byt pifenaseny
v misté zimovisté a nasledné mohou byt Siteny do hnizdnich oblasti (Valkitinas 1993;

Waldenstrom et al., 2002; Ricklefs et al. 2005b). Plasmodium sp. klon PCc330.14C1,
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MDG P14 a P164 nebylo zatim u lejska potvrzeno (MalAvi ke dni 02.05.2020) a k jeho

pfenosu muze dochazet v hnizdni lokalité.

5.2.4 Prevalence ptacich haemosporidii u strnadi obecnych

Prevalence ptac¢ich haemosporidii je u strnadll vyssi nez u modfinek, coz miize byt
zpusobeno prave polohou a otevienosti hnizd. Na druhou stranu u konader, které hnizdi
v dutinach, je prevalence téchto parazitii vy$si neZ u strnadd. Jak uvadi Cerny et al. (2011)
nékteré¢ druhy ornitofilnich komard (napt. Culex pipiens) preferuji hostitele, ktefi se
vyskytuji pfi zemi, proto by rod Plasmodium, jehoz vektoii jsou komaii, mél u strnada
dosahovat vyssi prevalence. U juvenilli dosahoval rod Haemoproteus dvakrat vyssi
prevalence (18 %) nez rod Plasmodium (9 %) 1 pies to, Ze tiplici preferuji sani ve vyssich
patrech lesa (Cerny et al., 2011). Nizka parazitémie rodem Plasmodium muze byt
zpisobena pravé tim, Ze juvenilové byli plisobeni vektora vystaveni jiz v hnizd¢, kde
prodélali 1 akutni f4zi, zatimco juvenilové, u kterych byl diagnostikovan rod
Haemoproteus, se mohli nakazit pozdéji (Valkitinas, 2005; Jarvi et al., 2002; Ricklefs et
al., 2005a; Cornet et al., 2014; Mukhin et al., 2016).

U strand® nebyla potvrzena ani jedna, z jiz znamych linii rodu Haemoproteus, ale
generalistické P. relictum bylo zaznamenano (MalAvi, ke dni 02.05.2020). U juvenilnich
jedinct byly zaznamenany linie: H. minutus klon H45-14CA, H. tartakovskyi klon H204-
14CA, H. sp. embcit a P. relictum klon Pengl4-121Br2AF. Vzhledem k tomu, Ze strnad
je rezidentnim druhem, maji tyto linie v Milovickém lese své vektory a mohou byt

pfenaseny i na jiné pévce.

Rod Haemoproteus dosahoval u dlaskt a strnadt vyssi prevalence nez rod Plasmodium.
U sykor konader a modfinek tomu bylo naopak. Naproti tomu u lejski bélokrkych
dosahuji oba rody ptiblizné stejné prevalence. Rozdily mezi jednotlivymi rody ptacich
haemosporidii mohou byt dany hnizdnimi preferencemi jednotlivych druhi, nebot’ oba
druhy sykor preferuji dutiny stromd, pfipadné ptaci budky, zatimco dlasci a strnadi
preferuji hnizda v otevieném prostoru (v korunéach stromt, na zemi v trave) a praveé zde
mohou byt vystaveni rozdilnym vektorim (Capinera, 2004; van Rooyen et al., 2013).
Rozdil v prevalenci ptac¢ich haemosporidii u téchto druhii péveli mize byt zplsoben

rozdilnou imunitou (Atkinson et al., 2001). SloZeni potravy miize mit vliv na pribch
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infekce P. relictum; u pévcl, ktefi pfijimaji vice antioxidantl, je niz$i maximalni
parazitémie v akutni fazi infekce a intenzita infekce je niz$i 1 v chronické fazi (Delhaye
et al.,, 2018). Otazkou zlstava, zda slozeni potravy ma vliv na prevalenci ptacich
haemosporidii. Dlask je typicky semenozravec a mél nejvy$si prevalenci rodem
Haemoproteus, zatimco sykory se zivi pfevazné hmyzem a u nich byla vyssi prevalence
rodem Plasmodium. Ovsem lejsci jsou téz hmyzozravci, ale u nich jsou prevalence obou
rodii podobné. Strnad se v obdobi hnizdéni zivy semeny a po zbytek roku bezobratlymi
zivoc¢ichy a vyssi prevalence dosahoval rod Haemoproteus, ovsem rozdil v prevalenci
jednotlivych rod haemosporidii neni tak vyrazny jako naptiklad u dlaski. Proto pienos

téchto parazitii potravou neni pravdépodobny.

5.2.5 Prevalence u dalSich pocCetnych pévcu

Z celkového poctu 29 odchycenych druhli, bylo u 15 druhli odchyceno alespon 10
jedincti. Prevalence rodu Haemoproteus u pénkav v Milovickém lese byla 11 % (n=57),
zatimco ve stiedni Evropé byla 16 % (Kucera, 1981). Prevalence rodu Plasmodium u
pénkav v Milovickém lese byla 12 % (n=57), zatimco ve stfedni Evropé pouze 6 %
(Kucera, 1981). Rozdily prevalenci mohou byt zpiisobeny tim, Ze vice jak polovina mnou
vySetfenych jedinct byli juvenilové. U dospélct mize byt infekce v chronické fazi, kdy
jinejsme schopni detekovat (Valkitinas, 2005).

Celkem bylo odchyceno 40 zvonku zelenych, coz jsou rezidentni pévci. U dvou
juvenilnich jedincii nebyly ptaci haemosporidie nalezeny. U dospélych zvonkli doséhl rod
Haemoproteus prevalence 5 % (n=38) a byla diagnostikovana pouze linie Haemoproteus
sp. coccoc_2. Rod Plasmodium u dospélct dosahl prevalence 26 % (n=38) a byly
diagnostikovany linie: Plasmodium sp. 8 ADP-2011 strain COLL1 a izolat Cc P2 a
P. relictum klon Peng-14-121Br2AF aizolat Cc_P1. U vSech téchto linii nejspiSe dochazi
k lokalnimu pienosu.

Zajimavé je, Ze u Spacki se Casto vyskytuje H. pastoris (Valkitinas, 2005), ale ja jej
nalezla pouze u jednoho dospé€lce. U tfech dospélych Spacka byly nalezeny izolaty P.
relictum klon Pengl4-121Br2AF a izolat Cc_P1 a u jednoho dospélce bylo P. vaughani
klon P51-14CDi.
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5.3 MeziroCni zmény prevalence

Prevalence ptacich haemosporidii mezi sledovanymi roky rostla, na rozdil od zjisténi v
severni Americe a Dominikanské republice, kde prevalence obou rodii méla tendenci
mezisezoénn¢ klesat (Barnard et al., 2010; Latta a Ricklefs, 2010). Pfedevsim doslo
k nartistu prevalence u rodu Plasmodium, coz je patrné zejména u sykor konader, u
kterych na tento nartist nemélo vliv ani pohlavi ani staii jedince, coz je v souladu s
jinymi vysledky (Latta a Ricklef, 2010; Pigeault et al., 2018). Tento nartist v prevalenci
muze byt zplsoben vyssi prevalenci vektora (Klei a DeGiusti, 1975; Atkinson et al.,
2008). V Milovickém lese se celkovy pocet odchycenych komart mezi lety 2017 a 2018
zvysil, ale poté byl jiz konstantni (Fialova, 2019; Brotankova et al., nepublikovano).
Prevalence rodu Plasmodium se mezi lety 2018 a 2019 dvakrat zvysila. Je
pravdépodobné, Ze vektory ptacich druhti rodu Plasmodium na dané lokalité¢ nemusi byt
pouze komafi rodu Culex, ale i dalsi rody, které se v Milovickém lese vyskytuji, naptiklad
komati rodu Anopheles, kteti jsou hlavnimi vektory P. relictum (Valkitnas, 2005;
Santiago-Alarcon et al.,, 2012). U P. relictum rostl mezi sledovanymi roky pocet
pozitivnich vzorkl i pocet infikovanych druhl pévcili, coz svéd¢i o jeho schopnosti
snadného §ifeni mezi pévci a prizptisobeni se novym druhtim mezihostitelti (Drovetski et
al.,2014). Piekvapivé bylo u komari z let 2017-2019 nalezeno P. matutinum (prevalence
u zatim vySetfenych komartt 1 %, n= 1631) (Jani¢kovda, nepublikovano), ale nebylo
nalezeno ani v jednom vzorku pochdzejicim z pévct. P. matutinum bylo poprvé nalezeno
u slavikd tmavych (Luscinia luscinia) (Granham, 1966; Valkitnas, 2005). Déle bylo
zaznamenano napiiklad u Cervenek v jizni Evropé a Némecku, modfinek ve Velké
Britanii, vrabct v Italii, kosii ¢ernych v jizni Evropé, Némecku a Rusku, ale i v jinych
Castech svéta (Valkitinas et al., 2017). Ptaciho hostitele P. matutinum se v Milovickém
lese zatim nepodatrilo nalézt.

U dospélych dlaskti doSlo k pozvolnému ristu prevalence nové nalezené linie
Haemoproteus sp. coccoc_1. Podobny trend byl zaznamenéan i u sykor konader, kde
prevalence této linie u dospélych jedincii byla na poc¢atku sledovaného obdobi 0 (v roce
2017 bylo odchyceno 16 dospé€lct) a na konci 2 % (n=42). Opacny trend byl zaznamenéan
u dospélych lejskti bélokrkych, u kterych byla pocatecni prevalence 6 % (n=16), ale
v poslednim sledovaném roce klesla na nulu (odchyceno 35 dospélclt). Haemoproteus sp.

coccoc_1 byl zaznamendn jen u jednoho dospélého strnada v roce 2018. Tato linie byla
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dale zjisténa u dvou juvenilnich modfinek v roce 2017. Je potieba tyto linie dale sledovat,

aby bylo mozné ucinit rozsahlejsi zavery.

5.4 Dynamika infekce na urovni jedince

Vétsina studii zaméienych na pta¢i haemosporidie u pévct je kratkodobych (dvé,
maximalné tfi odchytové sezony) (Garvin et al., 2003; Palinauskas et al, 2008; Latta a
Ricklefs, 2010; van Rooyen et al., 2013; Fecchio et al., 2015; Dubiec et al., 2017).
V Milovickém lese je vyskyt haemosporidii sledovan jiz od roku 2014. Celkem bylo
opakovan¢ vysetfeno 66 jedinct. U 54 z nich nedoslo ke zméné¢ stavu infekce a podobné
vysledky ziskali Hasselquist et al. (2007), Latta a Ricklefs (2010) a Dubiec et al. (2017).

Zajimavé je, ze 27 jedinct zustalo pozitivnich, podobné jako ve studii Pigeault et
al. (2018) u pévci ve stiedni Evropé. Dale se u dvou pévcl se zachovala infekce
Haemoproteus sp. coccoc 1. U té€chto 22 jedinch se tedy bud’ dlouhodobé zachovala
chronicka faze infekce nebo doslo k reinfekci stejnou linii parazita (Valkitinas 2005,
Zehtindjiev et al. 2008). Zbyli Ctyfi pévci si zachovali pozitivni infekéni status, ale u
jednoho vySetieni (v 1 pfipad¢ u obou) se nepodatilo urcit linii ptac¢ich haemosporidii. U
téchto pévceil se na chromatogramu vyskytovaly dvojité piky a mohlo se pravdépodobné
jednat o koinfikované jedince (Ricklefs et al., 2005a; van Rooyen et al., 2013; Pigeault et
al., 2018). U dvou dlaskt se pfi prvnim vySetteni nalezl Haemoproteus sp. coccoc 1, ale
pii vySetieni v ndsledujicim roce jiz byly na chromatogramu dvojité piky a tito dva jedinci
pravdépodobné mezi vySetfenimi ziskali dalsi linii/linie ptacich haemosporidii (Ricklefs
et al., 2005a; van Rooyen et al., 2013; Pigeault et al., 2018). Dvacet sedm jedinct zlstalo
negativnich na pta¢i haemosporidie, coz mize potvrzovat hypotézu, ze existuji MHC
alely, diky kterym je jedinec rezistentni vii¢i ptacim haemosporidiim (Westerdahl, 2007).
Je patrné, Ze u vétSiny opakované vySetfenych jedinct se infekce totoZnou linii ptacich
haemosporidii zachovala, coZ miiZze byt dikazem dlouhodobého pieZivani téchto parazit
v krvi hostitele nebo nékteti jedinci mohou byt viici dané linii citliveéjs$i a miize dochazet
k relapsim infekce (Hasselquist et al., 2007). Na druhou stranu se zde pravdépodobné
vyskytuji vektoti danych linii, a proto miize dochazet k reinfekcim pévct (Richner et al.,
1995).

Pouze 12 jedinct (18 %) zménilo sviij infekéni status, na rozdil od vysledkii Dubiec

et al. (2017) v severni Evropé, kde 39 % odchycenych konader zménilo infek¢ni status.
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V 6 piipadech doslo ke ztraté infekce ptacich haemosporidii, kterou mizeme vysvétlit
tak, ze bud’ doslo k uplné ztrat¢ infekce nebo ke snizeni parazitémie pod moznou
detekovatelnou hranici (Valkiiinas, 2005; van Rooyen et al. 2013; Synek et al., 2013).
Dle Knowles et al. (2011) se pravdépodobnost ztraty infekce zvysuje s delsi casovou
prodlevou mezi jednotlivymi vySetfenimi, coZz se u dvou mnou vysetfenych jedinct
potvrdilo. Navic dle Knowles et al. (2011) nemusi byt P. relictum v periferni krvi
detekovatelné jiz po dvou tydnech, coz se ve dvou piipadech téz potvrdilo. Je mozné, ze
podobné chovani mize vykazovat i Haemoproteus sp. coccoc 1, protoze ve 2 ptipadech
doglo téz béhem jedné sezony ke zmizeni krevnich stadii z periferni krve. Castéji doglo
ke ztraté rodu Haemoproteus nez rodu Plasmodium.

V 6 ptipadech doslo k zisku infekce, na rozdil od jinych studii, kde doslo pfedevsim
ke ztrat¢ infekce (Knowles et al., 2011; Piersma a van der Velde, 2012; Sz6l116si et al.,
2016). Téméi ve vSech ptipadech doslo k zisku infekce rodem Plasmodium. Rod
Plasmodium ziskali Ctyfi sykory a jeden strnad; jeden strnad se nakazil rodem
Haemoproteus. Celkem bylo odchyceno 10 juvenilnich jedinct a pouze jeden z nich byl
nasledujici rok pozitivni na rod Plasmodium, zatimco ostatni jedinci, u kterych doslo ke
zméné stavu infekce, jiz byli dospéli. Z ¢ehoz plyne, Ze vek na zisk nebo ztratu infekce

ptac¢imi haemosporidiemi nemél vliv, stejné jako ve studii Pigeault et al. (2018).

5.5 Porovnani diagnostickych metod

Mikroskopicky a metodou nested PCR bylo vySetfeno 722 vzorki, z ¢ehoZ u 518 vzorkl
se vysledky obou pouzitych metod shodovaly. Kombinaci obou metod dosdhly ptaci
haemosporidie prevalence 49 %. Pokud bychom vzorky vySetfovali pouze
mikroskopicky, nezjistili bychom, Ze dalSich 140 vzork® bylo pozitivnich na ptaci
haemosporidie a celkova prevalence ptacich haemosporidii by klesla o 19 %. U téchto
vzorkll byla pravdépodobné velmi nizk4 Groven parazitémie v periferni krvi a nepodatilo

se takto zachytit infikované erytrocyty (Jarvi et al., 2002; Ricklefs et al., 2005a).

vvvvvv

wrwe

degradovanou DNA, pfili§ nizkou anebo vysokou koncentraci parazitarni DNA (Ricklefs

et al., 2005a; Freed a Cann, 2006; Okell et al., 2012; Ishtiaq et al., 2017). Nested PCR

vvvvvv
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U padesati osmi vzorkl (52 %), které byly negativni pii mikroskopii, mohla byt
velmi nizkd parazitémie. Navic tyto vzorky také vykazovaly dvojit¢ piky na
chromatogramu a mohlo se pravdépodobné¢ jednat o jedince koinfikované vice druhy rodu
Haemoproteus nebo Plasmodium anebo jedince koinfikované obéma rody zaroven
(Ricklefs et al., 2005a; van Rooyen et al., 2013; Pigeault et al., 2018). Patnact vzorka
(13 %) mélo velmi kratkou sekvenci a u téchto sekvenci nejspiSe Spatné nasedal primer
(Ricklefs et al., 2005a). U tii vzorki (3 %) se objevila infekce rodem Leucocytozoon,
pokud se jednalo o infekci pouze timto rodem, mohl Spatné nasedat primer. U téchto tii
vzorki mohla byt koinfekce vice druhy nebo rody ptacich haemosporidii, ale
pravdépodobné zde byl majoritni podil rodu Leucocytozoon, a proto jeho DNA mohla byt
zvyhodnéna pii kvantifikaci pfi nested PCR (Valkitinas et al., 2006a).

Pro identifikaci a charakterizaci nové linie malarického parazita je dilezité vyuzit
metodu nested PCR i1 metodu mikroskopie, protoze i né¢které relativné vzdalené druhy
téchto paraziti se mohou liSit pouze v n€kolika béazich genu pro mitochondrialni
cytochrom b, av§ak morfologicky mohou byt znacné odlisné (Valkitinas et al., 2013a, b).
Pokud je cilem prace urceni fylogenetickych vztaht, je vhodngjsi zvolit nested PCR
s vyuzitim zejména genu pro mitochondrialni cytochrom b, jez je vyuzivan ve vétsing
studii zabyvajicich se pta¢imi haemosporidiemi, tedy je vice dostupnych sekvenci ke
srovnani v databazich, proto je tato metoda vhodné&jsi nez vyuzZiti genu pro 18 S rRNA
(Harl et al., 2019). Pokud chceme zjistit intenzitu infekce ¢i prevalenci, je vhodné pouzit
kombinaci metod PCR a mikroskopie, protoze pokud provedeme pouze PCR, mohou nam
uniknout koinfikovani mezihostitelé, navic nemiizeme zjistit parazitémii, a pokud
pouZzijeme pouze mikroskopii nemusime zaznamenat slabé infekce (Pacheco et al., 2018;
Valkitinas et al., 2018; Valkiiinas a lezhova, 2018). Nov¢ popsana metoda multiplex PCR
je téZ vhodna k detekcei a odliSeni rodu Haemoproteus a Plasmodium, a to pouze pomoci
jedné reakce. Tato metoda byla testovana ve dvou laboratofich s pouzitim riznych master
mixia a dosahovala lepSich vysledkti nez metoda nested PCR (Ciloglu et al., 2019). Dle
mého nazoru, jak jsem jiz uvedla vySe, je dilezité pouzit obé metody, protoze, jak jsem

si sama vyzkousSela, nested PCR nemusi n€kdy zaznamenat ani silné infekce.
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6 Shrnuti

= Bylo vysetfeno 1092 jedinci 29 druht pévcl, 691 dospélcti a 401 juvenilt.
Celkova prevalence rodu Haemoproteus byla 22 % a rodu Plasmodium 16 %

» Celkem bylo diagnostikovano 23 linii rodu Haemoproteus a 13 linii rodu
Plasmodium

= Nalezla jsem nové¢ linie rodu Haemoproteus coccoc 1, coccoc 2, coccoc 3,
coccoc_4, embcit a fricoe, které dosahly celkové prevalence 14 % a vyskytovaly
se u 11 druhti pévci

» Nejpocetnéjsi zjisténou linii byl Haemoproteus sp. coccoc 1 a Plasmodium
relictum klon Pengl14-121Br2AF a prevalence kazdé z nich byla 12 %

»  Plasmodium relictum klon Pengl14-121Br2AF a izolat Cc_P1 bylo zaznamenéno
u 12 z 29 druhti pévct v Milovickém lese a celkova prevalence dosahovala 13 %

® H majoris z Parus caeruleus, H. minutus klon H43-14CA a klon H45-14CA, H.
parabeopolskyi strain SYATO02, Haemoproteus sp. 8§ ADP-2011 strain SYATI14,
coccoc_1, coccoc 2, coccoc 3, embcit a fricoe, H. tartakovskyi klon H2204-14CC,
P. relictum klon Peng14-121Br2AF a izolat Cc_P1 a Plasmodium sp. izolat Cc_P2 byli
nalezeni u juvenilnich i dospé€lych pévctl a u téchto linii dochazi k mistnimu pfenosu

» U dlaskit tlustozobych a strnadii obecnych pievladala infekce rodem
Haemoproteus, zatimco u sykor konader a modfinek dosahl vyssi prevalence rod
Plasmodium

* Nové nalezené kombinace parazit-hostitel jsou: H. erythrigravidus klon
UN298DI, H. pallidus 1izolat L-COLL2, H. payevskyi izolat L-RWI,
H. tartakovskyi klon H204-14CC, Haemoproteus sp. haplotyp 20 a izolat
MDG _HO8 u dlaskt; Plasmodium sp. izolat MDG_P18 u konader; Plasmodium
sp. izolat Cc_P2 u dlaskli a u modtinek; Haemoproteus sp. 8 ADP-2011 strain
SYAT14, Plasmodium sp. klon PCc330.14C1 aMDG_P14; P164 u lejska; H. minutus
H45-14CA a H. tartakovskyi klon H204-14CC u strnadt

* Mezi sledovanymi sezénami doslo k nartistu prevalence haemosporidii, zejména
pro rod Plasmodium

= 82 % opakované vySetfenych jedincti (n=66) si zachovalo sviij infekéni status; u
Sesti jedincti doslo k zisku infekce pta¢imi haemosporidiemi, z toho u péti jedincii
doslo k zisku infekce rodem Plasmodium; v 9 % piipadi se infekce ptacimi

haemosporidiemi ztratila z periferni krve
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* Pro zji$téni prevalence ptacich haemosporidii je vhodné kombinovat mikroskopii
imetodu PCR, protoze PCR diagnostikovalo o 20 % vice infekci nez mikroskopie,

ale bez pouziti mikroskopie by 8 % vzorki bylo negativnich
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7 Zavér

Na studované lokalité je témét polovina pévcl nakazena rodem Haemoproteus nebo
Plasmodium, tudiz jsou velice béznymi parazity u pévcu. Celkova prevalence rodu
Haemoproteus byla 22 % a bylo nalezeno 23 linii, ztoho 6 linii zatim nebylo
zaznamenano. Rod Plasmodium dosahoval celkové prevalence 16 % a bylo nalezeno 13
linii. U juvenilnich jedincii bylo nalezeno 13 linii rodu Haemoproteus a 3 linie rodu
Plasmodium, coz potvrzuje moznost lokalniho pfenosu. Tuto hypotézu potvrzuji nalezy
nékterych téchto linii u rezidentnich pévcii. Prevalence infekce témito rody se meziro¢né
dynamicky méni, proto by bylo vhodné sledovat populace hostitelti dlouhodobé. V ramci
diplomové prace bylo ukézéano, Ze je optimalni pouzit mikroskopii i metodu nested PCR,

protoze vysledek obou metod se shodoval u necelych tii ¢tvrtin vzorki.
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9 Prilohy

Obr. 1: A — gametocyty Haemoproteus sp. coccoc_1 z dlaska tlustozobého; B-E Plasmodium
relictum klon Pengl4-121Br2AF ze sykory konadry: B — stadium prstynku, C — trofozoit, D —
rozeta, E — gametocyty (foto zdroj A-D — B. Chalupova, E — doc. M. Svobodova).
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