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Abstrakt

Rod Acanthamoeba patii do skupiny organismi v ¢estin€ souhrnné
oznacovanych jako ménavky. Pro ¢lovéka mohou mit tyto améby fatalni nasledky,
dostavaji se do téla Cloveéka napi. pies kuzi, nasledné jsou krevnim fecistém
rozneseny po téle, kde dale parazituji a to pak predevs§im v mozku, kde zpiisobuji
malo zndmé onemocnéni zvané granulomatézni amébova encefalitida. Toto
onemocnéni se nejvice projevuje u lidi, ktefi jiz prodélali néjaké onemocnéni, jedna
se naptiklad o systétmovy lupus erytromatodes. Granulomatozni amébova
encefalitida vyvolava predevs§im zanét mozku, ktery poté ¢asto zptsobuje nekrézu
mozkové tkané. Mezi hlavni ptiznaky patii bolesti hlavy, nevolnost, zvraceni,
afazie a ataxie.

Do téla Cloveka se améby mohou dostat napiiklad vdechnutim, nebo
pfimym kontaktem s kontaminovanym materidlem. Dal$im jimi zplsobenym
onemocnénim je amébova keratitida, u které se za nejcastéj$i pfi¢inu povazuje
pouzivani kontaktnich cocek, které jsou infikované amébami. Akantamébova
keratitida zpiisobuje zanét oka, ktery mize mit za nasledek az uplnou ztratu zraku.

Tato prace se zabyva i dalSimi amébami jako jsou: Neagleria fowleri,
Balamuthia mandrillaris, Sappinia diploidea a Entamoeba histolytica. Neagleria
fowleri je znama jako ptivodce onemocnéni, které nazyvame primarni amébova
encefalitida. Tato améba je narozdil od ostatnich zastupcti rodu patogenni a je
velmi termorezistentni. Ztoho vyplyva, Ze nejvice postizenych jedincu timto
onemocnénim se nakazilo koupanim se v teplé¢ vod¢€. Naproti tomu se ¢lovek miize
nakazit i vypitim kontaminované vody. Cesty pfenosu jsou tedy rizné. Balamuthia
mandrillaris neni tolik znama, a to i pfesto, ze ma na svém konté také nékolik
napadeni. Kvili neznamosti této améby, ma jeji onemocnéni velmi Spatnou
progndzu, a pro 98 % pacient je onemocnéni smrtelné. Asi nejméné znama je

Sappinia diploidea. Tato améba zatim nema moc pfipadl, které by meély za



nasledek napadeni ¢lovéka. OvSem, pokud se tak stane, ma pro ¢loveka také fatalni
nasledky, které mohou skoncit smrti. Améba zvana Entamoeba histolytica
zpusobuje onemocnéni, které nazyvame amébova uplavice. Toto onemocnéni je
znamé ve vSech rozvojovych zemi, zpisobuje nepfijemny prijem, ktery miize
obsahovat i krev. Amébova uplavice se fadi mezi nejCastéjsi parazitarni infekce.

Cilem mého vyzkumu byla analyza poskytnuté DNA akantaméb, které ve
vetsing pripadi pochazely z environmentalnich vzorkd. Dva vzorky byly ziskany
z lidské tkané (oko). Zjistovala jsem piibuzenské vztahy téchto améb. K mému
vyzkumu bylo pfidano i nékolik jiz dfive sekvenovanych, ale dosud
neanalyzovanych vzorkii DNA. Nejprve jsem izolovala DNA. Izolaci jsem
provadéla pomoci Genomic Mini Kit. Pro izolaci DNA bylo vybrano pét kment
améb. Jako dalsi krok jsem provadéla amplifikaci metodou PCR, kterda vyuziva
stfidani niz§ich a vysSich teplot v pfistroji zvaném termocykler. Poté nasledovala
elektroforéza, ktera pomoci prouzkt v agarozovém gelu, ktery jsem si vZzdy sama
piipravovala, ukazala pritomnost nebo nepiitomnost fragmentu amébové DNA.
V piipadé uspésnosti, tedy pritomnosti fragmentu DNA, jsem dany fragment
vyfezéavala skalpelem a opatrné ho pienesla do zkumavky. Nésledné jsem provadéla
extrakci, tedy preciSténi. Extrakci jsem provadéla pomoci Gel/PCR DNA
Fragments Extraction Kit, dle navodu vyrobce. Jako mezikrok pfed sekvenovanim
jsem provadéla klonovani, které, jak se poté ukazalo, nebylo pfili§ efektivni. Co se
tyce samotného sekvenovani, to provadi firma Seqme.

Nésledné zpracovani sekvenci jsem provadéla v programu BioEdit a
alignovani v ClustalX. Poté nasledovala tvorba fylogenetickych stromt v programu
PAUP a jejich vizualizace v TreeView. Na zaklad¢ téchto vysledku jsem zjistovala
ptibuznost améb, ukazalo se, ze vétSina améb sice patii do hojné€ zastoupeného
genotypu T4, ale jejich ptibuznost vramci né nijak velkd neni. Co se tyce
klinickych vzorku, které jsem méla k dispozici (oba dva z lidskych o¢i), tak zde se
vzorek Ol zaradil do genotypu T4, ale naproti tomu vzorek O2 se zatadil do

genotypu T3. Déle byla vyhodnocena efektivnost pouZivanych primeru: specifické



primery AcalJDP1 a AcalDP2 byly o hodné u¢inngjsi, nez plivodné pouzité
»eukaryotické” primery — ERIB1 a ERIB10.

Abstract

The genus Acanthamoeba belongs to a group of organisms generally called
»~amoebae*. These amoebae can cause fatal disease in humans, being able to enter
e.g. through skin in bloodstream and then spreading through the body. In the body
they further parasitize in various tissues including the brain — there they cause a
little known disease called ,,granulomatous amoebic encephalitis®. The disease is
most prevalent in people previously ill with, e.g., systemic lupus erythematosus.
Granulomatous amoebic encephalitis leads especially to a brain inflammation,
which evolves in brain tissue necrosis. Most prominent symptoms are headaches,
nausea and vomiting, aphasia and ataxia.

The amoebae can enter human body also by inhalation or by direct contact
with contaminated material. Another disease caused by them is amoebic keratitis,
where the most common cause of the infection is believed to be usage of contact
lenses infested with acanthamoebae. Acanthamoeba Kkeratitis causes an eye
inflammation, which can progress in total loss of sight.

This work mentions also some other amoebae as Neagleria fowleri,
Balamuthia mandrillaris, Sappinia diploidea a Entamoeba histolytica. Neagleria
fowleri is known as a causative agent of an illness called primary amoebic
encephalitis. In contrast to remaining species of the genus, this amoeba is a
pathogen and is very thermoresistant. Therefore, most affected people are infected
when swimming in warm water. One can also be infected via drinking. The ways of
transmission are thus variable. Balamuthia mandrillaris is much less known,
although it is also described from several cases of infection. Also because of lack of
awareness, the disease has very bad prognosis — up to 98 % of patients die. Even
less known is probably Sappinia diploidea. There are not known much cases of
human disease caused by this organism. Nonetheless, it is still able to infect people



and cause a potentially killing disease. Amoeba of the species, Entamoeba
histolytica is an important cause of serious diarrhoeas, which can contain blood. It
is one of the most common parasitic diseases in the world.

The objective of my work was an analysis of provided DNA of
Acanthamoeba protists, which originated mostly from environmental samples. Two
samples were obtained from human tissue (eyes). | was deciphering relationships of
these amoebae. To my dataset were added several already sequenced, but not yet
analyses sequences. First, | had isolated DNA using Genomic Mini Kit from five
amoeba strains. The next step was PCR amplification — it is a method depending on
alternation of high and lower temperatures in thermocycler. It was followed by
electrophoresis, where the presence of bands in agarose gel, which | had prepared
myself, showed the presence of absence of amoebic DNA fragments. In case of
successful amplification (presence of PCR product) the fragment was excised from
gel with scalpel and transferred in a test-tube. The DNA was then cleaned via
extraction. The extraction was done with Gel/DNA Fragments Extraction Kit. An
intermediate step before sequencing, we tried to clone the product — it became
obvious that this way is not very effective. The sequencing was provided by the
company Seqme.

Following work with sequences was conducted in programs BioEdit and
alignment in ClustalX. Then, phylogenetic trees were computed in the program
PAUP and viewed in TreeView. The results were interpreted in the terms of
relationships between the amoebae — majority of them belonged to the most
common genotype, T4, but their relations within the genotype were not so tight.
Concerning the clinical samples available to me (both from human eyes), one of
them (O1) belonged to T4 genotype, whereas the other one (O2) belonged to the
genotype T3. Another result was evaluation of the effectivity of different primers:
specific primers AcaJDP1 and AcaJDP2 were much more efficient than originally
used ,,eukaryotic* primers — ERIB1 and ERIB10.
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1 Uvod

Ve svété si rod Acanthamoeba ziskdvd mnoho pozornosti, protoZe se jedna
o patogenni druh prvoki, ktefi zpasobuji velmi zdvazna onemocnéni. V Ceské
republice neni doposud znédmo tolik ptipadi vyskytu téchto onemocnéni. Nékolika
ptipady, které se vyskytovaly (vyskytuji) na tizemi Ceské republiky se zabyva tato
préace; pracovala jsem piedevsim se vzorky, které pochazely z environmentélnich

vzorku, ryb, ale také se vzorky z lidské tkang, konkrétné z oci.

Nekteré améby, jako rtizné druhy rodu Acanthamoeba, dale Naegleria
fowleri, Balamuthia mandrillaris, Sappinia diploidea (a také mnohem znamé;jsi
Entamoeba histolytica), jsou povazovany za puvodce lidskych onemocnéni. Kromeé
prujmovych onemocnéni zpasobovanych entamébou muzou jmenované ameby
zpusobovat tato onemocnéni: granulomatozni amébova encefalitida (GAE),

primarni amébové encefalitida (PAM) a akantamébova keratitida (AK).

Struény postup vyzkumu:

1. 1zolace DNA

2.PCR

3. Elektroforeza

4. Extrakce PCR produkti

5. (Klonovani)

6. Sekvenace a analyza sekvenci

Cile prace:
1. Ziskat sekvence z poskytnutych vzorka
2. Provedeni fylogenetickych analyz

3. Vyhodnoceni a interpretace vyslednych dendrogrami

10



2 Soucasny stav poznani problematiky

2.1 Taxonomie a klasifikace volné Zijicich améb

Klasicka taxonomicka klasifikace dé€lila prvoky na ¢tyfi zékladni skupiny.
Prvni skupina, do které byly fazeny vSechny améby, se nazyvala Sarcodina, druha
Mastigophora, treti Sporozoa a posledni Infusoria (Visvesvara et al., 2007). Toto
taxonomické Clenéni bylo zcela opusténo. Dnes hraji zasadni roli moderni
morfologické pristupy, studium biochemickych pochodi a molekularni
fylogenetika. Starsi klasifikace byla tedy nahrazena novou Klasifikaci, podle které
jsou tyto jednobunécné i mnohobunééné organismy rozdéleny do nasledujicich péti

skupin, tzv. ,,super groups* (Sina et al., 2012):

1. Amoebozoa

2. Opisthokonta
3. SAR

4. Archaeplastida

5. Excavata

Druhy rodu Acanthamoeba, Balamuthia mandrillaris a Sappinia diploidea
patii do skupiny Amoebozoa. Naegleria fowleri se fadi mezi Excavata,

Heterolobosea (Visvesvara et al., 2007).

Skupina amoebozoa je charakteristickd tim, ze jeji zastupci vytvaieji
panozky, které se oznacuji jako lobopodie, vzacnéji tvoii filopodie. Lobopodie jsou
Siroké nesplyvajici panozky. Jako filopodie oznac¢ujeme nitkovité panozky, které
nemaji schopnost splynout. PanoZek se vétsinou vytvaii vétsi mnozstvi, z patogenti
se pouze u améb rodu Entamoeba panozka vyskytuje pouze jedna. Amoebozoa

muzeme dale jesté de¢lit na skupinu Lobosa a na skupinu Conosa. Do skupiny
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Lobosa patii aecrobni améby, které v zadném stadiu nemohou tvofit bi¢iky. Praveé do
této skupiny patii rod Acanthamoeba, kterd byva snadno rozpoznatelna od jinych
ptibuznych améb. Acanthamoeba je charakteristicka tim, ze vytvaii pravé jiz
zminované lobopodie, které se zde nazyvaji akantopodie, nebot vytvareji
charakteristické trnité vybézky (Volf, Horak, 2007).

2.2 Acanthamoeba

Do rodu Acanthamoeba patii potencionalné patogenni volné Zijici améby,
ktera se vyskytuji po celém svété a mizou zptisobit zavazné infekce jak u lidi, tak i
u zvitat (Martinez, Visvesvara, 1997). Tyto améby jsou ,,vSudyptitomné*, ve stadiu
cysty jsou odolné k dezinfekénim prostiedkiim, nevadi jim stfidani nizkych a
vysokych teplot. Tato améba se zivi bakteridlnimi bunkami, jejich zakladni
podminkou na preZiti je pravé dostupnost téchto bakterii. U lidi zpusobuji infekci
centralniho nervového systému. Toto onemocnéni, které je i nejvice smrtelné, se
nazyvéa granulomat6zni amébova encefalitida. Kromé tohoto onemocnéni zptisobuje
acanthamoeba i dal$i onemocnéni, které je definovano jako zrak ohrozujici a
nazyva se akantamébova keratitida (Khan, Jarroll, Paget, 2001). Acanthamoeba si
v posledni dob¢ ziskdvd mnoho pozornosti, protoZze je zndmo, Ze slouZi jako
hostitel nekterych patogennich bakterialnich kmend, jako je napiiklad Legionella
(Winiecka — Krusnell, Linder, 2001).

2.2.1 Zivotni cyklus

Zivotni cyklus (obr. 1) zahrnuje dvé stadia — trofozoity a cysty. Trofozoity
dosahuji velikosti 15 — 20 pum. Maji centralné umisténo jadro s napadnym
jadérkem. Cytoplasma je jemné zrnita a obsahuje potravni vakuoly, mitochondrie a
ribozomy. V bunce byva napadna pulzujici vakuola. Cysty o velikosti 10 — 15 pm
jsou chranény dvojitou sténou. Vnéjs$i vrstva, kterou nazyvame ektocysta, je
vraséita, tvoii zdhyby a obsahuje tuky a bilkoviny. Vnitini sténa, ktera je
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oznac¢ovana jako endocysta, obsahuje celulézu. Cysty maji centralné umisténé jadro
(Visvesvara et al., 2007). Cytoplasma obsahuje velké mnozstvi glykogenu, lipidi a
myozinu. Pravé myozin je odpovédny za pohyb améb. Diky pouziti plynové
chromatografie a hmotnostni spektrometrie byla v cytoplasmé zjisténa vysoka

koncentrace glykogenu, glukdzy a malé mnozstvi manosy (Siddiqui, Khan, 2012).

Acanthamoeba byla izolovana z nejriiznéjsich prostiedi: nejéastéji z pidy a
sladké vody, ale i z prachu ze vzduchu, balené mineralni vody, chladicich vézi,
jadernych elektraren, vytapéni, vétracich a klimatiza¢nich systému, dialyzacnich
stroju, kontaktnich ¢ocek, také z plicnich sekretd, stéri z nosohltanu, ustni dutiny a
ze stolice zdravych lidi. Kromé toho bylo nékolik druht izolovano z mozku, plic,

kize a rohovky infikovanych jedinct (Khan, 2006).

Obr.1 Dv¢ stadia akantamébového Zivotniho cyklu: cysta a trofozoit

Trofozoit

Zdroj: Ma et al., 1990. Modifikovéano.
13



2.2.2 Rozdéleni

Vroce 1930 zjistil Castellani pfitomnost améb v kultufe houby
Cryptococcus pararoseus. Améby byly kulaté nebo ovalné. Tyto améby byly
zatazeny do rodu Hartmannella a pojmenovany Hartmannella castellani. AZ v roce
1966 byl definitivné rozpoznan rod Acanthamoeba (Khan, 2006). Bylo sice
popsano nékolik druhti akantaméb, ale jejich identifikace na zakladé¢
morfologickych kritérii (zejména cyst) je velmi obtizna a nespolehliva, nebot’ nejen
Ze akantaméby a Balamuthia mandrillaris maji podobnou strukturu, ale i variabilita
ve stavbé cyst riznych druhti akantaméb je zna¢na a jsou vzajemné tézko
rozpoznatelné. K uréeni se také pouZivaji imunologické testy, které vyuZivaji

monoklon&lni a polyklonalni protilatky (Marciano, 2009).

Pii vyrazném pokroku védy a pii objeveni molekularnich technik se rod
Acanthamoeba rozé¢leniuje na zakladé sekvence genu pro RNA malé ribozomalni
podjednotky. Tim padem bylo vytvofeno nové rozdéleni podle genotypi. Kazdy
genotyp vykazuje oproti ostatnim genotypim alespon rozdil 5% v sekvenci tohoto
genu. Genotypy akantaméb se oznacuji T1 — T17 (a stale piibyvaji), nejsilngjsi
skupinu tvoii genotyp T4, kam se fadi nejvetsi pocet izolati, tvoii zhruba 90%
lidskych infekci. Takovéto rozdéleni se povazuje za velmi presné a spolehlivé

(Kilvington, Lam, 2013).

2.2.3 Kultivace

V ptirodnim prostfedi se améby Zivi riznymi kvasinkami, dal$imi prvoky
nebo bakteriemi. Z toho tedy vyplyva, Ze kvasinky nebo bakterie jsou zdrojem Zivin
pro améby. Akantaméby lze péstovat v laboratofi na agaru bez Zivin potazenym

bakteriemi. Vhodnou krmnou bakterii je napiiklad Escherichia coli nebo
14



Enterobacter pyogenes. Améby se Zivi témito bakteriemi a béhem nékolika dni se
rozmnoZi natolik, Ze pokryvaji cely povrch agaru. Bakterialni kofist mize byt
rovnéz naockovana ptimo na améby, které jsou jiz narostlé na povrchu agaru (napft.
nakapanim). Cysty zistavaji zivotaschopné po delSi dobu, a to zejména v piipadé,
Ze agarova plotna je uloZena tak, aby se zabranilo jejimu vysuSeni. Améby se
mohou V laboratofi péstovat neomezené dlouho, nejcastéji pravidelnym odfiznutim
kousku agaru, ktery obsahuje trofozoity nebo cysty. Takto vyfiznuty kousek se
pfenese na Cerstvou agarovou plotnu potazenou bakteriemi (Visvesvara et al.,
2007).

Améby lze péstovat i bez pfitomnosti zivych organismi.. Takové péstovani
se oznaCuje jako axenickd kultivace. V laboratornich podminkach je tohoto
péstovani dosazeno pomoci PYG media, které se sklada z peptonu, vytazku
z kvasnic a glukozy. PouZiti agaru s bakteriemi je doporuc¢ovano jak pro izolaci
améb, které pochézeji z klinickych tkani, tak i pro améby, které pochézeji

z environmentalnich vzorka pudy a vody (Khan, 2006).

2.2.4 Patofyziologie

Protoze vétsina onemocnéni mozku zpisobena témito amébami je smrtelna,
dochézi kurceni diagnozy az po pitvé. VySetfeni, které se poté provadi, odhali
otoky mozku v oblasti bazalnich ganglii. Histologické vySetfeni mozkové
hemisféry, mozkového kmenu, stiedniho mozku a mozecku ukéaze ptitomnost
viceCetnych obrovskych bunék. Amébové trofozoity se nachazeji ve tkani centralni
nervové soustavy, plicnim parenchymu, ale mohou se nachazet i v prostaté a

koznich lézich (Visvesvara et al., 2007).
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2.2.5 Imunologie

Mnohé studie jiz dokézaly, ze ¢loveék i zvife si proti amébam dokaze
vytvorit protilatky. Ukazalo se tak jak v séru zdravych lidi, tak i u pacienti
s respira¢nimi problémy. Studie in vitro prokdzaly, ze améby aktivuji alternativni
cestu komplementu, ktera je nezavisla na aktivaci protilatek. Alternativni cesta
aktivace komplementu a tvorba protilatek jsou dva dulezité obranné mechanismy,
stimuluji neutrofily, které uvoliiuji lysosomélni enzymy a reaktivni kyslikové
meziprodukty, v¢etné chlornanu a peroxidu vodiku a tim dochazi u zdravych lidi ke
zni¢eni améb. K tomuto procesu jesté ptispivaji aktivované makrofagy, které jsou

schopny fagocytdzy a tim také dochazi ke zni¢eni améb (Visvesvara et al., 2007).
2.3 Dalsi améby, které zpiisobuji lidska onemocnéni

2.3.1 Naegleria fowleri

Rod Naegleria je rod voln¢ zijicich améb, je velmi rozSifen v pidé a ve
sladkych vodach. Tyto améby tvoii bi¢ikata stadia, na rozdil od akantaméb tak maji
tii stadia Zivotniho cyklu; zbyvajici dvé jsou stejnd, jedné se o trofozoity a o cysty.
Trofozoity méti v praméru 10 — 20 pum, obsahuji jadro s velkym jadérkem. Cysty
jsou kulaté, tvofi dvojitou sténu, obsahujici dva nebo tfi pory, jez jsou nekdy
utésnény mukozni zatkou. Cysty jsou ziidka nalezeny v Klinickych vzorcich Je to
tim, ze pacienti umiraji diive, nez trofozoity ptechazeji v cysty. Jako lidsky patogen
je uvadéna Naegleria fowleri, je velmi teplomilna, snasi i teploty od 40°C — 45°C.
Je pivodcem primarni amébové meningoencefalitidy. Jedna se o smrtelnou nemoc,
ktera poSkozuje centralni nervovou soustavu (Marciano, 1988). Zajimave je, Ze jiné
neglérie, napiiklad Naegleria gruberi jsou nepatogenni a jejich optimalni teplota
rastu se pohybuje v rozmezi od 22°C — 35°C. Jsou znamé i dal$i nepatogenni
neglérie, jedna se napi. 0 Naegleria lovaniensis, Naegleria jadini ¢i Naegleria
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australiensis. Ovsem, i zde je jedna zajimavost, pravé Naegleria australiensis

italica byla vysoce patogenni pro pokusna zvirata (Ma et al., 1990).

Jak jiz bylo feCeno, Naegleria fowleri je termotolerantni. Muze se tedy
nachazet v horkych pramenech nebo v tepelné zneéisténych potocich a fekach.
Také se mize nachazet v jezerech, v bazénech, v akvariich a v kanalizaci (Trabelsi
etal., 2012).

Neagleria fowleri je prvok, ktery zpusobuje onemocnéni zvané primarni
amébova meningoencefalitida (PAM). Pro ¢lovéka je to velmi zavazna choroba.
Inkubaéni doba se mize liSit od 2 — 3 dni, nejdéle vSak 7 — 15 dni. Améby mohou
do ¢loveka vstoupit pres dutinu nosni, tedy inhalaci. Ale také se mohou vyskytovat
ve vode, kterou Clovék miize vypit nebo se v ni koupat. Onemocnéni ma rychly
nastup, pacient obvykle trpi velkymi bolestmi hlavy a horeckou (> 40°C). VétSinou
jsou tyto pfiznaky jesté doprovazeny zvracenim nebo nauzeou. PAM se tézko
rozpozna od akutni hnisavé bakterialni meningitidy, coz ma za nasledek Spatné

uréeni diagndzy a nasledné i Spatné urceni 1é¢by (Ma et al., 1990).

Primarni amébova encefalitida byla poprvé popsana v roce 1965, do toho
roku byly améby povazovany za nepatogenni. Onemocnéni postihuje piedevsim
imunologicky intaktni déti. K infekci vétSinou dochazi pii koupanim se v teplé
vod¢ (Barnett et al., 1996).

2.3.2 Balamuthia mandrillaris

Balamuthia mandrillaris je oportunni, patogenni volné Zijici améba. Tato
améba byla poprvé isolovana v roce 1986 z fragmenti mozkové tkan¢ mandrila,
ktery zemfel na neurologické onemocnéni v ZOO v San Diegu. Na zakladé¢

mikroskopickych studii, antigennich analyz a srovnani sekvenci byl pro tuto amébu
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vytvoren samostatny druh a rod. Pozdé&ji, v roce 1991 byla Balamuthia mandrillaris
nalezena u ¢loveka a od té doby bylo jiz zjisténo vice nez 100 ptipadt (Matin et al.,
2008). Infekce byly zaznamenany ve véku od 4 mésicti do 72 let (Schuster et al.,
2003).

Balamuthia mandrillaris byla popsana jako volné Zijici améba, existuji
zpravy o tom, Ze byla isolovana z environmentélnich vzorka pidy. Balamuthia
mandrillaris byla zjisténa ve vzorcich odebranych z domaciho prostiedi (v domé,
kde Zilo infikované dit¢), také byla izolovana z venkovnich kvétinac¢u (Dunnebacke
et al., 2004). Pravé v tomto se lisi od akantaméby, kterd byla izolovana jak z pudy,
tak i z mnoha zafizeni. Na rozdil od akantaméb ji nelze kultivovat na agarovych
plotnach, které jsou potaZeny bakteriemi. Divod je ten, ze doposud neni znam
jejich zdroj potravy v ptirodé. In vitro se Balamuthia mandrillaris maze zivit
mensimi amébami a tak se predpoklada, ze se jimi nebo jinymi prvoky Zivi i
v ptirod¢. Balamuthia mandrillaris mtze byt tedy izolovana z lidskych i zvitecich
tkani a muze byt péstovana V laboratofi na savéich bunécnych kulturach,

odvozenych napft. z bun¢k opicich ledvin nebo lidskych plic.

Zivotni cyklus t&chto améb zahrnuje dvé stadia. Prvni stadium je trofozoit.
Ve druhém stadiu se tvoti cysty. Trofozoity v priméru méii 15 — 60 um. Je pro né
charakteristickd nepravidelna struktura. Stejné jako jiné ecukaryotické bunky
obsahuji jadro, ale mohou mit vice neZz jedno jadérko. Cysty byvaji mensi,
vV priméru mefi 13 — 30 pm. Na rozdil od trofozoiti maji pravidelnou kulatou
strukturu. Pomoci transmisni elektronové mikroskopie bylo zjisténo, Ze sténa cysty
se sklada ze tii vrstev. Vné&jsi sténa je znama jako ektocysta, fibrilarni stéedni vrstva

je oznacovana jako mezocysta a vnitini sténa se nazyva endocysta.

Je znédmo, ze zplsobuje zdvazné kozni onemocnéni a fatilni smrtelnou

encefalitidu, ktera zahrnuje poskozeni centralniho nervoveho systému. Zhruba pro
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98% pacientt je toto onemocnéni smrtelné. Z toho vyplyva, Ze prognoza je velmi
Spatna. Patogeneze a patofyziologie neni zcela pochopitelna. Sou¢asnou metodou
1écby je kombinovany pfistup, kdy se podava smés 1€kt ale i pies tuto 1écbu jsou
vysledky velmi Spatné. Snahou je zlepSit antimikrobialni chemoterapii nebo

alternativni strategie pro rozvoj terapie (Matin et al., 2008).

V Ceské republice byla tato améba nalezena u malého chlapce. Diagnéza
byla stanovena pomoci biopsie a imunofluorescence. Biopsie prokazala piitomnost
trofozoitli 1 cyst. Tento chlapec po nckolika dnech zemitel. Nasledné vySetfeni
mozku (vySetfeni post-mortem) ukazalo oblasti smasivni nekrozou. Nejvice
postizené oblasti nekrézou byla bazalni ganglia, dale thalamus a mozkove
hemisféry. Brana vstupu infekce nebyla doposud objasnéna (Kodet et al., 1998).

Ne vSak vSechny piipady zplisobené touto amébou konci smrti. Jak uvadi

Schuster, existuje i nékolik pacienttl, ktefi byli vyléceni (Schuster et al., 2009).

2.3.3 Sappinia diploidea

DalSi amébou popisovanou jako potencionalni lidsky patogen je Sappinia
diploidea. Jako ostatni zminéné améby je volné Zzijici. Poprvé byla isolovana ze
stolice jestérek a z environmentalnich pudnich vzorkt. Poté byla popsana také jako

puvodce granulomatdzni amébove encefalitidy (Khan, 2009).

Vroce 2001 byl ohldSen prvni piipad amébové encefalitidy zpiisobené
pravé touto amébou. Pro tento druh améb je charakteristické, Ze bunky obsahuji dvé
jadra. Ob¢ stadia, tedy jak trofozoity, tak cysty, jsou dvoujaderna. Trofozoity méfi
40 — 80 um jsou ovalného nebo polodlouhého tvaru. Zralé cysty jsou kulaté, méti
15 - 30 um. Cytoplasma obsahuje kontraktilni a potravinovou vakuolu (Visvesvara
et al., 2007).
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Améby mohou byt kultivovany za pokojove teploty, za pouZiti agaru bez
Zivin, potazenym bakteriemi, napf. Enterobacter cloacae. Obvykla doba kultivace
se pohybuje v rozmezi od 3 — 10 dnt. U tohoto rodu se piepoklada, Zze ameby se
rozmnozuji nepohlavné, protoze fuze jader nebyla nikdy dokonale doloZena
(Walochnik et al., 2009).

2.3.4 Entamoeba histolytica

Entamoeba histolytica je pivodcem amébové uplavice. Ale také mize
zpusobit infekci dychacich cest nebo mozkovou a urogenitlni Uplavici. Poprvé
byla popsana v Rusku v roce 1875. Amebova Uplavice se projevuje zavaznymi
prijmy s piimesi krve. Zhruba 50 milionti lidi m4 invazivni onemocnéni, nejcasteji
Vv podob¢ jaternich abscest, €0Z ma za nasledek 100000 dmrti za rok.
Morfologicky shodné druhy Entamoeba dispar a Entamoeba moshkovskii se
povaZzuji za nepatogenni. Onemocnéni je hlaseno z rtiznych rozvojovych zemi, kde
nejvetsi riziko tvoii prist€éhovalci z oblasti, které jsou znamy vyskytem tohoto
onemocnéni. Rizikovou skupinou jsou i homosexualové (Fotedar et al., 2007). Pro
identifikaci améby rodu Entamoeba se pouziva mikroskopické vySetieni stolice.
Toto vysetfeni odhali pfitomnost cyst. Amébova uplavice patfi k nejcastéjsim
parazitarnim infekcim lidstva a pravé proto je v endemickych oblastech velmi
dulezita prevence, ktera spociva v dodrZzovani osobni hygieny nebo konzumaci

jidla, které je zabaleno v originalnim baleni (Podstatova, 2001).
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2.4 Onemocnéni pisobena akantamébami

2.4.1 Granulomatdzni amebova encefalitida (GAE)

Toto onemocnéni je velmi vzacné, avSak velmi zavazné. Pomoci
sérologické laboratorni diagnostiky doslo ke zjisténi, Ze za toto onemocnéni je
zodpovédny rod Acanthamoeba. GAE je spojovana s jedinci, ktefi jiz trpi n€jakym
z nésledujicich onemocnéni: diabetes mellitus, systémovy lupus erytromatodes,
cirhéza, tuberkuloza, kozni viedy nebo Hodgkinova choroba. Za predisponujici
faktory se povazuji alkoholismus, uzivani drog, 1é¢ba steroidy, chemoterapie nebo
transplantace organi. GAE tedy zejména postihuje imunosuprimované osoby
véetné jedinct s nddorovym onemocnénim nebo po transplantaci (Volf, Horak,
2007). Mezi patologické nalezy obecné patii zavazné hemoragické nekrozy.
Typickym ptiznakem je zanét. Mozkové hemisféry vykazuji stfedné te€zky az tézky
edém mozku. Exsudat je prevazné slozen z polymorfonuklearnich leukocyti a
mononuklearnich bunék (Marciano-Cabral, Cabral G., 2003). Neuropatologické
zmény Vvedou krozvoji granulomatézni encefalitidy s vyskytem vicejadernych
bunék. Tyto buriky se hlavné vyskytuji v oblasti posterior fossa (soucast nitrolebni
dutiny), bazélnich ganglii, mozkovych hemisfér a v moze¢ku. Trofozoity a cysty se
nachazeji v lézich centralni nervové soustavy. Inkubacni doba tohoto onemocnéni
neni zcela zfejma, ale vétSinou se odhaduje na nékolik tydnd az mésica. Klinické a
patologické Udaje nejsou pouzitelné k tomu, aby se dalo podle nich rozpoznat, jak
dlouho Zily améby v centralni nervové soustavé nebo jinych tkani u ¢lovéka.
Ptiznaky jsou podobné jako u jinych infekci centralni nervové soustavy, vcetné
virovych, bakterialnich a plisnovych. GAE se tedy projevuje nevolnosti, bolestmi
hlavy, horeckami, zvracenim, afazii, ataxii, obrnou hlavovych nervi, rtiznymi
zachvaty a v tézsich piipadech muze vést az ke komatu. Onemocnéni dokaze
odhalit magnetickd rezonance nebo pocitatova tomografie. Pomoci magnetické

rezonance se nam zobrazi shluk 1ézi, které zabiraji prostor v mozkové kiie. Tyto
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léze se v8ak nemusi vyskytovat u imunokompromitovanych pacientt (Ma et al.,
1990).

Mezi laboratorni vySetieni k diagnostice GAE patii mikroskopické vySetieni
mozkomisniho moku. Odbér moku se provadi pomoci lumbalni punkce. Poté se
mozkomisni mok centrifuguje pii velmi malych otackach, aby se zabranilo
ptipadnému prasknuti trofozoitl. Pii tomto vySetieni hrozi Spatna identifikace
trofozoitl, které se velmi podobaji makrofagim. Pfiméifené mnozstvi makrofagi je
VvV mozkomiSnim moku povazovano za fyziologické. MozkomiSni mok se muze
obarvit Giemsovym roztokem, kde se pak snadnéji rozpozna, zda jde opravdu o
trofozoitni stadium améb. Jadérko, kontraktilni vakuola a cytoplazmaticka vakuola
se snaze rozpoznaji pti pouziti trichromu nebo hematoxylinu a eosinu. Pro zji$téni
diagn6zy GAE se také mohou pouzit testy in vitro, kde se mozkova tkan nebo
material z koznich 1ézi naoCkuje na agar, ktery je potazen bakteriemi (Escherichia
coli, Enterobacter aerogenes). OvSem, zde je problém u izolace améb z mozkové
tkan¢, protoze améby mohou encystovat a pak se nemnozi. Dale se k urceni tohoto
onemocnéni pouziva i Klasickeé histologické vySetteni, kde se mozkova tkan zaléva
do parafinu, nasledné se barvi a poté prohlizi mikroskopem (Marciano — Cabral,
Cabral G., 2003).

2.4.2 Akantamébova keratitida (AK)

AK je vazna choroba, ktera zpusobuje infekci rohovky. K rizikovym
faktoriim pfedevsim patii noSeni kontaktnich ¢ocek, dale pak koupani v teplé vodé
s kontaktnimi ¢o¢kami a nespravna hygiena pii pouzivani kontaktnich ¢oc¢ek. Mezi

rizikové faktory patfi i1 riizna traumata rohovky nebo chronické onemocnéni oci

(Rudell et al., 2013).
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Lidé trpici timto onemocnénim jsou vétSinou imunokompetentni. Je
dolozeno, ze onemocnénim trpi vice muzi, nez zeny. AK mize mit lepsi prognézu
Vv ptipadé, ze améby napadnou pouze epitel rohovky. V hor§im ptipade, kdy
napadnou stroma oc¢ni rohovky, dojde Kk rozsahlému zanétu, ktery muze mit za

nasledek az ztratu zraku (Niederkorn et al., 1999).

Prvni piipady byly popsany jiz v roce 1973, ale za velmi vazné zacalo byt
toto onemocnéni povazovano az Vv 80. letech minulého stoleti, kdy doslo
k vyraznému narastu poc¢tu uzivateli kontaktnich ¢ocek. Pacienty s AK mizeme
rozdélit do dvou skupin. Prvni skupinu tvofi uzivatelé kontaktnich ¢ocek, druhou
skupinu tvorii ti, ktefi kontaktni ¢ocky nenosi, a piesto onemocnéli (lllingworth,

Cook, 1998).

AK U nositelt kontaktnich ¢ocek

Nositelé kontaktnich ¢ocek jsou rizikovou skupinou. Az 88% ptipadi AK se
vyskytuje pravé u lidi, ktefi nosi kontaktni ¢oc¢ky. Je prokazano, Zze mékké ¢ocky
predstavuji vyssi riziko z hlediska vyskytu AK, nez pevné kontaktni ¢ocky. M¢kké
Cocky je tieba kazdy den vyménovat, oplachovat a pies noc se musi nechat uloZzené
ve sterilnim roztoku. Naproti tomu pevné ¢oc¢ky se nevyménuji tak ¢asto a nosi se i

pfes noc, tudiz tam nedochazi k tak velké manipulaci s cockami (Dart et al., 2009).

Pii urCovani diagnozy je nutno zvazit vSechny rizikové faktory. Jak je
uvedeno vyse, tak mezi nejcastéjsi rizikové faktory patii noseni kontaktnich ¢ocek.
V prvni fazi tohoto onemocnéni mize dojit k Spatnému urceni diagnozy, nebot” se
objevuji ptiznaky, které jsou velmi podobné onemocnéni, které zpusobuje

Pseudomonas aeruginosa nebo i jiné bakterie, ¢i houby (Gray, 1995).
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Amébova keratitida je velmi bolestivé onemocnéni. Je charakterizovano
zanétem rohovky nebo opakujicimi se poruchami rohovky. Pro toto onemocnéni je
typické, Ze je postiZzeno jen jedno oko, ale bilateralni vyskyt neni vyjimkou. AK
muze byt zaménovana s virovou nebo houbovou keratitidou. Ve vétsing ptipadu je
to diagnostikovano jako keratitida zptisobena virem herpes simplex. Pii AK se po
jisté dobé vytvaii vied rohovky, coz mize byt ptiznak amébové Keratitidy

(Visvesvara et al., 2007).

Jako u kazdého onemocnéni, tak i tady je nutné znalost klinickych ptiznaki.
Mezi klinické ptiznaky patii fotofobie, slzeni a bolest. Nékteti pacienti Zadnou
bolest neciti, to ale neznamena, Ze se nemuize jednat o AK. V prvnich fazich
onemocnéni se objevuje teckovita keratopatie. V pozd¢jSich fazich se vyskytuji
perinuklearni infiltraty, které se vyskytuji v okoli zrakovych nervi. K takovému

zjisténi se provadi vysetieni pomoci §térbinové lampy (Dart et al., 2009).

AK u lidi bez kontaktnich ¢ocek

AK u pacienta, ktery neni uzivatelem kontaktnich ¢ocek je Casto prehlizena
a diagnostikovana pozdé. Zdrojem infekce je zde kontaminovana voda nebo pida,
Casto k infekci onemocnéni dochazi u zemédé€lskych pracovnikd. Jsou zde ale i
dalsi rizikové faktory, jako je teplejsi pocasi a Spatné socioekonomické podminky.
Nekolik piipada bylo také nahlaSeno po chirurgickych zékrocich oka (Dart et al.,
2009).
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3 Hypotézy

H;: Akantaméby ziskané z environmentalnich vzorkd budou reprezentovat Siroké

v

spektrum genotypti s pfevahou nejhojnéjsiho genotypu (T4)

Hy: v Ceské republice se v infekcich o¢i budou uplatiiovat zejména akantaméby

v

nejhojnéjsiho genotypu — T4
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4 Material a metody

4.1 Material

Pro svoji praci jsem méla k dispozici vzorky DNA, piipadn¢ akantamébové
kultury, které jsou uloZeny na Parasitologickém ustavu v Ceskych Bud&jovicich.
DNA je uloZena v malych zkumavkéch, které se uchovavaji v hlubokomrazicim
boxu (-80°C). Nekolik pouzitych kmenti améb byla izolovana z ryb (tab. 1). Dva
kmeny (01, O2) pochazi z lidskych o¢i (tab. 2). Ostatni kmeny byly izolovany

z ruznych stanovist’ (tab. 3).

Tab. 1 Kmeny izolované z ryb. Sekvence oznac¢ené hvézdickou mi byly poskytnuty

jiZ hotové.
Cislo Lokalizace
vzorku Puvod vzorku v Lokalita
organech
P128Vv Kiizovec (Bagre) zabry Peru-lquitos
1308 Okoun ent _(Perca mozek Dvoristeé
fluviatilis)
1327 Okoun fiéni (Perca | ok | feka Vitava
fluviatilis)
Candat obecny . .
*
CANZ (Stizostedion lucioperca) zabry Hluboka
aagps* | Kaprobecny (Cyprinus | 0 0 Vodany
carpio)
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Tab. 2 Vzorky z lidské tkan¢

Cislo vzorku Lokalita Info_rmace ©
pacientech
Zena (1988), trpici
0O1 Brno DM
Muz (1987), uzivatel
02 Ostrava kontaktnich ¢ocek

Vzorek O2 pochazi od mladého muze, ktery byl dva mésice lé¢en na
herpetickou keratouveitidu. Lécba byla netispé$na, a proto byla pro tohoto muze
doporucena navstéva ofniho oddéleni v Méstské nemocnici v Ostravé. Pravé zde
padlo podezieni na infekci zpisobenou akantamébou (obr. 2). Pacient uvedl, ze je
nositelem kontaktnich ¢ocek, ale jiz je nema k dispozici. Z napadeného oka byl
poftizen stér, ktery byl poslan na kultivaci. Nélez trofozoitii améb se objevil osmy
den kultivace. (Bilkova Frankova et al., 2013, ptipraveno do tisku). V této dobé
byla kultura pfedana pracovisti, kde jsem zpracovavala svou praci. Vzorek O1 byl
izolovan z mladé pacientky, diabeticky Vv invalidnim ddachodu, kterd prodélala
mnoho operaci oka. Jeji zrak je vazné postizen: na pravé oko nevidi, na levé

caste¢ne.
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Obr. 2 — Foto napadeného oka u muze (O2). Prevzato z Bilkova Frankova, 2013,

pfipraveno do tisku.

Tab. 3 Environmentalni vzorky. Sekvence oznacené hvézdickou mi byly

poskytnuty jiZ hotove.

Cislo vzorku Lokalita
KAL Recko
AMB Francie
DE116 Shetlandskeé ostrovy (moie)
DE129 Antarktida (mofe)
ACANT* Kontaminant neznamého ptivodu
ALC10* Tenerife
ALC2A* Tenerife

28



4.2 Metodika

Mikroskopie
Pouzité ptistroje:
- mikroskop Olympus BX51 vybaveny Nomarského kontrastem
- kamera Olympus DP70
Améby ve form¢ cyst byly pozorovany na krycich sklickach potazenych tenkou
vrstvou 2% agaru. Trofozoity byly pozorovany ve visuté kapce. Pozorované ameby

byly dokumentovany fotografovanim pomoci vestavéné kamery.

Izolace DNA
Pouzité pomticky a chemikalie:
- Pinzety, laboratorni 1zi¢ky, pipety, laboratorni sklo
- Centrifuga UNIVERSAL 32R, RCF 440

Izolaci DNA z péti kmeni améb jsem provadéla pomoci Genomic DNA
mini Kit, dle navodu vyrobce (Geneaid). Pied vlastni izolaci byly trofozoity pomoci
sklenéné hokejky setieny z agarové plotny zvlhéené nékolika ml Pageova média
(Kalinina a Page, 1992), stoeny na centrifuze pfi nizkych otackach a timtéz

médiem byly proplachnuty.

Amplifikace SSU rRNA

Amplifikaci jsem provadéla pomoci metody PCR, kterou objevil Kary
Mullis a to v roce 1983 (Bartlett et al., 2003).

Pouzité pomticky:

- Pipety, zkumavky

- Termocykler T-personal, Biometra
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Pouzité chemikalie:

- Pufr

- dNTP

- Fprimererib 1 (Béartaet al., 1997)

- R primer erib 10 (Barta et al., 1997)

- Polymeraza

Pozdé&ji jsem pouzivala primery Aca JDP1 a Aca JDP2 (Stothard et al.,
1998). Tyto primery se ukazaly, jako velmi efektivni, nebot’ naslednd elektroforéza

ukazala pfitomnost fragmentt o¢ekavané délky u vSech vzorkovanych DNA améb.

Tab 4. SloZeni smési k PCR

Deionizovana

voda 16,5
Pufr 2,5

dNTP 2

F Primer 1

R Primer 1

Polymeraza 1

DNA 1

Tab 5. Nastaveni termocykleru

Teplota °C Cas
1. krok 95 4 minuty
2. krok 95 50 sekund
3. krok 55 50 sekund
4. krok 72 2 minuty
5. krok 10 10 minut

Termocykler jsem nastavila na 34 cykli, to znamend, ze po ¢tvrtém kroku

se pristroj vrati na krok dvé. Takovym zptisobem se bude vracet 34 — krét.
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Elektroforéza

Pouzité pomtcky:

- pipety

Pouzité chemikalie:
- Agardza

- TAE pufr

- Ethydium bromid

Ptiprava gelu:

1. Pro 1% roztok jsem navéazila 0,459 agardzy

2. K agardze jsem ptidala 45 ml pufru

3. Nasledné jsem roztok zahtala v mikrovinné troubé

4. Pfidala jsem 2,5 pl ethydium bromidu

5. Rozmichala jsem roztok a nalila ho do ptipravené elektroforézy

6. Po utuhnuti gelu jsem spustila elektroforézu, zdroj jsem nastavila na 80 V

Pomoci elektroforézy jsem ziskala separované fragmenty DNA améb.
Fragmenty jsem prohlédla pod UV lampou. Fragmenty odpovidajici délky jsem

opatrné vyiezavala skalpelem a pfipravila jsem je k extrakci.

Extrakce

Tento krok jsem provadéla pomoci Gel/PCR DNA Fragments Extraction
Kit, Geneaid dle navodu vyrobce.

Béhem extrakce dojde k rozpusténi fragmentu gelu s DNA z elektroforézy a

naslednému promyti a ziskani DNA, ktera se jiz posila na sekvenaci.
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Klonovani
Klonovani jsem u n¢kolika produktl provadéla pokusné jako mezikrok pied

sekvenaci. Pouzivala jsem PCR - Cloning Kit. (QIAGEN).

Ptiprava reak¢ni smési:
1. Do zkumavky jsem napipetovala 0,5 ul klonovaciho vektoru
2. Pfidala jsem 2,0 ul PCR produktu
3. Nakonec jsem ptidala 2,5 ul Ligation Master Mix

Transformace kompetentnich bunék

Po probéhnuti ligacni reakce pies noc v lednici bylo pfidano 50 pl
kompetentnich bunék. Ty nejprve staly 10 minut na ledu. Zkumavky jsem poté dala
do teplé vodni 1dzn¢ (42°C) a pak jsem zkumavky chladila opét 2 minuty na ledu.
Néasledovn¢ jsem ptidala 200 pul SOC media a zkumavky jsem dala ttepat pii 37°C
na 1 hodinu. Na pfipravené agarové plotny s LB mediem a potfené ampicilinem
jsem pfidala 40 pl slouceniny X-gal. Vyndala jsem zkumavky ze tfepacky a jejich
obsah jsem pfepipetovala na pfipravené plotny. Plotny jsem nechala pfes noc

inkubovat pti 37°C.

PCR screening
Do 1,5 ml zkumavek jsem napipetovala 30 ul vody. Spickou jsem vypichla

bilé kolonie, které narostly na plotnach, a pfendala jsem je do zkumavky s vodou.
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Tab. 6 Priprava reak¢éni smési

Nazev MnozZstvi (ul)
Taq Buffer
complete 1,25
dNTP 1
M13 Forward
primer 0,5
M13 Revers primer 0,5
Polymeraza A 0,5
Voda 7,25

Tuto smés jsem rozplnila po 11 pl do tenkosténnych zkumavek a ptidala

jsem 2 pl bunécné suspenze.

Tab. 7 Amplifikace (program SCREEN)

Teplota °C Cas
1. krok 95 10 minut
2. krok 95 30 sekund
3. krok 54 1 minuta
4. krok 72 1 minuta
5. krok 72 10 minut

V tomto ptipadé je program SCREEN nastaven pouze na 20 cyklt.

NamnozZzeni plasmidu

Pokud se béhem screeningu ukazalo, Zze bakterialni buiikky z dané kolonie
obsahuji produkt o¢ekavané délky, byly bakterie namnozeny ve zkumavce se 3 ml
LB média, do n¢hoz jsem ptidala 12 pl ampicilinu.

Z pomnozenych bakterii byl pak plasmid izolovan pomoci komercniho kitu

High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche) dle navodu vyrobce.
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Sekvenace

V laboratofi rybi protistologie jsou vzorky k sekvenaci zasilany firmeé
Segme. Odesilaji se ve form¢ PCR produktu s vhodnym sekvena¢nim primerem,

pfipadné se zasila izolovany plasmid. Hotova sekvence je dorucena elektronicky.

Zpracovani sekvenénich dat

Po ziskani sekvenci jsem nejprve ovéfila, zda se skutecné jedné o fragment
genu SSU rDNA akantameby. K tomuto ucelu poslouzila sluzba BLAST
poskytovand serverem NCBI (http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi). DalSim
krokem byla tvorba datasetu, do néhoz byly kromé¢ mnou ziskanych sekvenci
zatfazeny jesté referenCni zverejnéné sekvence stazené z databaze GenBank opét
prostiednictvim NCBI. Vysledny dataset byl alignovan programem ClustalX
(Larkin et al., 2007) a nasledné ofezan a zkontrolovan v programu BioEdit (Hall,
1999). Naésledovala fylogenetickd analyza v programu PAUP (Swofford, 2003).
Vzhledem K charakteru dat byla zvolena relativné jednoducha metoda rekonstrukce
evoluce akantameb, metoda neighbor joining. Analyzy byly provedeny dv¢, jednou
byl analyzovan dataset obsahujici kompletni sekvence SSU rDNA, nasledné
bohatSi dataset, ktery vSak obsahoval kratSi sekvence. Vysledné stromy byly

prohliZzeny a zpracovany v programu TreeView (Page, 1996).
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5 Vysledky

5.1 Svételna mikroskopie
Trofozoity a zejména cysty jednotlivych kmenli améb byly pozorovany a

nafoceny pomoci mikroskopu s kamerou. Fotografie jsou uvedeny v piiloze.

Morfologie cyst kmene O2 byla zfetelné odlisna od morfologie ostatnich kmend.

5.2 PCR a elektroforéza

Obrézek 3 a 4 ukazuje vysledek elektroforéezy po amplifikaci pomoci
primerd. ERIB1 a ERIB10. Tyto se neosvédcCily zcela, nebot’ nékteré ze vzorki
(1308, O1, 02 a DE129) nevysly. Vzorky, které se podafilo amplifikovat, jsem se
pokusila zaklonovat, ale uspéSné¢ bylo klonovani jedin¢ kmene 1308, jehoz

kompletni sekvenci se mi podafilo ziskat.

Obr. 3 Vizualizace fragmenti DNA améb, za pouziti primert ERIB 1 a ERIB 10.

Symbolem ,,0“ je oznacena negativni kontrola.

ST 1T X8 P

1308 07 50 Ol 02 AMB KA CHI 0
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Obr. 4 Vizualizace vzorki DE116 a DE129
116 129

Po pfechodu k primerim AcaJDP1 a Acal]DP2 byla elektroforéza tspesna.
Jak je vidét na ptikladu na obrazku 5, v§echny vzorky poskytly PCR produkt.

Obr. 5 Vizualizace fragmenti DNA améb, pouziti primera AcaJDP1 a AcaJDP2.

Symbolem ,,0* je oznacena negativni kontrola.

02 AM KA CHI 116 129

5.3 Sekvence

Sekvence byly ziskany z nasledujicich kmenut izolovanych z ryb: 1308 a
1327. Dale byly ziskany sekvence environmentalnich kmeni AMB a KAL.

Povedlo se mi ziskat i sekvence ze dvou tzv. mofskych vzorku, coz byly vzorky
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DE116 a DE119. Vyznamné jsou dvé ziskané sekvence z obou izolati z oka, Ol a

02. Obrazek 6 ilustruje na ptikladu podobu surovych sekvencnich dat.

Byla ziskana i sekvence z kmene P128V, ktery byl jiZz v minulosti piedbézné
Klasifikovan jako akantaméba, a to na zakladé morfologickych dat. Jak se vSak
ukédzalo po otestovani ptislusnosti ziskané sekvence pomoci programu BLAST,

nejde v tomto piipad€ o akantamébu, ale 0 mylné uré¢eného zastupce rodu Vannella.

Obr.6 Vystup ze sekvenatoru

n an 40 i} jali}
CATTTTCT GCACCG AATACAT TAGCATGO GATAAT GOAATAGGACCCTG TCCTCCTATTTTCAGTTGGTTTTGGCAGCGCGAGGACTAGGGTAA

o ey __

5.4 Fylogenetické analyzy

Na obréazku 7 je pro islustraci vyiez z okna programu BioEdit znazorfujici

Cast analyzovanych dat v alignmentu.

Obr. 7 Ukézka alignmentu

5 Hll|Hll|H'Il”lll”lll”lll”ll‘HII‘HII‘Hll‘HH‘HH‘HH‘HH‘HH‘HH‘HH‘HH‘HH‘HI'

2 410 420 430 i 430 {4l im 430 190

...........

440230 A
4178 1308
4430 1327
ACANT
CAN:
ALCZA
41010
Bl

0 2

FAL

A
DE116
DE1Z9
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Na obrazku ¢. 8 je ukazan vysledny fylogeneticky strom ziskany
fylogenetickou analyzou celkem 29 kompletnich sekvenci SSU rDNA. Jak je videt,
vSechny sekvence ziskané v laboratofi rybi parazitologie analyzované v tomto
datasetu patii do subtypu T4. Nasledujici obrazek 9 ukazuje vysledny strom ziskany
analyzou celkem 45 casteénych sekvenci SSU rDNA (zahrnujici na$ cilovy
fragment amplifikovany primery AcaJDP1 a 2). Ve strom¢ je zajimavé postaveni

kmene O2 - narozdil od ostatnich nalezi ke genotypu T3.

Obr. 8 Fylogeneticky strom 1

AF333609 I T4
| | AFO19070 12

GUS08320 TIo
uG7400 T
AF019053
581337
AF019068
AF019069
—— AF019061

ALC2A
‘I_EAl 10
AF019062 ""

AY026243
ACANT
CANZ
uo7416
Uo07413
AF005995
448281,
1308

u94741
-1 ————————————AF251939 TS
uo7411

AB425945
AY026244
AY262362 |ns
_‘_|——AY|026|5 n3
AY026245 6

Pro tvorbu fylogenetickych stromi jsem méla K dispozici tii druhy sekvenci.
Prvni jsou ty, které jsem sekvenovala ja (zvyraznény tuéné a podtrzeng), druhé jsou

sekvence pochdzejici z Laboratofe rybi prostistologie, které vSak doposud nebyly
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analyzovany, ty jsou pouze podtrzeny. Ostatni sekvence jsou jiz zveifejnéné

sekvence nejéastéji pouzivané v jinych publikacich. Ve stromé jsou oznaéeny

pfistupovym kédem databdze GenBank.

Obr. 9 Fylogeneticky strom 2

AF019070

U94741
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1308
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10
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Stejné jako v prvnim fylogenetickém stromu, tak i zde jsou moje
osekvenované vzorky oznaCeny tuéné a podtrzené. Ty, které jsou jen podtrZzené
pochézeji z laboratote rybi protistologic a zatim nebyly analyzovény, ale nebyly
ziskany mnou osobné. Zbylé jsou jiZz k dispozici v databdzi GenBank a jsou
oznaceny piistupovym koédem, nebo (v pripadé sekvenci ziskanych v minulosti

Vv laboratofi rybi protistologie) ndzvem kmene.
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6 Diskuze

V této kapitole bych chtéla prodiskutovat n€kolik otazek, které vyplyvaji
Zz mych vysledkt. Nejprve se jedna o vhodnost primerti, které jsem pouzivala. M¢la
jsem k dispozici primery ERIB1, ERIB10 a primery Aca JDP1, Aca JDP2. Primery
ERIB sice poskytly delSi sekvenci, ale nejsou tolik spolehlivé a efektivni (bylo
tieba klonovat, coz je zdrzeni a prodrazeni, a navic je tieba vzhledem k délce
produktu sekvenovat nanékolikrat). Navic elektroforéza po provedeni nékterych
klonovéani neukazala piitomnost ani jednoho fragmentu DNA. Zaroven se potvrdilo,
Ze i kratSi Usek poskytnuty primery AcaJDP bohaté staci ke spolehlivému zafazeni
do subtypu — tentyz tsek byl Gspésné vyuzit jiz v minulosti (Dykova et al. 1999,
Schroeder et al., 2001), 1 kdyz pro popis novych genotypti je vhodna kompletn&jsi
sekvence (Corsaro et al., 2011). I ja jsem ovéfila, Ze cela sekvence SSU rDNA
poskytuje z hlediska zatazeni kment do genotypu podobny fylogeneticky signal

jako ndmi vyuzity fragment.

Déle bych se chtéla vénovat samotnym genotyptim. Ukazalo se, Ze mezi
nasimi vzorky je nejvice zastoupen genotyp T4, coz odpovida vysledkiim dalSich
pracovist’ (viz napf. Risler et al., 2013 a dalsi). Z¢asti to také potvrzuje vyse
specifikovanou hypotézu H; — T4 je skute¢né nejhojnéjsi z ndmi nalezenych
gentotypu v environmentalnich vzorcich, zaroven ale také jediny, coz je s touto
hypotézou v rozporu. V ramci tohoto genotypu reprezentuji nami zkoumané
organismy celou fadu riznych sublinii — T4 je nejen hojny, ale i geneticky
variabilni. Zajimavosti je, Ze i akantaméby izolované z motského prostiedi spadaji
do tohoto genotypu — zdéa se, Ze i jeho ekologicka valence je Siroka. Nejedna se
pfitom nejspis jen o piipad cyst prezivajicich v misté izolace — améby byly schopny
Vv laboratornich podminkach na médiu pro motské améby rist. Zaroven se trochu

piekvapivé ukazalo, ze také genotyp T3 je zastoupen v jednom ze dvou naSich
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klinickych vzorkd. Oba genotypy jsou rozlisitelné i na zakladé¢ morfologie

pozorované ve svételném mikroskopu (viz ptiloha).

V navaznosti na genotypy bych chtéla prodiskutovat kazuistiky dvou
klinickych vzorkd. Prvni vzorek (O1) pochazi z Brna, pacientkou je zena (r. 1988).
Tato Zena trpi diabetem 1. typu, celkové se neobejde bez dopomoci. Prodélala
mnoha operaci oka, na pravé oko nevidi viibec, na levé ¢astecné. V druhém piipadé
(02) je pacientem muz (r. 1987). Muz je nositelem kontaktnich ¢oc¢ek, dva mésice
pted stanovenim Acanthamoeby byl 1é¢en na herpetickou keratouveitidu levého
oka. Zena i muZ prodélali onemocnéni, které snizilo jejich celkovou imunitu a na
zakladé tohoto aspektu doSlo k napadeni amébou. Vzhledem ktomu, Ze oba
pacienti jsou relativné mladi, tak se jedna o pfipady napadeni v mladistvém véku.
Zajimavé je, Ze po vysledné sekvenci vysel vzorek O1 jako genotyp T4 a vzorek
02 jako genotyp T3. To je v rozporu s nasim puvodnim ocekavanim vyjadienym
druhou z hypotéz (H.), kdy jsme ocekavali uplatnéni pouze genotypu T4. Genotyp
T4, ktery je nejhojnéjsi se tedy potvrdil i vtomto piipadé. U vzorku O2 se
ptredpoklada, ze k infekci doslo pravé nosenim kontaktnich ¢ocek, avSak muz uvadi,
Ze jiz roztok ani kontaktni cocky nema. PostiZzend Zena také uvadi, Ze je nositelkou
kontaktni ¢ocky, ale stér z této Cocky ziejmé nebyl pofizen. Z toho vyplyva, Ze ani
u jednoho z ptipadi nejsme schopni s jistotou urcit pfesné pii¢inu infekce, mizeme

pouze predpokladat, Ze k napadeni doslo prave skrze kontaktni ¢ocky.

Na konec bych chtéla poukazat na nové zjisténi, na které jsem narazila pii
vyhodnocovani sekvenci. Jde o dulezitost zevrubného ovéfovani rodové
pfislusnosti améb — ptiklad kmene P128V ukazuje, ze zdmény mezi rody améb
nejsou vyjimkou, ovéfeni pomoci sekvenace spolehlivé ukaze, o jakou amébu se
jedna. Divod zamény mi neni znamy (méla jsem kdispozici jen DNA

vyizolovanou jiz pted lety). Vannella narozdil od akantaméb cysty netvoii, nicméné
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ve stadiu trofozoita je zdména mnohem snazs§i. V rdmci améb nejsou Spatné urcené

druhy vyjimkou ani u zkusenych odbornikii (viz napf. Smirnov et al., 2007).
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1 Zavér

1. Za cil své prace jsem méla ziskat sekvence poskytnutych vzorki DNA, coz se

povedlo v deviti ptipadech.

2. Sekvence jsem vyhodnotila a piipravila ke zpracovani pomoci sluzby BLAST a
programia CLUSTALX a BioEdit.

3. Fylogenetické analyzy a jejich interpretaci jsem provedla pomoci programu
PAUP a TreeView. VétsSina vzorki, ze kterych byla vyhodnocena sekvence, byla
pomoci fylogenetického stromu vyhodnocena jako genotyp T4. DalSi

zastoupeny genotyp byl T3.

4. Na zaklad¢ provedeni metody elektroforézy se ukazalo, ze nejefektivnéjsi bylo
pouziti primert Aca JDP1 a Aca JDP2, coZ mé svllj vyznam i v pokracovani
dalSiho vyzkumu, ktery bude dale probihat v provedeni Laboratofe rybi
protistologie. Primery, které jsem pouZivala ze zacatku (ERIB1, ERIBI10)

mohou poslouZit k ziskani fragmenti sekvenci jinych améb.
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