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ABSTRAKT

Ptaci malarie je onemocnéni ptakli zptisobované prvoky rodu Plasmodium, v $ir§Sim pojeti mezi
puvodce onemocnéni fadime také dalsi rody ptacich haemosporid (Haemoproteus, Leucocytozoon).
Nékaza témito parazity je u volné zijicich ptaki velmi bézna a prevalence v populacich pévct dosahuji
az desitek procent. Pfimé patogenni pisobeni na ptaci hostitele neni vétSinou piili§ zdvazné a zdravi
nakazeného ptéaka je ovliviiovano vétsinou nepfimo, ¢asto pouze pii vysokych parazitémiich.

V teoretické Casti prace jsou zjednodusen¢ popsany zivotni cykly jednotlivych roda
haemosporid. Déle se prace zabyva jejich hostitelskou specifitou, patogennim ptisobenim a nékterymi
ekologickymi aspekty Zivota. Tito parazité vyuzivaji jako mezihostitele obratlovce (ptaka), ve kterém
se mnozi nepohlavné a jako pfenasSece a definitivniho hostitele vyuzivaji dvouktidly krevsajici hmyz,
v jehoz stfeveé probiha mnozeni pohlavni. Hostitelska specifita se li§i u riiznych rodd, ale nékdy i u
riznych druhti v ramci stejného rodu. Popis patogenniho plisobeni je zaméten piedev§im na volné
zijici pévce s uvedenim nékterych pfipadovych studii. Ve stru¢nosti jsou také shrnuty obecné
patologické ucinky haemosporid na hostitelsky organismus (jak ptaka tak hmyziho pfenasece). V praci
je také kapitola vénovana molekularné-biologickym metodam vyuzivanym ke studiu pta¢im
haemosporid, které v soucasné dob¢€ nahrazuji tradi¢ni ptistupy (jako je mikroskopovani krevnich
roztért a experimentalni nakazy). Nejpouzivanéjsi metodou je v soucasné dobé PCR. Prace obsahuje
také souhrn praci autori, ktefi PCR diagnostiku pouzivali a seznam jimi pouzitych primert.

Prakticka ¢ast je zaméfena na vyzkum krevsajiciho dvouktidlého hmyzu parazitujiciho na
dutinovych ptacich. Jedna se o prvni studii podobného typu. Vysledkem dvouletého vyzkumu je
zjisténi, ze tiplici (rod Culicoides) jsou nejcastéjsich krevsajicich Diptera u dutinovych ptakti a moho
tak byt potencionalnimi pfenaseci krevnich paraziti. Mnohé druhy tiplikii jsou endofagni a zalétavaji
sat na hostitelich pfimo do ptacich budek. Nejhojné&jsich druhem na studované lokalité (Milovicky les,
jizni Morava) byl tiplik C. truncorum, u néhoz jsme tak prokazali i jeho ornitofilii (potravni preference
tohoto druhu nebyly zatim dostatecné znamy).

Avian malaria is a disease of birds cause by haemosporidian protozoa of genus Plasmodium, in larger
conception we classify other genera of avian haemosporids (Haemoproteus and Leucocytozoon)
between them. Infections caused by this parasites are very common in free-living birds (prevalence in
populations of passeriform birds are running at dozens percents), but pathogenic incidence on avian
hosts isn’t much heavy by the majority of cases. Most often these parasites influence the health of
infected birds only indirectly and only when there is a high parasitemia.

There are described life cycles with simplification of main genera of Haemosporida in the
theoretical part. This work also deals with host specifity, pathogenic effects and some ecological
aspects of haemosporid. These parasites use vertebrates (birds) as intermediate hosts, in which take
part asexual reproduction. Blood-sucking Dipetra serves as definitive hosts and vectors and sexual
reproduction takes part in their midgut. The host specifity diverges in different genera of haemosporid,
and it sometimes differs between other species of parasites of same genus. The description of
pathogenicity is focused on free-living passeriform and some cases reports are introduced. Some
general pathogenic effects on the host organism (avian as well as Diptera) are also mentioned in
briefness. There is also a chapter devoted to molecular-biological methods used to study avian
Heamosporida in this work. These methods nowadays substitute traditional used accesses (as
microscopic examination of blood smears and experimental infections). The most used molecular
Method is PCR. There is a summary of some works, where was used PCR diagnostics and list of used
primers.

Practical part is consecrated on research of blood-sucking Diptera parasiting on birds nestling
in holes. This is the first work of this subject, which was ever done. Findings of this two-yaers
research are determination of biting-midges (Culicoides sp.) as the most common blood-sucking
diptera and suspected vector of blood parasites of cavity birds. A lot of species of biting-midges are
endophagous and they are flying for sucking into bird boxes. The most common species of genus
Culicoides on our study site (Milovice forest, southern Moravia) was C. truncorum. We also
demonstrate ornithofilic for this species (the feeding preference of this species wasn’t clarified before).



1. UVOD

Za ptaci malarii oznacujeme parazitarni onemocnéni ptaki zptisobované prvoky ze skupiny
Haemosporida, zejména pak rodem Plasmodium, v $ir§im pojeti i rody Heamoproteus a
Leucocytozoon.

Haemosporida tvoti jednozna¢né definovanou monofyletickou skupinu obligatné
dixennich parazitickych protist, patficich do kmene Apicomplexa, u kterych se merogonie a
tvorba gametocytl odehrava v obratlov¢im hostiteli (zndme zéstupce z obojzivelniki, plazi,
ptaki a saveill) a transformace gametocytli v gamety a sporogonie probihd ve dvoukiidlém
hmyzu (Diptera). Mezi typické znaky této skupiny patii pohybliva zygota (tzv. ookinet),
absence konoidu u zoitl a relativné maly pocet samc¢ich mikrogamet.

Haemosporida patii mezi nejvice prozkoumané skupiny parazitickych protist zejména
proto, ze tento taxon obsahuje ptivodce lidské malérie (Plasmodium falciparum, P. vivax, P.
ovale a P. malariae). Znalost biologie jednotlivych taxonll v ramci fadu je vSak zna¢né
rozdilna. Z praktickych diivodu se drtiva vétsina praci zabyva prave lidskymi plasmodii,
piipadné malym poctem jinych druhti rodu Plasmodium, které slouzi jako modelové
organismy ke studiu lidské maldrie. Ostatnimi protisty v ramci skupiny Haemosporida (rody
Haemoproteus, Leucocytozoon a dalsi) se zabyva jen zlomek publikovanych praci. Tato
polarizace se v poslednich letech stale stupnuje.

Pocetné nejvyznamnéjsi ekologickou skupinou dle spektra hostiteli jsou
Haemosporida ptakl. Velka ¢ast poznatki o jejich biologii pochazi pravé z dob, kdy ptaci
zastupci r. Plasmodium hréli vyznamnou roli jako modelovy organismus ve studiu lidské
malarie, coz vedlo k objasnéni jejich Zivotniho cyklu, vyvinu chemoterapie a kultivace
parazitli in vitro. Poté, co byly objeveny druhy plasmodii parazitujici v erytrocytech drobnych
savcl, ptaci plasmodia svoji vysadni roli modelového organismu ztratila. AvSak i nyni, kdyz
se sav¢i plasmodia ukézala v mnoha ohledech vhodnéj$im modelem ke studiu lidské malarie,
ptaci plasmodia své pozice nevyklidila a v mnoha laboratotich se uzivaji k modelovym
studiim dodnes. Jejich hlavnim pozitivem je nizka cena a jsou stale cennym modelem
v imunologickych a biochemickych studiich (Valkitinas 2005).

Tato skutecnost vsak vedla k akumulaci poznatki hlavné o ptacich zastupcich rodu
Plasmodium tykajicich se predevs§im udaji ziskanych experimentalné v laboratofi. Zastupci
ostatnich roda byli detailnéji zkoumani zejména tehdy, pokud napadali a patogenné ptsobili

na hospodaisky vyznamné druhy ptaka (tedy hlavné kurovité a vrubozobé).



Ve své praci bych se chtél zaméftit predevsim na Haemosporida volné zijicich pévcil
(Passeriformes) a na zpusob jejich pfenosu hmyzimi vektory. Pravé z této oblasti mame
nedostatek udaji, vektofi mnoha druhil jsou ¢asto neznami, nebo nezndme jejich ekologii, a
tudiz je slozité popsat Zivotni cykly parazitii a jejich pfenos v populaci ptacich hostiteld.
Prevalenci parazitd v hostitelskych populacich miizeme zjistit pomérné snadno diky jejich
snadné detekci v krvi hostiteld, ale 1 pfesto existuje stale mnoho otazek, na které doposud
nemame uspokojivou odpoveéd’. Problematické je urcit hostitelskou specifiku parazitli, miru
jejich patogenity, misto a ¢as, kdy se napadeny ptak nakazi.

Soucasti mé prace je také piehled praci, které se zabyvaly detekci haemosporid
pomoci molekularné biologickych metod (PCR), a to hlavné proto, ze timto smérem se bude
ubirat moje prace v magisterském studiu.

Systematické ndzvy jednotlivych druhti ptivodct ptaci malarie a systematické clenéni

skupiny Haemosporida je pfevzato z praci jednotlivych autorti a z Valkintiase (2005).

2. HISTORICKY PREHLED

Parazity ze skupiny Haemosporida objevil v roce 1884 profesor charkovské univerzity V. Ya.
Danilewsky (Danilewsky 1884, dle Valkitinas 2005). Svoje vyzkumy publikoval ve
francouzskych, némeckych a ruskych cCasopisech, a dal tak zdklad védé o parazitickych
krevnich protistech zptisobujicich malarii (tzv. malariologii). Tato véda se zacala od konce 19.
stoleti prudce rozvijet.

E. Marchiafan a A. Celli (1885, dle Valkiinas 2005) ustanovili prvni rod
(Plasmodium) v ramci skupiny Haemosporida. V roce 1890 I. I. Metchnikov rozlustil jejich
taxonomickou pfislusnost a odhalil jejich piibuznost s kokcidiemi (Metchnikov 1890, dle
Valkiiinas 2005). Ve stejném roce W. Kruse ustanovil rod Haemoproteus pro vnitrobunééné
parazity objevené Danilewskym v ptaci krvi a popsal také prvni tii druhy tohoto rodu (Kruse
1890, dle Valkitinas 2005). Dalsi z autorti konce 19. stoleti, N. Sakharoff, provad¢l detailni
morfologické studie na parazitech fazenych dnes do rodu Leucocytozoon (Sakharoff 1893, dle
Valkitinas 2005). V jeho praci pokratoval H. Ziemann, jenz popsal prvni druh rodu
Leucocytozoon — Leucocytozoon danilewskyi ze sycka obecného (Athene noctua) (Ziemann
1898, dle Valkitunas 2005).

Na pocatku 20. stoleti vytvofil F. Schaudinn terminologii pro n¢ktera vyvojova stadia

haemosporid, kterd podpofila vétSi systematicnost dal§iho malariologického vyzkumu



(Schaudinn 1900, dle Valkitinas 2005). Tato terminologie se pouziva s uréitym rozsifenim o
exoerytrocytarni stadia dodnes.

Vyznamnym pocinem byl objev a popis pfenosu a vyvoje pivodce pta¢i malarie
Ronaldem Rossem v roce 1898. Jednalo se o druh Plasmodium relictum a Ross objevil jeho
prenos komarem r. Culex. Za tento objev byl Ross ocenén v roce 1902 Nobelovou cenou,
protoze se ukazalo, Ze obdobny vyvojovy cyklus (pouze v jiném rodu komdara — Anopheles)
maji plvodci lidské malérie. Od Rossova objevu se také datuje vyuZzivani plivodcl ptaci
malarie jako vhodného laboratorniho modelu pro vyzkum maldrie lidské. Ross provadél svoje
pokusy na kanarech (Serinus canaria) a ti méli to ,Stésti, Ze se stali nejoblibenéjSimi
laboratornimi modely v nésledujicich dekadach (z této doby pochdzi mnoho stale platnych
poznatki o interakcich P. relictum s pév€im hostitelem v umélych laboratornich
podminkach). Ustup ze sldvy znamenal pro kanary objev parazita domaci driibeze P.
gallinaceum koncem 30-tych let minulého stoleti (Valkitinas 2005).

K problematice poznani ptac¢ich haemosporid v pocatcich vyzkumu ptispél i objevitel
puvodce lidské malarie A. Levaran. Popsal druh Leucocytozoon smithi a urcil ho za ptivodce
zdvazné formy haemosporididzy u domestikovanych ptaki (Levaran 1902, dle Valkitinas
2005). Do té doby se o patogenité haemosporid pfili§ nevédélo a nebyly jim pfipisovany
zadné ekonomické Skody. Prace tohoto vyznamného malariologa vedla ke zvySeni zdjmu
dalSich védcti a veterinait o tuto skupinu parazitickych protist.

Do pocatku 20. stoleti byla zndma pouze krevni stadia heamosporid (erytrocytarni
meronti a gametocyty v krvinkach). AZ v roce 1908 objevil Brazilec H. B. Aragao velké
meronty v plicich holuba infikovaného druhem Haemoproteus columbae a urcil je jako stadia
z exoerytrocytarni faze vyvoje tohoto parazita (Aragdo 1908, dle Valkiiinas 2005). O tficet let
pozdéji byli popsani exoerytrocytarni meronti ptacich plasmodii (Plasmodium spp.) (James a
Tate 1937, dle Valkitinas 2005). Az mnoho let poté byla objevena exoerytrocytarni stadia
puvodct lidské malarie. Megaloschizonti zastupcti rodu Leucocytozoon v jaternim
parenchymu byli poprvé popsani ve 40-tych letech minulého stoleti (Huff 1942, dle Valkiiinas
2005). Tento objev vedl k objasnéni silné patogenity nékterych druht leukocytozooni.

Od Rossova objevu pienaSece ptacich plasmodii uplynulo vice jak 60 let nez byli
objeveni vSichni hlavni pfenaseci ostatnich ptacich haemosporid. Sice uz na pocatku
minulé¢ho stoleti bratii Sergentové dokézali, ze klo§S Pseudolynchia canariensis je schopen
prendset haemosporida druhu Heamoproteus columbae z jednoho holuba na druhého, ale
omezena geografickd distribuce a relativné vysoka hostitelska specifita klosi z celedi

Hippoboscidae nemohla celosvétové rozsifeni a S§ifi prevalence haemoprotetl u rtznych



ptadich druhd uspokojivé vysvétlit. Uspéch v patrani po alternativnim vektorovi se dostavil az
v roce 1957, kdy A. M. Falis a D. M. Wood zjistili, Ze jako ptenaSe¢i druhu Haemoproteus
nettonis slouzi tiplici ¢eledi Ceratopogonidae (Falis a Wood 1957, dle Valkitinas 2005).
Pfenaseci leukocytozoonti byli objeveni ve tficatych letech, kdy dva ameriéti védci urcili
nezavisle na sob¢ jako vektora muchnicky (Simulidae). Nase soucasné znalosti doplnil Akiba
v roce 1960, kdy dokazal, ze jako vektoti jednoho druhu leukocytozoona (L. caulleryi) slouzi
rovnéz tiplici (Ceratopogonidae) (Akiba 1960, dle Valkiiinas, 2005).

Vyzkum haemosporid zacal byt systematicky a organizovany po zaloZeni
Mezinarodniho centra pro vyzkum ptaci maléarie (International Reference Centre for Avian
Haematozoa — IRCAH) v kanadském St. John’s v roce 1968. Tato instituce je spojena se
jmény vyznamnych odbornikii na haemosporida jako jsou M. Laird a G. F. Bennett
(Valkitinas 2005).

Zaveérem této kapitoly je tieba jeSté poznamenat, Ze v prabchu historie hral vyzkum
ptaci maldrie vyznamnou roli pii feSeni otdzek malarie lidské. T. Wasiliewski byl prvni, kdo
uzil pta¢i Plasmodium spp. k testovani antimalarickych preparati (Wasiliewski 1904, dle
Valkiiinas 2005). Na jeho praci navazal o mnoho let pozdé&ji G. R. Coatney, jez vyuZzil P.
gallinaceum jako model k testovani antimalarickych uc€inkti asi 4000 nejriznéjSich
chemickych sloucenin (Coatney et al. 1953, dle Valkitinas 2005). Tento vyzkum stal u zrodu
malarické chemoterapie. K vyvinu kultivatni metod in vitro pro stadia z ptac¢iho hostitele
slouzili P. lophurae a P. gallinaceum (Trager 1947, dle Valkitinas 2005). Caste¢ny Gstup z
nabytych pozic nejcastéji uzivaného malariologického modelového organismu znamenal pro
ptaci plasmodia objev plasmodii hlodavci v roce 1950 a posléze uspésna infekce opice
mirikiny (dotus trivirgatus) pivodcem lidské malarie v roce 1966 (Valkitinas 2005). Ale 1
relativné nedavno bylo Plasmodium gallinaceum vyuzito ke studiu sporogonie in vitro

(Wartburg a Miller 1992).

3. VYVOJOVE CYKLY A ZPUSOB PRENOSU PTACICH HAEMOSPORID

Vyvojové cykly vSech haemosporid jsou obligatn¢ heteroxenni a €asto velmi komplikované.
Béhem vyvoje méni parazit hostitele, zptisoby reprodukce a vytvaii rizna morfologicky
odli$na stadia. Jako hostitelé slouzi dvé skupiny organismii: (i) obratlovci, ktefi slouzi jako
mezihostitelé, ve kterych probihd nepohlavni mnozeni a (ii) krev sajici dvoukiidli (Diptera),
kteti slouzi jako pfenaSeCi a zaroveil jako definitivni hostitelé, v nichz probihd pohlavni

mnozeni parazita.



Konkrétni vyvojové cykly jsou riznymi modifikacemi jednoho zdkladniho
vyvojového schématu.

Ptenase¢ inokuluje béhem sani spolu se slinami do krve obratlovce sporozoity. Ti
invaduji do fixnich tkani hostitele a davaji vznik exoerytrocytarnim merontim (nékterymi
autory oznacovani jako schizonti). Tato stadia se asexualné¢ mnozi (merogonie = schizogonie).
Vznika nékolik generaci merozoiti, jez predstavuji asexudlni stadia urcené k distribuci po
organismu hostitele. Exoerytrocytdrni merozoiti vstupuji bud’ do dalSich merogonii (ve
fixnich tkdnich nebo invaduji do krevnich bun€k) nebo déavaji vznik sexudlnim stadiim
(gametocytim) v krvinkach. Jsou dvou typli — sami¢i makrogametocyty a samci
mikrogametocyty.

Gametocyty jsou infekéni stadia pro vektory a v jejich stfev€ produkuji gamety
(gametogeneze). Impulsem pro gametogenezi jsou zmény v koncentraci O, a CO;, v nasaté
krvi. Makrogametocyt dava vznik ovalné, nepohyblivé samici makrogameté. Mikrogametocyt
produkuje procesem zvanym exflagelace osm nitkovitych, pohyblivych sam¢ich mikrogamet.
Gamety spolu v lumen stfeva vektora kopuluji a vznikd zygota, kterd se zahy meéni na
pohyblivy ookinet. Ookinet penetruje peritrofickou membranu (nebo unikd diive, neZ se
vytvoii) a pronika sténou stfeva. Na jeho vnéjsi strané, pod bazalni laminou se transformuje
na oocystu. V ni probihd sporogonie, jejimz vysledkem je vytvoreni mnoha podlouhlych
sporozoitl. Ze zralé¢ oocysty se sporozoiti uvolituji do hemocelu a vnikaji do slinnych zlaz
vektora. Sporozoiti jsou infekéni stadia pro obratlov¢i hostitele.

S vyjimkou staddia zygoty jsou Haemosporida ve vSech fazich vyvoje haploidni.

Reduk¢ni déleni probihd na pocatku vyvoje ookinetu (Valkiiinas 2005).

3.1 Faze infekce v obratlovci

V obratlovéim hostiteli mizeme rozlisit n€kolik fazi infekce haemosporidy. Béhem pocatecni
prepatentni faze dochazi k vyvoji mimo krev. Akutni faze zac¢ind objevenim se paraziti v krvi
a je charakteristicka rychlym vzestupem parazitémie. Nasleduje kritické faze, kdy parazitémie
dosahuje svého vrcholu. Po odeznéni ptiznakli onemocnéni vstupuje infekce do chronické
faze, kterd je charakteristicka velmi nizkou parazitémii (minimem paraziti v periferni krvi) a
muze prejit az do latentni faze, kdy parazit kompletné vymizi z periferni krve, ale stale jeste
pieziva v endotelu, jaternim parenchymu ¢i v jinych tkénich.

V piipadé ptakl vSak parazité v krvi obvykle v malych hustotdch zistavaji. Jednou

infikovany ptak se parazitli do konce Zivota vétSinou jiz nezbavi a v benigni chronické fazi je



pak vhodnym zdrojem infekce (Bennett et al. 1993). Typické jsou pro pta¢i heamosporida
také relapsy infekci, kdy dochazi k pravidelnému nartstu parazitémii, nejCastéji v souvislosti
s obdobim hnizdéni. Pfi relapsu dojde k urCitému navySeni poctu parazitl v periferni krvi
dospélce a tim se zvysi pravdépodobnost pienosu infekce na novou generaci ptakd. V priabehu
infekce mize dochazet i k nepravidelnym rekrudescencim, coz je zvySeni parazitémie béhem

chronické ¢i latentni faze v disledku oslabeni imunity hostitele (Valkitinas 2005).

3.2 Vyvojovy cyklus zastupci rodu Plasmodium

Soucasné znalosti o zivotnich cyklech ptacich plasmodii byly shromédzdény uz v prvni
poloving 20. stoleti, kdy tito parazité slouzili jako laboratorni model pro studium lidské
malarie. PfenaSeci parazitl rodu Plasmodium jsou komafi (¢. Culicidae) a to predevsim rody
Culex, Aedes a Culiseta. U nékolika druhii slouzi jako pienase¢ i1 rod Anopheles.
Exoerytrocytdrni vyvoj se odehravd v bunkach mesodermalniho ptivodu. Erytrocytarni
meronti se vyvijeji ve erytrocytech rizného stafi, gametocyty se tvori predevsim v dospélych

erytrocytech (Garnham 1966, dle Valkitinas 2005).

Vyvoj v pta¢im hostiteli
Vyvoj v pta¢im hostiteli mizeme rozdélit na tfi faze: exoerytrocytdrni merogonii,
erytrocytarni merogonii a tvorbu gametocytti (viz obr. 1.). Exoerytrocytarni merogonii dale
délime na primarni (preerytrocytarni) a sekundarni (posterytrocytarni). Priméarni faze se
sklada ze dvou generaci merontii — nazyvanych kryptozoiti a metakryptozoiti. Béhem
sekundarni merogonie dochéazi k tvorbé n€kolika generaci merontli — fanerozoitii (Garnham
1966, dle Valkitinas 2005).

Sporozoiti injikovani do krve invaduji do riznych fixnich tkani (nejcastéji do sleziny)
a vytvareni tu prvni generaci exoerytrocytarnich merontii (kryptozoity). Kryptozoiti davaji
vznik asi stovce merozoitd, ktefi jest¢ nemohou infikovat erytrocyty. Napadaji makrofagy v
organech a transformuji se v metakryptozoity (v druhou generaci primarnich
exoerytrocytarnich meronti). Metakryptozoiti produkuji velké mnozstvi merozoitt, kteti jsou
jiz schopni napadat erytrocyty. Cas od inokulace spororozoitli po maturaci prvni generace
metakryptozoiti odpovida prepatentni periodé¢ a trva asi 5 dni.

Merozoiti v erytrocytech vytvareji dals$i asexualné se mnozici stadia, nebo dévaji vznik
gametocytim. Nepohlavni mnozeni merozoiti probihd jak v mladych, tak v dospélych

erytrocytech. Parazit se stdva kulovitym a vznika tzv. trofozoit. Nékdy mlady trofozoit



obsahuje velkou vakuolu a excentricky ulozené jadro, této fazi se fika ,,prstynek®. Béhem

dospivani trofozoitu se méni jeho tvar. Od okamziku, kdy se trofozoit poprvé v bunice rozd¢li,

Obr. 1. Zivotni cyklus rodu Plasmodium (na p¥ikladu pta¢iho plasmodia P. relictum):

I, I — primarni exoerytrocytarni merogonie; III — erytrocytarni merogonie; IV — sekundarni exoerytrocytarni
merogonie; 1 — sporozoit v bufice sleziny; 2, 3 — kryptozoit; 4 — merozoit v makrofagu; 5, 6 —
metakryptozoiti; 7 — merozoiti v erytrocytech; 8 — gametocyty; 9 — merozoit v erytrocytu; 10, 11 —
erytrocytarni meronti; 12 — merozoit v endotelialni bunice kapilar; 13, 14 — fanerozoiti; 15 — merozoiti v
erytrocytech; 16 — gametocyty; 17 — makrogameta; 18 — exflagelace mikrogamet; 19 — oplozeni
makrogamety; 20 — ookinet penetrujici peritrofickou membranu; 21 — mlada oocysta; 22, 23 — sporogonie;
24 — sporozoit ve slinnych zlazach vektora (Upraveno dle Valkitnas 2005).

se mu fiké4 erytrocytarni meront. Jejich pocet v napadeném erytrocytu je hlavnim voditkem k
mikroskopické identifikaci druhu. Dal§im uréovacim znakem jsou granula hemozoinu, jejich
pocet, barva ¢i tvar se u riiznych druhli méni. Doba trvani exoerytrocytarni merogonie je opét
u riaznych druhti proménliva. Jeden cyklus u vétSiny druht ptacich plasmodii trva od 24 do 36

hodin a mize jich probéhnout riizné mnozstvi.



Cast merozoitll vzniklych z erytrocytarnich meronti napada dalsi erytrocyty, &ast se
meéni na gametocyty a zbyli merozoiti penetruji do endotelianich bunck kapilér, kde iniciuji
vznik fanerozoitl (sekunddrnich meronti). Fanerozoiti ddle produkuji merozoity, schopné
napadat krevni buniky. Maturace prvni generace fanerozoiti obvykle casové odpovida
prudkému zvyseni parazitémie v krvi hostitele. Po odeznéni akutni faze infekce, fanerozoiti
spolecné s erytrocytarnimi meronty produkuji malé mnozstvi merozoitli a jsou tak odpovédni

za nizky stav parazitémie v pribéhu chronické faze infekce (Valkitinas 2005).

Vyvoj v ptenaseci
Nékolik minut po nasati krve pfenaSecem se dosp€lé gametocyty uvoliuji z erytrocytti do
lumen stieva komara. Vyvoj od vzniku gamet po tvorbu oocysty se od ostatnich rodi
heamosporid neli§i. Béhem vyvoje se oocysta podstatné zvétSuje a vznikaji v ni stovky
sporozoitl. Jejich mnozstvi zavisi na druhu parazita a teplote, pii které se oocysta vyviji.
Teplota hraje velmi vyznamnou roli a jeji optimalni hodnoty se 1isi pro jednotlivé
druhy (napt. Plasmodium relictum ma teplotni optimum 24 °C). Pfi teploté vysS$i nez
optimalni Zivotaschopnost sporozoitii klesa a vyvoj se zpomaluje, stejné tak se snizujici se
teplotou. K degeneraci oocysty vak dochazi az pti poklesu okolni teploty na 4 °C. Pii teploté
24 °C trva vyvoj Plasmodium relictum v komarovi Culex pipiens zhruba 7 dni. Dozrala

oocysta praska, sporozoiti putuji do slinnych zlaz, kde mohou ptezivat az n€kolik tydnda.

3.3 Vyvojovy cyklus rodu Fallisia

Celed’ Garniidae obsahuje nékolik zastupcii rodu Garnia parazitujicich u plazi. U ptaki
parazituje pouze jeden rod, zastoupeny jednim druhem — Fallisia neotropicalis, ktery napada
omezené spektrum jihoamerickych ptakid. Poznatky o zivotnim cyklu tohoto parazita jsou
velmi utrzkovité. Vektor nebyl doposud spolehlivé uréen. Néktera data naznacuji, ze by
vektorem mohl byt komar Aedomyia sguemipennis. Vyvojovy cyklus je podobny plasmodiim
s drobnymi odliSnostmi: v periferni krvi se trofozoiti, meronti a gametocyty vyvijeji v
trombocytech a zadna stadia neobsahuji malaricky pigment hemozoin. Vyvoj v pifenaseci

nebyl doposud spolehlivé popsan (Gabaldon et al. 1985).

3.4 Vyvojovy cyklus rodu Haemoproteus

Vyvojovy cyklus byl detailn€ji prostudovan u 7 % ze soucasné uznavanych 132 druht.

Zékladni charakteristiky a odlisSnosti od ostatnich rodii jsou nasledujici. Pfenaseci jsou tiplici
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(Ceratopogonidae) a klosi (Hippoboscidae). Exoerytrocytarni merogonie v pta¢im hostiteli
probiha v endotelu kapilar. Gametocyty se vyviji v dospélych erytrocytech. V zadném typu

krevnich bun€k neprobihd merogonie (viz obr. 2.).

Vyvoj v ptacim hostiteli

Sporozoiti injikovani do krevniho obchu ptaka zahajuji vyvoj v exoerytrocytarni meronty
nejcastéji v endotelu kapilar v plicich, méné Casto pak v jatrech, slezing, ledvinach ¢i
kosternim svalstvu. U nékterych druhG (Haemoproteus handai, H. mansoni) se v endotelu
kapilér, v kosterni a srdecni svaloviné vyviji megalomeronti, ktefi jsou podstatné vétsi nez
plicni meronti. PoCet generaci exoerytrocytdrnich merontii piedtim, nez se objevi prvni
gametocyty, neni nikdy niz§i nez dvé. Meronti vSech generaci jsou schopni produkovat

merozoity (Atkinson 1986).

Obr.2. Zivotni cyklus rodu Haemoproteus (na piikladu H. mansoni):

1 — sporozoit v endotelialni buiice; 2, 3 — exoerytrocytarni meront prvni generace s merozoity; 4 — merozoit v
endotelialni buiice; 5, 6 — rust a dospivani megalomerontl ve svalové tkani; 7 — merozoiti v erytrocytech; 8 — dospély
gametocyt; 9 — merozoit v buiice sleziny; 10, 11 — rostouci a dospivajici meronti ve slezin€; 12 — merozoiti v
erytrocytech; 13 — dospélé gametocyty; 14 — makrogameta; 15 — exflagelace mikrogamet; 16 — oplozeni
makrogamety; 17 — ookinet penetrujici peritrofickou membranu; 18 — mlada oocysta; 19, 20 — sporogonie; 21 —
sporozoit ve slinnych Zlazach vektora (Upraveno dle Valkitinas 2005).
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Prepatentni faze (do objeveni prvnich krevnich stadii) trvd u vétSiny druht 11 az
21 dnti. Merozoiti uvolnéni do krevniho fecist€¢ okamzit€¢ napadaji erytrocyty, méni se v
gametocyty. Malaricky pigment (hemozoin), ktery se vytvaii v disledku metabolické aktivity
gametocytu (traveni hemoglobinu), tvofi zlatavd, hnéda nebo Cerna granula. Jejich pocet a
tvar jsou dulezitym diagnostickym znakem. Vyzralé gametocyty potencionalné schopné
gametogeneze se objevuji v krvi dva az Sest dnli po invazi merozoitii do krve. V soucasné
dobé je morfologie gametocytl a jejich vliv na hostitelsky erytrocyt zdkladnim voditkem k
mikroskopickému uréeni druhu z krevniho roztéru (Valkitnas, 2005).

U infekci prvoky rodu Haemoproteus se vyskytuji Casté relapsy. Dosud nebyla
spolehlivé identifikovana stadia, ktera jsou za né¢ odpovédnd. Nékteti autofi se domnivaji, ze

by mohlo jit o meronty, vyvijejici se v retikuldrnich bunkach sleziny (Atkinson et al., 1988b).

Vyvoj v pfenaseci

Po nasati hmyzim pfenasecem se zralé¢ gametocyty stavaji kulovitymi a béhem nékolika minut
unikaji z erytrocytii. Gametogeneze, oplozeni, vyvoj zygoty, ookinetu a oocysty probihaji
podle obecné platného schématu pro Haemosporida (viz vyse). Velikost a morfologie gamet,
zygoty a ookinetu jsou dulezitym urCovacim znakem haemoproteidii ve hmyzim vektorovi
(Valkiiinas a lezhova, 1995, dle Valkitinas 2005).

Zrala oocysta obvykle praska (postupné uvoliiovani sporozoitli bylo pozorovéano jen u
n¢kolika druhtt), sporozoiti se dostavaji do hemocelu a penetruji do slinnych zlaz vektora, kde
jsou ptipraveni na infekci obratlovciho hostitele béhem sani.

Zajimavou skutecnosti je, ze se odliSuje sporogonie u druhi vyvijejicich se v tiplicich
a v kloSich. Vétsina druhd r. Haemoproteus (nejlépe prozkoumané jsou druhy H. mansoni a
H. nettiotis), u nichz zname zivotni cyklus, se vyviji v tiplicich (Valkitinas et al. 2002). V
tomto piipadé dava mald oocysta (primér do 20 um) vzniknout asi stovce sporozoiti.
Sporogonie v tiplikovi se obvykle uskutecni do 10 dnii po infekci, coz je disledkem nutnosti
synchronizace s kratkym gonotrofnim cyklem tohoto hmyzu (Atkinson 1991, dle Valkitinas
2005).

Sporogonie v kloSich je charakteristickd vét§imi rozméry oocysty (okolo 40 pum) a
vetsim poctem sporozoitli vyvijejicich se v jedné oocysté (n€kolik set). Vyvoj trva delsi dobu
a neni nijak synchronizovén s gonotrofickym cyklem kloSe, protoze ten travi vétSinu ¢asu na
svém hostiteli, saje opakované v kratkych intervalech a je navic relativn¢ dlouhoveky. Typicti

zastupci prenaseni klosi jsou Haemoproteus columbae a H. palumbis (Valkitinas, 2005).
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3.5 Vyvojovy cyklus rodu Leucocytozoon

Zivotni cyklus byl objasnén zhruba u jedné tietiny z 35 uznavanych druhf. Vektorem jsou
muchnicky (Simuliidae) u jednoho druhu tiplici (Ceratopogonidae). Exoerytrocytarni
merogonie probiha v hepatocytech jater, dale také v makrofazich a endotelu kapilar.
Gametocyty ani zadnd jind stadia neobsahuji malaricky pigment. Gametocyty se vyviji v
erytroblastech, erytrocytech a zejména v mononuklearnich leukocytech. Merogonie u

krevnich stadii neprobiha.

Vyvoj v ptacim hostiteli

Sporozoiti injikovani muchnickou do krve ptdka se mohou vyvijet pouze v hepatocytech.
Zivotaschopni sporozoiti se mohou v krvi ptaka vyskytovat dlouhou dobu (az 11 dni) a
postupné invaduji do jaternich parenchymu. Po penetraci se méni na mnohojaderné jaterni
meronty prvni generace. Jejich vyvoj trva asi 5 dnii a poté se vytvareji jednojaderni merozoiti.
Cést merozoitl napada dal§i hepatocyty a indukuje sekunddrni merogonii. Vétsina se ale
dostava do krve, kde invaduji do erytrocytii a méni se v gametocyty.

Mladé gametocyty zptsobuji hypertrofii a deformaci napadenych krvinek a jejich
jadra. Rist gametocytu konci asi po 48 hodinach. PIné zralé gametocyty jsou kulovité, nebo
ovalné, netvoii se zatim protahlé fuziformni buiiky.

Do krve se dostavaji i fragmenty jaternich meronti se dvéma a vice jadry nazyvané
syncytia. Tyto fragmenty jsou krvi rozesety do mnoha télnich organti a tady mohou byt
fagocytovani makrofagy. V nich vznika druhd generace merontti, které¢ nazyvame pro jejich
obii rozméry megalomeronti. Megalomeronty mizeme nalézt po celém organismu ptaka, ale
k jejich agregaci dochazi predevSim ve sleziné¢ a lymfatickych uzlinach. Megalomeronti
davaji béhem 5 dnid vznik tisicim jednojadernych merozoitli, jez napadaji lymfocyty i jiné
mononukledrni leukocyty a vznikaji z nich gametocyty druhé generace. Mala ¢ast merozoith
vytvaii zase megalomeronty a ti jsou pak zodpovédni za chronickou fazi infekce.

I druhd generace gametocyti silné deformuje hostitelské krvinky (tentokrat
leukocyty). Zname dva typy gametocytd: ovalny (¢i kulaty) a fuziformni typ (protahly, se
zuzujicimi se konci). Oba typy jsou infekéni pro vektora. Nejvétsi pocet gametocytil se

vyskytuje v periferni krvi béhem dne, kdy jsou aktivni muchnicky (Valkitinas 2005).
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Vyvoj v ptenaseci

Vektorem pii experimentalnich ndkazdch mohou byt i muchnicky, které bézné na ptacich
nesaji. Bariéry vyvoje leukocytozooni v jednotlivych druzich muchni¢ek nejsou tedy
fyziologické, ale spise ekologické (Desser a Yang 1973).

Nedlouho po nasati dochdzi ve stfevé muchnicky ke tvorbé gamet. Samci gamety
(mikrogamety) se tvofi z mikrogametocytll procesem zvanym exflagelace. Exflagelace stejné
jako u vétSiny haemosporid neprobiha pti teplotdch nizSich nez 15 °C. Zato pii teplotach
26 °C az 40 °C dochazi k exflagelaci velmi zahy po nasati (do 1 minuty). Pravé vyssi teploty
v daném rozmezi jsou blizké télesné teploté ptakli a to vyvraci hypotézu, ze stimulem k
exflagelaci je pokles teploty nasaté krve. Uvedena skutecnost souvisi s ekologii muchnicek,
které se dlouhou dobu pted nasatim i po ném zdrzuji na ktzi svého hostitele a prolézaji jeho
pefim, a proto se jejich teplota blizi télesné teploté ptaka. Vyvoj mikrogamet v pfenaseci tedy
nezavisi na podnebi v oblasti vyskytu a to umoznilo leukocytozoonim napadat i1 ptaky
chladného pasu (Fallis 1964).

Po oplozeni makrogamety mikrogametou vznika zygota, jez se po 6 az 12 hodinach
meéni v ookinet. Nasledny vyvoj se jiz prili$ nelisi od vyvoje zastupcti ostatnich heamosporid s

vyjimkou toho, ze sporozoiti sami aktivné pronikaji st€énou oocysty do hemocelu.

Vyvoj ve vektorovi je u vétSiny zastupci haemosporid dosti uniformni, zato vyvoj v
obratlov¢im hostiteli (ptakovi) se mize v nékterych rysech podstatné lisit.

Kompletni vyvojovy cyklus znadme jen u nékolika procent popsanych druhi. Tyto
poznatky byly navic ziskany pfedev§im experimentalnimi ndkazami v laboratofi, a to zvlasté
na modelovych druzich haemosporid parazitujicich pfevazné u kurovitych nebo vrubozobych
ptaki. Popsané vyvojové cykly u volné Zijicich ptaki jsou spise vyjimkou. U pévcl zname 86
druhtt heamosporid, ale kompletni vyvojovy cyklus a pfenaseCe nezname témeét u zddného
z nich a naSe informace o jejich prib¢hu ve volné pfirod¢ jsou znacné utrzkovité.

Tato nekompletni data maji také na svédomi dalsi zajimavy fenomén: krev mlad’at na
hnizd¢ je vétSinou negativni, coz je zptusobeno dlouhou prepatentni fazi infekce, kdy nejsme
schopni parazity detekovat. Dals$i moznou pfi¢inou negativity mlad’at miize byt skutecnost, ze
se danym druhem haemosporida nakazi pouze dospélci na zimovisti naptiklad proto, Ze se v

mist¢ hnizdisté nevyskytuje vhodny vektor. V praxi se uplatituji ob¢é moznosti.
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Prenasec

Obr.3. Zivotni cyklus rodu Leucocytozoon (na piikladu L. simondi):

1 — sporozoit nebo merozoit v hepatocytu; 2, 3, 4 — jaterni meronti; 5— merozoiti v erytrocytech; 6 —
kulovité gametocyty v erytrocytech; 7 — syncitium (fragment hepatického meronta s vice jadry) nebo
merozoit v buiice sleziny; 8, 9 — megalomeront; 10 — merozoiti v mononuklearnich leukocytech; 11 —
protahlé gametocyty ve fuziformnich hostitelskych bunkach; 12— makrogameta; 13 — exflagelace
mikrogamet; 14 — oplozeni makrogamety; 15 — ookinet penetrujici peritrofickou membranu; 16 — mlada
oocysta; 17, 18 — sporogonie; 19 — sporozoit ve slinnych zlazach vektora (Upraveno dle Valkitinas 2005).

Ptikladem platnosti prvni z nich je pokus provedeny s mladaty pénkavy obecné
(Fringilla coelebs). 33 mlad’at ve véku 6 az 12 dnl bylo odebrano z hnizda a bylo dale
chovano v kontrolovanych podminkéch v laboratofi. U dvou mlad’at ve véku 23 (odebrano ve
stafi 10 dnd) a 25 dnil (odebrano ve staii 12 dnli) byly objeveny gametocyty Haemoproteus
fringillae. V laboratoii byl pfenos vektorem vyloucen, takze k nakaze muselo dojit na hnizdé
béhem prvnich 10 (respektive 12 dnli) dnl Zivota. Prepatentni faze infekce je tedy u daného
druhu parazita del$i nez 12 dnli (vSechna mlad’ata se jevila pfi odbéru z hnizd negativni), ale
neni delsi nez 23 dnti (Valkitnas, 1984, dle Valkitinas 2005).

Préace, které studuji mozné ptrenasece krevnich parazitl, se vesmés zabyvaji ptaky

hnizdicimi v otevienych hnizdech, kam maji ektofagni vektofi (vektofi, ktefi nesaji v
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uzavienych prostorach) snadny pfistup. Jak je tomu u ptakd hnizdicich v uzavienych
prostorach (napf. dutinach) neni zatim znamo. Negativita mlad’at dutinovych ptakt, ktera
jesté neopustila hnizdo, miize byt zplsobeny absenci vhodného endofagniho vektora (sajiciho
v uzavienych prostorach), ktery by zaletoval do hnizdni dutiny. Pokud se na dané lokalité
vyskytuji pouze vhodni ektofagni vektoti, mohlo by se mladé nakazit teprve po opusténi
hnizda. Dokud nebudeme znat zptisob pienosu a predevsim samotné pirenaSeCe haemosporid u

pevcich druht ptaki, nemlzeme na tyto otazky uspokojivé odpovédét.

4. HOSTITELSKA SPECIFITA PTACICH HAEMOSPORID

V prabéhu 20. stoleti se formovaly dva extrémni ndzory na hostitelskou specifitu ptacich
haemosporid. Prvni nazor zastdval striktni hostitelskou specifitu jednotlivych druhd. S
kazdym nalezem v novém druhu ptaciho hostitele byl tedy popsan novy druh parazita.

Druhy extrémni pfistup shrnoval do jednoho druhu i organismy morfologicky lehce odlisné a
zastaval minimalni hostitelskou specifitu haemosporid.

Soucasni autofi uznavaji ur¢itou hostitelskou specifitu, ale druhy haemosporid z vice
hostitelskych druht ptdkl, které nevykazovaly zZadné morfologické rozdily, byly shrnuty v
jeden druh. Na druhou stranu existuji prace, které¢ dokazuji, ze v ramci haemosporid existuje
mnozstvi kryptickych druhti, které se daji rozlisit pouze s pomoci molekularné biologickych
metod (Sehnal 2006).

Dnes je platnych 132 druhiti rodu Haemoproteus (zredukovano z piivodnich 280
druhit), 35 druht rodu Leucocytozoon (z ptivodné 143 druhtt) a 38 druhii rodu Plasmodium (z
ptvodnich 89) parazitujicich u ptaki. Celed’ Garniidae je u ptakd zastoupena jednim druhem
(Valkitnas, 2005).

Hypotéza absolutni hostitelské specifity byla opusténa i diky prokazani nékolika
smiSenych infekci ptakl, kdy se v jednom jedinci hostitelského druhu vyskytovalo vice druhil
haemosporid stejného rodu. Autofi popsali smisené infekce rodem Haemoproteus (Peirce a
Bennet 1993), rodem Leucocytozoon (Bennet a Cameron 1975) 1 rodem Plasmodium
(Garnham 1966, dle Valkiiinas 2005).

V soucasné dobé je taxonomie zalozena piedev§im na morfologii stadii z periferni
krve a na datech z experimentalnich ndkaz v laboratofi. Takto vytvofeny systém samoziejme
pocitd se zavedenim moderniho systému vytvoifeného na zakladé molekularnich metod a
morfologie vSech vyvojovych stadii. Nutnou podminkou k tomu ale bude Siroce rozsifené

pouzivani molekularnich metod ke studiu ptacich haemosporid.
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Posledni obecnou poznamkou ke specifité pta¢ich haemosporid je to, ze zadny dosud
popsany druh z ptaka se nevyviji v rybach, obojzivelnicich, plazech nebo savcich. Vyjimkou
jsou ojedinélé experimentdlni ndkazy laboratornich mysi pta¢imi plasmodii — napf.
Plasmodium lophurae (Mc Ghee 1956, dle Valkitinas 2005).

V nasledujicich kapitolach jsou rozebrany obecné principy a priklady hostitelské
specifity u jednotlivych haemosporid se zaméfenim na prace tykajici se pévcl

(Passeriformes).

4.1 Hostitelska specifita a identifikace rodu Plasmodium

K identifikaci druht ptacich plasmodii je mozno vyuzit krom¢ gametocytli také erytrocytarni
meronty z periferni krve. M4 to ale sva uskali, protoZe akutni faze infekce se u volné Zijicich
ptaktl vyskytuje jen ziidka a po kratky Casovy interval a béhem chronické faze infekce se
nemusi erytrocytarni meronti v krvi viibec vyskytovat. Dalsi komplikaci pfi mikroskopickém
urcovani je podobnost gametocytti plasmodii s gametocyty haemoproteidu.

Mnoho druhti ptac¢ich plasmodii parazituje u zastupct rtiznych ptacich celedi, nebo
dokonce fadi (Waldenstrom et al. 2002). Hostitelska specifita tedy nehraje vyznamnégjsi roli

pfi identifikaci druhu.

Vektorova specifita rodu Plasmodium

Specifita v ramci pienasecl je omezena na Celed komaroviti (Culicidae). VétSina druht
plasmodii se vyviji v fadé druhli a dokonce rodi komara. Napiiklad Casty parazit pévca
Plasmodium relictum dokonci svilj vyvoj asi ve 20-ti druzich komart patticich do rodt Aedes,
Anopheles, Armigeres, Culex, Culiseta a Mansonia. Najdeme vSak i1 druhy parazitl s vétsi
vektorovou specifitou — sporogonie Plasmodium juxtanucleare se UspéSné dokonci pouze v

komarovi rodu Culex (Valkitinas 2005).

4.2 Hostitelska specifita a identifikace druhi rodu Haemoproteus

Urcovani haemoproteidi je zaloZeno zejména na morfologii gametocytl v krevnich roztérech.
Tato metoda je levna a rychld a gametocyty se vyskytuji v periferni krvi hostitele po zna¢né
dlouhou dobu.

Po analyze experimentalnich dat urcili autofi hostitelskou specifitu jednotlivych druht
na uroven ptacich Celedi (Bennet et al., 1972). Toto tvrzeni je stale pfedmétem diskusi a

dalSiho vyzkumu, ale zda se ziejmé, ze specifita saha urcité po uroven ptacich radua.
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Dlouhodoba studie byla provedena na populaci stfizliki obecnych (7Troglodytes
troglodytes), kdy se v prubchu 12 let trvani studie objevil pouze jeden jedinec infikovany
blize neurcenych druhem rodu Haemoproteus. Sttizlik je jedinym zastupcem celedi
Troglodytidae na zkoumané lokalit¢ (a v celé Evrop¢) a také je to velmi staly ptak, proto je
nepravdépodobné, Ze by se jednalo o zavleCeni infekce od migranta z jiné populace.
Nejpravdépodobnéjsi se jevi ojedinéld nakaza od infikovaného ptaka patficiho do jiné celedi
(Valkiiinas 1987, dle Valkiiinas 2005).

Na druhou stranu se prokézalo, ze Haemoproteus fringillae izolovany ze strnada
obecného (Emberiza citrinella, Emberizidae) bez obtizi infikuje pénkavu obecnou (Fringilla
coelebs, Fringillidae). Jako vektor byl pouzit tiplik druhu Culicoides impuctatus (Valkitinas
2005).

Nékteré studie potvrzuji specifitu na trovni fadu, ale nejsou v souladu s Bennettovou
teorii o specifit¢ v rdmci Celedi (viz vySe). Roli zde samoziejmé hraje jak piibuznost
hostitelskych ¢eledi, tak i vymezeni jednotlivych ptacich celedi, které je vSak relativni.

V soucasné dob¢ existuje shoda, ze jednotlivé kmeny heamoproteidli nerozlisitelné na
zéklad€ morfologie gametocytl a parazitujici v jednom fadu ptakli povazujeme za jeden druh.
Morfologicky shodné (nebo podobné) kmeny, jez infikuji vice fadt ptakl, povazujeme za
samostatné druhy. Tento princip je uplatiovan pifedev§im z praktickych divodid, protoze
zmény v systému ptaka obvykle nasledovaly zmény v systému rodu Haemoproteus a zmén na
urovni ptacich fadl je méne. Zmatky v taxonomickém systému pfineslo 1 zjiSténi, Ze rtizné
druhy haemoproteidii maji rizné Sirokou hostitelskou specifitu. Existuji striktné specifické
druhy a druhy specifické v ramci riznych taxonomickych jednotek (rod, celed’), ale specifita
nad rdmec fadu nebyla zatim prokazana (Valkitinas, 2005). Vice svétla do této problematiky
vnesou jist¢ rutinni aplikace molekularnich metod ve studiu haemoproteidi a zfejmé si to
vyzada ustanoveni novych a naopak zruseni nékterych stavajicich druht.

Dosavadni molekularné-biologické studie ukazuji na nepfili$ striktni hostitelskou
specifitu haemoproteidi. Nekolikrat bylo prokazano, ze jeden kmen parazita (vétSinou zatim
nepiifazeny ke konkrétnimu popsanému druhu) napadé hostitele patticiho do rtiznych celedi.
Naprtiklad Fallon et al. (2005) zaznamenal jeden genotyp druhu Haemoproteus sp. v
zastupcich tii celedi pévcl banakitovitych (Coerebidae), strnadovitych (Emberizidae) a
zelendCkovitych (Vireonidae). K podobnym zavérim dosli 1 dalsi védei u jinych linii
haemoproteidi (Beadell at al. 2004; Szymanski a Lovette 2005). Autofi vSak neprovadéli
soucasné s PCR 1 mikroskopickou detekci paraziti. Neni tedy jisté, zda se v krvi zkoumanych

ptakd nachazely gametocyty paraziti. PCR diagnostika je totiz natolik citliva, ze je n¢kdy
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schopna detekovat i sporozoity, ktefi byly vektorem vpraveni do krve ptaka, ale dale se v ném
nevyviji (Krizanauskiene et. al 2006). Mikroskopicka kontrola krevnich roztérit spolu s PCR
diagnostikou byla provedena ve studii, kdy autofi dokonce na zakladé¢ morfologie ptifadili
ziskanou sekvenci ke konkrétnimu druhu. Haemoproteus majoris byl nalezen v krvi pévcu
patficich do ¢tyt Celedi: pénicoviti (Sylviidae), sykoroviti (Paridae), lejskoviti (Muscicapidae)

a pénkavoviti (Fringllidae) (Krizanauskiene et. al 2006).

Vektorova specifita rodu Haemoproteus

PrenaSec¢i haemoproteidii patii do celedi Ceratopogonidae (tiplici) a Hippoboscidae (klosi).
Role klost jako vektort hraje vyznamnou roli hlavné u haemoproteidii parazitujicich u ptakt
z ¢eledi meékkozobych (Columbidae).

U ostatnich fadi jsou vektory pievazné tiplici. Pfenos na pévce byl doposud prokazan
pouze prostrednictvim tiplikia (Culicoides sp.). Studie, zabyvajici se jejich roli jako pfenasect
haemoproteidli, byly provadény piedev§im v USA a Kanadé. Prevalence haemoproteidi v
populaci vektort je vétSinou velni nizka, na dvou vzdjemné izolovanych lokalitach na Floridé
byla prokdzana prevalence infikovanych samic tiplikti 0,6 a 2,1 % z celkového poctu samic
(Atkinson 1991).

V Evropé nebyli vektofi haemoproteidli doposud pfili§ studovani. Jediné prace
pochdzeji od Valkitnase, ktery urc¢il jako vektora H. fringillae tiplika C. impuctatus
(Valkitinas 2005). Stejny druh tiplika byl pozdé&ji stejnym autorem urcen i jako vektor
nekterych jinych haemoproteidi (viz nize). Jiné druhy tiplikii nebyly jako vektofi zatim
identifikovany, coz je zptisobeno minimem projektii zabyvajicich se danou problematikou a
velice nizkou prevalenci infekce v populacich ptenasec.

Druhy haemoproteidu, jez byly ve vztahu parazit-vektor nejvice studovany, vyuzivaji
jako vektory vice druht tiplikGi. Napt. H. mansoni GspésSné ukonc¢i svij vyvoj v tiplicich
n¢kolika druhti: Culicoides arboricola, C. edeni, C. haematopotus, C. hinmani, C. knowltoni a
C. shagnumensis. V jinych druzich — C. baueri, C. nanus, C. paraensis a C. scanloni — se
vyvoj zastavi ve stadiu oocysty (Atkinson 1988). Jedna z poslednich studii prokézala, ze jako
vektor H. danilewskyi, parazitujici v sojce chocholaté (Cyanocitta cristata) na Floridé, mize
slouzit rovnéZ nékolik druht tipliklh — jmenovité¢ Culicoides arboricola, C. edeni, C.
knowltoni, C. stellifer a C. beckae (Garvin a Greiner 2003).

Opacny ptiklad, kdy se v jednom druhu tiplika (C. impuctatus) mize vyvijet az pét
druhlt rodu Haemoproteus byl zaznamenan Valkitinasem. Nejprve prokazal, ze dany tiplik

slouzi jako vektor H. fringillae (Valkitinas 1997, dle Valkitinas 2005), poté experimentalné
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dokazal, ze je schopen ptenaset i H. balmorali (z lejska Sedého — Muscicapa strita), H. dolniki
(z pénkavy obecné — Fringilla coelebs) a H. tartakowskyi (z kiivky obecné — Loxia
curvirostra) (Valkitinas et al. 2002) a nakonec potvrdil stejného tiplika jako ptenasece H.

belopolskyi z pénice Cernohlavé (Sylvia atricapilla) (Valkitinas a Iezhova 2004b).

4.3 Hostitelska specifita a identifikace druhii rodu Leucocytozoon

Pti identifikaci druhl rodu Leucocytozoon nardazime na podobny problém jako u zéstupct
rodu Haemoproteus — parazitémie u volné zijicich ptakl jsou vétSinou velmi nizké a pro
tradi¢ni metodu urCovani pod mikroskopem potiebujeme opét vyhledat gametocyty v
periferni krvi. Gametocyty leukocytozoontll jsou navic nachylné k poSkozeni a deformacim v
prib&hu vytvareni krevnich roztéri. Oproti rodim Haemoproteus a Plasmodium mame k
dispozici mén¢ charakteristickych morfologickych struktur, které by mohli slouzit k
identifikaci druhu, a tim se snizuje pravdépodobnost rozliSeni dvou samostatnych druht pii
mikroskopickém urcovani (Valkitinas 2005).

V soucasnosti nejsou k dispozici zadnd vérohodnd data o tom, Zze by jeden druh
leukocytozoona napadal ptaky z vice fadi. Fallis a Bennett provedli fadu experimentt, kdy
sporozoity leukocytozoonl ze zastupcl jednoho tadu hostiteli injikovali do zéstupct fadu
jiného a nikdy nedoslo k rozvoji infekce. Naptiklad Leucocytozoon fringillinarum ze strnadce
bélohrdlého (Zonotrichia albicollis) se nevyvijel v kachnach (Anas sp.), stejné jako L.
dubreuili z Turdus migratorius. Experimentalni pfenos jednotlivych druhli leukocytozoont
mezi zastupci ptakd rtiznych celedi byl obvykle také netspéSny. Z mnoha studii uvadim
priklad z fadu pévcu. Pti inokulaci sporozoiti L. berestneffi ze sojky chocholaté (Cyanocitta
cristata, Corvidae) se infekce rozvine u sojky Sedé (Perisoreus canadensis) ze stejné Celedi,
ale sporozoiti jiz nejsou schopni infikovat ryzovnika Sedého (Lonchura oryzivora,
Estrildidae), dlaska zlutocelého (Hesperiphona vespertina, Fringillidae) ani strnadce
moktadniho (Melospiza georgiana, Emberazidae) (Fallis a Bennett 1966, dle Valkiiinas
2005).

Zname ale i vyjimky, kdy parazit infikuje zastupce rtiznych celedi ze stejného tadu.
Sporozoiti Leucocytozoon fringillinarum Gspésné infikovali pévce ze tii ¢eledi (vlhovcoviti —
Icteridae, strnadoviti — Emberizidae a astrildoviti — Estrildidae). To by ukazovalo na neptili§
velkou hostitelskou specifitu tohoto druhu pévciho parazita. Toto zjisténi je dilezité pro
vymezeni druhil leukocytozoonti drobnych pévcel, protoze na zéklad€ specifity bylo u pévct

popsano mnoho morfologicky nerozlisitelnych druhti (Valkitinas 2005). Tyto popisy budou
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muset byt casem ovéteny pomoci vyuziti molekuldrnich metod. Nekteré kryptické druhy jiz
byly odhaleny ve studii provedené na Leucocytozoon toddi. Morfologicky shodné kmeny
paraziti z ké&nat (Buteo spp.) a jesttabl (Accipiter spp.) se liSili v sekvenci genu pro
cytochrom b az 0 10 % (Sehnal, 2006).

Mnoho druhti leukocytozoonti se vSak vyznacuje uzsi hostitelskou specifitou, kdy
urcity druh parazita napadd pouze hostitele v ramci jednoho rodu ¢i dokonce druhu.
Prikladem mulZe byt L. sakharoffi z krkavce velkého (Corvus corax) a vrany americké (C.
brachyrhynchos, Corvidae), ktery jiz neni schopen napadat sojku chocholatou (Cyanocitta
cristata) ze stejné Celedi (Khan a Fallis 1971). Striktni hostitelska specifita se vyskytuje také
naptiklad u druhu L. caullereyi z kura domaciho (Gallus gallus) (Mathis a Leger 1910d, dle
Valkiiinas 2005).

Vektorova specifita rodu Leucocytozoon

Jednotlivé druhy leukocytozoonl vyuZivaji jako ptenaseCe velké mnozstvi druhi muchnic¢ek
(Simuliidae). VétSina druhti je pfendSena muchniC¢kami rodu Simulium. Rody Cephia a
Prosimulium slouzi jako prenasec¢i u mensiho poctu dosud studovanych druhii (Valkiiinas
2005).

VétSina druhi muchnicek slouzit jako vektor vice druhti leukocytozooni. Naptiklad
druhy Leucocytozoon danilewskyi, L. dubreuili, L. fringillinarum, L. lovati a L. sakharoffi
uspésné dokondili svij vyvoj v Simulium aureum 1 S. latipes (Desser a Bennet 1993, dle
Valkiiinas 2005).

Roli ve specifit¢ vztahu parazit-vektor hraje ptredev§im potravni specializace
muchni¢ek a jejich vertikdlni distribuce v biotopu béhem obdobi sini. Mamalofilni
muchnicky mohou byt tedy ekologicky izolované od ornitofilnich a muchnicky sajici v
korunach stromil maji omezenou moznost stat se vektory paraziti pozemnich ptakl. VSechny

tyto faktory maji velky epidemiologicky vyznam (Valkiiinas 2005; Cerny 2006).

5. PATOGENITA PTACICH HAEMOSPORID

Patogenni c¢inek haemosporid na jejich ptaci hostitele se u jednotlivych druhii (a to jak
parazitd, tak i hostiteld) 1ii a je ur€ovan predevsim zivotnim cyklem parazita a epidemiologii
nemoci, kterou zplsobuje. Patogennim pisobenim parazita na pienasece se zabyva podstatné

méné studii.
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Mnozi autofi zastavaji nazor, ze patogenni vliv haemosporid na volné zijici ptaky neni
prilis velky a ze umrti zpiisobena parazity jsou spiSe vyjimkou potvrzujici pravidlo (Bennett et
al., 1993).

Avsak vzhledem k celosvétovému rozsiteni, velké diverzité a casto vysoké prevalenci
haemosporid mohou tito parazité populace svych hostitelii piesto vyrazné ovliviiovat

(Valkitnas, 2005).

5.1 Hlavni mechanismy patogenniho piisobeni na ptaciho hostitele

Exoerytrocytarni meronti
Vyvoj v ptac¢im hostiteli zaind vyvojem prvni exoerytrocytarni generace z nepiili§ pocetnych
sporozoitli injikovanych ptenaseCem do krve, a proto prvni generace merontd zpusobuje

patologické zmény pouze v piipadech silnych infekci.
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Plasmodium. Silné infekce jsou spojené s ucpanim cév mozku a jinych organid
metakryptozoity nebo fanerozoity. Vysledkem je omezené zasobeni daného organu krvi,
tkan¢ obklopujici meronty trpi anoxii a dochazi k jejich odumirani. Napadeny ptak potom trpi
ptiznaky paralyzy (Bennett 1993; Valkitinas, 2005).

V ptipadé¢ leukocytozooni jsou patologické zmény spojené predevSim s vyvojem
megalomerontli v jatrech, slezing, plicich ¢i jinych tkanich hostitele. Dospéli megalomeronti
dosahuji vice jak 200 um v priméru a obsahuji tisice merozoitt. Casto kolem nich dochazi k
rozvoji zanétlivych reakci. Po skonceni merogonie a uvolnéni merozoitl z megalomerontd
praskaji prilehlé kapilary a néasledné krvaceni vede pozdéji v daném misté k tvorbé nekrézy
(Miller et al., 1983). Druhy leukocytozoonti, v jejichz zivotnim cyklu se megalomeronti
nevytvaieji (L. fringillinarum, L. berestneffi), pusobi podstatn¢ méné¢ vazné patologické

zmény (Khan a Fallis, 1970)

Krevni stadia

Mezi nejvaznéjsi patologické zmény plisobené pta¢imi haemosporidy patii destrukce krvinek
a nasledné anémie. Hlavni pfi¢inou anémie je odstrafiovani parazitovanych krvinek slezinou.
K rozvoji anémie nedochazi u infekci rodem Haemoproteus ptilis Casto (Garnham 1966, dle
Valkitinas 2005). Pfima destrukce erytrocytil, spojend s vyvojem erytrocytarnich merontt, je

typicka pro infekce rodem Plasmodium. V pribéhu parazitémie byly zaznamendny také
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zmény v chemickém slozeni krevni plasmy, které zvySovaly efektivitu destrukce napadenych
bunék (Seed a Manewell 1977, dle Valkiiinas 2005).

Béhem infekce leukocytozoony dochéazi k rozvoji silné anémie, protoze dochazi k
destrukci erytrocytl pisobenim tzv. anti-erytrocytarniho faktoru, ktery se po napadeni
parazitem objevuje v krevni plasmé. DalSi patologické zmény pisobi gametocyty, jez
vytvareji s parazitovanou buitkou az 40 pum velké komplexy a mohou ucpavat drobné kapilary
(Kocan 1968).

Vyse popsané patologické pilisobeni haemosporid vede u infikovanych ptak ke
zvétSeni sleziny a jater. V piipadé silné infekce muze byt zvétSeni téchto organt az

dvacetinasobné a ¢asto vede az k jejich prasknuti (Atkinson et al. 1988).

5.2 Patologické pusobeni haemosporid na volné Zijici pévce

Ptestoze podle soucasnych znalosti parazituje u voln¢ Zijicich pévcl 86 druhi haemosporid,
vétSina poznatkdl o patogenité této skupiny pochazi ze studia experimentalnich ndkaz kanara
nckolika malo druhy téchto paraziti. Zobeciiovani takto generovanych dat komplikuje
skute¢nost, Ze kandr ¢asto neni pfirozenym hostitelem daného druhu parazita, a proto mohou
byt pozorované piiznaky netypické. Parazit miZze u pfirozeného hostitele diky jejich
dlouhodobé koevoluci zpiisobovat infekce s mirnéjSim prubéhem, nez bylo experimentalné
zjisténo u kanarti. Na druhou stranu jsou ptaci zijici v piirodé vystaveni mnoha stresovym
faktoriim, které mohou patogenni G€inky haemosporid podstatnou mérou ovliviiovat. Paraziti,
jez se zdali neskodni v umélych podminkach, mohou svého hostitele ve volné ptirod€ vyrazné
hendikepovat.

Problémem pfi studiu patogenniho vlivu haemosporid na volné¢ zijicich pévce je také
urcité zkresleni skute¢né prevalence parazitli v populaci na zékladé¢ metod odbéru vzorkl. K
odchytu ptakll se pouzivaji sité nebo pasti, ptipadné odchyt v budkach, kde ptak hnizdi.
Témito metodami ale ziskdme piedev§im vzorky z ptakl s nizkou parazitémii, nejcastéji v
chronické fazi. Jedinci s vysokou parazitémii v akutni fazi infekce maji totiz ¢asto snizenou
pohyblivost a vétsinu €asu travi v krytu mimo hnizdo. To vede k tomu, Ze se ndm je podafi
odchytit s mensi pravdépodobnosti nez zdravé ptaky (¢i v chronické fazi infekce) a vysledna
prevalence parazitli v populaci a negativni vliv parazitii na populaci jsou tedy podhodnoceny

(Valkitnas 2005).
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Infekce vedouci ke smrti ptaciho hostitele

Studii mortalité volné Zzijicich pévcli zplisobované haemosporidy je pomérné malo. Je to i
diky tomu, ze Sance zachytit v ptirodé¢ siln¢ infikované jedince je velmi mala (viz vyse), navic
oslabené jedince s vyraznymi patologickymi ptiznaky infekce rychle eliminuji predatofi
(Holmes 1982, dle Valkitinas 2005).

Nekolik ptipada silné infekce druhem Plasmodium cathamerium a néasledného umrti
pevcei bylo popsano v USA (Stone et al. 1971, dle Valkitinas 2005). Slabi ptaci neschopni letu
nebo jiz mrtvi jedinci patiili ke druhiim vréana americkd (Corvus brachyrhynchos), vrabec
domaci (Passer domesticus) a drozd st¢hovavy (Turdus migratorius). Intenzita parazitémie
byla velmi vysok4 a pohybovala se v rozmezi 28 — 74 % napadenych erytrocyti. V mozku
ptakti nalezli autofi velké mnozstvi fanerozoitt, jez byli pfedevSim odpovédni za
neurologické symptomy vedouci ke smrti ptaka.

Rovnéz ptipady tumrti pévct v disledku napadeni parazity rodu Haemoproteus byly
popsany z volné pfirody. Slaby jedinec jificky obecné (Delichon urbica) s téZkou anémii byl
nalezen bez pohybu na zemi v Zambii (Peirce 1984). Autofi u né&j prokézali vysokou
parazitémii blize neur¢enym druhem Haemoproteus sp. (napadeno bylo 40 % erytrocytd). |
vysoka parazitémie obvykle nepiesahuje hranici 10 % infikovanych krvinek. Silna infekce
druhem H. majoris byla popsana v Pobalti. Samec sykory konadry (Parus major) chyceny
kockou vykazoval parazitémii na hranici 30 % (Valkitinas 2005).

Nejmén¢ informaci je o mortalité pévcl zpisobované rodem Leucocytozoon. Infekce
témito parazity jsou ziejmé u pévcu (na rozdil od nékterych jinych ptacich tadfl) benigni.
Jednou z mala vyjimek je pfipad opakovanych silnych infekci mlad’at zpiisobovanych blize
neur¢enych druhem Leucocytozoon sp., které postihovaly pravidelné¢ v kolonii snovace
Jacksonova (Ploceus jacksoni) v Keni. Chronickd faze infekce se vyskytovala u vsech
dospélych ptakti v populaci. Béhem hnizdéni byla mlad’ata (stafi okolo 3 tydnti) nalézéna
mrtva nebo umirajici pod hnizdy. Byla u nich prokézéna vysoka parazitémie v akutni fazi a ve
zvétSené sleziné se nachazelo mnozstvi exoerytrocytarnich merontli (Garnham, 1950, dle

Valkiiinas 2005).
Epizootie

K epizootiim zpusobovanym haemosporidy dochazi hlavné v ptipadech introdukce nového

druhu parazita na danou lokalitu nebo introdukce ptacich hostitelit do endemickych oblasti
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vyskytu parazita (spojeno predevsim s hospodaisky vyznamnymi ptaky). V obou piipadech
dochazi k setkani a interakci dvou druhti, které neprosli spolecnou koevoluci.

Jeden z nejlépe prozkoumanych piipadli epizootie byl zaznamenan na Havajskych
ostrovech, kam byl introdukovan druh Plasmodium relictum spolu se svym vektorem
komarem (Culex quinquefasciatus). Tato introdukce méla dramaticky dopad na pocetnost
populaci, hranici rozsifeni a dokonce 1 samotné preziti ptivodnich druha pévceti (van Riper et
al. 1986).

Ptaci haemosporida byla obcas na Havajské ostrovy zanesena s taznymi ptéky, ale pro
mistni faunu to nepredstavovalo zadny problém, protoze se tu nevyskytoval vhodny vektor.
Az ve druhé poloving 18. stoleti, po objevu souostrovi Evropany, sem bylo na velrybaiskych
lodich zavleceno Plasmodium relictum spole¢né se svym vektorem. Komafi se rychle rozsitili
po ostrovech a obsadili vlhké a teplé niziny do 1000 m.n.m. a spolu s nimi se zacala §ifit i
ptaci maléarie. Od pocatku Sifeni infekce, se kterou se endemické druhy pévct dosud
nesetkaly, vymiela vice jak polovina mistni avifauny (nejvice byla postizena celed
Satovnikoviti, Drepanididae). Stalo se tak dfive, nez byl novymi osadniky zlikvidovén jejich
habitat. To klade vétSinu druhli za obét’ introdukovanym infekcim, ke kterym kromé ptaci
malarie patfil i virus ptacich nestovic. Fatalni dopad malérie na mistni avifaunu byl potvrzen v
pokusu, kdy byly endemické druhy ptaka obyvajici vyssi polohy, pfemistény do nizin (do zon
aktivniho ptenosu P. relictum). Béhem nékolika dnti se u nich rozvinula letdlni forma malarie.

Zkazu ptvodnich ptacich druhti na Havaji dokonala kompetice ze strany zavleCenych
ptakd, ktefi nebyli k infekci P. relictum tak citlivi. Endemicti havajsti ptaci nastésti ziskavaji
na P. relictum postupné urcitou rezistenci a pomalu se opét vraci do oblasti, kde se ptaci
maldarie vyskytuje. Navic doslo ke zméné nékterych prvki jejich chovani, které nyni vedou ke
snizeni pravdépodobnosti ndkazy malarii. Naptiklad Satovnik karminovy (Himatione
sanguinea) a Satovnik (Vestriaria coccinea) podnikaji denné pravidelné migrace, kdy odlétaji
travit noc (doba nejvétsi aktivity vektora) do vyssich poloh, kde se vektofi nevyskytuji (van

Riper et al., 1986).

Vliv haemosporid na mnozstvi migra¢niho tuku u pévct

Studie zabyvajici se vlivem ndkazy haemosporidy na mnoZstvi migra¢nich tukovych
zasob.prokazaly, ze infekce jeho mnozstvi ovliviluje negativné. Vyzkum byl proveden na
ptacich z celedi vlastovkovitych (Hirundinidae), pénicovitych (Sylviidae), drozdovitych
(Turdidae) a dalSich infikovanych zastupcem rodu Haemoproteus. Autoti se zaméfili na

mnozstvi podkozniho tuku a u ptakl s vysokou parazitémii (vice jak 20 gametocytli na 1000
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erytrocytll) ukazali, ze tukové zasoby jsou podstatné mens$i nez u neparazitovanych jedinci
(Valkitnas 1993a, dle Valkitinas 2005). Pfi nizké parazitémii (méné nez jeden gametocyt na
1000 erytrocytl) nebyl vSak zadny vliv na tukové zasoby prokazan (Smith a Cox 1972).

Z uvedenych studii vyplyva, Ze ovlivnéni ptakt haemosporidy jsou prokazatelna na
realn¢ velkych souborech studovanych jedinct pouze pii vysSich parazitémiich. Velmi

pravdépodobné tomu tak bude i u vétSiny ostatnich patogennich u¢inka haemosporid.

5.3 Vliv haemosporid na pienasece

Vztah mezi ptacimi haemosporidy a jejich prenase¢i byl studovan pouze okrajoveé. Je
pravdépodobné, Ze infekce u hmyziho prenaSeCe neprobéhne, aniz by na ném zanechala
néjaké stopy. Presné U€¢inky patogenniho plisobeni vSak dosud zndmé nejsou, k dispozici jsou
pouze utrzkovita data.

Parazité rodu Plasmodium aktivné absorbuji sacharidy z hemocelu komara, narusuji
jeho metabolismus aminokyselin a zplsobuji mechanické poskozeni epitelidlnich bunck
stteva (Alekseev 1986, dle Valkitinas 2005). Ukazalo se také, ze P. cathemericum muze
zpisobovat rozsadhlé nekrozy stfevniho epitelu komara Culex pipiens (Maier 1973, dle
Valkitinas 2005). Pohyblivost samic komara Aedes aegypti parazitovanych P. gallinaceum se
snizuje poté, co pienesou infekci na ptaciho hostitele. Zvysuje se tim i jejich mortalita
(Alekseev et al., 1984, dle Valkiiinas 2005). Mortalita slabé infikovanych samic 4. aegypti
(méné nez 40 oocyst ve stfeve) se vSak oproti neparazitovanym jedinciim nezvysuje (Freier a
Friedmann, 1987).

Délka zivota muchni¢ek (Simuliidae) pti laboratornich pokusech negativné koreluje s
intenzitou parazitémie ptakd, na nichz saly (Allison et al., 1978, dle Valkiiinas 2005). Stejné
tomu bylo 1 u experimentdlniho sani tiplika Culicoides impuctatus na pénkavé obecné
(Fringilla coelebs) nakazené parazitem Haemoproteus fringillae. U tiplikl, ktetfi sali na
jedincich s vysokou parazitémii, byla prokazana vice jak cCtyfikrat vyssi mortalita nez u
tiplikti, ktefi sali na slabé parazitované pénkaveé. Nejveétsi mortalita byla zaznamenana prvni

az ctvrty den po sani, coz ukazuje na negativni plisobeni ookinetu a raného vyvoje oocysty

(Valkiiinas a lezhova, 2004a).
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6. EKOLOGICKE STUDIE PTACICH HAEMOSPORID
6.1 Vliv sezonnich migraci pévci na distribuci jejich paraziti

Této problematice se vénovalo prozatim omezené spektrum autorti — existujici studie se tykaji
ptedevsim holoarktickych péveti migrujicich do nizSich zemépisnych Sifek a zpét.

Kazdoro¢ni sezonni migrace ptaki otevird prostor pro pravidelny import haemosporid
ze zimovist’ do hnizdist’ daného druhu a naopak. Tyto cizi infekce musi autofi zabyvajici se
ptacimi parazity vzit na védomi, protoZze by z nich mohli vyvodit chybné zavéry. Pokud v
misté, kde se provadi vyzkum, nedochdzi k pienosu parazita, pozorujeme u infikovanych
jedinci vétSinou pouze nizkou parazitémii v chronické fazi infekce.

Ptikladem takovéto situace je infekce lejska Cernohlavého (Ficedula hypoleuca)
parazitem Haemoproteus pallidus zkoumand v oblasti Pobalti. Dany parazit se v misté
vyzkumu bézné vyskytuje a dokonce i pfenasi, ale pfevazna vétSina ptakil se na zakladé
analyzovanych dat nakazi na zimovistich v Africe (Valkitinas, 2005).

Zda se ptak v urCitém regionu (na zimovisti) mize nakazit, zavisi na tom, zda jsou na
daném mist¢ v obdobi jeho pfitomnosti aktivni pienaSeci piislusného parazita. O udrzeni
parazita v misté hnizdi$t€¢ rozhoduje opét pritomnost vhodného vektora, ale také vhodné
teplotni podminky nutné k uspeésnému dokoncéeni vyvoje parazita.

Nejvyznamngjsi jsou importy haemosporid na dlouhé vzdalenosti — u pévct hnizdicich
v Evropé byly prozatim studovany zejména importy z oblasti subsaharské Afriky. Podil
importovanych zastupclt rodt Plasmodium a Haemoproteus je v misté hnizdist vétSinou
vysoky. U téchto parazitl rozliSujeme dvé skupiny importl. Prvni a vétsi skupina zahrnuje
druhy parazita, jejichz prenos nebyl doposud v mist¢ hnizdist¢ zaznamenan. Tito parazité
neinfikuji mladd’ata v misté hnizdist. Druhou skupinu pfedstavuji druhy, které se v misté
hnizdisté aktivné prendseji. V tomto piipadé importy zvySuji v daném misté vyrazné

prevalenci infekce (Valkitinas, 2005).

6.2 Biotické faktory ovliviiujici pravdépodobnost infekce u pévcii

Uspé&snost pienosu parazita z hmyziho vektora na ptaciho hostitele je ovlivnéna chovanim
hostitele a jeho ekologickymi navyky. Proto se prevalence paraziti miZze liSit u populaci ¢i
druhti ptaka zijicich v podobném prostiedi a se stejnou, experimentalné urcenou, citlivosti k
nakaze. Tato problematika je studovana ptedevSim na mladych ptacich, ktefi jesté

nemigrovali (vysledky pak nezkresluji importované infekce).
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Bylo zjisténo, ze delsi doba setrvavani mlad’at na hnizd¢ (vice jak 16 dni) zvySuje
pravdépodobnost jejich nakazy hemosporidy. Mlad’ata, ktera opousti hnizdo brzy (do 14 dni),
se obvykle v hnizd€¢ nenakazi a jejich ndkaza po opusténi hnizda je mén¢ pravdépodobna,
drobnych pévci patii prave do této skupiny (Valkitinas 2005).

Velikost téla ptakti je dalSim biotickym faktorem ovliviiujicim pravdépodobnost
infekce haemosporidy. Velké druhy ptakd byvaji vice parazitovany. Piikladem muze byt
studie provedena na drozdovitych pévcich (Turdidae). Druhy stfedni velikosti (velikosti kosa
cerného — Turdus merula) byly vice parazitovani leukocytozoony néz drobni zéstupci ¢eledi
velikosti rehka zahradniho (Phoenicurus phoenicurus). Rozdil v prevalenci infekce byl témét
trojnasobny (Valkitinas 1987a, dle Valkitinas 2005). Vétsi ptaci jsou vice atraktivni pro
vektora (vEtsi produkce CO,) a poskytuji vice prostoru k sani. Na velkém ptakovi se muiize
zivit velké mnozstvi vektora (takové, které by bylo pro malého jedince netnosné) a tim se
také podstatné zvysSuje pravdépodobnost prenosu.

Uzavieny typ hnizd nebo umisténi hnizda blizko u zemé¢ sniZzuje Sanci pieneseni
infekce (Kucera 1981b). Hlavnim diivodem je mechanickd ochrana mlédd’at a sediciho rodice
pred vektory, ekologické omezeni vektorti (ektofagni vektofi nesajici v uzavienych
prostorach) a vertikalni distribuce vektorti béhem aktivniho vyhledavani hostitele.

SniZzeni pohybové aktivity ptakit béhem hnizdni sezény zvySuje pravdépodobnost
napadeni hnizdicich ptakii haemosporidy. Ditvodem je sniZend moznost uniku pted vektory a
snizené obranné chovani v dobé sezeni na vejcich. U pénkavy obecné (Fringilla coelebs)
nalezneme vys$si prevalenci infekce u samic nez u samct (Valkitinas 1987, dle Valkiiinas
2005). U tohoto druhu ptaka sedi na vejcich pouze samice.

Nizsi prevalenci nalezneme u ptaki Zijicich v nékterych biotopech siln¢ ovlivnénych
clovékem. Dlivodem je snizeni populaci vektora v disledku pouzivani insekticidd, pesticida a
jinych latek znecistujicich prostfedi. Po druhé svétové valce prevalence infekci ptac¢imi
heamosporidy vyrazné poklesla v mnoha evropskych zemich (Kucera 1981a). Hlavnich
pficinou bylo masivni pouzivani DDT a dal$ich insekticidi v zemé&d¢lstvi.

Kolonidlni zptsob zivota nékterych druhi pévci vede k vySSimu napadeni
heamosporidy. Studie kolonialn¢ Zijicich vrabet (Passer indicus a P. hispaniolensis) v jiznim
Kazachstanu ukazala na vysokou prevalenci (az 80 %) haemosporid (Valkitinas 2005).

Rozséhla studie zabyvajici se prevalenci haemosporid u riznych druhii pévct byla
provedena na zaklad¢ analyzy dat riznych autori na vzorku témér 15 000 infikovanych

jedinci. Mimo jiné autofi této studie prokazali, Ze prevalence infekce je vyssi u téch druhd
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pevcel, jejichz samci maji jasné vybarvené pefi. Zajimavé bylo, Ze tato korelace byla prikazna
pouze u parazitl rodu Leucocytozoon (a ptacich trypanosom, které tato studie také brala v
uvahu), u rodli Plasmodium a Haemoproteus nebyla zminéna souvislost zjisténa (Scheulerlein
a Ricklefs 2004).

Na zavér kapitoly je tieba uvést, Zze u vSech piikladi mozného zvySeni
pravdépodobnosti infekce existuji vyjimky. Zadny faktor neplati absolutnd a neni fatdlni sam

0 sobé.

7. PCR DIAGNOSTIKA

Molekularné-biologické metody, zalozené zejména na PCR, se zacinaji stale vice uplatiovat 1
pii studiu ptacich haemosporid. Jejich hlavni vyhodou oproti mikroskopické diagnostice
parazitl v krevnich rozmérech je jejich vysoka citlivost a informace o genotypu parazita
(Hellgren et al. 2004). Nevyhodou molekularné-biologickych metod je, Ze ndm neposkytuji
zadné informace o morfologii parazita, vétSinou pomoci nich nezjistime parazitémii (pokud
neni pouzita kvantitativni PCR), ¢asto neni mozné odhalit smiSené infekce a hrozi nebezpeci
kontaminace zkoumaného vzorku. V soucasnosti je sice vétSina poznatkli o biologii
haemosporid ziskdna tradi¢énimi metodami (jako jsou napiiklad mikroskopovéani krevnich
roztéri a experimentalni nakazy), ale fadu takto ziskanych poznatkd bude potieba pomoci
molekularnich metod ovéfit a rozsitit. Molekularni metody byly vyuzity naptiklad k ur¢ovani
prevalence parazitl v populaci (Wiersch et al. 2007), k ur¢eni druhu (linie) parazita
zpisobujiciho infekei (Krizanauskiene et al. 2006), ke zjiSténi genetické diverzity parazith
(Bensch et al. 2004), k odhaleni kryptickych druhti (Seghal 2006), k urceni hostitelské
specifity nékterych druhti (Bensch et al. 2000) nebo také ke studiu zavleCenych infekci u
migrujicich ptak (Waldenstrom et al. 2002).

Prozatim nejrozsifencjSi molekularni technikou pouzivanou k detekci haemosporid v
krvi ptakt je PCR diagnostika. Na rozdil od diagnostiky malarie lidské neni postup pti detekci
ptaci nijak standardizovan. Problém pii detekci ptaci malarie je v tom, Ze rizné laboratote
pouzivaji rizné primery, reagencie, postupy a modifikace PCR, coz miiZe pfesnost a zejména
moznost vzdjemného srovnani jednotlivych PCR studii negativné ovlivnit.

Dulezitou roli v presnosti vysledkti hraje zpisob uchovani ziskaného vzorku krve i typ
pouzitého pufru. SniZzena piesnost je spojend s pouzitim nékterych skladovacich pufra s
lytickymi G€inky. Prozatim se zdd, ze rizné metody extrakce a purifikace DNA jakoz i

optimalizace PCR reakce nemaji na piesnost vysledkt pfili§ velky vliv. Pfesnost a
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spolehlivost detekce parazitarni infekce z krevniho vzorku se vyrazné projevuje v interpretaci
vysledkil a srovnavani praci riznych autorti (Freed a Cann 2006).
Pii detekci infekce krevnimi parazity pomoci PCR se mizeme setkat s nasledujicimi

problémy (Freed a Cann 2006):

e nepodafi se nam detekovat znamou infekci — to je nejcastéji zplisobeno tim, ze se infekce
nachazi v prepatentni fazi a v krvi hostitele se paraziti zatim nevyskytuji

e i pfes pfitomnost parazitii v krvi, je pomoci PCR neodhalime — $patnd metodika, Spatné
primery, Spatné kvalita vychoziho materidlu (poskozena ¢i degradovand DNA, napiiklad
diky pouziti nevhodného skladovaciho pufru) nebo inhibice PCR (inhibitorem jsou tieba
hemy a cytochromy (Higuchi 1989, dle Freed a Cann 2006), nebo heparin (Holodney et al.
1991, dle Freed a Cann 2006), ktery se pouziva pii odbéru ptaci krve pomoci
heparinizovanych kapilar a odbérovych jehel.

e detekce neptritomné infekce — kontaminace vzorku

e detekce jiného druhu parazita nez byl odhalen pifi mikroskopickém vysSetfeni — smiSend

infekce nebo chybné urceni pii mikroskopické diagnostice

Jednim ze zasadnich krokt je zptsob uchovani vzorkl krve ur¢enych pro PCR diagnostiku.
Z4adné dva druhy pufri nejsou totiz identické a uziti rlznych pufri miZe ovlivnit
srovnatelnost vysledkli. VSechny skladovaci pufry obsahuji slozky, které udrzuji stalou
iontovou silu prostfedi a fyziologické pH. Ne&které lyzovaci pufry, vSak obsahuji SDS
(dodecylsulfat sodny), jenz likviduje membrany na povrchu i uvnitf bunék. Dochazi tak k
uvolnéni nukledz a mize dojit k Céastecné az Uplné degradaci DNA. Pivodni vyhodou
lyzovacich pufrt bylo, Ze vzorky nebylo nutno skladovat zamrazené (Seutin et al., 1991, dle
Freed a Cann, 2006). Tato vyhoda vSak nevyvazi problémy, které mohou z pouziti pufrt s
SDS vyplynout, a proto se dnes jejich pouziti nedoporucuje (Freed a Cann 2006).

Richard et al. (2002) porovnal tehdy zndmé studie haemosporid zalozené na PCR
diagnostice. Jedna skupina byla zaloZena na analyze sekvence mitochondridlniho genu pro
cytochrom b (cyt b), ostatni studie vyuzily sekvenci genti pro ribozomélni RNA (konkrétné 18
SSU rRNA). Doporucil vyuziti sekvenace genu pro cytochrom b, kterd davala do t¢ doby
piesné€jsi vysledky. Tuto metodu proto pouzil pro studium fylogenetickych vztahii nékterych
haemosporid u migrujicich a stalych ptakit Waldenstrdm (2002) a také Bensch a Akeson
(2003) pro studium prostorové distribuce heamoproteidl u rtiznych druhi ptakt v zavislosti

na teploté prostiedi.
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Zpisob, jak zvysit spolehlivost a citlivost této metody, je vyuziti tzv. ,nested“ PCR
vyuzivané piedevsim v diagnostice lidské malarie. Jedna se o dvojstupiiovou PCR se dvémi
sadami primerti. Prvni sadou primert amplifikujeme v tzv. poc¢ate¢ni PCR poZadovany tsek
DNA, druhou sadu pouZzijeme k amplifikaci v tzv. findlni PCR, kdy jako templat pouzijeme
produkt pocate¢ni PCR (Waldenstrom et al. 2004).

Ob¢ metody (klasickou a nested) PCR s vyuzitim genu pro cyt b porovnal Walderstném et
al. (2004) pii urCovani prevalence haemosporid v populaci rdkosnika velkého (Acrocephalus
arundinaceus). S obéma metodami dosahl pomérné piesnych vysledki, ale nested PCR méla
vyrazné vyssi citlivost a podafilo se pomoci ni detekovat i velice nizké parazitémie plasmodii,
které nebyly mikroskopicky ani klasickou PCR zachyceny.

Prikladem vyuziti useku genu pro 18 SSU rRNA (243 bp) pro rychlé urceni infekce
haemosporidy je studie provedend na pévcich v Dolnim Sasku. Autofi zjistovali prevalenci
parazit v sykorach (Parus major a P. ater) a lejscich (Ficedula hypoleuca). Primérné
prevalence paraziti byla 20,6 %. Pozitivni jedinci byli pfezkoumani pomoci nested PCR
useku genu pro cyt b (520 bp) hlavné proto, Ze se v Gen Bank nachdzi mnohem vice sekvenci
pro cyt b haemosporid neZ pro 18 SSU rRNA a také je tento usek asi dvakrat delsi a poskytuje
tedy vice informace. Jedina linie (z 57 linii plasmodii a 19 linii haemoproteidl) pfifazena ke
konkrétnimu druhu ptedstavovala Haemoproteus majoris ze sykor konader (P. major)
(Wiersch et al. 2007).

Molekularni metody k urceni intenzity parazitémie pouzil Bentz et al. (2006) pfi studiu
infekci haemosporidy kosa ¢erného (Turdus merula). Infekce byla detekovana pomoci PCR a
nasledné RFLP analyzy u 97 % jedincli, coz bylo podstatn¢ vice nez pii mikroskopické
detekci (66 %). K urceni intenzity parazitémie byla pouzita kvantitativni PCR (real time
PCR). S jeji pomoci autofi ukédzali, ze primérnd intenzita parazitémie se velmi vyrazné 1isi u
jednotlivych druht haemosporid (n€kdy az o tii fady). Parazitémie byla rovnéz niz$i u jedinct
kosa zijicich ve méstech, nez u jedinci z lesnich biotoptd. Nékteré dalsi molekularné-
biologické prace a specifikace pouzitych primera jsou shrnuty v tabulce 1.

Vysledkem sekvenace PCR produktu je sekvence nukleotidli, kterd se porovnava s
daty dostupnymi v Gen Bank. VétSinou nejsou zatim sekvence haemosporid pfifazeny ke
konkrétnim druhtim uréenym na zékladé¢ jejich morfologie. U sekvence je pouze jeji kod s
udajem, ze kterého hostitele a z jaké lokality izolat pochazi (Wiersch 2007). Sekvence, které
se 1i8i od jiz znamych o vice jak 3 %, mohou byt povaZovany za samostatny druh (Perkins

2000).
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U PCR diagnostiky existuje mnoho faktord, které mohou vysledky negativné ovlivnit, ale

celkové je PCR detekce mnohem citlivéjsi nez mikroskopicka diagnostika a v mnoha studiich

se podafilo odhalit i velmi nizké parazitémie. Pozor si ovS§em musime davat na smiSené

infekce vice druhy haemosporid, protoze PCR metody ¢asto nevedou k jejich odhaleni. Je

proto vzdy vhodné kombinovat molekularni techniky s mikroskopickou detekci parazitii na

krevnich roztérech (Valkiiinas et al. 2006).

Tab. 1. Souhrn ne¢kterych molekularné-biologickych studii zaméfenych na detekci krevnich
haemosporid s uvedenim druhu parazita (P.= Plasmodium, H.= Haemoproteus, L.=

Leucocytozoon), pouzitého genu a primerd.

Druha sada primer

Parazit gen Primery (u nested PCR) rok citace
P., H. mit. cyt b HaemF/ HaemR2 2000 | Bensch et al. 2000
P. 18S rRNA | PR89/ PR90 PRNST5/ PRNST3 2002 | Jarvi et al. 2002
P. TRAP gene | P5/ P6 P3/ P4 2002 | Jarvi et al. 2002
P., H. 18S rRNA (1%% (89) die Feldman et al. 2002 | Richard et al. 2002
P., H. 18S rRNA | (570)/ (566) dle Li et al. 1995 (841)/ (844) 2002 | Richard et al. 2002
P., H. mit. cytb (621)/ (983) 2002 | Richard et al. 2002
P., H. mit. cyt b HaemF/ HaemR2 2002 | Richard et al. 2002
P., H. mit. cytb HaemF/ HaemR2 2002 | Waldenstrém et al. 2002
P. mit. cyt b DW2/ Dw4 DW1/ DW6 2002 | Perkins and Schall 2002
P. mit. cyt b DW2/ Dw4 DW86/ HaemoF 2002 | Perkins and Schall 2002
P. mit. cyt b DW2/ DW4 DW1/ HaemoR 2002 | Perkins and Schall 2002
P. mit. cyt b L15368/ H15730 2002 | Fallon et al. 2002
P., H. mit. cyt b HaemF/ HaemR2 2003 | Bensch and Akesson 2003
P., H. mit. cyt b HaemFN/ HaemNR2 HaemF/ HaemR2 2004 | Waldenstrém et al. 2004
P., H. mit. cytb HaemNFI/ HaemNR3 HaemF/ HaemR2 2004 | Hellgren et al. 2004
L. mit. cyt b HaemNFI/ HaemNR3 HaemFL/ HaemR2L 2004 | Hellgren et al. 2004
P., H. mit. cytb HaemF/ HaemR2 2004 | Bensch et al. 2004
P., H. DHFR-TS DHFR2F/ DHFR1R2 2004 | Bensch et al. 2004
P., H. mit. cyt b HaemFN/ HaemNR2 HaemF/ HaemR2 2005 | Peréz-Tris and Bensch 2005
P., H. mit. cyt b 621F/ 983R 2005 | Fallon et al. 2005
P., H. mit. cyt b L15183/ H15909 L15183/ H15725 2005 | Szymanski and Lovette 2005
P., H. mit. cyt b HaemoFmod/ CytbHaeR 2006 | Bentz et al. 2006
P., H. mit. cyt b HaemNFI/ HaemNR3 HaemF/ HaemR2 2006 | Krizanauskiene et al. 2006
P., H. mit. cyt b HaemFN/ HaemNR2 HaemF/ HaemR2 2006 |Bonneaud et al. 2006
P., H. mit. cytb HaemNFI|/ HaemNR3 HaemF/ HaemR2 2006 | Reullier et al. 2006
P., H. mit. cytb HaemFN/ HaemNR2 HaemF/ HaemR2 2007 | Wiersch et al. 2007
P., H. 18S rRNA | rPLU3/ rPLU4 2007 | Wiersch et al. 2007
P., H. mit. cyt b HaemFN/ HaemNR2 HaemF/ HaemR2 2007 | Bensch et al. 2007
P,H,L [mitcytb HaemF/ HaemR2 2007 | Hellgren et al. 2007
P,H,L [mitcytb HaemNFI/ HaemNR3 HaemF/ HaemR2 2007 | Hellgren et al. 2007
P.,H.,L. [|mitcytb HaemFN/ HaemNR2 HaemF/ HaemR2 2007 | Hellgren et al. 2007
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8. ZAVER

Ptaci heamosporida jsou pomérné znamou skupinou parazitickych protist, avSak vétSina
poznatki o jejich biologii pochazi z experimentalnich nakaz v laboratotich. Poznatk o jejich
biologii ve volné ptirod¢ je jiz méné (Casto nezname vektory, kompletni Zivotni cykly,
hostitelskou specifitu). Jednotlivi autofi se navic €asto velmi li$i v nazorech na patogenitu této
skupiny organismi. Né&kteti je povazuji za relativné neskodné pro ptaci hostitele (Bennett et
al., 1993), jini jsou presvédceni, ze patogenni ucinky jsou siln¢ podhodnoceny (Valkitinas,
2005). Pravé nedostatecna znalost zivotnich cykla, zptisobu pienosu, hostitelské 1 vektorové
specifity a patogenniho plsobeni na ptaci hostitele je divodem k dal$Simu intenzivnimu
vyzkumu ptacich haemosporid, a to zejména na dosud nezkoumanych druzich hostiteld a
parazitl.

Protoze prevazna vétsSina autorit doposud studovala haemosporida tradi¢nim zpiisobem
(mikroskopovéanim krevnich roztérti), bude vhodné ziskané vysledky ovétit pomoci
molekularné-biologickych metod, protoze je zfejmé, Ze praveé timto smérem se bude vyzkum

ptacich haemosporid nadale ubirat.
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9. PRAKTICKA CAST
9.1 Diptera sajici na dutinovych pévcich jako moZni prenaseci krevnich paraziti

V praktické casti jsme si dali za cil zjistit, ktera Diptera saji na dutinovych ptacich. Odpovéd’

na tuto otazku je zajimava hned z n€kolika divodi:

e U vétSiny druhti ptadkli nezname ani potenciondlni vektory jejich krevnich paraziti.

e Nevime, zda se ptaci nakazi na zimovistich, nebo uzZ jako mlad’ata v misté hnizdiste.

e U dutinovych ptakii nemame zaddna data o tom, zda krevsajici hmyz (zejména pak
nematocerni dvouktidli) viibec do dutin zaléva, aby na nich sal. Cilem vyzkumu bylo m;.
zjistit, zda se u nas vyskytuji endofagni druhy krevsajicich dvokiidlych sajici na
dutinovych ptécich.

e U vétSiny druhi tiplikti neni zndma jejich hostitelska specifita.

Pro nasi studii bylo zhotoveno 20 specidlnich ptacich budek (dle navrhu P. Votiska a M.

Svobodové) uzplisobenych k odchytu hmyzu, ktery nalétdva na hnizdici ptaky a jejich

mlad’ata. Budky byly rozdéleny na dvé ¢asti. Ve spodni ¢asti se nachdzel vletovy otvor pro

ptaky a hnizdni dutina, ve které si ptaci stavéli hnizdo. Horni ¢ast oddélena od spodni
pletivem (velikost ok cca 1x1 cm) slouzila k umisténi odchytovych lept (viz obr. 4.). Budka

meéla v horni ¢asti pod vikem navrtany otvory, aby byl hmyz sajici na hnizdicich ptéacich a

jejich mlad’atech zmaten vnikajicim svétlem a neopoustél budku pouze vletovym otvorem, ale

aby zaletél 1 do horni odchytové casti budky. Viko budky bylo sundavaci pro snadnéjsi

manipulaci s lepy.

Obr. 4. Odchytova budka se sundanym vikem a upevnénymi lepy
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Budky byly umistény ve standardni vysce (asi 3m) na stromech na okraji listnatého
lesa v Bulharské obotfe (Milovicky les) na jizni Moravé (48°48'N 16°43°E). Sbér vzorki
probihal po dvé sezény (2006 a 2007), ve dvou na sebe navazujicich mésicnich intervalech
(prvni v kvétnu, druhy v ¢ervnu), kdy jsou v budkach ptitomni hnizdici ptaci.

Odchytové lepy byly zhotoveny z prihlednych folii potfenych zahradnickym lepem
Chemstop (vyrobce FYTOFARM CZ s.r.o.). Tento lep slouZi k likvidaci hmyzu naletujiciho
na ovocné stromy, avSak neobsahuje zadné feromony. V budkéch byly lepy upevnény pomoci
ptipinacka v horni odchytové ¢asti podél vSech Ctyt stén a na viku budky. Pti kazdém odbéru
byly lepy, oznacené Cislem budky a datem sbéru, ukladany do pienosné piepravky, kde byly
pfipevnény jednotlivé na kartonové desky a ptipraveny tak k transportu a uskladnéni.

Hmyz lapeny na lepech byl smyt benzinem a uchovan v 70 % lihu pro nasledné urceni.
K determinaci hmyzu jsme pouzivali stereo lupu a pro ovéfeni spravného urceni tiplikli jsme
zhotovili trvalé preparaty vzdy n€kolika zastupct od kazdého druhu (zamontovanim do media
CMCP-9 a CMCP-10, Polyscience Inc.). Urceni bylo provedeno dle klice Chvala 1980. Pod
stereo lupou byly rovnéz odd€leny nasaté samice (pouze u tiplikl), které byly uchovéany pro
pozd¢jsi uréeni nasaté krve.

V sezoné 2006 dosahovala obsazenost hnizd 80 % (32 budek v ramci obou mési¢nich
intervald, tj. 2x 20) a 62,5 % (25 budek) v sezoné 2007. Mezi hnizdicimi ptaky byly v souctu
obou sezon zaznamenany druhy: vrabec polni (Passer montanus) 50 %, sykora (Parus sp.)
15,8 %, sykora konadra (Parus major) 13,2 %, sykora modtinka (P. caeruleus) 2,6 %, lejsek
bélokrky (Ficedula albicollis) 7,9 %, brhlik obecny (Sitta sitta) 7,9 % a krutihlav obecny
(Jynx torquilla) 2,6 %.

Nejcastj$imi zastupci krevsajicich Dipter v obsazenych budkach byli tiplici (Culicoides
sp.) — 667 samic (viz graf 1). Dale byli pfitomni zastupci Celedi Culicidae (blize neurcené
druhy rodu Culex — 18 samic, rod Aedes — 1 samice) a ¢eledi Hippoboscidae (6 jedincti druhu

Ornithomyia avicularia). Zastupci jinych ¢eledi nebyli zaznamenani.
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Graf 1. Procentualni zastoupeni jednotlivych skupin krevsajicich Dipter v obsazenych
budkach v sezonach 2006-7.

Zastupce tiplikti rodu Culicoides jsme se pokusili uréit do druhu. Do druhu bylo
urceno 553 jedinct z celkového poctu 667 odchycenych tiplika (Cast tipliku zastala neurcena
— 17,1 %, protoZze tito jedinci byli manipulaci pfi uvoliiovani z lepu znacné poSkozeni).

V ramci obou sezon bylo ur¢eno do druhu C. fruncorum celkem 358 jedinct (tj.
64,7% vsech urcenych tiplika, viz graf 3.). Tento druh se vyskytoval pfedev§im ve druhé
(Cervnové) fazi odbéru vzorka (viz tab. 2 a graf 2.). V kvétnovém fazi, kterd vSak byla na
pocet jedinci podstatné chudsi, byl nejhojnéjSim druhem C. pictipennis (50 jedinct
v kvétnovém intervalu, tj. 52,6 % vSech ur¢enych tiplikd v prvni fazi odbéru, viz tab. 2 a graf
2.). Dale byli na lepech zaznamenani tiplici druhi C. minutissimus (13,4 % vSech urcenych
tiplika), C. simulator (3,6 %), C. cf. duddingstoni (3,4 %), C. festivipennis (3,2 %), C.
kibunensis (0,4 %) a C. circumscriptus (0,2 %). Z celkového poctu samic bylo 70 (10,5 %)

exemplari nasato krvi (viz graf 3).
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Graf 2. Procentualni zastoupeni vSech urCenych druhu tiplika odchycenych béhem sezon 20067 vztazene
k jednotlivym odchytovym intervalim (kvéten a ¢erven). Cislo nad sloupci udava absolutni pocet jedinct
konkrétniho druhu odchycenych v daném intervalu.

Tab. 2. Vysledky odchytd v prvnim (kvéten) a druhém (Cerven) terminu v sezénach 2006-7; ,,budky*
predstavuji procento obsazenych budek, ve kterych se v daném terminu ptislusny druh tiplika
vyskytoval.

Druh tiplika 1. termin (kvéten) 2. termin (Cerven) celkem
pocet jedinct | budky pocet jedincu budky pocet jedincu budky
C. sylvarum 9 (9,5%) 14,3% 349 (76,4%) 77,3% 358 (64,7%) 38,6%
C. minutissimus 1(1,1%) 2,9% 73 (16,0%) 40,9% 74 (13,4%) 17,5%
C. pictipennis 50 (52,6%) 42,9% 10 (2,2%) 9,1% 60 (10,8%) 29,8%
C. simulator 7 (7,4%) 5,7% 13 (2,8%) 27,3% 20 (3,6%) 14,0%
C. cf. duddingstoni 11 (11,6%) 14,3% 8 (1,8%) 31,8% 19 (3,4%) 21,1%
C. festivipennis 16 (16,8%) 17,1% 2 (0,4%) 9.1% 18 (3,3%) 14,0%
C. cubitalis 0 (0,0%) 0,0% 2 (0,4%) 4,5% 2 (0,4%) 1,8%
C. circumscriptus 1(1,1%) 2,9% 0 (0,0%) 0,0% 1(0,2%) 1,8%
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Graf 3. Procentualni zastoupeni nejhojnéjsich druhi tiplikii a podil nasatych samic (svétle)
v obsazenych budkach v sezénach 2006-7; Cisla nad sloupci udavaji celkovy pocet jedincti.

Abychom vyloucili moznost, Ze nasaté samice tiplika zalétavaji do budek pouze jako
do chranénych mist, kde ¢ekaji na dokonceni gonotrofického cyklu dozravani vajicek, byla u
téchto samic provedena analyza nasaté krve. To, Ze uvedeny krevsajici hmyz skute¢né sl na
daném hostiteli v samotné budce, bylo prokdzano na zaklad¢ sekvenaci genu pro cytochrom b
(pouzita metoda dle Malmgist et al. 2004). Krev u vSech analyzovanych tiplikd (druhy C.
truncorum, C. pictipennis a C. minutissimus) ze Ctyt testovanych budek skute¢né odpovidala
konkrétnimu druhu hostitele, jez v budce hnizdil. Dal§im potvrzenim skutecnosti, ze hmyz
zalétdva do budek kvili sani, byla zanedbatelnd ptfitomnost krevsajicich Dipter v
neobsazenych budkach (v neobsazenych budkach byl na lep odchycen pouze jeden tiplik

druhu C. truncorum a jeden klo$ — Ornithomyia avicularia).
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Tato prace je prvni studii zabyvajici se krevsajicim hmyzem u dutinovych ptaka. Nas vyzkum
jednoznacné prokazal, ze existuji endofagni druhy nematocernich dvoukiidlych (zejména pak
tiplik), které 1étaji do ptacich budek, aby zde saly na hnizdicich ptacich nebo jejich
mlad’atech. Protoze byl u tiplikli prokdzan ptenos pévcich haemosporid (Valkiiinas et al.
2002; Valkitinas a Iezhova 2004b), 1ze predpokladat, ze i u dutinovych pévct mize dochazet
k ptenosu téchto paraziti na mlad’ata jiz v hnizd¢. DalSim naSim pfispévkem je prukaz
ornitofilie u druhu Culicoides truncorum a C. pictipennis, jejichZ hostitelské preference

nebyly zatim jednoznac¢né urceny.
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