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Abstrakt:

Cilem této diplomové prace bylo zmapovat vyskyt pta¢ich druhi klogt v Ceské republice,
objasnit, jaké linie ptacich trypanosom tito klo$i pfenaseji, a prozkoumat specificitu viici
vektoriim u trypanosom dfive izolovanych z klost. Béhem let 2017 — 2018 byly z pévct
odchyceny tyto ptaci klosi Ornithomya avicularia (91), O. biloba (267), O. fringillina (45),
Ornithoica turdi (6), Stenepteryx hirundinis (1) a Ornithophila metallica (1). Potvrdila se
hostitelska specifita viici vlastovkovitym u druhii O. biloba a S. hirundinis, Ostatni druhy
klosu se vyskytovaly na taznych i stalych ptacich. Fylogeneticka analyza genu pro cytochrom
oxidazu I, ktera zahrnovala i dfive necharakterizovany druh O. metallica, odhalila ptibuznost

tohoto druhu s O. turdi.

Ptaci trypanosomy byly detekovany u O. biloba (prevalence 20 %), O. avicularia
(prevalence 8 %) a O. fringillina (prevalence 4 %). VSechny trypanosomy izolované z klost
pattily do skupiny ptacich trypanosom corvi—culicavium. Fylogenetick4 analyza trypanosom
potvrdila vyskyt péti diive popsanych linii této skupiny, Ctyfi izolaty z ptaci krve tvotily dvé
nové bazalni skupiny. Vétsina sekvenci trypanosom izolovanych z klost tvoftila sesterskou

skupinu diive popsanym liniim.

Specifita vii¢i vektoriim u jednotlivych linii ptadich trypanosom izolovanych z klosi byla
zjistovana experimentalnim sanim laboratornich komard. K linii I (skupina corvi-culicavium)
komati nebyli vnimavi, je tedy mozné, Ze je tato linie specifickd pouze pro kloSe. Pii
experimentalnim sani na linii I dochézelo k silnym infekcim s vysokou prevalenci, nasledné
se stfevy nakazenych komart podaftilo peroralné nakazit kanara. Klo$ by tedy mohl byt

oportunni vektor této linie.



Abstract:

The aim of this thesis was to map the presence of avian hippoboscids in Czechia, clarify
which lineages of avian trypanosomes are transmitted by them, and to test vector specificity
of the trypanosomes that were isolated from louse flies earlier. In the years 2017 —2018 we
found 7 species of louse flies, namely Ornithomya avicularia (91), O. biloba (267), O.
fringillina (45), Ornithoica turdi (6), Stenepteryx hirundinis (1) and Ornithophila metallica
(1). The specificity of O. biloba and S. hirundinis toward Hirudinidae was confirmed. The
other louse fly species were found on both migrant and resident birds. The phylogenetic
analysis of gene for cytochrome ¢ oxidase I which contained a newly characterised species

O. metallica revealed that it is related to O. turdi.

Avian trypanosomes were present in the following species: O. biloba (prevalence 20 %),

O. avicularia (8 %), a O. fringillina (4 %). All trypanosome sequences from hippoboscids
belonged to the avian trypanosome group corvi—culicavium. Phylogenetic analysis of
trypanosome sequences, confirmed the presence of five linieges of avian trypanosomes. Four
trypanosome sequences from birds formed two new basal clades. Most of the trypanosome

sequences from hippoboscids formed a sister group to the previously described lineages.

The vector specificity of different avian trypanosome lineages was tested using laboratory
mosquitoes. A trypanosoma infection did not develop in mosquitoes which fed on lineage |
(group corvi-culicavium), it is therefore possible that it is specific for hippoboscids. When fed
on avian trypanosomes of the lineage I, the mosquitoes developed strong infections with high
prevalence. It was possible to infect a canary with guts of the infected mosquitoes. The

Hippoboscids therefore might be opportunistic vectors of these trypanosomes.
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1 Uvod

Klosi (Hippoboscidae) patii mezi krevsajici kratkokiidly hmyz (Diptera - Brachycera).
Parazituji na mnoha ¢eledich savcii a ptakl. Klosi jsou kosmopolitné rozsifeni, bézné se
nachazeji také na tzemi Ceské republiky. Miazeme zde nalézt ze savéich druhd predevsim
jeleni kloSe (Lipoptena cervi a L. fortisetosa) a ov¢iho klose Melophagus ovinus, z ptacich
druhti jsou zde ptevazné zastupci rodt Ornithomya, Stenepteryx a Crataerina. Vyvoj klosu se
vyznacuje dlouhym vyzivovacim obdobim larvy v téle samice, takzvanou adenotrofni
viviparii. Samice klade jen jednu larvu, kterd je pfedtim vyzivovana mléénymi Zldzami aZ do
doby, kdy je téméf vyvinuta, kratce po nakladeni se larva kukli na hostiteli (Melophagus

ovinus), v hnizdech hostitele (ptaci klosi), nebo ve volném prostiedi (Lipoptena cervi).

Klosi jsou vektory ptacich trypanosom, déle ptenasi n¢které savei trypanosomy

(T. melophagium), apikomplexniho prvoka rodu Haemoprotheus a n¢které filarie
(Dipetalonema dracunculoides). Klosi jsou obligatné krevsajici, krev slouzi jako potrava
samicim i samcim. Stfevo klost je pfizptisobeno k ¢astému ptisunu krve. Prostredi stieva
klost je odlisné od stieva nematocerniho krevsajiciho hmyzu, coz miiZze ovlivnit pfezivani

patogenil ve stfevech a jejich ptfenos.

Trypanosomy jsou dvouhostitel$ti krevni bic¢ikovei, jsou pfenaSeny mezi obratlovci hmyzem a
nékterymi dal§imi bezobratlymi. Ptaci trypanosomy piendsi z hmyzu kromé klost muchnicky
(Simuliidae), komafi (Culicidae), tiplici (Ceratopogonidae) a pravdépodobné i flebotomové
(Phlebotominae). Vyskyt trypanosom ve stievech ptacich klosh byl zaznamendm jiz v
poloving dvacatého stoleti. Pti fylogenetickych analyzach ptacich trypanosom se ukazalo, Ze
trypanosomy izolované z riznych vektort patii do stejné linie (druhu), proto bylo soucasti

této prace také experimentalni ovétreni vnimavosti laboratornich komart k izolatim z klosu.
Cile prace:

1. Zmapovat druhové zastoupeni ptadich klosti v CR a zasadit je do §ir§iho
fylogenetického kontextu

Prozkoumat hostitelskou specifitu klost viici pévclim

Prozkoumat vyskyt linii trypanosom u klost

Experimentalné ovetit moznost pienosu trypanosomy izolované z kloSe na komary

A

Ur¢it fylogenetické vztahy kloSich trypanosom s ostatnimi pta¢imi trypanosomami



2 Literarni prehled

2.1 Strucna charakteristika klosU

Klosi patii mezi hmyz (Insecta), dvouktidlé (Diptera), kratkorohé (Brachycera), do skupiny
Hippoboscoidea, ktera sdruzuje mouchy tsetse (Glosinidae), klose (Hippoboscidae), a
netopyii parazity muchule (Nycteribiidae) a Streblidae; posledné jmenované tii celedi jeste
nékdy byvaji fazeny do skupiny Pupipara, jelikoz samice kladou jiz znacné vyspélou,
nepohyblivou larvu, ktera se zahy kukli. KloSi jsou obligatni parazité obratlovcti. BEhem
evoluce ziskali fadu adaptaci k parazitickému zptsobu zivota, jako zplostélé télo, bodave saci
ustni Gstroji, drapky na konci nohou uzptsobené k tichytu v srsti ¢i pefi, a redukei kiidel nebo
jejich uplnou ztratu. Jakozto dvoukiidli maji klosi jen jeden par kiidel, zadni par je pfeménén
v kyvadélka (haltery). Krev saji ob& pohlavi, samice investuji ziskanou energii do tvorby
vajec a vyzivy kukel, samci do hledani samic. Zadny druh kloe neni adaptovan piimo k sani
krve na ¢lovéku, presto mohou néktefi savei 1 ptaci klosi lidi bodnout, i na nich sat krev
(Lloyd, 2002). Ptaci klo$i byvaji oktidleni, nékteti maji kiidla redukovana (stenepterie), savci
klosi maji kiidla Casto redukovana, nebo je nemaji viibec. Asi nejznamé;jsi klos — klos jeleni

(Lipoptena cervi) ma kiidla v rané dospélosti, po pfistani na hostitele je ale odhazuje.

Ustni Gstroji klost je bodavé — saci a klogi jsou solenofagové. Proboscis je silné
sklerotizovan, potravni kanal tvofi labium, labrum a hypopharynx, k nabodnuti klize hostitele
slouZzi labium (Lloyd, 2002). Klosi se vyskytuji permanentné na hostiteli, vydrZi bez sani krve
jen par dni, samci musi sat krev kazdy den, samice vydrzi bez krve i 3-4 dny, ale pro kladeni
larev potiebuji Castéjsi ptisun potravy, pro maximalni vyuziti svého reprodukéniho potencialu

potiebuji sat krev kazdy den, stejné jako samci (Bennett 1961a)

Klosi stfevo je jako u vétSiny hmyzu rozdé€leno na piedni (stomodeum), stitedni (mesenteron)
a zadni (proctodeum), jednotlivé ¢asti stfeva jsou odd€leny valvami (stomodeélni valva mezi
piednim stfevem a stfednim stfevem, a proctodealni valva mezi stftednim stfevem a zadnim
sttevem viz Obr 1) Stomodeum a proctodeum je vystlano kutikulou, zatimco mesenteron je
tvofen tenkou vrstvou bunék, a tvoii se v ném peritrofickd membrana, kterd miize byt
pfitomna i v zadnim sttevé (Heywood a Molyneux, 1985). Peritrofickd membréana se u
nadceledi Hippoboscoidea tvofi kontinudlné¢ pomoci bunék v ptedni ¢asti stfedniho stfeva, na
rozdil od docasnych parazitii (komati, ovadi), u kterych se peritrofickd membrana tvoii jen po

nasati krve buttkami po celém povrchu mesenteronu.
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Obr 1: Sttevo klose Melophagus ovinus, sv — stomodealni valva, p — pylorus, 1 — ileum, r — rektum;
prevzato z Baquaert 1953 in Mungomba et al. (1989), upraveno

Larvy klost se vyviji v uteru matky, kde jsou vyzivovany mléénymi zldzami. Samice kladou
larvu tfetiho instaru, kterd se ihned po vykladeni kukli. Tato larva uZ nemtZe pfijimat potravu,
ale jeSté se v ni nezapocaly histolytické procesy, kterymi se pfeménuje tkan larvy ve tkan
dospélce béhem stadia kukly u holometabolniho hmyzu (Lloyd, 2002). V zavislosti na roénim
obdobi, kdy byly larvy nakladeny, se kukly vylihnou po n€kolika tydnech, nebo preckaji ve
stadiu kukly celou zimu. Ornithomya biloba méa nejméné jednu generaci z jara (pied letnim
slunovratem), samice kladou do ptacich hnizd larvy, které se vylihnou do 30 dnd, larvy
nakladené pozdéji ziistavaji ve stadiu kukly pfes zimu a na dospélce se preméni az po
piiblizné Sesti mésicich (Kennedy et al., 1975). Bylo také experimentalné prokazano, ze
vystaveni diapauzujicich kukel nizsi teploté (5-10 °C) urychluje jejich vylihnuti (Hérkonen a
Kaitala, 2013). Bennett (1961a) tvrdi, ze kukly klo$t druhu Ornithomya fringillina potebuji k
vyvoji diapausu o délce minimaln€ 150 dni za teploty 24 °C, u dalSich dvou druhi klost

(Ornithoica vicina a Lynchia americana) nebyla tato potieba diapauzy pozorovana.



2.2 Klosi jako pfenaseci trypanosom

Baker (1956a, 1956b, 1956¢) zacal d€lat pokusy s O. avicularia poté, co rok predtim ndhodou
nalezl trypanosomy v tomto hmyzu. Podafilo se experimentalné nakazit kloSe Ornithomya
avicularia sanim na nakazeném havranovi (Corvus frugilegus). Trypanosomy se vyvijely ve
stieveé klosSe, a po inokulaci nékolika vypitvanych stiev do zobaku kanara se kanafi nakazili

trypanosomami.

Bennett (1961b) pifi pokusech nakazit trypanosomami rizné potencialni vektory pozoroval
trypanosomy ve stieve kloSt Ornithomya fringillina a Lynchia americana jen ojedinéle.
Mungomba et al. (1989) pozoroval vyvoj trypanosom v zadnim a stiednim stfevu klose, ve
sttednim stfeve tvofily trypanosomy intracelularni a volné formy, v zadnim stifevé (pyloru a
ileu) byli pfisedli epimastigoti, v rektu pak pfisedli a volni trypomastigoti. V klosich byly
pomoci pitev a PCR identifikovany trypanosomy stejné linie, které byly kultivovany z krve
pevcet a dravct (Zidkova ef al., 2012). Svobodova et al. (2015) pozorovali v odchycenych
klosich Ornithomya avicularia trypanosomy v rektalni ampuli, prevalence trypanosom

v klo$ich byla 5 %.

Baker (1956b) nechal sat kloSe Ornithomya avicularia na experimentalné nakazeném
havranovi, kloSe poté pitval po rozdilnych ¢asovych intervalech od nasati, a sledoval tak
vyvoj infekce trypanosom v kloSich. Z naséatych trypanosom nejprve ve stfednim stievé
vznikaly velké crithididlni formy, poté mensi vietenovité crithidie, z téch poté vznikaly velké
protahlé crithidialni formy, poté vznikaly velké zavalité formy, ve stitednim stfevé kloSe byly

trypanosomy volné, v zadnim stievé byly ptisedlé na kutikularni vystelce.

Ptenos savcich trypanosom klosi je zndm u ov¢iho kloSe Melophagus ovinus, ktery prenasi
nepatogenni trypanosomu ovci 7. melophagium, a u kloSe Lipoptena capreoli, ktery prenasi
prvoka Trypanosoma theodori mezi kozami. Je také pravdépodobné, ze jeleni klos (Lipoptena
cervi) je prenaseCem trypanosom téchto kopytnikii, v kloSich byla nalezena vyvojova stadia

trypanosom (Bose a Petersen, 1991).

2.3 KloSi jako pfenadeci dalSich patogend

Kromé trypanosom ptenasi ptaci kloSi n¢které zastupce parazitického prvoka rodu
Haemoproteus (Apicomplexa) (Baker, 1963). Haemoproteus ma pravdépodobné patologicky
efekt 1 na samotné kloSe, Waite et al. (2012) métili vliv Haemoproteus columbae na pieziti

klost. Samice kloSe Pseudolynchia canariensis po sani na nakazeném holubu hynuly vyrazné



vice nez samice, které saly na nenakazeném holubu, u samct klost nebyla tato zavislost

pozorovana.
Psi klo§ Hippobosca longipenis je vektorem filarie Dipetalonema dracunculoides.

Pomoci PCR byly v klosich detekovany také nekteré patogenni bakterie: Rickettsia belli a
R. monacensis byly nalezeny v klosi Lipoptena cervi (Cerutti et al., 2018), Boleria
burgdorferi a Anaplasma phagocytophylum byly detekovany s vysokou prevalenci (40%,
resp. 29%) v Lipoptena cervi v jihozapadni Pensylvanii (Buss et al., 2016). Bartonella byla
detekovana v Polsku v Lipoptena cervi s 75% prevalenci (Szewczyk et al., 2017). V jizni
Koreji byla pomoci PCR v klo§ich Lipoptena fortisetosa nalezena bakterie Coxiella a krevni

prvoci Theileria ovis a T. luwenshuni (Lee et al., 2016).

Na svém povrchu mohou klosi pfenaset ptaci vSenky, které se drzi svymi kusadly zadecku

klost (Chalupsky, 1980).

Dale se na klosich vyskytuji roztoci specifiéti pro urcity rod klose, samice se usazuji na bazi
ktidel, kde saji hemolymfu a obklopuji se vaji¢ky (Chalupsky, 1980). Samice roztoct byly

nalezeny na zadeccich klo§t Ornithomya anchineuria, na nakazenych kloSich byla jedna az
osm dospélych samic rozto¢l, kazda samice roztoce byla obklopena piiblizné tficeti vajicky

(Goater et al., 2018).

Spekulovalo se také nad tim, zda nejsou klosi pfenaseci péfovych roztoci, Jovani et al. (2001)
studovali tyto asociace na dvou druzich klosh a rozto¢h na ptacich: Crataerina melbae u
rorysa (Apus melba) a Pseudolynchia canariensis u holuba (Columba livia), z 405
vysetfenych klosi nebyly ani u jednoho nalezeni pétovi roztoci, je tedy pravdépodobné, ze

klosi pétové roztoce nepienasi.

2.4 Vyskyt ptacich druhl klosa

Na nasem uzemi se z ptacich druht klost vyskytuji prevazné klosi rodu Ornithomya

(O. avicularia, O. biloba, O. fringillina a O. chloropus), Stenepteryx a Crataerina, dale byly
v Ceské republice nalezeny druhy Ornithoica turdi, Ornithophila metalica,

Olfersia fumipennis, Icosta ardeae, Pseudolynchia canariensis, Crataerina pallida a
Stenepteryx hirundinis (Tab 1). Mezi dalsi druhy ptacich klost patii Icosta zumpti,
Ornithophila gestroi a Ornithomya gigantea v lzraeli (Bear a Freidberg, 1995). V Africe se
v Keni z rodu Ornithomya vyskytuji druhy O. marginalis a O. cecropis (Obona et al., 2016),



na Madagaskaru byly nalezeny druhy Icosta magalasii, Ornithoica podicipis a Ornithoctona

laticornis (Rahola et al., 2011).

V severni Americe se vyskytuji hlavné druhy Ornithoica vicina (Davis, 1998;

Hunter et al., 1994; Main a Anderson, 1970; Wilson a Durden, 2003),

Ornithomya anchineura (Main a Anderson, 1970; Young et al. 1993; Davis, 1998) a
Icosta americana (Young et al., 1993; Hunter et al., 1994; Davis, 1998). V Jizni Americe,
v Brazilii byla nalezena Ornithoica vicina (Amaral et al., 2013; Vaz a Teixeira, 2016),
Ornithoctona erythrocephala a Icosta rufiventris (Vaz a Teixeira, 2016). Bennett (1961b)
v Ontariu (Kanada) odchytil druhy Ornithomya fringillina (nejcastéji odchyceny druh),
Ornithoica vicina a Lynchia americana, je ovsem mozné, ze misto druhu O. fringillina se

jednalo o druh O. anchineura, ktery byva obCas s O. fringillina zaméiovan (Davis, 1998).

Corbet (1956) pozoroval obcasné prelétani klose O. fringillina mezi jednotlivymi hostiteli.
Oznacil chycené kloSe barevnymi teckami na hrudi a stehné a vypustil je na jiném ptacim
hostiteli, nez na kterém byly piivodné nalezeni; vétSina klosu se pti opétovném chyceni
vyskytovala na stejném jedinci, jeden klo$ byl podruhé chycen na stejném ptacim hostiteli po
42 dnech, jinak byli kloSi primérné€ znovu odchyceni po 5,5 dnech. KloSi neméli tendenci
vracet se na puvodniho hostitele, kdyz ptelétli, tak vétSinou na stejny druh. Corbet (1956)
soudi, Ze klos$i nejsou pfili§ specificti viici ptacim hostitellim, ale ptelétaji jen pfi t€sném
kontaktu ptakl. Bennett (1961a) u samic klosi urc¢enych jako O. fringillina nepozoroval

tendence ke zméné hostitele (samci O. fringillina hostitele menili).



Tab 1: Ptaci klosi vyskytujici se v CR a jejich dalsi lokality vyskytu

Druh Vyskyt Hostitel Reference
Ornithoica turdi Jizni Morava pevcei Chalupsky (1980), Sochova et al.,
Izrael - 2017
Kena - Bear a Freidberg, 1995
Obona et al., 2016
Ornithomya Cesko pevcei Chalupsky (1980)
avicularia Izrael pévci Bear a Freidberg, 1995
severni Morava | pévci Sychra et al. 2008
Skandinavie, jih | - Eeva et al. 2015
Japonsko dravci Yamauchi a Kuroki, 2009
Korea pévci a dalsi fady | Kim et al., 2010, Suh et al., 2012
Dansko vlastovkoviti Moller, 2010
Ornithomya chloropus | Jizni Morava pévei Chalupsky (1980)
Izrael - Bear a Freidberg, 1995
Island hrabavi Skirnisson et al. 2012
Island dravci Christensen ef al. 2015
Skandinavie - Eeva et al. 2015
Korea pevci a dalsi fady | Kim et al., 2010, Suh et al., 2012
Ornithomya fringillina | Cesko pévei Chalupsky (1980)
severni Morava | pévci Sychra et al. 2008
Korea pévci Kim et al., 2010
Britanie pévci a dalsi fady | Corbet, 1956
Kanada - Bennett, 1961a
Ornithomya biloba Cesko vlaStovkoviti Chalupsky (1980)
Izrael vlastovkoviti Bear a Freidberg, 1995
severni Morava | vlaStovkoviti Sychra et al. 2008
Ornithophila Jizni Morava pévci Chalupsky (1980)
metallica Izrael - Bear a Freidberg, 1995
Spanélsko hrabavi Milléan et al. 2004
srostloprsti Veiga et al. 2019
Korea pevei Kim et al., 2010, Suh et al., 2012
Olfersia fumipennis JiZzni Morava - Chalupsky (1980)
Icosta ardeae Jizni Cechy Volavkoviti Chalupsky (1980)
Pseudolynchia Jizni Morava M¢ékkozobi Chalupsky (1980)
canariensis Izrael - Bear a Freidberg, 1995
Crataerina pallida Cesko vlastovkoviti Chalupsky (1980)
Izrael vlaStovkoviti Bear a Freidberg, 1995
Stenepteryx hirundinis | Cesko Vlastovkoviti Chalupsky (1980)




2.5 Fylogeneze klos(

Klosi patii do skupiny Hippoboscoidea, Caliptrata, Brachycera, Diptera. Dittmar ef al. (2006)
do fylogenetické analyzy muchuli (Nycteribiidae) a ¢eledi Streblidae zahrnuli také zastupce
celedi Hippoboscidae (Lipoptena cervi, Ornithoica vicina a Ornithomya avicularia).
Hippoboscidae tvotili monofyletickou skupinu, kteréd se délila na dve sesterské skupiny: 1.
Ornithomya avicularia 2. Lipoptena cervi a Ornithoica vicina, ¢eled’ Streblidae zde byla
polyfyletickd, rozd€lena na starosvétské Streblidae a novosvétské Streblidae, Glossina tvotila
sesterskou skupinu novosvétskym Streblidae, starosvétské Streblidae byli sesterskou skupinou
Nycteribiidae, monofylie skupiny Hippoboscoidea byla siln¢ podpoiena. Petersen et al.
(2007) analyzovali n¢kolik sekvenci klost, netopytich parazitii Nycteribiidae a Streblidae,
glosin a dal$ich pfibuznych organismi. K analyze pouzili jadernou 28S rDNA, CTPase
doménu CAD (carbamoyl-fosfat syntetdza 2, aspartat transcarbamoylaza a dihydroorotaza)
mitochondrialni 16S rDNA a cytochrom ¢ oxidazu I. Hippoboscoidea jsou monofyletickym
taxonem se Ctyfmi monofyletickymi ¢eledémi (Glossinidae, Hippoboscidae, Nycteribiidae a
Streblidae), pfiemz &eled Glossinidae je sesterska zbyzku nadéeledi. Celed’ Hippoboscidae
se déli na dvé monofyletické podceledi (Hippoboscinae a Lipopteninae) a jednu podceled’
parafyletickou vii¢i dvéma predeslym (Ornithomynae). Dva pocetné rody klost (Lipoptena a
Ornithomya) nejsou monofyletické, rod Lipoptena je parafyletickyvicéi rodu Melophagus, rod
Ornithomya vici rodim Stenepteryx a Crataerina. Ptislu$nici rodu Ornithomya byli rozdéleni
do dvou skupin, v prvni byly druhy O. avicularia, O. chloropus a O. anchineura, ve druhé
skuping druhy O. biloba, O. fringillina a mimo rod Ornithomya jesté Stenepteryx hirundinis a
Crataerina pallida. Podle Kutty ef al. (2010) ve fylogenetickém stromu utvofeném podle vice
genil (jadernych i mitochondridlnich) jsou Streblidae parafyleticti vii¢i Nycteribiidae,
Hippoboscidae jsou parafyletiéti vii¢i Streblidae a Nycteribiidae. Sochova ez al. (2017)
analyzovali 138 sekvenci brachycer z ¢eledi Glossinidae, Hippoboscidae, Nycteribiidae a
Streblidae. Na rekonstrukci fylogeneze byly pouzity geny pro 16S rRNA, mitochondrialni
genomy. U Celedi Glossinidae a Nycteribiidae byla prokézana jejich monofylie, na rozdil od
celedi Hippoboscidae a Streblidae, coz je v souladu s Petersen et al. (2007),

Ornithoica, postaveni téchto taxonll na fylogenetickém stromu se lisilo v zavislosti na
analyzovaném genu. Celed’ Streblidae je dle této studie parafyletickd viiéi Nycteribiidae, je

tvotena skupinou novosvétskych a starosvétskych zastupct.



Fylogenetické vztahy v ramci skupiny Hippoboscoidea v riznych studiich jsou zndzornény

zjednodusenymi fylogenetickymi stromy (Obr 2).

Liu et al. (2019) vytvorili fylogeneticky strom na zékladé morfologie hrudi. Nycteribiidae a
Streblidae zde tvofili vnitini skupinu ¢eledi Hippoboscidae, rod Ornithoica lezel na bazi
skupiny Pupipara a tvofil sesterskou skupinu zbyvajicim rodam (Hippobosca, Melophagus,

Nycteribosca, Eucampsipoda, Crataerina a Stenepteryx).
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2.6 Adaptace klos0 k parazitismu

Ve skupiné Hippoboscoidea, zahrnujici ¢eledi Glossinidae, Streblidae, Nycteribiidae a
Hippoboscidae jsou adaptace k parazitickému zplisobu Zivota rozdilné v ramci ¢eledi i druhti.
Tyto rozdily jsou zifejmée do jisté miry zplisobeny stupném ptizpisobeni klosii permanentnimu
parazitismu. Nejmén¢ znak svédcicich o parazitickém zpiisobu zivota maji glosiny, které
jsou temporalnimi parazity. Naproti tomu, Ascodipteron phyllorhinae, patiici mezi
starosvétské netopyii kloSe z ¢eledi Streblidae, zije v kiizi netopyrti, a mize byt povazovan za
endoparazita (Barbour, 1910). Petersen et al. (2007) pomoci fylogenetického stromu
sestaveném na zaklad¢ sekvenci odhadli vznik adaptaci klos§t k parazitismu a jejich ptivodni
hostitelské preference. U skupiny Hippoboscoidea se hematofagie vyvinula pouze jednou, a
puvodni druh se ziejmé Zivil sav¢i krvi, adaptace k parazitaci na netopyrech se ziejmée
vyvinula jednou, zatimco adaptace na parazitaci ptaki vznikla dvakrat. Larva Hippoboscoidea
byla nejprve ziejmé pohybliva, schopna se sama zavrtat pod zem (jako u Glossinidae), poté se
pravdépodobné vyvinula nepohybliva larva 3. instaru, ktera se ihned po nakladeni kukli
(Hippoboscidae), a nakonec u netopytich paraziti se vyvinula nejvice adaptovana larva, ktera
se zacina kuklit jiz v t€le matky. Odhozeni kiidel po nalétnuti na hostitele se vyvinulo jednou,
pfi¢emz jeden zéstupce této skupiny ztratil kiidla upln¢; redukce, stejné€ jako uplna ztrata

kiidel pravdépodobné vznikla v evoluci dvakrat.

2.7 Symbiotické bakterie klos(

Jelikoz krev je pro klose obou pohlavi jedinym zdrojem potravy, ma jejich travici systém
rizna specifika. Jednim z nich je pfitomnost symbiotickych bakterii, které se podileji na
degradaci krve, pomahaji klogtim tuto potravu travit a ziskavat potfebné vitaminy. Sochova et
al. (2017) v ramci zkoumani fylogenetické pfibuznosti symbiotickych bakterii nalezli v
kloSich bakterie rodu Arsenophonus, Sodalis a Wolbachia. Cerutti et al. (2018) zkoumali
mikrobiotu 50 klost Crataerina pallida a jedné Ornithomya fringillina. Hlavnim symbiontem
klost byla Wolbachia, ktera byla Casto pfitomna spolu s dal§imi endosymbionty (hlavné rodu
Sodalis). Wolbachia tvotila rozdilné linie v kloSich C. pallida, a Ornithomya fringillina, jedna
se zfejmé o obligatniho endosymbionta klosi, predavaného z matky na potomstvo. Bakterie
rodu Arsenophonus byly nalezeny ve tfech kloSich C. pallida jako jedini endosymbionti.
Duron et al. (2014) zkoumali fylogenetické vztahy mezi bakterii Arsenophonus, a potvrdili
urc¢itou miru koevoluce téchto symbiotickych bakterii a hostitelskych klost. Bakterie ziskané
z klost (Hippoboscidae) byly polyfyletické, ale bakterie jednotlivych roda ptacich klost

tvotily monofyletické skupiny, kromé rodu Ornithomya, jehoz bakterie tvotily skupinu s
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bakteriemi Stenepteryx hirundinis. Fylogenetické vztahy bakterii neodpovidaji presné
fylogenetickym vztahtim jejich hostitelii, napf. sesterskou skupinu bakterii z ptacich klosi
Crataerina a Pseudolynchia tvoii bakterie z plostice Triatoma, nicméné z této analyzy je

patrné, ze se pravdépodobné urcity Cas klosi a jejich stievni bakterie vyvijeli spolecné.

Ptibuzni klost, glosiny, maji také obligatné symbiotické bakterie rodu Wigglesworthia. Bylo
experimentalné zjisténo, ze pii nepiitomnosti téchto bakterii v larvalnim stadiu maji glosiny
problém se spravnym vyvojem imunitniho systému, peritrofické matrix, a jsou nachyln¢;jsi k

nakaze trypanosomami (Aksoy et al., 2014).

Mezi symbionty netopytich klosi patii bakterie rodu Candidatus, Arsenophonus, a
Providencia, fylogeneze symbiontl netopytich klosii odpovida fylogenezi jejich hostitelt

(Morse et al., 2013).

2.8 Stru¢nad charakteristika trypanosom

Trypanosomy jsou dvouhostitel$ti krevni paraziti obratlovet, pfendseni bezobratlymi. Patii do
fiSe Excavata, kmene Euglenozoa, tfidy Kinetoplastea a fadu Trypanosomatida. Nekteti
zastupci rodu Trypanosoma jsou zavaznymi patogeny ¢loveéka, 7. brucei rhodesinse a T. b.
gambiense zptsobuji spavou nemoc v Africe, a 7. cruzi zpisobuje Chagasovu chorobu v jiZni
Americe. Jako vSechna Kinetoplastea, maji trypanosomy kinetoplast, specifickou cast
mitochondrie, tvofenou nahlouc¢enou mitochondridlni DNA, ktera je v kinetoplastu
uspofadana do minikrouzki a maxikrouzki (Volf ef al., 2007), struktura kinetoplastu je
specificka pro jednotlivé linie trypanosom (Ray, 1989; Votypka et al., 2002; Zidkova et

al., 2012) Ptaci trypanosoma 7. avium, u které byla métfena kinetoplastova DNA, ma nezvykle
velké minikrouzky v kinetoplastu, pfi pozorovani kDNA elektronovym mikroskopem byla
zjisténa podobnost téchto struktur s Crithidia fasciculata (Yurchenko et al., 1999).

Ptedek trypanosom byl nejspi§ monoxenni parazit hmyzu (Lukes ef al., 2018), trypanosomy
se poté adaptovaly na zivot v krvi mnoha tiid obratlovcii (ryb, obojzivelnikt, plazi, ptakl a

savcl).
Trypanosomy tvofi ¢tyfi zékladni morfologické formy:

Trypomastigot: protdhla forma, kinetoplast a baze bic¢iku leZi za jadrem, bicik je s télem

buiiky spojen undulujici membranou;

Epimastigot (crithidialni stadium): protdhla forma, kinetoplast a baze bic¢iku lezi t€sné pred

jadrem, nebo vedle jadra, bi¢ik je s ¢asti téla buiiky spojen undulujici membréanou;
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Amastigot: okrouhl4 forma, bicik nevyc¢niva z obrysu téla bunky, intraceluarni stadium u 7.

cruzi, u ptacich trypanosom nepopsany;

Promastigot (Ieptomonddové stadium): protahla forma, kinetoplast a baze biciku na ptednim

konci téla, bicik volny; (Volf et al., 2007).

Ptaci trypanosomy jsou kosmopolitn€ rozsifeny, pravdépodobné jsou kosmopolitn¢ rozsiteny
1 n¢které konkrétni druhy ptacich trypanosom, napt. druh 7. thomasbancroffti, stejna linie
trypanosom byla zaznamenam jak v Cesku (Zidkova et al., 2012), tak v Austrélii

(Slapeta et al., 2016).

2.9 Druhy ptacich trypanosom

Drtive bylo popsano mnoho riznych druhti ptacich trypanosom, ov§em tyto druhy byly
popisovany jen na zaklad¢ nalezu trypanosom v novém druhu ptéka, soudilo se totiz, ze ptaci
trypanosomy jsou striktné hostitelsky specifické. Ukazalo se vSak, Ze trypanosomy izolované
z jednoho ptac¢iho druhu jsou schopné nakazit jiny ptaci druh (Baker, 1956¢).

Zidkova et al., (2012) rozdé¢lili pomoci RAPD analyzy a analyzy RNA malé ribozomalni
podjednotky (SSU rRNA) trypanosomyna 12 linii, pficemz linie zftejmé odpovida druhu.
Popsanych druhti ptacich trypanosom, které byly zaroven molekularné charakterizovany je

v

pet:

Trypanosoma avium je prvnim popsanym druhem ptaci trypanosomy, popsal ji Danilewski
roku 1885, je pfenaSena muchnickami, ovSem stejné linie byly nalezeny i v kloSich
(Hippoboscidae) (Zidkova et al., 2012). Experimentalné byly trypanosomy tohoto druhu
preneseny na laboratorni pévce pomoci tiplikti (Ceratopogonidae) (Svobodova et al., 2017).
T. avium byla téz nalezena pomoci PCR ve flebotomu Lutzomyia caballeroi

(Kato et al., 2011), pozdéji byl experimentalné ovétren prenos 7. avium flebotomy

(Svobodova a Radrova, 2018).

Trypanosoma corvi byla popsana v roce 1908 Stephensem a Christophersenem z vrany
Corvus splendens, molekularné charakterizovana byla mnohem pozdéji

(Votypka et al., 2004). Vektory T. corvi jsou klosi (Hippoboscidae), Mungomba et al. (1989)
experimentalné nakazili kloSe, a sledovali vyvoj trypanosom v jejich stievech, infek¢ni stadia
byla pozorovana v zadnim stfeve. Votypka et al. (2004) pti molekularni analyze 7. corvi,
(izolované Bakerem v Anglii v roce 1970 z havrana) zjistili pfibuznost této trypanosomy

s trypanosomou izolovanou z kloSe. Za ptaci hostitele byly oznaceni krkavcoviti
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(Baker, 1956a; Mungomba et al., 1989), ovSem trypanosomy této linie byly izolovany i
z jinych pévcet a dravet (Zidkova et al., 2012).

Trypanosoma bennetti byla popsana Kirkpatrickem et al. (1986) z postolky pestré

(Falco sparverius), Zidkova et al. (2012) potvrdili genetickou odlisnost 7. bennetti od
ostatnich ptacich trypanosom, ale nebyl znam izolat trypanosom skupiny bennetti z vektora.
Svobodova et al. (2017) nalezli T. bennetti v tiplicich, a provedli také experimentalni sani
T. bennetti na laboratornich tiplicich (Culicoides nubeculosus), a poté prenos z tiplikl na
laboratorniho kanara. Trypanosomy v tiplikach se vyskytovaly v zadni ¢asti mesenteronu,

vzacné v proctodeu.

Trypanosoma culicavium je popsana Votypkou ef al. (2012) z komara Culex pipiens a

Culex modestus, tento druh tvoii rozety, na rozdil od ostatnich ptac¢ich trypanosom, v oblasti
stomodedlni valvy. T. culicavium byla experimentalné pirenesena na kanara (Serinus canaria),
pienos probéhl pozienim komarti, sanim komart se kanar nenakazil, pta¢imi hostiteli

T. culicavium jsou hmyzozravi ptaci. Tato trypanosoma tvoii samostatnou linii pfendSenou
komary ve skupin¢ corvi—culicavium, kam patii také trypanosomy izolované z klost

(Zidkova et al., 2012).

Trypanosoma thomasbancrofti byla popsana Slapetou ez al. (2016) v Australii z medosavek
zlutocernych (Anthochaera phrygia, Passeriformes), tako trypanosoma je molekuldrné téméet
totoZzna s kmenem CULI1S5 z komara Culex pipiens, ktery patii do linie II, do pfibuznosti

T. avium, (spolu s izolaty z budnicka mensiho (Phylloscopus collybita) (Zidkova et al., 2012).

2.10 Vektofi ptacich trypanosom

Ptaci trypanosomy jsou pfenaSeny mezi ptaky rozlicnymi vektory, kromé klost, byli jako
vektofti ptacich trypanosom prokazany muchnicky (Simuliidae), tiplici (Ceratopogonidae),
komati (Culicidae) a flebotomové (Phlebotominae), dalSimi potencialnimi vektory mohou byt
¢melici (Dermanyssidae) (Macfie a Thomson, 1929; Cotton, 1970), plostice - zdketnicoviti
(Reduviidae) (Bennett, 1961b) a suchozemské pijavky (Hirundinea) (Cooper ef al., 2017).
Dale s budu zabyvat jen vektory z fadu Diptera.

2.10.1 Muchnicky

Trypanosomy se v muchnickéach vyvijeji, ptaci se nakazi kontaminativné. (Bennett, 1961b)
nechal ornithofilni muchnicky sat na riznych druzich pévct a hrabavych, nakazenych pta¢imi
trypanosomami, tyto muchnic¢ky byly postupné pitvany, a v jejich stievech se objevovala

leptomonadova, crithididlni (promastigotni, resp. epimastigotni) stadia, byla zaznamenéna 1
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metacyklicka stadia. Fallis et al. (1973) nakazili muchnic¢ky (Simulium adersi, S. impukane,
S. vovax a S. nyasalandicum) trypanosomami z kutat (Gallus domesticus) a kiepelky
(Numida mitrata), stteva muchnicek byla prohliZzena 1-4 dny po nasati, byly v nich pfitomné
trypanosomy. Kurata a kiepelky by nakazeny suspenzi z muchnicek, v jejich krvi se
trypanosomy zacaly objevovat po 10 dnech Votypka et al. (2002) izolovali z muchnicek
Simulium angustipes chycenych v ptirod¢ trypanosomu ze skupiny avium—thomasbancrofti,
tyto trypanosomy byly nalezeny také v dravcich. Trypanosomami z muchnicek se podafilo
nakazit kanara ptes ocni spojivku (Votypka a Svobodova, 2004). Reeves et al. (2007)
molekularné ovétovali ptitomnost trypanosom ve stievech 133 muchnicek odchycenych ve
Finsku, DNA trypanosom byla nalezena v muchnickach Metacnephia lyra a Simulium
vernum. Svobodova et al. (2015) nalezli trypanosomy v Cechach v muchni¢kach Simulium
latipes (nakaZeno bylo 67 % z 219 polapenych jedincit) a Simulium angustipes (4 %

nakazenych z 66 polapenych muchnicek).

Ve stfevech muchnicek nasatych na kufatech a kiepelce byly nejprve prodlouzeni, potom
kratci epimastigoti, mnozici se ve stfednim stfevu muchnicky. Po straveni krve (za 3-4 dny)
se trypanosomy piesunuly do zadniho stieva a rekta, kde tvotily rozety (Fallis et al., 1973).
Metacyklické formy trypanosom byly zaznamenéany v zadnim stievé, ileu a rektalni ampuli.
Trypanosomy tvoftily riiZice a shluky buné€k pfichycenych na chitinové vystelce stieva
hemidesmosomy, pfiblizné€ jedna polovina trypanosom byla volna (Votypka a Svobodova
2004). Trypanosomy byly v zadnim stfevé spatfovany také v muchnickach odchycenych ve

volné ptirod¢ (Svobodova et al., 2015).

2.10.2 Komafri

David a Nair (1955) zaznamenali vyvoj trypanosom z vrabce domaciho (Passer domesticus)
v komérech Culex fatigans, infekcni stadia se u komara vyskytovala v pfednim stieve a
slinnych zldzach. Bennett (1970) pozoroval mnoZeni tfi ze Etyf linii trypanosom v komarech
Aedes, jednou z téchto linii se podafilo opétovné nakazit laboratorniho kanara.

Votypka et al. (2002) odchytavali hmyz v Ceské republice, a izolovali z ngj trypanosomy,

z komara se podafilo izolovat kmen trypanosom CULI, patfici do druhu 7rypanosoma
culicavium. Votypka et al. (2012) nakazili komary Culex pipiens quinquefasciatus
trypanosomami 7. culicavium, v komarech rodu Aedes se infekce neuchytila (resp. pozitivni
byly 2 % téchto komaril, Aedes pravdépodobné neni vhodym vektorem tohoto druhu
trypanosomy). Zidkova et al. (2012) kromé T. culicavium izolovali z komart také

trypanosomy ze skupiny avium, tyto nalezy potvrdili také Svobodova et al. (2015) pitvami
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hmyzu, kdy v komarech C. pipiens a C. modestus byly nalezeny trypanosomy 7. culicavium a
trypanosomy ze skupiny avium, linie II a III. Slapeta et al. (2016) nalezl v medosavkach
zlutoCernych (Anthochaera phrygia) v Australii ptaci trypanosomu, kterd spada do linie 11

(skupina avium) (Zidkova et al., 2012) pojmenoval Trypanosoma thomasbancrofti.

Trypanosoma culicavium v komarech Culex pipiens quinquefasciatus se nejprve nachazi ve
sttednim stfevé komara, odtud se piesouva do predni Casti stieva, a uchyti se ke chitinové
vystelce stomodedlni valvy (Votypka ef al., 2012). Trypanosomy mohou stomodealni valvu
komara ucpat, a omezit tak jeji funkcnost, obdobné jako leismanie stomodealni valvu

flebotomu (Volf et al., 2004).

Pii pitvach komart odchycenych ve volné ptirodé v Cechach byly trypanosomy nalezeny
hlavné ve stomodealni valvé a zadnim stievu komarti (Svobodova et al. 2015). Trypanosomy,
které se ptivodné vyskytovaly v zadnim stfevé byly po experimentalnich ndkazach komara

Culex pipiens quinquefasciatus lokalizovany ve stomodeélni valvé koméart (Szabova, 2008).

2.10.3 Tiplici

Bennett (1961b) se pokusil infikovat ptaky trypanosomami z tiplikli rodu Culicoides, ovsem
kvtli nizké intenzit€ nasledné infekce nejsou tiplici v této studii povaZovani za vektory.
Miltgen a Landau (1982) nechali sat laboratorni tipliky Culicoides nubeculosus, na papousku
Psittacula roseata nakazeném trypanosomami, 5 dni po sani byli patrni matacyklicti
trypomastigoti. U nenakaZzeného papouska se po inokulaci rozdrcenych infikovanych tiplikt
po 11 dnech rozvinula infekce trypanosom. Chandenier et al. (1991) provedli celkem 30
experimentalnich pfenosii trypanosom pomoci tiplika Culicoides nubeculosus na razné druhy
ptékt z Celedi Fringillidae a Estrildidae. Svobodova et al. (2015) v ramci pitev krevsajiciho
hmyzu odchyceného v Ceské republice nenalezli ve stfevech tiplikii trypanosomy, pouze
monoxenni kinetoplastida. Pozdéji Svobodova et al. (2017) nalezli trypanosomy ptibuzné

T. bennetti ve voln¢ odchycenych tiplicich, provedli také experimentalni nédkazu tiplikia

Culicoides nubeculosus trypanosomami 7. avium a T. bennetti.

2.10.4 Flebotomoveé

Kato et al. (2011) nalezli v 2,6 % zkoumanych flebotomt Lutzomyia caballroi trypanosomu
T. avium. Svobodové and Radrova (2018) provedly experimentalni sani flebotom
Lutzomyia longipalpis a Phlebotomus arabicus na trypanosoméach ze skupiny avium—
thomasbancrofti, kmenech izolovanych z muchnicky a dravce. Infekce v obou druzich byly

silné, a pritomné s vysokou prevalenci. Podafilo se nakazit 3 kandry peroralnim podanim
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vypitvanych sttev flebotomut, L. longipalpis se podarilo nakazit sanim na nakazeném kanaru.
Trypanosomy se vyskytovaly v zadnim stfevé flebotomtl. Flebotomové pravdépodobné slouzi
jako vektofi ptacich trypanosom skupiny avium — thomasbancrofti, stejné jako muchnicky,

komafi, klosi a tiplici.

2.11 Fylogeneze ptacich trypanosom

Jak bylo feceno vyse, trypanosomy patii do kmene Euglenozoa, tfidy Kinetoplastea, fadu
Trypanosomatida. Rod Trypanosoma je pravdépodobné monofyleticky (Hamilton et al., 2007,
Yazaki et al., 2017). Jsou ovSem 1 studie, kde se Trypanosoma jevi jako parafyleticky rod
(Maslov et al., 1996) pomoci sekvenace RNA malé ribosomalni podjednotky (SSU rRNA)
vytvofili fylogeneticky strom, kde je Trypanosoma brucei bazalni linii a je sesterskou
skupinou vétSin€ ostatnich trypanosomatid (zbytek rodu Trypanosoma, Crithidia,
Herpetomonas, Phytomonas, Endotrypanum, Leishmania a Leptomonas), z ptacich
trypanosom je zde pouzita 7. avium, ktera tvoti skupinu s 7. cruzi. Hamilton et al. (2007)
vytvofili tii fylogenetické stromy pomoci genu pro glykosomalni glyceraldehyd fosfat
dehydrogendzu (gGAPDH), RNA malé ribosomalni podjednotky (SSU rRNA) a kombinace
genu gGAPDH a SSU rRNA. Dle téchto stromt je rod Trypanosoma monofyleticky, byly zde
pritomné dvé hlavni linie: terestricka a vodni, terestricka linie je pfenaSena prevazné hmyzem,
vodni pfevazné pijavkami. Ptaci trypanosomy tvotily monofyletickou linii ve stromech podle
gGAPDH a gGAPDH+SSU rRNA, délici se na dvé skupiny: 7. avium a T. corvi. Ale dle
stromu podle samotné SSU rRNA tvofily parafyletickou skupinu, kdy ke skupiné 7. bennetti
tvotila sesterskou skupinu 7. grayi z krokodyli a glosin. Do analyzy SSU rRNA ptevazné
netopyfich trypanosom zahrnuli Cavazzana et al. (2010) také n€kolik ptacich trypanosom

(T. avium, T. corvi, izolaty T. sp CUL1 a ATT). Ptaci trypanosomy zde tvoii parafyletickou
skupinu, 7. corvi a izolaty T. sp. CUL1 a ATT tvoti monofyletickou skupinu, ktera je
sesterskou skupinou nékterym savéim trypanosomam (rodim 7. lewisi, T. rangeli, T. dionisi,
T. marinkellei a T. cruzi), T. avium je sesterskou skupinou vSech téchto savcich a ptacich
trypanosom. Votypka et al. (2004) analyzovali sekvence genu pro SSU RNA pochazejici od
35 taxont trypanosom, mezi nimi bylo 10 ptac¢ich, do analyzy bylo zafazeno 5 sekvenci
oznacenych jako 7. avium pochazejicich z ptaci krve a z muchnicky, dale 7. paddae z
ryzovnika Sedého, izolaty T. sp OA6 a CULI1, T. corvi, a T. bennetti. Ptaci trypanosomy
netvotily monofyletickou skupinu, v jedné linii byly 7. avium s T. paddae, které tvotily
sesterskou skupinu zbytku ptacich a n¢kolika savéim a plazim trypanosomam. V zavislosti na

pouzité metodé (metoda maximalni parsimonie, nebo metoda maximalni vérohodnosti) se
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lisilo postaveni 7. bennetti vici zbytku ptacich trypanosom (izolaty 7. sp OA6 a CULI,

T. corvi), motodou maximalni parsimonie byly tyto ptaci trypanosomy monofyletické,
metodou maximalni vérohodnosti byly parafyletické vici 7. grayi. Zidkova et al. (2012)
analyzovali ptaci geny ptacich trypanosom pomoci RAPD analyzy, ptaci trypanosomy byly
takto rozdé€leny do 11 skupin, téchto 11 skupin se utvoftilo také ve fylogenetickém stromu,
ktery poté vytvofili podle genu pro SSU rRNA (Obr. 3) dle této analyzy nejsou ptaci
trypanosomy monofyletické a déli se na tfi skupiny a 12 linii: 1. skupina bennetti (linie VI,
VII, IX, VIII), 2. skupina corvi (linie I, XII, IV, V), 3. skupina avium (linie II, III a X + XI).
V této studii byla také meétena Sitka kinetoplastu a délka buiiky, analyza téchto rozmér
odpovida fylogenezi dle molekularnich dat. Pornpanom et al. (2019) v Thajsku izolovali
trypanosomy z krve dravci a nasledné vytvotili fylogeneticky strom ptacich trypanosom dle
genu pro SSU rRNA, ptali trypanosomy zde také tvoftily tii skupiny (corvi-culicavium,
bennetti, a avium-thomasbancrofti). Tti izolaty patfily do linie X a XI (skupina avium-
thomasbancrofti), zbylych 14 patfilo do skupiny corvi — culicavium, ale nezapadalo do zadné

z linii urcenych Zidkovou et al. (2012).
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Obr 3: Fylogeneticky strom ptacich trypanosom podle SSU rRNA (Zidkovée ef al., 2012), upraveno, tii
hlavni skupiny ptacich trypanosom jsou oznaceny rameckem; linie, které odpovidaji popsanému druhu
trypanosomy jsou oznaceny nazvem tohoto druhu
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3 Metodika

3.1 Odchyt klos(
Pomtcky: chladici box na potraviny

Material: igelitové sacky se zipem

Klosi byli chytani z ptaki polapenych do siti a z vlastov¢ich mlad’at v hnizd€. Sbér probihal
pii odchytu ptakii za uc¢elem krouzkovani. Klosi byli sbirani do sackt, a uchovavani

v chladni¢ce do pitvy. Pokud klosi uhynuli, byli pfemisténi do mrazéku. Byl zaznamenan
hostitel, datum a lokalita. Vétsina klost byla odchycena dobrovolniky z fad ¢lenti laboratoie a
krouzkovatell, ktefi také provadéli ur¢ovani druhu hostitele. Lokality odchytl jsou

znazornény v mapce (Obr 4) a vypsany v Tabulce (2).

Obr 4: Lokality odchytu klosi 2017 - 2018
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Tab 2: Pocty klost odchycenych v jednotlivych krajich

Kraj Pocet klosii | Lokality odchytu

JihoCesky 1 Hnévkovice na pravém biehu Vitavy

Jihomoravsky | 49 Milovicky les

Karlovarsky | 1 Cernava

Pardubicky 5 Biehy

Praha 18 Nebusice (11), Suchdol (6), ZOO Praha (1)

Stiedotesky | 274 Budnany (9), Ci¢ovice (1), Cim (1), Dobroviz (35), Lom Homolék

(2), Hostivice (18), Chote¢ (33), Chrast nad Sazavou (1), Konéprusy
(5), Kosof (8), Kovary (6), Liten (3), Luzce (5), Makottasy (4),
Neumetice (14), Nové Straseci (23), Novy Vestec (2), Slatina (32),
Stiemy (7), Tuchométice (21), Unhost (8), Zeméchy (22)

Ustecky 73 Dobroméfice (42), Drouzkovice (21), LeneSice (5), Mila (5)

3.2 Determinace klost

Pomiicky: Binokularni lupa Olympus SZX — Z7, mikroskop Carl Zeiss Jena Jenaval, pinzety,

nizky
Material: Té€la odchycenych klo§t, medium CMCP 9, podlozni skla, kryci skla (22 x 22)

Determinace probihala dle klice (Chalupsky, 1980; Hutson, 1984). Druhové urceni bylo
provedeno podle kiidel. Kiidla byla oddélena od t€l klo§t pomoci dvou pinzet, ptipadné
ntzek, zamontovana na podlozni sklo do media CMCP 9, a ur€ovana pod mikroskopem dle

determinac¢nich znakt — chloupkt a uspotadani zilek.

3.3 Pitvy klos(

Pomtcky: binokularni lupa Olympus SZX — Z7, mikroskop Carl Zeiss Jena Jenaval, 2
pinzety, kahan

Material: podloZni skla, kryci skla 15 x 15 mm, 96 % ethanol, sterilni fyziologicky roztok,

metanol, barvivo Giemsa-Romanowski

Klosi byli po sbéru uchovavani v chladni¢ce. Pted pitvou byli klosi znehybnéni 96 %
etanolem, poté byla jejich t€la omyta postupné ve dvou kadinkéch sterilniho fyziologického
roztoku. Klosi byli pitvani pod binokularni lupou pomoci dvou pinzet, néstroje byly pred
kazdou pitvou sterilizovany v plameni lihového kahanu. Vypitvana stfeva klost byla poté

prohlizena pod mikroskopem pfti zvétSeni 100400 x.
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Pti zaznamenani infekce trypanosomami byla ¢ast infikovaného stfeva inzulinovou stiikackou
premisténa do kultivaéni nadobky, a ¢ast stieva byla ponechana v lihu v mrazaku pro pozd¢;jsi
molekularni analyzu. Ke kultivaci byly pouzity sklenéné lahvicky, tzv. ,,PENky* o objemu
4ml, s krevnim agarem a izola¢nim mediem (slozeni viz kapitola 3.4), podobné tém, které

pouzival Kucera (1979).

Podlozni skla po pitvach infikovanych klost se zbytky stieva a trypanosom byla po zaschnuti
fixovana metanolem a barvena barvivem Giemsa — Romanowski (20 x zfedénym H>O)
20 min, poté bylo barvivo Setrné smyto vodou. Obarvena podlozni skla byla uschovéna pro

ptipadnou pozd¢jsi kontrolu infekce a forem trypanosom.

3.4 Priprava kultivacnich medii

Pomiucky: flowbox, serologické pipety, centrifugacni zkumavky 50 ml, filtr (Millex-GP
Syringe Filter Unit, 0,22 pl)

Material: RPMI medium 1640, Schneider’s Drosophila medium, Grace’s insect medium,
fetalni bovinni sérum (FBS), sterilni lidska mo¢, amikacin, penicilin, 5-fluorocytosin, NaCl,

Neopepton, agar, dH>O, krali¢i krev

Na kultivaci trypanosom bylo pouzito dvouslozkové medium SNB — 9 s pevnou slozkou
krevnim agarem a tekutou sloZkou overlay, tekuta sloZka byla v n¢kterych ptipadech
nahrazena mediem R + S, nebo izola¢nim mediem. Tekuté medium overlay je chudé na
Ziviny, a pouzivalo se v pfipad¢ rychlého mnoZeni bunék v kultufe. Medium R + S je bohatsi
na zZiviny, bylo pouzito pro kultivaci pomalu rostoucich kultur trypanosom. Izola¢ni medium
obsahuje oproti mediu R + S vice antibiotik a fungicid, pouzivalo se na kultivaci trypanosom
z vypitvanych stfev odchycenych klosl a na izolaci trypanosom z krve ptakt. Postup ptipravy

jednotlivych medii je popséan niZe.

Ptiprava krevniho agaru: NaCl, neopepton, agar a voda byly autoklavovany pti 120 °C po 25
min, po zchladnuti na pfiblizn€ 40 °C byla pfidana krev, smés byla rozmichana a rozplnéna
do kultivacnich lahvi nebo PENek, které byly uzavieny a krevni agar byl ponechén ke

ztuhnuti v §Sikmé poloze, mnoZstvi jednotlivych latek je uvedeno v tabulce 3.

22



Tab 3: SloZeni krevniho agaru

MnoZstvi Latka

0,6 g NaCl

2g Neopepton
2g Agar
Doplnit do 100 ml (bez krve) dH>O

25 ml Krali¢i krev

Ptiprava Overlay: NaCl, neopepton a voda byly autoklavovany pti 120 °C po dobu 25 min,
objemy latek viz Tab 4.

Tab 4: Slozeni tekutého media overlay

MnoZstvi Latka

0,6 g NaCl

2g Neopepton
Doplnit do 100 ml | dH2O

Ptiprava media R + S: Medium R + S bylo mich&no ve flowboxu za pomoci sérologické
pipety a centrifugacnich zkumavek (50 ml). Do zkumavky bylo napipetovano Schneiders
Drosophila medium a medium RPMI 1640 v poméru 1:1, bylo ptidano fetalni bovinni sérum
(FBS) tak, aby tvofilo 10 objemovych % media R + S, déle 2 objemové % moci, sterilizované

ptes filtr a 100 nug / ml amikacinu. Objemy jednotlivych slozek jsou uvedeny v tabulce 5.

Tab 5: Slozeni tekutého media R + S; na 50 ml

MnoZstvi Latka

22 ml Schneiders Drosophila medium
22 ml RPMI 1640

5ml FBS

1 ml Sterilni lidskd mo¢

100 mg / ml | Amikacin (antibiotikum)

Ptiprava izola¢niho media: Izola¢ni medium bylo michano ve sterilnim prosttedi flowboxu.
Nejprve bylo smichdno Grace’s insect medium a medium RPMI v poméru 1:1, poté bylo
navazeno potiebné mnozstvi fluorocytosinu a rozpusténo v 15 ml smési Grace’s insect media
a media RPMI. Tento roztok byl pfecedén ptes filtr do fetdlniho bovinniho séra (FBS), poté
byl pfidan amikacin, penicilin a zbytek do 50ml bylo doplnéno smési Grace’s insect media a

media RPMI. Objemy jsou uvedeny v Tabulce 6.
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Tab 6:Slozeni izola¢niho media; na 50 ml

mnozstvi latka
19,5 ml Grace's insect medium
19,5 ml RPMI 1640
10 ml FBS
1 ml Sterilni lidska moc¢
100 mg / ml Amikacin
1,5 mg/ml Fluorocytosin
5000 TU / ml Penicilin

3.5 Kultivace a kryoprezervace nalezenych trypanosom

Pomicky: flowbox, PENky (Kucera 1979), kryozkumavky, kultiva¢ni zkumavky s Sikmym

dnem

Material: dimethylsulfoxid (DMSO), pevna slozka media SNB — 9 (krevni agar), medium

R + S, izola¢ni medium

Trypanosomy z vypitvaného stfeva pozitivnich klost byly kultivovany v malych PENkach na
krevnim agaru a izola¢nim mediu. Pokud kultury narostly, byly po néjaké dob& pteockovany
do zkumavek s Sikmym dnem na krevni agar a medium R + S. Narostlé kultury byly
pfepipetovany do 15 ml centrifugacni zkumavky a bylo pfidano 7 objemovych %
dimethylsulfoxidu (DMSO) ktery se nechal plisobit 5-8 minut, poté byla smés rozpipetovana
do kryozkumavek, které byly pfendany do -80 °C minimalné¢ na 24 hod, nasledné byly

premistény do tekutého dusiku, kde jsou zachovany pro dalsi pokusy.

3.6 Isolace DNA

Potieby: vortex, centrifuga, termoblo¢ek, homogeniza¢ni plastové pisty

Material: sterilni fyziologicky roztok, High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche),
Isopropanol (Sigma — Aldrich), sterilni zkumavky Eppendorf (1,5 ml)

Téla uhynulych klosi byla rozmisténa po jednom do sterilnich zkumavek. Té€la, kterad byla
skladovéna v lihu byla vyjmuta, lih ze zkumavek byl vylit, zbytek odpaten a nahrazen 800 pl
fyziologického roztoku, do kterého byla vracena téla klosi. Klosi byli protiepani ve
fyziologickém roztoku pomoci vortexu, fyziologicky roztok byl poté vylit. Proplachovani tél
klost ve fyziologickém roztoku se opakovalo 3x, posléze byl zbyly fyziologicky roztok vylit.
K izolaci DNA byl pouzit izola¢ni kit podle manualu Isolation of Nucleic Acids from

Mammalian Tissue. Pted inkubaci v termoblocku byla klosi téla rozdrcena homogeniza¢nim
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pistem. Z Cerstveé uhynulych klost, ktefi nebyli v lihu byla izolovana DNA za pomoci kitu bez

proplachovéni, jinak byl postup stejny jako v predeslém piipadé.

Steva vypitvana z klosu, ktera byla pozitivni na trypanosomy, byla uchovavana v lihu v -24
°C. Pted izolaci DNA byl lih odpafen pomoci termoblocku nastaveného na 37 °C. Po

odpateni lihu byla DNA izolovana pomoci izola¢niho kitu, viz vyse.

Narostl¢ kultury trypanosom byly z kultiva¢nich zkumavek piepipetovany do zkumavky
Eppendorf a 3 x promyty fyziologickym roztokem. Poté byla DNA trypanosom izolovdna

podle postupu popsaného vyse.

3.7 Detekce trypanosom pomoci PCR

Potieby: flowbox, cykler

Material: Emerald Amp GT PCR Master Mix (TaKaRa), PCR H»O, specifické primery,
zkumavky Eppendorf 1,5 ml a PCR 200 pl

Pro detekci trypanosom z uhynulych klost a z vypitvanych stiev byla pouzita metoda nested
PCR pro amplifikaci SSU rRNA genu, s primery v prvnim kroku: S-762 (5°-
GACTTTTGCTTCCTCTA(A/T)TG-3"), a S-763 (5'-CATATGCTTGTTTCAAGGAC-3")
(Maslov et al., 1996; Votypka et al., 2015), ve druhém kroku s primery TRnSSU-F2 (5'-
GARTCTGCGCATGGCTCATTACATCAGA-3") a TRnSSU-R2 (5'-
CRCAGTTTGATGAGCTGCGCCT-3") (Votypka et al., 2015). Pro amplifikaci byl pouZzit
Emerald Master Mix, do reakce v prvnim kroku byl pfidan 1 pl DNA, do reakce v druhém
kroku 1 pl PCR produktu prvniho kroku, viz Tab 7. K inkubaci byl pouZit cykler, nastaveni
programu je uvedeno v tabulce 8. Pro odhaleni ptipadné kontaminace byla po kazdych deseti
vzorcich ptiddna negativni kontrola (bez DNA), jako pozitivni kontrola slouzila DNA

izolovana z piibuzného bicikovce rodu Leishmania.

Tab 7 Reak¢ni smes pro nested PCR

1. Krok 2. Krok
Chemikalie mnoZzstvi | Chemikalie MnozZstvi
Emerald Master Mix | 7 ul Emerald Master Mix 11 pl
H>O 7 ul H>O 11 pul
Mix primert 1 ul Mix primer I ul
DNA 1 pl PCR produkt 1. kroku | 1 pul
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Tab 8: Nastaveni cykleru pro nested PCR

1. Krok 2. Krok
Pocet Teplota Doba trvani | Pocet Teplota Doba trvani
opakovani opakovani
1 94°C 5 min 1 94°C 5 min
30 94°C 1 min 30 94°C 1 min
55°C 1,5 min 64°C 1,5 min
72°C 1,5 min 72°C 1,5 min
1 72°C 5 min 1 72°C 5 min

3.8 Elektroforéza

Pombcky: elektroforézy OWL, hiebeny, zdroj napéti

Materidl: Agardza (Invitrogen Ltd.), TAE pufr (AppliChem Gmbh, BioChemica), SyberSafe
DNA gel stain (Invitrogen Ltd.), GeneRuler TM 100 bp DNA Ladder Plus (Fermentas life

science)

Produkty PCR byly analyzovany na horizontalni elektroforéze, na 1 % agar6zovém gelu
s 0,1% barviva SyberSafe. Byl ptidan pufr TAE, zdroj napéti byl nastaven na 120 V. Jako
marker slouZil Zebfik GeneRuler TM 100 bp DNA Ladder Plus.

Po odpojeni zdroje napéti byl gel pfendan do boxu, osvétlen UV zatfenim a vyfotografovan,

fotografie byly vytiStény a uschovany.

3.9 Sekvenacni reakce

Pomiicky: ledovy stojanek na mikrozkumavky, flowbox, cykler

Material: ExoSAP-IT™ (ThermoFihser scientific), specifické sekvenacni primery, PCR H>O,
PCR mikrozkumavky (200 ul)

Sekvenovany byly vzorky, u kterych byla pomoci elektroforézy prokézana ptitomnost
amplifikovaného useku DNA trypanosom, vzorky na sekvenaci byly zasilany do Laboratote

sekvenace DNA v Biocevu (https://www.natur.cuni.cz/biologie/servisni-laboratore/laborator-

sekvenace-dna). K ptecisténi vzorki byl pouzit ExoSAP-IT™ dle pokyni vyrobce, s tim
rozdilem, Zze misto 2 pul enzymu ExoSAP byl do poc¢atecni reakce pfidan 1 pl. K inkubaci byly
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vyuzity cyklery v laboratofi. DNA trypanosom byla sekvenovana primerem 1000R (5'-
ATGCCTTCGCTGTAGTTCGTCT-3").

3.10 Barcoding klost
Potieby: flowbox, cykler

Materidl: Emerald Amp GT PCR Master Mix, PCR H»O, specifické primery, zkumavky
Eppendorf 1,5 ml a 200 pl, ExoSAP-IT™ (ThermoFihser scientific),

Pro zjisténi pribuzenskych vztaht klost byl sekvenovan gen pro cytochrom c oxidazu I
(COI), pro amplifikaci byly pouzity primery LCO 1490 (5°-
GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3") a HCO 2198 (5°-
TAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3’), (Folmer et al., 1994), dale byl pouzit Emerald
s H.O, v poméru 1:1 (Tab 9), nastaveni cykleru je znazornéno v tabulce 10. Produkt PCR byl
precistén pomoci enzymu ExoSAP, byl ptidan primer LCO 1490, vzorky byly odeslany na
sekvenaci do laboratofe sekvenace DNA v Biocevu

(https://www.natur.cuni.cz/biologie/servisni-laboratore/laborator-sekvenace-dna).

Tab 9: Reak¢éni smés pro barcoding klost

Chemikalie MnoZstvi
Emerald Master Mix | 11 pl
H>O 11 pl
Mix primert 1 ul
DNA 1 ul

Tab 10: Nastaveni cykleru pro reakci s primery LCO a HCO

Pocet opakovani | Teplota | Doba trvani
1 94°C 5 min
35 94°C 1 min
40°C 1 min
72°C 1,5 min
1 72°C 7 min
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3.11 Barcoding trypanosom

Pouzité programy: Genius 9.1.7 (

Pro barcoding trypanosom probihala sekvenace, pomoci tfi primera: 1000R (5°-
ATGCCTTCGCTGTAGTTCGTCT-3"), 577F (5'-GCCAGCACCCGCGGT-3") a 1000F (5°'-
AGACGAACTACAGCGAAGGCAT-3"), viz Tab 11, podle postupu, ktery je popsan v kap.

3.9. Tii ¢asti sekvence byly nasledné otevieny v programu Genius, byly odstranény neptesné

konce sekvenci a sekvence byly spojeny pomoci funkce assemble.

Tab 11: Tabulka pouzitych primert; primery, které byly pouzivany pouze na sekvenaci jsou oznaceny
*, primer LCO byl pouzit na amplifikaci i sekvenaci

Zkratka | Smér Nukleotidy (5°->3") Reference

1000R * | Reverse | ATGCCTTCGCTGTAGTTCGTCT -

577F * Forward | GCCAGCACCCGCGGT (Zidkova et al., 2012)
1000F * | Forward | AGACGAACTACAGCGAAGGCAT -

LCO Forward | GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG (Folmer et al., 1994)
HCO Reverse | TAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA (Folmer et al., 1994)
S762 Reverse | GACTTTTGCTTCCTCTAWTG (Maslov et al., 1996)
S763 Forward | CATATGCTTGTTTCAAGGAC (Maslov et al., 1996)
TR-F2 Forward | GARTCTGCGCATGGCTCATTACATCAGA | (Votypka et al., 2015)
TR-R2 Reverse | CRCAGTTTGATGAGCTGCGCCT (Votypka et al., 2015)

3.12 Fylogeneticka analyza sekvenci klosd

Pouzité programy: BioEdit 7.0.4.1., MAFFT verze 7 (https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/),

RAxML 8.0.0 (Stamatakis, 2014), TreeView 2.0.8, FigTree 1.4.4., CoreDRAW X8 (64 bit1)

Do fylogenetické analyzy klosi bylo zahrnuto celkem 42 sekvenci 35 druhtt dvoukiidlych,

sekvence Ornithoica turdi a Ornithophyla metallica byly ziskany z odchycenych klosi,

ostatni sekvence byly ziskany z databaze GenBank; k fylogenetické analyze byl vybran gen

pro cytochrom c oxidazu I (COI). Z analyzovanych sekvenci nalezelo 28 do celedi

Hippoboscidae, 6 do Streblidae, 4 do Nycteribiidae, 2 Glossinidae a 2 do brachycer mimo

Hippoboscoidea. Alignment byla vytvofena pomoci metody MAFFT (Katoh et al., 2002),

pomoci algoritmu L-INS-i. Pfi tvorb€ alignmentu byly parametry nastaveny defaultné

(skorovani dle vzoru 200PAM / k=2 , penalta za prvni mezeru: 1,53, offset value: 0, neurcité

nukleotidy N vytazeny z alignmentu (nzero)). Alignment byl zobrazen v programu BioEdit
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(Hall, 1999), byly ofezany konce s nejasnymi fluorescencnimi kiivkami chromatogramii,
jednotlivé nukleotidy s nejasnymi fluorescenénimi kiivkami uvnitt sekvence byly nahrazeny
znaky N, R, Y, S, W, K, nebo M. Vysledny alignment obsahoval 635 pozic nukleotidii.
Fylogeneticky strom byl zkonstruovan metodou maximalni vérohodnosti (ML) v programu
RAXML s modelem GTRGAMMALI, pro vyjadieni podpory topologie byl pouzit
bootstrapping s 1000 pseudoreplikaty. Fylogeneticky strom byl zobrazen v programu
TreeView, pro zavérené grafické upravy byly pouzity programy FigTree a CoreDRAW.

3.13 Fylogeneticka analyza trypanosom

Pouzité programy: BioEdit, Mafft, RAXML, Treeview, FigTree, CorelDraw 8X (64 bitil)

Dalsi pomucky: BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov)

Vlastni sekvence byly zobrazeny v programu BioEdit, byly piekontrolovany fluorescencni
ktivky. Stfedni ¢ast sekvenci s dobte ¢itelnymi fluorescencnimi kiivkami byla zkopirovana a

analyzovéna v internetovém algoritmu BLAST.

Do fylogenetické analyzy trypanosom bylo zatazeno 51 vlastnich izolatd z klost ziskanych
behem let 2017 — 2018, 4 izolatl z klosii sekvenovanych diive (Brzonova, nepublikovano),
16 izolath z pévcli odebranych diive v ramci projektu feSeni ptacich trypanosom (Dolnik,
nepublikovano; Tab 12) a sekvenovanych v ramci prace na této studii, dale byly do analyzy
pridany 2 izolaty z klost ziskanych dtive (Zidkova et al., 2012) a znovu sekvenovanych pro
potvrzeni spravnosti sekvenace, z GenBank bylo pfidano 28 sekvenci ptacich trypanosom ze

skupiny corvi — culicavium a 10 sekvenci ptacich trypanosom z jinych skupin.

Postup tvorby fylogenetického stromu byl stejny jako u klost, viz vyse, s tim rozdilem, ze pti
tvorbé alignmentu byl pouzit algoritmus G-INS-i, po vytvofeni alignmentu byly odstranény
hypervariabilni useky, celkovy alignment po ofezéni obsahoval 1977 pozic nukleotidi, ovSem

vét§ina novych sekvenci obsahovala ptiblizné 700 pozic.
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Tab 12: Ptvod sekvenci ptacich trypanosom ziskanych z ptaki; vzorky BB jsou ziskany z krve,
vzorky PAS z namnozené kultury

Nazev izolatu | Rok lokalita Hostitel

BB108 2014 | Tisy rakosnik prouzkovany (Acrocephalus schoenobaenus)
BB410 2014 | Tisy rakosnik obecny (Acrocephalus scirpaceus)
BB640 2014 | Chotec budnicek mensi (Phylloscopus collybita)
BB666 2014 | Tisy rakosnik obecny (Acrocephalus scirpaceus)
BB774 2015 | Zeméchy | budnicek mensi (Phylloscopus collybita)
BB1527 2015 | Tisy rakosnik obecny (Acrocephalus scirpaceus)
BB2527 2016 | Mikulov budnicek lesni (Phylloscopus sibilatrix)
PAS159 2014 | Mikulov lejsek bélokrky (Ficedula albicollis)
PAS187 2014 | Tisy pénice ¢ernohlava (Sylvia atricapilla)
PAS190 2014 | Chotec budnicek mensi (Phylloscopus collybita)
PAS192 2014 | Mikulov strnad obecny (Emberiza citrinella)

PAS226 2015 | Mikulov lejsek bélokrky (Ficedula albicollis)
PAS268 2015 | Zeméchy | slavik obecny (Luscinia megarhynchos)
PAS271 2015 | Mikulov drozd zpévny (Turdus philomelos)

PAS441 2016 | Neumcfice | rdkosnik obecny (Acrocephalus scirpaceus)
PAS443 2016 | Neumetice | rakosnik velky (Acrocephalus arundinaceus)

3.14 Experimentalni sani komard

3.14.1 Trypanosomy a komari

K pokustim za u¢elem nakazit komary byly pouzity kmeny trypanosom OA 08 (skupina

corvi-culicavium, linie I), OA 20 (skupina corvi-culicavium, linie I) a OA 19 (skupina avium-

thomasbancrofti, linie II), kmeny byly izolovany z klo§t rodu Ornithomya, zamrazeny a

uchovavany v tekutém dusiku. Pavod jednotlivych izolath je uveden v tabulce 13.
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Tab 13: Izolaty trypanosom pouzité k membranovému sani komart

Oznaceni | Druh kloSe Ptaci hostitel Lokalita Datum
kmene pitvy klose
OA 08 O. avicularia | krahujec Praha-Dube¢ 27.6.2000

Accipiter nisus

OA 20 O. avicularia | kos cerny Chote¢ 25.10.2017

Turdus merula

OA 19 O. fringillina | rakosnik obecny Neumeéfice 22.7.2016

Acrocephalus scirpaceus

3.14.2 Kultivace trypanosom pro infekéni sani

Pomiicky: flowbox, sterilni Pasteurovy pipety

Materidl: medium R + S, zmraZen4 kultura trypanosom, medium SNB 9 (krevni agar a

overlay), centrifuga¢ni zkumavky 50 ml, kultivacni zkumavky s plochym dnem

Zkumavka s izolatem byla vyjmuta z tekutého dusiku, bylo na kratky ¢as povoleno vicko, aby

pfipadny dusik uvnitf zkumavky vyprchal a nedoslo k vybuchu zkumavky pti zahtati.

Kultury trypanosom z kryozkumavek byly pfeockovany do kultiva¢nich zkumavek

s dvoufazovym mediem SNB 9, kter¢ je tvofeno pevnou slozkou (krevnim agarem) a tekutou
sloZzkou (overlay), ten byl ob¢as nahrazovan tekutym mediem R + S, pfiprava viz kapitola 3.4.
Trypanosomy byly pravidelné pfeoCkovavany do Cerstvych PENek, dokud kultura nenarostla

do potfebného mnoZstvi pro experimentalni sani.

K experimentalnimu sani byli pouziti komaii poddruht Culex pipiens quinquefasciatus a

Culex pipiens molestus z chovl na katedfe parazitologie PiF UK.

3.14.3 Priprava kurecich kzic¢ek

Pomicky: flowbox, pinzety, nizky, kahan

Material: zmraZend kufata, etanol, sterilni fyziologicky roztok, Petriho misky, sterilni

Pasteurovy pipety

Kuzicky byly ziskané z ventralni strany kutat. Rozmrazenym kufatiim bylo na bfi$ni stran¢

oSkubano pefi, ve flowboxu byla sterilnimi nastroji odpreparovana bii$ni klize. Nastroje byly
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sterilizovany v plameni lihového kahanu. Poté byla kiize omyta 2 x 10 minut v ethanolu, a
2 x 10 minut ve fyziologickém roztoku. Pfipravené ktuize byly skladovany v Petriho miskach

v teploté -24 °C.

3.14.4 Pocitani koncentrace trypanosom

Pomiucky: flowbox, Biirkerova pocitaci komurka
Material: fedici roztok, sterilni Pasteurovy pipety

Narostla kultura trypanosom byla promichana, bylo odebrano 10 pl a zfedéno 100 x fedicim
roztokem (1 % formaldehyd; 0,85 % NaCl). Z této zfedéné kultury bylo poté napipetovano 2
x 10 pul do Biirkerovy pocitaci komirky. V obou ¢astech komiirky byl odecten pocet
trypanosom v péti velkych ¢tvercich, coz odpovida poctu trypanosom v 1 pl. Nasledné bylo

dopodteno potfebné mnozstvi krve, aby koncentrace trypanosom v krvi byla 108,

3.14.5 Priprava krmitka s krvi a instalace krmitka do sité s komary
Pomiicky: flowbox, centrifuga Heracus™ Megafuge™ 8, vodni lazeni ED-5 Heating
Circulator with Open Bath (Julabo)

Material: defibrinovana krali¢i krev (Bioveta a.s.); kufeci klizicka; samice komar nejméné 3

dny staré pred prvnim sanim krve, sklenéné krmitko, parafilm

Komplement v krali¢i krvi byl inaktivovan ve vodni 1azni v 56 °C po dobu minimalné€ 30 min.
Narostl¢ kultury trypanosom z kultiva¢nich zkumavek byly i s tekutym mediem slity do jedné
uzaviratelné 50ml zkumavky. Tekuté medium s trypanosomami bylo odstfedéno na centrifuze
(10 min., 4000rpm) z trypanosom se utvofil maly pelet na dn¢ zkumavky, poté bylo odsato
tekuté medium, a trypanosomy byly promichany s odpovidajicim mnoZstvim deaktivované

krve, aby koncentrace v krvi byla 10% bun&k / ml.

Kufeci kiizicka byla opatrné pfipevnéna na krmitko tak, aby ptivodni vné&;jsi strana ziistala vné,
byla napnuta, a pfipevnéna parafilmem. Do krmitka byly napipetovany pfiblizn¢€ 2 ml krve

s trypanosomami.

Krmitko bylo pfipevnéno na stojan, teplota krve byla pomoci vodni 1azné s nastavitelnou
teplotou udrzovana na 37°C. Na krmitko byla pomoci gumicky a kolickl pfipevnéna sit’
s komafimi samicemi tak, aby byla napnutd kize na krmitku pro komary pfistupna. Sani
trvalo 2-3 hodiny, nebo dokud nebyla vétSina samic nasata. Nenasaté samice byly ze sité

odebrany. Sani probihalo v odpolednich hodinach.
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Po ukonceni experimentalniho sani byla pod mikroskopem zkontrolovana ptitomnost zivych

trypanosom v kapce krve, odebrané z krmitka inzulinovou stiikackou.

3.14.6 Uchovavani a pitvy komard
Pomicky: binokularni lupa Olympus SZX — Z7, mikroskop Carl Zeiss Jena Jenaval, pinzeta,
pitvatko, vlhkéa komtirka

Materidl: podlozni skla, kryci skla 15 x 15 mm, sterilni fyziologicky roztok, Methanol,

barvivo Giemsa-Romanowski

Nasati komafi byly uchovavani v sitich na zeleznych konstrukcich v teploté 23 °C, vlhkost
v sitich byla udrzovana pomoci navlhcené vaty, komati byli krmeni 20 % roztokem sachardzy
nasaklym v kousku vaty, ktery byl obménovan v pravidelnych intervalech 2-3 dnd. Pitvy

komari probihaly po defekaci zbytkl krve, nejdiive 10. den po experimentélnim sani.

Pted pitvou byly samice komar znehybnény chladem. Na podloznim skle s dvéma kapkami
fyziologického roztoku byla pod binokuldrni lupou pomoci pitvatka a pinzety komarim
nejprve v prvni kapce oddélena hlava, poté bylo vyjmuto stfevo, a pieneseno do druhé kapky.
Skli¢ka byla pfed prohlédnutim v mikroskopu uchovavana ve vlhké komirce. Pfitomnost,

lokalizace a sila infekce byly zaznamenany do pitevnich protokold.

Ne&kolik podloznich skel po pitvach siln¢ nakazenych komari bylo obarveno barvivem
Giemsa — Romanowski, podle stejného postupu jako sklicka po pitvach klost, popsanym
vyse.

3.15 Svételna mikroskopie

Pomiiky: mikroskop Olympus BX51 TF

Material: imerzni olej

Pouzité programy: QuickPHOTO CAMERA 3.2

Obarvend podlozni skla byla prohlizena pod mikroskopem pfi zvétSeni 100-400 x, po nalezeni
trypanosom bylo nastaveno zvétSeni 1000x s imerznim olejem. Trypanosomy byly poté

vyfotografovany, do snimki bylo pfidano méftitko.

3.16 Skenovaci elektronova mikroskopie

Pomtcky: skenovaci elektronovy mikroskop JEOL 6380 LV,

Materidl: glutaraldehyd, inzulinova stiikacka
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Stieva komart infikovanych stejnou linii trypanosom byla po vypitvani a detekci ve
svételném mikroskopu natrzena pomoci inzulinové stiikacky a fixovéana v glutaraldehydu.
Vzorky byly dale zpracovany v laboratofi elektronové mikroskopie PfF UK, byly pfendany na
terCik, pozlaceny a fotografovany ve skenovacim elektronovém mikroskopu

(https://web.natur.cuni.cz/~lem/).

3.17 Experimentalni inokulace kanara
Pomucky: pipeta

Materidl: Stfeva nakazenych komari, sterilni fyziologicky roztok, ethanol, zkumavka
Eppendorf (1,5 ml), inzulinova stiikacka, sterilni PEN lahve s krevnim agarem, medium R +

S

Kanar pouzity v pokusech byl zakoupen v obchod¢ se zvitaty, a je chovan na katedie
parazitologie. Pfed zacatkem pokusu bylo opakované ovéfeno, zZe kanar neni jiz nakazen
trypanosomami odbérem periferni krve z béhaku z zilky (vena metatarsalis plantaris

superficialis medialis) a naslednou kultivaci na krevnim agaru a mediu R + S.

Experimentalné byl kanar inokulovan 10 stievy vypitvanymi z komard, ktefi byli béhem
membranovém sani nakazeni kmenem trypanosom OA19 (Trypanosoma thomasbancrofti).
Steva byla po vypitvani a prohlédnuti pod mikroskopem piendana do zkumavky s ptiblizné
200 pl fyziologického roztoku, tato smés byla pomalu kanarovi napipetovana do zobaku. Poté

byla infekce v kanarovi sledovdna metodou kultivace a xenodiagnostikou, viz dale.

3.17.1 Kultivace trypanosom z krve kanara

Kandarovi byla odebirana kapka krve z perifernich Zilek b&haku. K odbéru slouzila inzulinova
stiikacka naplnéna cca 150 pl izolaéniho media. Behédk byl nejprve dezinfikovan ethanolem,
inzulinovou sttikackou byla napichnuta periferni zila, z té¢ vytekla kapka krve, ktera byla
inzulinovou stfikackou nasata do media. Odbérem krve rovnou do media bylo zabranéno
srazeni krve. Tekuté medium s krvi bylo vstfiknuto do PENKky s krevnim agarem. PENky byly

kontrolovany po tydnu, celkem tfikrat.

3.17.2 Xenodiagnostika

Na kanarovi saly komaii samice poddruhtt Culex pipiens quinquefascialis a C. p. molestus
nejméné 3 dny staré, které predtim nesaly krev. Kanar byl ve specidlni klicce vlozen do sité
s komary, takto byl ponechén ve tmé po dobu 1 hodinu. Komaii byly uchovévani a pitvani

stejnym zptisobem jako po experimentalnim membranovém sani popsanym vyse.
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3.18 Méreni forem trypanosom

Pouzité programy: ImagelJ (64 bit Java 1.8.0 112), Statistica (verze 6)

Méfeni forem trypanosom probihalo v programu ImageJ. Pomoci funkce Analyze -> set scale
bylo nastaveno méfitko pomoci méfitka vlozené¢ho v snimku. Jednotlivé buiiky trypanosom
byly méteny pomoci pomucky segmented line funkci Analyze -> Measure. Byla zméfena
délka bunky bez bic¢iku, délka biciku (od ptedni ¢asti buiiky po distalni konec biciku), celkova
délka bunky a Sitka bunky.

V programu Statistica byly ziskany popisné tidaje rozméru bunék.
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4 Vysledky

4.1 Druhy odchycenych klos(

V letech 2017 a 2018 bylo odchyceno celkem 411 klost. Odchyceni klosi byli zastupci druhti
Ornithomyi biloba (267), O. avicularia (91), O. fringillina (45), Ornithoica turdi (6),

Stenepteryx hirundinis (1) a Ornithophila metalica (1). Jejich kiidla byla vyfotografovana
(Obr. 5 - 10).

4.2  Geograficky vyskyt ptacich klost v CR

Vyskyt kloSich druhti neni rovnomérny. Ornithoica turdi a Ornithophila metalica byly

nalezeny jen na jizni Moravé, naopak Ornithomya fringillina byla nalezena pouze v Cechéch,

viz tabulka 14.

Tab 14: Zastoupeni druhii klost v Ceské republice

O. biloba | O. avicularia | O. fringillina | O. turdi | DalSi druhy Celkem
Morava | 0 43 0 6 Ornithophila metalica | 40
Cechy | 266 46 45 0 Stenepteryx hirundinis | 358
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obr 5: Ornithomya avicularia

1mm

obr 6. Ornithomya biloba

1mm

obr 7: Ornithomya fringillina
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1mm

obr 8: Ornithophila metalica

Tmm

obr 9: Ornithoica turdi

imm

obr 10: Stenepteryx hirundinis

38



4.3 Fylogeneticka analyza klosd
Mezi odchycenymi klo$i byly i druhy, jejichz DNA sekvence nebyly v genové databazi, proto
jsem osekvenovala ¢ast genu pro cytochrom ¢ oxidazu I (COI) klo$t Ornithoica turdi a
Ornithophila metalica a sestavila fylogeneticky strom, pro objasnéni ptibuzenskych vztahti
mezi klo$i. (Obr 11).

Sarcophaga impatiens JN231277
ﬂ:mmﬁomwﬁ' hominivorax HM185521

Glossina tabaniformis KP979587 308
Glossinidae
Glossina fuscipes fuscipes KP979584
Nycterophilia parnelli KY882262 I Streblidae

Nycteribia stylidiopsis MF462046
Tq:nicmidfa fulvida KF021520 Nycteribiidae
% T Dipseliooda setosa EF531224
L Basilia boardmani EF531225
Megistopoda aranea MH282048
Paratrichobius longicrus MH282127
Trichobius sparsus MH282323

Strebla wiedemanni MH282205
- Trichobius sphaeronotus KY882239

o Ornithoica turdi
4‘ _lj Ormithophila gestroi KJ174684
Ornithophila metallica
Ornithoctona sp. EF531223

Ornithoctona erythrocephala JQ246707
Ornithomya chioropus EF531213

Streblidae

o7

Ormnithomya anchineura EF531227
Omithomya avicularia EF531211
Ornithomya avicularia MF495992
Stenepteryx hirundinis EF531215
Ornithomya biloba EF531212
Crataerina pallida EF531196
Ornithomya fringillina MG674422
Omithomya fringillina EF531214 Hippoboscidae
Pseudolynchia sp. EF531220
Melophagus ovinus EF531209

Melophagus ovinus NC037368
Melophagus ovinus KX870852

100

Ortholfersia minuta EF531221
Hippobosca equina EF531208
_Il Hippobasca rufipes EF531207
Lipoptena mazamae EF531205
SELipoptena depressa EF531206
Lipoptena sp. KR686276
Lipoptena fortisetosa MF491762
Lipoptena cervi KR362251

Lipoptena cervi EF531204
55 Lipoptena cervi MF496025

0.1

Obr 11: Fylogeneticky strom klosti, muchuli, ¢eledi Streblidae a glossin, jako outgroup byly pouzity
sekvence Sarcophaga impatiens a Cochliomyia hominivorax. Byl analyzovan gen pro cytochrom c
oxidazu I (COl), fylogeneticky strom byl sestaven metodou maximalni vérohodnosti v programu
RAXML s modelem GTRGAMMAL U vétvi je uvedena jejich bootstrapova podpora, podpora
bootstrapy nizsi nez 50 % neni uvedena. Dvé nové sekvence jsou tucné.

Ve fylogenetickém stromu je patrna monofylie rodu Glossina (hodnota bootstrapu 80),
piibuznost netopyfich klost Nycteribiidae a Streblidae je podpotena malo (bootstrap 60),
monofylie ¢eledi Hippoboscidae podpotena neni (bootstrap 19). Ptaci klosi tvoti dvé skupiny,

do prvni skupiny spadaji druhy Ornithophila metallica, O. gestroi a Ornithoica turdi
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(bootstrap 54). Druha skupina (bootstrap 97) je tvotena rody Ornithoctona, Ornithomya,
Stenepteryx a Crataerina. Rod Ornithomya je parafyleticky, déli se na dvé vétve, kdy do
jedné spadaji druhy O. chloropus, O. anchineura, O. avicularia (bootstrap 59), a do druhé
vétve O. biloba a O. fringillina, kromé toho 1 Stenepteryx hirundinis a Crataerina pallida
(bootstrap 55). Ptaci klo§ Pseudolynchia sp. tvoii dle fylogenetického stromu sesterskou vétev
k ov¢imu klosi Melophagus ovinus, ovsem jeho umisténi neni dostate¢né podpoteno
bootstrapy. Umisténi sav¢ich klost ve fylogenetickém stromu v ramci skupiny Pupipara také
neni dostate¢né podpoteno bootstrapy, potvrdit Ize pouze monofylii rodu Hippobosca a
rozd¢€leni rodu Lipoptena na 2 monofyletické skupiny s druhy v prvni skupiné: L. mazamae a

L. depressa (bootstrap 99), a ve druhé skupiné L. fortisetosa a L. cervi (bootstrap 89).

4.4  Hostitelska specificita klosd vaci ptac¢im hostitelim

Ptaci hostitelé klost jsou uvedeni v tabulce 15. Podil stalych a taznych ptakli mezi
parazitovanymi jedinci byl zji§tovan pro ovéieni hypotézy, ze jsou druhy Ornithoica turdi a
Ornithomya fringillina do CR zavlékani na migrantech. Podil taznych a stalych ptakii u
jednotlivych druhii klos$t je znazornén na grafu (Obr 12). Ptaci byli rozd¢leni dle

Reifa et al. (2010) na migranty na dlouhé vzdalenosti, migranty na kratké vzdalenosti a stalé

druhy (Tab 15).
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Tab 15: Ptaci hostitelé klost;D — tah na dlouhé vzdalenosti, K — tah na kratké vzdalenosti, S — stali

ptaci, u jednotlivych klost je uveden pocet odchycenych jedincii v zavorkach

Latinsky nazev Cesky nazev Tah Chyceni klosi (pocet)
Acrocephalus arundinaceus rékosnik velky D Ornithomya avicularia (1)
Acrocephalus palustris rakosnik zpévny D O. avicularia (2)

O. fringillina (6)
Acrocephalus scirpaceus rakosnik obecny D O. avicularia (1)

O. fringillina (4)
Acrocephalus schoenobaenus rakosnik prouzkovany | D O. avicularia (1)
Anthus trivialis linduska lesni D O. fringillina (1)
Delichon urbicum jificka obecna D Stenepteryx hirundinis (1)
Ficedula albicollis lejsek bélokrky D O. avicularia (4)
Hirundo rustica Vlastovka D 0. biloba (240)

O. avicularia (1)
Lanius collurio tuhyk obecny D O. fringillina (1)
Locustella luscinioides cvrcilka slavikova D O. avicularia (1)
Luscinia svecica slavik modracek D O. fringillina (1)
Riparia riparia biehule fiéni D O. biloba (4)

O. avicularia (2)
Sylvia borin pénice slavikova D O. avicularia (1)

O. fringillina (2)
Sylvia communis pénice hnédokiidla D O. avicularia (1)

O. fringillina (3)
Sylvia curruca pénice pokfovni D O. fringillina (2)
Carduelis cannabina konopka obecnd K O. fringillina (1)
Coccothraustes coccothraustes | dlask tlustozoby K O. avicularia (3)

Ornithophila metallica (1)

Ornithoica turdi (4)
Emberiza calandra strnad luéni K O. avicularia (1)

O. fringillina (2)
Erithacus rubecula Cervenka obecna K O. fringillina (1)
Fringilla coelebs pénkava obecna K O. avicularia (1)
Motacilla alba konipas bily K O. avicularia (1)
Parus major sykora konadra K O. avicularia (9)

O. fringillina (2)
Phylloscopus collybita budnicek mensi K O. avicularia (1)

O. fringillina (2)
Prunella modularis pévuska modra K O. avicularia (6)

O. fringillina (3)
Sylvia atricapilla pénice ¢ernohlava K O. fringillina (4)
Turdus philomelos drozd zpévny K O. avicularia (9)
Emberiza citrinella strnad obecny S O. avicularia (16)

O. fringillina (4)

Ornithoica turdi (2)
Panurus biarmicus sykofice vousatd S O. avicularia (1)
Parus caeruleus sykora modiinka S O. biloba (1)

O. avicularia (1)

O. fringillina (2)
Passer montanus vrabec polni S O. biloba (1)

O. fringillina (1)
Sitta europaea brhlik lesni S O. avicularia (2)
Turdus merula kos Cerny S O. avicularia (12)
Jynx torquilla krutihlav obecny D O. fringillina (1)
Dendrocopos medius strakapoud prostiedni S O. avicularia (4)
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- (246) (84) {43) (5]
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Q. fringilling Q. turdi

Q. biloba Q. avicularia

® migranti na dlouhé vzdalenosti M migranti na kratké vzdalenosti

® rezidentni viagtovkoviti

Obr 12: Procentualni zastoupeni ptacich hostitelti u jednotlivych druhi klost, ¢islo v zavorkach nad
sloupci udava celkovy pocet odchycenych jedincti daného druhu

U Ornithomya fringillina je patrnd mirna tendence k vyskytu na taznych ptéacich, ktefi tvofti
84 % hostitelt O. fringillina. U druhu Ornithoica turdi bylo odchyceno pouze 6 jedinci,

z toho 4 na migrantech, a 2 na stalych ptacich (Obr 12), O. avicularia je oportunni druh, tazni
ptaci tvofili 57 % hostitelti, byly mezi nimi i tfi vlastovkoviti. Hostiteli druhu O. biloba jsou
prevazné vlastovkoviti (99 %), ovSem ve dvou ptipadech byl O. biloba nalezen na jinych

pevceich (Tab 15, Obr 12).

4.5 Prevalence trypanosom v jednotlivych druzich klosd

Trypanosomy byly detekovany v kloSich druhu Ornithomya biloba, O. avicularia a O.
fringillina. V kloSich druhu O. biloba byla zaznamendna vyrazné vyssi prevalence (19,9 %)
nez ve zbyvajicich dvou druzich (7,8 %, resp. 4,4 %), viz Tab 16.

Tab 16: Prevalence trypanosom v jednotlivych druzich klost, pro kazdy druh je uvedena prevalence
v procentech a ve zlomcich za jednotlivé roky

Druh 2017 2018 Celkem

O. biloba 28,4 % (23/81) 16,7 % (31/186) 19,9 % (53/267)
O. avicularia | 10,5 % (2/19) 7 % (5/71) 7,8 % (7/90)

O. fringillina | 7,7 % (2/26) 0 % (0/19) 4,4 % (2/45)

Prevalence se u druhtt Ornithomya biloba a O. fringillina zna¢né lisily v rdmci sezon (28 % a

17 %, resp. 8 % a 0 %).
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Prvni O. avicularia byla v roce 2017 odchycena 13.6. ze strnada obecného (Emberizia
citrinella) v Milovickém lese na Moravé, posledni O. avicularia 24.10. z kosa ¢erného
(Turdus merula) v Chotéi (stiedni Cechy). Prvni O. fringillina byla v roce 2017 odchycena
23.6. z budnitka mensiho (Phylolloscopus collybita) v Chotéi (stiedni Cechy), posledni

O. fringillina 16.10. ze sykory konadry (Parus major) v ZOO Praha.

V roce 2018 byla prvni O. avicularia chycena 12.5. v Chréstu nad Sazavou (stiedni Cechy) na
pévusce modré (Prunella modularis), posledni 3.12. na strakapoudu prostiednim
(Dendrocopos medius) v Zatisi, ¢asti obce Cim (stiedni Cechy). Prvni O. firingillina v roce
2018 byla chycena 25.6. v Chot¢i (stfedni Cechy) na strnadu obecném (Emberiza citrinella),

posledni 26.10. na sykofe modiince (Cyanistes caeruleus) Chotéi (stiedni Cechy).

4.6 Kultivace trypanosom z klosu

Klost bylo vypitvano 260, z toho pozitivnich bylo 36, Gspésné se uchytily tfi izolaty (OA20,
OA21 a OA22), viz Tab 17. Usp&snost kultivace se ligila u jednotlivych linii, z linie I byl dan
na kultivaci jediny izolat, ktery byl uspésné€ kultivovan a zamrazen, také jediny izolat z linie
IV byl Gspésné kultivovan, jediny nalezeny izolat z linie s kmenem PAS9S5 se nepodatilo
namnozit. Nejvice pokust o kultivaci prob¢hlo u trypanosom z nové linie, zde oznacované

BAZ, z téchto 24 pokust byl pouze jeden GspéSny (Tab 18).

Tab 17: Izolaty trypanosom ziskané z klosi v letech 2017 - 2018

Nazev kmene | Rok izolace | Klo§ Ptaci hostitel Lokalita Linie

OA20 2017 O. avicularia | Turdus merula Chotec I

OA21 2017 O. biloba Hirundo rustica | Drouzkovice | BAZ

OA22 2018 O. avicularia | Parus major Milovicky les | IV (T. corvi)

Tab 18: Uspé&snost kultivace jednotlivych linii ptagich trypanosom

Linie trypanosom Uspé&snost kultivace
I 100 % (1/1)

IV (T. corvi) 100 % (1/1)

PAS 95 0 % (0/1)

BAZ 42 % (1/24)
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4.7 Fylogeneticka analyza sekvenci trypanosom

Vsechny sekvence trypanosom ziskané z klosu v letech 2017 a 2018 pattily do skupiny corvi—
culicavium, ze sekvenci uloZzenych v GenBank byly nejvice ptibuzné kmentim OAS8 (linie 1),
PAS95 (nepopsana linie) a BUT17 (linie IV — T. corvi) (Zidkova et al., 2012). Zastoupeni
linii v riiznych druzich klosi je uvedeno v tabulce 19. Nejvice sekvenci bylo piibuznych

s linii I (58), sekvence byly ze vSech ti druhi klo$i, nejvice trypanosom této linie bylo

z O. biloba (53). Nasledna fylogenetickd analyza odhalila, ze vétSina téchto trypanosom tvori
sesterskou skupinu v§em diive popsanym liniim. Do linie IV (7. corvi) patiily pouze dvé

sekvence z O. avicularia, kmeni PAS95 byly ptibuzné dvé trypanosomy z klost O. avicularia

a O. biloba.

Tab 19: Zastoupent linii trypanosom v riznych druzich klost

Linie trypanosom Hostitel (pocet sekvenci)

I O. avicularia (2), O. fringillina (1)
IV (T corvi) O. avicularia (2)

PAS 95 O. biloba (1), O. avicularia (1)
BAZ O. biloba (47), O. fringillina (2)

Pro detailné;si prozkoumani ptibuzenskych vztahti mezi témito ptac¢imi trypanosomami ze

skupiny corvi-culicavium jsme vytvofili fylogeneticky strom (Obr 13)

Skupina ptacich trypanosom corvi—culicavium je se zvolenymi outgroupy monofyleticka
(bootstrap 100). Z noveé osekvenovanych izolati ptaci krve tvoftila ¢ast (izolaty PAS441,
PAS443, PAS187 a BB2527) dv¢ bazalni linie ve skupiné corvi—culicavium, které jsou zde
pojmenovany NOV I a NOV II. Odvétveni linie NOV I (PAS443, PAS187 a BB2527), ktera
je sesterska zbytku trypanosom ze skupiny corvi-culicabium (,,jadru‘) a linii NOV 11, je
podpoteno (bootstrap 79), odvétveni linie NOV II (PAS441) od ,,jadra* skupiny je téz
podpoieno (bootstrap 85). Ve zbytku skupiny corvi-culicavium jsou patrné linie trypanosom I,
XIIL, IV a V, popsané Zidkovou et al. (2012) a nepopsana linie s izolaty PAS94 a PAS95, zde
oznacend PAS 95. Do linie V (Trypanosoma culicavium) spadaji nové sekvenované izolaty
z ptakl. Do linie IV spadaji dva nové izolaty z klosi, které tvoti skupinu s izolatem z kloSe
OAG6 (bootstrap 55), v této linii jsou tedy trypanosomy rozdéleny na ptaci a klosi, ovSem toto
rozdéleni neni pfili§ podpotfeno bootstrapy. Do linie PAS 95 byla pfifazena jedna nova
sekvence z ptaka a dv€ nové sekvence z kloSe (bootstrap 55). Linie XII obsahuje mimo dvé

puvodni sekvence z lejska bélokrkého (Ficedula albicollis) jeste jednu novou sekvenci
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z tohoto ptaka. Do linie I spadaly 3 nové sekvence z klost a jedna sekvence z ptaka a izolaty
OAS8 a OA7, které byly izolovany Zidkovou et al. (2012), a nyni znovu sekvenovany pro
linie BAZ. Patii sem sekvence ptevazné z kloSe druhu Ornithomya biloba (47), také O.
fringillina (2) trypanosomy z O. avicularia v této skupin€ nejsou, sesterskou skupinou k linii
BAZ tvoti skupina trypanosom z dravct a sov (Pornpanom et al., 2019). V alignmentu byl u
jednotlivych sekvenci linie BAZ rozdil jen ve Spatné Citelnych nukleotidech s double peeky v
chromatogramech, ojedin¢le byla vlozena jedna mezera, v linii I byly vSechny sekvence
stejné, s rozdily jen u Spatné Citelnych nukleotidd, v linii IV byly 2 rozdily mezi kmenem
OAO06 a zbyvajicimi tfemi kmeny, jednalo se o jednu substituci a jednu inzerci nukleotidu.

V linii nov I byly v sekvenci BB2527 tfi substituce nukleotid vzhledem ke zbyvajicim
dvéma sekvencim. U linie PAS 95 se kmen PAS94 lisil od ostatnich sekvenci v jedné inzerci,
od kmene PAS95 ve dvou inzercich. Linie BAZ zastoupena nejvice sekvencemi byla z dfive
znamych linii nejvice piibuzna linii L, liSila se od ni ve 3 substitucich a jedné inzerci

nukleotidu.
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Trypanosoma sp. KU466 MH548535 Hahasturmdrcus)

Trypanosoma sp. KU200 MH548540 ET}&‘

Trypanosoma sp. KU484 MH549536 (Elanus ax:flans)

Trypanosoma sp. KU188 MH549534 (Nisaetus nipalensis;

Trypanosoma sp. KU123 MH549533 (Nisaelus nipalensis,

Trypanosoma sp. KUB21 MH549544 (Otus leftia)
K12/25/7/18 (Omithomyia biloba

Tryl?annsoma sp. MH549539 (Glaucidium cuculoides)
K1/11/9/17 (Ornithomyia biloba)
K36M7 iOrmthomyla gﬂaba F

K21M7 (Ornithomyia biloba) +
K20/17 (Ornithomyia biloba
K12/19/7/116 é()rmrhom yia bfﬁoba)
K4/28/7/05 E rnithomyia biloba
K2/22/9/17 (Ornithomyia biloba
K8/22/9/17 (Ornithomyia biloba)
K11/22/9/17 (Ornithomyia biloba
K18/14/6/18 (Ornithomyia biloba
K5/2219/17 (Ornithomyia biloba)
K1 3/22/9117 éOrmthomyra biloba)
f25:‘6l1l! S rnithomyia biloba)
1 (Ornithomyia blloba)
K11.‘25{G!18 (Ornithomyia biloba)
K3/25/7/18 (Omithomyia biloba)
K10/25/6/18 (Ornithomyia biloba)
K18/18 (Ornithomyia biloba
K52/18 (Ornithomyia biloba
K378 (Ornithomyia biloba
K40/18 (Ornithomyia biloba BAZ
K43/18 (Ornithomyia biloba
K98/18 {0rmthomyla bt/oba}

+ 4+ ++

K34/18 (Qrnithomyia biloba) +
K16/18 (Ornithomyia biloba) +
K418 Omlthomﬁwa biloba) +
K2/25/7/18 (Omithomyia bMoba)
K7/119/7/116 Omrmom yia fnn%ﬂhna)
K6/28/7/05 (Ornithomyia biloba,
K1/25/7/18 (Ornithomyia biloba
K16/22/9/17 (Ornithomyia biloba)

K14/18 {Omtrhomyla bt/obaj
+

&

K53/18 (Ornithomyia biloba
K44/18 (Ornithomyia biloba
K51/18 (Ornithomyia biloba) +
K5/18 (Ornithomyia biloba) +
K100/18 (Omithomyia br/oba)
K10/17 E rnithomyia b:ﬁnba;
K24/17 (Ornithomyia bifoba) +
K35/17 (Ornithomyia fringiflina) +
K27/17 (Ornithomyia biloba) +
K487 (Ornithomyia biloba) +
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Obr 13: Fylogeneticky strom podle genu pro SSU rRNA ptadich trypanosom skupiny corvi — culicavium. Jako
outgroup byly pouzity sekvence trypanosom, nespadajicich do této skupiny. Strom byl vytvoren metodou
maximalni vérohodnosti v programu RAXML s modelem GTRGAMMAL. U vétvi je uvedena bootsrapova
podpora (bootstrapy mensi nez 50 nejsou zobrazeny), nové sekvence jsou tucne.
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4.8 Experimentalni sani komar
Pokousela jsem se experimentalné nakazit laboratorni komary trypanosomami izolovanymi
z klost kvili zjisténi hostitelské specifity a ovéfeni role klost jakoZto oportunnich pfenasect

trypanosom.

4.8.1 Linie | (skupina corvi — culicavium)
Komafi poddruhu Culex pipiens quinquefasciatus, sali na krmitku s krvi obsahujici
trypanosomy kmene OA20 (izolat z kloSe Ornithomya avicularia), v naslednych pitvach bylo

zjisténo, ze nebyl infikovan ani jeden komar z 49 vypitvanych.

Infekce komari linii OAS8 (izoléat z O. avicularia) probihala obdobné jako u linie OA20,

pfi pitvach také nebyla zaznamenéna infekce, komara bylo vypitvano 33.

4.8.2 Linie Il (skupina avium-thomasbancrofti)

K experimentalnimu sani byl pouzit kmen OA19 (izolat z klose Ornithomya fringillina),
pokus byl provadén na komarech Culex pipiens quinquefasciatus, pokus byl dvakrat
opakovan, pii druhém opakovani byl nakazen také poddruh C. p. molestus. V obou opakovani
pokusu byla vétSina komari C. p. quinquefasciatus pozitivni (84 — 97 %). V poddruhu

C. p. molestus byla celkova prevalence 70 % a intenzita infekce srovnatelna predchozim
poddruhem. Oba poddruhy komarti se podatilo nakazit trypanosomami tohoto kmene, pocty

pitvanych a nakazenych komari jsou uvedeny v grafech z pitev (Obr 14 a 15).
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Obr 14: Graf pitev komart Culex pipiens quinquefasciatus po experimentalnim sani na trypanosomach
kmene OA19 (Trypanosoma thomasbancrofti), pokus €. 1
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Obr 15: Srovnani poétu nakazenych komart Culex pipiens quinquefasciatus a Culex pipiens molestus
a intenzity infekce po experimentalnim sani na trypanosomach OA19 (7. thomasbancrofti), pokus €. 2

Trypanosomy se vyskytovaly v zadnim sttevé komara a tvofily rozety (Obr 16, A), pfitomné
byly i pohyblivé volné formy, které byly ovS§em napadné az po natrzeni stfeva. Trypanosomy
vétSinou zapnovaly cely prostor rekta (Obr 16, B). Trypanosomy se pfichycovaly k vystelce

stteva hemidesmosomy (Obr 17).
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Obr 16: A- zadni stftevo Culex pipiens molestus 11. den po infekci trypanosomami kmene OA19 (T.
thomasbancrofti), svételny mikroskop, B - rektum C. p. quinquefasciatus 11. den po infekei, svételny
mikroskop
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Obr 17: trypanosomy piichycené na chitinové vystelce stieva C. p. quinquefasciatus, 20. den po
infekci trypanosomami OA19 (7. thomasbancrofti), skenovaci elektronovy mikroskop (SEM)

4.9 Experimentalni ndkaza kanara

Pro potvrzeni infek¢nosti stadii trypanosom OA19 v koméarech pro ptaci hostitele jsme
vypitvand stfeva s trypanosomami inokulovaly kanarovi. Infekce se v kanarovi uchytila, coz
bylo zjisténo pomoci kultivace a xenodiagnostiky. Sekvenaci a naslednym porovnanim
sekvence z narostlé kultury byla prokdzana ptislusnost téchto trypanosom ke stejné linii jako

OA19 (Trypanosoma thomasbancrofii).

Kanarovi byla od prvniho dne po inokulaci pravidelné odebirana krev na kultivaci, poprvé se

trypanosomy v kultufe objevily 70. den po inokulaci.

Na xenodiagnostiku byli pouziti komati Culex pipiens quinquefasciatus a C. p. molestus, byli
pitvani 11. — 14. den po sani na kanarovi. Usp&$nost nakazy komart je znazornéna v tabulce
20. Xenodiagnostika byla provadéna od 59. dne po inokulaci kanara do 127. dne po inokulaci,
komati byly pozitivni jiZ po prvnim séni. Celkova prevalence v poddruhu

C. p. quinquefasciatus byla 9 % (salo 11 komart), v C. p. molestus 31 % (salo 29 komarti),

infekce v komarech byly vétSinou silné.
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Tab 20: Infekce komart Culex pipiens quinquefasciatus a C. p. molestus nasatych na infikovaném

kanarovi
Dny po inokulaci kanara | Druh Infikovani komari | Intenzita
infekce
59. den C. p. molestus 3/3 Silna
108. den C. p. quinquefasciatus 1/5 Silna
113. den C. p. molestus 2/6 Stiedni
127. den C. p. molestus 1/7 Stiedni
141. den C. p. molestus 3/13 Silna
148. den C. p. quinquefasciatus 0/6 -

4.10 Méreni forem trypanosom

Byly méfeny trypanosomy ze stfeva komart z experimentalni infekce (7. thomasbancroffti,

skupina avium-thomasbancrofti) a trypanosomy na sklicku po pitve kloSe (linie BAZ, skupina

corvi-culicavium, méfené trypanosomy jsou tedy tyto:

1. Kmen OAI19, linie I, C. p. quinquefasciatus
2. Kmen OA19, linie I, C. p. molestus
3. Linie BAZ, Ornithomya biloba

U kazd¢ z téchto kategorii trypanosom bylo méteno 15-17 bunék, byla métena délka téla

buiiky, délka bic¢iku, celkova délka a Sitka buniky (Tab 21 a Obr 18).

Tab 21: Srovnani rozmért bunék trypanosom z experimentalniho sani komart (linie 11, kmen OA19) a
linie BAZ; T - délka téla, B — délka biciku, C — celkova délka, S — §itka buiiky, rozméry buné¢k jsou v

um.

Linie

T £SE (min - max)

B £SE (min - max)

C £SE (min - max)

S £SE (min - max)

II,

culqui

10,6 £0,5 (7,5 - 13)

7+0,5(3—11,3)

17,7+0,7 (13,2 - 24)

1 :l:Oal (Oa7 - 1a4)

II

b

culmol

10,6 £0,6 (6,4 — 14,7)

58404 (3 8,6)

16,4 0,5 (12,6 — 18,7)

10,1 (0,8~ 1,6)

BAZ

b

ornavi

17 £0,4 (14,1 — 19.4)

47403 (2,2 6,5)

21,8 40,5 (16,4 — 23,6)

1,1 £0,04 (0,9 — 1,3)
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Obr 18: Fotografie méfenych trypanosom, svételny mikroskop; A — nakaza trypanosom OA19,

C. p. quinquefasciatus, B — nakaza trypanosom OA19, C. p. molestus, C — trypanosomy linie BAZ,
Ornithomya biloba
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5 Diskuze

5.1 Druhy odchycenych klosd

Podafilo se odchytit druhy Ornithomya biloba (267), O. avicularia (91), O. fringillina (45),
Ornithoica turdi (6), Stenepteryx hirundinis (1) a Ornithophila metallica (1).

Ornithoica turdi a zv1ast€ Ornithophila metallica se na naSem uzemi vyskytuji vzacné, jejich
nalez byl pomérn¢ piekvapivy, Ornithoica turdi byla na uzemi jizni Moravy nalezena i
Sochovou et al. (2017). U druhu O. metallica byly zatim zaznamenany pouze nélezy dvou

jedincti z jizni Moravy v roce 1956 a 1973 (Chalupsky, 1980).

Je s podivem, Ze pfes udavany vyskyt a pfezimovani se v Ceské republice ziejmé hojné
nevyskytuje druh Ornithomya chloropus, ktery se nepodatilo odchytit ani jednou. Vyskyt
O. chloropus je popisovan jak v severnéji polozenych oblastech, na skandinavském
poloostrove (Eeva et al., 2015), Islandu (Skirnisson et al., 2012), tak v teplejSich oblastech,
v Izraeli (Bear a Freidberg, 1995), Chalupsky (1980) udava nalezy z jizni Moravy, ocekava
oviem O. chloropus ina severu CR, a nalezy z jizni Moravy pfipisuje intenzivn&jsim
odchytiim klogt v téchto lokalitach. V tomto stoleti nebyl v CR druh O. chloropus
zaznamenan ani ve studii Sychry et al., (2008), ktera se vénovala pta¢im ektoparazitim na

severovychodé Ceska, ani Sochovou et al. (2017) na jizni Moravs.

5.2 Geograficky vyskyt ptacich klodd v CR

V ramci zbézné analyzy geografického vyskytu byly lokality odchytu klost rozdéleny na
Cechy a Moravu, pfi¢emz na Moravé je pouze jedna lokalita odchytu klost, a to Milovicky
les u Mikulova na jizni Moravé. Ostatni lokality jsou ve stiednich Cechach a severnéji, neni
tedy piekvapive, ze teplomilné druhy klost (Ornithoica turdi a Ornithophila metallica) se
vyskytovaly pouze na Moravé€. Na jizni Moraveé zaznamenali druh Ornithoica turdi také
Sochova et al. (2017), odchytili 6 jedincti u Rybnika Nesyt. O. fringillina, ktera je naopak
typicka pro severni oblasti (Corbet, 1956; Chalupsky, 1980), nebyla odchycena na jizni
Moravé, ale severndji v Cechach. Sychra et al. (2008) odchytéavali kloe z pévci v blizkosti
Noveho Jicina (cca 130 km severovychodné od Milovického lesa), podobné jako na nasich
severnéjsich lokalitach, byli odchyceni klosi druhli O. avicularia, O. fringillina a O. biloba.
Druhy O. turdi a O. metallica nebyli odchyceni ani jednou, je tedy pravdépodobné, ze jihem
Ceské republiky prochazi hranice arealu vyskytu O. turdi a O. metallica, a ze sttedem Ceské

republiky prochdazi jizni hranice arealu O. fringillina.
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Ornithomya biloba byla odchycena jen v Cechach, to je ale zpaisobeno tim, Ze v Cechach na

rozdil od jizni Moravy probihaly odchyty z vlastov¢ich mlad’at.

5.3 Fylogenetickd analyza klos(

Ve fylogenetickém stromu skupiny Hippoboscoidea se nejdiive odvétovala ¢eled” Glossinidae
zde zastoupena dvéma druhy (Glossina tabaniformis a G. fuscipes), netopyii paraziti
Streblidae a Nycteribiidae tvofi sesterskou skupinu ¢eledi Hippoboscidae, stejn€ jako popisuje
Petersen et al. (2007) pti analyze vice geni. Na rozdil od ¢eledi Nycteribiidae je Celed’
Streblidae parafyleticka, jelikoz druh Nycterophilia pamelli ltvoftil sesterskou skupinu
ostatnim Streblidae a Nycteribiidae. Nycterophilia tvotila sesterskou skupinu ostatnim
Nycteribiidae a Streblidae také ve studii Morse et al., (2012) na zaklad¢ stromu podle genu
pro cytochrom c oxidazu II. Ostatni zastupci celedi Streblidae tvotili monofyletickou skupinu

narozdil od Dittmar et al. (2006).

Monofylie ¢eledi Hippoboscidae nebyla dostate¢né podpotena, nicméné klosi jsou ve vétsing
publikovanych analyz monofyleti¢ti (Dittmar et al., 2006; Petersen ef al., 2007;

Lee et al., 2016; Sochova et al., 2017), oviem dle Kutty et al. (2010) byly klosi parafyleti¢ti
vuci Streblidae a Nycteribiidae. Pfibuzenské vztahy mezi zastupci ¢eledi Hippoboscidae

zustavaji tedy castecné zahaleny tajemstvim.

Ve fylogenetickém stromé lezi Ornithophila metallica na stejné vétvi jako O.gestoi, rod
Ornithophila je tedy pravdépodobné monofyleticky. Rod Ornithophila a Ornithoica turdi
tvoii sesterskou skupinu k ostatnim klostim (Hippoboscidae). Ornithoica turdi je v mnoha
znacich odli$na od ostatnich ptacich klosi a jeji umisténi ve fylogenetickém stromu na bazi
celedi Hippoboscidae odpovida morfologii (Chalupsky, 1980). Ve fylogenetickém stromu
vytvoifeném na zakladé morfologie hrudi tvotila Ornithoica také sesterskou skupinu

k ostatnim Hippoboscidae (Liu ef al., 2019). Rod Ornithomya je parafyleticky, mezi skupinu
klosu tohoto rodu spadaji i rody Crataerina a Stenepteryx, coz je také v souladu

s ptedchozimi analyzami (Petersen et al., 2007; Lee et al., 2016; Sochova et al., 2017).

Zajimaveé je sesterské postaveni rodt Ornithoica a Ornithophila, sekvence rodu Ornithophila

nebyly diive zatazeny do podobné fylogenetické analyzy, neni tedy mozné srovnani.

5.4 Hostitelskd specificita klost vici ptacim hostiteldm

Zatimco druh O. avicularia je oportunni, vyskytoval se jak na stalych ptacich, tak na ptacich

migrujicich na dlouh¢ i kratké vzdalenosti véetné vlastovkovitych, druh O. biloba byl z 99 %
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odchycen na vlastovkach, coz potvrzuje, ze je tento druh specificky pro vlastovky, kromé
vlastovek byl odchycen jesté na biehulich (Riparia riparia, vlastovkoviti), ale také na vrabci
polnim (Passer montanus) a sykote modtince (Cyanistes caeruleus). Na vlastovkéach bylo
odchyceno vice klosii nez na ostatnich druzich ptakt, to mize byt zptisobeno tim, Ze odchyt
klost z vlastovek probihal hlavné pti krouzkovani mlad’at, ktera byvaji ¢astéji napadéna klosi

nez dospélci (Corbet, 1956; Davis, 1998; Sychra et al., 2008).

Druh O. fringillina se ptiblizn¢ ze dvou tietin vyskytoval na taznych ptacich, a z jedné tietiny
na stalych ptacich. Byla domnénka, Ze O. fringillina se do Ceska dostava na taznych ptacich
ze severu (Chalupsky, 1980). Corbet (1956) dokazal, ze klosi O. fringillina mohou pielétat

z jednoho hostitele na druhého, vétSinou ale ptelety probihaji jen pfi tésném kontaktu ptaki
mezi jedinci t¢hoz druhu, nebo pfi predaci, Bennett (1961a) pozoroval pfelétani mezi hostiteli
u samci klosi, takze obCasné nalezeni O. fringillina na stalych ptacich nemusi znamenat
zdomacnéni téchto klost v Ceské republice. Dle sou¢asnych vysledkd byla O. fringillina
pritomna z 84 % na taznych ptacich, coz je rozdil oproti druhu O. avicularia, kde tazni ptaci
tvofili pfiblizn€ polovinu parazitovanych druht. O. fringillina byla odchytavana v prib&hu
celé sezony (Cerven - fijen), navic Sychra et al. (2008) pozorovali, Ze pro O. avicularia byli
nejcastéjsi ptaci hostitelé tazné druhy pévuska modré a pénice Cernohlava, a pro druh O.
fringillina byli pta¢imi hostiteli pfevazné stalé druhy vrabec polni, stfizlik obecny, Soupalek
dlouhoprsty a konipas horsky. Tazné ptaky nelze vyloucit jako ptiivodni hostitele O.
fringillina, ov§em piitomnost znacné ¢asti O. fringillina na stalych ptacich spolu s nalezy

tohoto klose v priibéhu celé sezony nasvédéuje zdomacnéni tohoto klose v Cechach.

Ornithoica turdi byla pozorovéana na taznych i stalych ptacich; ackoliv Chalupsky (1980)
popisuje, Ze se v Ceské republice vyskytuje vzacné a nedokonéuje zde Zivotni cyklus, byl
tento klo§ opakované spatfovan a odchycen ze stalych ptakt. O. turdi mize byt v Cesku
odchytit (Svobodova, ustni sdéleni). Sochova et al. (2017) pii odchytu klogi na jizni Moravé
nalezli 6 jedinct O. turdi. U tohoto druhu je pravdépodobné také moznost pieletu na jiného
hostitele, aCkoliv nebyla popséna. Pfitomnost O. turdi na stalych ptacich, a jeho relativné

Casty vyskyt mohou znamenat zdomacnéni tohoto klose na jizni Moravé.

5.5 Prevalence trypanosom v jednotlivych druzich klos(

Trypanosomy byly detekovany pouze u tii odchycenych druhti. V klosich druhu

Ornithomya biloba byla detekovéana vyrazné vyssi prevalence (20,1 %) nez ve zbyvajicich
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dvou druzich (7,8 %, resp. 4,4 %), Tab 15. To mlzZe byt zpisobeno vyssi vnimavosti druhu
O. biloba k trypanosomam, ale vzhledem k hostitelské specifité O. biloba, je potieba brat

v potaz i moznou zvySenou prevalenci trypanosom u vlastovek. Zvysena prevalence

v O. biloba neni pravdépodobné ovlivnéna chytanim téchto klost na mlad’atech, jelikoz
prevalence trypanosom byvé vyssi ve starsich ptacich (Kucera 1983; Slapeta ef al., 2016).

V O. biloba byla pritomna zejména linie BAZ (47 z 48 sekvenci z O. biloba nalezelo do linie
BAZ).

Je zvlastni, ze se prevalence znac¢né liSila v jednotlivych sezondch, zejména u druhu O. biloba
(v roce 2017 ¢inila 28 %, zatimco nasledujici rok 17 %), u O. fringillina byl nizky poctet
odchycenych jedincti (26, resp. 19), rozdil prevalenci (8 %, resp. 0 %) by mohl byt zavadéjici.
Tyto rozdily budou pravdépodobné zplisobeny hostitelskym druhem nebo datem odchytu.

U druhu O. avicularia byl rozdil v prevalencich trypanosom v jednotlivych sezonach maly
odchytu klost z dravcid. Bylo odchyceno celkem 560 jedinct O. avicularia, prevalence byla

5 % (Svobodova et al., 2015), coz je blizké prevalenci trypanosom v O. avicularia v této
studii. Vysokou prevalenci trypanosom v klosich (42 %, 28/67) popisuje

(Mungomba et al., 1989), klosi byli odchyceni z havrana polniho (Corvus frugilegus) a kavky

obecné (C. monedula) v Anglii.

V Ornithoica turdi se trypanosomy nevyskytovaly, to mize byt ovSem ovlivnéno velmi
nizkym poctem (6) odchycenych jedinct tohoto druhu. Neni tedy mozné vyloucit schopnost
O. turdi ptenéSet ptaci trypanosomy, pii vySetieni vice jedincii by trypanosomy mohly byt

prokéazany.

5.6 Kultivace trypanosom z klosU

Kultivace trypanosom z klo$t nebyla pfilis tspé$na, celkova speésnost Cinila v letech 2017 —
2018 pouze 11 %, coZ je ovlivnéno hlavné nizkou GspéSnosti kultivace linie BAZ, kdy se
podatilo Gsp&sné kultivovat jeden izolat z 24 (4 %). Uspé&snost kultivace trypanosom z linii I a
IV (T. corvi) byla 100 % (v obou liniich byl jen jeden pokus o kultivaci), jediny kultivovany
izolat ptibuzny kmeni PAS 95 se neuchytil. Ve studii Svobodoveé ef al. (2015) byla uspéSnost
kultivace vyrazné€ vyssi (52 %), uspésné se podafilo namnozit 12 kmenti z 23; 2 uspesné
kultivované kmeny naleZely k linii I, vétSina (9) patfila k linii IV (7. corvi), a jeden k linii IX

(T. avium).
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5.7 Fylogeneticka analyza sekvenci trypanosom

Pti zbézné analyze sekvenci v algoritmu BLAST byly v kloSich nejvice zastoupené
trypanosomy piibuzné linii I (58 z 62), a to nejvice v druhu Ornithomya biloba (53).

Je zajimavé, Ze ackoliv se tato linie takto masivné vyskytuje v kloSich, v ptacich hostitelich se
prilis nevyskytuje, z izolatu ptaci krve do této linie spadal pouze jeden izolat z budnicka
mensiho (Phylloscopus collybita), tato linie (I) byla také nalezena ve vran¢€ vrubozobé

(Corvus macrorhynchos), eviden¢ni Cislo v GenBank: AB828158.

Ve fylogenetickém stromu (Obr. 13) byla siln€ podpotfena monofylie skupiny ptacich
trypanosom corvi—culicavium, tato skupina je dobfe podpoiend i v ostatnich studiich
(Zidkova et al., 2012; Pornpanom et al., 2019). Z fylogenetického stromu ovSem vyplyva, ze
vétSina sekvenci, které se v algoritmu BLAST jevily pfibuzné linii I tvofi samostatnou linii
(BAZ), kterd neni totozna s linii 1. Ptaci trypanosomy ze supiny corvi—culicavium tvoii
zietelné 5 diive patrnych linii (linie I, XII, IV, V a linie s izolatem PAS9S;

Zidkova et al., 2012) a tfi nové linie (NOV I, NOV Il a BAZ).

Linie NOV I a NOV II, které leZi na bazi skupiny corvi-culicavium, jsou zde zastoupeny jen

sekvencemi z ptakd, neni tedy jasné, co je jejich vektorem.

Do linie BAZ patii vétSina sekvenci trypanosom z O. biloba, a obé sekvence z O. fringillina.
Vzhledem ke specificité O. biloba na vlastovkovité se da ocekavat, Ze se budou jeji
trypanosomy vyskytovat ve vlaStovkéach, ov§em pfi analyze krve z vlastovek z roku

2015 - 2017 nebyla tato linie ani jednou zaznamenéna (Dolnik, nepublikovano). Krev byla
analyzovana z 59 vlaStovek, z toho bylo 9 nakazeno trypanosomami skupiny avium—
thomasbancrofti, dva jedinci byli nakaZeni 7. culicavium (linie V) a jeden trypanosomami ze
skupiny bennetti To, Ze se tato linie, ktera je hojné zastoupena v kloSich, neobjevuje v ptacich,
muze byt dano relativné nizkym poctem vySetfenych vlastovek. Moznymi hostiteli této linie
trypanosom jsou také dravci; Pornpanom ef al. (2019) nasli v Thajsku v dravcich
trypanosomy blizce trypanosomam line BAZ z klo$i. V linii BAZ se vyskytovaly
trypanosomy z druhlt Ornithomya biloba a O. fringillina, nikoliv vSak z druhu O. avicularia.
Klos$i Ornithomya biloba a O. fringillina spolu s druhy Crataerina palida a Stenepteryx
hirundinis tvofi monofyletickou skupinu dle fylogenetické analyzy v této praci, i dalSich
fylogenetickych analyz (Petersen et al., 2007; Sochova et al., 2017), je tedy mozné, ze

trypanosomy bazalni linie jsou schopné vyvoje jen v této skupiné klost. Vzhledem k relativné
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nizkému poctu pozitivnich O. avicularia se ovsem také muze jednat o ndhodu, a bylo by

dobré tuto problematiku dale zkoumat.

vvvvvv

z O. avicularia (5), a nove také trypanosomy z O. fringillina (1). Jedinym zatim znamym

vektorem linie IV je druh O. avicularia, jak bylo popsano i dive (Zidkova et al., 2012).

Do linie s kmenem PAS95 spadaly dvé nové sekvence z klost Ornithomya biloba a
O. avicularia. Klo$ O. biloba, z jehoz vypitvaného stfeva pochazela jedna sekvence, mél
patrnou infekci trypanosom ve stieve, je tedy pravdépodobné, ze klosi jsou vektory této linie

trypanosom, u které byly diive zndmy jen izolaty z ptaki.

5.8 Experimentalni sani komaru

Cilem experimentalnich ndkaz koméara bylo zjistit hostitelskou specifitu trypanosom a
objasnit roli klost jakozto oportunnich pfenasecu trypanosom. Traveni krve ve sttevé kloSe
probihé jinak nez ve stfev€ komara, paraziti ve stfeve klo$ maji Casty piisun krve, a
permanentni peritrofickou membranu, zatimco komaii se kromé krve zivi 1 rostlinnymi
Stavami, a traveni neprobihd permanentné, peritroficka membrana se u komart tvofi jen po
nasati. Méli jsme tedy hypotézu, Ze v prostiedi stieva kloSe by mohly trypanosomy snaze
prezivat a vyvijet se a klosi by mohly slouZit jako oportunni vektofi ptacich trypanosom jinak

pfenaSenych komary.

5.8.1 Sani komard na linii | (skupina corvi-culicavium)

Komati sali krev s trypanosomami linie I, kmeny OA8 a OA20, infekce se po sani ani u
jednoho z téchto kmentli v komérech neuchytily. Trypanosomy této linie jsou pravdépodobné
pfenaseny jen klosi, a komafi nehraji v jejich pfenosu roli, jelikoz tyto trypanosomy nejsou
schopné vyvoje v komarech. Do skupiny corvi—culicavium také spada linie V, coz je
Trypanosoma culicavium, specificka pro komary (Votypka et al., 2012; Zidkova et al., 2012;
Svobodova et al., 2015), je tedy moZné, Ze jednotlivé linie trypanosom ze skupiny corvi—

culicavium jsou vektorové specifické.

Do budoucna by bylo pfinosné vyzkouSet experimentalni infekci komart s dalS§imi liniemi
z této skupiny, napft. s linii IV, linii BAZ, a také s izolaty z pévct linie NOV [ a NOV 11, které
se fylogeneticky zna¢né€ odliSuji od ostatnich trypanosom skupiny corvi-culicavium, a jejichz

vektor neni zatim znam.
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5.8.2 Sani komard na linii Il (avium-thomasbancrofti)

Druhé skupina trypanosom, se kterou jsem délala experimentélni sani, je skupina avium—
thomasbancrofti. Klosi izolat OA19 je podle sekvenci SSU rRNA totozny s izolatem z
komara CUL15 (Zidkova et al., 2012), jejichZ linie byla popsana Slapetou ef al. (2016) jako
T. thomasbancrofti. Kmen OA19 zptsoboval silné infekce ve vétSin€ komart, je tedy
pravdépodobné, ze komafi jsou vektory této trypanosomy, a klosi mohou slouzit jako

oportunni vektofi.

Ze skupiny avium—thomasbancrofti byly zatim ziskany pouze 2 izolaty z klosti; krom¢ kmene
OA19, spadajiciho do linie II, ktera je jinak zfejmé prendSena komary rodu Culex, byl jeste
izolovan kmen OA11, ktery spada do linie X + XI, ktera je jinak pfendSend muchnickami

(Zidkova et al., 2012).

Vzhledem k tomu, Ze ve stfevé klost se na rozdil od nematocerniho hmyzu krev vyskytuje
permanentné, je také mozné, Ze se jedna o ndhodné zachyty trypanosom, které ptrezivaji

v nasaté krvi, ale nejsou schopné tvorby infekcnich stadii a ndkazy ptaciho hostitele.
Trypanosomy ze skupiny avium-thomasbancrofti jsou schopni piendset i tiplici
(Ceratopogonidae) (Svobodova et al., 2017), je tedy mozné, Ze tato skupina trypanosom neni

prilis hostitelsky specificka, a klosi také slouZi jako oportunni vektofi.

5.9 Experimentalni ndkaza kanara linii Il (T. thomasbancrofti, skupina avium-

thomasbancrofti)
Kandra se podaftilo nakazit izolatem plivodem z kloSe, a to stadii ze stfev po experimentalni
infekci komard. To dale podporuje hypotézu o komarech jakozto hlavnich ptenasecich

T. thomasbancrofti, jelikoZ se v nich tvoii infek¢ni stadia.

Je zajimavé, Ze nadkaza byla prokédzana v kanarovi po delsi dobé (kultury byly pozitivni az 70.
den po inokulaci kanara), coz je v rozporu s vysledky Baker (1956c¢), kde byly trypanosomy
nalézany jiz tyden po infekci, Baker pracoval pravdépodobné s prvokem Trypanosoma corvi
ze skupiny corvi—culicavium, a nakazil experimentalni pévce peroralné stfevy vypitvanych
klost. Votypka a Svobodova (2004) experimentalné nakazili kanary 7. avium ze stfev

z muchnicek, u kanart se, obdobn¢ jako v Baker (1956b), objevily trypanosomy jiz 8. den po

infekci.
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5.10 Méreniforem trypanosom
Formy trypanosom z obou druhti experimentalné nakazenych komari mély ptiblizné stejné
rozmeéry, trypanosomy z bazalni linie z klose Ornithomya biloba byly vyrazn¢ delsi a celkove

vEtsi nez trypanosomy z experimentalnich infekci komart.

U linie II (7. thomasbancrofti) byly rozméry téla bunky trypanosom z experimentalniho sani
komari ptiblizné stejné (10,6 um) jako dfive naméfené rozméry mensich epimastigotii a
trypomastigotti (11 um; Zidkova et al., 2012), vétsi epimastigoti (19 um), ktefi byly nalezeni
diive se zde nevyskytovali. Trypanosomy z experimentalnich infekei se ve stievé komart
vyskytovaly ve form¢ tenkych trypomastigotti a kratkych a Sirokych promastigott (Obr. 18),
metacyklickymi stadii jsou pravdépodobné trypomastigoti. V komarech

Culex pipiens molestus se tvoii stejné formy jako v C. p. quinquefasciatus.

Trypanosomy nalezici do linie BAZ z O. biloba métily v pruméru 22 pm, byly tedy mirné
delsi nez trypanosomy z linie I (20 pm, Zidkova et al., 2012), které jsou jim nejvice piibuzné,
z hlediska rozmért byly bliz8i trypanosomém z linie IV, jejichZ primérnd délka téla byla

22 um.

Je nutné poznamenat, Ze métfeni délky biciku a Sifka buniky miiZze byt ovlivnéno nizkym
rozliSenim optického mikroskopu v piipadé Sifky buiiky, a Spatnou viditelnosti biciku na

sklicku.
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6 Zaver
Na tzemi Ceské republiky se kromé o&ekavanych druhii ptadich klogt (Ornithomya

avicularia, O. biloba, O. fringillina, O. turdi a Stenepteryx hirundinis) po ojedinélych starSich

nalez opét potvrdila i pfitomnost i druhu Ornithophila metallica

Vsechny ptaci trypanosomy izolované z klosi v letech 2017 a 2018 pfislusely do skupiny
corvi—culicavium. V ramci fylogenetického stromu se podafilo identifikovat tii nové linie.
Linie BAZ je tvotfena pouze sekvencemi trypanosom z klost, z diive popsanych linii ma
nejblize k linii I. Sekvence trypanosom z ptaki tvofily dveé nové linie, sesterské ke zbytku
trypanosom skupiny corvi-culicavium. jejich vektor je neznamy. K linii PAS 95, ve které byly
diive jen sekvence z ptaku, fylogenetické analyza pfifadila i nové sekvence z klost, klosi se

jevi jako pravdépodobni vektofi této linie.

Experimentalni sani komari na kmenech OA8 a OA20 (linie I, skupina corvi-culicavium)

bylo negativni, komati se nenakazili, pravdépodobné tedy nejsou vektory této linie.

Po sani komard na kmeni OA19 (Trypanosoma thomasbancrofti, linie 11, skupina avium-
thomasbancrofti) byla vysoka prevalence a vysokd intenzita infekce v obou

poddruzich koméart Culex pipiens, podatilo se také nakazit kanara inokulaci infikovanych
komafich stiev, coz dokazuje, Ze tato trypanosoma muze byt pfenaSena komary. Vzhledem
k plivodnimu nélezu v klosi je mozné, ze T. thomasbancrofti miZe byt pfenaSena komary i

klos$i, neni ale zatim jisté, zda se v kloSich vyskytuji infekéni stadia.
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