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Abstrakt 

Parazité rodu Lankesterella se řadí mezi krevní kokcídie popsané u celé řady pěvců a jedná se 

o dosud méně prozkoumanou skupinu kmene Apicomplexa. V rámci této práce byla zkoumána 

prevalence a perzistence tohoto rodu u opakovaně odchycených rákosníků tří druhů – rákosníka 

obecného (Acrocephalus scirpaceus), rákosníka zpěvného (A. palustris) a rákosníka 

proužkovaného (A. schoenobaenus). Mezi lety 2015-2023 bylo získáno 288 vzorků krve ze 109 

jedinců, které byly vyšetřeny metodami nested PCR a mikroskopie. Kromě rodu Lankesterella 

byly vzorky testovány i na další krevní parazity rákosníků, jmenovitě na rody Haemoproteus a 

Plasmodium. Pomocí protokolu, aplikovaného pro detekci rodu Lankesterella, byli detekováni 

i zástupci rodu Isospora. Celková prevalence rodu Lankesterella činila 18 %, rodu Isospora 25 

%, rodu Haemoproteus 35 % a rodu Plasmodium 12 %. Rozdíly v prevalenci mezi pohlavími 

nebyly statisticky signifikantní. Mezi jednotlivými druhy rákosníků byly zjištěny významné 

rozdíly v prevalenci pouze u rodu Plasmodium. Celkově bylo nalezeno osm linií rodu 

Lankesterella, deset linií rodu Isospora, 11 linií rodu Haemoproteus a pět linií rodu 

Plasmodium. Byla objevena nová linie rodu Lankesterella a pět nových linií rodu Isospora. V 

rámci sezóny byla zaznamenána vysoká míra perzistence u rodů Lankesterella (83 %) a 

Haemoproteus (63 %), zatímco perzistence infekce u rodu Isospora byla nízká (8 %). Mezi 

sezónami přetrvala infekce u 60 % jedinců u rodu Lankesterella, 64 % u rodu Haemoproteus a 

33 % u rodu Isospora. Metoda nested PCR prokázala vyšší účinnost při detekci u rodů Isospora 

a Plasmodium. 

Klíčová slova: Lankesterella, Haemoproteus, Plasmodium, prevalence, perzistence, krevní 

parazit, pěvci 

 

 

 

 

 



 

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 (A. palustris), and the 

sedge warbler (A. 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 použitých zkratek 

acrsci – Acrocephalus scirpaceus 

acrpal – Acrocephalus palustris 

acrsch – Acrocephalus schoenobaenus 

ČR – Česká republika 

SL – Slovensko 

MD – Maďarsko 

VB – Velká Británie 

LT – Litva 

PL – Polsko 

RK – Rakousko 

EDTA – kyselina ethylendiaminotetraoctová 

PCR – polymerázová řetězová reakce 
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1. Úvod 

Rákosníci jsou stejně jako ostatní pěvci hostitelé mnoha krevních parazitů. Běžnými parazity 

rákosníků jsou rody Haemoproteus, Plasmodium a Leukocytozoon (Shurulinkov a Chakarov, 

2006; Zehtindjiev et al., 2008; Procházka et al., 2024).  

Důvodem, proč byli rákosníci pro tuto práci vybráni jakožto hostitelé je však výskyt 

méně známého rodu Lankesterella (Kruszewicz a Dyrcz, 2000; Chagas et al., 2021; Keckeisen 

et al., 2024). Tito dosud málo charakterizovaní krevní parazité ptáků náleží do skupiny Coccidia 

(Adl et al., 2019) a dosud byli popsáni u celé řady pěvců, u kterých napadají leukocyty a 

trombocyty (Desser, 1993; Chagas et al., 2021; Keckeisen et al., 2024). 

Prevalence těchto prvoků u pěvců může být u některých hostitelů i velmi vysoká, 

dosahuje až desítek procent (Keckeisen et al., 2024). DNA barcoding prokázal velké množství 

linií rodu Lankesterella, vykazujících v mnoha případech významnou hostitelskou specifitu 

(Venkatachalam et al., 2023).  

Stále však není znám kompletní životní cyklus, patogenita nebo perzistence infekce 

těchto ptačích parazitů.  Cílem této diplomové práce je stanovit prevalenci a perzistenci ptačího 

krevního parazita Lankesterella u rákosníků tří druhů – rákosníka obecného (Acrocephalus 

scirpaceus), rákosníka zpěvného (A. palustris) a rákosníka proužkovaného (A. schoenobaenus) 

na modelové lokalitě. Rovněž si tato práce klade za cíl určit vliv pohlaví na prevalenci a 

prevalence a perzistence dalších krevních prvoků (Plasmodium, Haemoproteus a Isospora). 

V neposlední řadě bude porovnána efektivita dvou diagnostických metod – mikroskopie a 

nested PCR – při detekci těchto krevních parazitů.  

Specifické cíle práce: 

1) Určit prevalenci a perzistenci rodu Lankesterella u opakovaně vyšetřených rákosníků na 

modelové lokalitě  

2) Určit prevalenci a perzistenci dalších krevních prvoků rákosníků 

3) Zjistit vliv pohlaví hostitele na prevalenci nalezených parazitů 

4) Porovnat účinnost metod mikroskopie a nested PCR při diagnostice krevních parazitů 

rákosníků 
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2. Literární přehled 

2.1 Charakteristika modelových hostitelů 

Testovanými druhy v této práci jsou tři druhy rákosníků (Acrocephalidae), a to rákosník obecný 

(Acrocephalus scirpaceus), rákosník zpěvný (A. palustris) a rákosník proužkovaný (A. 

schoenobaenus), kteří byli vybráni na základě zvýšeného výskytu parazita rodu Lankesterella 

(Chagas et al., 2021). Jedná se o hmyzožravé pěvce preferující v potravě zástupce řádu Diptera 

(Davies a Green, 1976; Grim a Honza, 1996).  

Rákosník zpěvný a obecný si jsou navzájem příbuznější (Fregin et al., 2009) a jsou jen 

obtížně rozeznatelní (Obr. 2.1). Rozdíly jsou zřetelné například na zobáku – rákosník zpěvný 

má oproti rákosníku obecnému poněkud kratší zobák a kulatější tvar hlavy, dále nohy má 

rákosník zpěvný světlejší. Rákosník proužkovaný je oproti předchozím dvěma menší a má 

výrazný nadoční proužek (Svensson, 2024). Jednotlivé druhy se dále liší biotopem, zimovištěm 

(Tab. 2.1) nebo geografickým rozšířením (Obr. 2.2). 

 

Obrázek 2.1: Modelové druhy rákosníků (Svensson, 2024) 

 

Obrázek 2.2: Geografické rozšíření modelových druhů 

Tmavě je označená oblast hnízdního areálu. Světle je vyznačená oblast, ve které lze druh zastihnout na 

tahu. 

Převzato ze (Svensson, 2024). 
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Tabulka 2.1: Charakteristika tří druhů rákosníků 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 

Biotop rákosiny, řepková pole 

bylinná vegetace 

(kopřivy, kerblíky 

apod.), podél kanálů, 

rákosiny s bylinami 

rákosiny s keři, 

křoviny na bažinách, 

břehy řek 

Zimní výskyt tropická Afrika jih od Sahary 

Letní výskyt v ČR duben/květen–srpen/září duben–září/říjen 

2.2 Charakteristika studovaných parazitů 

2.2.1 Lankesterella 

Zástupci rodu Lankesterella (Labbé, 1899) jsou intracelulární parazité obojživelníků, plazů a 

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

Rod Lankesterella patří do skupiny Eimeriorina (Coccidia, Conoidasida, Apicomplexa), 

kterou sdílí například s rody Shellackia, Eimeria, Isospora a Hepatozoon (Adl et al., 2019). 

Pomocí DNA barcodingu bylo v posledních letech nalezeno mnoho nových linií ptačích 

lankesterel (Chagas et al., 2021; Venkatachalam et al., 2023; Keckeisen et al., 2024). Do rodu 

Lankesterella bylo také přeřazeno několik druhů dříve řazených do rodu Hepatozoon, kam byli 

řazeni pouze na základě morfologických znaků (Bennett a Peirce, 1989; Chagas et al., 2021). 

Gametocyty zástupců rodu Hepatozoon jsou morfologicky velmi podobné sporozoitům 

lankesterell a v obou případech mohou být hostitelskými buňkami leukocyty (Bennett et al., 

1992; Chagas et al., 2021). Prakticky nerozeznatelnými od sporozoitů lankesterel jsou pak 

krevní stádia zástupců rodu Isospora, která napadají totožné hostitelské buňky jako rod 

Lankesterella. Lze tedy předpokládat, že na základě barcodingu mohou být v budoucnu do rodu 

Lankesterella zařazeni další doposud pouze morfologicky popsaní zástupci rodů Hepatozoon a 

Isospora (Bennett a Peirce, 1989; Shurulinkov, 2006). 
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Sporozoiti ptačích lankesterel napadají leukocyty a trombocyty, ve kterých jsou 

lokalizováni v cytoplasmě (Chagas et al., 2021). Infikovaná buňka má často tvar kávového 

zrna, parazit zabírá přibližně polovinu hostitelské buňky (Obr. 2.3). Obvykle lze pozorovat 

vakuolu (či strukturu podobnou vakuole) a jádro parazita. 

 

Obrázek 2.3: Morfologie sporozoita rodu Lankesterella (vlastní fotografie) 

 Životní cyklus lankesterel byl popsán u obojživelníků a plazů (Desser, 1993). Jedná se 

o heteroxenní parazity, u kterých probíhá merogonie, gamogonie i sporogonie uvnitř 

obratlovčího hostitele. Vektory mohou být komáři nebo roztoči, do kterých se během sání na 

obratlovčím hostiteli dostávají sporozoiti (Obr. 2.4). K nákaze hostitele (obojživelníků a plazů) 

dochází pozřením infikovaného vektora (Desser, 1993). 

U ptáků nebyl životní cyklus lankesterel dosud popsán. Po infekci komárů (Aedes 

aegypti a Culex pipiens forma molestus) však v nich sporozoiti ptačích lankesterell přežívali až 

40 dní (Chagas et al., 2021). 
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Obrázek 2.4: Schéma životního cyklu rodu Lankesterella 

1 – Merogonie, gamogonie a sporogonie pravděpodobně probíhá v epiteliálních buňkách střeva nebo/a 

v jednojaderných fagocytujících buňkách o doposud neznámé lokalizaci; 2 – Sporozoiti napadají 

leukocyty a trombocyty; 3 – Sporozoiti z krve se mohou během sání na hostiteli dostat do vektora, 

kterým mohou být roztoči nebo komáři, např. Culex pipiens (Chagas et al., 2021). 

Upraveno dle Keckeisen et al., 2024. 

2.2.2 Isospora  

Parazité rodu Isospora (Schneider, 1881) jsou monoxenní kokcídie ze skupiny Eimeriorina (Adl 

et al., 2019), které napadají řadu druhů obratlovců včetně člověka (Lindsay et al., 1997). 

Taxonomické postavení zástupců rodu Isospora vyskytujících se v krvi pěvců bylo předmětem 

diskuse po mnoho let. Nejprve byli považováni za zástupce rodů Haemogregarina či 

Toxoplasma (Wolfson, 1940). V roce 1950 pro ně byl vytvořen rod Atoxoplasma, pojmenovaný 

na základě jejich podobnosti s rodem Toxoplasma (Garnham, 1950). Až o řadu let později 

Lainson přišel se závěrem, že rod Atoxoplasma je synonymním pro rod Lankesterella (Lainson, 

1958, 1959, 1960). Jako první zařadila rod Atoxoplasma k isosporám Box, která na základě 

svých studií konstatovala, že ptačí parazité označovaní jako Atoxoplasma jsou vlastně zástupci 

rodu Isospora s extraintestinálním vývojem (Box, 1975, 1981), což bylo posléze potvrzeno i na 

základě molekulární charakterizace a fylogenetiky (Barta et al., 2005; Keckeisen et al., 2024). 

Nicméně i nadále se lze s pojmem Atoxoplasma či atoxoplasmóza (= syn isosporóza) setkat 

(Press, 1998; Flach et al., 2022). Isospory s extraintestinálním vývojem mohou u pěvců 
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způsobovat systémové onemocnění zvané isosporóza, kdy dochází k napadení plic, jater, 

sleziny, střev a dalších orgánů sporozoity (Box, 1975; Quiroga et al., 2000; Cushing et al., 

2011). 

 K nákaze dochází pozřením vysporulované oocysty z vnějšího prostředí. Ve střevě se z 

oocysty následně uvolňují sporozoiti, kteří mohou buď napadnout střevní epitel, ve kterém 

probíhá merogonie (střevní isosporóza) nebo se sporozoiti dostávají ze střeva do krevního 

řečiště a dalších orgánů a dochází k extraintestinální merogonii (systémová isosporóza). Vzniklí 

merozoiti napadají další epiteliální buňky, ze kterých probíhají další merogonie. Intestinální 

merozoiti poslední generace iniciují gamogonii. Splynutím mikrogamet a makrogamet 

v enterocytech duodena vzniká zygota. Z ní vzniklá nesporulovaná oocysta se spolu s výkaly 

dostává do prostředí, kde po několika dnech dochází ke sporulaci (Atkinson et al., 2009; 

Cushing et al., 2011; Flach et al., 2022). 

Při systémové isosporóze (extraintestinální či viscerální) napadají sporozoiti leukocyty 

různých orgánů, ve kterých následně probíhá merogonie (obr. 2.5 B a 2.5 C) (Box, 1981; Mohr 

et al., 2017; Oliveira et al., 2018). To může vést až ke splenomegalii, hepatomegalii (obr. 2.5 

A) v extrémních případech i ke smrti (Sánchez-Cordón et al., 2007; Cushing et al., 2011). 

Nespecifickými příznaky pak mohou být výrazný úbytek na váze, dehydratace, průjem nebo 

změna kvality peří (Sánchez-Cordón et al., 2007; Cushing et al., 2011). Opakovaně byla 

sledována vysoká mortalita mláďat pěvců se systémovou isosporózou (Mohr et al., 2017; 

Oliveira et al., 2018). 

Obrázek 2.5: Systémová (viscerální) isosporóza 

A - Hepatomegalie u saltatora zelenokřídlého (Saltator similis) (Oliveira et al., 2018); B - Šipky ukazují 

na merozoity uvnitř leukocytů ve slezině vrabce domácího (Passer domesticus biblicus) (Gill a Paperna, 

2008); C -  Infikované leukocyty jater rýžovníka šedého (Padda oryzivora) (Keckeisen et al., 2024) 
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2.2.3 Haemoproteus 

Rod Haemoproteus (Kruse, 1890) náleží spolu s dalšími významnými krevními parazity ptáků 

(rody Leucocytozoon a Plasmodium) do skupiny Haemospororida (Apicomplexa) (Adl et al., 

2019). Jedná se o parazity vyskytující se primárně u ptáků, výjimečně pak u plazů, konkrétně u 

ještěrek a želv (Orkun a Güven, 2013). Ve většině případů se dá nákaza těmito parazity 

považovat za benigní, některé druhy rodu Haemoproteus však mohou ovlivnit hostitelskou 

fitness a u nerezistentních jedinců jsou schopni zapříčinit vznik letálního onemocnění (Atkinson 

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

 Dnes je morfologicky popsáno více než 150 druhů rodu Haemoproteus, který je na 

základě dvou různých vektorů a fylogenetických dat rozdělen na podrod Haemoproteus, u 

kterého jsou přenašečem kloši (Hippoboscidae), a podrod Parahaemoproteus, u nějž jsou 

vektory tiplíci (Ceratopogonidae) (Valkiunas, 2005; Levin et al., 2012; Dimitrov et al., 2016). 

Běžnými druhy rodu Haemoproteus u evropských pěvců 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). 

 Životní cyklus zástupců rodu Haemoproteus odpovídá obecnému životnímu cyklu ve 

skupině Haemosporida – obligátně dixenní a velmi komplexní (obr. 2.6). Prvním hostitelem je 

dipterní hmyz, který je pro parazity tohoto rodu definitivním hostitelem, jelikož v něm probíhá 

sexuální rozmnožování. Druhým hostitelem je pak obratlovčí mezihostitel, ve kterém se 

parazité rozmnožují nepohlavně (Valkiunas, 2005). Během sání krve na obratlovčím hostiteli 

inokulují vektoři do hostitele sporozoity. Ti se mění v meronty, kteří se asexuálně rozmnožují 

v hostitelské tkáni (nejčastěji endotelu plic, méně často pak v játrech, slezině, ledvinách, srdci, 

kosterních svalech a dalších orgánech (Ahmedt a Mohammed, 1977). Asexuálním množením 

(merogonií) vznikají jednojaderní merozoiti, ze kterých se formují gametocyty. Při 

gametogenezi, která probíhá ve střední části střeva, makrogametocyty produkují makrogamety 

a mikrogametocyty mikrogamety. 
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Obrázek 2.6: Životní cyklus rodu Haemoproteus  

1. sporozoit v endoteliální buňce; 2. a 3. exoerytrocytičtí meronti první generace s protáhlými 

merozoity; 4. merozoiti v endoteliální buňce; 5. a 6. zrající a zralí megalomeronti v kosterní svalovině; 

7. merozoiti v erytrocytech; 8. zralé gametocyty; 9. merozoit v retikuloendoteliální buňce sleziny; 10. a 

11. zrající a zralí meronti ve slezině; 12. merozoiti v erytrocytech; 13. zralé gametocyty; 14. 

makrogameta; 15. exflagelace mikrogamet; 16. oplodnění makrogamety; 17. ookineta penetrující 

peritrofickou matrix; 18. mladá oocysta; 19.,20. sporogonie; 21. sporozoiti ve slinných žlázách vektora 

Převzato a upraveno dle Valkiunas, 2005 

Makro- a mikrogametocyty jsou na základě sexuálního dimorfismu snadno odlišitelné 

(obr. 2.7) V makrogametocytu je oproti mikrogametocytu přítomné jadérko (Valkiunas, 2005; 

Atkinson et al., 2009). Morfologie gametocytů a charakter jejich obsazení hostitelské buňky je 

základem klasické druhové identifikace u rodu Haemoproteus. Makrogametocyty produkují 

jednu velkou makrogametu, zatímco mikrogametocyty procházejí exflagelací a produkují 

celkem osm mikrogamet. Ke splynutí dochází mimo hostitelskou buňku. Vzniklá zygota se 

formuje v pohyblivou ookinetu, jež následně penetruje peritrofickou matrix a epiteliální vrstvu 

střední části střeva, usídlí se pod basální laminou a vyvine se v oocystu obalenou kapsulí 

vytvořenou z hostitelské tkáně. V oocystě probíhá sporogonie, během které vzniká velké 

množství sporozoitů (podlouhlých jednojaderných stádií). Po dozrání oocysty se sporozoiti 
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uvolňují do tělní dutiny a penetrují slinné žlázy. Sporozoiti jsou pak infekčním stádiem pro 

obratlovčího hostitele, kterého infikují během sání krve (Valkiunas, 2005). 

 

 

Obrázek 2.7: Morfologie gametocytů zástupce rodu Haemoproteus  

Převzato a upraveno dle Valkiunas, 2005 

2.2.4 Plasmodium 

Rod Plasmodium patří společně s rodem Haemoproteus do řádu Haemosporida (Adl et al., 

2019). Zástupci tohoto rodu jsou jedněmi z nejvýznamnějších lidských parazitů vůbec 

(Garnham, 1964). Napadají celou škálu savců, plazů a ptáků (Garnham, 1964; Valkiunas, 2005; 

Poinar, 2009). Dnes je morfologicky popsáno více než 40 druhů plazmodií parazitujících u 

ptáků (Bensch et al., 2009). Patří sem druhy s úzkou hostitelskou specifitou, ale i druhy 

parazitující u širokého hostitelského spektra (Waldenström et al., 2002; Valkiunas, 2005; Ishtiaq 

et al., 2007). Vektory ptačích plazmodií jsou komáři (Diptera: Culicidae) nejčastěji z rodů 

Culex, Aedes a Culiseta (Valkiunas, 2005). Jedním z nejvíce prozkoumaných druhů ptačích 

plazmodií, který se hojně vyskytuje i u pěvců, je P. relictum, které je schopné infikovat a 

dokončit svůj životní cyklus u více než 300 druhů ptáků (Valkiunas, 2005; Marzal et al., 2011). 

Nákaza ptačími plazmodii probíhá často asymptomaticky (Valkiunas, 2005). U 

imunologicky naivní populace, která se dosud s nákazou nesetkala (Valkiunas, 2005; Dinhopl 

et al., 2011) či u mláďat (Vanstreels et al., 2015)mohou způsobovat vážné patologie. Mezi 

nejzávažnější projevy nákazy ptačími plazmodii patří anémie způsobená destrukcí erytrocytů, 

ke které dochází v rámci vývojové fáze plazmodií (Valkiunas, 2005), a různá orgánová 

poškození způsobená tvorbou fanerozoitů, což jsou sekundární exo-erytrocytičtí meronti, kteří 
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mohou ucpávat cévy důležitých orgánů jako jsou játra, srdce, plíce nebo mozek, což může vést 

až k nekrózám v daných orgánech kvůli nedostatečnému přísunu kyslíku  (Valkiunas, 2005; 

Ilgunas et al., 2019). 

Životní cykly parazitů rodů Plasmodium a Haemoproteus si jsou navzájem velmi 

podobné. Stejně jako u rodu Haemoproteus penetruje ookinet vzniklý oplozením makrogamety 

peritrofickou matrix. Vzniká oocysta, ze které se následně uvolňují sporozoiti, kteří putují do 

slinných žláz vektora (Valkiunas, 2005). Rozdíl v cyklech těchto dvou rodů je v počtu 

merogonií probíhajích v ptačím hostiteli a v počtu jednotlivých vývojových stádií (Valkiunas, 

2005). V krvi ptáků lze pozorovat trofozoity, meronty a gametocyty (obr. 2.8).  

 

Obrázek 2.8:  Morfologie krevních stádií P. relictum 

JE – jádro erytrocytu, JP – jádro parazita, JD – jadérko 

Převzato a upraveno dle Valkiunas, 2005 
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2.3 Diagnostické metody 

Tradiční metodou detekce ptačích haemosporídií je mikroskopické vyšetření krevních nátěrů 

obarvených bervením dle Giemsa-Romanovski. Dříve byly s využitím světelné mikroskopie 

druhy haemosporídií definovány na základě velikosti a tvaru krevních stádií, počtu merozoitů 

na meronta (v případě rodu Plasmodium), mezihostitele, hostitelské specifity či geografického 

rozšíření (Garnham, 1964; Valkiunas, 2005; Atkinson et al., 2009; Perkins, 2014). Určování 

druhů na základě těchto znaků se ukázalo jako problém zvláště u druhů definovaných dle 

mezihostitele či geografického rozšíření, což vedlo k nadměrnému nárůstu druhů (Valkiūnas a 

Ashford, 2002). Dalším problémem je, že může docházet ke změně morfologie krevních stádií 

u různých hostitelů (Atkinson et al., 2009) či u vysokých parazitémií v nezralém erytrocytu 

(van Riper et al., 1986). Řešením této výzvy v oblasti druhové identifikace byl bezesporu 

nástup metody PCR, jakožto nyní již běžné diagnostické metody (Atkinson et al., 2009). 

Nicméně mikroskopie je stále nezbytná pro určení specifity infekce a zjištění koinfekce rodů 

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

 Polymerázová řetězová reakce (konkrétně nested PCR) je hojně využívanou metodou 

v evolučních a ekologických studiích. Ve většině prací zabývajících se ptačími 

haemosporídiemi je nested PCR zaměřeno na mitochondriální gen pro cytochrom b 

(Waldenström et al., 2002; Dimitrov et al., 2010; Fernández et al., 2010; Palinauskas et al., 

2016; Schumm et al., 2019), existují ale i práce využívající k detekci například ribosomální 

podjednotku 18S rDNA (Harl et al., 2019, 2023).  Nicméně gen pro cytochrom b je majoritním 

barcodingovým genem pro ptačí haemosporídie (Bensch et al., 2009) a na jeho základě jsou 

určovány fylogenetické vztahy mezi jednotlivými druhy (Perkins a Schall, 2002). 

 Velkou výhodou metody nested PCR je její vysoká citlivost a specifita a je díky ní 

možné testovat více vzorků najednou (Gautam a Kumar, 2019). Tato metoda však není 

spolehlivá v odhalování koinfekcí (Valkiunas  et al., 2006, 2008; Zehtindjiev et al., 2012; 

Bernotiene et al., 2016) a při nízké parazitémii, kontaminaci, nebo pokud je DNA degradovaná 

může dojít k falešně negativním výsledkům (Freed a Cann, 2006). 

 Vzhledem k výhodám a nevýhodám obou metod je při detekci haemosporídií vhodné 

využití kombinace světelné mikroskopie i nested PCR (Atkinson et al., 2009). 

 Detekce krevních kokcídií je oproti haemosporídiím podstatně více závislá na nested 

PCR. Kvůli značné morfologické podobnosti krevních stádií docházelo k nejasnostem 

v taxonomickém zařazení při výhradně mikroskopickém vyšetření. Zástupci rodů Hepatozoon, 

Lankesterella a Isospora byli v minulosti z tohoto důvodu zařazeni a pojmenováni chybně 
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(Lainson, 1959; Bennett a Peirce, 1989; Merino et al., 2006; Shurulinkov a Chakarov, 2006). 

Světelná mikroskopie je přesto důležitá pro morfologický popis těchto parazitů a určení 

parazitémie (Chagas et al., 2021). Molekulární detekce (nested PCR) rodu Lankesterella je 

zaměřená na ribosomální podjednotku 18S rDNA, přičemž stejný protokol lze využít k detekci 

rodu Isospora (Chagas et al., 2021; Venkatachalam et al., 2023; Keckeisen et al., 2024). Byla 

také využita nested PCR se zaměřením na cytochrom b a cytochrom c oxidázu (Keckeisen et 

al., 2024). 

2.4 Prevalence krevních parazitů ptáků 

Prevalence je hodnota udávající procento jedinců ve zkoumané populaci, kteří v daném 

časovém intervalu trpí určitou nemocí (Kier, 2011) nebo jsou infikováni určitým parazitem 

(Nkumama et al., 2017). 

 Prevalence rodu Lankesterella, kterým se tato práce zabývá především, byla pomocí 

molekulárních diagnostických metod zjištěna u celé řady pěvců včetně sýkor, jiřiček a 

rákosníků (Tab. 2.1). Nejvyšší prevalence byla (při n≥10) u lejska černohlavého (Ficedula 

hypoleuca), a to 46 % (Keckeisen et al., 2024). Prevalence u rákosníkovitých (Acrocephalidae) 

se pohybovala mezi 1 a 33 %  (Biedrzycka et al., 2013; Chagas et al., 2021; Keckeisen et al., 

2024). Prevalence těchto prvoků byla studována i s využitím mikroskopie jako jediné metody 

detekce (Shurulinkov, 2006). V této práci byli parazité rodu Lankesterella řazeni do rodu 

Hepatozoon, nicméně dnes je zřejmé, že jde o zástupce rodu Lankesterella (Merino et al., 2006). 

Prevalence zjištěná pomocí mikroskopie byla u rákosníka velkého (A. arudinaceus) 1,5 % a u 

rákosníka obecného 10 % (Shurulinkov, 2006). 

Prevalence rodu Isospora, resp. krevních stádií tohoto rodu, se u evropských pěvců 

pohybovala v rozmezí 3 až 50 %. Nejvyšší prevalence byla u vrabce domácího (Passer 

domesticus) (Keckeisen et al., 2024). U rákosníků byla průměrná prevalence 7 % (Keckeisen 

et al., 2024). Rod Haemoproteus dosahoval u pěvců v Evropě prevelance 31 %, přičemž 

nejvyšší prevalence byla u sýkory koňadry (Parus major) (41 %) (Schumm et al., 2019). 

Prevalence u rákosníků byla 6 % (Shurulinkov, 2006). Zjištěná prevalence rodu Plasmodium 

byla u pěvců 13 %, nejvyšší u sýkory uhelníčka (Periparus ater), a to 25 %. Prevalence u 

rákosníků byla 6 % (Shurulinkov, 2006). Prevalence ptačích haemosporídií se v průběhu roku 

liší – v zimě bývá nejnižší a na jaře naopak narůstá, což velmi pravděpodobně souvisí se sezónní 

dynamikou vektora (Atkinson et al., 2009).  
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Tabulka 2.1: Prevalence a rozšíření rodu Lankesterella u pěvců  
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V době hnízdění bývá prevalence nejvyšší (Garcia-Longoria et al., 2019). Pravděpodobnost 

nákazy a tudíž i prevalence se zvyšuje s rostoucím věkem (Oers et al., 2010; Marzal et al., 

2016). 

Vliv pohlaví na prevalenci krevních parazitů pěvců nebyl ve většině studií prokázán 

(Fernández et al., 2010; Latta a Ricklefs, 2010; Belo et al., 2012). Nicméně existují i studie, ve 

kterých byly zjištěna signifikantně vyšší prevalence u samců (García et al., 2023), ale i takové, 

kdy byla prevalence významně vyšší u samic (McCurdy et al., 1998).  

2.5 Perzistence a sezónní dynamika infekce 

2.5.1 Perzistence 

Perzistence je v biologii a ekologii termínem označujícím schopnost organismu nebo populace 

dlouhodobě přežívat v určitých podmínkách. V této studii je tento termín použit pro schopnost 

parazita dlouhodobě přetrvávat v hostiteli. Většina dosavadních studií se zaměřovala na 

perzistenci ptačích krevních parazitů na úrovni populace (Fallon et al., 2004; Bensch et al., 

2007; Hasselquist et al., 2007; Spurgin et al., 2012) a jen několik se věnovalo perzistenci na 

úrovni jedinců (Van Rooyen et al., 2013; Svobodová et al., 2023). Tyto studie se soustředily 

pouze na sezónní perzistenci.  

 U krahujce obecného (Accipiter nisus) byla zjištěna perzistence infekce rodu 

Haemoproteus v 60 % případů (Svobodová et al., 2023). U sýkory koňadry (Parus major) byla 

kromě rodu Haemoproteus studována i perzistence rodů Plasmodium a Leucocytozoon (Van 

Rooyen et al., 2013). Autoři této studie však pouze uvedli, že parazité rodů Plasmodium a 

Haemoproteus vykazují vyšší míru perzistence než rod Leucocytozoon, aniž by poskytli 

konkrétní hodnoty perzistence. 

 Doposud nebyly publikovány žádné studie zaměřené na perzistenci ptačích kokcídií. 

Toto téma je nicméně velmi zajímavé a při studiu ptačích krevních parazitů je dosud 

nedostatečně prozkoumáno. 

2.5.2 Sezónní dynamika infekce 

Stejně jako v případě perzistence, o sezónní dynamice rodů Isospora a Lankesterella nejsou 

doposud k dispozici žádné studie. Naopak u ptačích haemosporídií se jedná o poměrně dobře 

prozkoumané téma. Bylo zjištěno, že vrcholy prevalence bývají na jaře a na konci léta 

(Beaudoin et al., 1971). Jarní vrchol bývá obvykle vysvětlován relapsy infekce, vyvolané 

hormonálními změnami nebo stimulací vektory (Applegate, 1971; Cosgrove et al., 2008). Vyšší 
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prevalence na jaře navíc bývá častější u migrujících ptáků, kteří se pohybují v rozmanitých 

ekologických prostředích, než u těch rezidentních (Møller a Erritzøe, 1998; Ishak et al., 2010). 

Vrchol v prevalenci na konci léta je způsoben několika různými faktory. Většina mláďat se 

nakazí v hnízdě nebo těsně po jeho opuštění a kvůli nevyzrálosti jejich imunitního systému je 

v této době intenzita infekce vysoká, s čímž se samozřejmě zvyšuje i prevalence v této věkové 

kategorii (Sol et al., 2003). Intenzita infekce může být dočasně zvýšená i u reprodukčně 

aktivních dospělců, u kterých je hormonálně potlačen imunitní systém (Huang et al., 2020). 

Vrchol prevalence na konci léta mimo tyto faktory doplňuje i vysoká prevalence u starších 

ptáků, která bývá způsobena akumulací infekce během života (Davidar, 1993). 
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3 Materiály a metody 
 

3.1 Získávání krevních vzorků 
 

3.1.1 Odchyt ptáků 

Vzorky využité v této práci byly získány mezi lety 2015 a 2023 v modelové lokalitě Zeměchy 

– 50.2302616 N, 14.2779828 E (Obr. 3.1). Místní biotop je spíše vlhký – protéká zde malý 

potůček a lokalita je porostlá rákosím a křovinami. Kroužkovatelé, se kterými naše laboratoř 

dlouhodobě spolupracuje, udržují na lokalitě průseky, ve kterých staví sítě pro chytání ptáků 

(Obr. 3.2).  Odchyt ptáků probíhal metodou Constant Effort Site (CES). CES v principu spočívá 

v monitorování populací v jedné lokalitě ve daném čase (zpravidla od 7:00 do 12:00) mezi 1. 

květnem a 31. srpnem v 10-ti denních intervalech (Peach et al., 1996). Samotný odchyt ptáků 

byl prováděn pomocí nárazových sítí licencovanými kroužkovateli. Ti určili druh a pohlaví 

chycených ptáků, které nám následně předali k odběru krve.  

 

                                      

      Obrázek 3.1: Lokalita odchytu Zeměchy (převzato z www.mapaceskerepubliky.cz) 

                                          

     Obrázek 3.2: A – Ukázka průseku s nataženou sítí pro odchyt ptáků B – Chycený rákosník 

 

A B
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3.1.2 Odběr a uchovávání krve 

Krevní vzorky byly získávány odběrem z tarzální cévy do inzulinové injekční stříkačky. Tento 

způsob má oproti odběru z jugulární či branchiální cévy tu výhodu, že vede ke vzniku menšího 

hematomu a je celkově méně stresující (Owen, 2011). Nevýhodou této metody je, že tarzální 

cévy se při nižších teplotách stahují, čímž se snižuje průtok krve a odběr je pak zpravidla 

obtížnější (Owen, 2011).  

V inzulinové stříkačce o objemu 1 ml bylo předem připraveno 40 µl 0,9 % roztoku NaCl 

(Braun), který sloužil k zabránění srážení krve. Do této stříkačky bylo z tarzální cévy odebráno 

několik kapek krve. Směs krve a fyziologického roztoku (celkový objem se pohyboval mezi 

20–100 µl v závislosti na různých faktorech jako např. venkovní teplota nebo velikost ptáka) 

byla poté přenesena do 0,5 ml zkumavky obsahující 300 µl 96 % etanolu. Paralelně byl 

zhotoven krevní roztěr, který byl co nejdříve fixován metanolem a obarven dle metody Giemsa-

Romanowski. Zkumavky s krví v etanolu byly až do izolace DNA uchovávány v -20 °C. 

3.2 Diagnostické metody  

3.2.1 Barvení krevních roztěrů a světelná mikroskopie  

Krevní roztěry byly fixovány metanolem a barveny 20x zředěným barvivem Giemsa-

Romanowski po dobu 30 minut. Obarvené krevní roztěry byly pozorovány při tisícinásobném 

zvětšení ve standardizovaném čase 10 minut. Diagnostika pomocí světelné mikroskopie byla 

provedena doc. Milenou Svobodovou z důvodů srovnatelnosti výsledků dalších projektů.  

 Fotografie byly pořízeny na mikroskopu Olympus BX51 TF při zvětšení 1000x s 

použitím imerzního oleje pomocí programu QuickPHOTO CAMERA 3.2. 

3.2.2 Izolace celkové DNA z krve 

Ze zkumavek s krevním vzorkem byl nejprve přes noc v termobloku při teplotě 37 ℃ odpařen 

etanol. K izolaci DNA z krevních vzorků byl využit High Pure PCR Template Preparation Kit 

(Roche). Při izolaci DNA bylo postupováno dle protokolu výrobce. Izolovaná DNA byla 

uchována v -20 °C. 

Použité chemikálie: 

• High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche)  

• PCR H2O (Top-Bio)  

• Isopropanol (Top-Bio)  

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

Pro detekci studovaných rodů parazitů byla využita metoda nested PCR. PCR produkt je po 

první reakci amplifikován v druhé reakci, čímž se zvyšuje senzitivita (Green a Sambrook, 

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

3.2.3.1 Detekce rodů Haemoproteus a Plasmodium 

Pro parazity rodu Plasmodium a Haemoproteus byl použit protokol dle Perkins a Schall, 2002. 

Vnější primery (DW2 a DW4; Tab. 3.1) se v prvním kroku PCR reakce váží na specifická místa 

mitochondriálního genu pro cytochrom b. Ve druhém kroku nasedají vnitřní primery (DW1 a 

DW6; Tab. 3.2) na specifická místa produktu z prvního kroku. Byl amplifikován úsek o délce 

1200 párů bazí.  

Tabulka 3.1: První krok nested PCR pro detekci parazitů rodu Haemoproteus a Plasmodium 

Název primeru Sekvence primeru 

DW2 5‘-TAATGCCTAGACGTATTCCTGATTATCCAG-3‘ 

DW4 5‘-TGTTTGCTTGGGAGCTGTAATCATAATGTG-3‘ 

Název složky Množství (µl) 

PCR H2O 6 

Prime STAR Max DNA Master Mix 4 

Primer DW2 (10 µM) 0,5 

Primer DW4 (10 µM) 0,5 

DNA templát 1 

Teplotní cyklus prvního kroku 

Počet opakování Teplota Délka trvání 

1x 98 °C 180 s 

35x 98 °C 10 s 

35x 60 °C 20 s 

35x 72 °C 10 s 

1x 72 °C 180 s 

1x 12 °C ∞  
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Tabulka 3.2: Druhý krok nested PCR pro detekci parazitů rodu Haemoproteus a Plasmodium 

   Název primeru Sekvence primeru 

DW1 5‘-TCAACAATGACTTTATTTGG-3‘ 

DW6 5‘-GGGAGCTGTAATCATAATGTG-3‘ 

Název složky Množství (µl) 

PCR H2O 9 

Prime STAR Max DNA Master 

Mix 
6 

Primer DW1 (10 µM) 0,5 

Primer DW6 (10 µM) 0,5 

Produkt prvního kroku nested 

PCR 
0,5 

Teplotní cyklus druhého kroku 

Počet opakování Teplota Délka trvání 

1x 98 °C 180 s 

35x 98 °C 10 s 

35x 50 °C 20 s 

35x 72 °C 15 s 

1x 72 °C 180 s 

1x 12 °C ∞  

 

3.2.3.2 Detekce rodu Lankesterella  

Parazité rodu Lankesterella byli detekováni pomocí protokolu dle Kvičerová et al., 2008 pro 

první krok nested PCR s vnějšími primery EF a ER specifické pro parazitární gen 18S rRNA 

(Tab. 3.3). Protokol pro druhý krok PCR byl optimalizován K. Hrazdilovou (Venkatachalam et 

al., 2023) a byly v něm použity vnitřní primery Hep153F a Hep1496R (Tab. 3.4). 

Amplifikovaný úsek byl dlouhý 1200 párů bazí.  
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Tabulka 3.3: První krok nested PCR pro detekci rodů Lankesterella  

Název primeru Sekvence primeru 

EF 5‘-GAAACTGCGAATGGCTCATT-3‘ 

ER 5‘-CTTGCGCCTACTAGGCATTC-3‘ 

Název složky Množství (µl) 

PCR H2O 7 

Prime STAR Max DNA 7 

Primer EF (10 µM) 0,5 

Primer ER (10 µM) 0,5 

Templátová DNA 1 

Teplotní cyklus prvního kroku 

Počet opakování Teplota Délka trvání 

1x 98 °C 180 s 

35x 98 °C 10 s 

35x 57 °C 20 s 

35x 72 °C 30 s 

1x 72 °C 300 s 

1x 12 °C ∞  

   

Tabulka 3.4: Druhý krok nested PCR pro detekci rodu Lankesterella   

Název primeru Sekvence primeru 

Hep153F 5‘-GTAATTCTATGGCTAATACATGCGC-3‘ 

Hep1496R 5‘-TTATTGCCTCAAACTTCCTTGCG-3‘ 

Název složky Množství (µl) 

PCR H2O 6 

Prime STAR Max DNA 4 

Primer Hep153F (10 µM) 0,5 

Primer Hep1496R (10 µM) 0,5 

Produkt prvního kroku nested PCR 1 

Teplotní cyklus prvního kroku 

Počet opakování Teplota Délka trvání 

1x 98 °C 180 s 

35x 98 °C 20 s 

35x 59 °C 30 s 

35x 72 °C 30 s 

1x 72 °C 300 s 

1x 12 °C ∞  
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3.2.4 Elektroforéza 

Po dokončení obou cyklů nested PCR byly výsledky odečteny pomocí horizontální 

elektroforézy Thermo Fisher Scientific (OWL) v agarózovém gelu. V případě obou protokolů 

byl postup stejný. Jako první bylo třeba připravit agarózový gel, což je 1% směs práškové 

agarózy (Sigma) a TAE pufru (Tris, octová kyselina a EDTA) (Thermo Fisher Scientific) (Tab. 

3.5). K této směsi bylo po rozpuštění přidáno DNA bar vivo Sybr Green (Thermo Fisher 

Scientific) pro vizualizaci DNA, a vzniklá směs byla vlita do formy. Jako standard byl použit 

Quick-Load® Purple 100 bp DNA Ladder (BioLabs). Následně byl v mikrotitrační destičce 

smíchán 1 µl 6x DNA Loading Dye (Thermo Fisher Scientific) s 9 µl produktu PCR a tato směs 

byla poté přenesena do gelu. Vzorek byl separován v elektroforéze při konstantním napětí 100 

V po dobu 20 minut. Výsledky byly odečítány pod UV světlem (Obr. 3.1). Pozitivní vzorky 

byly analyzovány sekvenční analýzou v servisní laboratoři sekvenace v BIOCEVu. 

Tabulka 3.5: Použité chemikálie pro elektroforézu 

Název Množství 

Agaróza 0,4 g  

TAE pufr 40ml  

Loading dye 1µl/vzorek 

Sybr Green 40µl  

DNA Ladder 5µl  

Produkt PCR 9µl 

                  

 

Obrázek 3.1: Ukázka gelů s PCR produkty 
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A – protokol pro rod Haemoproteus a Plasmodium; B – protokol pro rod Lankesterella a Isospora; ST 

– standard; - negativní kontrola; + pozitivní kontrola 

3.2.5 Přečištění produktů PCR pro sekvenační analýzu 

Pozitivní vzorky byly očištěny pomocí kitu – jednosložkového EXO-SAP (Thermo Fisher 

Scientific) nebo dvousložkového EXO-CIP (Thermo Fisher Scientific). K 5 µl pozitivního 

vzorku byl přidán 1 µl EXO-SAP (nebo 0,5 µl EXO-CIP A a 0,5 µl EXO-CIP B) (Tab. 3.6). 

Směs byla promíchána a vložena do termocycleru. Mezitím byl připraven premix z PCR vody 

a sekvenačního primeru DW1 pro Haemoproteus protokol nebo Hep153 v případě protokolu 

pro rod Lankesterella. K tomuto premixu byl přidán 1 µl produktu prošlého teplotním cyklem 

v termocycleru. Vzorky byly poté řádně popsány a spolu s průvodní zprávou zaslány na 

sekvenaci do servisní laboratoře sekvenace DNA v BIOCEVu. 

Tabulka 3.6: Přečištění produktů nested PCR 

 

 

 

 

Použité chemikálie 

EXO-SAP EXO-CIP 

Název složky Množství Název složky Množství 

Produkt nested PCR 5 µl Produkt nested PCR 5 µl 

EXO-SAP 1 µl EXO-CIP A 0,5 µl 

 EXO-CIP B 0,5 µl 

Teplotní cyklus 

Počet 

opakování 
Teplota Délka trvání 

Počet 

opakování 
Teplota Délka trvání 

1x 37 °C 8 min 1x 37 °C 4 min 

1x 80 °C 2 min 1x 80 °C 1 min 

1x 4 °C ∞ 1x 4 °C ∞ 

Příprava vzorků před sekvenací 

Název složky Množství  

PCR voda 5,5 µl 

Primer (10 µM) 1,5 µl 

Vzorek 1 µl 
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3.3 Výpočet prevalence 

Prevalence studovaných parazitů byla sledována v rámci jedné sezóny a mezisezónně. 

Prevalence byla vypočítána pomocí vzorce: 

𝑃 =
𝑛

𝑁
⋅ 100 

kde P = prevalence parazita vyjádřená v %, n = počet pozitivních jedinců ve sledované skupině, 

N = celkový počet jedinců ve sledované skupině (například při stanovení prevalence v rámci 

jedné sezóny u jednoho druhu rákosníka byl skrze N vyjádřen počet rákosníků daného druhu, 

který byl odchycen v rámci jedné sezóny).  

Jelikož byla data tvořena opakovaně odchycenými jedinci, představuje hodnota n počet 

jedinců, kteří byli alespoň jednou diagnostikováni jako pozitivní, například: v intervalu pěti let 

byl jeden rákosník odchycen a testován celkem 6x, z čehož byl 2x pozitivní na určitého parazita. 

V jedné sezóně byl odchycen 3x a 1x byl pozitivní. V případě výpočtu prevalence v rámci jedné 

sezóny byl tento jedinec v n i v N zastoupen 1x. To samé by platilo i pro výpočet P mezi 

sezónami. K datům bylo tedy přistupováno takto: pokud byl jedinec v určitém časovém úseku 

(v rámci jedné sezóny nebo za všechny sledované sezóny) alespoň 1x pozitivní, byl 1x 

zastoupen v n i N (pokud byl vždy negativní, byl 1x zastoupen v N).  

3.4 Stanovení perzistence 

K výpočtu a následnému grafickému znázornění perzistence sledovaných parazitů v rámci 

sezóny a mezisezónně byl použit postup dle Svobodová et al., 2023. Byl porovnán infekční 

status (pozitivita či negativita) při prvním a druhém testování. Pokud byl během sezóny (v 

případě stanovování perzistence v rámci sezóny) jedinec odchycen více než 2x, byly porovnány 

dva nejbližší odchyty. V datech tak bylo pro jednoho jedince zastoupeno více údajů o infekčním 

statusu v závislosti na počtu testování. Samotný výpočet a vizualizace perzistence byly 

provedeny následovně: 

3.4.1 Stanovení perzistence v rámci sezóny 

A) Infekční status při prvním a druhém odchytu 

Byla vytvořena tabulka (tab. 3. 7) s počtem případů jednotlivých kombinací infekčních statusů 

při prvním a druhém odchytu v rámci sezóny. 
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Tabulka 3.7: Infekční status při prvním a druhém odchytu v rámci sezóny 

A, B, C, D – představují počet případů kombinací infekčních statusů, 0 – negativní, 1 - pozitivní 

Infekční status Počet případů 

1/1 A 

1/0 B 

0/1 C 

0/0 D 

 

B) Stanovení prevalence infekčních statusů v rámci sezóny 

Výsledné sloupcové grafy byly tvořeny prevalencí při druhém odchytu za všechny sezóny. 

Sloupec označený jako 0 (= negativní) znázorňoval hodnotu prevalence parazita při druhém 

odchytu v případě, že byl při prvním odchytu negativní. Za použití hodnot z tabulky 3.7 by 

výpočet prevalence vypadal takto: 

            𝑃𝑟𝑒𝑣𝑎𝑙𝑒𝑛𝑐𝑒 (0) =
𝐶

𝐶+𝐷
  , 

kdy ve jmenovateli je součet hodnot, představujících počet negativních výsledků 

testování při prvním odchytu. V čitateli je pak množství případů, kdy při druhém odchytu došlo 

ke změně infekčního statusu na pozitivní (1). 

Hodnotu prevalence parazita při druhém odchytu, pokud byl při prvním odchytu 

pozitivní, představoval sloupec označený jako 1 (=pozitivní) (obr. 4.16). Výpočet by pak mohl 

být znázorněn (opět pomocí tabulky 3.7) takto: 

                                                                     𝑃𝑟𝑒𝑣𝑎𝑙𝑒𝑛𝑐𝑒 (1) =
𝐴

𝐴+𝐵
   

kdy je ve jmenovateli součet počtu pozitivních výsledků při prvním testování a v čitateli počet 

případů, kdy pozitivita přetrvala do druhého odchytu.  

3.4.2 Mezi sezónami 

Perzistence mezi sezónami byla vizualizována pomocí sloupcových grafů stejně jako 

perzistence v rámci sezóny a byla vypočítána stejnými vzorci. Rozdílem byl pouze počet 

případů jednotlivých kombinací infekčních statusů, který byl tvořen z odchytů mezi sezónami. 
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3.5 Analýza sekvencí a tvorba haplotypových sítí  

V databázi DNA sekvencí NCBI (National Center for Biotechnology Information) (Sayers et 

al., 2022) byly pomocí metody BLAST sekvence porovnány s již popsanými liniemi, aby bylo 

určeno, o kterého parazita a linii se jedná. V případě detekce parazitů rodu Haemoproteus byla 

k určení linie využita databáze MalAvi (Bensch et al., 2009). Sekvence byly následně 

zpracovávány v programu Geneious 9.0.5. (https://www.geneious.com) nebo v programu 

MEGA11 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) (Tamura, 2021). Zde byly porovnávány 

s ostatními sekvencemi pomocí funkce Alignment (Align by muscle). Pokud byly na sekvenci 

viditelné koinfekce dvěma liniemi (byly pozorovány dvojpíky), byla vymazána jedna z linií a 

zbylá linie, byla porovnána s liniemi v databázi. To samé bylo provedeno i s druhou přítomnou 

linií. 

Pro tvorbu haplotypové sítě bylo nutné alignment upravit – tzn. odstranit přesahující 

začátky a konce sekvencí pro vznik jednotné délky všech sekvencí (k tomu bylo využito funkce 

cut). Výsledná délka sekvencí byla přibližně 900 párů bazí. Sekvence, u kterých byla zřejmá 

koinfekce dvou a více linií parazita, kontaminace nebo jakékoli poškození, nebyly použity pro 

tvorbu haplotypových sítí. K vizualizaci příbuznosti získaných linií a jejich zastoupení u 

jednotlivých druhů rákosníků byly využity haplotypové sítě vytvořené v programu PopArt 

(Leigh a Bryant, 2015). Postup byl inspirován instruktážním videem od autora Kolawola Harun 

Aremu: 

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

Alignment z linií daného parazitárního rodu, u kterého byl odstraněn začátek a konec, a 

který byl tvořen jen z čistých sekvencí (bez kontaminací a koinfekcí) byl ve formátu nexus 

vložen do programu Launch DNA SP6 (Rozas et al., 2017). Zde bylo nutné nejprve sdělit 

programu, o jaký typ dat se jedná, tj. že jde o mitochondriální DNA, poté byly definovány 

kategorie podle druhu hostitele (acrsci, acrpal, acrsch), do kterých byly sekvence zařazeny. 

Dalším krokem bylo vyexportování upravených dat pro program PopArt (Leigh a Bryant, 2015) 

a uložení vytvořeného souboru ve formátu nexus. Launch DNA SP6 poté vygeneroval 

jednotlivé linie (Hap_1, Hap_2...) a zobrazil, u kterých druhů rákosníků se která linie nachází. 

Z těchto dat byla v programu excel vytvořena tabulka, která byla vložena do poznámkového 

bloku (Obr. 3.2). Samotné haplotypové sítě byly tvořeny v programu PopArt pomocí funkce 

Minimum spanning network. 

http://www.geneious.com/
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Obrázek 3.2: Ukázka dat z Poznámkového bloku vložených do programu PopArt. Čísla ve sloupcích 

2–4 představují zastoupení jednotlivých linií u tří druhů rákosníků 

3.6 Statistická analýza 

Pro statistickou analýzu vlivu pohlaví na prevalenci byl využit χ kvadrát test, pokud byl počet 

ve všech kategoriích ≥5, a Fisherův exaktní test při počtu <5. χ kvadrát test byl použit i pro 

určení signifikance rozdílů v prevalenci u jednotlivých druhů rákosníků. Pro tyto testy byly 

využity online kalkulátory: 

https://www.socscistatistics.com/tests/chisquare/default.aspx  

https://www.danielsoper.com/statcalc/calculator.aspx?id=58 

Pomocí χ kvadrát testu byla stanovena i míra signifikance rozdílů v prevalenci v rámci sezóny. 

V tomto případě byl využit jiný online kalkulátor, do kterého bylo možné vložit neomezené 

množství sloupců a řádků: 

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

4.1 Počty odchycených jedinců 

Mezi lety 2015–2023 bylo na lokalitě Zeměchy opakovaně odchyceno 109 jedinců rákosníků 

tří druhů a bylo získáno 288 vzorků krve těchto ptáků (Tab. 4.1). U všech druhů testovaných 

rákosníků bylo odchyceno výrazně více samců než samic (Tab. 4.2). Jak napovídá poměr počtu 

odebraných vzorků a počtu ptáků, někteří jedinci byli odchycení dvakrát, jiní třikrát, čtyřikrát 

atd (Tab. 4.3; 4.4).  

Tabulka 4.1: Celkový počet vzorků získaných z rákosníků  

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

Druh 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022 2023 Celkem 

Acrsci 4 4 19 13 20 25 36 7 19 147 

Acrpal 1 5 17 6 9 25 14 7 10 94 

Acrsch 0 4 7 6 12 4 6 4 4 47 

Celkem 5 13 43 25 41 54 56 18 33 288 

Tabulka 4.2: Celkový počet opakovaně odchycených jedinců mezi lety 2015-2023 (1K – tohoroční 

jedinci) 

Druh  samice samci 1 K Celkem 

Acrsci 19 33 1 53 

Acrpal 15 25 0 40 

Acrsch 4 10 2 16 

Celkem 38 68 3 109 
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Tabulka 4.3: Počet opakovaně odchycených jedinců (2x – 5x) v rámci sezóny (1K – tohoroční jedinci, 

F – samice, M - samci) 

Tabulka 4.4: Počet opakovaně odchycených jedinců mezi sezónami (F – samice, M – samci) 

Druh Pohlaví 
Počet sezón 

Celkem 
2 3 

Acrsci 

F 4 2 6 

M 17 4 21 

Acrpal 

F 6 1  7 

M 15 0 15 

Acrsch 

F 0 2 2 

M 5 2 7 

Celkem 47 11 58 

 

 

Druh Pohlaví 
Počet odchytů v rámci sezóny 

Celkem 
2 3 4 5 

Acrsci 

F 9 4 1 1 15 

M 21 2 2 1 26 

1K 1 0 0 0 1 

Acrpal 

F 8 1  0 0 9 

M 15 3 0 0 18 

Acrsch 

F 3 1 0 0 4 

M 7 2 0 0 9 

1K 2 0 0 0 2 

Celkem 66 13 3 2 84 



29 
 

4.2 Prevalence krevních prvoků 

4.2.1 Celková prevalence  

Metodami PCR bylo vyšetřeno 288 vzorků krve od 109 jedinců rákosníků. Byly nalezeny čtyři 

parazitární rody – Lankesterella, Isospora, Haemoproteus a Plasmodium. 36 ptáků bylo 

negativních na studované parazity při všech odchytech. Zbylých 73 jedinců bylo minimálně při 

jednom z odchytů pozitivních alespoň na jeden parazitární rod. Prevalence jednotlivých rodů 

se lišila v závislosti na druhu hostitele (Obr. 4.1). Nicméně signifikantní (p hodnota menší než 

0.05) rozdíly v prevalenci byly pouze u rodu Plasmodium (Fisherův exaktní test: N=109, p = 

0.005).  U rodu Lankesterella (Χ2 (2, N=109) = 4.6027, p = 0.1), Isospora (Fisherův exaktní 

test: N=109, p = 0.09) a Haemoproteus (Χ2 (2, N=109) = 0.3528, p = 0.8) nebyly rozdíly 

v prevalenci v závislosti na druhu hostitele statisticky signifikantní. Nejvyšší prevalence rodu 

Lankesterella byla u rákosníka proužkovaného (37,5 %, n=16), rodu Isospora u rákosníka 

obecného – 34 % (n=53), rodu Haemoproteus shodně u rákosníka zpěvného (n=40) a 

proužkovaného 37,5 % (n=16) a rodu Plasmodium u rákosníka proužkovaného 37,5 % (n=16).  

Obrázek 4.1: Prevalence studovaných parazitů u jednotlivých druhů rákosníků dle nested PCR 

11
5

6 18

6 3

17
15 6

3 4

6

42
35

10 35

34 13

36
25 10

50 36

10

0%

10%

20%

30%

40%

50%

60%

70%

80%

90%

100%

sci pal sch sci pal sch sci pal sch sci pal sch

Lankesterella Isospora Haemoproteus Plasmodium

Poz Neg



30 
 

4.2.2 Vliv pohlaví na prevalenci krevních prvoků 

Rozdíly v prevalenci parazitů mezi pohlavími byly velmi malé a nebyly statisticky signifikantní 

(obr. 4.2-4.5). Nejvýraznější rozdíl v prevalenci byl u rodu Isospora, kdy u samců dosahovala 

29 % (n=68) a u samic 16 % (n=38) (Χ2 (1, N=106) = 2.4436, p = 0.12). Naopak nejméně se 

lišila prevalence obou pohlaví u rodu Plasmodium (Χ2 (1, N=106) = 0.044, p =0.8). U samců 

byla 12 % a u samic 13 %. U rodu Lankesterella byla prevalence u samců 18 % a u samic 24 

% (Χ2 (1, N=106) = 0.5593, p =0. 45) a u rodu Haemoproteus byla 38 % u samců a 32 % u 

samic (Χ2 (1, N=106) = 0.4697, p =0.49). 

 

Obrázek 4.2: Prevalence rodu Lankesterella u samců a samic rákosníků (M – samci, F – samice) 

 

Obrázek 4.3: Prevalence rodu Isospora u samců a samic rákosníků (M – samci, F – samice) 

 

12 9

56 29

0%

20%

40%

60%

80%

100%

M FPoz Neg

20
6

48
32

0%

20%

40%

60%

80%

100%

M F
Poz Neg



31 
 

 

Obrázek 4.4: Prevalence rodu Haemoproteus u samců a samic (M – samci, F – samice) 

 

 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 4.5: Prevalence rodu Plasmodium u samců a samic (M – samci, F – samice) 
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4.2.3 Dynamika prevalence v rámci sezóny 

Prevalence studovaných prvoků v rámci sezóny (mezi 30. dubnem a 25. červencem) byly mezi 

sebou porovnány (obr. 4.6 – 4.9.). Nejvyšší prevalence rodu Lankesterella byla v devátém a 

desátém týdnu sezóny, rodu Isospora v prvních dvou týdnech sezóny (mezi 30. dubnem a 14. 

květnem), stejně tak u rodů Haemoproteus a Plamodium. U rodů Lankesterella a Plasmodium 

byla zjištěna nejnižší prevalence v sedmém a osmém týdnu sezóny (mezi 14. a 28. červnem). 

U obou rodů haemosporídií byl sledován systematický pokles prevalence mezi prvním a 

devátým týdnem a u rodu Haemoproteus byl tento pokles zřetelný až do konce sezóny. Rozdíly 

v prevalenci mezi jednotlivými časovými intervaly byly signifikantní (p<0.05) u rodu 

Lankesterella (Χ2 (5, N=288) = 4.641, p=0.03), Isospora (Χ2 (5, N=288) = 3.879, p =0.049) a 

Haemoproteus (Χ2 (5, N=288) = 10.192, p=0.001). U rodu Plasmodium tyto rozdíly 

signifikantní nebyly (Χ2 (5, N=288) = 2.365, p =0.12). 

 

Obrázek 4.6: Dynamika prevalence rodu Lankesterella v průběhu sezóny 
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Obrázek 4.7: Dynamika prevalence rodu Isospora v průběhu sezóny 

 

Obrázek 4.8: Dynamika prevalence rodu Haemoproteus v průběhu sezóny  
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Obrázek 4.9: Graf prevalence rodu Plasmodium v průběhu let 

 

4.2.4 Prevalence jednotlivých linií  

Bylo detekováno 8 linií rodu Lankesterella (tab. 4.5). Nejvíce zastoupenou linií byla ON319017 

(obr. 4.11 A, B) (12 %). Nejnižší celková prevalence byla 1 % a to u tří linií (ON319028 a 

Lan_1). Linie ON319016 (obr. 4.11 C, D), ON319026 a ON319028 se vyskytovaly pouze u 

rákosníka proužkovaného (A. schoenobaenus). Byla nalezená nová linie rodu Lankesterella 

(Lan_1) u rákosníka obecného s rozdílem jedné báze oproti linii ON319017 (obr. 4.10). Rozdíly 

mezi jednotlivými liniemi se pohybovaly od 1 (linie ON319017 – Lan_1 a ON319026 – 

ON319028) do 7 (linie ON319017 – ON319025) bazí (obr. 4.10). Haplotypová síť linií rodu 

Lankesterella byla vytvořena ze sekvencí délky 796 bazí.  
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Tabulka 4.5: Prevalence linií 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 %) 2 (2 %) 2 (2 %) 2 (2 %) 4 (4 %) 1 (1 %) 1 (1 %) 

 

Obrázek 4.10: Haplotypová síť linií rodu Lankesterella nalezených u rákosníků odchycených mezi lety 

2015-2023. Haplotypová síť byla vygenerována v programu PopArt a délka využitých sekvencí byla 

796 bazí. Červeně je označeno zastoupení rákosníka obecného, fialově rákosníka zpěvného a žlutě 

rákosníka proužkovaného.  
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Obrázek 4.11: Sporozoiti rodu Lankesterella na krevním roztěru rákosníka proužkovaného (A. 

schoenobaenus) A, B – linie ON319026, C, D – linie ON319017 (barveno Giemsa-Romanowski) 

U rodu Isospora bylo zjištěno celkem deset linií (tab. 4.6). Nejvyšší prevalence dosahovaly 

linie ON331823 a ON331827 – 6 %, nejnižší pak byla 1 % u čtyř linií. Bylo nalezeno pět nových 

linií rodu Isospora – Iso_1 u rákosníka obecného a zpěvného, Iso_2 a Iso_3 u rákosníka 

obecného, Iso_4 u rákosníka zpěvného a Iso_5 u rákosníka obecného a proužkovaného. Tyto 

linie byli rozdílné pouze v jedné bázi od již známých linií (obr. 4.12). Linie ON331827 byla 

jediná, která se vyskytovala u všech třech druhů rákosníků. U pěti vzorků nebylo možné zjistit 

konkrétní linii rodu Isospora z důvodu nekvalitní sekvence. Haplotypová síť linií rodu Isospora 

byla vytvořena ze sekvencí délky 775 bazí.  
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 Tabulka 4.6: Prevalence linií rodu Isospora 

Obrázek 4.12: Haplotypová síť linií rodu Isospora nalezených u rákosníků odchycených mezi lety 

2015-2023. Haplotypová síť byla vygenerována v programu PopArt a délka využitých sekvencí byla 

775 bazí. Červeně je označeno zastoupení rákosníka obecného, fialově rákosníka zpěvného a žlutě 

rákosníka proužkovaného 

 U rodu Haemoproteus byly detekovány tři linie druhu H. belopolskyi, jedna linie H. 

payevskyi a pět linií nepřiřazených k žádnému morfologicky popsanému druhu (H. sp.) (tab. 

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

která byla nalezena u rákosníka obecného a zpěvného. Nejnižší prevalence byla 1 % u linií 

PADOM03 a SYAT14. Z hlediska druhu byl nejvíce zastoupen H. belopolskyi (18 %), u kterého 

byla nejčetnější linie MW1 (8 %) (obr. 4.14 A, B). Linie SW3 byla detekována pouze u 

rákosníka proužkovaného, výhradně u rákosníka obecného byla linie RW2 a linie SYAT14, 

MW3, PADOM03 byly detekovány jen u rákosníka proužkovaného. Ze sekvencí osmi linií rodu 

 ON331821 ON331822 ON331823 ON331824 ON331827 ISO_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  

(1 %) 

3  

(3 %) 

7  

(6 %) 

1  

(1 %) 

7  

(6 %) 

2  

(2 %) 

1  

(1 %) 

1  

(1 %) 

1  

(1 %) 

2  

(2 %) 
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Haemoproteus bylo možné vytvořit haplotypovou síť (obr. 4.13). Nejmenší rozdíl je možné 

vidět mezi liniemi ARW1 a RW2 (dvě báze) a naopak největší rozdíl byl mezi liniemi RW1 a 

SYAT14 (45 bazí). Haplotypová síť linií rodu Haemoproteus byla vytvořena ze sekvencí délky 

906 bazí.  

 

Tabulka 4.7: Prevalence linií rodu Haemoproteus 

 

Obrázek 4.13: Haplotypová síť linií rodu Haemoproteus nalezených u rákosníků odchycených mezi 

lety 2015-2023. Haplotypová síť byla vygenerována v programu PopArt a délka sekvencí byla 906 bazí. 

Červeně je označeno zastoupení rákosníka obecného, fialově rákosníka zpěvného a žlutě rákosníka 

proužkovaného 

 H. belopolskyi H. payevskyi Linie bez morfospecies (H. sp) 

 ARW1 MW1 SW3 RW1 RW2 MW3 SYAT14 ACAGR2 PADOM03 

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 

   

Celkem 

8  

(7 %) 

9  

(8 %) 

3  

(3 %) 

12  

(11 %) 

3  

(3 %) 

3 

(3 %) 

1 

(1 %) 

2 

(2 %) 

1 

(1 %) 

18 % 11 %  
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Obrázek 4.14: Gametocyty rodu Haemoproteus na krevním roztěru, A, B – linie MW1 (H. belopolsky), 

A. scirpaceus, C, D – linie RW1 (H. payevsky), C – A. palustris, D – A. scirpaceus (barveno Giemsa – 

Romanowski) 

P. relictum bylo nejvíce zastoupeným druhem rodu Plasmodium (11 %). Byly 

detekovány dvě linie tohoto druhu a dvě linie rodu Plasmodium nezařazené do morfospecies 

(tab. 4.8). Nejvyšší prevalenci měla linie GRW04 (6 %) a nejnižší prevalenci měly linie 

ZOCAP16 a RTSR1 (1 %). 

Tabulka 4.8: Prevalence linií rodu Plasmodium 

 P. relictum Linie bez morfospecies 

 GRW04 SGS1 RTSR1 ZOCAP16 

Acrsci 1 2 0 0 

Acrpal 0 2 1 0 

Acrsch 5 1 0 1 

 Celkem 

6  

(6 %) 

5  

(5 %) 

1  

(1 %) 

1  

(1 %) 

11 %  
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Rozdíl třinácti bazí byl mezi liniemi P. relictum SGS1 a GRW04 a mezi liniemi RTSR1 a 

GRW04 49 bazí (obr. 4.15).  Haplotypová síť linií rodu Plasmodium  byla vytvořena ze sekvencí 

délky 881 bazí.  

 

 

 

Obrázek 4.15: Haplotypová síť linií rodu Plasmodium nalezených u rákosníků odchycených mezi lety 

2015-2023. Haplotypová síť byla vygenerována v programu PopArt a délka využitých sekvencí byla 

881 bazí. Červeně je označeno zastoupení rákosníka obecného, fialově rákosníka zpěvného a žlutě 

rákosníka proužkovaného 

4.2. Perzistence  

4.2.1 Perzistence v rámci sezóny 

Byla studována perzistence v rámci sezóny u tří rodů – Lankesterella, Isospora a Haemoproteus 

(tab. 4.9 – 4.11). Nebyl zahrnut rod Plasmodium vzhledem k jeho nízké celkové prevalenci (viz 

– kapitola 4.1). Někteří jedinci byli odchycení vícekrát než dvakrát. Např. pokud byl jedinec 

chycen v rámci sezóny třikrát, z čehož byl při prvních dvou odchytech pozitivní, byl první a 

druhý odchyt, stejně tak druhý a třetí odchyt, brány jako dva různé případy. U 99 případů 

nedošlo v rámci sezóny u rodu Lankesterella ke změně infekčního statusu. U dvou z nich došlo 

ke ztrátě a u dvanácti naopak k nabytí infekce při druhém odchytu (tab. 4.9). U rodu Isospora 

nedošlo ke změně infekčního statusu v 96 případech. Bylo zaznamenáno šest případů nabytí 

infekce a jedenáct případů ztráty infekce v rámci sezóny (tab. 4.10). V 92 případech byl u rodu 
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Haemoproteus zachován stejný status infekce. Ve čtyřech případech se infekční status změnil 

při druhém odchytu na negativní a ve třinácti případech na pozitivní (Tab. 4.11). 

 

Tabulka 4.9:  Změny infekčního statusu v rámci sezóny pro rod Lankesterella 

 Druhý odchyt (+) Druhý odchyt (-) 

První odchyt (+) 10 2 

První odchyt (-) 12 89 

Tabulka 4.10: Změny infekčního statusu v rámci sezóny pro rod Isospora 

 Druhý odchyt (+) Druhý odchyt (-) 

První odchyt (+) 1 11 

První odchyt (-) 6 95 

Tabulka 4.11: Změny infekčního statusu v rámci sezóny pro rod Haemoproteus 

 Druhý odchyt (+) Druhý odchyt (-) 

První odchyt (+) 22 13 

První odchyt (-) 4 70 

 

Do dalšího odchytu přetrvala infekce rodu Lankesterella v 83 % případů, rodu 

Haemoproteus v 63 % a rodu Isospora pouze v 8 % případů (Obr. 4.16). Ve 12 % případů byl 

změněn infekční status z negativního na pozitivní mezi prvním a druhým odchytem v případě 

rodu Lankesterella, 6 % u rodu Isospora a v 5 % případů u rodu Haemoproteus.  
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Obrázek 4.16: Míra perzistence rodů Lankesterella, Isospora a Haemoproteus u rákosníků v rámci 

sezóny. Osa x reprezentuje infekční status při prvním testování v rámci jedné sezóny – tedy zda byl 

výsledek testování negativní (0) nebo pozitivní (1). Na ose y je hodnota prevalence parazitů při druhém 

testování.  

4.2.2 Perzistence mezi sezónami 

Přetrvání infekce tří parazitárních rodů byla zkoumána i mezi jednotlivými sezónami. Mezi 

sezónami bylo u rodu Lankesterella zjištěno 61 případů, kdy nedošlo ke změně infekčního 

statusu. Ve dvou případech došlo ve druhé sezóně k pozbytí infekce a v pěti případech naopak 

jejímu získání (tab. 4.12). U rodu Isospora byl infekční status zachován v 52 případech, v desíti 

případech došlo v další sezóně k získání infekce a v šesti případech k její ztrátě (tab. 4.13). V 54 

případech zůstal zachován infekční status mezi sezónami u rodu Haemoproteus. Po šesti 

případech došlo ke ztrátě i získání infekce (tab. 4.14) 

 

Tabulka 4.12: Změny infekčního statusu mezi sezónami pro rod Lankesterella 

 Druhý odchyt (+) Druhý odchyt (-) 

První odchyt (+) 3 2 

První odchyt (-) 5 58 
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Tabulka 4.13: Změny infekčního statusu mezi sezónami pro rod Isospora 

 Druhý odchyt (+) Druhý odchyt (-) 

První odchyt (+) 3 6 

První odchyt (-) 10 49 

Tabulka 4.14: Změny infekčního statusu mezi sezónami pro rod Haemoproteus 

 Druhý odchyt (+) Druhý odchyt (-) 

První odchyt (+) 11 6 

První odchyt (-) 6 43 

 Opět byla vypočtena prevalence při druhém odchytu u jedinců, kteří byli při prvním 

odchytu pozitivní a těch, kteří byli negativní (obr. 4.17). Nejvyšší prevalence (65 %) dosahoval 

u jedinců pozitivních v první sezóně rod Haemoproteus. U rodu Lankesterella byla tato 

prevalence 60 % a u rodu Isospora 33 %. Nejnižší prevalence v další sezóně byla u rodu 

Lankesterella u jedinců, kteří byli v první sezóně negativní (8 %). Pro rod Isospora dosahovala 

prevalence v tomto případě 17 % a pro rod Haemoproteus 12 %. 
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Obrázek 4.17: Míra perzistence rodů Lankesterella, Isospora a Haemoproteus u rákosníků mezi 

sezónami. Na ose x reprezentují dva sloupce od každého rodu infekční status v první sezóně – tedy zda 

byl výsledek testování negativní (0) nebo pozitivní (1). Na ose y je prevalence parazitů v další sezóně. 

4.2.3 Perzistence jednotlivých linií 

Perzistence v rámci sezóny a mezi sezónami byla zkoumána i na úrovní linií. V rámci sezóny 

přetrvala infekce rodu Lankesterella v deseti případech. Na úrovni linií v sedmi případech 

nedošlo ke změně. U jednoho jedince, který byl v rámci sezóny odchycen třikrát, došlo hned 

dvakrát ke změně linie. Poprvé to byla linie ON319026, podruhé ON319016 a potřetí opět linie 

ON319026. Nicméně na sekvencích/sekvenogramech těchto vzorků je zřetelná koinfekce 

těchto dvou linií, kdy jednou byla dominantní jedna linie a jindy zas druhá. Stejný případ byl u 

linií ON319024 a ON319025 u jiného jedince. Je tedy zřejmé, že v rámci sezóny je míra 

perzistence rodu Lankesterella stejná na úrovni rodu i linie. Mezi sezónami byly zaznamenány 

pouze tři případy zachování infekce a jednalo se pouze o dva jedince (jeden byl odchycen ve 

třech sezónách (2018, 2021, 2022)). U jedince odchyceného ve dvou sezónách byla na sekvenci 

zřetelná koinfekce linií ON319017 a ON319025. U jedince odchyceného ve třech sezónách 

byla v první sezóně přítomna pouze linie ON319026, ve druhé sezóně s ní byla přítomna také 

linie ON319016 a v poslední sezóně byla přítomna opět jen linie ON319026. Linie ON319026 

tedy pravděpodobně v hostiteli přetrvala minimálně čtyři sezóny.  

U rodu Isospora jsem zaznamenala pouze jeden případ přetrvání infekce v rámci sezóny 

a linie Iso_5 se mezi prvním a druhým odchytem nezměnila. Mezi sezónami byly zjištěny tři 

případy zachování infekce tohoto rodu. V jednom případě není možné posoudit perzistenci linie 

z důvodu nekvalitní sekvence vzorku z prvního odchytu. Další dva případy jsou od jednoho 

jedince. V první sezóně byla přítomna linie ON331823, ve druhé sezóně byla opět nekvalitní 

sekvence a při třetím odchytu byla detekována linie Iso_1. Došlo tedy ke změně linie rodu 

Isospora mezi první a třetí sezónou. 

U rodu Haemoproteus byl v rámci sezóny zachován pozitivní status infekce ve 22 

případech. Po pěti případech zůstaly nezměněny linie MW1 a ARW1, ve třech případech 

přetrvala linie RW1 a po jednom případě přetrvaly linie SW3 a MW3. U jednoho jedince došlo 

ke změně linie z RW1 na PADOM03. Bylo zaznamenáno šest případů koinfekcí dvěma liniemi, 

dvakrát byly najednou přítomny linie SW3 a ACAGR2, dále po jednom případu linie ACAGR2 

s linií PADOM03 a linie RW1 s linií RW2 a dva případy koinfekcí linií ARW1 a RW1. Mezi 

sezónami bylo zjištěno 11 případů, kdy infekce rodu Haemoproteus přetrvala z jedné sezóny 

do druhé. Ve čtyřech případech perzistovala linie MW1 a v jednom případě linie RW2. Ve třech 
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případech byla mezi sezónami zjištěna koinfekce linií SW3 a ACAGR2 a v jednom případě 

koinfekce linií RW2 a RW1. Dvakrát došlo ke změně linie, a to z linie PADOM03 na linie 

ACAGR2 a z linie ARW1 na linii RW1.  

 U rodu Plasmodium byly zjištěny dva případy, kdy infekce přetrvala mezi dvěma 

odchyty v rámci sezóny. V obou případech zůstala zachována jedna linie (GRW04 a SGS1). 

Mezi sezónami byly také dva případy zachování infekce tímto rodem. V jednom případě zůstala 

mezi první a druhou sezónou stejná linie (GRW04) a ve druhém došlo ke změně linie z linie 

GRW04 na linii SGS1. 

4.3 Porovnání diagnostických metod 

Porovnali jsme efektivitu dvou diagnostických metod (nested PCR a světelné mikroskopie) u 

288 krevních vzorků (tab. 4.15 – 4. 18).  Výsledky obou diagnostických metod se při detekci 

rodu Lankesterella shodovaly v 92 %. V 8 % případů byl výsledek pozitivní a v 84 % negativní. 

Metodou PCR byla zjištěna další 4 % pozitivních vzorků, které byly mikroskopicky negativní. 

Naopak 3 % vzorků byla mikroskopicky pozitivní a PCR negativní (tab. 4.15). Nicméně, u 

těchto vzorků nebylo možné určit, zda se jedná o parazity rodu Lankesterella nebo Isospora, 

vzhledem k jejich velké morfologické podobnosti. Proto se procenta v tomto případě (negativní 

PCR a pozitivní mikroskopie) u rodu Lankesterella a Isospora shodují (tab. 4.15, 4.16). V 88 

% se shodovaly výsledky obou diagnostických metod u rodu Isospora (tab. 4.16). Stejně tomu 

bylo i u rodu Haemoproteus (tab. 4.17). V necelých 95 % se metody PCR a mikroskopie 

shodovaly u rodu Plasmodium (tab. 4.18).  

Tabulka 4.15: Porovnání výsledků metod PCR a mikroskopie u rodu Lankesterella 

 PCR pozitivní PCR negativní 

Mikroskopicky pozitivní 8 % (24) 3 % (10) 

Mikroskopicky negativní 4 % (11) 84 % (243) 

Tabulka 4.16: Porovnání výsledků metod PCR a mikroskopie u rodu Isospora 

 PCR pozitivní PCR negativní 

Mikroskopicky pozitivní 2 % (6) 3 % (10) 

Mikroskopicky negativní 9 % (25) 86 % (247) 
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Tabulka 4.17: Porovnání výsledků metod PCR a mikroskopie u rodu Haemoproteus 

 PCR pozitivní PCR negativní 

Mikroskopicky pozitivní 18 % (51) 6 % (16) 

Mikroskopicky negativní 7 % (19) 70 % (202) 

 

Tabulka 4.18: Porovnání výsledků metod PCR a mikroskopie u rodu Plasmodium 

 PCR pozitivní PCR negativní 

Mikroskopicky pozitivní 0,7 % (2) 0 % (0) 

Mikroskopicky negativní 6 % (16) 94 % (270) 

 U ptačích krevních kokcídií je nevýhodou mikroskopie nutné využití nested PCR 

k určení konkrétního rodu kvůli jejich morfologické podobnosti. Nicméně využitím této 

metody lze zjistit parazitémii krevních prvoků a také vytipovat vzorky pro následné použití 

nested PCR metody.  Proto je i v diagnostice krevních kokcídií stále nepostradatelnou metodou 

detekce. U Lankesterella byla mikroskopie při detekci účinnější než u rodu Isospora. U rodu 

Haemoproteus byly obě metody detekce srovnatelně efektivní a u rodu Plasmodium byla 

zaznamenán značně větší efektivita metody nested PCR. 
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5 Diskuse 

5.1 Prevalence krevních prvoků 

5.1.1 Prevalence krevních kokcídií u rákosníků 

Ze 109 opakovaně odchycených rákosníků mezi lety 2015 a 2023 bylo minimálně jednou 

pozitivních 18 % jedinců na rod Lankesterella a 25 % jedinců na rod Isospora. Na úrovni druhu 

byla nejvyšší prevalence rodu Lankesterella u rákosníka proužkovaného – 37,5 %, a rodu 

Isospora u rákosníka obecného – 34 %.  Rozdíly v prevalenci však nebyly statisticky 

signifikantní. V dosavadních studiích prevalence rodu Lankesterella u rákosníkovitých byla 

zjištěna prevalence u rákosníka proužkovaného pohybující se mezi 17 a 38 %  ((Biedrzycka et 

al., 2013; Chagas et al., 2021; Keckeisen et al., 2024, Venkatachalam et al. 2024, subm.), u 

rákosníka obecného mezi 6 a 16 % (Shurulinkov et al., 2006; Chagas et al., 2021, 

Venkatachalam et al. 2024, nepublikováno) a u rákosníka zpěvného se pohybovala mezi 6 a 11 

% (Chagas et al., 2021; Keckeisen et al., 2024, Venkatachalam et al. 2024, nepublikováno). 

Prevalence krevních prvoků rodu Isospora u rákosníků byla doposud studována pouze v jedné 

studii, kde dosahovala 9 % u rákosníka obecného a 5 % u rákosníka zpěvného (Keckeisen et 

al., 2024).  

Mé výsledky nelze s výsledky těchto prací přímo srovnávat, protože ve své práci jsem 

testovala vzorky opakovaně vyšetřených jedinců, takže je prevalence mírně nadhodnocena 

vzhledem k obvyklým studiím, a to zvláště u parazitů s nízkou perzistencí, jako jsou isospory.  

5.1.2 Prevalence haemosporídií u rákosníků 

Stejně jako u ptačích kokcídií, ani u haemosporídií nebyly dosud publikovány studie zabývající 

se jejich prevalencí u opakovaně odchycených rákosníků. U rákosníka obecného se prevalence 

pohybovala mezi 2 a 15 % (Shurulinkov a Chakarov, 2006; Ventim et al., 2012; Musa et al., 

2024), zatímco v mých výsledcích to bylo 32 %. U rákosníka zpěvného byla v této práci zjištěna 

prevalence rodu Haemoproteus 38 % a v nedávné studii byla u toho druhu zjištěna prevalence 

15 % (Musa et al., 2024). U rákosníka proužkovaného dosahovala prevalence až 53 % 

(Biedrzycka et al, 2015; 2018) a u mých vzorků byla 38 %. 

 Mé výsledky pro rod Plasmodium ukazují prevalenci u rákosníka obecného 6 %, u 

rákosníka zpěvného 8 % a u rákosníka proužkovaného 38 %. U tohoto rodu byl jako u jediného 

z mnou testovaných signifikantní rozdíl v prevalenci tří studovaných druhů. V Německu byly 

zjistěny podobné prevalence, a to u rákosníka obecného 5 %, u rákosníka zpěvného 4 %, kdežto 
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u rákosníka proužkovaného jen 3 % (Musa et al., 2024). Nelze vyloučit, že rozdíl je dán malým 

počtem vyšetřených rákosníků proužkovaných.  

 

5.1.3 Prevalence a hostitelská specifita nalezených linií 

Linie rodu Lankesterella nalezené ve studované populaci rákosníků odpovídají dosud zjištěným 

skutečnostem o jejich hostitelské specifitě, a to jak na rodové, tak druhové úrovni. Bylo zjištěno, 

že rákosník zpěvný a obecný sdílí stejné linie tohoto rodu a na fylogenetickém stromě se linie 

těchto druhů shlukují do jednoho kladu. Naopak u rákosníka proužkovaného byla zjištěna 

druhová specifita a linie u něj nalezené tvoří samostatnou větev (Venkatachalam et al., 2023). 

Rákosník zpěvný a obecný si jsou blíže příbuzní (Fregin et al., 2009), což může vysvětlovat 

sdílení stejných parazitárních linií. 

 V mých výsledcích bylo možné tento vzorec jasně pozorovat. Například nejvíce 

zastoupená linie ON319017 s celkovou prevalencí 12 % a jedna další linie se vyskytovaly u 

rákosníka zpěvného a obecného. Jednu linii, která byla poprvé nalezena u rákosníka zpěvného 

(Venkatachalam et al., 2023), jsem detekovala u rákosníka obecného. Tři linie rodu 

Lankesterella jsem nalezla pouze u rákosníka proužkovaného, což naznačuje jejich druhovou 

specifitu (Venkatachalam et al., 2023).  Nově nalezená linie u rákosníka obecného 

nekorespondovala s žádnou ze sekvencí v databázi NCBI, ale nejblíže byla linii ON319017, od 

které se lišila pouze jednou bazí. 

Nicméně, přestože práce zaměřující se výhradně na hostitelskou specifitu tohoto rodu 

ukázala, že na úrovni rodu jsou lankesterely hostitelsky specifické Venkatachalam et al., 2023, 

existuje i práce, která těmto výsledkům neodpovídá (; Keckeisen et al., 2024). V této práci byla 

například nalezena linie vyskytující se zároveň u pěnice černohlavé (Sylvia atricapilla), 

vlaštovky obecné (Hirundo rustica), červenky obecné (Erithacus rubecula) a kosa černého 

(Turdus merula), nebo linie nalezená u pěnice černohlavé i sýkory koňadry nebo taková, která 

byla detekována jak u rákosníka proužkovaného, tak pěnice černohlavé; za možné vysvětlení 

autoři uvádějí použití odlišného genu pro fylogenetické porovnání (Keckeisen et al., 2024).  

 Nejčastěji nalezenými liniemi rodu Isospora byly ON331823 a ON331827 s prevalencí 

6 %. Linie ON331823 byla poprvé nalezena u rákosníka zpěvného (Venkatachalam et al., 

2023). Ve své práci jsem tuto linii také nalezla u rákosníka zpěvného, ale častěji se vyskytovala 

u rákosníka obecného. Linie ON331827 byla rovněž nalezena u rákosníka zpěvného 

(Venkatachalam et al., 2023), ale já jí nalezla u všech tří druhů rákosníků. To může napovídat, 

že je rod Isospora méně hostitelsky specifický než rod Lankesterella, minimálně na druhové 
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úrovni. Ostatní linie, které jsem u rákosníků nalezla, odpovídaly hostitelům, u kterých byly 

nalezeny poprvé (Venkatachalam et al., 2023). Nově nalezené linie se od známých linií liší 

pouze v jedné bázi, jak lze pozorovat na haplotypové síti vytvořené z linií rodu Isospora. Linie 

tohoto rodu byly již nalezeny i u různých hostitelských čeledí, například linie detekovaná u 

vrabce domácího byla nalezena i u sýkory koňadry (Keckeisen et al., 2024). 

 Byly také analyzovány linie krevních parazitů rodu Haemoproteus a jejich distribuce 

mezi třemi druhy rákosníků. Linie MW1 (morfospecies H. belopolskyi) byla přítomna u všech 

tří studovaných druhů rákosníků a byla nejčetněji zastoupenou linií druhu H. belopolskyi 

s celkovou prevalencí 8 %. Tato linie byla dříve nalezena u šesti dalších druhů čeledi 

Acrocephalidae (Harl et al., 2023). Linie ARW1 byla detekována u rákosníka proužkovaného 

a rákosníka obecného. Tato linie byla identifikována u rákosníka afrického (A. baeticatus), což 

je rezidentní africký druh, u rákosníka obecného (Waldenström et al., 2002), u rákosníka 

zpěvného (Valkiunas et al., 2007). Obě linie se vyznačují kosmopolitním rozšířením (Valkiunas 

et al., 2007). Linie SW3, nalezená pouze u rákosníka proužkovaného, vykazuje hostitelskou 

specifitu na druhové úrovni (Harl et al., 2023). Linie RW1 (H. payevskyi) měla nejvyšší 

prevalenci ptačích haemosporídií v této práci a byla detekována u rákosníka zpěvného a 

obecného. Linie RW1 byla mimo rákosníky popsána také například u skorce vodního (Cinclus 

cinclus), cistovníka hnědohlavého (Cisticola juncidis), ťuhýka pustinného (Lanius isabellinus) 

nebo slavíka modráčka (Luscinia svecica). (Harl et al., 2023), jedná se tedy o linii s širokým 

hostitelským spektrem. Linie ADCUM3, kterou jsem nalezla u rákosníka obecného, byla dříve 

nalezena u  rákosníka pokřovního (A. dumetorum) (Ishtiaq, 2017). Linie RW2, jež jsem 

detekovala rovněž u rákosníka obecného, byla identifikována i u rákosníka plavého (A. 

agricola), rákosníka velkého (A. arundinaceus), rákosníka zpěvného (Musa et al., 2024) a 

sedmihláska šedého (Iduna pallidae) (Harl et al., 2023). Linie SYAT14, kterou jsem nalezla u 

rákosníka zpěvného, byla dosud detekována jen u pěnice černohlavé (Pérez-Tris et al., 2007; 

Strehmann et al., 2023). Linie ACAGR2, jež jsem nalezla u rákosníka zpěvného a 

proužkovaného, byla dříve nalezena u rákosníka plavého a dalších rákosníkovitých (Harl et al., 

2023). Linie PADOM03 byla dříve nalezena pouze u vrabce domácího (Woodrow et al., 2023), 

zde byla detekována u rákosníka zpěvného. Na základě mých výsledků a dosud publikovaných 

prací lze říci, že některé linie rodu Haemoproteus vykazují rodovou, v některých případech i 

druhovou specifitu a některé linie se naopak vyskytují u širokého hostitelského spektra. 

 Nalezla jsem dvě linie P. relictum – linii GRW04 u rákosníka obecného a 

proužkovaného a linii SGS1 u všech tří studovaných rákosníků. Linie GRW04, která byla 
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nejběžnější linií tohoto rodu, byla již dříve nalezena například u rákosníka velkého nebo rehka 

zahradního (Phoenicurus phoenicurus) (Dimitrov et al., 2010). Linie SGS1 byla nelezena 

například u rákosníka velkého (Procházka et al., 2024).  Linie RTSR1, která byla dříve popsána 

u pěvce ryšavého (Cercotrichas galactotes) (Schrenzel et al., 2003), byla v této práci 

detekována u rákosníka zpěvného. Tyto linie tedy nevykazují hostitelskou specifitu. 

5.1.4 Vliv pohlaví na prevalenci krevních prvoků 

Existuje celá řada faktorů stojících za odlišnou prevalencí ptačích krevních prvoků u samců a 

samic. Nejvíce diskutovanými jsou například nižší hladiny imunoglobulinů a lymfocytů u 

samců, vliv hormonů jako estrogenu a testosteronu nebo míra expozice vektorům, která může 

být vyšší u jedinců sedících na vejcích (McCurdy et al., 1998; Lockard et al., 2019). 

V souvislosti s haemosporídiemi existují studie naznačující, že u samců dosahují 

haemosporídie vyšší prevalence (Rodriguez et al., 2021). Naproti tomu stojí studie s opačným 

závěrem, ve kterých jsou to naopak samice, kde je vyšší prevalence haemosporidií (Granthon a 

Williams, 2017). Zjištěné rozdíly v prevalenci u jednotlivých pohlaví v této práci nebyly 

statisticky signifikantní. Nicméně u tří ze čtyř studovaných rodů byla prevalence mírně vyšší u 

samců než u samic. Jednalo se o rody Haemoproteus, Isospora a Plasmodium. Nicméně u rodu 

Lankesterella byla prevalence vyšší u samic (24 %) než u samců (18 %). Můžeme jen 

spekulovat, proč tomu tak je. Velmi pravděpodobnou možností je právě vyšší expozice samic 

vektorům (roztočům, komárům) při sezení na vejcích. 

5.1.5 Změny prevalence v rámci sezóny  

Zjistili jsme signifikantní rozdíly v prevalenci v rámci sezóny u rodů Lankesterella, Isospora a 

Haemoproteus. U rodů Haemoproteus a Isospora byla nejvyšší prevalence na jaře v prvních 

dvou týdnech sezóny a u rodu Lankesterella v devátém a desátém týdnu sezóny.  U 

haemosporídií je jarní vrchol prevalence vysvětlován hormonálně vyvolanými relapsy 

(Applegate, 1971; Cosgrove et al., 2008) a bývá vyšší u migrujících ptáků (Møller a Erritzøe, 

1998; Ishak et al., 2010). Nejnižší prevalence rodů Lankesterella a Plasmodium byla v druhé 

polovině června a rodů Haemoproteus a Isospora v posledních dvou týdnech sezóny. U rodu 

Haemoproteus byl navíc v rámci sezóny pozorován konstantní pokles prevalence. V literatuře 

jsoue u haemosporiídií popsány dva vrcholy prevalence v rámci sezóny. První je již zmíněný 

jarní vrchol a druhý je na konci léta. Tehdy jsou testováni juvenilové, u kterých je  častá vysoká 

parazitémie způsobená nezralým imunitním systémem (Sol et al., 2003), a také reprodukčně 

aktivní jedinci, u kterých je dočasně hormonálně potlačen imunitní systém (Huang et al., 2020). 
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Nicméně u rákosníků, konkrétně u rákosníka velkého, byl pozorován stejný pokles v prevalenci 

na konci hnízdní sezóny, jaký ukazují mé výsledky (Hasselquist et al., 2007). Autoři přišli 

s několika možnými vysvětleními, proč je tomu u tohoto druhu jinak, než například u strnada 

obecného (Emberiza citrinella) (Allander a Sundberg, 1997) nebo sýkory koňadry (Oppliger et 

al., 1997), kdy byl pozorovatelný pík prevalence na konci hnízdní sezóny. První hypotéza 

pracuje s tím, že k relapsům ptačích haemosporídií dochází častěji během příznivých 

podmínek, například při vysokém počtu vektorů, kterým jsou rákosníci vystaveni během jarní 

migrace. Druhá hypotéza říká, že imunitní systém rákosníků je oslaben během migrace a příletu 

na hnízdiště než během samotného hnízdního období (Hasselquist et al., 2007). Spolu s faktem, 

že má data obsahovala pouze tři juvenilní jedince, u kterých bývá prevalence na konci hnízdní 

sezóny nejvyšší, by mohly tyto hypotézy vysvětlovat pokles prevalence rodu Haemoproteus 

mezi začátkem a koncem hnízdní sezóny. 

5.2 Perzistence krevních prvoků u rákosníků 

5.2.1 Perzistence krevních prvoků v rámci sezóny 

Perzistence parazitární infekce v rámci sezóny byla výrazná u rodů Lankesterella a 

Haemoproteus. Infekce rodu Lankesterella přetrvala do dalšího testování u 83 % pozitivních 

jedinců, infekce rodu Haemoproteus přetrvala u 63 %, kdežto u rodu Isospora pouze v 8 % 

případů.  

 Většina doposud publikovaných studií zkoumala perzistenci ptačích  krevních parazitů 

pouze na úrovni populace (Fallon et al., 2004; Bensch et al., 2007; Hasselquist et al., 2007; 

Spurgin et al., 2012) a jen několik na úrovni jedince (Van Rooyen et al., 2013; Svobodová et 

al., 2023). Všechny tyto studie se však zaměřovaly na perzistenci mezi sezónami a nikoli v 

rámci jedné sezóny. U krevních kokcídií (rody Lankesterella a Isospora) dosud nebyl tento typ 

studie publikován. Perzistence v rámci sezóny na úrovni linií korespondovala s perzistencí 

rodů. Opakovaně byly sledovány koinfekce dvou linií. V těchto případech přetrvaly do dalšího 

odchytu obě linie.  

Ztrátu infekce v rámci sezóny lze u kokcídií zdůvodnit rozdíly v životním cyklu těchto 

parazitů, kdy se určitá stádia vyskytují ve střevech a dalších orgánech a parazitémie je v té době 

velmi nízká. Možnou příčinou ztráty infekce u kokcídií i haemosporídií může být i falešně 

negativní výsledek nested PCR (viz 5.3), ale i různá intenzita infekce v průběhu sezóny. 
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5.2.2 Perzistence mezi sezónami  

Perzistence parazitární infekce mezi sezónami byla pozorována u 60 % rodem Lankesterella, u 

64 % jedinců nakažených rodem Haemoproteus a u 33 % jedinců nakažených rodem Isospora. 

U krahujce obecného přetrvala infekce rodu Haemoproteus ve více než 60 % případů 

(Svobodová et al., 2023), což naznačuje vysokou perzistenci tohoto rodu. U sýkory byla také 

studována perzistence rodu Haemoproteus (Van Rooyen et al., 2013). Autoři dané studie sice 

neuvádějí přesné hodnoty perzistence, ale konstatují, že rody Haemoproteus a Plasmodium byly 

obecně více perzistentní než rod Leucocytozoon. 

U rodu Lankesterella byla i na úrovni linií sledována vysoká míra perzistence. Jedna 

linie byla dokonce perzistovala u jednoho jedince přes čtyři sezóny. Naopak u rodu Isospora 

nebyl tento jev pozorován a mezi sezónami došlo ke změně linie. U rodu Haemoproteus byla 

také pozorována výměna linií mezi prvním a druhým odchytem, nicméně v šesti případech byla 

sledována perzistence stejné linie. I přes velmi malý počet případů, kdy jsme mohli sledovat 

perzistenci rodu Lankesterella mezi sezónami (pouze v pěti případech byl jedinec pozitivní 

v jedné sezóně odchycen i v následující sezóně), bylo možné pozorovat vysokou schopnost 

tohoto rodu přetrvat v infikovaných hostitelích.  

5.3 Porovnání diagnostických metod 

Pomocí světelné mikroskopie a nested PCR bylo vyšetřeno 288 vzorků krve na ptačí kokcidie 

(rody Lankesterella a Isospora) a ptačí haemosporídie (Haemoproteus a Plasmodium). 

Výsledky mikroskopie a PCR se u rodu Lankesterella shodovaly u 267 vzorků, u rodu Isospora 

u 253 vzorků, u rodu Haemoproteus také u 253 vzorků a u rodu Plasmodium u 272 vzorků. U 

krevních kokcídií bylo kombinací obou metod zjištěno 10 % pozitivních vzorků a dalších 12 % 

bylo pouze PCR pozitivních. Výraznější byl tento nepoměr u rodu Isospora, kdy bylo pouze 6 

vzorků pozitivních u obou metod a dalších 25 bylo pozitivních pouze na základě metody PCR 

(u rodu Lankesterella bylo 24 vzorků mikroskopicky i PCR pozitivních a 11 pouze PCR). 

Důvodem byla pravděpodobně nízká parazitémie v periferní krvi. Během životního cyklu 

isospor s extraintestinálním vývojem dochází k úniku infikovaných monocytů ze střeva, odkud 

se dostávají do krve a dalších orgánů a k zakončení cyklu opět putují do střev (Box, 1970; 

Atkinson et al., 2009). Důvodem tak nízké prevalence isospor, zjištěné pomocí mikroskopie, 

může být právě to, že byla většina stádií isospor v době testování ve střevech a jiných orgánech. 

V případě rodu Lankesterella je příčinou menšího množství pozitivních výsledků mikroskopie 

než PCR s největší pravděpodobností také nízká parazitémie v době testování. Ta mohla být 
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způsobena určitou fází životního cyklu, kdy v buňkách střev a dalších orgánů dochází 

k merogonii, gamogonii a sporogonii.  Deset vzorků bylo mikroskopicky pozitivních na ptačí 

kokcídie, ale PCR negativní. Jelikož tyto rody není možné rozlišit pomocí světelné 

mikroskopie, lze výsledek těžko interpretovat. Pochybení PCR u těchto vzorků mohlo být 

způsobeno příliš nízkou koncentrací parazitární DNA či mohla být tato DNA degradována 

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

Prevalence rodu Haemoproteus byla při kombinaci obou metod 18 %. Dalších 7 % bylo 

pozitivních pouze PCR metodou a 6 % pouze mikroskopicky. U rodu Plasmodium bylo 0,7 % 

vzorků pozitivních u obou diagnostických metod a 6 % vzorků bylo pozitivních pouze PCR 

metodou. Pro zjištění koinfekce těchto dvou rodů haemosporídií je nezbytné využití 

mikroskopie (Valkiunas, 2006). Celkově mělo u haemosporídií 82 % vzorků shodný výsledek 

u obou diagnostických metod. Pro porovnání, Chalupová zjistila ve stejném případě shodu 72 

% (Chalupová, 2020, diplomová práce).  
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6 Shrnutí 

• Mezi lety 2015-2023 bylo minimálně dvakrát vyšetřeno 109 jedinců tří druhů rákosníků, ze 

kterých bylo získáno 288 vzorků krve, jež byly testovány na dva rody ptačích kokcídií a 

dva rody haemosporídií 

• Celková prevalence rodu Lankesterella byla 18 %, rodu Isospora 25 %, rodu Haemoproteus 

35 % a rodu Plasmodium 12 % 

• Prevalence rodu Lankesterella, Haemoproteus a Plasmodium byla nejvyšší u rákosníka 

proužkovaného, u rákosníka obecného byla nejvyšší prevalence rodu Isospora 

• Rozdíly v prevalenci mezi druhy rákosníků byly signifikantní pouze u rodu Plasmodium 

• Rozdíly v prevalenci mezi pohlavími nebyly statisticky signifikantní u žádného testovaného 

rodu krevních parazitů 

• Byly zaznamenány signifikantní změny v prevalenci v průběhu sezóny u rodů 

Lankesterella, Isospora a Haemoproteus 

• Na základě genu pro 18S rRNA bylo identifikováno osm fylogenetických linií rodu 

Lankesterella a deset linií rodu Isopora 

• Na základě genu pro cytochrom b byly identifikovány tři linie druhu H. belopolskyi, jedna 

linie druhu H. payevskyi, pět linií rodu Haemoproteus dosud nepřiřazených ke konkrétnímu 

druhu, tři linie druhu P. relictum a dvě linie rodu Plasmodium bez bližší druhové specifikace 

• Byla nalezena jedna nová linie rodu Lankesterella a pět nových linií rodu Isospora  

• Haplotypové sítě rodů Lankesterella a Isospora ukázaly rozdíl jedné báze oproti již známým 

liniím u nově nalezených linií 

• V rámci sezóny byla zjištěna vysoká míra perzistence u rodů Lankesterella a 

Haemoproteus. V 83 % případů zůstali jedinci při druhém vyšetření pozitivní na rod 

Lankesterella. U rodu Haemoproteus přetrvala infekce v 63 % případů. U rodu Isospora 

byla v rámci sezóny nízká perzistence – pouze v 8 % případů zůstal jedinec pozitivní do 

druhého odchytu 

• Mezi sezónami přetrvala infekce u 60 % případů nákazy rodem Lankesterella, 64 % u rodu 

Haemoproteus a 33 % u rodu Isospora 

• Perzistence linií v rámci sezóny korespondovala s perzistencí rodů. Mezi sezónami byla 

perzistence rodu Lankesterella shodná s perzistencí rodu, u rodu Isospora došlo mezi 

sezónami ke změně linií, u rodu Haemoproteus ve dvou případech z 11 došlo ke změně linie 

a u rodu Plasmodium došlo ke změně linie v jednom ze dvou případů 
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• Chybovost mikroskopie a nested PCR byla při detekci rodů Lankesterella a Haemoproteus 

přibližně stejná, zatímco u rodů Isospora a Plasmodium byla nested PCR efektivnější 

metodou detekce  
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7 Závěr 

U rákosníků z modelové lokality Zeměchy byla nejvyšší prevalence rodu Lankesterella u 

rákosníka proužkovaného. Mimo rod Lankesterella byly detekovány rody Isospora, 

Haemoproteus a Plasmodium. Nebyly zjištěny signifikantní rozdíly v prevalenci mezi 

pohlavími hostitelů. V rámci této práce bylo identifikováno celkem osm linií rodu 

Lankesterella, deset linií rodu Isospora, osm linií rodu Haemoproteus a čtyři linie rodu 

Plasmodium. Byla nalezena nová linie rodu Lankesterella a pět nových liníí rodu Isospora. V 

rámci sezóny i mezi sezónami byla zjištěna vysoká míra perzistence u rodů Lankesterella a 

Haemoproteus. Naopak u rodu Isospora byla schopnost přetrvat do dalšího odchytu nízká. 

Metoda nested PCR byla v porovnání se světelnou mikroskopií účinnější v diagnostice u rodů 

Isospora a Plasmodium všech studovaných parazitárních rodů. Tato práce přinesla nová fakta 

o perzistenci a dynamice infekce rodu Lankesterella, která mohou být užitečná při dalším studiu 

tohoto dosud málo známého rodu. 
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