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Abstrakt

Kvalita prostiedi miize mit vyrazny vliv na kondici a zdravi jedinct. Ac¢koliv
existuje mnoho zpiisobl jak stanovit zdravotni stav, hematologické vySetteni patii
mezi nejpouzivangjsi metody. Jak bylo zjisténo jiz v nékolika studiich,
hematologické parametry jsou spolehlivym indikatorem dlouhodobého stresu u
obratlovcl. Pfesto tato metoda v ochrané volné zijicich zivoc¢icht nebyla prozatim
dostate¢né vyuzita. V této studii byl analyzovan zdravotni stav 57 dospélych samct
sykory konadry (Parus major), ktefi byli odchyceni na 13 lokalitach v CR s riiznou
hladinou zne¢isténi ovzdusi PMyo prachovymi ¢asticemi. Cilem prace je zjistit, zda
zakladni hematologické parametry (absolutni pocet leukocytli, diferencialni pocet
leukocyti a pocet imaturnich erytrocytll), kondi¢ni znaky (standardizovana
hmotnost, délka tarsu, Sitka riistovych prouzkii a tu¢nost) a ornamentace jedincl
(velikost melaninového pruhu a intenzita karotenoidniho zbarveni) souvisi
se zneCisténim ovzdusi. U 23 jedinct byla také stanovena bakteriolyticka aktivita
komplementu v plazmé. V této studii byl zjistén pozitivni vztah mezi absolutnim
poc¢tem leukocytii a standardizovanou hmotnosti samcl, a to i v interakci se
znec€isténim ovzdusi PMyg ¢asticemi. Cisty efekt znecisténi ovzdusi na zdravotni stav
zvitat ovSem nebyl prokdzan. Dale byl nalezen negativni vztah mezi zastoupenim
H/L v krvi a pomérovou hmotnosti samct, coz naznacuje, ze mensi jedinci byli
pravdépodobné ve vétsim stresu. Vliv kvality prostfedi na pomérovou hmotnost ¢i
délku tarsu nebyl zjistén. Bakteriolyticka aktivita komplementu v plazmé nesouvisela
s prostfedim ani kondi¢nimi znaky samcii. U bfiSnich ornamentl peti byla vysvétlena
pouze velikost melaninového pruhu, ktera souvisela s délkou tarsu jedincl i1 se
zneCisténim ovzdusi jejich lokality. Intenzita zlutého biiSniho zbarveni pefi samct
nijak nesouvisela s hematologickymi ani kondi¢nimi znaky. U téchto samct bude
dale jesté vySetfovan pocet imaturnich erytrocytl v krvi. Zde se pifedpoklada mozny
vyskyt anemického onemocnéni u samcii pochazejicich z lokalit s vice zneciSténym

ovzduSim prachovymi Casticemi.

Klicova slova
Hematologické vysetfeni, Parus major, stres, PM10, karotenoidni a melaninové

ornamenty



Abstract

The individual condition and health can be significantly affected by the
environmental quality. Although there are various ways how to assess the health
status, haematological survey is one of the most widely used methods. Some studies
have already shown that haematological parameters are reliable indicators of a long-
term stress in vertebrate animals. Nevertheless, this method has not been yet
sufficiently used in the wildlife protection. In this study, we analysed the individual
health of 57 adult males of Great Tit (Parus major) captured in 13 different localities
in Czech Republic that varied in level of air pollution. The aim of this study was to
investigate whether the basic haematological parameters (total leukocyte count,
differential leukocyte count and immature erythrocyte count), condition traits
(standardised weight, tarsus length, average width of growth bars, fatness) and
ornamentation of the individuals (size of melanin-based breast stripe, intensity of
carotenoid-based coloration) are related to the air pollution. Moreover in 23
individuals, total bacteriolytic activity of plasma component was also measured. Our
results revealed the positive relationship between the total leukocytes count and the
standardised weight of males, and interaction between standardised weight and PM1g
pollution. Clear effect of air pollution on the animal health however was not found.
Further, our result showed the negative relationship between H/L ratio in blood and
standardised weight of males. This suggests that smaller males were probably
exposed to higher stress. The effect of environment quality on standardised weight or
tarsus length was not found. Bacteriolytic activity of plasma component was related
neither to environmental quality or physical condition of males. In case of breast
ornament expression, the size of melanin-based stripe was only related to tarsus
length and air pollution. The intensity of carotenoid-based coloration was not
associated with any haematological and conditional parameter. Furthermore, for
these males there will be investigated the number of immature erythrocytes in the
blood. Here we assumed the possible presence of anaemic disease in males from

more polluted sites by dust particles.

Keywords
Haematological assessment, Parus major, stress, PM10, carotenoid- and melanin-

based ornaments



L VOt 10
1.1 Uvod do imunologie PtAKIL .............e.eeveeverrerereceeeeeeeeseeseesesesesses s sesseseeneenenn, 12
1.2 Metody stanoveni zdravotniho stavu ptakll...........cccooeeiiiiiiiiiiniiiicies 13

1.2.1 Meéfeni hladiny stresovych hormonil ..........cccoovveiiiiiiiciiciices 13
1.2.2 Zakladni hematologické parametry ..........cccocvveerieiiiiciienincseeee e 15
1.2.2.1 Diferencialni po€et leuKOCYtl.......ccovvviiiiiiiiiiiiiiie e 15
LYMTOCYLY .ttt 16
HELEIOTIIY ..o e 17
BazZOTily ..o 19
EOSINOTIY ..o 20

1V [oTaTo 03 /1 AR P P PRUPRTPRTI 21
1.2.2.2 Diferencidlni pocet eTytroCYIl ....ccuerrvieriieiiieiiesiee e 21
1.2.2.3 Absolutni pocet erytrocytli a leukoCytll........ceervvrviriiiiniiiiciisecin 22
1.2.2.4 HemMAtOKIIL ..ot 23
1.2.3 Antibakteridlni aktivita komplementového systému .............ccoeveivrnennn. 24

2 Cile a predpoKIady .......ccoiiiiiiiiiicii s 26

3 MELOUIKA ... 27
3.1 Studovand oblast @ MAtEIIALY ........ccecviriiiiiiiiieiee e 27
3.2 Ptilochronologie rydovacich per .........ccccovviiiiiiiiiiici e 28
3.3 Analyza zdravotniho Stavi.........ccceiiiiiiiiiiii s 29

3.3.1 Hematologické VYSetieni ........ccccvvvviiiiiiiiiiiiic e 29
3.3.2 Bakteriolyticka aktivita komplementu v plazmeé ............cccoovviiiiiiiniinnn, 30
3.4 Statistické VYhodnoCen ..........ccoveiiiiiiiiiiii s 30

4 VYSIEAKY i 31

4.1 Popisna statistika a korelace jednotlivych proménnych............ccocoviiiinnnn. 31

4.2  VIliv znedisténi na kondici a zdravotni Stav SAMCU.......uveeererereeneneeeeeeeeeens 33



4.3 Kondiéni zavislost Ornamentll SAIMCUL . .....ceuvrurnrieeeeeeeeerieeeeeeereeeeesiaseeesereeessnns 37

DISKUZE ... 39
ZLAVET .ottt 42
Piehled literatury a pouZitych Zdrojli........ccocvviiiiiiiiiieiicec e 43

1)1 2O 50



1 Uvod

Znecisténi ovzdus$i prachovymi ¢asticemi je jedno z nejnaléhavéjSich
probléml meést a industridlnich oblasti vyspélych zemi. Nepopiratelnym dikazem
toho jsou stale piibyvajici poéty lidi postizenych respira¢nimi (Karakatsani et al.
2012) a kardiovaskularnimi onemocnénimi (Baccarelli et al 2011, Stafoggia et al.
2013). Prachové Castice Casto obsahuji riizné toxické a karcinogenni latky jako jsou
predevsim tézké kovy, ale i pesticidy, polyaromatické uhlovodiky a jiné (slozeni
&astic se 1isi podle vzniku; CHMU 2013). Studie dokazuji, Ze pro lidské zdravi jsou
velice rizikové nejen jemné prachové ¢astice PMy s (frakce < 2.5 um), ale stejné tak i
ty hrubsi PMjg ¢i také PMjy 5.0 (frakce < 10 pm). Ve Svédsku napiiklad, zvySené
koncentrace hrubych ¢astic PMjo v méstském ovzdusi souvisely se zvySenou denni
mortalitou lidi v letech 2000-2008 (Meister et al. 2012). Hodn¢ sledovany jsou
v tomto ohledu samoziejmé i déti, jejichz organismus je daleko nachylnéjs$i nez u
dospélych lidi a hrozi zde vznik chronickych respiracnich a jinych onemocnéni.
Studie Lin et al. (2005) ukazuje, ze i pfi relativné nizkych hladinach, koncentrace
prachovych ¢astic souvisela s poctem hospitalizovanych déti s respiraénimi
onemocnénimi. V naprosté vétSin€ vyspélych zemi jsou tedy koncentrace
suspendovanych prachovych ¢astic v ovzdusi pravidelné méfeny a monitorovany a
spoleénym dlouhodobym cilem je toto zneciSténi redukovat na nejniz§i moznou
miru.

Co se tyce vlivu tohoto zneciSténi na zdravotni stav zivocCichd, neni toho
ptili§ znamo. Dalo by se pfedpokladat, ze zejména u pomérné malych zivocicht, jako
jsou napft. ptaci ¢i néktefi savci, mohou zdravotni nasledky intenzivniho vystaveni
vysokym koncentracim prachovych ¢astic mit daleko rychlejsi priib&h nez u lidi a
schopnost jejich preziti tak mlZe byt vyrazné snizena. Existuje nékolik malo
experimentalnich studii, které se timto tématem doposud zabyvaly. Manipulacni
studie na potkanech ukézala, ze kratkodoba aplikace (4 - 6 hodin) vysokych davek
koncentrovanych prachovych castic (CAPs — concentrated ambient particles; davky
315 ug/m3 a 684 pg/m3) se vyrazné odrazela na zanétlivych markerech. Se zvySujici
se hladinou expozice CAP se zvySoval celkovy pocet leukocytii v periferni krvi.
Stejné tak se signifikantné zvySoval 1 pomér neutrofilti v bronchoalveolarni tekutiné

(BAL analyza — Bronchoalveolar lavage; Lay et al. 2004). Obdobn¢, Upadhyay et al.
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(2010) na potkanech testovali vliv riznych davek (250 - 1000 pg/m®) jemnych &astic
PMas. | vtomto piipadé velikost davky odpovidala hladiné vybranych zanétlivych
markerti (osteopontin, interleukin-6, CRP- plasmovy protein, a makrofagovy
zanétlivy protein-2). Proteinova analyza vybranych markerti ukazala, ze aplikace
prachovych castic vedla k aktivaci endotelniho, renin-angiotensinového, a také
koagulacniho systému v plicnich a srde¢nich tkénich. Tyto vysledky naznacuji, ze
expozice velkému mnozstvi suspendovanych prachovych c¢astic mize u slabsich a
nachylnych jedinc vyvoldvat akutni srde¢ni ptihody, jako je infarkt myokardu.
Mimo onemocnéni dychaciho a kardiovaskuldrniho systému prachové castice
poskozuji 1 travici soustavu diky jejich pfijmu v potravé a vod¢ (Beamish et al.
2011). Experimentdlni studie na mySich ukazala, Ze prachové castice v travicim
traktu zplsobuji akutni a chronické zanéty stfeva (Kish et al. 2013). Méstské a
pramyslové znecisténi ovzdusi prachovymi ¢asticemi navic piinasi riziko zvySeni
vyskytu ur€itych forem dédi¢nych mutaci u zvirat. Konkrétné toto bylo otestovano u
laboratornich mysi, kdy byla zjisténa mutace DNA na tzv. ESTR lokusu (Ms6-hm a
Hm-2), kterd byla dédic¢nd, takze genetické poskozeni zirodecnych bunék bylo
prendseno do dalSich generaci (Somers et al. 2004).

Vsechny vySe zminéné studie na zvifatech probihaly v laboratornich
podminkach, kdy byl pouzit prach (o urcité velikosti) extrahovany z vybraného
méstského prostfedi. Pokusna zvifata byla pfimo vystavovana predem
nadefinovanym, a nutno podotknout, extrémnim davkam, aby bylo mozné jasné
definovat zdravotni nésledky jejich aplikace. Po vySetfeni zdravotniho stavu byla
pokusna zvifata usmrcena. Jak moc zasadni je ale vliv prachovych ¢astic na zdravi
zivocichl v jejich pfirozeném prostfedi (mésta, venkovy)? Existuje pouze né€kolik

malo studii, které se touto otazkou zabyvaly.

V ramci své diplomové priace se zabyvam vlivem suspendovanych
prachovych ¢astic PMjp na zdravi a celkovou kondici volné Zzijicich samct sykory
komadry (Parus major) rizného ptivodu v CR. ReSers$ni ¢ast bude vénovana

pfedev§im metodam stanoveni zdravotniho stavu u ptaki.
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1.1 Uvod do imunologie ptaki

Jak historie dokazuje, znalost a pochopeni fungovani imunitniho systému i u
jinych druhti zivo¢ichli nez u Cloveka je velice dulezita. Ptaci, v tomto ptipad¢ byli
vybornym modelem pro studovani zakladnich imunologickych procest jako
takovych. Mimoto také hrali, a dodnes hraji, zasadni roli ve vyvoji vakcin. Prvni
ockovaci vakciny totiz byly vyvinuty proti riznym onemocnénim dritbeze (cholera,
Markova nemoc; Davison 2008). | v soucasnosti, kdy se neustale setkavame
snovymi formami bakteridlnich a virovych onemocnéni, které jsou v mnohych
ptipadech nebezpecné i pro lidsky organismus, jsou nové poznatky z imunologie
riznych druht Zivoéichu zasadni (Kaiser 2010).

Ptaci a savci maji ¢ast imunologického systému velmi podobnou (vzhledem
k vyvoji ze spole¢ného piedka), v nékterych ¢astech ovSem ptaci maji své unikatni
strategie (Davison 2008). U ptaka stejné jako u cloveéka funguji dva zakladni
imunitni mechanismy, a to nespecifické (neadaptivni) a antigenné specifické
(adaptivni; Schijns et al. 2008). Neadaptivni neboli vrozena ¢ast imunity je evolucné
starsi a je tvofena molekulami a buiikami, které maji zasadni vyznam v obrané proti
infekci a jsou G¢inné proti mnoha riznym patogentim, diky jejich reakci na strukturni
nebo funkéni rysy, které jsou jim spoleéné (rozpoznatelnost patogenli
zprostfedkovana prvky koédovanymi v zdrode¢né DNA; Hoftejsi et Bartiiikova 1998,
Juul-Madsen et al. 2008). Bunééna slozka vrozené imunity je tvofena fagocytujicimi
buiikami, jako jsou monocyty, makrofagy, heterofily (u ¢lovéka a jinych savcl jsou
to neutrofily), eozinofily, bazofily a trombocyty, a pfirozené¢ cytotoxickymi bunikami
(buiiky NK, ,,pfirozeni zabijeci* — Natural killers; Hotej$i et Bartiinkova 1998, Juul-
Madsen et al. 2008). Humoralni neboli latkova slozka vrozené imunity je tvofena
komplementovym systémem, interferony, lektiny a jinymi sériovymi proteiny.
VSechny nespecifické slozky imunity reaguji na piitomnost urcitych Skodlivin
prakticky okamzité (fddov€ v minutach) a na rozdil od specifickych sloZek (adaptivni
imunita) nemaji tzv. imunologickou pamét, a tudiZ jejich reakce neni ovlivnéna
predchozim setkanim s patogenem (Hofejsi et Bartunkova 1998, Juul-Madsen et al.
2008). Adaptivni neboli specificka imunita je evoluéné mladsi a reaguje na kazdou
cizorodou strukturu prostfednictvim vysoce specifickych molekul (protilatky Ig,
antigenn¢ specifické receptory T a B lymfocytl), které se aktivuji az po setkani

s antigenem (Hofej$i et Bartlnkova 1998). Bunécnou slozku specifické imunity
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zprostifedkovavaji T a B lymfocyty, zatimco latkova slozka je tvofena protilatkami. B
lymfocyty (u ptakt diferenciované ve Fabriciové burze — Bursa Fabricii) jsou
zodpovédné za produkci protilatek (Ig- imunoglobuliny, specifické proteiny;
Ratcliffe 2008), zatimco T lymfocyty s povrchovymi T-bunéénymi receptory (TCR —
T-cell receptor) maji za kol rozpoznavani antigenti (Viertlboeck et Gobel 2008).
Specificka imunita je na rozdil od vrozené imunity pomalejsi (Uplny rozvoj reakce
behem nekolika dni az tydni) a je zaloZena na imunologické paméti. Obecné plati, ze
slozky vrozené imunity jsou dilezité zejména v nejran¢jSich fazich mikrobialni
Cisténi (odstranovani) infekce (Juul-Madsen et al. 2008). Oba mechanismy ovsem,
jak vrozené tak specifické imunity, jsou Zivotné dulezité a navzajem spolu neustéile

kooperuji, proto jejich funkce nelze striktné odd¢lovat (Hoftejsi et Bartiitkova 1998).

1.2 Metody stanoveni zdravotniho stavu ptaki

Zdravotni stav zivoCichi lze obecné¢ odhadovat na zakladé piimych
symptomtl urcitych typti onemocnéni nebo napiiklad na zékladé zhodnoceni
celkového kondi¢niho stavu zvifete (hmotnost v poméru k velikosti téla, tukové
zasoby a jin€). Nejptesnéjsi pouzivanou metodou je ovsem, stejné jako i u ¢lovéka,
zékladni vySetfeni krve. Jak ukazuji mnohé imunologické studie, odchylky v
jednotlivych hematologickych parametrech mohou indikovat jak stres, tak vliv
ur¢itych patogenu ¢i toxickych latek (Davis et al. 2008, Vinkler et al. 2010, Yamato
et al. 1996).

1.2.1 Méreni hladiny stresovych hormonii

Jednou z pouzivanych metod fyziologie ochrany pfirody je méfeni hladiny
stresovych hormonu (Wikelski et Cooke 2006). Kdy se ptredpoklada, ze urcité
odchylky v hormonalni odezv¢ piimo souvisi s celkovym zdravotnim stavem zvitete
(Romero 2004). ZvySeny fyziologicky stres mize byt zplsoben zranénim,
onemocnénim, parazitem, infekci, ¢i extrémnim plisobenim nékterého (¢i nékterych)
z faktori prostfedi (klimatické zmény, nedostatek potravy, ztrata ptirozené¢ho
biotopu, =znecisténi biotopu). Hlavnimi parametry stresu jsou zejména

glukokortikoidni steroidni hormony tvofené ktrou nadledvinek, a to predevSim
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kortizol (u ryb a vétSiny savcl) a kortikosteron (u ptakt, plazl, obojzivelnikd a
mnoha hlodavct) v krevni plasmé (Romero 2004).

Studie na voln¢ Zijicich populacich hyli mexickych (Carpodacus mexicanus)
napi. zjistila, ze hladina kortikosteronu v plasmé zvifat souvisela jak s celkovou
kondici zvitat, tak s bakteridlnim onemocnénim mykoplazmézou (Mycoplasma
gallisepticum, zpusobujici chronické respiraéni onemocnéni u ptakt). Jedinci s vyssi
bazalni koncentraci kortikosteronu v krvi byli v hor§im kondi¢nim stavu (nizsi
standardizovana hmotnost neboli bodymass) a byli spise nakazeni mykoplazmézou
(Lindstrom et al. 2005). Také Ménniste et Horak (2011) experimentalné potvrdili
vliv fyziologického stresu na individudlni kondici zvifat, kdy zvySeni koncentrace
glukokortikoidnich hormonti v Krvi vyznamné inhibovalo rtist per u zvonki zelenych
(Carduelis chloris). Jednou z popularnich otazek v oblasti stresu je i vliv stresovych
hormont hnizdicich samic na rast jejich potomstva. Americky experiment Haywarda
et Wingfielda (2004) na samicich kiepelek polnich japonskych (Coturnix coturnix
japonica) dospél k vysledkiim, ze mnozstvi kortikosteronu v plasmé hnizdicich
samic pozitivn¢ koreluje s naméfenou koncentraci kortikosteronu obsaZenou ve
vajecném zloutku snlisky samice. Nasledné bylo zjisténo, ze mlad’ata samic s umele
zvySenou hladinou kortikosteronu v Krvi rostla pomaleji a vykazovala vyssi aktivitu
na hypotalamo-adrenalni ose (Hypothalamo-adrenal axis — HPA) vreakci na
odchyceni a kontrolu pozdéji jako dospélci. Na zakladé téchto vysledkd se da
predpokladat, Ze vysoce stresované nosnice, prevodem vlastniho kortikosteronu do
vajecného zloutku, mohou vyrazné ovliviiovat nasledny vyvoj vlastnich potomkt a
Castecné i jejich fenotyp v dospélosti. To, Ze stres ovliviluje jak chovani zvifat, tak
jejich imunitni odpovéd’ na rizné patogeny potvrzuje také napt. Krams et al. (2013).

Nevyhodou aplikace metody méfeni stresovych hormont je, Ze hladina
kortikosteronu v plasmé stoupa prakticky okamzité¢ po dané stresové udalosti, coz
manipulace s nimi (Davis et al. 2008). Béhem nasledné interpretace vysledku se tedy
potykdme s problémem, jak ,odfiltrovat“ efekt samotného odchytu a ziskat tak
zékladni (bazalni) hladinu stresu daného zvitete jesté pred jeho odchycenim. Tuto
problematiku v praxi podrobné studovali Romero et Reed (2005) u nékolika volné
zijicich druha ptdkt a jednoho druhu plazi. Jejich hypotézou bylo, Ze jsou-li krevni

vzorky odebrany do 3 minut po odchyceni zvifete, méla by zde byt zachycena
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bazalni hladina kortikosteronu jedince, doposud nezkreslend odchytem jako
stresovym stimulem. Vysledky ukazaly, ze u vétSiny testovanych druhl ptaka
(vrabce domaciho, Passer domesticus; strnada severniho, Calcarius lapponicus; a
snéhule severni, Plectrophenax nivalis), se tzv. ,bod zlomu“, kdy se hladina
kortikosteronu v krvi razantn¢ zvysSuje vlivem stresoru (odchytu), objevuje jiz okolo
2 minut po odchytu jedince. U migrujicich jedincii strnadce bélokorunkatého
(Zonotrichia leucophrys gambelii) byla tato zména zaznamenana dokonce jiz po 1.5
minuté. Z tohoto pohledu se tedy tato velice pfesna metoda stanoveni stresu u
obratlovcu stava ponékud nepraktickou pfi jeji realizaci in vivo. Ekologové se proto
Vv poslednich letech zabyvaji uzitim 1 jinych metod jako je vySetfeni zékladnich
hematologickych parametrii, které jsou mimo jiné ovliviiovany i stresovymi hormony

(Davis et al. 2008, viz dale).

1.2.2 Zakladni hematologické parametry
1.2.2.1 Diferencialni pocet leukocytit

Jednim z velice popularnich hematologickych parametri je stanoveni
diferencialniho poctu leukocyti (leukocytarni profil neboli leukogram) z krevnich
roztérd, kdy jsou stanovena pomérova zastoupeni vSech typu leukocytt v krvi (Lucas
et Jamroz 1961, Campbell et Ellis 2007). Relativni zastoupeni krevnich bunék je
dilezitym ukazatelem ,,pohody* u zvifat, jelikoz odchylky od normalnich pocti
danych typt buné€k jsou vétSinou znakem nemoci, infekce ¢i vSeobecné stresu. U
ptaka se udavaji relativni hodnoty zastoupeni lymfocytti 50-60%, heterofilti 20-30%,
bazofild 1-10%, eosinofilt 1-10% a monocytl 1-5% z celkového poctu bunek (Davis
2009). Normalni pomeérové zastoupeni ovSem nikdy neni dano s naprostou piesnosti,
jelikoz se lisi nejen mezi riznymi druhy (Davis 2009), ale i v ramci jednoho druhu
mezi pohlavimi, riznymi vékovymi kategoriemi (mlad’ata/dospélci) a sezonné (Norte
et al. 2009).

Souhrnna studie Davise et al. 2008 vysvétluje, jak souvisi leukocytarni
profily s vyhodnocenim stresu u rtiznych druhti obratlovct. Diferencialni pocet
leukocytll totiz pfimo souvisi hladinou glukokortikoidnich stresovych hormont
v krvi. Konkrétn¢, ¢im vice glukokortikoidii se vyplavuje, tim vySsi je procento
zastoupeni neutrofilll (u ptdkd a plaz jsou to heterofily), zatimco procentudlni

zastoupeni lymfocytd v krvi se snizuje (tzv. lymfopenie). Z tohoto divodu se
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v praktickych studiich jako nejvice uzivany parametr pro identifikaci stresu (muze
byt ovlivnéno i1 riznymi onemocnénimi ¢i infekcemi) zvitat uvadi pomér H:L (pocet
heterofild ku lymfocytiim) ¢i N:L (pocet neutrofilti ku lymfocytim). Tento fenomén
je pozorovatelny u vSech obratlovct (savci, plazi, ptaci, ryby a obojzivelnici).
Vyhodou této metody je, Ze krevni obraz (tzv. diferencial) odrazi dlouhodoby stres, a
neni tedy zasadné ovlivnén odchytem zvitete (Davis et al. 2008). Jak vyplyva z
ruznych experimentalnich studii, prvni ,,odpovéd™ krevnich leukocytii na stres se
projevuje v ¢asovém rozpéti hodin az dnt (zavisi na taxonu; Davis et al. 2008). U
ptakt se uvadi, ze stres se na poméru H/L v krvi projevi po zhruba 1 az 2 hodinach
trvani. Vysledky studie na hylu mexickém (Carpodacus mexicanus; Davis 2005),
dokazuji, ze odchyt a naslednd manipulace se zvifetem se do jedné hodiny nijak
neprojevi na leukocytarnim profilu. Dal$i vyhodou je, Ze tato metoda nevyzaduje
nijak velké odbéry krve u zvifat. Na krevni roztéry jsou dostate¢né vzorky o objemu
5-10 puL (Davis et al. 2008), zatimco na otestovani kortikosteroidnich stresovych
hormont je potfeba vzorek o objemu 30-60 pL krve k ziskani dostatecného mnozstvi
plasmy (Washburn et al. 2007, Davis et al. 2008). Riizné hematologické parametry

jsou tedy dobrym indikatorem fyzické kondice a celkového zdravi zvitat.

Lymfocyty

Lymfocyty nemaji, stejné jako monocyty, ve své cytoplasmé zadna granula
(agranulocyty) a jsou, co do pomérového zastoupeni leukocyti v krvi ptaku,
nejpocetnéjsi (okolo 60%). Jsou to kulaté bunky s velkym (kulatym) centrickym
jaddrem modré aZ modro-fialové barvy, které zaujima okolo 90% celkového prostoru
bunky (Lucas et Jamroz 1961, Davis 2009). Dtlezitym znakem je namodrala
cytoplazma, kterd napomaha odlisit napt. malé lymfocyty od trombocytii (podobné,
s prihlednou cytoplazmou se zietelnym ,,chromovanim®; Davis 2009, Poplova 2011;
Obr. ¢. 1).

Jak uz bylo zminéno, u ptékd, stejné jako u ¢loveéka, existuji dva hlavni typy
lymfocytl vznikajici v kostni dfeni, a to lymfocyty T, které se dale diferenciuji
v brzliku (thymus), a lymfocyty B, které se diferenciuji ve Fabriciové burze (bursa
Fabricii; Olah et Vervelde 2008). Pii hematologickém vySetieni krevnich roztéra
svételnym mikroskopem ovSem neni mozné tyto dva typy lymfocyti od sebe rozlisit

¢i jakkoli urcit jejich funkéni specifikaci (Campbell et Ellis 2007, Poplova 2012).
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Pocet lymfocytl v krvi je mimo jiné ovliviiovén i stresovymi hormony (viz ptedesla
kapitola). ZvySeny pocet lymfocytl v krvi se nazyva lymfocytéza, naopak snizena
hladina lymfocytd pak lymfopenie. Schopnosti rozpoznavat patogeny a
imunologickou paméti T lymfocytl u kurat se zabyvali napt. Singh et al. (2010)
v souvislosti s virem ptaci chiipky. Ptac¢i chiipka je velice sledovanym tématem
onemocnéni ptakl (ojedinéle prenosna i na ¢loveéka) piedevsim vzhledem k vzniku
ruznych novych patogennich forem. Tato studie se zabyvala odpovédi T lymfocyth
ex Vivo na testované patogenni formy H5N9 a H7N2 AIV (Avian influenza virus).
Vysledky ukézaly, ze T-lymfocyty jsou schopné rozpoznat a reagovat na Sirsi

spektrum virti ptaci chiipky.

Obr. & 1: A) Lymfocyt (oznafen Sipkou), okolo erytrocyty a 2 trombocyty

(obarveno Wright Giemsa barvivem, zvétseni 1000x; Campbell et Ellis 2007).
B) Lymfocyt mezi erytrocyty (Wright Giemsa barvivo; Davis 2009).

Heterofily

Heterofily jsou specifickym typem leukocytl (granulocytil) u ptaki (a plazi),
které jsou funkéni obdobou savéich neutrofili (Davis 2009). Jsou zpravidla druhé
nejpocetnéjsi v krvi (po lymfocytech). Jejich charakteristickym znakem jsou
cytoplazmaticka granula vietenovitého tvaru (vzacné mohou byt viditelna pouze
centralni kulata granula; Lucas et Jamroz 1961), kterd po obarveni Wright-Giemsa
barvivem (viz metodika, kapitola 4.2) ziskavaji cihlové ¢ervenou barvu. Cytoplazma
je bezbarva nebo lehce nartizovéla. Jadro je ¢lenité (zpravidla 2 az 3 laloky) nebo

uplné rozdé€lené, zbarvené do modro-fialova az fialova. Diky specifické barvé a tvaru
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mnohocetnych cytoplazmatickych granul tento typ leukocytd patii k jednomu
z nejlépe rozpoznatelnych (Lucas et Jamroz 1961, Davis 2009; Obr. ¢. 2).

Heterofily maji vyznamnou protizanétlivou funkci. Jsou vysoce
fagocytujicimi buiikami a maji Siroké spektrum antimikrobidlni aktivity (Juul-
Madsen et al. 2008). Heterofily tdajné tvoii ,,prvni obrannou linii* bunécné vrozené
imunity ptakd proti mikrobialnim patogenim plic a vzdu$nych vaki, kde makrofagy
chybi (Harmon 1998). Pocet heterofild (H/L pomér) v krvi ptdka vypovidad o
dlouhodobém stresu rizného piivodu (onemocnéni, potrava, prostiedi). Jak ukazuje
studie Miiller et al. 2011 na mlad’atech postolky obecné (Falco tinunculus) zvyseny
H/L pomér byl zjistétn u mladdat, kterd se vylihla pozdéji (snizena
konkurenceschopnost), poté v ptipad¢, kdy méla nizkou zasobu télesného tuku, byla
napadena ektoparazity a se zasadnimi zménami environmentilnich podminek
(destivé obdobi — nedostatek potravy, a pfi zménach sezony — zmény roc¢niho
podnebi; stejné vysledky napt. i Banbura et al. 2013). Stresovou teorii potvrdil i
Krams et al. (2013) u volné Zijicich sykor konader (Parus major), které byly
odchyceny a drZeny v zajeti. Nasledné byla pozorovdna souvislost mezi H/L
pomérem v krvi, jejich chovanim a imunitni odpovédi na novy antigen bakterie
Brucella abortus. Jedinci, u kterych byly zjistény nejvyssi H/L poméry méli nejvice
ponicend ocasni pera po tydnu strdveném v zajeti a zarovein produkovali nejméné

protilatek na specificky antigen. Obecné se da pfedpokladat, Ze ptaci v méstském

prostiedi (chronicky stres) maji vyssi hodnoty H/L nez ptaci ve venkovskych

oblastech (Ruiz et al. 2002).
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Obr. €. 2: A) Heterofil mezi erytrocyty. (obarveno Wright Giemsa barvivem,
zvétSeni 1000x; Campbell et Ellis 2007). B) Heterofil mezi erytrocyty (Wright

Giemsa barvivo; Davis 2009).

Bazofily

Dalsim typem leukocytl (granulocytl), které jsou soucasti bunécné vrozené
imunity ptakl, jsou bazofily. Jejich charakteristickym znakem jsou pocetna a (po
obarveni) vyrazné fialova bazofilni granula (mal4, kulatd). Cytoplazma je prakticky
bezbarva. Jadro je svétle rizové az svétle modré, zpravidla byva centrické
nelalo¢naté, nékdy mize mit dva laloky (Lucas et Jamroz 1961, Davis 2009). Diky
specifickému vyraznému zbarveni granul je tento typ leukocytl opét velmi snadno
rozpoznatelny (Obr. €. 3).

Bazofily pravdépodobné hraji diilezitou roli pfi ranych stadiich zanétd a pii
akutnich hypersenzitivnich reakcich (reakce precitlivélosti). Jsou klicovymi
ucastniky kozni bazofilni hypersenzitivity a pasivni kozni a systémové anafylaxe
(spousti produkci histaminu pfi alergickych reakcich; Maxwell et Robertson 1995,
Karasuyama et al. 2009). Jak souvisi bazofily sriznymi parazitickymi
onemocnénimi a se stresovou odpoveédi u ptakid je stidle zkoumano a diskutovano
(Falcone et al. 2001, Vinkler et al. 2010). Pomérové zastoupeni bazofili v krvi ptakt
se mezi riznymi druhy lisi (viz Davis 2009). Ptiestoze jejich fyziologickd funkce
jesté neni celkové objasnéna, u nékterych druhli pévcet, jsou i u zdravych jedinct
zastoupeny vysoké pocty bazofila v periferni krvi (15% a vice; Davis 2009, Vinkler
et al. 2010). Vysledky studie na hylech rudych (Carpodacus erythrinus) ukazuje, ze

pomeér bazofill v krvi je kondi¢né zavisly a je zvySovan piisobenim krevnich parazit

(Heamoproteus, Leukocytozoon; Vinkler et al. 2010).




Obr. ¢ 3: A) Bazofily (2) mezi erytrocyty (obarveno Wright Giemsa barvivem,
zvétseni 1000x; Campbell et Ellis 2007). B) Bazofil mezi erytrocyty (Wright Giemsa
barvivo; Davis 2009).

Eosinofily

Dalsimi, jiz spiSe minoritné¢ zastoupenymi, fagocytujicimi leukocyty jsou
eosinofily (granulocyty). Eosinofily maji (po obarveni) tmavé modré az modro-
fialové lalo¢naté jadro (zpravidla 2 laloky do tvaru U, ale miZe byt i rozdéleno na 2
¢asti), lehce namodralou cytoplazmu s mnoha kulatymi narGzovélymi, Zzluto-
oranzovymi, ¢i nékdy i bezbarvymi granuly (Lucas et Jamroz 1961, Davis 2009). U
nékterych druhli ptdkd jsou tyto granula velmi Spatné viditelnd, proto rozeznani
tohoto typu leukocytli v krevnich natérech mizZe byt pomérné slozité¢ (Davis 2009;
Obr. ¢. 4).

Zvysené pocty eosinofilti v krvi (tzv. eosinofilie) se u lidi casto objevuji ve
spojeni s alergickymi reakcemi ¢i parazitarnimi onemocnénimi. Eosinofily jsou
(spolu s dalsimi buiikami imunity) iniciatory alergické a zanétlivé reakce (zejména
astmatu), kdy se za¢nou uvoliiovat rizné cytotoxické proteiny, volné kyslikové
radikaly a cytokiny (Lim 1995). O tom, jak piesné tyto builkky vrozené imunity
funguji u ptakdl, se zatim vi velmi malo. Nicméné se piedpokladd, Ze, stejné jako u
lidi, odchylky pomérového zastoupeni téchto leukocytii mohou indikovat urcité

formy onemocnéni a zanétl u zvitete (Campbell et Ellis 2007, Vinkler et al. 2010).

Obr. ¢ 4: A) Eosinofil (oznacen Sipkou), okolo erytrocyty a velky heterofil

(obarveno Wright Giemsa barvivem, zvétSeni 1000x; Campbell et Ellis 2007). B)
Eosinofil (oznacen Sipkou), vlevo heterofil a okolo erytrocyty (Wright Giemsa
barvivo, 100x zvétSeni; URL 1).
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Monocyty

Monocyty jsou nejvetS§imi bilymi krvinkami a jsou snadno zaménitelné
s velkymi lymfocyty (agranulocyty, vzhledové podobné). Maji svétle modré az
modro-fialové jadro (Casto s viditelnou ,,chromovanou® strukturou) ledvinovitého
tvaru ¢i kulatého se zfetelnym zaSkrcenim a modroSedou cytoplazmu. Hlavnim
rozdilnym znakem monocytl od lymfocytii je velikost jadra v poméru k celkové
velikosti buniky. U monocytll, jadro zabira zhruba polovinou az tfi ¢tvrtiny celkové
velikosti buiiky (Lucas et Jamroz 1961, Davis 2009, Obr. €. 5).

Monocyty se po odchodu z krevniho feCist€ méni v cilovych tkanich
vV makrofagy. Mimo nezbytnou ulohu v pfestavbé tkdni a obrané proti rliznym

patogeniim, jsou monocyty a makrofagy zapojené¢ i1 do vyvoje nékterych

patologickych procesti, jako napt. aterosklerdzy, rakoviny ¢i autoimunitniho

onemocnéni (Nares et Wahl 2005).

Obr. ¢ 5: A) Monocyty (2), okolo erytrocyty a trombocyt (obarveno Wright
Giemsa barvivem, zvétseni 1000x; Campbell et Ellis 2007). B) Monocyt, okolo
erytrocyty (Wright Giemsa barvivo; Davis 2009)

1.2.2.2 Diferencialni poclet erytrocytii

Erytrocyty neboli Cervené krvinky jsou nejpocetnéjSimi bunkami v Krvi
obratlovcd a maji nezaménitelny vyznam z hlediska ptenosu dychacich plynu (diky
hemoglobinu vazajicimu kyslik a oxid uhli¢ity; Glomski et Tamburlin 1989). Ptaci,
stejné jako vétSina obratlovcll (s vyjimkou savcil), maji jaderné erytrocyty. Jsou to

stitedné velké ovalné bunky, které (po obarveni) maji zietelné rizovou cytoplazmu a
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centrické ovalné tmavé fialové jadro (Lucas et Jamroz 1961). Mladsi stadia
erytrocytll (nezrald neboli imaturni) jsou pak rozeznatelné zejména podle vyrazné
chromatizovaného jadra a celkové lehce odliSnym odstinem zbarveni (Lucas et
Jamroz 1961, Poplova 2011; Vinkler, 1. 2014, in verb, Obr. €. 6).

Diferencidlni pocet erytrocytli slouzi piedevsim ke kvantifikaci imaturnich
(nezralych) cervenych krvinek. Pochopiteln€, vysoké zastoupeni nezralych krevnich
bunck (jak erytrocytl, tak i leukocytll) se pfirozen¢ vyskytuje u mlad’at (stadium
vyvoje). Pfesto je tento parametr dulezitym ukazatelem zdravi 1 u dospé€lych zvirat.
Jak je znamo, vysoké pocty imaturnich erytrocytii v periferni krvi dospélcii mohou
byt naznakem anemického onemocnéni (Campbell et Ellis 2007), kdy dochéazi k
hemolyze (rozpadu) cervenych krvinek a tak je organismus pro své preziti neustale
nucen vytvaret nové k obnoveni homeostdzy. MiiZze to byt zplisobeno jak zranénim
zvitete, a naslednou velkou ztratou krve (Hauptmanova et al. 2002), nebo ptisobenim
ruznych krevnich a krev-sajicich paraziti (Vinkler et al. 2010, Poplova 2011), tak
také vlivem piisobeni né&jakych toxickych latek (Yamato et al. 1996, Belski et al.
2005).
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Obr. ¢. 6: A) Normalni erytrocyty (dospéla stadia). B) Prevazné imaturni
erytrocyty (nedospéla stadia, obarveno Wright Giemsa barvivem, zvétSeni 1000X;

Campbell et Ellis 2007).

1.2.2.3 Absolutni pocet erytrocytii a leukocytit

Absolutni pocty erytrocytli a leukocytl slouzi k obecnému piehledu o sloZeni
krve vzhledem kurcit¢ objemové jednotce krve. Pocty téchto bunck lze zjistit
pristrojové (uzivano zejména u savci — bezjaderné erytrocyty) nebo manudlné
pomoci pocitacich komurek (hematocymetry, Biirkerovy pocitaci komurky), kde je

mozné pod svételnym mikroskopem spocitat, z obarvené¢ho roztoku krve (Natt-
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Harricktv roztok), pocet danych bungk (erytrocytti a leukocytit) v piesné stanoveném
objemu (Campbell et Ellis 2007, Poplova 2011). Absolutni pocet erytrocytii byva
Casto dopliikovym vySetfenim pii stanovovani hladiny hematokritu a koncentrace
hemoglobinu v krvi, kdy sniZzené celkové poéty erytrocytd indikuji anémii
(zptisobena krevni ztratou, infekénim onemocnénim, ¢i vlivem toxickych latek).
Absolutni pocet leukocytl je obecnym ukazatelem zdravi obratlovct. Zvyseny pocet
leukocytt v periferni krvi (leukocytoza) indikuje ur€ité onemocnéni ¢i zanét u zvirat
(Ots et al. 1998). Pti akutnich ¢i chronickych infekcich totiz dochazi k celkovému
narGstu zanétlivych leukocyti (heterofily, bazofily, eosinofily a monocyty; Erf
2008).

1.2.2.4 Hematokrit

Hematokrit jak je znamo, je procentualné vyjadieny objem cervenych krvinek
(erytrocytil) v jednotce krve a patii mezi nejzakladnéj$i hematologické vysSetieni
(krevni obraz) u obratlovcl. Nizké hladiny hematokritu (jinak také zvany PVC —
packed cell volume, celkové mnozstvi krevnich bun€k) signalizuje anémii, ktera, jak
bylo v pfedchozi kapitole jiz zminéno, muze vznikat riznymi zpusoby (bakterialni
infekce, ptitomnost krevnich ¢i krev sajicich parazitl). Samotna erytropoéza (vznik
cervenych krvinek) je ovlivnéna mnoha faktory, mimo jiné jsou to napi. pohlavni
hormony, veék a stres (viz Poplova 2011). Jak se ale ukazuje, pouZiti objemu
hematokritu jako indikatoru zdravotniho stavu, mize byt i zavadgjici. Jelikoz objem
hematokritu neni zavisly pouze na poc¢tu ¢ervenych krvinek, ale i na jejich velikosti.
Problém vznika ve chvili, kdy se po ztraté vétsiho mnozstvi krve (ndsledkem zranéni
¢i vlivem nékterych parazitl) vyplavi do obéhu znaéné mnoZzstvi imaturnich
erytrocytl, které zpravidla mohou byt i objemné&j$i nez dospéla stadia erytrocytl
(Campbell et Ellis 2007). Diky tomu se objem hematokritu po zranéni ¢i vlivem
nékterych parazitii a jinych stresori nemusi zménit nebo se muze dokonce zvysit
(Ots et Horak 1998, Ewenson et al. 2001, Carleton 2008). Mimo jiné objem
hematokritu je velmi variabilni i v rdmci riiznych obdobi, miiZze byt ovliviiovan
teplotou okoli ¢i intenzitou fyzické aktivity ptaka (Dawson et Bortolotti 1997). Zda
se tedy, ze hematokrit mize slouzit jako zdkladni parametr krve (index urcité

homeostdze), ale pro dalsi vySetfovani zdravotniho stavu je vhodné tento parametr
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doplnit o dal§i hematologické znaky, jako je diferencidlni pocet erytrocyti a

leukocytt.

1.2.3 Antibakterialni aktivita komplementového systému

Komplementovy systém je hlavni slozkou vrozené latkové imunity, ktery je
dalezity nejen v obrané proti invazi patogennich mikroorganismt, ale soucasné
posiluje 1 adaptivni imunitni odpovéd (T a B Ilymfocyty; Carroll 2004).
Komplementem je oznaCovana soustava zhruba 35 sérovych a membranovych
proteint, které jsou pritomny v celé fadé hostitelskych bun¢k (Hotejsi et Barttinkova
1998, Juul-Madsen et al. 2008). Na zakladé riznych podnéti (rozeznani né&jakého
molekularniho komponentu mikroorganismu - bakterie) se tyto proteiny kaskadovité
aktivuji, az dochazi kuplnému =zabiti patogenu (perforaci membrany
mikroorganismu a naslednou lyzi bunky, opsonizaci — podpoienim fagocytdzy
patogenu imunitnimi bunikami, ¢i vyvoldnim zénétu a spusténim adaptivnich slozek
imunity; Carroll 2004, Juul-Madsen et al. 2008). Klicovym komponentem systému je
tzv. C3, jehoz fragment (C3b) se pevné vaze na mikrobidlni povrch, a jehoz aktivace
(proteolytickym  Stépenim) iniciuje  vétSinu  biologickych  funkci celého
komplementového systému (Hofejsi et Bartinkova 1998, Juul-Madsen et al. 2008).
Aktivace komplementu u savcli miiZze probihat tfemi zplsoby (cestami) alternativni,
klasickou a lektinovou. Predpoklada se, ze u ptakd je tomu podobné, piestoze piimé
dikazy existence klasické cesty aktivace komplementu prozatim nebyly zjistény
(Vinkler, nepublikovéno).

Rychlost komplementové reakce (aktivita komplementu) od zacatku aZz po
usmrceni bakterie miize byt zjiStovana metodou tzv. luminometrického méfeni
antibakterialni aktivity krevni plazmy (Nikoskelainen et al. 2002, Buchtikova et al.
2011). Pfi této metodé¢ je vyuzivana geneticky modifikovand forma
bioluminiscen¢nich bakterii (viz metodika, kapitola 4.2). Existuje nckolik praci
zabyvajicich se méfenim aktivity komplementu u ryb, kde bylo pozorovano, Ze
aktivita miize byt ovlivnéna napft. teplotou vody (sezonni zmény; Hernandez et Tort
2003, Nikoskelainen et al. 2004) nebo steroidnimi hormony (Buchtikova et al. 2011).

Prozatim neni k dispozici pfili§ studii zabyvajicich se vlivem riznych faktor
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prostfedi (napf. toxicity) na komplementérni aktivitu u volné zijicich zivocichti (ani

konkrétn€ u ptaki).
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2 Cile a predpoklady

Cilem této prace je predevsim zjistit zda znecisténi ovzdusi PM;o Casticemi
ovliviiuje zdravotni stav a individualni kondici samcti sykory konadry (Parus major).
Nasim piedpokladem je, Ze v oblastech s vétsim emisnim zatizenim prachovymi
¢asticemi (Bohumin, Ostrava, StehelCeves, Karvind) mohou byt zvifata v horSim
kondi¢nim a zdravotnim stavu (men$i =zvifata, vy$$i hladina stresu, vySssi
pravdépodobnost anémie, atd.). Dale nds zajimd kondi¢ni a zdravotni zavislost
ornamentl pefi (intenzita zlutého btiSniho zbarveni a velikost plochy melaninového
bfisSniho pruhu). Zde piedpokladdme, ze samci z vice znecCisténych oblasti, tedy v
hor$im kondi¢nim a zdravotnim stavu, by méli vykazovat niz$i kvalitu ornamentt

(mén¢ vyrazné zluté zbarveni a mensi plochu melaninového pruhu).
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3 Metodika

3.1 Studovana oblast a materialy
K této praci mi byla poskytnuta data ziskana v ramci grantového projektu
GACR 505/10/1871 (¥esitel J. Bryja, zpracovatel M. Vinkler). Terénni prace
probihala na pfelomu dubna a kvétna roku 2010 na 13 lokalitaich v CR (Obr. &. 7)
sriznou hladinou zne€isténi PMjy prachovymi casticemi (Pfiloha ¢. 1). Data o
urovni znecisténi v danych lokalitach za dané obdobi (pramér ro¢nich koncentraci za
obdobi 2008, 2009 a cast roku 2010) byla ziskana z tabelarnich rocenek
uvefejnénych na CHMU (2013). Vzhledem ke kratkému rozptylu PMi &éstic
(Janssens et al. 2001, Geens et al. 2009) byla zvitata vzdy odchytavana v blizkém
okoli méfici stanice CHMU (max. do 800m), aby nedoilo ke zkresleni podanych
informaci. Bylo odchyceno celkem 57 dospélych (1 az 2 letych) samct sykory
konadry (Ptiloha ¢. 1) a ziskany zékladni data o zvifatech. Byly zjistény télesné
parametry samct, jako je délka levého tarsu (méteno s piesnosti na 0.01 mm) a vaha
(s pfesnosti na 0.5 g), a byla ohodnocena tu¢nost (v bodové skale 0-4, dle Pettersson
et Hasselquist 1985). Dale byly poiizeny digitalni snimky bfisni strany samcu a
odebrany vzorky krve (50-100uL) a pefi (karotenoidniho i melaninového, rydovak
druhy zleva) pro dalsi analyzy. Ne¢ktera data byla jiz zanalyzovana v minulych
letech. Cast odebraného vzorku krve kazdého zvifete byla prakticky ihned (do 24
hodin po odbéru) zpracovana k vySetieni absolutniho poctu leukocytl a erytrocytl
(provedl M. Vinkler), z ¢asti krve (kapky) byly provedeny roztéry (2 u kazdého
zvitete) na laboratorni sklo, zbytek krve byl pouzit na ziskani krevni plazmy (poté
zamrazena a uchovavana v -80°C) a zjisténi objemu hematokritu v krvi. Vzorky pefi
byly zanalyzovany jiZ vramci bakalafské prace, kdy byla zméfena exprese
karotenoidnich a melaninovych ornamentt (viz Bauerova 2012, BP). Tyto vysledky
budou dale pouzity, tedy konkrétné naméfena intenzita Zlut¢ho zbarveni pefi
(saturace; oznacovana jako Ychroma — Yellow chroma) a plocha ¢erného btisniho
pruhu samci (Vv mm?). Nové byly vySetfovany dal$i hematologické parametry z
poskytnutych krevnich roztéri K ziskani informaci o celkovém zdravotnim stavu
samcl. Déle byla provedena ptilochronologie vzorkli rydovacich per ke stanoveni
individualniho poméru pfirtistu per samct jakozto dal§iho kondi¢niho znaku. U ¢asti
jedincti (24 samcl) byla testovana také bakteriolytickd aktivita komplementu
v plazmé (provedli P. Hyrsl a L. Vojtek).
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Ceskalfepublika

Obr. €. 7: Mapa odchytovych lokalit. Zelené: méné znecisténé lokality, Cervené: vice

znecisténé lokality PM10 ¢asticemi (koncentrace v Priloze ¢. 1; mapa M. Vinkler).

3.2 Ptilochronologie rydovacich per

K ziskdni  dalSitho  indikatoru nutricni kondice byla provedena
ptilochronologie vzorki rydovacich per samctu (dle Grubb 2006). Rydovaci pero
kazdého samce bylo naskenovdno pomoci scanneru Epson Perfection V37 (Seiko
Epson Corporation, Japan). Ziskané digitalni snimky byly upraveny barevnym
filtrem v programu Corel Photo-Paint X3 (Corel, Ottawa, Canada) pro lepsi
zietelnost ristovych pruhti (funkce Local Equalization). Samotna analyza riistovych
prouzki byla nasledné provadéna v grafickém programu ImageTool 3.00 (IT
Development Team 2002; Obr. ¢. 8). Byla zmé&fena celkova délka pera (v mm). Pro
standardizaci méfeni poméru pfirGstu per u vSech jedinci byla dale méfena vzdy
délka 10 rustovych prouzku se sttedovym bodem ve 2/3 celkové délky pera (5 pruhi
smérem nahoru od 2/3, 5 smérem dolli). Nasledn¢ byla vypocitana primérna Sifka

jednoho rastového pruhu u kazdého samce (délka 10ti rast. pruhi v mm/pocet pruht;
Grubb 2006).
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Obr. €. 8: Ptilochronologie rydovaciho pera. Meéfeni primémé Siiky jednoho

rustového prouzku pera z digitalnich snimkl (P. Bauerova).

3.3 Analyza zdravotniho stavu
3.3.1 Hematologické vySetieni

Individualni zdravotni stav samct byl uréen klasickou metodou stanoveni
vybranych hematologickych parametri, a to absolutniho poctu leukocyti a
erytrocytl, objemu hematokritu, a diferencialniho poctu leukocyti (zastoupeni
jednotlivych typl leukocytll). V ramci této diplomové prace byl analyzovan
diferencialni pocet leukocytti neboli leukocytarni profil. Z poskytnutych vysusenych
krevnich natéri obarvenych modifikovanym Wright-Giemsa barvivem (Cislo
produktu WG128; Sigma-Aldrich, St.Luis, MO, USA) bylo pomoci svételného
mikroskopu Olympus CX-31 (Olympus, Tokyo, Japan) vysetfovano zastoupeni
jednotlivych typa leukocytu (lymfocyty, bazofily, heterofily, eosinofily a monocyty)
v piedem stanoveném poctu 110-140 leukocytl pod imerznim objektivem se 100x
zvétSenim (Vinkler et al. 2010). Pfesnost manudlni identifikace jednotlivych typt
krevnich bunék byla kontrolovana podle Lucas et Jamroz (1961). Dale pak byla
spoCitana opakovatelnost méfeni (repeatabilita; Lessells et Boag 1987)

diferencialniho poc¢tu leukocytt na 20 jedincich (lymfocyty r=0.91, heterofily r=0.89,
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bazofily r=0.70, eozinofily r=0.82 a monocyty r=0.78). Ke standardizaci méfeni u
vSech jedinct byly pocty jednotlivych typll leukocytl pfevedeny na procentudlni
frekvenci zastoupeni (n dané¢ho typu leukocytii / n celkového poctu leukocyta x 100;
Vinkler et al. 2010). Z leukocytarniho profilu byly dale pouzity hlavné dva
parametry, a to procentudlni zastoupeni bazofili a pomérové zastoupeni H/L (pocet
heterofilt/pocet lymfocytti; Davis et al. 2008, Vinkler et al. 2010).

V budoucnu budou dale z krevnich natér, pomoci svételného mikroskopu a
digitalni kamery, zjiStovany pocty imaturnich (nezralych) erytrocyti z digitalnich

snimki 5 ndhodné¢ vybranych mist roztéru u kazdého jedince.

3.3.2 Bakteriolyticka aktivita komplementu v plazmé

Z poskytnutych vzorkt plazmy (uchovéavany pii -80°C) byla u 24 jedinci
meéfena bakteriolyticka aktivita komplementu (provedli P. Hyrsl a L. Vojtek). Byla
pouzita metoda luminometrického méfeni viability bioluminiscenéni Escherichia coli
(geneticka modifikace E. coli K12pGFPluxBAmp; Atosuo et Lilius 2009).
Koncentrovany roztok bakterii (385 tis. bakterii/100 pL; uchovéavano pii -80 °C) byl
namichan s krevni plazmou v poméru 25 pL a 25 pL. Kinetika reakce byla
kontinualng méfena po dobu necelych 3 hodin pii laboratorni teploté 37°C v
luminometru Plate Chameleon™ V (Hidex, Turku, Finland), kdy intenzita
emitovaného svétla odpovidala viabilité bakterii v ¢ase. Nasledné byla odectena doba
potiebna pro usmrceni 50% bakterii (Buchtikova et al. 2011). Kratsi ¢as zde tedy
znamenal vyssi aktivitu komplementu v plazmé (aktivita komplementu vyjadiena
jako 1/Cas ' inhibice). Zbylych 33 jedinci nebylo testovano z duvodu
nedostate¢ného objemu plazmy (méné€ jak 25 pL). Nutno poznamenat, Ze, i po této
nahodné eliminaci né€kolika desitek jedincl, zbylych 24 vzorki pochéazelo celkem
z 10t1 lokalit (z 13 piivodnich) a byly zde zastoupeny jak lokality nejméné zneciSténé

PM10 casticemi, tak ty nejvice znec€iSténé (Ptiloha €. 2).

3.4 Statistické vyhodnoceni

Veskera statistika byla provadéna v programu R 2.15.0 (R development core
team 2012). Nejprve bylo otestovano normalni rozdeleni dat pomoci Shapiro-
Wilkova testu normality. Byly zjisttny mozné Kkorelace mezi jednotlivymi

kondi¢nimi a jednotlivymi hematologickymi znaky pomoci Pearsonova korela¢niho
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koeficientu. Vliv znecisténi prostfedi na individudlni kondici a zdravotni stav byl
testovan pomoci zobecnénych linearnich mixovanych modeli (GLMM). V ptipadé
testovani kondice, zavislou proménnou byly délka tarsu a standardizovand hmotnost
s normalnim rozdé€lenim. Vysvétlujici proménnou bylo znec¢isténi. Lokalita odchytu
byla zahrnuta jako nahodny efekt. U testovani zdravotniho stavu samct, zavislou
proménnou byly vybrané hematologické parametry, tedy absolutni pocet leukocytt
S poissonovym rozdélenim, pomérové zastoupeni H/L S binomickym rozdélenim a
pocet bazofili s normalnim rozdélenim (transformace logaritmem; Vinkler et al.
2010). Vysvétlujicimi proménnymi byla koncentrace znec€isténi a vybrané kondi¢ni
znaky samcu (délka tarsu a standardizovana hmotnost), véetné¢ dvojnych interakci.
Lokalita odchytu byla zahrnuta jako ndhodny efekt. Zvlasté byla u zdravotniho stavu
testovana bakteriolyticka aktivita komplementu plazmy na 23 jedincich, kde zavislou
proménnou byl ¢as dosazeni inhibice )% bakterii (pfeveden na normalni rozdéleni
Box-Coxovou transformaci). Vysvétlujici proménné byly stejné jako u testovani
pfedchozich hematologickych znakl. Kondi¢ni zavislost ornamentii byla testovana
opét pomoci GLMM. Zavislou proménnou zde byla intenzita zlutého zbarveni
(Ychroma) a plocha melaninového pruhu s normalnim rozdélenim (plocha pruhu
transformovana logaritmem). Vysvétlujicimi proménnymi byla délka tarsu,
standardizovana hmotnost a znec€iSténi. Lokalita odchytu byla opét zahrnuta jako
nahodny efekt. Minimalni adekvatni modely (MAMs) byly ziskany zpétnym
vylu¢ovanim nesignifikantnich proménnych z plného modelu analyzou rozptylu

(ANOVA test). Hladina vyznamnosti byla stanovena na p=0.05.

4 Vysledky

4.1 Popisna statistika a korelace jednotlivych proménnych

Vysledky méteni ptilochronologie ukézaly, Ze primérnd Sitka rtstového
pruhu rydovacich per dobfe korelovala s jejich celkovou délkou (n=57, r= 0.32,
p=0.01). Dale byla zjisténa slab&é nesignifikantni korelace mezi $itkou rtstového
prouzku a délkou tarsu (n=57, r=0.24, p=0.069; Ptiloha ¢. 3). Vzhledem tomu, Ze
tyto dva kondi¢ni parametry udavaji pfiblizn€ stejnou informaci, pro dalsi analyzy
(viz dale) byl pouzit pouze jeden znich, a to délka tarsu. Co se tyce dalSich
kondi¢nich znakt, byla zjiSténa vyrazna pozitivni korelace mezi tucnosti samctl a
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jejich standardizovanou hmotnosti (Tab. ¢. 1), a proto stejné jako v predchozim
pfipadé¢ byla dale pouzita pouze standardizovana hmotnost. Vysledky diferencialniho
poctu leukocytt odhalily znacnou variabilitu mezi samci V zastoupeni jednotlivych
typt leukocytt v krvi (Tab. ¢. 2). Celkové, jednotlivé parametry Krve slouzici pro
definici zdravotniho stavu samct, tedy absolutni pocet leukocytl, H/L pomér a pocet
bazofili spolu nijak nekorelovaly (Tab. ¢. 3). Nejvyssi variabilita mezi samci byla
zaznamenana v hematologickych parametrech krve a v tuénosti (Tab. ¢. 4). Co se
tyCe bakteriolytické aktivity komplementu v plazm¢ variabilita mezi samci, co do
délky casu kdy byla zahubena ': bakterii v plasmé, nebyla vysoka (n=24, tma=130
min., tnin=47 min., CV=38.15 %). Intenzita Zlutého zbarveni peti a velikost ¢erného

bfisniho pruhu samcu spolu nijak nekorelovala (n=57, r=0.04, p=0.8).

Tab. €. 1: Korelaéni matice jednotlivych kondi¢nich znakd,

n=57, zvyraznéné korelace jsou vyznamné na hladiné p<0.05:

Proménné Délka tarsu  Standard. hmotnost Tucnost
Standardizovand hmotnost 0.02

Tucnost -0.09 0.34

Sitka riistového prouzku 0.24 0.06 -0.08

Tab. ¢. 2: Popisna statistika - diferencialni pocet leukocytii u samcii sykory konadry,
n=57:

Proménna pramér min max SE CV (%)
Lymfocyty (%) 57.37 29.31 87.07 1.92 25.43
Bazofily (%) 11.98 1.56 33.81 0.99 62.75
Heterofily (%) 22.67 3.05 58.05 1.59 53.37
Eosinofily (%) 3.59 0.00 16.55 0.39 82.67
Monocyty (%) 3.86 0.00 9.38 0.29 57.72

Tab. €. 3: Korelacni matice jednotlivych hematologickych parametrti, n=57:

Proménna Heterofily/Lymfocytim Bazofily Hematokrit
Bazofily 0.08

Hematokrit 0.08 0.09

Absolutni pocet leukocytl -0.11 -0.22 0.01
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Tab. €. 4: Popisna statistika - variabilita vS§ech proménnych pouzitych pro statistické

analyzy u samcu sykory konadry, n=57:

Proménna pramér min max SE CV (%)
Délka tarsu (mm) 22.80 21.19 24.18 0.075 247
Standardizovana hmotnost 0.79 0.72 0.87 0.004 4.24
Tuénost 1.70 0.00 4.00 0.150 66.59
Sitka rtst. prouzku (mm) 3.06 2.74 3.36 0.017 4.15
Abs. potet leukocytii (10°.1%) 5.26 1.00 12.00 0.386 55.34
H/L 0.48 0.04 1.98 0.051 79.80
Basofily (%0) 11.77 1.56 33.81 0.982 62.98
Znedisténi (ug/m’) 39.34 27.22 64.83 1.523 29.23
Plocha melan.pruhu (mm?) 612.98 425.08 900.20 10.17 12.52
Ychroma 0.56 0.42 0.66 0.007 9.06

4.2 Vliv znecisténi na kondici a zdravotni stav samcu

Vliv znecisténi ovzdusi PM;g ¢asticemi se nijak signifikantné neprojevil ani u
standardizované hmotnosti ani u délky tarsu (Tabulka ¢. 5, Tabulka ¢. 6). Vysledky
testovani zdravotniho stavu samcl ukézaly, ze ve vétSiné piipadi vybrané
hematologické parametry souvisely se zakladnimi kondi¢nimi znaky. Zatimco
souvislost zneciSténi prostfedi se zdravotnim stavem se ve vétSiné pripada
signifikantné projevila pouze v interakci s kondi¢nimi parametry. Absolutni pocet
leukocytli byl vysvétlen jak standardizovanou hmotnosti samcti, tak interakci
standardizované hmotnosti a zne€isténi ovzdusi PMjg ¢asticemi (Tab. ¢. 6). Jedinci
s Vetsi standardizovanou hmotnosti disponovali vys$§im celkovym pocétem leukocyt
Vv krvi (Obr. €. 9). Vliv samotného znecisténi zde nebyl nijak vyrazné patrny (Pfiloha
¢. 5). Co se tye pomérového zastoupeni H/L v Krvi, byla zjisténa souvislost S
pomérovou hmotnosti samct (Tab. ¢. 7). Kdy u jedinct Sniz§i pomérovou
hmotnosti byly naméfeny vyssi hladiny H/L nez u téch ,,vétsich® (Obr. ¢. 10).
Souvislost koncentrace zneciSténi PMjo Casticemi s pomérem H/L v krvi nebyla
prokazana (Ptiloha ¢. 6). Pocet bazofili v krvi slabé nesignifikantné souvisel
s délkou tarsu samcu, na hranici vyznamnosti se zde projevila i interakce délky tarsu
a znecCisténi PMjo Casticemi (Tab. ¢. 8). Samci s del§im tarsem (,,vétsi“ samci) méli

vyssi procentudlni zastoupeni bazofild v krvi (Obr. ¢ 11). Co se tyCe piimé
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souvislosti poctu bazofilti s koncentraci znecisténi ovzdusi nebyl, stejn¢ jako u H/L
indexu, patrny zadny trend (Ptiloha ¢. 7). Bakteriolyticka aktivita komplementu
plazmy nesouvisela ani se znecisténim ovzdusi ani se zakladnimi kondi¢nimi znaky

(Ptiloha ¢. 8).

Tab. ¢. 4: Standardizovana hmotnost. Zobecnény linearni model (n=57).

Proménna smérnice = SE DF F p

Standard. hmotnost
Znegisténi PM10 -0.0002607 0.0005788 1 0.1263 0.85

Tab. €. 5: Délka tarsu. Zobecnény linearni model (n=57).

Proménna smérnice = SE DF F p

Deélka tarsu

Znecisténi PM10 0.003516  0.010320 1 0.3042 057

Tab. & 6: Absolutni poéet leukocytt (n=57): MAM Df = 3, X*=10.43, p = 0.015.

Proménna smérnice = SE DF F p
Abs.poc.leukocytii

Znecisténi PM10 0.026950  0.332610 1 0.4565 0.29
Standard.hmotnost -8.502405  7.078916 1 4.7366 0.038 *

[EN

Znedisténi:St.hmotnost  0.349299 0.193213 49221 0.019 *
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Obr. ¢. 9: Graf zavislosti absolutniho poc¢tu leukocytti v krvi na standardizované

hmotnosti samct, n=57.

Tab. & 7: Pomérové zastoupeni H/L (n=57). MAM Df = 1, X?=31.4, p < 0.001.

Proménna smérnice = SE DF F p

Heterofily/Lymfocytiim
Standard.hmotnost -12.080890 4.248680 1 6.7518  <0.001***
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Obr. ¢. 10: Graf zavislosti pomérového zastoupeni H/L v periferni krvi na

standardizované hmotnosti samcu, n = 57.

Tab. & 8: Pocet basofilii (n=57): MAM Df =3, X* =7.52, p = 0.057.

Proménna smérnice £ SE DF F p
Basofily

Znecisténi PM10 -0.230324  0.203607 1 0.1622 0.59
Tarsus -0.358478  0.278249 1 3.4681 0.06
Znecisténi:Tarsus 0.011613  0.006547 1 3.1461 0.049*
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Obr. €. 11: Graf zavislosti pomérového zastoupeni bazofill v periferni krvi na délce

tarsu samcu, n=57.

4.3 Kondi¢ni zavislost ornamentti samct

GLMM ukazaly, ze intenzita zlutého (karotenoidniho) bfisniho zbarveni peti
nesouvisela se znecisténim ovzdusi. Stejné tak ale nijak vyznamné neodrazela ani
kondi¢ni znaky samct (Tab. ¢. 9). Naopak analyza melaninového bfisniho pruhu
samcu ukazala, ze délka tarsu souvisela jak se znecisténim ovzdusi (na hranici
vyznamnosti), tak s velikosti plochy melaninového ornamentu (Tab. ¢. 10). Tedy, ze
samci s del§im tarsem disponovali vétsim bfisSnim pruhem a vyskytovali se spiSe

v méné znecisténych oblastech PM10 ¢asticemi (Obr. ¢. 12 a Obr. ¢. 13).

Tab. €. 9: Intenzita zlutého karotenoidniho zbarveni peti (n=57).

Proménna smérnice = SE DF F p
Ychroma

Znecisténi PM10 0.0782379  0.0372438 1 0.4343 0.15
Tarsus 0.0702832  0.0492459 1 0.0739 0.81
Standard.hmotnost 1.8164605  0.8867149 1 0.6813 0.50
Znecisténi: Tarsus -0.0018521  0.0011600 1 1.1392 0.11
Znecisténi:St.hmotnost -0.0429911  0.0228220 1 2.5519 0.20
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Tab. & 10: Plocha melaninového biisniho pruhu (n=57). MAM Df = DF=2,
X?=7.06, p=0.029.

Proménna smérnice = SE DF F p

Plocha melaninového pruhu

Znecisténi PM10 0.0034216  0.0388399 1 2.5074 0.057
Tarsus 0.0152326  0.0516555 1 3.7628 0.046 *
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Obr. ¢. 12: Graf zavislosti plochy bfiSniho melaninového pruhu na délce tarsu

samcu, n = 57.
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Obr. ¢ 13: Graf zavislosti plochy melaninového pruhu na koncentraci znecisténi

ovzdu$i PM10 ¢asticemi, n = 57.

5 Diskuze

Negativni vliv emisi prachovych ¢astic na zdravi a kondici mlad’at sykor
konader zaznamenalo nékolik studii (Eeva et al. 1998, Janssens et al. 2003, Geens et
al. 2009). V této praci vliv zne€isténi na pomérovou hmotnost ¢i délku tarsu u
dospélych samctl nebyl prokdzan (podobné i Geens et al. 2009 u dospélych jedinci).
Obecné u téchto kondi¢nich parametrti byla zjisténa velice nizkd variabilita mezi
studovanymi samci a V souvislosti se zneciSténim nebyly viditelné ani Zadné trendy
¢1 naznaky (ptiklad Ptiloha €. 4).

Vyssi absolutni pocet leukocytl, konkrétné vyssi frekvence zastoupeni
bazofilli v krvi miZe znacit onemocnéni ¢i infekci zplisobenou krevnimi parazity
(Haemoproteus, Ots et al. 1998 u sykor, Vinkler et al. 2010 u zebfi¢ek pestrych).
Vyssi celkové poéty leukocytt ¢i bazofila v krvi by se daly ocekavat spiSe u mensich
(slabsich) jedincti (Vinkler et al. 2010). V mém pfipadé ovsem byla zjisténa pone¢kud
opacna zavislost s kondi¢nimi znaky, tedy, Ze samci s vy$§i pomérovou hmotnosti
disponovali vy$§im celkovym poctem leukocyt (Obr. ¢. 9). Podobné samci s del§im

tarsem vykazovali vyssi frekvence zastoupeni bazofila v krvi (Obr. ¢. 11). V tomto
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ptipadé ovSem nemohu vysvétlit konkrétni divod téchto odchylek v krvi samct.
Zvysledkll je pouze zfejmé, ze zvySené absolutni pocty leukocyti u poméroveé
vétsSich samct nebyly zpusobeny zvySenou hladinou heterofili v krvi. Pomérové
zastoupeni H/L totiz ukazuje, ze vysSimu stresu byli vystavovani spiSe pomeérove
mens$i samci (Obr. ¢. 10). Vyssi fyziologicky stres u ,,malych® samci muze byt
zptisoben napi. niz8$i konkurenceschopnosti téchto jedinci (stres zvlasté v obdobi
jara), ¢i niz8i potravni dostupnosti v jejich teritoriu (Eeva et al. 1998, Banbura et al.
2013). Stejn¢ jako u ostatnich hematologickych parametru, ani u H/L poméru nelze
potvrdit, Ze by zde méla silny vliv koncentrace zneciSténi prachovymi c¢asticemi
(Ptiloha ¢. 5, Priloha ¢. 6 a Piiloha ¢. 7). VIiv znecisténi se na zdravotnim stavu
odrazel pouze v interakci se zminénymi kondiénimi znaky.

U ptakd jsem nezaznamenala zadné prace, které by se zabyvaly aktivitou
plazmového komponentu. Zjisténa variabilita v bakteriolytické aktivité komplementu
v plazmé mezi samci nijak nesouvisela koncentraci znecisténi odchytové lokality
PMjo casticemi. Stejné¢ tak tato variabilita nebyla vysvétlena ani zakladnimi
kondi¢nimi znaky (délkou tarsu, standardizovanou hmotnosti). Tento vysledek mlze
byt ovlivnén malym pocétem testovanych jedincti (n=24). Kondi¢ni zavislost aktivity
komplementu v plasm¢ ovSem nebyla zjisténa napt. ani ve studii Buchtikova et al.
(2011) na kaprovi obecném (pii n=160).

Nakonec byla testovana souvislost exprese melaninovych a karotenoidnich
ornamentl s vybranymi kondi¢nimi a hematologickymi znaky a se zne€isténim PMjg
Casticemi. Intenzita zlutého zbarveni pefi (Ychroma, saturace) samct neodpovidala
ani zékladnim kondi¢nim znakim, ani vybranym parametrim krve. Kondi¢ni
zavislost karotenoidnich ornamentli nebyla zjiSt€na napf. ani u studie Maney et al.
(2008) u kardinali ¢ervenych (Cardinalis cardinalis). Ve vétsiné experimentalnich
studii byla ovSem potvrzena zavislost mezi potravni dostupnosti karotenoidd a
intenzitou zlutého zbarveni pefi samcu sykory konadry (Fitze et al. 2003, Tschirren
et al. 2003, Peters et al. 2011; viz Bauerova 2012, BP). V naSem pfipadé potravni
dostupnost ve studovanych lokalitach neni znama, z ponékud SirSiho pohledu ale
nebyla zjisténa ani souvislost (byt’ i nesignifikantni) mezi sytosti zZlutého zbarveni a
tuénosti samct (Pfiloha ¢. 9).

Exprese melaninovych ornamentti je ¢asto vice neZ kondici pfisuzovana spise

genetické deédicnosti (McGraw et Hill 2000, Mundy 2006, Roulin et al. 2007).
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Vysledky této studie ukazaly, Ze velikost plochy bfisniho melaninového ornamentu
pefi samcti souvisela jak s délkou jejich tarsu, tak slabé nesignifikantné i
s koncentraci znecisténi jejich lokality prachovymi césticemi. Samci s veétSim
melaninovym pruhem meéli delsi tarsus (Obr. ¢. 12) a vyskytovali se spiSe v méné
znecisténych lokalitdich (Obr. €. 13) jako byla napt. Ptibram, BeneSov ¢i Znojmo.
Kondi¢ni zavislost melaninového ornamentu zjistili napt. i Parker et al. (2003) u
volné Zijicich lesnacku zlutobrvych. Obecné variabilita mezi kvalitou karotenoidnich
a melaninovych ornament pefi samct byla velmi nizka.

Studium prachovych ¢astic, jakoZto stresoru v pfirozeném prostiedi zvifat, je
interpretaéné komplikovana zalezitost, jelikoz zde mtizou pusobit dalsi faktory, které
mohou zkreslovat vliv tohoto typu znecisténi na zdravi a dal$i kondi¢ni znaky zvifat.
Velkou roli zde pravdépodobn¢ bude hrat i sezénnost (Miiller et al. 2011, Banbura et
al. 2013), kdy napt. v zimnim obdobi (s ¢astymi teplotnimi inverzemi) za vysokych
stavii koncentraci PMjg Vovzdu$si by naméfené hematologické parametry
pravdépodobné dosahovaly vétSich odchylek (i vzhledem k urcité ptirozené oslabené
imunité ptaka v této dob&€) nez v obdobi jara. Vice informaci, co se tyce Skodlivych
vlivi riiznych koncentraci prachovych castic ,,méstského* ptivodu, by dale mohlo
odhalit vySetfeni po¢tu imaturnich erytrocyti v krvi samci, jako napf. u studie

Belskii et al. (2005).
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6 Zavér

Naplni této diplomové prace bylo seznameni se s metodou hematologického
vySetieni u ptaklt a nasledné pouziti zjiSténych parametri krve pro definici
individualniho zdravotniho stavu. Hlavni cilem bylo poté zjistit, zda zakladni
kondi¢ni a hematologické znaky samcti sykor komnader jsou néjakym zplsobem
ovliviiovany urovni znecisténi ovzdusi PMjy prachovymi casticemi ,,méstského*
ptvodu. Skodlivy vliv emisniho zne&isténi prachovymi ¢asticemi na zdravotni stav je
znam predevsim u lidi, kdy dlouhodobé inhalace PM31y vede ke vzniku respiracnich a
kardiovaskularnich onemocnéni. Co se ty¢e vyzkumu zdravotnich nasledkt vlivu
tohoto typu znecisténi u zvifat, bylo provedeno n¢kolik malo experimentalnich studii
na laboratornich mysich a potkanech. V téchto ptipadech aplikace koncentrovanych
prachovych ¢astic vedla jak ke zvySenym hladinam rtiznych zanétlivych markeri, tak
napt. ke zvySenému riziku srde¢nich piihod ¢i akutnich chronickych zanéti stieva
(Lay et al. 2004, Upadhyay et al. 2010, Kish et al. 2013). Z ptirozené¢ho prostiedi
existuji nékteré studie na ptacich, které potvrzuji Skodlivy vliv emisniho zneéisténi
PMj, ¢asticemi s vysokym obsahem tézkych kovt (v oblastech hutni vyroby) na
zdravi a celkovou kondici vybranych druhi (Janssens et al. 2003, Belskii et al. 2005,
Geens et al. 2009). Srovnanim podminek rtiznych méstskych prostiedi, z hlediska
koncentrace ,klasického* prachového znecisténi ovzdusi, se zdravotnim stavem
volné zijicich ptakt se ov§em doposud pfili$ praci nezabyvalo.

Vysledky této studie neprokazaly, ze by aroven znecisténi méstskych lokalit
PMjo prachovymi ¢asticemi ovliviiovala vybrané kondi¢ni znaky samct. Byla pouze
nalezena souvislost mezi jednotlivymi parametry zdravi a kondice. Cisty efekt
znecisténi PMyg Casticemi nebyl prokazan ani u zdravotniho stavu samct. Analyza
barevnych ornamentli pefi samct prokdzala kondi¢ni zavislost melaninového
bfisniho pruhu. U tohoto ornamentu byla zjisténa i souvislost s koncentraci PMig
¢astic v ovzdusi, kdy sameci z vice zneciSténych lokalit disponovali mensim pruhem
nez samci z méné¢ znecisténych lokalit.

V budoucnu budou jesté¢ manualné vyhodnoceny pocty imaturnich erytrocytti
z krevnich roztért, kde bude dale testovana souvislost tohoto hematologického znaku
se zneCiSténim PMjo Casticemi. V tomto piipad¢ predpokladdme mozny vyskyt

hemolytické anémie u samct z vice zneciSténych lokalit prachovymi ¢asticemi.
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8 Prilohy

Piiloha €. 1: Odchytové lokality s primérnou ro¢ni koncentraci PM10 castic v

ovzdusi za roky 2008, 2009, a ¢ast roku 2010 (CHMU 2013), celkem 13 lokalit, 57

odchycenych samcii:

Lokalita GPS soutadnice odchytové lokality Koncentrace (ug/m®) Pocet odchycenych
samct

Ptibram 49°41'2.16"N, 14° 1'19.18"E 27.22 5
BenesSov 49°47'10.34"N, 14°41'51.06"E 27.64 3
Znojmo 48°5127.24"N, 16°02'42.04"E 28.30 4
Hradec Krélové 50°11'42.52"N, 15°52'11.66"E 31.02 5
Plzen 49°44'10.17"N, 13°25'1.82"E 29.86 5
Olomouc 49°36'31.55"N, 17°1526.74"E 28.46 1
Jihlava 49°23'21.48"N, 15°36'12.03"E 34.77 6
Brno 49°11'48.09"N, 16°35'43.92"E 37.79 5
Praha 50°03'49.86"N, 14°24'09.79"E 43.12 5
Karvinna 49°52'26.86"N, 18°33'36.74"E 46.57 5
Stehelceves 50°10'37.76"N, 14°11'58.71"E 49.17 6
Ostrava 49°48'1.88"N, 18°2022.62"E 56.10 2
Bohumin 49°53'39.96"N, 18°22'11.17"E 64.83 5

Priloha €. 2: Odchytové lokality jedinch testovanych na bakteriolytickou aktivitu

komplementu v plasmé¢, 10 lokalit, celkem 24 odchycenych samci:

Lokalita Koncentrace (ug/m°) Pocet testovanych samct
Benesov 27.64 1
Znojmo 28.30 1
Plzen 29.86 1
Jihlava 34.77 4
Brno 37.79 4
Praha 43.12 4
Karvinna 46.57 2
Stehelceves 49.17 2
Ostrava 56.10 2
Bohumin 64.83 3
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Piiloha €. 3: Graf zavislosti $itky rastového prouzku rydovacich per na délce

tarsu samcti, n=57, p=0.069.
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Priloha €. 4: Graf zavislosti standardizované hmotnosti samcu na koncentraci

znecisténi PM10 ¢asticemi, n=57.
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Piiloha ¢&. 5: Graf zavislosti absolutniho poétu leukocytt v kKrvi na koncentraci

znecisSténi ovzdusi PM10 Casticemi, n=57.
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Piiloha €. 6: Graf zavislosti poméru zastoupeni H/L v krvi na znecisténi PM 10

¢asticemi, n = 57.
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Priloha ¢&. 7: Graf zavislosti procentualniho zastoupeni bazofild v krvi na

koncentraci znecisténi lokality PM10 Casticemi, n = 57.
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Priloha &. 8: Bakteriolyticka aktivita komplementu v plazmé (n=24).

Proménna smérnice =+ SE DF F p

Cas inhibice % bakterii

Znecisténi PM10 1.455e-07  2.259e-07 1 0.7129 0.35
Tarsus 4.975e-08  2.878e-07 1 0.0003 0.67
Standard.hmotnost 5.916e-06 5.495e-06 1 0.6654 0.50
Znecisténi: Tarsus -9.450e-10  7.361e-09 1 0.1590 0.53
Znecisténi: St.hmotnost -1.670e-07  1.268e-07 1 1.7354 0.13
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Piiloha ¢. 9: Graf vztahu intenzity zlutého zbarveni pefi samci s jejich

individualni tu¢nosti, n = 57.

Ty} - e}
o« i -
\ED 1 :
fiT] ! I
e o ' - :
[ T '
0 O L 1
Y] : —
o in
I
5 ) ,
§c:-
L I : —1 1
8 @ - | :
Y I
e |
L
1
L= !
O PR
o

Tuénost

54



