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Abstrakt

Parazité rodu Lankesterella se fadi mezi krevni kokcidie popsané u celé fady pévcil a jedna se
0 dosud mén¢ prozkoumanou skupinu kmene Apicomplexa. V rdmci této prace byla zkouména
prevalence a perzistence tohoto rodu u opakované odchycenych rakosnikt tii druhti — rdkosnika
obecného (Acrocephalus scirpaceus), rakosnika zpévného (A. palustris) a rakosnika
prouzkovaného (4. schoenobaenus). Mezi lety 2015-2023 bylo ziskano 288 vzorki krve ze 109
jedincii, které byly vySetfeny metodami nested PCR a mikroskopie. Kromé rodu Lankesterella
byly vzorky testovany i na dalsi krevni parazity rakosnikii, jmenovité na rody Haemoproteus a
Plasmodium. Pomoci protokolu, aplikovaného pro detekci rodu Lankesterella, byli detekovani
1 zastupci rodu Isospora. Celkova prevalence rodu Lankesterella ¢inila 18 %, rodu Isospora 25
%, rodu Haemoproteus 35 % a rodu Plasmodium 12 %. Rozdily v prevalenci mezi pohlavimi
nebyly statisticky signifikantni. Mezi jednotlivymi druhy rakosnikii byly zjiStény vyznamné
rozdily v prevalenci pouze u rodu Plasmodium. Celkové bylo nalezeno osm linii rodu
Lankesterella, deset linii rodu Isospora, 11 linii rodu Haemoproteus a pét linii rodu
Plasmodium. Byla objevena nova linie rodu Lankesterella a pét novych linii rodu Isospora. V
ramci sezony byla zaznamendna vysoka mira perzistence u rodi Lankesterella (83 %) a
Haemoproteus (63 %), zatimco perzistence infekce u rodu Isospora byla nizkd (8 %). Mezi
sezébnami pietrvala infekce u 60 % jedincti u rodu Lankesterella, 64 % u rodu Haemoproteus a
33 % u rodu Isospora. Metoda nested PCR prokazala vyssi ti¢innost pti detekci u rodu Isospora

a Plasmodium.

Kli¢ova slova: Lankesterella, Haemoproteus, Plasmodium, prevalence, perzistence, krevni

parazit, pévci



Abstract

Parasites of the genus Lankesterella are blood coccidia described in various passerine species
and represent a less explored group within the phylum Apicomplexa. This study examined the
prevalence and persistence of this genus in repeatedly captured warblers of three species: the
Eurasian reed warbler (Acrocephalus scirpaceus), the marsh warbler (4. palustris), and the
sedge warbler (4. schoenobaenus). Between 2015 and 2023, 288 samples from 109 individuals
were collected and analyzed using nested PCR and microscopy. Besides Lankesterella, samples
were tested for other blood parasites of warblers, specifically the genera Haemoproteus and
Plasmodium. The protocol applied for detecting Lankesterella also detected the genus Isospora.
The overall prevalence was 18 % for Lankesterella, 25 % for Isospora, 35 % for Haemoproteus,
and 12 % for Plasmodium. Differences in prevalence between sexes were not statistically
significant. Significant differences in prevalence among the warbler species were observed only
for the genus Plasmodium. Eight Lankesterella lineages, ten Isospora,, eleven Haemoproteus
and five Plasmodium lineages were found. One new lineage of Lankesterella and five new
lineages of Isospora were discovered. Within a season, high persistence rates were recorded for
Lankesterella (83 %) and Haemoproteus (63 %), while the persistence of Isospora infections
was low (8 %). Between seasons, infections persisted in 60 % of Lankesterella, 64 % of
Haemoproteus, and 33 % of Isospora cases. The nested PCR method demonstrated higher

efficiency compared to microscopy in detecting Isospora and Plasmodium parasites.

Keywords: Lankesterella, Haemoproteus, Plasmodium, prevalence, persistence, blood

parasite, passerines
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Seznam pouzitych zkratek

acrsci — Acrocephalus scirpaceus
acrpal — Acrocephalus palustris
acrsch — Acrocephalus schoenobaenus
CR - Ceska republika

SL — Slovensko

MD — Mad’arsko

VB — Velka Britanie

LT — Litva
PL — Polsko
RK — Rakousko

EDTA - kyselina ethylendiaminotetraoctova

PCR — polymerazova fetézova reakce



1. Uvod

Rékosnici jsou stejné jako ostatni pévci hostitelé mnoha krevnich parazitl. BéZznymi parazity
rakosnikl jsou rody Haemoproteus, Plasmodium a Leukocytozoon (Shurulinkov a Chakarov,
2006; Zehtindjiev et al., 2008; Prochazka et al., 2024).

Dtivodem, pro¢ byli rékosnici pro tuto praci vybrani jakoZzto hostitelé je vSak vyskyt
mén¢ zndmého rodu Lankesterella (Kruszewicz a Dyrcz, 2000; Chagas et al., 2021; Keckeisen
etal.,2024). Tito dosud malo charakterizovani krevni parazité ptakt nalezi do skupiny Coccidia
(Adl et al., 2019) a dosud byli popsani u celé fady pévcel, u kterych napadaji leukocyty a
trombocyty (Desser, 1993; Chagas ef al., 2021; Keckeisen et al., 2024).

Prevalence téchto prvoka u pévei mize byt u nékterych hostitelti 1 velmi vysoka,
dosahuje az desitek procent (Keckeisen et al., 2024). DNA barcoding prokazal velké mnozstvi
linii rodu Lankesterella, vykazujicich v mnoha ptipadech vyznamnou hostitelskou specifitu
(Venkatachalam et al., 2023).

Stale vSak neni znam kompletni zivotni cyklus, patogenita nebo perzistence infekce
téchto ptacich parazitii. Cilem této diplomové prace je stanovit prevalenci a perzistenci ptaciho
krevniho parazita Lankesterella u rakosnikl tfi druh — rakosnika obecného (Acrocephalus
scirpaceus), rakosnika zpévného (4. palustris) a rakosnika prouzkovaného (4. schoenobaenus)
na modelové lokalité. Rovnéz si tato prace klade za cil urcit vliv pohlavi na prevalenci a
prevalence a perzistence dalSich krevnich prvoka (Plasmodium, Haemoproteus a Isospora).
V neposledni fadé¢ bude porovnana efektivita dvou diagnostickych metod — mikroskopie a

nested PCR — pfi detekcei téchto krevnich parazith.

Specifické cile prace:

1) Urcit prevalenci a perzistenci rodu Lankesterella u opakované vySetfenych rakosnika na

modelové lokalité
2) Ur¢it prevalenci a perzistenci dalSich krevnich prvoki rakosnikt
3) Zjistit vliv pohlavi hostitele na prevalenci nalezenych parazit

4) Porovnat ucinnost metod mikroskopie a nested PCR pfi diagnostice krevnich paraziti

rakosnika



2. Literarni prehled

2.1 Charakteristika modelovych hostitelu

Testovanymi druhy v této praci jsou tfi druhy rakosnikii (Acrocephalidae), a to rakosnik obecny
(Acrocephalus scirpaceus), rakosnik zpévny (4. palustris) a rakosnik prouzkovany (4.
schoenobaenus), kteti byli vybrani na zaklad¢ zvySeného vyskytu parazita rodu Lankesterella
(Chagas et al., 2021). Jedna se o hmyzozZravé pévce preferujici v potravé zastupce fadu Diptera
(Davies a Green, 1976; Grim a Honza, 1996).

Rakosnik zpévny a obecny si jsou navzajem piibuznéjsi (Fregin ef al., 2009) a jsou jen
obtizné rozeznatelni (Obr. 2.1). Rozdily jsou zietelné napiiklad na zobaku — rdkosnik zp&vny
ma oproti rdkosniku obecnému ponckud kratsi zobak a kulatéjsi tvar hlavy, dale nohy ma
rakosnik zpévny svétlejsi. Rékosnik prouzkovany je oproti pfedchozim dvéma mensi a ma
vyrazny nadocni prouzek (Svensson, 2024). Jednotlivé druhy se dale 1isi biotopem, zimovistém

(Tab. 2.1) nebo geografickym rozsitenim (Obr. 2.2).

Acrocephalus scirpaceus Acrocephalus palustris Acrocephalus schoenobaenus

Obrazek 2.1: Modelové druhy rakosnikti (Svensson, 2024)

s

A. scirpaceus A. palustris A. schoenobaenus

Obrazek 2.2: Geografické rozsifeni modelovych druht
Tmavé je oznacena oblast hnizdniho arealu. Svétle je vyznacena oblast, ve které 1ze druh zastihnout na
tahu.

Ptevzato ze (Svensson, 2024).



Tabulka 2.1: Charakteristika tii druhti rakosnikti dle (Svensson, 2024)

Druh A. scirpaceus A. palustris A. schoenobaenus
Popsal Hermann, 1804 Linnaeus, 1758 Bechstein, 1798
Velikost 12,5—-14 cm 13-15 cm 11,5-13 cm

bylinné vegetace . .
) rakosiny s kefi,
) (koptivy, kerbliky _ _
Biotop rakosiny, fepkova pole kfoviny na bazinéch,
apod.), podél kanalu,

‘ o brehy fek
rdkosiny s bylinami
Zimni vyskyt tropicka Afrika jih od Sahary
Letni vyskyt v CR duben/kvéten—srpen/zari duben—zati/fijen

2.2 Charakteristika studovanych parazita

2.2.1 Lankesterella

Zastupci rodu Lankesterella (Labbé, 1899) jsou intracelularni parazité obojzivelnikd, plazi a

ptakt (Lainson, 1959; Desser, 1993; Merino et al., 2006).

Rod Lankesterella patii do skupiny Eimeriorina (Coccidia, Conoidasida, Apicomplexa),
kterou sdili naptiklad s rody Shellackia, Eimeria, Isospora a Hepatozoon (Adl et al., 2019).
Pomoci DNA barcodingu bylo v poslednich letech nalezeno mnoho novych linii ptadich
lankesterel (Chagas et al., 2021; Venkatachalam et al., 2023; Keckeisen et al., 2024). Do rodu
Lankesterella bylo také ptetazeno nékolik druhi diive fazenych do rodu Hepatozoon, kam byli
fazeni pouze na zékladé morfologickych znakli (Bennett a Peirce, 1989; Chagas et al., 2021).
Gametocyty zastupcli rodu Hepatozoon jsou morfologicky velmi podobné sporozoitim
lankesterell a v obou ptipadech mohou byt hostitelskymi bunkami leukocyty (Bennett et al.,
1992; Chagas et al., 2021). Prakticky nerozeznatelnymi od sporozoitii lankesterel jsou pak
krevni stadia zastupcti rodu Isospora, ktera napadaji totozné hostitelské buiky jako rod
Lankesterella. Lze tedy predpokladat, ze na zaklad€ barcodingu mohou byt v budoucnu do rodu
Lankesterella zatazeni dalsi doposud pouze morfologicky popsani zastupci rodu Hepatozoon a

Isospora (Bennett a Peirce, 1989; Shurulinkov, 2006).




Sporozoiti ptacich lankesterel napadaji leukocyty a trombocyty, ve kterych jsou
lokalizovani v cytoplasmé (Chagas et al., 2021). Infikovana bunka ma casto tvar kdvového
zrna, parazit zabird ptiblizné€ polovinu hostitelské buniky (Obr. 2.3). Obvykle 1ze pozorovat

vakuolu (¢i strukturu podobnou vakuole) a jadro parazita.

VAKUOLA

JADRO PARAZITA JADRO HOSTITELSKE BUNKY

Obrazek 2.3: Morfologie sporozoita rodu Lankesterella (vlastni fotografie)

Zivotni cyklus lankesterel byl popsan u obojzivelnikii a plazii (Desser, 1993). Jedna se
o heteroxenni parazity, u kterych probihd merogonie, gamogonie i sporogonie uvniti
obratlovciho hostitele. Vektory mohou byt komati nebo roztoci, do kterych se béhem sani na
obratlov¢im hostiteli dostavaji sporozoiti (Obr. 2.4). K nékaze hostitele (obojzivelniki a plazi)
dochézi pozienim infikovaného vektora (Desser, 1993).

U ptakt nebyl zivotni cyklus lankesterel dosud popsan. Po infekci komara (Aedes
aegypti a Culex pipiens forma molestus) v§ak v nich sporozoiti ptacich lankesterell prezivali az

40 dni (Chagas ef al., 2021).



MEROGONIE HOSTITEL

GAMOGONIE

SPOROGONIE

Acrocephalus sp.
Sporozoit Lankesterella sp.
v krevnim fecisti ptaciho
hostitele

VEKTOR
3.

Obrazek 2.4: Schéma zivotniho cyklu rodu Lankesterella

1 — Merogonie, gamogonie a sporogonie pravdépodobné probiha v epitelialnich buiikach stieva nebo/a
v jednojadernych fagocytujicich bunkach o doposud neznamé lokalizaci; 2 — Sporozoiti napadaji
leukocyty a trombocyty; 3 — Sporozoiti z krve se mohou béhem sani na hostiteli dostat do vektora,
kterym mohou byt rozto¢i nebo komaii, napt. Culex pipiens (Chagas et al., 2021).

Upraveno dle Keckeisen et al., 2024.

2.2.2 Isospora

Parazité rodu Isospora (Schneider, 1881) jsou monoxenni kokcidie ze skupiny Eimeriorina (Adl
et al., 2019), které napadaji fadu druhii obratlovcl vetné Cloveka (Lindsay et al., 1997).
Taxonomické postaveni zastupci rodu Isospora vyskytujicich se v krvi pévetl bylo predmétem
diskuse po mnoho let. Nejprve byli povazovani za zastupce rodi Haemogregarina c¢i
Toxoplasma (Wolfson, 1940). V roce 1950 pro né€ byl vytvoten rod Atoxoplasma, pojmenovany
na zaklad¢ jejich podobnosti s rodem Toxoplasma (Garnham, 1950). AZ o fadu let pozdé&ji
Lainson pfisel se zavérem, ze rod Atoxoplasma je synonymnim pro rod Lankesterella (Lainson,
1958, 1959, 1960). Jako prvni zatadila rod Atoxoplasma k isosporam Box, ktera na zékladé
svych studii konstatovala, Ze ptaci parazité oznaCovani jako Atoxoplasma jsou vlastné zastupci
rodu Isospora s extraintestindlnim vyvojem (Box, 1975, 1981), coz bylo posléze potvrzeno i na
zéklad¢ molekularni charakterizace a fylogenetiky (Barta ef al., 2005; Keckeisen et al., 2024).
Nicméné 1 nadale se lze s pojmem Atoxoplasma ¢i atoxoplasmoza (= syn isospordza) setkat

(Press, 1998; Flach et al., 2022). Isospory s extraintestindlnim vyvojem mohou u pévcii



zpusobovat systémové onemocnéni zvané isospordza, kdy dochazi k napadeni plic, jater,
sleziny, stiev a dalSich organt sporozoity (Box, 1975; Quiroga et al., 2000; Cushing et al.,
2011).

K nakaze dochézi pozienim vysporulované oocysty z vnéjsiho prostredi. Ve stieve se z
oocysty nasledné¢ uvoliuji sporozoiti, kteti mohou bud’ napadnout stievni epitel, ve kterém
probihd merogonie (stievni isospordza) nebo se sporozoiti dostavaji ze stieva do krevniho
reCiste a dalSich orgénti a dochazi k extraintestinalni merogonii (systémova isosporoza). Vznikli
merozoiti napadaji dalsi epitelialni bunky, ze kterych probihaji dalsi merogonie. Intestinalni
merozoiti posledni generace iniciuji gamogonii. Splynutim mikrogamet a makrogamet
v enterocytech duodena vznika zygota. Z ni vznikld nesporulovand oocysta se spolu s vykaly
dostava do prostredi, kde po n€kolika dnech dochazi ke sporulaci (Atkinson et al., 2009;
Cushing et al., 2011; Flach et al., 2022).

Pti systémové isosporoze (extraintestindlni ¢i viscerdlni) napadaji sporozoiti leukocyty
riznych organi, ve kterych nasledné probiha merogonie (obr. 2.5 B a 2.5 C) (Box, 1981; Mohr
et al., 2017; Oliveira et al., 2018). To muze vést az ke splenomegalii, hepatomegalii (obr. 2.5
A) v extrémnich pfipadech i ke smrti (Sdnchez-Cordon et al., 2007; Cushing et al., 2011).
Nespecifickymi ptfiznaky pak mohou byt vyrazny ubytek na vaze, dehydratace, prijem nebo
zména kvality pefi (Sdnchez-Cordén et al., 2007; Cushing et al., 2011). Opakované byla
sledovana vysokd mortalita mlad’at pévct se systémovou isosporézou (Mohr et al., 2017;

Oliveira et al., 2018).

Obrazek 2.5: Systémova (visceralni) isospordza
A - Hepatomegalie u saltatora zelenokiidlého (Saltator similis) (Oliveira et al., 2018); B - Sipky ukazuji

na merozoity uvnitf leukocytd ve slezin€ vrabce doméaciho (Passer domesticus biblicus) (Gill a Paperna,

2008); C - Infikované leukocyty jater ryZovnika Sedého (Padda oryzivora) (Keckeisen et al., 2024)



2.2.3 Haemoproteus

Rod Haemoproteus (Kruse, 1890) nalezi spolu s dal$imi vyznamnymi krevnimi parazity ptakt
(rody Leucocytozoon a Plasmodium) do skupiny Haemospororida (Apicomplexa) (Adl et al.,
2019). Jedna se o parazity vyskytujici se primarné u ptakt, vyjimecné pak u plazii, konkrétné u
jestérek a zelv (Orkun a Giiven, 2013). Ve vétSiné piipadi se da nakaza témito parazity
povazovat za benigni, nékteré druhy rodu Haemoproteus vsak mohou ovlivnit hostitelskou
fitness a u nerezistentnich jedinct jsou schopni zapficinit vznik letdlniho onemocnéni (Atkinson

et al, 1986; Nordling ef al., 1998; Cardona et al., 2002; Mgller a Nielsen, 2007).

Dnes je morfologicky popséno vice nez 150 druhti rodu Haemoproteus, ktery je na
zakladé dvou rtznych vektort a fylogenetickych dat rozd€len na podrod Haemoproteus, u
kterého jsou ptenaSecem kloSi (Hippoboscidae), a podrod Parahaemoproteus, u néjz jsou
vektory tiplici (Ceratopogonidae) (Valkiunas, 2005; Levin ef al., 2012; Dimitrov et al., 2016).
Béznymi druhy rodu Haemoproteus u evropskych pévci jsou Haemoproteus (Parahaemo-
proteus) belopolskyi, H. (P) payevskyi, H. (P.) majoris, H. (P.) syrnii (Harl et al., 2023), H. (P)
minutus nebo H. (P) tartakovskyi (Musa et al., 2024).

Zivotni cyklus zastupct rodu Haemoproteus odpovida obecnému Zivotnimu cyklu ve
skupiné Haemosporida — obligdtné dixenni a velmi komplexni (obr. 2.6). Prvnim hostitelem je
dipterni hmyz, ktery je pro parazity tohoto rodu definitivnim hostitelem, jelikoZ v ném probiha
sexualni rozmnoZovani. Druhym hostitelem je pak obratlovéi mezihostitel, ve kterém se
parazité rozmnozuji nepohlavné (Valkiunas, 2005). Béhem séani krve na obratlov€éim hostiteli
inokuluji vektoti do hostitele sporozoity. Ti se méni v meronty, ktefi se asexudln¢ rozmnozuji
v hostitelské tkani (nejcastéji endotelu plic, méné Casto pak v jatrech, slezin€, ledvinach, srdci,
kosternich svalech a dalSich orgdnech (Ahmedt a Mohammed, 1977). Asexualnim mnozenim
(merogonii) vznikaji jednojaderni merozoiti, ze kterych se formuji gametocyty. Pfi
gametogenezi, kterd probiha ve stfedni Casti stieva, makrogametocyty produkuji makrogamety

a mikrogametocyty mikrogamety.
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Obrizek 2.6: Zivotni cyklus rodu Haemoproteus

1. sporozoit v endotelidlni bunce; 2. a 3. exoerytrocyti¢ti meronti prvni generace s protahlymi
merozoity; 4. merozoiti v endotelialni butice; 5. a 6. zrajici a zrali megalomeronti v kosterni svaloving;
7. merozoiti v erytrocytech; 8. zralé gametocyty; 9. merozoit v retikuloendotelialni bunce sleziny; 10. a
11. zrajici a zrali meronti ve slezin€; 12. merozoiti v erytrocytech; 13. zralé gametocyty; 14.
makrogameta; 15. exflagelace mikrogamet; 16. oplodnéni makrogamety; 17. ookineta penetrujici
peritrofickou matrix; 18. mlada oocysta; 19.,20. sporogonie; 21. sporozoiti ve slinnych zlazach vektora

Prevzato a upraveno dle Valkiunas, 2005

Makro- a mikrogametocyty jsou na zékladé sexualniho dimorfismu snadno odlisitelné
(obr. 2.7) V makrogametocytu je oproti mikrogametocytu pfitomné jadérko (Valkiunas, 2005;
Atkinson et al., 2009). Morfologie gametocytl a charakter jejich obsazeni hostitelské buriky je
zakladem klasické druhové identifikace u rodu Haemoproteus. Makrogametocyty produkuji
jednu velkou makrogametu, zatimco mikrogametocyty prochéazeji exflagelaci a produkuji
celkem osm mikrogamet. Ke splynuti dochdzi mimo hostitelskou bunku. Vznikla zygota se
formuje v pohyblivou ookinetu, jeZ nasledné penetruje peritrofickou matrix a epitelidlni vrstvu
sttedni Casti stieva, usidli se pod basdlni laminou a vyvine se v oocystu obalenou kapsuli
vytvorenou z hostitelské tkané. V oocysté probiha sporogonie, béhem které vznika velké

mnozstvi sporozoitii (podlouhlych jednojadernych stadii). Po dozrani oocysty se sporozoiti



uvoliuji do télni dutiny a penetruji slinné zlazy. Sporozoiti jsou pak infekénim stadiem pro

obratlovc¢iho hostitele, kterého infikuji béhem séani krve (Valkiunas, 2005).

PIGMENTOVA GRANULE JADRO PARAZITA

JADRO ERYTROCYTU

MAKROGAMETOCYTY MIKROGAMETOCYTY

Obrazek 2.7: Morfologie gametocytil zastupce rodu Haemoproteus

Prevzato a upraveno dle Valkiunas, 2005

2.2.4 Plasmodium

Rod Plasmodium patii spole¢né s rodem Haemoproteus do fadu Haemosporida (Adl et al.,
2019). Zastupci tohoto rodu jsou jednémi z nejvyznamnéjSich lidskych parazith vibec
(Garnham, 1964). Napadaji celou skdlu savct, plazi a ptdka (Garnham, 1964; Valkiunas, 2005;
Poinar, 2009). Dnes je morfologicky popsano vice nez 40 druhti plazmodii parazitujicich u
ptakd (Bensch et al., 2009). Patii sem druhy s uzkou hostitelskou specifitou, ale i druhy
parazitujici u Sirokého hostitelského spektra (Waldenstrom et al., 2002; Valkiunas, 2005; Ishtiaq
et al., 2007). Vektory ptacich plazmodii jsou komari (Diptera: Culicidae) nejcastéji z roda
Culex, Aedes a Culiseta (Valkiunas, 2005). Jednim z nejvice prozkoumanych druhti ptadich
plazmodii, ktery se hojné vyskytuje i u pévceu, je P relictum, které je schopné infikovat a
dokoncit sviij zivotni cyklus u vice nez 300 druht ptaki (Valkiunas, 2005; Marzal et al., 2011).

Nakaza ptacimi plazmodii probiha casto asymptomaticky (Valkiunas, 2005). U
imunologicky naivni populace, kterd se dosud s ndkazou nesetkala (Valkiunas, 2005; Dinhopl
et al., 2011) ¢i u mlad’at (Vanstreels et al., 2015)mohou zplisobovat vadzné patologie. Mezi
ke které dochazi vramci vyvojové faze plazmodii (Valkiunas, 2005), a rizné orgénova

poskozeni zptisobena tvorbou fanerozoitli, coz jsou sekundarni exo-erytrocyticti meronti, kteti



mohou ucpavat cévy dulezitych organt jako jsou jatra, srdce, plice nebo mozek, coz miize vést
az k nekr6zdm v danych organech kvili nedostatecnému piisunu kysliku (Valkiunas, 2005;

Illgunas et al., 2019).

Zivotni cykly parazitd rodt Plasmodium a Haemoproteus si jsou navzajem velmi
podobné. Stejné jako u rodu Haemoproteus penetruje ookinet vznikly oplozenim makrogamety
peritrofickou matrix. Vznika oocysta, ze které se nasledn¢ uvoliuji sporozoiti, ktefi putuji do
slinnych 7zlaz vektora (Valkiunas, 2005). Rozdil v cyklech téchto dvou rodii je v poctu
merogonii probihajich v pta¢im hostiteli a v po¢tu jednotlivych vyvojovych stadii (Valkiunas,

2005). V krvi ptakt Ize pozorovat trofozoity, meronty a gametocyty (obr. 2.8).

MEROZOIT

T
TROFOZOITI MERONTI

MAKROGAMETOCYT MIKROGAMETOCYT
Obrazek 2.8: Morfologie krevnich stadii P. relictum

JE —jadro erytrocytu, JP — jadro parazita, JD — jadérko
Prevzato a upraveno dle Valkiunas, 2005
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2.3 Diagnostické metody

Tradi¢ni metodou detekce ptacich haemosporidii je mikroskopické vySetieni krevnich natéra
obarvenych bervenim dle Giemsa-Romanovski. Diive byly s vyuzitim svételné mikroskopie
druhy haemosporidii definovany na zéklad¢ velikosti a tvaru krevnich stadii, poctu merozoit
na meronta (v ptipad¢ rodu Plasmodium), mezihostitele, hostitelské specifity ¢i geografického
rozsifeni (Garnham, 1964; Valkiunas, 2005; Atkinson et al., 2009; Perkins, 2014). Urcovani
druhti na zéklad¢ téchto znakd se ukazalo jako problém zvlast€ u druhl definovanych dle
mezihostitele ¢i geografického rozsiteni, coz vedlo k nadmérnému nérastu druht (Valkitinas a
Ashford, 2002). Dalsim problémem je, Ze miize dochazet ke zméne morfologie krevnich stadii
u raznych hostitelti (Atkinson et al., 2009) ¢i u vysokych parazitémii v nezralém erytrocytu
(van Riper et al., 1986). Resenim této vyzvy v oblasti druhové identifikace byl bezesporu
nastup metody PCR, jakozto nyni jiz bézné diagnostick¢é metody (Atkinson et al., 2009).
Nicméné mikroskopie je stale nezbytnd pro urceni specifity infekce a zjiSténi koinfekce roda

Haemoproteus a Plasmodium (Valkiunas et al., 2006; Freed a Cann, 2006)).

Polymerazova tetézova reakce (konkrétné nested PCR) je hojné¢ vyuzivanou metodou
v evoluénich a ekologickych studiich. Ve vétSin€é praci zabyvajicich se ptacimi
haemosporidiemi je nested PCR zaméfeno na mitochondridlni gen pro cytochrom b
(Waldenstrom et al., 2002; Dimitrov et al., 2010; Fernandez et al., 2010; Palinauskas et al.,
2016; Schumm et al., 2019), existuji ale 1 prace vyuzivajici k detekci naptiklad ribosomalni
podjednotku 18S rDNA (Harl et al., 2019, 2023). Nicméné gen pro cytochrom b je majoritnim
barcodingovym genem pro ptaci haemosporidie (Bensch ef al., 2009) a na jeho zékladé jsou
urcovany fylogenetické vztahy mezi jednotlivymi druhy (Perkins a Schall, 2002).

Velkou vyhodou metody nested PCR je jeji vysoka citlivost a specifita a je diky ni
mozné testovat vice vzorkli najednou (Gautam a Kumar, 2019). Tato metoda vSak neni
spolehlivd v odhalovani koinfekci (Valkiunas et al., 2006, 2008; Zehtindjiev et al., 2012;
Bernotiene et al., 2016) a pfi nizké parazitémii, kontaminaci, nebo pokud je DNA degradovana
muze dojit k faleSn¢ negativnim vysledkim (Freed a Cann, 2006).

Vzhledem k vyhodam a nevyhodam obou metod je pfi detekci haemosporidii vhodné
vyuziti kombinace svételné mikroskopie i nested PCR (Atkinson ef al., 2009).

Detekce krevnich kokcidii je oproti haemosporidiim podstatné vice zavisla na nested
PCR. Kvili zna¢né morfologické podobnosti krevnich stadii dochdzelo k nejasnostem
v taxonomickém zatazeni pii vyhradné mikroskopickém vySetieni. Zastupci rodit Hepatozoon,

Lankesterella a Isospora byli v minulosti z tohoto diivodu zatfazeni a pojmenovani chybné
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(Lainson, 1959; Bennett a Peirce, 1989; Merino et al., 2006; Shurulinkov a Chakarov, 2006).
Svételnd mikroskopie je presto dilezitda pro morfologicky popis téchto paraziti a urceni
parazitémie (Chagas et al., 2021). Molekularni detekce (nested PCR) rodu Lankesterella je
zaméiena na ribosomalni podjednotku 18S rDNA, ptficemz stejny protokol 1ze vyuzit k detekci
rodu Isospora (Chagas et al., 2021; Venkatachalam et al., 2023; Keckeisen et al., 2024). Byla
také vyuzita nested PCR se zaméfenim na cytochrom b a cytochrom ¢ oxidazu (Keckeisen et

al., 2024).

2.4 Prevalence krevnich parazit ptaku

Prevalence je hodnota udavajici procento jedincti ve zkoumané populaci, kteti v daném
casovém intervalu trpi urcitou nemoci (Kier, 2011) nebo jsou infikovani uréitym parazitem

(Nkumama et al., 2017).

Prevalence rodu Lankesterella, kterym se tato prace zabyva piedevsim, byla pomoci
molekularnich diagnostickych metod zjiSténa u celé fady pévcit vcetné sykor, jificek a
rakosnikti (Tab. 2.1). Nejvyssi prevalence byla (pfi n>10) u lejska ¢ernohlavého (Ficedula
hypoleuca), a to 46 % (Keckeisen et al., 2024). Prevalence u rakosnikovitych (Acrocephalidae)
se pohybovala mezi 1 a 33 % (Biedrzycka et al., 2013; Chagas et al., 2021; Keckeisen et al.,
2024). Prevalence téchto prvokl byla studovana i s vyuzitim mikroskopie jako jediné metody
detekce (Shurulinkov, 2006). V této praci byli parazité rodu Lankesterella fazeni do rodu
Hepatozoon, nicméné¢ dnes je ziejmé, Ze jde o zastupce rodu Lankesterella (Merino et al., 2006).
Prevalence zjisténa pomoci mikroskopie byla u rdkosnika velkého (4. arudinaceus) 1,5 % a u
rakosnika obecného 10 % (Shurulinkov, 2006).

Prevalence rodu Isospora, resp. krevnich stadii tohoto rodu, se u evropskych pévci
pohybovala vrozmezi 3 az 50 %. Nejvyssi prevalence byla u vrabce domdaciho (Passer
domesticus) (Keckeisen et al., 2024). U rakosnikii byla primérnd prevalence 7 % (Keckeisen
et al., 2024). Rod Haemoproteus dosahoval u pé€vci v Evropé prevelance 31 %, ptficemz
nejvyssi prevalence byla u sykory konadry (Parus major) (41 %) (Schumm et al., 2019).
Prevalence u rdkosnikd byla 6 % (Shurulinkov, 2006). Zjisténa prevalence rodu Plasmodium
byla u pévcii 13 %, nejvyssi u sykory uhelnic¢ka (Periparus ater), a to 25 %. Prevalence u
rakosnikl byla 6 % (Shurulinkov, 2006). Prevalence ptacich haemosporidii se v prib&hu roku

cvwvr

dynamikou vektora (Atkinson et al., 2009).
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Tabulka 2.1: Prevalence a rozsiteni rodu Lankesterella u pévci

Drub hostitele Celed” hostitele P;:ll;_;; Stat EFeference
- CE “enkatachalam ef ai., 2023
- VE Keckeisan o7 al . 2074
s¥loora kofiadrs Parus mgjer FE BCHELZEN 8T ., LAPL
-, 17 LW Chagas ef al., 2021
Paridas = ’
CR enkatachalam er ai., 2023
s¥loora modrinka Cramistes casruleus 58
2 cleeizen ar al | 203
2 D Eeckeizan ar ai 4
CR Venkatzchalam et al., 2023
raloozmik zpévoy .-J.E.F-.'?EE"?J.'E.'EL-' 7 LV Chagas ef ai., 2021
Dajusiriz
11 AL Keckeizen of al., 20 14
_ _ CR Venkstachalam et al;
raloznik obecny A Do irpac s
] LV Chagas ef al., 2021
ralosnik tamarvikovy A. melanopogon Acrocephalidae AT Keckeizen er al, 2024
17 v Chagas eral 2021
. . . 33 PL Biedrzycka er all, 2013
- . -1+ - - ; .I_I 2 -E - . k.
rakosnik prouzlovany A schoenobasn il Venkatachalam of ai., 2023
RE Eeckeizan ar gl | 2024
rakosnil: velly A, arudinacens LY Chagas e al., 2021
sedmihlazel: hajnl Hippolais fctering LWV Chagas er ai., 2021
2 LWV Chagas er ol 2021
jifitka obecna Delichon urbicum o TE
Hiramdinidze : Keckeizen er al, 2024
EE
vlaftovka obecna Hirunde rustica 14 RE Eeckeizan ar gl | 2024
vrabec domaci FPascer domesticus Pazzeridaa 7 RE Eeckeizan ar gl | 2024
- e Phylloscopus i
budmicel: mens1 - f_n:_"m‘ ) . L RE Eeckeizan ar gl | 2024
colivhita Phylloscopidae
b. vétil F. rrochilus & AR Keckeizen er al, 2024
v o . . FE . R
penice cernchlava Sylvia mricapilla 18 58 Eeckeizan ar gl | 2024
pénice hnédokidla CLFPLCE COMmLRE Silviidas LY Keckeizen er al, 2024
pénice pokioval C. curruca 20 ZL Keckeizen o7 al, 2024
pévuika modra FPrumella modularis Pronallidas 21 AL Eeckeizan ar gl | 2024
Lralicel: obecay Regulus repulus Feguiidzs o Rﬁjf Keckeizen er al, 2024
5 cleeizen a7 al | 203
kos Cerny Turdus merula Turdiidze 7 :'}. Feckeizen e g ; 2024
Ly Chagas er ai., 2021
=]
fuhvk obecny Lawius collurio Laniidze L:{. Keckeizen er al, 2024
lonipas bily Modacilia alba lotacillidae LWV Eeckeizen er al, 2024
MLy
- . . - - EE . R
cervenls obecna Erithacus rubecula . ) 21 — Eeckeizan ar gl | 2024
Muscicapidae L%
5L
lejsek cermohlavy Ficedula Rypoleuca 44 RE Eeckeizan ar gl | 2024
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V dobé hnizdéni byva prevalence nejvyssi (Garcia-Longoria et al., 2019). Pravdépodobnost
nakazy a tudiz i prevalence se zvySuje s rostoucim vékem (Oers et al., 2010; Marzal et al.,

2016).

Vliv pohlavi na prevalenci krevnich parazitl pévcl nebyl ve vétSing studii prokdzan
(Fernandez et al., 2010; Latta a Ricklefs, 2010; Belo ef al., 2012). Nicmén¢ existuji i studie, ve
kterych byly zjisténa signifikantné vyssi prevalence u samcut (Garcia et al., 2023), ale 1 takové,

kdy byla prevalence vyznamné vyssi u samic (McCurdy et al., 1998).

2.5 Perzistence a sezénni dynamika infekce

2.5.1 Perzistence

Perzistence je v biologii a ekologii terminem oznacujicim schopnost organismu nebo populace
dlouhodobé ptezivat v uréitych podminkach. V této studii je tento termin pouzit pro schopnost
parazita dlouhodob¢ pietrvavat v hostiteli. VétSina dosavadnich studii se zaméfovala na
perzistenci ptacich krevnich parazitii na urovni populace (Fallon et al., 2004; Bensch et al.,
2007; Hasselquist et al., 2007; Spurgin et al., 2012) a jen n€kolik se vénovalo perzistenci na
urovni jedinct (Van Rooyen et al., 2013; Svobodova et al., 2023). Tyto studie se soustiedily

pouze na sezonni perzistenci.

U krahujce obecného (Accipiter nisus) byla zjiSténa perzistence infekce rodu
Haemoproteus v 60 % ptipadt (Svobodova et al., 2023). U sykory konadry (Parus major) byla
kromé& rodu Haemoproteus studovana i perzistence rodli Plasmodium a Leucocytozoon (Van
Rooyen et al., 2013). Autofi této studie vSak pouze uvedli, ze parazité rodt Plasmodium a
Haemoproteus vykazuji vy$$i miru perzistence nez rod Leucocytozoon, aniz by poskytli

konkrétni hodnoty perzistence.

Doposud nebyly publikovany zadné studie zamétené na perzistenci ptacich kokcidii.
Toto téma je nicméné velmi zajimavé a pii studiu ptacich krevnich paraziti je dosud

nedostatecné prozkoumano.

2.5.2 Sez6nni dynamika infekce

Stejné jako v pfipad¢€ perzistence, o sezonni dynamice rodi Isospora a Lankesterella nejsou
doposud k dispozici zadné studie. Naopak u ptacich haemosporidii se jednad o pomérné dobie
prozkoumané téma. Bylo zji§téno, Ze vrcholy prevalence byvaji na jafe a na konci léta
(Beaudoin et al., 1971). Jarni vrchol byva obvykle vysvétlovan relapsy infekce, vyvolané

hormonalnimi zménami nebo stimulaci vektory (Applegate, 1971; Cosgrove et al., 2008). Vyssi
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prevalence na jafe navic byva Castéjsi u migrujicich ptaki, kteii se pohybuji v rozmanitych
ekologickych prostiedich, nez u téch rezidentnich (Meller a Erritzee, 1998; Ishak et al., 2010).
Vrchol v prevalenci na konci 1éta je zplisoben nékolika riznymi faktory. VétSina mladat se
nakazi v hnizd¢ nebo tésné po jeho opusténi a kvili nevyzralosti jejich imunitniho systému je
v této dob¢ intenzita infekce vysoka, s ¢imz se samoziejme zvysSuje 1 prevalence v této vékové
kategorii (Sol et al., 2003). Intenzita infekce mize byt docasné¢ zvySena i u reprodukéné
aktivnich dospélcti, u kterych je hormondln¢ potlacen imunitni systém (Huang et al., 2020).
Vrchol prevalence na konci 1éta mimo tyto faktory doplnuje i vysokd prevalence u starSich

ptaku, ktera byva zptisobena akumulaci infekce béhem zivota (Davidar, 1993).
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3 Materialy a metody

3.1 Ziskavani krevnich vzorku

3.1.1 Odchyt ptaku

Vzorky vyuzité v této praci byly ziskdny mezi lety 2015 a 2023 v modelové lokalité Zeméchy
—50.2302616 N, 14.2779828 E (Obr. 3.1). Mistni biotop je spiSe vlhky — protékd zde maly
potticek a lokalita je porostla rakosim a kifovinami. Krouzkovatel¢, se kterymi nase laboratot
dlouhodobé¢ spolupracuje, udrzuji na lokalité priseky, ve kterych stavi sité pro chytani ptakt
(Obr. 3.2). Odchyt ptaki probihal metodou Constant Effort Site (CES). CES v principu spo¢iva
v monitorovani populaci v jedné lokalité ve daném case (zpravidla od 7:00 do 12:00) mezi 1.
kvétnem a 31. srpnem v 10-ti dennich intervalech (Peach ef al., 1996). Samotny odchyt ptak
byl provadén pomoci ndrazovych siti licencovanymi krouzkovateli. Ti ur€ili druh a pohlavi

chycenych ptakd, které¢ ndm nasledné ptedali k odbéru krve.

Obrazek 3.1: Lokalita odchytu Zeméchy (pfevzato z www.mapaceskerepubliky.cz)

Obrazek 3.2: A — Ukazka priiseku s natazenou siti pro odchyt ptakti B — Chyceny rakosnik
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3.1.2 Odbér a uchovavani krve

Krevni vzorky byly ziskdvany odbérem z tarzalni cévy do inzulinové injekeni stiikacky. Tento
zpusob ma oproti odbéru z jugularni ¢i branchidlni cévy tu vyhodu, ze vede ke vzniku mensiho
hematomu a je celkové mén¢ stresujici (Owen, 2011). Nevyhodou této metody je, Ze tarzalni

cévy se pii nizsich teplotach stahuji, ¢imz se snizuje prutok krve a odbér je pak zpravidla

V inzulinové stiikacce o objemu 1 ml bylo pfedem piipraveno 40 pl 0,9 % roztoku NaCl
(Braun), ktery slouzil k zabranéni srazeni krve. Do této stiikacky bylo z tarzalni cévy odebrano
nékolik kapek krve. Smés krve a fyziologického roztoku (celkovy objem se pohyboval mezi
20-100 pl v zavislosti na riznych faktorech jako napt. venkovni teplota nebo velikost ptaka)
byla poté prenesena do 0,5 ml zkumavky obsahujici 300 pl 96 % etanolu. Paralelné byl
zhotoven krevni roztér, ktery byl co nejdfive fixovan metanolem a obarven dle metody Giemsa-

Romanowski. Zkumavky s krvi v etanolu byly az do izolace DNA uchovavany v -20 °C.

3.2 Diagnostické metody

3.2.1 Barveni krevnich roztérti a svételna mikroskopie

Krevni roztéry byly fixovany metanolem a barveny 20x zfedénym barvivem Giemsa-
Romanowski po dobu 30 minut. Obarvené krevni roztéry byly pozorovany pii tisicindsobném
zvétseni ve standardizovaném Case 10 minut. Diagnostika pomoci svételné mikroskopie byla
provedena doc. Milenou Svobodovou z diivodl srovnatelnosti vysledkill dalSich projekti.

Fotografie byly pofizeny na mikroskopu Olympus BX51 TF pfi zvétSeni 1000x s
pouzitim imerzniho oleje pomoci programu QuickPHOTO CAMERA 3.2.

3.2.2 Izolace celkové DNA z krve

Ze zkumavek s krevnim vzorkem byl nejprve pies noc v termobloku pfi teploté 37 °C odpaten
etanol. K i1zolaci DNA z krevnich vzorkl byl vyuzit High Pure PCR Template Preparation Kit
(Roche). Pfi izolaci DNA bylo postupovano dle protokolu vyrobce. 1zolovanda DNA byla

uchovana v -20 °C.

Pouzité chemikalie:

e High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche)
e PCR H:O (Top-Bio)

e Isopropanol (Top-Bio)

e 96 % etanol (Lach-ner)
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3.2.3 Nested PCR

Pro detekci studovanych rodu parazitii byla vyuzita metoda nested PCR. PCR produkt je po
prvni reakci amplifikovan v druhé reakci, ¢imz se zvySuje senzitivita (Green a Sambrook,

2019). Pro oba protokoly byl pouzit Prime STAR Max DNA Polymerase Master Mix (TaKaRa).

3.2.3.1 Detekce rodu Haemoproteus a Plasmodium

Pro parazity rodu Plasmodium a Haemoproteus byl pouzit protokol dle Perkins a Schall, 2002.
Vnéjsi primery (DW2 a DW4; Tab. 3.1) se v prvnim kroku PCR reakce vazi na specifickd mista
mitochondrialniho genu pro cytochrom b. Ve druhém kroku nasedaji vnitini primery (DW1 a
DW6; Tab. 3.2) na specificka mista produktu z prvniho kroku. Byl amplifikovan tsek o délce
1200 pari bazi.

Tabulka 3.1: Prvni krok nested PCR pro detekci parazitti rodu Haemoproteus a Plasmodium

Nazev primeru Sekvence primeru
DW2 5-“TAATGCCTAGACGTATTCCTGATTATCCAG-3*
DWw4 5“TGTTTGCTTGGGAGCTGTAATCATAATGTG-3¢
Nazev slozky MnozZstvi (ul)
PCR H20 6
Prime STAR Max DNA Master Mix 4
Primer DW2 (10 uM) 0,5
Primer DW4 (10 uM) 0,5
DNA templat 1
Teplotni cyklus prvniho kroku
Pocet opakovani Teplota Délka trvani
1x 98 °C 180's
35x 98 °C 10s
35x 60 °C 20s
35x 72 °C 10s
1x 72 °C 180's
1x 12 °C 0
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Tabulka 3.2: Druhy krok nested PCR pro detekci paraziti rodu Haemoproteus a Plasmodium

Nazev primeru Sekvence primeru
DWI 5‘-“TCAACAATGACTTTATTTGG-3°
DW6 5‘-GGGAGCTGTAATCATAATGTG-3°
Nazev slozky MnozZstvi (ul)
PCR H,O 9
Prime STAR ng DNA Master 6
Mix
Primer DW1 (10 uM) 0,5
Primer DW6 (10 uM) 0,5
Produkt prvniho kroku nested 0.5
PCR ’
Teplotni cyklus druhého kroku
Pocet opakovani Teplota Délka trvani
1x 98 °C 180 s
35x 98 °C 10s
35x 50 °C 20s
35x 72 °C 15s
Ix 72 °C 180 s
1x 12 °C 0

3.2.3.2 Detekce rodu Lankesterella

Parazité rodu Lankesterella byli detekovani pomoci protokolu dle Kvicerova et al., 2008 pro
prvni krok nested PCR s vnéjSimi primery EF a ER specifické pro parazitdrni gen 18S rRNA
(Tab. 3.3). Protokol pro druhy krok PCR byl optimalizovan K. Hrazdilovou (Venkatachalam et
al., 2023) a byly vném pouzity vnitini primery Hepl53F a Hepl496R (Tab. 3.4).
Amplifikovany tsek byl dlouhy 1200 para bazi.
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Tabulka 3.3: Prvni krok nested PCR pro detekci rodti Lankesterella

Nazev primeru

Sekvence primeru

EF 5‘-GAAACTGCGAATGGCTCATT-3¢
ER 5-CTTGCGCCTACTAGGCATTC-3°
Nazev slozky Mnozstvi (ul)
PCR H,0O 7
Prime STAR Max DNA 7
Primer EF (10 pM) 0,5
Primer ER (10 uM) 0,5

Templatova DNA

1

Teplotni cyklus prvniho kroku

Pocet opakovani Teplota Délka trvani
1x 98 °C 180 s
35x 98 °C 10s
35x 57 °C 20s
35x 72 °C 30s
1x 72 °C 300 s
1x 12 °C 0

Tabulka 3.4: Druhy krok nested PCR pro detekci rodu Lankesterella

Nézev primeru Sekvence primeru
Hep153F 5-GTAATTCTATGGCTAATACATGCGC-3¢
Hep1496R 5“-TTATTGCCTCAAACTTCCTTGCG-3*
Nazev slozky Mnozstvi (ul)

PCR H,O 6
Prime STAR Max DNA 4

Primer Hep153F (10 uM) 0,5

Primer Hep1496R (10 uM) 0,5
Produkt prvniho kroku nested PCR 1

Teplotni cyklus prvniho kroku

Pocet opakovani Teplota Délka trvani
Ix 98 °C 180 s
35x 98 °C 20's
35x 59 °C 30s
35x 72 °C 30s
Ix 72 °C 300 s
1x 12 °C o0
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3.2.4 Elektroforéza

Po dokonceni obou cykli nested PCR byly vysledky odefteny pomoci horizontalni
elektroforézy Thermo Fisher Scientific (OWL) v agar6zovém gelu. V piipad¢€ obou protokoli
byl postup stejny. Jako prvni bylo tfeba pfipravit agardézovy gel, coz je 1% smés praskové
agarozy (Sigma) a TAE pufru (Tris, octova kyselina a EDTA) (Thermo Fisher Scientific) (Tab.
3.5). K této smési bylo po rozpusténi piidano DNA bar vivo Sybr Green (Thermo Fisher
Scientific) pro vizualizaci DNA, a vznikl4d smés byla vlita do formy. Jako standard byl pouzit
Quick-Load® Purple 100 bp DNA Ladder (BioLabs). Nasledn¢ byl v mikrotitracni desti¢ce
smichan 1 pul 6x DNA Loading Dye (Thermo Fisher Scientific) s 9 ul produktu PCR a tato smés
byla poté pienesena do gelu. Vzorek byl separovan v elektroforéze pti konstantnim napéti 100
V po dobu 20 minut. Vysledky byly odecitany pod UV svétlem (Obr. 3.1). Pozitivni vzorky

byly analyzovany sekvenc¢ni analyzou v servisni laboratoti sekvenace v BIOCEVu.

Tabulka 3.5: Pouzité chemikalie pro elektroforézu

Nazev MnoZstvi
Agardza 04¢g
TAE pufr 40ml
Loading dye 1ul/vzorek
Sybr Green 40ul
DNA Ladder Sul
Produkt PCR Oul

- 1000 bp 1000 bp
[ 500 bp 500 bp
01112 131415 - - T EE——.
s 01112 131415 - - + ST
[ —N L -
1000 bp
500 bp
1000 bp
500 bp

Obrazek 3.1: Ukazka geli s PCR produkty
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A — protokol pro rod Haemoproteus a Plasmodium; B — protokol pro rod Lankesterella a Isospora; ST

— standard; - negativni kontrola; + pozitivni kontrola

3.2.5 Precisténi produkti PCR pro sekvenacni analyzu

Pozitivni vzorky byly ocistény pomoci kitu — jednoslozkového EXO-SAP (Thermo Fisher
Scientific) nebo dvouslozkového EXO-CIP (Thermo Fisher Scientific). K 5 pl pozitivniho
vzorku byl pfidan 1 pul EXO-SAP (nebo 0,5 ul EXO-CIP A a 0,5 pl EXO-CIP B) (Tab. 3.6).

Smés byla promichana a vlozena do termocycleru. Mezitim byl pfipraven premix z PCR vody

a sekvenacniho primeru DW1 pro Haemoproteus protokol nebo Hep153 v ptipadé protokolu

pro rod Lankesterella. K tomuto premixu byl pfidan 1 ul produktu proslého teplotnim cyklem

v termocycleru. Vzorky byly poté fadné popsany a spolu s privodni zprdvou zasldny na

sekvenaci do servisni laboratoie sekvenace DNA v BIOCEVu.

Tabulka 3.6: Piecisténi produktt nested PCR

Pouzité chemikalie

EXO-SAP EXO-CIP
Nézev slozky Mnozstvi Nézev slozky Mnozstvi
Produkt nested PCR 5l Produkt nested PCR Sul
EXO-SAP 1 pl EXO-CIP A 0,5 ul
EXO-CIP B 0,5 ul
Teplotni cyklus
Pocet . (. Pocet , -
opakovéni Teplota Délka trvani opakovéni Teplota Délka trvani
Ix 37 °C 8 min 1x 37°C 4 min
Ix 80 °C 2 min 1x 80 °C 1 min
Ix 4°C o0 1x 4°C 00
Piiprava vzorki pred sekvenaci
Nazeyv slozky MnoZzstvi
PCR voda 5,5ul
Primer (10 uM) 1,5 pl
Vzorek I ul
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3.3 Vypocet prevalence

Prevalence studovanych paraziti byla sledovana v ramci jedné sezény a mezisezonné.
Prevalence byla vypocitana pomoci vzorce:

n
N

kde P = prevalence parazita vyjadiena v %, n = pocet pozitivnich jedinct ve sledované skuping,

P =—-100

N = celkovy pocet jedinct ve sledované skupiné (naptiklad pii stanoveni prevalence v ramci
jedné sezony u jednoho druhu rakosnika byl skrze N vyjadien pocet rakosnikti daného druhu,
ktery byl odchycen v rdmci jedné sezony).

Jelikoz byla data tvofena opakované odchycenymi jedinci, pfedstavuje hodnota n pocet
jedinci, ktefi byli alespon jednou diagnostikovani jako pozitivni, naptiklad: v intervalu péti let
byl jeden rakosnik odchycen a testovan celkem 6x, z ¢ehoz byl 2x pozitivni na ur¢itého parazita.
V jedné sezéné byl odchycen 3x a 1x byl pozitivni. V ptipad¢ vypoctu prevalence v ramci jedné
sezony byl tento jedinec vn i v N zastoupen 1x. To samé by platilo i pro vypocet P mezi
sezénami. K datim bylo tedy pfistupovano takto: pokud byl jedinec v ur¢itém casovém tseku
(v ramci jedné sezony nebo za vSechny sledované sezony) alespont 1x pozitivni, byl 1x

zastoupen v n i N (pokud byl vzdy negativni, byl 1x zastoupen v N).

3.4 Stanoveni perzistence

K vypoctu a naslednému grafickému znazornéni perzistence sledovanych paraziti v rdmci
sezOny a mezisezonné byl pouZit postup dle Svobodova ef al., 2023. Byl porovnan infek¢ni
status (pozitivita ¢i negativita) pii prvnim a druhém testovani. Pokud byl béhem sezony (v
piipadé stanovovani perzistence v rdmci sezony) jedinec odchycen vice nez 2x, byly porovnany
dva nejblizsi odchyty. V datech tak bylo pro jednoho jedince zastoupeno vice tdaji o infekénim
statusu v zavislosti na poctu testovani. Samotny vypocet a vizualizace perzistence byly

provedeny nasledovné:
3.4.1 Stanoveni perzistence v ramci sezény
A) Infekéni status pri prvnim a druhém odchytu

Byla vytvorena tabulka (tab. 3. 7) s po¢tem ptipada jednotlivych kombinaci infek¢nich statust

pfi prvnim a druhém odchytu v rdmci sezony.
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Tabulka 3.7: Infekéni status pfi prvnim a druhém odchytu v ramci sezony

A, B, C, D — pfedstavuji pocet ptipadii kombinaci infekénich statust, 0 — negativni, 1 - pozitivni

Infekéni status Pocet pripadi
1/1 A
1/0 B
0/1 C
0/0 D

B) Stanoveni prevalence infek¢énich statusii v rameci sezény

Vysledné sloupcové grafy byly tvoreny prevalenci pii druhém odchytu za vSechny sezony.
Sloupec oznaeny jako 0 (= negativni) znazoriioval hodnotu prevalence parazita pii druhém
odchytu v ptipadé, ze byl pfi prvnim odchytu negativni. Za pouZiti hodnot z tabulky 3.7 by
vypocet prevalence vypadal takto:

C

Prevalence (0) = D

kdy ve jmenovateli je soucet hodnot, predstavujicich pocet negativnich vysledku
testovani pii prvnim odchytu. V ¢itateli je pak mnozstvi piipadu, kdy pii druhém odchytu doslo
ke zméné infek¢éniho statusu na pozitivni (1).

Hodnotu prevalence parazita pfi druhém odchytu, pokud byl pii prvnim odchytu
pozitivni, pfedstavoval sloupec oznaceny jako 1 (=pozitivni) (obr. 4.16). Vypocet by pak mohl

byt zndzornén (opet pomoci tabulky 3.7) takto:

A

Prevalence (1) = 5

kdy je ve jmenovateli soucet poctu pozitivnich vysledkl pfi prvnim testovani a v Citateli pocet

piipadl, kdy pozitivita ptetrvala do druhého odchytu.
3.4.2 Mezi sez6nami

Perzistence mezi sezonami byla vizualizovana pomoci sloupcovych grafii stejné jako
perzistence v ramci sezony a byla vypocitana stejnymi vzorci. Rozdilem byl pouze pocet

ptipadl jednotlivych kombinaci infekénich statusti, ktery byl tvofen z odchytl mezi sezénami.
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3.5 Analyza sekvenci a tvorba haplotypovych siti

V databazi DNA sekvenci NCBI (National Center for Biotechnology Information) (Sayers et
al., 2022) byly pomoci metody BLAST sekvence porovnany s jiz popsanymi liniemi, aby bylo
urceno, o kterého parazita a linii se jedna. V ptipad¢ detekce parazitti rodu Haemoproteus byla
k ureni linie vyuzita databaze MalAvi (Bensch er al., 2009). Sekvence byly nésledné
zpracovavany v programu Geneious 9.0.5. (https://www.geneious.com) nebo v programu
MEGAI11 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) (Tamura, 2021). Zde byly porovnavany
s ostatnimi sekvencemi pomoci funkce Alignment (Align by muscle). Pokud byly na sekvenci
viditelné koinfekce dvéma liniemi (byly pozorovany dvojpiky), byla vymazana jedna z linii a
zbyla linie, byla porovnéna s liniemi v databazi. To samé bylo provedeno i s druhou pfitomnou
linii.

Pro tvorbu haplotypové sité bylo nutné alignment upravit — tzn. odstranit piesahujici
zacatky a konce sekvenci pro vznik jednotné délky vSech sekvenci (k tomu bylo vyuZzito funkce
cut). Vysledna délka sekvenci byla ptiblizn¢ 900 parti bazi. Sekvence, u kterych byla zfejma
koinfekce dvou a vice linii parazita, kontaminace nebo jakékoli poskozeni, nebyly pouzity pro
tvorbu haplotypovych siti. K vizualizaci pfibuznosti ziskanych linii a jejich zastoupeni u
jednotlivych druhti rdkosniki byly vyuzity haplotypové sité¢ vytvorené v programu PopArt
(Leigh a Bryant, 2015). Postup byl inspirovan instruktdznim videem od autora Kolawola Harun

Aremu:
https://www.youtube.com/watch?v=RTqT9TrbuuQ

Alignment z linii daného parazitarniho rodu, u kterého byl odstranén zacatek a konec, a
ktery byl tvofen jen z Cistych sekvenci (bez kontaminaci a koinfekci) byl ve formatu nexus
vlozen do programu Launch DNA SP6 (Rozas ef al., 2017). Zde bylo nutné nejprve sdélit
programu, o jaky typ dat se jednd, tj. ze jde o mitochondridlni DNA, poté byly definovany
kategorie podle druhu hostitele (acrsci, acrpal, acrsch), do kterych byly sekvence zatazeny.
Dalsim krokem bylo vyexportovani upravenych dat pro program PopArt (Leigh a Bryant, 2015)
a uloZeni vytvofeného souboru ve formdtu nexus. Launch DNA SP6 poté vygeneroval
jednotlivé linie (Hap 1, Hap 2...) a zobrazil, u kterych druhti rdkosnikti se ktera linie nachazi.
Z téchto dat byla v programu excel vytvotfena tabulka, ktera byla vlozena do poznamkového
bloku (Obr. 3.2). Samotné haplotypové sit¢ byly tvoieny v programu PopArt pomoci funkce

Minimum spanning network.
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,scirpaceus,schoenobaenus,palustris

Hap 1, 13, a, 1,
Hap 2, 5, 1, 1,
Hap 3, 1, a, a,
Hap 4, 5, 8, 2,
Hap 5, 1, a, a,
Hap 6, g, 8, 1,
Hap 7, g, 1, a,
Hap &, g, 2, 8,

Obrizek 3.2: Ukazka dat z Poznamkového bloku vlozenych do programu PopArt. Cisla ve sloupcich

24 predstavuji zastoupeni jednotlivych linii u tfi druhti rakosnikt

3.6 Statisticka analyza

Pro statistickou analyzu vlivu pohlavi na prevalenci byl vyuzit y kvadrat test, pokud byl pocet
ve vSech kategoriich >5, a Fishertiv exaktni test pfi poctu <5. y kvadrat test byl pouzit i pro
urceni signifikance rozdilii v prevalenci u jednotlivych druhii rakosnikti. Pro tyto testy byly

vyuzity online kalkulatory:
https://www.socscistatistics.com/tests/chisquare/default.aspx
https://www.danielsoper.com/statcalc/calculator.aspx?id=58

Pomoci y kvadrat testu byla stanovena i mira signifikance rozdilti v prevalenci v rdmci sezony.
V tomto ptipadé¢ byl vyuZit jiny online kalkulator, do kterého bylo mozné vlozit neomezené

mnozstvi sloupct a fadki:

https://www.standarddeviationcalculator.io/chi-square-calculator
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4 Vysledky

4.1 Pocty odchycenych jedincu

Mezi lety 2015-2023 bylo na lokalit¢ Zeméchy opakované odchyceno 109 jedinct rakosniki
tii druhd a bylo ziskdno 288 vzorkd krve téchto ptaki (Tab. 4.1). U vSech druht testovanych
rakosnikil bylo odchyceno vyrazné vice samct nez samic (Tab. 4.2). Jak napovida pomér poctu

odebranych vzorka a poctu ptaka, nékteti jedinci byli odchyceni dvakrat, jini tiikrat, ¢tyfikrat

atd (Tab. 4.3; 4.4).

Tabulka 4.1: Celkovy pocet vzorki ziskanych z rakosnik

Acrsci — A. scirpaceus, Acrpal — A. palustris, Acrsch — A. schoenobaenus

Druh | 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022 2023 | Celkem
Acrsci 4 19 20 36 19 147
Acrpal 1 17 9 14 10 94
Acrsch 0 7 12 6 4 47
Celkem | 5§ 43 41 56 33 288

Tabulka 4.2: Celkovy pocet opakované odchycenych jedinct mezi lety 2015-2023 (1K — tohoro¢ni

jedinci)
Druh samice samci 1K Celkem
Acrsci 19 33 1 53
Acrpal 15 25 0 40
Acrsch 4 10 2 16
Celkem 38 68 3 109

27




Tabulka 4.3: Pocet opakovan¢ odchycenych jedincti (2x — 5x) v ramci sezony (1K — tohoroc¢ni jedinci,

F — samice, M - samci)

Pocet odchyti v ramci sezény
Druh Pohlavi Celkem
2 3 4 5
F 9 4 1 1 15
Acrsci M 21 2 2 1 26
1K 1 0 0 0 1
F 8 1 0 0 9
Acrpal
M 15 3 0 0 18
F 3 1 0 0 4
Acrsch M 7 2 0 0 9
1K 2 0 0 0 2
Celkem 66 13 3 2 84

Tabulka 4.4: Pocet opakovan¢ odchycenych jedincti mezi sezonami (F — samice, M — samci)

Pocet sezon
Druh Pohlavi Celkem
2 3

F 4 2 6
Acrsci

M 17 4 21

F 6 1 7
Acrpal

M 15 0 15

F 0 2 2
Acrsch

M 5 2 7

Celkem 47 11 58

28



100%

90%

80%

70%

60%

50%

40%

30%

20%

10%

0%

4.2 Prevalence krevnich prvokt

4.2.1 Celkova prevalence

Metodami PCR bylo vysetieno 288 vzorki krve od 109 jedinct rdkosniki. Byly nalezeny ctyfi
parazitarni rody — Lankesterella, Isospora, Haemoproteus a Plasmodium. 36 ptakil bylo
negativnich na studované parazity pii vSech odchytech. Zbylych 73 jedinct bylo minimalné pti
jednom z odchytii pozitivnich alespon na jeden parazitarni rod. Prevalence jednotlivych roda
se liSila v zavislosti na druhu hostitele (Obr. 4.1). Nicméné signifikantni (» hodnota mensi nez
0.05) rozdily v prevalenci byly pouze u rodu Plasmodium (Fisheriv exaktni test: N=109, p =
0.005). U rodu Lankesterella (X° (2, N=109) = 4.6027, p = 0.1), Isospora (Fisheriiv exaktni
test: N=109, p = 0.09) a Haemoproteus (X° (2, N=109) = 0.3528, p = 0.8) nebyly rozdily
v prevalenci v zavislosti na druhu hostitele statisticky signifikantni. Nejvyssi prevalence rodu
Lankesterella byla u rdkosnika prouzkovaného (37,5 %, n=16), rodu Isospora u rékosnika
obecného — 34 % (n=53), rodu Haemoproteus shodné u rdkosnika zpévného (n=40) a

prouzkovaného 37,5 % (n=16) a rodu Plasmodium u rakosnika prouzkovaného 37,5 % (n=16).

10 35 36 25|10 10
42 13
35 34
50 36
6 18 17 15(| 6 6
11 3
5 6
3 4
sci pal sch sci pal sch sci pal sch sci pal sch
Lankesterella Isospora Haemoproteus Plasmodium
OPoz ONeg

Obrazek 4.1: Prevalence studovanych parazitii u jednotlivych druhi rakosnikd dle nested PCR
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4.2.2 Vliv pohlavi na prevalenci krevnich prvoku

Rozdily v prevalenci parazitti mezi pohlavimi byly velmi malé a nebyly statisticky signifikantni
(obr. 4.2-4.5). Nejvyrazngjsi rozdil v prevalenci byl u rodu Isospora, kdy u samcti dosahovala
29 % (n=68) a u samic 16 % (n=38) (X° (1, N=106) = 2.4436, p = 0.12). Naopak nejméné se
lisila prevalence obou pohlavi u rodu Plasmodium (X° (1, N=106) = 0.044, p =0.8). U samcii
byla 12 % a u samic 13 %. U rodu Lankesterella byla prevalence u samcti 18 % a u samic 24
% (X (1, N=106) = 0.5593, p =0. 45) a u rodu Haemoproteus byla 38 % u samcti a 32 % u
samic (X° (1, N=106) = 0.4697, p =0.49).

100%
80%
60% 56 29
40%
20%
9
. 12
M OPoz ONeg F

Obrazek 4.2: Prevalence rodu Lankesterella u samct a samic rakosnikti (M — samci, F — samice)
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Obrazek 4.3: Prevalence rodu Isospora u samcu a samic rakosnikti (M — samci, F — samice)
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Obrazek 4.4: Prevalence rodu Haemoproteus u samct a samic (M — samci, F — samice)
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Obrazek 4.5: Prevalence rodu Plasmodium u samci a samic (M — samci, F — samice)

31



4.2.3 Dynamika prevalence v ramci sezény

Prevalence studovanych prvoka v ramci sezony (mezi 30. dubnem a 25. ¢ervencem) byly mezi
sebou porovnany (obr. 4.6 — 4.9.). Nejvyssi prevalence rodu Lankesterella byla v devatém a
desatém tydnu sezoény, rodu Isospora v prvnich dvou tydnech sezoény (mezi 30. dubnem a 14.
kvétnem), stejné tak u rodtt Haemoproteus a Plamodium. U rodu Lankesterella a Plasmodium
U obou rodi haemosporidii byl sledovan systematicky pokles prevalence mezi prvnim a
devatym tydnem a u rodu Haemoproteus byl tento pokles zietelny az do konce sezony. Rozdily
v prevalenci mezi jednotlivymi Casovymi intervaly byly signifikantni (»p<0.05) u rodu
Lankesterella (X (5, N=288) = 4.641, p=0.03), Isospora (X° (5, N=288) = 3.879, p =0.049) a
Haemoproteus (X° (5, N=288) = 10.192, p=0.001). U rodu Plasmodium tyto rozdily
signifikantni nebyly (X° (5, N=288) = 2.365, p =0.12).
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Obrazek 4.6: Dynamika prevalence rodu Lankesterella v prib&éhu sezony
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Obrazek 4.7: Dynamika prevalence rodu Isospora v priibéhu sezony
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Obrazek 4.8: Dynamika prevalence rodu Haemoproteus v prub&éhu sezony
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Obrazek 4.9: Graf prevalence rodu Plasmodium v prubéhu let

4.2.4 Prevalence jednotlivych linii

Bylo detekovéno 8 linii rodu Lankesterella (tab. 4.5). Nejvice zastoupenou linii byla ON319017
(obr. 4.11 A, B) (12 %). Nejnizsi celkova prevalence byla 1 % a to u tfi linii (ON319028 a
Lan_1). Linie ON319016 (obr. 4.11 C, D), ON319026 a ON319028 se vyskytovaly pouze u
rakosnika prouzkovaného (4. schoenobaenus). Byla nalezend nova linie rodu Lankesterella
(Lan_1) urékosnika obecného s rozdilem jedné baze oproti liniit ON319017 (obr. 4.10). Rozdily
mezi jednotlivymi liniemi se pohybovaly od 1 (linie ON319017 — Lan_1 a ON319026 —
ON319028) do 7 (linie ON319017 — ON319025) bazi (obr. 4.10). Haplotypova sit’ linii rodu
Lankesterella byla vytvotfena ze sekvenci délky 796 bazi.
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Tabulka 4.5: Prevalence linii rodu Lankesterella

ON319016 ON319017 ON319019 ON319024 ON319025 ON319026 ON319028 Lan_1

Acrsci 0 8 2 1 2 0 0 1
Acrpal 0 4 0 1 0 0 0 0
Acrsch 3 0 0 0 0 4 1 0

Celkem 3(3%) 13(12%) 22Q%) 2Q%) 22Q%) 4(@d%) 10%) 10%)

ON319016

ON319028
ON319026

ON319017

ON319019

ON319024 @

. sCirpaceus
O schoenobaenus

O palustris

ON319025

Obrazek 4.10: Haplotypova sit’ linii rodu Lankesterella nalezenych u rdkosnikti odchycenych mezi lety
2015-2023. Haplotypova sit’ byla vygenerovana v programu PopArt a délka vyuzitych sekvenci byla
796 bazi. Cervené je oznaleno zastoupeni rikosnika obecného, fialové rakosnika zp&vného a Zluté

rakosnika prouzkovaného.
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Obrazek 4.11: Sporozoiti rodu Lankesterella na krevnim roztéru radkosnika prouzkovaného (4.
schoenobaenus) A, B — linie ON319026, C, D — linie ON319017 (barveno Giemsa-Romanowski)

U rodu Isospora bylo zjisténo celkem deset linii (tab. 4.6). Nejvyssi prevalence dosahovaly
linie ON331823 a ON331827 — 6 %, nejnizsi pak byla 1 % u ¢tyt linii. Bylo nalezeno pét novych
linii rodu Isospora — Iso 1 u rakosnika obecného a zpévného, Iso 2 a Iso 3 u rakosnika
obecného, Iso 4 u rakosnika zpévného a Iso 5 u rakosnika obecného a prouzkovaného. Tyto
linie byli rozdilné pouze v jedné bazi od jiz znamych linii (obr. 4.12). Linie ON331827 byla
jedind, ktera se vyskytovala u vSech tfech druhi rdkosniki. U péti vzorkl nebylo moZné zjistit
konkrétni linii rodu Isospora z diivodu nekvalitni sekvence. Haplotypova sit’ linii rodu Isospora

byla vytvofena ze sekvenci délky 775 bazi.
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Tabulka 4.6: Prevalence linii rodu Isospora

ON331821 ON331822 ON331823 ON331824 ON331827 SO 1

ISO 2 ISO 3 ISO 4 ISO 5

Acrsci 0 2 5 1 5 1 1 1 0 1
Acrpal 0 1 2 0 1 1 0 0 1 0
Acrsch 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1
Celkem 1 3 7 1 7 2 1 1 1 2

1 %) (3 %) (6 %) (1 %) (6 %) (2 %) A% A% A%) 2%)

ON331821
1ISO_5
1SO_4
ON331823
ON331827
1ISO_2 Q-

@ scirpaceus
O schoenobaenus

O palustris

Obrazek 4.12: Haplotypova sit’ linii rodu Isospora nalezenych u rakosnikli odchycenych mezi lety

2015-2023. Haplotypova sit’ byla vygenerovana v programu PopArt a délka vyuzitych sekvenci byla

775 bazi. Cervené je oznaCeno zastoupeni rakosnika obecné¢ho, fialové rakosnika zpévného a zluté

rakosnika prouzkovaného

U rodu Haemoproteus byly detekovany tfi linie druhu H. belopolskyi, jedna linie H.

payevskyi a pét linii neptifazenych k zadnému morfologicky popsanému druhu (H. sp.) (tab.

4.7). Nejvice zastoupenou linii (11 %) byla linie druhu H. payevskyi RW1 (obr. 4.14 C, D),

kterd byla nalezena u rakosnika obecného a zpévného. Nejnizsi prevale

nce byla 1 % u linii

PADOMO3 a SYAT14. Z hlediska druhu byl nejvice zastoupen H. belopolskyi (18 %), u kterého

byla nejcetnéjsi linie MW1 (8 %) (obr. 4.14 A, B). Linie SW3 byla

detekovana pouze u

rakosnika prouzkovaného, vyhradné u rdkosnika obecného byla linie RW2 a linie SYAT14,

MW3, PADOMO3 byly detekovany jen u rakosnika prouzkovaného. Ze sekvenci osmi linii rodu
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Haemoproteus bylo mozné vytvortit haplotypovou sit’ (obr. 4.13). Nejmensi rozdil je mozné
vidét mezi liniemi ARW1 a RW2 (dvé béaze) a naopak nejvétsi rozdil byl mezi liniemi RW1 a
SYAT14 (45 bazi). Haplotypova sit’ linii rodu Haemoproteus byla vytvoiena ze sekvenci délky
906 bazi.

Tabulka 4.7: Prevalence linii rodu Haemoproteus

H. belopolskyi H. payevskyi Linie bez morfospecies (H. sp)
ARW1 MW1 SW3 RW1 RW2 MW3 SYAT14 ACAGR2 PADOMO3

Acrsci 3 3 0 11 3 0 0 0 0
Acrpal 5 6 0 1 0 3 1 2 1
Acrsch 0 1 3 0 0 0 0 4 0
8 9 3 12 3 3 1 2 1

T%) (B8%) (3 %) (11 %) B%) B%) (%) 2 %) 1 %)

Celk
cliem 18 % 1%
ACAGR2
Q
PADOMO3
MW3
RW1
RW2
MW1
SYAT14
ARW1
if_::_'j:u
g ?crpaoeus
6 :\‘;hr“" IETIIS

Obrazek 4.13: Haplotypova sit’ linii rodu Haemoproteus nalezenych u rakosniki odchycenych mezi
lety 2015-2023. Haplotypova sit’ byla vygenerovana v programu PopArt a délka sekvenci byla 906 bazi.
Cervené je oznateno zastoupeni rakosnika obecného, fialové rakosnika zpévného a Zluté rakosnika

prouzkovaného
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Obrazek 4.14: Gametocyty rodu Haemoproteus na krevnim roztéru, A, B —linie MW 1 (H. belopolsky),
A. scirpaceus, C, D — linie RW1 (H. payevsky), C — A. palustris, D — A. scirpaceus (barveno Giemsa —

Romanowski)

P relictum bylo nejvice zastoupenym druhem rodu Plasmodium (11 %). Byly
detekovany dvé linie tohoto druhu a dvé linie rodu Plasmodium nezatazené do morfospecies
(tab. 4.8). Nejvyssi prevalenci méla linie GRWO04 (6 %) a nejnizsi prevalenci mély linie
ZOCAP16 a RTSRI1 (1 %).

Tabulka 4.8: Prevalence linii rodu Plasmodium

P. relictum Linie bez morfospecies

GRW(04 SGS1 RTSR1 Z0OCAP16
Acrsci 1 2 0 0
Acrpal 0 2 1 0
Acrsch 5 1 0 1
6 5 1 1

Celkem (6 %) G%) | (1% (1 %)
11 %
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Rozdil tfinacti bazi byl mezi liniemi P. relictum SGS1 a GRW04 a mezi liniemi RTSR1 a
GRWO04 49 bazi (obr. 4.15). Haplotypova sit’ linii rodu Plasmodium byla vytvorena ze sekvenci
délky 881 bazi.

RTSR1 SGS1

&
GRW04 . scirpaceus

(O schoenobaenus
O palustris

Obrazek 4.15: Haplotypova sit’ linii rodu Plasmodium nalezenych u rakosnikli odchycenych mezi lety
2015-2023. Haplotypova sit’ byla vygenerovana v programu PopArt a délka vyuzitych sekvenci byla
881 bazi. Cervené je oznadeno zastoupeni rikosnika obecného, fialové rakosnika zp&vného a zlut&

rakosnika prouzkovaného

4.2. Perzistence

4.2.1 Perzistence v ramci sezény

Byla studovana perzistence v rdmci sezOny u tii rodli — Lankesterella, Isospora a Haemoproteus
(tab. 4.9 —4.11). Nebyl zahrnut rod Plasmodium vzhledem k jeho nizké celkové prevalenci (viz
— kapitola 4.1). N¢kteti jedinci byli odchyceni vicekrat nez dvakrat. Napt. pokud byl jedinec
chycen v ramci sezony tfikrat, z cehoz byl pti prvnich dvou odchytech pozitivni, byl prvni a
druhy odchyt, stejné tak druhy a tfeti odchyt, brany jako dva rtzné ptipady. U 99 ptipada
nedoslo v rdmci sezoény u rodu Lankesterella ke zménég infekéniho statusu. U dvou z nich doSlo
ke ztraté a u dvanacti naopak k nabyti infekce pti druhém odchytu (tab. 4.9). U rodu Isospora
nedoSlo ke zméné infekéniho statusu v 96 piipadech. Bylo zaznamenéno Sest pfipadl nabyti

infekce a jedenact ptipadl ztraty infekce v ramci sezony (tab. 4.10). V 92 ptipadech byl u rodu
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Haemoproteus zachovan stejny status infekce. Ve Ctyfech piipadech se infekéni status zmeénil

pfi druhém odchytu na negativni a ve tfinacti ptipadech na pozitivni (Tab. 4.11).

Tabulka 4.9: Zmény infekcéniho statusu v rdmci sezony pro rod Lankesterella

Druhy odchyt (+) | Druhy odchyt (-)

Prvni odchyt (+) 10 2
Prvni odchyt (-) 12 89

Tabulka 4.10: Zmény infek¢niho statusu v rdmci sezony pro rod Isospora

Druhy odchyt (+) | Druhy odchyt (-)

Prvni odchyt (+) 1 11
Prvni odchyt (-) 6 95

Tabulka 4.11: Zmény infekéniho statusu v ramci sezony pro rod Haemoproteus

Druhy odchyt (+) | Druhy odchyt (-)

Prvni odchyt (+) 22 13
Prvni odchyt (-) 4 70

Do dalsiho odchytu pretrvala infekce rodu Lankesterella v 83 % ptipadt, rodu
Haemoproteus v 63 % a rodu Isospora pouze v 8 % ptipadta (Obr. 4.16). Ve 12 % piipada byl
zménén infekEni status z negativniho na pozitivni mezi prvnim a druhym odchytem v ptipadé

rodu Lankesterella, 6 % u rodu Isospora a v 5 % ptipadi u rodu Haemoproteus.
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Obrazek 4.16: Mira perzistence rodt Lankesterella, Isospora a Haemoproteus u rakosnikd v rdmci

sezony. Osa x reprezentuje infekCni status pii prvnim testovani v ramci jedné sezény — tedy zda byl

vysledek testovani negativni (0) nebo pozitivni (1). Na ose y je hodnota prevalence parazitil pii druhém

testovani.

4.2.2 Perzistence mezi sezénami

Pretrvani infekce tii parazitarnich rod byla zkoumana i mezi jednotlivymi sezénami. Mezi

sezonami bylo u rodu Lankesterella zjisténo 61 ptipadl, kdy nedoslo ke zméné infekéniho

statusu. Ve dvou piipadech doslo ve druhé sezoné€ k pozbyti infekce a v péti piipadech naopak

jejimu ziskani (tab. 4.12). U rodu Isospora byl infekéni status zachovéan v 52 piipadech, v desiti

piipadech doslo v dalsi sezoné k ziskani infekce a v Sesti ptipadech k jeji ztrate (tab. 4.13). V 54

ptipadech zustal zachovan infek¢ni status mezi sezonami u rodu Haemoproteus. Po Sesti

ptipadech doslo ke ztraté i ziskani infekce (tab. 4.14)

Tabulka 4.12: Zmény infek¢niho statusu mezi sezonami pro rod Lankesterella

Druhy odchyt (+) | Druhy odchyt (-)
Prvni odchyt (+) 3 2
Prvni odchyt (-) 5 58
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Tabulka 4.13: Zmény infek¢niho statusu mezi sezonami pro rod Isospora

Druhy odchyt (+) | Druhy odchyt (-)
Prvni odchyt (+) 3 6
Prvni odchyt (-) 10 49

Tabulka 4.14: Zmény infek¢niho statusu mezi sezonami pro rod Haemoproteus

Druhy odchyt (+) | Druhy odchyt (-)
Prvni odchyt (+) 11 6
Prvni odchyt (-) 6 43

Opét byla vypoctena prevalence pii druhém odchytu u jedinct, ktefi byli pfi prvnim
odchytu pozitivni a téch, ktefi byli negativni (obr. 4.17). Nejvyssi prevalence (65 %) dosahoval
u jedinct pozitivnich v prvni sezéoné¢ rod Haemoproteus. U rodu Lankesterella byla tato
Lankesterella u jedinci, ktefi byli v prvni sezoén€ negativni (8 %). Pro rod Isospora dosahovala

prevalence v tomto ptipade 17 % a pro rod Haemoproteus 12 %.

65%
60%

’S. 40% 33%

0,
20% 17% 12%

B

Isospora Haemoproteus

Prevalence
S
x

Lankesterella

InfekEni status pFi prvnim testovani
m0 DOl
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Obrazek 4.17: Mira perzistence rodd Lankesterella, Isospora a Haemoproteus u rékosnikli mezi
sezonami. Na ose x reprezentuji dva sloupce od kazdého rodu infekeéni status v prvni sezéoné — tedy zda

byl vysledek testovani negativni (0) nebo pozitivni (1). Na ose y je prevalence parazitii v dalsi sezoné.
4.2.3 Perzistence jednotlivych linii

Perzistence v ramci sezony a mezi sezonami byla zkoumana 1 na trovni linii. V ramci sezony
pietrvala infekce rodu Lankesterella v deseti piipadech. Na urovni linii v sedmi pfipadech
nedoslo ke zméng. U jednoho jedince, ktery byl v ramci sezdny odchycen tfikrat, doslo hned
dvakrat ke zméné linie. Poprvé to byla linie ON319026, podruhé ON319016 a potfeti opét linie
ON319026. Nicmén¢ na sekvencich/sekvenogramech téchto vzorkli je zfetelnd koinfekce
téchto dvou linii, kdy jednou byla dominantni jedna linie a jindy zas druha. Stejny ptipad byl u
linii ON319024 a ON319025 u jiného jedince. Je tedy zfejmé, ze v rdmci sezény je mira
perzistence rodu Lankesterella stejnd na Grovni rodu i linie. Mezi sezonami byly zaznamenany
pouze tii ptipady zachovani infekce a jednalo se pouze o dva jedince (jeden byl odchycen ve
trech sezonach (2018, 2021, 2022)). U jedince odchyceného ve dvou sezénéch byla na sekvenci
zietelna koinfekce linit ON319017 a ON319025. U jedince odchyceného ve tfech sezonach
byla v prvni sezoné ptitomna pouze linie ON319026, ve druhé sezoné s ni byla ptitomna také
linie ON319016 a v posledni sezoné byla pfitomna opét jen linie ON319026. Linie ON319026
tedy pravdépodobné v hostiteli pietrvala minimalné Ctyti sezony.

U rodu Isospora jsem zaznamenala pouze jeden ptipad pretrvani infekce v rdmci sezony
a linie Iso_5 se mezi prvnim a druhym odchytem nezménila. Mezi sezonami byly zjistény tfi
piipady zachovani infekce tohoto rodu. V jednom piipad¢ neni moZzné posoudit perzistenci linie
z diivodu nekvalitni sekvence vzorku z prvniho odchytu. Dalsi dva ptipady jsou od jednoho
jedince. V prvni sez6né byla pfitomna linie ON331823, ve druhé sezoné byla opét nekvalitni
sekvence a pfi tfetim odchytu byla detekovana linie Iso 1. Doslo tedy ke zméné linie rodu
Isospora mezi prvni a tfeti sezénou.

U rodu Haemoproteus byl v ramci sezoény zachovan pozitivni status infekce ve 22
ptipadech. Po péti pfipadech zlstaly nezménény linie MW1 a ARWI1, ve tfech ptipadech
ptetrvala linie RW1 a po jednom ptipad¢ pietrvaly linie SW3 a MW3. U jednoho jedince doslo
ke zméné¢ linie z RW1 na PADOMO3. Bylo zaznamenano Sest ptipadil koinfekci dvéma liniemi,
dvakrat byly najednou pfitomny linie SW3 a ACAGR2, dale po jednom piipadu linie ACAGR2
s linii PADOMO3 a linie RW1 s linii RW2 a dva pfipady koinfekci liniit ARW1 a RW1. Mezi
sezébnami bylo zjisténo 11 ptipadil, kdy infekce rodu Haemoproteus pietrvala z jedné sezony

do druhé. Ve ¢tytech ptipadech perzistovala linie MW 1 a v jednom piipadé linie RW2. Ve tfech
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piipadech byla mezi sezonami zjiSténa koinfekce linii SW3 a ACAGR2 a v jednom piipadé
koinfekce linii RW2 a RW1. Dvakrat doSlo ke zméné€ linie, a to z linie PADOMO3 na linie
ACAGR2 a z linie ARW1 na linii RW1.

U rodu Plasmodium byly zjistény dva ptipady, kdy infekce pietrvala mezi dvéma
odchyty v ramci sezony. V obou ptipadech zlstala zachovana jedna linie (GRW04 a SGS1).
Mezi sezonami byly také dva ptipady zachovani infekce timto rodem. V jednom ptipad¢ ztstala

mezi prvni a druhou sezonou stejna linie (GRWO04) a ve druhém doslo ke zméné¢ linie z linie

GRWO04 na linii SGS1.

4.3 Porovnani diagnostickych metod

Porovnali jsme efektivitu dvou diagnostickych metod (nested PCR a svételné mikroskopie) u
288 krevnich vzorki (tab. 4.15 — 4. 18). Vysledky obou diagnostickych metod se pii detekci
rodu Lankesterella shodovaly v 92 %. V 8 % ptipadi byl vysledek pozitivni a v 84 % negativni.
Metodou PCR byla zjisténa dalsi 4 % pozitivnich vzorkd, které byly mikroskopicky negativni.
Naopak 3 % vzorkll byla mikroskopicky pozitivni a PCR negativni (tab. 4.15). Nicméné¢, u
téchto vzorkli nebylo mozné urcit, zda se jednd o parazity rodu Lankesterella nebo Isospora,
vzhledem k jejich velké morfologické podobnosti. Proto se procenta v tomto ptipadé (negativni
PCR a pozitivni mikroskopie) u rodu Lankesterella a Isospora shoduji (tab. 4.15, 4.16). V 88
% se shodovaly vysledky obou diagnostickych metod u rodu Isospora (tab. 4.16). Stejné tomu
bylo i u rodu Haemoproteus (tab. 4.17). V necelych 95 % se metody PCR a mikroskopie
shodovaly u rodu Plasmodium (tab. 4.18).

Tabulka 4.15: Porovnani vysledkii metod PCR a mikroskopie u rodu Lankesterella

PCR pozitivni PCR negativni

Mikroskopicky pozitivni 8 % (24) 3 % (10)
Mikroskopicky negativni 4% (11) 84 % (243)

Tabulka 4.16: Porovnani vysledkti metod PCR a mikroskopie u rodu Isospora

PCR pozitivni PCR negativni

Mikroskopicky pozitivni 2 % (6) 3% (10)
Mikroskopicky negativni 9 % (25) 86 % (247)
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Tabulka 4.17: Porovnani vysledkiti metod PCR a mikroskopie u rodu Haemoproteus

PCR pozitivni PCR negativni

Mikroskopicky pozitivni 18 % (51) 6 % (16)
Mikroskopicky negativni 7 % (19) 70 % (202)

Tabulka 4.18: Porovnani vysledkii metod PCR a mikroskopie u rodu Plasmodium

PCR pozitivni PCR negativni

Mikroskopicky pozitivni 0,7 % (2) 0 % (0)
Mikroskopicky negativni 6 % (16) 94 % (270)

U ptacich krevnich kokcidii je nevyhodou mikroskopie nutné vyuziti nested PCR
k ur€eni konkrétniho rodu kvili jejich morfologické podobnosti. Nicméné vyuzitim této
metody lze zjistit parazitémii krevnich prvoka a také vytipovat vzorky pro nasledné pouziti
nested PCR metody. Proto je i v diagnostice krevnich kokcidii stdle nepostradatelnou metodou
detekce. U Lankesterella byla mikroskopie pfi detekci u€¢innéjsi nez u rodu Isospora. U rodu
Haemoproteus byly obé metody detekce srovnatelné efektivni a u rodu Plasmodium byla

zaznamenan znacn¢ vEtsi efektivita metody nested PCR.
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5 Diskuse

5.1 Prevalence krevnich prvokt

5.1.1 Prevalence krevnich kokcidii u rakosniku

Ze 109 opakovan¢ odchycenych rakosniki mezi lety 2015 a 2023 bylo minimalné jednou
pozitivnich 18 % jedincti na rod Lankesterella a 25 % jedinct na rod Isospora. Na trovni druhu
byla nejvyssi prevalence rodu Lankesterella u rakosnika prouzkovaného — 37,5 %, a rodu
Isospora u rékosnika obecného — 34 %. Rozdily v prevalenci vSak nebyly statisticky
signifikantni. V dosavadnich studiich prevalence rodu Lankesterella u rakosnikovitych byla
zjiSténa prevalence u rdkosnika prouzkovaného pohybujici se mezi 17 a 38 % ((Biedrzycka et
al., 2013; Chagas et al., 2021; Keckeisen et al., 2024, Venkatachalam et al. 2024, subm.), u
rakosnika obecného mezi 6 a 16 % (Shurulinkov et al., 2006; Chagas et al., 2021,
Venkatachalam et al. 2024, nepublikovano) a u rakosnika zpévného se pohybovala mezi 6 a 11
% (Chagas et al., 2021; Keckeisen ef al., 2024, Venkatachalam et al. 2024, nepublikovéano).
Prevalence krevnich prvokt rodu Isospora u rakosniki byla doposud studovana pouze v jedné
studii, kde dosahovala 9 % u rédkosnika obecného a 5 % u rakosnika zpévného (Keckeisen et

al., 2024).

M¢ vysledky nelze s vysledky téchto praci ptimo srovnavat, protoze ve své praci jsem
testovala vzorky opakované vySetfenych jedinci, takze je prevalence mirné nadhodnocena

vzhledem k obvyklym studiim, a to zvlasté u parazitli s nizkou perzistenci, jako jsou isospory.

5.1.2 Prevalence haemosporidii u rakosnikt

Stejné jako u ptacich kokeidii, ani u haemosporidii nebyly dosud publikovany studie zabyvajici
se jejich prevalenci u opakované odchycenych rakosnikii. U rdkosnika obecného se prevalence
pohybovala mezi 2 a 15 % (Shurulinkov a Chakarov, 2006; Ventim et al., 2012; Musa et al.,
2024), zatimco v mych vysledcich to bylo 32 %. U rakosnika zpévného byla v této préci zjisténa
prevalence rodu Haemoproteus 38 % a v nedavné studii byla u toho druhu zji§téna prevalence
15 % (Musa et al., 2024). U rékosnika prouzkovaného dosahovala prevalence az 53 %
(Biedrzycka et al, 2015; 2018) a u mych vzorki byla 38 %.

M¢ vysledky pro rod Plasmodium ukazuji prevalenci u rdkosnika obecného 6 %, u
rakosnika zpévného 8 % a u rdkosnika prouzkovaného 38 %. U tohoto rodu byl jako u jediného
z mnou testovanych signifikantni rozdil v prevalenci tii studovanych druhi. V Némecku byly

zjistény podobné prevalence, a to u rakosnika obecného 5 %, u rdkosnika zpévného 4 %, kdezto
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u rakosnika prouzkovaného jen 3 % (Musa et al., 2024). Nelze vyloucit, Ze rozdil je dan malym

poctem vysetienych rakosniki prouzkovanych.

5.1.3 Prevalence a hostitelska specifita nalezenych linii

Linie rodu Lankesterella nalezené ve studované populaci rakosnikii odpovidaji dosud zjisténym
skute¢nostem o jejich hostitelské specifité, a to jak na rodové, tak druhové tirovni. Bylo zjisténo,
ze rakosnik zpévny a obecny sdili stejné linie tohoto rodu a na fylogenetickém stromé se linie
téchto druhti shlukuji do jednoho kladu. Naopak u rédkosnika prouzkovaného byla zjisténa
druhové specifita a linie u néj nalezené tvoii samostatnou vétev (Venkatachalam et al., 2023).
Rékosnik zpévny a obecny si jsou blize ptibuzni (Fregin et al., 2009), coz muze vysvétlovat
sdileni stejnych parazitarnich linii.

V mych vysledcich bylo mozné tento vzorec jasné¢ pozorovat. Napiiklad nejvice
zastoupena linie ON319017 s celkovou prevalenci 12 % a jedna dalsi linie se vyskytovaly u
rakosnika zpévného a obecného. Jednu linii, kterd byla poprvé nalezena u rakosnika zpévného
(Venkatachalam er al., 2023), jsem detekovala u rakosnika obecného. Tti linie rodu
Lankesterella jsem nalezla pouze u rdkosnika prouzkovaného, coz naznacuje jejich druhovou
specifitu (Venkatachalam et al, 2023). Nov¢é nalezena linie u rakosnika obecného
nekorespondovala s zddnou ze sekvenci v databazi NCBI, ale nejblize byla liniit ON319017, od

které se lisila pouze jednou bazi.

Nicméné, piestoZe prace zameétujici se vyhradné na hostitelskou specifitu tohoto rodu
ukazala, Ze na urovni rodu jsou lankesterely hostitelsky specifické Venkatachalam ef al., 2023,
existuje i prace, kterd témto vysledkiim neodpovida (; Keckeisen et al., 2024). V této praci byla
napiiklad nalezena linie vyskytujici se zaroven u pénice Cernohlavé (Sylvia atricapilla),
vlaStovky obecné (Hirundo rustica), cervenky obecné (Erithacus rubecula) a kosa cerného
(Turdus merula), nebo linie nalezena u pénice cernohlavé i sykory konadry nebo takova, ktera
byla detekovéna jak u rdkosnika prouzkovaného, tak pénice Cernohlavé; za mozné vysvétleni
autofi uvadéji pouziti odliSného genu pro fylogenetické porovnani (Keckeisen et al., 2024).

Nejcastéji nalezenymi liniemi rodu Isospora byly ON331823 a ON331827 s prevalenci
6 %. Linie ON331823 byla poprvé nalezena u rakosnika zpévného (Venkatachalam et al.,
2023). Ve své praci jsem tuto linii také nalezla u rakosnika zpévného, ale Castéji se vyskytovala
u rakosnika obecného. Linie ON331827 byla rovnéZ nalezena u rakosnika zpévného
(Venkatachalam et al., 2023), ale ja ji nalezla u vSech tfi druht rakosnikti. To mtze napovidat,

ze je rod Isospora méné hostitelsky specificky nez rod Lankesterella, minimalné na druhové
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urovni. Ostatni linie, které jsem u rakosnika nalezla, odpovidaly hostitelim, u kterych byly
nalezeny poprvé (Venkatachalam et al., 2023). Nov¢ nalezené linie se od zndmych linii 1isi
pouze v jedné bazi, jak 1ze pozorovat na haplotypové siti vytvorené z linii rodu Isospora. Linie
tohoto rodu byly jiz nalezeny i u riznych hostitelskych Celedi, naptiklad linie detekovana u

vrabce doméaciho byla nalezena i1 u sykory konadry (Keckeisen et al., 2024).

Byly také analyzovany linie krevnich paraziti rodu Haemoproteus a jejich distribuce
mezi ttemi druhy rakosnikii. Linie MW 1 (morfospecies H. belopolskyi) byla ptfitomna u vSech
tii studovanych druht rékosnikii a byla nejcetnéji zastoupenou linii druhu H. belopolskyi
s celkovou prevalenci 8 %. Tato linie byla diive nalezena u Sesti dalSich druha celedi
Acrocephalidae (Harl et al., 2023). Linie ARW1 byla detekovana u rékosnika prouzkovaného
a rdkosnika obecného. Tato linie byla identifikovéna u rdkosnika afrického (4. baeticatus), coz
je rezidentni africky druh, u rdkosnika obecného (Waldenstrom et al., 2002), u rdkosnika
zpévného (Valkiunas et al., 2007). Ob¢ linie se vyznacuji kosmopolitnim rozsifenim (Valkiunas
et al., 2007). Linie SW3, nalezena pouze u rakosnika prouzkovaného, vykazuje hostitelskou
specifitu na druhové Urovni (Harl et al., 2023). Linie RW1 (H. payevskyi) méla nejvyssi
prevalenci ptacich haemosporidii v této praci a byla detekovana u rdkosnika zpévného a
obecného. Linie RW1 byla mimo rakosniky popsana také napiiklad u skorce vodniho (Cinclus
cinclus), cistovnika hnédohlavého (Cisticola juncidis), tuhyka pustinného (Lanius isabellinus)
nebo slavika modracka (Luscinia svecica). (Harl et al., 2023), jedna se tedy o linii s Sirokym
hostitelskym spektrem. Linie ADCUM3, kterou jsem nalezla u rakosnika obecného, byla diive
nalezena u rakosnika pokfovniho (4. dumetorum) (Ishtiaq, 2017). Linie RW2, jeZ jsem
detekovala rovnéz u rdkosnika obecného, byla identifikovdna 1 u rékosnika plavého (4.
agricola), rdkosnika velkého (4. arundinaceus), rékosnika zpévného (Musa et al., 2024) a
sedmihlaska Sedého (Iduna pallidae) (Harl et al., 2023). Linie SYAT14, kterou jsem nalezla u
rakosnika zp&vného, byla dosud detekovana jen u pénice ernohlavé (Pérez-Tris et al., 2007;
Strehmann et al, 2023). Linie ACAGR2, jez jsem nalezla u rdkosnika zp&vného a
prouzkovaného, byla diive nalezena u rakosnika plavého a dalSich rakosnikovitych (Harl et al.,
2023). Linie PADOMO3 byla dfive nalezena pouze u vrabce doméciho (Woodrow et al., 2023),
zde byla detekovana u rakosnika zpévného. Na zaklad¢ mych vysledkil a dosud publikovanych
praci lze fici, Ze n€které linie rodu Haemoproteus vykazuji rodovou, v nékterych ptipadech i
druhovou specifitu a né¢které linie se naopak vyskytuji u Sirokého hostitelského spektra.

Nalezla jsem dvé linie P. relictum — linii GRWO04 u rdkosnika obecného a

prouzkovaného a linii SGS1 u vSech tii studovanych rédkosniki. Linie GRWO04, kterd byla
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nejbeéznéjsi linii tohoto rodu, byla jiz dfive nalezena naptiklad u rakosnika velkého nebo rehka
zahradniho (Phoenicurus phoenicurus) (Dimitrov et al., 2010). Linie SGS1 byla nelezena
napiiklad u rakosnika velkého (Prochazka et al., 2024). Linie RTSR1, ktera byla dfive popsana
u pévce rysavého (Cercotrichas galactotes) (Schrenzel et al., 2003), byla v této praci

detekovana u rakosnika zpévného. Tyto linie tedy nevykazuji hostitelskou specifitu.

5.1.4 Vliv pohlavi na prevalenci krevnich prvoku

Existuje cela fada faktorua stojicich za odliSnou prevalenci ptacich krevnich prvokti u samcti a
samic. Nejvice diskutovanymi jsou napfiklad niz$i hladiny imunoglobulini a lymfocytt u
samci, vliv hormont jako estrogenu a testosteronu nebo mira expozice vektoriim, ktera mize
byt vyss$i u jedinct sedicich na vejcich (McCurdy et al, 1998; Lockard et al., 2019).
V souvislosti s haemosporidiemi existuji studie naznacujici, Ze u samci dosahuji
haemosporidie vyssi prevalence (Rodriguez et al., 2021). Naproti tomu stoji studie s opacnym
zavérem, ve kterych jsou to naopak samice, kde je vyssi prevalence haemosporidii (Granthon a
Williams, 2017). Zjisténé rozdily v prevalenci u jednotlivych pohlavi v této praci nebyly
statisticky signifikantni. Nicméné u tii ze Ctyt studovanych rodl byla prevalence mirn€ vyssi u
samcil nez u samic. Jednalo se o rody Haemoproteus, Isospora a Plasmodium. Nicméné u rodu
Lankesterella byla prevalence vys$i u samic (24 %) nez u samci (18 %). MuZeme jen
spekulovat, pro¢ tomu tak je. Velmi pravdépodobnou moznosti je pravé vyssi expozice samic

vektorim (rozto¢iim, komarim) pfi sezeni na vejcich.
5.1.5 Zmény prevalence v ramci sezény

Zjistili jsme signifikantni rozdily v prevalenci v ramci sezony u rodt Lankesterella, Isospora a
Haemoproteus. U rodi Haemoproteus a Isospora byla nejvyssi prevalence na jafe v prvnich
dvou tydnech sezony a u rodu Lankesterella v devatém a desatém tydnu sezény. U
haemosporidii je jarni vrchol prevalence vysvétlovan hormonalné vyvolanymi relapsy
(Applegate, 1971; Cosgrove et al., 2008) a byva vyssi u migrujicich ptaka (Meller a Erritzoe,
poloving Cervna a rodlt Haemoproteus a Isospora v poslednich dvou tydnech sezony. U rodu
Haemoproteus byl navic v ramci sezony pozorovan konstantni pokles prevalence. V literatute
jsoue u haemosporiidii popsany dva vrcholy prevalence v rdmci sezony. Prvni je jiz zminény
jarni vrchol a druhy je na konci 1éta. Tehdy jsou testovani juvenilové, u kterych je castd vysoka
parazitémie zplsobend nezralym imunitnim systémem (Sol ef al., 2003), a také reprodukéné

aktivni jedinci, u kterych je doasn€ hormonalné€ potlacen imunitni systém (Huang et al., 2020).
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Nicméné u rakosniki, konkrétné u rakosnika velkého, byl pozorovan stejny pokles v prevalenci
na konci hnizdni sezdny, jaky ukazuji mé vysledky (Hasselquist et al., 2007). Autoii pfisli
s nékolika moznymi vysvétlenimi, pro¢ je tomu u tohoto druhu jinak, nez napiiklad u strnada
obecného (Emberiza citrinella) (Allander a Sundberg, 1997) nebo sykory konadry (Oppliger et
al., 1997), kdy byl pozorovatelny pik prevalence na konci hnizdni sezony. Prvni hypotéza
pracuje stim, ze krelapsim ptacich haemosporidii dochdzi castéji béhem piiznivych
podminek, naptiklad pii vysokém poctu vektori, kterym jsou rakosnici vystaveni béhem jarni
migrace. Druha hypotéza tikd, ze imunitni systém rakosnikt je oslaben béhem migrace a piiletu
na hnizdisté nez béhem samotného hnizdniho obdobi (Hasselquist ez al., 2007). Spolu s faktem,
7e ma data obsahovala pouze tfi juvenilni jedince, u kterych byva prevalence na konci hnizdni
sezony nejvyssi, by mohly tyto hypotézy vysvétlovat pokles prevalence rodu Haemoproteus

mezi za¢atkem a koncem hnizdni sezony.

5.2 Perzistence krevnich prvokt u rakosniku

5.2.1 Perzistence krevnich prvokul v ramci sezény

Perzistence parazitarni infekce v rdmci sezony byla vyraznd u rodi Lankesterella a
Haemoproteus. Infekce rodu Lankesterella pietrvala do dalSiho testovani u 83 % pozitivnich
jedinct, infekce rodu Haemoproteus ptetrvala u 63 %, kdezto u rodu Isospora pouze v 8 %
ptipadu.

Vétsina doposud publikovanych studii zkoumala perzistenci ptacich krevnich paraziti
pouze na urovni populace (Fallon ef al., 2004; Bensch ef al., 2007; Hasselquist et al., 2007;
Spurgin et al., 2012) a jen n€kolik na trovni jedince (Van Rooyen et al., 2013; Svobodova et
al., 2023). VSechny tyto studie se vSak zamétovaly na perzistenci mezi sezonami a nikoli v
ramci jedné sezony. U krevnich kokcidii (rody Lankesterella a Isospora) dosud nebyl tento typ
studie publikovan. Perzistence v rdmci sezony na Urovni linii korespondovala s perzistenci
rodd. Opakované byly sledovany koinfekce dvou linii. V téchto pfipadech ptetrvaly do dal§iho
odchytu ob¢ linie.

Ztratu infekce v ramci sezony Ize u kokeidii zdiivodnit rozdily v zivotnim cyklu téchto
parazitl, kdy se urcita stadia vyskytuji ve sttevech a dalSich organech a parazitémie je v té dobé
velmi nizkd. MoZnou pfi¢inou ztraty infekce u kokcidii 1 haemosporidii mize byt 1 faleSné

negativni vysledek nested PCR (viz 5.3), ale 1 riznd intenzita infekce v prubéhu sezony.
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5.2.2 Perzistence mezi sezénami

Perzistence parazitarni infekce mezi sezonami byla pozorovana u 60 % rodem Lankesterella, u
64 % jedinct nakazenych rodem Haemoproteus au 33 % jedinct nakazenych rodem Isospora.
U krahujce obecného pietrvala infekce rodu Haemoproteus ve vice nez 60 % ptipadi
(Svobodova et al., 2023), coz naznacuje vysokou perzistenci tohoto rodu. U sykory byla také
studovéna perzistence rodu Haemoproteus (Van Rooyen et al., 2013). Autofi dané studie sice
neuvadéji presné hodnoty perzistence, ale konstatuji, ze rody Haemoproteus a Plasmodium byly

obecné vice perzistentni nez rod Leucocytozoon.

U rodu Lankesterella byla 1 na urovni linii sledovdna vysoka mira perzistence. Jedna
linie byla dokonce perzistovala u jednoho jedince pres Ctyfi sezony. Naopak u rodu Isospora
nebyl tento jev pozorovan a mezi sezonami doSlo ke zméné¢ linie. U rodu Haemoproteus byla
také pozorovana vymeéna linii mezi prvnim a druhym odchytem, nicméné v Sesti ptipadech byla
sledovana perzistence stejné linie. I pfes velmi maly pocet ptipadii, kdy jsme mohli sledovat
perzistenci rodu Lankesterella mezi sezénami (pouze v péti ptipadech byl jedinec pozitivni
v jedné sezoéné odchycen i v nésledujici sezon€), bylo mozné pozorovat vysokou schopnost

tohoto rodu pfetrvat v infikovanych hostitelich.

5.3 Porovnani diagnostickych metod

Pomoci svételné mikroskopie a nested PCR bylo vySetfeno 288 vzorkt krve na ptaci kokcidie
(rody Lankesterella a Isospora) a pta¢i haemosporidie (Haemoproteus a Plasmodium).
Vysledky mikroskopie a PCR se u rodu Lankesterella shodovaly u 267 vzork(, u rodu Isospora
u 253 vzorkd, u rodu Haemoproteus také u 253 vzorkl a u rodu Plasmodium u 272 vzorka. U
krevnich kokcidii bylo kombinaci obou metod zjisténo 10 % pozitivnich vzorkt a dalSich 12 %
bylo pouze PCR pozitivnich. Vyraznéjsi byl tento nepomér u rodu Isospora, kdy bylo pouze 6
vzorkll pozitivnich u obou metod a dalSich 25 bylo pozitivnich pouze na zakladé¢ metody PCR
(u rodu Lankesterella bylo 24 vzorkli mikroskopicky 1 PCR pozitivnich a 11 pouze PCR).
Diivodem byla pravdépodobné nizka parazitémie v periferni krvi. Béhem Zzivotniho cyklu
isospor s extraintestinalnim vyvojem dochazi k uniku infikovanych monocyti ze stfeva, odkud
se dostavaji do krve a dalSich organt a k zakonceni cyklu opét putuji do stfev (Box, 1970;
Atkinson et al., 2009). Divodem tak nizké prevalence isospor, zjisténé pomoci mikroskopie,
muze byt prave to, ze byla vétSina stadii isospor v dob¢ testovani ve stievech a jinych organech.
V ptipadé€ rodu Lankesterella je pticinou mensiho mnozstvi pozitivnich vysledki mikroskopie

nez PCR s nejvétsi pravdépodobnosti také nizka parazitémie v dobé testovani. Ta mohla byt
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zpusobena urCitou fazi zivotniho cyklu, kdy v buiikach stiev a dalSich organt dochazi
k merogonii, gamogonii a sporogonii. Deset vzorki bylo mikroskopicky pozitivnich na ptaci
kokcidie, ale PCR negativni. Jelikoz tyto rody neni mozné rozliSit pomoci svételné
mikroskopie, I1ze vysledek tézko interpretovat. Pochybeni PCR u téchto vzorkii mohlo byt
zpusobeno pfiliS nizkou koncentraci parazitarni DNA ¢i mohla byt tato DNA degradovéna

(Ricklefs et al., 2005; Freed a Cann, 2006; Okell et al., 2012).

Prevalence rodu Haemoproteus byla pii kombinaci obou metod 18 %. DalSich 7 % bylo
pozitivnich pouze PCR metodou a 6 % pouze mikroskopicky. U rodu Plasmodium bylo 0,7 %
vzorkl pozitivnich u obou diagnostickych metod a 6 % vzorkl bylo pozitivnich pouze PCR
metodou. Pro zjiSténi koinfekce téchto dvou rodd haemosporidii je nezbytné vyuziti
mikroskopie (Valkiunas, 2006). Celkové mélo u haemosporidii 82 % vzorkl shodny vysledek
u obou diagnostickych metod. Pro porovnani, Chalupova zjistila ve stejném ptipadé shodu 72

% (Chalupova, 2020, diplomova prace).
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6 Shrnuti

e Mezi lety 2015-2023 bylo minimalné dvakrat vySetfeno 109 jedinct tii druhii rakosnikd, ze
kterych bylo ziskano 288 vzorki krve, jez byly testovany na dva rody ptacich kokcidii a
dva rody haemosporidii

e Celkova prevalence rodu Lankesterella byla 18 %, rodu Isospora 25 %, rodu Haemoproteus
35 % arodu Plasmodium 12 %

e Prevalence rodu Lankesterella, Haemoproteus a Plasmodium byla nejvyssi u rédkosnika

prouzkovaného, u rakosnika obecného byla nejvyssi prevalence rodu Isospora
e Rozdily v prevalenci mezi druhy rakosnikl byly signifikantni pouze u rodu Plasmodium

e Rozdily v prevalenci mezi pohlavimi nebyly statisticky signifikantni u Zaddného testované¢ho

rodu krevnich paraziti

e Byly zaznamenany signifikantni zmény v prevalenci v pribéhu sezoény u rodl

Lankesterella, Isospora a Haemoproteus

e Na zédkladé¢ genu pro 18S rRNA bylo identifikovano osm fylogenetickych linii rodu

Lankesterella a deset linii rodu Isopora

e Na zdklad€ genu pro cytochrom b byly identifikovany tfi linie druhu H. belopolskyi, jedna
linie druhu H. payevskyi, pét linii rodu Haemoproteus dosud nepfitazenych ke konkrétnimu

druhu, tfi linie druhu P. relictum a dv¢ linie rodu Plasmodium bez blizsi druhové specifikace
e Byla nalezena jedna nova linie rodu Lankesterella a pét novych linii rodu Isospora

e Haplotypové sité rodl Lankesterella a Isospora ukazaly rozdil jedné baze oproti jiZ znamym

liniim u nové nalezenych linii

e Vramci sezOny byla zjiSt€éna vysokd mira perzistence u rodt Lankesterella a
Haemoproteus. V 83 % pftipadi zustali jedinci pfi druhém vySetfeni pozitivni na rod
Lankesterella. U rodu Haemoproteus pietrvala infekce v 63 % piipadld. U rodu Isospora
byla v rdmci sezony nizka perzistence — pouze v 8 % ptipadl zlstal jedinec pozitivni do
druhého odchytu

e Mezi sezonami pietrvala infekce u 60 % pripada nakazy rodem Lankesterella, 64 % u rodu

Haemoproteus a 33 % u rodu Isospora

e Perzistence linii v rdmci sezony korespondovala s perzistenci rodi. Mezi sezonami byla
perzistence rodu Lankesterella shodna s perzistenci rodu, u rodu Isospora doSlo mezi
sezonami ke zméné linii, u rodu Haemoproteus ve dvou piipadech z 11 doslo ke zméné linie

a u rodu Plasmodium doslo ke zméné¢ linie v jednom ze dvou ptipadt
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e Chybovost mikroskopie a nested PCR byla pti detekci rodt Lankesterella a Haemoproteus
piiblizn¢ stejna, zatimco u rodi Isospora a Plasmodium byla nested PCR efektivnéjsi

metodou detekce
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7 Zaver

U rékosnik z modelové lokality Zeméchy byla nejvyssi prevalence rodu Lankesterella u
rakosnika prouzkovaného. Mimo rod Lankesterella byly detekovany rody Isospora,
Haemoproteus a Plasmodium. Nebyly zjistény signifikantni rozdily v prevalenci mezi
pohlavimi hostitell. V ramci této prace bylo identifikovano celkem osm linii rodu
Lankesterella, deset linii rodu Isospora, osm linii rodu Haemoproteus a Ctyfi linie rodu
Plasmodium. Byla nalezena nova linie rodu Lankesterella a pét novych linii rodu Isospora. V
ramci sezony 1 mezi sezonami byla zjiSténa vysoka mira perzistence u rodt Lankesterella a
Haemoproteus. Naopak u rodu Isospora byla schopnost pietrvat do dal§iho odchytu nizka.
Metoda nested PCR byla v porovnani se svételnou mikroskopii u¢innéjsi v diagnostice u roda
Isospora a Plasmodium vsech studovanych parazitarnich rodi. Tato prace pfinesla nova fakta
o perzistenci a dynamice infekce rodu Lankesterella, kterd mohou byt uzite¢na pti dal§im studiu

tohoto dosud malo zndmého rodu.
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