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Abstrakt 

Rod Leucocytozoon je parazit pt§kŢ, jehoģ nemalou skupinu hostitelŢ tvoŚ² z§stupci 

z ļeled² sokolovit² (Falconiformes) a jestŚ§bovit² (Accipitridae). Vektorem tohoto 

parazita jsou muchniļky (ļeleŅ Simuliidae). Tato pr§ce pŚin§ġ² pŚehled informac² 

zn§mĨch o rodu Leucocytozoon, kter® byly doposud v dravc²ch (Accipitriformes) 

zaznamen§ny, a je zamŊŚena na metody, kterĨmi je Leucocytozoon v hostitel²ch 

detekov§n. Zm²nŊnĨ rod byl tradiļnŊ popisov§n na z§kladŊ svĨch morfologickĨch znakŢ 

sledovanĨch mikroskopickĨm pozorov§n²m. S objevem metody polymer§zov® ŚetŊzcov® 

reakce (PCR) se ale moģnosti detekce znaļnŊ rozrostly a umoģnily studium tohoto 

parazita i na molekul§rn² ¼rovni. Pr§ce obsahuje z§kladn² pŚehled jednotlivĨch metod, 

charakteristiku jejich principŢ a rovnŊģ jsou nast²nŊny jejich vĨhody ļi nevĨhody 

s ohledem na vyuģit² v praxi. Na z§kladŊ proveden® reġerġe se jako nejvĨhodnŊjġ² zd§ bĨt 

soubŊģn® vyuģit² mikroskopickĨch i molekul§rn²ch metod. 

Klíčová slova: Leucocytozoon, dravci, detekce, Simuliidae, PCR, mikroskopie, restrikļn² 

ġtŊpen² 



 
 

Abstract  

The genus Leucocytozoon is a bird parasite. Its hosts constitute usually of representatives 

of the Falconiformes group and hawks (Accipitridae). The vector of this parasite are 

blackflies (family Simuliidae). This thesis brings an overview of species of the genus 

Leucocytozoon so far detected in birds of prey. The thesis focuses primarily on methods of 

detecting Leucocytozoon in hosts. Traditionally, this genus has been described on the basis 

of its morphological characters observed via microscope. With the discovery of 

polymerase chain reaction method (PCR), the detection possibilities expanded and allow us 

to study this parasite on molecular levels. The thesis contains a basic overview of detection 

methods, characteristics of their principles and outlines their strengths and weaknesses 

regarding the practical applicability as well. Based on that, the microscopic approach 

alongside with the detection based on molecular methods is recommended. 

Key words: Leucocytozoon, raptors, detection, Simuliidae, PCR, microscopy, restriction 

cleavage 
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1 Úvod 

Rod Leucocytozoon se Śad² do tŚ²dy Haematozoea, kter§ zahrnuje velmi vĨznamn® 

z§stupce zpŢsobuj²c² onemocnŊn² ļlovŊka i zv²Śat (napŚ. Plasmodium falciparum, P. vivax, 

Babesia bovis). Leucocytozoon je krevn²m parazitem pt§kŢ a je pŚen§ġen muchniļkami 

(ļeleŅ Simuliidae). Napad§ krevn² buŔky a vnitŚn² org§ny hostitelŢ a zpŢsobuje 

onemocnŊn² zvan® leukocytozoonosa. ĻastĨmi hostiteli Leucocytozoonu jsou napŚ²klad 

z§stupci z Ś§dŢ Passeriformes, Galliformes, Anseriformes ļi Strigiformes. Nemalou 

skupinu hostitelŢ tohoto parazita vġak tvoŚ² i dravci (Accipitriformes). Oproti jinĨm Ś§dŢm, 

jeģ jsou hostiteli rodu Leucocytozoon, je vĨzkum dravcŢ komplikov§n pŚedevġ²m jejich 

nesnadnĨm odchytem. Informace o dravc²ch, jako hostitel²ch rodu Leucocytozoon, jsou 

tud²ģ omezen®. 

Leucocytozoon patŚ² do Ś§du Haemosporida, kam spadaj² tak® rody Plasmodium 

a Haemoproteus. Plasmodium je zn§m® jako pŢvodce lidsk® mal§rie, a proto je ļastĨm 

pŚedmŊtem studi². Oproti tomu rodu Leucocytozoon nebylo dosud vŊnov§no dostatek 

pozornosti a problematika tohoto parazita nen² prozat²m prostudovan§ natolik, jako je tomu 

pr§vŊ u jiģ zm²nŊn®ho rodu Plasmodium. Z tohoto dŢvodu jsem se ve sv® pr§ci zamŊŚila 

pr§vŊ na rod Leucocytozoon. 

Pr§ce je liter§rn² reġerġ² na t®ma ĂLeucocytozoon a metody jeho detekce v dravc²chñ. C²lem 

m® bakal§Śsk® pr§ce je charakterizovat jednotliv® metody detekce pouģit® 

v experiment§ln²ch studi²ch, porovnat je mezi sebou a zhodnotit jejich vĨhody a nevĨhody. 

Ned²lnou souļ§st² je struļn§ charakteristika rodu Leucocytozoon a shrnut² informac² 

o druz²ch, kter® byly zaznamen§ny u dravĨch pt§kŢ. 

  



9 
 

2 Rod Leucocytozoon 

2.1 Taxonomické zařazení rodu Leucocytozoon  

Rod Leucocytozoon je z§stupcem Ś²ġe Chromalveolata, kmene Apicomplexa, tŚ²dy 

Haematozoea, Ś§du Haemosporida a ļeledi Haemoproteidae (Levine, 2017). 

Do kmene Apicomplexa se Śad² mnoho parazitickĨch tŚ²d, kter® zpŢsobuj² z§vaģn® n§kazy 

ļlovŊka i zv²Śat. KromŊ tŚ²dy Haematozoea sem patŚ² i tŚ²dy hromadinky (Gregarinea), 

kryptosporidie (Cryptosporidea) a kokcidie (Coccidea) (Ļepiļka et al., 2007).  

Kmen Apicomplexa je pojmenov§n podle apik§ln²ho komplexu. Apik§ln² komplex je 

soubor organel, kterĨ umoģŔuje prŢnik do hostitelsk® buŔky a z§roveŔ se pod²l² na stavbŊ 

parazitoforn² vakuoly. Je obvykle tvoŚen konoidem, pol§rn²m prstencem a sekreļn²mi 

ģl§zami ï rhoptriemi a mikronemy (Obr§zek 1) (Waller a McFadden, 2005).  

Obr§zek 1: Sch®ma merozoitu kmene Apicomplexa 

(modifikov§no dle Perkins et al., 2000) 
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Dalġ² charakteristickou organelou tohoto kmene je apikoplast. Apikoplast je pozŢstatek 

plastidu, kterĨ byl bŊhem evoluļn²ho vĨvoje skupiny z²sk§n Ăpohlcen²mñ ļerven® Śasy 

pŚedkem apikomplex. Tato semiautonomn² organela obsahuje kruhovou molekulu DNA. 

UvnitŚ apikoplastu doch§z² k synt®ze lipidŢ dŢleģitĨch pro stavbu bunŊļnĨch membr§n 

(Ļepiļka et al., 2007, Hausmann et al., 1985, Waller a McFadden, 2005). 

Ģivotn² cyklus skupiny Apicomplexa se vyznaļuje tŚemi f§zemi. Ģivotn² cyklus rodu 

Leucocytozoon se od ostatn²ch z§stupcŢ skupiny vĨraznŊ neliġ², a proto je podrobnŊji 

demonstrov§n na tomto rodu v kapitole 1.2.2. V n§sleduj²c²m odstavci jsou tedy pouze 

struļnŊ nast²nŊny hlavn² f§ze.  

Prvn² f§z² je merogonie. Sporozoit pronikne do hostitelsk® buŔky, v n² se vyv²j² a st§v§ se 

z nŊj meront (mnohojadern® stadium). BŊhem t®to f§ze dojde k asexu§ln²mu mnoģen² 

a vzniku jednojadernĨch merozoitŢ rozdŊlen²m merontŢ. Merogonie mŢģe bĨt nŊkolikr§t 

opakov§na. Na konci druh® f§ze nazĨvaj²c² se gamogonie vzniknou mikrogamety 

a makrogamety. Posledn² f§z² je sporogonie. Kopulac² gamet vznikne zygota. Obalen²m 

zygoty vznikne oocysta nebo sporocysta (oocysta s dalġ²m obalem), v nichģ vznikaj² 

sporozoiti, kteŚ² mohou infikovat nov®ho hostitele (ValkiȊnas, 2005). 

2.1.1 Třída Haematozoea 

TŚ²da Haematozoea m§ dvouhostitelskĨ ģivotn² cyklus. K dŊlen² merontŢ doch§z² ve 

vnitŚn²ch org§nech ļi krevn²ch buŔk§ch obratlovcŢ. Gamogonie a sporogonie se odehr§v§ 

ve ļlenovc²ch (napŚ. Leucocytozoon v muchniļk§ch z ļeledi Simuliidae, Plasmodium 

v kom§rech rodŢ Anopheles, Aedes a Culex). Zoiti maj² redukovanĨ apik§ln² komplex bez 

konoidu (ValkiȊnas, 2005).  

Haematozoea zahrnuje dva Ś§dy ï Haemosporida a Piroplasmida. Hlavn²m rozd²lem mezi 

tŊmito Ś§dy je tvorba oocysty. Haemosporida tvoŚ² pohyblivou zygotu, kter§ se mŊn² 

v oocystu. Zygota Piroplasmid netvoŚ² oocystu, ale pŚ²mo sporozoity. Z§stupci Ś§du 

Piroplasmida jsou krevn² paraziti obratlovcŢ (napŚ. Babesia bovis, Theileria parva) a jejich 

pŚenaġeļi jsou kl²ġŠata z ļeled² Ixodidae a Argasidae (Ļepiļka et al., 2007, Hausmann et 

al., 1985). U Haemosporid je pŚ²tomna oocysta. Mezihostiteli Ś§du Haemosporida jsou 

plazi, pt§ci a savci. Definitivn²mi hostiteli a pŚenaġeļi jsou z§stupci z Ś§du Diptera ï napŚ. 

vektorem Plasmodium falciparum jsou kom§Śi z rodu Anopheles (Singh et al., 2018), 

vektorem Haemoproteus columbae jsou kloġi (Lipoptena) (Klei a DeGiusti, 1975). 

VĨznamnou skupinu tohoto Ś§du tvoŚ² rod Plasmodium ï pŢvodce lidsk® i zv²Śec² mal§rie. 



11 
 

2.2 Charakteristika rodu Leucocytozoon 

Leucocytozoon je intracelul§rn² krevn² parazit pt§kŢ, pŚen§ġenĨ muchniļkami (ļeleŅ 

Simuliidae). Sporozoiti, kteŚ² infikuj² hostitele, mŊŚ² prŢmŊrnŊ 8 Õm na d®lku a 1 Õm na 

ġ²Śku (ValkiȊnas, 2005). Na rozd²l od dalġ²ch z§stupcŢ Ś§du Haemosporida, rod 

Leucocytozoon neobsahuje v ģ§dn®m st§diu sv®ho vĨvoje malarickĨ pigment hemozoin, 

protoģe bŊhem sv®ho vĨvinu v krevn²ch buŔk§ch dok§ģe str§vit molekulu hemoglobinu 

(Santiago-Alarcon et al., 2012).  

Rod Leucocytozoon je ġiroce rozġ²Śen po cel®m svŊtŊ. Leucocytozoon simondi byl 

zanamen§n napŚ²klad na Aljaġsce (Hollmen et al., 1998), v KanadŊ (Fallis a Bennett, 1966) 

ļi Norsku (Eide a Fallis, 1972). L. caulleryi byl nalezen v pt§c²ch napŚ²klad v Koreji (Lee 

et al., 2016), v oblasti Indon®sie (Suprihati a Yuniarti, 2017) a v Tanzanii. V Tanzanii byly 

nalezeny tak® druhy L. neavei a L. schoutedeni (Fallis et al., 1973). 

2.2.1 Hostitelé 

Rod Leucocytozoon je parazit 

s dixenn²m (dvouhostitelskĨm) 

ģivotn²m cyklem. Definitivn²m 

hostitelem a z§roveŔ vektorem 

tohoto parazita jsou muchniļky 

(ļeleŅ Simuliidae) zobrazen® na 

Obr§zku 2 (Volf  a VotĨpka, 

2007). VĨjimkou je druh 

Leucocytozoon caulleryi jehoģ 

vektorem jsou tipl²ci rodu 

Culicoides (Braverman, 1994). 

Tyto rody hematof§gn²ho hmyzu se Śad² do tŚ²dy Insecta, Ś§du Diptera (dvoukŚ²dl²) 

a podŚ§du Nematocera (dlouhoroz²). Z§stupci tohoto podŚ§du se vyznaļuj² ļl§nkovanĨmi 

tykadly sloģenĨch ze ġesti a v²ce ļl§nkŢ (Lehane, 2005). 

Muchniļky jsou bodav® muġky o d®lce tŊla 2ï6 mm s vyklenutou stŚedohrud² a vĨraznŊ 

redukovanou ģilnatinou kŚ²del. Jejich larvy jsou eucef§ln², z§visl® na tekouc²ch vod§ch, 

kde jsou pŚichyceny k pevn®mu podkladu pomoc² kaud§ln²ch h§ļkŢ na zadeļku. D²ky 

filtraļn²mu apar§tu mohou z vody filtrovat potravu (bakterie, Śasy, sinice atd.). Samice 

muchniļek parazituj² na pt§c²ch a savc²ch, samci se ģiv² rostlinnĨmi ġŠ§vami (Chv§la, 

Obr§zek 2: DospŊlec muchniļky (Simulium) 

(Humble, 2013) 
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1980, Lehane, 2005). KromŊ rodu Leucocytozoon pŚen§ġej² tak® ptaļ² trypanosomy 

(VotĨpka et al., 2002) nebo koģn² fil§rie, kter® u lid² mohou zpŢsobit tzv. Ś²ļn² slepotu 

(Enk, 2006).  

Mezihostiteli rodu Leucocytozoon jsou pt§ci (Aves). KromŊ dravcŢ, kterĨm se vŊnuji 

v kapitole 1.3, je Leucocytozoon vĨznamnĨm parazitem pŚedevġ²m Ś§dŢ pŊvci 

(Passeriformes), hrabav² (Galliformes) a vrubozob² (Anseriformes). ĻastĨmi druhy 

zaznamenanĨmi v kuŚatech, krocanech, hus§ch, kachn§ch a dalġ² drŢbeģi jsou L. simondi, 

L. smithi a L. caulleryi (Atkinson a Riper, 1991, Santiago-Alarcon et al., 2012). V pŊvc²ch 

byla nalezena cel§ Śada z§stupcŢ rodu Leucocytozoon, napŚ. L. fringillinarum, L. gentili, L. 

bouffardi, L. dubreuili a dalġ² (Bennett et al., 1992, Khan a Fallis, 1970). 

Leucocytozoon ziemmani je nejļastŊji zaznamenanĨ druh v sov§ch (Stigiformes) (Krone et 

al., 2001). Dalġ²m druhem parazituj²c² na z§stupc²ch Ś§du Stigiformes je L. danilewskyi. 

Hostiteli jsou napŚ²klad vĨr velkĨ (Bubo bubo), kalous uġatĨ (Asio otus) nebo puġt²k 

obecnĨ (Strix aluco) (Krone et al., 2001, Ortego a Cordero, 2009). 

2.2.2 Životní cyklus 

Prvn² f§ze rozmnoģovac²ho cyklu rodu Leucocytozoon prob²h§ v mezihostiteli. BŊhem s§n² 

se sporozoiti ze slinnĨch ģl§z muchniļek dostanou do krevn²ho ŚeļiġtŊ pt§ka. Odtud putuj² 

do jater a postupnŊ penetruj² do hepatocytŢ. V hepatocytech se vyv²j² a st§vaj² se z nich 

mnohojadern² meronti. Asexu§ln² mnoģen² bŊhem merogonie vede ke vzniku 

jednojadernĨch merozoitŢ. Merozoiti putuj² z jater do krve a penetruj² do erytrocytŢ, kde 

se z nich bŊhem dvou dnŢ vyvinou kulat® ļi ov§ln® gametocyty (Eide a Fallis, 1972). 

MŢģe vġak vzniknout i druh§ generace merontŢ zvan§ megalomeronti. Ti vznikaj² ze 

syncyci² (fragmenty merontŢ se dvŊma nebo v²ce j§dry), kter® jsou fagocytov§ny 

makrof§gy. Megalomeronti se nach§zej² pŚedevġ²m ve slezinŊ a lymfatickĨch uzlin§ch. 

Merozoiti vznikl² z megalomerontŢ pronikaj² do lymfocytŢ a monocytŢ, kde tak® tvoŚ² 

gametocyty. Gametocyty zpŢsobuj² hypertrofii, vytlaļen² j§dra ke stŊnŊ hostitelsk® buŔky 

a jeho deformaci. Gametocyty se vyv²jej² ve vŚetenovitĨch nebo v kulatĨch buŔk§ch 

(ValkiȊnas, 2005). 

Po nas§t² krve muchniļkou pokraļuje dalġ² vĨvoj. V mesenteronu muchniļek gametocyty 

opust² krevn² buŔky. N§sleduje proces exflagelace, pŚi kter®m doch§z² k mitotick®mu 

dŊlen², jehoģ vĨsledkem jsou samļ² mikrogamety a samiļ² makrogamety. Po kopulaci 

vznikne zygota. BŊhem nŊkolika hodin se zygota zmŊn² na pohyblivĨ ookinet. Ten pronik§ 
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epiteli§ln²mi buŔkami stŚedn²ho stŚeva a mŊn² se v obalenou oocystu, uvnitŚ kter® 

postupnĨm dŊlen²m vznikaj² sporozoiti. Pot®, co opust² oocystu, se s hemolymfou dostanou 

do slinnĨch ģl§z muchniļky. PŚi dalġ²m s§n² krve jsou pak sporozoiti spoleļnŊ se slinami 

inokulov§ni do krve dalġ²ho hostitele (ValkiȊnas, 2005, Fallis a Bennett, 1961). 

2.2.3 Patogenita 

Prepatentn² doba (doba od vstupu infekļn²ho st§dia parazita do vĨskytu projevŢ 

onemocnŊn²) trv§ v prŢmŊru 5 dn² (ValkiȊnas, 2005). Parazit napad§ krevn² buŔky 

a vnitŚn² org§ny jako jsou j§tra, slezina, pl²ce a srdce. ZpŢsobuje onemocnŊn² zvan® 

leukocytozoonosa. HostitelŢm mŢģe tento parazit zpŢsobit an®mii, poġkozen² tk§n², ¼bytek 

v§hy, a u citlivĨch jedincŢ i smrt. Tento negativn² dopad na fitness hostitele ovlivŔuje 

l²hnut² pt§ļat, zmenġen² snŢġky vajec nebo horġ² schopnost obrany hn²zda. Ml§Ņata jsou 

k infekci n§chylnŊjġ² neģ dospŊl² jedinci a k nejvŊtġ²mu ¼hynu doch§z² v prvn²ch tĨdnech 

po vyl²hnut² (Fallis et al., 1951, Milhous a Solis, 1973, Sehgal et al., 2006b). Prevalence je 

vyġġ² u dospŊlĨch jedincŢ neģ u ml§Ņat. Prevalence L. toddi u dospŊlcŢ jestŚ§ba lesn²ho 

(Accipiter gentilis) byla 80 %, kdeģto u ml§Ņat pouhĨch 13,6 % (Hanel et al., 2015). 

Pokud je hostitel, kterĨ pŚeģil prim§rn² infekci, reinfikov§n rodem Leucocytozoon, upadne 

do chronick® f§ze, pro kterou je typick§ n²zk§ parazit®mie (Fallis et al., 1951). 

2.3 Rod Leucocytozoon v dravcích  

Dravci jsou ļastĨmi hostiteli rodu Leucocytozoon. V dravc²ch byl objeven druh 

Leucocytozoon toddi, a to napŚ²klad u jestŚ§bŢ (Accipiter spp.), sokolŢ (Falco spp.) ļi orlŢ 

(Ashford et al., 1990). D§le jsou tak® zaznamen§ny druhy L. buteonis u k§n² (Buteo spp.), 

L. mathisi u jestŚ§bŢ (Accipiter spp.) (ValkiȊnas et al., 2010) a ned§vno objevenĨ druh L. 

californicus u poġtolky pestr® (Falco sparverius) (Walther et al., 2016). ĻastĨmi hostiteli 

jsou z§stupci z ļeled² sokolovit² (Falconiformes) a jestŚ§bovit² (Accipitridae). U z§stupcŢ 

z ļeledi jestŚ§bovit² (Accipitridae) je rod Leucocytozoon nach§zen s desetkr§t vŊtġ² 

frekvenc², neģ u z§stupcŢ z ļeledi sokolovit² (Falconiformes) (ValkiȊnas, 2005). 

Hostiteli L. buteonis (Obr§zek 3) bĨvaj² k§nŊ lesn² (Buteo buteo), k§nŊ rudoocas§ (B. 

jamaicensis) a k§nŊ kr§lovsk§ (B. regalis). Hostiteli L. mathisi (Obr§zek 3) jsou jestŚ§b 

CooperŢv (Accipiter cooperii) a krahujec obecnĨ (A. nisus) (ValkiȊnas et al., 2010). 
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Leucocytozoon toddi byl nalezen nejm®nŊ u 38 druhŢ dravcŢ v Africe, Severn² Americe 

a EvropŊ (Ashford et al., 1990). Druhy, u kterĨch byl L. toddi nalezen, jsou napŚ²klad 

krahujec obecnĨ (Accipiter nisus), krahujec ġikra (A. badius), jestŚ§b CooperŢv 

(A. cooperii), krahujec americkĨ (A. stratus), jestŚ§b tachiro (A. tachiro), krahujec besra 

(A. virgatus), k§nŊ madagaskarsk§ (Buteo brachypterus), k§nŊ rudoocas§ (B. jamaicensis), 

k§nŊ rousn§ (B. lagopus), k§nŊ p§skovan§ (B. lineatus), k§nŊ kr§lovsk§ (B. regalis) ļi 

sokol stŊhovavĨ (F. peregrinus) (Greiner a Kocan, 1977, Ashford et al., 1990). V letech 

1999ï2000 prob²hal v NŊmecku vĨzkum, pŚi kter®m byl L. toddi zaznamen§n u orla 

kŚiklav®ho (Aquila pomarina) a vŢbec poprv® byl objeven i u orla moŚsk®ho (Haliaeetus 

albicilla) (Krone et al., 2001). BŊhem vĨzkumu v Kazachst§nu byl L. toddi detekov§n 

nejenom u jiģ zm²nŊn®ho orla moŚsk®ho (Haliaeetus albicilla), ale i u orla kr§lovsk®ho 

(Aquila heliaca) (Leppert et al., 2004). 

V letech 2009ï2012 prob²hala studie zamŊŚen§ na poġtolku pestrou (Falco sparverius). 

Walther a kol. (2016) objevili novĨ druh infikuj²c² tohoto dravce, a to Leucocytozoon 

californicus. Je to prvn² pŚ²pad Leucocytozoonu v dravc²ch, jehoģ gametocyty se vyv²jej² 

vĨhradnŊ v kulatĨch hostitelskĨch buŔk§ch (Walther et al., 2016).  

2.3.1 Patogenita rodu Leucocytozoon u dravců 

Prevalence rodu Leucocytozoon je vyġġ² u dospŊlĨch jedincŢ neģ u ml§Ņat. Prevalence 

Leucocytozoonu u dospŊlĨch jedincŢ jestŚ§ba lesn²ho (Accipiter gentilis), jenģ je ġiroce 

rozġ²ŚenĨ dravec Ļesk® republiky, byla podle Hanel a kol. (2015) 80 %, u ml§Ņat pouze 

Obr§zek 3: A ï Leucocytozoon mathisi v krvi jestŚ§ba Cooperova 

(Accipiter cooperii), B ï Leucocytozoon buteonis v krvi k§nŊ rudoocas® 

(Buteo jamaicensis) (ValkiȊnas et al., 2010) 
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13,6 %. Intenzita infekce byla ale v naprost® vŊtġinŊ vzorkŢ n²zk§ (m®nŊ neģ 0,01 %), 

vyġġ² parazit®mie (0,2ï0,5%) byla pak zaznamen§na u ml§Ņat. (Hanel et al., 2015).  

Parazit®mie rodem Leucocytozoon byla zaznamen§na jiģ u 16denn²ho jestŚ§ba ļi 17denn² 

k§nŊ (Svobodov§ et al., 2014). Ve Velk® Brit§nii probŊhla studie sledov§n² infekce 

L. toddi u ml§Ņat krahujce (Accipiter nisus) a jestŚ§ba (A. gentilis). Bylo zjiġtŊno, ģe 

Leucocytozoon nem§ vliv na mortalitu ml§Ņat ani jednoho ze zm²nŊnĨch druhŢ dravcŢ 

(Ashford et al., 1990, Toyne a Ashford, 1997). 

3 Metody detekce 

Metody vyuģ²vaj²c² se k detekci hemosporidi² se mohou rozdŊlit na mikroskopick® 

a molekul§rn². ZkoumanĨm materi§lem je obvykle krev odebran§ z pt§kŢ, kter§ je d§le 

zpracov§na (Ashford et al., 1990), nebo obsah ģaludku a slinnĨch ģl§z muchniļek (Eide 

a Fallis, 1972). Metody se mohou pouģ²vat samostatnŊ, ale v praxi se obvykle kombinuje 

mikroskopick® pozorov§n² s molekul§rn²mi metodami, kter® jsou k detekci vyuģ²v§ny ļ²m 

d§l ļastŊji. K molekul§rn²m metod§m se Śad² napŚ. polymer§zov§ ŚetŊzcov§ reakce (v textu 

d§le jako PCR; z anglick®ho Polymerase Chain Reaction) ļi metoda vyuģ²vaj²c² 

restrikļn²ho ġtŊpen². 

3.1 Typy vzorků 

Jako nejbŊģnŊji pouģ²vanĨ materi§l ke zjiġtŊn² pŚ²tomnosti infekce rodem Leucocytozoon, 

se pouģ²v§ krev odebran§ z odchycenĨch dravcŢ. OdbŊr krve u pt§kŢ se obvykle prov§d² 

z medi§ln² metatarz§ln² ģ²ly (Sehgal et al., 2006a) nebo branchi§ln² ģ²ly (Svobodov§ et al., 

2014). Z odebran®ho vzorku se dŊl§ krevn² roztŊr a zbytek krve se uchov§ pro pozdŊjġ² 

pouģit². Konzervov§n mŢģe bĨt napŚ²klad zmrazen²m (Hanel et al., 2015), 

uchov§n²m v lyzaļn²m pufru (Sehgal et al., 2001) nebo v SET pufru (Hellgren et al., 

2004).  

Krevní roztěr 

Na podloģn² sklo se k§pne mal§ kapka krve, kter§ se pot® dalġ²m podloģn²m sklem rozetŚe 

do tenk® vrstvy. Po zaschnut² se prepar§t fixuje methanolem a barv² roztokem Giemsy ļi 

May-Gr¿nwaldovĨm barvivem (Razmyar et al., 2016, ¥zmen et al., 2004). Cytoplazma 

erytrocytŢ m§ pot® rŢģovo-fialov® zbarven², kdeģto j§dra parazitŢ ļerven® a jejich 

cytoplazma modr® (ValkiȊnas, 2005). 
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Otiskový preparát 

Ke zjiġtŊn² pŚ²tomnosti a morfologie tk§ŔovĨch st§di², napŚ. sporozoitŢ vyv²jej²c²ch se 

v j§trech v meronty a n§slednŊ v merozoity, se pouģ²v§ otiskovĨ prepar§t. OdebranĨ org§n 

(napŚ. j§tra) je skalpelem seŚ²znut a tato seŚ²znut§ strana se pŚitlaļ² na podloģn² sklo. 

Obtiskl§ vrstva bunŊk je fixov§na a obarvena podobnŊ jako krevn² roztŊr (ValkiȊnas, 

2005). 

Histologický preparát 

OtiskovĨ prepar§t nemus² bĨt vģdy dostateļnŊ kvalitn². Pro potvrzen² vĨskytu tk§ŔovĨch 

st§di² se proto mŢģe pouģ²t histologickĨ prepar§t vytvoŚenĨ z org§nu, kterĨ byl pouģit 

k vĨrobŊ otisku (napŚ. j§tra). Org§n se zafixuje a zalije do paraf²nov®ho bloļku, kterĨ 

usnadn² kr§jen² na mikrotomu. Tenk® Śezy jsou po obarven² speci§ln²mi barvivy (napŚ. 

metoda barven² hematoxylin-eozin) montov§ny na podloģn² sklo. Nanesen²m kanadsk®ho 

balz§mu a pŚikryt²m kryc²m sklem pak vytvoŚ²me trvalĨ prepar§t (Ļech et al., 1998, 

¥zmen et al., 2004). 

3.2 Mikroskopická metoda 

Jiģ ve starovŊku lid® pouģ²vali siln® ļoļky k pozorov§n² menġ²ch pŚedmŊtŢ. Prvn² modern² 

mikroskop sestrojil v 16. stolet² holandskĨ brusiļ ļoļek Zacharias Janssen. Na dalġ²m 

rozvoji mikroskopu se pod²leli vŊdci jako Galileo Galilei nebo Anton van Leeuwenhoek, 

ale o pŚelom se v roce 1665 zaslouģil Robert Hooke, kterĨ sestrojil mikroskop sloģenĨ 

z v²ce ļoļek s osvŊtlovac²m zaŚ²zen²m (Bardell, 2004). V dneġn² dobŊ se technologie 

posunula jeġtŊ d§l a kromŊ klasick®ho svŊteln®ho mikroskopu zn§me i mikroskopy 

polarizaļn², fluorescenļn², konfok§ln² nebo elektronov®.  

3.2.1 Charakteristika metody 

Pro zjiġtŊn² pŚ²tomnosti rodu Leucocytozoon ve vzorku se pouģ²v§ klasickĨ svŊtelnĨ 

mikroskop. K urļen² druhu parazita je nutn§ znalost morfologickĨch znakŢ jednotlivĨch 

druhŢ a velk§ zkuġenost s mikroskopov§n²m. Parazity z Ś§du Haemosporida lze 

identifikovat napŚ²klad podle pŚehledu vytvoŚen®ho G. ValkiȊnem (2005).  

PŚi menġ²m zvŊtġen² (napŚ. 400Ĭ) se nejprve prohl®dne pŚipravenĨ prepar§t (obvykle 

krevn² roztŊr). Dalġ² pozorov§n² je prov§dŊno nejļastŊji pŚi zvŊtġen² 1000Ĭ s pouģit²m 

imerzn²ho oleje (ValkiȊnas, 2005, Waldenstrºm et al., 2004). Ze z²skanĨch dat se n§slednŊ 
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spoļ²t§ intenzita infekce. Ta se stanov² v procentech, jako poļet parazitŢ na 1000 nebo 

10 000 zkontrolovanĨch erytrocytŢ (Godfrey et al., 1987).  

VĨsledek mikroskopov§n² z§leģ² na zkuġenostech, peļlivosti a vŊdomostech pozorovatele 

(ValkiȊnas, 2005, ValkiȊnas et al., 2008). StejnŊ tak je dŢleģit® db§t i na to, aby 

k vĨzkumu byly pouģity pouze vzorky dobr® kvality. Richards a kol. (2002) pouģili ve sv® 

studii vzorky, kter® byly barveny roztokem Giemsy aģ nŊkolik let po jejich poŚ²zen². To 

zpŢsobilo, ģe j§dra parazitŢ byla ġpatnŊ viditeln§. Z§roveŔ v roztŊrech bylo nalezeno velk® 

mnoģstv² lyzovanĨch bunŊk, coģ nasvŊdļuje nespr§vn® pŚ²pravŊ vzorkŢ jiģ v ter®nu. 

Nekvalitn² sn²mky mohou zkreslit vĨsledky studi² (Richard et al., 2002, ValkiȊnas et al., 

2008). 

3.2.2 Využití mikroskopie pro detekci rodu Leucocytozoon 

Mikroskopii pro detekci vyuģili napŚ. Svobodov§ a kol. (2014), kteŚ² prov§dŊli studii na 

dravc²ch odchycenĨch v Ļesk® republice. Byly odebr§ny vzorky z krahujcŢ obecnĨch 

(Accipiter nisus) a k§Ŕat lesn²ch (Buteo buteo), u nichģ byla zjiġtŊna koinfekce tŚemi rody, 

a to Leucocytozoon, Trypanosoma a Haemoproteus. I kdyģ Haemoproteus 

a Leucocytozoon jsou bl²zce pŚ²buzn® druhy parazitŢ, jejich koinfekce byla podle studie 

Svobodov® a kol. (2014) pouze 4,8 %. Oproti tomu koinfekce rodŢ Leucocytozoon 

a Trypanosoma byla ļastŊjġ² (16,6 %), coģ je nejsp²ġe zpŢsobeno spoleļnĨm vektorem. 

Prevalence Leucocytozoonu v rŢznĨch letech a rŢznĨch hostitel²ch byla mezi 1,9ï100 % 

(Svobodov§ et al., 2014). 

Mikroskopi² byl tak® zjiġtŊn rozd²l v prevalenci Leucocytozoonu mezi jednotlivĨmi roky 

studie Svobodov® a kol. (1998). V roce 1996 byla prevalence u k§nŊ 83 %, kdeģto o rok 

pozdŊji to bylo pouze 20 %. Tento rozd²l mŢģe dle autorŢ souviset s poļas²m, kter® 

ovlivŔuje mnoģstv² i druhov® sloģen² vektorŢ. VŢbec poprv® byla pomoc² mikroskopie 

zaznamen§na infekce rody Leucocytozoon a Trypanosoma u orla kŚiklav®ho (Aquila 

pomarina) (Svobodov§ a VotĨpka, 1998). 

Potvrzena byla tak® koinfekce rodŢ Leucocytozoon, Haemoproteus a Plasmodium 

v jednom hostiteli. Ze studie, kter§ se zamŊŚila na krahujce obecn® (Accipiter nisus) 

v Turecku, vyplĨv§, ģe je vŊtġ² pod²l sm²ġenĨch infekc², neģ infekc² individu§ln²ch. Avġak 

soubor jedincŢ, kterĨm byla odebr§na krev k pŚ²pravŊ prepar§tŢ, ļ²tal pouze 9 pt§kŢ. Proto 

je nutn® vĨsledky t®to studie ovŊŚit (Balkaya et al., 2016). 
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Sehgal a kol. (2006a) d²ky sekvenaci PCR produktŢ objevili odliġnosti mezi druhy 

parazituj²c²ch u jestŚ§bŢ (Accipiter spp.) a u k§n² (Buteo spp.), i kdyģ do t® doby byl 

L. toddi povaģov§n za jedinĨ druh parazituj²c² v dravc²ch (viz 2.3.1.2.1) (Sehgal et al., 

2006a). ValkiȊnas a kol. (2010) tyto odliġnosti sekvenac² DNA potvrdili. Nav²c d²ky 

mikroskopick®mu pozorov§n² zjistili, ģe d®lka a celkov§ plocha cytoplazmatickĨch 

vĨbŊģkŢ hostitelsk® buŔky, jsou znaky, d²ky nimģ lze rozliġit Leucocytozoon poch§zej²c² 

z jestŚ§ba od druhŢ poch§zej²c²ch z k§nŊ. U parazitŢ vyv²jej²c²ch se v pt§c²ch stejn®ho rodu 

se tyto rysy vĨraznŊ pŚekrĨvaj². Avġak u pt§kŢ patŚ²c²ch do jinĨch rodŢ tomu tak nen². 

Tyto dva druhy, kter® se oddŊlili od L. toddi, pojmenovali L. mathisi a L. buteonis. 

PrŢmŊrn§ d®lka cytoplazmatickĨch vĨbŊģkŢ buŔky napaden® makrogametami 

a mikrogametami L. mathisi (hostitel jestŚ§b) je 8 a 6 Õm. U L. buteonis (hostitel k§nŊ) 

jsou tyto hodnoty 20 a 17 Õm. (ValkiȊnas et al., 2010). 

3.3 Molekulární metody 

I kdyģ je mikroskopov§n² st§le velmi vyuģ²vanou metodou, jsou k dispozici i modernŊjġ² 

metody, kter® zkoumaj² danĨ vzorek na molekul§rn² ¼rovni. NejļastŊji pouģ²van§ je 

metoda zaloģen§ na b§zi polymer§zov® ŚetŊzcov® reakce a n§sledn® sekvenaci vzniklĨch 

produktŢ. Existuj² rŢzn® varianty PCR. Pro detekci rodu Leucocytozoon se bŊģnŊ vyuģ²v§ 

nested PCR (ValkiȊnas et al., 2008) nebo tak® metoda vyuģ²vaj²c² restrikļn² endonukl§zy 

tzv. PCRïRFLP (z anglick®ho Restriction Fragment Length Polymorphism) (Beadell 

a Fleischer, 2005). 

Z²sk§n² sekvence DNA umoģŔuje t®ģ n§slednou fylogenetickou analĨzu, objeven² novĨch 

druhŢ a pŚin§ġ² i nov® poznatky o druz²ch jiģ studovanĨch. NŊkter® novŊ z²skan® informace 

mohou otevŚ²t diskusi o fylogenetick®m zaŚazen² druhŢ rodu Leucocytozoon (Sehgal et al., 

2006a, Walther et al., 2016). 

3.3.1 Polymerázová řetězcová reakce 

Polymer§zov§ ŚetŊzcov§ reakce je metoda, kter§ umoģŔuje ze vzorku detekovat DNA 

o urļit® sekvenci, s vyuģit²m primerŢ specifickĨch k dan® sekvenci. O objeven² PCR se 

zaslouģil americkĨ vŊdec Kary Banks Mullis v roce 1985. VĨznamnŊ tak pŚispŊl k rozvoji 

molekul§rn² biologie a v roce 1993 z²skal za svŢj objev i Nobelovu cenu (Shampo a Kyle, 

2002). Zaveden² t®to metody pro identifikaci parazitŢ, znamenalo velkĨ posun ve vĨzkumu 

ptaļ²ch krevn²ch parazitŢ (Sehgal et al., 2006a). 



19 
 

3.3.1.1 Charakteristika metody 

PCR je zaloģena na principu cyklicky se opakuj²c² synt®zy novĨch ŚetŊzcŢ vybranĨch 

¼sekŢ DNA, kter® jsou ohraniļen® primery. PCR prob²h§ v zaŚ²zen² zvan®m termocykler. 

Tento pŚ²stroj umoģŔuje Ś²zen² teploty, a tak v nŊm mohou prob²hat vġechny kroky PCR, 

kter® se liġ² poģadavky na teplotu (Ġmarda et al., 2005). 

Prvn²m krokem je denaturace dvouŚetŊzcovĨch molekul DNA pŚi teplotŊ 94ï96 . 

Rozruġ² se vod²kov® mŢstky v molekule DNA, dojde k rozvolnŊn² dvouġroubovice 

a vzniku jednovl§knov® DNA. Na oddŊlen® ŚetŊzce DNA pot® mohou nasednout 

pŚipraven® primery (30ï65 ) (Ġmarda et al., 2005). Primery jsou sekvence nukleotidŢ 

zn§m® jako oligonukleotidy, kter® nasedaj² na protilehl® ŚetŊzce DNA (Schochetman et al. 

1988). Od m²st, kde jsou pŚipojen® primery, prob²h§ od 5Ë konce smŊrem k 3Ë konci 

synt®za novĨch ŚetŊzcŢ DNA (65ï75 ). Synt®za prob²h§ prostŚednictv²m termostabiln²ch 

DNA-polymer§z (napŚ. Taq DNA-polymer§za z Thermus aquaticus, Pfu DNA-polymer§za 

z Pyrococcus furiosus, Pwo DNA-polymer§za z Pyrococcus woesei). DNA-polymer§zy 

dok§ģ² odolat teplot§m, pŚi nichģ DNA denaturuje. To umoģn² opakov§n² tŊchto reakc² 

a z²sk§n² tak i nŊkolika miliard kopi² vybran® sekvence nukleotidŢ, tzv. amplikonŢ 

(Ġmarda et al., 2005). 

PŚ²tomnost amplikonŢ lze prok§zat kontroln² reakc² na elektrofor®ze. Tato separaļn² 

technika je zaloģen§ na principu pohybu nabitĨch molekul v elektrick®m poli. NejļastŊji 

jsou pouģ²v§ny agar·zov® nebo polyakrylamidov® elektroforetick® gely (Magdeldin, 

2012). Vytv§Śej² sloģitou s²Šovou strukturu, kterou se molekuly DNA pohybuj². 

Porovn§n²m rychlosti pohybu molekul DNA s rychlost² molekul o zn§m® velikosti, tzv. 

hmotnostn² standardy, lze zjistit velikost separovanĨch molekul DNA. Molekuly o stejn® 

velikosti se na elektroforetick®m gelu projev² jako prouģky. KvŢli snadnŊjġ² analĨze je 

nutn® obarven² vhodnĨm barvivem (napŚ. etidiumbromid, fluorescenļn² kyaninov§ barviva 

SYBR) (Ġmarda et al., 2005).  

K analĨze produktŢ z PCR se pouģ²v§ metoda zvan§ sekvenov§n² DNA. Touto metodou 

zjist²me poŚad² nukleovĨch b§z² v sekvenc²ch DNA. Sekvence je n§slednŊ porovn§na se 

sekvencemi v datab§zi napŚ. GenBank nebo MalAvi. T²m se stanov², jak®mu organismu 

zkouman§ DNA odpov²d§ (ValkiȊnas et al., 2008, Bensch et al., 2009). 
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3.3.1.2 Nested PCR 

Protoģe intenzita infekce zpŢsoben§ rodem Leucocytozoon je obvykle n²zk§ (Hanel et al., 

2015) (tzn. mnoģstv² DNA parazita ve vzorku je mal®), je ļastĨm zpŢsobem analĨzy DNA 

nested PCR. Oproti standardn² PCR je tato metoda citlivŊjġ². Spoļ²v§ v pouģit² p§rŢ 

vnŊjġ²ch a vnitŚn²ch primerŢ ve dvou kroc²ch. T²m, ģe se pouģij² dva p§ry primerŢ, se zvĨġ² 

pravdŊpodobnost amplifikace specifick®ho (Ġmarda et al., 2005). Jako pozitivn² kontrola 

se pouģ²v§ krev odebran§ z pt§kŢ, u nichģ byla infekce potvrzena mikroskopickĨm 

zkoum§n²m krevn²ch roztŊrŢ (Hellgren et al., 2004). 

Využití u detekce rodu Leucocytozoon 

Pouģit² specifickĨch primerŢ umoģn² amplifikovat DNA rodu Leucocytozoon. RŢzn² autoŚi 

pouģ²vaj² ve svĨch studi²ch rŢzn® primery ļi pŚevzat® a upraven® protokoly 

(Tabulka 1 a 2). Pro detekci rodu Leucocytozoon se hojnŊ vyuģ²v§ oblast cytochromu b 

mitochondri§ln² DNA (Bensch et al., 2009). V datab§z²ch je zastoupeno nejv²ce sekvenc² 

pr§vŊ z t®to oblasti, proto je moģn® n§sledn® porovn§n² vĨslednĨch sekvenc² a zjiġtŊn² 

novĨch informac². 

PŚi pouģit² metody PCR mohou bĨt zjiġtŊny odliġn® vĨsledky, neģ kter® byly potvrzen® 

mikroskopickĨm pozorov§n²m. To zjistili i Hanel a kol. (2015), kteŚ² pŢvodnŊ pro svoji 

studii pouģili protokol popisuj²c² nested PCR podle Hellgren a kol. (2004). Tento postup 

vġak uk§zal neļekanŊ malĨ poļet pozitivn²ch vzorkŢ z PCR a nav²c vzorky, kter® byly 

mikroskopov§n²m potvrzen® jako pozitivn², se jevily podle PCR jako negativn². Kombinac² 

rŢznĨch postupŢ nested PCR mohou bĨt tyto faleġn® vĨsledky eliminov§ny, a proto autoŚi 

pouģili pro detekci rodu Leucocytozoon i dalġ² primery z protokolu podle Perkins a Schall 

(2002) (Hanel et al., 2015). 

D²ky moģnosti sekvenace PCR produktŢ se otevŚela ot§zka, zda Leucocytozoon toddi nen² 

komplexem kryptickĨch druhŢ ļi poddruhŢ. Sehgal a kol. (2006a) identifikovali z 39 

infikovanĨch jedincŢ 23 rŢznĨch lini² L. toddi. Fylogenetick§ analĨza z§roveŔ odhalila 

odliġnosti u druhŢ parazituj²c²ch u jestŚ§bŢ a u k§n². Rozd²ly v sekvenc²ch mezi tŊmito 

dvŊmi liniemi dosahovaly prŢmŊrn® hodnoty 10,9 %. Sehgal a kol. (2006a) rozdŊlili tyto 

druhy na dvŊ odliġn® monofyletick® skupiny. Studie ValkiȊna a kol. (2010) potvrdila 

oddŊlen² tŊchto dvou novĨch druhŢ, L. mathisi a L. buteonis, od druhu L. toddi (ValkiȊnas 

et al., 2010).  
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St§le ļastŊji jsou d²ky PCR a n§sledn® sekvenaci z²skanĨch fragmentŢ DNA objevov§ny 

nov® haplotypy. Ty objevil i Ciloglu a kol. (2016) pŚi sv®m vĨzkumu tureckĨch dravcŢ. 

Haplotypy L-BUTBUT01 a L-CIAE02, poch§zej²c² z k§nŊ lesn² (Buteo buteo) a k§nŊ 

bŊlochvost® (Buteo rufinus), se liġ² pouze jedn²m nukleotidem. L-CIAE02 byl nalezen uģ 

dŚ²ve u Ś§dŢ dlouhokŚ²dl² (Charadriiformes), kr§tkokŚ²dl² (Gruiformes) a srostloprst² 

(Coraciiformes), ale vĨsledky t®to studie nebyly publikov§ny (Ciloglu et al., 2016). StejnŊ 

tak tŚi nov® haplotypy rodu Leucocytozoon objevili i Hanel a kol. (2015) v infikovanĨch 

jestŚ§bech lesn²ch (Accipiter gentilis) z Ļesk® republiky (Hanel et al., 2015). 

V roce 2016 byla vyd§na studie, kter§ popisuje Leucocytozoon californicus. Tento novŊ 

objevenĨ druh parazituje na poġtolce pestr® (Falco sparverius). Z celkov®ho poļtu 35 bylo 

infikov§no 13 jedincŢ. Sekvence genu cytochromu b z nich z²skan® byly porovn§ny 

s datab§z² GenBank, ale ģ§dn® jiģ zn§m® sekvence se s nimi stoprocentnŊ neshodovaly. 

Rodov§ linie tohoto druhu je pŚ²buzn§ sp²ġe s tŊmi liniemi, kter® byly nalezeny v sov§ch 

(Strigiformes) a pŊvc²ch (Passeriformes), neģ s tŊmi nalezenĨch v k§n²ch a jestŚ§bech 

(Walther et al., 2016). 
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Tabulka 1: PŚehled p§rŢ primerŢ pouģ²vanĨch pŚi nested PCR k detekci rodu 

Leucocytozoon u dravcŢ.  

Primery Sekvence (5Ëï3Ë) 
Specifita 

primerŢ 
Odkaz 

HaemNFI CATATATTAAGAGAAITATGGAG  Haemoproteus 

Leucocytozoon 

Plasmodium 

(Bensch et 

al., 2000) 
HaemNR3 ATAGAAAGATAAGAAATACCATTC  

HaemFL ATGGTGTTTTAGATACTTACATT 

Leucocytozoon 
(Hellgren et 

al., 2004) 
HaemR2L CATTATCTGGATGAGATAATGGIGC 

DW2 TAATGCCTAGACGTATTCCTGATTATCCAG Haemoproteus 

Leucocytozoon 

Plasmodium 

(Perkins 

a Schall, 

2002) DW4 TGTTTGCTTGGGAGCTGTAATCATAATGTG 

DW1 TCAACAATGACTTTATTTGG Haemoproteus 

Leucocytozoon 

Plasmodium 

(Perkins 

a Schall, 

2002) DW6 GGGAGCTGTAATCATAATGTG 

LeucoF TCTTACTGGTGTATTATTAGCAAC 

Leucocytozoon 
(Sehgal et 

al., 2006a) 
LeucoR AGCATAGAATGTGCAAATAAACC  

Tabulka 2: PŚ²klady kombinac² primerŢ pouģitĨch pŚi nested PCR ve vybranĨch studi²ch 

rodu Leucocytozoon v dravc²ch. 

Studie 
Primery pouģit® k prvn² 

amplifikaci  

Primery pouģit® k druh® 

amplifikaci  

Ciloglu a kol. (2016) HaemNFI, HaemNR3 HaemFL, HaemR2L 

Hanel a kol. (2015) 

HaemNFI, HaemNR3 HaemFL, HaemR2L 

DW2, DW4 DW1, DW6 

Sehgal a kol. (2006a) 

DW2, DW4 LeucoF, LeucoR 

Walther a kol. (2016) 
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3.3.1.3 PCR–RFLP 

Stanoven² polymorfismu d®lky restrikļn²ch fragmentŢ u produktŢ PCR neboli PCRïRFLP, 

je metoda vyuģ²vaj²c² restrikļn²ch endonukle§z. Tyto enzymy dok§ģ² specificky ġtŊpit 

ŚetŊzec DNA v rŢznĨch m²stech, v z§vislosti na sekvenci DNA (Buckingham, 2012).  

Prvn²m krokem je amplifikace urļit®ho ¼seku v PCR. Tyto amplifikovan® fragmenty jsou 

pot® rozġtŊpeny vybranou restrikt§zou. M²sto, kter® restrikļn² enzymy rozpozn§vaj², je 

tvoŚeno kr§tkou sekvenc² dvouŚetŊzcovĨch molekul DNA (napŚ. enzym EcoRI rozġtŊp² 

DNA vģdy, pokud nalezne sekvenci GAATTC). VĨsledkem ġtŊpen² jsou ¼seky DNA 

nazĨvan® restrikļn² fragmenty, kter® jsou pot® analyzov§ny elektrofor®zou (Buckingham, 

2012, Ġmarda et al., 2005).  

Využití u detekce rodu Leucocytozoon 

Beadell a Fleischer (2005) prov§dŊli vĨzkum c²l²c² na ptaļ² Haemosporida. VŊdci navrhli 

pro single PCR primery 213F a 372R, kter® amplifikuj² oblast DNA rodŢ Haemoproteus 

a Plasmodium, kde se nach§z² restrikļn² m²sto rozpozn§van® restrikļn²m enzymem XmnI. 

Avġak se uk§zalo, ģe i kdyģ jsou tyto rody bl²zce pŚ²buzn® s rodem Leucocytozoon, 

sekvence, kterou rozpozn§v§ enzym XmnI, se v DNA rodu Leucocytozoon nevyskytuje. 

Srovn§n² sekvenc² nukleotidŢ vġech tŚ² rodŢ odhalilo specifick® restrikļn² m²sto pro rod 

Leucocytozoon, kter® se u rodŢ Haemoproteus a Plasmodium nenach§z² (Beadell 

a Fleischer, 2005). Toto specifick® m²sto se vyznaļuje sekvenc² nukleotidŢ TCTAGA, 

kterou rozezn§v§ enzym XbaI. Enzym XbaI poch§z² z bakterie Xanthomonas badrii (Zain 

a Roberts, 1977). Tento enzym ġtŊp² DNA Leucocytozoonu, kter§ byla pŚedt²m 

amplifikov§na metodou PCR, na dva fragmenty o velikosti 109 bp a 54 bp (Beadell 

a Fleischer, 2005). 

Pouģit² restrikļn²ch endonukle§z by mohlo poskytovat spolehlivŊjġ² vĨsledky pŚi 

odhalov§n² sm²ġenĨch infekc² rŢznĨch rodŢ, neģ sekvenov§n² DNA. Cosgrove a kol. 

(2006) pouģili metodu RFLP k potvrzen² pŚ²tomnosti rodu Leucocytozoon pŚi vĨzkumu 

moģn® koinfekce s rody Plasmodium a Haemoproteus. Ke ġtŊpen² pouģili enzymy NcoI 

a EcoRV, kter® rozġtŊp² DNA Leucocytozoonu na fragmenty o velikosti 173 bp a 352 bp. 

PŚi analĨze vĨsledkŢ odhalili mimo individu§ln²ch infekc² i 4 sm²ġen®, kter® byly pŚedt²m 

s pouģit²m metody sekvenov§n² oznaļeny jako 1 vzorek s infekc² rodem Plasmodium a 3 

vzorky s infekc² rodem Leucocytozoon (Cosgrove et al., 2006).  
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Bohuģel se mi nepodaŚilo dohledat v²ce odbornĨch publikac² zamŊŚenĨch na toto t®ma. 

Uk§zalo se vġak, ģe vĨznam metody pro analĨzu sm²ġenĨch infekc² nen² zanedbatelnĨ. 

V budoucnu by tedy mohlo bĨt vhodn® vŊnovat tomuto t®matu v²ce pozornosti a zamŊŚit se 

na nŊj v dalġ²ch vĨzkumnĨch projektech. 

3.4 Porovnání metod 

Detekce rodu Leucocytozoon mŢģe bĨt komplikovan§. V divoce ģij²c²ch pt§c²ch je 

intenzita infekce obvykle n²zk§ a pŚi tvorbŊ krevn²ch roztŊrŢ mohou bĨt gametocyty 

jednoduġe zdeformov§ny. Morfologick® znaky se mezi jednotlivĨmi druhy pŚekrĨvaj² 

a z§roveŔ u rodu Leucocytozoon nen² tolik charakteristickĨch znakŢ jako je u rodŢ 

Plasmodium a Haemoproteus (Bennett a Campbell, 1975).  

Mikroskopie se pouģ²v§ k detekci pŚ²tomnosti rodu Leucocytozoon a jeho vĨvojovĨch 

st§di² ve vzorku, a to podle charakteristickĨch morfologickĨch znakŢ parazita (Krone et 

al., 2001). Ovġem mikroskopickĨm pozorov§n²m lze rozliġit pouze rod parazita 

pŚ²tomn®ho ve zkouman®m vzorku, avġak ke zjiġtŊn² druhŢ se vyuģ²v§ sekvenace DNA 

(Bensch a Akesson, 2003). PŚi mikroskopick®m pozorov§n² z§leģ² na nŊkolika 

podm²nk§ch. Je dŢleģit® pouģ²vat pouze kvalitn² vzorky, kter® byly spr§vnŊ pŚipraveny. 

Pokud se krevn² roztŊry dostateļnŊ nezafixuj² nebo k barven² vzorkŢ dojde aģ po nŊkolika 

letech, mŢģe doj²t k lĨzi jednotlivĨch bunŊk a vzorek je nepouģitelnĨ. StejnŊ tak jsou 

dŢleģit® i zkuġenosti a peļlivost vŊdce prov§dŊj²c² pozorov§n². Examinace vzorkŢ by se 

nemŊla uspŊchat, jeden vzorek se pod rŢznĨm zvŊtġen²m prohl²ģ² v prŢmŊru 20ï25 minut 

(ValkiȊnas et al., 2008). V pŚ²padŊ zkoum§n² velk®ho mnoģstv² vzorkŢ (v Ś§du stovek 

prepar§tŢ), je mikroskopie tedy ponŊkud neefektivn² a zdlouhav§ metoda. 

Nested PCR tak® slouģ² k detekci pŚ²tomnosti parazita ve vzorku, ale na rozd²l od 

mikroskopie mŢģeme s pomoc² t®to metody rozliġit i jednotliv® druhy Leucocytozoonu. 

VĨhodou PCR je, ģe k detekci staļ² i malĨ vzorek DNA, kterĨ je amplifikov§n a n§sledn§ 

sekvenace DNA umoģn² fylogenetickou analĨzu (Hellgren et al., 2004). Ovġem velmi 

ļast® jsou faleġnŊ negativn² ļi pozitivn² vĨsledky, kter® lze eliminovat pouģit²m sady 

primerŢ (Beadell a Fleischer, 2005). Z§roveŔ je k t®to metodŊ potŚeba speci§ln² vybaven² 

a materi§l jako je napŚ²klad souprava na extrakci DNA, termocykler, primery, DNA 

polymer§za, aparatura pro elektrofor®zu a dalġ² (Ġmarda et al., 2005). K mikroskopov§n² 

staļ² pŚedevġ²m kvalitn² svŊtelnĨ mikroskop a sada na barven² a uchov§n² vzorkŢ (Walther 
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et al., 2016). Z hlediska ceny z§kladn²ho vybaven² se tak PCR zd§ bĨt m®nŊ vĨhodnou 

metodou neģ mikroskopie. 

Podle z§vŊrŢ studi² Richard a kol. (2002) a Jarvi a kol. (2002) je PCR citlivŊjġ² metoda neģ 

mikroskopick® pozorov§n². Prevalence infekce ptaļ²ch haemosporidi² metodou PCR se 

pohybovala mezi 40ï84 %, kdeģto prevalence zjiġtŊn§ mikroskopov§n²m byla v obou 

pŚ²padech pouhĨch 27 % (Jarvi et al., 2002, Richard et al., 2002).  

V n§vaznosti na vĨsledky tŊchto studi² provedl podobnĨ vĨzkum i ValkiȊnas a kol. (2008). 

Zjistili ovġem, ģe PCR a mikroskopov§n² jsou t®mŊŚ stejnŊ citliv® metody. Prevalence 

ptaļ²ch haemosporidi², zjiġtŊn§ metodou PCR, byla 54,2 %, vĨsledek mikroskopie pak 

byl 53,6 %. Odliġn® vĨsledky v porovn§n² s dvŊma vĨġe zm²nŊnĨmi vĨzkumy pŚiŚazuj² tito 

vŊdci metodologickĨm nedostatkŢm. V pŚ²padŊ studie Richard a kol. (2002) se mŢģe 

jednat o pouģit² nekvalitn²ch vzorkŢ (ValkiȊnas et al., 2008). Vzorky byly dle n§zoru 

ValkiȊnase a kol. nekvalitnŊ obarven®, protoģe roztokem Giemsy byly barveny aģ nŊkolik 

let po jejich poŚ²zen². Jako problematickou oznaļuje tĨm ValkiȊnase (2008) i zm²nŊnou 

studii Jarviho a kol. (2002). V t® je totiģ podle jejich n§zoru sice obarven dostateļnĨ poļet 

ļervenĨch krvinek ke stanoven² intenzity infekce (prŢmŊrnŊ 50 000 erytrocytŢ), avġak toto 

mnoģstv² je podle nich nedostateļn® ke stanoven² prevalence infekce. Aļkoliv tedy z§vŊry 

z obou studi² (Jarvi et al., 2002, Richard et al., 2002) vedly k n§zoru, ģe mikroskopie nen² 

dostateļnŊ ¼ļinn§ metoda k detekci ptaļ²ch haemosporidi², je pravdŊpodobn®, ģe vĨsledky 

byly zkreslen®. Ke stejnĨm z§vŊrŢm jako ValkiȊnas dospŊli i Krone a kol. (2008). 

Prevalence stanoven§ pomoc² PCR a mikroskopie byla t®mŊŚ stejn§ a to 21,8 % a 19,8 % 

(Krone et al., 2008). 

Z§roveŔ tyto studie ukazuj², ģe kombinace mikroskopick® analĨzy a metody PCR je 

z§rukou vĨsledkŢ bez faleġnŊ negativn²ch ļi pozitivn²ch dat. To potvrdili i Ciloglu a kol. 

(2016) bŊhem jejich vĨzkumu v Turecku zamŊŚen®m na krevn² parazity dravcŢ. 

Mikroskopov§n²m nebyla v kalousovi uġat®m (Asio otus) objevena ģ§dn§ st§dia 

Leuococytozoonu, ale pŚi vyhodnocov§n² vĨsledkŢ PCR byla infekce t²mto parazitem 

potvrzena a nav²c byl objeven i novĨ haplotyp L-CIAE02. Naopak mikroskopickĨm 

pozorov§n²m byla jasnŊ potvrzena koinfekce rody Leucocytozoon, Plasmodium 

a Haemoproteus u k§nŊ lesn² (B. buteo), avġak DNA rodu Haemoproteus nebyla pŚi PCR 

vŢbec amplifikov§na (Ciloglu et al., 2016).  
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Pouģit² metody RFLP pro vĨzkum rodu Leucocytozoon si urļitŊ zaslouģ² vŊtġ² pozornost. 

V kombinaci s PCR je pouģit² t®to metody pro analĨzu sm²ġenĨch infekc² rŢznĨch rodŢ 

spolehlivŊjġ², neģ je sekvenov§n² DNA. Avġak sekvenace DNA dok§ģe rozliġit i jednotliv® 

druhy pŚ²tomn® ve vzorku (Cosgrove et al., 2006).  
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4 Závěr 

C²lem bakal§Śsk® pr§ce bylo v r§mci liter§rn² reġerġe shrnout informace o rodu 

Leucocytozoon v dravc²ch a pŚedevġ²m podat ucelenĨ pŚehled metod pouģ²vanĨch pro 

detekci tohoto rodu. Leucocytozoon nen² v dravc²ch natolik prozkoum§n, jako tomu je 

u ostatn²ch Ś§dŢ pt§kŢ, jeģ jsou hostiteli tohoto parazita (napŚ. Passeriformes, Galliformes, 

Anseriformes a dalġ²), a to zejm®na kvŢli obt²ģn®mu odchytu dravcŢ.  

Leucocytozoon byl v dravc²ch zaznamen§n u z§stupcŢ z ļeledi sokolovit² (Falconiformes) 

a jestŚ§bovit² (Accipitridae). Druhy objeven® v tŊchto hostitel²ch jsou Leucocytozoon toddi, 

L. mathisi, L. buteonis a L. californicus. Parazit napad§ krevn² buŔky a vnitŚn² org§ny 

pt§kŢ (napŚ. j§tra, slezina, pl²ce), ļ²mģ negativnŊ ovlivŔuje fitness svĨch hostitelŢ. 

Prevalence je celkovŊ vyġġ² u dospŊlĨch jedincŢ neģ u ml§Ņat. 

K detekci rodu Leucocytozoon se pouģ²vaj² metody mikroskopick® a molekul§rn². Klasick® 

mikroskopick® pozorov§n² je st§le velmi efektivn² metodou vĨzkumu, i kdyģ dok§ģe 

rozliġit parazity pouze na ¼rovni rodŢ, nikoli druhŢ. ĐspŊġnost mikroskopie mŢģe ovlivnit 

nŊkolik faktorŢ. Velmi z§leģ² na zkuġenostech vŊdce a jeho znalostech morfologie 

jednotlivĨch druhŢ. StejnŊ tak dŢleģit§ je i kvalita pouģitĨch vzorkŢ. 

VĨzkumy rodu Leucocytozoon na molekul§rn² ¼rovni vyuģ²vaj² metody PCR s n§slednou 

sekvenac² amplifikovanĨch fragmentŢ DNA. D²ky datab§z²m GenBank a MalAvi  je moģn® 

urļit, kter®mu organismu z²skan§ sekvence nukleotidŢ odpov²d§. KvŢli obvykle n²zk® 

intenzitŊ infekce rodu Leucocytozoon je nejļastŊji pouģ²vanou metodou nested PCR, kter§ 

je citlivŊjġ² neģ z§kladn² PCR metoda. Na PCR navazuje i dalġ² zpŢsob vĨzkumu, a to 

metoda na b§zi restrikļn²ch enzymŢ PCRïRFLP. PŚi studiu Leucocytozoonu u dravcŢ je 

tato metoda vzuģ²v§na jen zŚ²dka, avġak mohla by m²t velkĨ potenci§l v detekci rodu 

Leucocytozoon a bylo by vhodn® ji vyuģ²t jako n§mŊt pro dalġ² vĨzkumy. 

Vġechny uveden® metody maj² sv® klady i z§pory. K eliminaci faleġnŊ negativn²ch ļi 

pozitivn²ch vĨsledkŢ se doporuļuje pouģit² kombinace v²ce metod, pŚedevġ²m pak pouģit² 

z§roveŔ mikroskopick® i molekul§rn² metody. Tento pŚ²stup zaruļuje komplexnŊjġ² 

a vŊrohodnŊjġ² vĨsledky cel®ho vĨzkumu. 
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