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Abstrakt

Rod Leucocytozoorje parazitp t § k & hnentplou skupinth o st i t eI§st up G &2
zl el sd%k ol Falconifdrmey(aj e st S §Acapitriddd? Vektorem tohoto
parazitajsou mu ¢ h ni | k ySimyiidlad.| e Nat o pr §ce i pBon@ge2 p
z n § ml crddu Leucocytozogn k t e rd®posbdy d y a v ¢Ataipitriformes
zaznameapeS§mamNSena na me t Leutgeytozodny rea d tmii t ejl @€ ¢ h
det e kdbm28mNnbylt r adpiolpnifs ov § ns nhrodar§fkol laodgd c kT ch z
sledovanTch mikroskopjekbem merodygv doni mme B §:
reakce(PCR)s e al e mograsatirmMtyeauelogaei |y soudi um
parazitaina mol ekul Br$cée Y“owsyamhuje z8kladn2 pSeh
charakteristikmwmovyrePgchsopui masp¥TnDny jejict
sohl edem nm@maxiNyau ¢i§tkd axdND proveden® rzegdbge se
soubnNgN® vyugi timolme Kkulo&rkro?pd tt krhetho d .

Klicova slova: Leucocytozoondravci,detekce Simuliidae PCR, mikroskopier e st r i k| n 2
gt Dpen?2



Abstract

The genusLeucocytozooris a bird parasitelts hostsconstitute usuallyf representatives

of the Falconiformesgroup and tawks (Accipitridag. The vector of this parasite are
blacklies (family Simuliidag. This thesisbrings an overview of species of the genus
Leucocytozooso fardetectedn birds of prey The thesis focusgsimarily onmethods of
detectingLeucocytozooim hosts. Traditionally, this genus has been described on the basis
of its morphological charactersobserved viamicroscope With the discovery of
polymerase chain reaction meth@ICR), thedetectionpossibilitiesexpanded and allows

to study this parasiten molecular leved. The thesis contains a basic overview of detection
methods, characteristics of their principles and outlines 8ieéngths and weaknesses
regarding the practicahpplicabiliy as well. Based on that, the microscopic approach

alongsidewith the detection based on molecular methods is recommended.

Key words: Leucocytozoonraptors,detection,Simuliidae PCR, microscopyrestriction
cleavage
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1 Uvod

Rod Leucocytozoons e Satd$2 ddyo Ha,eknmaezabaujee @ | mi v 1 znamn
z§stapEeobuj 2 c?2 o newmdSnaaaSmodlum aluigakieP. vivax

Babesia bovis Leucocytozoorj e kr evn2 m pajrea zp &eeong Heti § kB mi

( | e |Sannliidas. NapadS8§ k rawnn 2 Srb2u Rloy g&znpyTs bbsj et
onemo c n N etkocyptozammo®@l a st T mi hostiteld] Leucocyt
z§ st upgidPlasseri for mes, Gal l i for mesNemaldunser i f
skupinu host i tvgjlaTk otS?h @cdcigitrifpames)cOpro t @ j i nT m S§d
j ed | s o woduheusotyiozoenl ij e vizkum dravecT kompl i ke
nesnaddtmyt em. I nf of m& 0 e ho s dlreecscikt@zackhjsor o d u

t udme z.en®

Leucocytozoonp at 82 S @demosporida kam spadi j 2 a k @y Ptasmodiun
aHaemoproteusPlasmodiume z n §ja@p Tvodce | i dapk®t anajl € r | a s
pSedmNt em st udrdode LeucA@yiozammie byloonudosud v RDnov§T
pozornostia problematikatohotoparazitan e n 2 p r stadava@natolilp jakoje tomu
pr&vn u ji¢g Pasnodumd®blbotr@ddTvodu |jzamdSiel ave

p r 8na fddLeucocytozoon

Prg&ce je | it erl8ucocyiozaoemp®dy gehio detekoed ®ama cCAd hefim

m® bakal §Sgek ®hapra&tceri zovat d etdenkod d i vpRo u gn
vexperiment 8l n2ch st udazifodnotitf ep o rcdanveduhl ojdsyd yme z
Ned2l nou soul 8st?2 ] ®du keticoaytdzooBashauhtafAformké e r i st
odruz2ch, kter @dbwalvfikchapn&mensgny



2 Rod Leucocytozoon

2.1 Taxonomické zarazeni rodu Leucocytozoon

Rod Leucocytozoon) e z§stugbemmaSl2vgeeo | at a, k mene Ap
Haemat ozoea, SS§ldal ddie mdas qfledne,@a7)ai dae

DokmeneApi compl exa se Sad2 mnoho parazitickTlec
| | oviDk & Ka b mI¥2Hdematozoes e m pta$ 2Bdmadinky (Gregarinea),
kryptosporidie (Cryptospadea)akokcidie (Coccidep( L e p et &l.k2807)

Kmen Apicomplexaj e poj menov8n podle apik8ln2zho ko
soubor organel, kterl umoagRujoer eRr Tsrei kp oddd |
parazitof oleobvyklevtavkouod nyai d e m, pol &6 a8k melpm3smie
g | 8 Z shoptriemiamikronemy ( Ob r § MéalkeraMgFadden, 2005)
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Dal ¢?2 c har akt e tohotokmemleoapikoppast§ pnkbplbast j e po
plastdy kterT byl bRhem ex?d& Kpforh? hick ed Tmemj®e Ssls!
pSedéapkomplex Tat o semi autonomn2 organel a. obsah
UvnitS api kokplymst®z edd ¢ pgmddé] sdtTdvebju tBemnD| nT c
( L e pethlk2a07, Hausmanet al, 1985, Wallela McFadden, 2005)

Gi v ot n2skuginy Rdicansplexas e vyznal uj eGitvSoetmi2 fc8yzkel mii s
Leucocytozoors e od ostatn2ch z8stupcT skupiny vI
demonstrovs8n kapitomte toAu2.v V n8sl eduj 2c?

strulnhD nast2nPDny hlavn2 f 8ze.

Prvn2 f §z 2. Sgorezoinpmnikmaj onhest i t erl & @vaswRBjkag s e
zn N memoohoj adern@Neeamdit®hR@as €8 B 81 Momuw e mno
avzni ku jednojadernlch mdearoegpdrniTe rmzgdl @t r
opakowWgrkencidr uh®ze nazl vaj 2 oznikneuenikrggammety goni e
amakrogametyPos | edn? f §z2 je sporogonie. Kopul a
zygoty vznikne oocysta nebo sporocysta (oocysthasl g 2 m w©rbiad ledgn) vz ni ka
sporozoiti, ktneoS2®@dstield o/l ikn fl inkasy at2005)

2.1.1 Trida Haematozoea

T S 2 ldaamatozoean§ dvouhosti t el Kkl empé?v od n@ h §zyk | wes
vnitSn2ch org8nech | i kr ev agperdgoniesueR ko§dcehh roSbvr &
ve || eif omapeBatytozoorvmu c h ni ||keslc8innlidae Plasmodium
vk o0 m8 r e cAhophelesd\dds aCuley . Zoi ti majpid kEeédak koampl e
konoidu( Val ki T nas, 2005)

Haematozoeaahrnuje & a  $ BlabmosporidaPiroplasmida Hl avn2 m rozd?2 |
tNDmito S$8dy | EHadmmspar iodoacytst ¢ §2gopahy kkitiew §

voocystu. Zygota oBdystupaelpss® mod spdEo®p diy S§c
Piroplasmidg sou kr evn?2 par 8abestaboviglheiledatparadajejith ( nap S
pSenagel i i ® ¢ wodidtab BA(p&sEde(al ezp etlalk 2007, Hausmanst

al., 1985) U Haemosporid e p S2t o mMez iohoocsytsittae | i B&idu Hace

pl aziagsawtc§ci Def i naptSevmigpgrd uihzoS$ iptediin azp S .
vektorem Plasmodium falciparunj s o u  k mdu§ASopheles(Singh et al, 2018)

vektorem Haemoproteus columbag s o u kidomteind (Kldi aDeGiusti, 1975)
Viznamnskupi nu t oPagnodugdw otdec@s¥ i 8eak® mal §r
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2.2 Charakteristika rodu Leucocytozoon

Leucocytozoone i nt r acktev8*nparazit pt 8kT, pSensgg
Simulida@ . Sporozoiti, kt@$ minhik 8j admhComsat nidted |}
g2 Skwal ki TnasNa200%)?2 | od d &ldedqdspotida rad§ st upc

Leuwcocytozoomeobsauevg § dn®m st §di u sv®ho vivoje mal
prot oges viRhioe mkuewn?2 chd dbkuS8Rke§ csht r §v i t mol ek ul
(SantiageAlarconet al, 2012)

Rod Leucocytozoonje gi r oc e proo z ¢ @ IS@® meucscytdoon .simondbyl
zanamen§n nap SHdrheaeat al,n298) XK & @ gFhlies aBennett, 1966)

| i N ¢Hide &Fallis, 1972) L. caulleryibyl nalezenyp t § c 2 ¢ h HKaeji Geek | ad v
etal, 2016)vo b | a st i (Supmithta¥uiarii, 2017)av Tanzanii. VTanzaniibyly

nalezenyt a @r@yL. neaveial. schoutedanFalliset al, 1973)

2.2.1 Hostitelé

Rod Leucocytozoonje parazit
sdi xenn2dmouhost
givotnzm <cykl e
hostitelem az §r ov e R

tohoto parazits¢ = 7
(| e Simiiidag z obr aze
Obr §zk (Volf 2aVot T p
2007) VT ikou je druh
Leucocytozoon caulleryij e h

vektorem jsou t i p | rodu Obr 8§22®&kspnDl ec Bimdidmn i |
(Humble, 2013)

Culicoides (Braverman, 1994)
Tyto rody he mat bofhngam 8 e S atd®2ldysoect a, S8§du Dipter
apodS&du N(ednad whzsSrsatzi?pc.i tohoto podS§du se
tykadly sl oavenciec HLehde, RGDE)s t i

Muchnil ky magby®lod&6®mMbwvay k| enut ouavsitrSedadhrr u
redukovanou @i lJregtiicrhoul ak,S2yz Vs sUu ®e nae ft Sl kno?u
kde jsou p®iva®muenpyodk | adu pomoc? D&y d 81 n 2
filtraln2mu zapdy8ttul moboat potravu (bakter
muchni| ek par aasiatvicja2mbin a sned $dcil2vcahin T (M€ h Wj&SI8av,a m

11



1980, Lehane, 2005)K r o mddlu Leucocytozoonp Sen§ gej 2 tak® ptal?
( Vot letpak 8002)nebo kogn?2 uffi d&8rmehoktep®sobit t
(Enk, 2006)

Mezihostiteli rodulLeucocytozoorjsou p t §Aves) Kr omnD dr avcT, kterTr
v kapitole 1.3 je Leucocytozoonv T z n anmpafaziem p Sede $§ N v c i
(Passeriformes),h r a b a v 2 ( Galrluibfo@aromeé s ) |. Anassetriiniior the s h
zaznamewkanSantie c h ,h ks Hacha,n ekt & ¢ A e dui LTpirmondj

L. smithiaL. caulleryi (AtkinsonaRiper, 1991, Santiagélarconet al, 2012)Vp Dv c 2 ¢ h
byl a nal ezena c elelocyfoaodm ndagpsyillingruom]L. gentili Lu

bouffardi L. dubreuiliad a I(Bgrinettet al, 1992, Khara Fallis, 1970)

Leucocytaoon ziemmarjie nej | ast Nj i vszoavzBtaffore{edgkrdneed r u h

al., 2001) Dal g2 m dr uhem par a3tigitormesfe ¢.danilevaskyiz 8 st up
Hostiteli |jsou BubopbtBdk | akda | wids® owgylakié b ¢ pugt :
0 b e cStrik alugq (Kroneet al, 2001, Ortega Cordero, 2009)

2.2.2 Zivotni cyklus

Prvn2 f 8ze r oz mnloegcocytezeoph o vénpRli hosodw el i . Bl
se sporozoiti ze slinnlTch ¢l 8z muddhudi |lpak ud
do jaterapost upnh penet NVingpatocyieos eh e\pasit2§oAathith. s e z
mnohojader n?2 meronti . Asexus8l n? miko g e n 2

jednojadernT ch npeurtajgtetdotkiveap ¥ieebrzoj ti do er vyt |
sezni ch bDhem dvou dnT vyvi n(Eudealkallis 4378 | i 0
MTge vgak idirzinh & ngenerace meronTi] vwxminkajnte (
syncyci 2 (fragdeRimye bamenvdédreteT jLdry), kter®
makr of §8gy. MegalSamé 2 o rptSie de algyhmfcavte ckll ehi nulx
Merozoitimegahiokiled orgt T pr oamoknajc2ytdo kymf dcy
gametocytyGa met ocyt yhyppeTsdsamujj B ke asytt BmbDietnél sk® b
ajeho deformaci.Gametocytys e vyv2jej2 ve vkSeateholki tbludik
(Val kilnas, 2005)

Po nas8t2 krve mucwinv¥ikeosue nptoekrroan| gajetocgghanli gl 2e k
opuktevn2. DbNSRsklyeduje proces exflmidoltac&,®mp
dNl ¢grerhog vI s lseadnRmoganet@sua mimaktogamety Po kopulaci

vznikne zygotaB N h e m n Nk o¢ gZydotazihmo2dima pohybl i vl ooki

12



epiteli §l n2 mi buRREmM 2 votaSrou ndcystow rsitk$ e v @®
postupni mzalDIkemn 2.m sPpootr®,z ociot icpemslymiou dostanous t u ,
do slinnTch B$i§ zdamlugejmu galgspdrozdiirpvol el nN se s |
i nokul ov8ni do kWVaékdahgsaBemmbiol®4l) Fal €i s

2.2.3 Patogenita

Prepatentn? doba (doba od vstupuprionfeeKk| n*
onemocnDug ) Tmlrrw§g bal &knd nasPar2az0i5t) napad§ ki
avnitSn? org8pgtrnakoadmdtma, ZpTseclruj e onem
|l eukocytozoonosa. Hostitel Tm mTge tento par
v8hauci t |l i vl demrtjTeditmc Tnegati vn?2 dopad na f i
|l 2hnut zmepg8&8hat snTgky vajec neboMIh&bNajgtza sjcshool
kinfekcin 8 chyl nRj g2 nakhed oNp QPR Muj &hiymwi cdho cthi8d 1? e
po vylRilsatali1951, MilhousaSolis, 1973, Sehgait al, 2006b) Prevalence je
vygagosphDl Tch jméd&iNmeT met@dimdopDceT jestS&ba
(Accipiter gentili§ byl a 80 m%,8 Nk te @ptoa h(Handiet d,32016) %
Pokud je hostitel, kterT pSeEkegdodytozponuparer n2 i |
do chronick® f8ze, pr o Kk(Faigetoal1951¢ t ypi ck§ n?2

2.3 Rod Leucocytozoolv dravcich

Dravci j sou | a s tLeumcytozdom ¥ ¢l i & e ¢ 3 objeverbldauh
Leucocytozoon toddat o nap $2 k| Acdpitens p pe.s)t, Faugkpopl. ) (1 i or
(Ashfordet al, 1990) D8Il e j sou t ak®Rburensin akr@Butedspgy) dr uhy
L. mathisiu j e sAccBebspp.)( Val ket &l,2@l®)aned v no obl.evenl
californicusu  p o g t o | Falgo spaeverity (Walthéret al, 2016) L as t T mi hosti
j sou zz§ ettepk b | Fakdniforme@j e st S Picipividad. Uz §st upc T

z| el edi j Accipitidd gevrodt Leucogytozoonn ach §des etskr §t v 1]
frekvemegst upedTedz Fadonsfdrnoey(i Ml k(i T nas, 2005)

Hostiteli L. buteonis( Ob r § zbelkv a3 ) k Bute® buteye,s nR 8 (N B.udooca
jamaicensis ak § n N k r B Iregaliss KoStitel{ L. mathisi( Obr § 7 eskou3)j est S§
C 0 o pvgAcclpiter cooperak r ahuj e . nsuye ¥ a i ket dl,r2G18)

13



Obr § 2:AkLeucocytozoonmathisi kr vi jest S
(Accipiter cooperi), BT Leucocytozoon buteonis Kk r v i k 81
(Buteo jamaicens)s ( V a letkali, 2000a s

Leucocytozoon toddy y | nal ezw3n8 nded umb®BATr i c e, Severn?
aE v r dAsiiord et al, 1990) Druhy, uk t er T ¢.htoddinalezenj sou napS2 kl
kr ahuj ec Acdpite cnisdy, kréhuje ¢ i k A.abadi(, jest S8&b Cooj
(A.cooperi), k r ahuj ec Aastretud, i ek I S § bA. tachi@hkrahugec besra
(A.virgatug, k 8 n D ma d a Butes liraxchysteky8k §n N r uB. macansiy  (
k8nhD rB lagopu§ k § n N p § Bklineata3nk88 n(N Kk r B.Iregalis k § i (
sokol s tF.I'phregrinad/(Ereingra Kocan, 1977, Ashforet al, 1990) V letech

19992000 pr o b ¢ Mfarhe cvki iz k u m, p Sil.tdddi 2 a ® ma riwegna§ n

k Si k| Aquilpamaripdav T beap by djeveniuo r | a moHalmdet®h o (
albicilla) (Krone et al, 2001) BN h evrh z k u Kha z arc hbyltLStoddid et ek ov § n
nejenomuj i g zhodria Mo ® bok(K&liaeetusalbicilla), aleiuorlak r § 1 kov s k ®
(Aquila heliacag (Leppertet al, 2004)

V letech 20002 0 1 2 p rsotbuddhiael az amNSen § Falao spaoverityo | k u p
Waltherak o | . (2016) objevili n o valto Leucoaytozoann f i k u
californicus Je t o peucoaytdzoopubd rpaawdc 2 ch, jehog gamet o
v 1 hr aldwniNahodticenl sbkul Rkif®altheret al, 2016)

2.3.1 Patogenita rodu Leucocytozoom dravci

Prevalene rodu Leucocytozoorj e v y®& DUT ch jmd BiNmmevdlence e § U
Leucocytozoonw dospRIl T ch | ediAcdpifergentlist,S 8jbean gl ejsen 2 dn
rozg2Senil dravec Lesk ®@ka. €p16)B0 %k y ml fiohizema p o d

14



13,6 %. Intenzita infekce byla alevapr ost ® vDtginhD vzdadkT n?2z
vygg?2 paridz i5t%®mibe | (a0 ,parkl & NMHatelatmle20®n a u

Par az role@heusecytozoomylaz aznamenEbdenfnyholjfdenhB88ba
k 8§n(lBvobcecda,v2014) Ve Vel k®prBahMlna i studi e sl ed
L.toddi um| § Nkeahujce Accipiter nisuy aj e s t (8.8gbmdili9. By | o zj i gt Dno,
Leucocytozoom e m8 narhartalitu ml 8§ Manti jednoho zedrzanm2anTIn T ¢
(Ashfordet al, 1990, Toyne Ashford, 1997)

3 Metody detekce

Met ody vyugdetaglkaciz2 memolpori dina& miekrmeslkowpi
amo | e k uZkSorunmarmalt eermi §le obvykl epk8keV, okebr 8n§
zpr ac (Ashtond et al, 1990) nebo obasalhi ngnallcuhd kqul(Bde muc hr
aFallis, 1972)Met ody se mohou p o upgaXiseaobvykie &kambisujeat n N,
mi kroskopi c ko Ipeokwlr ®rvr82ni smed etdeaknd i, |&Kwweg ®v §
d&1 I|Kasotlkiumér od dmnap®Sydner §zovs Gextdlzcov §
d8l e PHFCBRkzanglick®ho Pol ymer Asmet oGhaai m y uRje?avca
restriklnzho gtBhDpen?

3.1 Typy vzorku

Jako nejbnRgnNj ikepjoiugRmni p $at @ mauddytozooni nf e k c
se poug2vg lrdaevhyceab cdn & rawtcSEedbOdkDre lpmwe &
zme di ®é n&t ar gS8higaketal, 2006an e bo br ancdHv &b etdlo & | y
2014) Zodebhanwzor ku se aytekkrves e v n &phr oo gptolkrd N ¢
pougit?2. Konzervov§gnzmmBbge(dahar a al,n 80452 k1 ad
uchovwany?zna | n 2 (@ehgaletfal, 2001) nebo v SET pufruHellgren et al,

2004)

Krevni roztér

Na podlogn?2 skl o se k&§8pndealngalng pkoldp &oaly nkkonz e { ¢
do tenkPovzasolhnut 2 se pr alparrogttkemfdiemsyjie met |
May-Gr ¢ nwal do v T (Raziyaretwal, v €m0 1 6 ,et a¥ 2004 Gytoplazma
erytromn&8ytpbT®OValzobva®,vekhdedgto | 8dm&RBajeghar azi t’
cytopl az(maalmoidirm®®as, 2005)
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Otiskovy preparat

Ke zjp$gza thHodmafdogietkS Rovich st §di2yyvnape§.2 cepor
vi 8§t vreecontyan § s | vendenrlbo zoi ty, se poug2vs§ otiskov
(nap$S.j ej Stkrad)pelaemt s eSé3hnnhut § strana se p
Obtiskl § vrstvaaoltawendpkodjopal®o x ave@wal kiolzmnt adsr,
2005)

Histologicky preparat

OiskovIl prepar §t nemus?2 blt vgdy dostatelr
st8§di2 se proto mTge poug?2dr gh8insut, olkotge rcik T b y
kvirobND(pnpapSkupPgyga) sapalziajfe xdpe par afezrdov ®h
usnadn? kr 8j en? na mi krot omu. Tenk® Sezy |
metoda barveadzihmmamonybdbv®ny na podlogn2z sl
bal z&mBi kryt2m lpakwoya2moSkmemt (L eethal, 1P98epar §t
¥ z metral, 2004)

3.2 Mikroskopicka metoda

Jivee stdrig@llga vali psoizlonr® vl8onl 2k ymekhrg\® rc2h mdcka mt
mikroskop sestrojilvl 6 . stol et 2 hol andskl DbNadsi g2 ol e
rozvoj i mi kroskopu se pongBoAneoh van hedidvenhoek] a k o

aeopSel ovmos e 16 6 5Roberatobke u kit le r Tmi skersotsrkoojpi I's | o ¢
zv2 ce doos|lvekt | ov ac 2(Bardedl, 2802)NVelmzem n 2 dobnD se te
posunul a akegmnD KBhsi ck®ho szM§ remikno8kbpy mi kr

polarizaln2, fluorescenln2, konfok8l n2 nebo

3.2.1 Charakteristika metody

Pro zji gt DnodulLeubotytoroom e s tviz or k u§ skel apd wkdv s v I
mikroskop. K u r drehm parazitg e nzoalost@or f ol ogi cjkeldecnho tz n avkl Te
druhaVTel k8§ z k mij ke nos ko pRaraz§ n2Sr8 dHaemosporida Ize

identifikova t  n a pofllépkS eahdt yetdw o SeVha® hiain (R005.

PSi meng2mapi8i)t ge@2 né¢j prve pr ophdr@igke pSi pr
krevn?.DmdgeNDrpozorovsgn2 je provwd@dcpPoaginted ma:
i mer zn?2(hVa lokliel[jneas, 2 et@52004\eel dze2nssktarn®lneh dat s

16



spol 2t8 intenzitavpromteh¢cechTa] akospahetv? pa
10000 zkontr ol oyGadiréyethl, 1687yt r ocyt T

Visledek mikroskopovgn?2 z&JIled)®monsat ezckhu gpeonzoosr
(Val ki T nas, 208,52008)VaSke] ndAFElteagk inReoddbg t
kvi zkumpobyiyy pouze vzor kako.d @00® )ik palsigi®y .

studi i vzorky, kter® byly barveny roztokem
zpTsobilo, ¢ge |j&dra @Z&r awieoRTt Noyeaarengopyd tkr®D) v i
mogstyzovanich bunnhk, cog nasvDihDdVtug re®nrues p

Nekvalitn2 sn2mky mo h(Bichardekal, e s210i0t2 ,v &Ml |ekdikiyn a
2008)

3.2.2 Vyuziti mikroskopie pro detekci rodu Leucocytozoon

Mikroskopii pro d¢ e k c i vyugil iakmapS.(29vadhodku& S2 pr
dravodchycelnelsckh® vr.8pyu lyl iocdee b r Bknrya hwz acrTk yo b e ¢ n
(Accipiter nisuyak § Rat Bueshuteguni(chg byl a zji gadPna Koi
a to Leucocytozoon Trypanosoma a Haemoproteus | k d y @laemoproteus
alLeucocytozooj sou bl 2zce pS2buzn® druhy parazitT
Svobodlwl® a(2014) pouze 4,8 %.Leudogytozodn i t on
aTrypanosomab y |l a | ast Dj g2 (16, 6 %), cog je nejs
Prevalencd_eucocytozoonwr TznlT chr Tehkech hosti tidd02ch byl
( Svob etdlp20®)

Mi kroskopi ? bg zwWpfelal&n@lLeuwxgcytogdorilme z i jednot!l i vTin
studi e Sakab (1898)0/uwa®e 1996 byla mvdenceuk § B3 %, deake gt o
pozdDj i t o byTleont mo orZogzet 20 asouviserspol as 2 m, kte

ovlivRuj eédrmnioagws® vél ogen2 vekpomdc?2 Viiblrco pk
Zzaznamen8na Lleumcodcgtdzmora Trypanasgmauo r | a k SiAduilaa v ®h o
pomaring( Svobadotvi§pka, 1998)

Potvrzena byl a T adu®cytokoon Haéneprateas a Plasnmbdium
viednom hostiteli. Ze studi e, Adipterrnsuyse zal
vTureckyvy pl de §j, e VvNRsmM2 gpadizh infekc?2, neg i nf
soubor jedincT, ktoSpmabyl ar e ¢ a bpst&&ikaT .k 2Reraol tk
je nutn® visl edBalikayaet@lt 20165t udi e ovNSi t
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Sehgal akol. (2006a)d 2 k y sekvenaci PCR produktT obj
par azi tjug ¢ tc B&ipitgr spp.) auk § nButeogpp.) ikdy g do t® dob:
L.toddipovagovgn za ajzed iudrRacvgizelhl.plSehgalet al,

2006a) Valkil n aa&ol. (2010)t yt o odl i gnosti sekvan&kog? DN
mi kroskopi ck®my i ptodddirkeavegmk2ov 8§ ¢ ptl @glhaz mat i ck
vi bNRGgKkT hosytjistoaul szkn®a kbyy R kdy? keyicocytozoogp okc h& zep z £ ?
zj e s todBrbuiah T p o k § dUpjacrcazzciht T v ypu 8jcejc2hc 2sa e j medh
se tyto rysy Wivhgakn®k pSpat Bvajtbomuadot.gk nheh
Tyto dva druhy, k toddliry jmenavaliLo chdhi3il aiL.l buteorasd

Pr TmRDr n§ d®l a&tai clkclydho plvalzbm gk T makrag&detami n a p a ¢
amikrogametamiL. mathisi( host i t el a§Cens. tLSHuteonis(jheo s8 i t el k §
jsou tyto hodnoty 2@170 m( V a | ket dl,2G18)

3.3 Molekularni metody

I kgmngkr oskopovgn2 st 8§l e jsoekdisgozicNmadeé vmaljod?

metody kter® zkoumajmol dkol §rvrz2o r 8k opvorai ge2 v e j§|

metoda zalogeeB8nav®8s§Setaphsyw@® nPe sleke enaci

prodiEkt Bt uj 2 r Tz Rr®detekairodilhendogytozBo8R b NDgnN vyug
nested PCR Val ket&l,n2@08)nebo t ak® metoda vyu§zyaj?2c:
tzv. PCRRFLP ( z aRestrictior kr&yment Length PolymorphisrBeadell

aFleischer, 2005)

Z2sk8&8n2 sekme@R@MIEESNAdlowenet i,okpavaniadi zu
drihn Bp S§ A ov ® podmaz kgldojviaiDEher ® novhND z2skan
mo hou digkwsivfSy It o g e nzeat S aczke@mitiT LeucocytozooiiSehgalet al,

2006a, Waltheet al, 2016)

3.3.1 Polymerazova fetézcova reakce

Pol ymer §zov§ $et NuectoovdBa , r ekackezoelds deickova BNA e
ourlit®,svegkuweprtdimer T s pearn @ i £ Obwdé§ re RGRrse
zaslougil americkTl vvobedlessy IKam ay mrE3ai retkpsiddoiu | | i s
mol ekul §ravioced 9@ B o g & s & & TijNobeldvy cerni(Shampo a Kyle
200).Zaveden?2 t®to metody pro i ¢asumiver f z lkua mi pa
ptal 2ch kr gSehgaetdl,2@6a) azi t T
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3.3.1.1 Charakteristika metody

PCREp zalogena na principu cyklicky se opak
s ek T,kD A ® hjr a@®prineeynlPCR prvemSE&en2 zvan®m te
Tento pS2stSPajenat kg RODjmé mphou prob2hat vgec
kter® se |ig? (p@njatah®@y na tepl otu

Prvn2zm krokem je odmrdat umaolcesk udv oluNSBe6t pSico t e
Rozrug? s e v ovandlékolesr BNA,ndpjdet Kk g z v o | n N n 2 dvougr
avzni ku jednovN@& k nadd®| ONG . SetnBhow @sedibbtA

pSi prmmeeyn365 ( 5maet d.a2005) Primery jsou sekve
zn8§m® jako oktad @erdef|2e mtai doyr ot (Schedhdtn@etdlet Nz c e
1989. Od m2 sjsoup Kiema®r i mer y ,odp r50Eb 2 khEn cRE skvodrceim

synt®za novl BR7 Set XycenTt GpNgAop 1t Sle2dm§ ct v2 m ter
DNA-p ol y mer §ayDNAmpaop S/.meTth&mua aqmaticyfuDNA-p ol ymer §z a

z Pyrococcus furiosysPwo DNA-p o | y me PyBeoecus avoeseiDNA-p ol ymer 8z y

dok8§8¢g2 odol at DHApl ded@mtupGjeniTbgumogn2 op
az?2 sk8nADNktoad ki ka imi lviydbrrian®opmekvence nukl eot
( Gmaaet al,2005)

PS2tomnost odmplkiSka@an T klone r ol n2 Trae ak cs?epraa ak
technika je zalogen8 na pel akipudNe®rmapalDini
j sou poug2vsgny agar -zov® nebo fMagdgdank r y I a m
2012) VytvgSej?2 sl ogitou sniolekaly ®NA psothryibkutj B r u
Por ovn 8n2 mohyby mdiekubBNAsSr yc hl ostdz nfBonl®e kjueV. i Kk ost i
hmotnostn?2 Iszendjairsityit vel i ko.dMolekdyopaepwn®nl c
vel i kosti se na elektrofaKefTdak@Paad aglell zie pjre
nutn® obarven2 vhodnim barvivem (naps§. et i c
SYBR)( G maat al,2005)

Kanal Tze PGRsckukitoTudg2 vg metoordar 2z DANME sTeokuvt eon |
Zjist2meklposSavsr klv®@nz 23kvenddNeA n§s b edwsiD§ n a
sekvencemi W a t arb & psenBanknebo MalAvi T2m se stanov?2, jalk
zkouman§ DNAV aldkdbdl, 2GS Benscht al, 2009)
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3.3.1.2 Nested PCR

Protoge intenzita Llieumdcgdeaoie omykldns?oziiHageldtalr o d e m
2015)( t z n . mn opgrazitiav € WANAr ku je mal ®), je | astl
nested PCR. Oproti standardn?z VpORIgjie¢2t 8o
vnhDjayandzichn pve meév du KkTr2onc,2 cghe se pougij?2 dva
pravdPDpodobnost ampGmdet dka@00® sJpaekcoi fp oczki@hiov n 2
s e poug?2vs§ kp & € kifoidcehbgr a b @ botmzenamfi kk ®s k o pi ¢ kT
zkoum8n2 m kr @elgrénethl, 200d)zt Dr T

Vyuziti u detekce rodu Leucocytozoon

Pougdgit?2 specimogmdifikovatDNA fodoeeucpcytozoorRTzn2 aut oS
poug2vaj ? Ve svich studi 2a@aaprraVvzam® priome
(Tabulkal a2). Pro detekci rodl.eucocytozoors € hoj nD vyug2vsg8 obl as
mi t oc h on d nBersthet &al, 200)A/dat ab8z2ch je zastoupen
pr 8§u®to oblasti, proto je mogn® rrz§dlgddme®

novlich informac?2.

PSi pougit? met ody PCR mohou bTt ZjigtnDny
mi kroskopi ckT m pozHBHana skél.n(2005), ke Sq v jd in Ot iplrio is v

studi i pougi |l i protokol p okoli (2004).%Tento pastaps t e d
vgak uk8zal nelekanhD mall apaV?2d woarky,vnRt
mi kroskopov8§n2m potvrzen® jako pegativnz2, B

rTznTch postupT nested PCR mohouprbdtto tayutoo 9
pougi l i p r beucdaytbzeond & | g %0 d grotokole pogle Perkins &chall
(2002)(Hanelet al, 2015)

D2ky mognost.i sekvenace P CReugneytozoan kotddiie rs2e ot e
kompl exem kryptickTch dkolu(@0D6a)l identifixavalizi3d u h T .

i nfi kdvanldi ncTl i2h3itdddiTzRylctigeneti ck8§8 anallza
odl i Gudosthi] parug zistt Bj§8FRa. hdv¥slesk venc2ch mezi
dv Dmi i ni emi dosaho%¥%.ISghgapk dImDr ( B0 hda)nh ot § z ¢
druhy na dvhD odlign® mondhhmnkole 201@) koRrdila k upi n\
oddRl en2 t Ncht olL. chathisial. buteenisedruhdlr. toddiT Val ki I nas
et al, 2010)
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St 8§le | asthNjing8ssedn®2lkyekPERaai z2skanlch f
n o vhalotypy Ty objevil i Ciloglu akol. (2016)p S i sv®m vizkumu ture
Haplotypy L-BUTBUTO01 aL-C| AEO0 2, poch?8zeBuiteobutegak B NN | e
bNI oc hButeosrufiy ( se | i g2 pouzeCljAEHNOZ mbywlukn &lod 2
d S2 v&8§ d T o udh o kCharatififérme)( , k rdsl trwfderBed asr ost |l opr st
(Coraciiforme}, ale visledky t ®t olCisgluetdl, 2016nh e By ey npu
tak tSi n aod@Leukoayporoombjeviliy Hanel akol. (2015) vi nf i kovanT c |
j est S§b eActipitdrgersiinZzic s K ® r @aneldt &l,i201§)

Vroce 2016 byl a vyd S8leaocyozaorddalgornicus t Be rBt o ompo s
objevenl druh par aFEdlcospaneriugn Ac eplokgot vo® hcoe ppoel stt ur @
infikov8§no 13 jedincT. e lc\he nzc2es k@aaem®u by y tyo
sdat ab8z2 GenBank, ale NM8dm® sjtioprorc®&@Em® nPe kn
Rodov§ |linie tohototldmiuhbuieyi®e pig? hhkemmEehph §
(Strigiformeg ap N v ¢ Pasderifofmds n e gt Nani nallkegehgehtaSv§ bec h
(Waltheret al, 2016)
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Tabulka 1: PSehl ed p§&r T pr ipBaestfd PCRkdgtéks aadl ¢ h
Leucocytozoonmd r a.v c T

. . . Specifita
Primery Sekver38kE) (5E _ Odkaz
pri mer
HaemNFI CATATATTAAGAGAAITATGGAG Haemoproteus
(Benschet
Leucocytozoon |
HaemNR3|  ATAGAAAGATAAGAAATACCATTC Plasmodium | 2 2000)
HaemFL ATGGTGTTTTAGATACTTACATT
(Hellgrenet
Leucocytozoon
al., 2004)

HaemR2L CATTATCTGGATGAGATAATGGIGC

DW?2 TAATGCCTAGACGTATTCCTGATTATCCAG| Haemoproteus| (Perkins
Leucocytozoon| aSchall,
DW4 TGTTTGCTTGGGAGCTGTAATCATAATGTG|  plasmodium 2002)

DW1 TCAACAATGACTTTATTTGG Haemoproteus|  (Perkins
Leucocytozoon| aSchall,
DW6 GGGAGCTGTAATCATAATGTG Plasmodium 2002)
LeucoF TCTTACTGGTGTATTATTAGCAAC
(Sehgalket
Leucocytozoon
LeucoR AGCATAGAATGTGCAAATAAACC al., 2006a)

Tabulka 2: PSk yla@mbi nac?2 primer T pwudiytbisahuidg &ic hn e

roduLeucocytozoomd r av c 2 c h.

Studie Prlme.r.yl_<pou;Prlme.r.y_dout
amplifikaci amplifikaci
Ciloglu akol. (2016) HaemNFl, HaemNR3 HaemFL, HaemR2L
HaemNFI, HaemNR3 HaemFL, HaemR2L
Hanelakol. (2015)
DW2, DW4 DW1, DW6
Sehgak kol. (2006a)
DW2, DW4 LeucoF, LeucoR
Waltherakol. (2016)
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3.3.1.3 PCR-RFLP
Stanoven2my od lmoy friesst ruipk lowdu & inebdli PERRFLEN t T

j e metoda vyug2vaj?2c? Trydsot rarkd ynmy hd ccekn&@?2n u &k
SetNzeva TMAchvm8sit ®lchist i nBuckmgh&amy 2002y i DNA

Prvn2m krokem je ampAGR.i kTaycteo uanp Iti®hiok o/vsaenk®

pot® rozgtNDpeny vybranou restrikt8zou. M2 s
t voSkern§ot kou sekvenc?2 dvouSet Dz cEoRIrcohz gnmdlpek L
DNA vgdy, pokud nalezne sekvenci GAATTC) .

nazlvan®kdi@ed fragmeahgl| ykedekdy j(BudkingBgano u @
2012, d&baha2008)a

Vyuziti u detekce rodu Leucocytozoon

BeadellaF | ei scher (2005) pr o vHaamBspdridawD & &iu mn v 7|
pro single PCRorimery 213Fa3 7 2 R, kter® ampl i fHackhopjokeuso bl a's
aPlasmodium kde se nach8z?2 resesiinknkyhemddhidt o r 0z
Avgaekuk 8§zalieedy g jsou tyto rsmdeylLebcocitazaoe pS2 b
sekvence, kt er oXmni sex pNAzrod§ he@cocgaozaomevyskytuje
Srovng§n2nuwsllkevegndcodi] t S2  srpoedcTi f didkhia® 2i preodds t o
Leucocytozoon kter ® HHaeemoproteus@Rlamodiumn e n a c (Béadef

aFleischer, 2005) Tot o specifick® m2sto se vyznalu
kterou r oz &hkahBhzygXbelp b ¢ hzdakterieXanthomonas badrijZain

aRoberts, 1977) Tento eézym gt DPNA Leucocytozoonu kt er § byl a p S
ampl i f imetodol8 RGR na dva fragmentyo velikosti 109bp a54bp (Beadell

aFleischer, 2005)

Pougit?2 restrikln2ch endonukl e8§8z by mo h 1 c

odhal ovg&n2 sm2genich infekc?2 (Cdsgrovdakdh rodT,
(2006) pougil ipomet pdn? RF B&todyoroons $ii v iodkiu mu
mo g n @fekkesrody PlasmodiumaHaemoproteusKegt Np e n 2 p o Napli | i en

aEcoRV kt er ® r leeacgcytdz@opina Drdgentyo velikosti 173bp a352bp.
PSinal Tze visledkT odhaliiédi sm? gpen®m8&dedm@shb
spougmdgtctyrme k venov 8n2 ozomksinfekesyodemRBRl&smodilima 3

vzorkysi n f eo#lemBeucocytozoofCosgroveet al, 2006)
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Bohugel se mi nepodaSilo dohl edat v2.ce o0db
Uk§zsaad oyggle viznam metody pro anallzu sm2g
Vbudoucnu by tedy mohl ot @natt uv hvo?dcaeRa pvlihootvnast e
na nd@jl g ch vizkumnich projektech.

3.4 Porovnani metod

Detekce rodu LeucocytozoonmT g e khoTmtp | i k\odviamoSc.e §i j 2c2 ch [
intenzita infedpSd dvwyklDe km2eanvkn® ch roztnDr T
jednoduge zdeformovs8ny. Mor fologick® znaky
az 8§ r owredR Leucocytozooornen2 tol i k charakteuriosdTi ckT ¢

Plasmodiuma Haemoproteu¢Bennetta Campbell, 1975)

Mi kroskopie dee¢ epoiug P S8ltedcoytazsomaj e roodwul voj ovli
st8di 2 ,aeovpodke charakteristickI l(Kdneemor f ol

al., 2001) Ovgem mikroskopickIm pozorovsg§n2zm |
pS2tomn®ho ve zkouman®m vzorku, avgak ke z
(Bensch aAkesson, 2003) P S mi kroskopi ck®m pozorovs§8ns:

podm2nk8ch.poligg2da @l e piotue kvalitn2z wvzorky,
Pokud se krevn2 rozt Drhbyardwenzatwz carbk Th edzaajf d e
|l et ech, nTigree dohoojtati vabclor @k n Ple . n Sg ey Mint etl ank
dTIl eigkin@gstape| | i vost vhDdce préeaxgdbDpace pepok
nemhRl a uspRchapodjed@enl mzbpvekrgTsme3i2Empmito h| 2 § 2
(Val ketlaln2088) VpS2padhN zkoum&n2 velX8udhuseksninoo gs

prepar8tT), je mikroskbngleuhad§ mpenB®##ad nee
Nested PCR wWek@kosil op&2t &mnosti parazita Vv
mi kroskopi pomi@g2e me®tso metody rozligit [ ] e
Vihodou, Petke&ci stal2 i malTl vzanrSeskli elNAg,
sekvenace DNA umogn?2 (Helgreroega,e0d)i c®ogemnwaéll m
| ast® jsou falegnhD negativn? | i pozitivn?
p r i n{BeadEllaFleischer, 2005) Z&§r ov ®Ro | me ksdle cp &tl eba y b e
amatejraled | e napS2klad souprava na extrakec

pol ymer 8z a, apar a tduarl(ai2nparetod,a2005 K mir lorf @ K@ po vag r
stal? pSedevg?2m kvadada?2nau®drewvdhIWalthédro ok K o
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et al, 2016) Zhlediskac eny z § k| a d setak BCRy gilBlatv em®&n N v I hod
me t o d anikroskepig.

Podl| eTszt suRichatdakol. (2002)aJarviak o | . (2002) je PCR cit
mi kr os kopi c kPevaferce infekogvt8an|hd € tmo s proetododRCR se
pohybovala mezi 48B4 %,k de ptr @ val encne kz jois o lyla § dou?
pS2padech %larvidt 4l,2002, Righaret al, 2002)

Vn8vaznost. na visledky t NdWakid nsalkou(@do8). pr ov e
Zj i stili o ®rgieknr, o sgkeo pP U R n 2 j sou tRevllécest ej n
pt alhAemospopj i gnePdo§PCR byla54,2 %,v1 sl edek rmakkr osko
byl 53,6 %.0d | i gn®vpbesbwdg@Pma vige zm2nNDnimi vizk
viDdci met odol ogi ckd2np arddRicestt akdliKEDOR)s eV mT § e
jednat ppougi t 2 nekv@VYalt knét lalth2008)2Vaorkk Ayly d 1 e n§zor u
Val ki I namsee&k vaal kdIn.D obarven®, protoge roztok
let po jejichp 0 S2 zen?2 . Jako problematickou oznal uj
studii Jarvhoakol. (2002) Vt ® j e t ot i8jz opimubhreendjoesjtiadhe I mT po
| ervenl chkeskanowehk?2 intenzi@@O0iaerdetkeec)tpT).mN
mn o g s podlé nichnee d 0 s tkasted md® en2 pr AV &kloénwve tiemfye k
zobou st wedal, 2002 Richardt al, 2002)vedlykn § z,or@e mi kr oskopi
dostatel nD UleitnerksS ihaeptinaad 8 ckhied ipr avdDpodobn®,
byly zkKessle¢gm®Bm z8&vhDrTm | aikmne Sloll R008B)nas dc
Preval enceomba hanke@skdie bylda ®mN S a® 218§ a1,8%

(Kroneet al, 2008)

Z8roveR tyto sktounbiien awlea zmijk?r,osdetdyiPCRjg® anal
z8rukou visledkTcheti f @b e Gohpbwdiié@légu akaln 2
(2016) bNhem jv@jreckulz amN&&kru@®m na krevn? p a
Mi kr os km mebyl&§wkkal ousoviAsiougutd®nj ey ena g8dns§
Leuococytozoonu al e p Si vy hodn obylainfékee2 2 wdaraziteend k T P
potvrzenaan av 2 C byinowhj elveeBIABE®R.Y p Nd.o p a k mi kr os ko
pozorovsg§n?zm byl a ] asni LeuoocywrogneRtaamodikno i n f e k
aHaemoproteusik § NN B.buted 2 @ v g a k Ha2Mobroteuma b y | a p Si P
v Tbenmnp !l i f (Ckoglvegal,2016)
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Pougit?2 met odynrdF kueocyporoos ivIiwerklui t D zasl oug?
V kombinaci P CR j e pougiprio ta®tal Trzeut osdnyF yreind It hr o dh
spol ehl nefj g sekvlem@pak§ n2e kbbNeAhace DNA dok §¢
dr uhy @®v8&vzdrkn(osgroveet al, 2006)
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4 Zaveér
C2lem bakal §Ssk®mcpir §¢ et edrySron2v r e @mduge s hi
Leucocytozoorvd r av ap $Sehd epva@ydant  u c e | reetod p opuSied hepe d

detekci tohoto roduLeucocytozoome nédr avc2 ch natoli k prozkou
uost at n2 c hjeguddstitgl tolfot@Tar azi ta (napS. Passeri:
Anseriformesad a | @f¢zgm®na kv T i obt2gn®mu odchytu dr

Leucocytozoomylvdr avc2 ch pagyanhuhped &rdi Sraldoroforroe i t 2 (

aj est S @dwipitidad 2 DPr uhy t dcjhe we M® ssudodytezoch totidi, j s o u

L. mathisj L. buteonisalL. californicus Parazitn apad§ kr awmi2t Snu2Rkaor g §
pt §kdTaps§s. j 8tr a, NlegaitnanNplovyde  vRuj émdgitn
Preval ence judosphRkbdbehRDumggBHacT neg

K detekci rodu_eucocytozoos e poug2vaj?2 meamod)e knlli&rss $ckko® i
mikros k opi ck® pozorov8§n2 je st8l ekdywdohwiEgefek
rozligit parazity np&wzsh RgmidesikopiemT ge od I i vni
nNDkol i k faktorT. Vel mi aj8hb enpkstech anorfaldgia g e n 0 s
jednotlivich druhikvaS$t ejanPpotugk td Elhe yizto§ kjTe

VT z k u myLeucooytomoom a mo |l ekul §r n2 Y%r ov sni§ svlyeudgnovua j
sekvenac2 ampl i fi k ®v ddnaltcahiGsimBaakgMavi feio § NA .

ur |[kitterd@gans mu z2skan8 sekvenckyv Tl uk | oebovtyi kdlTe o
i nt enzit N Ldaucodytedoapee rneedud ast NDj i poug2vanou me
je citlivDj gz neg z8kl adnkal CR zmeltsamuba . v T Nk
metoda nal b8ech eprERFIRIPSPCRtudi u Leucocytozo
tato metoda vzungg anghlaby m2en weSt2ledkdetel&il rodu
Leucocytozooaby |l o by vhpdkhk® pEmbDyugto dal g2 vIizku

Vgechwvgdmet®ody nmladyiz Ssppvw®eyl.i mi naci falegnhD n
pozitivn2ch visledkT sev2cdeporedlouj,e ppSceuddeivtd??
z8§roveR mi kmowlsekowli &rknmPe nmet opdS? s kwmp lzeax muljug °
avDrohodnhj g2 visledky cel ® o vIizkumu.
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