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Stres se vyznamnym zplsobem promitd do nejriznéjsich fyziologickych pochodi Zivocich(, tedy i na
zdravotni stav jedince (Al-Murrani et al. 2006). Ackoliv existuje mnoho zptisobu jak stanovovat zdravotni
stav, hematologické vySetreni patfi mezi nejpouzivanéjsi metody (Ardia & Schat 2008, Vinkler et al. 2010).
Naptiklad studie provadéna na kuru domacim ukazala vys$si hladinu H/L u slepic chovanych bez podestylky
a krmenych granulovanou stravou nez u slepic chovanych na slaméné podestylce a krmenych kaSovitou
stravou (El Lethey et al. 2000). Nicméné hematologické metody pfi studiu volné Zijicich Zivocicht nebyly
zatim dostatecné vyuzity.

Metodika

Nas tym disponuje daty o mladatech sykory konadry (hmotnost, zékladni miry, hematologicka data, vzorky
pefi), kterd byla odchycena v hnizdnich budkach na studijni plose Cimicky-Déblicky haj. Mladatim byl do
pravého kridla injektovan lipopolysacharid a do levého fyziologicky roztok. Hematologické parametry bu-
dou vyhodnoceny standardnimi postupy pomoci mikroskopu (mikroskop CX41, digitdlni kamera UI-1540-C,
program QuickPhoto Industrial 12.3, Olympus).

Prace podd ve stru¢nosti prehled o hlavnich zménach hematologickych parametr( ptakd v disledku stre-
sovych stavl (napr. pfi zménach teplot, infekci, v souvislosti s manipulaci s jedincem).

Cilem praktické ¢asti prace bude testovat, zda existuje vztah mezi kondici a hematologickymi parametry
mladat sykory koradry, jejichz imunitni systém byl stimulovan lipopolysacharidem (LPS).
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Abstrakt

Stres je nedilnou soucasti zivota vétSiny zivych organismu, ptakl nevyjimaje.
Jedna se o pfirozenou reakci téla na fluktuace a nestalost prostiedi, jejimz cilem je
udrzeni homeostazy a zndsobeni Sance na preziti. Pfi dlouhodobém stresu vSak muze
dochazet i k nenavratnym poskozenim a zvySenému riziku umrti. Takovéto stresory
jsou Casto antropogenniho charakteru. Ptaci jsou tak nuceni cCelit vyzvam jako je
napiiklad zneciSténi, hluk, zatizeni tezkymi kovy nebo i uplna ztrata ptivodnich
biotopl na ¢emz se Clovék vyznamné podili. Jednim ze systému, na které ma stres
vliv, je bunéca imunita. O téchto bilych krvinkach pojednava reSersni ¢ast této prace.
Piedev§im se pak zaméfuje na H/L index, Casto uzivany indikator stresu. Dale
podava informace o rdznych stresorech a jejich vlivu na bunéfnou imunitu i na
celkovy zdravotni stav. Tato Cast se také zminuje o variabilit¢ imunitni odpovédi. V
praktické ¢asti byl zkouman vliv kondice na silu imunitni odpovédi, ktera byla
stimulovana pomoci lipopolysacharidu (LPS) aplikovaného do patagia mlad’at
sykory konadry (Parus major, n=132). Bylo zji$té€no, ze jedinci S vy$§im absolutnim
poctem leukocytd a vétsi standardizovanou hmotnosti si byli schopni vyvinout
silngj8i imunitni odpoveéd’, vyjadienou velikosti otoku. Jedinci s vétsim otokem a
siln€j$i imunitni odpovédi méli zaroven tendenci k niz§im hodnotdm H/L indexu.
Tyto vysledky ukazuji, Ze jedinci, ktefi jsou v lepsi kondici a lépe odolavaji

dlouhodobému stresu, jsou schopni vyvinout siln€j$i imunitni odpovéd’.

Klic¢ova slova: hematologie, kondice, leukocyty, Parus major, zanét



Abstract

Stress is indivisible part of most living organism's lifes, birds included. It is
natural body reaction to environment's fluctuations and inconstancy which leads to
maintance of homeostase and increases the chance of survival. However longterm
stress can cause irreclaimable demage or even increases risk of dying. These
stressors are often antropoghenic. Thanks to mankind birds have to face the
challanges such as pollution, noise, heavy metals contamination or even destruction
of original biotops. One of the systems influenced by stress is the cell-mediated
immunity. Theoretical part of this thesis is devoted to these white blood cells. It is
focused primarly on H/L ratio, often used stress indicator. It also deals with variety
of stressors and their effects on the cell-mediated immunity and the health status.
Variability of the immune reaction is also mentioned in this part. Research included
in this thesis deals with the effect of condition on strength of immune reaction after
LPS dose in Parus major nestling's patagium (n=132). Birds that had increased
values of total white blood cells count and greater standardised weight were able to
develop stronger immune reaction expressed as size of swelling. Individuals with
greater swelling and stronger immune responses tended to have lower H/L ratio.
These results tend to conclude that individuals who are in better condition and are

better able to resist longterm stress can develop a stronger immune response.

Klic¢ova slova: hematology, fitness, leukocytes, Parus major, inflammation
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1. Uvod

Lidska aktivita se velkou mérou podepisuje na struktute a kvalité prostiedi,
jehoz stav se nasledné projevuje na celkové kondici 1 imunité ptakli. Antropogenni
zneCisténi, fragmentace krajiny a nevhodny management vedou ¢asto K nizSimu
vyskytu potravy, vysSimu poctu konkurujicich si druht a tim 1 energeticky
2009; Martin et al. 2010; Banbura et al. 2013). Také ptimy kontakt s lidmi mtize vést
K naruseni pfirozeného rezimu spojeného piedevsim s pravidelnym krmenim b&hem
hnizdéni. Takovéto podminky mohou u ptakt vyvolat stres, ktery se mize projevit na
bunééné imunité¢ (Banbura et al. 2013). Z hlediska ochrany roste méfeni stresu
pomoci hematologickych vySetfeni na popularité. Pfedstavuje totiz uziteCny nastroj
pti predpovidani potencionalnich problémi u jedinct i v populacich a diky vcasnému
odhaleni pak mohou byt navrZzeny vhodné managementy, které by mohly témto

problémum ptedejit (Davis et al. 2008).

Tato bakalatfskd prace se zabyva stresem ve spojeni s imunitnim systémem
ptaka. Konkrétné se zamétuje na bunéénou ¢ast imunity. Je zde snaha o jeji zaclenéni
do celkového kontextu imunitnich mechanismi a nalezeni moznych vztahli a
interakci v ramci celého téla pfi jeji aktivaci béhem stresu. V reSers$ni ¢asti je podan
struény piehled struktury a funkce ptaciho imunitniho systému s kladenym diirazem
na bunécnou slozku. Dalsi kapitoly si kladou za cil pfedstavit nejbéznéjsi stresové
faktory a ukazat, jak se mohou projevit na bunééné slozce imunity i na celkovém
zdravotnim stavu. Tato ¢ast prace se vSe zaroven snazi dolozit konkrétnimi studiemi,

které mezi sebou porovnava a hleda jejich mozZna uskali.

Druhou ¢asti prace je vlastni vyzkum, v ramci né¢hoz byl zkouman vztah mezi
kondici, ur¢enou standardizovanou hmotnosti a hematologickymi parametry, a
imunitni odpovédi na lipopolysacharid (LPS) u mlad’at sykory konadry (Parus
major). Tato prace rozhodné nepiedstavuje vycerpavajici shrnuti v oblasti stresu a

bunécné imunity. Mize vSak poslouzit jako stru¢né uvedeni do této problematiky.



2. Cile prace

Cilem reSerzni ¢asti této prace je shrnout zakladni informace o vlivu stresu na

bunécnou imunitu ptakd.

Cilem vlastniho vyzkumu bylo testovat, zda existuje vztah mezi velikosti
otoku po aplikaci LPS a kondici mlad’at sykory konadry. Kondice byla vyjadiena
jako hodnota H/L indexu, absolutni pocet leukocytli a standardizovana hmotnost.
Ptredpokladem bylo, ze mlad’ata v lepsi kondici jsou si schopna vyvinout silngjsi
imunitni odpovéd’ na LPS. Jedinci s mensim H/L indexem, vétsi standardizovanou
hmotnost a vét§im absolutnim poétem leukocytti by tedy zaroven méli mit vyssi otok

V misté vpichu.

10



3. Imunitni systém ptaku

Imunitni systém ptakti se v mnoha ohledech funk¢éné i morfologicky podoba
imunitnimu systému savcll (Rose 1979). Presto zde lze najit urc¢ité rozdilnosti, diky

nimz je ptac¢i imunitni systém unikatni (Davison et al. 2008).

Mezi primitivni znaky u ptaka patii organizace systému lymfoidnich organti a
tkani, které jsou roztrouseny po celém téle a absence lymfatickych uzlin podobnych
savéim (Rose 1979). Vyjimkou je tad vrubozobych (Anseriformes), u kterého se

takové uzliny v malém poctu vyskytuji (Toman et al. 2009).

Obdobné¢ jako u savct dochazi k vyvoji T lymfocytd v brzliku. B lymfocyty
pottebné k tvorbé protilatkového repertodru jsou vsSak poskytovany Fabriciovou
burzou, coz je vyhradné ptaci organ (Toman et al. 2009). Ekvivalentem u savci je ji
kostni dfen (Davison et al. 2008). Dalsi odlisnosti jsou heterofily, které¢ funkéné
odpovidaji sav¢im neutrofilim (Toman et al. 2009). Také bazofily, které lze u
normalnich zdravych savcl pozorovat zfidka, jsou v periferni krvi normalnich ptaki

nalézany Casto (Campbell et Ellis 2007).

4. Struktura imunitniho systému

Zprosttedkovani imunitnich reakci probihd pomoci mnoha riznych druht
bunék a molekul. Mechanismy tykajici se imunitniho systému je mozné
zjednoduSené rozdélit na specifické neboli adaptivni a nespecifické ¢i neadaptivni

nebo také vrozené (Hotejsi et Bartinkova 2005).

4.1 Nespecificka imunita

V rlzném rozsahu se nespecifické mechanismy vyskytuji u vSech
mnohobunéénych organismill a evoluéné se fadi ke star§im (Hofejsi et Bartlikova
2005). Jejich princip funkce spociva v rozpoznani patogenu a nasledné reakci
pfedem pfipravenych bun€k a molekul. Od specifické imunity se lis§i absenci
imunologické paméti. Tyto imunitni buiiky si tedy nejsou schopny pamatovat

piedchozi setkani s patogenem (Nieuwenhuis 1996). Nespecifické odpovédi jsou
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zahrnuty v prvni obranné linii t¢la, ktera eliminuje patogeny a zajist'uje prevenci pied

infekci. Tyto reakce probihaji fadové v minutach (Hofejsi et Bartinkova 2005).

Nespecifickd imunita je reprezentovana bunécnymi a humoralnimi slozkami.
Pod bunécnou imunitu patii makrofagy, monocyty, NK bunky, dendritické buiky a
fagocytujici bunky jako jsou heterofily, basofily a eozinofily (Hotejsi et Bartiinikova
2005; Demas et al. 2011). Pod humoralni imunitu, ktera se vyporadava s
protilatkovou produkci, se fadi predevSim komplementovy systém, dale pak

interferony, lektiny a jiné sérové proteiny (Hofejsi et Barttiitkova 2005).

4.2 Specificka imunita

Tyto evolu¢né mladsi imunitni mechanismy jsou vyvinuty u obratlovecl az pfi
reakci na specificky antigen. K Gplnému rozvoji téchto reakci je potfeba nékolik dnt
az tydnid a slozky této imunity jsou vybaveny imunologickou paméti, diky které je
sekundarni reakce na jiz znamy antigen rychlejsi a efektivngjsi (Hofejsi et
Bartinkova 2005). Specifickou imunitu lze také rozdé€lit na bunéénou cast, jejiz
hlavni sloZzkou jsou lymfocyty, a humorédlni c¢ast, kam patii imunoglobuliny
produkované prostiednictvim B lymfocyti a cytokininy produkované T lymfocyty
(Demas et al. 2011).

ey e

4.3 Bunééna imunita

Funkce bunééné imunity spocivd piedev§im v odstranovani bunék
napadenych virem, ale také v obran¢ proti houbam, prvokiim i intracelularnim

bakteriim (Weiss 1972; Nieuwenhuis 1996).

Hlavni sou¢éasti imunitniho systému jsou riizné druhy leukocytl - bilych
krvinek (Hotejsi et Bartlinkova 2005). V krvi se nachazeji jesté erytrocyty, které jsou
jakozto neimunitni bunky také schopny se ucastnit nékterych imunitnich reakci a
trombocyty, které maji fagocytickou schopnost a pravdépodobné i né¢jakou funkci v
nespecifické imunité¢ (Edmonds 1968; Bounous et Stedman 2000; Passantino et al.
2007).

12



Vsechny leukocyty maji pivod v pluripotentnich kmenovych bunikéach
nachdzejicich se v kostni dfeni. Pfi puasobeni riiznych faktori se jejich ¢ast
diferencuje na konkrétni typy leukocytt (Hofejsi et Bartinkova 2005). Leukocyty v
ptaci krvi zahrnuji lymfocyty, monocyty a granulocyty, které jsou klasifikovany jako
heterofily, eozinofily a bazofily. Tvorba leukocytl je U normalnich zdravych ptaka
podobna sav¢i, ve které jsou leukocyty uvolnény do periferni cirkulace teprve potom,

co dozraji (Campbell et Ellis 2007).

Nejvetsi podil a to asi 80 % bilych krvinek u ptdkd tvoii nejcastéji soucet
lymfocytt a heterofili (Rupley 1997). Normalni hodnoty se vSak mezidruhové lisi
(Davis et al. 2008). U racka Sedokiidlého (Larus glaucescens) tyto pocty
Vv procentech vypadaly nasledovné: lymfocyty: 43.0; heterofily: 53.0; bazofily: 3.0;
eozinofily: 0.0; a monocyty: 1.0; (Newman et al. 1997). U brhlika lesniho (Sitta
europaea) se pohybovaly pro zménu takto: lymfocyty: 79.5; heterofily: 12.7;
bazofily: 3.8; eozinofily:1.4; a monocyty: 2.6; (Zabojnikova 1996).

4.3.1 Leukocyty

Struktura ptacich leukocytl byla jiz hojné popsana v predeslych publikacich
(napt. Lucas et Jamroz 1961; Campbell et Ellis 2007). Tato kapitola proto bude

zam¢iena pouze na funkce a stavy, které ovlivituji poCty téchto bunék.

Heterofily jsou fagocytarni buiiky se Sirokym spektrem antimikrobidlni
aktivity (Harmon 1998). Poéty heterofili se méni v zavislosti na sezoné, dennim
rytmu, pohlavi, véku i potravé. Jejich narust je spojen s infekei zptisobenou spektrem
infekénich agens jako jsou bakterie, houby, chlamydie, viry a paraziti a nebo
neinfekéné pfi zranéni nebo stresu (Campbell et Ellis 2007). Vysokd hladina

heterofild je proto indikatorem Spatného zdravotniho stavu (Loyau et al. 2005).

Bazofily jsou v kontrastu se savci v periferni krvi normalnich ptaki nalézany
casto (Campbell et Ellis 2007). Extrémnim ptikladem je zdravy hyl rudy
(Carpodacus erythrinus), v jehoz krvi byla nalezena vysoka hladina bazofil tvofici
86-91% vsech leukocytti (Vinkler et al. 2010b). O funkci ptacich bazofilti se mnoho
nevi. Zda se, ze hraji roli na zacatku zanétu a u imunopatologické reakce I. typu

(Maxwell et Robertson 1995). Jejich nartst znac¢i rany zanét nebo i stres (Campbell
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et Ellis 2007). Bazofily mohou u nékterych druht také slouzit jako indikator
zdravotniho stavu (Vinkler et al. 2010b).

Funkce ptacich eozinofili je také malo prozkoumana (Claver et Quaglia
2009). Hraji roli v zanétlivém procesu a jsou spojeny s obranou proti parazitim
(Maxwell 1987; Jain 1993). Jejich nartst je pozorovan pii odpovédi na interni nebo
externi parazitismus nebo vystaveni cizimu antigenu. Jejich pokles je mozné

pozorovat pii stresu (Campbell et Ellis 2007).

Monocyty jsou fagocytarni bunky spojené s obranou proti infekci a bakteriim
(Campbell 1995; Davis et al. 2004). Mohou také hrat vyznamnou roli pii pfipravée
antigenti K prezentovani specifickym bunikam (Dieterlen-Lievre 1988). Jejich nartst
zna¢i akutni nebo chronicky zanét, reakci na cizi strukturu nebo jisté nutricni
nedostatky jako je napiiklad nedostatek zinku (Wight et al. 1980 in Campbell et Ellis
2007). Pokles v monocytech se mtize vyvinout v reakci na stres (Jain 1993).

Hlavni populaci lymfocytd tvoii T a B lymfocyty (Hofejs$i et Bartinkova
2005). Koneéné stadium B lymfocytd produkuje protilatky, zatimco T lymfocyty
jsou zapojeny do bun&né imunity (Dieterlen-Lievre 1988; Hoftejsi et Bartuiikova
2005). Lymfocyty hraji klicovou roli v ochrané proti infekci a ve specifické imunité
(Davison et al. 2008). Narist lymfocytti je spojen S rozrusenim nebo lymfatickou
leukemii (Campbell et Ellis 2007). K poklesu lymfocytd dochdzi béhem stresu
(Davis et al. 2008).

5. Stres

VétSina Zivocichl zije v nestalém prostfedi, kde probihaji predvidatelné
zmeény jako je naptiklad den a noc. Zvifata jsou na né vSeobecn¢ dobie adaptovéna,
ale potykaji se 1 se zmé€nami jako je pocasi, dostupnost jidla a poCty predatorii a
konkurentd, které nelze predvidat. K vyrovnani se s témito hrozbami si organizmy
musely vyvinout soubor stresovych reakci, diky nimz udrzuji homeostazu a
maximalizuji tak svou moznost preziti (Wingfield et al. 1998). Stres mize byt tedy
definovan jako porucha homeostazy nebo ohroZeni Zivotni pohody a podle délky

expozice je nazyvan akutnim nebo chronickym (Dallman et al. 2003).

Aktivace stresory ma za nasledek hormonalni zmény, které vypnou aktualné
mén¢ dilezité aktivity a stimuluji ty potfebné. Zvife se nachazi v ,,pohotovostnim
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rezimu®, ve kterém jsou aktivity jako je rast nebo reprodukce pozastaveny a energie
je presmérovana ke zniceni hroziciho nebezpeci (Wingfield et al. 1998). Takovéto
dlouhodobé pozastaveni pii chronickém stresu mutize byt v§ak pro organismus vysoce
Skodlivé (Sapolsky 2000).

5.1 Méreni stresu

Stres je dulezitym faktorem souvisejicim s welfarem zvifat a jeho méfeni
napomaha véasnému odhaleni potencionalnich problému (Davis et al. 2008). Casto
uzivanou metodou je hematologické vySetieni (Vinkler et al. 2010b). Mezi hlavni
hematologické vySetfeni zahrnujici bunécnou slozku imunity patii H/L index (pomér
heterofilti k lymfocytovym poc¢tim) a absolutni a relativni poéty bilych krvinek. Jako
dalsi indikatory stresu lze jmenovat napiiklad kortikosteronové hladiny, hladinu
gluko6zy v krvi nebo hladinu proteini teplotniho Soku (Merino et al. 1998; Ruiz et al.
2002; Davis et al. 2008).

H/L index se méni v odpovédi na velké mnozstvi rozli¢nych stresort.
Takovyto prehled je uveden v Piiloze. ¢. 1. Casto se pouziva u driibeZe. Stale vice se
vSak tento indikdtor uplatiiuje i u volné zijicich ptaki a to zejména u drobnych
pévct. H/L index je povazovan za spolehlivy indikator chronického stresu (Gross et
Siegel 1983). Jeho vyssi hodnoty je vS§ak mozné pozorovat i pii kratkodobém stresu
jako je tomu naptiklad pti transportu (Ptiloha ¢. 1). H/L index je také spojovan
s kondici a zdravotnim stavem. Jeho vysS§i hodnoty proto miZou znacit stresovaného
jedince nebo 1 jedince ve $patné kondici. Nizky H/L index naznacuje stav opacny

(Davis et al. 2008; Svobodova et al. 2016).

Relativni pocty leukocytii jsou z krevnich roztéri obvykle ziskdny pomoci
svételného mikroskopu, kdy je napocitano celkem 110-140 leukocyti a procentualné
je potom vyjadien podil zastoupeni kazdého typu bilych krvinek. Absolutni pocty
jsou vyhodnocovany pomoci Biirkerovy pocitaci komirky (Vinkler et al. 2010Db).
Leukocytéza neboli nardst tohoto absolutniho poctu je spojena Se stresem nebo
zanétem (McFarlane et Curtis 1989; Davis et al. 2008).

Interpretace namétenych vysledkl se vSak Casto setkava s problémy, protoze
zde vyvstavaji otazky, na které je t€zké odpovédét. Timto piipadem jsou i zvySené

pocty leukocytl, které miizou byt sice spojovdny se stresem, ale mohou také
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indikovat jedince se silnym a zdravym imunitnim systémem nebo jedince, ktery
praveé bojuje s infekei. Také existuje evidence, Ze pocty leukocytii ne vzdy koreluji
s jejich aktivitou (Ladics et al. 1998; Wilson et al. 2001; Salvante 2006).
S opatrnosti by také mélo byt nahlizeno na heterofilii neboli piebytek heterofili.
Védci zde fesi dilema, zda tento stav indikuje stres a nemoc a muze tedy znacit
jedince s nizkou zdatnosti, nebo zda by mohlo jit o kvalitn&j$i schopnost odpovidat
na infekci a tedy by ji méli disponovat naopak jedinci v dobré kondici. Stejné tak je
tomu u lymfopenie, snizené¢ho poctu lymfocytl, kterda mize znamenat bud’ aktivni
stresovou odpovéd’, nebo i absenci paraziti. U mnoha druhl nejsou navic znamy
normalni hodnoty a leukocytové poéty jsou velmi variabilni dokonce i mezi
jednotlivci (Davis et al. 2008). Mnozi autofi varovali i pfed zobeciovanim imunity
na zdkladé¢ vysledkl vyzkumu, ktery zkouma jen jeden komponent imunitniho

systému (Lochmiller 1995; Adamo 2004).

5.2 Stres a imunitni systém

Tato kapitola uvadi konkrétni pfiklady stresorii a pojednava o tom, jaky maji

vliv na imunitni systém ptakda.

Méstské prostiedi, turismus a zneciSténi

eey

Zvitata zijici v méstském prostiedi jsou nucena celit velkému mnoZstvi
stresorti (hluk, hustota lidi, znecisténi). Imunitni odpovédi jsou zde silné¢ zavislé na
dostupnosti zdroji a vyskytu parazitt, které se zde Vv porovnani s ptirodnim

prostiedim ¢asto velice lisi (Bonier 2012).

U strnadce ranniho (Zonotrichia capensis) bylo zjisténo, ze jedinci Zzijici
v méstskych oblastech méli vyssi H/L index nez jedinci odchyceni v rurdlnim
naroc¢nosti pii hleddni potravy a vyssi kompetici o potravu s jinymi druhy (Ruiz et al.
2002). Také hodnoty H/L indexu sykory konadry a sykory modfinky (Cyanistes
caeruleus) z méstské oblasti byly vyssi nez hodnoty jedinci Zzijicich v lese. Tyto
rozdily mohly byt zplisobeny kvalitou potravy, jejiz vyskyt byl v méstské oblasti

negativné ovlivnén fragmentaci a managementem (Banbura et al. 2013).
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Také znacné mnozstvi kontaminantl jako jsou naptiklad tézké kovy nebo
radioaktivni zneCi$téni muze zpUsobit stres a ovlivnit imunitni systém. Studie
provadéna na vlastovee obecné (Hirundo rustica) z Cernobylu, oblasti se zvysenym
radioaktivnim znecisténim, ukazala, Ze tito jedinci méli oproti kontrolnim jedinciim

redukovany koncentrace lymfocyti a vy$si H/L index (Camplani et al. 1999).

U tucnaku oslich (Pygoscelis papua) z oblasti zatizené turismem a v&tSim
zatizenim kovy byl vSak naméfen naopak niz§i H/L index a nizSi hladina
kortikosteronu nez v kontrolni oblasti bez vlivu lidi. V této studii je tento fakt
ptfisuzovan navyku na lidi (Barbosa et al. 2013). Ve vyzkumu, jehoz subjektem byl
lejsek cCernohlavy (Ficedula hypoleuca) z oblasti zatizené tézkymi kovy, bylo
zjisténo, Zze mladata méla zvySeny H/L index. Samci Vv této oblasti vSak vykazovali
siln¢j8i humoralni odpovédi na novy antigen nez samci v kontrolni oblasti. Také u
nich po imunizaci doslo K vétSimu nartstu lymfocyti a zaroven ke snizeni H/L
indexu (Eeva et al. 2005). Podobné vysledky byly ve stejné oblasti interpretovany i u
samic a mladat sykory konadry, jejichz kortikosteronové hladiny nebyly ve

znecisténé oblasti zvySeny (Eeva et al. 2003).

Transport a manipulace

Dalsimi faktory, které mohou zpusobit stres, jsou transport a manipulace
s jedincem (Parga et al. 2001). Manipulace zahrnuje proces od odchytu az pies
odbéry krve, vazeni nebo méfeni ptaku (Vleck et al. 2000). Transport zase mize byt
spojen s nedostatkem potravy, socialnim narusenim nebo hlukem (Mitchell et al.
1992 in Parga et al. 2001).

Naptiklad u netrénovanych jedinct kanéte Harrisova (Parabuteo unicinctus)
a sokola st€hovavého (Falco peregrinus) byl po transportu z krve vyhodnocen
signifikantné zvySeny H/L index. U trénovanych sokoll pak nebyly nalezeny zmény
v krevnich parametrech, ale u trénovanych kanat byla zaznamendna monocytdza
(Parga et al. 2001). Také pfi transportu a manipulaci S jedinci papouska ara
hyacintového (Anodorhynchus hyacinthinus) bylo nalezeno signifikantni zvyseni H/L
indexu (Speer 1995).

Ve studii, ve které bylo opakované manipulovano s jedinci tucnaki

krouzkovych (Pygoscelis adeliae) béhem obdobi lihnuti mlad’at vSak nedoslo
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k navySeni H/L indexu ani hladin kortikosteronu (Vleck et al. 2000). Davis (2005),
ktery také zkoumal manipulaci na hylu mexickém (Haemorhous mexicanus), zase
tvrdi, Zze béznd manipulace s jedinci, ktera netrvd déle nez jednu hodinu H/L index
neovlivni. Ukézalo se ale, Ze to neplati pro zimujici sykory konadry. V této studii se
leukocytové pocty zménily rychleji. Byl zde nalezen signifikantni nértst
V heterofilech a pokles lymfocyti jiz od tficaté minuty po odchytu (Cirule et al.
2012).

Infekce

Infekce muze také vyvolat fyziologicky stres (Davis et al. 2004). Pocet
cirkulujicich leukocytli mtize nartist v disledku infekce bakteriemi, krevnimi prvoky

nebo tfeba makroparazity (Roitt et al. 2001 in Davis et al. 2004).

U hyla mexického infikovaného bakterii Mycoplasma gallisepticum, ktera
zpusobuje o¢ni onemocnéni - konjunktivitidu, byly pocty heterofili a monocytl
znacn¢ vyssi a poCty téchto bunck také vzristaly se zdvaznosti infekce stejné jako
absolutni pocty leukocytd. H/L index téchto jedinct byl také zvySeny (Davis et al.
2004). Ve studii provadéné na strnadu cvréivém (Emberiza cirlus) byli jedinci
infikovéani krevnimi parazity Plasmodium relictum a Leucocytozoon cambournaci.
Tito jedinci vSak vykazovali vyssi proporce lymfocytl a nizsi proporce heterofild nez
jedinci bez parazitl. Také prezentovali vyssi absolutni leukocytové pocty, 1 kdyz
signifikantni rozdily v této hodnoté byly prokdzany pouze u jedinci infikovanych

Plasmodiem (Figuerola et al. 1999).

Teplotni stres

Bylo zjisténo, Ze vysoké teploty prostfedi miiZou u dribeZe vyvolavat stres s
naslednymi Skodlivymi uc¢inky. Napiiklad Kadymov et Aleskerov (1988) ve své
studii uvadéji, ze pii vystaveni dribeze vysokym teplotam dochézi k inhibici v
syntéze T a B lymfocytl a ke snizeni fagocytické aktivity leukocyti. Mashaly (2004)
ale zjistil, ze u nosnic V komerénim chovu vysoké teploty B a T lymfocytarni
proliferaci signifikantné neovlivnily. Byl zde vSak pozorovan pokles absolutniho
poctu leukocyti a zvySeni H/L indexu. Nathan (1976) také u drubeze potvrdil

inhibici absolutniho poctu leukocytl po tepelné expozici. Se zvySenym H/L indexem
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se pak setkali také McFarlane et Curtis (1989) u brojlerG vystavenych teplotnimu
stresu. Tato data indikuji, Ze teplena expozice mize redukovat poclty i aktivitu

leukocytt.

Denzita a nedostatek potravy

O hustoté osazeni, faktoru souvisejicim s welfarem dribeze, je znamo, Ze
ovliviiuje chovani téchto ptakt. Kdyz hustota vzroste, jsou jedinci nuceni soutézit o
potravu a prostor (Jong et al 2003 in Kang et al. 2011). Nicmén¢ u vétsiny studii bylo
zjisténo, ze hustota osazeni neovlivni hematologické hodnoty, jako jsou diferencialni
pocty leukocytt a H/L index (Kang et al. 2011). Napiiklad Thaxton et al. (2006)
zjistili, Ze pii zvySeni této hustoty nedoslo u brojleri ke zméné H/L indexu ani jinych

indikatort stresu. Hustota sama o sob¢ u ptaka tedy nemusi vyvolat stres.

Ohledné stresu zplsobeného snizenim mnozstvi potravy opét existuji
konfliktni data. Hematologické parametry byly napiiklad ovlivnény ve studii, kde
byl u mladych kutat zjistén zvySeny H/L index, kterym tak reagovali na periodu bez
jidla. Tento vztah vsak nebyl potvrzen u kufat starSich (Katanbaf et al. 1989).
Dokonce ani kombinace téchto dvou stresorti neméla v piipadé snasejicich slepic
efekt na diferencialni pocty leukocytt. Jejich H/L pomér byl také v normé (Kang et
al. 2011).

Celkoveé lze tedy konstatovat, ze imunitni odpovéd miize byt velice
variabilni. Riiz¢ stresory s odliSnou dobou expozice v odliSnych podminkidch mohou
pusobit na rozlicné organizmy riznymi zpisoby. O této variabilité souvisejici

s imunitou ptaki pojednava dalsi kapitola.

5.3 Variabilita imunitni odpovédi na stres

U imunitni funkce existuje urcitd variabilita zahrnujici mimo jiné pocty
cirkulujicich bungk, se kterou souvisi i rozdilny vyvoj imunitni odpovédi na stres.
Tato variabilita je mezidruhova, souvisi sveékem, pohlavim, anudlnim nebo

diurnalnim cyklem (Vinkler et al. 2010b; Markowska et al. 2017).
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Vék

Imunitni funkce s vékem kolisa. Podle vyzkumu provadéného na kiepelce
japonské (Coturnix japonica) méli nejslabsi imunitni odpovédi nejmladsi a nejstarsi
jedinci a nejlépe na tom byli mladi dospélci. Se starnoucim organismem starne i
imunitni systém. Jedinec tak miize ztracet schopnost bojovat s patogeny a stava se
nachyln¢jsi Kinfekcim (Lavoie 2006). U hnizdicich jespaki bojovnych
(Philomachus pugnax) byl srostoucim vékem pozorovan pokles T lymfocytarni
imunity (Lozano et Lank 2003). U mlad’at buifidka utlozobého (Pachyptila belcheri)
bylo zase zjisténo, Ze s vékem vzrostl jejich H/L index (Quillfeldt et al. 2008). Casto
pozorovanym jevem je také vysSi intenzita paraziti u juvenilt (Hudson et Dobson
1997). Divodem mize byt zna¢né vyvinutéjsi ziskana imunita dosp€lcli v porovnani
s mlad’aty (Gregory et al. 1992). Tato hypotéza je v souladu napiiklad s vysledky
vyzkumu, jehoz subjektem byl holub skalni (Columba livia), kdy si jedinci vyvinuli

imunitu proti parazitiim az po uréité délce expozice (Sol et al. 2003).

Pohlavi

Sexudlni dimorfismus se odrazi i v imunitnich odpovédich. Slabsimi se
v tomto ohledu jevi samci (Alexander et Simon 1989). Muze se jednat o nasledek
¢innosti androgent (Testosteron), které ve vysokych koncentracich potlacuji imunitu
(Miiller et al. 2005). Dalsim vysvétlenim mize byt vEtsi intenzita sexualni kompetice

(Moller et al. 1998).

Naptiklad ve vyzkumu zabyvajicim se stresem béhem vyvoje byl H/L index u
mladych samcu postolky jizni (Falco naumanni) vyssi nez u samic (Ortego et al.
2009). Také hnizdici samci sykory konadry, u nichz bylo experimentalné
manipulovano se zatézi parazitd Ceratophyllus gallinae, méli oproti samicim

signifikantné snizenou imunitni reakci na PHA (Tschirren et al. 2003).

Sezonnost

Imunitni funkce kolisaji v rdmci roku v souvislosti se zménami prostiedsi,
hnizdni sezonou a také béhem dne vramci aktualnich fyziologickych potieb

(Milenkaya et al. 2013; Zylberberg 2015). Zvitata se stémito fluktuacemi
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vyrovnavaji pomoci hormonu melatoninu, ktery podporuje vyvoj bunééné imunitni
odpovédi (Haldar et Saxena 1988; O'Neal 2013).

Uginky melatoninu byly experimentalné ovéfeny napiiklad u kufat, kterym
byl injektovan béhem temné a svételné faze. Signifikantn¢ vys$s§i H/L index méli
jedinci, kterym byl tento hormon vpraven béhem svételné faze (Brennan et al. 2002).
Moore et Siopes (2000) zase zjistili, ze poté, co se zkratila u kiepelky japonské
(Coturnix japonica) fotoperioda, absolutni pocet leukocyti signifikantné vzrostl a

H/L index se snizil.

Zima je obdobi doprovazené nehostinnymi podminkami jako jsou nedostatek
potravy nebo nizké okolni teploty. Tyto stresory jsou vSak kompenzovany vétsi
sekreci melatoninu diky kratkym svételnym periodam (Nelson et Demas 1996). U
kiepelky kiovinné (Perdicula asiatica) byla kratka zimni fotoperioda doprovazena
vysokym imunitni stavem zahrnujicim velkou hmotost sleziny, vysoky absolutni
pocet leukocyti a vysoky pocet lymfocytd (Singh et Haldar 2007). Také ve studii
provadéné na zimujici sykofe konadie byla namétena zvySend hladina lymfocytl a

snizené hodnoty heterofild (Hauptmanova et al. 2002).

Hnizdni sezona je pro zvifata narocnd z hlediska reprodukéniho usili a
rodicovské péce (Christe et al. 2012). Ve vyzkumu provadéném na hnizdici sykote
konadfe byly v porovnani se zimnim obdobim naméfeny vyssi hodnoty heterofilt a
nizsi poéty lymfocyta (Dufva et Allander 1995). Horak et al. (1998) také zjistili, ze
u sykory koniadry pocet lymfocyth poklesl se vzristem rodiCovské péce.

Reprodukéni usili tedy mize vést k imunosupresi (Christe et al. 2012).

Mezidruhova variabilita

V neposledni fadé se mize imunitni odpovéd lisit i mezidruhove. Studie
zabyvajici se hodnotami bilych krvinek u pfibuznych druhti holuba naptiklad
odhalila, ze H/L index spojeny s dlouhoudobymi uc¢inky stresu v zajeti byl vyssi u
hrdlicky chechtavé (Streptopelia roseogrisea), nez u holuba domaciho (Columba
livia domestica). Tyto rozdily mohou byt zptsobeny odliSnou zivotni strategii
(Lashev et al. 2009). Tento jev pozorovali také Fokidis et al. (2008). U pipila

Sedozeleného (Pipilio fuscus) tvotily majoritni slozku krve heterofily a tito jedinci
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meéli vys$i H/L index nez jedinci drozdce mnohohlasého (Mimus polyglottos), u

nichz byly v krvi naopak nejvice zastoupeny lymfocyty.

5.4 Projevy stresu

Stres se na leukocytovych poctech projevuje predevsim vzristem heterofila a
poklesem lymfocytt. Redukce cirkulujicich lymfocyt v§ak neni zpisobena zanikem
bun¢k. Vlivem hormonti dochazi k nalepeni lymfocytli na endotelidlni bunky stén
krevnich cév a nasledné transmigraci do tkani jako jsou slezina nebo kostni dren
(Herring et al. 2014). Nasldujici kapitola uvadi, jaké dalsi projevy mohou pfi stresu

doprovazet zvyseny H/L index.

Glukokortikoidy

Jak jiz bylo feceno, pfi stresu dochazi ke zménam hladin glukokortikoidd,
predev$im kortikosteronu. Pravé tyto hormony maji na svédomi zmény
V leukocytovych poctech. Koncentrace kortikosteroidu Vv krvi se miize zvysit béhem
nékolika minut po vystaveni stresoru, zatimco zmény v leukocytovych poctech se
objevi asi za 1-2 hodiny (Davis et al. 2008). Takto zvySenou hladinu kortikosteronu a
zaroven zvySeny H/L index bylo mozné sledovat napiiklad u samct kura
bankivského (Gallus gallus) stresovanych sexualni kompetici nebo u kutat
vystavenych teplotnimu stresu nebo elektrickym soktum (McFarlane et Curtis; 1989
Dhabhar et al. 1995).

Existuji vSak také pripady, kdy spolu H/L index a hladina kortikosteronu
nekoreluji. Tento jev byl pozorovan naptiklad u tuénaki krouzkovych, kdy drobna
zranéni a podminky souvisejici s vysokou denzitou u hnizdici kolonie zvysily H/L
index, ale vychozi hladinu Kortikosteronu neovlivnily (Vleck et al. 2000).
Vysvétlenim mize byt fakt, ze H/L index a hladina kortikosteronu reaguji na stres v
riznych ¢asovych obdobich a mohou se liit v sensitivité k riznym stresorim (Vleck
et al. 2000; O'Neal 2013). U kortikosteronu také dochazi k navratu k normalnim
hodnotam po opakovaném vystaveni stresoru, zatimco pro H/L index toto platit
nemusi (Miiller et al. 2011). Kortikosteron byva tedy pouzivan spi$ jako indikator
akutniho stresu, kdezto leukocytové pocty jsou povazovany za spolehlivéjsi indikator

dlouhodobého stresu (Vleck et al. 2000; Davis et al. 2008).
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Humoralni imunita

Byla nalezena souvislost také mezi humoralni a buné¢nou imunitou. U
sykory konadry H/L index siln¢ koreloval se silou protilatkové odpovédi na bakterii
Brucella abortus. Cim vy3si byla hodnota H/L indexu, tim niz§i byly protilatkové
titry (Krams et al. 2013). Ve vyzkumu provadéném na nosnicich vystavenych
teplotnimu stresu byla také protilatkova odpovéd na SRBC snizena. Zaroven doslo

ke zvySeni H/L indexu (Mashaly et al. 2004).

Lymfoidni organy

U ptaku také existuje vztah mezi velikosti a kvalitou lymfoidnich organt a
pocty leukocytd. Pii stresu muze dojit k regresi téchto organtu (Siegel 1980). Ve
vyzkumu provadéném na dribezi, doslo vlivem termalniho stresu k ovlivnéni vyvoje
burzy Fabriciovy diky redukci mnozstvi parenchymu. Navic se v burze zvysil index
programované lymfocytarni smrti (Guimardes et al. 2001). Také jiny vyzkum
termalniho stresu na kufatech prokéazal snizeni poctu cirkulujicich lymfocytt, které

bylo doprovazeno existenci mensich lymfatickych zlaz (Garren et Shaffner 1954).

Ornamenty

Hematologické a ornamentdlni znaky spolu také souvisi. Ptaci vyjadiuji
Sirokou $kalu napadnych barevnych ornamentt (Svobodova et al. 2016). Ty obsahuji
karotenoidy, které jsou vyuzivany v riznych fyziologickych mechanismech jako je
napiiklad imunoregulace a proliferace lymfocytd (Meller et al. 2000). To vede
K hypotéze, ze pouze jedinci sesilnou imunitou si mizou vyvinout napadné
ornamenty (Rowe et Houle 1996). V souladu s timto tvrzenim je napftiklad studie,
kde bylo u odchycenych samct koroptve polni (Perdix perdix) zjisténo, ze jedinci se
svétlej$im karotenoidovym ornamentem méli zaroven vyssi H/L index (Svobodova et
al. 2016).

Chovani

Chovani mlize se stresem a imunitou Uzce souviset, protoze jsou integrovany

pfes neuroendokrinni systém. Bylo zji$téno, Ze jedinci sykory konadry, kteti méli
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vyss$i H/L index vykazovali nizsi toleranci k odchytu, predvadéli Castéjsi mrskani
proti kleci a trpéli vétsim poskozenim ocasnich per. Tito ptaci zaroven produkovali

vice poplasnych kiiku, coz je indikator uzkosti (Krams et al. 2013).

Glukéza v Krvi

V odpovédi na glukokortikoidy dochazi pfi stresu také ke zvySeni glukozy
v krvi jako nasledek rozpadu glykogenu v jatrech. Naptiklad u holuba domaciho
(Columba livia domestica) bylo zjisténo, ze pii transportu a manipulaci s jedinci
doslo k vyraznému nartstu heterofilti a zaroven ke zvySeni hladin glukozy (Scope et

al. 2002).

Celkovy zdravotni stav

Aktivace imunity pfi stresu potiebuje ur¢ité zdroje energie, o které se musi
délit s jinymi dalezitymi aktivitami souvisejicimi se zdatnosti. (Martin et al. 2003;
Viney et al. 2005 in Bailly et al. 2016). Diky zvyseni H/L indexu pfi stresu dochazi
ke zvySeni rezistence na bakterie, ale také k jejimu snizeni k onemocnénim virového
pivodu (Rindoni et Selye 1953 in Siegel 1980). Rust a skeletalni vyvoj jsou
potlatovany. Také mtze dochazet ke snizeni schopnosti reprodukce a uzdravovani
(Bartov et al. 1980 in Siegel 1980). Dlouhodoby Stres tedy redukuje celkovou
kondici jedince a pravdépodobnost preziti (Siegel 1980). S timto trvzenim je
konzistentni napiiklad studie provadéna na lejsku ¢ernohlavém, kde bylo zjisténo, ze
nizké pocty heterofilii odrazi jeho dobry zdravotni stav a zvySuji pravdépodobnost

pozdéjsiho pieziti ve volné ptirodé (Lobato et al. 2005).

6. Vlastni vyzkum

Vyzkum tykajici se praktické asti bakalaiské prace je soucasti grantu GACR
P506/15-11782S a byl provadén na 132 mlad’atech sykory konadry. Jeho cilem bylo
zjistit, zda existuje u téchto jedincti vztah mezi kondici a silou imunitni odpovédi na
LPS.
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6.1 Metodika

6.1.1 Studovana data

Sbér dat pro tento vyzkum se uskute¢nil na jafe roku 2015 na uzemi
Déblického a Cimického hije vPraze v Ceské republice (50°08'13.0"N
14°27'57.1"E). Jedna se o lesoparky o celkové rozloze asi 90 hektari, nachazejicich
se Vv blizkosti souvislé méstské zastavby ve vySce 315-360 m nad moiem. Nejcastéji
zastoupené dieviny jsou zde dub zimni (Quercus robur), modiin opadavy (Larix
decidua) a lipa srdcita (Tilia cordata). Studovanym druhem byla mlad’ata sykory
konadry. Na studijni ploSe byly pro hnizdici sykory rozmistény budky v siti 50x50
m. Od dubna zde probihaly pravidelné kontroly obsazenosti budek, byly
zaznamenavany pocty vajec a den lihnuti. Po vylihnuti byl pak kontrolovan stav a

pocty mladat.

Patnactidennim mlad’atiim byl pfedem vyheparinizovanou injek¢éni stiikackou
Z jugularni zily odebran vzorek 50 ul krve, pficemz 15 ul bylo napipetovano do
roztoku Natt-Heric na analyzu absolutniho poctu leukocytt. Z 10 ul krve byly
vyhotoveny krevni natéry. Mlad’atim byla poté zmétena délka behdku pomoci
Suplery (Kinex, typ 6040.2 s piesnosti 0.01lmm) a byla zvaZena na digitalni vaze
(Pesola PPS200 s ptesnosti 0.01g). Nasledn¢ byla mlad’ata oznacena krouzkem.
Patnacty den jim byla zaroven pichnuta do stfedu levého patagia injekce 0.1 mg LPS
Salmonella enterica serotype enteritidis rozpusténého v 0.02 ml PBS (produkt No.
L2880, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA). Lipopolysacharid (LPS) pisobi jako
antigen napodobujici infekei a aktivuje tak méfitelnou imunitni reakci (Bonneaud et
al. 2003). Ve vyzkumu, ktery provadél Rychly (2015), byl jedincim sykory konadry
do jednoho patagia aplikovan LPS, druhé patagium S injektovanym fyziologickym
roztokem PBS slouzilo jako kontrolni. Reakce na LPS byla potvrzena diky vyrazné
vysSimu otoku tohoto ktidla. V této praci jiz proto nebyla reakce na LPS testovadna a
kontrolni kfidlo nebylo injektovano. Patagium s aplikovanym LPS bylo zméfeno po
24 hodinach mikrometrem (Mitutoyo 547-313s ptesnosti 0.01mm) a byla provedena

biopsie. Tato data mi byla pro tcely vypracovani praktické Casti poskytnuta.
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6.1.2 Analyza leukocyti

Vzorek krve v roztoku Natt Herick byl vySetien na absolutni pocet keukocytl
v Biirkerové pocitaci komtrce. Krevni natéry byly obarveny Wright-Giemsa
barvivem (produkt No. WG128; Sigma-Aldrich, St. Luis, MO, USA) a nasledné
vyhodnocovany metodou diferencidlniho poctu leukocytti pod imerznim objektivem
(zvétseni 100x) svételného mikroskopu Olympus CX-31. Pti této métodé je pocitan
procentualni vyskyt kazdého z péti uvedenych leukocyta z celkového poctu 110-140
napoc¢itanych bilych krvinek v krevnim natéru (Vinkler et al. 2010b). Jednotlivé
bunky byly uréovany podle znakt uvedenych v publikaci Lucas et Jamroz (1961).

Kvali standardizaci vysledkii byly pocty jednotlivych typt leukocytt
pfepoditany na procenta a byl spocitan H/L index, ktery je pro tento vyzkum
kli¢ovou hodnotou (Davis et al. 2008). Pro ovéfeni spravnosti poc€itani byla spocitana
repeatabilita u 20 vzorka (Lessells et Boag 1987; Tab. ¢. 1) jejiz hodota byla pro H/L

index vyhovujici.

Tab. €. 1: Repeatabilita pro jednotlivé druhy leukocytii, n = 20, r = koeficient repeatability,

p = hladina vyznamnosti:

Leukocyt r p
Lymfocyt 0.85 <0.001
Heterofil 0.78 <0.001
Bazofil 0.60 0.002
Eozinofil 0.30 0.09
Monocyt 0.25 0.14

6.1.3 Statisticka analyza

Data byla statisticky vyhodnocena v programu R studio verze 1.0.136 (R
Development Core Team 2017). Nejprve byla ovétena normalita dat. K tomuto ucelu
byl pouzit Shapiro-wilkliv test. Dalé bylo pomoci Pearsonova korelacniho
koeficientu zjistovano, zda mezi sebou jednotlivé znaky nekoreluji. Vyznamna
korelace mezi nezavislymi proménnymi nebyla nalezena (Tab. ¢. 2). Nasledné bylo

testovano, zda existuje vztah mezi otokem, H/L pomérem, absolutnim poctem
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leukocyttl, standardizovanou hmotnosti a hnizdem, ze kterého jedinci pochazeli
pomoci linearniho modelu (LM). Zavisle proménna byla vySka otoku a nezavisle
proménnymi pak H/L pomér, absolutni pocet leukocytti, standardizovana hmotnost a
prislusnost k hnizdu. Model byl nésledné zjednoduSovan o nepriikkazné proménné, az
bylo dosazeno minimalniho adekvatniho modelu (MAM), tj. modelu s pouze

signifikantnimi proménnymi (Pekar et Brabec 2012).

Tab. ¢. 2: Pearsoniv korelaéni koeficient mezi nezavislymi proménnymi, n=132, Abs.
l.=absolutni pocet leukocyt, St. hm.=standardizovana hmotnost, hladina vyznamnosti

p>0.05:

Proménna St. hm. Abs. I.
H/L index -0.44 -0.04
Abs. I. 0.09

6.2 Vysledky

Tabulka ¢. 3 prezentuje zdkladni statistické udaje tykajici se jednotlivych
leukocyti a H/L poméru. Z vyhodnoceni metodou diferencialniho poctu vyplyva, ze
zde byly nejvice zastoupeny lymfocyty a to primémé 54 %. Nasledovany jsou
heterofily, bazofily, eozinofily a nejmensi ¢ast pak tvoii monocyty a to asi 0.9 %.
Primérny H/L index byl 0.54, pfi¢emZ maximalni hodnota tohoto poméru byla 3.00.
Primérnd hodnota absolutniho poctu leukocytl byla rovna 10.83 a maximalni

hodnota pak byla 38.00.
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Tab. ¢&. 3: Variabilita hematologickych znakt, n=132:

Proménna Min Max Primér  Median SE Ccv
H/L 0.02 3.00 0.54 0.39 0.48 0.89
Lymfocyty (%) 17.74 81.20 53.87 54.14 12.63 0.23
Heterofily (%) 1.53 59.13 23.85 22.27 11.75 0.49
Bazofily (%) 2.61 30.60 13.29 13.27 5.48 0.41
Eozinofily (%) 1.60 24.58 8.05 7.14 4.38 0.54
Monocyty (%) 0.00 4.76 0.94 0.84 1.00 1.07
Abs. 1. (n) 1.00 38.00 10.83 10.00 5.19 0.48

Pomoci linearniho modelu bylo zjisténo, ze zde existuje pozitivni vztah mezi
absolutnim poétem leukocytii a vySkou otoku (Tab. ¢. 4, Obr. ¢. 1). Jedinci s vétsim
absolutnim poétem leukocytd tedy vykazovali vé&étsi otok. Také mezi
standardizovanou hmotnosti a otokem byl nalezen pozitivni vztah (Tab. ¢. 4, Obr ¢.
2), mlad’ata s vétsi standardizovanou hmotnosti otekla vice. Mezi H/L indexem a
vySkou otoku byl nalezen pouze marginalné signifikantni negativni trend (Tab. 4,

Obr ¢. 3). Mlad’ata s vétsim otokem méla tendenci k niz§im hodnotam H/L indexu.

Tab. ¢. 4: Vztah mezi kondici a silou imunitni reakce na LPS, linearni model, n=132:

Proménna Smérnice SE F P

Hnizdo <0.001 <0.001 0.103 0.918
H/L -0.027 0.016 -1.685 0.093
Abs. I. 0.004 0.001 2.651 0.009
St. hm. 0.894 0.118 7.565 <0.001
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Obr. €. 1: Graf zavislosti vysky otoku ktidla po aplikaci LPS na absolutnim poctu leukocytt,
n=132.

Otok kfidla (mm)

Absolutni pocet leukocytl

Obr. ¢. 2: Graf zavislosti vysky otoku kiidla po aplikaci LPS na standardizované hmotnosti,

n=132.

Otok kfidla (mm)

0.55 0.60 0.65 0.70 0.75 0.80

standardizovana hmotnost
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Obr. €. 3: Graf zavislosti vysky otoku ktidla po aplikaci LPS na H/L indexu, n=132.

Otok kfidla (mm)

H/L index

6.3 Diskuze

Z nasich vysledkt vyplyva, ze u mlad’at sykory konadry existuje pozitivni
vztah mezi standardizovanou hmotnosti, absolutnim poctem leukocytd a silou
imunitni odpovédi na lipopolysacharid (LPS). Mladata s niz§imi hodnotami H/L

indexu méla zaroven tendenci k silngjsi imunitni odpovédi, prestoze tento vysledek

byl pouze marginan¢ signifikantni.

LPS puasobi jako antigen, pomoci n¢hoz je vyvolana meéfitelna imunitni
reakce (Bonneaud et al. 2003). V odpovédi na imunitni stimul jsou rdznymi
leukocyty syntetizovany cytokininy fungujici jako signaly mezi jednotlivymi
komponenty imunitniho systému. Tento proces vede ke zprostiedkovani zanétlivé
reakce regulovanim leukocytové proliferace a diferenciace. Tato metoda proto byva
interpretovana jako métfeni komplexni imunitni reakce (Lee et al. 1992; Roitt et al.
1998). Nejsilngjsi vztah byl vna$i populaci nalezen mezi standardizovanou
hmotnosti a silou imunitni odpovédi na LPS. Jedinci s vétsi standardizovanou
hmotnosti méli zaroven vice oteklé kiidlo a meli tedy lep$i imunitni odpovéd.
Jelikoz imunitni systém pomaha ptakiim bojovat s parazity a patogeny, mohou byt
jedinci s lepSim imunitnim systémem témito faktory méné zatiZzeni a mohou zaroven
disponovat  vétsi  hmotnosti  (Alonso-Alvarez et Tella 2001). Pomoci

fytohematoglutininu (PHA) mutze byt podobné jako v piipadé LPS méfena
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komplexni imunitni odpovéd” (McCorkle et al. 1980; Lee et al. 1992; Salvante 2006;
v piipadé mlad’at vlastovky obecné (Saino et al. 1997). Negativni vztah mezi PHA
odpovédi a hmotnosti byl naopak nalezen u lejska ¢ernohlavého béhem hnizdni
sezony, kde mély samice s niz§i hmotnosti silnéj$i imunitni odpovéd’ na PHA. Tento
jev mohl byt zptsoben velkymi investicemi hnizdicich samic do imunitni funkce,

které vedly ke snizeni hmotnosti (Moreno et al. 1999).

Dale jsme zjistili pozitivni vztah mezi silou imunitni odpovédi na LPS a
absolutnim poctem leukocytd. Mlad’ata, ktera si nebyla schopna vyvinout tak silnou
imunitni odpoveéd’ na LPS, méla zaroven nizsi absolutni pocty leukocytt v periferni
krvi. V kontextu s hmotnosti a H/L indexem (viz. nize) Se tento fakt pfiiklani
K tvrzeni, ze vysoky absolutni pocet leukocyti znali jedince v dobré kondici
s kvalitnim imunitnim systémem (Salvante 2006). S podobnymi vysledky se setkali
Horak et al. (1999) také u sykory konadry, kdy si mlad’ata z vétSich hnizd vyvinula
slabsi imunitni odpovéd na PHA a méla zaroven tendenci k nizSim poctim
cirkulujicich leukocytli. Ve studii zabyvajici se parazitdlni infekci provadéné na
jedincich kosa ¢erného (Turdus merula) nebyl naopak nalezen vztah mezi absolutnim
poctem leukocyti a silou imunitni odpovédi na PHA (Biard et al. 2015). Vztah mezi
absolutnim po¢tem leukocyti a silou imunitni odpovédi by tedy mohl byt druhové
specificky. V nasi populaci byli nalezeni dva jedinci s vysokymi hodnotami
absolutniho poctu leukocytti (>29). Podobné hodnoty zjistili naptiklad také Mashaly
et al. (2004) u nosnic v komerénim chovu nebo Hauptmanova et al. (2002) u sykory
konadry. Je tedy ziejmé, Ze se jedinci s extrémnimi hodnotami absolutniho poctu
leukocyttt Vv periferni krvi V pfirozenych populacich vyskytuji a proto byly
ponechédny ve statistickém hodnoceni. I pies odstranéni téchto hodnot vSak zlstava
vztah mezi silou imunitni odpovdi na LPS a absolutnim poctem leukocyti

signifikantni.

H/L index byva interpretovan jako indikator dlouhodobého stresu a
zdravotniho stavu (Davis et al. 2008). V nasi populaci méla mlad’ata se zvysenou
hodnotou H/L indexu v periferni krvi tendenci k mensimu otoku. Lze tedy
konstatovat, ze vice stresovani jedinci nebo jedinci vV hor§im zdravotnim stavu méli
sklon vyvinout si slabsi imunitni odpovéd’ na LPS. Vztah mezi H/L indexem a silou

imunitni odpovédi zjistili naptiklad llmonen et al. (2003). U mladat lejska
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¢ernohlavého se s manipulativnim zvétSenim sntsky zvysil také H/L index a snizila
se imunitni odpovéd na PHA. Tento vztah naopak nebyl nalezen u mlad’at Soupalka
dlouhoprstého (Certhia familiaris). Zatimco H/L index se zvysil se zvétSenim
snusky, na imunitni odpovéd na PHA to nemélo zadny vliv. Stejné¢ jako u
absolutniho poctu leukocytt jsme zjistili dva jedince s vysokymi hodnotami H/L
indexu (>2.8). Pdobné hodnoty zjistili naptiklad také Ots et Horak (1996) v pfirozené
populaci sykory komadry. I vtomto piipadé byly proto hodnoty ponechany ve
statistickém hodnoceni, nicméné po odstranéni téchto hodnot byl vztah mezi H/L

indexem a vyskou otoku jiz nesignifikantni.
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7. Zavér

Stres a imunita jsou spolu velmi uzce provazany. Kratkodoby stres stimuluje

docasné jeji funkci, zatimco dlouhodoby stres ma ucinek opacny.

Me¢fteni stresu napoméaha piredpovidat potenciondlni problémy u jednotliveld a

Vv populacich a piispiva tak k navrhovani vhodnych management.

Tato prace je zaméfena piedevsim na jeden z indikatori tohoto stresu - H/L index.
K navyseni jeho hodnot dochazi v souvislosti s velkym mnozstvim stresorti a

odrazi se v ném také kondice a zdravotni stav.

Tento indikator hral svou roli také v praktické casti. Mlad’ata sykory konadry
S vy$§imi hodnotami H/L indexu meéla zarovenl tendenci ke slabSim imunitnim
odpovédim na LPS. Podle predpokladu zde byl nalezen také pozitivni vztah mezi
standardizovanou hmotnosti, absolutnim poc¢tem leukocyti a silou imunitni
odpovédi. V tomto piipadé se lze tedy priklonit k tvrzeni, ze jedinci v lepsi

v

kondici jsou si schopni vyvinout siln€j$i imunitni reakci.

V oblasti méfeni stresu se vSak mizeme také setkat s obtiznostmi. Z této prace
vyplyvd, ze imunitni odpovéd mulze byt velice variabilni. Rdzné stresory
s odlisnou dobou expozice V riznych podminkdch miizou na organismy pusobit
odlisné. Ne&které stresory jako napiiklad vysoka hustota osidleni se na bunécné
slozce imunity dokonce vétsinou ani neprojevi. Také v ramci interpretace
vysledkt existuji urcité problémy, kdy mohou byt napiiklad vysoké hodnoty
absolutniho po¢tu leukocytt spojovany s jedinci s kvalitnim imunitnim systémem

nebo to naopak miZou byt jedinci prodelavajici stres.
K imunologickym vyzkumim je tedy tfeba pfistupovat individualné a pii
konstruovani zobecnénych zavéri postupovat s opatrnosti a piihlédnout k témto

faktim. Budouci studie by se tak diky nékterym nekonsistentnim datim mohla

zaméfit praveé na tyto problémy.
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9. Prilohy

Priloha ¢. 1: Stres a H/L index:

Druh Stresor H/L  Zdroj

Hyl mexicky Parazitismus + Davis et al. 2004
(Carpodacus mexicanus)

Lejsek ¢ernohlavy Parazitismus + Lobato et al. 2005
(Ficedula hypoleuca)

Postolka obecna Parazitismus 0 Martinez-Padilla et al. 2004
(Falco tinnunculus)

Strnad cvréivy Parazitismus - Figuerola et al. 1999
(Emberiza cirlus)

Sykora konadra Parazitismus - Norte et al. 2009
(Parus major)

Strnadec ranni Méstské prostiedi + Ruiz et al. 2002
(Zonotrichia capensis)

Sykora konadra Mgéstské prostiedi + Banbura et al. 2013
(Parus major)

Hyl mexicky Méstské prostredi 0 Carbo-Ramirez et Zuria 2017
(Carpodacus mexicanus)

Vrabec domaci Méstské prostiedi - Bokony et al. 2011
(Passer domesticus)

Sykora konadra Tézké kovy + Bauerova et al. 2017
(Parus major)

Lejsek ¢ernohlavy Té&zké kovy 0 Eeva et al. 2003
(Ficedula hypoleuca)

Lejsek ¢ernohlavy Té&zké kovy - Eeva et al. 2005
(Ficedula hypoleuca)

Tucnak osli Turismus, t€zké kovy - Barbosa et al. 2013
(Pygoscelis papua)

Vlastovka obecna Radioaktivni + Camplani et al. 1999
(Hirundo rustica) kontaminace

Syc americky Fragmentace prostfedi  + Hinam et Clair 2008
(Aegolius acadicus)

lestiadek zlatotemenny Fragmentace prostiedi 0 Mazerolle et Hobson 2002
(Seiurus aurocapillus)

Ibis skalni Migrace + Stanclova et al. 2017

(Geronticus eremita)
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Jespak rezavy
(Calidris canutus)

Drozd maly
(Catharus ustulatus)

Kur domaci
(Gallus gallus domesticus)

Ara hyacintovy

(Anodorhynchus hyacinthinus)

kan¢ Harrisovo
(Parabuteo unicinctus)

sokol st€éhovavy
(Falco peregrinus)

Holub domaci
(Columba livia domestica)

Sykora konadra
(Parus major)

Tucnak krouzkovy
(Pygoscelis adeliae)

Koroptev polni
(Perdix perdix)

Zebticka pestra
(Taeniopygia guttata)

Lejsek ¢ernohlavy samec
(Ficedula hypoleuca)

Sykora konadra
(Parus major)

Vlastovka obecna
(Hirundo rustica)

Kur domaci
(Gallus gallus domesticus)

Hrdlicka senegalska
(Spilopelia senegalensis)

Zvonohlik zahradni
(Serinus serinus)

Kur domaci
(Gallus gallus domesticus)

Kur domaci
(Gallus gallus domesticus)

Kur domaci
(Gallus gallus domesticus)

Kur domaci
(Gallus gallus domesticus)

Migrace

Migrace

Transport

Transport

Transport

Transport

Manipulace a

transport

Manipulace

Opakovana

manipulace

Zajeti

Zajeti

Zvysena rodi¢ovska

péce

Zvysena rodicovska

péce

Neodostatek potravy

Neodostatek potravy

Neodostatek potravy

Neodostatek potravy

Teplotni stres

Teplotni stres

Hustota osazeni

Hustota osazeni,
nedostatek potravy
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D'Amico et al. 2010

Owen & Moore 2006

Mitchell et Kettlewell 1998

Speer 1995

Parga et al. 2001

Parga et al. 2001

Scope et al. 2002

Cirule et al. 2012

Vleck et al. 2010

Svobodova et al. 2016

Ewenson et al. 2001

IImonen et al. 2003

Horak et al. 1998

Pap et Markus 2003

Maxwell 1993

Tripathi and Bhati 1997

Hoi-Leitner et al., 2001;

Altan et al. 2000

Mashaly et al. 2004

Thaxton et al. 2006

Kang et al. 2011



Kur domaci
(Gallus gallus domesticus)

Kur domaci
(Gallus gallus domesticus)

Postolka obecna
(Falco tinnunculus)

Strnadec zpévny
(Melospiza melodia)

Zvukovy stres

Zvukovy stres

Kompeticni stres

Predacni tlak

Gross 1990

Lazarevi¢ et al. 2000

Martinez-Padilla et al. 2004

Clinchy et al. 2004
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