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Abstrakt

Tisice papouskil po celém svéteé trpi nemocemi a dalSimi zdravotnimi komplikacemi, které
mohou mit zaklad v interakci mezi jejich imunitnim systémem a bakteriemi v jejich travicim
traktu. Pfredkladana diplomova prace si klade za cil pochopit souvislosti mezi projevy téchto
zdravotnich problémi, bunéénym slozenim krve a skladbou gastrointestinalni mikrobioty u
papouskt. Hematologické vySetfeni bylo provedeno u 198 krevnich vzorka 53 druht
papouskt. Slozeni mikrobioty bylo stanoveno kombinaci molekularniho pfistupu sekvenace
bakteridlniho genu pro 16S rRNA ze 132 vzorkl trusu, 12 vzorkl stfev, 228 kloakalnich
vytért a 236 vytérti zobdku odebranych celkem z 61 papouséich druhti a diagnostického
pristupu analyzou fekalnich natért Gramovou metodou. Byla zjisténa signifikantni zavislost
hematologickych parametrti na individualnich, environmentélnich a klinickych faktorech a
zaroven jejich zna¢nd mezidruhova variabilita. Hodnoty absolutniho poctu heterofilti a
lymfocytih se wukazaly jako wuZitecnéjsi pro monitorovani pribéhu infekénich a
autoimunitnich onemocnéni papouskii nez hodnoty H/L poméru. Nejkvalitnéjsim
ukazatelem pro sledovani projevii poruch chovani byly hodnoty relativniho poctu bazofili.
Byl odhalen efekt bakteridlni celedi Flavobacteriaceae, jako soucasti ordlni mikrobioty, a
bakterii Escherichia, ¢i Shigella, pfitomnych v bakteridlnich komunitdch v kloace, na hodnoty
H/L poméru. Analyza hlavnich koordinat zaloZzena na Bray-Curtisové distancich poukazala
kjasné nekonzistenci ve slozeni mezi mikrobiotou v ordlnich vytérech a ostatnich
mikrobiologickych vzorkach. Naopak vzorky zrliznych éasti stfeva vykdazaly ve sloZeni
mikrobioty znaénou spojitost. Zjistili jsme téz vyraznou vnitrodruhovou i mezidruhovou
variabilitu v mikrobidlnim slozeni vzorku trusu a kloakélnich vytérech. Zavéry této prace
jsou nejenom pfinosem pro zakladni vyzkum evoluce imunologickych adaptaci, ale zaroven

mohou mit prakticky aplikaéni potencidl ve veterindrni a zoohygienické praxi.
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Abstract

Thousands of parrots all over the world suffer from illnesses and medical complications that
can result from interactions between their immune system and bacteria in their digestive
tract. The aim of this master's thesis is to understand the link between symptoms of these
medical issues, the composition of blood and gastrointestinal microbiota in parrots. Using
the hematological methods, 198 blood samples representing 53 parrot species were analyzed.
The composition of microbiome was defined by combination of a molecular approach using
bacterial 16S rRNA gene sequencing in 132 fecal samples, 12 intestine samples, 228 cloacal
swabs and 236 beak swabs representing in total 61 parrot species and a diagnostic approach
by psittacine fecal Gram’s stain method. Significant association of hematological parameters
with individual, environmental and clinical factors was observed, as well as its considerable
interspecific variability. Absolute heterophile and lymphocyte counts have been shown more
useful for infectious and autoimmune disease monitoring than H/L ratio. Relative numbers
of basophiles were the best indicator for behavioral disorders. In relation to hematological
parameters, the effect of the bacterial family Flavobacteriaceae, as part of the oral microbiota,
and the bacteria Escherichia or Shigella, presented in the bacterial communities in cloaca, on
the H/L ratio was revealed. Principal component analysis based on Bray-Curtis distance
metric indicated that the oral swab microbiota differed from all other parrot microbiota
samples. In contrast, all intestinal specimens have shown considerable consistency in their
taxonomic composition. Among fecal, cloacal and oral microbiota, intra- and interspecific
variability in composition has been revealed. In conclusion, these results provide useful
information for the basic evolutionary-immunological research as well as having practical

potential in veterinary and zoohygienic practice.
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1 Uvod

Papousci (Psittaciformes) jsou socioekonomicky dtleZita skupina domadcich, nikoliv vsak ve
vétsiné priipadi domestikovanych, ptakid, ktefi predstavuji redlné riziko pro pfenos
nekterych infekcénich onemocnéni. Ro¢né je pfedmétem legalniho mezindrodniho svétového
obchodu 400 tisic papouskt vzacnych druhti zafazenych do seznamu CITES (dostupny z:

https://trade.cites.org/), celkovy svétovy objem prepravovanych papouskii tak bude v fadu

milionti jedincti rocné. Predkladana diplomova prace si klade za cil popsat vnitrodruhové a
mezidruhové rozdily ve vybranych hematologickych znacich u papouski, ziskat
odpovidajici data o variabilité ve slozeni mikrobioty v zaZivacim traktu papouskii a pokusit
se najit vztah mezi imunologickou variabilitou zprostfedkovanou sloZenim krevnich bunék,
kompozici mikrobioty a zdravim vySetfovanych jedinct. Aplikovan bude komparativni
pristup spocivajici ve srovnani dat o mezidruhové i vnitrodruhové variabilité. ZjiSténé
poznatky budou spojeny do uceleného zdvéru s ohledem na klinicky a evolu¢né-ekologicky
kontext. Jelikoz o souvislosti krevniho sloZeni s gastrointestindlni mikrobiotou chovanych
papousklt neni takika nic zndmo, tato diplomova prdce ma vyznam pro pochopeni role

variability pro imunologickou interakci papouski s mikroorganismy.

1.1 Hematologie

Mezi obecné znamé vlastnosti volné Zijicich papouskii patfi jejich schopnost maskovat
projevy onemocnéni a prezentovat se tak pfed moznym predatorem coby zdravy ¢len hejna
(Briscoe, Rosenthal a Shofer 2010). S ohledem k povaze praktického vysetfeni papouski,
které nebyva zdaleka tolik vypovidajici jako v pfipadé jinych zivocichii, nepodlehla tato
charakteristika domestikaci, a laboratorni testovani tak hraje vyznamnou roli v upfesnéni
diagnézy, sledovani zdravotniho stavu papousciho pacienta a v ovéfeni uéinnosti
terapeutického postupu (Sakas a Bauck 2002). Béhem tohoto testovani byvaji rutinné
aplikovany hematologické metody slouzici k vySetfeni hladiny hematokritu a koncentrace
hemoglobinu, za téelem poukdzani kupfikladu na moznou chudokrevnost, ¢i s dehydrataci
spojenou erytrocytozu vySetfovaného zvirete (Datta, Soni a Datta 1990, Velguth, Payton a
Hoover 2010, Minias 2015). Pro ucely morfologické klasifikace anémie je rovnéz vhodné
dopocitat erytrocytarni index MCHC (Fudge 2000). V rdmci hematologické analyzy se dale

stanovuji pocty erytrocytl (¢ervenych krvinek) a leukocytti (bilych krvinek). Vzhledem


https://trade.cites.org/

k morfologické (viz. kap. 3.2.2), vyvojové a funkéni (Horejsi et al. 2017) rozmanitosti bilych
krvinek se kromé jejich absolutnich poctli v krvi hodnoti i relativni zastoupeni jejich
jednotlivych morfologickych subtypt, tzv. diferencidlni pocet leukocytti. ZvySené, ¢i sniZzené
hodnoty vSech ¢i pouze konkrétnich subtyp(i potom mohou indikovat urcity chorobny stav,
pficemz za fyziologické jsou v pripadé ptaka obecné uddvany hodnoty leukocytii uvedené v
tabulce 1.1-I (Campbell a Ellis 2007, Fudge 2000). Pfi vztaZeni téchto parametrii na zdstupce
papouski je vSak nutné vést v patrnost jejich vnitrodruhovou a mezidruhovou
hematologickou variabilitu, a tedy i rozliSnost fyziologickych hodnot pro jednotlivé krevni
znaky (Fudge 2000). PfestoZe jsou tyto hodnoty zaznamendny pro nékteré papousci druhy,
nebyly popsany celoplosné napii¢ papousci fylogenezi (Briscoe, Rosenthal a Shofer 2010,

Drew, Joyner a Lobingier 1993, Polo et al. 1998, Vergneau-Grosset et al. 2016).

Tabulka 1.1-l. Fyziologicka rozmezi hodnot krevnich parametrd u ptacich taxoni (Campbell a Ellis 2007, Fudge 2000).

Hematologicky parametr Fyziologické rozmezi hodnot
Hematokrit (%) 35-55
Hemoglobin (g/l) 100 -180
Absolutni pocet erytrocytt (10'%/1) 2,00-4,50
Absolutni pocet leukocytt (10°%/1) 3,50 -15,00
Lymfocyty (%) 25-45

Heterofily (%) 45-75

Eosinofily (%) 0-2

Bazofily (%) 0-1

Monocyty (%) 0-3

Lymfocyty lze zafadit mezi agranulocyty lymfoidni linie a jejich pokles pod fyziologickou
mez u ptacich taxonii nejcastéji nastava v diisledku akutni virdlni infekce, kdy dochazi
k poskozeni Fabriciovy burzy (Chu et al. 2016, Hakimuddin et al. 2015, Maclachlan a Dubovi
2010), ¢i pfi kortikosteroidy vyvolané imunosupresi (Isobe a Lillehoj 1992). Lymfocytdza je
naopak pozorovatelnd pfi chronickych virovych infekcich (Hawkey et al. 1982, Rosenberg et
al. 1997, Godwin, Jacobson a Gaskin 1982, Fudge 2000), typicka je téz pro lymfoproliferativni
neoplasticka onemocnéni (Rossi 1998, Coleman a Oliver 1994, Baker 1980). Leukocytoza vsak
primarné nastava pfi zvySeném mnozsvi heterofilnich granulocytt v krvi. Cytochemicky se
daji ptaci heterofily od savéich neutrofilti odliSit na zdkladé chybéjici peroxidazy a kyselé

fosfatazy v granulech, jejich fagocytarni aktivita vSak ztistdva podobnd (Daimon a Caxton-



Martins 1977). Heterofilie je casto pozorovatelna v dusledku fyziologického stresu, jenz
muiZe nastat v souvislosti s transportem (McRee et al. 2018, Scope et al. 2002, Parga, Pendl a
Forbes 2001, Gross a Siegel 1983), snizenym prfijmem potravy (Maxwell, Hocking a
Robertson 1992) ¢ vystavenim jedince chladu (M. H. Maxwell 1993). ZvySeni poctu
heterofil v ptaci periferni krvi vSak muize slouZit jako indikator zanétlivého onemocnéni
(Srinivasan et al. 2013), pozorovatelné je pfi bakteridlni septikémii, akutni chlamydioze,
tuberkuloze, ¢i plisnovych infekcich (Vaz et al. 2016, Salazar, Teves a Ii 2018, Sioson a
Tacuboy 2017, Razmyar et al. 2016, V. Schmidt et al. 2008, Forbes, Simpson a Goudswaard
1992, Fudge 1997, Fudge 2000). Naopak heteropenie je v souvislosti s onemocnénim
v ptipadé ptacich pacientd méné béZzna (Donnelly et al. 2018, Canny et al. 1999), objevit se
muze v disledku akutni cirkovirozy (Fudge 2000). Nizsi pomér heterofilti k lymfocytiim

(H/L) je ovSem u nékterych druhti, napfiklad amazonanti, obvykly (Fudge 2000).

Monocytéza u ptaki primarné nastava v dasledku celkového zanétu, méné casto jako
odpovéd na stres. Narust monocyti v periferni krvi indikuje jejich zvySeny tok do tkani a
transformaci na makrofagy (Campbell a Ellis 2007). Proto byva nejcastéji monocytoza
zpozorovana jako pravodni jev chronickych infekci, tedy napfiklad u chlamydidzy,
tuberkulozy, aspergildzy ¢i mykobakteridzy (Salazar, Teves a Ii 2018, Razmyar et al. 2016, V.
Schmidt et al. 2008, Forbes, Simpson a Goudswaard 1992) a v disledku chronickych
granulomatoznich zanéta (Ferrer et al. 1997, Hannon, Bemis a Garner 2012). Dal$im pta¢im
procesu samotného hematologického vyhodnocovani, ale i do nasledné klinické interpretace.
Nejen, Ze existuje variabilita v morfologii eosinofilii v ramci jednotlivych druhti ptaka
(Fudge 2000, Lucas a Jamroz 1961), coz muize zplisobovat nesrovnalosti a chybovost v ramci
laboratornich analyz, ale panuji i nekonzistentni ndzory ohledné asociace narustu poctu
eosinofilti s parazitdrni ndkazou (Drew, Joyner a Lobingier 1993). Prestoze se vyskytuji
pripady ptaku postizenych parazitarni infekci se soucasnou eosinofilii, je pravdépodobné, ze
tento krevni stav nastal az sekunddrné (Deem et al. 2005, Fudge 2000). Eosinofilie se také
nekonzistentné objevuje jako dusledek poskozeni tkané, ovsem v pfipadé kozni
hypersenzitivity spojené s vytrhavanim pefi pozorovana nebyla (Fudge 2000). Jinym typem
granulocytli v periferni krvi ptakti jsou bazofily, jez jsou ve srovnani se slozenim savci krve

pritomné ve vétsich poctech, tyto pocty se vSak lisi i mezidruhové v ramci ptacich taxont.



Jako efektorové burky jsou bazofily schopné fagocytdzy a degranulace, proto je narust jejich
hodnot spojovan s celkovym zanétem. Bylo popsano, Ze bezofily reaguji na chemotaktické
lymfokiny a ve sméru jejich gradientu migruji do mista zanétu (M. Maxwell a Robertson
1995). Silny stres v dtisledku hladovéni ¢i prehfati pri transportu mize také vést k nartstu
bazofilt (M. Maxwell 1993, M. Maxwell a Robertson 1995). PrestoZe jsou vyssi pocty v ramci
neékterych papouskii, napfiklad u rodu aratinga, béZzné, obecné lze povazovat vyskyt
bazofili v periferni krvi papouski za nezvykly (Fudge 2000). Bazofilie se mtiZe objevit ve
spojitosti s poskozenim tkané, u papouskt je vSak znatelnd zejména v dtsledku aktivniho

onemocnéni chlamydiézou (Fudge 1997).

Hodnoty hematologickych znakti, zejména pak H/L pomér, maji kromé diagnostického
vyuziti i vyznam pro ekologické vyzkumy jako srovnavaci nastroj k posouzeni miry stresu
(Hoi-Leitner et al. 2001), rozdilti mezi vékové odliSnymi skupinami jedinct (Salvioli et al.
2006), ¢i rozdilti mezi pohlavimi (Ots, Murumagi a Horak 1998). Hladiny hematokritu byly
potom vztaZeny do souvislosti s vyZivovym stavem (Svensson a Merila 1996), energetickymi
vydaji (Saino et al. 1997) ¢i pohlavim zkoumanych jedinct (Ots, Murumagi a Horak 1998).
Analyza krevnich parametrti tak nasla uplatnéni i jako posuzovaci néstroj v rdmci vyzkumu
adaptaci na habitat (Ots, Murumagi a Horak 1998), dostupnosti potravy (Hoi-Leitner et al.
2001), migrace (Svensson a Merila 1996), ¢i ornamentace a pohlavni selekce (Saino et al.

1997).

Hematologie tak kromé dopliikového vyuziti pro posouzeni zdravotniho (Moreno et al.
1998), kondi¢niho (Ewenson, Zann a Flannery 2001) ¢i reprodukcniho stavu (Merino a
Barbosa 1997) miize poslouzit i jako Sirokospektralni srovnavaci prostiedek pro ekologicky

zaméfené vyzkumy.

1.2 Mikrobiota

Zazivaci trakt zivocdichu je osidlen miliony fylogeneticky a metabolicky rozliénych
mikroorganismti, tzv. mikrobiotou (McFall-Ngai et al. 2013), které hraji zdsadni roli
v travicich a imunologickych procesech nezbytnych pro zachovani kondice a zdravi (Lee a

Hase 2014). Tento stav je vysledkem milidny let probihajicitho procesu zvaného koevoluce,



tedy synchronizované evoluce mikrobioty s hostitelem (Giraud et al. 2001), kdy v souladu
s prijimanou potravou a typem stfeva (Ley et al. 2008) a v souvislosti s imunitnim systémem
(Sedaghat a Karimi Torshizi 2017, Slack et al. 2009) vznikaji specificka bakterialni
spolecenstvi. Evoluce dala vzniknout mnoha pta¢im skupindm s rliznymi anatomickymi,
tyziologickymi a potravnimi specializacemi. Tento fakt ¢ini ptaky zajimavymi organismy pro
studium hostitelsky asociovanych mikroorganismti, protoZze pravé vysokd mezidruhova
hostitelska diverzita pomaha ke vzniku rtizné preferovanych podminek pro Siroké spektrum
rozlicnych mikroorganismti. Pfesto je vyzkum popisujici vztah mikrobioty a zdravi
zaméfeny na ptaky jen zcela zfidka (Kreisinger et al. 2018) a pokud ano, nejvétsi pozornost je
vénovana domestikovanym kurtim (Choi, Lee a Sul 2015), patrné z diivoda vyuziti téchto

zvitat jako zdroje potravy.

Tisice papouskt rtiznych druhti pfitom ziji po celém svété v kontaktu s lidmi a jejich majitelé
jsou vystavovani trusu a dalSim sekretiim, jeZ mohou slouZit jako rezervoar patogennich
organismu (Collins, Flanagan a Henning 2012, Xenoulis et al. 2010, Brilhante et al. 2010,
Gomes et al. 2010, Thomas, Hunter a Atkinson 2007, Smith et al. 2005, Morishita et al. 1996,
Spenser 1991, Panigrahy, Clark a Hall 1983, Britt, Howard a Rosskopf 1980, Panigrahy et al.
1979). V diisledku toho ma studium jejich mikrobioty kromé evolucniho aspektu vztahu

hostitele a mikroorganismu vyznam i pro komunitu veterinarni a humanni mediciny.

Pfi kompletnim veterindrnim vySetfeni papouskil hraje vyznamnou roli analyza fekalnich
natért Gramovou metodou. PrestoZe nelze na jejim zdkladé definitivné urcit diagnoézu,
umoznuje  okamzity pohled na  procentudlni slozeni bakterii  pfitomnych
v gastrointestinalnim traktu v dobé odbéru vzorku trusu (Leboffe a Pierce 2011, Sakas a
Bauck 2002, Gibbons et al. 2002). Béznd mikrobiota v zazivacim traktu papouskd,
pozorovana na fekdlnim natéru barveném Gramovou metodou jako grampozitivni, tedy
modfe zabarvend, pfedstavuje jak aerobni, tak anaerobni zastupce bakterii (Ritchie et al.
1997, Bangert et al. 1988). Piestoze nejbéznéjsi patogenni druhy bakterii izolovany z trusu
papouskit jsou gramnegativni, tedy cdervené barvené, prezence nizkého mnoZstvi
gramnegativnich bakterii ve fekdlnich vzorcich je povazovana za standardni. Populace s 10
% gramnegativnich bakterii je tedy typicky zhodnocena jako v mezich normy (Sakas a Bauck

2002). Mezi béZznou komponentu stievni mikrobioty nestresovaného papouska



pozorovatelnou na fekalnim ndatéru vsak nepatfi gramnegativni celed Enterobacteriaceae
zahrnujici jak druhy s patogennim potencidlem, kuptikladu Salmonella (Sawa et al. 1981,
Panigrahy et al. 1979), Acinetobacter spp. (Ritchie et al. 1997), Escherichia coli (Becker
Saidenberg et al. 2012, Graham a Graham 1978), tak druhy oportunistické (Ritchie et al.
1997).

V souctu lze uvést, Ze béZna kompozice aerobnich bakterii v trusu papouscich jedinct je
tvofena grampozitivnimi ty¢inkami bakterii Lactobacillus, Bacillus, Corynebacterium a
Streptomyces sp. Dale grampozitivnimi koky bakterii Staphylococcus epidermidis, Streptococcus
faecium durans, Aerococcus a Micrococcus sp. a gramnegativnimi tyc¢inkami Pseudomonas sp.,
Enterobacter cloacae, Alcaligenes faecalis, Flavobacterium odoratum, Klebsiella oxytoca (Allegretti et

al. 2014, Ritchie et al. 1997, Bangert et al. 1988).

1.3 Cile prace
A¢ jsou vySe uvedena klinicko-ekologickd odvétvi hematologie a mikrobiologie Siroka a
riznorodd, rozhodla jsem se pro jejich propojeni v uceleny vystup, zohlediiujici individudlni,

environmentalni a klinické faktory u papousk.

Mym primarnim zdmérem bylo prozkoumat vnitrodruhové a mezidruhové rozdily ve
vybranych hematologickych znacich u papouskli a rovnéz se pokusit zjistit, zda mohou mit
tyto vysledky vyuziti pfi uréovani veterindrni diagnoézy. Zakladem pro toto zjisténi byla
hematologickd analyza zahrnujici zejména vysetfeni absolutniho a relativniho poétu rtiznych
typi leukocyti a dale urceni koncentrace hemoglobinu, hladiny hematokritu a

erytrocytarniho indexu MCHC v krvi papouski (v. kap. 3.2).

V souvislosti s aktudlnim trendem masivniho paralelniho sekvenovani, v dtisledku ¢ehoz je
dostupné velké mnozstvi kompletné osekvenovanych bakteridlnich genomt, jsem se
rozhodla pro urceni taxonomického slozeni gastrointestindlni mikrobioty u papousku. Pro
tento vyzkum jsem vyuzila sekvenaci bakteridlniho genu pro 16S rRNA genu ze vzorku
trusu, dvou rtznych segmentti stfeva, kloakdlnich vytérti a vytéri zobdku papouscich
jedincti. Gen pro 16S rRNA je typicky stfidanim variabilnich a konzervativnich oblasti a jeho
vyuziti je tak pfi analyzach konkrétnich bakteridlnich taxont rozsifené, avsSak presnost

analyzy je zavisla na vybéru primerti (v. kap. 3.3.1) (Klindworth et al. 2013).



Analyzu fekalnich natérti barvenych dle Grama (v. kap. 3.3.2) jsem provedla nejen za tcely
okamzité diagnostiky, ale také ve snaze o ziskdni materidlu pro porovnani vysledki
sekvenace bakterialniho genu pro 165 rRNA a urceni, do jaké miry jsou vysledky ziskané

tradi¢nimi a modernimi metodami konzistentni.

Ziskané hematologické a mikrobiologické vystupy jsem se rozhodla findlni statistickou
analyzou propojit v celek a zjistit tak, zda existuje souvislost mezi taxonomickym sloZenim

gastroinstestinalni mikrobioty a variabilitou hematologickych parametrti u papouski.



2 Vzorky a datovy soubor

21 Experimentalni zvifata

Pro ucely této korelativni studie byla sbirana data a vzorky chovanych papouski vSech
druhd, ktefi prosli vySetfenim u spolupracujicich veterinarnich lékaft na veterindrni klinice
Avetum (49°15'28.9"N 16°35'36.0"E) a veterinarni ordinaci StarVet (49°42'15.8"N 13°28'02.4"E)
mezi fijnem roku 2017 a zafim roku 2019. Aby vSak bylo mozné provést fylogeneticky
relevantni analyzu zkoumanych dat o sloZeni mikrobioty a ziskani pfedstavy o mezidruhové
variabilit¢ v hematologickych parametrech, bylo potfeba v ramci fadu papouskii pokryt
vybranymi zdastupci spektrum existujicich fylogenetickych linii. Dataset byl tedy béhem
kvétna aZ zari roku 2019 dale obohacen o vzorky jedinct dalSich vybranych druhti ziskanych
v ramci spoluprace se zajmovymi chovateli papouski a veterindrnim persondlem
zoologickych zahrad v Zoologické a botanické zahradé mésta Plzné (49°45'27.8"N
13°21'35.5"E), v Zoologické zahradé Brno (49°13'48.5"N 16°32'00.2"E) a v Zoologické zahradé
Liberec (50°46'38.1"N 15°04'52.6"E). Papousci poskytnuti chovateli byli vzorkovani v
prostorach Prirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy (50°0420.2"N 14°2527.1"E).

2.2 Postup sbéru dat a vzorkt

V rdmci procedury byly sbirany vzorky krve, trusu a vytéry kloaky a zobdku, jejichz odbér
byl proveden veterindrnim lékafem. VZdy byl nejprve majitelem zvifete podepsan souhlas se
zpracovanim odebranych vzorkt a tdaji pro vyzkumné ucely a s naslednou archivaci v

Genetické bance Katedry zoologie PfF UK.

Poté byly od majitele vyzddany informace o druhu, varieté, pohlavi, véku, ptivodu a
odchovu, tedy zda byl jedinec odchovan s rodici, ¢i rucné. Poté byl zjistovan typ chovného
zafizeni, Cili zda je vzorkovany papousek chovan ve vnéjsi voliéte, nebo ve vnitini kleci a
zda jednotlivé, ¢i v paru, nebo v hejnu. Dotazovali jsme se také, jestli je papousek v dobé
vysetfeni hnizdici, ¢i nehnizdici a majitelé ndm poskytli informace ohledné typu potravy,
predchozich onemocnéni a eventudlni stavajici medikaci. Posuzovan byl i vyzivovy stav
zvitete. Do zaznamovych karet byly déle uvedeny tdaje o délce béhdku (od stfedu
intertarsalniho kloubu k distdlnimu konci tarsometatarsu) papouska, zméfeného pomoci
digitalniho posuvného méfitka s presnosti na 0,0lmm (Kinex 6040.2, Kinex Measuring,
Ceska republika) a po zvaZeni zvifete pomoci digitalni véhy i o jeho hmotnosti. Od vaZeni a
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meéfeni bylo upusténo v piipadech, kdy majitel poskytl zpravu, Ze by takovyto postup mohl
byt pro daného jedince stresujici. Dale byly zapsany projevy infekénich chorob (napt.
zahlenéni hornich cest dychacich, konjunktivitida, periorbitalni otoky, kasel, dusnost,
kychani, septikemie), metabolické a zaZivaci obtiZe (napf. obezita, zvraceni, Spatné traveni,
anorexie, ztrata hmotnosti, polyurie/polydipsie), zmény a poruchy chovani (napf. Skubani
per, stereotypni pohyby, apatie, slabost) a symptomy indikujici autoimunitni poruchy (napt.
atopie, ulcerativni dermatitida). Jestlize byl jedinec krouzkovan nebo ocipovan, cislo

krouzku nebo kéd ¢ipu byly taktéz zaznamenany (obr. 2.2-I).

Pokud to bylo s ohledem na povahu vySetfeni Zaddouci, byla sbirdna data o vysledcich
diagnostiky béZznych patogenti (napf. viry, chlamydie) komerénimi laboratofemi, vysledcich
cytologického vySetfeni choandlnich vytért, popf. vysledek pitvy, pokud jedinec nasledné
uhynul. Tyto parametry vSak nebyly pro relativni fidkost zdznamt v této praci hodnoceny.
Cést jedincti vykoupenych od zajmovych chovateltt byla utracena za téelem odbéru

vybranych tkanovych vzorka z vnitfnich organti.

2.2.1 Odbér vzorka pro mikrobiologickou analyzu

Po prevzeti byl jedinec umistén do prostoru s novou vlozkou filtra¢niho papiru v kleci pro
eventualni odbér trusu. V pripadé defekace byla bezprostfedné odebrana pevna cast trusu
sterilizovanou pinzetou anebo sterilnim vytérovym tamponem. Sterilizace pinzety probihala
ozehem (ndstroj byl vzdy ponechan vychladnout, aby nedoslo k degradaci DNA v dtsledku
zvySené teploty). Pokud neSlo jinak, byl v nékolika ojedinélych pfipadech trus odebran
z ptepravky, ve které byl pacient donesen do ordinace, ¢i z voliéry, kde bylo zvife chovano.
Tato informace vSak nebyla déale zohlednéna. Vzorek trusu byl vloZzen do Sroubovaci
kryozkumavky vyplnéné sterilnim 99,8% ethanolem, zkumavka byla popsana specifickym
kédem jedince a typem vzorku a nakonec uloZena do mraziciho boxu o teploté -20 °C. Cast
trusu byla dale nanesena na mikroskopické podlozni sklo a pomoci druhého podlozniho skla
byl z této éasti trusu vyhotoven fekalni natér. Natér byl popsan, ponechan k uschnuti a

ulozen do kazety.



Dale byl kazdému jedinci proveden vytér kloaky sterilnim vytérovym tamponem
(FLOQSwabs, Copan, Italie), ktery byl taktéZ uloZen do Sroubovaci kryozkumavky s 99,8%
ethanolem, oznacen a dale uchovavan pfi -20 °C. Nasledné byl zvifeti jemné pootevien
zobak pomoci sterilizované pinzety a s vyuzitim sterilniho vytérového tamponu byl zejména
v oblasti choan proveden vytér. Vytérovy tampon byl dale zpracovdn a uchovan stejnym

zpusobem jako predeslé.

V pfipadé uhynulych ¢i utracenych jedinct byly béhem pitvy sterilizovanymi néstroji
odebrany vzorky tkdné dvou odliSnych casti traviciho traktu. Mezi tyto céasti se fadil
koncovy tsek tenkého stfeva nachéazejici se pfiblizné 1 cm od napojeni na tlusté sttevo, ileum,
a samotné tlusté stfevo, colon. Tyto tkanové vzorky byly taktéZ uchovavany v oznacené

kryozkumavce vyplnéné sterilnim 99,8% ethanolem pfi teploté -20 °C.

2.2.2 Odbér vzorku pro hematologickou analyzu

Pokud byl umoZnén odbér krve, byl proveden heparinizovanou (Heparin inj. 1x10 ml,
Zentiva Group, Ceska republika) stiikackou s jehlou punkci jugularni Zily (v. jugularis), & v.
basilica v irovni mezi proximalni a distalni tfetinou kosti pazni (humerus). Pro odbér krve u
malych jedincti (pod 300g) byl vyuzit insulinovy set (1 m1/100 IU 0,3x12mm, Braun Omnican,
Covetrus, USA), u vétsich jedinca byla pouzita injekéni stfikacka (2 ml, Chirana T Injecta,
Covetrus, USA) sjehlou (0,5x16 mm 25G, Medoject, Covetrus, USA). Odebrané mnozstvi
krve tvofilo maximdlné 1 % hmotnosti jedince (0,2-2,0 ml). Misto odbéru bylo pred
zakrokem oSetfeno dezinfekénim tamponem. Nasledné byla kapka krve nanesena na
podlozni sklo pro zhotoveni dvou kusti krevniho natéru. Skla byla popsana, ponechdna
k uschnuti a uloZena do kazety. Krevni roztéry byly vyuzity pro vySetfeni diferencidlniho
poctu leukocytti. 20-100 pl krve bylo dale odkapnuto do sterilni zkumavky s 96% ethanolem,
zkumavka byla oznacena kddem jedince a uloZena do mraziciho boxu o teploté -20 °C. Tento
vzorek dale poslouZil jako materidl pro molekularni determinaci pohlavi jedince. Dale bylo
do sklenéné hematologické bariky s 2985 ul Natt-Herrickova roztoku (Dr. Kulich Pharma,
Ceska republika) pfiddno pipetou s pfedem heparinizovanou $pickou ptes podlozni sklo 15
ul krve. Barika byla oznacena a krouzivym pohybem se zajistilo promichani krve s roztokem.
Takto uchovand krev dale poslouzila pro vySetfeni absolutniho poctu erytrocytti a

leukocytli. Pro vysetfeni hematokritu bylo dale 30-50 ul krve uloZeno bud do suchych
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kryozkumavek, dale uchovavanych v mrazicim boxu pfi teploté -80 °C, ze kterych byla
nasledné krev nabrana a vpravena do sklenénych kapilar (Heparin Na; 75mm/60ul,
Keraglass, Ceska republika), nebo rovnou do piipravenych kapilar ze stfikacky. Naplnéné
kapildry byly oznaceny Stitkem. Zbytek krve byl stocen, sediment a supernatant, tj. krevni
plasma, byly umistény do samostatnych zkumavek, popsany a taktéz zamrazeny v mrazicim
boxu pfi -80 °C. Vzorky byly dale pfevezeny do laboratofe na Pfirodovédecké fakulté
Univerzity Karlovy v Praze a nejpozdéji do druhého dne vySetfeny na absolutni pocet

¢ervenych a bilych krvinek.

V pfipadé vzorkti krve ziskanych MVDr. Grymovou bylo provedeno vySetfeni na
Veterinarni a farmaceutické fakulté v Brné (MVDr. Knotkova). Postup byl obdobny jako vyse
popsany, pouze s odchylkou pfi fedéni krve Natt-Herrickovym roztokem spocivajici v

pridani 25 ul krve do 4975 ul roztoku.

dr. Michal Vinkler PAPOUSCI 2017 — odb&r genetickych a mikrobiologickych vzorkii veterindrnimi l1&kafi

xs: 3§ Kot roologie, PrE UK Experimental Protocol: EP-EEI-MV201702 vl
INFORMACNI UDAJE ODBER VZORKU
Kod jedince Datum Vzorky na mikrobiom
(IN-¥¥Y¥Y-nnn) |:| wytér kloaky |:| fekalni natér
Majitel |:| vzorek trusu I:l wytér zobaku
Varianta A - odbér krve je moiny Varianta B — odbé&r krve neni mozny
Druh Pohlavi |:| odbér krve D rostouci pera (v toulci)
D samec |:| krevni natér (2ks)
Varieta D samice |:| vzorek do 96% ethanclu (na DNA)
nezname zbytek zaslat dr. Knotkove na VFU
Pivod Odchov I:‘ s rodici VEk Délka bhdku Vaha Vyiivovy stav
D umeéle
Typ chovného zafizeni |:| v hejnu pozn. DIAGNOSTIKA
|:| vnejEi |:| vaoligra |:| v paru Symptomy infekénich chorob Metabolické a zaZivaci obtize
D vnitini |:| klec |:| jednotlivé |:| zahlenéni hornich cest dychacich |:| obesita
Potrava V dobé wySetieni |:| konjunktivitida |:| Tvraceni
[ Innizdici [ ] nehnizdici |:| periorbitaIni otoky |:| Zpatné traveni
Cislo krouzku Eislo Eipu |:| kazel |:| anorexie
dusnost |:| ztrata hmotnosti
Pfedchozi onemacnéni Stavajici medikace |:| kychani I:l polyurie/polydipsie
septikemie jine:
jine:
Symptomy indikujici auteimunitni poruchy | Zmény a poruchy chovani
|:| atopie D Skubani per
|:| ulcerativni dermatitida |:| stereotypni pohyby
Pozndmky D jiné: |:| apatie
|:| slabost
I:‘ jine:

Obrazek 2.2-1. Zdaznamova karta vypliovana béhem vzorkovani pro kazdého jedince. Autor: RNDr. Michal Vinkler, Ph.D.,
Mgr. Zuzana Swiderska, Sylvie Dlugo3ova.

11



2.3 Charakteristika datasetu

Béhem procesu odbéri bylo ve spolupraci s veterinarnimi lékafi ziskano celkem 294
krevnich vzorkt, 151 vzork trusu, 252 vytéra kloaky a 247 vytért zobak(i pochézejicich z
celkového poctu 308 jedinctt 69 raznych druhti (obr. 2.3-I) z 28 rodt (tab. 2.3 I) papouski
chovanych mezi lety 2017 a 2019. V nékolika pfipadech nebylo mozné béhem vzorkovani
jedince odebrat kazdy typ vzorku. Dale bylo ziskano 12 vzorkd tkani z dvou rtiznych
segment( stfeva, konkrétné 6 vzorkt ilea a 6 vzorkt colonu pochazejici z 6 druhti papouskd,
papouska zpévavého (Psephotus haematonotus), agapornise razohrdlého (Agapornis roseicollis),
neofémy ozdobné (Neophema elegans), papouska vinkovaného (Melopsittacus undulatus),
korely chocholaté (Nymphicus hollandicus) a papousicka Sedokiidlého (Forpus coelestis).
Krevni vzorky byly obstardvany za ucelem hematologického vysetfeni (v. kap. 3.2) a
molekuldrné genetického stanoveni pohlavi (v. kap. 3.1), ostatni jako biologicky materidl k
extrakci bakterialni DNA pro analyzu sloZeni gastrointestindlni mikrobioty papouscich

jedincti (v. kap. 3.3).
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Obrazek 2.3-1. Konsensualni fylogeneticky strom znazorfujici pfibuzenské vztahy mezi 69 druhy ovzorkovanych papouska
fadu Psittaciformes, véetné uvedenych poétl jedinct. Jednotlivé stromy byly zkonstruovany pomoci nastroje BirdTree
(dostupné z: https://birdtree.org/subsets/), konsensus byl vytvofen v programu R (R Development Core Team 2017) a
upraven v programu FigTree (dostupny z: http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).
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Tabulka 2.3-1. Rody papouskt z fadu Psittaciformes reprezentujici dataset 308 jedincl, ovzorkovanych v ramci této
diplomové prace mezi lety 2017-2019, a jejich frekvence v tomto datasetu. Pro kaZdy rod je uvedena éeled’ a podceled a
jeden pfiklad druhu, uvnité rodu zahrnutého, s ¢eskym nazvem. *Biogeograficka distribuce uréena podle Sargatala a

Haffera (1997).
Rod Celed Podceled Zahrnuty druh Autor Distribuce *  Frekvence %
Amazona Psittacidae  Arinae Amazonan bélocely Sparrman, 1788 Neotropicka 73 23,7
Psittacus Psittacidae  Psittacinae Papousek sedy Linnaeus, 1758 Afroasijska 51 16,56
Poicephalus  Psittacidae  Psittacinae Papousek konzsky Jardine, 1849 Afroasijska 26 8,44
Ara Psittacidae  Arinae Ara zelenokridly G. R. Gray, 1859 Neotropicka 25 8,12
Melopsittacus Psittaculidae Loriinae Papousek vinkovany Shaw, 1805 Australasijska 18 5,84
Pionites Psittacidae  Arinae Amazonek bélobfichy Kuhl, 1820 Neotropicka 18 5,84
Agapornis Psittaculidae Agapornithinae Agapornis Fischerdv Reichenow, 1887  Afroasijska 16 5,19
Pionus Psittacidae  Arinae Amazdnek bronzovokfidly Fraser, 1841 Neotropicka 11 3,57
Coracopsis Psittacidae  Arinae Vaza velky Shaw, 1812 Afroasijska 8 2,6
Eolophus Cacatuidae  Cacatuinae Kakadu rGzovy Vieillot, 1817 Australasijska 7 2,27
Eclectus Psittacidae  Arinae Eklektus rGznobarvy Midller, 1776 Australasijska 7 2,27
Neophema Psittacidae  Arinae Neoféma modrohlava Gould, 1841 Australasijska 7 2,27
Cacatua Cacatuidae  Cacatuinae Kakadu Zlutocecelaty Latham, 1790 Australasijska 5 1,62
Psittacula Psittaculidae Psittaculinage  Alexandr maly Scopoli, 1769 Afroasijska 4 1,3
Neopsephotus Psittacidae  Arinae Neoféma Bourkova Gould, 1841 Australasijska 4 1,3
Nymphicus Cacatuidae ~ Nymphicinae  Korela chocholata Kerr, 1792 Australasijska 3 0,97
Diopsittaca Psittacidae  Arinae Ara Cervenoramenny Linnaeus, 1758 Neotropicka 3 0,97
Alisterus Psittaculidae Psittaculinae  Papousek karminovy E. P. Ramsay, 1879 Australasijska 3 0,97
Anodorhynchu. Psittacidae  Arinae Ara hyacintovy Latham, 1790 Neotropicka 3 0,97
Aratinga Psittacidae  Arinae Aratinga slunecni Linnaeus, 1758 Neotropicka 2 0,65
Primolius Psittaculidae Psittaculinae ~ Ara marakdna Vieillot, 1816 Neotropicka 2 0,65
Deroptyus Psittacidae  Arinae Amazonan véjifovy Linnaeus, 1758 Neotropicka 2 0,65
Alipiopsitta Psittacidae  Arinae Amazonan Zlutobfichy Spix, 1824 Neotropicka 2 0,65
Psephotus Psittaculidae Psittaculinae  Papousek zpévavy Gould, 1838 Australasijska 2 0,65
Forpus Psittacidae  Arinae Papousicek sedokridly Lesson, 1847 Neotropicka 2 0,65
Nestor Psittacidae  Arinae Nestor kea Gould, 1856 Australasijska 2 0,65
Platycercus Psittacidae  Arinae Rosela penant J. F.Gmelin, 1789 Australasijska 1 0,32
Myiopsitta Psittacidae  Arinae Papousek mnisi Boddaert, 1783 Neotropicka 1 0,32

V tabulce 2.3-II jsou uvedeny tdaje o faktoridlnich proménnych, ¢ili pohlavi, vékové

kategorii, umisténi, chovném zafizeni, socidlnim typu chovu, potravé a vyzivovém stavu

tykajici se 308 ovzorkovanych jedincti. V nasledujicich tabulkach jsou k dispozici zdkladni

statistické tdaje ohledné kontinudlnich proménnych, tedy véku (tab. 2.3-III), vahy (tab. 2.3-

IV) a délky béhédku (tab. 2.3-V) pro ty jedince, u kterych byly tyto hodnoty ziskany. VSichni

ovzorkovani jedinci zahrnuji i 111 pfipadt papouski vykazujicich dle majitele klinické

projevy, ptfi¢emz nejcastéji pozorované byly metabolické ¢i zazivaci poruchy (tab. 2.3-VI), v

ramci nichz byla za nejéastéjsi symptom, vyskytujici se u 38 postizenych jedincti, uvedena

ztrata vahy. Dale byly pozorovany symptomy infekénich chorob, nejcastéji dusnost,

nasledovany zménami a poruchami chovéni s ¢astym projevem vyskubavani pefi a nakonec

ulcerativni dermatitida jako pfiznak autoimunitni poruchy.
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Tabulka 2.3-II. Zakladni charakteristika datového souboru 308 ovzorkovanych papousku. *VyZivovy stav posouzen na
zakladé procentualni odchylky optimalni hmotnosti daného druhu papouska. Pokud nebyla vahova hodnota
jedince dispozici, byl stav posouzen vizudlné.

Znak Pocet jedincl %
Pohlavi samec 150 48,701
samice 135 43,831
neuréeno 23 7,468
Vék mladé 58 18,831
dospélec 192 62,338
neurcéeno 58 18,831
Umisténi vnitt 128 41,558
vné 121 39,286
neuréeno 59 19,156
Chovné zafizeni klec 102 33,117
voliéra 160 51,948
neurcéeno 46 14,935
Chov samostatneé 79 25,649
par 120 38,961
hejno 50 16,234
neuréeno 59 19,156
Slozka stravy zrniny 218 70,779
granule 83 26,948
ovoce a zelenina 209 67,857
neuréeno 32 10,39
VyZivovy stav * kachexie 6 1,948
Spatny 12 3,896
zhorseny 49 15,909
dobry 134 43,506
obezita 4 1,299
neuréeno 103 33,442

2.3-lll. Zakladni popisna statistika pro vék, n = 178.

Parametr rozsah (rok) prdmér  smérodatna odchylka medidn

Vék 0,17-25,00 4,94 4,98 3,00

2.3-IV. Zakladni popisna statistika pro vahu, n = 70.

Parametr rozsah (g) pramér  smérodatnd odchylka median

Vaha 24,85-1400,00 200,79 251,94 57,82
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2.3-V. Zakladni popisna statistika pro délku béhaku, n = 197.

Parametr rozsah (mm) prdmér  smérodatna odchylka median

Délka béhaku 12,30-56,52 27,93 9,33 28,26

Tabulka 2.3-VI. Klinické projevy uvedené majiteli u 111 chovanych papouskti mezi lety 2017-2019. *Néktefi jedinci
vykazovali vice nez 1 klinicky projev.

Klinické projevy poskytnuté majitelem Pocet jedincd * %

Metabolické a zaZivaci obtize (napft. ztrata vahy) 68 61,261
Symptomy infekénich chorob (napf. dusnost) 27 24,324
Zmény a poruchy chovani (napf. skubani per) 33 29,730
Symptomy indikujici autoimunitni poruchy (nap¥. ulcerativni dermatitida) 3 2,703
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3 Metodika

3.1 Molekularni determinace pohlavi

V pfipadé 15 jedincti, u kterych nebylo na zakladé zbarveni ¢i morfologie urceni pohlavi
mozné a u kterych byl k dispozici krevni vzorek, bylo pohlavi determinovano geneticky s
vyuzitim testu zaloZenému na dvouCHD (z anglického chromo-helicase-DNA-
binding) genech, lokalizovanych na ptacich pohlavnich chromozomech. U ptakii jsou
heterogametické samice v systému ZW, a proto je gen CHD-W, lokalizovany na W
chromozomu, unikatni pravé pro samice. Naproti tomu druhy gen CHD-Z, vyskytujici se na
Z chromozomu, se objevuje u obou pohlavi. Za vyuZziti polymerazové fetézové reakce (PCR,
z anglického polymerase chain reaction) s jednim setem primert byly potom amplifikovany
homologni sekvence na téchto dvou CHD genech a vclenény introny lisici se délkami

(Griffiths et al. 1998).

Genomicka DNA byla extrahovana ze vzorka krve uchovavané ve zkumavkach s 96%
ethanolem s vyuzitim izolacniho kitu DNeasy 96 Blood & Tissue Kit (Qiagen, Némecko).
Pfed samotnou extrakci bylo nejprve za ucelem evaporace ethanolu preneseno 10-25 mg
vzorku krve do ¢isté zkumavky a ponechano v inkubatoru pfi teploté 42 °C po dobu 2 h,
popi. po delsi dobu, dokud nedoslo k tplnému vysusSeni vzorku. Ddle byl postup prace

dodrzen dle protokolu doporuceného vyrobcem.

Béhem testovani byly pro PCR amplifikaci vyuzity modifikované primery P2 a P8 (Griffiths
et al. 1998, Steiner et al. 2011) se sekvencemi 5-GAAACTGTGCAAAACAGG-3' pro F (z
anglického forward, pfedni) primer a 5-TCTGCATCACTAAATCCTTT-3' pro R (z
anglického reverse, zadni) primer. Samotna amplifikace byla provedena v celkovém objemu
10 pl. Pro jednu PCR reakci bylo uzito 5 pul Multiplex PCR Master Mixu (Qiagen, Némecko),
0,4 uM smésy predniho a zadniho primeru, 0,6 pl Nuclease-free vody (Qiagen, Némecko) a 4
ul templatové DNA. PCR probéhla pro kazdy vzorek v duplikdtu v prostfedi cykléru
(LightCycler 480 Real-TimePCR, Roche, Cesk4 republika) dle nasledujictho programu:
pocatecni denaturace pfi 95 °C po dobu 3 min nasledovana 40 cykly vzdy pti 95 °C (30 s), 55
°C (45 s), 72 °C (1 min). Reakce byla zakoncena findlni extenzi produktu pti 68 °C po dobu 5

min.
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Vysledny PCR produkt byl separovan elektroforézou po dobu 130 min pfi napéti 80 V na 2%
agardzovém gelu barveném ethidium bromidem. Po prosviceni gelu UV lampou byl pfi
zpozorovani dvou bandt vysledek vyhodnocen jako samice, pfi spatfeni jednoho jako

samec.

Kontrola spolehlivosti determinace pohlavi na zdkladé téchto genti byla provedena s
vyuzitim krevnich vzorkii dvou samctl a dvou samic eklekta rtiznobarvého (Eclectus roratus),
u kterych lze pohlavi zietelné urcit na zakladé zbarveni pefi (Heinsohn, Legg a Endler 2005).

Ziskany vysledek byl shodny s ocekavanim.

3.2 Hematologicka analyza

Vramci hematologického vysetfeni krevnich vzorkt papouscich jedinci byl zhodnocen
absolutni a relativni rozpocet cervenych (erytrocytt) a bilych krvinek (leukocyt(i) a byla
stanovena hodnota hematokritu a koncentrace hemoglobinu. Tato vySetfeni jsou zavisla na
mnozstvi ziskanych krevnich vzorkt a v pfipadé nékolika jedincti nebylo mozné kompletni

hematologickou analyzu provést.

3.2.1 Absolutni pocet erytrocyta a leukocytt

Pro analyzu absolutniho poctu erytrocytd a leukocyti byla vyuzita 200x nafedéna krev
v banicce s Natt-Herrickovym roztokem. Pfiblizné 10 pL takto nafedéné krve bylo z banicky
pipetou preneseno do pocitaciho prostoru Biirkerovy komitirky (Glaswarenfabrik Karl Hecht
GmbH & Co. KG, Némecko), kde byly buriky vyhodnoceny pod zvétSenim 200x pod
svételnym mikroskopem (Olympus CX-31, Olympus Corporation, Japonsko).

Leukocyty byly pocitany ve sto velkych ctvercich (S = 0,04 mm?2). Pocitany byly burky
nachdzejici se uvnitf ¢tverce a rovnéz ty, které se dotykaly dvou stran ctverce (Campbell a
Ellis 2007). Soucet byl nasledné nasoben ¢islem 0,5, zahrnujicim zfedéni a objem celkového
pocitaného prostoru podobné jako uvedeny vzorec 3-1, a tim pfeveden na absolutni pocet

leukocytti v 1 mm3 (ul).

Pro ziskani absolutniho poctu erytrocyti byly pouzity dva rtizné zptlisoby. Pfi aplikaci
prvniho zptisobu byly erytrocyty spocitany ve 20 obdélnicich thlopficné zleva doprava a
opacné, pricemz zahrnuty byly buriky dotykajici se jedné delsi a jedné kratsi strany a bunky

uvnitf obdélniku. Dale byl soucet pro vynasoben cislem 0,01, ¢imz byla ziskdna hodnota
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absolutniho poctu erytrocytti v 1 mm3 (ul), pfepoctena na celkovy objem a zfedéni (podobné
jako u vzorce 3-I). Druha metoda, aplikovand pro mensi ¢asovou ndaroc¢nost, spocivala
v nafoceni nékolika odliSnych ¢asti pozorovaného obrazu pii zvétSeni 200x (obr. 3.2-I) a
nasledném automatickém vyhodnoceni poctu bunék s pomoci programu Cell Counter
(Stépka 2013). Pro vyhodnoceni jednoho vzorku byl takto spoéitan pocet erytrocyti
nachdzejici se v obsahu tfi poli dvou raznych digitalnich fotografii vzorku. Po ziskani
hodnot z obsahu téchto poli byl vypocten absolutni pocet erytrocyti v .1 mm3 (ul) krve

s vyuzitim vzorce 3-L

TRBC = — ¢ . ail
~S+«d+Ns

Vzorec 3-1. TRBC (Total red blood count) = absolutni pocet erytrocytli v 1 mm3, Nc = pocet erytrocytd, S = plocha pro
vypocet pouZitého ¢tverce (S = 0,04 mm?2), d = hloubku pro vypocet pouZitého ¢tverce (d = 0,1 mm), Ns = celkovy pocet
Etverct (Ns = 6), dil = Fedéni suspenze (dil=200).

Obrazek 3.2-1. Krevni buriky v Biirkerové komtirce pod svételnym mikroskopem, fotografovano pfi zvétseni objektivu
200x. Fotografie pofizena pro analyzu absolutniho poctu erytrocyti. Autor fotografie: Sylvie Dlugosova.
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3.2.2 Diferencialni pocet leukocyti

Krevni natéry byly nabarveny barvivem Wright-Giemsa, Modified (Sigma-Aldrich, USA)
ponornou metodou ve sklenéné barvici nadobé a s pomoci stojanku. Stojanek s natéry byl do
barviva ponofen po dobu jedné minuty, poté byly jednotlivé krevni natéry opakované

promyvany destilovanou vodou a ponechany volné uschnout.

Pro stanoveni diferencidlniho rozpoctu byla vybrdna ta cast podlozniho skla, kde jsou
erytrocyty rozloZeny rovhomeérné a neprekryvaji se, tedy zpravidla u konce krevniho natéru.
Pod svételnym mikroskopem (Olympus CX-31, Olympus Corporation, Japonsko) byl natér
pozorovan s pouzitim imerzniho oleje (Olympus IMMOIL-F30CC, Olympus Corporation,
Japonsko) meandrovitym pohybem objektivu pfi celkovém zvétSeni 1000x. Pro ziskani

spolehlivého vysledku bylo nutno detekovat a rozlisit sto leukocytt pro kazdy krevni natér.

Jednotlivé subtypy leukocyti v papouséi periferni krvi byly urcdeny na zakladé jejich
morfologie se zaméfenim na tvar a zabarveni jadra, granuli a plazmy do kategorii: lymfocyt,
monocyt a heterofilni, bazofilni a eosinofilni granulocyt (obr. 3.2-II) (Campbell a Ellis 2007,
Lucas a Jamroz 1961). Po barveni dle Giemsy se basofilni cytoplasma zralého ptaciho
lymfocytu, stejné jako v pfipadé savciho, jevi fialové-modrd, patrné je nedélené jadro
kulatého tvaru umisténé centrdlné nebo mirné excentricky a zabirajici znacnou cast buriky.
Nejvétsimi leukocyty v periferni krvi ptdki jsou monocyty, nabyvajici rozlicnych tvara od
kulatého az po améboidni. Jadro monocytu, naproti lymfocytu, miize byt kulaté, ledvinovité
¢i zaSkrcené a proporcné je mensi nez jadro lymfocytu. Cytoplasma ma potom tendenci spise

k Sedavému zabarveni, pti okraji buriky miize byt modra.

Heterofilni granulocyty ptakt byvaji okrouhlé s priimérem okolo 8,8 pum. Pro heterofily jsou
dale typicka polymorfonukledrni jadra zaskrcend do vice nez dvou lalokti a ddle cervena
granula vfetenovitého tvaru. Cytoplasma zralého heterofilu je nejcastéji bezbarva. Naopak
v pripadé ptaciho eosinofilu, s priimérnou velikosti 7,9 um, se cytoplasma jevi modfe. Patrna
jsou také cihlové, nebo svétle modre zabarvena, ¢i bezbarva granula okrouhlého tvaru, jadro
byva opét typicky zaSkrceno a disponuje tendenci k tmav$imu barveni nez v pfipadé
heterofilu. OdliSeni heterofilt od eosinofilti pozorovanych v periferni krvi papouskit byva
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casto obtizné, kdy jediny zfetelny rozdil casto predstavuje pravé zabarveni a morfologie
granuli, dané ultrastrukturalnimi rozdily ve slozeni (Fudge 2000). Pro bazofily jsou dale
charakteristicka drobnd metachromaticka granula zakryvajici prevaznou cast cytoplasmy
s jednim jadrem, které vSak miize mit tendenci zaskrcovat se do dvou lalokti. Mohou byt
zameéneny za heterofily pfi toxické degranulaci (Vaz et al. 2016, Fudge 2000) ¢i za lymfocyty
(Robertson a Maxwell 1990).

Zralé erytrocyty byly pozorovany jako bunky ovalného tvaru s protahlym celistvym jadrem
a okrové zabarvenou cytoplasmou, pro imaturni (nezralé) erytrocyty je naopak typicka Sedé
zbarvend cytoplasma a polychromatické jadro (Fudge 2000, Lucas a Jamroz 1961). Vzhledem
k ¢astému shlukovani trombocytt v ptaci krvi nelze tyto bunky vzdy spolehlivé odecist, byly

tedy z hodnoceni diferencidlniho rozpoctu vynechany. Pro ziskani H/L poméru byl

spocitany relativni pocet heterofilti vydélen relativnim poctem lymfocytu.

Obrazek 3.2-1l. Leukocyty pozorované v periferni krvi amazonana Zlutoramenného a papouska zpévavého. Zleva
lymfocyt, monocyt, heterofil, eosinofil, basofil. Barveno Wright—Giemsa Modified Stain, fotografie pofizena p¥i zvétSeni
objektivu 1000x. Autor fotografie: Sylvie Dlugosova.

3.2.3 Hematokrit, koncentrace hemoglobinu a MCHC

Pro stanoveni hodnoty hematokritu byla do dvou tfetin heparinizované mikrohematokritové
kapildry pomoci injekéni stfikacky s jehlou vpravena odebrana krev, kapilara byla dale
uzaviena ve vodorovné poloze plastickou hmotou o sile 3-5 mm. Centrifugace probihala pét
minut pfi 10 000 rpm. V kapilafe byly centrifugaci oddéleny tfi vrstvy: 1) plazma, ktera byva
bezbarva (avSak u nékterych ptacich druhit mize byt vlivem karotenoidnich pigmenta
zlutd), 2) tzv. buffy coat, sklddajici se z leukocytli a trombocytti a 3) nejniZe uloZeny sediment
erytrocytt (Sakas a Bauck 2002). Pomoci méficiho pultu pro mikrohematrokritovou metodu
byl zméfen sloupec stocené krve a sediment erytrocyti. Nasledné byla na pultu odeétena

hematokritova hodnota, udavajici procentualni podil erytrocytti na celkovém objemu krve.
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Celkova  koncentrace  hemoglobinu  byla  zjiStovdna  pouZitim  standardni
hemiglobinkyanidové metody. Do zkumavky obsahujici 5 ml Drabkinova roztoku bylo
pridano 20 ul promichané krve, poté byl obsah zkumavky znovu promichan a ponechan
k hemolyze po dobu 20 min. Déle byla provedena nizkoobratkova centrifugace pfi 3 000 rpm
po dobu 10 min. Po rozpadu cervenych krvinek v Drabkinové roztoku oxiduje uvolnény
hemoglobin na methemoglobin, jenz se dale méni na cyanmethemoglobin. Analyza
cyanmethemoglobinu byla nasledné provedena na spektrofotometru (Spekol 11, Carl Zeiss
Jena, Némecko) pfi vinové délce 540 nm (Drabkin 1949, Campbell a Ellis 2007). Absorbance
byla znasobena 155,1 a vydélena 0,415. Vydélenim ziskané hodnoty koncentrace
hemoglobinu hodnotou hematokritu byl ziskan erytrocytarni index MCHC (z anglického
mean cell hemoglobin concentration), jenz udava stfedni hodnotu koncentrace hemoglobinu

v jedné cervené krvince (Campbell a Ellis 2007).

Koncentrace hemoglobinu byla vySetfovana na Veterinarni a farmaceutické fakulté v Brné.
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3.2.4 Statisticka analyza

3.2.4.1 Opakovatelnost metody diferencidlniho rozpoctu leukocytii
Za ucelem vyjadfeni miry presnosti metody diferencidlniho rozpoctu leukocytti za stejnych

podminek byla stanovena opakovatelnost (z anglického repeatability). V pripadé
repeatability v ramci hodnotitele byly vysledky analyzy ziskdny stejnym hodnotitelem,
stejnou metodou, na stejnych testovanych objektech a za pouZiti stejného zafizeni. Blize se
jednalo o urceni diferencidlniho rozpoctu leukocyti na 20 riznych krevnich natérech a po
uplynuti kratkého casového horizontu stanoveni diferencidlu podruhé na totoznych
natérech. ProtoZe byl znaény objem hematologickych vysledki pouzZity vramci této
diplomové prace vyhodnocen veterinarni lékarkou, byla dale opakovatelnost stanovena
taktéZ na zakladé nezavislych vysledkii hematologické analyzy autorky prace a veterinarky
ziskanych po zhodnoceni stejného souboru 20 krevnich natért. Ziskana data byla podrobena
analyze rozptylu (z anglického Analysis of variance, ANOVA) v programu R (R

Development Core Team 2017).

3.2.4.2 Korelace hematologickych parametrii
Aby bylo mozZno zhodnotit miru korelace mezi hodnotami pro absolutni pocty erytrocyta,

hladiny hematokritu, koncentrace hemoglobinu a MCHC (Velguth, Payton a Hoover 2010),
byl datovy soubor vSech jedincii nejprve ocistén od neznamych hodnot a za ucelem
otestovani normality rozlozeni byla data podrobena Shapiro-Wilkovu testu. Hodnoty
absolutnich poctli erytrocytti byly logaritmicky znormalizovany. Nasledné byla mira
korelace z dtivodu normalniho rozloZeni dat stanovena na zakladé Pearsonova korelacniho

testu.

3.2.4.3 Zavislost hematologickych parametrii na vybranych vysvétlujicich proménnych
Testovani zavislosti hematologickych znaki na vysvétlujicich proménnych probihalo

v jednotlivych modelech porovnavanim linedrnich mixovanych modeli s pomoci balicku
Ime4 (Bates et al. 2015) v programu R (R Development Core Team 2017). Nékteré faktory,
kupfikladu reprodukéni stav zvifete, nebyly do konecného testujiciho modelu zahrnuty pro

nedostatek dat.

Kromé efektu chovatele a roku odbéru, jez byly vedeny jako efekty ndhodné, byly v ramci

zékladniho modelu pro porovnavani jako pevné proménné pouzity faktory zahrnujici rod,
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pohlavi, vék, datum odbéru, umisténi (uvnitf/vné), chovné zafizeni (klec/voliéra), chov
(samostatné/par/hejno), granule, zrniny, ovoce a zeleninu, délku béhaku, vyZivovy stav,
infekéni onemocnéni, metabolické obtiZe, autoimunitni poruchy a poruchy chovani. Tento
model byl nadale pro kazdy vysvétlovany hematologickych parametr zjednodusen na
minimalni adekvatni model sestupnou eliminaci nesignifikantnich ¢lent s vyuzZitim Aikeho

kritéria (AIC) a testovanim rozdilt devianci (ANOVA).

Hodnoty pro absolutni pocty erytrocytt a MCHC byly normalizovany druhou mocninou,
hodnoty pro absolutni a relativni pocty monocytti pomoci Box-Coxovy transformace. Pro
transformovani vysvétlované proménné metodou Box-Cox byl vyuzZit balicek MASS
(Venables a Ripley 2002). Hodnoty absolutnich poctii leukocytli, lymfocytt, heterofild,
bazofili, eosinofil, H/L poméru a relativnich pocti bazofili a eosinofili byly
normalizovany pomoci logaritmické transformace. Pro vSechny testy byla stanovena stejna

hodnota pro hladinu vyznamnosti: a = 0,05.

Graficka znazornéni byla vygenerovana s vyuzitim balic¢kii visreg (Breheny a Burchett 2017),

ggplot2 (Wickham 2009) a RColorBrewer (Neuwirth 2014).

3.2.4.4 Detekce fylogenetického signdlu v datech
Jednotlivé fylogenetické stromy pro ovzorkované druhy papouski byly zkonstruovany

pomoci nastroje BirdTree (dostupné z: https://birdtree.org/subsets/). Byl vytvofen jejich

konsensus, ktery byl ddle pfeveden na distan¢ni matici. Pro zaznamendni vlivu fylogeneze
na vysvétlované proménné byly porovnavanim linedrnich mixovanych modelt
metodou Markov chain Monte Carlo (MCMC) hematologické parametry testovany po

jednotlivych modelech.

Modely byly tvofeny vysvétlujicimi faktory, zahrnujicimi pohlavi, v€k, datum umisténi
(uvnitt/vné), chovné zafizeni (klec/voliéra), chov (samostatné/par/hejno), granule, zrniny,
ovoce a zeleninu, délku béhdku, vyzivovy stav, infekéni onemocnéni, metabolické obtize,
autoimunitni poruchy a poruchy chovani, se kterymi bylo kalkulovdno jako s pevnymi.
Efekty fylogeneze, chovatele a roku byl vedeny jako faktory nahodné. Pocet MCMC iteraci
byl nastaven na 5000 000, argument burnin na 1 000 a thinning interval na 500. Pro kazdy

otestovany model byla zjisténa hodnota lambda, znacici pfitomnost fylogenetického signalu.
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Testovani probéhlo v prostfedi programu R (R Development Core Team 2017) s vyuzitim

balicku MCMCglmm (Hadfield 2010).

Pro ucely grafické vizualizace fylogenetickych stromt byly nejprve vytvoreny datové
soubory obsahujici ovzorkované druhy papouski spolu s jejich priimérnymi hodnotami pro
kazdy hematologicky parametr v ramci ziskaného datasetu. Takovy datovy soubor byl dale
propojen s konsensudlnim fylogenetickym stromem, byly odstranény vétve chybéjicich
druhti a vypocitany délky vétvi zbyvajicich. Vznikly fylogeneticky strom spolu s barevné
znacenou prumérnou hodnotou hematologického znaku byl zkonstruovan pomoci balicku

phytools (Revell 2012) v programu R.
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3.3 Analyza sloZeni gastrointestinalni mikrobioty
Slozeni bakterii v zazivacim traktu papouskt bylo definovano kombinaci molekularniho
pfistupu DNA metabarcodingu a diagnostického pfistupu analyzou fekdlnich natért

Gramovou metodou.

3.3.1 DNA metabarcoding
Zhodnoceni sloZzeni gastrointestindlni mikrobioty molekularnim pfistupem probéhlo
v zavislosti na sekvenaci bakteridlniho genu pro 165 rRNA ze vzorkt trusu, stfev,

kloakalnich vytérti a vytérti zobaku na platformé MiSeq (Illumina, USA).

3.3.1.1 Laboratorni analyza
Bakteridlni DNA byla extrahovana ze vzorki trusu, nekroptického materidlu tlustého streva

(colon) a koncového segmentu tenkého streva (ileum) a z vytérovych tamponti, kterymi byl
proveden stér z kloaky a zobaku. Extrakce byla provedena v cistém prostfedi laminarniho
flow boxu za vyuziti izola¢niho kitu DNeasy PowerSoil (Qiagen, Némecko), kdy byl postup
procesu proveden dle vyrobcem doporudeného protokolu sjedinou odchylkou pfi eluci
DNA, kterd probéhla do objemu 70 ul roztoku. Béhem extrakci byly pribézné provadény

negativni kontroly.

Nasledné byla provedena dvoukrokova polymerdzova fetézova reakce. Béhem prvniho
kroku byly vyuZity primery se sekvenaénim adaptorem a vnitfnim bar kodem,
lokalizovanym na F primeru a dlouhym 4-5 bp. Tyto primery dale disponuji genové
specifickou oblasti komplementarni k V3 — V4 variabilni ¢asti bakteridlni 16S rRNA, tedy S-
D-Bact-0341-b-5-17  [5-CCTACGGGNGGCWGCAG-3'] a  S-D-Bact-0785-a-A-21  [5'-
GACTACHVGGGTATCTAATCC-3'] (Klindworth et al. 2013). Pro provedeni prvniho kroku
PCR bylo pouzito 5 ul KAPA HIFI Hot Start Ready Mixu (Kapa Biosystems, USA), 0,4 uM F
a R primeru a 4,6 ul templatové DNA. VSechny produkty byly pfed pipetovanim diikladné
rozmrazeny, promichdny a stoceny. Centrifugace PCR produktu probéhla rovnéz znovu
pred vloZzenim do PCR cykléru. PCR byla uskutecnéna dle nasledujicich podminek.
Pocatecni denaturace probéhla pri 95 °C na 3 min nasledovana 30 cykly pro DNA izolovanou
ze vzorkl trusu a vytérti zobadku, 33 cykly pro vytéry kloaky ¢i 35 cykly pro stievni tkané
colonu a ilea vzdy pii 95 °C (30 s), 55 °C (30 s) a 72 °C (30 s). Reakce byla zakoncena finalni

extenzi produktu pii 72 °C po dobu 5 min.
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Ke vzniklému PCR produktu byly dale béhem druhého kroku PCR pfipojeny sekvenacni
adaptory Nextera (Illumina, USA) s indexem, tedy vnéjsim bar kdédem a P5/ P7 koncem. Pro
pribéh druhého kroku PCR bylo pro vzorky trusu a vytéry zobaku a kloaky smiseno 10 ul
KAPA HIFI Hot Start Ready Mixu, 4 uM adaptorti a 6 ul produktu prvniho kroku PCR. Pro
vzorky stfevni tkané bylo pfipraveno 10 ul KAPA HIFI Hot Start Ready Mixu, 5 ul Microbial
DNA-Free vody (Qiagen, Némecko), 4 uM primert a 1 pl produktu prvniho kroku PCR.
V tomto kole PCR probihala pocatecni denaturace pfi 95 °C na 3 min nasledovana 12 cykly
vzdy pti 95 °C (30 s), 55 °C (30 s) a 72 °C (30 s). Findlni extenze se uskutecnila pii 72 °C

béhem 5 min.

Koncentrace produktu druhého kroku PCR byla zjisténa pomoci vizualizace na 1,5%
agarozovém gelu barveném za vyuziti barviva Goldview pfi napéti 100 V na 40 min a
vyhodnocena na zdkladé intenzity prouzku softwarem GenoSoft (VWR International,
Belgie). Na zakladé ekvimolarni koncentrace byly produkty smiseny do jedné zkumavky,
tzv. zpoolovany. Findlni knihovna byla dale prociSténa s vyuzitim paramagnetickych kulicek
SPRIselect (Beckman Coulter Life Sciences, USA). Produkty pozadované délky (520-750 bp)
byly extrahovany za pomoci PipinPrep (Sage Science Inc., USA) a sekvenovany na platformé
MiSeq (MiSeq Reagent Kit v3 600 cycles, Illumina, USA) na Stfedoevropském
technologickém institutu (CEITEC) Masarykovy Univerzity v Brné. VSechny vzorky byly
osekvenovany v technickych PCR duplikatech.

3.3.1.2 Bioinformatickd analyza
Pro demultiplexovani, tedy prifazeni ziskanych sekvencnich readi k pfislusnému vzorku na

zdkladé bar koédd, a k detekci a odstfizeni (trimovani) genové specifickych primera byl
vyuzit algoritmus Skewer (Jiang et al. 2014). V dalsim kroku byly eliminovany ready
snizkou kvalitou (oéekdvand mira chybovosti pro paired-end read > 1). Pro ndsledné
odstranéni Sumu, tzv. denoising, takto profiltrovanych sekvenci a kvantifikaci 16S rRNA
v kazdém vzorku byl vyuzit software DADA2 (Callahan et al. 2016). Timto krokem byla
zajisténa eliminace sekvencnich chyb ze ziskanych readti a identifikace spravné biologické
sekvence mezi ready. Ddle byl pouzit program UCHIME (Edgar et al. 2011) za tcelem
detekce chimérickych OTU (z anglického operational taxonomic unit, opera¢ni taxonomicka
jednotka). Pro samostatné odfiltrovani téchto chimér z datasetu poslouzila referencni

databaze gold.fna (dostupna na: https://drive5.com/uchime/gold.fa). Pro zbyvajici OTU byla

27


https://drive5.com/uchime/gold.fa

prifazena taxonomie pomoci klasifikatoru RDP Classifier (Wang et al. 2007). Pro anotaci
bakteridlnich OTU byla vyuZita databaze GreenGenes, verze gg 13_8 (DeSantis et al. 2006).
Dale byly sekvence bakterialnich OTU usporddany pomoci nastroje PyNAST (Caporaso et al.
2010) a s pomoci FastTree (Price, Dehal a Arkin 2009) pro né byl zkonstruovan fylogeneticky
strom. Nakonec byly do jedné databaze slouceny tabulky OTU, resp. pocty OTU readti pro
jednotlivé vzorky, sekvence OTU, jejich taxonomické anotace a fylogeneze spolu s metadaty
k vzorkiim pomoci programu R (R Development Core Team 2017) a s vyuzitim balicku

phyloseq (McMurdie a Holmes 2013).

ProtoZe byly ziskané sekvence produktem dvou sekvencnich béhti, bylo nutné tyto oddélené
vystupy spojit v ucelend data. Obé databaze phyloseq byly tedy propojeny do jedné podle
referenc¢nich sekvenci. Vzhledem k rozdiliim mezi obéma sekvena¢nimi béhy bylo nutné
nasledné data klastrovat na zdkladé 0,97 podobnosti s pomoci nastroje VSEARCH (Rognes et
al. 2016). Pro nové vzniklé OTU byla vytvorena taxonomie a fylogeneticky strom stejnym
zplsobem, jako je uvedeno vySe. Nasledovalo odstranéni OTU vyskytujicich se pouze v
jediném vzorku. Nakonec byly eliminovany takové OTU, které byly v ramci jednoho vzorku
zastoupeny méné nez 1 %. Po propojeni vysledkti podle sekvenci byla data zpracovana
v infrastruktufe MetaCentrum pomoci skriptu Taxonomy_2.sh. Dale bylo provedeno

klastrovani a poté byla data spusténa podle skriptu Taxonomy_3.sh v MetaCentru.

Bioinformatickd analyza byla provedena Mgr. Jakubem Kreisingerem, Ph.D. a Mgr. Lucit

Schmiedovou, j4 jsem se procedury tcastnila pfi zpracovani ¢astecného souboru dat.

3.3.1.3 Statistickd analyza

3.3.1.3.1 Konzistence ve sloZeni bakteridlnich komunit
Pro zhodnoceni konzistence ve slozeni bakteridlnich spolecenstvi ve vzorkach stfeva, trusu,

vytérti kloaky a zobdku byla nejprve vyuzita analyza hlavnich koordinat (z anglického
Principal Coordinates Analysis, PCoA) odvozend od Bray-Curtisovych vzdalenosti,
vhodnych pro porovnavani dat zahrnujicich abundance druhtt (Magurran 2004). PCoA byla
provedena pomoci balicku phylosq (McMurdie a Holmes 2013). Aplikovano bylo i

nemetrické mnohorozmérné skalovani (NMDS) pro dvé dimenze.

Za tucelem matematického vyjadreni odliSnosti ve sloZeni mikrobioty mezi uvedenymi typy

mikrobiologickych vzorkt byla aplikovdna Prokrustova analyza. V ramci této analyzy byly
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vyuzity PCoA ordinace jako dva vicerozmérné ordinacni prostory pro porovnavani.
Pouzitim rotace byla nalezena korelace mezi ordinacemi pro dvé datové matice obsahujici
stejné objekty a byly secteny druhé mocniny vzdalenosti mezi odpovidajicimi si body ze
dvou asocia¢nich matic. Analyza byla provedena formou ,protest” pomoci balicku vegan

(Oksanen et al. 2019) v programu R (R Development Core Team 2017).

3.3.1.3.2 Zavislost bakteridlnich OTU na hematologickych parametrech
Pro kazdy mikrobiologicky vzorek byl nasledné vytvoren datovy vzorek, v ramci néhoz byla

porovndvanim linedrnich mixovanych modelti metodou MCMC, zahrnutou v balicku
MCMCglmm (Hadfield 2010), testovana zavislost bakteridlnich OTU na jednotlivych
hematologickych parametrech. Hodnoty abundance bakteridlnich OTU a hodnoty
hematologickych znakti byly logaritmicky znormalizovany. Pro zahrnuti fylogeneze byl
pouzit konsensudlni fylogeneticky strom (v. kap. 3.2.4.4). Testovani probihalo v jednotlivych
modelech, kdy byly bakteridlni operacni taxonomické jednotky a hematologické parametry
vedeny jako pevné faktory a efekty chovatele, fylogeneze a roku jako faktory ndhodné.
MCMC iterace probéhly v poc¢tu 501 000, hodnota burnin byla nastavena na 1 000 a thinning

interval na 200.

Za tucelem ovéfeni davéryhodnosti byly hodnoty statistické vyznamnosti upraveny
Benjaminiho-Hochbergovou metodou (Benjamini a Hochberg 1995). Grafickd zndzornéni
byla vytvofena s vyuzitim balicki phyloseq (McMurdie a Holmes 2013) a ggplot2 (Wickham
2009). Veskera testovani se uskutecnila pomoci programu R (R Development Core Team

2017).

Statisticka analyza byla provedena Mgr. Jakubem Kreisingerem, Ph.D. a Mgr. Lucii

Schmiedovou, j4 jsem se procedury tcastnila pfi zpracovani ¢astecného souboru dat.

3.3.2 Analyza fekalnich natért Gramovou metodou
Analyza fekalnich natéra barvenych dle Grama byla provedena za ucelem okamzitého
zhodnoceni procentudlniho slozeni bakterii pfitomnych v travicim traktu a dale za tcelem

ziskani datového materialu pro porovnani vysledku ziskaného DNA metabarcodingem.

3.3.2.1 Laboratorni analyza
Na vzduchu zaschlé fekdlni natéry byly obarveny Gramovou metodou barveni pomoci

barvici soupravy (Gram-color, Sigma-Aldrich, USA) bézné uzivané k analyze materidlu
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bakteriologickych vzork(i pro diagnostické ucely (Horobin a Kiernan 2002). Tato sada

obsahuje roztok krystalové violeti, Lugoltiv roztok, odbarvovaci roztok a roztok safraninu.

Gramovo barveni bylo aplikovano za tcelem umoZznéni rychlého rozliSeni pozorovanych
bakterii na grampozitivni a gramnegativni, kdy zdklad pro afinitu barvy pfedstavuje
mureinova struktura bakteridlni bunécné stény. Principidlné jsou bakterie v prvnim kroku
barveny pomoci anilinového barviva, krystalové violeti, a dale zality Lugolovym roztokem,
tedy roztokem jodu, coZ umozni vytvotit komplex barvy a jodu. Pfi odbarvovacim procesu
tento komplex ztistane v nékolikavrstvé mureinové strukture grampozitivni bakterie, proto
se tyto bakterie dale jevi jako modrofialové. Gramnegativni bakterie naopak disponuji
jednovrstvou mureinovou strukturou bunééné stény, barvivo je proto zjejich stény
uvolnéno. Tyto bakterie jsou dale dobarveny roztokem safraninu, diky ¢emuz se jevi jako

razové a Cervené (Hewitt 2012, Horobin a Kiernan 2002).

Barveni probihalo v barvici komftirce za pouziti imerzni metody. Gramuv roztok krystalové
violeti byl nafedén destilovanou vodou v poméru 1 : 3. Sklicky bylo po ponofeni do roztoku
pohybovano, aby se zajistilo dostatecné vysledné obarveni a po jednotlivych krocich barveni
byla skli¢ka ponechdna k okapani. BEhem barveni byly dodrZeny ¢asy uvedené v tabulce 3.3-
L

Tabulka 3.3-1. Postup barveni Gramovou metodou. Pfevzato z protokolu pfilozeného k barvici soupravé Gram-Color

(Sigma-Aldrich, USA).

Sklicko s fixovanym natérem

Cinidlo 1, (roztok krystalové violeti) 1:30 min
Tekouci vodovodni voda 30 sekundy
Cinidlo 2 (stabilizovany Lugolv roztok)* 3 min
Tekouci vodovodni voda 20 sekundy
Cinidio 3 nebo 4 (odbarvovaci roztok)*™ 5-10 sekundy
Tekouci vodovodni voda 30 sekundy
Cinidlo 5 (roztok safraninu) 1 min
Tekouci vodovodni voda 1 min
Ponechejte volné uschnout (napf. pfes noc nebo v susamé pfi 50 °C)
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Nabarvené a pfes noc zaschlé fekalni natéry byly za tcelem archivace zality bezvodnym
montovacim médiem (Neo-Mount, Sigma-Aldrich, USA) a prekryty krycim sklickem.

3.3.2.2 Digitdlni analyza

Fotografie zpracovanych fekdlnich natérti byly pofizeny pod zvétSenim 600x za pouziti
imerzniho oleje (MXA22168 Nikon Immersion Oil (Type F), Nikon, Japonsko) na
invertovaném mikroskopu (Eclipse Ti2, Nikon, Japonsko). Na zakladé vysledného zabarveni
bakteridlni bunécné stény a morfologie jsou bakterie roztfidény do ctyf kategorii: 1)
grampozitivni koky, 2) grampozitivni ty¢inky, 3) gramnegativni koky a 4) gramnegativni
ty¢inky (Leboffe a Pierce 2011). Interpretace natéru barveného Gramovou metodou probiha
vyhodnocenim relativniho zastoupeni (%) téchto kategorii na jednom poli natéru. Toto
vyhodnoceni je v diagnostické praxi vétSinou provadéno pfimo pod svételnym
mikroskopem pfi zvétSeni 1000x odhadem zkuSeného veterinarniho lékarfe (Leboffe a Pierce
2011), pro tuto diplomovou préci byl vSak vyuzit program Image] (Rueden et al. 2017), kdy

byl s pomoci pluginu CellCounter (Kurt de Vos 2010, https://imagej.nih.gov/ij/plugins/cell-

counter.html) na kazdém snimku kvantifikovan pocet bakteridlnich objektii a kazdy tento
objekt zafazen do pfislusné kategorie. Pocitani bylo vZdy provedeno ve stejné velké oblasti
zajmu, tedy v poli o velikosti 3700 x 2220 px a na takovém misté fotografie, kde bylo

rozlozeni bakterii uniformni.

3.3.2.3 Statistickad analyza
Vysledky analyzy fekdlnich natérti byly pfifazeny do souhrnné databaze phyloseq (v. kap.

3.3.1.2). K sekvencim bakteridlnich OTU ziskanych ze vzorkli trusu spolu s jejich
taxonomickou anotaci byly dale na zadkladé odborné literatury (Leboffe a Pierce 2011)
pfic¢lenény jejich morfologické kategorie a pro kazdy fekdlni vzorek urceny abundace
kategorii ve vzorku obsaZenych. Hodnoty abundance bakteridlni morfologické kategorie ve
vzorku trusu jedince a hodnoty relativniho (%) zastoupeni dané kategorie ve fekalnim natéru
téhoz jedince byly podrobeny Pearsonové korelacnimu testu v programu R (R Development
Core Team 2017). Grafickd zndzornéni byla vytvofena s vyuzitim balicki phyloseq

(McMurdie a Holmes 2013) a ggplot2 (Wickham 2009).
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4 Vysledky

41 Hematologicka analyza

V ramci hematologického vySetfeni byly pro ucely této diplomové prace zjistény hodnoty
relativniho zastoupeni leukocyti u 273 jedinci papouskt a hodnoty pro absolutni pocty
leukocyt(i u 177 jedincti. Hodnoty absolutnich po¢tii erytrocyti byly vysetfeny u 179 jedinct,
hematokritu u 177 jedinci a hemoglobinu u 170 jedincti. Erytrocytarni index MCHC bylo
mozno dopocitat pouze u jedincti se znamou hodnotou hematokritu i hemoglobinu. Takovi
jedinci se v mém datovém souboru vyskytli v poctu 130. Dva jedinci byli ze ziskaného
datasetu odstranéni z déivodu duplikovaného vyskytu (vyhodnocen byl pouze prvni
vzorek). Pohlavi bylo molekuldrné determinovano u 15 jedincti. ProtoZe u nékterych jedincti
nebyly dostupné vSechny potfebné tdaje (v. kap. 2.3, tab. 2.3-II), pro statistické zpracovani
vysledki hematologického vySetfeni byly pouZity zjisténé hodnoty relativniho zastoupeni
leukocytti pouze 198 jedinct 53 druhti papouskt a absolutniho poétu leukocyttt 124 jedincti
40 druht. Déle byly pouzity vySetfené hodnoty absolutnich po¢tii erytrocyt 139 jedinct z
45 druht, hodnoty hematokritu 124 jedincti 39 druhti, hemoglobinu 107 jedincti 29 druhti a
MCHC jedinctit papouskt v poctu 104 z 31 druhti (tab. 4.1-a).
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Tabulka 4.1-a. Pro kazdy druh je uveden pocet jedinci, u kterych byly vySetfené hodnoty krevnich parametrt uZity v
ramci statistického testovani korelaci a zavislosti hematologickych parametri. RPL (relativni pocet leukocyti), APL
(absolutni pocet leukocytii), APE (absolutni pocet erytrocytd), Ht (hematokrit), Hb (hemoglobin), MCHC (erytrocytarni

index MCHC).

Druh RPL APL APE Ht Hb MCHC Druh RPL APL APE Ht Hb MCHC
Cacatua roseicapilla 5 5 5 5 5 5 Psephotus haematonotus 2 2 1 2 0 0
Ara glaucogularis 1 1 1 1 1 1 Agapomis roseicollis 2 2 2 2 0 0
Melopsittacus undulatus 15 1 9 0 0 0 Neophema elegans 2 2 1 1 0 0
Poicephalus senegalus 4 3 3 3 3 3 Neophema pulchella 2 1 0 1 0 O
Pionites melanocephalus 4 3 3 3 3 3 Diopsittaca nobilis 1 1 1 1 1 1
Ara ararauna 17 13 13 13 13 13 Amazona dufresniana 1 1 1 1 1 1
Psittacus erithacus 41 36 36 36 37 35 Ppsittacula krameri 1 1 1 1 1 1
Agapornis personatus 1 1 1 1 1 1 Cacatua alba 2 1 1 1 1 1
Amazona ochrocephala 1 1 1 1 1 1 Coracopsis vasa 4 4 4 4 4 4
Poicephalus robustus 3 1 1 1 1 1 Amazona viridigenalis 4 2 2 2 0 O
Amazona amazonica 5 3 3 3 3 3 Nestor notabilis 2 2 2 2 0 o0
Amazona aestiva 11 8 9 8 7 7  Anodorhynchus hyacinthinus 2 2 2 2 0 0
Cacatua goffiniana 1 1 1 1 1 1 Nymphicus hollandicus 3 1 3 1 1 1
Amazona vinacea 3 1 1 1 1 1 Amazona oratrix 2 0 0O O o0 O
Eclectus roratus 7 6 6 6 6 5 Amazona autumnalis 5 0 1 1 1 1
Amazona leucocephala 4 2 2 2 2 2 Amazona pretrei 2 0 0 0 o0 o
Poicephalus gulielmi 2 1 1 1 1 1 Poicephalus meyeri 1 0 0 0 0 0
Deroptyus accipitrinus 2 1 1 1 1 1 Amazona tucumana 2 0 0 0 0 0
Amazona albifrons 1 1 1 1 0 0 Amazona finschi 2 0 0 0 0 0
Alisterus chloropterus 2 2 2 2 2 2 Pionus maximiliani 3 0 0 0 0 0
Cacatua galerita 1 1 1 1 1 1 Pionus senilis 2 0 0 0 0 0
Aratinga solstitialis 1 1 1 1 0 0 Neophema splendida 1 0 1 0 0 0
Ara chloropterus 2 2 2 2 1 1 Neophema chrysostoma 1 0 1 0 0 0
Psittacula calthropae 1 1 1 1 1 1 Neopsephotus bourkii 1 0 1 0 0 0
Ara militaris 3 3 3 3 2 2 Forpus coelestis 2 0 2 0 0 0
Pionus menstruus 3 1 1 1 0 0 Alisterus scapularis 1 0 1 1 1 1
Pionites leucogaster 4 2 2 2 2 2

Celkem

53

198 124 139 124 107 104

Opakovatelnost stanoveni relativniho poctu leukocytt je uvedena tabulce 4.1-I.

Tabulka 4.1-1. Stanovena mira repeatability metody diferencialniho rozpoétu leukocytti na zakladé zhodnoceni setu 20
vzorkd autorkou prace a veterinaikou a zhodnoceni setu 20 vzork( autorkou dvakrat za sebou.

Bunécny typ

Repeatabilita v ramci hodnotitele

Repeatabilita mezi hodnotiteli

relativni pocet lymfocytl
relativni pocet heterofil(
relativni pocet bazofild

relativni pocet eosinofilt
relativni poc¢et monocytu

0,95
0,95
0,46
0,77
0,85

0,98
0,97
0,44
0,50
0,68
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Na zdkladé Pearsonova testu byla zjisténa ocekdvana pozitivni korelace mezi hodnotami pro
absolutni pocet erytrocyt(i, hematokrit a hemoglobin (tab. 4.1-II). Vzhledem k témto
korelacim byl ztéchto tfi hematologickych znaka jako vysvétlovand proménna pro
navazujici statistickou analyzu vybran pouze absolutni pocet erytrocyti a dale erytrocytarni

index MCHC, ktery je na absolutnim poctu erytrocytti nezavisly.

Tabulka 4.1-1I. Korelace hematologickych parametri; p (p hodnota), r (Pearsontiv korelaéni koeficient).

Korelované hematologické parametry p r

Absolutni pocet erytrocytl vs hemoglobin <0,0001 0,64
Absolutni pocet erytrocytd vs hematokrit <0,0001 0,81
Absolutni pocet erytrocytl vs MCHC 0,6156 -0,04
Hemoglobin vs hematokrit <0,0001 0,80
Hemoglobin vs MCHC < 0,0001 0,53
Hematokrit vs MCHC 0,5541 -0,05

Zakladni popisné udaje pro hodnoty hematologickych parametrti v ramci datového
podsouboru pouzitého pro navazujici statistickou analyzu jsou uvedeny v tabulkach 4.1-
III—VIII, pficemz v tabulce 4.1-II jsou popsany hodnoty relativnich poctii jednotlivych
podtypti leukocyttli a v tabulce 4.1-IV pak hodnoty absolutnich poc¢tii leukocytti vcetné jejich
podtypti. Déle je uveden zdkladni statisticky popis absolutnich poctt erytrocytti (tab. 4.1-V),
hodnot hematokritu (tab. 4.1-VI), koncentraci hemoglobinu (tab. 4.1-VII) a hodnot

erytrocytarniho indexu MCHC (tab. 4.1-VIII).

Tabulka 4.1-l1l. Zakladni statisticky popis relativniho zastoupeni (%) jednotlivych podtypt leukocytd, n = 198.

Bunécny typ rozsah (%) pramér smérodatna odchylka median
relativni pocet lymfocytl 1,00-96,00 35,88 21,76 32,50
relativni pocet heterofilQ 0,00-94,00 61,50 21,80 58,55
relativni pocet eosinofilt 0,00-10,00 0,48 1,23 0,00
relativni pocet bazofild 0,00-8,00 1,12 1,46 0,86
relativni pocet monocytl 0,00-16,00 3,92 3,11 3,32

Tabulka 4.1-1V. Zakladni popisna statistika pro absolutni poéty leukocyti véetné jejich podtypd, n = 124.

Bunécny typ rozsah (10%1) pramér smérodatna odchylka median
absolutni pocet leukocytt 1,50-58,50 11,67 8,37 10,00
absolutni pocet lymfocytl 0,16-15,41 3,10 2,49 2,31
absolutni pocet heterofilli 0,00-49,14 7,98 7,29 5,85
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absolutni pocet eosinofil( 0,00-0,96 0,06 0,14 0,00
absolutni pocet bazofill 0,00-0,71 0,10 0,15 0,02
absolutni pocet monocytl 0,00-4,10 0,50 0,65 0,29
Tabulka 4.1-V. Zikladni statisticky popis absolutnich pocta erytrocytd, n = 139.

Bunéény typ rozsah (10%/1) primér smérodatna odchylka median
absolutni pocet erytrocytl 0,67-4,38 2,98 0,81 3,14
Tabulka 4.1-VI. Zakladni statisticky popis hodnot hematokritu, n = 124.

Parametr rozsah (I/1) pramér smérodatna odchylka median
hematokrit 0,11-0,63 0,46 0,09 0,48
Tabulka 4.1-VII. Zakladni statisticky popis pro hodnoty koncentraci hemoglobinu, n = 107.

Parametr rozsah (g/l) pramér smérodatna odchylka medidn
hemoglobin 20,93-244,80 137,58 33,18 142,02
Tabulka 4.1-VIII. Zakladni popisna statistika pro hodnoty erytrocytarniho indexu MCHC, n = 104.

Parametr rozsah (g/l) pramér smérodatna odchylka median
MCHC 126,36—470,77 308,80 48,60 318,30

4.1.1 Faktory ovlivnujici hematologicky stav papouski

Vysledky hematologickych vysetieni byly statisticky zanalyzovany porovnavanim linearnich

mixovanych modelti, zohlediiujicich informac¢ni udaje o papouskovi, véetné vyzivovych,

environmentalni a klinickych faktorti. Pfehledné vysledky popisované v textu prace jsou

uvedeny v tabulkdch 4.1-IX—XX, hodnoty sklonu + SE pro faktorialni proménné jsou pak

dispozici v ptilohach 12-I—XIL

V ramci modelu testujiciho zavislost hodnot H/L pomérti na vysvétlujicich proménnych (tab.

4.1-IX, priloha 12-I) byl zjistén signifikantni efekt rodu papouska (p < 0,001, graf 4.1-I) a

signifikantné pozitivni efekt véku papouska (p < 0,001, graf 4.1-II). Dale byl pozorovan

negativni vztah H/L poméru s projevy poruch chovani (p = 0,002, graf 4.1-III) a vyzivovym

stavem (p = 0,024).
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Tabulka 4.1-IX. Zavislost hodnot H/L poméru na rodu; MAM: rod + vék + vyZivovy stav + poruchy chovani, n = 198, Chisq =
76,905, p < 0,001.

Proménna Sklon £ SE Chisq p
H/L pomér (%)
vyZivovy stav -0,203 £ 0,094 5,072 0,024
poruchy chovani 9,933 0,002
vék 0,044 + 0,012 15,786 <0,001
rod 58,488 <0,001
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Graf 4.1-1. Vliv rodu papous$ka na H/L pomér. Na ose Y jsou zobrazeny rezidudly z modelu v tab. 4.1-1X bez efektu rodu,
ktery je vynesen na ose X.
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Graf 4.1-1l. Vliv véku na H/L pomér. Na ose Y jsou zobrazeny rezidudly z modelu v tab. 4.1-IX bez efektu véku, ktery je
vynesen na ose X.
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Graf 4.1-111. Vliv poruch chovani na H/L pomér. Na ose Y jsou zobrazeny rezidualy z modelu v tab. 4.1-IX bez efektu
poruch chovani, ktery je vynesen na ose X.
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V modelu testujicim relativni pocty bazofilli (tab. 4.1-X, pfiloha 12-II.) se téz projevil vliv
rodu papouska (p < 0,001). Pozitivni asociace byla zaznamenana se symptomy poruch

chovani (p = 0,043, graf 4.1-IV) a délkou béhaku (p = 0,049).

Tabulka 4.1-X. Zavislost hodnot relativnich po¢tt bazofili na rodu; MAM: rod + délka béhaku + poruchy chovani, n = 198,
Chisq = 69,791, p < 0,001.

Proménna Sklon £ SE Chisq p

relativni pocet bazofild (%)

délka béhaku 0,021 +0,012 3,883 0,049
rod 67,946 < 0,001
poruchy chovani 4,084 0,043
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Graf 4.1-1V. Vliv poruch chovani na relativni pocty bazofilti (%).Na ose Y jsou zobrazeny rezidualy z modelu v tab. 4.1-X
bez efektu poruch chovani, ktery je vynesen na ose X.

Pokles relativnich poctti eosinofiltt v krvi byl zaznamenan jako doprovodny efekt projevii
infekénich onemocnénti (p = 0,013, graf 4.1-V) a poruch chovani (p = 0,044, tab. 4.1-XI, pfiloha
12-111, graf 4.1-VI). Je v8ak zavisly i na rodu papouska (p < 0,001).

Tabulka 4.1-XI. Zavislost hodnot relativnich po¢ti eosinofili na rodu; MAM: rod + infekéni onemocnéni + poruchy
chovani, n = 198, Chisq = 94,879, p < 0,001.

Proménna Chisq p

relativni pocet eosinofilli (%)

poruchy chovani 4,070 0,044
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rod 91,608 <0,001
infekéni onemocnéni 6,111 0,013
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Graf 4.1-V. Vliv infekénich chorob na relativni poéty eosinofilli (%).Na ose Y jsou zobrazeny rezidualy z modelu v tab. 4.1-
Xl bez poruch chovani onemocnéni, ktery je vynesen na ose X.
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Graf 4.1-VLI. Vliv poruch chovani na relativni pocty eosinofilli (%).Na ose Y jsou zobrazeny rezidualy z modelu v tab. 4.1-XI
bez efektu poruch chovani, ktery je vynesen na ose X.
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Hodnoty relativnich poétli monocyti byly také ovlivnény rodem papouska (p < 0,001, tab.
4.1-XII, ptiloha 12-IV), pficemzZ jejich nartist byl zaznamenan v dutsledku autoimunitnich
poruch (p = 0,002, graf 4.1-VII) a pokles jako nasledek pfitomnosti granuli ve stravé (p =
0,016) a samostatném chovu (p = 0,031). U papouskli chovanych v paru byl naopak

pozorovan nartst hodnot relativnich poétit monocytu (p = 0,031).

Tabulka 4.1-XII. Zavislost hodnot relativnich po¢tti monocytid na rodu; MAM: rod + chov (samostatné/par/hejno) +
granule jako slozka stravy + autoimunitni poruchy, n = 198, Chisq = 71,344, p < 0,001.

Proménna Chisq p

relativni po¢et monocytu (%)

chov (samostatné/par/hejno) 6,938 0,031

rod 63,359 < 0,001

granule jako slozka stravy 5,819 0,016

autoimunitni poruchy 9,764 0,002
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Graf 4.1-VII. Vliv autoimunitnich poruch na relativni po¢ty monocyti (%).Na ose Y jsou zobrazeny rezidualy z modelu v
tab. 4.1-XIl bez efektu autoimunitnich onemocnéni, ktery je vynesen na ose X.
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Hodnoty absolutnich poé¢tii leukocyti byly negativné asociovany s délkou béhaku (p = 0,035,
tab. 4.1-XIII, pfiloha 12-V) a pozitivné ovlivnény projevy infekénich onemocnéni (p = 0,046,
graf 4.1-VIII) a pritomnosti ovoce a zeleniny ve stravé (p = 0,052). Prokazatelny je opét vliv

rodu papouska (< 0,001).

Tabulka 4.1-XIIl. Zavislost hodnot absolutnich poéti leukocytd na rodu; MAM: rod + ovoce a zelenina jako slozka stravy +
délka béhaku + infekéni onemocnéni; n = 124, Chisq = 59,125, p < 0,001.

Proménna Sklon £ SE Chisq p
absolutni pocet leukocytt (10%/1)

ovoce a zelenina jako slozka stravy 3,788 0,052
rod 46,480 <0,001
délka béhaku -0,027 £ 0,014 4,441 0,035
infekéni onemocnéni 3,966 0,046
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Graf 4.1-VIII. Vliv infekénich onemocnéni na absolutni poéty leukocyti (10%/1). Na ose Y jsou zobrazeny rezidudly z
modelu v tab. 4.1-XIll bez efektu infekénich onemocnéni, ktery je vynesen na ose X.
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Nartist hodnot absolutnich poctii lymfocyti byl pozorovan v souvislosti s venkovnim
chovem (p = 0,011, tab. 4.1-XIV, priloha 12-VI), v kleci (p = 0,008), ovocem a zeleninou jako
slozkou stravy (p = 0,031) a projevy autoimunitnich chorob (p = 0,022 graf 4.1-IX). Na jejich
poklesu byl zaznamenan vliv vnitiniho chovu (p = 0,011). Signifikantné se na téchto

hodnotach projevuje také rod papouska (p < 0,001).

Tabulka 4.1-XIV. Zavislost hodnot absolutnich po¢tti lymfocytd na rodu; MAM: rod + umisténi (uvnitf/vné) + chovné
zafizeni (voliéra/klec) + ovoce a zelenina jako slozka stravy + autoimunitni porucha; n = 124, Chisq = 4,6377, p = 0,031.

Proménna Chisq p

absolutni pocet lymfocyt( (10%/1)

ovoce a zelenina jako slozka stravy 4,638 0,031
autoimunitni porucha 5,251 0,022
chovné zafizeni (voliéra/klec) 7,058 0,008
rod 68,275 <0,001
umisténi (uvnitf/vné) 8,944 0,011
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Graf 4.1-IX. Vliv autoimunitnich poruch na absolutni poéty lymfocytti (10°/1). Na ose Y jsou zobrazeny rezidualy z modelu

v tab. 4.1-XIV bez efektu autoimunitnich onemocnéni, ktery je vynesen na ose X.

Hodnoty absolutnich pocti heterofild byly pozitivné asociovany s projevy infekénich
onemocnéni (p = 0,026, tab. 4.1-XV, ptiloha 12-VII, graf 4.1-X) a naopak negativné asociovany
s projevy autoimunitnich poruch (p = 0,025, graf 4.1-XI).
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Tabulka 4.1-XV. Zavislost hodnot absolutnich poétt heterofili na autoimunitnich poruchach; MAM: infekéni onemocnéni
+ autoimunitni poruchy; n = 124, Chisq = 10,393, p = 0,005.

Proménna Chisq p

absolutni pocet heterofil(i (10%/1)

infekéni onemocnéni 4,938 0,026
autoimunitni poruchy 5,057 0,025
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Graf 4.1-X. Vliv infekénich chorob na absolutni poéty heterofilii (109/1). Na ose Y jsou zobrazeny rezidualy z modelu v tab.
4.1-XV bez efektu infekénich onemocnéni, ktery je vynesen na ose X.
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Graf 4.1-XI. Vliv autoimunitnich poruch na absolutni poéty heterofild (10%/1). Na ose Y jsou zobrazeny rezidualy z modelu

v tab. 4.1-XV bez efektu autoimunitnich onemocnéni, ktery je vynesen na ose X.

Na absolutni pocty bazofilti byl kromé efektu rodu papouska (p < 0,001, tab. 4.1-XVI, ptiloha

12-VIII) zaznamenadn i pozitivni vliv chovu v paru ¢i samostatného chovu (p = 0,105).

Tabulka 4.1-XVI. Zavislost hodnot absolutnich poétd bazofili na rodu; MAM: rod + chov (samostatné/par/hejno); n = 124,
Chisq = 49,959, p < 0,001.

Proménna Chisq p

absolutni pocet bazofild (10%/1)

rod 49,959 < 0,001
chov (samostatné/par/hejno) 4,507 0,105

Hodnoty absolutnich poctti eosinofilti byly ovlivnény rodem papouska (p < 0,001, tab. 4.1-
XVII, ptiloha 12-IX) a dale negativné asociovany s prokazatelnymi poruchami chovani (p =
0,009, graf 4.1-XII) a infekénimi onemocnénimi (p = 0,030, graf 4.1-XIII). Ovoce a zelenina ve
stravé prokazaly na tento krevni znak pozitivni vliv (p = 0,056).

Tabulka 4.1-XVII. Zavislost hodnot absolutnich po¢ti eosinofili na rodu; MAM: rod + ovoce a zelenina jako slozka stravy
+ poruchy chovani + infekéni onemocnéni; n = 124, Chisq = 103,29, p < 0,001.

Proménna Chisq p

absolutni pocet eosinofilt (10%1)
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ovoce a zelenina jako slozka stravy 3,645 0,056

rod 99,766 < 0,001
poruchy chovani 6,737 0,009
infekéni onemocnéni 4,727 0,030
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Graf 4.1-XIl. Vliv poruch chovani na absolutni poéty eosinofili (10°/1). Na ose Y jsou zobrazeny rezidualy z modelu v tab.
4.1-XVIl bez efektu poruch chovani, ktery je vynesen na ose X.
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Graf 4.1-XIIl. Vliv infekénich onemocnéni na absolutni po¢ty eosinofilti (10%/1). Na ose Y jsou zobrazeny rezidualy z
modelu v tab. 4.1-XVII bez efektu infek¢nich onemocnéni, ktery je vynesen na ose X.
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Absolutni pocty monocytd byly taktéz signifikantné asociovany s rodem papouska (p <
0,001, tab. 4.1-XVIII, pfiloha 12-X). Vzrust jejich hodnot byl pozorovan v souvislosti s vékem,
na jejich poklesu se naopak podili vliv projevli poruch chovani (p = 0,017, graf 4.1-XIV), ¢i

socialni typ chovu, kdy byl jedinec chovany bud samostatné ¢i v paru.

Tabulka 4.1-XVIIl. Zavislost hodnot absolutnich poéti monocyti na rodu; MAM: rod + vék + poruchy chovani + chov
(samostatné/par/hejno); n = 124, Chisq = 55,715, p < 0,001.

Proménna Sklon £ SE Chisq p
absolutni poéet monocytl (10%/1)

vék 0,085 + 0,040 4,234 0,040
rod 46,613 <0,001
chov (samostatné/par/hejno) 10,016 0,007
poruchy chovani 5,676 0,017
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Graf 4.1-XIV. Vliv poruch chovani na absolutni poéty monocytti (10%/1). Na ose Y jsou zobrazeny rezidualy z modelu v tab.
4.1-XVIIl bez efektu poruch chovani, ktery je vynesen na ose X.

Hodnoty absolutnich poctli erytrocyti byly asociovany s rodem (p < 0,001, tab. 4.1-XIX,
ptiloha 12-XI). Jejich nartst byl déle ovlivnén venkovnim umisténim chovného zatizeni (p <
0,001), vyzivovym stavem papouska (p = 0,002) a chovem v paru ¢ samostatné (p = 0,046).
Pozitivni vliv byl rovnéz zpozorovan i v souvislosti s autoimunitnimi poruchami (p = 0,048,

graf 4.1-XV) a datem odbéru vzorku (p = 0,048, graf 4.1-XVII). Marginalné nesignifikantné
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vyssi hodnoty absolutnich pocti erytrocytt byly téz zjistény u samct (p = 0,092, graf 4.1-

XVI).

Tabulka 4.1-XIX. Zavislost hodnot absolutnich poéth erytrocytti na rodu; MAM: rod + pohlavi + datum odbéru + umisténi
(uvnité/vné) + chov (samostatné/par/hejno) + vyZivovy stav + autoimunitni poruchy; n = 139, Chisq = 90,685, p < 0,001.

*Datum odbéru bylo vedeno v podobé poradového déisla.

Proménna Sklon £ SE Chisq p
absolutni pocet erytrocytt (10'2/1)

rod 72,326 < 0,001
autoimunitni poruchy 3,912 0,048
vyZivovy stav 1,463 £ 0,527 9,506 0,002
chov (samostatné/par/hejno) 6,171 0,046
datum odbéru * 0,005 £ 0,003 3,917 0,048
pohlavi 2,842 0,092
umisténi (uvnitf/vné) 16,498 < 0,001

Rezidualy absolutniho poétu erytrocytl
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Autoimunitni poruchy

Graf 4.1-XV. Vliv autoimunitnich poruch na absolutni poéty erytrocyti (1012/1). Na ose Y jsou zobrazeny rezidualy z
modelu v tab. 4.1-XIX bez efektu autoimunitnich poruch, ktery je vynesen na ose X.
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Graf 4.1-XVI. Vliv pohlavi na absolutni poéty erytrocytd (1012/1). Na ose Y jsou zobrazeny rezidualy z modelu v tab. 4.1-XIX
bez efektu pohlavi, ktery je vynesen na ose X.
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Graf 4.1-XVII. Vliv data odbéru vzorku na absolutni poéty erytrocyti (1012/1). Na ose Y jsou zobrazeny rezidualy z modelu
v tab. 4.1-XIX bez efektu data odbéru, ktery je vynesen na ose X. Datum odbéru vzorku bylo vedeno jako poradové ¢islo,
kdy je datum 1. 1. 2019 zaznamenano Cislem 1 a 31. 12. 2019 ¢islem 365.
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V modelu testujicim souvislost s hodnotami MCHC byl prokdzan jejich pokles v dtsledku
venkovniho umisténi chovného zafizeni (p = 0,049, tab. 4.1-XX, pfiloha 12-XII) a ovoce a

zeleniny (p = 0,054) jako slozky stravy na tyto hodnoty.

Tabulka 4.1-XX. Zavislost hodnot MCHC na umisténi; MAM: umisténi (uvnitf/vné) + ovoce a zelenina jako slozka stravy; n
=104, Chisq = 9,364, p = 0,025.

Proménna Chisq P
MCHC (g/!)

umisténi (uvniti/vné) 6,047 0,049
ovoce a zelenina jako slozka stravy 3,703 0,054

Pro efektivni zhodnoceni zavislosti testovanych hematologickych parametrii na fylogenezi

byla provedena samostatna analyza, jejiz vysledky jsou k dispozici v kapitole 4.1.2.

4.1.2 Vliv fylogeneze na hematologické parametry

JelikoZ byl pro vétSinu testovanych hematologickych parametri vyznamnou mérou urcujici
rod vySetfovaného papouska, bylo Zadouci otestovat fylogenetické efekty pro jednotlivé
krevni parametry. Vysledky uvedené v tab. 4.1-XXI poukazuji k zavislosti variability
hematologickych parametri na fylogenezi, pricemz nejsiln€jsi fylogeneticky signal byl
zjistén v hodnotach pro absolutni pocty eosinofilt (A = 0,873) a pro H/L pomér (A =0,711). Na
zakladé vizudlniho zpracovani fylogenetickych stromt (obr. 4.1-1—4.1-XII) 1ze déle posoudit

distribuci primérné hodnoty hematologickych znakt napfi¢ papousci fylogenezi.

Tabulka 4.1-XXI. Vliv fylogeneze na jednotlivé hematologické parametry. A (lambda, pfitomnost fylogenetického signalu);
A =0, absence fylogenetického signalu; A = 1, model Brownova pohybu.

Hematologicky parametr A 95% konfidenéni interval A n

H/L pomér 0,711 0,491-0,897 198
relativni pocet bazofild (%) 0,231 0,030-0,463 198
relativni pocet eosinofill (%) 0,152 0,002-0,566 198
relativni pocet monocytt (%) 0,314 0,070-0,587 198
absolutni pocet leukocytd (10%/1) 0,183 2,10°-0,802 124
absolutni poéet lymfocytd (10%/1) 0,441 0,079-0,811 124
absolutni pocet heterofilG (10%/1) 0,131 2,10°-0,713 124
absolutni pocet bazofila (10%/1) 0,131 2,10°-0,713 124
absolutni pocet eosinofild (10%/1) 0,873 0,686-0,978 124
absolutni pocet monocyt( (10%/1) 0,446 0,049-0,860 124
absolutni pocet erytrocytti (10'2/1) 0,107 0,001-0,377 139
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MCHC (g/1) 0,053 8,107-0,306 104

Nestor notabilis
e Mymphicus hollandicus
Cacatus roseicapilla
== Cacatus goffiniana
Cacatua galerita
Cacatua alba
— (COFECOPSIS V228
= \elopsittacus undulatus
Pszephotus haematonotus
Platycercus elegans
Agapornis roseicollis
Agapornis personatus
_|— Alisterus scapulanis
Alisterus chloropterus
Eclectus roratus
= Pzittacula calthropae
Psittacula krameri
=== Neopsephotus bourkii
Neophema chrysostoma
= Neophemsa splendida
MNeophemsa elegans
Neophema pulchella
e Pittacus erithacus
= Ppicephalus senegalus
—— Cojcephalus meyeri
. Poicephalus cryptoxanthus
= Poicephalus rusppellii
= Poicephalus rufiventris
- Poicephalus gulielmi
= Poicephalus robustus
Myiopsitta monachus
== Forpus coelestis
Deroptyus accipitrinus
_|— Fionites leucogaster
Pignites melanocephalus
Aratinga solstitialis
== Anodorhynchus hyacinthinus
= Diopsittaca nobilis

Ara militariz
= Arg chioropterus
== Ara glaucogularis

Ara ararauna
e Pionus maximiliani
Fionus menstruus
Pionus chalcopterus
== Pionuzs seniliz
Alipiopsitts xanthops
Amazons festiva
Amazons amazonica
Amazons Vingces
— Amazons farinoss
r= Amazona finschi
b= Amazona viridigenalis
Amazona dufresniana
1 Amazona autumnaliz
= Amazonsa pretrei
b= Amazons tucumansa
= Amazona albifronz
L Amazons levcocephala
Amazons ventralis

Amazons barbadensiz

Amazong aestive

Amazons auropalliata
= Amazons oratrix

Amazonz ochrocephala

0.212 trait value 12288

length=0.5

Obrazek 4.1-1. Distribuce primérné hodnoty H/L poméru napfi¢ papouséi fylogenezi; A = 0,711.
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Nestor notabili
I Nymphicus hollandicus
catus rossicapilla
Cacatus goffinians
Cacatus galerita
Cacatuz alba
Corscopsis vasa
Melopzittacus undulatus
= Pzephotus haematonotus
= Platycercus elegans
= Agapornis icolli
= Agapornis personatus
Alisterus scapularis
1 Alisterus chloropterus
Eclectus roratus
== Psittaculz caithropae
Psittacula krameri
sephotus bourkii
e
== Neophemsa splendida
Neophema elegans
hems pulchells
Psiftacus erithacus
Poicephalus senegalus
== Poicephalus meyeri
Poicephalus cryptoxanthus
s Ppicephaius rueppelii
Poicephalus rufiventris
Poicephalus gulielmi
—= Ppicephalus robusius
monachus

Forpus
== Deroptyus accipitrinus
L Pionites leucogaster

Pionites melanocephalus

Arstings solstitializ

Anodortynchus hyascinthinus

Diopsittaca nobilis

Ara militaris

Ars chloropterus

Ars glaucogularis

Ara ararauna iiani
= Picnus maximiliani
Pionus menstruus
Pionus chalcopterus
Pionus senilis
Alipiopsitts xanthops

festiva

p— Amazons amazonica
vinacea
A farinosa

— finschi

b= Amazona viridigenalis
o 1 dufre i

b Amazona autumnalis

;- Amazona pretrei
"= Amszona lucumana

—
[ Amazona ventralis

e Amazons barbadensis
— = Amazona acstiva
Amazons auropalliats
Amazona orafrix
Amsazona ochrocephala

o trait value 6.422

length=0.5

Obrazek 4.1-I1. Distribuce prdmérné hodnoty relativniho poctu bazofilti (%) napfi¢ papousci fylogenezi; A = 0,231.
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e Ne:stor notabilis
= Nymphicus noffandrcus
Cacatus rossicapilla
acatus goffinians
Cacatus gafenm
Cacal tua

Coracop.
Melop: srmﬁcus undufatus
I Pse
Plaf] 'cen:us efegans
-

pDOrAIE personatus

1
1 ifrs;ms zﬁc?puiags
isterus chloropterus
E Egg'ffamf S opae
ittacula cal
Psiftacuiz krameri

bourkii

I chrysos
= it
B ol puichellz

tacus erithacus

[

cryptoxanthus

mﬁppefm
gulielmi
srnb i
Del = aCCipitrinus
| E Prurr?fewi eoiaster
L| Fionites meiaﬂqcepﬂafus
Anodorhynchus h cinthinus
—L Dropsrftac& nobi fya
Ara mrfrmns

m i f it
laucogulars
Ara gmmmgs

Pionus maximiliani
Pionus menstruus
Pionus chalcopterus
Pionus senilis

-

DO hhhhhT

festiva

wrls ces

Amazona ﬁnsc.hlr

L
‘imazons dufresnians

Amazona sutumnalis

\mazons pretrel

A
i
I Amszona albifrons
leucocephala
Amazona ventralis
— Amazona barbadensiz

aestive
\mazons suropalliats
imazona Cratrix
Amazona cchrocephals

BE

0 trait value 8

length=0.5

Obrazek 4.1-lll. Distribuce primérné hodnoty relativniho poétu eosinofilli (%) napf¥i¢ papouséi fylogenezi; A = 0,152.

Nestor notabilis
Nymphicus hollandicus
—— Caeatus roseicapilla
cetua gum.-uam

Cacsma

c @”@&”“‘n&“”"&‘}?ﬁf
o matonofus

Pistycercus elsgans
Agapomis rossicollis
Agaparnis person
=i scapuians
lsterus chicropteru
Eciectus roratus

Psittaculs calthropae
Psittaculs krameri

_LE Ehryaasioma
Y
splendide
pulcheli
h

Psi

senegaus
rm{arn‘fius

mﬁppeihﬁ

. \yiopSitia mORBCHUS
Forpus coclests

tyus sccipitrinus
—— Pt eacogasier
Pionites melapcephalus
Aratinga solstitialis
_E Anodorhiynchus hyacinthinus
Diopsitiaca nobills
] loroptarus
——— Arz giaucogularis
Ara zrerauna
[ PicnuS meximiliani

\mszona leucocephsis
\mszona ventraiis
\mszona barbadensis
\mezona eestiva
imszons aurgpsiliats
mazonz

ezons ochrocephala

0 trait value 15

length=0.5

Obrazek 4.1-IV. Distribuce primérné hodnoty relativniho poétu monocytti (%) nap¥i¢ papouséi fylogenezi; A = 0,314.



Nestor notabilis
Nymphicus hellandicus
Cacatua roseicapilla
Cacatua goffiniana
Cacatus galerita
= Cacatus alba
Corecopsis vasa
Melopsittacus undulatus
Psephotus haematonotus
Platycercus elegans
Agapornis roseicollis
b Agapornis personatus
Alisterus scapularis
== Alisterus chloropterus
Eclectus roratus
== Psittacula calthropae
Psittacwla krameri
Neopsephotus bourkii
Neophema chrysostoma
— Neophema splendids
Neophems elegans
Neophema pulchella
Psittscus erithacus
Poicephalus senegalus
- Poicephalus cryptoxanthus
Poicephalus gulielmi
= Ppicephalus robustus
Myiopsitta monachus
— FOrpus coelestis
Deroptyus accipitrinus
=\ Pionites levcopaster
Pionites melanocephalus
Aratinga solstitialis
Ancdorhynchus hyacinthinus
b Diopsittaca nobilis
Ara militaris
- Ara chloropterus
Ara glauceguiaris
Arz ararauna
= Pionus menstruus
Pionus chalcopterus
Amazons smazonica
Amazona vinacea
Amazona viridigenalis
Amazons dufresniana
Amazons sutumnalis
Amazona albifrons
Amazona leucocephala
Amazona sestiva
Amazona ochrocephala

15 trait value 33
length=0.5

Obrazek 4.1-V. Distribuce priimérné hodnoty pro absolutni poéet leukocytl (10%/1) napfi¢ papouséi fylogenezi; A = 0,183.

Nestor notabilis
Mymphicus hollsndicus
Cacatua roseicapilla
Cacsatua goffiniana
Cacatus galerita
= Cacatua alba
Corscopsis vasa
Melopsittacus undulatus
Psephotus haematonotus
Platycercus elsgans
= Agapornis roseicollis
Agapornis personstus
Alisterus scapularis
Alisterus chioropterus
Eclectus rorstus
— Psittaculs calthropse
Psittacula krameri
MNeopsephotus bourkii
Neophema chrysestoma
Neophems splendids
MNeophema elegans
Neophema pulchella
Psittacus erithacus
Poicephalus senegalus
Poicephalus cryptoxanthus
Poicephalus gulielmi
Poicephalus robustus
— Myiopsitts monachus
—— Forpus coslestis
Deroptyus accipitrinus
== Pionites levcogaster
Pionites melanocsphalus
Arstinga solstitialis
Anodorhynchus hyacinthinus
== Diopsittaca nobilis
— Ara militsris
= Ara chioropterus
Ara glaucogularis
Ara ararauns
Pionus menstruus
Pionus chalcopterus
Amazons smazonics
Amazona vinsces
Amazona viridigenalis
Amazona dufresnians
= Amazona sutumnzlis
Amazons slbifrons
Amsazons leucocephsla
Amazons sestiva
Amazona ochrocephaia

0.155 trait value 15.41

length=0.5

Obrazek 4.1-VI. Distribuce primérné hodnoty pro absolutni pocet lymfocyti (10%/1) nap¥i¢ papouséi fylogenezi; A = 0,441.
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Nestor notabilis
Nymphicus hollandicus
Cacatua roseicapilla
Cacatua goffiniana
Cacatua galerita
Cacatus alba
Coracopsis vasa
Melopsil
Psephotus haematonotus
Platycercus elegans
= Agapornis roseicoilis
b Agapornis personatus
Alisterus scapularis
= Alisterus chloropterus
=== Eclectus roratus
Psittacula calthropae
Psittacula krameri
Neopsephotus bourkii
MNeophema chrysostoms
Neophema splendida
Neophema elegans
Neophema pulchella
Psittacus erithacus
== Poicephalus senegalus
=== Poicephalus cryptoxanthus
== Poicephalus gulieimi
— Ppicephalus robustus
Myiopsitta monachu
Forpus coelestis
Deroptyus accipitrinus
Pionites leucogaster
Pionites melanocephalus
Aratinga solstitialis
== Anodorhynchus hyacinthinus
Diopsittaca nobilis
Ara militaris
== Ara chloropterus
Ara glsucoguiaris
Ara ararauna
= Pionus menstruus
b= Pionus chalcopterus
e AMEZONE SMEZONICE
Amazons vinaces
= Amazona viridigenalis
Amazons dufresniana
= Amazona sutumnalis
q Amszons sibifrons
Amazona leucocephala

Amazonz sestiva
Amazona ochrocephala
1.582 trait value 27.758
length=0.5

Obrazek 4.1-VII. Distribuce priimérné hodnoty pro absolutni pocet heterofilti (10°/1) napfi¢ papouséi fylogenezi; A =
0,131.

Nestor notabiiis
r Nymphicus hollandicus

Cacatua roseicapilla
Cacatua goffiniana
Cacatua galerits
Cacatua siba

Corscopsis vass
Melopsittacus undulstus
= Psephotus haematonotus
= Platycercus elegans
Agspornis rossicollis
T Agspornis personstus
Alisterus scapularis
Alisterus chioropterus
Eclectus roratus
— Psittacula calthropse
Psittecule krameri
Neopsephotus bourkii
[~ Neophema chrysostoms
== Neophems splendida
Neophems elegans
Neophema pulcheila
Psittacus erithacus
Poicephalus senegalus
= Poicephalus cryptoxanthus
Poicephalus gulielmi
e FpicephaluS robustus
Myiopsitta monachus
Forpus coelestis
Deroptyus accipitrinus
T Pignites leucogaster
Pignites melanccephalus
Aratinga solstitialis
E Anodorhynchus hyacinthinus
Diopsittaca nobilis
e Ara militaris
== Ara chloropterus
— Ara glaucogulans
Ars ararauns
Pionus menstruus
Pionus chalcopterus
Amazona

B Amazona vinsces
Amazona viridigenalis
= Amazona dufresnianz
Amazona autumnalis
Amazona albifrons

L o marons e ucocephals
Amazons sestiva
Amsazons ochrocsphsls

] trait value 0.548

length=0.5

Obrazek 4.1-VIII. Distribuce primérné hodnoty pro absolutni poéet bazofili (10%/1) nap¥i¢ papouséi fylogenezi; A = 0,131.
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Nestor notabilis

Cacatua roseicapilla
Cacatua goffiniana
Cacatus galerita
Cacatus alba
— Coracopsis vasa

Iy

—
b= Platycercus elegans
I Agapornis roseicollis
k= Agapornis personatus
Alisterus scapularis
Alisterus chloropterus
Eclectus roratus
Psittzcula calthropae
Psittacula krameri

I_ Neopsephotus bourkii

chr
Neophema splendida
Neophema elegans
Neophema pulchella

I_ Psittacus erithacus

P
Poicephalus cryptoxanthus
Poicephalus gulielmi
Poicephalus robustus

Forpus
— Deroptyus sccipitrinus
|_E Pionites leucogaster
Pionites melanocephalus
— Arstinga solstitialis
E Anodorhynchus hyacinthinus
Dicpsittaca nobilis
Ara militaris
Ara chloropterus
Ara glaucogularis
Ars ararauns
Fionus menstruus

. Fionus cfiafcupter_us

vinacea

vir

Amszons dufresnians
e Amazona sutumnalis
Amazona albifrons
Amazona levcocephala
Amazona sestiva
Amazons ochrocephalz

o trait value 056

length=0.5

Obrazek 4.1-IX. Distribuce primérné hodnoty pro absolutni poéet eosinofilii (10°/1) nap¥i¢ papouséi fylogenezi; A = 0,873.

Nestor notabilis
Mymphicus hollandicus
_— Cacatus rossicapilla
- Cacatua goffiniana
Cacatus galerita
Cacatus alba
Corscopsis vass

Pssphotus hsematonotus
T Plstycercus slegans
— Agapornis roseicollis
l Agspomis personstus
Alisterus scapularis
= Alisterus chloropterus
Eciectus roratus
r Psittacula calthropae
Psittacula krameri
I_ Neopsephotus bourkii
chrysostoma
Neophema splendida
Neophema elegans
Neophema pulchella
Psittacus erithacus
== Poicephalus senegalus
e Poicephalus cryptoxanthus
Poicephalus gulieimi
Poicephalus robustus

Forpus coelestis

= Deroptyus accipitrinus

I'E Pionites leucogaster
Pionites melanocephalus

r Aratinga solstitialis

—
L Diopsittaca nobilis
Ars militaris
Ars chloropterus
Ara glaucoguiaris
Ara ararauna
Pionus menstruus
Pionus chalcopterus
Amazona smszonica
Amszons vinaces
e AmaZONS Viridigenslis
Amszona dufresniana
Amazona sutumnalis
Amazona albifrons
Amszons lsucocephsls
~ Amazona sestiva
Amazona ochrocephala

o trait value 2775

length=0.5

Obrazek 4.1-X. Distribuce primérné hodnoty pro absolutni po¢et monocyti (10%/1) napfi¢ papouséi fylogenezi; A = 0,446.
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I Cacstua

Cacstus goffinians
=== Cacatua galerita
= Cacatus slba
[ vasa

Platycercus elegans

Alisterus scapuiaris
Alisterus chloropterus
Eclectus roratus
Psittacula calthropae
Psittacula krameri

I— Psittacus erithacus

L Poi

e Poicephalus gulielmi
Poicephalus robustus

Deroptyus accipitrinus
4'::”"”’“ P
Pionites melsnocephalus

Aratinga
Dicpsittaca nobilis
pre— Ara militaris

Ara chlorepterus
s Ara GlBUCOGUIETS

s /i3 BrAraUNa
Pionus menstruus
I— Pionus chalcopterus
Amazonz I
Amazons vinaces

E Amazons dufresniana
Amazons sutumnzlis
Amazona &lbifrons
E Amazons levcocsphsls
Amazona sestiva
E Amsazons ochrocsphals

132 trait value 434

length=0.5

Obrazek 4.1-XI. Distribuce primérné hodnoty absolutniho poétu erytrocyti (101%/1) napfi¢ papouséi fylogenezi; A = 0,107.
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Nymphicus hollandicus
Cacatus roseicapille
Cacatus goffinians
Cacatus galerita
Cacatus alba
Corscopsis vass
Platycercus elegans
Agapornis personatus
Alisterus scapularis
Alisterus chloropterus
Eclectus roratus
= Psittaculs calthropse

Fzittacula krameri
Psittacus erithacus

= Ppicephalus senegalus
Foicephalus cryploxanthus

Poicephalus gulislmi
Poicephalus robustus
Myiopsitts monachus
Deroptyus accipitrinus
Pionites lsucogaster
Pionites melanocephalus
Dicpsittaca nobilis
=== Arg militariz
Ara chloropterus
Ara glaucogularis
Ara ararauna
Pionus menstruus
Pionus chalcopterus
Amazona amazonica
Amszons vinacea
Amazona dufresniana
_L Amazona sutumnalis
Amazona leucocephala
= Amazonz sestiva
e Amazons ochrocephala

161.622 trait value 38432

length=0.5

Obrazek 4.1-XII. Distribuce priimérné hodnoty MCHC (g/l) napfi¢ papouséi fylogenezi; A = 0,053.

Statisticky popsané zavislosti hodnot hematologickych parametri na testovanych
proménnych se zahrnutym vlivem fylogeneze jsou pro porovnani uvedeny v piilohach 12-
XIII—XXIV. Tyto zavislosti jsou konzistentni s vySe popsanymi (tab. 4.1-IX—XX) jen do jisté

miry.

Hodnoty pro H/L pomér jsou podobné jako v pfipadé testovani bez fylogenetického vlivu
(tab. 4.1-IX) pozitivné zavislé na véku (p = 0,002) a negativné na vyzivovém stavu papouska
(p = 0,008) a poruchéch chovani (p = 0,008, ptiloha 12-XIII). Relativni pocty bazofilti nejsou,
na rozdil od pfedchoziho testovani (tab. 4.1-X), po oSetfeni efektem fylogeneze signifikantné
asociovany s zadnou z vysvétlujicich proménnych (pfiloha 12-XIV). Vysledky relativniho
rozpoctu eosinofilti byly opét (tab. 4.1-XI), a¢ marginalné, vztazeny do negativni souvislosti s
poruchami chovani (p = 0,084, pfiloha 12-XV), avsak efekt infekénich onemocnéni byl

aplikaci vlivu fylogeneze odfiltrovan. Projevy autoimunitnich poruch vSak znovu prokdzaly
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vV

nez v ptipadé testovani bez zahrnuti efektu fylogeneze (tab. 4.1-XII).

Rozhodujicim faktorem pro nartist absolutnich poctti leukocytti (p = 0,003, priloha 12-XVII) a
heterofilt (p = 0,003, ptiloha 12-XIX) zustala pouze pritomnost projevii infekcnich chorob,
ostatni vlivy, zjisténé pfedchozim testovanim (tab. 4.1-XIII, tab. 4.1-XV), byly odfiltrovany.
Absolutni pocty lymfocytti se dokonce projevily jako marginadlné negativné zavislé na véku
(p = 0,080, ptiloha 12-XVIII), coz pfi pfedchozi analyze prokazano nebylo, avsak vliv dfive
zjisténych faktorti potvrzen nebyl (tab. 4.1-XIV). Pro absolutni pocty bazofilti nebyl v rdmci
tylogenezi oSetfené analyzy zjistén signifikantni vliv Zddné proménné (pfiloha 12-XX), coz je
vSak v konzistenci s pfedchozimi vysledky, kdy taktéz nebyl zjistén signifikantni efekt jiné
proménné nezli rodu (tab. 4.1-XVI). Ani na absolutni pocty eosinofilti neprokazala statisticky
vyznamny vliv Zadna proménna (pfiloha 12-XXI), prestoze pfi analyze bez vlivu fylogeneze
byly asociovany s projevy infekénich a behavioralnich poruch a rovnéZz s potravou (tab. 4.1-
XVII). Pokles absolutnich poctli monocytii je ovSem opét mozné vysvétlit socidlnim typem
chovu, kdy byl jedinec chovan samostatné (p = 0,020), ¢i v paru (p = 0,062), coz bylo
pozorovano i pfi pfedchozi analyze (tab. 4.1-XVIII). Ac¢koliv se ostatni prokdzané faktory po
pfidani efektu fylogeneze na absolutnich poctech monocyti znovu nedemonstrovaly, jako
faktor navic se s marginalné pozitivnim signifikantnim vlivem projevila infekéni onemocnéni

(p = 0,064, ptiloha 12-XXII).

Po oSetfeni vlivem fylogeneze ztstaly hodnoty absolutnich poéti erytrocytd pozitivné
zavislé pouze na venkovnim umisténi papouska (p = 0,024, pfiloha 12-XXIII), pfestoZe kromé
této proménné byla dfive zjiSténa pozitivni asociace i s projevy autoimunitnich poruch,
vyzivovym stavem, socidlnim typem chovu, pohlavim a s datem odbéru (tab. 4.1-XIX).
Hodnoty MCHC pak disponuji negativni zavislosti na pfitomnosti zrnin ve stravé (p = 0,045,
priloha 12-XXIV), a¢ byla pfi predchazejicim testovani objevena negativni souvislost s

ovocem a zeleninou ve stravé a s venkovnim umisténim (tab. 4.1-XX).
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4.2 Analyza sloZeni gastrointestinalni mikrobioty

Vysledky analyzy sloZeni gastrointestinalni mikrobioty byly ziskdny na zdkladé sekvenace
bakteridlniho genu pro 165 rRNA ze 132 vzorkt trusu, 12 vzorki strev, 228 vytéra kloaky a
236 vytéra zobadku z 61 druhtt papousku (tab. 4.2-I). Zbylé vzorky ziskané pro ucely této
diplomové prace se nepodafilo béhem jednotlivych kroki vySe uvedeného procesu
zpracovat, at uz z divodii netispésné extrakce bakteridlni DNA z téchto vzorkd, ¢i selhani

nasledné sekvenace DNA.

Tabulka 4.2-1. Pro kazdy druh papouska je uveden pocet osekvenovanych mikrobiologickych vzorkd.

Druh Oralnivytér Trus  Vytér kloaky Stfeva Druh Oralnivytér Trus Vytér kloaky Stfeva
Agapornis personatus 0 1 1 O Deroptyus accipitrinus 2 2 2 0
Agapornis roseicollis 3 2 3 2 Diopsittaca nobilis 1 0 1 0
Alipiopsitta xanthops 2 0 2 0  Eclectus roratus 5 4 5 0
Alisterus chloropterus 2 2 0 0  Forpus coelestis 2 2 2 2
Amazona aestiva 14 11 14 0  Melopsittacus undulatus 16 12 16 2
Amazona albifrons 1 1 1 0  Myiopsitta monachus 1 1 1 0
Amazona amazonica 5 3 4 0  Neophema elegans 2 2 2 2
Amazona auropalliata 4 0 4 0  Neophema chrysostoma 1 0 1 0
Amazona autumnalis 10 1 10 0  Neophema pulchella 2 1 2 0
Amazona barbadensis 2 0 2 0  Neophema splendida 1 1 1 0
Amazona dufresniana 1 1 1 0  Neopsephotus bourkii 4 4 4 0
Amazona farinosa 2 0 1 0  Nymphicus hollandicus 3 3 3 2
Amazona festiva 1 0 1 0  Pionites leucogaster 7 2 7 0
Amazona finschi 2 0 2 0  Pionites melanocephalus 6 2 6 0
Amazona leucocephala 4 1 4 0  Pionus chalcopterus 1 0 0 0
Amazona ochrocephala 2 2 2 0  Pionus maximiliani 3 1 3 0
Amazona oratrix 2 0 2 0  Pionus menstruus 4 2 4 0
Amazona pretrei 2 0 2 0  Pionus senilis 1 0 1 0
Amazona tucumana 1 0 2 0  Platycercus elegans 1 1 1 0
Amazona ventralis 3 0 3 O  Poicephalus cryptoxanthus 1 1 1 0
Amazona vinacea 2 1 1 0  Poicephalus gulielmi 1 0 1 0
Anodorhynchus hyacinthinus 1 1 1 0  Poicephalus meyeri 1 0 1 0
Ara ararauna 15 8 16 0  Poicephalus robustus 3 1 2 0
Ara glaucogularis 2 2 2 0  Poicephalus rueppellii 4 0 4 0
Ara chloropterus 2 2 0 0  Poicephalus rufiventris 4 0 4 0
Ara militaris 3 3 3 0  Poicephalus senegalus 4 3 4 0
Aratinga solstitialis 1 1 1 0  Psephotus haematonotus 2 2 2 2
Cacatua alba 2 2 2 0  Psittacula calthropae 1 0 1 0
Cacatua galerita 1 2 1 0  Psittacula krameri 2 0 2 0
Cacatua goffiniana 1 1 1 0  Psittacus erithacus 44 30 43 0
Cacatua roseicapilla 5 2 5 0 NA 8 5 7 0
Celkem 62 236 132 228 12
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4.2.1 Konzistence ve slozeni bakterialnich komunit

Nejprve byla zhodnocena mira konzistence ve slozeni bakteridlnich komunit mezi vSemi
typy vzorki na zakladé vizualizaci PCoA ordinaci (graf 4.2-1, graf 4.2-1I) a NMDS (graf 4.2-
III). Ve srovnani s kloakdlnimi vytéry, vzorky trusu a stfeva je znatelna odlisna bakterialni
kompozice v oralnich vytérech (graf 4.2-1, graf 4.2-II, graf 4.2-III). Vzhledem k tomu dale
nebyly ordlni vytéry zahrnuty do Prokrustovy analyzy (tab. 4.2-II), kterd poskytuje presné
statistické vyjadfeni odliSnosti ve sloZeni. Na variabilitu ve sloZeni mikrobioty testovanych

vzorki ma dle grafické vizualizace znatelny vliv rovnéZ fylogeneze (graf 4.2-1I, graf 4.2-III).
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Graf 4.2-1. Beta diverzita: PCoA odvozena od Bray-Curtisovych distanci mezi vzorky trusu a vytéry kloaky a zobaku.
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Graf 4.2-1l. Beta diverzita: PCoA odvozena od Bray-Curtisovych distanci mezi vzorky trusu a vytéry kloaky a zobaku
vztaZena na jednotlivé rody papouski.
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Graf 4.2-11l. Beta diverzita: NMDS zaloZeno na Bray-Curtisové distancich mezi vzorky trusu, stfev a vytéry kloaky a
zobdku, vztazeno na jednotlivé druhy papouskd.
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Z grafu (graf 4.2-1V, graf 4.2-V) porovnavajicich distribuci bakterialnich OTU v jednotlivych
mikrobiologickych vzorcich mezi jedinci papouskt: je déle patrné, Ze se bakterialni komunity
v kloace ve svém sloZeni 1isi od stfevnich a fekalnich bakteridlnich komunit, které jsou si
kompozi¢né znatelné blizsi. V proximalni ¢asti traviciho traktu, reprezentované oralnimi
vytéry, je dale viditelny dominantni vyskyt kmene Proteobacteria. Pro distdlni cast,
predstavovanou vzorky trusu a stfevnich tkani, je pak typicky vyskyt kmene Firmicutes

(graf 4.2-V).
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Graf 4.2-1V. Porovnani distribuce bakterialnich tfid ve vzorkach trusu, stiev a vytérech kloaky a zobaku mezi papouscimi
jedinci, n = 12.
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Graf 4.2-V. Porovnani distribuce bakterialnich kment ve vzorkach trusu, stfev a vytérech kloaky a zobaku mezi
papouscimi jedinci, n = 12.

Nasledujici grafy zndzornuji distribuci bakteridlnich OTU ve vytérech zobdku (graf 4.2-VI),
kloaky (graf 4.2-VII) a ve vzorcich trusu (graf 4.2-VIII) mezi vybranymi rody papouskt. Na
vysledné podobé slozeni mikrobioty v téchto typech mikrobiologickych vzork se tak kromé

efektu jedince (graf 4.2-1V, graf 4.2-V) pravdépodobné uplatiiuje i fylogeneticky vliv.
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Graf 4.2-VI. Distribuce bakterialnich kmen{ ve vytérech zobaku u vybranych papouséich rodd.
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Graf 4.2-VII. Distribuce bakterialnich kmeni ve vytérech kloaky u vybranych papouséich rodd.
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Graf 4.2-VIII. Distribuce bakterialnich kmeni ve vzorkach trusu vybranych rodt papouskd.
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Z vysledka Prokrustovy analyzy je zfejma pomérné vysoka korelace mezi vzorky colonu a
ilea (ss = sum of squares, soucet druhych mocnin vzdalenosti mezi odpovidajicimi si body ze
dvou asociacnich matic, ss = 0,04, p = 0,001, tab. 4.2-1I, graf 4.2-IX). Znatelna korelace mtize
byt vidéna také mezi vzorky trusu a colonu (ss = 0,34, p = 0,001, graf 4.2-X) a ilea (ss = 0,14, p =
0,001). OvSem konzistenci v taxonomickém sloZeni bakteridlnich komunit mezi vytéry
kloaky a colonu (ss = 0,96, p = 0,912, graf 4.2-XI) ¢&i ilea (ss = 0,87, p = 514) 1ze zhodnotit jako
relativné nizkou. Vysoka mira variability ve sloZeni byla také zjisténa mezi mikrobiotou ze

vzorki trusu a kloaky (ss = 0,76, p = 0,194, graf 4.2-XII).

Tabulka 4.2-11. Konzistence ve sloZeni bakterialnich komunit v mikrobiologickych vzorkach s vyuzitim Prokrustovy rotace
PCoA ordinaci zaloZzenych na Bray-Curtisové vzdalenostech, ss (sum of squares, soucet druhych mocnin vzdalenosti mezi
odpovidajicimi si body ze dvou asocia¢nich matic), n = 12.

Vzorek ss korelace symetrické rotace p

colon/ileum 0,04 0,98 0,001
colon/trus 0,34 0,81 0,001
colon/kloaka 0,96 0,21 0,912
ileum/kloaka 0,87 0,36 0,514
ileum/trus 0,14 0,93 0,001
kloaka/trus 0,76 0,49 0,194
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Graf 4.2-IX. Korelace duplikovanych dat mikrobialnich komunit mezi vzorky colonu a ilea. Prokrustova analyza zaloZzena
na PCoA s Bray-Curtisovym indexem, n=12.
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Graf 4.2-X. Korelace duplikovanych dat mikrobialnich komunit mezi vzorky colonu a trusu. Prokrustova analyza zaloZena
na PCoA s Bray-Curtisovym indexem, n=12.
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Graf 4.2-XI. Korelace duplikovanych dat mikrobidlnich komunit mezi vzorky colonu a vytéry kloaky. Prokrustova analyza
zaloZzend na PCoA s Bray-Curtisovym indexem, n=12.
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Graf 4.2-XIl. Korelace duplikovanych dat mikrobialnich komunit mezi vytéry kloaky a vzorky trusu. Prokrustova analyza
zaloZzena na PCoA s Bray-Curtisovym indexem, n=12.
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4.2.2 Komparativni analyza

U bakteridlnich OTU zjisténych ve vzorkach trusu byla stanovena jejich morfologicka
kategorie (grampozitivni kok / grampozitivni tycinka / gramnegativni kok / gramnegativni
tycinka) a pro kazdy fekalni vzorek bylo urceno, v jaké relativni pocetnosti je v ném kazda
tato kategorie zastoupena (graf 4.2-XIII). Abundance kategorii ve vzorcich trusu pro DNA
metabarcoding byly dale porovnany s 36 vysledky Gramova vysetfeni fekdlnich natéra
zhotovenych z trusu tyZ jedincti. Vyznamna mira pozitivni korelace cetnosti bakterialni
morfologické kategorie ve vzorku trusu s relativnim (%) zastoupenim dané kategorie ve
fekdlnim natéru byla zjisténa pouze v pfipadé grampozitivnich tycinek (r = 0,68, p < 0,001,

tab. 4.2-1I1, graf 4.2-XIV) a grampozitivnich kok (r = 0,43, p = 0,012).
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Graf 4.2-Xl11.Distribuce bakterialnich morfologickych kategorii ve vzorkach trusu papouséich jedinct, n = 57.

Tabulka 4.2-11l. Korelace bakteridlnich morfologickych kategorii v DNA vzorku trusu a fekalnim natéru; p (p hodnota), r
(Pearsonuv korelacni koeficient), n = 36.

Abundance v DNA vzorku / relativni zastoupeni na fekdlnim natéru p r
Kategorie

grampozitivni koky 0,012 0,43
grampozitivni ty¢inky <0,001 0,68
gramnegativni koky 0,776 -0,05
gramnegativni ty¢inky 0,836 0,04
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Korelace relativni éetnosti grampozitivnich tyéinek
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Graf 4.2-XIV. Korelace hodnot abundance grampozitivnich tycinek v DNA vzorcich trusu s relativnim (%) zastoupenim
grampozitivnich tycinek ve fekalnim natéru vySetfeném Gramovou metodou; r = 0,68, p < 0,001.

4.2.3 Zavislost bakterialnich OTU na hematologickych parametrech

Nakonec byla porovnavanim linedrnich mixovanych modelti metodou MCMC testovana
souvislost mezi taxonomickym sloZenim gastroinstestindlni mikrobioty a variabilitou
hematologickych parametrii. Po tpravé zjisténych p hodnot byla signifikantni zavislost
nalezena pouze mezi hodnotami H/L poméru a vybranymi bakteridlnimi OTU pfitomnymi
ve vytérech zobaku a kloaky (tab. 4.2-1V, tab. 4.2-V). Fekalni mikrobiota signifikantni vliv na
H/L pomér neprokdzala (tab. 4.2-VI), stejné tak nebyla prokdzana asociace mezi

bakterialnimi OTU a zbylymi testovanymi hematologickymi parametry.

Z bakteridlnich komunit pfitomnych v ordlni dutiné papouskt byla prokadzana negativni
asociace Celedi Flavobacteriaceae s hematologickymi hodnotami H/L poméru (p = 0,006, tab.

4.2-1V, graf 4.2-XV).
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Tabulka 4.2-1V. Zavislost hodnot H/L poméru na pfitomnosti bakteridlnich OTU v oralni dutiné; MCMCglmm: family =
"poisson", nitt = 501000, burnin = 1000, thin = 200; n = 228; post.mean (posteriorni prumér), eff.samp (efektivni velikost
vzorku), p BH (p hodnota upravena Benjaminiho-Hochbergovou metodou).

Proménna post.mean  95% konfidencni interval eff. samp p MCHC p BH
H/L pomér
Streptococcus 0,398 0,019-0,812 2500 0,057 0,303
Pseudomonas -0,816 -2,831-1,211 2474,806 0,41 0,73
Volucribacter -0,152 -0,894-0,547 2500 0,679 0,776
Pasteurellaceae 0,387 -0,282-1,039 2348,035 0,246 0,563
Moraxella -2,193 -4,986-0,198 2183,078 0,078 0,314
Basilea -0,493 -1,465-0,362 1098,825 0,236 0,563
Neisseriaceae -0,322 -1,429-0,877 2114,622 0,585 0,756
Suttonella -0,591 -2,006—-0,635 2500 0,366 0,73
Leptotrichiaceae -0,706 -1,725-0,156 2813,8 0,133 0,425
Campylobacter -0,638 -3,029-1,935 2056,8 0,614 0,756
Flavobacteriaceae -4,915 -8,073 —-2,142 2268,393 < 0,001 0,006
Bacteroidales -1,261 -2,458 - -0,012 2500 0,035 0,282
Corynebacterium 1 -0,396 -2,59-2,251 2500 0,747 0,797
Corynebacterium 0,114 -0,193-0,405 2500 0,456 0,73
Aerococcaceae 0,261 -0,58-1,153 2692,335 0,576 0,756
Lactobacillus 0,089 -2,039-2,285 2500 0,919 0,919
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Graf 4.2-XV. Zavislost hodnot H/L poméru na pfitomnosti ¢eledi Flavobacteriaceae v oralni dutiné.
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Z kloakalni mikrobioty byl na hodnoty H/L pomeéru zaznamendn pozitivni efekt bakterii
rodu Escherichia, ¢i Shigella, jeZ jsou na zdkladé genu 16S rRNA neodlisitelné (p = 0,024, tab.
4.2-V, graf 4.2-XVI).

Tabulka 4.2-V. Zavislost hodnot H/L poméru na pfitomnosti bakteridlnich OTU v kloace; MCMCglmm: family = "poisson",
nitt = 501000, burnin = 1000, thin = 200; n = 221. *Na zakladé genu 16S rRNA nelze tyto bakterialni rody rozlisit.

Proménna post.mean 95% konfidencniinterval eff.samp p MCMC p BH
H/L pomér

Enterococcus 1,755 -0,303-3,903 2500 0,091 0,456
Streptococcus 1,276 -2,575-5,219 2500 0,521 0,773
Clostridium sensu stricto 0,313 -2,265-2,656 2500 0,786 0,873
Pseudomonas -0,283 -1,3-0,643 1886,507 0,567 0,773
Serratia 0,144 -0,975-1,346 2500 0,815 0,873
Escherichia/Shigella* 2,136 0,627-3,648 2500 0,002 0,024
Ralstonia -0,384 -2,586-1,583 2500 0,703 0,873
Curvibacter 1,023 -0,737-2,747 2273,559 0,242 0,604
Corynebacteriaceae 1,436 -0,892-3,883 2318,868 0,217 0,604
Corynebacterium 1 0,046 -1,472-1,636 2500 0,938 0,938
Corynebacterium 0,959 -1,401-3,304 2500 0,415 0,692
Staphylococcus 1,48 -1,551-5,206 1931,529 0,352 0,692
Lactobacillus -0,768 -1,576 —-0,01 2500 0,05 0,378
Candidatus Arthromitus -2,846 -7,797-2,244 1878,547 0,225 0,604
Ureaplasma 2,177 -7,873-2,642 2272,328 0,4 0,692
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Graf 4.2-XVI. Zavislost hodnot H/L poméru na pfitomnosti bakterii rodu Escherichia/Shigella v kloace.

Asociace mezi slozenim krve a fekalni mikrobioty papouskli nebyla s dostatecnou hladinou

signifikance prokdzana (tab. 4.2-VI).

Tabulka 4.2-VI. Zavislost hodnot H/L poméru na pfitomnosti bakterialnich OTU v trusu; MCMCglmm: family = "poisson",
nitt = 501000, burnin = 1000, thin = 200; n = 198.

Proménna post.mean 95% konfidenc¢niinterval eff.samp p MCMC
H/L pomér

Lactobacillales -2,974 -11,114-4,619 76,049 0,393
Streptococcus 0,565 -1,269-2,218 1976,026 0,522
Clostridium sensu stricto 2,004 -0,418-4,544 2500 0,105
Tyzzerella 0,013 -13,681-13,513 2500 0,972
Pseudomonas 0,731 -1,842-3,196 2500 0,562
Escherichia/Shigella 1,401 -1,35-4,083 2500 0,281
Corynebacterium -1,241 -3,025-0,528 2500 0,156
Corynebacterium 1 -1,29 -7,549-4,754 154,684 0,631
Enterococcus -3,835 -9,146-0,444 2349,629 0,078
Lactobacillus -0,551 -1,404-0,246 2500 0,199
Candidatus Arthromitus 0,821 -4,014-6,314 1720,616 0,742
Ureaplasma -0,517 -3,701-3,259 957,896 0,758
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5 Diskuze

5.1 Hematologicka analyza

Role hematologie jako nastroje pro veterindrni diagnostiku a posouzeni kondi¢niho stavu
papouskt je Siroce uznavana (Campbell a Ellis 2007). Kromé klinickych faktorti byly v ramci
této diplomové prace vysetfené hodnoty jednotlivych krevnich znakti vztaZeny i do
souvislosti s informacnimi udaji o papouskovi, véetné vyzivovych a environmentalnich
vlivli. Pro ziskani nahledu na probihajici imunologické procesy byly vyuzity vysledky
hematologického vySetfeni relativnich poctd leukocytth 198 krevnich vzorki papouscich
jedincti z 53 rtiznych druhti a absolutnich poctti leukocyt 124 vzorka 40 druhti. Celkovy
krevni obraz byl dale doplnén o absolutni pocet erytrocytli, vysetfeny u 139 krevnich
vzorki 45 druhti papouski, a hodnoty erytrocytarniho indexu MCHC, ziskané na zakladé
analyzy 104 vzorkii 31 druhii. Vzhledem k ¢astecné pacientskému charakteru hodnoceného
datasetu jsou nékteré vySetfené rozsahy hematologickych parametri mimo predpokladané

tyziologické hodnoty uvadéné pro papousky (Fudge 2000).

Bylo zjisténo, Ze hodnoty H/L poméru a absolutnich poctii monocytt statisticky vyznamné
ovliviiuje vék papouska. Tato korelace je v rozporu s hematologickou analyzou krevnich
vzorkd mladat papouska patagonského (Cyanoliseus patagonus) (Masello et al. 2009). V ramci
podobnych vyzkumii papouskt rodu kakadu (Cacatua sp.) (Clubb et al. 1991a), ara (Ara sp.)
(Clubb et al. 1991b) a eklekta rtiznobarvého (Eclectus roratus) (Clubb et al. 1990) byly zjiStény
vyssi hodnoty absolutnich poéti leukocyti u mladsich jedincti. Papousci byli vzorkovani ve
poméru vyssi nez pti vzorkovani nasledném, pfi kterém byl zaznamendn vyznamny pokles.
Vysledky této prace maji vSak opacny rys. Podobny vysledek byl zjistén pfi zkoumani
krevnich parametrii amazonana fialovoprsého (Amazona vinacea), kdy byla u testovaného
juvenilniho jedince vysetfena nizsi hodnota H/L poméru oproti dospé€lym jedincim (E. M.
dos S. Schmidt et al. 2009). Ke stejnym zavérim dosel i vyzkum datasetu jedinct arti
Skraboskovych (Cyanopsitta spixii) ve véku od 7 mésicti do 18 let, ktery je mému datovému
souboru podobnéjsi (Foldenauer et al. 2007) nez datasety vysSe uvedené. Autofi zde vsak

tento fenomén vysvétluji jako mozné specifikum daného druhu papouska. Vzhledem
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k ¢astecné pacientskému charakteru mého datasetu byla patrné pozitivni korelace H/L
poméru a véku pozorovana v disledku vyssi miry stresu a prehnané zanétlivé reakce
spojené se starSimi jedinci (Salvioli et al. 2006), v ramci niZ mize byt jako doprovodny efekt

pozorovan i nartst monocytti (Fudge 2000).

Dale byla zjisténa zavislost absolutnich pocti erytrocyti na pohlavi papouska, kdy byly
naméfeny vys$si hodnoty u samciv porovnani se samicemi. Zavislost proménlivosti
hematologickych parametri na pohlavi je mezi jednotlivymi druhy papouskii pomérné
Siroce testovana. Vyloucena byla naptiklad u aratingy zluté (Guaruba guarouba) (Prioste et al.
2012), alexandra malého (Psittaculla krameri) (Nazifi a Vesal 2003), ¢i amazonana kubanského
(Amazona leucocephala leucocephala) (Tell a Citino 1992). Signifikantni rozdily v
hematologickych parametrech nebyly prokdzdny ani mezi samci a samicemi ary
Skraboskového (Cyanopsitta spixii) (Foldenauer et al. 2007) a ary hyacintového
(Anodorhynchus  hyacinthinus) (Kolesnikovas et al. 2012). U samic amazonana
oranzovoktidlého (Amazona amazonica) vSak byly popsany signifikantné vyssi hodnoty
absolutniho poctu leukocytii a lymfocyt nez u samct (Vergneau-Grosset et al. 2016), coz
v mém datasetu prokdzano nebylo. Fenomén vyssiho absolutniho poctu erytrocyti u samcti,
ktery byl pozorovany na mych datech, byl vSak popsan v rdmci testovani amazoénka
cervenohlavého (Pionopsitta pileata) a amazonana fialovoprsého (Amazona vinacea) (E. M. dos
S. Schmidt et al. 2009), ovSem s prokazatelné vyssi mirou signifikance, nez bylo zjisténo
v této diplomové praci. Lze usoudit, Ze v ramci papouskt je bézné rozdily v krevnich
parametrech mezi pohlavimi pozorovat. Diivodem mitize byt rozdilnost samcii a samic
v nakladech na energeticky narocné aktivity, jako je napfiklad produkce gamet ¢i schopnost
sebezachovy ve zhorSujicich se environmentalnich podminkach (Jakubas, Wojczulanis-

Jakubas a Kulaszewicz 2013).

Délka béhaku je asociovand negativné s absolutnim poctem leukocytli a pozitivné s
relativnim poctem bazofilti. Udaj o délce béhdku mize poslouZit jako jeden z indikatort
celkové velikosti jedince, se kterou byva pozitivné korelovan. Zvlasté malé druhy papouskd,
vzhledem k povaze veterinarniho vySetfeni, velice snadno podléhaji stresu, coz miize vést ke
zhorSeni jejich zdravotniho stavu a naslednym zméndm ve slozeni krve smérem k

leukocytdze (Sakas a Bauck 2002). V ramci leukocytdzy by se vSak v takovém pripadé dal
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predpokladat i vyskyt relativni heterofilie, ktera ovSem pozorovana nebyla. Na misto toho
leukogramy signifikantné poukazuji na zvySené hodnoty bazofili. Ohledné relativné
vzacného vyskytu bazofild v krvi papouskii panuji mezi autory konzistentni nazory.
V konkrétnim pifipadé amazoniani nebyla pozorovana variabilita mezi rznymi druhy (Tell
a Citino 1992, E. M. dos S. Schmidt et al. 2009, Fudge 2000). A¢ mé vysledky naznacuji vyskyt
vyssich hodnot relativnich poctii bazofilt u vétsich papouskd, pfi porovnani publikovanych
rozsahti téchto hodnot mezi vybranymi druhy papouskt tento trend pozorovan nebyl
(Fudge 2000). Vyssi priumérné hodnoty relativnich bazofil(i byly popsany v ramci papouskt
rodu aratinga, nejvyssi pak u aratingy slunecni (Aratinga solstitialis) a aratingy nandej
(Aratinga nenday) (Fudge 2000), tyto druhy vSak disponuji stfedni velikosti. Je tedy mozné, ze
vramci mého datasetu se zméfend délka béhdku neprokdzala jako spolehlivy ukazatel
velikosti papouska, ¢i jsou hodnoty rozsahti relativnich bazofili nekompletné popsany a

mozny vyskyt mezidruhové variability tak nebyl zaznamenaén.

Datum odbéru vzorku se projevilo jako vyznamné pouze v souvislosti s absolutnim poctem
erytrocyt. Na zdkladé vysledki jsou patrné vyssi hodnoty absolutnich pocthi erytrocyti na
podzim, nejvyssi pak v prvni poloviné zimniho obdobi. Déle byla ovéfena pozitivni korelace
téchto hodnot s hodnotami hematokritu. O fenoménu vyssich hodnot hematokritu v zimé se
v souvislosti s ptac¢imi taxony hypotetizovalo pomérné Siroce. Fair, Whitaker a Pearson
(2007) také shrnuli, Ze majorita vyzkumt zabyvajicich se vztahem hematokritu a ro¢niho
obdobi u ptakt tento fenomén potvrzuje. V pfipadé ary Skraboskového (Cyanopsitta spixii)
(Foldenauer et al. 2007) byly sice naméfeny nejvyssi hodnoty hematokritu v zimé, avsak
vys$si hodnoty byly, na rozdil od mych dat, pozorovany na jafe nez na podzim. Vysvétlenim
mych vysledki miize byt zvySena hodnota hematokritu jako evolucni adaptace na vysokou
absorpci kysliku v obdobi silnéjsi termogeneze (Carey a Morton 1976), patrné se vSak budou

tyto hodnoty mezidruhové lisit.

Hodnoty vyzivového stavu papouska se dale prokdzaly jako pozitivné korelované s
absolutnimi pocty erytrocyti a negativné korelované s H/L pomérem. Pokles absolutnich
erytrocytt, a tedy i hodnoty hematokritu, jako doprovodny efekt zhorseného vyzivového
stavu, nastalého v diisledku nepfedvidatelného rozvrhu podavani potravy, byl pozorovan i

vramci experimentu svranou Sedou (Corvus cornix) (Acquarone et al. 2002) a strakou
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obecnou (Pica pica) (Cucco et al. 2002). Podobné tak byla zjiSténa i provazanost hladovéni se
snizenymi hodnotami hematokritu a absolutniho poctu erytrocytt u racka stribfitého (Larus
argentatus) (Totzke et al. 1999). V rdmci této studie byl také, stejné jako v pfipadé mé prace, u
jedinct se zhorSenym vyZivovym stavem zjiStén i vyssi H/L pomér. Hodnota vyZivového
stavu pozitivné korelovana s hematokritem a negativné s H/L pomérem byla také vystupem
u vyzkumu mlddat zvonohlika zahradniho (Serinus serinus) (Hoi-Leitner et al. 2001).
ZvySené mnozstvi erytrocytli a lymfocytt taktéZz zajistila spravné vybalancovana strava u
amazonana modrocelého (Amazona aestiva) (Di Santo et al. 2019). Lze tak pfedpokladat, ze
v dtsledku potravni deprivace miize byt pozorovana stresova odpovéd v podobé heterofilie
a s tim spojeny pokles erytrocytti (Gross a Siegel 1983). Shrnuti téchto vysledk(i ¢astecné
podporuje hypotézu limitace zdroji, popisujici kompromis mezi investici do imunitniho
systému a chovani spojeného s vysokymi nutricnimi vydaji, v jehoz diisledku muze dojit
k stresem indukované imunosupresi (Gustafsson et al. 1994, Raberg et al. 1998, Klasing 1988,

Norris a Evans 2000).

V souvislosti se slozenim potravy byl zjistén efekt ovoce a zeleniny ve stravé jako vysvétlujici
faktor pro pokles hodnoty indexu MCHC. PfestoZe ke spolehlivé klasifikaci anémie by bylo
zdhodno posoudit i hodnotu indexu MCV, udavajici stfedni objem erytrocytti, z charakteru
korelace 1ze usoudit, ze vysledky poukazuji k hypochromni mikrocytarni anémii, jezZ mohla
nastat v dlisledku nedostatku Zeleza, plynouciho z nutri¢né nekompletni kompozice stravy
(Fudge 2000, Salazar, Teves a Ii 2018). Vliv granuli ve stravé se dale ukdzal jako podstatny
pro pokles relativnich poctti monocytt a vliv ovoce a zeleniny pro narust absolutnich poctti
leukocytti, lymfocyti a eosinofili. Bylo popsano, ze mnozstvi a kvalita stravy poskytuje
moznost vyssi investice do imunitniho systému a mtize tak pozitivné ovlivnit jeho vyvoj
(Masello et al. 2009, Hoi-Leitner et al. 2001). Pfic¢ina zvySenych hodnot pocti eosiofilti u
ptacich pacientt zastava stdle predmétem diskuzi a funkce téchto granulocyti dosud nebyla
zcela objasnéna. Panuji vSak nazory ohledné mozného navySeni eosinofil v dtsledku

pritomnosti parazitii v organismu, stejné jako je tomu u savcti (Deem et al. 2005).

Dal$im rozhodujicim faktorem bylo umisténi chovného zafizeni. Venkovni chov papouska
byl pozitivné asociovan s absolutnim pocétem erytrocytd a lymfocytti a naopak negativné

asociovan s hodnotou MCHC. Vnitini chov papouska u testovanych jedincti zajistil pokles
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absolutnich pocta lymfocytli, které byly také jako jediny parametr pozitivné ovlivnény
samotnym typem chovného =zafizeni, konkrétné kleci. Nartst lymfocytii miize byt
pozorovan v souvislosti s dikladnéjsi imunizaci (Eeva et al. 2005), jeZ je venkovnim
umisténim umoznéna. ProtoZe hodnoty absolutnich poctii erytrocytti byly jiz vyse popsany
v kontextu s rocnim obdobim, efekt venkovniho umisténi mtiZze v této souvislosti figurovat
jako doprovodny. Zmény hodnot hematokritu spojené s rocnim obdobim mohou vznikat
v diisledku kombinace nékolika faktort, které zahrnuji proménlivost teploty ¢i fotoperiody
(Rehder, Bird a Lagué 1982). Environmentalni rozdily se mohou taktéZ promitnout do

hodnot MCHC (Salazar, Teves a Ii 2018).

Socialni typ chovu se prokazal jako vyznamny v souvislosti s nartistem absolutnich poctii
erytrocyt a bazofili v pripadé, Ze byl jedinec chovan samostatné ¢i v paru. V takové
konstelaci byl naopak pozorovan pokles absolutnich pocti monocytt. Relativni pocet
monocytt poklesl pouze v pfipadé chovu jednotlivé, ale pfi parovém chovu narfistal.
Vzhledem k hejnovému charakteru prevazné skupiny papouskii mohou byt proménlivosti v
rtiznych hematologickych parametrech spjaty se socidlni deprivaci. Ta mize v konecném
diisledku vést ke stresu, projevujicim se zvySenou hladinou heterofilti v krvi, na ukor které
mohou naopak monocyty relativné ubyvat. Monocytdza u papouskii nebyva v diisledku
stresu pozorovana (Fudge 2000). Déle byla v rdmci vyzkumu lesiidcka oranzovotemenného
(Seiurus aurocapillus) prokazana vyssi frekvence teritoridlni agrese, spojend se zvySenymi
hladinami hematokritu, jako pfi¢ina vysokych energetickych vydeji a z toho pramenici
nizké imunologické kondice (Mazerolle a Hobson 2002). Alternativné tak 1ze na mych datech

poukdzat na zvysenou hladinu hematokritu jako vysledek socialniho stresu.

Vyznamnym ¢lenem testovaného modelu byly klinické projevy infekénich a autoimunitnich
onemocnéni a poruch chovani. Pozitivni zdvislost byla prokdzdna mezi symptomy
infekénich chorob a absolutnim poctem leukocytti, jmenovité heterofild, naopak negativni
zavislost mezi absolutnimi a relativnimi pocty eosinofilt. Z diivodli spatfenych zmén
v hodnotdch eosinofilt bude pfi budoucim sbéru dat vhodné provést i vysSetfeni na
parazitarni ndkazy, které na mych datech realizovano nebylo. V ramci diagnostiky slouzi
heterofilie v periferni krvi ptakt, véetné papouskii, bézné jako ukazatel zanétlivych procesti

spojenych s bakteridlnimi infekcemi (Vaz et al. 2016, Salazar, Teves a Ii 2018, Sioson a
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Tacuboy 2017, Razmyar et al. 2016, V. Schmidt et al. 2008, Forbes, Simpson a Goudswaard
1992, Fudge 1997, Fudge 2000) a dle mych vysledkt takto mtiZe slouZit i nadale.

Patologické stavy spojené s autoimunitnimi poruchami byly pozitivné asociovany
s absolutnim poctem erytrocytti, lymfocytti a relativnim poctem monocyti, negativné pak
s absolutnim poctem heterofilti. Redukce objemu plasmy, obvykle v diisledku dehydratace,
se projevuje zvySenym mnozstvim erytrocytl. Mozna je tedy provazanost dehydratace
s témito typy poruch, z ¢ehoZ mtiZe plynout pozorovana erytrocytéza (Fudge 2000). ZvySené
hladiny erytrocytti byly také jiz vySe popsdny jako diisledek zhorSeni zdravotniho stavu a
sniZzeni imunologické kondice (Mazerolle a Hobson 2002). V ramci mého datasetu byla u
dvou ze tfi jedincii diagnostikovanych ulcerativni dermatitidou jako projevem autoimunitni
poruchy provedena kultivace klinického materidlu z rany. V obou pfipadech se jednalo o
zastupce druhu papouska Sedého (Psittacus erithacus). V prvnim pfipadé byl zjistén cetny
vyskyt bakterii Acinetobacter pitti a Enterococcus faecalis, ve druhém cetnd pfitomnost bakterii
Staphylococcus aureus a Klebsiella oxytoca. Jedna se o nalezy bézné (Lamb et al. 2014). I v rdmci
podobnych studii byla ulcerativni dermatitida jako casty symptom autoimunitniho
onemocnéni v souvislosti s papousky pozorovadna jako dusledek zejména bakteridlnich
infekci (Briscoe et al. 2008, Huynh et al. 2014, Abou-Zahr et al. 2018), které se mohou
promitat do slozeni krve ve zjisténém sméru. Negativni asociace heterofilti s bakteridlnimi
infekcemi je netypicka, avSak v pripadé téchto onemocnéni je pravdépodobna infiltrace
heterofilnich granulocytti do tkanovych lézi, coz mohou odhalit az histopatologicka
vysetfeni (V. Schmidt et al. 2008). V periferni krvi pak tyto prozanétlivé buriky detekovatelné
nejsou. Prestoze jsou vysledky ohledné asociace sautoimunitnimi poruchami statisticky
signifikantni, byly ziskdny na zakladé vysetfeni pouze tii pacientti. Z toho diivodu témto

vystuptim prikldddm nizkou divéryhodnost, tvori vSak zaklad pro dalsi vyzkum.

Poruchy chovani pak byly dany do negativni souvislosti s absolutnim a relativnim poctem
eosinofild, absolutnim poctem monocytti a s H/L pomérem, avSak na relativni pocty bazofilt
projevily pozitivni vliv. Negativni asociace s hodnotami H/L poméru je v rozporu s vysledky
jinych autorti (Clubb et al. 2007). Je mozné predpokladat, Ze nékteré zaznamenané projevy
poruch chovani, napriklad apatie ¢i slabost, se ve slozeni krve neprojevuji v podobé klasické

stresové odpovédi, v dlisledku ¢ehoz nebyla pozorovana heterofilie. Ztrata ¢i skubani per je
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ovsem u papousktl jeden znejproblematictéjSich klinickych stavli z dtivodu slozitého
hledani pfic¢iny. Na zdkladé histopatologickych vySetfeni biopsii pokozky a pefi jedinct
vykazujicich ztraty ¢ Skubadni per byly jako podminujici faktory, kromé pritomnosti
cirkoviru zptisobujictho onemocnéni zobaku a pefi papouskii (Hakimuddin et al. 2015,
Reavill, Schmidt a Fudge 1990), zjistény napriklad inaktivni folikuly, epidermalni atrofie,
stafylokokova dermatitida, bakteridlni pulpitida, dermatomykoza, hypersenzitivni reakce ¢i
kozni parazité (Reavill, Schmidt a Fudge 1990). V rdmci stejné studie, z celkové 213
testovanych jedinci 12 papouséich rodd, projevujicich se ztratou ¢&i Skubanim pefi
v dtsledku nékterého z uvedenych nalezi, byla u 40 jedincti pozorovana lymfocytdéza a u 80
heterofilie. 59 jedincti ddle vykazovalo vyssi hodnoty bazofilti, eosinofil ¢ monocyta
(Reavill, Schmidt a Fudge 1990). Zvysené hodnoty bazofilti v periferni krvi byly také dany
do souvislosti se silnym stresem u dribeze v dtisledku hladovéni ¢i transportu (M. Maxwell
1993, M. Maxwell a Robertson 1995). Zda je vSak tento typ zatéze u téchto zvifat srovnatelny

se stresovou reakci papousku projevujicich se trhanim pefi je sporné.

Z dtivodu mozného pozorovani ptaciho pacienta s absolutni lymfopenii a zaroven relativni
lymfocytdzou je nasnadé, Ze vysledky pro absolutni a relativni rozpocty maiji specifickou
vypovidajici hodnotu vztahujici se k individudlnim pfipadiim. Relativni poéty leukocyta
jsou v pfipadé ptakii obecné udavany za vice vypovidajici nez pocty absolutni, vzhledem
k vy$si variabilité mezi vysledky absolutnich rozpocta (Fudge 2000). Ta mize byt zplisobena
odliSnou metodou vzorkovani, rozliSnou dobou pfepravy vzorku ¢i metodologickym
pfistupem pfi vyhodnocovani vzorku. Naopak relativni rozpocty by mély poskytovat
spolehlivéjsi zhodnoceni leukocytarni distribuce, pokud byl krevni roztér spravné pfipraven
(Fudge 2000). Hodnoty absolutnich poctti heterofilti a lymfocytti, naméfené v ramci mého
datasetu, vSak prekvapivé odhalily zdanlivé kvalitnéj$i schopnost monitorovat prtbéh
infekénich a autoimunitnich onemocnéni ve srovnani s hodnotou H/L poméru. Jak ale bylo
uvedeno jiz vyse, vysledky ohledné autoimunitnich poruch jsou zatiZeny slabou statistickou

podporou v disledku nizkého poctu jedincili vykazujicich projevy téchto onemocnéni.

Rod papouska projevil signifikantni vliv na vSechny testované hematologické parametry,
vyjma MCHC a absolutnich pocti heterofilti. Na zakladé tohoto poznatku byla déle

provedena fylogenetickd analyza, jez odhalila nejsiln€jsi fylogeneticky signal v hodnotach
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pro H/L pomér a pro absolutni pocty eosinofilti. Role H/L poméru jako dilezitého
evolu¢niho znaku propojujiciho imunitu, fyziologii a ekologii jedince byla poprvé popsana
Miniasem (2019), ktery nizké hodnoty H/L povaZuje za ancestralni znak, coZ v mém datovém
souboru prokazano nebylo. Niz$i hodnoty H/L poméru byly v mém datasetu zjistény
zejména v ramci druhti amazonanti, cozZ je v konzistenci s vysledky jinych autorti (Frederico
F. Vaz et al. 2016, Fudge 2000, Deem et al. 2005). V pfipadé absolutnich pocth eosinofila byly
zjistény vysoké hodnoty u aratingy slunecni (Aratinga solstitialis), coz mtze byt zptisobeno
specifickou evolucni adaptaci. Vzhledem k zastoupeni tohoto druhu v mém datasetu pouze
v poc¢tu dvou jedincli se vSak pravdépodobné jedna o individudlni variabilitu nez o vliv

fylogeneze.

Zahrnuti efektu fylogeneze do testovaného modelu mnoho vysvétlujicich vlivii na variabilitu
hematologickych parametrti odfiltrovalo. Stejné vlivy byly zaznamendny pouze na hodnoty
H/L poméru, ovSsem s nizs$i hodnotou signifikance. U poloviny testovanych krevnich znak
(relativnich poctli eosinofili a monocyti a absolutnich poctii leukocytli, heterofili,
monocytt a erytrocyti) byly znovu potvrzeny jen nékteré, ptvodni analyzou zjisténé,

Ve

efekty, avSak ve vétSiné pfipadli snizsi, ¢i margindlni signifikanci. V pfipadé testovani
hodnot absolutnich poéti lymfocyti a MCHC nebyly znovu prokdzany dfive zjisténé efekty,
ale byly zjistény efekty nové. U relativnich poctt bazofilti a absolutnich poctii bazofili a
eosinofilti nebyl po pfidani fylogenetického vlivu zjistén Zadny vysvétlujici efekt. Na zékladé

toho lze poukdzat nejen k znacné zavislosti hematologickych parametrd na individudlnich,

environmentalnich a klinickych faktorech, ale také k jejich silné mezidruhové variabilité.

Je nutné vzit vavahu, ze vysledky hematologickych analyz mohou byt vzdy naruSeny
povahou veterindrniho vySetfeni ¢i jinymi okolnostmi, za kterych byl krevni vzorek odebran.
Pokud nebyla krev odebrdna dostate¢né bezpecné a rychle, krevni obraz timto miize byt
ovlinén (Sakas a Bauck 2002). Stanovenda mira opakovatelnosti taktéz potvrzuje obecné
znama uskali metody mikroskopické kvantifikace krevnich bunék, zejména s ohledem na
relativni pocty bazofili a eosinofild. Ty jsou mezi ptdky morfologicky proménlivé, coz se
muize vkoneéném dusledku projevit nepfesnostmi ve vyslednych udajich. Postupné

zavedeni automatického pocitani ptacich krevnich bunék, ¢ vyuziti metod pratokové
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cytometrie v ramci hematologického testovani ptacich taxonti (Fudge 2000) bude vsak

pravdépodobné dostate¢nym fesenim.

Zkresleni vysledkti muze rovnéZz plynout zcharakteru datasetu obsahujictho znacné
mnozstvi riiznych druhti papouskt, kdy jsou vSak nékteré druhy zastoupeny fidce. To miize
vytvofit dojem mezidruhové variability, a¢ se jedna o variabilitu jedincti. Udaje o téchto
jedincich byly taktéZz na zdkladé informace poskytnuté majitelem doplnény o symptomy
mnoha riznych onemocnéni, coZ umoznilo provedeni analyzy ve velice obecném a Sirokém
pojeti, v disledku cehoZz jsou vSak ziskané vystupy, ac¢ Sirokospektrdlni, pomérné
nespecifické. Ziskané pilotni vysledky vsak pfedstavuji potencidl pro obdobné studie

vychazejici z fylogeneticky ¢i klinicky specifi¢téjsiho datasetu.

5.2 Analyza slozZeni gastrointestinalni mikrobioty

Gastrointestinalni systém papouskii zahrnuje slozité spolecenstvi mikroorganismd, které ma
pro hostitele znacny vyznam, jeho taxonomické slozeni se vSak v rtiznych kompartmentech
travictho systému lisi. V této praci jsem toto slozeni popsala na zdkladé sekvenace
amplikonu bakteridlniho genu 16S rRNA ze 132 vzorkt trusu, 12 vzorkt stfev, 228 vytérti
kloaky a 236 vytért zobaku z 61 druhii papouskii. Analyzou hlavnich koordinat byla
zhodnocena mira konzistence v taxonomickém sloZeni mikrobioty mezi vSemi
mikrobiologickymi typy vzorkt papousku. Patrna je rozdilnd bakteridlni kompozice zejména
v oralnich vytérech. Ackoliv se ordlni vytéry papouski bézné uzivaji jako material k detekci
pritomnosti virt (D’Agostino a Isaza 2004), slozeni bakteridlnich komunit v tomto typu
vzorku bylo dosud zkoumadno jen velice zfidka. OdliSnd kompozice mikrobioty v ordlnich
vytérech, v porovnani s vytéry kloaky a vzorky trusu, jiz byla popsana na vzorku 5 druhii
papouskt bez klinickych projevli (Akhter et al. 2018). Lze také podotknout, Ze pozorované
Cetnosti bakterii jsou obvykle vyssi v kloace a trusu nez v ordlni dutiné zdravych ptaka
(Petrak 1982). Tento vysledek muize poukazovat k zcela odliSnému spektru ndrokt na funkci

mikrobioty v ordlni dutin€ papousktl, nez je tomu v pripadé stfev a kloaky.

SloZzeni mikrobioty vytéri kloaky je znatelné nekonzistentni s mikrobidlni kompozici ve
sttevnich a fekdlnich vzorcich, které jsou si naopak vzdjemné podobnéjsi. V ramci

podobnych vyzkumi takto markantni rozdily pozorovany nebyly (Akhter et al. 2018). Mtize

81



se jednat o chybu, ¢i nebyl stér proveden idedlné. Pozorované vyssi zastoupeni kmenu
Proteobacteria ve vytérech kloaky mutZe byt vysvétleno silnési tendenci
k environmentalnimu vyskytu na povrchu zvifete, zatimco Firmicutes koexistuji zejména ve
sttevnim prostiedi (Leboffe a Pierce 2011, Lamb et al. 2014). Pfi provadéni kloakalniho stéru
je pak sebrano vice povrchovych bakterii, coz se projevi ve sloZeni. Jinym vysvétlenim mtize
byt pfitomnost rozmnoZovaciho systému v kloace, ktera méni podminky prostfedi pro
mikrobidlni riist a privadi tak na kloakalni mikrobioty zcela jinou formu narokt, nez kdyby
se jednalo pouze o vyvod traviciho traktu. Rozdily mikrobialniho sloZeni rozmnoZzovaciho a

sttevniho systému byly zaznamenany v ramci savcii (Li et al. 2016).

Vzorky nekroptického materialu tlustého stieva (colon) a koncové ¢asti tenkého stieva (ileum)
vykazuji v bakteridlnim slozeni silnou konzistenci. To mize byt diisledkem morfologicky
jednodussi stavby ptaciho stfeva v porovnani se savci (Lavin et al. 2008), ktefi také disponuiji

vyssi mirou odliSnosti mezi mikrobiotou jednotlivych stfevnich segmentti (Gu et al. 2013).

Na vysledné podobé kompozice bakteridlnich spolecenstvi ve vzorkdch trusu, stiev a
vytérech kloaky a zobdku byl vSak kromé fylogenetického vlivu pozorovan i efekt jedince.
Vliv Siroké skdly individudlnich faktort(i, zahrnujicich vék (Bangert et al. 1988), potravu a
vyzivovy stav (Turnbaugh et al. 2009), prostfedi a genetickou vybavu hostitele (Benson et al.
2010) ¢i imunitni systém (Sedaghat a Karimi Torshizi 2017, Slack et al. 2009) byl jiz na slozeni
gastrointestinalni mikrobioty dfive zaznamenan. Mezidruhové rozdily byly v ramci

papousk taktéz popsany (Bangert et al. 1988).

Z kazdého sebraného vzorku trusu byla jedna ¢ast uchovana pro tucely DNA
metabarcodingu a s vyuzitim druhé casti byl vytvofen fekdlni natér, ktery byl posléze
podroben analyze Gramovou metodou. 36 vysledkii Gramova vysetfeni fekalnich natért
bylo porovndno s abundanci bakteridlnich morfologickych kategorii ve vzorcich trusu
podrobenych DNA metabarcodingu. Pearsontiv test odhalil signifikantni pozitivni korelaci
pouze v piipadé grampozitivnich koku a tycinek. Ty se v ramci fekdlnich natérti papouski
tradicné fadily mezi nejbéznéji pozorovanou kategorii (Ritchie et al. 1997, Bangert et al.
1988), ackoliv jind studie u papouski uvedla kategorii gramnegativni za nejvice
frekventovanou (Akhter et al. 2018). Tento ne zcela kladny vysledek mohl vzniknout

v dtsledku barvici metody, ¢i proto, ze bakteridlni sekvence obdrzené na zakladé
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sekvenovani metodou Illumina nebylo vZdy moZzné spolehlivé rozlisit do trovni druhti, ¢i
alesponl rodti. Tyto taxonomické trovné jsou vsak casto nezbytné pro presné urceni tvaru
bakterialni buniky (Leboffe a Pierce 2011). Pro dalsi analyzy tak bude vhodné zatadit pouze
sekvence bakterialnich OTU, u kterych je znama taxonomicka anotace alespon na rodové

urovni.

V souvislosti s hematologickymi parametry byl zjistén efekt bakteridlnich OTU pouze na
hodnoty H/L poméru ve vytérech zobaku a kloaky. Mezi mikrobiotou ordlni dutiny byl
odhalen negativni vztah H/L poméru s celedi Flavobacteriaceae. Tato gramnegativni celed je
znama piedevsim z infekénich vzorkt tkdné po kousnuti kockou (Oddsson et al. 1995) ¢i
prasetem (Goldstein et al. 1990). Zaroven byla popsana jako vyjimecna soucast fekalni
mikrobioty u zdravych chovanych papouskti, kde nebyl prokazan projev patogenniho
potencidlu (Bangert et al. 1988). Pfitomnost byla zjisSténa rovnéz ve vytérech hltanu u zdravé
jeviciho se rdkosnika obecného (Acrocephalus scirpaceus) (Stenkat et al. 2014). Prezence celedi
Flavobacteriaceae, zahrnujici oportunistické patogeny (Vancanneyt et al. 1994), u zdravych
volné Zijicich ¢i domestikovanych ptakia indikuje moznost, Ze kolonizace témito bakteriemi
se projevuje subklinicky. ProtoZe maji vybrani zastupci této bakteridlni celedi potencial jako
infekéni agens i pro ¢lovéka (Jean et al. 2014), je nutné vzit eventualitu subklinického projevu
onemocnéni v potaz zejména pri blizkém kontaktu s témito zvifaty. V ramci tohoto datasetu
vsak byla zjiSténa provazanost vyssi abundance bakterii ¢eledi Flavobacteriaceae s poklesem
H/L poméru. Nizsi H/L pomér byl dale asociovany s projevy poruch chovani, kupfikladu
se Skubanim pefi ¢i apatii. Vyskyt téchto bakterii u papouscich jedinci projevujicich se
behavioralnimi poruchami je tedy na zakladé ziskanych vysledki mozny, avsak jak jiz bylo
zminéno vysSe, presna diagnoza téchto poruch je znac¢né komplikovand. Vzhledem
k negativni asociaci H/L poméru i s vyZivovym stavem papouska se déle naskytuje moznost
pozorovat nartist abundance bakterii celedi Flavobacteriaceae v dtsledku nutricné
riznorodé a vyvazené stravy. V souvislosti se slozenim stfevni mikrobioty byl efekt

rliznorodé stravy zaznamenan (Turnbaugh et al. 2009).

V ramci kloakalni mikrobioty byla zjisténa pozitivni asociace H/L poméru s bakteriemi rodu
Escherichia, ¢ Shigella, neodliSitelnych na zdkladé amplifikace genu 16S rRNA.

Gramnegativni tyc¢inka Escherichia coli byva tradicné uddvana za infekcni agens, zptsobujici
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enteritidu, pneumonii a septikémii, a jednu z nejbéznéjsich pricin amrti u papousku (Petrak
1982). Novéjsi poznatky vSak potvrdily, Ze papousci zijici v pfirozeném prostfedi maji
prokazatelné vyssi tendenci k potlaceni onemocnéni, ac je u nich bakterie pfitomna. Je tedy
pravdépodobné, Ze pfi chovu v zajeti plisobi environmentalni faktory iniciujici proces
onemocnéni (Becker Saidenberg et al. 2012). Obvykle byl také vyskyt Escherichie coli v trusu
zdravych chovanych papouskii, na rozdil od savcii a driibeZe, povazovan za nebézny

vevys

(Graham a Graham 1978). Aktudlnéjsi projekt vSak poukazuje k této bakterii jako k nejcastéji
izolované u papouskii pochazejicich ze stejné zoologické zahrady (Akhter et al. 2018). Vyssi
mira abundance Escherichie coli ve slozeni kloakdlni mikrobioty byla zjiSténa u chovanych
papouskd, ve srovnani s volné Zijicimi, (Xenoulis et al. 2010) a také v rdmci konkrétnich rodti
papouskti, napriklad u rodu kakadu (Cacatua sp.) (Flammer a Drewes 1988). Pozitivni
souvislost abundanci Escherichie coli jako slozky kloakalniho bakteridlniho spolecenstvi byla
zjisténa s vysetfenymi hodnotami H/L poméru, ktery se také v rdamci mého datasetu projevil
jako indikdtor véku. Ztoho plyne mozZné zvySeni pocetnosti této bakterie u starSich

papouscich jedincii. Takovy efekt byl u papouski pozorovan v rdmci fekalni mikrobioty

(Bangert et al. 1988).

6 Zavér

A¢ mohou byt uvedené vysledky hematologické a mikrobidlni analyzy papouskt ruSeny
signdlem pochazejicim z problematického datasetu, jednd se vzhledem k pilotnimu
charakteru prace o vystupy, jejichz analogie zatim nebyla uvedena jinymi autory. Na zakladé
ziskanych poznatkt lze poukdzat nejen k znacné zavislosti krevnich parametri na fadé
individudlnich, environmentalnich a klinickych faktort, ale také k jejich silné mezidruhové
variabilité. Pfekvapivé je zjisténi kvalitnéjsi schopnosti hodnot absolutnich poctt heterofilti a
lymfocytli monitorovat priibéh infekénich a autoimunitnich onemocnéni papouskti ve
srovnani s hodnotou H/L poméru. Hodnoty relativnich poctti bazofilli se neocekdvané
projevily jako nejuzite¢n€jsi ukazatel pro sledovani projevii poruch chovani. V souvislosti s
hematologickymi parametry byl odhalen efekt bakteridlni celedi Flavobacteriaceae, jako
soucasti oralni mikrobioty, a bakterii Escherichia, ¢i Shigella, pfitomnych v bakteridlnich
komunitach v kloace, na hodnoty H/L poméru. Mikrobiota v oralni dutiné papousk se také

vyznacila jasné odlisnou taxonomickou kompozici v porovnani s mikrobiotou kloakalni a

84



stftevni. Naopak bakteridlni spolecenstvi pritomnd ve dvou stfevnich kompartmentech
papouski jsou ve sloZeni pomérné konzistentni. Mezi mikrobiotou vzorka trusu a vytéry
kloaky a zobdku je téz priikazna intraspecificka i intespecificka variabilita v kompozici.
Vysledky ziskané na zdkladé sekvenace bakterialniho 16S rRNA genu a analyzou fekalnich
natért. Gramovou metodou jsou konzistentni jen v pfipadé vyhodnoceni abundance
grampozitivnich kokli a tycinek. Zavéry této prace by meély byt nejenom pfinosem pro
zakladni vyzkum evoluce imunologickych adaptaci, ale zdrovenn mohou mit prakticky

aplikacni potencial ve veterinarni a zoohygienické praxi.

7 Seznam terminu

Band — viditelnd ¢arka DNA na gelu obsahujici znacné mnozstvi DNA fragmentt stejné

velikosti.

Bar kéd — molekularni fragment uzivany pro rozliSeni sekvencnich readti béhem sekvenace.
Colon — tracnik, tlusté strevo.

Dataset — datovy soubor.

Demultiplexovini — ptifazeni sekvenci DNA k pfislusnému vzorku na zékladé bar koda po

osekvenovani.

Denoising — odstranéni Sumu, pfi kterém dojde k eliminaci sekvencnich chyb ze ziskanych

readt nebo k identifikaci spravné biologické sekvence mezi ready.
Diferencidl — diferencialni rozpocet leukocytii.

Erytrocyt — Cervena krvinka.

F primer — z anglického forward, pfedni primer.

Gramnegativni — bakterie, které jsou po barveni dle Grama pozorovany pod mikroskopem

jako cervenoruzové.
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Grampozitivni — bakterie, které se po barveni dle Grama jevi pod mikroskopem jako

modrofialové.

HJ/L pomér — pomér relativniho poctu heterofilt k relativnimu poctu lymfocyti.
Choana — vnitini nozdra, zadni otvor nosni dutiny.

Ileum — kycelnik, koncova ¢ast tenkého streva.

Leukocyt — bila krvinka.

MCMC - Markov chain Monte Carlo.

MCHC - z anglického mean cell hemoglobin concentration, stfedni hodnota koncentrace

hemoglobinu v jedné cervené krvince.

OTU - z anglického operational taxonomic unit, operacni taxonomicka jednotka, definice

uzivana ke klasifikaci skupin blizce pfibuznych jedinci.

Paired-end — dva konce stejné molekuly DNA. Pfi paired-end sekvenovani je fragment DNA

sekvenovan z obou koncti, vysledkem jsou paired-end ready.

PCoA -z anglického Principal Coordinates Analysis, analyza hlavnich koordinat.

PCR - z anglického polymerase chain reaction, polymerazova fetézova reakce.
Poolovini — smiseni PCR produktti o ekvimolarni koncentraci DNA do jedné zkumavky.

Primer — oligonukleotidova sekvence komplementdrni k tisektim ohranicujici DNA sekvenci,

ktera ma byt amplifikovana.

R primer — z anglického reverse, zadni primer.

Read — odvozena sekvence parti bazi odpovidajici fragmentu DNA nebo jeho ¢asti.
Repeatabilita — opakovatelnost, pfesnost metody za stejnych podminek.

Sekvenacni adaptor — obsahuje unikatni indexovou sekvenci slouzici pro oznaceni vzork pfi
pripavé DNA knihovny, coz umoznuje sekvenaci 96 rtiznych vzorki v jediném sekvena¢nim

béhu.
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12 Piilohy

V prilohach 12-I—XII jsou k dispozici doplniujici statistické tidaje k faktorim obsaZenych

v minimalnich adekvatnich modelech pro jednotlivé hematologické parametry.

Pfiloha 12-1. Zavislost hodnot H/L poméru na rodu; MAM: rod + vék + vyZivovy stav + poruchy chovani, n = 198, Chisq =

76,905, p < 0,001.

Formula: log(HL + 1) ~ genus + ageN + masscat + Behav + (1 | breeder) + (1 | year)

Fixed effects:

(Intercept)
genusAlisterus
genusAmazona

genusAnodorhynchus

genusAra
genusAratinga
genusCacatua
genusCoracopsis
genusDeroptyus
genusDiopsittaca
genusEclectus
genusMelopsittacus
genusNeophema
genusNestor
genusNymphicus
genusPionites
genusPionus
genusPoicephalus
genusPsephotus
genusPsittacula
genusPsittacus
ageN

masscat
BehavYes

1.98897
-0.61385
-0.49607
-0.10057

0.05143

-0.0978
-0.25147

0.15363

0.32117
-0.82059

0.04084
-0.44188

0.09591

1.48529
-0.39416

0.36877
-0.25613
-0.08477

0.23704
-0.21937

0.07443

0.04414
-0.20346
-0.46795

0.5793
0.80525
0.45378
0.57021
0.47208
0.84381
0.49829
0.54237
0.62667
0.84285
0.51314
0.67725
0.33659
0.56454
0.68296

0.4782
0.47126
0.46924
0.34975
0.67767
0.45385
0.01171
0.09494
0.15773

t value

3.433
-0.762
-1.093
-0.176

0.109
-0.116
-0.505

0.283

0.513
-0.974

0.08
-0.652

0.285

2.631
-0.577

0.771
-0.544
-0.181

0.678
-0.324

0.164

3.77
-2.143
-2.967

Pfiloha 12-11. Zavislost hodnot relativnich po¢tt bazofilli na rodu; MAM: rod + délka béhaku + poruchy chovani, n = 198,

Chisq = 69,791, p < 0,001.

Formula: log(B + 1) ~ genus + tars + Behav + (1 | breeder) + (1 | year)

Fixed effects:

(Intercept)

-0.1359

0.362646

t value

-0.375



genusAlisterus 0.901915 0.410595 2.197

genusAmazona -0.19531 0.332889 -0.587
genusAnodorhynchus -0.66556 0.596264 -1.116
genusAra -0.48195 0.407699 -1.182
genusAratinga 0.771 0.572626 1.346
genusCacatua -0.3067 0.363602 -0.843
genusCoracopsis 0.526897 0.434451 1.213
genusDeroptyus -0.11164 0.457784 -0.244
genusDiopsittaca -0.32369 0.568282 -0.57
genusEclectus 0.473397 0.364323 1.299
genusForpus 0.094286 0.447179 0.211
genusMelopsittacus 0.708694 0.315291 2.248
genusNeophema 0.976573 0.349313 2.796
genusNeopsephotus 0.411423 0.56847 0.724
genusNestor -0.78544 0.646551 -1.215
genusNymphicus 0.858808 0.398177 2.157
genusPionites -0.40663 0.339863 -1.196
genusPionus -0.00177 0.342863 -0.005
genusPoicephalus 0.228262 0.334162 0.683
genusPsephotus 1.390095 0.446616 3.113
genusPsittacula 0.348606 0.456778 0.763
genusPsittacus -0.12719 0.352648 -0.361
tars 0.020992 0.01169 1.796
BehavYes 0.223863 0.11421 1.96

Pfiloha 12-lIl. Zavislost hodnot relativnich poctl eosinofilti na rodu; MAM: rod + infekéni onemocnéni + poruchy chovani,
n = 198, Chisq = 94,879, p < 0,001.

Formula: log(E + 1) ~ genus + Infect + Behav + (1 | breeder) + (1 | year)

Fixed effects:

Estimate Std. Error tvalue
(Intercept) 0.16595 0.23908 0.694
genusAlisterus -0.16422 0.3699 -0.444
genusAmazona 0.30043 0.25398 1.183
genusAnodorhynchus 0.13678 0.37305 0.367
genusAra 0.03122 0.25784 0.121
genusAratinga 2.29417 0.50619 4.532
genusCacatua -0.01132 0.27523 -0.041
genusCoracopsis -0.49012 0.32975 -1.486
genusDeroptyus 0.04063 0.35178 0.116
genusDiopsittaca 0.07404 0.50615 0.146
genusEclectus 0.0416 0.29705 0.14
genusForpus 0.04237 0.29465 0.144
genusMelopsittacus -0.03706 0.24088 -0.154
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genusNeophema
genusNeopsephotus
genusNestor
genusNymphicus
genusPionites
genusPionus
genusPoicephalus
genusPsephotus
genusPsittacula
genusPsittacus
InfectYes
BehavYes

-0.01259
1.72712
1.63465
0.33359
0.08021
0.24419
0.17414
0.33068
0.18068
0.32435

-0.25139

-0.19349

0.25073
0.39284
0.37305

0.2721
0.28084
0.27741
0.27297
0.29465
0.38785
0.25104
0.10925
0.10266

-0.05
4.397
4.382
1.226
0.286

0.88
0.638

1.122
0.466
1.292

-2.301
-1.885

P¥iloha 12-1V. Zavislost hodnot relativnich poéti monocytii na rodu; MAM: rod + chov (samostatné/par/hejno) + granule
jako slozka stravy + autoimunitni poruchy, n = 198, Chisq = 71,344, p < 0,001.

Formula: Mbox.cox ~ genus + housed + granules + Autolm + (1 | breeder) + (1 | year)

Fixed effects:

(Intercept)
genusAlisterus
genusAmazona
genusAnodorhynchus
genusAra
genusAratinga
genusCacatua
genusCoracopsis
genusDeroptyus
genusDiopsittaca
genusEclectus
genusForpus
genusMelopsittacus
genusNeophema
genusNeopsephotus
genusNestor
genusNymphicus
genusPionites
genusPionus
genusPoicephalus
genusPsephotus
genusPsittacula
genusPsittacus

Estimate
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2.710921
-0.15321
-0.73047
-1.46747
-1.32516
0.398503
0.277539
-0.08021
-2.35208
-0.94283
-0.20894
-1.16937
-0.73808
-1.05422
-2.46411

-2.3612
-1.43254
-0.76931
-1.19548
-0.02849
-1.08033
0.070043
-0.08831

0.637519
0.814805
0.587092
0.877208
0.593494
1.119303
0.651317
0.847143
0.841264
1.119303
0.674077
0.804114
0.631983
0.648016
1.006936
0.877208
0.704301
0.644921
0.651697

0.63849
0.804114
0.896658
0.589912

t value

4.252
-0.188
-1.244
-1.673
-2.233

0.356

0.426
-0.095
-2.796
-0.842

-0.31
-1.454
-1.168
-1.627
-2.447
-2.692
-2.034
-1.193
-1.834
-0.045
-1.343

0.078

-0.15



housedpair
housedsingle
granulesYes
AutolmYes

0.009933
-0.46679

-0.4684

2.255806

0.321567
0.320239
0.206035
0.768706

0.031
-1.458
-2.273

2.935

Pfiloha 12-V. Zavislost hodnot absolutnich po¢ti leukocyt na rodu; MAM: rod + ovoce a zelenina jako slozka stravy +
délka béhaku + infekéni onemocnéni; n = 124, Chisq = 59,125, p < 0,001.

Formula: log(Leu + 1) ~ genus + vegfruit + tars + Infect + (1 | breeder) + (1 | year)

Fixed effects:

(Intercept)
genusAlisterus
genusAmazona
genusAnodorhynchus
genusAra
genusAratinga
genusCacatua
genusCoracopsis
genusDeroptyus
genusDiopsittaca
genusEclectus
genusMelopsittacus
genusNeophema
genusNestor
genusNymphicus
genusPionites
genusPionus
genusPoicephalus
genusPsephotus
genusPsittacula
genusPsittacus
vegfruitYes

tars

InfectYes

Estimate

2.13216
-0.12911
0.79948
0.93774
1.20358
0.47123
0.64603
1.05558
1.49963
1.00619
0.44988
-1.24976
0.03309
1.69742
-0.50933
0.82695
2.00003
0.24209
0.62129
1.19747
0.78555
0.34506
-0.02711
0.25999

Std. Error

0.44945
0.56826
0.39845
0.69377
0.48223
0.64736
0.42035
0.51207
0.60206
0.64428
0.43587
0.63081
0.35795
0.75938
0.61938
0.41749
0.64695
0.41498
0.38775
0.50987
0.41404
0.18351
0.01431
0.14621

tvalue

4.744
-0.227
2.006
1.352
2.496
0.728
1.537
2.061
2.491
1.562
1.032
-1.981
0.092
2.235
-0.822
1.981
3.091
0.583
1.602
2.349
1.897
1.88
-1.894
1.778

P¥iloha 12-VI. Zavislost hodnot absolutnich poéti lymfocytti na rodu; MAM: rod + umisténi (uvniti/vné) + chovné zafizeni
(voliéra/klec) + ovoce a zelenina jako sloZka stravy + autoimunitni porucha; n = 124, Chisq = 4,6377, p = 0,031.

Formula: log(aL + 1) ~ genus + facility + aviary + vegfruit + Autolm + (1 | breeder) + (1 | year)

Fixed effects:
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(Intercept)
genusAlisterus
genusAmazona

genusAnodorhynchus

genusAra
genusAratinga
genusCacatua
genusCoracopsis
genusDeroptyus
genusDiopsittaca
genusEclectus
genusMelopsittacus
genusNeophema
genusNestor
genusNymphicus
genusPionites
genusPionus
genusPoicephalus
genusPsephotus
genusPsittacula
genusPsittacus
facilityout
aviarycage
vegfruitYes
AutolmYes

Estimate

0.50849
-0.35625
0.49952
-0.29401
0.2329
0.02634
0.2349
0.08235
0.09741
1.56577
-0.02839
-0.48071
-0.2937
-0.58812
-1.28373
0.61012
0.46049
-0.18257
-0.07361
0.50285
-0.21822
0.49088
0.44654
0.27709
1.03404

Std. Error

0.32118
0.50773
0.31339
0.42143
0.30704
0.54733
0.34208
0.38152
0.49336
0.54733
0.35786
0.54733
0.30823
0.42143
0.75114
0.35566
0.54928

0.3633
0.33715
0.44061
0.31346
0.19567
0.18536
0.14511
0.49709

t value

1.583
-0.702
1.594
-0.698
0.759
0.048
0.687
0.216
0.197
2.861
-0.079
-0.878
-0.953
-1.396
-1.709
1.715
0.838
-0.503
-0.218
1.141
-0.696
2.509
2.409

1.91

2.08

PFiloha 12-VII. Zavislost hodnot absolutnich poé¢ti heterofilti na autoimunitnich poruchach; MAM: infekéni onemocnéni +

autoimunitni poruchy; n = 124, Chisq = 10,393, p = 0,005.

Formula: log(aH + 1) ~ Infect + Autolm + (1 | breeder) + (1 | year)

Fixed effects:
Estimate
(Intercept) 1.9445
InfectYes 0.3799
AutolmYes -1.1285
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Std. Error

t value

0.149
0.1682
0.4967

13.049
2.259
-2.272



Ptiloha 12-VIIl. Zavislost hodnot absolutnich poét bazofil( na rodu; MAM: rod + chov (samostatné/par/hejno); n =124,

Chisq = 49,959, p < 0,001.

Formula: log(aB + 1) ~ genus + housed + (1 | breeder) + (1 | year)

Fixed effects:

(Intercept)
genusAlisterus
genusAmazona

genusAnodorhynchus

genusAra
genusAratinga
genusCacatua
genusCoracopsis
genusDeroptyus
genusDiopsittaca
genusEclectus
genusMelopsittacus
genusNeophema
genusNestor
genusNymphicus
genusPionites
genusPionus
genusPoicephalus
genusPsephotus
genusPsittacula
genusPsittacus
housedpair
housedsingle

-0.0491
0.13878
0.02231
0.01277
0.05284
0.17527
0.03011
0.30062
0.19382

-0.03714
0.12641
0.05337
0.19382
0.01864
0.05282

-0.01967
0.04832
0.04958
0.43909
0.25159
0.06537
0.05881
0.08546

Std. Error

0.07913
0.09926
0.06841

0.0988
0.06816
0.12767
0.07477
0.09549

0.1253

0.1273
0.07687

0.1342
0.09205

0.0988
0.12514
0.07964
0.13375

0.0807
0.10973
0.10327
0.06784
0.04799
0.04731

t value

-0.62
1.398
0.326
0.129
0.775
1.373
0.403
3.148
1.547
-0.292
1.644
0.398
2.106
0.189
0.422
-0.247
0.361
0.614
4.001
2.436
0.963
1.225
1.806

Pfiloha 12-1X. Zavislost hodnot absolutnich poétl eosinofilti na rodu; MAM: rod + ovoce a zelenina jako slozka stravy +
poruchy chovani + infekéni onemocnéni; n = 124, Chisq = 103,29, p < 0,001.

Formula: log(aE + 1) ~ genus + vegfruit + Infect + Behav + (1 | breeder) + (1 | year)

Fixed effects:

(Intercept)
genusAlisterus
genusAmazona

genusAnodorhynchus

-0.04943

0.00447
0.074201
-0.00012

Std. Error

0.055561
0.076124
0.053032
0.075809

t value
-0.89
0.059
1.399
-0.002



genusAra 0.038642 0.052228 0.74

genusAratinga 0.722937 0.098846 7.314
genusCacatua 0.067565 0.056574 1.194
genusCoracopsis 0.052016 0.063447 0.82
genusDeroptyus 0.00447 0.096114 0.047
genusDiopsittaca 0.045404 0.098795 0.46
genusEclectus 0.07003 0.059571 1.176
genusMelopsittacus 0.000235 0.095999 0.002
genusNeophema -0.00012 0.067818 -0.002
genusNestor 0.359582 0.075809 4,743
genusNymphicus 0.134318 0.09979 1.346
genusPionites 0.048381 0.062755 0.771
genusPionus 0.505989 0.098795 5.122
genusPoicephalus 0.069655 0.06166 1.13
genusPsephotus 0.026505 0.075809 0.35
genusPsittacula 0.076386 0.075847 1.007
genusPsittacus 0.099008 0.050791 1.949
vegfruitYes 0.047905 0.027862 1.719
InfectYes -0.04552 0.023692 -1.921
BehavYes -0.04913 0.021156 -2.322

Pfiloha 12-X. Zavislost hodnot absolutnich poétti monocytl na rodu; MAM: rod + vék + poruchy chovani + chov
(samostatné/par/hejno); n = 124, Chisq = 55,715, p < 0,001.

Formula: aMbc ~ genus + age + housed + Behav + (1 | breeder) + (1 | year)

Fixed effects:

Estimate Std. Error t value
(Intercept) 0.17917 0.13029 1.375
genusAlisterus -0.08976 0.1299 -0.691
genusAmazona 0.0344 0.08912 0.386
genusAnodorhynchus -0.13827 0.128 -1.08
genusAra -0.05563 0.08902 -0.625
genusAratinga 0.19275 0.16686 1.155
genusCacatua 0.15894 0.0978 1.625
genusCoracopsis 0.04629 0.12355 0.375
genusDeroptyus -0.25589 0.16321 -1.568
genusDiopsittaca 0.21423 0.16766 1.278
genusEclectus 0.05307 0.10156 0.522
genusMelopsittacus -0.30432 0.17525 -1.736
genusNeophema -0.11322 0.12107 -0.935
genusNestor -0.2054 0.128 -1.605
genusNymphicus -0.08308 0.16274 -0.511
genusPionites 0.03416 0.1048 0.326
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genusPionus
genusPoicephalus
genusPsephotus
genusPsittacula
genusPsittacus
age

housedpair
housedsingle
BehavYes

0.40195
0.08041
-0.09751
0.15529
0.10023
0.08519
-0.09106
-0.15971
-0.07931

0.1777
0.1072
0.14771
0.13452
0.08992
0.04034
0.0626
0.06225
0.03594

2.262
0.75
-0.66
1.154
1.115
2.112
-1.455
-2.565
-2.207

Pfiloha 12-XI. Zavislost hodnot absolutnich poéth erytrocytti na rodu; MAM: rod + pohlavi + datum odbéru + umisténi
(uvnité/vné) + chov (samostatné/par/hejno) + vyZivovy stav + autoimunitni poruchy; n = 139, Chisq = 90,685, p < 0,001.

Formula: Ery?2 ~ genus + sex + date + facility + housed + masscat + Autolm + (1 | breeder) + (1 |

year)

Fixed effects:

(Intercept)
genusAlisterus
genusAmazona
genusAnodorhynchus
genusAra
genusAratinga
genusCacatua
genusCoracopsis
genusDeroptyus
genusDiopsittaca
genusEclectus
genusForpus
genusMelopsittacus
genusNeophema
genusNeopsephotus
genusNestor
genusNymphicus
genusPionites
genusPionus
genusPoicephalus
genusPsephotus
genusPsittacula
genusPsittacus
sexM

date

facilityout

Estimate
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-3.07222
3.498693
1.920601
-7.55783
3.938446
2.780476
4.743479
2.364431

4.00164
11.41472
1.130633
2.111443

5.58311
-4.38643
5.309045
-6.27543
6.065819

2.24272
-4.34381
2.925096
10.65946
2.160642
4.654985
0.968267
0.005613
3.387396

Std. Error

3.301728
3.085791
2.298033
3.341776
2.312373
4.206575
2.540921
3.444526
4.517407
4.197766
2.565295
3.820294
3.073173
3.274305
4.548274
3.341776
3.021979
2.607929
4.545009
2.723171
4.548123
3.498692
2.301743
0.664644
0.003373
0.907709

t value
-0.93
1.134
0.836

-2.262
1.703
0.661
1.867
0.686
0.886
2.719
0.441
0.553
1.817
-1.34
1.167

-1.878
2.007

0.86

-0.956
1.074
2.344
0.618
2.022
1.457
1.664
3.732



housedpair 0.722337 1.755172 0.412

housedsingle 2.578302 1.680208 1.535
masscat 1.463416 0.527048 2.777
AutolmYes 4.884796 2.927826 1.668
AutolmYes 4.884796 2.927826 1.668

P¥iloha 12-XII. Zavislost hodnot MCHC na umisténi; MAM: umisténi (uvnitf/vné) + ovoce a zelenina jako sloZka stravy; n =
104, Chisq = 9,364, p = 0,025.

Formula: MCHCA2 ~ facility + vegfruit + (1 | breeder) + (1 | year)

Fixed effects:

Estimate Std. Error t value
(Intercept) 114712 9258 12.39
facilityout -5308 6102 -0.87
vegfruitYes -16651 8159 -2.041
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V  prilohdch 12-XIII-XXIV jsouuvedeny  statisticky popsané zavislosti hodnot

hematologickych parametrti na testovanych proménnych vcetné vlivu fylogeneze.

Pfiloha 12-XIIl. Zavislost hodnot H/L poméru na testovanych proménnych se zahrnutym vlivem fylogeneze; sex (pohlavi),
ageN (vék uvedeny éiselné)/ age (vék uvedeny hodnotou: mlddé/dospélec), date (datum), facility (umisténi), aviary
(chovné zafizeni), housed (socialni typ chovu), granules (granule jako sloZka stravy), grain (zrniny jako slozka stravy),
vegfruit (ovoce a zelenina jako slozka stravy), tars (délka béhaku), masscat (vyZivovy stav), Infect (infekéni onemocnéni),
Dig (metabolické poruchy), Autolm (autoimunitni poruchy), Beh (poruchy chovani); n = 198.

Location effects: HL ~ sex + ageN + date + facility + aviary + housed + granules + grain + vegfruit + tars
+ masscat + Infect + Dig + Autolm + Beh

post.mean [-95% ClI u-95% ClI eff.samp pMCMC
(Intercept) 7.924856 1.419044 14.68312 10342 0.0196 *
sexM 0.171259 -0.48898 0.788767 9998 0.5973
ageN 0.191507 0.077099 0.31233 9673 0.0016 **
date -0.003598 -0.01095 0.003712 9998 0.3231
facilityIN 2.341729 -2.24636 6.470664 9445 0.2937
facilityout 0.685853 -1.5833 3.122681 10891 0.5699
aviarycage -0.162808 -3.21372 2.519661 10377 0.9112
housedpair 0.507528 -1.38502 2.446737 9998 0.5943
housedsingle 1.141929 -1.53847 3.964175 9998 0.4187
granulesYes 0.437553 -1.12787 1.928568 9998 0.5745
grainYes 0.88573 -1.9723 3.600378 9998 0.5365
vegfruitYes -1.007538 -3.40991 1.521632 9998 0.4163
tars 0.027414 -0.05476 0.109615 9998 0.5095
masscat -1.21571 -2.0956 -0.31362 9998 0.0076 **
InfectYes 1.629758 -0.3904 3.660383 9998 0.1144
Dig -0.247113 -1.51501 1.097102 9998 0.7181
AutolmYes -1.346801 -6.08909 3.330877 9998 0.5749
Beh -1.459189 -2.55008 -0.41949 9998 0.0076 **

PFiloha 12-XIV. Zavislost hodnot relativnich po¢th bazofill (%) na testovanych proménnych se zahrnutym vlivem
fylogeneze; n = 198.

Location effects: B ~ sex + age + date + facility + aviary + housed + granules + grain + vegfruit + tars +
masscat + Infect + Dig + Autolm + Beh

post.mean [-95% ClI u-95% ClI eff.samp pMCMC
(Intercept) -0.27457 -3.00146 2.353125 9998 0.836
sexM 0.072286 -0.32004 0.472805 9998 0.716
age 0.077737 -0.45861 0.638105 9998 0.781
date 0.000712 -0.00236 0.003765 9998 0.667
facilityout 0.578526 -0.35624 1.466514 9998 0.212
aviarycage 0.471978 -0.52961 1.534828 9998 0.36
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housedpair -0.15541 -0.88058 0.570137 8989 0.66

housedsingle 0.179162 -0.76073 1.131378 9998 0.718
granulesYes -0.30713 -0.85038 0.242179 9998 0.269
grainYes 0.159581 -0.7768 1.100424 9998 0.746
vegfruitYes 0.213919 -0.57248 0.999397 9998 0.598
tars 0.002924 -0.02941 0.037919 9998 0.872
masscat 0.019003 -0.31848 0.36176 9998 0.914
InfectYes -0.18874 -0.84418 0.444895 9998 0.558
Dig 0.076424 -0.38472 0.558965 9998 0.744
AutolmYes 1.258549 -0.79872 3.342451 9998 0.232
Beh 0.273935 -0.07123 0.634451 9998 0.128

Pfiloha 12-XV. Zavislost hodnot relativnich poéth eosinofilli (%) na testovanych proménnych se zahrnutym vlivem
fylogeneze; n = 198.

Location effects: E ~ sex + age + date + facility + aviary + housed + granules + grain + vegfruit + tars +
masscat + Infect + Dig + Autolm + Beh

post.mean [-95% ClI u-95% ClI eff.samp pMCMC
(Intercept) -0.45055 -2.66369 2.029277 9998 0.6793
sexM -0.22636 -0.57926 0.128148 9998 0.2092
age 0.163759 -0.35208 0.660957 9998 0.5363
date -0.00013 -0.00265 0.002304 9998 0.9062
facilityout 0.074687 -0.77231 0.930009 9587 0.8588
aviarycage -0.03123 -0.99298 0.903089 9998 0.9544
housedpair 0.256438 -0.395 0.974219 9998 0.4583
housedsingle 0.690445 -0.20926 1.562662 10462 0.1254
granulesYes -0.36096 -0.91382 0.202804 9998 0.2086
grainYes -0.44538 -1.35597 0.543652 9998 0.3615
vegfruitYes 0.206231 -0.48253 0.889012 9998 0.5607
tars 0.007045 -0.02214 0.035607 9998 0.6249
masscat 0.216 -0.09871 0.533963 9998 0.1806
InfectYes -0.29776 -0.92459 0.35649 9998 0.3577
Dig 0.018828 -0.43518 0.474788 9508 0.9444
AutolmYes 1.67781 -0.20804 3.592878 9998 0.081
Beh -0.30937 -0.65557 0.037955 9998 0.0842

Pfiloha 12-XVI. Zavislost hodnot relativnich poctli monocytl (%) na testovanych proménnych se zahrnutym vlivem
fylogeneze; n = 198.

Location effects: M ~ sex + age + date + facility + aviary + housed + granules + grain + vegfruit + tars +
masscat + Infect + Dig + Autolm + Beh
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post.mean [-95% ClI u-95% Cl eff.samp pMCMC

(Intercept) 4.748005 -0.51128 10.35245 9594 0.0814
sexM -0.50068 -1.28739 0.271853 9998 0.2142
age 0.249632 -0.90118 1.433963 9998 0.6851
date 0.000124 -0.00541 0.005995 9998 0.9568
facilityout -1.31461 -3.30712 0.695473 9386 0.195
aviarycage -1.03816 -3.20413 1.282658 9998 0.3605
housedpair -0.50297 -2.08181 1.077058 9998 0.5271
housedsingle -1.32255 -3.28214 0.732248 9495 0.199
granulesYes -0.86676 -2.20164 0.415615 9998 0.195
grainYes 0.765884 -1.41309 2.962101 9998 0.4965
vegfruitYes 0.300361 -1.34762 1.929442 9998 0.7173
tars -0.01969 -0.08771 0.054821 9197 0.5781
masscat 0.164077 -0.56029 0.933085 9998 0.6597
InfectYes 0.605316 -0.96083 2.089469 9998 0.4387
Dig 0.611928 -0.44199 1.666984 9998 0.2557
AutolmYes 6.289205 1.903287 10.8157 8783 0.0062 **
Beh -0.26987 -1.08761 0.523341 9998 0.5171

Pfiloha 12-XVII. Zavislost hodnot absolutnich poétt leukocytti (10%/1) na testovanych proménnych se zahrnutym vlivem
fylogeneze; n = 124.

Location effects: Leu ~ sex + age + date + facility + aviary + housed + granules + grain + vegfruit + tars
+ masscat + Infect + Dig + Autolm + Beh

post.mean [-95% ClI u-95% ClI eff.samp pMCMC
(Intercept) 14.47463 -4.9521 33.07119 9998 0.126
sexM 0.631688 -2.09702 3.433449 9998 0.6539
age -1.33915 -5.08977 2.596688 9998 0.4957
date -0.00726 -0.0281 0.013262 9998 0.5161
facilityIN -1.4387 -10.6287 7.065421 9998 0.7411
facilityout 3.722747 -1.95475 9.683803 9998 0.2146
aviarycage 3.751113 -3.00537 10.36877 9998 0.2731
housedpair -1.50011 -6.61885 3.263359 9805 0.5481
housedsingle -4.14591 -10.607 2.028445 9311 0.2008
granulesYes 1.512871 -2.36278 5.661144 9998 0.4613
grainYes 2.618019 -4.21995 9.242155 9998 0.4493
vegfruitYes 1.948616 -3.46394 7.503568 9998 0.4923
tars -0.01861 -0.26946 0.233634 9360 0.9044
masscat -1.38585 -3.68491 0.886365 9998 0.2316
InfectYes 7.184727 2.660468 11.73181 10258 0.0026  **
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Dig 1.806433 -1.35674 4937418 9998 0.2621
AutolmYes -5.53069 -17.355 6.665484 9998 0.3575
Beh 0.14176 -2.23113 2.406714 9998 0.8968

Ptiloha 12-XVIII. Zavislost hodnot absolutnich poctd lymfocytd (10%/1) na testovanych proménnych se zahrnutym vlivem
fylogeneze; n = 124.

Location effects: aL ~ sex + age + date + facility + aviary + housed + granules + grain + vegfruit + tars +
masscat + Infect + Dig + Autolm + Beh

post.mean [-95% ClI u-95% Cl eff.samp pMCMC
(Intercept) 3.985174 -1.19968 9.402405 9998 0.1384
sexM -0.02183 -0.79105 0.758232 10090 0.953
age -1.02784 -2.19986 0.152375 9998 0.0804
date -0.00018 -0.00516 0.004973 9998 0.9496
facilityIN -0.75825 -3.38795 1.951897 9998 0.5747
facilityout 0.486622 -1.31285 2.281808 9998 0.5941
aviarycage 0.299377 -1.7468 2.252101 9998 0.7708
housedpair -0.63584 -2.18749 0.843043 9998 0.4091
housedsingle -0.39093 -2.30675 1.472296 9548 0.6845
granulesYes 0.326047 -0.89901 1.531082 9998 0.6003
grainYes 0.392688 -1.6914 2.484704 9998 0.7167
vegfruitYes 0.963704 -0.55673 2.66149 9666 0.2418
tars -0.04884 -0.11796 0.02449 9998 0.1692
masscat 0.32527 -0.35288 0.962018 9998 0.3279
InfectYes 0.577598 -0.84153 1.902909 9998 0.4091
Dig 0.173592 -0.78539 1.093417 10383 0.7225
AutolmYes -0.44473 -4.07011 2.962933 9998 0.7968
Beh 0.28113 -0.42335 0.974096 9998 0.4355

Pfiloha 12-XIX. Zavislost hodnot absolutnich poétl heterofilti (10%/1) na testovanych proménnych se zahrnutym vlivem
fylogeneze; n = 124.

Location effects: aH ~ sex + age + date + facility + aviary + housed + granules + grain + vegfruit + tars +
masscat + Infect + Dig + Autolm + Beh

post.mean [-95% ClI u-95% Cl eff.samp pMCMC
(Intercept) 9.046473 -7.05651 25.77409 9402 0.2563
sexM 0.544383 -2.01878 3.266956 9581 0.6771
age -0.07457 -3.54813 3.423715 10644 0.9748
date -0.00695 -0.02564 0.010559 9998 0.4685
facilityIN -0.58512 -8.32769 7.215393 9998 0.8906
facilityout 3.096835 -1.98256 8.506943 9998 0.2402
aviarycage 3.918331 -2.12416 9.632279 9453 0.1878
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housedpair
housedsingle
granulesYes
grainYes
vegfruitYes
tars
masscat
InfectYes
Dig
AutolmYes
Beh

-1.15173
-4.26984
1.294405
2.137163
1.173852
0.032547

-1.6519
5.778144
1.594431

-5.2195
-0.06332

-5.80396
-9.97076
-2.35355
-4.04036
-3.57588
-0.18966
-3.74618
1.764316
-1.29817
-16.2903
-2.05054

3.218517
1.208171
4.757929
8.003714

6.13053
0.231322
0.304772

9.64016
4.431988
5.420657
2.034035

10126
9998
9998
9998
9998
9542
9998
9998

10330
9998
9998

0.6123
0.1384
0.4775
0.4743
0.6393
0.7485

0.11
0.0034
0.2659
0.3497
0.9624

* %

Pfiloha 12-XX. Zavislost hodnot absolutnich poétt bazofilti (10°/1) na testovanych proménnych se zahrnutym vlivem

fylogeneze; n = 124.

Location effects: aB ~ sex + age + date + facility + aviary + housed + granules + grain + vegfruit + tars +
masscat + Infect + Dig + Autolm + Beh

(Intercept)
sexM

age

date
facilityIN
facilityout
aviarycage
housedpair
housedsingle
granulesYes
grainYes
vegfruitYes
tars
masscat
InfectYes
Dig
AutolmYes
Beh

post.mean

-6.08E-02
-3.23E-02
5.62E-03
3.01E-04
-9.69E-03
7.67E-02
5.52E-02
-7.76E-02
-1.20E-02
2.53E-02
6.24E-02
-4.76E-03
1.14E-03
-1.41E-02
3.41E-02
3.10E-02
9.95E-02
2.39E-02

[-95% ClI
-5.13E-01
-9.06E-02
-7.12E-02
-8.82E-05
-1.79E-01
-4.48E-02
-7.54E-02
-1.86E-01
-1.43E-01
-5.32E-02
-6.92E-02
-1.09E-01
-3.73E-03
-5.83E-02
-5.40E-02
-3.26E-02
-1.45E-01
-1.84E-02

u-95% ClI
3.92E-01
2.39E-02
8.70E-02
6.87E-04
1.50E-01
2.02E-01
1.95E-01
4.01E-02
1.29E-01
9.97E-02
1.93E-01
9.94E-02
5.75E-03
2.72E-02
1.17E-01
8.99E-02
3.33E-01
6.99E-02

eff.samp

9998
9998
9998
9998
9998
9998
9998
10584
9998
9998
10720
9998
9998
9998
10286
9818
9998
10357

pMCMC

0.764
0.264
0.893

0.12
0.909
0.221
0.431
0.181
0.856
0.495
0.347
0.931
0.626
0.521
0.435
0.314
0.408
0.281

Pfiloha 12-XXI. Zavislost hodnot absolutnich poéta eosinofilti (10%/1) na testovanych proménnych se zahrnutym vlivem

fylogeneze; n = 124.

Location effects: aE ~ sex + age + date + facility + aviary + housed + granules + grain + vegfruit + tars +
masscat + Infect + Dig + Autolm + Beh
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post.mean [-95% ClI u-95% ClI eff.samp pMCMC

(Intercept) 1.87E-01 -2.93E-01 6.91E-01 9998 0.415
sexM -1.30E-02 -6.50E-02 3.72E-02 9998 0.612
age 1.40E-02 -5.78E-02 8.61E-02 9998 0.693
date 4.12E-05 -2.99E-04 3.70E-04 9998 0.807
facilityIN 3.90E-02 -1.01E-01 1.75E-01 9998 0.579
facilityout -2.58E-02 -1.47E-01 1.01E-01 9998 0.686
aviarycage -3.34E-02 -1.62E-01 9.70E-02 9998 0.61
housedpair -1.82E-02 -1.38E-01 1.06E-01 9998 0.769
housedsingle -2.39E-03 -1.40E-01 1.34E-01 9673 0.973
granulesYes -1.85E-02 -8.98E-02 4.89E-02 7722 0.587
grainYes -3.84E-02 -1.61E-01 8.24E-02 9681 0.544
vegfruitYes 4.81E-02 -4.40E-02 1.40E-01 9998 0.31
tars -3.21E-03 -8.33E-03 2.13E-03 9998 0.233
masscat 1.83E-02 -1.99E-02 5.66E-02 9998 0.349
InfectYes -3.89E-03 -8.24E-02 7.38E-02 9998 0.921
Dig 1.62E-02 -3.84E-02 6.88E-02 10883 0.552
AutolmYes -2.96E-02 -2.70E-01 1.91E-01 9998 0.791
Beh -2.95E-02 -6.84E-02 9.31E-03 9998 0.138

Pfiloha 12-XXII. Zavislost hodnot absolutnich poéti monocytt (109/1) na testovanych proménnych se zahrnutym vlivem
fylogeneze; n = 124.

Location effects: aM ~ sex + age + date + facility + aviary + housed + granules + grain + vegfruit + tars
+ masscat + Infect + Dig + Autolm + Beh

post.mean [-95% ClI u-95% ClI eff.samp pMCMC
(Intercept) 1.053645 -0.39183 2.499024 9998 0.148
sexM -0.09484 -0.27016 0.089017 9998 0.2885
age -0.08814 -0.39578 0.22603 9998 0.5817
date -0.00012 -0.0016 0.001423 10361 0.8754
facilityIN -0.22718 -0.98791 0.494516 9998 0.5425
facilityout -0.05516 -0.48039 0.398198 9998 0.8016
aviarycage 0.022163 -0.50085 0.546531 9998 0.9374
housedpair -0.34087 -0.70564 0.038843 9998 0.0618 .
housedsingle -0.58829 -1.0802 -0.08056 9998 0.02 *
granulesYes -0.136 -0.4608 0.189938 9603 0.4159
grainYes 0.162598 -0.37517 0.720165 9998 0.5521
vegfruitYes -0.10611 -0.54603 0.321118 9998 0.6301
tars -0.00137 -0.02067 0.017967 9998 0.8742
masscat 0.015681 -0.15396 0.1822 9998 0.842
InfectYes 0.340903 -0.02019 0.696658 9998 0.0636
Dig 0.15944 -0.09517 0.405512 9998 0.2146
AutolmYes -0.21928 -1.0756 0.608606 9610 0.6113
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Beh -0.00321 -0.18981 0.180709 10323 0.9746

Pfiloha 12-XXIIl. Zavislost hodnot absolutnich poéti erytrocytd (1012/1) na testovanych proménnych se zahrnutym vlivem
fylogeneze; n = 139.

Location effects: Ery ~ sex + age + date + facility + aviary + housed + granules + grain + vegfruit + tars
+ masscat + Infect + Dig + Autolm + Beh

post.mean [-95% ClI u-95% Cl ef f.samp pMCMC
(Intercept) 1.2923012 -1.0711954 3.481442 9998 0.261
sexM 0.2421965 -0.2083985 0.660686 10380 0.274
age 0.1466532 -0.3971239 0.707729 9998 0.599
date 0.0003417 -0.0019728 0.002614 9998 0.745
facilityIN 0.1929981 -1.0645792 1.368586 9998 0.769
facilityout 0.9665952 0.1285143 1.798912 10379 0.024 *
aviarycage 0.5789567 -0.363155 1.489963 10626 0.219
housedpair -0.5702598 -1.271931 0.146015 9998 0.117
housedsingle -0.213424 -1.0706649 0.626775 9998 0.616
granulesYes 0.0639002 -0.5199664 0.610121 9998 0.822
grainYes 0.6781385 -0.1905341 1.603097 9998 0.135
vegfruitYes -0.2296142 -0.9194055 0.465844 9670 0.508
tars -0.0150864 -0.0427212 0.013405 9697 0.284
masscat 0.2500806 -0.0659936 0.558003 9998 0.117
InfectYes 0.1884718 -0.4095128 0.793214 9998 0.54
Dig 0.0022639 -0.4252939 0.427996 9998 0.986
AutolmYes 0.9445573 -1.0364854 2.731304 9998 0.319
Beh 0.1088914 -0.2301977 0.436542 9998 0.516

Pfiloha 12-XXIV. Zavislost hodnot MCHC (g/l) na testovanych proménnych se zahrnutym vlivem fylogeneze; n = 104.

Location effects: MCHC ~ sex + age + date + facility + aviary + housed + granules + grain + vegfruit +
tars + masscat + Infect + Dig + Autolm + Beh

(Intercept)
sexM

age

date
facilityout
aviarycage
housedpair
housedsingle
granulesYes
grainYes
vegfruitYes
tars

post.mean
2.983e+02
-1.007e+00
9.686e+00
3.115e-03
-2.222e+01
-2.082e+01
3.066e+01
3.798e+01
-1.283e+00
-5.019e+01
-2.030e+01
6.139e-01

1-95% ClI

1.805e+02
-2.149e+01
-1.728e+01
-1.208e-01
-7.039e+01
-7.495e+01
-1.411e+01
-1.22%e+01
-2.766e+01
-9.807e+01
-5.390e+01
-8.868e-01
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u-95% Cl
4.122e+02
1.900e+01
3.830e+01
1.294e-01
2.471e+01
2.931e+01
7.347e+01
8.713e+01
2.319e+01
-2.654e+00
1.420e+01
2.123e+00

eff.samp
9998
9998
9998
9635
9320
9998
9998
9998
9998
9998
10667
10301

pMCMC
0.0020
0.9224
0.4863
0.9988
0.3519
0.4241
0.1686
0.1366
0.9110
0.0454
0.2418
0.4177

k%



masscat
InfectYes
Dig
AutolmYes
Beh

8.408e+00
-1.268e+01
1.321e+01
-1.473e+01
-9.945e+00

-7.130e+00
-4.072e+01
-5.427e+00
-9.468e+01
-2.424e+01
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2.219e+01
1.525e+01
3.313e+01
6.024e+01
4.699e+00

8814
9603
9998
10458
9998

0.2653
0.3693
0.1722
0.7085
0.1758



