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Annotation

The thesis deals with localization and quantification of Sphaerospora molnari (Myxozoa) in
common carp (Cyprinus carpio). Sphaerospora molnari is microscopic endoparasite which
attacks various tissues and organs, preferentially parasitizing intracellularly (histozoic type)
in a carp fry. In this work, we studied the course of parasite infection in the various tissues
and organs of the host (blood, gills, skin, kidney, liver, and muscle) in laboratory conditions.

The course of infection was detected using gPCR.
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1 Cile prace
Cilem této diplomové prace bylo:

e provést experimentalni infekci kapra obecného (Cyprinus carpio) v kontrolovanych

podminkach intraperitonealni injekci krevnich stadii Sphaerospora molnari.

e po intraperitonedlni infekci krevnimi stadii odebirat piislusné tkan¢, sledovat
a detekovat pomoci kvantitativni PCR miru infekce ve vybranych organech (kize,

krev, zabry, jatra, ledviny, svalovina) u 5 ryb ve 12 ¢asovych intervalech.

e zjistit relativni poCet parazitl v jednotlivych organech, prubéh proliferacnich cykli.



2 Uvod

Myxozoa Grassé, 1970 jsou skupinou mikroskopickych mnohobunéénych organismt
zijicich parazitickym zptisobem zivota, zejména jako cizopasnici tkani, organovych dutin,
ale i intercelularn€. Spektrum hostitelti je velmi Siroké, mezi typické mezihostitele patii ryby,
mezi definitivni hostitele pak krouzkovci ¢i mechovky (Fiala et al. 2015a). VétSina myxozoi
nepusobi vyrazné patologické zmeény, S vyjimkou nékolika druht, které mohou zptisobovat
zavazna onemocnéni a znatelné thyny ryb (napf. u lososovitych ryb Myxobolus cerebralis
zpusobuje tzv. vrtohlavost pstruhli ¢i Tetracapsuloides bryosalmonae pisobi zanétlivé

onemocnéni ledvin), proto je vyznam myxozoi také hospodaisky a ekonomicky

(napf. Hedrick et al. 1998).

ey

Myxozoa zahrnuji dvé skupiny: Myxosporea, ktera ziji v motskych a sladkovodnich
rybach, vyjimecné v plazech, obojzivelnicich, ptacich a savcich, a Malacosporea, ktera jsou
popséna ze sladkovodnich mechovek a ryb. V soucasné dobé& je zndmo vice nez 2200 druhti
myxozoi (Lom & Dykova 2006; Okamura et al. 2015), které se s 18 % vyrazné podili

na celkové diverzité zahavci (Okamura et al. 2015).

Télo myxozoi je dobfe adaptovano k parazitickému zplsobu zivota. V prubchu
evoluce bylo redukovano do formy vegetativnich plasmodii a pro Myxozoa typickych
myxospor ¢i aktinospor o velikosti zpravidla 10-20 um. Kvili této skutecnosti se zastupci
rybomorek do nedavné doby povazovali za jednobunééna Protista. Dnes jsou fazeni mezi
mnohobunééné zivoclichy, konkrétné mezi Zahavce Cnidaria (napt. Siddall et al. 1995;
Holland et al. 2010).

Myxozoa jsou V dnesni dobé popularnim tématem. Kromé vyvojovych cykld,
fylogenetickych vztaht a evolucnich otdzek je velkou neznamou také problematika celkové
biodiverzity, Sife hostitelského spektra jednotlivych druhii i celé skupiny. Vyzkum této
skupiny se také zabyva imunitni reakci hostitele a uniky paraziti pfed touto imunitni

odpoveédi.

Tato diplomova prace je zaméfena na ekonomicky vyznamny druh Sphaerospora
molnari Lom, Dykova, Pavlaskova et Grupcheva, 1983, ktery napada plidek kaprovitych
ryb ve stiedni Evropé. Tato rybomorka je druhem histozoickym, infikuje zejména tkané

a mezibunécné prostory (kize, zabry) a ma patogenni projevy. V ramci této studie jsem



se zabyvala lokalizaci a kvantifikaci jednotlivych stadii rybomorky druhu Sphaerospora
molnari u kapra obecného (Cyprinus carpio L.) v pribéhu devititydenniho infek¢éniho
pokusu. Pro kvantifikaci byla vyuzivana metoda kvantitativni PCR (qPCR). Mira infekce
byla sledovdna u vybranych organi — kaze, krev, zébry, jatra, ledviny a svalovina. Pomoci

statistickych metod byl vyhodnocen pribéh infekce v jednotlivych organech.
2.1 Zaiazeni skupiny Myxozoa v ramci eukaryotickych organismu

Predstavy o zatfazeni skupiny Myxozoa maji za sebou dlouhou historii, béhem které
doslo k vyznamnym piesunim v ramci eukaryotnich organismil. Zpocatku se Myxozoa
fadila na zdkladé morfologickych znakli i ultrastruktury mezi jednobunécnd Protista.

Prokazat ptivod téchto parazitii se podatilo az po zavedeni metod molekuldrni biologie.

Prvni infekci parazitickymi rybomorkami u siha pis¢inného (Coregonus fera — dnes
jiz vyhynuly) popsal Jurine v roce 1825. Nasledné Biitschli v roce 1882 vytvoiil skupinu
Cnidosporidia, kam zafadil, krom& znamych zastupcii myxozoi, také mikrosporidie,
a to na zakladé tvorby polového tocitého vldkna. Skupinu Cnidosporidia zaclenil
mezi jednobunécné prvoky tvofici spory v této dobé znamé jako Sporozoa (napi. spolu
sdruhy rodu Plasmodium). Spoleénym znakem této skupiny byla tvorba spor
a mikroskopicka velikost (Okamura & Gruhl 2015). Ultrastrukturni znaky jako absence
centriol €1 tubularni kristy v mitochondriich u né€kterych taxont také nasvédcovaly zatazeni
Kk protistim (Lom & Dykova 2006), ale tyto vlastnosti mohou byt i v ramci piibuznych

taxonu velmi variabilni.

Hypotéza o tom, Ze by se mohlo jednat o mnohobunééné organismy, byla poprvé
vyslovena jiz na konci 19. stoleti (Stolc 1899). Tato hypotéza byla vznesena v historii je§té
nékolikrat (napf. Ikeda 1912). V roce 1938 byly spory myxozoi ptipodobiiovany k Zahavym
bunkam Zahavct (Weill 1938). Definitivné podpofit a prokazat mnohobunéénost se povedlo
az o mnoho let pozdéji na zaklad¢é fylogenetické analyzy prvnich ziskanych sekvenci
18S rDNA (genu pro RNA malé ribozomalni podjednotky) (Smothers et al. 1994). Prvni
fylogeneticka analyza zatradila Myxozoa na bazi skupiny Bilateria (Smothers et al. 1994),
coz bylo na zaklad¢ dalsi analyzy 18S rDNA potvrzeno (Schlegel et al. 1996). Naopak
ptibuznost myxozoi k Zahavcim naznacila 18S rDNA analyza, do které byl zatazen

paraziticky zahavec Polypodium hydriforme (Siddall et al. 1995).



Definitivni pfedstavu o postaveni Myxozoa v ramci Metazoa pomohlo také vytesit
»znovuobjeveni® druhu Buddenbrockia plumatellae Schroder, 1910 (syn. Tetracapsula
bryozoides), ktery byl po dlouhou dobu povazovan za tajemny organismus. Nejprve byl
piifazovan do rtiznych skupin mnohobunéénych organismii z trojlistych (napi. mezi Cervy
ze skupiny Nematoda), avSak 18S rDNA analyza ho piifadila necekané k myxozoim
(Monteiro et al. 2002). Posléze bylo prokazano, ze pohybovy aparat se sklada ze 4 bloku
svalové hmoty, které¢ jsou uspotradany tetraradidlng, tedy stejné jako je tomu u zahavch
(Jiménez-Guri et al. 2007). Toto zjisténi, stejné¢ jako objev minikolagend, které jsou
specifickymi proteiny zahavci souvisejici s tvorbou zahavych bun¢k, pomohlo definitivné

zatradit Myxozoa k zahavcim (Holland et al. 2010).
2.2 Klasifikace v ramci skupiny Myxozoa

Klasifikace skupiny Myxozoa je Vv poslednich dekaddach velmi studovanou
problematikou. V systému se odrazi historické nepiesnosti zejména v neznalostech Zivotnich
cykli a nemoznosti aplikovat molekularni metody. Skupina Myxozoa obsahuje Vv soucasné
dobé¢ pies 2200 druhii zhruba v 60 rodech (Lom & Dykova 2006; Okamura et al. 2015).
Vétsina sekvenéné zndmych rodu je polyfyletickych ¢i parafyletickych. Diky pfibyvajicim
poznatkiim z molekulédrné taxonomickych studii je klasifikace této skupiny pomérné nestala

a v soucasné dobé& probihaji revize zejména na urovni rodu.

Dnes existuji dvé uznavané tiidy myxozoi, Malacosporea a Myxosporea. Prvni
ze jmenovanych skupin je druhové malo pocetnd, zahrnuje jen dva druhy rodu
Tetracapsuloides, a tfi druhy rodu Buddenbrockia. Nize je uvedena jedna z poslednich

vytvorenych klasifikaci skupiny Myxozoa (Fiala et al. 2015b).



Phylum Cnidaria
Unranked subphylum Myxozoa
Class Malacosporea
Order Malacovalvulida
Family Saccosporidae: Buddenbrockia, Tetracapsuloides
Class Myxosporea
Order Bivalvulida
Suborder Variisporina
Family Sphaeromyxidae: Sphaeromyxa
Family Myxidiidae: Myxidium, Zschokkella, Enteromyxum, Soricimyxum, Cystodiscus
Family Ortholineidae: Ortholinea, Neomyxobolus, Cardimyxobolus, Triangula, Kentmoseria
Family Sinuolineidae: Sinuolinea, Myxodavisia, Myxoproteus, Bipteria, Paramyxoproteus,
Neobipteria, Schulmania, Noblea, Latyspora
Family Fabesporidae: Fabespora
Family Ceratomyxidae: Ceratomyxa, Meglitschia, Ellipsomyxa, Ceratonova
Family Sphaerosporidae: Sphaerospora, Wardia, Palliatus
Family Myxobilatidae: Myxobilatus, Acauda, Hoferellus (nomen conservandum)
Family Chloromyxidae: Chloromyxum, Caudomyxum, Agarella
Family Coccomyxidae: Coccomyxa, Auerbachia, Globospora
Family Alatosporidae: Alatospora, Pseudoalatospora, Renispora
Family Parvicapsulidae: Parvicapsula, Neoparvicapsula, Gadimyxa
Suborder Platysporina
Family Myxobolidae: Myxobolus, Spirosuturia, Unicauda, Dicauda, Phlogospora
Laterocaudata, Henneguya, Hennegoides, Tetrauronema, Thelohanellus, Neothelohanellus,
Neohenneguya, Trigonosporus
Incertae sedis in Bivalvulida: Sigmomyxa
Order Multivalvulida
Family Trilosporidae: Trilospora, Unicapsula
Family Kudoidae: Kudoa
Family Spinavaculidae: Octospina
Incertae sedis in Multivalvulida: Trilosporoides

2.3 Morfologie

Myxozoa jsou mikroskopi¢ti mnohobunééni parazité s velmi redukovanym télem.
V soucasnosti existuje mnoho dikazli o tom, Ze zastupci skupiny Myxozoa se vyvinuli
z volné zijicich zahavci. Pii pfechodu na paraziticky zptlisob Zivota své télo velmi redukovali
a z tohoto diivodu byli povazovani za jednobunééné organismy (Okamura & Gruhl 2015).
Ale rybomorky maji charakteristické synapomorfie spole¢né s mnohobunéénymi organismy

(diferenciace bunék, desmozomu podobné bunééné spoje) (Canning & Okamura 2003).

Jednim ze stadii, které se objevuje u myxozoi, je vegetativni stadium,
tzv. plasmodium. Plasmodium je mnohobunécny, velmi casto makroskopicky utvar, ktery je
tvofen z vice vegetativnich jader a generativnich bunck. Dalsi diferenciaci vznikaji spory.
Plasmodia mohou byt dvou typii: 1. plasmodium, které je vicejaderné a vnitini buiky
produkuji vétsi mnozstvi spor pomérné velké velikosti (> 2 um); 2. pseudoplasmodium,

které je naopak jednojaderné a vnitini buiiky produkuji jednu az dvé spory. Plasmodium neni



pouze sporogonickou fazi, ale také aktivni formou, ktera pfijima potravu pomoci pinocytozy

(Feist et al. 2015).

Charakteristické morfologické znaky pro skupinu Myxozoa vyuzivané v taxonomii se
nachdzi na spofe. U myxozoi lze nalézt vice druhli spor. Spory jsou vétSinou
mikroskopickych rozmérii a obsahuji vysoce komplexni aparat, tzv. polové vldkno, které
neslouzi k pienosu sporoplasmy, ale jedna se o uchycovaci zafizeni, kterym se parazit
pfichycuje ke svému hostiteli. Poélovy vacek, ve kterém je stoceno polové vlakno,
a nematocysta jsou znaky spoleéné pro Myxozoa a volné zijici zahavce (Canning &
Okamura 2003).

Pro ultrastrukturu jednotlivych buné¢k myxozoi jsou charakteristické volné loZzené
ribozomy, mitochondrie s riznymi typy krist (tubularni, diskovité nebo ploché) a chybéjici
bicik a centrioly. Tato absence je vysvétlovana jako sekundarni ztrata béhem redukce téla

po dobu evolu¢niho vyvoje (Lom & Dykova 2006).
2.4 Zivotni cyklus a hostitelé

Ve dvouhostitelském zivotnim cyklu zastupcii myxozoi se stfidaji jako mezihostitelé
obratlovci a bezobratli jako definitivni hostitelé. Typické jsou spory sloZzené z n&kolika
bunék. V zivotnim cyklu skupiny Myxosporea dochazi ke sttidani vyvoje dvou odlisnych
typlt spor, myxospory u mezihostiteld a aktinospory u definitivnich hostiteld. U druhé

skupiny, malakosporei, nalezneme spory malakosporeového typu (Fiala et al. 2015a).

Myxosporeova infekce obratlovéich hostiteli (nejcastéji ryby) zacina prinikem
infekéniho améboidniho zarodku z aktinosporeové spory, ktery je do téla vpraven pies kiuzi
¢i zabry. Sporoplasma se dostava do intercelularniho prostiedi, zacina se utvafet
pro Myxozoa typicky utvar ,,buiika v bunce®, kdy se sekundarni bunky (vzniklé endogenn¢)
nachazi uvnitf primarni buniky (Hausmann & Hiilsmann 2003). Kolem generativnich jader
se tvori generativni buiilky. Mnozenim, obalovanim a naslednou diferenciaci téchto bun¢k
vznikaji spory. Tyto spory se uvolniuji béhem zivota moci ¢i zluci, ptipadné po smrti
mezihostitele, a napadaji hostitele definitivniho, ve kterém se vyviji odlisSnym zplisobem nez
v mezihostiteli. Spory myxosporeového typu uvolnéné z obratlovéiho mezihostitele
se dostavaji do stfeva nebo coelomové dutiny bezobratlého definitivniho hostitele.

Sporoplasma obsazena ve spoie se uvoliuje a po¢ina aktinosporeova faze, ktera zahrnuje



sexualni mnozeni a diferenciaci na aktinospory (EI-Matbouli & Hoffmann 1998).

e Myxosporeova spora (Obr. 1): Myxosporeova spora se Vyskytuje
u mezihostitele. Ma mikroskopické rozméry a je mnohobunécna. Typicky se
objevuje tvorba bunék v jiz vzniklé buiice, nésledné se jadra diferencuji
na vegetativni a generativni. Bunky generativni obklopuji bunky vegetativni.
Vznikaji spory tvofici se spolupraci né€kolika bun¢k s typickymi hladkymi
¢i strukturovanymi chlopnémi a pélovymi vacky, které vznikaji pfeménou
kapsulogennich bunék se sporoplasmou a vlastnim patogennim agens.

e Aktinosporeova spora (Obr. 1): Mnohobuné¢na spora S triradialni symetrii,
ttemi polovymi vacky a tfemi chlopnémi. Toto stadium vznika
v krouzkovcich a je infekéni pro mezihostitele, ktery se nakazi pii kontaktu

s volné plovoucimi sporami.
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" Gadimyxa
atlantica
Ellipsomyxa /7 > £ )

Ceratonova gobii

shasta

&>

Parwcapsu/a ;;,‘
minibicornis <
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AKTINOSPORA
Tetractinomyxon

Obr. 1: Spory myxozoi skupiny Myxosporea (ptevzato z Fiala et al. 2015a).

Zastupci mensi skupiny Malacosporea jsou parazité zijici Vv télni dutiné mechovek
(Bryozoa). Jedna se o Cervovité ,,vaky®, ve kterych se utvaii jednotlivé spory oznacované

jako malakosporeové spory. Malacosporea byla detekovana minimaln€ z 21 druhi rybich
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hostitelti (BartoSova-Sojkova et al. 2014). V rybim hostiteli vytvaii morfologicky uniformni

stadia kulovitého tvaru se dvéma bunkami, které obsahuji polové vacky (Kodadkova 2014).

e Malakosporeova spora: Tento typ spory ma mékké stény a je tvoten 2 ¢i vice

pélovymi vacky a sporoplasmami.

Jak uz bylo feceno vyse, nez dojde k samotné sporogonii, probihd u zdstupci
Myxosporea slozity presporogonicky vyvoj. Presporogonicka stddia se vyviji
Z aktinosporeové sporoplasmy. U mnoha druhli myxozoi neni tato ¢ast zivotniho cyklu
objasnéna. Vyvoj neprobihd v jedné konkrétni tkani, ale dochdzi k migracim a pfesuntim
v téle hostitele. Napt. u rybomorky Myxobolus cerebralis 1ze nalézt presporogonicka stadia
obratlovéiho hostitele v epidermis a v centralnim i perifernim nervovém systému. Tato stadia

migruji do obratll a lebecni chrupavky, kde nasledné¢ dochazi k prvni sporogonické fazi

(El-Matbouli & Hoffmann 1998).

U nami studovaného rodu je zdokumentovanym piikladem Sphaerospora truttae, kdy
dochazi k migraci ze vstupnich mist pfes krev do vnitinich organt; zde putuje
pravdépodobné necilen¢ do ledvin, jater a sleziny. Kromé ledvin, kde dochazi k proliferaci
a sporogonii, vymizi ze vSech organt (aktivace makrofagli) (Holzer et al. 2003).
Presporogonicka stadia v krvi mezihostitele jsou znama i u dalSich sférospor. Studovany
druh  Sphaerospora molnari ma téz potvrzena krevni presporogonicka stadia
(Eszterbauer et al. 2013; Holzer et al. 2014; Hartigan et al. 2016).

U zéastupcii malakosporei jsou zndma presporogonicka stddia v mechovkach,
a to u dvou druhti Buddenbrockia spp. a taktéz u Tetracapsuloides bryosalmonae (Canning et
al. 2002; McGurk et al. 2005; Canning et al. 2008). Tato stadia jsou améboidniho typu,
buiiky jsou jednojaderné, dé€li se a migruji hostitelem. Ptipadné dokézi tvofit vakovita ¢i
Cervovitd stadia. Vice o presporogonickych stadiich je toho znamo pouze u druhu
T. bryosalmonae. Presporogonické stadium je v tomto piipadé totozné se sporoplasmou,
ktera se nachdzi v malakosporeové spoie. Sklada se z primarni bunky, ve které je obsazena
sekundarni bunika. Béhem této faze dochazi k masivnimu déleni (Grabner & El-Matbouli
2008).

Rybomorky maji v mnoha pfipadech uzkou, obéas naopak velmi Sirokou specificitu.

Nekteré druhy jsou schopné napadat pouze urcity nebo blizce piibuzny hostitelsky druh.



Cech et al. (2012) zjistili, ze rybomorka Myxobolus alvarezae je schopna parazitovat pouze
u rodu Leuciscus. Striktni hostitelska specificita se také ukazuje u nami studovaného
hostitele Cyprinus carpio, na kterém parazituji napf. rybomorky Myxobolus dispar,
M. basilamellaris, M. cyprinicola, Thelohanellus nikolskii, ¢i Sphaerospora dykovae a nami
studovany druh S. molnari (Dykova & Lom 1988; Feist et al. 2015). Naopak nékteré druhy
maji velmi Sirokou hostitelskou specificitu, napi. Kudoa thyrsites dokaze infikovat ryby
dokonce z riznych fadt (Moran et al. 1999).

U rybomorek se neobjevuje pouze hostitelska, ale také tkanova ¢i organova specifita,
tim je mysleno misto, kde se vyvinou zralé spory, nikoli lokace, které jsou soucasti migracni
trasy parazitd. Jak ukazuji nékteré studie, vyvoj mnoha rybomorek tuzce souvisi
se specifickou tkani. Mnoho druhd rybomorek je uzce spjato s zabrami, kuzi, ledvinami,

mocovym méchyiem, krvi a podobn¢ (Feist et al. 2015).

2.5 Ekonomicky a hospodarsky vyznam myxozoi

Myxozoa jsou fazena mezi hospodaisky vyznamné patogeny ryb Vv chovech
i ve volné prirod€. VSechny druhy této skupiny jsou parazitické, ale pouze nékteré organismy
mohou mit vyznamny dopad na Zivot rybich hostiteli a zplsobovat masové uUhyny
I ekonomicky vyznamnych ryb. V soucasné dob¢ je velkym problémem neuplna znalost
napf. zivotnich cyklt, imunitnich odpovédi a vztahii parazit-hostitel. VSechny tyto nejasnosti

také ovliviiuji ekonomické ztraty v chovech ryb.

Myxozoa jsou piivodci velmi zavaznych onemocnéni, napt. zanétlivého onemocnéni
ledvin (PKD) zptisobované Tetracapsuloides bryosalmonae. V motich dokazi druhy rodu
Kudoa ovlivnit svalovinu ekonomicky vyznamnych druhi ryb, snizit produkci masa ¢i maso
znehodnotit. Ve sladkych vodach se vyskytuje druh Myxobolus cerebralis zptsobujici
tzv. vrtohlavost pstruhtd. Tento druh mize mit vliv na pokles populace voln¢ zijicich pstruht

(Feist & Longshaw 2006).

V soucasné dobé se ukazuje, ze ne vSechny nakazené ryby vykazuji znamky
onemocnéni, to znamend, ze kazdy hostitelsky jedinec méa odliSnou nachylnost k infekci
danym parazitem. Rizna mira onemocnéni mize byt zptisobena mnoha faktory, jak z pozice
hostitele (napt. specificka, protektivni imunita; genetické faktory), parazita (virulence, mira

specificity; slozitost vyvojovych cykli), tak z enviromentalniho prostiedi (teplota, pH vody),



ve kterém se hostitel a parazit vyskytuji (napt. Fontes et al. 2015).
2.6 Imunita

U ryb lze nalézt podobné imunitni mechanismy jaké jsou znamy u jinych tid
obratlovcu (Corbel 1975). Byly objeveny jak nespecifické, tak adaptivni mechanismy
imunitni odpovédi V reakci na myxozoarni infekci. U adaptivni imunity hraji nejvétsi roli
zejména specifické protilatky, u vrozené je imunita fizena pomoci lymfocytl, granulocytu,
fagocyt, NK bunék (natural killer cells) nebo komplementu. Specifické protilatky tvotené
hostitelem byly prokazany u infekci mnoha druhy rybomorek, napt. Myxobolus cerebralis
(Griffin & Davies 1978), M. artus (Furuta et al. 1993) (pfimo u nami studovaného
hostitelského druhu Cyprinus carpio) ¢i Enteromyxum scophthalmi (Sitja-Bobadilla et al.
2004). V nékterych piipadech se dokonce muZe objevovat Castecna ¢i uplna protektivni
imunita (Alvarez-Pellitero 2008). Pokud hostitel jiz jednou prodé€lal infekci rybomorkou
Tetracapsuloides bryosalmonae, pti dalsi nakaze se zotavuje rychleji (Ferguson & Ball 1979;
Gorgoglione et al. 2013). Stejné tak byla nalezena protektivni imunita proti Enteromyxum
scophthalmi (Sitja-Bobadilla et al. 2007).

Velmi zkoumanym odvétvim parazitologie je také vyvoj unikovych mechanism
parazita proti imunitni odpovédi. U zéastupci skupiny Myxozoa se objevuji rizné
mechanismy uniku proti imunitnim reakcim hostitelského organismu. Myxozoa mohou
uptfednostiovat Casti téla hostitele s menSim mnozstvim imunitnich bunck nebo S nizsi
imunitni odpovédi, ale také se schovavat do bun¢k svého hostitele. Jsou znamy piipady
imunosuprese a imunomodulace (Okamura et al. 2015). Krevni stadia studovaného druhu
Sphaerospora molnari unikaji bunééné imunité tak, ze se vyhybaji kontaktu s imunogennimi

bunikami v Krvi pomoci bunécného pohybu (Hartigan et al. 2016).
2.7 Sphaerospora molnari

Sphaerospora molnari je taxonomicky fazena do skupiny Variisporinae, ktera
ma typicky 1-2 polové vacky (zfidka 4), a velmi Casto se jedna o coelozoické druhy.
Na niz§i taxonomické urovni patii Sphaerospora molnari do celedi Sphaerosporidae
S typickymi sférickymi az ovalnymi sporami s pélovymi vacky lezicimi v roviné kolmé
na rovinu $vu (Lom & Dykova 2006). Rod Sphaerospora Thélohan, 1892 zahrnuje nékteré

rybomorky, které maji vyrazné patogenni projevy a vyznamny hospodarsky i ekonomicky
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dopad na chov ryb. Nejvice druhii rodu Sphaerospora jsou parazité kaprovitych ryb (napf.
Baska & Molnar 1988).

Pro rod Sphaerospora je typicka polokulovita az kulovita spora se dvéma chlopnémi
(Obr. 2). Povrch spory je bud’ hladky, nebo strukturovany s postero-lateralnimi vybézky.
Plasmodia jsou monosporicka ¢i disporicka (Jirkda et al. 2007). Rod zahrnuje zhruba 80
nominalnich druhii. Dnes je do n¢j jesté pfifazovano dalSich 18 druht, které diive pattily
do rodu Leptotheca (Gunter & Adlard 2010). VétSina z nich je coelozoickych a postihuji
zejména mocové cesty ryb a obojzivelniki (Lom & Dykova 2006). Typovym druhem rodu
Sphaerospora je druh S. elegans Thélohan, 1892, ktery byl popsan z ledvinovych kanalkt
koljusky ttiostné (Gasterosteus aculeatus). Podrobné¢ studovanym druhem je napf.
S. dykovae Dykova & Lom, 1982, ktery napada ledvinové kanalky kaprovitych ryb.
Sphaerospora je typickym polyfyletickym rodem, ktery odrazi taxonomicko-fylogenetické
problémy skupiny Myxozoa, u které se vyskytuje velké mnozstvi poly/parafyletickych
taxond (napf. Jirkd et al. 2007).

10 um

Obr. 2: Spory rodu Sphaerospora (Prevzato z Lom et al. 1983). 1. Sphaerospora carassii;

2. S. branchialis; 3. S. chinensis; 4. S. molnari.

Ptes ptibyvajici pocty sekvenovanych druhi jsou fylogenetické vztahy v rdmci rodu
Sphaerospora stale nejasné. Vroce 2007 byla ustanovena fylogeneticka skupina
Sphaerospora sensu stricto (Jirkt et al. 2007), ktera zahrnuje sférospory klastrujici spolu
s typovych druhem S. elegans a tvotici samostatnou linii ve fylogenetickém stromé myxozoi.
Zakladni linie skupiny jsou zndzornény na obrazku (Obr. 3), pficemz linie A zahrnuje
moiské druhy a linie B moiské i sladkovodni druhy (Bartosova et al. 2013). Do linie B
spadaji 4 druhy sférosporidnich rybomorek, které parazituji u kaprovitych ryb (Eszterbauer
et al. 2013). Sphaerospora sensu stricto také obsahuje druhy, které ptivodné byly zafazeny

do zcela jinych rodt (napft. S. formosa syn. Bipteria formosa, S. fugu syn. Leptotheca fugu
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nebo S. sparis syn. Polysporoplasma sparis) a jejich pfesun do rodu Sphaerospora byl

iniciovan zjisténim jejich fylogenetické pozice uvniti skupiny Sphaerospora sensu stricto.
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Obr. 3: Fylogeneticky strom zalozeny na 18S rDNA ukazujici Sphaerospora sensu stricto

jako sesterskou skupinu k motskym zastupcim Myxozoa s vyznacenou linii A linii B

(Pfevzato z Bartosova et al. 2013).

Charakter 18S rDNA u zastupc skupiny Sphaerospora sensu stricto je velmi

zajimavy. Sférospory maji nejdelsi sekvence 18S rDNA ze vsech eukaryotnich organismd,

a to vice nez 3,7 kbp (Jirka et al. 2007). Podobné je pozoruhodna délka zaznamenana i u

LSU rRNA gent (genu pro RNA velké ribozomalni podjednotky), u které je dokonce znama
délka vice nez 6,3 kbp (Bartosova et al. 2013).

Sphaerospora molnari je pomémé bézny endoparaziticky druh myXozoi, ktery

parazituje na zabrach a kiizi (tvofi spory), ale dokaze migrovat do dalSich tkani a organt
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u plidku kapra obecného (Lom et al. 1983; Novakov et al. 2015). S. molnari je druh
histozoicky na rozdil od vétSiny sladkovodnich druht rodu Sphaerospora, kteii jsou
coelozoicti, coz znamena, Ze obyvaji télni dutinu (napf. zlu¢ovy vacek, zlucovody ¢i mocové
cesty) a byvaji prichyceny k jednotlivym sténam organu, ¢i pluji ve volné tekuting.
S. molnari parazituje intercelularn¢ zejména v epitelovych buikach kiize a zaber (Lom et al.
1983; Eszterbauer et al. 2013).

2.7.1 Morfologie a Zivotni cyklus Sphaerospora molnari

Tento druh byl poprvé popsan v roce 1983 u kaprti obecnych z rybniki Jihoceského
kraje a z Dunaje. Spory maji polokulovity tvar velikosti 10,3-10,5 pm. Subsférické polové
vacky jsou stejné velikosti, pfiblizn¢ 4-5 X 44,5 um. Vldkno maji sto¢ené nejéastéji do
4 (vzacngji do 3 ¢i 5) volnych otacek rovnobézné €i lehce Sikmo loZené (ve vztahu k podélné
ose). Otacka na volném konci miva menSi praimér nez otacka v misté pfipojeni. Dvé
sporoplasmy zabiraji jen malou ¢ast celé spory (Lom et al. 1983). Krom¢ zralych spor byly
nalezeny spory o néco 8irsi, polové vacky byly ve znaéné vzdalenosti, misto aby lezely vedle
sebe. Piedpoklada se, ze jsou to nezrala stadia spor (Lom et al. 1983). Zralé spory zname
z kiize a z zaber, kde napadaji rozvrstveny epitel a zptisobuji 1éze. Presporogonicka stadia
jsou obsazena V Kkrvi a vkapilarach ledvin (Lom et al. 1983; Eszterbauer et al. 2013;
Hartigan et al. 2016).

Stejné jako u vSech popsanych sférospor ani u S. molnari nezname definitivniho
hostitele, mezihostitelem je kapr obecny. Presporogonickou fazi zivotniho cyklu jsou krevni
stadia, kterd jsou charakteristickd svym rychlym vrtivym pohybem a slouZi k pomnoZeni
parazita. V ramci sporogonické faze se v tkani vyskytuji tzv. pseudoplasmodia, kdy
se jednojaderna matecna bunka obsahujici 1-6 sporogennich bunék vyviji v jednu sporu.
Byly pozorovany také jednojaderné bunky, které maji v praméru okolo 3 um, ty by mohly
byt povazovany za Casnou proliferaéni fazi (Obr. 4). Jakmile je vytvofen sporoblast, neni
mozné detekovat hranice pseudoplasmodia (Lom et al. 1983). Ve sporoblastu se v kone¢né
fazi vyviji spora, kterd se uvoliluje do vodniho prostfedi a vyvoj pokracuje v nezndmém

definitivnim hostiteli.
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Obr. 4: Ruzna vyvojova stadia S. molnari. A, B — zrala spora; C — nezrala spora; D —
jednojaderna bunka — pravdépodobné nejjednodussi stadium; E — bunka s jednou
sporogonickou burikou; F — rana faze sporogonie — 4 sporogonické buiiky (Pfevzato z Lom

et al. 1983).

2.7.2 Lokalizace stadii Sphaerospora molnari u kapra obecného

vvvvvv

Sphaerospora molnari. Napi. Lom et al. (1983) popsali 11 kaprt piiblizné stejného stafi,
u kterych se rozvijela riznd mira infekce. V jednom ptipadé doslo k mirné infekci kize,
v ostatnich ptipadech se jednalo o infekci Zaber a Zabernich jam. Tato zaberni infekce byla

v 84 % doprovazena infekci kiize. U tii zvifat byla zjiSténa rybomorka v cirkulujici krvi.

Kuze je podle dostupné literatury (Lom et al. 1983; Eszterbauer et al. 2013; Novakov
et al. 2015) nejcastéji infikovana v okoli hlavy, ptipadné v piedni ¢asti téla. Druh S. molnari
také prokazatelné napada zabry (Lom et al. 1983; Eszterbauer et al. 2013, Novakov et al.
2015). Vyvijejici se stadia a zralé spory jsou na zabrach a ktzi lokalizovéana v epitelu téchto
tkani (Obr. 5). Stadia S. molnari rozptylené prostupuji Zabrami, piipadné dokazi tvorit velké
shluky. Pfi masivni infekci mize parazit kompletné nahradit interlaminarni bunééné vrstvy.
Shluky parazitii byly také nalezeny v epitelu lemujicim Zaberni dutinu. Na parazitovaném
epitelu byly prokazany dystrofické a dyskomfortni zmény, které mohou vést az k nekroze
tkané. Nekroticky rozpad tkané ma za nasledek uvolnéni parazita do prostiedi a jeho dalsi
Sifeni (Lom et al. 1983). Ryb¢, ktera ma napadené zabry druhem S. molnari, mize tento
parazit neptimo zpusobit toxické nekrozy zaber, bakterialni nekrozy a také nekrozu, ktera je

zpusobena piimo parazitarni invazi S. molnari.
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Obr. 5: Zabry kapra infikované rybomorkou Sphaerospora molnari (© Dr. Astrid Holzer).

Stadia tohoto parazita mohou byt nalezena v cirkulujici krvi, kromé zralych spor
(spiSe vyjimecna lokalizace, napt. kdyz jsou zralé spory vytlaceny z infikovanych bunék
na zabrach, a tim padem vstupuji do krevniho fe¢i$t¢) mohou byt v Krvi obsazena také rizna
vyvojova stadia, napt. pseudoplasmodia s jednou sporogonickou buitkou (Lom et al. 1983).
Krevni stadia se také podafilo vyizolovat a molekularné potvrdit, 1 kdyZ nebyla prokézana
mikroskopicky (Eszterbauer et al. 2013). Krevni stadia (Obr. 6) jsou charakteristicka svym
vrtivym pohybem, ktery je vyvolan bez bun€k asociovanych s tubulinem (jako napt. bi¢ik
¢i cilie). Tento typ pohybu je naprosto vyjimecny mezi vSemi pohybujicimi se buiikami
a vyuzivd aktinomyosinové ,maSinérie” s aktiny, které jsou velmi odliSné od ostatnich

popsanych cytoplasmatickych aktinti (Hartigan et al. 2016).

Obr. 6: Krevni stadium S. molnari: primarni buiika se dvéma sekundarnimi bunikami

(Pievzato z Hartigan et al. 2016).
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Pojmanska et al. (1998) uvadéji, ze druh S. molnari také dokaze napadat ledviny
a pusobit velmi zavazné zanétlivé onemocnéni ledvin u rybiho hostitele. Eszterbauer et al.
(2013) publikovali fotografie, kde jsou viditelna vyvojova (prolifera¢ni) stadia v kapilarach

ledvin a také v parenchymu.

2.8 Hostitelsky druh — Cyprinus carpio

Cyprinus carpio je nejcastéji se vyskytujici ryba z ¢eledi Cyprinidae. Tento druh
pochézi z mirné tekoucich vod Evropy a Asie, v souc¢asné dob¢ je introdukovany na vSechny
zbyvajici kontinenty, krom¢ Antarktidy. Pivodni volné Zzijici forma se vyskytuje zejména
v povodi Dunaje. V nékterych castech svéta je kapr velmi cenénou rybou slouzici
jako potrava, Vv jinych ¢astech svéta (napt. Australie) pak velkym Skudcem, a to z divoda

ni¢eni puvodnich ekosystému (Kottelat & Freyhof 2007).

cey

Vétsina dnes chovanych kaprt je vyslechténych, ptivodni forma divoce Zijiciho kapra
se vyskytuje velmi vzacné. Zije zejména v tekoucich vodach (oproti §lechténym kaprim,
Slechténé formy jsou roizné v mnoha ohledech: proporce t&la, Supiny, rychlost ristu
a podobné. Slechténi mé pro lidskou populaci velky vyznam, protoze $lechténé linie rychleji
rostou, jsou odolnéjsi viici nemocem a jejich chov je mnohem ekonomictéjsi. Délka jeho tcla
se bézné pohybuje okolo 30 centimetril, ale jsou k vidéni i1 kapfi s délkou okolo jednoho

metru (Kottelat & Freyhof 2007).

ey

Dospélci divoce zijiciho kapra obyvaji hluboké, pomalu tekouci i stojaté vody, jako
Jsou nizinné feky a velka jezera, kde se zivi bentickymi organismy a rostlinnym materialem.
Nejaktivngjsi jsou za soumraku a za svitani. Dospélci ¢asto migruji kviili tfeni, vyhledavaji
vhodna slepa ramena a zaplavované louky. Kapr je polygamnim organismem, samici vzdy
nasleduje né€kolik samcii. Samice kladou vice neZ jeden milidon vajicek v jedné sezoné.
Vajicka jsou cCasto pfilepena na vegetaci a cely vyvojovy cyklus je ovliviiovan sezonnimi
zéplavami. Z oplodnénych vajicek se lihne pladek zhruba za 4 dny, ale pfeziva jen ve velmi

teplé a mélké vod¢ zarostlé vegetaci. Regulace fek, ale také vznik novych kiizenci,

zpusobuji soustavné snizovani voln¢ zijicich populaci (Kottelat & Freyhof 2007).

Kapr obecny je cCastym hostitelem parazit, ale také virovych, houbovych
a bakterialnich infekci. Piscicola geometra (Anellida: Hirudinee) parazituje zejména na kizi

a zabrach riznych kaprovitych ryb, pfisava se svoji velkou ptisavkou a saje krev (Pellegrini
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et al. 1980). Z dalsich paraziti nelze opomenout kapiivce Argulus foliacea (Crustacea:
Branchiura), Ichthyophthirius multifiliis (Ciliophora) (Hines & Spira 1974), Trypanoplasma
borreli (Euglenozoa: Kinetoplastida) (Jones et al. 1993) a mnohé dalsi. Velmi problematické
pro kapry jsou i rybomorky. Kromé druhu Sphaerospora molnari parazituje na kaprovi
asi dal$ich 14 druhd rybomorek, napi. Sphaerospora dykovae (Eszterbauer & Székely 2004),
Thelohanellus nikolskii (Desser et al. 1983), Myxobolus artus (Ogawa et al. 1992)
¢i Myxobolus balatonicus (Székely et al. 2015).
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3 Material a Metody

3.1 Infekéni pokus

Infekéni pokus je soucasti Sirsiho projektu. Vzorky byly ziskavany z kapra obecného
Cyprinus carpio, ktery byl nakazen rybomorkou Sphaerospora molnari. Byl zkouman
prubéh celé infekce veetné lokalizace parazita v riznych tkanich. Soucasti projektu bylo také
méfeni mnozstvi bilych 1 Cervenych krevnich bun€k a rGzné reakce imunity hostitele.
Pro lokalizaci a kvantifikaci parazita bylo zvoleno 6 druht hostitelské tkané: krev, zabry,

ledviny, jatra, svalovina a kize (od 28. dne pokusu).

Pladek kapru (specific pathogen-free — SPF) byl ziskan z Fakulty rybaftstvi a ochrany
vod Jihoceské univerzity ve Vodnanech. Oplodnéna vajicka sexualné dospélych kapri byla
odebrana béhem reprodukéniho obdobi v dubnu roku 2015. Tato vajicka pochazela
z n€kolika dospélcl. Vajicka byla inkubovana tyden pied zacatkem lihnuti. Do 24 hodin
po vylihnuti byli kapii posbirani a pfevezeni do akvarii Parazitologického Ustavu, BC AV
CR. 93 kaprt putovalo do recirkulaéniho systému, ve kterém byli krmeni komeréni stravou.
Voda byla udrzovéana pii 21 £1 °C. V 1 roce v€ku byly tyto ryby vyuzity pii infek¢nich

nékazach krevnimi stadii S. molnari.

Tato krevni stadia (infekéni davka) pochézela z jednoletych kapri z rybniku Mala
Outrata (Vodnany). Kapfti byli usmrceni pomoci hiebickového oleje a celé mnozstvi krve
bylo odebrano punkci z ocasni Zily pomoci heparinizované injekéni stiikacky. Krev 13 ryb
byla dana do ty¢inek na hemokrin a ty nasledné centrifugovany pti 5000 g po dobu 3 minut.
Vrstva obsahujici krevni stadia S. molnari byla oddélena a ziedéna plasmou. Krevni stadia
byla pocitana v Biirkerové komdirce. Objem 40 ul, ktery se rovnal 14 800 paraziti, byl

peritonealné injikovan do kaprt, ktefi byli ur€eni k infekénimu pokusu.

Infek¢ni pokus probihal celkové na 93 rybach druhu Cyprinus carpio stejného stafi.
57 z nich bylo nakazeno druhem Sphaerospora molnari. Nakaza prob¢hla injekéné do
peritonealni dutiny, kazdy jedinec byl nakaZen 14 800 parazity. Kontrolni jedinci byli
injikovani PBS (Phosphate Buffered Saline). V kazdém case (den 1, den 2, den 4, den 7,
den 14, den 21, den 28, den 35, den 42, den 49, den 56, den 63) bylo vypitvano
5 infikovanych (v ¢ase 56. den 3 a v Case 63. den 4 infikované ryby) a 3 kontrolni ryby.
Odbéry zahrnovaly celkovou hematologii (diferenciaci krvinek, koncentraci hemoglobinu,
odbér vzorkli DNA a né€kolika organt pro kvantifikaci parazitii a genovou expresi imunitni

odpovedi).
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V tomto ur¢eném case pro moji diplomovou praci byla odebrana z kazdého jedince
krev, zabry, ledviny, jatra, svalovina a kize (od 28. dne po infekci). VSechny ziskané vzorky
byly podrobeny nejprve ,,prescreeningu® a nasledné kvantitativni analyze, ktera popisuje

prab¢h infekce v riznych tkénich. Seznam vzorkt je shrnut prilohach (Piloha 1).

3.2 Izolace DNA

Izolace DNA probihala pomoci klasické fenol-chloroformové metody popsané v roce
1956, ktera je zalozena na ucincich fenolu, ktery je schopen denaturovat a precipitovat
proteiny v daném vzorku vodného roztoku (Kirby 1957). DNA a RNA jsou oddéleny
od roztoku fenolu, chloroformu a vodné faze, proteiny vytvareji prstenec mezi témito

fazemi.

Kousek tkané byl vlozen do 400 pl Buffer TNES urea (pH= 8; 10mM Tris-HCI,
125mM NaCl, 10mM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), 0,5% sodium dodecyl
sulphate (SDS), 4M urea). Do kazdého vzorku byly ptidany 4 ul proteinazy K (100ug/ml)
a tato smés byla inkubovéna pii 55 °C pfes noc. Nasledn¢ bylo pridano 400 pl fenolu.
Smésny roztok se michal ota¢enim zkumavek po dobu 5 minut a nasledné byl centrifugovan
(9000 g) po dalSich 10 minut. DoSlo k odd¢€leni dvou fazi a jedné interfaze. Nejsvrchné&jsi
faze obsahujici DNA (pfiblizn€¢ 330 pl) byla oddélena do novych zkumavek a bylo dodano
400 pl chloroformu. V dal§im kroku byly vzorky opét otaCenim 5 minut michany a nasledné
10 minut centrifugovany. Opét se vytvorily dvé faze a jedna interfaze. Vrchni vrstva
obsahujici DNA (pfiblizné 330 pl) byla ptepipetovana do novych zkumavek. Do kazdé
zkumavky byly pfidany 2 pl RNazy A (50 pl/ml) a nasledné probihala inkubace po 1 hodinu
pti 37 °C. Po probéhnuti inkubace byl pfidan do kazdé¢ zkumavky 1 ml vychlazeného
92% ethanolu (-20 °C). A nasledné probéhla dalsi centrifugace pii 14 000 g po dobu
10 minut. Na spodu zkumavky vznikl pelet obsahujici DNA. Ethanol ze zkumavek byl
odstranén vylitim, a nasledné vysuSenim v termobloku pii 55 °C. DNA byla

rozsuspendovana ve 300 pl deionizované vody.

3.3 Semi-kvantitativni analyza / prescreening

Prescreening byl proveden pomoci klasické PCR. Polymerazova fetézova reakce
(PCR) slouzi k amplifikaci neboli namnozeni daného useku DNA do velkého mnozstvi kopii

(Alberts et al. 2013).
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Reakéni smés (MasterMix) pro amplifikaci piislusného genu byla piipravovana
z dil¢ich chemikalii: deionizované vody, reakéniho pufru, nukleotidii, primerti a piislusné
polymerazy (Tab. 1). Tato reakéni smés byla rozplnéna do jednotlivych mikrozkumavek
po 9 ul a nasledné byl pfidan 1 ul extrahované DNA (do mikrozkumavek s negativni

kontrolou byl piidavan misto DNA 1 ul deionizované vody).

Tab. 1: Slozeni PCR reakéni smési.

Konf:entrace Finalni koncentrace Jedna reakce PCR
zasoby
Deionizovana voda 7,35 ul
Pufr 10x 1x Lul
dNTP 10 mM 0,2 mM 0,2 ul
Primer forward 25 mM 0,5 uM 0,2 ul
Primer reverse 25 mM 0,5 uM 0,2 ul
Titanium polymeréaza SU/ul 0,25 pU 0,05 pl
DNA templat 1ul
Celkové mnozstvi 10 ul

Dle studovaného genu pro 18S rDNA u S. molnari byly zvoleny specifické primery
Smol930 a Smol1363 (Tab. 2) (navrhla Dr. Astrid Holzer).

Tab. 2: Sekvence pouzitych primert.

Primer Cilovy gen sekvence 5"— 3’

F primer Smol930 18SrDNA | AAAACAGCCCGGCACCAGCATCTC

R primer Smol1363 18S rDNA CCAGCGGCGACATATCATCATTCT

Dle danych parametrii byl vytvofen a nésledné optimalizovdn program pomoci
gradientové PCR (Tab. 3) v cykleru (Bioer). Pro nasedani primer byla zvolena optimalni
teplota 65 °C.
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Tab. 3: Optimalizovany program pro amplifikaci.

Denaturace 95 °C po 3 min
30 cyklt amplifikace 94°Cpo50s

65°Cpo50s

72°Cpo30s

Finalni extenze 72 °C po 4 min

PCR produkty byly rozdéleny pomoci gelové elektroforézy. V prvni tadé¢ byl
ptipraven 1% roztok agarozy, ktery se sklada z agarozy a 0,5% TAE pufru (TRIS-acetatovy
pufr). Roztok agarézy a pufru musel byt zahiat v mikrovinné troub¢, aby se agardza
rozpustila. Po naliti do vanicky byly pfidany cca 3 pl Ethidium bromidu. Po utuhnuti byl gel
vloZzen do elektroforézové vani¢ky, do jamek byl napipetovan PCR produkt v celkovém
objemu 10 pl. Do jedné z jamek bylo pfidano 5 ul 100 bp zebticku. Zdroj pro elektroforézu
byl nastaven na 100 V.

Vysledné prouzky byly podrobeny semi-kvantitativni analyze vSech vzorki, kterad
spocivala v rozdéleni ziskanych hodnot do tabulky podle intenzity (0- zadny prouzek,
5 — velmi silny prouzek) (Obr. 7) a tyto vysledky byly nasledné statisticky zpracovany
pomoci programu Statistica v. 12.0 software (Statsoft, Inc., Tulsa, OK, USA).

- -
- e
4 5

Obr. 7: Vyhodnoceni prouzkt dle intenzity.

3.4 Kvantitativni analyza pomoci qPCR

Pro kvantitativni stanoveni intenzity infekce v jednotlivych rybich hostitelich byla
pouzita qPCR (kvantitativni PCR) a program navrzeny specificky pro parazita Sphaerospora
molnari a jeho hostitele kapra obecného. JPCR je metoda zalozena na klasické PCR,

ale vpribéhu této reakce je umoznéno sledovat kvantifikaci dané casti genu (DNA)
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v realném case. Detekce mnozstvi je zalozena na fluorescen¢nich sondach, které se vazi
na pritomné useky DNA, fluorescence je vyzafovana az po navazani na piisluSnou DNA.
Mnozstvi (hladina) fluorescence odrazi mnozstvi DNA pfitomné v daném vzorku (LabGuide

2014).

V tomto ptipadé byly jako sondy (proby) vyuzity tzv. TagMan, coZ jsou hydroliza¢ni
dudlné znacené sondy zalozené na zékladé¢ 5'—3' exonukleazové aktivity Taq DNA
polymerazy. Na 5' konci nesou reportérovy fluorofor, na 3' konci molekulu zhasece. Sonda
se specificky vaze mezi reverse a forward primery. Sonda se rozklada pomoci
exonukleazové aktivity Taq polymerazy. Fluorofor je separovan a dochazi k emisi

fluorescence (Obr. 8) (LabGuide 2014).

Florofor Zhazed

Forward primer e sonda

1 Sonda pfipravena
Vyzafeni floroforu je blokovano

pomoci zhasede

«flmm Reverse primer
‘:Elor'c:for ) Zhaged
Tyzafeni , . .
’ \/ 2 Polymeraza ma exonukledzovou
F d ori \sonda aktivitu, kterou dokaZze odstépit
"Z’
orward primer e florofor

«fjmm Reverse primer

Obr. 8: Funkce TagMan sondy béhem qPCR (Zpracovano dle LabGuide 2014).

Vyizolovana DNA obsahovala smésnou DNA z kapra a z parazita. Vzhledem k typu
vzorkll a moznosti ziskani dat, které jsme se snazili kvantifikovat, bylo vyuzito metody
relativni kvantifikace. U relativni kvantifikace se pouziva tzv. vnitini kontrola. Jako vnitini
kontrola jsou nejéastéji pouzivany geny, jejichz pocet kopii v pfislusném genomu je totozny
u vSech testovanych vzorki. V piipadé vzorku S. molnari bylo vyuzito specifickych primera
pro 18S rDNA, u vzorku pro C. carpio byly pouzity specifické primery pro beta-aktinovy

gen. Prave beta-aktin slouZil jako vnitini kontrola.

DNA musela byt nejprve pripravena pro qPCR. Bylo tieba, aby koncentrace byla

stejnd, a to 100 ng/ul. Vzorky s vyssi koncentraci byly ve spravném poméru ziedény. Pokud
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byla koncentrace nizsi nez 100 ng/ul, vzorek nebyl nijak fedén a byla vyuzita celkova mozna
koncentrace. Vyhovujicich vysledkii je mozno docilit pii koncentraci nad 20 ng/ul,

tato koncentrace byla namétena u vSech vyizolovanych vzorku (viz Ptiloha 2).

Pro PCR reakci byla vytvoiena reakéni smés podle tabulky (Tab. 4) s vyuzitim
LightCycler® TagMan® Master od firmy Roche (obsahuje FastStart Taqg DNA polymerazu).

Tab. 4: Slozeni reakce qPCR, hodnoty uvedeny pro jednu reakci.

Koncentrace zasoby | Finalni fedéni | 18S rDNA (ul) a beta-aktin (ul)

LC probe Master - - 12,5
F primer 20 nM 10 uM 1
R primer 20 nM 10 uM 1
FAM-BHQL1 probe 0,1 mM 5uM 1

(sonda)

Deionizovana voda - - 45

DNA 100 ng/ pl 5

Primery specifické pro 18S rDNA S. molnari a pro beta-aktin C. carpio byly
navrzeny pomoci programu Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3/) (Tab. 5).

Tab. 5: Sekvence ptislusnych primeri.

Primer Cilovy gen sekvence 5'—3'

gPCR 18S Smolnari F 18SIDNA | TGCTGTGTGACGTGTGTCC

gPCR 18S Smolnari R 18S rDNA | ATGCATGTGTGAGCGTGATT
gPCR beta-actin carp F beta-aktin | GATTCGCTGGAGATGATGCT
gPCR beta-actin carp R beta-aktin | AATTATTGGGCAGCCTGAAA

Dale byly navrzeny specifické sondy s modifikaci FAM-BHQ1 na principu TagMan

sond (Tab. 6), taktéz pomoci programu Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3/).
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Tab. 6: Sekvence ptisluSnych sond.

Sonda Sekvence 5'— 3’
gPCR sonda S. molnari s FAM-BHQ1 GCCTGTGCTCAATGTAGCAC
gPCR sonda C. carpio s FAM-BHQ1 CCCCAGACATCAGGTGAGAA

Reakéni smés byla rozplnéna do jamek na 96-ti jamkovych bilych desti¢ckach
po 20 ul a nasledné bylo ptidano 5 pl DNA. Pro vétsi pfesnost a spravné zjisténi Ct hodnot
a nasledné kvantitativni stanoveni byl kazdy vzorek analyzovan v duplikacich jak pro 18S
rDNA, tedy prokazani S. molnari, tak v duplikacich pro beta-aktin (vnitini kontrola). Dale
v kazdém béchu byly Vv duplikacich ptfiddny pozitivni a negativni kontroly (Obr. 9). Jako
negativni kontrola byla zvolena reakéni smés, do které byla misto DNA ptidana
deionizovand voda. Jako pozitivni kontrola byla pouzivana vyizolovand DNA spor

vvvvvv

pro dany vzorek byla opakovana.
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Obr. 9: Tlustrace ptipravy 2 vzorkd.

Optimalizovany program pro kvantifikaci se skladal ze dvou ¢asti: 1. denaturace
pti 95 °C po dobu 10 minut, 2. 50 cykld amplifikace, kterd zahrnovala denaturaci pii 95 °C
po dobu 15 sekund a annealing 60 °C po dobu 1 minuty. Reakce probihala na pfistroji Light
cycler 480 (Roche), monitorovdna a vyhodnocena byla pomoci programu Light cycler 480

Software Release 1.5.0 SP4 (Roche).
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3.5 Zpracovani ziskanych hodnot

Pti ziskavani hodnot pfi kvantitativni PCR je nejdtlezitéjsi Ct hodnota, ktera vychazi
z prahové hodnoty cyklu (Obr. 10), tedy hodnoty, kdy zafind dochédzet k nartstu
fluorescence vzhledem k danému pozadi. Tato hodnota je ¢islem cyklu, ve kterém dochazi
K nartistu fluorescence. Cim je Ct hodnota niZsi, tim vice bylo do reakce dodano templatové
DNA.

03 «— Exponencidlnd faze —»
3
Plateau faze

3]

0.2
g 0
3]
(2]
]
=
g Ct hodnota
o1

prahowa linie
10 20 30 40
Cyldus

Obr. 10: Pribéh gPCR (Zpracovano dle Labguide 2014).

Jiz pfedem bylo znamo, Ze mnozstvi DNA ryby a parazita ve vzorku neni shodné.
Jinymi slovy, byla snaha zjistit relativni pocet paraziti ve vztahu ke stejnému poctu
hostitelskych bun¢k v kazdém vzorku. Ziskan¢ Ct hodnoty byly piepocteny
na normalizovany expresni pomér (NEP, v naSem piipadé R), ktery je vypocten jako pomér
mocnin, kde mocnitelem jsou hodnoty cilové a referen¢ni efektivity (E) a mocnéncem
ziskané pramérné Ct hodnoty. V kazdém ,,béhu“ PCR byl pouzit referen¢ni vzorek jako
kontrola. Tato referen¢ni kontrola byla pouzita jako srovnavaci hodnota mezi jednotlivymi

,behy* qPCR.

Ct (C.carpio)
R = (E referenéni )

(Ecﬂm-'é ] Ct (5. molnari)
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Ze ziskané hodnoty R bylo vypocitdno Rn nebo také normalizovana zaznamenana

hodnota. Rn je vypocitano z nejvyssi dosazené hodnoty R pro dany soubor dat.

Rn= R (dany vzorek)

nejvyssi dosazené R

Z diavodu lepsi piehlednosti relativni kvantifikace bylo toto ¢islo (Rn) vynasobeno

100. Vyslednou miru relativni kvantifikace tedy pfedstavuji procenta.

Ziskand data byla statisticky zpracovana v programu Statistica v. 12.0 software
(Statsoft, Inc., Tulsa, OK, USA). U grafu zavislosti relativni miry parazitace na Case
s pribéhem infekce byly zvoleny jako chybové useCky + 1SE (standard error of the
mean = stfedni chyba priiméru), kterd se v tomto ptipad¢ zdéla jako nejvhodnéjsi a nejcastéji
uzivanou charakteristikou ptesnosti odhadu priméru. Jedna se o smérodatnou odchylku
vybérového priméru jako ndhodné veliCiny, tzn. SE oznacuje, jak moc se ziskany prumér

vybéru mize lisit od ziskané sttedni hodnoty daného zékladniho souboru a vypocte se jako:

Sx

Jn

kde Sx je smérodatna odchylka vzorku a n je velikost vybéru. ZvySeni presnosti SE lze

SE =

dosahnout zvétsenim vybéru n (Lep$ & Smilauer 2016).
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4 Vysledky
4.1 Lokalizace

K prukazu ptfitomnosti parazita Sphaerospora molnari byla pouzita svételna

mikroskopie a molekularni metody (klasicka PCR, kvantitativni PCR).

Mikroskopicky byla krevni stadia S. molnari poprvé zaznamenana 21. den
po nakazeni, od 28. dne po nakazeni se vyskytovala pravidelné. Krevni stddia jsou
mikroskopickym vySetfenim velmi snadno detekovatelnd z divodu jejich extrémni
pohyblivosti. Mikroskopicky byla vysetfovana pouze krev. Divodem je velmi obtizny

a nespolehlivy mikroskopicky zachyt vyvojovych stadii v jinych tkanich.

Molekularné byla Sphaerospora molnari detekovana ve v§ech studovanych organech,
tzn. na kazi, na zabrach, v Krvi, v ledvinach, v jatrech a také ve svaloviné (Obr. 11). Pomoci
klasické PCR byla infekce potvrzena od 14. dne, a to ze vSech studovanych organii. Podle
vysledkiit JPCR byla infekce prokazatelna jiz od 7. dne nékazy, a to v krvi a svaloving,
Vv ostatnich tkanich pak od 14. dne nakazy.

Obr. 11: Ukazka vysledné vizualizace s pozitivnimi i negativnimi vzorky: BL = krev, GL =
zabry, KI = ledviny, LI = jatra, MUS = svalovina, con. = pozitivni kontrola. VVzorky 67 BL,

GL = negativni kontrola, neinfikované ryby.

4.2 Semi-kvantitativni stanoveni mnoZstvi parazita / prescreening

Nejdiive byly jednotlivé fragmenty DNA amplifikovany pomoci PCR a nésledné
probéhla jejich vizualizace pomoci agardzové elektroforézy. Vysledny produkt mél 457 bp,

Viz vySe pozitivni kontrola na pfilozené vizualizaci (Obr. 11 v kapitole 4.2).

Podrobné vysledky prescreeningu pomoci klasické PCR jsou shrnuty v ptilohach
(Ptiloha 2).
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Z vysledkii byl vytvotfen graf zavislosti odhadované miry parazitace na cCase
(Obr. 12), ktery ukazuje mozny prubéh infekce v ¢ase v jednotlivych organech. Negativni
kontrolni ryby do grafi nebyly zahrnuty, slouzily pouze jako kontrola. VSechny tyto kontroly
byly prokazateln¢ negativni. Stejné tak nejsou zahrnuty hodnoty pied 14. dnem, které byly

také negativni.

mira parazitace

[ralea) gri]

4 @ Krev
{18 Zabry
[@ Ledviny
[ Jatra

0 l= lﬁ] ,_.,_.n+ Svalovina

Den14 Den2l Den28 Den35 Den42 Den49 Den56 Den63 Kaze

Obr. 12: Orienta¢ni pribéh infekce parazita S. molnari v zavislosti na ¢ase v krvi, zabrach,
ledvinach, jatrech, svaloviné a kizi hostitele kapra obecného s vyznacenim chybovych

usecek £1SE.

Pribéh infekce v rlznych organech se projevoval odlisné. Parazit se ukazoval
od 28. dne po infekci v krvi se dvéma vrcholy, az do konce testovani. Oproti tomu se
S. molnari vyskytovala na zabrach jiz od 14. dne. Vys$§i mira ndkazy byla pozorovana
od 35. dne a na konci pokusu infekce Kklesala. Infekce byla prokazana i v dal$ich
studovanych organech. V ledvinach se parazit objevuje jiz od 14. dne. Vys$8i mira infekce
byla pozorovana od 28. dne, nejvyssi pak 56. den po infekci. Vys$§i mira parazitémie
v jatrech byla objevena 28. den, nejvyssi pak 42. den po infekci, poté klesala. Ve svaloviné
se studovana sférospora vyskytovala od 14. dne. Vy$$i mnozZstvi parazitli bylo pozorovano
od 35. dne, nejvyssi pak 56. den po infekci. V 63. den, kdy koncilo sledovani ryb, byla mira

infekce stale pomérné vysoka.
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Infekce parazitem S. molnari je prokazatelna pomoci semi-kvantitativni analyzy
nejdiive v jatrech, ledvinach, zabrach a svaloving a to od 14. dne po infekci. Nejvyssi mira
a Vledvinach. Ve svalovin¢ se parazit udrzuje az do konce pokusu. Klasickd PCR byla

zavedena pouze jako prescreening.

4.3 Kvantitativni stanoveni mnoZstvi paraziti

Kvantitativni stanoveni mnozstvi paraziti bylo provedeno pomoci qPCR. Vysledné
Ct hodnoty 18S rDNA parazita byly vztazeny k Ct hodnotach beta-aktinu kapra
a prepocitany na relativni miry parazitace v procentech (stazené k hodnotam ve vyslednych

grafech).

Ze ziskanych hodnot (Pfiloha 2) byly vytvoieny 2 grafy. Prvni z grafii (Obr. 13)
ukazuje pouze dvé ze studovanych tkani — zabry a kizi. V téchto organech za béznych

enviromentalnich podminek probiha sporogonie.
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Obr. 13: Zavislost relativni miry parazitace na zabrach a kazi (%) a na Case s vyznacenim

+ 1SE.
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Z grafu (Obr. 13) lze vycist, ze vyssi relativni mira parazitace byla detekovana
na zabrach. Infekce zacCala vzrustat a to od 14. dne po infekci. Nejvyssi relativni mira infekce

se objevuje ve 42. den (stejné jako u ostatnich organt — viz graf (Obr. 14)).

Druhy graf, ktery byl vytvofen, je grafem souhrnnym. Lze vidét zavislost relativni
miry parazitace na Casech ve vSech studovanych organech (Obr. 14). Nejsou zahrnuty

vzorky kiize a hodnoty vzorki pfed 7. dnem, jelikoz byly negativni.
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Obr. 14: Zavislost relativni miry parazitace krve, zaber, ledvin, jater a svaloviny v % na Case

s vyznacenim chybovych usecek + 1SE.

Na zacatku se nejvyssi mira parazitace objevuje v Krvi a pribéh tvoii dva vrcholy
(28. a 42. den), poté ve svaloviné a dal$ich studovanych tkanich a organech (Obr. 14).

Nejvyssi mira parazitace byla detekovana v jatrech. Nejdéle se paraziti udrzuji ve svaloving.
4.4 Porovnani hostitelskych jedinci

Kazdy hostitel je individualni jedinec s individualnimi vlastnostmi a infek¢ni nakazy

se u n&j vyviji odlisSnym zplisobem. Na zakladé ziskanych dat (QPCR) byl vytvoien graf
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(Obr. 15), ktery porovnévé hostitelské jedince mezi sebou, ale také rozdily v samotném

vvvvvv

negativni.

50 t

40 |

30

20t

1t

E’]Eij Ellm o P EI] |1|E|J

OJDDDDDDDDD, o

Relativni mira parazitace (%)

mDben7

1 @ Den 14

dfDen 21
dDen 28
HDen 35
o T Den 42
EDen 49

28 30 32 37 39 44 46 48 53 56 61 63 68 70 72 77 79 84 86 91 93 Fpens6

29 31 36 38 40 45 47 52 54 60 62 64 69 71 76 78 80 85 90 92
Ryba

dDen 63

Obr. 15: Relativni mira parazitace vSech organt v jedincich S vyznafenim +ISE. Jedna

chybova usecka = jeden hostitel. Barevné odliSeni jedinci, ktefi byli zkoumani v jeden

Casovy usek.

Vyse uvedeny graf (Obr. 15) byl vytvofen z vysledki qPCR. Ve 35., 42., 49. den

od ndkazy jsou vidét patrné rozdily mezi jedinci. Nektefi hostitelSti jedinci nereaguji na

podani parazitil a infekce se u nich rozviji ve velmi malé mire, ale rozviji.

4.5 Porovnani zachytnosti metod

V tomto pokusu bylo vyuzito pIlné optimalizovanych programu pro qPCR a taktéz

pro klasickou PCR. Zachytnost vyplyvajici z vysledkd (kapitola 4.2 a 4.3) je shrnuta

Vv tabulce nize (Tab. 7). Do celkové zachytnosti nejsou zahrnuty kontrolni neinfikované

vzorky tkéni.
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Tab. 7: Shrnuti vysledkt detekce parazita Sphaerospora molnari v porovnani s celkovym

poctem validnich vzorki. Procenta zaokrouhlena na dvé desetinna mista.

Klasickd PCR gPCR
Celkové 34,62 % (108/312) 57,33 % (172/300)

Krev 29,83 % (17/57) 54,72 % (29/53)
Zabry 36,84 % (21/57) 54,55 % (30/55)
Ledviny 35,09 % (20/57) 57,14 % (32/56)
Jatra 33,33 % (19/57) 55,56 % (30/54)
Svalovina 36,84 % (21/57) 51,79 % (29/56)
Kuaze 37,04 % (10/27) 84,62 % (22/26)

Z poctu pozitivné detekovanych vzorkl vyplyva, ze gPCR byla schopna detekovat
vetsi mnozstvi pozitivnich vzorkl (57,33 %) oproti klasické PCR (34,62 %), tyto vysledky
jsou srovnatelné ve vSech studovanych tkanich. Nejvyssi rozdil v zachytnosti je vidét
u vzorkl kuze, kde se mira parazitace pohybovala na velmi nizkych hodnotéach (viz kapitola

4.3 nebo Ptiloha 2).

gPCR byla schopna detekovat parazity jiz od 7. dne po nakaze. Klasicka PCR
zaznamenala parazity az od 14. dne po infekci. 21. den po infekci PCR vyhodnotila v§echny
studované vzorky jako negativni (kromé jednoho). Oproti tomu, gPCR detekovala parazity

u vsech ryb; to poukazuje na daleko vyssi citlivost gQPCR (v tomto ptipade¢).
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5 Diskuze

5.1 Prabéh infekce parazitem Sphaerospora molnari

V predlozené magisterské praci byl zmapovan prubéh infekce rybomorky
Sphaerospora molnari. Jedna se o jednu z prvnich studii, ve které byl studovan prab¢h
infekce (zvlasté presporogonicky vyvoj) parazitickou rybomorkou. Ziskana data nelze tedy
pfimo porovnavat se studiemi podobného charakteru. Hostitelsky druh Cyprinus carpio byl
experimentalné nakazen druhem S. molnari a nasledné¢ udrzovan v laboratornich
podminkach. Pro vSechny hostitelské¢ jedince byly nastaveny naprosto stejné podminky
pro rozvoj a nasledny prib¢h infekce. V jednotlivych ¢asech byly zkoumény rizné tkané
hostitele a dokumentovan pribéh infekce. Priubéh infekce v riznych tkanich nebyl v Case

stejny.

Jako zpusob infekce byla zvolena injikace parazita do peritonealni dutiny ryby.
Od 21. dne (3. tyden) po nakazeni az do ukonceni experimentu byla dosazena 100%
prevalence u rybiho hostitele, tzn. alespon jeden ze studovanych organd urcité ryby byl
pozitivni (u kapra ¢. 55 nebyly naméfeny zadné hodnoty). Injikace krevnich stadii
do peritonealni dutiny se tedy zda byt velmi u¢innym zpisobem nakazeni s detekovatelnym
rozvojem infekce. Parazit musel aktivné vstupovat z coelomové dutiny (pfipadné organt
v dutin¢), kam byl injikovan, do cévni soustavy a cévni soustavou nasledn¢ do celého téla.
Krevni stadia druhu Sphaerospora molnari byla hlasena z intersticialni tkané ledvin
(Eszterbauer et al. 2013) a taktéz z jinych tkani (Holzer et al. 2014), coz potvrzuje, Ze jsou

schopna migrovat mezi hostitelskymi buiikami.

Pro zjisténi pribéhu infekce jsou brany v potaz hodnoty, které byly ziskany pomoci
gPCR (vysvétleni a porovnani metod viz kapitola 4.2). qPCR se v tomto pripadé zda jako
presn¢j$i a vice senzitivni metoda (neni zatiZena subjektivni chybou) pro urCeni relativni

miry parazitace ve studovanych organech, jedna se o metodu kvantitativni.

Nejprve se parazit objevuje v krvi, a poté také ve vSech dalSich studovanych
organech. Ve 28. den po infekci vysledky qPCR ukazuji téméf stejné relativni miry
parazitace v krvi jako v jinych organech. Tato relativni mira parazitace je pravdépodobné
odrazem piitomnosti krevnich stadii ve studovanych orgéanech. Jiz diive byla nalezena stadia

parazita v kapilarach v ledvinach (Eszterbauer et al. 2013). Proces napadani tkani pomoci
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krve mlize mit za nasledek ucpavani kapilar a nasledné nekrotické stavy danych organii,
které byly u S. molnari pozorovany v ledvinach (Pojmanska et al. 1998). Prvni
detekovatelné mnozstvi paraziti se zacalo objevovat od 7. dne po injikovani krevnich
parazitickych stadii (velmi nizka uroven parazitace), a to tedy nejprve v krvi, kam se
po injikovani s nejvétsi pravdépodobnosti dostal parazit nejdiive a nasledné se namnozil
do detekovatelného mnozstvi nejrychleji (a ve svaloving). Zde je souvislost
s presporogonickymi stadii jako zacatek zivotniho cyklu (vyvoje), kterd se v krvi nejéastéji
vyskytuji (Hartigan et al. 2016). Do dalSich organu a tkani se parazit dostava krevnim
feCistém. Prvopocatek infekce v krevnim fecisti je znam i od jinych myxozoi: v krvi byla
myxozoarni stadia nalezena pied vstupem do dalSich ¢asti téla hostitele napt. u Ceratonova
shasta, kdy se podatilo potvrdit, Ze studovany druh se krvi $ifi do dal$ich organa (Bjork
& Bartholomew, 2010) obdobné jako nova data pro S. molnari. Nékteré organy mohou byt
danym druhem preferované z diivodu preferencniho mista pro sporogonii; piipadné se krevni
stadia mohou dostavat do zcela nahodnych tkéani, ve kterych probéhne sporogonie (Bjork
& Bartholomew, 2010). U studovaného druhu S. molnari byla vzdy nalezena sporogonicka

stadia pouze v ki a na zabrach.

Podle gPCR se nejvyssi relativni mira infekce parazitem objevovala v jatrech
ato ve 42. den po infekci. V tomto ¢asovém bod¢ krev vykazuje 4x niz$i zjiStovanou Groven
parazitace oproti jatrim, coz nasvédCuje invazi jater studovanym parazitem, zatimco krevni
stadia se Vtomto Case objevuji naposledy pied postupnym vymizenim. Jatra u ryb maji
obdobnou funkci jako jatra jinych zivocichti (v€etné lidi) a jsou vysoce prokrvenym
organem, ktery se mimo jiné odstranuje odpad z krve a recykluje staré krvinky, ale jsou také
organem metabolismu cukri, tuki a pravé vhodnym ,,Gto¢istém* paraziti (energeticky
bohaté); na druhé strané prave jatra obsahuji makrofagy, které se snazi odstranit cizi buriky a

jejich DNA.

V ledvinach byla detekovana stiedni mira infekce. Jedna se o krevni stadia, kteréd jsou
akumulovana v krevnich kapilarach, i pravé ztohoto divodu meéfena relativni mira
parazitace ledvin kopiruje prubéh infekce v krvi. Pravé ledviny jsou u ryb povazovany
za velmi dulezity orgdn imunitniho systému. Lymfaticka tkan, ktera se v ledvinach

vyskytuje, slouzi k vychytavani a naslednému zpracovani a prezentaci antigenu.
pravé kuze spolu s zabrami jsou cilovym organem vyvoje druhu S. molnari, kde dochazi
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Vv pozd¢jsi fazi vyvoje ke sporogonii (Lom et al. 1983; Eszterbauer et al. 2013; Novakov et
al. 2015). Pozorovana nizka relativni mira parazitace mize souviset s injikovanim parazita
se tvofi prava histozoicka stadia, nejedna se o stadia v krvi (krevni stadia tedy nejsou
zahrnuta), z tohoto divodu mize byt relativni mira parazitace nizSi. V naSem piipadé
z divodu jednak udrzovani stalé teploty, ale také kratkého trvani infekéniho pokusu, zfejmé
nedochazelo k dokonceni vyvoje a tvorbé spor. Pro tvorbu spor by bylo pravdépodobné

zapotiebi zménit teplotu, piipadné metabolické zmény v hostiteli.

V den ukonceni experimentu Se relativni mira parazitace pohybovala na velmi
nizkych hodnotach, pouze ve svaloviné se udrzela vys$i. To mlize mit mnoho riznych
divodl — napf. ,,pfezimovani parazita, ¢ekani na vhodné;jsi teplotni podminky, ptfipadné je
mozné, Ze by se mohlo jednat o chronickou ndkazu. Svalovina je €asto parazitovanou tkani
napfi¢ riznymi hostiteli i parazity, kde se paraziti pfipravuji na ptechod do dalsiho hostitele,
pfipadné pifeckavaji momentalni nepfiznivé podminky. Toto je zndmo napi. u druhu
Trichinella spiralis (Arriaga et al. 1995) ¢i u Toxoplasma gondii (Mehlhorn & Frenkel
1980). V piipadé¢ myxozoi se Casto jedna o zapouzdiend stadia zpusobujici zmékcenou
strukturu svali po smrti ryb, ale i o aktivni plasmodia, ktera obsahuji zralé spory jako napf.
u Kudoa sp. (Stehr & Whitaker 1986) ¢i nedokonale zapouzdiené pseudocysty u druhu
Myxobolus artus (Ogawa et al. 1992). Vtéto studii nebyly Zzadné cysty, spory,
ani presporogonickd ¢i extrasporogonicka stddia pozorovana. Jejich pfitomnost byla
detekovana pouze molekularné. 9. tyden Sphaerospora molnari stale perzistovala
ve svaloviné v pomérné velkém mnozstvi. Tento zajimavy jev mize byt vyvolan za Gcelem
preckavani nepfiznivych fyzikdlnich 1 chemickych podminek (napf. teploty), chronické
infekce, ¢i jednoduSe kratkym sledovanim prubchu infekce. Pro vyvozovéani obecnéjSich

zaveri je bezesporu potieba dalsi déletrvajici studie.

5.2 Porovnani metod detekce parazita Sphaerospora molnari

Svételna mikroskopie je nejjednodussi a vliibec nejstarsi z pouzivanych metod, ktera
ma i v dnes$ni dobé velké vyuziti v detekci paraziti. V nasem piipadé byla vyuzita pouze
u vzorkd krve. Vtomto pokuse se mikroskopicka detekce neosvédcila, byla pozorovana
pouze krevni stadia, a to od 28. dne po infekci (vyjimeéné od 21. dne). V organech,

kde se neformuji pohyblivd a sporogonickd stddia, se vizudlni detekce nezdafi. Tento
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Pomoci qPCR a klasické PCR se podafilo detekovat parazita ve vSech studovanych tkanich.
Citlivejsi detekce pomoci molekularnich metod oproti mikroskopii byla pozorovéana jiz
diive, napf. v diagnostice malarie (Rantala et al. 2010), Giardia intestinalis
nebo Cryptosporidium sp. (Stensvold et al. 2012).

Molekularni detekce byla provadéna pomoci klasické PCR a taktéz pomoci qPCR, ktera
je vSeobecné povazovana za citlivéjsi. qPCR je propracovanéjsi klasicka PCR, ktera ma také
stejna omezeni i stejné mezilaboratorni odchylky. Velké mnozstvi studii (napi. Dagher et al.
2004) se priklani k nazoru, ze klasicka PCR je mén¢ senzitivni nez kvantitativni PCR. Podle
nékterych zdroji je ale nutno zduraznit, Ze qPCR nemusi byt nutné citlivéjsi. Zalezi
na fyzikalné-chemickych podminkach reakce, koncentraci a povaze cilové DNA
a samoziejm¢ také na vybranych primerech, sondach a dalSich chemikaliich, a hlavné
na celkové optimalizaci PCR, az poté 1ze posuzovat, ktera metoda je citlivéjsi (Bastien et al.
2008). V nasem ptipad¢ klasicka PCR dokazala detekovat parazitarni infekci ve 34,62 %,
oproti tomu gPCR pak v 57,33 %, tyto vysledky jsou srovnatelné ve vSech studovanych
tkanich (krom¢ kuze). Kvantitativni PCR byla schopna detekovat parazity jiz od 7. dne

po nakaze, klasicka PCR od 14. dne po nakaze.

PCR a qPCR detekovala rozdilné mnozstvi pozitivnich vzorkli. Tato mira pozitivity
mohla byt zptisobena zejména tim, ze v nékterych vzorcich bylo obsazeno malé mnozstvi
DNA parazita a PCR nedokazala detekovat infekci. Ukazkou citlivosti detekce PCR a qPCR
jsou tyto piiklady: 1) gPCR byla schopna detekovat u urcitych vzorka parazity jiz od 7. dne
po nakaze. Klasicka PCR zaznamenala parazity az od 14. dne po infekci; 2) 21. den
po infekci PCR vyhodnotila studované vzorky zahrnujici vSechny tkané jako negativni
(kromé& jednoho). Oproti tomu, qPCR urcila kazdého jedince pozitivniho (ne ve vSech
tkadnich), coz poukazuje na daleko vyssi citlivost gPCR. Obé metody byly schopné detekovat
vys$§i miry parazitace v jatrech a ve svaloving; naopak nejnizs§i na kazi. Pribéh infekce se
neshoduje ve svalovin¢ a v krvi. U obou metod byli detekovani paraziti ve svaloviné
I na konci pokusu. Klasicka PCR byla provedena pouze jako prescreening, aby se védélo,

co lze od vzorkli o¢ekavat, ale nebyla primarné délana pro kvantifikaci.

U gPCR byl pouzit referenéni gen, jakasi vnitini kontrola (v. mém piipadé
beta-aktin). Z tohoto diivodu jsem byla schopna fici, které vzorky pracuji spravné a které ne.
Pokud se mi podatilo ziskat hodnoty pro beta-aktin, ale pro 18S rDNA ne, znamenalo to,

ze vzorek obsahuje rybi tkan a pracuje spravné, nicméné je negativni. Takové to porovnani
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u klasické PCR neexistuje. Pokud ve vzorku neza¢ne amplifikace DNA, je prohlasen

za negativni. Nelze vSak rozlisit vzorek negativni od nefungujiciho.

V tomto piipadé se zda metoda qPCR lepsi a citlivéjsi pro detekci studovaného
parazita; stejné jako v mnoha dalsich pracich, kde se snazili detekovat nejen parazity,
ale také dalsi mikroorganismy (napt. Dagher et al. 2004; Dworkin et al. 2002). Klasicka
PCR udéava pomérné dobré vysledky a je finan¢né 1 pfistrojové méné narocna a interpretace
vysledkil je jednodussi, ale na druhé strané zde neni moznost rozli§it mnozstvi pifitomné
DNA a taktéz jednotlivé vzorky, které jsou degradované, nefunkéni oproti vzorkim

negativnim.
5.3 Porovnani jedinci

Vsechny ryby mély béhem infekéniho pokusu naprosto stejné zivotni podminky, byly
,»Cisté”, tzn. bez koinfekci (SPF), které by mohly rybiho hostitele oslabit a pfesmérovavat
imunitni odpovéd’ jinym smérem. Kdyz byli porovnéni jedinci, ktefi byli nakazeni
ve stejném cCase a infekce probihala stejny casovy usek, bylo obecné zjisténo, Ze se mezi
jedinci nachazi malé rozdily. V né€kterych piipadech ovSem i vétsi rozdily. Rozdily mezi
jedinci v prabéhu infekce je tieba fesit nejen na tirovni hostitele, ale také na Grovni parazita,
tzn. rozliSovat faktory, které mohou byt dany hostitelem (napf. imunita, momentélni fyzicka
zdatnost, genetika) Ci parazitem (napf. virulence / v naSem piipadé nehrala roli; migrace
parazita v téle hostitele) a v neposledni fadé¢ vn&jSim prostiedim (v nasem piipadé —
laboratorni podminky). Béhem tohoto infekéniho pokusu mohly hrat vyznamnéjsi roli tyto
faktory: rozdily v imunité hostitele, misto vpichu, infekéni davka ¢i laboratorni odchylky.
Cela myslenka ptipravit infekéni pokus v laboratornich podminkach eliminuje potencialni

variace.

Vsechny ryby vtomto pokusu mély naprosto stejné pocateéni podminky, teplotu
vody a stejné prostiedi pro zivot. Mnozstvi raznych latek v akvéariich, pH, konduktivita,
teplota, strava a dal$i vlivy prostfedi by v tomto pokusu nemély mit vyznamny vliv na

pribéh celé parazitarni infekce.
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5.3.1 Hostitel

Na zacatku porovnavani jedinct hostitele je tieba poznamenat, ze kazdy hostitelsky
jedinec je (1 kdyz ma pro zivot stejné podminky) odlisSny. OdliSnost je dana napf.
momentalni kondici a celkovou zdatnosti organismu. Dale prubéh infekce v daném jedinci
mohou ovlivnit genetické predispozice, mutace a dalsi genetické faktory, a v neposledni fadé

samoziejme specifickd imunita.

Ryby si v nékterych piipadech dokazi na myxozoarni infekci vytvofit castecnou
¢i uplnou protektivni imunitu. Bylo prokazano, ze u nakazy druhem Tetracapsuloides
bryosalmonae, se ryba zotavuje rychleji, pokud jiz byla nakazena diive (Ferguson & Ball
1979). Stejné tak byla nalezena protektivni imunita proti druhu Enteromyxum scophthalmi
(Sitja-Bobadilla et al. 2007). Pokud by byla hostitelska ryba Cyprinus carpio nakazena
rybomorkou (i ve velmi malém mnozstvi) a vytvofila si vii¢i ni pamétové bunky, mize
to velmi ovlivnit pribéh infekce a nakazend ryba muze byt rychleji vylééena. Bylo
prokazano, ze napf. u PKD hraji velmi dileZitou roli exprimované cytokiny napt. IL-6 (inter
leucin 6) IL-11, TNF-a2 (tumor necrosis factor a2), ¢i TGF-B1 (transforming growth factor
1) (Holland et al. 2003; Gorgoglione et al. 2013). V naSem pfipad¢ jsme se pokusili
zabranit tomu, aby se pouzité ryby setkaly s podobnou infekci jiz dtive, jelikoz se jednalo o

SPF ryby, které byly vychovavéany od prvniho dne po vylihnuti.

Krom¢ imunity jsou zde dalsi velmi dtlezité faktory, které mohou ovlivnit reakci jedince
na parazitarni infekci druhem Sphaerospora molnari. Bylo jiz mnohokrat prokazano,
ze nekteré genetické mutace a faktory dokazi ovlivnit ndkazu, ale stejné tak rozvoj infekce
(napt. srpkovitd anémie a maldrie, ¢i ztrata Duffy Blood group antigenii & znemoznéni
nakazy krvinkovkou Plasmodium vivax), jedna se o tzv. rezisten¢ni faktory (Miller 1976).
V soucasné dobé nejsou u druhu S. molnari zadné takové faktory znamy a popsany,

ale to neznamena, ze neexistuji, doposud nebyly zkoumany.

Pribéh parazitdrni infekce je dan také celkovou zdatnosti organismu. Je znamo,
ze zdatnost ryby je ovlivnéna mnoha faktory, zejména pak zranénimi a stresem (Chopin &
Arimoto 1995). Studované ryby byly infikovany injekéné¢ pomoci krevnich stadii. Béhem
procesu injikovani myxozoi mohlo dojit k lehkych poranénim a riznym mikrozranénim a

zejmeéna k vystaveni stresové situaci.
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5.3.2 Parazit

Kromé¢ hostitele mize celkovy prabéh infekce také ovlivnit samotny parazit, ktery
byl do hostitele injikovan. Ac¢koli se jedna o totozny druh parazita, mize mit kazda infek¢éni
davka sva specifika, ktera nelze pfilis ovlivnit. V naSem piipadé¢ mohla byt ovlivnéna mira
a prubé¢h infekce jednak mistem vpichu (nemuselo byt ve vSech ptipadech stejné), ale také
infek¢ni davkou, ktera byla podavana v objemu 40 pl, coz je velmi malé mnozstvi, a i kdyz
byly pouzity nejmensi dostupné injekéni stiikacky (1 ml), ne vzdy muselo byt nutné

docileno stejné infekce.

Paraziti maji velmi GspéSnou strategii prezivani, a to také z divodu migrace po celém
téle hostitele za UCelem uniku pfed imunitou. Jedna se tedy o nahodny proces,
kam a jak rychle se dana infekce dokaze rozsifit. Pokud se infekce hned na pocatku setka

S primadrnimi organy imunitniho systému, nerozsiti se, ptipadné se rozsiti v nizsi mife.
5.3.3 Pristroj a metodika

Velikosti odchylek mezi jednotlivymi hostiteli mohou byt zpisobeny také na strané
pfistroje ¢i samotnou praci V laboratofi. Samoziejmé zalezi i na optimalizaci pouzitych

programu.

Ptesnost qPCR je déana fadou faktort, které mohou byt soucasti pripravy PCR reakce ¢i
samotné piipravy vzorkl jako napf. izolace DNA z tkani. Pro zajiSténi co nejvéEtsi presnosti
gPCR jsem kazdy vzorek opakovala v duplikacich. Pravé porovnani Ct hodnot v duplikacich
by mélo poskytnout piedstavu o tom, jak pfesnd dana reakce je, zda je nutno ji opakovat.
Je zadouci a velmi dulezité, aby byl rozptyl co nejmensi (Labguide 2014). Tento povoleny
rozptyl byl v naSem piipadé stanoven na velikost 1. Optimaln¢ by se Ct hodnoty mély
pohybovat mezi 20-25, pokud jsou Ct hodnoty vyrazné vyssi, napt. > 35, zvySuje se riziko
nepiesnosti reakce. U néckterych vzorki, zvlasté pifi pocateéni infekci byly opakované
naméfeny hodnoty vyssi nez> 35. Mira parazitace v téchto vzorcich je velmi nizka, tudiz
je pravdépodobné, ze zde bude néjaka neptesnost. Oproti tomu vétsina ziskanych Ct hodnot

se pohybovala v rozmezi 20-35.

Pro gPCR bylo nezbytné pripravit vzorky o koncentraci 100 ng/ul. DNA izolace
probihala ve vSech pfipadech stejné, a to pomoci klasické fenol-chloroformové metody.

Presto bylo zjisténo, ze vzorky maji odliSnou koncentraci DNA. Koncentrace vzorki
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se pohybovala mezi 20-3500 ng/ul. Tento rozdil mohlo ovlivnit zejména to, Ze se nejednalo
o stejné tkané. Kazda tkan se izoluje s riznou mirou vytézku DNA. Nejhiie probihala
izolace krve a svaloviny (velmi casto nizké koncentrace, velky rozdil mezi qPCR a PCR),
naopak nejlépe izolace Zaber a ledvin. Navic je tfeba podotknout, ze cela izolace neprobihala
v ramci jednoho dne, jelikoz se jednalo o velké mnozstvi vzorkli a vzorky byly odebirany
postupné. Izolaci mohla ovlivnit fada faktorti, napf. zména teploty v mistnosti, pH
pouzivanych chemikalii a podobné. Pravé problémy s izolaci a nasledné s koncentraci DNA

zejména u svaloviny a krve mohly do jisté miry ovlivnit cely prabéh qPCR.
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6 Zavér

e Vibec poprvé byl proveden experimentdlni pokus, ve kterém byl sledovan
presporogonicky vyvoj rybomorek v priabéhu casu v rtiznych organech hostitele
pomoci citlivé detekce qPCR.

e Experimentalni infekce rybomorkou S. molnari injekéné do peritonealni dutiny
hostitele byla Gspésna. Prevalence dosahla 100 % jiz 21. den od néakazy (detekce
pomoci qPCR).

e Uroveri infekce se u jednotlivet lisila, ale obecny trend priibéhu infekce byl jasné
rozlisitelny.

e S. molnari byla nejprve zjisténa v krvi, kdy priubéh infekce vytvaii dva rozdilné
vrcholy, 28. den a 42. den infekce.

e 28. den po nakaze je mira infekce ve vSech studovanych tkanich velmi podobna, coz
ukazuje na distribuci parazita po celé cévni soustave.

e 42.den po infekci je mira parazitace ve vSech vnitinich organech vyssi nez v krvi,
pticemz vyznamny podil se vyskytuje v jatrech (4x vys$§i mnozstvi nez v krvi), coz
naznacuje, ze dochézi k invazi organti parazitem z krve.

e Po0 9. tydnech vyvoje infekce paraziti z vétSiny studovanych tkani a organti mizi, ale

velmi pravdépodobné perzistuje ve svaloving.
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7 Seznam pouZzitych zkratek

18S rDNA

BC AV CR

Bp

DNA

dNTP

EDTA

LSU

NK buiky

PBS

PCR

PKD

gPCR

SDS

SE

SPF kapr

TGF

TNF

gen pro RNA malé ribozomalni podjednotky

Biologické centrum Akademie véd Ceské republiky

base pair — par bazi

deoxyribonucleid acid — deoxyribonukleova kyselina
deoxyribonucleotide triphosphate — deoxyribonukleotid trifosfat
ethylenediaminetetraacetic acid — thylendiamintetraoctova kyselina
interleukin

gen pro RNA velké ribozomalni podjednotky

Naturall killer cells — pfirozeni zabijeci

Phosphate Buffered Saline — fosfatovy pufr

polymerase chain reaction — polymerazova fetézova reakce
prolifere kidney disease — zanétlivé onemocnéni ledvin

quantitative polymerase chain reaction — kvantitativni polymerazova

fetézcova reakce

sodium dodecyl sulphate — dodecylsiran sodny

standard error of the mean — sttedni chyba pruméru

specific patogen free — zbaveny pro kapra specifickych patogeni
transforming growth factor — transformujici ristovy faktor

tumor necrosis factor faktor — zptisobujici nekrozu nadort
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9 Prilohy

Piiloha 1: Seznam vzork® ziskanych z infekéniho pokusu. Cervené oznalené vzorky =

kontrolni, neinfikovani jedinci.

Ryba ¢. | Krev | Zabry | Ledviny | Jatra | Kaze | Svalovina | Den
1 BL1 GL1 KI1 LI1 MUS1 Den 1
2 BL2 | GL2 Den 1
3 BL3 GL3 Den 1
4 BL4 | GL4 K14 L14 MUS4 Den1l
5 BL5 GL5 KI5 LI5 MUS5 Den1
6 BL6 GL6 K16 L16 MUS6 Den1
7 BL7 GL7 K17 LI7 MUS7 Denl
8 BL8 GL8 KI8 LI8 MUS8 Den1
9 BL9 GL9 K19 LI9 MUS9 Den 2
10 BL10 | GL10 Den 2
11 BL11 | GL11 Den 2
12 BL12 | GL12 Kl12 LI12 MUS12 Den 2
13 BL13 | GL13 K113 LI113 MUS13 Den 2
14 BL14 | GL14 Kl14 L114 MUS14 Den 2
15 BL15 | GL15 KI15 LI15 MUS15 Den 2
16 BL16 | GL16 K116 LI16 MUS16 Den 2
17 BL17 | GL17 KI17 LI17 MUS17 Den 4
18 BL18 | GL18 Den 4
19 BL19 | GL19 Den 4
20 BL20 | GL20 K120 L120 MUS20 Den 4
21 BL21 | GL21 KI21 LI21 MUS21 Den 4
22 BL22 | GL22 Kl22 LI122 MUS22 Den 4
23 BL23 | GL23 Kl23 L123 MUS23 Den 4
24 BL24 | GL24 Kl24 L124 MUS24 Den 4
25 BL25 | GL25 KI25 LI25 MUS25 Den 7
26 BL26 | GL26 Den 7
27 BL27 | GL27 Den 7
28 BL28 | GL28 K128 L128 MUS28 Den 7
29 BL29 | GL29 K129 L129 MUS29 Den7
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30 BL30 | GL30 KI30 LI30 MUS30 Den 7
31 BL31 | GL31 KI31 LI31 MUS31 Den 7
32 BL32 | GL32 KI32 LI32 MUS32 Den 7
33 BL33 | GL33 KI33 LI33 MUS33 Den 14
34 BL34 | GL34 K134 LI34 MUS34 Den 14
35 BL35 | GL35 KI35 LI35 MUS35 Den 14
36 BL36 | GL36 KI36 LI36 MUS36 Den 14
37 BL37 | GL37 KI37 LI37 MUS37 Den 14
38 BL38 | GL38 KI38 LI38 MUS38 Den 14
39 BL39 | GL39 KI39 LI39 MUS39 Den 14
40 BL40 | GL40 K140 L140 MUS40 Den 14
41 BL41 | GL41 Kl41 LI41 MUS41 Den 21
42 BL42 | GL42 Den 21
43 BL43 | GL43 Den 21
44 BL44 | GL44 Kl44 L144 MUS44 Den 21
45 BL45 | GL45 Kl145 L145 MUS45 Den 21
46 BL46 | GL46 K146 L146 MUS46 Den 21
47 BL47 | GL47 K47 L147 MUS47 Den 21
48 BL48 | GL48 K148 L148 MUS48 Den 21
49 BL49 | GL49 K149 L149 MUS49 Den 28
50 BL50 | GL50 KI50 LI50 MUS50 Den 28
51 BL51 | GL51 KiI51 LI51 MUS51 Den 28
52 BL52 | GL52 K152 LI52 | SK52 | MUS52 Den 28
53 BL53 | GLS53 KI53 LI53 | SK53 | MUSS53 Den 28
54 BL54 | GL54 K154 LI54 | SK54 | MUS54 Den 28
55 BL55 | GL55 KI55 LI5S | SK55 | MUS55 Den 28
56 BL56 | GL56 K156 LI56 | SK56 | MUS56 Den 28
57 BL57 | GL57 KI57 LI57 | SK57 | MUS57 Den 35
58 BL58 | GL58 Den 35
59 BL59 | GL59 KI59 LI59 MUS59 Den 35
60 BL60 | GL60 K160 LI60 | SK60 | MUS6E0 Den 35
61 BL61 | GL61 Kl61l LI61 | SK61 | MUS61 Den 35
62 BL62 | GL62 Kl162 LI62 | SK62 | MUS62 Den 35
63 BL63 | GL63 K163 LI63 | SK63 | MUS63 Den 35
64 BL64 | GL64 K64 LI64 | SK64 | MUS64 Den 35
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65 BL65 | GL65 K165 LI6S | SK65 | MUS65 Den 42
66 BL66 | GL66 Den 42
67 BL67 | GL67 Den 42
68 BL68 | GL68 K168 LI68 | SK68 | MUSGE8 Den 42
69 BL69 | GL69 K169 LI69 | SK69 | MUS69 Den 42
70 BL70 | GL70 KI70 LI70 | SK70 | MUS70 Den 42
71 BL71 | GL71 KI71 LI71 | SK71| MUS71 Den 42
72 BL72 | GL72 KI72 LI72 | SK72 | MUS72 Den 42
73 BL73 | GL73 KI73 LI73 | SK73 | MUS73 Den 49
74 BL74 | GL74 Den 49
75 BL75 | GL75 Den 49
76 BL76 | GL76 KI76 LI76 | SK76 | MUS76 Den 49
77 BL77 | GL77 KI77 LI77 | SK77 | MUS77 Den 49
78 BL78 | GL78 KI78 LI78 | SK78 | MUS78 Den 49
79 BL79 | GL79 KI79 LI79 | SK79 | MUST79 Den 49
80 BL80 | GL80 K180 LI80 | SK80 | MUS80 Den 49
81 BL81 | GL81 KI81 LI81 | SK81 | MUS81 Den 56
82 BL82 K182 Den 56
83 BL83 | GL83 KI83 Den 56
84 BL84 | GL84 K184 LI84 | SK84 | MUS84 Den 56
85 BL85 | GL85 K185 LI85 | SK85 | MUS85 Den 56
86 BL86 | GL86 K186 LI86 | SK86 | MUS86 Den 56
87 BL87 | GL87 KI187 LI87 | SK87 | MUS87 Den 63
88 BL88 | GL88 Den 63
89 BL89 | GL89 Den 63
90 BL90 | GL90 K190 LI90 | SK90 | MUS90 Den 63
91 BL91 | GL91 KI91 LI91 | SK91 | MUS91 Den 63
92 BL92 | GL92 K192 L192 | SK92 | MUS92 Den 63
93 BL93 | GL93 K193 LI93 | SK93 | MUS93 Den 63
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Ptiloha 2: Souhr ziskanych hodnot. Hodnoty R, Rn zaokrouhlené na ¢tyfi desetinnd mista; relativni kvantifikace na tfi desetinna mista. Svétle

Seda pole = negativni vzorky; tmavé Sedé fadky = vzorky vyhodnocené podle gPCR jako nefunk¢ni.

Den Nazev Tk Koncentrace #edéni | PCR primérna Ct | primérna Ct R RN relativni
vzorku DNA (ng/nl) (18S rDNA) (beta-aktin) kvantifikace (%0)

Den 7 28BL Krev 216,90 0,46 0 39,95 26,02 0,0001 | 0,0000 0,004
Den 7 28GL Zabry 289,50 0,35 0 - 27,63 - - 0
Den 7 28Kl Ledviny 276,60 0,36 0 - 25,72 - - 0
Den 7 28L1 Jatra 243,70 0,41 0 - 26,85 - - 0
Den 7 28MUS Svalovina 78,80 1,00 0 - 27,62 - - 0
Den 7 29BL Krev 115,90 0,86 0 - 27,18 - - 0
Den 7 29GL Zabry 59,40 1,00 0 - 29,40 - - 0
Den 7 29K Ledviny 179,20 0,56 0 - 24,90 - - 0
Den 7 29L1 Jatra 192,60 0,52 0 - 26,63 - - 0
Den 7 29MUS | Svalovina 50,20 1,00 0 35,69 26,55 0,0018 | 0,0012 0,124
Den 7 30BL Krev 64,60 1,00 0 - 28,32 - - 0
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Den Nazev Thik Koncentrace Redeni | PCR primérna Ct | primérna Ct Rn relativni
vzorku DNA (ng/nl) (18S rDNA) (beta-aktin) kvantifikace (%0)
Den 7 30GL Zéabry 73,10 1,00 0 - 27,91 - 0
Den 7 30Kl Ledviny 77,60 1,00 0 - 28,72 - 0
Den 7 30LlI Jatra 314,40 0,32 0 - 25,83 - 0
Den 7 30MUS Svalovina 58,50 1,00 0 - 26,61 - 0
Den 7 31BL Krev 81,30 1,00 0 - 26,82 - 0
Den 7 31GL Zéabry 273,80 0,37 0 - 27,59 - 0
Den 7 31Kl Ledviny 361,70 0,28 0 - 24,69 - 0
Den 7 31LlI Jatra 100,00 1,00 0 - 27,36 - 0
Den 7 31MUS Svalovina 231,60 0,43 0 - 29,19 - 0
Den 7 32BL Krev 260,60 0,38 0 - 27,24 - 0
Den 7 32GL Zabry 88,40 1,00 0 - 27,82 - 0
Den 7 32Kl Ledviny 123,60 0,81 0 - 25,97 - 0
Den 7 32LI Jatra 288,60 0,35 0 - 27,19 - 0
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Den Nazev Thik Koncentrace Redeni | PCR primérna Ct | primérna Ct R Rn relativni
vzorku DNA (ng/nl) (18S rDNA) (beta-aktin) kvantifikace (%0)
Den 7 32MUS Svalovina 31,40 1,00 0 - 29,02 - - 0
Den 14 36 BL Krev 195,20 0,51 0 - 27,00 - - 0
Den 14 36 GL Zabry 137,70 0,73 0 - 27,08 - - 0
Den 14 36Kl Ledviny 208,90 0,48 1 - 25,56 - - 0
Den 14 36 LI Jatra 90,80 1,00 1 - 26,40 - - 0
Den 14 36 MUS | Svalovina 41,70 1,00 1 - 29,08 - - 0
Den 14 37BL Krev 133,90 0,75 0 - 26,21 - - 0
Den 14 37GL Zabry 255,40 0,39 1 - 25,78 - - 0
Den 14 37Kl Ledviny 530,00 0,19 0 - 25,21 - - 0
Den 14 37LI Jatra 96,60 1,00 0 - 27,18 - - 0
Den 14 37MUS Svalovina 119,90 0,83 0 - 27,92 - - 0
Den 14 38BL Krev 35,90 1,00 0 - 25,41 - - 0
Den 14 38GL Zabry 84,90 1,00 1 35,61 26,93 0,0024 | 0,0017 0,171
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Den Nazev Thik Koncentrace Redeni | PCR primérna Ct | primérna Ct R Rn relativni
vzorku DNA (ng/nl) (18S rDNA) (beta-aktin) kvantifikace (%0)
Den 14 38K Ledviny 767,80 0,13 0 36,67 27,64 0,0019 | 0,0013 0,133
Den 14 38LI Jatra 238,40 0,42 0 34,35 25,15 0,0017 | 0,0012 0,119
Den 14 38MUS Svalovina 31,60 1,00 0 39,16 29,30 0,0011 | 0,0008 0,075
Den 14 39BL Krev 86,50 1,00 0 41,30 29,26 0,0002 | 0,0002 0,017
Den 14 39GL Zéabry 251,10 0,40 0 - 26,97 - - 0
Den 14 39K Ledviny 1643,00 0,06 0 - 30,15 - - 0
Den 14 39LI Jatra 71,60 1,00 0 - 25,91 - - 0
Den14 | 39MUS | Svalovina 30,70 1,00 0 - 28,92 - - 0
Den 14 40BL Krev 108,80 0,92 0 - 27,63 - - 0
Den 14 40GL Zabry 391,80 0,26 0 - 30,12 - - 0
Den 14 40Kl Ledviny 886,60 0,11 0 - 28,20 - - 0
Den 14 40L1 Jatra 102,80 0,97 0 - 29,50 - - 0
Den14 | 40MUS | Svalovina 35,80 1,00 0 - 28,90 - - 0
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Den Nazev Thik Koncentrace Redeni | PCR primérna Ct | primérna Ct R Rn relativni
vzorku DNA (ng/nl) (18S rDNA) (beta-aktin) kvantifikace (%0)
Den 21 44BL Krev 193,60 0,52 0 32,99 26,59 0,0118 | 0,0083 0,826
Den 21 44GL Zabry 372,70 0,27 0 30,44 21,98 0,0028 | 0,0020 0,198
Den 21 44KI Ledviny 334,80 0,30 0 31,23 22,22 0,0019 | 0,0014 0,135
Den 21 44L1 Jatra 284,90 0,35 0 32,39 27,59 0,0360 | 0,0251 2,512
Den21 | 44MUS | Svalovina 31,30 1,00 0 32,16 27,55 0,0409 | 0,0286 2,856
Den 21 45BL Krev 63,80 1,00 0 35,19 26,80 0,0030 | 0,0021 0,209
Den 21 45GL Zabry 361,70 0,28 0 29,41 24,41 0,0312 | 0,0218 2,179
Den 21 45K Ledviny 900,80 0,11 0 33,42 27,53 0,0169 | 0,0118 1,180
Den 21 45L1 Jatra 84,80 1,00 0 29,96 23,43 0,0108 | 0,0075 0,755
Den21 | 45MUS | Svalovina 37,00 1,00 0 32,30 25,98 0,0126 | 0,0088 0,876
Den 21 46BL Krev 48,60 1,00 0 34,39 26,56 0,0044 | 0,0031 0,306
Den 21 46GL Zabry 82,50 1,00 0 30,48 24,56 0,0165 | 0,0037 0,369
Den 21 46K Ledviny 149,60 0,67 0 31,37 25,16 0,0135 | 0,0030 0,301
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Den Nazev Thik Koncentrace Redeni | PCR primérna Ct | primérna Ct R Rn relativni
vzorku DNA (ng/nl) (18S rDNA) (beta-aktin) kvantifikace (%0)

Den 21 46LI Jatra 128,40 0,78 0 29,19 22,25 0,0081 | 0,0028 0,277
Den21 | 46MUS | Svalovina 34,00 1,00 0 - 26,29 - - 0

Den 21 47BL Krev 100,40 1,00 0 26,64 23,78 0,1373 | 0,0957 9,572
Den 21 47GL Zabry 211,20 0,47 0 30,51 26,57 0,0652 | 0,0454 4,544
Den 21 47Kl Ledviny 185,30 0,54 0 29,90 22,12 0,0046 | 0,0032 0,318
Den 21 47LI Jatra 71,00 1,00 0 31,94 27,89 0,0604 | 0,0421 4,210
Den 21 47MUS | Svalovina 48,30 1,00 0 - 30,84 - - 0

Den 21 48BL Krev 199,50 0,50 0 33,00 25,48 0,0055 | 0,0018 0,183
Den 21 48GL Zabry 192,60 0,52 0 - 33,21 - - 0

Den 21 48Kl Ledviny 1323,40 0,08 0 28,21 24,91 0,1019 | 0,0711 7,105
Den 21 48LI Jatra 108,20 0,92 1 30,90 27,37 0,0866 | 0,0604 6,037
Den21 | 48MUS | Svalovina 32,60 1,00 0 - 32,31 - - 0

Den 28 52BL Krev 252,20 0,40 2 28,29 26,51 0,2912 | 0,2031 20,306
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Den Nazev Thik Koncentrace Redeni | PCR primérna Ct | primérna Ct R Rn relativni
vzorku DNA (ng/nl) (18S rDNA) (beta-aktin) kvantifikace (%0)

Den 28 52GL Zéabry 75,00 1,00 2 29,00 26,29 0,1534 | 0,0513 5,134
Den 28 52Kl Ledviny 1079,00 0,09 3 29,55 26,23 0,1001 | 0,0335 3,352
Den 28 S52L1 Jatra 130,80 0,76 3 28,84 25,77 0,1191 | 0,0399 3,986
Den 28 52MUS Svalovina 27,30 1,00 0 32,29 29,67 0,1627 | 0,0545 5,445
Den 28 52SK Kuze 574,00 0,17 0 - 32,99 - - 0

Den 28 53BL Krev 260,10 0,38 1 29,08 26,74 0,1982 | 0,0719 7,187
Den 28 53GL Zabry 117,70 0,85 1 31,42 27,17 0,0524 | 0,0175 1,753
Den 28 53KI Ledviny 1988,70 0,05 4 29,07 25,12 0,0645 | 0,0216 2,158
Den 28 S53LI Jatra 119,10 0,84 4 24,86 23,27 0,3310 | 0,1108 11,081
Den28 | 53MUS | Svalovina 57,90 1,00 2 28,57 27,46 0,4633 | 0,1551 15,508
Den 28 53SK Kuze 65,00 1,00 0 36,01 27,69 0,0031 | 0,0022 0,217
Den 28 54BL Krev 187,00 0,53 2 28,28 26,46 0,2842 | 0,0951 9,513
Den 28 54GL Zabry 25,10 1,00 0 32,03 28,52 0,0881 | 0,0295 2,948

60




Den Nazev Tk Koncentrace tedeni | PCR prumérna Ct | primérna Ct R RN relativni
vzorku DNA (ng/nl) (18S rDNA) (beta-aktin) kvantifikace (%0)
Den 28 54K Ledviny 411,90 0,24 0 28,32 24,85 0,0902 | 0,0302 3,021
Den 28 54L1 Jatra 289,60 0,35 4 28,97 26,16 0,1426 | 0,0477 4,773
Den28 | 54MUS | Svalovina 35,70 1,00 0 28,17 25,65 0,1743 | 0,0584 5,836
Den 28 54SK Kuze 342,00 0,29 0 35,20 26,21 0,0020 | 0,0014 0,137
Den 28 55BL Krev 3171,10 0,03 0 0,00 NA
Den 28 55GL Zabry 30,80 1,00 0 0,00 NA
Den 28 55K Ledviny 1937,20 0,05 0 0,00 NA
Den 28 55LI Jatra 177,10 0,56 0 0,00 NA
Den28 | 55MUS | Svalovina 22,10 1,00 0 0,00 NA
Den 28 55SK Kaze 180,00 0,56 0 0,00 NA
Den 28 56 BL Krev 411,60 0,24 2 29,70 27,18 0,1743 | 0,0389 3,891
Den 28 56 GL Zabry 410,80 0,24 2 25,65 24,05 0,3287 10,1100 11,004
Den 28 56 KI Ledviny 191,70 0,52 2 27,93 25,72 0,2161 | 0,0723 7,235
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Den Nazev Thik Koncentrace Redeni | PCR primérna Ct | primérna Ct R Rn relativni
vzorku DNA (ng/nl) (18S rDNA) (beta-aktin) kvantifikace (%0)
Den 28 56 LI Jatra 300,50 0,33 1 29,29 25,83 0,0906 | 0,0303 3,031
Den28 | 56 MUS | Svalovina 60,20 1,00 1 25,96 24,90 0,4796 | 0,1606 16,055
Den 28 56SK Kuze 253,00 0,40 1 34,28 25,08 0,0017 | 0,0012 0,119
Den 35 60BL Krev 267,30 0,37 5 29,97 25,21 0,0368 | 0,0257 2,565
Den 35 60GL Zabry 68,20 1,00 3 28,22 23,57 0,0398 | 0,0278 2,778
Den 35 60KI Ledviny 67,70 1,00 0 29,36 24,05 0,0252 | 0,0176 1,758
Den 35 60LI Jatra 304,60 0,33 1 29,62 27,40 0,2139 | 0,1492 14,917
Den35 | 60MUS | Svalovina 56,20 1,00 2 30,34 26,29 0,0606 | 0,0423 4,225
Den 35 60SK Kuze 180,00 0,56 2 32,96 25,59 0,0060 | 0,0042 0,422
Den 35 61BL Krev 66,80 1,00 0 33,76 26,67 0,0073 | 0,0027 0,266
Den 35 61GL Zabry 107,20 0,93 1 29,58 24,53 0,0301 | 0,0210 2,098
Den 35 61KI Ledviny 108,60 0,92 2 28,54 24,53 0,0619 | 0,0431 4,313
Den 35 61LI Jatra 276,90 0,36 2 32,24 25,90 0,0123 | 0,0086 0,861
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Den Nazev Thik Koncentrace Redeni | PCR primérna Ct | primérna Ct R Rn relativni
vzorku DNA (ng/nl) (18S rDNA) (beta-aktin) kvantifikace (%0)
Den 35 61MUS Svalovina 48,40 1,00 4 32,03 26,65 0,0241 | 0,0168 1,680
Den 35 61SK Kuze 346,00 0,29 3 31,22 22,98 0,0033 | 0,0023 0,230
Den 35 62BL Krev 25,60 1,00 5 39,67 24,47 0,0000 { 0,0000 0,001
Den 35 62GL Zabry 1210,20 0,01 5 26,89 23,25 0,0802 | 0,0269 2,685
Den 35 62KI Ledviny 234,50 0,43 1 30,66 26,00 0,0396 | 0,0132 1,324
Den 35 62L1 Jatra 157,30 0,64 4 30,58 25,84 0,0374 | 0,0125 1,253
Den35 | 62MUS | Svalovina 116,10 0,86 5 26,83 22,46 0,0482 | 0,0161 1,613
Den 35 62SK Kuze 460,00 0,22 4 31,03 23,60 0,0058 | 0,0040 0,403
Den 35 63BL Krev 30,00 1,00 3 33,95 25,06 0,0021 | 0,0007 0,067
Den 35 63GL Zabry 52,20 1,00 3 22,12 21,88 0,8467 | 0,2687 26,868
Den 35 63Kl Ledviny 343,20 0,29 0 35,91 32,33 0,0836 | 0,0583 5,831
Den 35 63LI Jatra 302,80 0,33 5 29,26 26,72 0,1719 | 0,0546 5,456
Den35 | 63MUS | Svalovina 211,40 0,47 2 28,77 25,90 0,1368 | 0,0434 4,340
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Den Nazev Thik Koncentrace Redeni | PCR primérna Ct | primérna Ct R Rn relativni
vzorku DNA (ng/nl) (18S rDNA) (beta-aktin) kvantifikace (%0)

Den 35 63SK Kuze 211,00 0,47 0 32,16 23,06 0,0018 | 0,0013 0,127
Den 35 64BL Krev 245,50 0,41 0 30,47 25,03 0,0230 | 0,0073 0,728
Den 35 64GL Zabry 162,30 0,62 0 NA

Den 35 64Kl Ledviny 433,50 0,23 0 35,41 28,99 0,0117 | 0,0037 0,372
Den 35 64L1 Jatra 347,10 0,29 0 NA

Den 35 64MUS | Svalovina 395,50 0,25 0 NA

Den 35 64SK Kuze 450,00 0,22 0 32,08 23,32 0,0023 | 0,0016 0,161
Den 42 68BL Krev 404,00 0,25 4 27,28 24,90 0,1914 | 0,1335 13,351
Den 42 68GL Zabry 132,80 0,75 3 26,61 25,18 0,3711 | 0,2588 25,882
Den 42 68KI Ledviny 269,10 0,37 3 28,82 26,56 0,2080 | 0,1451 14,509
Den 42 68LI Jatra 351,20 0,28 5 20,91 21,43 1,4340 ] 1,0000 100

Den 42 68MUS Svalovina 214,30 0,47 3 26,48 25,54 0,5194 | 0,3622 36,224
Den 42 68SK Kutize 500,00 0,20 0 34,55 25,90 0,0025 | 0,0017 0,174
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Den Nazev Thik Koncentrace Redeni | PCR primérna Ct | primérna Ct R Rn relativni

vzorku DNA (ng/nl) (18S rDNA) (beta-aktin) kvantifikace (%0)
Den 42 69BL Krev 152,80 0,65 3 38,70 21,39 0,0000 { 0,0000 0,000
Den 42 69GL Zabry 125,90 0,79 0 29,09 25,21 0,0679 | 0,0216 2,155
Den 42 69Kl Ledviny 205,70 0,49 0 32,36 21,77 0,0415 | 0,0132 1,317
Den 42 69LI Jatra 491,00 0,20 2 30,40 25,89 0,0439 | 0,0139 1,393
Den42 | 69MUS | Svalovina 201,60 0,50 5 29,16 25,22 0,0652 | 0,0207 2,067
Den 42 69SK Kuze 111,00 0,90 0 30,78 24,07 0,0096 | 0,0067 0,668
Den 42 70 BL Krev 212,60 0,47 2 29,73 26,91 0,1416 | 0,0691 6,913
Den 42 70 GL Zabry 143,70 0,70 2 26,54 25,34 0,4353 | 0,1381 13,811
Den 42 70 Kl Ledviny 223,80 0,45 0 28,28 26,61 0,3132 | 0,0994 9,937
Den 42 70 LI Jatra 269,90 0,37 5 23,72 23,93 1,1567 | 0,4670 46,70
Den 42 70 MUS | Svalovina 88,70 1,00 5 26,92 24,93 0,2526 | 0,0802 8,016
Den 42 70SK Kize 352,00 0,28 2 31,32 26,76 0,0424 | 0,0296 2,956
Den 42 71BL Krev 182,70 0,55 0 NA
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Den Nazev Thik Koncentrace Redeni | PCR primérna Ct | primérna Ct R Rn relativni
vzorku DNA (ng/nl) (18S rDNA) (beta-aktin) kvantifikace (%0)

Den 42 71GL Zéabry 137,50 0,73 1 28,62 25,67 0,1294 | 0,0902 9,025
Den 42 71Kl Ledviny 188,60 0,53 1 29,46 26,18 0,1029 | 0,0718 7,179
Den 42 71L1 Jatra 556,80 0,18 0 NA

Den 42 71IMUS Svalovina 158,00 0,63 3 28,39 25,79 0,1649 | 0,0805 8,052
Den 42 71SK Kuze 499,80 0,20 2 32,85 24,98 0,0043 | 0,0030 0,298
Den 42 72BL Krev 141,00 0,71 0 NA

Den 42 72GL Zabry 87,50 1,00 0 28,84 26,36 0,1786 | 0,0872 8,720
Den 42 72Kl Ledviny 355,80 0,28 1 27,96 23,68 0,0517 | 0,0252 2,522
Den 42 72L1 Jatra 258,40 0,39 0 29,08 25,80 0,1029 | 0,0503 5,026
Den42 | 72MUS | Svalovina 360,40 0,28 2 29,69 25,57 0,0575 | 0,0281 2,807
Den 42 72SK Kuze 799,20 0,13 3 31,91 25,82 0,0146 | 0,0102 1,020
Den 49 76BL Krev 60,90 1,00 0 34,45 26,00 0,0029 | 0,0020 0,199
Den 49 76GL Z&bry 122,60 0,82 0 26,48 23,79 0,1544 | 0,1077 10,769
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Den Nazev Thik Koncentrace Redeni | PCR primérna Ct | primérna Ct R Rn relativni
vzorku DNA (ng/nl) (18S rDNA) (beta-aktin) kvantifikace (%0)

Den 49 76Kl Ledviny 339,10 0,29 1 26,92 22,34 0,0420 | 0,0293 2,926
Den 49 76L1 Jatra 302,20 0,33 3 30,46 26,02 0,0459 | 0,0320 3,202
Den 49 76MUS Svalovina 331,10 0,30 0 29,22 26,44 0,1456 | 0,1015 10,153
Den 49 76SK Kuze 445,00 0,22 0 35,94 26,56 0,0015 | 0,0010 0,104
Den 49 77BL Krev 183,40 0,55 1 39,31 27,60 0,0003 | 0,0002 0,021
Den 49 77GL Zéabry 86,80 1,00 0 29,14 25,02 0,0575 | 0,0401 4,011
Den 49 77Kl Ledviny 191,80 0,52 1 29,70 25,14 0,0422 10,0134 1,341
Den 49 77LI Jatra 250,60 0,40 0 32,02 27,05 0,0319 | 0,0223 2,225
Den 49 7TTMUS Svalovina 334,20 0,30 0 29,51 25,77 0,0751 | 0,0524 5,237
Den 49 77SK Kize 166,70 0,60 0 - 27,42 - - 0
Den 49 78BL Krev 194,50 0,51 0 NA
Den 49 78GL Zé&bry 144,30 0,69 2 27,61 25,06 0,1702 | 0,0872 8,722
Den 49 78KI Ledviny 223,30 0,45 0 30,42 25,96 0,0454 | 0,0233 2,329
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Den Nazev Thik Koncentrace Redeni | PCR primérna Ct | primérna Ct R Rn relativni
vzorku DNA (ng/nl) (18S rDNA) (beta-aktin) kvantifikace (%0)
Den 49 78LI Jatra 420,00 0,24 0 24,20 23,35 0,5548 | 0,2844 28,437
Den49 | 78MUS | Svalovina 356,90 0,28 0 31,11 26,86 0,0526 | 0,0269 2,694
Den 49 78SK Kuze 620,10 0,16 1 32,46 25,24 0,0067 | 0,0047 0,468
Den 49 79BL Krev 179,80 0,56 2 29,68 24,68 0,0313 | 0,0153 1,526
Den 49 79GL Zabry 67,00 1,00 3 29,81 25,85 0,0643 | 0,0448 4,481
Den 49 79Kl Ledviny 163,70 0,61 4 30,35 25,42 0,0328 | 0,0168 1,681
Den 49 79LI Jatra 265,20 0,38 4 28,59 23,76 0,0352 | 0,0245 2,452
Den49 | 79MUS | Svalovina 176,00 0,57 1 29,39 24,71 0,0389 | 0,0199 1,993
Den 49 79SK Kuze 401,30 0,25 2 32,50 24,65 0,0043 | 0,0030 0,302
Den 49 80BL Krev 160,80 0,62 4 37,15 26,80 0,0008 | 0,0004 0,037
Den 49 80GL Zabry 88,90 1,00 4 31,12 25,89 0,0266 | 0,0136 1,361
Den 49 80KI Ledviny 316,40 0,32 1 27,30 21,58 0,0189 | 0,0097 0,969
Den 49 80LI Jatra 286,40 0,35 1 32,72 25,67 0,0076 | 0,0039 0,388
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Den Nazev Thik Koncentrace Redeni | PCR primérna Ct | primérna Ct R Rn relativni
vzorku DNA (ng/nl) (18S rDNA) (beta-aktin) kvantifikace (%0)
Den 49 80MUS Svalovina 237,00 0,42 1 32,13 26,49 0,0200 | 0,0139 1,394
Den 49 80SK Kuze 384,30 0,26 1 34,56 26,08 0,0028 | 0,0020 0,195
Den 56 84BL Krev 105,10 0,95 0 37,78 26,00 0,0003 | 0,0001 0,008
Den 56 84GL Zabry 293,00 0,34 2 25,59 22,21 0,0961 | 0,0492 4,923
Den 56 84Kl Ledviny 380,10 0,26 5 28,13 23,17 0,0321 | 0,0165 1,647
Den 56 84L1 Jatra 560,40 0,18 5 28,65 25,58 0,1195 | 0,0612 6,125
Den56 | 84MUS | Svalovina 349,00 0,29 4 27,97 23,87 0,0585 | 0,0175 1,755
Den 56 84SK Kuze 180,10 0,56 0 33,82 23,74 0,0009 | 0,0006 0,064
Den 56 85BL Krev 111,00 0,90 0 32,24 25,78 0,0114 | 0,0034 0,342
Den 56 85GL Zabry 265,10 0,38 3 29,52 25,13 0,0477 10,0143 1,430
Den 56 85K Ledviny 269,50 0,37 2 30,91 26,17 0,0373 | 0,0191 1,911
Den 56 85LI Jatra 328,10 0,30 0 30,92 25,68 0,0265 | 0,0079 0,793
Den56 | 85MUS | Svalovina 351,20 0,28 4 27,00 23,78 0,1073 | 0,0322 3,218
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Den Nazev Thik Koncentrace Redeni | PCR primérna Ct | primérna Ct R Rn relativni
vzorku DNA (ng/nl) (18S rDNA) (beta-aktin) kvantifikace (%0)
Den 56 85SK Kuze 322,60 0,31 0 35,24 28,13 0,0072 | 0,0050 0,505
Den 56 86BL Krev 271,90 0,37 1 29,67 24,54 0,0285 | 0,0085 0,853
Den 56 86GL Zabry 244,40 0,41 1 29,89 25,93 0,0640 | 0,0192 1,920
Den 56 86Kl Ledviny 232,80 0,43 1 31,86 25,51 0,0123 | 0,0037 0,368
Den 56 86LI Jatra 498,40 0,20 1 31,15 23,51 0,0050 | 0,0026 0,258
Den 56 86MUS Svalovina 373,10 0,27 4 28,43 23,14 0,0255 | 0,0131 1,306
Den 56 86SK Kuze 244,80 0,41 0 33,33 26,17 0,0070 | 0,0049 0,488
Den 63 90BL Krev 84,30 1,00 2 33,78 26,69 0,0073 | 0,0039 0,003
Den 63 90GL Zabry 179,10 0,56 1 31,31 26,46 0,0347 | 0,0128 1,282
Den 63 90Kl Ledviny 166,60 0,60 1 31,40 25,87 0,0216 | 0,0080 0,800
Den 63 0Ll Jatra 273,60 0,37 0 32,25 27,03 0,0268 | 0,0142 0,010
Den63 | 90MUS | Svalovina 184,90 0,54 1 28,13 25,50 0,1615 | 0,0597 5,971
Den 63 90SK Kutize 500,80 0,20 0 32,92 24,81 0,0036 | 0,0025 0,252
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Den Nazev Thik Koncentrace Redeni | PCR primérna Ct | primérna Ct R Rn relativni
vzorku DNA (ng/nl) (18S rDNA) (beta-aktin) kvantifikace (%0)

Den 63 91BL Krev 177,10 0,56 2 33,90 27,97 0,0164 | 0,0061 0,606
Den 63 91GL Zabry 166,60 0,60 0 30,31 26,87 0,0918 | 0,0339 3,394
Den 63 91Kl Ledviny 185,10 0,54 1 30,67 26,54 0,0571 | 0,0211 2,111
Den 63 91LI Jatra 311,10 0,32 0 32,48 27,54 0,0325 | 0,0120 1,200
Den 63 91MUS Svalovina 245,00 0,41 1 27,00 25,45 0,3415 | 0,1262 12,622
Den 63 91SK Kuze 350,50 0,29 0 - 24,89 - - 0

Den 63 92BL Krev 84,80 1,00 0 40,50 26,51 0,0001 | 0,0000 0,002
Den 63 92GL Zabry 73,30 1,00 2 31,76 25,57 0,0137 | 0,0051 0,508
Den 63 92Kl Ledviny 183,90 0,54 2 31,86 26,15 0,0191 | 0,0071 0,706
Den 63 92LI Jatra 283,30 0,35 1 32,96 27,01 0,0162 | 0,0049 0,485
Den 63 92MUS Svalovina 301,30 0,33 3 31,04 24,77 0,0129 | 0,0039 0,387
Den 63 92SK Kuze 457,60 0,12 0 - 24,50 - - 0

Den 63 93BL Krev 232,30 0,43 3 32,92 23,60 0,0016 | 0,0005 0,047
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Nazev Koncentrace | . primérna Ct | primérna Ct relativni
Den Tkan Redéni | PCR ) R Rn .
vzorku DNA (ng/nl) (18S rDNA) (beta-aktin) kvantifikace (%0)
Den 63 93GL Zéabry 240,40 0,42 2 33,53 25,36 0,0035 | 0,0013 0,128
Den 63 93K Ledviny 206,20 0,48 1 32,90 26,43 0,0113 | 0,0042 0,418
Den 63 o3LI Jatra 249,70 0,40 0 33,57 25,68 0,0042 ] 0,0016 0,156
Den 63 93MUS Svalovina 197,70 0,51 1 32,81 26,32 0,0111 | 0,0041 0,411
Den 63 93SK Kuze 690,00 0,14 0 38,48 26,81 0,0003 | 0,0002 0,021
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