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Abstrakt

Rod Leucocytozoon je parazit ptaki, jehoz nemalou skupinu hostiteli tvoii zastupci
z ¢eledi sokoloviti (Falconiformes) a jestfaboviti (Accipitridae). Vektorem tohoto
parazita jsou muchni¢ky (Celed” Simuliidae). Tato prace ptfinasi prehled informaci
znamych o rodu Leucocytozoon, které byly doposud v dravcich (Accipitriformes)
zaznamenany, aje zaméfena na metody, kterymi je Leucocytozoon v hostitelich
detekovan. Zminény rod byl tradi¢né popisovan na zaklad¢é svych morfologickych znaki
sledovanych mikroskopickym pozorovanim. S objevem metody polymerazové fetézcové
reakce (PCR) se ale moznosti detekce znacné rozrostly a umoznily studium tohoto
parazita i na molekularni urovni. Prace obsahuje zékladni ptehled jednotlivych metod,
charakteristiku jejich principti arovnéZ jsou nastinény jejich vyhody ¢i nevyhody
s ohledem na vyuziti v praxi. Na zékladé provedené reSerSe se jako nejvyhodnéjsi zda byt

soubézné vyuziti mikroskopickych i molekularnich metod.

KliCova slova: Leucocytozoon, dravci, detekce, Simuliidae, PCR, mikroskopie, restrikéni
Stépeni



Abstract

The genus Leucocytozoon is a bird parasite. Its hosts constitute usually of representatives
of the Falconiformes group and hawks (Accipitridae). The vector of this parasite are
blackflies (family Simuliidae). This thesis brings an overview of species of the genus
Leucocytozoon so far detected in birds of prey. The thesis focuses primarily on methods of
detecting Leucocytozoon in hosts. Traditionally, this genus has been described on the basis
of its morphological characters observed via microscope. With the discovery of
polymerase chain reaction method (PCR), the detection possibilities expanded and allow us
to study this parasite on molecular levels. The thesis contains a basic overview of detection
methods, characteristics of their principles and outlines their strengths and weaknesses
regarding the practical applicability as well. Based on that, the microscopic approach

alongside with the detection based on molecular methods is recommended.

Key words: Leucocytozoon, raptors, detection, Simuliidae, PCR, microscopy, restriction
cleavage
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Seznam zkratek

DNA

PCR

PCR-RFLP

RFLP

deoxyribonucleic acid; deoxyribonukleova kyselina
polymerase chain reaction; polymerazova fetézcova reakce

polymerase chain reaction— restriction fragment length polymorphism,;
stanoveni polymorfismu délky restrikcnich fragmentt u produkti PCR

restriction fragment length polymorphism; polymorfismus délky
restrikénich fragmentt



1 Uvod

Rod Leucocytozoon se tadi do tfidy Haematozoea, kterd zahrnuje velmi vyznamné
zastupce zpusobujici onemocnéni Cloveka i zvitat (napt. Plasmodium falciparum, P. vivax,
Babesia bovis). Leucocytozoon je krevnim parazitem ptakll aje prendsen muchniCkami
(¢eled” Simuliidae). Napadd krevni buiky a vnitini organy hostiteli a zptisobuje
onemocnéni zvané leukocytozoonosa. Castymi hostiteli Leucocytozoonu jsou napiiklad
zastupci zfadu Passeriformes, Galliformes, Anseriformes ¢i Strigiformes. Nemalou
skupinu hostitelti tohoto parazita vSak tvoii i dravci (Accipitriformes). Oproti jinym fadtm,
jez jsou hostiteli rodu Leucocytozoon, je vyzkum dravcu komplikovan piedevsim jejich
nesnadnym odchytem. Informace o dravcich, jako hostitelich rodu Leucocytozoon, jsou

tudiZ omezené.

Leucocytozoon patti do tadu Haemosporida, kam spadaji také rody Plasmodium
a Haemoproteus. Plasmodium je znamé jako pivodce lidské malérie, a proto je Castym
pfedmétem studii. Oproti tomu rodu Leucocytozoon nebylo dosud vénovano dostatek
pozornosti a problematika tohoto parazita neni prozatim prostudovana natolik, jako je tomu
pravé u jiz zminéného rodu Plasmodium. Z tohoto divodu jsem se ve své praci zaméfila

praveé na rod Leucocytozoon.

Préce je literarni reSer$i na téma ,,Leucocytozoon a metody jeho detekce v dravcich®. Cilem
mé Dbakalafské prace je charakterizovat jednotlivé metody detekce pouzité
v experimentalnich studiich, porovnat je mezi sebou a zhodnotit jejich vyhody a nevyhody.
Nedilnou soucasti je struénd charakteristika rodu Leucocytozoon a shrnuti informaci

o druzich, které byly zaznamenany u dravych ptak.



2 Rod Leucocytozoon

2.1 Taxonomické zarazeni rodu Leucocytozoon
Rod Leucocytozoon je zéstupcem ftiSe Chromalveolata, kmene Apicomplexa, tiidy

Haematozoea, fddu Haemosporida a ¢eledi Haemoproteidae (Levine, 2017).

Do kmene Apicomplexa se fadi mnoho parazitickych tiid, které zpisobuji zadvazné nakazy
Cloveéka izvifat. Kromé tfidy Haematozoea sem patii i tfidy hromadinky (Gregarinea),

kryptosporidie (Cryptosporidea) a kokcidie (Coccidea) (Cepic¢ka et al., 2007).

Kmen Apicomplexa je pojmenovan podle apikalniho komplexu. Apikalni komplex je
soubor organel, ktery umoziuje pranik do hostitelské buiiky a zaroven se podili na stavbé
parazitoforni vakuoly. Je obvykle tvofen konoidem, polarnim prstencem a sekrecnimi

zlazami — rhoptriemi a mikronemy (Obrazek 1) (Waller a McFadden, 2005).

polarni prstenec

—— konoid

—— pelikula

subpelikularni tubuly
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mikropdr
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| ]
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Obrazek 1: Schéma merozoitu kmene Apicomplexa
(modifikovano dle Perkins ef al., 2000)



Dalsi charakteristickou organelou tohoto kmene je apikoplast. Apikoplast je pozistatek
plastidu, ktery byl béhem evolu¢niho vyvoje skupiny ziskan ,,pohlcenim® Cervené tasy
predkem apikomplex. Tato semiautonomni organela obsahuje kruhovou molekulu DNA.
Uvniti apikoplastu dochazi k syntéze lipidii dalezitych pro stavbu bunécnych membran

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

Zivotni cyklus skupiny Apicomplexa se vyznatuje tiemi fazemi. Zivotni cyklus rodu
Leucocytozoon se od ostatnich zastupcii skupiny vyrazné nelisi, a proto je podrobnéji
demonstrovan na tomto rodu v kapitole 1.2.2. V nasledujicim odstavci jsou tedy pouze

strucné nastinény hlavni faze.

Prvni fazi je merogonie. Sporozoit pronikne do hostitelské buiiky, v ni se vyviji a stava se
zn& meront (mnohojaderné stadium). Béhem této faze dojde k asexudlnimu mnozeni
a vzniku jednojadernych merozoiti rozdélenim meronti. Merogonie muze byt nékolikrat
opakovana. Na konci druhé faze nazyvajici se gamogonie vzniknou mikrogamety
a makrogamety. Posledni fazi je sporogonie. Kopulaci gamet vznikne zygota. Obalenim
zygoty vznikne oocysta nebo sporocysta (oocysta s dalSim obalem), v nichz vznikaji

sporozoiti, kteti mohou infikovat nového hostitele (Valkitinas, 2005).

2.1.1 Trida Haematozoea

Tfida Haematozoea mé dvouhostitelsky zivotni cyklus. K déleni merontl dochédzi ve
vnitinich organech ¢i krevnich buiikédch obratloveli. Gamogonie a sporogonie se odehrava
ve Clenovcich (napf. Leucocytozoon v muchni¢kdch z celedi Simuliidae, Plasmodium
v komarech rodt Anopheles, Aedes a Culex). Zoiti maji redukovany apikalni komplex bez

konoidu (Valkitinas, 2005).

Haematozoea zahrnuje dva fady — Haemosporida a Piroplasmida. Hlavnim rozdilem mezi
témito fady je tvorba oocysty. Haemosporida tvoii pohyblivou zygotu, ktera se méni
v oocystu. Zygota Piroplasmid netvoii oocystu, ale pfimo sporozoity. Zastupci fadu
Piroplasmida jsou krevni paraziti obratlovct (napt. Babesia bovis, Theileria parva) a jejich
prenasedi jsou klistata z ¢eledi Ixodidae a Argasidae (Cepicka et al., 2007, Hausmann et
al., 1985). U Haemosporid je pfitomna oocysta. Mezihostiteli fadu Haemosporida jsou
plazi, ptaci a savci. Definitivnimi hostiteli a pfenaseci jsou zastupci z fadu Diptera — napf.
vektorem Plasmodium falciparum jsou komaii z rodu Anopheles (Singh et al., 2018),
vektorem Haemoproteus columbae jsou kloSi (Lipoptena) (Klei a DeGiusti, 1975).

Vyznamnou skupinu tohoto fadu tvoii rod Plasmodium — ptvodce lidské i zvifeci malarie.
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2.2 Charakteristika rodu Leucocytozoon

Leucocytozoon je intracelularni krevni parazit ptakd, prendSeny muchnickami (Celed’
Simuliidae). Sporozoiti, kteti infikuji hostitele, méfi primérmé 8 um na délku a 1 um na
Sitku  (Valkitinas, 2005). Na rozdil od dalSich zastupcii fadu Haemosporida, rod
Leucocytozoon neobsahuje v zadném stadiu svého vyvoje malaricky pigment hemozoin,
protoze béhem svého vyvinu v krevnich buiikach dokéaze stravit molekulu hemoglobinu

(Santiago-Alarcon et al., 2012).

Rod Leucocytozoon je Siroce rozSiten po celém svété. Leucocytozoon simondi byl
zanamenan naptiklad na Aljassce (Hollmen ef al., 1998), v Kanad¢ (Fallis a Bennett, 1966)
¢1 Norsku (Eide a Fallis, 1972). L. caulleryi byl nalezen v ptacich napiiklad v Koreji (Lee
et al., 2016), v oblasti Indonésie (Suprihati a Yuniarti, 2017) a v Tanzanii. V Tanzanii byly
nalezeny také druhy L. neavei a L. schoutedeni (Fallis et al., 1973).

2.2.1 Hostitelé

Rod Leucocytozoon je parazit
s dixennim  (dvouhostitelskym)
zivotnim cyklem. Definitivnim
hostitelem a zaroven vektorem
tohoto parazita jsou muchnicky
(¢eled Simuliidae) zobrazené na
Obrazku 2 (Volf a Votypka,
2007). Vyjimkou je druh

Leucocytozoon caulleryi jehoz

vektorem  jsou tiplici rodu Obrazek 2: Dospélec muchnicky (Simulium)
Culicoides (Braverman, 1994). (Humble, 2013)

Tyto rody hematofagniho hmyzu se fadi do tfidy Insecta, fadu Diptera (dvoukiidli)
a podfadu Nematocera (dlouhorozi). Zastupci tohoto podiddu se vyznacuji ¢lankovanymi

tykadly sloZenych ze Sesti a vice ¢lanki (Lehane, 2005).

Muchnicky jsou bodavé musky o délce téla 2—6 mm s vyklenutou stfedohrudi a vyrazné
redukovanou Zilnatinou kiidel. Jejich larvy jsou eucefélni, zavislé na tekoucich vodach,
kde jsou ptichyceny k pevnému podkladu pomoci kaudalnich hack na zadecku. Diky
filtratnimu aparatu mohou z vody filtrovat potravu (bakterie, fasy, sinice atd.). Samice

muchnic¢ek parazituji na ptacich a savcich, samci se zivi rostlinnymi §tavami (Chvéla,
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1980, Lehane, 2005). Krom¢ rodu Leucocytozoon pienaseji také ptaci trypanosomy
(Votypka et al., 2002) nebo kozni filarie, které u lidi mohou zpusobit tzv. ficni slepotu

(Enk, 2006).

Mezihostiteli rodu Leucocytozoon jsou ptaci (Aves). Kromé dravcl, kterym se veénuji
v kapitole 1.3, je Leucocytozoon vyznamnym parazitem predevSim fadi pévci
(Passeriformes), hrabavi (Galliformes) a vrubozobi (Anseriformes). Castymi druhy
zaznamenanymi v kufatech, krocanech, husach, kachnach a dalsi dribezi jsou L. simondi,
L. smithi a L. caulleryi (Atkinson a Riper, 1991, Santiago-Alarcon ef al., 2012). V pévcich
byla nalezena cela fada zastupcii rodu Leucocytozoon, napt. L. fringillinarum, L. gentili, L.

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

Leucocytozoon ziemmani je nejcastéji zaznamenany druh v sovach (Stigiformes) (Krone et
al., 2001). Dalsim druhem parazitujici na zastupcich fadu Stigiformes je L. danilewskyi.
Hostiteli jsou napiiklad vyr velky (Bubo bubo), kalous usaty (Asio otus) nebo pustik
obecny (Strix aluco) (Krone et al., 2001, Ortego a Cordero, 2009).

2.2.2 Zivotni cyklus

Prvni faze rozmnozovaciho cyklu rodu Leucocytozoon probiha v mezihostiteli. Béhem sani
se sporozoiti ze slinnych z1az muchnicek dostanou do krevniho fecisté ptaka. Odtud putuji
do jater a postupné penetruji do hepatocytii. V hepatocytech se vyviji a stdvaji se z nich
mnohojaderni meronti. Asexudlni mnoZeni béhem merogonie vede ke vzniku
jednojadernych merozoitti. Merozoiti putuji z jater do krve a penetruji do erytrocyti, kde
se znich béhem dvou dnli vyvinou kulaté ¢i ovalné gametocyty (Eide a Fallis, 1972).
Miuze vSak vzniknout idruhd generace merontl zvana megalomeronti. Ti vznikaji ze
syncycii (fragmenty merontll se dvéma nebo vice jadry), které jsou fagocytovany
makrofagy. Megalomeronti se nachazeji pifedev§im ve sleziné a lymfatickych uzlinach.
Merozoiti vznikli z megalomeronti pronikaji do lymfocytli a monocytl, kde také tvoii
gametocyty. Gametocyty zpusobuji hypertrofii, vytlaceni jadra ke sténé hostitelské bunky
ajeho deformaci. Gametocyty se vyvijeji ve vietenovitych nebo v kulatych buiikach

(Valkitinas, 2005).

Po naséti krve muchnickou pokracuje dalsi vyvoj. V mesenteronu muchnicek gametocyty
opusti krevni buniky. Nasleduje proces exflagelace, pii kterém dochazi k mitotickému
déleni, jehoz vysledkem jsou sam¢i mikrogamety a sami¢i makrogamety. Po kopulaci

vznikne zygota. Béhem nékolika hodin se zygota zmeéni na pohyblivy ookinet. Ten pronika
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epitelidlnimi bunikami stfedniho stfeva améni se v obalenou oocystu, uvnitf které
postupnym délenim vznikaji sporozoiti. Poté, co opusti oocystu, se s hemolymfou dostanou
do slinnych zlaz muchnicky. Pfi dalSim sani krve jsou pak sporozoiti spole¢né se slinami

inokulovani do krve dalSiho hostitele (Valkiiinas, 2005, Fallis a Bennett, 1961).

2.2.3 Patogenita

Prepatentni doba (doba od vstupu infekéniho stddia parazita do vyskytu projevil
onemocnéni) trva v pruméru 5 dni (Valkitinas, 2005). Parazit napada krevni buiky
a vnitini organy jako jsou jatra, slezina, plice asrdce. ZplUsobuje onemocnéni zvané
leukocytozoonosa. Hostitelim miiZe tento parazit zplisobit anémii, poskozeni tkani, ubytek
vahy, au citlivych jedincti i smrt. Tento negativni dopad na fitness hostitele ovliviiuje
lihnuti ptacat, zmensSeni snliSky vajec nebo horsi schopnost obrany hnizda. Mlad’ata jsou
k infekei nachylnéjsi nez dospéli jedinci a k nejvétsimu thynu dochazi v prvnich tydnech
po vylihnuti (Fallis et al., 1951, Milhous a Solis, 1973, Sehgal et al., 2006b). Prevalence je
vyssi u dospélych jedinct nez u mladat. Prevalence L. toddi u dospélct jestiaba lesniho
(Accipiter gentilis) byla 80 %, kdezto u mlad’at pouhych 13,6 % (Hanel et al, 2015).
Pokud je hostitel, ktery ptezil primarni infekci, reinfikovan rodem Leucocytozoon, upadne

do chronické faze, pro kterou je typicka nizka parazitémie (Fallis et al., 1951).

2.3 Rod Leucocytozoon v dravcich

Dravci jsou castymi hostiteli rodu Leucocytozoon. V dravcich byl objeven druh
Leucocytozoon toddi, a to naptiklad u jesttabl (Accipiter spp.), sokolt (Falco spp.) ¢i orli
(Ashford et al., 1990). Déle jsou také zaznamenany druhy L. buteonis u kani (Buteo spp.),
L. mathisi u jesttabl (Accipiter spp.) (Valkitinas ef al., 2010) a nedavno objeveny druh L.
californicus u postolky pestré (Falco sparverius) (Walther et al., 2016). Castymi hostiteli
jsou zastupci z Celedi sokoloviti (Falconiformes) a jestfaboviti (Accipitridae). U zéastupct
z Celedi jesttaboviti (Accipitridae) je rod Leucocytozoon nachazen s desetkrat véEtsi

frekvenci, nez u zastupcti z ¢eledi sokoloviti (Falconiformes) (Valkitinas, 2005).

Hostiteli L. buteonis (Obrazek 3) byvaji kané lesni (Buteo buteo), kané rudoocasa (B.
Jjamaicensis) a kéané kralovska (B. regalis). Hostiteli L. mathisi (Obrazek 3) jsou jestiab

Coopertv (Accipiter cooperii) a krahujec obecny (4. nisus) (Valkitinas et al., 2010).
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Obrazek 3: A — Leucocytozoon mathisi v krvi jesttaba Cooperova
(Accipiter cooperii), B — Leucocytozoon buteonis v krvi kan¢€ rudoocasé
(Buteo jamaicensis) (Valkitnas et al., 2010)

Leucocytozoon toddi byl nalezen nejmén¢ u 38 druhii dravct v Africe, Severni Americe
a Evropé (Ashford et al., 1990). Druhy, u kterych byl L. foddi nalezen, jsou napiiklad
krahujec obecny (Accipiter nisus), krahujec Sikra (4. badius), jesttdb Cooperuv
(A. cooperii), krahujec americky (4. stratus), jesttab tachiro (4. tachiro), krahujec besra
(A. virgatus), kan¢ madagaskarska (Buteo brachypterus), kan¢€ rudoocasa (B. jamaicensis),
kané rousna (B. lagopus), kané paskovana (B. lineatus), kan¢ kralovska (B. regalis) ¢i
sokol st¢hovavy (F. peregrinus) (Greiner a Kocan, 1977, Ashford et al., 1990). V letech
19992000 probihal v Némecku vyzkum, pii kterém byl L. toddi zaznamenan u orla
ktiklavého (Aquila pomarina) a viibec poprvé byl objeven i u orla motského (Haliaeetus
albicilla) (Krone et al., 2001). Béhem vyzkumu v Kazachstanu byl L. toddi detekovan
nejenom u jiz zminéného orla motského (Haliaeetus albicilla), ale iu orla kralovského

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

V letech 2009-2012 probihala studie zaméfend na posStolku pestrou (Falco sparverius).
Walther a kol. (2016) objevili novy druh infikujici tohoto dravce, a to Leucocytozoon
californicus. Je to prvni piipad Leucocytozoonu v dravcich, jehoz gametocyty se vyvijeji

vyhradné v kulatych hostitelskych bunkach (Walther ef al., 2016).

2.3.1 Patogenita rodu Leucocytozoon u dravci
Prevalence rodu Leucocytozoon je vyssi u dospélych jedinci nez u mlad’at. Prevalence
Leucocytozoonu u dospélych jedinci jestiaba lesniho (Accipiter gentilis), jenz je Siroce

rozsiteny dravec Ceské republiky, byla podle Hanel a kol. (2015) 80 %, u mlad’at pouze
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13,6 %. Intenzita infekce byla ale v naprosté vétSin¢ vzorkid nizkd (mén€ nez 0,01 %),

vyssi parazitémie (0,2—0,5%) byla pak zaznamendna u mlad’at. (Hanel et al., 2015).

Parazitémie rodem Leucocytozoon byla zaznamenana jiz u 16denniho jestfaba ¢i 17denni
kan¢ (Svobodova et al., 2014). Ve Velké Britanii prob¢hla studie sledovani infekce
L. toddi v mlad’at krahujce (Accipiter nisus) ajestiaba (4. gentilis). Bylo zjisténo, ze
Leucocytozoon nemd vliv na mortalitu mlad’at ani jednoho ze zminénych druht dravct

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

3 Metody detekce

Metody vyuzivajici se k detekci hemosporidii se mohou rozdélit na mikroskopické
a molekuldrni. Zkoumanym materidlem je obvykle krev odebrana z ptaku, kterd je dale
zpracovana (Ashford et al., 1990), nebo obsah Zaludku a slinnych Zlaz muchnicek (Eide
a Fallis, 1972). Metody se mohou pouZzivat samostatn¢, ale v praxi se obvykle kombinuje
mikroskopické pozorovani s molekularnimi metodami, které jsou k detekci vyuzivany ¢im
dal ¢astéji. K molekularnim metodam se fadi napt. polymerazova fetézcova reakce (v textu
dale jako PCR; zanglického Polymerase Chain Reaction) ¢imetoda vyuZivajici

restrik¢niho Stépeni.

3.1 Typy vzorkl

Jako nejbéznéji pouzivany materidl ke zjiSténi pfitomnosti infekce rodem Leucocytozoon,
se pouziva krev odebrand z odchycenych dravcl. Odbér krve u ptakid se obvykle provadi
z medidlni metatarzalni Zily (Sehgal et al., 2006a) nebo branchialni Zily (Svobodova et al.,
2014). Z odebraného vzorku se déla krevni roztér a zbytek krve se uchova pro pozdé;si
pouziti. Konzervovan mulze byt napfiklad zmrazenim (Hanel et al, 2015),
uchovanim v lyza¢nim pufru (Sehgal et al., 2001) nebo v SET pufru (Hellgren et al.,
2004).

Krevni roztér

Na podlozni sklo se kapne mala kapka krve, ktera se poté dalSim podloZnim sklem rozetie
do tenké vrstvy. Po zaschnuti se preparat fixuje methanolem a barvi roztokem Giemsy ¢i
May-Griinwaldovym barvivem (Razmyar et al., 2016, Ozmen et al., 2004). Cytoplazma
erytrocyti ma poté razovo-fialové zbarveni, kdezto jadra paraziti Cervené a jejich

cytoplazma modré (Valkiiinas, 2005).
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Otiskovy preparat

Ke zjisténi ptitomnosti a morfologie tkanovych stadii, napf. sporozoitli vyvijejicich se
v jatrech v meronty a nasledn¢€ v merozoity, se pouziva otiskovy preparat. Odebrany organ
(napf. jatra) je skalpelem sefiznut atato sefiznutd strana se pritla¢i na podlozni sklo.
Obtiskla vrstva bunck je fixovdna a obarvena podobné jako krevni roztér (Valkiiinas,

2005).

Histologicky preparat

Otiskovy preparat nemusi byt vzdy dostatecné kvalitni. Pro potvrzeni vyskytu tkanovych
stadii se proto mlze pouzit histologicky preparat vytvoreny z orgénu, ktery byl pouzit
k vyrobé otisku (napft. jatra). Orgén se zafixuje a zalije do parafinového blocku, ktery
usnadni krajeni na mikrotomu. Tenké fezy jsou po obarveni specidlnimi barvivy (napf.
metoda barveni hematoxylin-eozin) montovany na podlozni sklo. Nanesenim kanadského
balzamu a piikrytim krycim sklem pak vytvofime trvaly preparat (Cech et al., 1998,
Ozmen et al., 2004).

3.2 Mikroskopicka metoda

Jiz ve starovéku lidé pouzivali silné cocky k pozorovani mensich pfedméti. Prvni moderni
mikroskop sestrojil v 16. stoleti holandsky brusi¢ ¢ocek Zacharias Janssen. Na dal$im
rozvoji mikroskopu se podileli v&dci jako Galileo Galilei nebo Anton van Leeuwenhoek,
ale o pfelom se vroce 1665 zaslouzil Robert Hooke, ktery sestrojil mikroskop sloZeny
z vice Cocek s osvétlovacim zafizenim (Bardell, 2004). V dneSni dob& se technologie
posunula jeSt€¢ dal akromé klasického svételného mikroskopu zndme i mikroskopy

polarizacni, fluorescencni, konfokalni nebo elektronové.

3.2.1 Charakteristika metody

Pro zjiSténi pfitomnosti rodu Leucocytozoon ve vzorku se pouziva klasicky svételny
mikroskop. K urceni druhu parazita je nutna znalost morfologickych znakti jednotlivych
druht avelkd zkuSenost s mikroskopovanim. Parazity ziadu Haemosporida Ilze

identifikovat naptiklad podle pfehledu vytvofeného G. Valkitinem (2005).

Pfi mens$im zvétSeni (napi. 400%) se nejprve prohlédne piipraveny preparat (obvykle
krevni roztér). Dal$i pozorovani je provadéno nejCastéji pii zveétSeni 1000x% s pouzitim

imerzniho oleje (Valkitinas, 2005, Waldenstrom et al., 2004). Ze ziskanych dat se nasledné
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spocita intenzita infekce. Ta se stanovi v procentech, jako pocet paraziti na 1000 nebo

10 000 zkontrolovanych erytrocyta (Godfrey et al., 1987).

Vysledek mikroskopovani zalezi na zkuSenostech, peclivosti a védomostech pozorovatele
(Valkitinas, 2005, Valkiiinas et al., 2008). Stejn¢ tak je dualezit¢ dbat ina to, aby
k vyzkumu byly pouzity pouze vzorky dobré kvality. Richards a kol. (2002) pouzili ve své
studii vzorky, které byly barveny roztokem Giemsy az né€kolik let po jejich potizeni. To
zpusobilo, ze jadra parazitii byla Spatn¢ viditelna. Zaroven v roztérech bylo nalezeno velké
mnozstvi lyzovanych bun€k, coz nasvédCuje nespravné piipravé vzorkl jiz v terénu.
Nekvalitni snimky mohou zkreslit vysledky studii (Richard et al., 2002, Valkitnas et al.,
2008).

3.2.2 Vyuziti mikroskopie pro detekci rodu Leucocytozoon

Mikroskopii pro detekci vyuzili napt. Svobodova a kol. (2014), ktefi provadéli studii na
dravcich odchycenych v Ceské republice. Byly odebrany vzorky z krahujcti obecnych
(Accipiter nisus) a kanat lesnich (Buteo buteo), u nichz byla zjiSténa koinfekce tfemi rody,
a to Leucocytozoon, Trypanosoma a Haemoproteus. 1 kdyz Haemoproteus
a Leucocytozoon jsou blizce ptibuzné druhy parazitl, jejich koinfekce byla podle studie
Svobodové akol. (2014) pouze 4,8 %. Oproti tomu koinfekce rodit Leucocytozoon
a Trypanosoma byla Castéjsi (16,6 %), coz je nejspiSe zpisobeno spolecnym vektorem.
Prevalence Leucocytozoonu v riznych letech a riznych hostitelich byla mezi 1,9-100 %

(Svobodova et al., 2014).

Mikroskopii byl také zjistén rozdil v prevalenci Leucocytozoonu mezi jednotlivymi roky
studie Svobodové a kol. (1998). V roce 1996 byla prevalence u kan¢ 83 %, kdezto o rok
pozd¢€ji to bylo pouze 20 %. Tento rozdil mize dle autorti souviset s pocasim, které
ovlivituje mnozstvi i druhové slozeni vektord. Vibec poprvé byla pomoci mikroskopie
zaznamenana infekce rody Leucocytozoon a Trypanosoma uorla kiiklavého (Aquila

pomarina) (Svobodova a Votypka, 1998).

Potvrzena byla také koinfekce rodG Leucocytozoon, Haemoproteus a Plasmodium
v jednom hostiteli. Ze studie, kterd se zameétila na krahujce obecné (Accipiter nisus)
v Turecku, vyplyva, Ze je vétsi podil smiSenych infekei, nez infekci individudlnich. Avsak
soubor jedinci, kterym byla odebrana krev k ptipraveé preparati, ¢ital pouze 9 ptakt. Proto

je nutné vysledky této studie ovetit (Balkaya et al., 2016).
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Sehgal akol. (2006a) diky sekvenaci PCR produktii objevili odliSnosti mezi druhy
parazitujicich u jesttab (Accipiter spp.) aukani (Buteo spp.), i kdyz do té doby byl
L. toddi povazovan za jediny druh parazitujici v dravcich (viz 2.3.1.2.1) (Sehgal et al.,
2006a). Valkiiinas a kol. (2010) tyto odliSnosti sekvenaci DNA potvrdili. Navic diky
mikroskopickému pozorovani zjistili, ze délka acelkova plocha cytoplazmatickych
vybézkl hostitelské buiiky, jsou znaky, diky nimz lze rozlisit Leucocytozoon pochézejici
z jestiaba od druhti pochazejicich z kan¢. U paraziti vyvijejicich se v ptacich stejného rodu
se tyto rysy vyrazné prekryvaji. AvSak u ptaka patficich do jinych rodt tomu tak neni.
Tyto dva druhy, které se oddélili od L. foddi, pojmenovali L. mathisi a L. buteonis.
Primérma délka cytoplazmatickych vybézki bunky napadené makrogametami
a mikrogametami L. mathisi (hostitel jestfab) je 8 a 6 pm. U L. buteonis (hostitel kan¢)
jsou tyto hodnoty 20 a 17 pm. (Valkitinas ef al., 2010).

3.3 Molekularni metody

I kdyz je mikroskopovani stale velmi vyuzivanou metodou, jsou k dispozici 1 moderné;si
metody, které zkoumaji dany vzorek na molekuldrni Grovni. NejCastéji pouzivand je
metoda zalozend na bazi polymerazové tfetézcové reakce a nasledné sekvenaci vzniklych
produktt. Existuji rizné varianty PCR. Pro detekci rodu Leucocytozoon se bézné vyuziva
nested PCR (Valkitnas et al., 2008) nebo také metoda vyuzivajici restrikéni endonuklazy
tzv. PCR-RFLP (z anglického Restriction Fragment Length Polymorphism) (Beadell
a Fleischer, 2005).

Ziskani sekvence DNA umoziiuje téZ naslednou fylogenetickou analyzu, objeveni novych
druhil a pfindsi 1 nové poznatky o druzich jiz studovanych. Nékteré nové ziskané informace
mohou otevtit diskusi o fylogenetickém zatfazeni druhli rodu Leucocytozoon (Sehgal et al.,

2006a, Walther et al., 2016).

3.3.1 Polymerazova fetézcova reakce

Polymerazova tetézcova reakce je metoda, ktera umoziiuje ze vzorku detekovat DNA
o urcité sekvenci, s vyuzitim primerti specifickych k dané sekvenci. O objeveni PCR se
zaslouZil americky védec Kary Banks Mullis v roce 1985. Vyznamné tak pfispél k rozvoji
molekularni biologie a v roce 1993 ziskal za sviij objev i Nobelovu cenu (Shampo a Kyle,
2002). Zavedeni této metody pro identifikaci parazitii, znamenalo velky posun ve vyzkumu

ptacich krevnich parazith (Sehgal et al., 2006a).
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3.3.1.1 Charakteristika metody

PCR je zalozena na principu cyklicky se opakujici syntézy novych fetézci vybranych
usekt DNA, které jsou ohrani¢ené primery. PCR probiha v zafizeni zvaném termocykler.
Tento pfistroj umozinuje fizeni teploty, a tak v ném mohou probihat v§echny kroky PCR,

které se lisi pozadavky na teplotu (Smarda et al., 2005).

Prvnim krokem je denaturace dvoufetézcovych molekul DNA pii teplot¢ 94-96 °C.
Rozrusi se vodikové mustky v molekule DNA, dojde k rozvolnéni dvousSroubovice
avzniku jednovladknové DNA. Na odd¢lené¢ ietézce DNA poté mohou nasednout
pfipravené primery (30-65 °C) (Smarda et al., 2005). Primery jsou sekvence nukleotidii
znamé jako oligonukleotidy, které nasedaji na protilehlé fetézce DNA (Schochetman et al.
1988). Od mist, kde jsou pfipojené primery, probihd od 5" konce smérem k 3" konci
syntéza novych fetézcli DNA (65-75 °C). Syntéza probihd prostfednictvim termostabilnich
DNA-polymeraz (napt. Tag DNA-polymeraza z Thermus aquaticus, Pfu DNA-polymeraza
z Pyrococcus furiosus, Pwo DNA-polymerdza z Pyrococcus woesei). DNA-polymerazy
dokazi odolat teplotdm, pfi nichz DNA denaturuje. To umozni opakovani téchto reakci
aziskani tak 1nékolika miliard kopii vybrané sekvence nukleotidi, tzv. amplikonil

(Smarda et al., 2005).

Ptitomnost amplikoni Ize prokazat kontrolni reakci na elektroforéze. Tato separacni
technika je zalozena na principu pohybu nabitych molekul v elektrickém poli. Nejcastéji
jsou pouzivany agar6zové nebo polyakrylamidové elektroforetické gely (Magdeldin,
2012). Vytvareji slozitou sitovou strukturu, kterou se molekuly DNA pohybuji.
Porovnanim rychlosti pohybu molekul DNA s rychlosti molekul o znamé velikosti, tzv.
hmotnostni standardy, lze zjistit velikost separovanych molekul DNA. Molekuly o stejné
velikosti se na elektroforetickém gelu projevi jako prouzky. Kvili snadnéj$i analyze je
nutné obarveni vhodnym barvivem (napf. etidiumbromid, fluorescen¢ni kyaninova barviva

SYBR) (Smarda et al., 2005).

K analyze produktii z PCR se pouZivd metoda zvana sekvenovani DNA. Touto metodou
zjistime potadi nukleovych bazi v sekvencich DNA. Sekvence je nasledné porovnana se
sekvencemi v databazi napt. GenBank nebo MalAvi. Tim se stanovi, jakému organismu

zkoumana DNA odpovida (Valkitinas ef al., 2008, Bensch et al., 2009).
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3.3.1.2 Nested PCR

Protoze intenzita infekce zptsobena rodem Leucocytozoon je obvykle nizkd (Hanel et al.,
2015) (tzn. mnozstvi DNA parazita ve vzorku je malé), je Castym zplisobem analyzy DNA
nested PCR. Oproti standardni PCR je tato metoda citlivéj$i. Spociva v pouziti para
vng&jsich a vnitinich primerti ve dvou krocich. Tim, ze se pouZziji dva pary primeri, se zvysi
pravdépodobnost amplifikace specifického (Smarda et al., 2005). Jako pozitivni kontrola
se pouziva krev odebrana z ptakli, unichz byla infekce potvrzena mikroskopickym

zkouménim krevnich roztéra (Hellgren et al., 2004).

Vyuziti u detekce rodu Leucocytozoon

Pouziti specifickych primert umozni amplifikovat DNA rodu Leucocytozoon. Razni autofi
pouzivaji ve svych studiich rGzné primery ¢&i prevzaté aupravené protokoly
(Tabulka 1 a 2). Pro detekci rodu Leucocytozoon se hojné vyuziva oblast cytochromu b
mitochondrialni DNA (Bensch et al., 2009). V databazich je zastoupeno nejvice sekvenci
praveé ztéto oblasti, proto je mozné nasledné porovnani vyslednych sekvenci a zjisténi

novych informaci.

Pii pouziti metody PCR mohou byt zjistény odlisné vysledky, nez které byly potvrzené
mikroskopickym pozorovanim. To zjistili i Hanel a kol. (2015), ktefi pGvodné pro svoji
studii pouzili protokol popisujici nested PCR podle Hellgren a kol. (2004). Tento postup
vSak ukazal neekan€ maly pocet pozitivnich vzorkli z PCR anavic vzorky, které byly
mikroskopovanim potvrzené jako pozitivni, se jevily podle PCR jako negativni. Kombinaci
ruznych postupi nested PCR mohou byt tyto faleSné vysledky eliminovany, a proto autofi
pouzili pro detekci rodu Leucocytozoon i dalsi primery z protokolu podle Perkins a Schall

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

Diky moznosti sekvenace PCR produktd se oteviela otazka, zda Leucocytozoon toddi neni
komplexem kryptickych druhli ¢i poddruhd. Sehgal akol. (2006a) identifikovali z 39
infikovanych jedinc 23 riiznych linii L. toddi. Fylogenetickd analyza zaroven odhalila
odlisnosti u druhti parazitujicich u jestiabti a u kéni. Rozdily v sekvencich mezi témito
dvémi liniemi dosahovaly primérné hodnoty 10,9 %. Sehgal a kol. (2006a) rozdélili tyto
druhy na dvé odlisné monofyletické skupiny. Studie Valkiiina a kol. (2010) potvrdila
oddé¢leni téchto dvou novych druhii, L. mathisi a L. buteonis, od druhu L. toddi (Valkitinas
etal.,2010).
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Stale Castéji jsou diky PCR a nésledné sekvenaci ziskanych fragmentd DNA objevovany
nové haplotypy. Ty objevil i Ciloglu a kol. (2016) pii svém vyzkumu tureckych dravct.
Haplotypy L-BUTBUTO1 a L-CIAEOQ2, pochazejici z kan¢ lesni (Buteo buteo) akané
belochvosté (Buteo rufinus), se lisi pouze jednim nukleotidem. L-CIAEO2 byl nalezen uz
diive utaddi dlouhoktidli (Charadriiformes), kratkokfidli (Gruiformes) a srostloprsti
(Coraciiformes), ale vysledky této studie nebyly publikovany (Ciloglu et al., 2016). Stejné
tak tfi nové haplotypy rodu Leucocytozoon objevili i Hanel a kol. (2015) v infikovanych
jestiabech lesnich (Accipiter gentilis) z Ceské republiky (Hanel ef al., 2015).

V roce 2016 byla vydéana studie, ktera popisuje Leucocytozoon californicus. Tento nové
objeveny druh parazituje na postolce pestré (Falco sparverius). Z celkového poctu 35 bylo
infikovano 13 jedincl. Sekvence genu cytochromu b znich ziskané byly porovnany
s databazi GenBank, ale zadné jiz znamé sekvence se s nimi stoprocentné neshodovaly.
Rodova linie tohoto druhu je ptibuznd spiSe s témi liniemi, které byly nalezeny v sovach
(Strigiformes) a pévcich (Passeriformes), nez stémi nalezenych v kdnich a jestfabech

(Walther e al., 2016).
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Tabulka 1: Piehled parG primert pouzivanych pii nested PCR kdetekci rodu

Leucocytozoon u dravct.

Specifita
Primery Sekvence (5'-3") Odkaz
primert
HaemNFI CATATATTAAGAGAAITATGGAG Haemoproteus
(Bensch et
Leucocytozoon 12000
HaemNR3 ATAGAAAGATAAGAAATACCATTC Plasmodium e )
HaemFL ATGGTGTTTTAGATACTTACATT
(Hellgren et
Leucocytozoon
HaemR2L CATTATCTGGATGAGATAATGGIGC al., 2004)
DW2 | TAATGCCTAGACGTATTCCTGATTATCCAG | HHaemoproteus | (Perkins
Leucocytozoon a Schall,
DWw4 TGTTTGCTTGGGAGCTGTAATCATAATGTG |  prasmodium 2002)
DWI TCAACAATGACTTTATTTGG Haemoproteus | (Perkins
Leucocytozoon a Schall,
DWe6 GGGAGCTGTAATCATAATGTG Plasmodium 2002)
LeucoF TCTTACTGGTGTATTATTAGCAAC
(Sehgal et
Leucocytozoon
LeucoR AGCATAGAATGTGCAAATAAACC al., 2006a)

Tabulka 2: Ptiklady kombinaci primert pouZitych pfi nested PCR ve vybranych studiich

rodu Leucocytozoon v dravcich.

Primery pouZzité k prvni

Studi
udie amplifikaci

Primery pouzité k druhé
amplifikaci

Ciloglu a kol. (2016)

HaemNFI, HaemNR3

HaemFL, HaemR2L

Hanel a kol. (2015)

HaemNFI, HaemNR3

HaemFL, HaemR2L

DW2, DW4

DwWI, DW6

Sehgal a kol. (2006a)

Walther a kol. (2016)

DW2, DW4

LeucoF, LeucoR
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3.3.1.3 PCR-RFLP
Stanoveni polymorfismu délky restrik¢nich fragmentii u produkt PCR neboli PCR—RFLP,
je metoda vyuzivajici restriknich endonukledz. Tyto enzymy dokazi specificky Stépit

fetézec DNA v riznych mistech, v zavislosti na sekvenci DNA (Buckingham, 2012).

Prvnim krokem je amplifikace urcitého useku v PCR. Tyto amplifikované fragmenty jsou
poté rozstépeny vybranou restriktdzou. Misto, které restrikéni enzymy rozpoznavaji, je
tvofeno kratkou sekvenci dvouietézcovych molekul DNA (napf. enzym EcoRI rozstépi
DNA vzdy, pokud nalezne sekvenci GAATTC). Vysledkem S$tépeni jsou useky DNA
nazyvané restrikéni fragmenty, které jsou poté analyzovany elektroforézou (Buckingham,

2012, Smarda et al., 2005).

Vyuziti u detekce rodu Leucocytozoon

Beadell a Fleischer (2005) provad¢li vyzkum cilici na ptaci Haemosporida. Vé&dci navrhli
pro single PCR primery 213F a 372R, které¢ amplifikuji oblast DNA rodt Haemoproteus
a Plasmodium, kde se nachazi restrikéni misto rozpoznavané restrikénim enzymem Xmnl.
AvSak se ukézalo, Ze ikdyz jsou tyto rody blizce piibuzné srodem Leucocytozoon,
sekvence, kterou rozpoznavd enzym Xmnl, se v DNA rodu Leucocytozoon nevyskytuje.
Srovnani sekvenci nukleotid vSech tii rodt odhalilo specifické restrikéni misto pro rod
Leucocytozoon, které se u rodd Haemoproteus a Plasmodium nenachéazi (Beadell
a Fleischer, 2005). Toto specifické misto se vyznacuje sekvenci nukleotidi TCTAGA,
kterou rozeznava enzym Xbal. Enzym Xbal pochazi z bakterie Xanthomonas badrii (Zain
a Roberts, 1977). Tento enzym S§tépi DNA Leucocytozoonu, kterd byla pfedtim
amplifikovana metodou PCR, na dva fragmenty o velikosti 109 bp a 54 bp (Beadell
a Fleischer, 2005).

v

Pouziti restrikénich endonukleaz by mohlo poskytovat spolehlivéjsi vysledky pfi
odhalovani smiSenych infekci riznych rodd, nez sekvenovani DNA. Cosgrove a kol.
(2006) pouzili metodu RFLP k potvrzeni piitomnosti rodu Leucocytozoon pti vyzkumu
mozné koinfekce srody Plasmodium a Haemoproteus. Ke §t€peni pouzili enzymy Ncol
a EcoRV, které rozstépi DNA Leucocytozoonu na fragmenty o velikosti 173 bp a 352 bp.
Pti analyze vysledki odhalili mimo individuélnich infekci i 4 smiSené, které byly predtim
s pouzitim metody sekvenovani oznaceny jako 1 vzorek s infekci rodem Plasmodium a3

vzorky s infekci rodem Leucocytozoon (Cosgrove et al., 2006).
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BohuZel se mi nepodafilo dohledat vice odbornych publikaci zamétenych na toto téma.
Ukézalo se vSak, ze vyznam metody pro analyzu smiSenych infekci neni zanedbatelny.
V budoucnu by tedy mohlo byt vhodné vénovat tomuto tématu vice pozornosti a zaméfit se

na n¢j v dalSich vyzkumnych projektech.

3.4 Porovnani metod

cey

Detekce rodu Leucocytozoon muze byt komplikovana. V divoce zijicich ptacich je
intenzita infekce obvykle nizka a pfi tvorbé krevnich roztéri mohou byt gametocyty
jednoduse zdeformovéany. Morfologické znaky se mezi jednotlivymi druhy piekryvaji
azaroven urodu Leucocytozoon neni tolik charakteristickych znakd jako je wurodii

Plasmodium a Haemoproteus (Bennett a Campbell, 1975).

Mikroskopie se pouziva k detekci pritomnosti rodu Leucocytozoon ajeho vyvojovych
stadii ve vzorku, ato podle charakteristickych morfologickych znakl parazita (Krone et
al., 2001). OvSem mikroskopickym pozorovanim lze rozli§it pouze rod parazita
pritomného ve zkoumaném vzorku, avsak ke zjisténi druhd se vyuziva sekvenace DNA
(Bensch a Akesson, 2003). Pfi mikroskopickém pozorovani zalezi na nékolika
podminkach. Je dualezité pouzivat pouze kvalitni vzorky, které byly spravné pfipraveny.
Pokud se krevni roztéry dostate¢né nezafixuji nebo k barveni vzorkli dojde az po nékolika
letech, miize dojit k lyzi jednotlivych bun€k a vzorek je nepouzitelny. Stejné tak jsou
dalezité i1 zkuSenosti a peclivost védce provadéjici pozorovani. Examinace vzorkd by se
nem¢la uspéchat, jeden vzorek se pod riznym zvétSenim prohlizi v priméru 20-25 minut
(Valkitinas et al., 2008). V pifipadé zkoumani velkého mnozstvi vzorkl (v fadu stovek

preparati), je mikroskopie tedy ponékud neefektivni a zdlouhava metoda.

Nested PCR také slouzi k detekci pfitomnosti parazita ve vzorku, ale na rozdil od
mikroskopie mizeme s pomoci této metody rozlisit i jednotlivé druhy Leucocytozoonu.
Vyhodou PCR je, Ze k detekci staci 1 maly vzorek DNA, ktery je amplifikovan a nasledna
sekvenace DNA umozni fylogenetickou analyzu (Hellgren et al., 2004). OvSem velmi
Casté jsou faleSné¢ negativni €1 pozitivni vysledky, které lze eliminovat pouzitim sady
primeri (Beadell a Fleischer, 2005). Zaroven je k této metod¢ potieba specialni vybaveni
a material jako je napfiklad souprava na extrakci DNA, termocykler, primery, DNA
polymeréza, aparatura pro elektroforézu a dal$i (Smarda ez al., 2005). K mikroskopovani

staci predevsim kvalitni svételny mikroskop a sada na barveni a uchovani vzorki (Walther
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et al., 2016). Z hlediska ceny zékladniho vybaveni se tak PCR zd4 byt méné¢ vyhodnou

metodou nez mikroskopie.

Podle zavéra studii Richard a kol. (2002) a Jarvi a kol. (2002) je PCR citlivéjsi metoda nez
mikroskopické pozorovani. Prevalence infekce ptac¢ich haemosporidii metodou PCR se

pohybovala mezi 40-84 %, kdezto prevalence zjiSténd mikroskopovanim byla v obou

ptipadech pouhych 27 % (Jarvi et al., 2002, Richard et al., 2002).

V navaznosti na vysledky téchto studii provedl podobny vyzkum i Valkitinas a kol. (2008).
Zjistili ovSem, ze PCR a mikroskopovani jsou téméf stejné citlivé metody. Prevalence
ptacich haemosporidii, zjisténd metodou PCR, byla 54,2 %, vysledek mikroskopie pak
byl 53,6 %. Odlisné vysledky v porovnani s dvéma vySe zminénymi vyzkumy pfifazuji tito
védei metodologickym nedostatklim. V ptipadé studie Richard akol. (2002) se muze
jednat o pouziti nekvalitnich vzorkd (Valkitinas et al., 2008). Vzorky byly dle nazoru
Valkiiinase a kol. nekvalitné obarvené, protoze roztokem Giemsy byly barveny az nekolik
let po jejich pofizeni. Jako problematickou oznacuje tym Valkitinase (2008) i zminénou
studii Jarviho a kol. (2002). V té je totiz podle jejich n4dzoru sice obarven dostate¢ny pocet
¢ervenych krvinek ke stanoveni intenzity infekce (primémeé 50 000 erytrocytd), avsak toto
mnozstvi je podle nich nedostatecné ke stanoveni prevalence infekce. Ackoliv tedy zavéry
z obou studii (Jarvi et al., 2002, Richard et al., 2002) vedly k ndzoru, Ze mikroskopie neni
dostatecné Ui¢innd metoda k detekci ptacich haemosporidii, je pravdépodobné, ze vysledky
byly zkreslené. Ke stejnym zavérim jako Valkitinas dospéli i Krone akol. (2008).
Prevalence stanovend pomoci PCR a mikroskopie byla témét stejna a to 21,8 % a 19,8 %

(Krone et al., 2008).

Zaroven tyto studie ukazuji, ze kombinace mikroskopické analyzy a metody PCR je
zarukou vysledkl bez faleSn€ negativnich ¢i pozitivnich dat. To potvrdili i1 Ciloglu a kol.
(2016) béhem jejich vyzkumu v Turecku zaméfeném na krevni parazity dravcu.
Mikroskopovanim nebyla v kalousovi uSatém (A4sio otus) objevena zadna stadia
Leuococytozoonu, ale pti vyhodnocovani vysledki PCR byla infekce timto parazitem
potvrzena anavic byl objeven inovy haplotyp L-CIAE02. Naopak mikroskopickym
pozorovanim byla jasn¢ potvrzena koinfekce rody Leucocytozoon, Plasmodium
a Haemoproteus u kanég lesni (B. buteo), avSak DNA rodu Haemoproteus nebyla pii PCR

vubec amplifikovana (Ciloglu ef al., 2016).
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Pouziti metody RFLP pro vyzkum rodu Leucocytozoon si urcité zaslouzi vétsi pozornost.
V kombinaci s PCR je pouziti této metody pro analyzu smiSenych infekci rznych rodt

spolehlivéjsi, nez je sekvenovani DNA. Avsak sekvenace DNA dokaze rozlisit i jednotlivé

druhy ptitomné ve vzorku (Cosgrove et al., 2006).
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4 Zaveér

Cilem bakalafské prace bylo vramci literdrni reSerSe shrnout informace o rodu
Leucocytozoon v dravcich apfedevSim podat uceleny ptfehled metod pouzivanych pro
detekci tohoto rodu. Leucocytozoon neni v dravcich natolik prozkoumén, jako tomu je
u ostatnich tadi ptakt, jez jsou hostiteli tohoto parazita (napi. Passeriformes, Galliformes,

Anseriformes a dalsi), a to zejména kviili obtiznému odchytu dravci.

Leucocytozoon byl v dravcich zaznamenan u zastupct z Celedi sokoloviti (Falconiformes)
a jestiaboviti (Accipitridae). Druhy objevené v téchto hostitelich jsou Leucocytozoon toddi,
L. mathisi, L. buteonis a L. californicus. Parazit napada krevni bunky a vnitini organy
ptakii (napf. jatra, slezina, plice), ¢imZ negativné¢ ovlivituje fitness svych hostiteld.

Prevalence je celkové vyssi u dospélych jedinct nez u mladat.

K detekci rodu Leucocytozoon se pouzivaji metody mikroskopické a molekularni. Klasické
mikroskopické pozorovani je stale velmi efektivni metodou vyzkumu, ikdyz dokaze
rozlidit parazity pouze na urovni rodtl, nikoli druhti. Uspé&§nost mikroskopie miize ovlivnit
nékolik faktorti. Velmi zaleZzi na zkuSenostech védce ajeho znalostech morfologie

jednotlivych druhti. Stejné tak dalezita je 1 kvalita pouZitych vzorkda.

Vyzkumy rodu Leucocytozoon na molekularni Grovni vyuzivaji metody PCR s naslednou
sekvenaci amplifikovanych fragmenti DNA. Diky databdzim GenBank a MalAvi je mozné
urcit, kterému organismu ziskana sekvence nukleotidi odpovidd. Kvili obvykle nizké
intenzité infekce rodu Leucocytozoon je nejCastéji pouzivanou metodou nested PCR, ktera
je citliv§jsi nez zakladni PCR metoda. Na PCR navazuje idals§i zplsob vyzkumu, a to
metoda na bazi restrikénich enzymi PCR—RFLP. Pti studiu Leucocytozoonu u dravci je
tato metoda vzuzivana jen ziidka, avSak mohla by mit velky potencidl v detekci rodu

Leucocytozoon a bylo by vhodné ji vyuZzit jako namét pro dalsi vyzkumy.

Vsechny uvedené metody maji své klady 1 zépory. K eliminaci faleSné negativnich ¢i
pozitivnich vysledkli se doporucuje pouziti kombinace vice metod, pfedev§im pak pouziti
zaroven mikroskopické imolekularni metody. Tento pfistup zarucuje komplexnéjsi

a vérohodnéjsi vysledky celého vyzkumu.
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