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Abstrakt

Rod Naegleria pati mezi eukaryotické organizmy, které ob&@zna&ujeme jako
ameby (ndnavky). Pojmenovani je odvozené odugpbu jejich pohybu, ip kterém

meéni swvj tvar.

Améby neboli idnavky, zahrnuji velké mnoZstvi rozdilnych a rozmgstitrodi se
zastupci, kit mohou byt proclovéka patogenni stefnjako druhNaegleria fowleri.
Nap. rod Acanthamoeba a Entamoeba, pivodci akantamébové keratitidy resp.
meénavkové aplavice a dalSich zavaznych potiziesPpovrchni podobnost nejsou
negleriim pibuzné: pai mezi Amoebozod\aegleria mezi Heterolobosea.

NejvyznamijSim druhem tohoto petného rodu je amékdaegleria fowleri. Jako
jedina je patogenni prédovéka a po nakazeni apobuje onemocmi, které se nazyva

primarni amébova meningoencefalitida.

Invazivnim stadiem je vifpact neglérie ninavkovy trofozoit. Pechodnou formou
jejiho zivotniho cyklu je flagelat, nebo také&ilovec; jejich charakteristickym znakem
je piéitomnost biika. Za nepiznivych podminek se &ni v ramci svého Zivotniho cyklu
do stadia cysty.

Velkou ¢ast prace zahrnuji informace o drulNaegleria fowleri a primarni
amébové meningoencefalitidkterou uclovéka zpisobuje (PAM). Objasuji se zde
zdroje infekce a rizikové faktory napadeni. Délklubani doby a objeveni se prvnich
piiznalki. DalSi kapitola se tyka mechanismu vniknuti dcaaigmu, jak Ize tuto infekci
spravie diagnostikovat a detekovat a také mozZnogby¢ @i véasném rozpoznéni
vzniklych piiznaki. MoZnosti gipadné prevence a epidemiologie, zahrnujici zminku

nejwtsi epidemii, ktera pratla v ramciCeské Republiky.



V prakticke ¢asti této prace je popsana vilastni studie s nudym postupem,
vysledky a vyhodnocenim stanovenych hypotéz. Cilkexperimentalnicasti byla
analyza poskytnuté DNA neglerii. Na zakladtanovenych all a hypotéz jsem
zjisStovala, o jaké druhy neglerii se konkétiedna. Vysledna fylogeneticka analyza
byla obohacena o vzorky, které jiz byl§ive sekvenované, ale nebyly dosud zahrnuty
do zadné z analyz. Prvni faze studie zahrnovalldzdNA. Nasledujicim krokem
bylo za pomoci PCR amplifikace a sekvenace ITStigjigdali se opravdu jedna o
ameby roduNaegleria, a poté zgazenim do fylogenetické analyzyciirdruhy tohoto
rodu. Ke zpracovani vyslednych sekvenci jsem vgupilogramu BioEdit a program
ClustalX jsem pouzila pro alignovani. Vysledné fydmetické stromy byly vytieny za
pomoci programu PAUP a jejich néasledna vizualizacekehla diky programu

TreeView. K samotnému sekvenovani bylo vyuzito shufirmy Segme.

Za pomoci fylogenetickych straivee mi podélo zjistit, kterym drulim zkoumané
vzorky odpovidaji a tintast&né potvrdit prvni z hypotéz, Ze bude mozné zkoumané
sekvence pradit k identickym druim. Mezi vysledné druhy piat N. americana
zahrnujici dva zastupce N. canariensis je celkem identickych dvanact vzarkN.
dobsoni dle fylogenetické analyzy odpovidajii sekvence ITSa s N. pagei a N.
tihangensis je shodny vzdy jeden zastupcesklik vzorka (GERK, MSED4, ALM1A,
62K4 a GG1BV) nebylo mozné pomoci molekularnichadatdentifikovat s Zzadnym
popsanym druhem a lze je povazovat za druhy noaézadklad tohoto zjiS&ni bylo
mozné potvrdit druhou hypotézu, tykajici se nedestgého prozkoumani novych driuh
a tedy potvrdit nasledné objeveni prguodobré druhi novych. Data spiSe potvrzuji
hypotézw. 3tikajici, Ze na jedné lokatipreviadne vzdy jeden (dominantni) druh rodu.

A na zaklad tohotocasté&né potvrdit hypotézut. 4, kterd oponuje hypotéze3.



Abstrakt

The genudNaegleria is a eukaryotic organism, one of those we can‘aatbeba” —

a general name of creatures changing their shajregdiheir locomotion.

Amoebae comprise a huge number of various diffegartera some of which
contain species able to infect humans similaNgegleria fowleri. Two important
exaples are the generd&canthamoeba and Entamoeba, causative agents of
acanthamoeba keratitis or diarrhoea, respectivalyy other serious symptoms.
Although superficially similar, they are not closdatives ofNaegleria: they belong to
Amoebozoa, whereddaegleria is a Heterolobosea.

The most important species of this speciose gentlseeiamoebblaegleria fowleri.
Is is the onlyNaegleria which is a human pathogen. After infection, it ®@s primary
amoebic meningoecephalitis.

The invasive stage oNaegleria is an amoebic trophozoite. Under certain
circumstances, it can transform in another forne, tlagellate bearing undullipodia.
When the conditions worsen, it changes in the t&asi€yst stage.

Major part of my work is related tdNaegleria fowleri and primary amebic
meningoencephalitis, which causes human (PAM). Tdlayify here the source of
infection and risk factors for assault. The lengthincubation period and the first
appearance of symptoms. The next chapter condeemaéchanism of intrusion into the
body, how can this infection properly diagnose detect and also a treatment option,
resulting in early detection of symptoms. Posdibsi prevention and epidemiology,
including presentation of biggest epidemic, thagdened in the Czech Republic.



In the practical part of this thesis summarize nmynstudy and methods used, as
well as the results and their interpretation. Tha af the experimental part was the
analysis ofNaegleria DNA maintained in the collection of the laboratooy fish
pathogens. To reach my goal and test the hypothafséss thesis, | identified the
Naegleria isolates. The final phylogenetic analysis was dmi with samples
sequenced earlier, but so far not analyzed in aayigus work. The first step in the
workflow was the DNA isolation. The next one wasPtGR amplify and sequence the
ITS sequences to confirm they belond\egeria species, and to analyze the sequences
phylogeneticaly and identify the species. The al@disequences were edited in BioEdit
software, program ClustalX was used to align thdie phylogenetic trees were
computed in PAUP. Sequencing was provided by Sexpmgpany.

During the interpretation of the phylogenetic treedound which species were
present in studied samples. They were as follows: gamples werd\. americana,
twelve otherd\. canariensis, three weré\N. dobsoni and there were aldé. pagei andN.
tihangensis — one sample each. Several samples (GERK, MSEDM|1A, 62K4 and
GG1BV) were different from any known species anig therefore possible to consider
them new, undescribed species. On the basis ofdatisve can confirm the hypothesis
nr. two: the species diversity is understudied &mel recognition of new species
probable. The data seem to support hypothesis 8.giwven locality, a single dominant
species becomes dominant. In some localities, hewveve could not fully exclude the
opposing hypothesis 4.
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Seznam pouzitych zkratek

AV CR - Akademie ¥d Ceské republiky

CNS - centralni nervova soustava

CSF - cerebrospinal-fluid (mozkomisni mok, likvor)

DNA - deoxyribonukleova kyselina

ELFO - elektroforéza

ITS - internal transcribed spacer

NK - nukleova kyselina

PAM - primarni amébova meningoencefalitida

PCR - Polymerase Chain Reactidetfzova polymerazova reakce)
SSU rRNA - 18S ribosomalni ribonukleova kyselina

UV — ultraviolet (ultrafialovy)
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Uvod

Voln¢ Zzijici améby jsou prvoci; ve svém &y zahrnuji m.j. zastupce rodu
Naegleria. Rod tchto améb je tv@n druhy, které maji patogenti nepatogenni
charakter. Jsou rozgény po celém si¢ a Ziji volré ve sladkych vodach. Patogenni
druhy roduNaegleria zpisobuji systémové onemasr riznych Ziva@ichi, maji na

swedomi nap. uhyny ryb.

NejvyznamijSim patogennim druhem rodu je bezpochMaggleria fowleri, ktera
jako jedina vyvolava svym tsobenim infekci uclovéka. Ztohoto dvodu je
nazyva primarni amébova meningoencefalitida. Nes@ogyskytuje jen vyjim@éé a ve
vétsSingé znamych pipadi kongi smrti infikovaného jedince. Zdrojem nékazy jeléep
voda v jezerech, rybnicich, plaveckych bazénechnych mistech jejiho vyskytu.
Vstupni branou infekce je nosni dutina. &dejgji tato nemoc postihuje zdravétda

mladé dosgé.

Cilem mé prace bylo ziskat sekvence tgdmS z molekul DNA, které byly
izolovany z vybranych kme&naméb roduNaegleria. Za pomoci &hto ziskanych
sekvenci proveést fylogenetickou analyzu a potwdityvratit hypotézy, stanovené na

zaklad ocekavanych vysledkstudie.
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1 Sowuasny stav

1.1 Systematické z#azeni patogennich améb

Zastupci roduNaegleria jsou volre zijici améby, patogenniho a oportunniho
charakteru. Tyto améby pgatmezi aerobni, eukaryotni a mitochondrialni prvoky
Spolené s rodemNaegleria k ttmto volrg Zijicim amébam, schopnym napadatvéka,
fadime také rod\canthamoeba a druhyBalamuthia mandrillaris a Sappinia diploidea.
Vyskytuji se po celém $® a jsou potencialnim zdrojem infekce u lidi a jinygavé.
Onemockgni, kterd vyvolavaji, se objevuji p@émmé vzacre, protoZze k parazitickému
zpasobu Zivota se uchyluji vyjindeé. Vyskyt onemoceéni souvisi s faktem, Ze se jedna
0 améby, oznmvané jako vola zijici. To znamena, Ze na svém potencialnim hadistit

nejsou Zivoty zavislé (Visvesvara et al., 2007).

Skala mist, kde se vyskytuiji, je pestra a spedfigto kazdy rodi druh. Do vytu
téchto lokalit a oblasti p#tpada, prach a vzduch. Dale pitna voda, voda v playatk
bazénech a voda, kterd je &asti kanalizace. Jejich nalezeni ve zdravotnickych
pomickach a pistrojich je také mozné.dkteré z nich, zejména akantaméby, Ize objevit
v ocnich kapkach, na nevhoéln oSetovanych kontaktnich ¢ockach, v ramci
dialyzanich jednotek a zubniho léisavi (Trabelsi et al., 2012).

Jejich identifikace je primagn zalozena na morfologii, vhledu jadra (jader),
teplotnich tolerancich, patogefitiale na biochemickych a genetickych metodach. (Ma
et al., 1990).

1.1.1 Systematické z#azeni roduNaegleria dle Horaka a Volfa (Volf, Horak,
2007):

* nadiSe: Eukaryota
o fiSe: Excavata

e kmen: Heterolobosea (Percolozoa)
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e fad: Schizopyrenida

e rod: Naegleria

1.1.1.1 fiSe: Excavata

Tato tiSe zahrnujefadu parazitologicky vyznamnych zastipénag. Giardia,
Trypanosoma, Leishmania, Trichomonas aj.). Revazuji prvoci charakteru dkovce,
v mensi mie tvai tito bi¢ikovci menavkovita stadiai jde pfimo o drobné rmavky.
VétSina z gchto organism ma réjakym zpisobem modifikované mitochondrie, coz
vSak pro neglérie neplati (Volf, Horak, 2007). Tokyim znakem réavkovitych stadii
ameb je pitomnost eruptivnich pseudopodii, umajci jejich pohyb (Adl et al., 2012).

1.1.1.2 kmen: Heterolobosea

Zastupci tohoto kmene jsodtginou tzv. améboflagelati. Tento jejich nazek4, Ze
v jejich Zivotnim cyklu se v typickémiipadt stida stadium mavky a béikovce.
M¢énavkovité stadium ve &Siné pripadi prevaZzuje, naopak dkaté stadium rive i
apin¢ chyket. Forma mdnavky pipomina zastupce skupiny Amoebozoa (pravé
meénavky). Znaky, které Heterolobosea odliSuji, se fiykaitochondrii, které maji
diskovité kristy a jejich pohyb je zaj&t pomoci jedné lobopodie. Bkovec, jak uz
ozna&enitika, se pohybuje za pomockkku, kterych niize mit dva aZtyti. Téz je pro

n¢ charakteristicka tvorba odolnych cyst (Volf, Horak07).

1.1.1.3 fad: Schizopyrenida

N¢které druhyfddu jsou schopny parazitického Zivota ve tkanichochu.
Ozna&uji se jako amfizoické améby (Volf, Horak, 2007).
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1.1.1.4 rod:Naegleria

ey

Rod Naegleria zahrnujetadu druli Zijicich volre ve sladké vo#& Nékteré z nich
mohou zfisobovat systémové infekce a uUhyny ryb, jeden dmhpgtencialnim

patogenem savovcetre lidi (Volf, Horak, 2007).

1.1.2 Taxonomické postaveni rod Acanthamoeba a Entamoeba

Mezi zastupci roduAcanthamoeba jsou améby, které parazituji ndoveéku a
vyvolavaji 1izna infekKni onemoc#ni. Od rodu Naegleria se odliSuje svym
systematickym Zazenim, morfologicky, Zivotnim cyklem a nemocemiter&
zpasobuje (Volf, Horak, 2007).

RiSe, ve které jsou acanthamoebiezany, se nazyva Amoebozoa a jedna se o tzv.
»pravé nénavky“. Charakteristickym znakengdahto nmenavek je vytvéeni lobopodii
nebo filopodii,¢imZz se oznéuji panozky, slouzici amébam k pohybu. PanoZzek se
vétSinou vytvdi vétSi paet. Mitochondrie maji oproti negleriim trubicovitéisty.
(Volf, Horak, 2007)

Rod Acanthamoeba pati mezi nejvyznamgjSi rody améb v ramci tétdSe. Vytvai
charakteristické panozky nazyvané akantopodie.aledro Siroké lobopodie s trnitymi
vybézky. Tyto meénavky Zziji ve sladke, vzae¢j i slané vod, v bahg, pidé a na
rostlinach. U lidi mohou byt zdrojem dvouznych nemoci. Prvni z nich se nazyva
granulomatozni amébova encefalitida (GAE) (Volfr&lq 2007). Jedna se o loZiskovy
zaret mozku a postihuje imunosuprimované osoby, jakou jagiklad lidé po
transplantacich, osoby s onemétim nadorového charakteru, dale diabetiky
zchatralé jedince. Cysta améby se do organismuad@spomoci vdechnuti nebo
odérkou na kizi. Do vnittnich orgai jsou trofozoity naslednzaneseny krvi, n&gstji
putuji do centralni nervové soustavy (CNS). Zdevalytrozsahla zattliva loziska.
Jedna se o chronické a dlouhotrvajici onemtoenUeinna terapie této nemoci neni

zndma a umrtnost je té@nvzdy stoprocentni (Trabelsi et al., 2012). KiooBAE

14



zpasobuje i jiné onemoa@ni. Nazyvd se akantamébova keratitida a jedna gealo
ohrozujici infekci (Khan et al., 2001). Zejménavgskytuje u osob nosicich kontaktni
¢ocky, které nedodrzuji hygienicka pravidla steriligac dobu jejich noSeni (Trabelsi et
al., 2012). Vzackh mize zpmisobit onemoceni systémoveého nebo koZzniho charakteru
(Volf, Horak, 2007).

Kmen Amoebozoa zahrnuje ro@Entamoeba s nejvyznam&sSim druhem E.
histolytica. U lidi zpisobuje tento druh &tavkovou Uplavici (dyzenterii) a mimdswni
nékazy, které se ngjstji objevuji ve forn¢ jaterniho amébového abscesu. K ndkaze
druhemEntamoeba histolytica dochazi poEnim jejichétyfjadernych cyst, které jsou
odolné a jsou schopnéigZit za nehty, ve vaéda ve vykalech. Akutni faze je
charakteristicka krvavym fiymem bez horgek. Mohou se také dostat do jinych organ
negastji do jater, kde nasledrtvoii abscesy. Tato forma nemoci Komegasgji smrti
infikovaného. Diagnostika je zaloZzena na nalezu {tysfozoiti) ve stolici. Také ji I1ze
odhalit pomoci serologickych téstnebo sonografie. K&®¢ symptomatické i
asymptomatické se vyuziva Siroké Skaly medikafeKVolf, Horak, 2007).
Onemocsni Uplavice svym vyskytem gatmezi nefastjsi parazitarni infekce. Proto
by se ndl v endemickych oblastech klasirdz na prevenci (Podstatova, 2001)¢Ro
onemocni desitky milianlidi a desitky tisic jich na tuto infekci zéen(Volf, Horak,
2007).

1.2 Zivotni cyklus neglerii

Rod Naegleria zahrnuje spektrumienych druli, z nichZz nejprozkoumajsi jsou
N. gruberi aN. fowleri. Spol&énym znakem je pro&zivotni cyklus (obr. 1), ve kterém
se dle okolnich podminek preéstli stidaji i stddia. Mnavkovy trofozoit, flagelat,
neboli btikovec, a cysta (Volf, Horak, 2007).
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1.2.1 Ménavkovy trofozoit

Stadium trofozoita je charakteristické tim, Ze jedna o invazivni (v fipack
patogennich druf), reprodukni (Maaty, Hamza, 2012) a z&rdiveustovou formu
ameby (Cabral, 1988). Velikostétavky se pohybuje v rozmezi 10 az 20 mikrorinetr
(Ma et al., 1990). Ultrastrukturni rysgdi tuto formu Zivotniho cyklu mezi eukaryotni
typ burek (Cabral, 1988).

Améba je ohrakena standardni dvouvrstevnou Btmou membranou. Vi
cytoplazma obsahuje ve velkém mnozstvi mitochondribosomy, potravni a
kontraktilni vakuoly. S fitomnosti ribosorin souvisi také vyskyt endoplasmatického
retikula a Golgiho aparétu, ktery se zde nachéafinaitivni form¢ (Cabral, 1988).
Stadium ma jedno jadro vezikularniho charakteprosninentnim a centratrulozenym

jadérkem (Visvesvara et al., 2007).

Potravni vakuoly, které trofozoit vyuZiva Kjmu potravy, se liSi velikosti a
poétem a to v zavislosti na druhu naeglerie i nabizestéavy (Cabral, 1988). Ve svém
volné Zijicim stadiu se pomocéchto vakuol Zivi bakteriemi a kvasinkami. Protozse
piiznivych podminek, jako n#p na agaru na&ovaném bakterii E. coli,
nebo obohacenéigé obsahujici extrakt z kvasnic, rychle mnozi. (Malket 1990) Ve
tkanich fagocytuji takéervené a bilé krvinky a svymigobenim poskozuji samotnou
tkan (Maaty, Hamza, 2012).

Pohyb trofozoit je velmi specificky a probihd za pomoci pseudopaorhz jsou
vybézky cytoplasmy, které se vyntitgi v rychlém sledu za sebou n@&nych mistech
na povrchu biky, takZze tvar améb se neustalénm Do €chto vystupk se peléva

cytoplazma a tim dochazi k jejich pohybu.

Kontraktilni vakuoly slouzi k vyléovani odpadnich latek, oteviraji se a stahuji

vramci sekund. Tento proces lze sledovat v cytopiaa slouzi jako hodnotna
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pomicka v diagnostice. Diky¢mto vakuolam lze rozpoznatifpmnost trofozoii ve

tkani a zamezit tak chybnémuwani tkaovych elemerit (Ma et al., 1990).

1.2.2 Bicikovec (flagelat)

Stadium btikovce je pechodna forma v Zivotnim cyklu naeglerii. Flaggkat
typicky svym hruSkovitym tvarem (Maaty, Hamza, 2P12 dosahuje velikosti
pohybujici se mezi 10-1)6m (Trabelsi et al., 2012) Jadrochiovce je vezikularni, ma
velky endosom a obsahuje v ggteriferni granula (Schmidt, Roberts, 1996). V tomt
stadiu nedochazi k rozmnozovani ani ijimani potravy (Visvesvara et al., 2007).
Charakteristickym rysem této formy améby jégmnost dlouhych Bikia. Obvykle se
jejich patet pohybuje mezi dima azétyrmi (Cabral, 1988) a nachazeji se na jednom
z konar bunky. Bicik vyuzivA ameéba ke svému pohybu a ztohwodu v této
piechodné fazi nevytvapseudopodia jako trofozoity. Transformace amémioidrmy
do stadia hiikovce je pomdrné rychla. Jakmile dojde k Uplnému vyvinuti samotného
bi¢ciku, miZze se takto z#mény organismus rychle pohybovat (Schmidt, Robe@86).

Diferenciace z trofozoita do stadiaikiovce zahrnuje zemy, které se tykaji tvaru
burgk a samotné syntézy vSech organel. iNapdruhuNaegleria fowleri tento proces
trva rekolik hodin, na rozdil od\aelgeria gruberi, kterd tuto transformaci dokéin
priblizné po hodirk a pil. Ultrastrukturni zminy, které probihaji v ramci tétagmeny,
neni mozné &hem prvnich minut rozpoznat (Cabral, 1988). Z foronyikovce se z§t

do stadia trofozoita vraci po uplynuti cca 24 hdiiia et al., 1990).

Transformace je zdjginéna zneénou koncentrace ioéit Laboratorg Ize této
pieneny docilit tak, Ze se z kulti¢aiho média nebo z infikované mozkové tkamisti
jejich vzorek do neionizované destilované vody,mdb slabého solného roztokiimz
dojde ke zmin¢ koncentrace iofita stadium trofozoita seqtransformuje v Bikovce
(Ma et al., 1990).
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1.2.3 Cysta

Do této formy Zivotniho cyklu se trofozoity transfwiji v pripad, Ze nastanou
negiznivé podminky v jejich okolnim prasdi (Visvesvara et al., 2007). Cysty
ameébam poskytuji ochranigal vysouSenim a potravni deprivaci (Cabral, 1988ich
velikost dosahuje obvykle 8 az 20n (Trabelsi et al., 2012). Mezi dalSi rgmivé
podminky, kwli kterym trofozoity encystuji, je stignost v prostoru, hromadi
odpadnich produlita nizka teplota (Maaty, Hamza, 2012).

Cysty se vyznéuji svym kulatym tvarem a jsou ohraené dvojitou hladkou
sttnou. Ta obsahuje dva ai péry (Ma et al., 1990), které jsou ovSem podtaiym
mikroskopem Spatnviditelné, protoZze se nachazeji ve stejné royako séna cysty

(Visvesvara et al., 2007).
Pritomnost cyst v klinickém materialu nenéZznd. Je to dano tim, Ze infekce

probihd a usmrcuje tak rychle, Ze infikovany pacmsnie dive, nez trofozoit stihne

encystovat (Ma et al., 1990).
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Obr. 1 Zivotni cyklus Naeglerie fowleri: trofozoit, &ikovec a cysta

Trofozoit

transformace

encystace

{

Bicikovec

Zdroj: Ma et al., 1990. Modifikovano

1.2.4 Teplotni preference

Mezi zakladni parametry, které owuinji Zivot améb, jako jsou neglerie, fiat
teplota okolniho progedi. Hodnota fiznivych teplot se liSi jak mezi druhy nelgeriik ta

v ramci stadii zivotniho cyklu.

Naegleria gruberi je zastupcem nepatogennich améb tohoto rodu apéjnalni
teplota fistu se pohybuje mezi 22-35°C. Jiné preference Huarakteristické pro
jediného zastupce neglerii patogennich Joveka, kterym jeNaegleria fowleri. Tato
ameéba je teplomiln& a jeji teplotni optimum se g v rozmezi 40-45 °C. Proto k
mnozZeni této améby dochaziéhem teplejSich ®siai, v rdmci kterych dochéazi
k oteplovani vod (Ma et al., 1990).
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| vramci samotnych stadii Zzivotniho cyklu existujina teplotni optima,
charakteristickd pro kazdou z forem. Trofozbit fowleri je nejvice termofilni. Pro
piechodné stadium &ikovce je optimalni rozmezi teplot mezi 27 az 37 C@sty, které
slouzi jako ochranna forma, omezujici mozné poSkozpisobené neijznivymi

podminkami, chrani amébiigal teplotou klesajici pod 10°C (Maaty, Hamza, 2012)

1.3 Druhy rodu Naegleria

Doposud bylo popsano vice nez 30 drtab. 1) rodNaegleria (Visvesvara et al.,
2007). Tyto druhy izeme z#adit do dvou zakladnich skupin. Ty, které jsou gatmi
a ty, které jsou charakteru nepatogenniho. VSednalyy, které séadi mezi patogenni
neglerie, jsou teplomilné. Ale ne vSechny teplogitituhy jsou zarowepatogenni. (De
Jonckheere, 2002).

K identifikaci novych drubh améboflageldt rodu Naegleria slouzi (dle De
Jonckheera, viz citované prace u tab. 1) metod#enh na osekvenovatésti operonu
pro ribosomalni RNA zahrnujici 5,8S molekulu rDNArantenou ITS mezerniky
ITS1 a ITS2. O zrnach, které se objevuji v ramci tohoto Usekuamnych druli
neglerii je znamo jen malo informaci, s vyjimkouqegenniho druhu jako jHaegleria
fowleri. | presto, Ze tato metoda odhalila jen nepatrnémnsekvence v ramci tohoto
patogenniho druhu, byl zde prokdzan vysoky stupelymorfismu délky rDNA.
Mezernik ITS2 je u vSech kmerNaegleria fowleri totozny. Rozdily se objevuji u
mezerniku typu ITS1 (De Jonckheere, 2004).

1.3.1 Naegleriafowleri a jiné patogenni druhy

Jedinym patogennim druhem, ktery ma schopnost spysobenim infikovat

cloveka, jeNaegleria fowleri.
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V roce 1968 byly poprvé zvejnény zpravy o izolaci nového, patogenniho druhu
neglerii odliSného od jiného doposud znamého druku,gruberi. 1zolace byla
provedena z mozkomisniho moku v USA a v Austrdlimto novym druhem byla
praw diive zmiiovanaN. fowleri a byla pojmenovana podle M. Fowlera, ktery jako
prvni popsal onemo¢ni, které zpsobuje. Toto z@zeni a pojmenovani druhu se
uskuteénilo v roce 1970 v Australii a bylo zaloZzeno na fotogickych rozdilech a
patogeni. Diive byla ozn&vana jakoN. aerobica, ¢i N. invadens (De Jonckheere,
2002).

Studie tohoto druhu prokazaly, Ze existujgkaiik typia N. fowleri. Rozdily mezi

nimi spa@ivaji predevsim v rozdilné délce ITS1 (De Jonckheere, 2011)

Spoleén¢ sN. fowleri se k patogennim drim fadi takéN. australiensis a N.
italica, které zgisobuji umrti u experimentalnich ¥&f. Tyto dva druhy nebyly dosud
nikdy spojeny s diagnostikovanou infekciclovéka. Rivodre se gedpokladalo, ze
patogennich druh je vice, jako nap N. lovaniensis, N. jadini neboN. clarki. Po
provedeni testovani byly tyto druhy oZeay za nepatogenni pro teplokrevné
obratlovce (De Jonckheere, 2002).
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Tab 1. Druhy roduNaegleria

Druh Izolace Lokalita rast (°C)
N. americana sladka voda USA, Evropa neni k disp.
N. andersoni dovoz s rybami Australie, Belgie 40-41
N. angularis voda Peru 40

N. antarctica sediment Antarktida 28

N. arctica sladka voda Antarktida <30

N. australiensis rybi mozek Australie, celogtové 42

N. canariensis vodni nadrz ostrov Tenerife 37

N. carteri dovoz s rybami Australie, Sri Lanka 45

N. chilensis neuvedeno Chile 30

N. clarki sladka voda Australie 37

N. dobsoni sladka voda Australie <35

N. dunnebacke voda USA - Kalifornie <37

N. endoi sladka voda Francie 45

N. fowleril env. pivod USA

N. fowleri2 ¢lovek USA 37

N. fultoni vodni nadrz jizni Australie 35

N. galecystics mrtva tkd - plaz  jizni Australie 35

N. gallica sladka voda Francie 37

N. gruberil env. pivod Francie 22-35
N. indonesiensis jezero Mexiko, Bali, Indonézie 38

N. italica ltalie, Australie lazm, vodni nadrz 42

N. jadini plavecké bazény  Belgie - Antverpy 35

N. jamiesoni Belgie, Australie  chladici vody (Belgie) 42

N. lares sladka voda Francie 42

N. lovaniensis holub celosvtowve 45

N. mexicana sladka voda Mexiko neni k disp.
N. minor Australie Australie 38

N. neoantarctica sediment Antarktida 20-24
N. neochilensis sediment Antaktida 20-24
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. neodobsoni

. neopolaris

. pagei

. paradobsoni
. peruana

. philippiensis
. polaris

. pringsheimi

. pussardi

. robinsoni

. schusteri

. Spitzbergeniensis

. tenerifensis

Zz2 2 Z2 Z2 Z2 Z2 Z2 Z2 Z2 Z2 Z2 Z2Z Z2 2

. tihangensis

sediment
sediment
feka Nil
sediment
voda

CSF pacienta
sediment
sladka voda
ficni voda
sladka voda
sladka voda
sediment
vodni nadrz

sladkéa voda

Gronsko

Norsko - Spicberky
USA, Egypt, Belgie
Antarktida
Peru

Filipiny

Norsko - Spicberky
Velka Britanie, NZ
Francie

Klokani ostrov
Japonsko

Norsko - Spicberky
ostrov Tenerife

Belgie, Mexiko

30
20-24
37
20 - 24, 30
neni k disp.
40
20-24
37
41
38
44
20 -24, 30
42
42

Zdroje pro vytvdeni Tab. 1: databdze GenBank; de Jonckheere, t893pnckheere,
2002; de Jonckheere, 2004; de Jonckheere, 20@&dpnckheere, 2006(b); Visvesvara

et al., 2005.

1.4 Primarni amébova meningoencefalitida (PAM)

NejvyznamigjSim druhem ameéby z celého getného rodu neglerii je jiziive

zminovanaNaeglerii fowleri. Jeji vyznam je spjat s jeji patogenitou, tedyopciosti

vyvolat u lidi vzacné, ale tévzdy smrtelné onemoéni mozku a mozkovych blan.

(Volf, Horak, 2007) Proto je mozné ji v literédutaké objevit pod ndzvem ,,brain-eating

ameba“, v pekladu — mozek pojidajici améba. Onentoénkteré zsobuje, se nazyva

primarni amébova meningoencefalitida a jedna se&uing rychle probihajici a ve

vétSine pripadi usmrcujici infekci (Burri et al., 2012).
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1.4.1 Zdroje infekce a rizikové faktory

ey

N. fowleri radime mezi tzv. vokzZijici améby, jejichZz vyskyt vifrodk je hojny, je
vSak vazany na teplé vody idlé jak pirozers tak ungle. Mezi nefastjSi lokality
Naegleria fowleri pati v tropech a subtropech zejména jezera a rybnikpkovni
koupalist ¢i zavlazovaci kanaly, v chlad$ich oblastech pak vylvané plavecké
bazény, akvaria, kanalizace, horké prameny nebadadill voda elektraren a
pramyslovych provo#. Raznorodost jejiho vyskytu je vSak omezenaktarymi
podminkami okolniho prosdi, ke kterym vykazuje &itou citlivost. Jedna se
piedevsim o sucho, extrémni hodnoty pH a slanou veelkteré neni schopna Zivota
(Trabelsi et al., 2012).

Podle statistik z celého &a touto nemoci trpi fpvazri zdravé dti a mladi
dosgli. Rizikovym faktorem pro tuto dkovou skupinu jsou vodni aktivity, které
provozuji v horkych letnich #sicich. V ramci &chto aktivit travi ve vod pomgrné
dlouhou dobu a&asto se do ni pomgji. ZvySuje se tak pra¥godobnost, kdy rive

dojit ke kontaktu s amébami (Visvesvara et al.,7200

1.4.2 Inkubaéni doba a griznaky

Obdobi, které p&ind kontaktem, v tomtoifpact s patogennim prvokem, a kon
projevem Klinickych fiznaki onemocsini, se nazyva inkuldai doba (Ma et al., 1990).
U primarni amébové meningoencefalitidy je réizpeto doby individualni. Jeji délka se
pramérné pohybuje mezi 5-7 dny. ddteré gipady poukazuji na to, Ze se prvni
piiznaky nemoci mohou objevit i vrozmezi do 24 hod. prvotniho kontaktu s
amébou. RekdZkou pro fesné uteni inkub&ni doby a spravnou diagnostiku této
nemoci je fakt, Ze klinické projevy nelze primajadnoznané odliSit od akutni hnisave
nebo bakterialni meningitidy. Proto je nesniidilezité, aby oSétjici leka ziskal od
pacienta informace o jeho kontaktu s potencialnidiojpm infekce a uil tak
pribliznou dobu, kdy k ndkaze mohlo dojit (Visvesvatal., 2007).
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Mezi prvotni giznaky nemoci pat nahlé propuknuti bolesti, a to ve spankové a
celni oblasti hlavy.

Nasled® dochéazi ke zvySeni teploty aZz k hodnotam chariakfigcim vysokou
horeku. Projevem napadeni infekci u pactefe i ztuhnuti Sije. Posléze secma
objevovat nevolnost, zvraceni, podr&ida neklid (Maaty, Hamza, 2012). VSechny
tyto zmirené giznaky jsou spojeny se zvySenim nitrolebniho tlddupacient v jiz
nevyl&itelné fazi nemoci je nast tlaku velmi vyrazny (Ma et al., 1990). Nacgatku
nemoci niize také nastat z¥na ve vnimani chuti &ichu, ktera nize byt zapicinéna
zapojenim a poSkozenintichového nervu. V poziBi fazi se niZze objevit
swtloplachost, po které nasleduji neurologické abradityn zahrnujici letargii, kece,
zmatenost, dvojité vithi az po bizarni chovagi kdma. ZvySeni hodnot nitrolebniho
tlaku, dvojité vidni, (Maaty, Hamza, 2012) wkterych gipadech i bolest, kterd se
objevuje @i pohybu @i (Ma et al., 1990), souvisi s otokem mozkueho herniaci.
V zavislosti na &chto znénach dochazi k paralyzesfky stup& ochrnuti) hlavovych

nervi. Konkrétré se jedna o lll., IV. a VI nerv (Maaty, Hamza, 2p12

V posledni fazi nemoci dochazi u pactektabnormalnimu drzenél, picemz se
jedna o Spatné znameni, které poukazuje na velamévgoSkozeni mozku (Ma et al.,
1990). V rekterych gipadech se objevuji i takovéiipnaky, které jsou spojené
s poSkozenim srdai tkargé a poruchou sramiho rytmu (Maaty, Hamza, 2012).

Primarni amébova meningoencefalitida &ove wtSiné pripadi smrti nakazeného.
Dochazi k ni n€astji tyden po projeveni prvnichifznaki. Fricinou smrti je obvykle

kardiorespiréni zastava a plicni edém (Ma et al., 1990).

1.4.3 Mechanismus vniknuti

Zdrojem infekce je vodaiezného charakteru, jak jiz bylo zngimo v podkapitole

tykajici se zdraj infekce a rizikovych faktdr. Dlouhym pobytem a potdpim se
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v téchto vodach, se zvySuje praymbdobnost nakazy. Jelikdd. fowleri vstupuje do
téla, konkrétg do CNS, pes dutinu nosni.

M¢énavkovité stadia, tedy trofozoity, pronikaji dichové sliznice, nasledmmigruji
podél cichového nervu fes lebéni kost a dostavaji se takimo do mozku (Volf,
Horék, 2007). Cichova sliznice je tviena tzv. neuroepitelem, ktery je tea
specializovanymi htkami schopnymi fijimat ¢ichové podgty z vngjSiho okoli
(Visvervasa et al., 2007). Tento epitel je povahoxa cestu invaze neglérii (Ma et al.,
1990).

Pacateinimi cily amébové infekce jsou lalokglni acichové, je tomu tak proto, Ze
se nachazeji nejblize oblasti vstupu trofokaito CNS. Mozkovou tk& poSkozuji
mechanismem fagocytézy a lyzovanintj pterém dochazi ke vzniku lézi. Léze se
neiastji objevuji vcelnim laloku, hypotalamu, igdnim mozku, na bazi letd,

v okoli Warollova mostu, dale také v prodlouzend&ara v horngasti michy samotné.
V téchto oblastech dochazi k intenzivni timé reakci, ktera je spojena s nekrotickym
krvacejicim posSkozenim mozkoveé tkarkolem které se vyt¥é a usazuje hnisavy
exudat. Ke krvaceni dochazi také v povrch@aéti kiry mozkové (Trabelsi et al.,
2012).
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Obr. 2 Mechanismus vniknutil. fowleri do lidského organismu.

cysta

trofozoit

bicikovec

promitoza

nakaza fes nosni dutinu probihajicfippodnich aktivitach
améba prochazejici sliznici nosu

améba prochazi do mozktepcichovy nerv a zfisobuje onemoami PAM

Zdroj: CDC http://www.dpd.cdc.gov/dpdx
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1.4.4 Diagnoza a detekce

Mezi prvotni a zakladni laboratorni vy&ati @i podezeni na PAM pat rozbor
mozkomisniho moku (CSF) potencialnich padiefirabelsi et al., 2012). Léksky
zakrok, gi kterém dochazi k jeho odtu, se nazyva lumbalni punkce. Mok se ziskava
pomoci duté jehly z pateiho kanalu v oblasti bederni michy (Kala, Mare808).

K vySeteni cerstw ziskaného moku by &o dojit co nejrychleji po jeho odebrani
(Trabelsi et al., 2012). Pro uchovani kvality vaoijke dilezité, aby byl chram pied
piipadnym chladenii mrazem (Ma et al., 1990).

Prvnim parametrem, ktery se u CSF hodnoti, je @zhlen je podobny jako u
akutnich bakterialnich meningitid. Barva se pohgbugd Sedavé k naZzloutlé, v
pokrctilych stadiich nemoci je zbarveni azrvené, to je zjsobené fitomnosti
erytrocyti. Fritomnost a koncentracgervenych krvinek odpovida stupni nekrozy a
zaretu probihajicim v mozkoveé tkani (Maaty, Hamza, 2012

Jiné vysaieni, které pacient s podenim na toto onemoéni podstupuje, je
pocitatova tomografie, neboli CT.iPsnimani se objevuje nespecificky otok mozku, se
souwasnym zvySenim intrakranialniho tlakii mozkovou herniaci (Maaty, Hamza,
2012). CT téz mwe ukazat vyhlazeni v prostorach okolaredhiho mozku a
v subarachnodialnim prostoru, ktery se nachazi cokmlozkovych hemisfér. Ke
zvyrazréni téchto oblasti se intravendzraplikuje kontrastni latka (Trabelsi et al.,
2012).

| pfes pozitivni nalezy u obou vySe zZravanych vySéeni nenize dojit k uzakeni

této diagn6zy. Aby doSlo k jejimu potvrzeni a ndsmu podani lék musi byt

trofozoity izolovany z SCF nebo z mozkové tkan
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Mriviw s

se pohybujicich améb, konkrétrirofozoiti. K tomu se vyuzivd mikroskopického

vySeteni (Maaty, Hamza, 2012.)

K rychlému potvrzenici vyvraceni diagnézy se pouZziva tzv. nativni prépar
MozkomiSni mok se centrifugujgimizkeé rychlosti, aby nedoslo k péeni trofozoit.
Vznikla usazenina se‘enese na skiko a gikryje sklickem krycim. K tomuto vyS&gni
je nejlépe vyuzit mikroskopu, ktery ma v sobabudovanou optiku pro zobrazovani
pomoci fazového kontrastu. Mozné je i vyuzit opdlot mikroskopu se snizenym
oswtlenim. Ri této mikroskopické metade mozné pozorovat pohybujici se trofozoity
(Ma et al., 1990).

Jinou metodou, pomoci které lze trofozoity detekowanozkomiSnim moku, je
postup, ve kterém se preparat barvi dle Giemsyo felho modifikace dle Wrighta.
Trichrom dle Massona patmezi tzv. diferencialni barvenifigkterém cysty #stanou
zelené, cytoplazma se barvi do fialova az zeleaaydsom je po obarveni oz
¢ervenou barvou. Jednd se o velmi rychlou metoderdkirva piblizné ¢tvrt hodiny
(Ma et al., 1990). Tyto metody barveni a vy8et CSF se vyuZivaji u diagnostiky
Zijicich pacient, u kterych vyvstalo podézni na PAM. Ve $tSin¢ pripadi se vSak tato
infekce detekuje az po smrti infikovanych pomodpgsie nebo pitvy (Maaty, Hamza,
2012). Ri pitvé se ukazuje u vSech ftipadi stejny obraz purulentni
meningoencefalitidy. Mozkové pleny jsou masivnfiltrovany leukocyty a lymfocyty.
Mozek a micha jsou oteklé, tvrdé pleny jsou napgatgkkée pleny mozku a zaroie
michy jsou prosaklé zelenavym hnisem. CSF naclzgjiv komorach mozku je lehce
zakaleny. V mozkovéike, do které pronikaji améby perivaskularnimi prosto/tvéri
vétSi ¢i mensi granulomy a abscesy, které jsou wmpénsamotnymi amébami (Jirovec,
1977).

Postupy vyuZivané k barveni histologickydlez2i mozkové tkdd nejsou
k diagnostice tohoto onemagri vhodnéRezy tkar se barvi pomoci hematoxylinu a
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eosinu. V ramci této infekce vSak barveni neuitgeg rozliSeni neglerii od makroféag
K potvrzeni nalezu améb objevenych gtvé je nutna jejich kultivace nebo zvlastni
barveni, u kterého se vyuziva tiepé fluorescence. Ke kultivaci améb jsou k dispozic
dva typy kultur. Monoxenicka kultura, kterd obsahygden znamy druh bakterie.
V tomto gipac se jedna o bakterkscherichia. coli neboEnterobacter. Tyto kultury
se vyuzivaji v klinickych laboratach. Druhym typem je tzv. beznuini agar. Toto

meédium, je potazen&gdpstovanymi bakteriemi (Ma et al., 1990).

Imunodiagn6za téZz patmezi typ metod, které lze vyuZit k prokazani PAM.
V ramci vySetteni se stanovuji protilatky, které jsou detekovaiel séru pacienta. (Ma
et al., 1990). Konkréthse jedna o imunologickou metodu ELISA, ktera praaa
principu monoklonalni protilatky. Ta je schopna poznat glykosylovany epitop
piitomny na proteineciN. fowleri (Maaty, Hamza, 2012). UZiteost gchto test je
ovSem minimalni, protoZze veitgineé piipadi dojde dive ke smrti infikovaného, nez

k samotné produkci protilatek (Ma et al., 1990).

V poslednich letech doSlo k vyvinuti molekularnitéchnik, mezi které p#t
polymerazovérettzova reakce (PCR) a jeji varianty. Tyto metody gazwaji pro
detekciN. fowleri v oblasti Zivotniho progdi a pro stanoveni diagnozy z klinickych
vzorki. Now vyvinuta real-time multiplex PCR umidje detekci DNAN. fowleri
v mozkomiSnim moku a v mozkové tkani (Maaty, Han2£4,2).

PCR je molekularni metoda, kterou v roce 1983 abf&ary Mullis (Bartlett et al.,
2003). Je zaloZzena na replikaci nukleovych kysegliiemz se jedna o zakladni proces,
ktery probih& ve vSech Zivych organismech. V raté reakce dochazi k cyklicky se
opakujici enzymatické syntézdj gteré vznikaji novédetizce.

Pri pouziti této metody dochéazi v zavislosti na t&plealkeni snesi ke stidani i

krokt, béhem kterych probihajititodlisSné @je. Prvni krok cyklu zahrnuje denaturaci
(rozpojeni) dvoietzovych molekul DNA a toipteplot 94 °C. V druhém kroku, ktery
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probiha za teploty, pohybujici se v rétipmezi 30-65°C dochazi Kipojeni primet

k odcElenym retézcam. V tretim, tedy konéném kroku cyklu nastava samotna syntéza
novychtetézci DNA, prostednictvim DNA-polymerazy. Teplotni ro& této fazecini
65-75°C. Ristroj, ktery metodu PCR uskutrije, se nazyva termocykler. Automaticky
meni teplotu v naprogramovany¢hasovych intervalech. Opakovanim tohoto procesu se
exponencialé vytvari az miliarda kopii vybraného useku cilové molekiMetodu Ize

ozn&it za zpisob, (i kterém dochazi ke klonovani DNA.

Na PCR navazuje metoda, kter& se nazyva gelovatraieiéza (ELFO).
Neuskuténuje se pimo v roztoku, ale ve vhodném néisiJak uz nazevika, nosiem
pro nefastjsi typ ELFO je geldzného charakteru. Pro izolaci a naslednou analygu N
se nejastji pouziva gel tvéeny polyakrylamidem nebo agarézou. Velikost molgkul
DNA (jejiho fragmentu) o nezndmé velikosti Ize staih srovnanim elektroforetické
pohyblivosti a pohyblivosti u molekul nebo fragmemNA o znamé velikosti. Tyto
molekuly nebo fragmenty o znamé velikosti se nagyvanotnostni standardy.
Molekuly DNA se zviditehuji obarvenim, neépsgji se pouziva ethidiumbromid.
Barvivo se vmezelije mezi sousedni pary bazi v DNA a vyfvani komplex, ktery po
oswtleni UV swtlem cervergé fluoreskuje. Molekuly DNA o stejné velikosti jsou
nasledg na gelu patrné jako prouzky. Intenzitehito vyslednych prouzkje primo

ameérna koncentraci nukleové kyseliny.

Posledni fazi, ktera nastdva po PCR a ELFO, josarstanoveni sekvence DNA.
Cilem této metody je stanoveni primarni struktury tedy pdadi nukleotid
v molekulach DNA. Ziskani této informace ocitgm uUseku molekuly DNA ma
klicovou roli v analyze genoim V sowasné dob se vyuzivaji pro osekvenovanié&dv
rozdilné metody, jedna pracuje na chemickém a dméndenzymatickém principu.
V druhém pipact se k ziskani sekvence vyuziva DNA, ktera ma bgkesnovana jako
matrice pro syntézu komplementarnitétiezca razné délky prosednictvim DNA-

polymerézy. (Smarda, 2005)
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145 Lécba

Po potvrzeni diagnézy PAM se musi v co nejkrat&sovém Useku zahajitcléa.
jiné ze studii poukazuji na jeho zavazné nezadaticky (Debnath et al., 2012) Jedna
se o0 polyenové antimykotické antibiotikum (Trabelst al., 2012). Aplikace
amfotericinu B se provadi intraven@z(do zily) a zarovi intratekal@ (do paténiho
kanalu) (Visvesvara et al., 2007). Intravendse do Zily podava 1 mg na 1 kg vahy
pacienta denh(Jirovec, 1977). Zaroviese tato |éba dophuje podavanim Miconazalu,
ktery se aplikuje stejnym #pobem jako amfotericin B. Cela tata@lhé@ je doplgna o

oralni podani Rifampicinu (Visvesvara et al., 2007)

1.4.6 Prevence

Stanoveni a spravné udrzovani preventivnich riajekvelmi obtizné, protoZal.
fowleri je schopna odolavat desintekm prostedkim. BEZné prosiedky ukené
k desinfekci usmrcuji v experimentélnich podmink&pgolehli¥ pouze vegetativni
stddia améb. Co se &y plaveckych bazén jsou gedepsané koncentrace chloru a
jinych ¢inidel, které by mly améby zlikvidovat, malo dinné. Je to dano tim, ze se
ameby pomnoZuji v mistech, kam desinfekce $paronika, jako v narostech na
sttnach, na dabazénu a v ramci celého recirkinidho systému, zvlaSk ristu dochazi
v piskovych filtrech. Prevenci pro tato regdé zdizeni je odstrgovani vzniklych
nanos a vypirani filt. V rdmci prevence, ktera se tyk&irpdnich koupali a
potencionalnich zdraj infekce, je v horkych letnich &sicich, ve kterych dochazi
k ohrivani vody, se vyvarovat dlouhodobému pobytu ves\edmezitéi aplné zamezit
potagni se (Jirovec, 1977).
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1.4.7 Epidemiologie

vvvvvv

hlaSenych fipadi se kazdym rokem zvySuje (Heggie, 2010)

Dle udaji a zaznamenanychiipadi z celého séta bylo prokazéano, Ze touto infekci
bylo doposud nakaZendiplizné 310 lidi. Umrtnost v ramcisthto hlaSenych ifpad
¢inila 95%.V poslednich letech doslo k agtu p@&tu pripadi. Pricinou mize byt fakt,
Ze doSlo k vaistu powdomi o tomto onemoeni a také z @vodu toho, Ze neustale
dochazi k vyvinu rychlejSich, vice citlivych a sffiekych diagnostickych teétjako
nag. PCR (Maaty, Hamza, 2012).

Doposud nejitsi epidemie se odehrala v ramC€ieské Republiky. Objevené
piipady pochazely z jednoho zdroje —denpiihfivaného plaveckého bazénu (RySavy a
kol., 1989) v Usti nad Labem. Epidemie ptola od roku 1963-1965 a zéeho pi ni
celkem 16 dti a mladych lidi (Volf, Horak, 2007).
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2 Cile prace a hypotézy
2.1 Cile prace
1. I1zolace DNA z vybranych kméraméb rodiNaegleria.

2. Pouziti metody PCR reakci pro amplifikaci a edsbu sekvenci ITS oblasti rDNA
opernu a dalSich molekularnich mdikr

3. Provedeni zavecné fylogenetické analyzy ziskanych vysléd& jejich nasledna

interpretace.

2.2 Hypotézy

H1: diverzita neglerii je jiz dale prozkoumana a sbirkové neglerie izolovang&nych

prostedi Ize tudiz pomoci molekularni analyzyaait do jiz znamych druh

H2: diverzita neglerii je dosud podchycena nedo&téta molekularni analyzy proto

odhali mezi sbirkovymi negleriemi izolaty giat do dosud nepopsanych diuh

H3: na jedné lokali prevladne vzdy dominantni druh neglerii a izolaty stejné

lokality tak maji stejné druhové izeni

H4: na jedné lokali Ziji vedle sebetizné druhy neglerii
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3 Material a metodika

3.1 Charakteristika sledovaného souboru

Material a vzorky pro vytvi@ni experimentalnéasti této prace byly poskytnuty

Parazitologickym tGstavem A¥R v Ceskych Budjovicich.

Soubor pouzitych vzotklze rozalit do dvou skupin. Prvni skupinu zahrnuji ty
vzorky, které doposud nebyly identifikovany ani elallarreé charakterizovany a byly
uloZeny v prostorach Parazitologického Gstavu @R (tab. 1). Tato prvni skupina se
sklada z 10 vzork Kultury téchto neglerii byly zamrazeny ve specialnich nadobbac
obsahujicich tekuty dusik. Po zahajeni mé praceg \oyhrazeny a sklizeny pro izolaci
DNA.

Druhou ¢ast materialu tvid vzorky, které jiz byly pracovniky Ustavéasté&né
zpracovany (¥etrg ziskani molekularnich dat), nebyly vSak zatim maty do
podrobrjSi fylogenetické analyzy (tab. 2). Skupina tohob@arakteru je zastoupena 16
vzorky.

Béhem fylogenetickych analyz byly vyuZzity dalSi, pablikované sekvence ziskané
jinymi autory. Tyto sekvence pochazeji z databdaznBank, ktera obsahuje také
informace o tom, kde byl dany druh izolovan, v jakéoce, kdo ho izoloval atd. Dale
obsahuje informace o sekvencich, které jsou rogdilicharakteristické pro kazdy druh
roduNaegleria. Celkem byly pouzity z databaze informace o 4% ubturoduNaegleria

véetre jejich molekularnich dat
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Tab 2. Skupinat. 1 zahrnujici mnou zpracované vzorky.

Nazev Voda Bvod Lokalizace Lokaliga Prim. izolace
PD53 sladka pstruh duhovy Zabry B. iad 16. 4. 1998
PD55 sladka pstruh duhovy Zabry B. riad 16. 4. 1998
PD56 sladk& pstruh duhovy Zabry B. rtad 16. 4. 1998
PD57 sladk& pstruh duhovy Zabry B. tad 16. 4. 1998
PD61 sladka pstruh duhovy Zabry B. rtad 23.4.1998
PD62 sladk& pstruh duhovy Zabry B. tad 23. 4.1998
SIv83z sladka siven americky Zabry B. nad 24.4.1998
1385 sladka Skeble Horusicky r. ~ 20. 11. 2011
HORRA sladka rybnik, gk voda Nové Vrato 20. 9. 2013
HORRB sladka rybnik, stka voda Nové Vrato 20. 9. 2013
*B. nadC — Benesov nadernou
Tab 3. Skupinas. 2 zahrnujici vzorkyasteéné zpracované A\CR.
Nazev Voda Bvod Lokalizace Lokalita Prim. izol.
2HZ sladka  htavka duhova Zabry LanZzhotské  14.5. 1998
3HZ sladka  htavka duhova Zabry LanZhotskn 15. 5. 1998
4HZ sladkda  htavka duhova Zabry LanZhotskn 16. 5. 1998
4542 sladka  okoufi¢ni jatra Cernovicky potok  20. 2. 1991
62K4 sladkd  kapr obecny Zabry Spolsky potok 1991
6HFKL sladkd pakiéckovec dvoupasy ledviny import 2004
6HZV sladkd  heavka duhova Zabry LanZhotskng 14.5. 1998
ALM1A sladkd sediment ve struzce Tenerife 2010
BCHV5 sladka Sirokohlavec nautsky jatra Amazonka 2.9.999
GERK  sladkd pstruh duhovy Zabry ¢ecko 18. 6. 2008
GG1BV sladka karas obecny mozek mistni chov 60692
GG4BV sladka karas obecny mozek mistni chov 50692
J14z sladkd jezdik obecny Zabry Novohakl. r. 12000
K4482J) sladka kapr obecny jatra \haay 1990
MSED4 sladka sediment z akvéria CB (zverimex) 17.10. 2010
TMR sladkd  plotice obecn& Zabry LuZnice 23. 6.2010
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3.2 Metodika

3.2.1 Mikroskopické pozorovani

Za pomoci mikroskopu s oz¢enim Olympus BX51, vybaveného Normanského
kontrastem a kamery Olympus DP70 bylo mozné poairawnasledhzdokumentovat
améby ve vSechr@ch stadiich jejich Zivotniho cyklu.

K pozorovani stadia trofozoita, bylo zafmdti stejné fipravy a ponicek jako i
nasledné izolaci mol. DNA. Tedy za pomoci sterisklerené ,,hokejky* byly
namnozené trofozoity sehy z povrchu agarové plotny, zvémé Pageovym mediem
(Kalinina a Page, 1992), centrifugoud&ay (400 g) a znovu proplachnuty mediem.

U druhého stadia — &kovce, bylo zapdebi ponechat trofozoity v Pageov
roztoku delSi dobu.

Pozorovani cyst nep@atbovalo Zadnouifpravu, protoze k zacystovani dochazelo

jiz béhem samotné kultivace — cysty bylgimiSeny k trofozoiim.

3.2.2 lzolace DNA

K provedeni izolace DNA bylo zagebi nasledujicich laboratornich pocek:

- pinzety, sterilni skletné ,,hokejky”, centrifugéni zkumavky, pipety, Pageovo
medium

- centrifuga Univerzal 32R.

- Genomic DNA mini Kit (firma)

Za pomoci sterilni skiémé,,hokejky" byly namnoZené trofozoity sty z povrchu
agarové plotny, kterou jsem z¢ita Pageovym mediem (Kalinina a Page, 1992),
nasledg centrifugou stéeny p@i nizkych ot&kach a opt proplachnuty vyse
zminovanym mediem. Samotnou izolaci jsem provedla pén@enomic DNA mini

Kit, postupovala jsem dle pokgrvyrobce (Geneaid).
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3.2.3 Amplifikace SSU rDNA

Metoda, kterou jsem k amplifikaci SSU rDNA vyuZigate nazyva PCR.

Zapotebi byly tyto laboratorni poaicky a gistroje:
- pipety, zkumavky — (Eppendorf)
- termocykler T-personal (Biometra).

Pouzité chemikalie:

- PCR pufr

-dNTP

- primer erib 1 (forward) 5’-ACCTGGTTGATCCTGCCAG-8Béarta et al., 1997),

- primer erib 10 (reverse) 5-CTTCCGCTGGTTCACCTAC&G(Barta et al.,
1997),

- Taq polymeraza.

Tab 4. SloZeni reasni smeési pro amplifikaci SSU rDNA.

Reakéni smés - master mix
Deonizovana voda 16,5 pl
pufr 2,5 ul
dNTP 2 ul
primer erib - 1 1l
primer erib - 10 1l
Taqg polymeraza 1l
DNA 1 pl
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Tab 5. Parametry termocykleru.

Teplota °C Patet opakovani Cas
1. krok 95 1x 4 minuty
2. krok 95 50 sekund
3. krok Annealingova 34x 50 sekund
teplota
4. krok 72 2 minuty
5. krok 72 1x 10 minut

Parametry termocykleru jsem nastavila na 34{cykltoho vyplyva, Ze po kroké
4 se proces ap vrati na kroké. 2. Toto vraceni termocykler provede 34 — krat.

Annealingova teplota nastavena pro kéol8 ¢inila 55 °C.

3.2.4 Sekvence ITS

ITS region, ktery se sklada z ugekTS1, 5,8S a ITS2, je soéasti jaderné
ribozomalni DNA. Jedna se aildzity marker ve fylogenetickych analyzach (Blattne
FR, 1999). VyuZiv4 se jako diagnosticky néstroj jplentifikaci druhii rodu Naegleria
(De Jonckheere, 1998).

Laboratorni porficky a g@istroje jsou shodné jako u amplifikace SSU rDNAdid
je v chemikaliich, konkréthv pouzitych primerech, dale v mnozstvi pouzité DEA

parametrech termocykleru.

Primery:

G-FOR 5-GGGATCCGTTTCCGTAGGTGAXTGC-3’
(Coleman and Vacquier, 2002),

- primer G-REV (reverse) 5’-GGGATCCATATGCTTAAGTTCAGGGGT-3

(Coleman and Vacquier, 2002).

- primer (forward)
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Tab 6. SloZeni reaéni smesi pro ITS sekvenci.

Reakéni smés - master mix
Deonizovana voda 15,5 pl
pufr 2,5 ul
dNTP 2 ul
primer G-FOR 1pl
primer G-REV 1l
Taq polymeraza 1l
DNA 2 ul

Tab 7. Parametry termocykleru.

Teplota °C Patet opakovani Cas
1. krok 95 1x 4 minuty
2. krok 95 50 sekund
3. krok Annealingova 32x 50 sekund
teplota
4. krok 72 2 minuty
5. krok 72 1x 10 minut

Patet probihajicich cykl byl 32. Po krokw:. 4 se proces @p vratil na krokgé. 2.

Toto vraceni termocykler proved|, dledw zvolenych cyki 32-krat. Annealingovou

st

teplotu pro kroki. 3 jsem zvolila nizsiinila 46°C.

3.25 ELFO

Pro elektroforézu, jako dalSi krok postupu navizdp na ob predchozich

metody, bylo zapagbi €chto laboratornich poficek a chemikalii.
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Lab. ponticky:
- pipety, laboratorni vahy, mikrovinna trouba, ledtorni sklo — Erlenmayerova iidaa,

soustava pro ELFO.

Pouzité chemikalie:

- agardza,

- TAE pufr,

- ethydium bromid (po ozéni UV s¥tlem umo#uje zviditelreni mol. DNA).

Navod na pipravu gelu:

- dle mnozstvi zpracovavaného materialu jsem pijorgvu 1% roztoku navazila 0,45g
(0,60q) agarozy,

- k agaroze jsemipila 45ml (60ml) TAE pufru,

- roztok jsem nechala rozpustit v mikrovinné treub

- pod proudem studené vody jsem nechaléssrmahladit,

- pridala jsem 2,5ul (3,5ul) ethidium bromidu,

- po promichani jsem roztok nalila dogravené ELFO soupravy,

- po ztuhnuti gelu (cca 0,5 hod.) jsem aplikovalRPprodukt, zapojila zdroj nastaveny
na 80V a spustila samotny proces elektroforézy.

Za pomoci UV lampy jsem prohlédla separované fraggnBNA ameéb, které jsem
touto metodou ziskala. Fragmenty, které svou dél&dpovidaly, jsem \gzavala

z gelu za pomoci skalpelu &gravila je tak, pro naslednou extrakci.

3.2.6 Extrakce DNA z gelu

Vyiezané fragmenty DNA jsem déle zpracovavala dle ahdwgyrobce (Geneaid)

paftici k extrakni soupra¥, ktera se nazyva Gel/PCR DNA Fragments Extrad{ion
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Cilem extrakce bylo rozpugti agardzy a icisteni fragmend od gelu a tim

ziskani DNA vhodné pro odeslani na sekvenaci.

3.2.7 Sekvenace

Sekvenace DNA se v laboré#toybi protistologie neuskut@uje. Vzorky se zasilaji
firm¢ Segme. Firma reakce usk&ttaje pomoci sekveraich kith BigDye Terminator
(spole&nost Applied Biosystems) (https://www.segme.eu/seqing-
service/information). Tyto vzorky se odesilaji vermié PCR produktu sidanim
vhodného sekvemiho primeru. Vysledné sekvence jsou d@omany elektronicky

fadow do tydne.

3.2.8 Sekvertni data a jejich zpracovani

Po dordeni sekvenci firmou Segme bylo nutn&iity zdali se skuténé jedna o
fragmenty genu SSU rDNAI ITS neglerie. Pro aidfeni jsem vyuZila sluzbu BLAST,
kterou poskytuje server NCBI (http://blast.ncbi.nmith.gov/Blast.cgi). Vysledky sluzby
poskytly prvni ¢ast nami pdebné informace a to, jestli se jednd o améby rodu
Naegleria. Za pomoci této sluzby jsem naslédnktila i sekvence ITS, diky nimz jsem
ziskala informace o tom, jaké konkrétni druhy nédloumanym fragmefim DNA.

Pti dalSim zpracovani uz jsem pracovala jen se saereniTS.

Nasledujici krok zahrnoval tvorbu datasetu. Kéammou ziskanych sekvenci byly
do datasetu Zazeny refereini zveaejnéné sekvence, které jsem vyhledala a stahla
z databaze GenBank, kterou také zgemtitovava server NCBI.

Dataset vytvieny z tchto sekvenci byl nasledralignovan programem, ktery se
nazyva ClustalX (Larkin et al., 2007) a potézan a zkontrolovan za pomoci programu
BioEdit (Hall, 1999).

Naslednym krokem ip zpracovani dat byla fylogenetickd analyza v paogu
PAUP* (Swofford, 2003). Pro rekonstrukci evoluceglegii, jsem vyuZila relativé
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snadné metody, ktera se nazyva neighbor joinintke@ebyly provedeny dvanalyzy,
ze kterych vznikly dva fylogenetické stromy. V pmmpiipadt byl analyzovan dataset,
obsahuijici podstatrvice drul neglerii, kvili vytraznym rozdiim mezi sekvencemi ve
variabilnich Usecich byl vSak vicéeaan. Druhy analyzovany dataset byl Z&n jen
na skupiny drut, mezi £z se z&adily na zaklad predchozi analyzy naSe vzorky;
obsahoval mén taxoni, ale sekvence ITS mohly byt zachovany kompletmor(k
vhodného zkraceni koficma stejnou startovni resp. koncovou pozici). Kowe fazi,
zahrnuji prohlizeni a zpracovani stiigrfsem uskuténila v programu Tree View (Page,
1996).
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4 Vysledky

4.1 Mikroskopicka pozorovani

Stadium trofozoita, #havky a cysty u jednotlivych kménaméb, které jsem
pozorovala, jsem nafotila pomoci mikroskopu se dalanou kamerou od zéey
Olympus. Tyto ptizené fotografie jsou k nahlédnuti kilpze.

4.2 Metody PCR a ELFO

Pavodnim zanirem bylo ziskat k identifikaci neglerii také sekeenSSU rDNA.
Vzhledem k neefektivit tohoto postupu (nespolehliva PCR s uvedenymi pgme
narainost sekvenovani kli vétsi délce Useku) i vzhledem ke standardnimu vyUuggi
pii identifikaci druhi v literatue, bylo od sekvenovani SSU rDNA uptrg. Déle jsem
se plr¢ zanttila na ziskani ITS sekvenci studovanych kinarysledky elektroforéz po
PCR amplifikaci oblasti ITS, ktera probihala za pairprimefi G-FOR a G-REV, jsou
zachyceny na obr. 3 a obr. 4. Je patrné (obr.e3igkteré z vyslednych fragmean{PD
56, SIV83Z a 1385) jsou mérvyrazné, i pes jejich slabost byla vysledna sekvence

dostaten¢ kvalitni pro zéazeni do fylogenetické analyzy.

viv s

jsou nespdtbované primery. 0 — negativni kontrola.
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Obr. 4 Fragmenty DNA u vzorks ozngenim HORRA, HORRB, PD53 a PD55.

HOORA HORRE PD33 PD55

4 3ITS sekvence

Vice nez polovina mnou ziskanych sekvenci byléoizma z Zaber ryb, konkrétn
se jednalo o pstruha duhového (PD): PD53, PD556PPB57, PD61, PD62.

Jedna ze sekvenci byla izolovana téz z zaber aid,jiného druhu — sivena
amerického: SIV83Z. Tyto ryby pochazely z chovuanB3o¥ nadCernou.

DalSi sekvence, také Usm zaazena do analyzy, byla izolovana ze 3keble,
konkrétré se jednalo o vzorek s ozfemim 1385.

Posledni usfsne ziskanou a 2zazenou sekvenci byl vzorek s ozeaim HORRA a
jako jediny z v¥tu vzorki, nepochazi z Zzadnych zigiohu, ale rybnéni vody.

Pomoci metody PCR a elektroforézy byl pro analyE8 sekvence ifpraven
vzorek s ozngenim HORRB, ktery byl na z&kladpredEZné charakterizace povazovan
za zastupce rodNaegleria. Jiz po prosviceni vysledné elektroforézy bylamatze dle
umiseni sviticiho prouzku se kii vyrazre odliSné délce s nejtsi pravépodobnosti o
zéstupce rodiNaegleria nejednd — viz obr. 4. Na z&kkadiskané sekvence ITS a po
jejim nasledném otestovani pomoci programu BLASHIp lpotvrzeno, Ze nejde o
neglerii: vyhodnoceni vzorku ukazalo, Ze se jedrzéstupce rodiermamoeba (diive

Hartmanella vermiformis).
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Obrazek 5 zobrazuje podobu surovych sekn@h dat.

Obr. 5 Ukazka sekvence zaslané firmou Segme.

40 50 6l T 20 o0
ACCCCOCAAACTCT OT GCAAT GOAGCACAC GO CTTAT GCATCGAT GAAGCCCOCGGCAAAAAGT GA

P

—

4.4 Fylogenetické analyzy

Obrazek 6 zndzauje vyfez analyzovanych dat v alingmentu. Program, zeskter
je dany vyez vytvaen, se nazyva BioEdit. Alignment bykgatim vytvden pomoci

programu ClustalX.

Obr. 6 Vyiez z alingmentu

ECHVS
Tihangensis
sustraliensi
Clarki
Fhilippinens
Americana
SS4EY

E448ZJ
Galeacystis
Fultoni
SS1EY
Jchusteri
ERE
Neodobsoni
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Vysledny fylogeneticky strom |. (obr. 7), ktery ise ziskala na z&kl&d
fylogenetické analyzy, zahrnuje celkem 68 ITS sekvejedna o kompletni strom
zahrnuijici vSechny analyzované druhy. K vyard stromu jsem #ta k dispozici mnou
ziskané sekvence ITS, které jsou zvyesmntuné. Hotové, avSak nezpracované
sekvence poskytnuté lab. rybi protistologie Zadngazreni nemaji. Sekvence stazené
z databaze GenBank — pojmenované podlé tdikibrym odpovidaji — jsou ozéeny
kurzivou.

Tento strom ukazuje tpdkEzné z@azeni analyzovanych vzark Kvili
vyrazrgjSimu dezani alignmentu nelze pomodj rednozn&né urcit, do kterého druhu

piresré analyzované sekvence ITS fpaK tomu byl vytvdgen fylogeneticky strom Il
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Obr. 7 Fylogeneticky strom |.
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Fylogeneticky strom II. (obr. 8) se od I. listepevSim v p&u analyzovanych
sekvenci. P&t sekvenci mnou analyzovanych a poskytnutych &bidrse nezrnil,
doSlo ke snizeni gtu sekvenci ziskanych z databaze GenBank. Celkato strom
obsahuje 44 sekvenci ITS. OZeai jednotlivych skupin je totoZzné jako u stromu |.

Tento strom jiz poukazuje a odhaluje konkrétriiazani analyzovanych sekvenci
k jejich identickym drufim.

Z vysledného stromu je patrné, Ze vzorky s ¢enan - 1385, 4542 a J14Z jsou
totozné, neboli identické na zaktdnalyzy s druhenN. dobsoni. Vzorek s nazvem
GERK pati do okruhu druhiN. dobsoni, ale neni s timto druhem zcela identicky.

Nejvétsi skupiny vzork tvori ty, které jsou identické s druhexh canariensis. Jsou
zde zahrnuty tyto ITS sekvence — PD53, PD55, PPAEL7, PD61, PD62, SIV83Z,
2HZ, 3HZ, 4HZ, 6HZV, 6HFKL a TMR.

Vzorek s ozn&nim BCHV5 na zakladanalyzy odpovida druhl. tihangensis.
Druh N. americana ma dva identické zastupce a to vzorek K4482J) aB3G&ekvence
ITS vzorku HORRA odpovida druhu, ktery se naziv@page.

Sekvence, konkrétnse jednd o MSED4, ALM1A, 62K4 a GGI1BV, nejsou
identické s Zadnym ze znadmych dikubahrnutych v této fylogenetické analyze. Na
zakladk této skuténosti se jedna o unikatni sekvence a z toho vypl¥ease v podstat

jedna o nové druhy rodvaegleria.
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Obr. 8 Fylogeneticky strom II.
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5 Diskuze

Na zéklad vysledki bych se v této kapitole cith venovat diskuzi témat, ktera

vyplyvaji z mé préace.

Hlavni téma, o kterém budu diskutovat v té&sti kapitoly se &nuje stanovenym
hypotézam. Celkem byly stanovettyii hypotézy.

Hypotéza s ozri@nim H1 néla potvrdit mirni, Ze pomoci molekularni analyzy
bude mozné ipradit zkoumané kmeny na zakéaddentickych sekvenci k patim
druhim a tim potvrdit, Ze rodNaegleria je jiz dolie prozkouman. Co se &
jednotlivych identifikovanych druh prvni druh,N. dobsoni ma ti identické zastupce
oznaené jako 1385, 4542 a J14Z. Kazdy ze viigrichazi z jiné lokality v rameiR a
lze predpokladat, Zze je u nas p&me hojny jak v tekoucich tak stojatych vodach.
Druhy z identifikovanych drul) N. canariensis ma mezi mymi vzorky celkem 13
zastup@ s identickou sekvenci ITS. Konkrétrse jednd o vzorky oztené PD53,
PD55, PD56, PD57, PD61, PD62, SIV83Z, 2HZ, 3HZ, 4il8AZV, 6HFKL a TMR.
To je nej¢tSi paet vzorki — toto vysok&islo je vSak dosazeno i diky tomu, Ze Slo o
dominantni druh na nejpodro¥jnzkoumanych lokalitach, v BeneSdwadCernou a v
Lanzhotskychinich. U druhi N. tihangensis a N. pagei (BCHV5 a HORRA) je obtizné
zobecnit charakter jejich rozénhi vzhledem k ojedétym nalezim.

Presto se hypotéza H1 nepotvrdila. Sice set8iny ziskanych sekvenciizaeni
do pislusnych identickych druhpoddilo, ale zaroveé z vysledki Ize potvrdit H2, ktera
na druhou stranu &a poukazat na fakt, Ze mezi sbirkovymi izolaty leegse objevi
ty, které nebude mozné na zaklakdostateného prozkoumani zadit.

Z mé studie vyplyva, Ze celkenttpvyslednych sekvenci iie odpovidat Gpkh
novym drutim. Konkrétg se jedna a vzorky: GERK, MSED4, ALM1A, 62K4 a
GG1BYV, jejichz sekvence je unikatni.

Rozdily mezi jednotlivymi druhy,fijpadré novymi druhy jsou spojené se &nou,
ktera se objevuje v ITS1 mezerniku (De Jonckhe@4). | gesto, Ze rozdily mohou

byt naprosto minimalni — népvzorek GERK, je ve fylogenetickém stromu llfazen
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k do okruhu druhuN. dobsoni, ale dle jeho postaveni je patrné, Ze s druNedobsoni
identicky neni. Na zakladsvé studie odhaduji, Ze takovychto novych dridude
objeveno jest velké mnozstvi. Je otazkou, zda zvolené kritéritedy drobné rozdily
v sekvenci ITS, je zvoleno vho&inViz téz nap. prace Dykové et al. (2006) ukazujici

variabilitu v ITS oblasti v ramci jednoho klonu hexgj.

Hypotéza¢. 3 fikd, Ze mezi kmeny izolovanymi v ramci jedné lokalbude
dominovat vzdy jeden druh neglerii (izolaty ze rstejokality tak maji stejné druhové
zaazeni). H3 se potvrdila zejména diky studiu iZolatBeneSova nad’ernou a
LanZhotskych itni. V8echny izolaty z obou lokalit patdruhuN. canariensis — zd4 se
tedy, Ze v danych podminkach se namnozi a nasig@vladne jeden druh. \fipact
dvou vzorki izolovanych z okouin pochéazejicich ze stejného chovu (GG1BV a
GG4BV) je vSak situace odliSna, oba reprezentdjsod druh.

Po nasledném srovnani stejnych lokalit a vysledregtezeni pozorovanych driih
s jinou studii zabyvajici se druhy rotlaegleria nemiZzeme bréat potvrzeni H3 za Uplné.
V laboratdi rybi protistologie byly analyzovany gkteré jiné kmeny neglerii izolavané
ze stejnych lokalit, konkrétnz Amazonky, Novohaklovského rybnikaCarnovického
potoka (Dykova, 2006).

Ve vySe zmindné praci se ukazalo, Ze izolaty pochéazejici z Amky@¢BCZ4 a CL)
pati dle analyzy ITS do okruhu drulNi clarki narozdil od mnou studovaného kmene
BCHV5 (N. tihangensis). Kmeny BCZ4 a BCHV5 byly ffitom izolovany ze stejného
druhu ryb, ale ziznych orgaf (ze Zaber resp. zjater). | Yipad vzorki z obou
zmirgnych lokalit vCR se jednalo otzné druhy neglerii v citované a moji praci. Tato
pozorovani poékud oslabuji platnost H3 o dominanci jednoho dralkglérii na jedné
lokalité. Timto oslabenim, lzéast&né potvrdit H4 a poukézat na zajimavy fakt, ze
stejné druhy ryb s nejtsi pravépodobnosti kolonizujitizné druhyNaegleria.

Jiné téma, o kterém bych zde @ht diskutovat, se tyka toho, jakildzité je

zevrubné o¥rovani rodové resp. druhovéigiuSnosti améb. &iem vyzkumu jsemip

vyhodnocovéani sekvenci narazila na &ji$t Ze vzorek HORRB povaZovany na zéklad
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piedl®Zzné a nedostataé identifikace pomoci z#ného pozorovani v optickém
mikroskopu za neglerii, dbec do roduNaegleria nepati. Po nasledné sekvenaci ITS
bylo zjiS€no, Ze se jedna o rodermamoeba (diive Hartmanella). Tato chybna weni
nejsou vyjimkou ani u zkuSenych odbornismirnov et al., 2007) a ukazuji na vyznam

molekularni identifikace améb.
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6 Zavér

Cilem prace bylo izolovat a ziskat sekvence DNArayych kmefh améb rodu
Naegleria. Ke kon€né analyze se mi potilm ziskat celkem 9 kompletnich ITS
sekvenci a zarowejsou do vyslednych hypotéz zahrnuty vzorky posuténab. rybi
protistologie — 16 vzoik celkem tedy 25 ITS sekvenci.

K jejich zpracovani, vyhodnoceni a kénému sestaveni fylogenetickych stiioin
a ll. jsem vyuZila sluzeb databaze a specialnichit@ovych program. Konkrétré se
jednalo o sluzbu BLAST v databdzi NCBI a programihUSTALx a BioEdit. Pro
samotnou fylogenetickou analyzu a jeji nadslednderpmetaci, jsem vyuzila programu
PAUP a TreeView.

Na zéaklad vytvoreni stroni I. a Il., které obsahuji mnou zpracované vzorky,
sekvence poskytnuté Labor#taybi protistologie a z databaze GenBank, se fioda
sekvence ITS ve&Sine pripad prifadit k existujicim drutim. V péti pripadech nebylo
mozné vzorky ziadit, protoZe se s ngjisi prava@podobnosti jedna o nové druhy rodu

Naegleria.

Na zaklad ziskanych dat, jsem vyhodnotila stanovené hypotémyni z hypotéz se
nepotvrdila, i kdyZz se za pomoci vyslednych sekiv@oddilo n¢které vzorky piradit
k identickym drulim. Druha z hypotéz poukazujici na objeveni se nowjwhi na
zaklad nedostaténého prozkoumani se potvrdila, jelikoz se ve vysledbjevilo 5
unikatnich sekvenci.r&ti z hypotéz se potvrdilacasté&né vyvratila a tim se ¢ast&ne
potvrdila hypotézaitvrta. Z toho vyplyva, Ze na jedné lokaliniZze byt dominantni

jeden druh, ale také to, Ze na jedné lokathitize Zit druli vice.

Vyuzitelnost vysledi této prace rize spdivat v jejim z#azeni do rozsahlejsi
vyzkumneé ¢innosti, ktera se zabyva (bude se zabyvat) toutoatié&ou. Mize byt
napomocna ifp ziskavani dalSich informaci o vyskytu ameéb rdthegleria na uzemi

Ceské Republiky.
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9 Priloha — fotografie

- vSechny fotografie vifloze byly pdizeny @i zvétSeni mikroskopu: 400x2

Izolat HORRA — zachyceni dvou zivotnich stadii @eidavniho dleni.

trofozoity cysty

AT

nétitko odpovida vel. 20 um meiitko odpovida vel. 1Qm

nepohlavnékéni trofozoifi poktibejSi dkleni
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Izolat PD53 — Zivotni stadium cysty a trofozoita,abou obrazcich jesfpomnost
bakterii.

cysty, prazdné obaly po excystaci trofozoity

ngtitko odpovida vel. 10 um meiitko odpovida vel. 2Qm

Izolat PD 55 — stadium &kovce.

ldikovec liikovec
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Izolat HORRB — odpovidajici rodvermamoeba, odliSny vzhled trofozoit

trofty a cysty

metitko odpovida vel. 2Qm
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