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Abstrakt

Jako cile prace jsem si zvolila: vypracovani literarni reserse, ktera bude zaméiena na
volné Zzijici améby jako patogeny lidi a zvifat, molekularni charakterizaci vybranych
sbirkovych kmenti améb, kdy ziskdm sekvence genli vyuzivanych jako markery pro tyto
organismy (SSU rDNA, ITS). Data ziskana sekvenaci fylogeneticky analyzovat a
vysledky analyz interpretovat.

V teoretické casti jsem se zabyvala zdkladni morfologii potencidlné patogennich
améb (akantaméb a neglérii), jejich patogenitou a kratce i moznostmi 1éCby jimi
zpusobenych onemocnéni (primarni amébovd meningoencefalitida, granulomatézni
amébova meningoencefalitida, amébova keratitida).

Akantaméby i neglérie (Naegleria fowleri a rizné druhy akantaméb) jsou schopny
invadovat lidsky organismus, zejména vyznamna je jejich schopnost pronikat do mozku,
kde mohou zptsobit amébovou meningoencefalitidu (onemocnéni CNS).

Primarni amébova meningoencefalitida (PAM) je zptisobena N. fowleri. Onemocnéni
se vyskytuje hlavné u déti a mladych dospélych, kteti se koupali (potapé€li) v trvale
oteplené vod¢, v niz tento druh améby nachézime. Améba vstupuje do téla ptes nosni
dutinu a podél ¢ichového nervu se dostava do mozku. PAM ma rychly prubéh — ¢loveék

zpravidla umird do 7 dni od projeveni se prvnich ptiznakd.

Granulomatozni amébova encefalitida (GAE) je zpiisobena zejména druhy rodu
Acanthamoeba. Onemocnéni je chronického charakteru (probiha i nékolik mésict).
Nalézame ho u imunokompromitovanych lidi (diabetes, HIV/AIDS, drogova zéavislost

apod.) Do téla se akantaméba dostane skrz poranéni a do CNS putuje hematogenni cestou.

Dalsim onemocnénim zpusobenym rodem Acanthamoeba je amébova keratitida
(AK). AK je zanét rohovky. Akantaméba se do oka dostane vétSinou prostfednictvim
nedostatecné sterilizované kontaktni coc¢ky nebo pfi traumatu rohovky. Lécba chorob
zpusobenych amébami je velmi komplikovand a ne vzdy uspé€$na. U PAM je imrtnost

dokonce vétsi nez 95%.

Rozdily mezi akantamébami a neglériemi se tykaji n€kolika oblasti — Zivotniho

cyklu, velikosti a patogenity. Na rozdil od neglérii, které jsou schopny vytvoftit 3 stadia



(trofozoit, bicikovec, cysta), akantaméby prechdzeji jen mezi dvéma stadii (trofozoit,
cysta). Trofozoit akantaméb (12-35 um) je v porovnani s tim neglériovym (15-25 um) o
néco vetsi. Nejvyraznéjsi rozdily jsou vidét na cystach, které jsou u akantaméb

nepravidelného tvaru, zatimco u neglérii kulovité a hladké.

V praktické ¢asti své prace jsem se pokusila zodpoveédét nékolik otazek, zejména
blize urcit, do kterych genotypi resp. druhti patii mnou studované améby izolované diive
v laboratofi rybi protistologie a zjistit bliz§i udaje o jejich potencidlni patogenité,
geografickém rozsifeni atp. V metodické Casti jsem popsala postup kultivace vybranych
ameéb, ziskdvani DNA, pribéh PCR, elektroforézu a softwarové zpracovani vyslednych
sekvenci. Pro kultivaci jsem pouzivala klasicky nevyzivny agar a améby sklizela po jejich
vizualni kontrole. Pribéh PCR byl standardni s vyuzitim specifickych primert a
termocykleru. Vysledny PCR produkt jsem pouzila pro elektroforézu. Po vyfezani
odpovidajicich prouzkt gelu, jsem je odeslala na sekvenaci do specializované firmy
(Macrogen). Vysledné sekvence jsem prohlédla a ty s kvalitnim signadlem zpracovala
pomoci programii SeqMan, ClustalX, BioEdit. Pro fylogenetickou analyzu jsem vyuzila

programti Paup, RAXML a MrBayes.

Podaftilo se mi ziskat celkem 9 sekvenci genu pro SSU rRNA akantaméb a jednu
sekvenci negleriové ITS. Pomoci fylogenetické analyzy jsem ziskala fylogenetické

stromy, které jsem zaclenila do kapitoly vysledky.

Na kapitolu vysledky jsem navazala v diskusi, kde jsem se podrobnéji vénovala
zvolené metodice. Nastinila jsem problém pfti ziskavani neglériovych sekvenci a navrhla
ncékterd feSeni. V dal§i casti diskuse jsem se vénovala podrobngjsi analyze
fylogenetickych stromti. Nékteré z mnou ziskanych sekvenci vykazuji blizkou pfibuznost
se sekvencemi odvozenymi z akantaméb izolovanych z pacientl s AK z riznych oblasti
svéta, coz naznacuje, Ze rozsifeni nékterych potencidlné nebezpecnych linii améb je

globalni. Neglériové sekvence jsou vice omezeny prostiedim, ale existuji zde 1 vyjimky.

Klicova slova: Acanthamoeba, Naegleria, Primarni amébovad meningoencefalitida,

Granulomat6zni amébova encefalitida, PCR



Abstract

Goals of my work are: preparation of literature review, which will focus on free living
amoebas as pathogens of humans and animals, molecular characterization of selected
collection strains of amoebas: obtaining sequences of genes used as markers for these
organisms (SSU rDNA, ITS). Data got by sequencing will be phylogenetically analyzed
and results of analyzes interpreted.

In the theoretical part | described the basic morphology of potentially pathogenic
amoebas (acantamoebas, naegleriae), their pathogenicity and briefly also treatment of
these diseases (primary amebic meningoencephalitis, granulomatous amebic encephalitis,
acanthamoeba keratitis).

Acanthamoebas and naeglerias (Naegleria fowleri and various species of
acanthamoebas) are capable of entering human organism. Especially important is their
ability to penetrate into brain, where they can be cause of amebic meningoencephalitis
(disease of CNS).

Primary amebic meningoencephalitis (PAM) is caused by N. fowleri. The diaseas
occurs in children and young adults, who bathed in a permanently warmed water, where
this species is found. Amoeba enter the body through the nasal cavity and travels along
the olfactory nerve to brain. PAM has rapid course — human die within 7 days from first

symptoms.

Granulomatous amebic encephalitis (GAE) is caused by Acanthamoeba spp. The
disease has a chronic character (its duration is up to several months). It is found in
immunocompromised people (diabetes, HIV/AIDS, drug addiction ect.) Acanthamoebas

enter through an injury and go to CNS by hematogenous route.

Another disease caused by genus Acanthamoeba is acanthamoeba keratitis (AK). AK
is inflammation of cornea. Acanthamoeba come in to the eye through contaminated
contact lenses or when cornea is damaged. Treatment these diseases is very complicated

and success rate is not high. Mortality of PAM is even higher than 95%.



Differences between acanthamoebas and naeglerias concern several areas — life
cycle, size and pathogenic potential. Naeglerias are able to create 3 stages (trophozoite,
flagellate, cyst), acanthamoebas alternate between 2 stages (trophozoit, cyst).
Trophozoite of acanthamoebas (12-35 pum) is somewhat bigger in comparsion with
naegleria (15-25 um). Major differences are visible on cysts which are irregular in shape

in acanthamoebas and spherical and smooth in naeglerias.

In the practical part of my work I try to answer several questions: determination of
genotypes or species of amoebas that were isolated in the laboratory of fish protistology
and to ascertain more information about their pathogenity, geographic range etc. In the
methodical part | described procedures of cultivation of amoebas, isolation of their DNA,
course of PCR, electrophoresis and software processing of sequences. In cultivation |
used classic non-nutrient agar and amoebas were harvested after their visual checking.The
PCR protocol was standard: | used specific primers and termocycler. PCR products were
separated by electrophoresis. After cutting proper bands from the gel, | sent the sample
to be sequenced by a specialized company (Macrogen). Final sequences were checked
and sequences with high quality signal were processed by programs SeqMan, ClustalX,

BioEdit. For phylogenetic analysis | used programs — Paup, RAXML and MrBayes.

I got 9 sequences of genes for SSU rRNA of acanthamoebas and 1 naegleria’s ITS
sequence. Using phylogenetic analysis | got phylogenetic trees which I inserted to chapter

with results.

In the discussion chapter I outlined problems during gaining of naegleria’s sequences
and | suggested several ways to solve them. The next part of discussion is devoted to
detailed analysis of phylogenetic trees. Some of my sequences show close association
with sequences derived from acanthamoebas which were isolated from patients with AK
from various regions of the world, which indicate global distribution of some lineages of
amoebas. Naegleria groups are more restricted by environment, but there are exceptions.
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1 Uvod

Mezi Sirokou vetejnosti neni vétSinou znamo, Ze jednou z pii¢in meningoencefalitid
jsou i améby. Navic je 1é¢ba meningoencefalitid, kde jsou patogenem améby, mnohem
naro¢néjsi, nez je-li tato nemoc zptisobena viry nebo bakteriemi. V laboratofi rybi
protistologie, ktera mi béhem prace poskytla zazemi, bylo v minulosti z riiznych prostiedi
vyizolovano mnoho riznych améb vcetné téch, které jsou potencidlnimi patogeny
Cloveéka. Vétsina jich byla izolovana z ryb a jejich organt. V biologii téchto tzv.
amfizoickych améb zlstava fada nedotfesenych otazek. Nevime naptiklad, zda se mohou
améby na rybach preadaptovat na dalsi obratlovce; nevime, zda existuji linie améb

specializované na parazitaci ryb. Nejasna je 1 otdzka geografického rozsifeni améb atd.

Ve své praci jsem se pokusila ptispét k feSeni téchto problémii.

Z téchto divodil jsem se vénovala jednak vypracovani literarni reSerse, ale i ¢asti
praktické, kde jsem popsala a pouzila tyto metody: kultivace, izolace DNA, PCR,
elektroforéza, sekvenace. Vysledné sekvence jsem fylogeneticky analyzovala a

interpretovala. Struktura mé prace vychazi ze zvolenych cilu.
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2 Teoreticka ¢ast

Améby patii do skupiny tzv. protozoi — prvoka (Visvesvara et al., 2007). Prvoci jsou
jednobunécné eukaryotické organismy, které pouzivaji k ziskani potravy pinocytézu i
fagocytdzu. DalSim spoleénym znakem je déleni jader pomoci mitézy (nasledované
typicky délenim bunky) (Khan, 2006). Protozoa se dale déli do n€kolika velkych skupin,
jejichz pojeti se v poslednich letech dramaticky zménilo a stale neni zcela ustalené.
Vétsina typickych améb (ménavek) se vSak fadi do skupiny Amoebozoa, kterou mizeme
dale rozdélit na dvé zakladni skupiny: Lobosa a Conosa (Smirnov et al., 2011; Cavalier-
Smith et al., 2015). Do skupiny Lobosa fadime ptedevs$im volné zijici améby netvofici
bicik. Do skupiny Conosa se fadi bi¢ikaté améby (nékteré ale biciky sekundarné ztratily)
a ¢ast z nich zije endozoicky. Mensi, ale vyznamnou skupinou rovnéz zahrnujici
améboidni organismy, jsou tzv. Heterolobosa. Z dale pojednavanych ménavek sem

fadime rod Naegleria (Volf, Horak a kol., 2007; Adl et al., 2012).

Améby jsou schopny zit jako volné Zijici organismy v pfirod¢, ale nckteré
ptileZitostné parazituji v hostitelské tkani a proto je mizeme nazyvat amfizoickymi
amébami. Jsou schopné obou zpiisobil zivota (Visvesvara et al., 2007, Nagyova et al.,
2010). Mezi améby parazitické a oportunni fadime druhy rodu Acanthamoeba,
Balamuthia mandrillaris a Negleria fowleri. Tyto améby mtizeme povazovat za aerobni,
mitochondrialni. Vyskytuji se po celém svété a mohou byt pfi¢inou infekce lidi 1 zvifat.
Znamgjsi obligatné parazitické ¢i komenzalni améby rodu Entamoeba jsou anaerobni a

amitochondrialni (Visvesvara et al., 2007).

Vyse uvedené amfizoické améby jsou pfi¢inou onemocnéni centrdlni nervové
soustavy (CNS). Acanthamoeba a Balamuthia zpisobuji chronické a cCasto fatalni
onemocnéni zvané granulomatézni amébova encefalitida (GAE). GAE se vyskytuje
zejména u imunokompromitovanych nebo jinak oslabenych osob. Naegleria fowleri
zapfi¢inuje akutni, fulminantni, nekrotizujici a hemoragickou meningoencefalitidu
(PAM), ktera zpusobuje smrt piedev§im zdravym détem a mladym dospélym (Ma et al.,
1990; Visvesvara et al., 2007).
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Meningoencefalitida zpusobena rodem Negleria a Acanthamoeba

Puvodcem amébové meningoencefalitidy jsou zastupci rodu Acanthamoeba (A.
culbertsoni, A. polyphaga, A. castellanii a A. rhysodes a dalsi) a Naegleria (N. fowleri).
Toto onemocnéni se projevuje jako 2 klinicky odlisné syndromy. Prvnim z nich je
primarni amébova encefalitida (PAM), coz je onemocnéni s rychlym postupem a
fatalnimi nasledky. Postihuje hlavné déti a mladé dospélé. Patogenem je zde N. fowleri.
Druhym onemocnénim je granulomat6zni amébova encefalitida (GAE). Pro GAE jsou
charakteristické neurologické zmény postihujici hlavné imunosuprimované pacienty,
ktefi se nakazi patogenem rodu Acanthamoeba. Do CNS se pak améba dostane
z primarniho loziska hematogenni cestou (krevni ob&h) (Ma et al., 1990; Visvesvara et
al., 2007).

2.1 Negleria

Naegleria spp. Se fadi do celedi Vahlkampfiidae v tfidé Heterolobosea. Tato
protozoa se zivi pfevazné bakteriemi (De Jonckheere, 2011). Neglérie jsou améby
schopné tvorby bicikatych buné€k a cyst (viz obr 1). Pfeména mezi stadii je reverzibilni a
zavisi na podminkéch, v jakych se améba nachazi. Mlizeme je nalézt v pide¢, vodée,
chladicich vézich, splaskach, blaté a bazénech (oteplenych). Pfi invazi do organismu je

primarné najdeme i v nosni a kréni dutin€ (Ma et al., 1990; Bednaf a kol, 1996).
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TROFOZOIT

CYSTA BICIKATE STADIUM

Obrizek 1: Zivotni cyklus rodu Naegleria
Zdroj: Ma et al., 1990, upravené

2.1.1 Morfologie

Stadium trofozoita je ménavkovité, ma oblé jadro s karyozomem (jadérkem).
Velikost se pohybuje mezi 15 az 25 pm. Uvnitf se nachazeji pulzujici vakuoly, jez
shromazd’uji ptebyte¢nou vodu a periodicky se vyprazdiiuji, coz je patrné v cytoplazmé
améb 1 pii pozorovani v mikroskopu. Tento d¢j pak pomdhé v diagnostice a rozpoznani
amébovych trofozoiti, které by jinak mohly byt povaZovany za tkanové buiky. Kulovita
struktura nachéazejici se v zadni ¢asti améby se nazyva uroid. Cytoplazma proudici uvnitf
trofozoitl je granulovana a obsahuje potravni vakuoly (Ma et al., 1990; Visvesvara et al.,
2007; Shibayama et al., 2012).

Ve vhodném prostiedi (mén€ osmoticky aktivnim) se trofozoit béhem nékolika mélo
hodin méni na bic¢ikaté stddium, které miva od 1 do 4 bicika, ale nejcastéji dva. Velikost
stadia se pohybuje mezi 10 az 16 um. Bicikatd forma se dokéze vratit do stadia trofozoitu

behem jedné hodiny. Trofozoit se v odolnou cystu zméni do 24 hodin. Tato zména nastava
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diky nepfiznivym podminkdm prostfedi (nedostatek potravy, nepfiznivd teplota,

chemikalie apod.) (Ma et al., 1990; Visvesvara et al., 2007).

Cysta neglerii je charakterizovana jako kulovity hladky utvar s dvojitou sténou. Ve
sténé cysty se nachdzeji zpravidla 2 az 3 poéry, kterymi mohou cirkulovat ziviny a
metabolity. Hlavni funkci port je komunikace mezi cystou a vnéjSim prostiedim. Pory
mohou byt uzavieny hlenovitym Spuntem. Primérna velikost cysty je 10 um. Stadium
cysty se u nemocnych nenachazi, protoze onemocnéni zpiisobena neglériemi maji rychly
prub¢h a fatalni nasledky pro postizeného (Ma et al., 1990; Visvesvara et al., 2007,
Shibayama et al., 2012).

Jediny druh neglérie patogenni pro ¢lovéka se nazyva Naegleria fowleri. N. fowleri
jako pivodce onemocnéni poprvé pozorovali Fowler a Carter z Australie v roce 1965.
K identifikaci byla vyuzita kombinace testu patogenity a testu rastové teploty (De
Jonckheere, 2011). Tato neglérie je termofilni, snasi teploty do 45°C (Novak, 2014; De
Jonckheere, 2011). U ¢loveka zpusobuje PAM. Do organismu vnika ptes dutinu nosni a
podél ¢ichového nervu putuje do CNS, kde se mnozi. Smrt nastdva nekolik dni po
propuknuti prvnich pfiznaki (obvykle 5-7), které na pocatku ptfipominaji chiipku.

(Visvesvara et al., 2007; De Jonckheere, 2011; Novak, 2014)

Naegleria fowleri je kosmopolitné se vyskytujici amébou. Zaznamy o jejim
patogennim plsobeni nejcastéji pochazeji z tropickych zemi, coz souvisi s jeji termofilii
(Visvesvara et al., 2007). Ojedin¢le se PAM zpuisobené N. fowleri vyskytuje i u nas. Mezi
lety 1962-1965 u nas zemfielo na amébovou encefalitidu 16 lidi, ktefi se nakazili ve
vefejném bazénu v Usti nad Labem. Tato zkuSenost se stala podnétem pro zkoumani

téchto organismu po celém svété (Ma et al., 1990; Novak, 2014).

Dalsi dosud objevené neglérie jsou pro clovéka nepatogenni. Piikladem
nepatogennich druht jsou Naegleria gruberi, N. lovaniensis (blizce piibuzna N. fowleri),
N. jadini, N. australiensis nebo N. italica (ta je ale vysoce patogenni pro experimentalni
zvitata) (Ma et al., 1990).
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2.1.2 Patogeneze
2.1.2.1 Primarni amébova meningoencefalitida (PAM)

Primarni amébova meningoencefalitida (dale jen PAM) je onemocnéni CNS.
Vyznacuje se nahlym nastupem a bleskovym pribéhem nemoci. Pivodcem PAM je
améba Naegleria fowleri. Doba mezi prvni kontaktem se $kodlivou agens a objevenim
prvnich pfiznakd choroby se nazyva inkubacni doba. Pro PAM, je inkubacni doba
zpravidla 2 - 7 dnti. Prvni pfiznaky onemocnéni se podobaji chiipce, ty vSak velmi rychle
prejdou v letargii, zmatenost nebo koma. Umrtnost na toto onemocnéni je velmi vysoka,
ptes 95 %. Jednim z diivodi je 1 jeji podoba s akutni hnisavou meningoencefalitidou, na
kterou zabiraji antibiotika. Chybné stanoveni diagn6zy vede k pozdnimu nasazeni vhodné

1é¢by (Ma et al., 1990; Trnkova a kol., 2008; Novak, 2014).

Vstupni branou pro N. fowleri je nosni dutina, do niz se prvok ve formé améby nebo
bic¢ikovce dostane vdechnutim kontaminované vody (napf. pfi potapéni). V nosni dutiné
je mistem primarniho poskozeni ¢ichovy nerv, do kterého se neglérie dostane ptes
sliznice dutiny nosni. Podél ¢ichového nervu se pak améba dostane do mozku. N. fowleri
migruje pfes axony (myelinové pochvy) cichového nervu az do cichového bulbu
(vybézek ¢ichového laloku na ¢ichové kosti). Ten je spojen s dalSimi ¢astmi mozku a tim
dojde k rozsevu améb po celé CNS (Ma et al., 1990; Visvesvara et al., 2007; Trnkova a
kol., 2008).

21.2.1.1 Priznaky

U nakazeného ¢loveéka se jako prvni objevi pfiznaky podobné chiipce — bolest hlavy
v Celni a obou spankovych oblastech, vysokd horeCka, ryma, nevolnost, zvraceni,
podrazdénost a neklid. Casné piiznaky vystidaji neurologické obtize — fotofobie,
letargie, zachvaty, zmatenost, koma apod. Smrt nastava vétSinou do 1 tydne od projeveni
se prvnich pfiznakil. Pacient umira diky zvySujicimu se nitrolebe¢nimu tlaku, ktery vede

ke kardio-respiratornimu selhani a edému plic (Ma et al., 1990; Visvesvara et al., 2007).
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2.1.2.1.2 Diagnostika

V ¢asnych stadiich nemoci je likvor (CSF) zbarveny. Barva prechazi od Sed¢ k zluto-
bilé a nékdy ma i nariizovélé zbarveni, diky obsahu ervenych krvinek (250 mm=). Jak
choroba postupuje, mizeme nalézt mnohem vétsi pocet Cervenych krvinek (<24 600 mm’
%). Objevuji se bilé krvinky, hlavné polymorfonukleary (300 — 26 000 mm3), ale zadné
bakterie. Tlak mozkomisni tekutiny (CSF) je zvyseny (300 — 600 mm H20) a stejné tak
1 obsah bilkovin (od 100 mg/100 ml do 1000 mg/100 ml). Koncentrace glukozy je
normalni nebo nizsi (<10 mg/100 ml) (Ma et al., 1990; Visvesvara et al., 2007).

Poskozeni mozku vlivem PAM je mozné vidét pomoci pocitacové tomografie (CT).
CT ukaze vyhlazeni gyrGi okolo stfedni Casti mozku a subarachnoidéalnich oblasti
mozkovych hemisfér. Mozkové hemisféry jsou hladké a oteklé vlivem nitrolebecniho
tlaku. Pleny mozku jsou ucpané, nepriihledné. Cichovy bulbus je poskozen nekrézou a
obklopen hnisavym exudatem. Zaznam CT se da vylepsit pomoci kontrastniho média (Ma

et al., 1990; Visvesvara et al., 2007).

Pfi diagnostice nemoci se odebird CSF a prohlizi se pod mikroskopem (nejlépe
vybavenym fazovym kontrastem), kde jsou vidét aktivni trofozoity. Améby jsou jasné
odlisitelné od bunék hostitelské tkan€. Findlni diagnostika je zaloZena na izolaci a kultute
améb z odebrané mozkomiS$ni tekutiny nebo nalezeni trofozoiti v mozkové tkani.
Serologicky test neni validni, jelikoZ je jeho vysledek ovlivnén mnoha faktory (veék, ro¢ni

obdobi, teplota prostiedi apod.) (Ma et al., 1990; Visvesvara et al., 2007).

2.1.2.1.3 Lécha

vvvvvv

se Vv trvale oteplenych vodach (nepotapct se), dezinfikovat vyhiivané bazény. V ptipadé
véasného zasahu se vyuziva amphotericin B podany nejlépe intratekalné (do mozkovych
plen v ramci lumbalni punkce). Amphotericin B se kombinuje s rifampinem a
doxycyklinem nebo jinymi léky. (Novak, 2014; Tolan, 2015; Maxdorf s.r.o0., 2008)
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2.2 Acanthamoeba

Akantaméby jsou volné Zzijici améby, které mizeme najit v pudé, vode€, prachu,
vzdusnych filtrech, lidskych 1 zvifecich exkrementech a ptfi onemocnéni také v tkanich a
organech nemocného hostitele. Tyto voln¢ Zzijici améby byly ptivodné popsany jako
Hartmanella castellanii. Jako prvni je popsal M. Douglas v roce 1930. Do rodu
Acanthamoeba byly zafazeny pozdgji (1931), kdyz tento rod zavedl Volkonsky. Celed’
Acanthamoebidae byla vytvoiena az v roce 1975 a zaslouzili se 0 to Sawyer a Griffin (Ma
etal., 1990; Visvesvara et al., 2007; Khan, 2006).

Vsechny améby rodu Acanthamoeba byly pivodné povazovany za nepatogenni,
dokud Culbertson a jeho tym neobjevili druh, ktery byl schopen zabit laboratorni zvitata.
Tuto patogenni amébu popsali a pojmenovali Singh a Das v roce 1970. Améba dostala
nazev A. culbertsoni. Pivodni kmen byl izolovan z indického komunalniho odpadu (Ma
et al., 1990; Visvesvara et al., 2007).

Spojeni mezi optimalni ristovou teplotou a patogenitou rodu Acanthamoeba objevil
Griffin pii jeho vyzkumu teplotni tolerance améb. Patogenni Acanthamoeba culbertsoni
je zivotaschopna a reprodukéné aktivni i pfi teploté 37°C. Jiné akantaméby nemaji tak
vysokou teplotni toleranci, napf. A. rhysodes (je schopna piezit 37°C, ale nemuze se
mnozit), A. castellanii a A. polyphaga (teplotu 37°C nepieckaji). A. culbertsoni je pro nas
tedy potencialn€ patogenni a ostatni druhy mliZeme zatadit mezi oportunni patogeny (za
normalnich okolnosti jsou neskodné) (Ma et al., 1990; Visvesvara et al., 2007). Ukazuje

se vsak, Ze otdzka druhii akantaméb a jejich medicinského vyznamu je stale oteviena.

Pro medicinu se staly Acanthamoeba spp. zajimavymi az po objeveni jejich role pii
zanétu rohovky, hlavné u lidi nosicich kontaktni co€ky. Ty mohly byt kontaminovany
vodou nebo vzduchem obsahujici améby ¢i jejich cysty (Ma et al., 1990; Visvesvara et
al., 2007; Khan, 2006).
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2.2.1 Morfologie

Mezi rodem Naegleria a Acanthamoeba existuje fada rozdilt. Prvni z rozdila je
Vv zivotnim cyklu, ten zahrnuje u akantaméb pouze dv¢ stfidajici se stadia — trofozoit a
cystu (viz obr. 2). Pro trofozoit akantaméb je charakteristické jediné jadro s velkym
jadérkem neboli endozomem. Jadro zaujima asi 1/6 vnitfniho prostoru. Velikost
trofozoitu se pohybuje od 12 do 35 um. Pohyb tohoto stadia je pomaly. Na povrchu se
tvori filozni pseudopodia, kterym se fika akantopodia (Ma et al., 1990; Khan, 2006).

Akantaméby se zivi bakteriemi, napiiklad E. coli a jinymi gram-negativnimi
bakteriemi. Nékteré druhy jsou schopné konzumovat i L. pneumophila, sinice a kvasinky.
K pohlceni bakterii vyuzivaji fagocytozy (Ma et al., 1990; Khan, 2006; Clarke,
Niederkorn, 2006).

Pfi pozorovani trofozoitu (viz obr. 3) v aktivné rostouci kultufe miizeme pozorovat i
velké pulzujici vakuoly, které se béhem 1-2 minut naplni a znova vyprazdni. Trofozoity
maji sklon pohybovat se po urcité linii a Casto tuto trasu mizeme pozorovat jako stopu

na agaru (Ma et al., 1990; Visvesvara et al., 2007).

TROFOZOIT CYSTA

Obrizek 2: Zivotni cyklus rodu Acanthamoeba
Zdroj: Ma et al., 1990, upraveny

20



K zacystovani trofozoitu dochazi za nepfiznivych podminek — nedostatek potravy,
nizka teplota, pritomnost chemikalii apod.). Rozdil mezi rodem Naegleria a
Acanthamoeba je nejmarkantné&jsi praveé u cyst. Jejich velikost se pohybuje od 5 do 20
um (Khan, 2006). Cysty akantaméb maji dvé vrstvy — vnéjsi ektocystu a vnitini
endocystu. Ob¢ tyto vrstvy se velikostné i tvarové 1isi, a to dle druhu. Vnéjsi ektocysta je
obvykle nepravidelné kulovita. Endocysty mohou byt nepravidelného tvaru (povrchové
vroubky), oblé, trojahelnikovité, étvercové nebo s hlubokymi vroubky (Visvesvara et al.,
2007; Khan, 2006).

Dle velikosti cysty lze akantaméby rozdélit do tfi morfologickych skupin. Skupina 1
je charakteristicka relativné velkymi cystami (pfiblizné 18-20 pm), endocystou
hvézdicovitého tvaru a hladkou a sférickou ektocystou. Pro skupinu 2 a 3 je typicka
velikost mensi nez 18 um. Druhd skupina se vyznacuje tvarem mnohouhelniku u
endocysty a nepravidelnosti u ektocysty. Endocysta tieti skupiny je kulovita a ektocysta
zvInéna. Morfologie cyst (viz obr. 3) se miize ménit v zavislosti na vnéjsich podminkach

(Nagyova et al., 2010; Kong, 2009).
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Obrazek 3: Cysty (nahote) trofozoity (dole) rodu Acanthamoeba. Pouzité zvétseni — 400X.
Olympus digital camera — vlastni fotografie

Kontakt mezi ekto- a endocystou zajist'uji pory, které jsou viditelné jen v ur€itych
intervalech. Zajist'uji i kontakt cysty s vnéj§im prostiedim. Pfed vytvofenim cysty existuje
takzvana precysta, ta ovSem neni rozliSitelna ve svételném mikroskopu (jeji sténa zatim
neni viditelna). Funguje u ni stale pulzujici vakuola a pory zde jesté neexistuji. Pory jsou
viditelné az na cysté. PoCet port, k nimz smétuji vybeézky endocysty, je zavisly na druhu
améby (7 poru u A. catellanii, 5 u A. astronyxis, 3-4 u A. hatchetti) (Ma et al., 1990;
Visvesvara et al., 2007; Khan, 2006).

Cysty jsou velmi rezistentni. Jsou odolné vic¢i vysychani, chladu a riznym

antimikrobni prostfedkim. V piipad¢ zlepseni vnéjSich podminek je schopna cysta
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premény na aktivni stadium (trofozoit) béhem nekolika hodin nebo i dnit (Ma et al., 1990;

Visvesvara et al., 2007).

2.2.2 Patogeneze
2.2.2.1 Granulomatozni amébova encefalitida

Pfi¢inou granulomatézni amébové encefalitidy (GAE) jsou rGzné druhy rodu
Acanthamoeba — A. castellanii, A. polyphaga, A. culbertsoni, A. astronyxis, A. healyi a
A. divionensis. Tyto améby jsou oportunnimi patogeny — za normalnich podminek nejsou
schopny  zplsobit onemocnéni. Jako pfi¢inu GAE je nachazime u
imunokompromitovanych hostitelii. Nejvétsi mnozstvi ptipadit GAE je diagnostikovano
u HIV/AIDS pozitivnich, lidi s chronickymi chorobami, diabetikd, pacienti po
transplantaci apod. (Ma et al., 1990; Visvesvara et al., 2007; Magliano, 2011).

Virulentni akantaméby se mohou do téla dostat ze vzduchu, aerosolem nebo
prachovymi ¢asticemi obsahujici cysty nebo trofozoity. Poté se usadi v niz§im dychacim
traktu (plice) nebo v kiizi. U imunokompromitovanych lidi se pak rozsiti do CNS pomoci

krve (hematogenni rozsev) (Ma et al., 1990; Visvesvara et al., 2007).

Na rozdil od PAM je inkubaéni doba GAE zpisobené rodem Acanthamoeba
neznama. Nékdy se onemocnéni projevi po nékolika tydnech od proniknuti améby do
téla, ale mlze to trvat i né€kolik mésict. Delsi inkubacni doba je zplisobena pomalejSim

rastem téchto améb (Ma et al., 1990; Visvesvara et al., 2007).

2.2.2.1.1 Priznaky

Mezi ptiznaky nemoci patii bolest hlavy, strnuti §ije, nevolnost, zvraceni, letargie,
nekdy horeCky. Neurologické ptiznaky se objevuji v zavislosti na zasaZzené oblasti mozku

— hemiparéza (ochrnuti poloviny téla), ospalost, zmény osobnosti, zachvaty, kdma apod.

v
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postizenych pacientll je bronchopneumonie (lalickovy zapal plic) (Ma et al., 1990;
Visvesvara et al., 2007; Maxdor s.r.0., 2008).

2.2.2.1.2 Diagnostika

GAE se projevuje jako chronické, dlouhotrvajici onemocnéni a neni omezeno vékem
ani pohlavim. Vyskyt béhem roku neni zavisly na teploté, na rozdil od PAM asociované
s teplym prostiedim. Jedinym spojujicim znakem nakazenych je urcitd mira
imunokompromitace (oslabenost) téchto jedinct. Nejvyznamnéj$imi rizikovymi faktory
toho onemocnéni jsou maligni onemocnéni (lymfomy), diabetes, oteviend zranéni,
popaleniny, drogova zavislost, HIV/AIDS pozitivitaaj (Maet al., 1990; Visvesvara et al.,
2007).

Stejn& jako u PAM, je velmi dilezitd ¢asna diagnostika onemocnéni. Uspé$nost
terapie klesa s Casem uplynulym od projeveni se prvnich ptiznakd choroby. Pfi
diagnostice GAE se muze vyuzit vysetieni CSF odebranou lumbalni punkci. To vSak
muze byt kontraindikovano kvuli zvysujicimu se nitrolebecnimu tlaku. Pfi pouziti CT
jsou viditelné cetné oblasti mozku, kde je snizend hustota (zmé€klé¢) mozkové kiry a
subkortikalni (podkorové) bilé hmoty vlivem septické embolie (Ma et al., 1990;
Visvesvara et al., 2007; Maxdorf s.r.0., 2008).

Mikroskopicky nélez v infikované tkani je charakterizovany chronickou
granulomatézni reakci a néalezem nevelkého mnozstvi velkych polymorfonukleart.
Trofozoity a cysty jsou roztrouseny okolo primarniho loZiska v perivaskularnim prostoru
(v okoli cév). Pfi patologii je patrny edém mozku s krvacenim (Ma et al., 1990;
Visvesvara et al., 2007; Maxdorf s.r.o., 2008).

2.2.2.2 Akantamébova keratitida

Akantamébova keratitida (dale jen AK) je infekce rohovky vznikld nejcastéji po

kontaminaci kontaktni co¢ky vodou obsahujici Acanthamoeba spp. Nemoc byla objevena
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Nogingtonem a kolektivem roku 1974 ve Velké Britanii. Piipady tohoto onemocnéni

zaznamenava organizace CDC (Khan, 2006; Ma ed al., 1990).

Pii AK se Acanthamoeba spp. dostane do oka pomoci nedostateéné sterilizované
kontaktni coc¢ky nebo pii poskozeni rohovky. Na rohovku se améba uchyti pomoci MBP
(mannose binding protein) na epitelu rohovky. Dale penetruje do Bowmanovy membrany
(blanka pod rohovkovym epitelem) a nici cilové burniky. Tim se spusti buné¢na lyza,
fagocytdza a apoptdza. Dochazi k posSkozeni rohovky (Ma et al., 1990; Khan, 2006;
Clarke, Niederkorn, 2006; Magliano et al., 2011; Maxdorf s.r.0., 2008).

Vcasnd diagnostika tohoto onemocnéni je velice dileZitd. Ve vétSin€ piipadl
dochazi, i ptes v€asnou 1écbu, k poskozeni zraku nebo 1 ztraté oka. Mezi pouzivané léky
patii steroidy nebo agresivni biguanid a diamidy (propamidin) (Ma et al., 1990; Khan,
2006; Dart et al., 2009).

2.2.2.3 Lécba akantamébovych infekci

Akantamébové infekce jsou velmi odolné vici 1€¢bé, zvlasté stadia cysty. Nejlepsich
vysledkii v 16¢bé téchto onemocnéni se dosahuje pii ¢asné diagnostice. Cas je v tomto
ptipad¢ velmi dilezity, protoZe s uplynulym Casem klesa Gc¢innost 1écby. Kvili jejich

odolnosti se také Casto vyuziva kombinace 1é¢iv (Khan, 2006; Dart et al., 2009).

K 1é¢bé AK se vyuziva lokalnich 1é¢iv jako je polyhexamethylen biguanid (0,02%)
nebo chlorhexidin (0,02%), ktery mtize byt kombinovan s propamidinem (0,1%). Pouziti
kortikosteroidil je pouzitelné pro zastaveni Sifeni améb. Pfi nelispéSné 1écb& se musi
postiZzena rohovka transplantovat, proto je nejlepsi tomuto onemocnéni piedchazet (CDC-

1, 2010; Khan, 2006; Dart et al., 2009).

Pti 1é€bé GAE je velmi dualezité stddium nemoci. V piipadé v€asného zasahu se
vyuziva napt. ketoconazol, amphotericin B, paromomycin, polymyxin, sulfadiazin,
clotrimazol a dalsi (Tolan, 2015; CDC-2, 2012).
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3 Cile prace a vyzkumné otazky

3.1 Cile prace

1) Vypracovat reSersi na téma "volné zijici améby jako patogeny lidi a zvifat".

2) Molekularné charakterizovat vybrané sbirkové kmeny améb: ziskat sekvence
genil vyuzivanych jako markery pro tyto organismy (SSU rDNA, ITS).

3) Ziskana data fylogeneticky analyzovat a vysledky analyz interpretovat.

3.2 Vyzkumné otazky

1) Do kterych genotypt patii akantaméby izolované v laboratofi rybi parazitologie?
Jedna se o béZzné linie akantaméb, nebo se mezi nimi vyskytuji unikétni linie?

2) Jakym dal$im kmentim améb jsou nami studované izolaty nejblize ptibuzné? Jaké
je geografické rozsifeni linii zastoupenych v nasich vzorcich a jakd prostiedi

mohou obyvat?
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4 Metodicka ¢ast

4.1 Vymrazeni a kultivace

Prvnim krokem vyzkumu bylo vytipovani vhodnych kultur améb v databazi (viz tab.

1) a jejich vymrazeni z tankd s tekutym dusikem, kde jsou dlouhodobé konzervovany

v ampulkach s Pageovym roztokem (viz nize) a 10% DMSO. Pro zajisténi lepSich

vysledkil byly améby vymrazovéany jednak na agarové plotny a jednak do tekutého média.

Tabulka 1: Seznam vybranych vzorkt pro kultivaci

T Datum
al¥12b Nazev Zdroj Geograficky ptvod prvniho
zamrazeni
LITHOA Lithophyllum racemus Chorvatsko 2006
NAHAC Cyprinus carpio CR 1905
> |4478 Cyprinus carpio, jatra VURH Vodiany 1905
ﬂ 4479m Cyprinus carpio, mozek VURH Vodiany 1905
(23 44795 Cyprinus carpio, slezina ~ VURH Vodiany 1905
< (4481 Cyprinus carpio, mozek VURH Vodnany 1990
E 4482j Cyprinus carpio, jatra VURH Vodiany 1990
<ZE P121 Mota, zébry Peru - lquitos 2004
&E) P122A Lisa, zaby Peru - lquitos 2004
P122B Lisa, zaby Peru - Iquitos 2004
Pd52Z S)’ncorhynchus mykiss, Benesov nad. Cernou 1998
zabry
Pd59zVvC gér;)i(;]rhymhus mykiss, Benesov nad. Cernou 1998
L |cBik Cla_r|a§ batrachu_s X Thajsko 1997
Ll gariepinus, ledviny
5 |cB1G Clarias batrachus x Thajsko 1997
1 gariepinus, zabry
D |ceiB Clarias batrachus x Thajsko 1997
< gariepinus, mozek
< |pdo0z Oncorhynchus mykiss, ¢ xiny 1998
zabry
Pd91Z Oncorhynchus mykiss, Chvalginy 1998

zabry

27



Oncorhynchus mykiss,

Pd92z s Chval$iny 1998
zabry
Pd58Z %E‘;rhymh“s MYKISS,  Benesov nad. Cernou 1998
ALM1B Enylron. K.r’n(?n .segk.rab ze Tenerife, Almaciga 2010
skaly lemujici silnici carretera
KAPR2 Cyprinus carpio, zabry nas chov-bazény 2000
ALCL El’lV}I’OI_l. I_(men, struzky Tenerife, Almaciga 2010
podél silnice carretera
ALC2 El’lV}I’OI.l. Kmen, struzky Tenerife, Almaciga 2010
podél silnice carretera
893 Carassius auratus, mozek ~ Mydlovary 1993
4362MM Pseudorasbora parva, zabry Podfezany 1990
4599 Perca fluviatilis, slezina Cernovicky pot. 1991
BCz4 zB;brlgzcephalus coracoides import Brazilie Amazonka 1999
— SS7FJ Salmo salar, zabry Irsko, farma FARAD 2000
Z |smais Scophthalmus maximus, 40, _ Acuinova 2000
<« zabry
£ |P18 Mota, zabry Peru iquitos 2004
O Nepenthes ampularia -
NEPA2 masozravka; tekutina v NP Bako, Sarawak, Borneo 2008
lacce
REH1 E),ncorhynchus mykiss, CR 2009
zabry
PV65 Prazdna pivni lahev CR 2011
PV68 Prazdna pivni lahev CR 2011
Zdroj: Databaze protistologické laboratofe Akademie véd Ceské republiky.
4.1.1 Pracovni pomicky

Misky s nevyzivnym agarem (non-nutrient agar). Jde o 1% agarovy gel piipraveny

z Pageova roztoku s ptidavkem maltozy, jakozto zdroje energie, a kvasni¢ného

extraktu slouZziciho jako zdroj aminokyselin, fosforu aj. Obé tyto latky podporuji

mnozeni bakterii, které¢ nasledné konzumuji améby.
Inkubacni miska s vice jamkami
Pipeta (1000 pl)

Kovova Spachtle vhodna pro zihani
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e Pagellv roztok — pouzity pracovni roztok je piipraven ze zasobniho koncentratu
Pageova roztoku (tab. 2). Pracovni roztok je pfipraven z 5 ml zasobniho roztoku,
ktery je doplnén deoinizovanou vodou na vysledny objem 11.

e Sklenénd hokejka

Tabulka 2: Pagetv roztok — obsah latek v 500 ml zasobniho roztoku

Chemikalie Obsah (g)

NaCl 12
MgSO, . 7TH20 0,4
CaCl,. 6H20 0,6
Na,HPO4 14,2
KH,PO4 13.6

Zdroj: Kalinina and Page, 1992

4.2 Rozocfkovani a dalsi kultivace

Po n¢kolikadenni inkubaci jsem misky zkontrolovala pod mikroskopem, zdali améby
dobfe rostou nebo je tteba preockovani na nove plotny, napt. kviili zaplisnéni. V nékolika
ptipadech bylo tieba améby ptikrmit suspenzi bakterialnich bunék (E. coli). VSechny
usp&Sné vymrazené kultury byly pted sklizni bunék rozockovany na vétsi mnoZzstvi (cca

4) Cerstvych agarovych ploten.

4.2.1 Postup rozoc¢kovani

1) Na plotnach, které bylo tieba pieockovat, jsem si oznacila misto s nejveétsi
koncentraci aktivnich améb (trofozoitl).
2) Piipravila jsem si potfebné mnozstvi novych ploten a popsala je ¢isly vzorkt a

datem.
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3) Na plotny jsem kviili zvlhéeni napipetovala po 0,5 ml Pageova roztoku (ptipadné
i kapku suspenze E. coli) a rozetiela sklenénou hokejkou.

4) Oznaena mista jsem vyfizla kovovou Spachtli a roziezala na vice kust. Ty jsem
poté pienesla na nové plotny.

5) Pieockované plotny jsem zabalila do mikroténového sacku (kvili minimalizaci
ztrat vody vyparem) a dala opét inkubovat.

6) Postup jsem opakovala dle potieby. Tedy do doby, kdy na plotné narostlo velké

mnozstvi trofozoita.

4.3 Sklizen

Agarové misky byly vhodné ke sklizni, pokud na nich bylo dostate¢né mnozstvi
pohyblivych améb (trofozoitl), tj. byla-li vétSina jejich plochy porostld viceméné

souvislou kulturou.

4.3.1 Postup

1) Popsala jsem si zkumavky a pfipravila Pagetv roztok, sklenéné hokejky, pipetu a
Spicky.

2) Na povrch narostlé plotny jsem si napipetovala 3 mililitry Pageova roztoku.

3) Pomoci hokejky jsem améby smyla z povrchu plotny.

4) Pipetou jsem nasala roztok se suspenzi bun¢k a pienesla do ptipravené zkumavky.

5) Zkumavky jsem dala na 10 minut do centrifugy, kde se to¢ily na nizké otacky (cca

1000 g) a stoceny vzorek slila. Ve zkumavkéch zlstal jen sediment bunck.

4.4 lzolace DNA ze sklizenych améb (bunék)

Proces izolace DNA z amébovych bunék, které jsem ziskala pfi sklizni agarovych

ploten, se sklada ze 4 krokl - resuspendovani, lyza, pre€isténi DNA a eluce. K tomuto
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ucelu jsem vyuzila sestavu (KIT-1, 2012) od spole¢nosti ROCHE a protokol pro izolaci
DNA z bunécnych kultur.

1) Resuspendovani — buné¢ny sediment ziskany pfi centrifugaci jsem resuspendovala
v PBS, coz je fyziologicky roztok pufrovany fosfatem.

2) Lyza - v tomto kroku jsem rozrusila bunky améb pomoci lyza¢niho pufru, ktery je
doplnén o proteinazu K.

3) Precisténi — Kk ziskani DNA zbavené vSech nadbyte¢nych latek (inhibitory) jsem
pouzila promyvaci pufr. Tento pufr obsahuje alkohol, ktery DNA vysrazi a ta se pak
zachyti v kolonce.

4) Eluce — pro tento ucel je v sestavé elu¢ni pufr, jenz rozpusti vysrazenou DNA

Vv kolonce a ta poté protece do ¢ist¢ Eppendorfovy zkumavky.

45 PCR

Polymerazova fetézova reakce (dale jen PCR) byla vynalezena Kary Mullis, PhD, a
jeho tymem v roce 1983. Vetejnosti byl tento vynalez piedstaven o dva roky pozdéji. Byl
to prelomovy vyndlez, jelikoz diky nému bylo mozno vyrobit miliény kopii DNA béhem

nékolika hodin (ROCHE s.r.0., 2015).

PCR je zaloZena na pfirozeném procesu replikace DNA. Touto formou vSak
replikujeme jen vybrany usek DNA, ktery nam pomuze identifikovat urcity organismus.
Tento usek DNA muze byt specificky pro kazdy typ améb, nebo konzervativni napfi¢
riznymi liniemi organismi. K vymezeni, ohraniceni poZadovaného tseku se vyuziva
primerd. Primery byvaji uméle ptipravené oligonukleotidy, jejichz délka se pohybuje
kolem 18 az 30 bazi (Rosypal, 2002; Molekularni biologie-1, 2011).

PCR pracuje na principu cyklického opakovani enzymatické syntézy novych fetézct
DNA, ve sméru 5 — 3¢, ktera je zprosttedkovana enzymem zvanym DNA polymeraza

(Molekularni biologie-1, 2011).
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Tento d¢j je rozdélen na 3 faze — denaturace, annealing, extenze (polymeriza¢ni
reakce) — vSechny tyto déje probihaji v pfistroji zvaném termocycler, zcela automaticky
(Molekularni biologie-1, 2011; ROCHE s.r.0., 2015).

1) Denaturace — dvouvlaknova DNA je rozdé€lena (denaturovana) pomoci teploty vyssi
nez 90 °C na dvé vlakna.

2) Annealing — Vv této fazi dojde k nasednuti (hybridizaci) primerti na komplementarni
Cast fetézce. Faze probiha pii teploté od 40 do 65°C.
a) Pouzivaji se 2 primery, které nam ohranicuji sekvenovanou oblast.
b) Primery se lisi podle organismu (viz tab. 3).

3) Extension — po nasednuti primeri na fetézce, zafina syntéza komplementarniho
vlakna. Teplota se zvedne na 72° C. Syntéza probihd diky termostabilni DNA-
dependentni-DNA-polymeraze (Taq polymeraza, DNA polymerdza).

Tabulka 3: Seznam pouZitych primera

Pouziti Nazev Sekvence Poznamky
AcalDP1  GGGCCCAGATCGTTTACCGTGAA 5 ri 4
ACANTHAMOEBY Akantaboebové primery (Dykova,
AcalDP2 CTCACAAGCTGCTAGGGGAGTCA 1999)

G-FOR GGGATCCGTTTCCGTAGGTGAACCTGC PIi]_nery ]leg]el'ia_ TS (Colclnan__
G-REV  GGGATCCATATGCTTAAGTTCAGCGGGT Vacquier, 2002: Dykova et al.. 2006)

NAEGLERIE
NuF GAA CCT GCG TAG GGATCATTT Jind verze ITS primerh pro neglérie
NuR TTT CTT TTC CTC CCC TTA TT (Pelandakis et al., 2000)
NEUR(("'JENE Eribl ACCTGGTTGATCCTGCCAG Univerzalni eukaryotické primery
AMEBY Erib10 CTTCCGCAGGTTCACCTACGG pro SSU tDNA (Birta et al., 1997)

V kazdém cyklu se v idedlnim ptipad¢ vytvoii dvojnadsobné mnozstvi piislusného
useku DNA. Cyklus probiha 30x — 40x. Vysledné mnozstvi DNA je tedy teoreticky az 2"
molekul, kdy n se rovna poc¢tu navolenych cykli (30 — 40). Pocet nové nasyntetizované
DNA piesahuje v realu 1 miliardu molekul (Molekularni biologie-1, 2011; ROCHE
s.r.0., 2015).
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45.1 Postup — namichani reakéni smési

1) Vyndala jsem z mrazaku H2O, pufr, ANTP, primery a vzorky DNA, které jsem chtéla
otestovat, aby se rozmrazily. Mezitim jsem si pfipravila PCR zkumavky a jednu
mikrozkumavku na namichani reak¢ni smési (tzv. mastermix, tab. 4).

2) Podle mnozstvi vzorku jsem si namichala ptislu$ny objem mastermixu.

3) Rozpipetovala jsem mastermix do PCR zkumavek (celkovy objem minus mnozstvi
DNA).

4) Ptidala jsem DNA a zamichala na vortexu.

5) Do termocycleru jsem vlozila mikrozkumavky, nastavila program a spustila.

Tabulka 4: Slozeni mastermixu

Chemikilie Objem (ul)
Puifr 2.5

dNTP 2

Primer 1 1

Primer 2 1

TAG 1

DNA 3

H,O 14,5
Celkovy objem 25

4.6 Elektroforéza

Principem elektroforézy je separace ¢astic pomoci stejnosmerného proudu, ve kterém
se castice pohybuji kazdé jinou rychlosti. Nosi¢em rozdélovanych castic byva gel (v
nasem piipadé agarozovy gel), jenZ funguje jako sito. Nabité ¢astice jim prochazeji podle
svoji velikosti — mensi molekuly se v gelu dostanou nejdale (Rosypal, 2002; Molekularni
biologie-2, 2011).
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Céstice DNA nelze v gelu spatfit, a proto se vyuziva barvivo. Nejéastéji vyuzivanym

barvivem je etidiumbromid, ale v mém vyzkumu jsem pouzivala SYBR green, ktery

funguje obdobné, neni vsak toxicky. Barvivo se dostane mezi baze DNA a vytvoii s nimi

komplex, ktery fluoreskuje pod UV-lampou (Rosypal, 2002).

4.6.1 Namichani gelu

Pred spusténim elektroforézy je tfeba nejdiive namichat agarovy gel s jamkami pro

vlozeni PCR produktu.

1)

2)

3)

4)
5)

Na analytickych vahach jsem do Erlenmeyerovy banky odvazila potfebné mnozstvi
agarozy (0,5 Q).

V odmérném valci jsem odméfila 50 ml tris-acetat-EDTA pufru (TAE), nalila do
baiiky a promichala.

Baiiku jsem dala do mikrovlnné trouby, aby se agar6za rozpustila.

Ptipravila jsem formu pro naliti gelu a vlozila hiebinek na vytvoteni jamek.

Po Gplném rozpusténi agar6zového prasku jsem roztok nalila do formy a nechala cca

15 minut tuhnout.

4.6.2 Postup — spusténi elektroforézy a vyrezani prouzku

1)
2)

3)

4)
5)

6)

Zatuhnuty gel jsem ptenesla do elektroforetické vany a zalila TBE pufrem.

Do prvni a posledni jamky jsem napipetovala tzv. ZebfiCek (standard), slouZici
k identifikaci potfebného prouzku DNA.

Do kazdého produktu PCR jsem piidala barvivo SYBR green, ktery prouzky v UV
svétle zviditelni, a vzorky jsem postupné piepipetovala do jamek.

Uzavfela jsem vanu vikem a zapnula zdroj stejnosmérného proudu.

Asi po 30 minutich jsem pfistroj vypnula, gel jsem vyndala a vlozila do UV
transluminatoru (Molekularni biologie-2, 2011), abych prouzky zviditelnila.

Vhodné (délkou odpovidajici) prouzky jsem vyfizla pomoci skalpelu a vlozila do

popsanych mikrozkumavek.
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4.7 PreciSténi DNA z agarového blocku

K tomuto Gcelu jsem vyuzila sestavu (KIT-2, 2010) firmy ROCHE pro ziskani DNA
z PCR produktu. Tento kit obsahuje tzv. binding pufr, promyvaci pufr, eluéni pufr a
kolonky. Faze tohoto postupu jsou podobné izolaci DNA z bunék, ale zahajuje jej

rozpusténi agarového blocku.

1) Rozpusténi agarového blocku
a) Vyftezané bloc¢ky jsem nechala asi 10 minut rozpoustét v binding pufru v 56 °C.
b) Po 10 minutach jsem zkontrolovala, jestli se vS§echen gel rozpustil a poté ptidala
po 150 pl isopropanolu na kazdych 100 mg agarésového gelu. Roztok jsem
promichala pomoci vortexu.
¢) Bé&hem rozpousténi gelu s DNA jsem si piipravila a popsala kolonky a pod n¢ dala
sbérné zkumavky.
d) Tekutinu z Eppendorfovych zkumavek jsem pienesla do kolonek.
e) Kolonu jsem vlozila do centrifugy, nastavené na nejvyssi otacky, asi na 1 minutu.
f) Tekutinu, ktera protekla do sbérné zkumavky, jsem vylila. DNA zdstala
zachycena v kolonce.
2) Precisténi — odstranéni piebyteénych latek a zafixovani DNA v kolonce.
a) Do kolonky jsem napipetovala 500 pl promyvaciho pufru a vlozila do centrifugy
na 1 minutu.
b) Tekutinu ve sbérné kolonce jsem vylila, napipetovala 200 ul promyvaciho pufru,
dala stocit na 1 minutu a proteklou tekutinu slila.
3) Eluce — rozpusténi zachycené DNA a jeji zachyceni v Cisté eppendorfce.
a) Pripravila a popsala jsem si nové mikrozkumavky a vlozila do nich kolonky se
zachycenou DNA. Pomoci 50 pl eluéniho pufru byla z kolonek na centrifuze
vymyta potfebnd DNA.
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4.8 Sekvenace

4.8.1 Priprava na sekvenovani

Sekvenaci ziskaného PCR produktu provadi specializovana firma (Macrogen).

Vzorky urcené pro sekvenaci i primery se nafedi na vhodnou koncentraci a odesilaji

v objemu 20 pl. Moje PCR produkty byly sekvenovany za pomoci forwardového i

reverzniho amplifika¢niho primeru.

4.8.2 Po obdrzeni sekvenci nasleduje:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Kontrola

a) Sekvence jsem nejprve zkontrolovala vizualng, zda jsou dostateéné dlouhé a jejich
signdl je kvalitni.

b) Po vizualni kontrole jsem si sekvenci zkopirovala (pofadi pismen) a vlozila do
programu BLAST na strankach National Center for Biotechnology Information
(National Library of Medicine, 2015). Jde o algoritmus vyhledavajici podobné
(nebo shodné) sekvence v databazi sekvenci.

€) Vyhledavani sekvenci pomoci blastu slouzi k identifikaci daného druhu.

Assemblovani sekvenci (SeqMan)

a) K assemblovani (seskupeni) dil¢ich sekvenci jsem pouzila program SeqMan
(DNASTAR Inc., USA)

Ptiprava datasetu — staZzeni dalSich sekvenci z databdze GenBank (pfes NCBI).

S témito zvefejnénymi, jinymi autory ziskanymi sekvencemi jsou srovnavany a

nasledné analyzovany mnou ziskané sekvence. Pro analyzu ptibuzenskych vztaht

naegleriii a akantaméb byly pfipraveny dva rizné datasety.

Alignovani (ClustalX) — pomoci programu ClustalX (Larkin et al., 2007) se sekvence

zarovnaji pod sebe tak, aby homologické useky byly ve stejné poloze (piipadné

chybéjici baze jsou nahrazeny mezerami).

Kontrola a manualni tprava alignmentu (BioEdit) — v programu BioEdit (Hall, 1999)

jsou odstranény useky, které jsou pftili§ variabilni pro spolehlivy annealing.

Fylogenetické analyza (PAUP a RAXML).
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a) Pro vytvofeni zakladniho fylogenetického stromu jsem pouzila algoritmus NJ
(neighbor joining) v programu PAUP (Swofford, 2003).

b) Vysledkem je fylogeneticky strom, ktery by mél odpovidat piibuzenské hierarchii
améb.

¢) K stejnému ucelu jako program PAUP (Swofford, 2003) slouzi i RAXxML
(Stamatakis, 2006), s tim rozdilem, Ze tento program vyuziva komplikovang&jsi
algoritmus (ML — maximum likelihood). Vytvofeni stromu pomoci RAXxML
(Stamatakis, 2006) slouzi jako kontrola spravnosti. Na metodé ML je zalozen i
program MrBayes (Ronquist, Huelsenbeck, 2003), ktery vSak vyuziva zcela
odlisny (stochasticky) zptsob hledani optimalniho stromu, tzv. Bayeskou
analyzu.

7) Prohlédnuti stromu (TreeView)
a) Vizualizace stromu v programu TreeView (Page, 1996) a jeho grafické upravy

jsou finalnim krokem.
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5 Vyzkumna ¢ast
Sekvence pro fylogenetickou analyzu jsem ziskala prostiednictvim kultivace
vybranych kmenl améb (akantaméby, neglérie), které pochazeji z parazitologického

oddéleni Jihoceské univerzity. Vykultivované améby jsem sklidila a izolovala jejich

DNA, kterou jsem pouzila pti michani PCR.

Dalsim dilezitym mezikrokem byla elektroforéza. Ta ukazuje GspéSnost pii izolaci
DNA. Vzhled jedné z nékolika mnou spusténych elektroforéz, ukazuje obrazek ¢islo 4,

na kterém je vidét elektroforeticky gel s nékolika fragmenty DNA.

N- kontrola
4482j
4481

P122A

P122B
NAHAC

LITHOA
Zebiitek

Obrazek 4: Vysledek elektroforézy zviditelnény pomoci UV lampy

Vlastni fotografie elektroforetického gelu
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Sekvenaci PCR produktd jsem svétila specializované firmé (Macrogen). Hotové
sekvence jsem prohlédla a pro vytvoieni fylogenetickych stromti (akantamé, neglérii)
pouzila jen ty s kvalitnim signalem. Fylogeneticky strom akantaméb (obr. 5) obsahuje 9
mnou ziskanych sekvenci, pfi¢emz sekvence P122 je sloZena z 2 shodnych sekvenci:
P122A aP122B. Vsechny mnou ziskané akantamébové sekvence se zaradily do genotypu
T4. Do neglériového stromu (obr. 6) jsem zaclenila 1 mnou vykultivovanou sekvenci (Pd
58) a 3 sekvence, které byly ziskany v laboratofi rybi parazitologie, ale nebyly dosud
publikované (viz tab. 5). Protoze patii do pocetné skupiny blizce piibuznych druhti (s
vyjimkou kmenu KAPR?2), provedla jsem jesté¢ jednu analyzu zaméfenou na tuto skupinu.

Jeji vysledek je na obr. 7.

Tabulka 5: Seznam vzorkd, jejichZ sekvence jsou pouZity pro fylogenetickou analyzu

Typ améb Nazev vzorku Poznamka
4482j
44798
4478
4481
NAHAC
ACANTHAMOEBY
P121
p122 Sekvence slozena z P122A a
P122B
ALC2 Pm‘o_cl.ne oznacena jako
neglérie
LITHOA
Pds8Z
i ALMIB Hotova sekvence
NAEGLERIE
KAPR2 Hotova sekvence
ALCI Hotova sekvence
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A. culbertsoni (AF019067)

A.sp. PN13 (AF333609)

A.sp. (AY102615)

A. castellanii (U07400)

A.sp. UH-C1 (AY026245)

98:100/1

31971

A

o

A. jacobsi (AY262360)
A. genotype T4 (KJ094685)
A.sp. AcaVNI12 (GQ397474)
4482SL.
4478
A. sp. P4 (JQ268236)
4482
4481

CANZ

ACANT
;‘{.«genotype T4 (I1X423603)

7043

A. sp. AcL-CA20 (HF930506)
4430

A. castellanii (KE318462)
4178
-I— A. lugdunensis (AF005995)
. polyphaga (AY026243)
A.sp. Ac_EL1 (GU808306)
somnw| A.sp. S3.JDP (EU338504)
P121

A. sp. BP:P16:LC/T4 (FJ422540)
ooz~ | P122
A.sp. Ac_F2 (GU808317)

A. polyphaga (AF019061)
ALC2
A. sp. KA/MSG18 (AY 173009)
A. mauritaniensis (AY351647)
A.sp. AH-2009 (AB525825)
LITHOA
. sp. Had_UCI6 (FJ042651)

A. royreba (U07417)
1— A. polyphaga (AT019062)

‘L_ ALC2A
ALCI10

—— A. griffini (U07412)

A. stevensoni (AF019069)

o

L] g7

A. hatchetti (AT251939)

0.1

- A. palestinensis (U0T411)
{ A. sp. KA/MSG27 (AY173011)
50%%

A . polyphaga (AY026244)

Obrazek 5: Vysledny fylogeneticky strom zndzoriujici vztahy mezi 47 kmeny akantaméb. Strom je
konstruovany pomoci metody neighbor joining (NJ). K ukotveni stromu jsem vyuzila A. culbertsoni a A.
sp. PN13. U jednotlivych vétvi je Ciselné vyjadiena statistickd podpora formou hodnot bootstrapu NJ,
maximum likelihood a posteriornich pravdépodobnosti Bayeské metody vypoctu. Hodnoty bootstrapu nizsi
nez 50 resp. Posteriorni pravdépodobnosti nizs$i nez 0,75 nejsou uvedeny, pfipadné jsou nahrazeny
hvézdickou. Kmeny améb, ze kterych jsem ziskala v prubehu feseni této prace sekvenci ja, jsou zvyraznény

tuénym pismem a podtrzeny.
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o000 - V. chilensis (AJ243443)
L N. neochilensis (AM157663)
IML_ N. angularis (AJ785756)
N. pussardi (X96571)

N. minor (X96577)
N. jadini (X96576)
N. arctica (AM157659)
N. antarctica (AJ566628)
Wt {1 N, neoantarctica (AM157662)
N. neopolaris (AM157658)
87941 el N polaris (AM157657)
N. spitzbergeniensis (AM157660)
N. fowleri (X96564)
N. lovaniensis (JX910446)
N. neodobsoni (AM157661)
N. dobsoni (AJ566627)
KAPR2
N. paradobsoni (AM157664)
ol pdRS
N. pagei (TX267141)
— N. fultoni (AJ243445)
— N. schusteri (AJ566626)
L Pdss
" N. canariensis (FI475124)
£ N. gallica (A)566624)
Pds3
N. dunnebackei (AM040212)
ALMIA
ALMIB
N. clarki (X96575)
N. mexicana (A)566622)
— Pd83
Pd62
Pd57
+ Pd61
Pd58
- Pd56
N. endoi (AJ566629)
N. gruberi (AJ132032)
N. philippinensis (AY033618)
N. tenerifensis (AJ9773125)
N. gruberi (AB298288)
D N. tihangensis (AJ566631)
N. australiensis (KC164236)
_| N. peruana (AT785757)
N. italica (X96574)
N laresi (AJ566630)
_|: N. pringsheimi (AM062741)
N, galeacystis (X96578)
GG4BV
ALC1
N. americana (AM062740)
[, indonesiensis (AJ243441)
I— N. robinsoni (A)237786)
N. carteri (AM167887)
ndersoni (GU597049)
N. jamiesoni (X96570)

6871/0.77

#ieib9

741095 100:100/1

100:100:1

96:vi"

0.1

Obrazek 6: Vysledny fylogeneticky strom znazornwjici vztahy mezi 57 kmeny neglérii. Strom je
konstruovany pomoci metody neighbor joining (NJ). Strom je ukotveny kmeny — N. chilensis, N.
neochilensis, N. angularis a N. pussardi. U jednotlivych vétvi je Ciselné vyjadiena statisticka podpora
formou hodnot bootstrapu NJ, maximum likelihood a posteriornich pravdépodobnosti Bayeské metody
vypoctu. Hodnoty bootstrapu nizsi nez 50 respektive posteriorni pravdépodobnosti niz§i nez 0,75 nejsou
uvedeny, piipadn€ jsou nahrazeny hvézdickou. Statisticka podpora vnitini Casti stromu je vyznacena
Vv detailu téhoz stromu. Kmeny améb, jejichZ sekvence zatim nebyly zvefejnény, a které byly poprvé
analyzovany v této praci, jsou zvyraznény tuénym pismem. Kmeny, ze kterych jsem ziskala v pribéhu
feSeni této prace sekvenci ja, jsou tucné zvyraznény a podtrzeny.
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Obrazek 7: Detail vysledného fylogenetického stromu neglérii znazoriiuje vztahy mezi 35 kmeny neglérii.
Strom je konstruovany pomoci metody neighbor joining (NJ). Strom je ukotveny pomoci N. indonesiensis
a N. robinsoni. U jednotlivych vétvi je ¢iselné vyjadiena statisticka podpora formou hodnot bootstrapu NJ,
maximum likelihood a posteriornich pravdépodobnosti Bayeské metody vypoctu. Hodnoty bootstrapu nizsi
nez 50 respektive posteriorni pravdépodobnosti nizs$i nez 0,75 nejsou uvedeny, piipadné jsou nahrazeny
hvézdickou. Kmeny améb, jejichz sekvence zatim nebyly zvefejnény, a které byly poprvé analyzovany

V této praci, jsou zvyraznény tu¢nym pismem. Kmeny, ze kterych jsem ziskala v prubchu feseni této prace
sekvenci ja, jsou tuéné zvyraznény a podtrZeny.
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6 Diskuse

Zvolena metodika vedla dobie k ziskani akantamébovych sekvenci. Pouzité primery
(AcaJ]DP1, AcalDP2) byly komplementarni s cilovymi useky DNA a spolehlivé
amplifikovaly pottebny fragment. Z 11 zkoumanych vzorki, kde byla pfedpokladana
ptitomnost akantaméb, jsem vyuzila pro sestaveni fylogenetického stromu 9 sekvenci (viz

tabulka 2).

Akantaméby byly roz¢lenény pomoci fylogenetické analyzy do genotyptu T1 — T16.
Rozclenéni dle genotypt se prokéazalo i v dalsich pracich. (Risler ed al., 2013; Qvarnstrom
ed al., 2013; Schroeder ed al., 2011)Vsechny mnou ziskané sekvence patii do genotypu
T4.

Pti ziskavani negleriovych sekvenci jsem tak spé$nd nebyla. Pouzité primery (G-
FOR, G-REV) nebyly funkéni. Proto jsem v pribchu prace vyuzila jiné primery
amplifikujici ITS oblast. Nové primery (NuF, NuR) byly u¢innéjsi, ale ne dostate¢né.
V budoucnu by bylo vhodné 1) pokusit se optimalizovat pribéh PCR 2) designovat lepsi
primery ucinné na dostatecné spektrum druhti neglerii 3) ovéfit kvalitu izolované DNA a
pripadné DNA izolovat znovu. Z celkového mnozstvi vzorkl (9), s predpokladanym
vyskytem neglérii, jsem ziskala a zafadila do fylogenetického stromu pouze jednu
sekvenci (Pd 58). Vzorek s nazvem ALC1, ktery jsem piivodné na zakladé udaji databaze
laboratote rybi parazitologie kultivovala jako neglerii, se ukéazal jako akantaméba. Bud’
Slo o nespravny udaj v databazi, nebo byla kultura od pocatku smésna a akantaméba

»prerostla® kokultivovanou neglérii.

Neglérie zahrnuté v datasetu jsem rozclenila pomoci fylogenetické analyzy, dle
piibuznosti. Celkovy strom jsem ukotvila pomoci N. chilensis, N. neochilensis, N.
angularis a N. pussardi. Ukotvené (ale i neukotvené) stromy se srovnatelnou topologii
jsou publikované i v dalSich pracich. (De Jonckheere, 1994, 2004; Dykova ed al., 2001)

K doplnéni vyzkumu jsem chtéla pouzit a molekuldrné charakterizovat nékteré
problematické vzorky, ze kterych byla DNA v laboratofi rybi parazitologie jiz izolovana,

ale sekvence se z nich, béhem ptedchozich projektil, nepodatilo ziskat. K tomuto ucelu
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jsem vyuzila univerzalnich eukaryotickych primert (Eribl, Erib10), avsak sekvence se
mi z 11 testovanych vzorkt nepodafilo ziskat. S nejvétsi pravdépodobnosti mohla byt
pricinou nizka kvalita izolované DNA, protoze miij pokus o ziskani sekvenci nebyl u
téchto vzorkll prvnim, navic fada vzorkli DNA byla skladovéna jiz 1éta. Dalsi pfic¢inou
mohly byt pouzité primery. Ty nemusely byt komplementarni s cilovym tisekem ndmi
pozadovaného genu (ten by byl u téchto améb aberantni). To by opét vysvétlovalo i

neuspesné piredchozi pokusy.

Sekvence 44798, 4478, 4482j, 4481 jsou shodné, lezi tudiz na stejné vetvi stromu.
Tyto mnou zkoumané vzorky pochazeji z ruiznych organt (jatra, mozek, slezina) kapra
obecného, chovaného ve VURH Vodnany. Shoda tudiZ neni piekvapiva: jde o
akantamébu schopnou invadovat rizné tkan¢ kapra. Zbyvajici améby na téze vétvi
(sekvence KJ904685, GQ397474, 1Q268236), pochazeji z Italie, Slovenska a Brazilie.
Rizny geograficky pivod kmenii genotypu T4 prostiedi znaci adaptabilitu této améby a
vysokou schopnost disperze, patrné ve formé cyst. NejzajimavejSim analyzovanym
vzorkem této vétve, je vzorek KJ094685, pochazejici z Italie. Sekvence pochazi

z klinického materialu, coz znaci infek¢nost této skupiny améb.

Vzorek s nazvem NAHAC byl zafazen do skupiny akantaméb, které byly ziskany od
pacientii s AK i ryb pochazejici z Ceské Republiky. To naznaGuje potencialni patogenitu
téchto améb. Je mozné, Ze schopnost nakazit ryby koreluje se schopnosti infikovat lidi —
lze si pfedstavit, ze akantaméby se v rybach, s nimiz se setkavaji patrn¢ castéji,

preadaptuji 1 na jiné obratlov¢i hostitele.

Dalsi mou akantamébovou sekvenci je vzorek P121, pochéazejici z Peru. Dle srovnani
NJ metodou je totozny s akantamébami pochazejicimi z Tajvanu a Filipin. Jde tedy

pravdépodobné o amébu ptizplisobenou tropickému klimatu a zarovei Siroce rozsifenou.

Vzorek P122 je slozen ze sekvenci P122A a P122B, které byly odebrany v Peru.
Podle fylogenetické analyzy je piibuzny akantamébé — FJ422540, kterd byla
vykultivovana ze vzorku pochazejiciho od pacienta s Keratitidou (USA), a GU808317

odebrané na Tajvanu. Sekvenovana améba by tedy mohla byt potencionalné patogenni.
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Sekvence ALC2 byla odebrand na Tenerife, ptibuzny vzorek LITHOA ze
Stiedomofti — je to mozna moiska akantaméba, mozna jde vSak o akantamébu nachazejici
se vV moii jen ve form¢ cyst. VSechny akantaméby této pfibuznosti pochazeji z teplych
oblasti (Tenerife, Kore, Iran, Izrael). Akantaméba je ptizpisobena teplejSimu klima.
LITHOA ma o néco vétsi pribuzenské spojeni s akantamébou skryvajici se pod kodem
FJ042651, ktera byla izolovana od pacienta s AK. LITHOA by mohla byt potencialné

patogenni.

Pro fylogenetickou analyzu neglérii jsem vyuzila hlavné dataset vytvofeny ze
sekvenci jiz dfive publikovanych neglérii. Ten jsem obohatila o vlastni sekvenci (Pd58)

a tf1 dosud nezvetejnéné sekvence (KAPR2, ALM1B, ALCI).

Hostitelem kmene s nazvem KAPR2 je kapr obecny pochazejiciho z chovného
bazénu v Ceské Republice. Podle fylogenetické analyzy je tento druh zafazen mezi
neglérie pochazejici z Australie a Antarktidy ¢i Gronska. Pochazeji tedy z velmi
ruznorodého prostiedi. Navic ¢esky vzorek parazituje na rybach, ale vzorek pochazejici
z Australie (N. dobsoni) byl izolovan z cerstvé vody. Tento druh améb je tedy
potencionalné patogenni pro obratlovce. Dal§i améby, které jsou té nasi ptibuzné, jsou
ziskany ze sedimentu v Gronsku nebo na Antarktidé. To naznacuje, Ze nebude pfili§

vazany na teplé prostiedi a jeho potencial pro lidské nikazy je tudiz maly.

Mnou osekvenovany vzorek je pfibuzensky spjat s ostatnimi vzorky fady ,,Pd*, coz
neni Zadnym piekvapenim, protoZze byly odebrany ve stejném misté¢ (BeneSov nad
Cernou) na chovné farmé pstruha duhového. BliZe p¥ibuzné neglérie na stromu pochazeji
Z Francie a Brazilie — oba vykultivované z €isté vody. Pstruh obecny je citlivy na kvalitu

vody.

Vzorek s nazvem ALM1B je shodny se vzorkem ALM1A. Oba pochazeji z Tenerife.
ALMIB byla ziskana seSkrabem ze skaly a ALM1A pochazi ze sedimentu sladkovodni
struzky.

Sekvence ALC1 pochazi téz z Tenerife (sediment struzky). Analyza ji shledala

shodnou se vzorkem GG4BV a N. americana. GG4BV pochazi ze zavojnatky (chov v
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CR) a N. americana je ptdni neglerii (jableény sad USA). Jde tedy patrné o typicky

amfizoickou amébu potencionalné patogenni pro ryby.
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7 Zavér

V mé praci jsem se zabyvala molekularni charakterizaci vybranych améb
(akantaméb, neglérii). Pti zpracovani prace jsem se fidila pfedem danymi cili prace.
Teoreticky jsem shrnula morfologii a patogenitu neglérii a akantaméb. Popsala metodiku
mého vyzkumu a provedla fylogenetickou analyzu ziskanych sekvenci spolu se
sekvencemi pouzitych dataseti. Vysledné fylogenetické¢ stromy jsem prozkoumala,

pricemz jsem se zaméfila na mnou ziskané sekvence.

Pti ziskavani akantamébovych sekvenci jsem byla tispé$nd. V tomto piipadé jsem
zvolila kompatibilni primery i optimalni teploty pro PCR. Z 11 kultivovanych vzorkt se

mi podafilo ziskat 9 sekvenci.

Nejvétsi problém jsem méla se ziskanim sekvence neglérii. Z celkového mnozstvi
vzorkd, kde jsem predpokladala neglérie, se mi podatilo ziskat jen 1 kvalitni sekvenci —
tu jsem zatadila do analyzy. Dlivodi, pro¢ se mi nepodafilo ziskat vice sekvenci, miize
byt vice — teploty pii PCR nemusely byt idealni pro tyto neglérie, pouzité primery nebyly
dostatecné kompatibilni s konkrétni ITS oblasti a mimo jiné $lo i o kvalitu ziskané DNA.

V budoucnosti by chtélo prozkoumat tyto navrzené moznosti.

Pro vyslednou fylogenetickou analyzu jsem vyuzila 9 mnou ziskanych
akantamébovych sekvenci a 1 neglériovou (spolu se 3 nezvetejnénymi sekvencemi). Pii
prozkoumani ptibuznosti akantaméb jsem zjistila, ze n¢které z nich maji kosmopolitni
rozsifeni a miZeme je povaZovat za potencionalni patogeny. VSechny se také fadi do

genotypu T4, ktery je nejvice zastoupen.

Mnou analyzované neglérie jsou vice prizplisobeny urcitému prostredi, s vyjimkou
sekvence s nazvem KAPR2, ktera je pfibuzensky spjatd s neglériemi pochazejicimi
z Australie, Gronska a Antarktidy. Vyslednd analyza naznacuje, ze klasifikace améb

(akantaméb, neglérii) jesté neni jasné dana.
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