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Abstrakt

Aphanomyces astaci, puvodce raf¢iho moru, pfedstavuje jednu z nejzavaznéjSich
hrozeb pro puvodni evropské druhy rakli, mezi které patii naptiklad rak ti¢ni (Astacus
astacus). Jedinym dosud znamym zptsobem jejich ochrany proti této chorobé je zabranit
roz§iteni pivodce ra¢itho moru do zbyvajicich populaci. Vyznamnym zdrojem nékazy je ve
sttedni Evropé rak pruhovany (Orconectes limosus), pivodem severoamericky druh raka,
ktery miize ve svych tkanich piivodce ra¢iho moru dlouhodobé¢ hostit. V odborné literature se
objevily rtizné hypotézy o Casovém omezeni Sifeni A. astaci ze severoamerickych rak,
napiiklad na obdobi jejich tthynu ¢i svlékéani, dosud vSak bez vérohodné experimentalni
podpory. Cilem této prace bylo zejména testovat, zda je penos A. astaci ze severoamerickych
rakli omezen pouze na obdobi jejich svlékani ¢i Uhynu. Za timto ucelem byly provedeny
pokusy o pienos A. astaci, ve kterych jako zdroj infekce slouzili raci pruhovani parazitovani
puvodcem rac¢iho moru a jako recipienti nenakazeni raci pruhovani ¢i raci fi¢ni. Dosazeno
bylo prvniho relativné spolehlivé dolozeného prenosu A. astaci na raka pruhovaného
v experimentalnich podminkach. Celkové vsak snadné&ji dochazelo k ptenosu A. astaci na
raky Ficni. Vysledky pokust jednoznaéné dokazuji, ze spory A. astaci se z rakd pruhovanych
mohou S§ifit 1 mimo obdobi jejich svlékani ¢i Ghynu, a to v mnozstvi dostatecném pro
infikovani rakt ficnich. Kvantifikaci spor patogenu zachycenych filtrovanim vody
z pokusnych akvarii bylo zjiSténo, Ze koncentrace spor uvolnénych z raka pruhovaného se
v ase fadové meéni. Vysledky kvantifikace spor podporuji hypotézu, ze jednou z pficin
zvySeného uvoliovani spor je svlékani rakli. Naopak rozsah infekce v kutikule Zivych raki
pruhovanych nejspiSe vyrazny vliv na mnoZstvi uvoliovanych spor nema. Pfinos prace
spo¢iva 1 v zavedeni nejnovéjSi metody kvantifikace spor do laboratofi Ptirodovédeckeé
fakulty UK. Tato metoda se ukazala jako vhodné doplnéni tradi¢niho zptsobu detekce pomoci
infekénich pokusti a mohla by byt uzZita pro feSeni nékterych z nezodpovézenych otazek

0 ptenosu A. astaci, které jsou v této praci naznaceny.

Klicova slova: pienos, detekce, sporulace, real-time PCR, Aphanomyces astaci,

Orconectes limosus, Astacus astacus.



Abstract

The crayfish plague pathogen, Aphanomyces astaci, is one of the most serious threats
to European indigenous crayfish species, e.g., the noble crayfish (Astacus astacus). The only
way to protect susceptible crayfish species from the disease is to prevent the dispersion of the
pathogen to their populations. One of the most important sources of the crayfish plague
pathogen in Central Europe is the spiny-cheek crayfish (Orconectes limosus), a species of
North American origin, which can carry the parasite in its cuticle for years. Some literature
sources claimed that the pathogen dispersion from the American vectors is restricted to
periods of moulting or to the time before and after the crayfish death. However, experimental
evidence for such hypotheses was lacking. The main aim of my thesis was to test these
predictions, and the alternative scenario that the crayfish plague pathogen can be transmitted
from the infected spiny-cheek crayfish also in other periods. For this purpose, experiments
were set up to investigate A. astaci transmission from infected spiny-cheek crayfish to
non-infected spiny-cheek or noble crayfish. As expected, the pathogen was transmitted to
noble crayfish much more easily than to the uninfected American host. Nevertheless, we
succeeded in the pathogen transmission also among spiny-cheek crayfish, probably for the
first time under experimental conditions. The experiments provided a clear evidence that
A. astaci can be transmitted to susceptible crayfish even if the American host is neither
moulting nor dying. | quantified the amount of spores present in the aquarium water by
filtering defined volume through filters. The results show that the concentrations of the
pathogen spores released from the spiny-cheek crayfish substantially changed during the
experiments. The results support the hypothesis that more spores are released during moulting
of the host. On the contrary, the effect of the pathogen amount detected in the host tissues was
not significant. A new method for A. astaci spore detection and quantification was introduced
to laboratories of Charles University of Prague and it was confirmed as an approach that can
be an addition to infection experiments. The thesis also highlights possible topics for future

research.

Key words: transmission, detection, sporulation, real-time PCR, Aphanomyces astaci,

Orconectes limosus, Astacus astacus.



Uvod

Ustiednim tématem této diplomové prace je oomycet Aphanomyces astaci a jim
pusobeny ra¢i mor. Toto onemocnéni piedstavuje jeden z nejvyznamnéjSich faktora
ohrozujicich ptivodni evropské druhy raka jak v komercnich chovech, tak 1 ve zbyvajicich
volné Zzijicich populacich (Fiireder 2006). Proto byl zafazen mezi 100 nejvyznamnéjSich
invaznich druhut svéta (Lowe a kol. 2004). Na katedie ekologie Ptrirodovédecké fakulty UK se
vyzkumu tohoto onemocnéni vénuje pozornost jiz pfiblizn¢ osm let, jak dokazuje mnozstvi
recentn¢ publikovanych ¢lanka (Kozubikova a kol. 2006; 2007; 2008; 2009; 2011b) i
ptipravovanych rukopist (Kozubikova a kol. 2011a; 2011c¢; Svoboda a kol. 2011).

Dosud jedinym zplUsobem, kterym Ize omezit Skody pachané ra¢im morem
Vv populacich ptivodnich evropskych druhti raku, je branit Sifeni A. astaci na nové lokality.
Léceni jiz nakaZenych jedinct totiz zatim neni moZzné, jak shrnuje naptiklad manudl Svétové
organizace pro zdravi zvifat (OIE 2009). Zpusoby prevence Sifeni navrzené v odborné
literatufe 1ze rozdélit na prevenci zavlékani nakazenych rakl na nové lokality a prevenci
pfenosu samotnych infekénich stadii A. astaci (Svoboda 2009). Mimo své hostitele pieziva
A. astaci pouze ve vod¢ ¢i ve vlhku (Soderhill a Cerenius 1999). Proto mohou byt volné Zijici
stadia zavlékana na nové lokality pfevaZzenim vody mezi povodimi nebo na povrchu vlhkych
predmétt (Alderman a kol. 1987). Tomu lze piedejit dokonalym vysuSenim, chemickou
dezinfekei ¢i vylouc¢enim piesunti vody a predmétt z lokalit s vyskytem A. astaci (Stephens
2005). Kvuli narocnosti takovych opatfeni je vSak velmi dilezité veédét, zda musi byt
aplikovéna stale, nebo zda se v nékterych obdobich propagule patogenu ve vode nevyskytuji.
To bylo jednou z motivaci pro vytyCeni ustiedni otazky této diplomové prace: ,,Je Sifeni volné
zijicich stadii A. astaci zavislé na stavu hostitele?* Pochopeni dosud nalezenych dil¢ich
odpovédi a konkrétnéjsich cili této prace vSak vyzaduje alespon zakladni seznameni

S zivotem piivodce rac¢iho moru.

Zivotni cyklus A. astaci je znazornén na obrazku 1. Jeho podrobngj§i popis byl jiz
publikovan jak v anglickém, tak v Ceském jazyce (Cerenius a kol. 1988; Kozubikova
a Petrusek 2009), zde shrnu jen zakladni fakta. Ra¢i mor je disledkem ristu hyf A. astaci
v napadenych tkanich hostitelti. Hyfy (vlakna) vytvarejici mycelium rostouci Vv téle raka (5)
mohou prorustat epikutikulou (3) a vytvaret vné téla hostitele sporangia s tzv. primarnimi
sporami (7). Po uvolnéni ze sporangia se primarni spory pfeméni v primarni cysty, které se

v obvyklych podminkach shluknou pobliz Usti sporangia (8). Z primarnich cyst se uvolni
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bi¢ikaté zoospory (1), které ve vodnim prostiedi hledaji vhodného hostitele. Pokud jej
naleznou, vytvoii na jeho povrchu sekundarni cystu (2), jez pozd&ji vykli¢i (4) a zalozi
Vv tkanich hostitele nové mycelium (6). Protoze v§ak mechanismus vyhled4avani hostitele neni
prilis specificky (Cerenius a Soderhdll 1984a), mize se stat, ze dojde k pfeméné v cystu na
povrchu nevhodného hostitele nebo substratu. V takovém piipadé se zcysty muze opét
uvolnit zoospora (9) schopna pokracovat v hledani vhodnéjsiho hostitele. Tento proces se
nazyva opakované uvolnéni zoospory (na obrdzku 1 popsano zkratkou OUZ) a bunka jej
postupné muize prodélat i tiikrat (Cerenius a S6derhdll 1984b). Opakované uvolnéni zoospory
zvySuje pravdépodobnost uspé$ného zakonceni Zzivotniho cyklu A. astaci piisednutim

zoospory na télo raka. Pokud se tento cil pfesto nenaplni, parazit uhyne (10).

Vsechna vyse zminéna voln¢ Zijici jednobunécna stadia, tedy primarni spory, primarni
cysty, zoospory i sekundarni cysty, byvaji nékdy oznaovdna souhrnnym terminem ,,spory*
(Strand a kol. 2011). V této praci jej budu pouzivat, jelikoz rozlisovani jednotlivych stadii
spor nebylo pro ufely mého vyzkumu nutné, nebot’ vSechna zminénd stadia mohou byt
pritomna ve vod¢ s napadenym hostitelem a vSechna slouzi k §ifeni parazita. Navic se poméry
jednotlivych stadii v suspenzi béhem mnou pouZzitych laboratornich postupi ménily, zejména
pfeména zoospor v cysty mize byt snadno vyvoldna, mimo jiné zménou teploty, tfepanim ¢i
proudénim média (Svensson a Unestam 1975; Olson a kol. 1984), které mohou pfi praci se

sporami nastat i nechténé, naptiklad vytazenim jejich suspenzi z inkubéatort ¢i pipetovanim.



Obrizek 1: Zivotni cyklus Aphanomyces astaci. Upraveno dle Diéguez-Uribeonda
(2006) se svolenim autora. 1 — zoospora, 2 — encystace, 3 — epikutikula, 4 — kli¢ici cysta,
5 — endokutikula a dalsi tkané raka, 6 — hyfy (vlakna), 7 — sporangium, 8 — shluk primarnich
cyst, 9 — sekundarni cysta, 10 — uhynula cysta, OUZ — opakované uvolnéni zoospory.

Nedilnou soucasti Zivotniho cyklu parazita jsou 1 jeho hostitelé, kterymi jsou v pfipadé
A. astaci raci (Soderhéll a Cerenius 1999). Krom¢ nich byl zatim rast A. astaci pozorovan
nejspise jen na krabu ¢inském (Eriocheir sinensis) (Benisch 1940). Pivodem evropské druhy
rakd, naptiklad rak fi¢ni (Astacus astacus) nebo rak bahenni (Astacus leptodactylus), jsou
vaci A. astaci velmi citlivé a po napadeni se u nich rozviji fatalni onemocnéni ra¢i mor
(Unestam 1969a; Alderman a kol. 1987). Na tizemi Evropy se vSak vyskytuji i druhy rakt
pochazejici ze Severni Ameriky, napiiklad rak signalni (Pacifastacus leniusculus), rak
pruhovany (Orconectes limosus) a rak ¢erveny (Procambarus clarkii) (Holdich a kol. 2006).
V téchto severoamerickych racich byva rtst A.astaci omezen na kutikulu a inhibovan
v dtsledku imunitnich reakci raka (Unestam 1969a, 1972, 1975). Protoze takovy stav nevede
k thynu hostitele, byva nazyvan jako chronicka forma, chronicka faze ¢i benigni forma raciho
moru (Vey a kol. 1983; Soderhdll a Cerenius 1999). Pokud je vSak imunitni systém
severoamerickych rakti experimentalné oslaben, dochazi k rozrustani hyf A. astaci v kutikule

i uvnitf t€la a raci nasledkem onemocnéni hynou (Unestam a Sodehdll 1977; Persson
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a Soderhill 1983; Persson a kol. 1987). K tomuto ptfechodu z chronické faze do akutni faze ¢i
maligni formy, jak se takové projevy nazyvaji (Vey a kol. 1983; Soderhéll a Cerenius 1999),
pravdépodobné dochazi i nasledkem stresu (Cerenius a kol. 1988; Diéguez-Uribeondo
a Soderhéll 1993) ¢i poskozenim povrchu téla raka (Vey a kol. 1983; Diéguez-Uribeondo
a Soderhdll 1993). Mimo experimentalni podminky byly maligni formy infekce
severoamerickych rakti pozorovany jak v komerénich chovech (Viljamaa-Dirks 2008), tak ve
volné ptirodé (Cerenius a kol. 1988). Obecné vSak severoamericti raci piezivaji parazitovani
A. astaci mnohem déle nez ptivodni evropské druhy rakt, a proto mohou pusobit jako staly
zdroj nakazy, jak bylo prokazano i v experimentalnim prostiedi (Vey a kol. 1983; Jarvenpaa
a kol. 1986; Diéguez-Uribeondo a Soderhéll 1993). Ve stiedni Evropé je velmi vyznamnym
rezervoarem puvodce ra¢itho moru rak pruhovany (Kozubikova a kol. 2009; Kozubikova

a kol. 2011c).

Pivodce ra¢itho moru je na svého hostitele velmi uzce vazan, mycelium rostouct
v télech raka je specializovdno na paraziticky zpisob zivota do té miry, ze mimo tkané
hostitell za normélnich okolnosti nepteziva (Soderhéll a Cerenius 1999), nejspis v disledku
interakci se saprofytickymi oomycety a bakteriemi (Cerenius a kol. 2002). Ve volném
prostiedi se A. astaci vyskytuje pouze ve formé spor. Odborna literatura dosud nabizi spise
dil¢i poznatky o délce piezivani spor. Nejdelsi dobu vyskytu cysty udéavaji Alderman
a Polglase (1986), a to osm aZ dvanact hodin. Zivotnost zoospor byva odhadovana v fadu dni
(Olson a kol. 1984; Alderman a Polglase 1986, Unestam 1966). Pro pienos ra¢iho moru je
vSak rozhodujici spiSe suma doby pieZiti vSech po sobé nasledujicich volné Zijicich stadii. Jeji
maximum dosahuje ve sterilnim médiu nejméné dvou mésici (Unestam 1966). Vysledky
infek¢nich pokusti nicmén¢ ukazuji, ze suspenze spor jsou schopné infikovani hostitelii pouze
pfiblizné jeden tyden (Unestam 1969b) a obvykla délka piezivani spor se odhaduje v fadu dnti
(Vogt 1999; Cerenius a kol. 2002; Evans a Edgerton 2002). Pro odpovéd’ na otazku, zda je
Sifeni patogenu z infikovanych rakl néjak ¢asové omezeno, je tedy rozhodujici nacasovani
uvoliovani spor z hostitelti. Podle n€kterych souhrnnych ¢lankt je uvolnovani spor omezeno
na pokrocilejsi stadia nemoci (Soderhdll a Cerenius 1999) ¢i na obdobi thynu hostiteli
(Evans a Edgerton 2002). Avsak jak bylo uvedeno vyse, prubéh nemoci se lisi u evropskych
a severoamerickych druhti, a proto je smysluplné popisovat nacasovani sporulace parazita
z rakl téchto dvou skupin oddélené. Z evropskych druhl rakii se zoospory uvolnuji podle
nékterych autorti pouze v obdobi uhynu (Soderhill a Cerenius 1999) ¢i alespon pokrocilého

stadia nemoci (Vogt 1999; Oidtmann a kol. 2002). Ve skute¢nosti neni tato podminka pfilis
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omezujici, nebot’ v télech evropskych druhii rakii se patogen rozrstd pomérné rychle
a k thynu obvykle dochazi do nékolika tydni od nakazy (Unestam 1969a, 1975; Vey a kol.
1983). I kdyz v literatuie existuje i nékolik vyjimeénych pozorovani, které se z tohoto
pravidla vymykaji - dlouhodobé prezivani evropskych druht rakii na lokalitach s vyskytem
A. astaci (Viljamaa-Dirks 2008; Svoboda a kol. 2011) ¢i relativné nizka mortalita po
vystaveni sporam A. astaci v experimentalnim prostiedi (Unestam 1969a). Naopak, druhy
rakli pochazejici ze Severni Ameriky mohou piezivat infekci A.astaci mnohem déle.
Prokazano bylo piezivani infikovanych raka po dobu vice nez jednoho roku (Unestam 1972).
Sporulace by z téchto druhti mohla probihat neustale, jak navrhli Nylund a Westman (2000).
V odborné literatuie vSak bylo jiz mnohokrat zminéno, ze sporulace z tél severoamerickych
rakll zavisi na jejich stavu. Nize uvadim v jednoduchém piehledu né€kolik piikladt stavt rak,

které podle riznych praci doprovazi uvoliiovani spor.

e Uuhyn (Diéguez-Uribeondo a Soderhéll 1993; Oidtmann 2000; Oidtmann a kol. 2002;
Oidtmann a kol. 2004)

e svlékani (Oidtmann 2000; Oidtmann a kol. 2002; Cerenius a kol. 2003; Oidtmann a kol.
2004; Oidtmann a kol. 2006)

e oslabeni imunity (Persson a Soderhdll 1983; Séderhill a Cerenius 1999; Cerenius a kol.

2003)

e stres (Diéguez-Uribeondo a Soderhill 1993; Soderhdll a Cerenius 1999; Vogt 1999;
Cerenius a kol. 2003).

Detailni prozkoumani citované literatury vSak ukazuje, Ze naCasovani sporulace neni
objasnéno tak dobie, jak by se mohlo podle piehledu zdat. Zadny z ¢lanki neni vénovan vlivu
stavu rakd na uvolnovani spor. Citovand tvrzeni se totiz obvykle nachédzeji pouze v tvodu
praci feSicich jinou problematiku, nebo jde o obecné souhrnné ¢lanky. Navic obvykle schazi
zdroj uvadeéné informace o obdobi sporulace. Vyjimkou jsou pouze dvé experimentélni prace
(Persson a Soderhill 1983; Diéguez-Uribeondo a Soderhill 1993), které vsak sporulaci mimo

Jimi uvadéné mimofadné stavy (oslabeni imunity rakti, plisobeni stresu) nevylucuji.

Cile prace

Hlavnim cilem této prace bylo piispét k odhaleni procest sporulace a pienosu raciho
moru testovanim zakladni hypotézy, ze A. astaci se na nové hostitele prenasi z parazitovanych

severoamerickych rakii pouze v obdobi jejich uhynu ¢i svlékani. K testovani bylo vyuzito
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akvarijnich pokusii, které jsem provedl ve spolupréaci s odborniky z Vyzkumného ustavu
rybafského a hydrobiologického ve Vodnanech. V prvnim roce byly provedeny pokusy
0 pfenos z parazitovanych rakd pruhovanych na neinfikované raky pruhované a raky ficni.
Vysledky téchto prvnich experimentii naznacily, ze vySe formulovana hypotéza nejspise
neplati. Cilem dalSich pokusii bylo ziskat vérohodnéjsi data navySenim poctu opakovani
pokusu a pokusit se testovat hypotézy: 1) Pravdépodobnost ptenosu A. astaci je vétsi, dojde-li
k thynu ¢i ke svlékani parazitovaného raka; 2) Pravdépodobnost pfenosu A. astaci je vétsi,

pokud je infekce v parazitovaném rakovi rozsahle;jsi.

Navic byly pokusy v druhém roce rozsifeny o filtrovani vody z akvarii za ucelem
zachyceni spor A. astaci. Tyto filtry mély byt po optimalizovani a kalibraci potfebné metody
kvantifikace vyuZzity pro otestovani hypotézy, Ze spory A. astaci se z hostitelti uvoliuji ve
stale stejné mife, nezavisle na jejich svlékani ¢i uhynu. Jesté pied popis metodiky, kterd byla
pouzita pro testovani vytyCenych hypotéz, zafazuji pro dosazeni vétSi srozumitelnosti
nasledujicich ¢asti této prace kapitolu shrnujici néktera zakladni fakta o metodach detekce

a kvantifikace A. astaci.

Metody detekce a kvantifikace Aphanomyces astaci

Pavodce racitho moru mtize byt detekovan vice metodami, které se 1isi v nejriiznéjsich
ohledech (Cerenius a kol. 1988; Oidtmann a kol. 2006; Hochwimmer a kol. 2009; Vralstad
akol. 2009). Zhlediska interpretace vyslednych dat jsou rozhodujici jejich citlivost
detekovat pouze A. astaci. Proto v nasledujicim textu diskutuji vedle zakladniho principu
metody vzdy 1 jeji citlivost a specificitu. Nejprve se vénuji metoddm detekce patogenu
Vv tkdnich raki, na n¢€ navazuji metody detekce spor ve vodé a kapitolu uzavira popis metody

kvantifikace A. astaci.

Raci mohou jevit v disledku napadeni parazitem zmény ve zbarveni nékterych casti
kutikuly (tmavé melaninové skvrny) ¢i svaloviny (zesvétlani) a citlivé druhy rakti mohou
meénit své chovani — pozorovany byvaji naptiklad denni aktivita, oslabeni unikového reflexu,
skrabani vlastniho t¢la, poloha na zadech ¢i paralyza (OIE 2009). Mikroskopické pozorovani
jejich kutikuly mize odhalit hyfy odpovidajici morfologicky A. astaci, piipadn¢ mohou byt
pozorovana i dalsi stadia zivotniho cyklu parazita (OIE 2009). Avsak ani podle piiznaku, ani

podle mikroskopického pozorovani nelze druh A.astaci s jistotou urcit, nebot’ obdobné
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vypadaji i dalsi parazitické ¢i saprofytické druhy oomyceti (Cerenius a kol. 1988; Oidtmann
a kol. 1999; OIE 2009).

Jednu moznost spolehlivé detekce A. astaci v tkanich raki predstavuje kombinace
izolace cisté kultury patogenu a infek¢nich pokusu s citlivymi druhy raku, naptiklad s rakem
ficnim (Alderman a Polglase 1986; Cerenius a kol. 1988; Royo a kol. 2004). Specificita této
metody je sice optimalni, ale jeji pouziti vyzaduje minimaln¢ dva az tfi tydny, a navic je
citlivost této metody pomérné nizka — ani pii optimalnich podminkach se patogen nepodaii
izolovat piiblizn¢ z jedné tietiny poCtu rakll prokazatelné¢ zasazenych ra¢im morem
(Oidtmann a kol. 1999). Dosazeni vyssi GspéSnosti totiz brani interakce A. astaci s dal§imi
druhy mikroorganismti a omezeny vybér tkani, z nichz byva patogen izolovan (Alderman

a Polglase 1986; Oidtmann a kol. 2004; Viljamaa-Dirks a Heinikainen 2006).

Vyrazné urychleni a zvySeni citlivosti detekce A.astaci v tkanich rakt pfinesly
molekularni metody (Oidtmann a kol. 2004; Oidtmann a kol. 2006; Hochwimmer a kol. 2009;
Vralstad a kol. 2009). Jejich principem je amplifikace specifickych usekl genetické informace
parazita v DNA izolované z vySetfovanych rakd. Hmotnost tkani, z nichz mize byt najednou
DNA izolovana, je velmi omezena. Proto je nutné vybirat pro izolaci DNA jen vzorek
nckterych tkani. Podle dosavadnich praci je nejvétsi pravdépodobnosti detekce parazita
dosazeno pfi izolaci z ocasni ploutvicky (Oidtmann a kol. 2006; Vralstad a kol. v tisku),
mékkych casti kutikuly ze spodni strany zadecku (Oidtmann a kol. 2006) a oc¢ni stopky
(Oidtmann a kol. 2004).

Amplifikace specifickych usekd genetické informace parazita probihd pomoci
polymerdzové tetézove reakce (dale jen ,,PCR®). Specificitu zajist'uji primery vazici se na cast
nekodujici sekvence DNA parazita, konkrétné na takzvané oblasti ITS (internal transcribed
spacer). Postupné byly pro detekci A. astaci vyuzity dvé zakladni metody PCR: konven¢ni
PCR v kombinaci s agarézovou elektroforézou a kvantitativni real-time PCR (dale jen
,real-time PCR*). Konven¢ni PCR byla navrzena ve vice variantach (Oidtmann a kol. 2004;
Oidtmann a kol. 2006), z nichZ se v nasi laboratofi pouzivaji nejnovéjsi dveé: tzv. semi-nested
PCR a single round PCR (Oidtmann a kol. 2006). Uvedené metody se liSi mimo jiné

pouzivanymi primery, jak je naznaceno na obrazku 2.
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Obrazek 2: Schematické znazornéni Casti genetické informace A. astaci a primert
pouzivanych pii semi-nested PCR, single round PCR a real-time PCR (zkompilovano dle
Oidtmann a kol. 2004; Oidtmann a kol. 2006; Vralstad a kol. 2009).

Zékladem single round PCR je namnozeni useku DNA A.astaci o délce
569 nukleotidli za pomoci specifickych primert oznacovanych Cisly 42 a 640 (Oidtmann
a kol. 2006). Pii semi-nested PCR se vyuziva podobné jako v ptipadé nested PCR dvou do
sebe ,,vnofenych® reakci (tedy druha reakce vyuziva produkt prvni reakce a amplifikuje z ng;
krat$i fragment), ale u semi-nested je jeden primer (640) v obou navazujicich PCR shodny.
Produktem semi-nested PCR sledovaného tseku DNA A. astaci je fragment o délce
115 nukleotid. Uvedené primery (42, 525, 640) sice béhem PCR mohou nasedat i na DNA
jinych druhti, ale produkty takovych reakci mivaji (zeyjména u fylogeneticky vzdalenéjSich
druhti) jinou délku, coz se projevi odliSnou pozici fragmentli po nasledné agarézové

elektroforéze.

Zékladem real-time PCR je také mnozeni druhové specifického tiseku DNA. Prvni ze
dvou dosud navrzenych variant cili na ¢ast useku ITS a zahrnuje kromé druhové specifickych
primeru jesté specifickou sondu MGB (minor groove binder) (Vralstad a kol. 2009). Sonda
Z ptipadné smési namnozenych fragmenti DNA oznacuje s vysokou specificitou pouze ty, jez
obsahuji sekvenci s ni komplementarni, jak je naznaceno na obrazku 2. Po pfipojeni sondy na
sledovany, k ni komplementarni isek DNA, dochazi k fluorescenci. Intenzita fluorescence
tedy roste s ptibyvajicim poctem kopii sledovaného tiseku DNA. Princip kvantifikace spo¢iva
vurceni poctu cykli, které musely probéhnout, aby bylo dosazeno stanovené miry
fluorescence v reakéni smési. Naméteny pocet cyklt se oznacuje jako Ct (cycle threshold).
Druha varianta real-time PCR, ktera na obrazku neni znazornéna, cili na geny pro chitinazu
(Hochwimmer a kol. 2009), dosahuje nizsi citlivosti (Tuffs a Oidtmann 2011) a v této praci ji
uz nebude vénovana pozornost. Bude-li tedy v textu uzito terminu ,,real-time PCR*, bude jim

minéna varianta cilena na ITS dle doktorky Vrélstad a kol. (2009).
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Citlivost PCR metod byva popisovana pomoci detekéniho limitu, coZ je nejmensi
mnozstvi DNA vedouci k pozitivnim vysledkiim detekce v nejméné 95 % opakovani reakce
(Vraélstad a kol. 2009). Detekéni limit single round i semi-nested PCR byl stanoven na 100 fg
DNA izolované z mycelia A. astaci (Oidtmann a kol. 2006), ale zkusenosti Kozubikové a kol.
(2011c) naznacuji, ze semi-nested PCR je citlivéjsi (viz nize). Velikost genomu A. astaci sice
neni znama, nicméné soud¢ podle velikosti genomu ostatnich oomycetli mize mit hmotnost
ptiblizné 20 az 250 fg (Kamoun 2003). Detek¢ni limit obou verzi PCR tedy odpovida zhruba
0,4 az 5 nasobku mnozstvi DNA A. astaci nachazejici se v jedné spote. Vzhledem k tomu, ze
mnozstvi DNA A. astaci bude v této praci zminovano je$t€¢ mnohokrat, budu pouzivat pro
prumérné mnozstvi DNA A. astaci obsazené v jedné spoie oznaceni ,,C* a udavat mnozstvi
DNA A. astaci v nasobcich C, stejné jako doktorka Vralstad a kol. (2009). Oznaceni vychazi
z anglického vyrazu C-value, které oznacuje velikost jednoho genomu (Greilhuber a kol.
2005).!

V na$i laboratofi byva do jedné PCR reakce obvykle pridavana dvacetina DNA
izolované z piivodniho vzorku (10 ul ze 200 ul izolatu), a proto jsou na urovni limitu izolaty
ze vzorkli obsahujicich 8 az 100 C. Teoreticky tedy mize byt pomoci obou variant
vyuzivajicich konvenéni PCR spolehlivé detekovan A. astaci ve vzorcich obsahujicich
alespon desitky genomovych jednotek. Pro real-time PCR byl ptivodné vytycen limit detekce
na 160 fg DNA (Vralstad a kol. 2009), nov¢jsi studie naznacuje, Ze by mohl byt limit detekce
jesté nizsi, cca 50 fg DNA A. astaci (Tuffs a Oidtmann 2011). Pocitame-li s genomem
0 velikosti 20 az 250 fg DNA odpovida 50 fg DNA 0,2 az 2,5 C. V nasi laboratofi byva do
real-time PCR piidavana jedna dvacetina izolatu (5 pl z celkovych 100 pl izolatu), a proto
jsou na urovni limitu detekce izolaty ze vzork obsahujicich 4 az 50 C. O vyssi citlivosti
real-time PCR ve srovnani se single round PCR vypovidaji i vysledky dalsi studie (Tuffs
a Oidtmann 2011).

Citlivost metod real-time PCR, semi-nested PCR a single round PCR byla téz
porovnavana pomoci 460 izolati DNA z kutikuly rakt (kazdy z jednoho jedince raka
pruhovaného nebo raka signalniho) ziskanych z voln¢ Zijicich populaci invaznich druhi raka
ve stfedni Evropé (Kozubikova a kol. 2011c). Metody byly podle stoupajiciho podilu

pozitivnich vysledkt detekce sefazeny takto: single round PCR, semi-nested PCR, real-time

lv anglicky psané literatufe byva pro primérné mnozstvi DNA z jedné spory pouZzivan spise
vyraz genomic unit (Vralstad a kol. 2009, Strand a kol. 2011), ale jeho preklad v ¢eském jazyce neni
dosud ustaleny.
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PCR. Vysvétlenim vys§iho poctu pozitivnich vysledkt pii semi-nested PCR oproti single
round PCR by mohla byt, vedle G¢inngjsi amplifikace v disledku dvou navazujicich PCR, jeji
niz$i nachylnost k degradaci detekované DNA (Kozubikova a kol. 2011c). Ostatné jiz dfive
byla semi-nested PCR ze stejného duvodu doporucovana pro detekci z materialu, ktery byl
pied izolaci DNA skladovan ve zmrzlém stavu, jelikoz tento zptsob uchovani vzorki mize

vést k fragmentaci DNA (Oidtmann a kol. 2006).

Citlivost uvedenych metod (semi-nested PCR, single round PCR i real-time PCR)
vSak muize byt snizena V disledku pfitomnosti rtiznych inhibitorti reakce v izolatu DNA,
odkud se dostavaji do reakéni smési PCR. Pro odhaleni inhibice je mozné otestovat vzorky
nafedéné (Vralstad a kol. 2009; Strand a kol. 2011), protoze by fedénim snizena koncentrace
inhibujicich latek méla podstatné méné ovliviiovat vysledek reakce. U semi-nested PCR
asingle round PCR je mozno na inhibici usuzovat, jestlize je vysledek detekce plné
koncentrace vzorku negativni a vysledek detekce fedéného vzorku pozitivni, nebo kdyz se
intenzita prouzkti na agar6zovém gelu dramaticky odlisuje. Pii real-time PCR lze kromé
takové markantni inhibice odhalit téZ inhibici slabsi, a to porovnanim vysledka kvantifikace
pln¢ koncentrovaného a fedéného vzorku. Byla-li totiz reakce plné koncentrovaného vzorku
inhibovana (¢i inhibovéna vice nez PCR tedéného vzorku), pak je rozdil jejich vysledkt
mensi, neZ by mél teoreticky v disledku fedéni byt (Vrélstad a kol. 2009). Podrobnéji se
inhibici real-time PCR zabyvali Strand a kol. (2011), ktefi experimentalné ovétovali moznosti
jejiho potlaceni. Jejich vysledky ukézaly, Ze inhibici vzorkli z pfirodnich lokalit nejlépe
eliminuje specialni Taqg Man Environmental Master Mix (Applied Biosystems) nahrazujici
v reakéni smési pivodné pouzivany Tag Man Universal PCR Master Mix (Applied
Biosystems).

Ob¢ varianty konvenéni PCR i real-time PCR detekuji vSech pét znamych geneticky
odlisitelnych skupin kment A. astaci (Oidtmann a kol. 2006; Vralstad a kol. 2009;
Kozubikova a kol. 2011c). Druhym kritériem specificity je, aby nedochazelo k pozitivnim
vysledkim v disledku pfitomnosti DNA jinych druht. V tomto ohledu je semi-nested PCR
Vv porovnani se single round PCR mén¢ specificka. Pozitivni vysledky detekce semi-nested
PCR totiz zplGsobuje i DNA blizce ptibuznych druhtt Aphanomyces invadans
a A. frigidophilus, byt pouze v pfipad¢, ze se do PCR dostane extrémné vysoké mnozstvi
jejich DNA, konkrétné 40 000 az 400 000 nasobki velikosti genomu téchto druhd (Oidtmann
a kol. 2006). Je tedy pomérn¢ nepravdépodobné, Ze by byly vysledky standardné ziskanych

vzorkll (izolat DNA z maximalné 50 mg kutikuly raka) ovlivnény faleSné pozitivnimi signaly
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zpusobenymi témito druhy (Oidtmann a kol. 2006). Avsak takové nezadouci ovlivnéni
vysledku jiz bylo odhaleno i pfi pouziti single round PCR, a to ve vzorku s vyskytem DNA
dosud nepopsaného druhu rodu Aphanomyces (Kozubikova a kol. 2009). Naproti tomu
real-time PCR reagovala i vtomto ptipad¢ spravné, tedy negativné (Kozubikova a kol.
2011c). Tato metoda totiz pouzivanou kombinaci primert a sondy dosahuje vyssi specificity,
a ani DNA druht A. invadans a A. frigidophilus neovliviiuje jeji vysledky detekce (Vralstad
a kol. 2009). Avsak nelze vyloucit, ze v budoucnu dojde k odhaleni dalsich pfibuznych druhti
rodu Aphanomyces, které by mohly ovliviiovat vysledky detekce pii jesté nizSich
koncentracich své DNA (Oidtmann a kol. 2006; Kozubikova a kol. 2011c; Tuffs a Oidtmann
2011).

K detekci spor A. astaci ve vodé je jiz po desitky let pouzivana metoda zaloZena na
infek¢nich pokusech s citlivymi druhy rak (Alderman a Polglase 1986; Cerenius a kol. 1988;
Schulz a kol. 2002; Taugbel 2004). Raci jsou pii ni nejprve vystaveni testované vodé a poté je
Vv jejich tkanich detekovan A. astaci nékterou z vySe uvedenych metod. Avsak o infikovani
nového hostitele rozhoduje kromé ptitomnosti spor patogenu i mnoho dalSich faktort, které
byly shrnuty napfiklad v resersi Stephense a kol. (2005). N¢které z téchto faktor byvaji pti
pokusech, které zahrnuji vice paralelnich pokusnych akvarii, ve vSech akvariich na stejné
urovni (druhova pfislusnost recipientti, hustota recipientd, pfisun potravy, manipulace s raky,
teplota vody, salinita vody, stres vyplyvajici z experimentalnich podminek, kmen A. astaci).
Mohou se vsak liSit mezi jednotlivymi studiemi, coz brani jednoduchému porovnavani
vysledkl. Jiné faktory (naptiklad koncentrace spor, poSkozeni povrchu téla, svlékani raka,
napadeni dal§imi parazity, kvalita vody) se obvykle li§i 1 mezi jednotlivymi pokusnymi
akvarii.

Nejnovéjsim zpisobem detekce spor A. astaci ve vodé je vyuziti molekularnich
metod. Ackoliv prvni metoda molekularni detekce spor A. astaci byla znama jiz dfive
(Oidtmann a kol. 2006), vyraznéj$i posun v experimentalnich moznostech znamenala az
real-time PCR umoznujici i kvantifikaci spor (Strand a kol. 2011). Primarnim vystupem
real-time PCR jsou hodnoty Ct jednotlivych vzorkd. Ty vSak umoznuji pouze relativni
porovnadni koncentraci sledovaného tiseku DNA ve vzorcich méfenych zaroven, tj. v ramci
jednoho béhu real-time PCR. Aby bylo mozno porovnavat vzorky zriznych béhi ¢i
kvantifikovat DNA absolutné, zafazuji se do kazdé reakce tzv. standardy se znamym
mnozstvim DNA. Standardy se pfipravuji fedénim izolatu DNA z mycelia A. astaci, jehoz

koncentrace (ng-ul™) byla stanovena spektrofotometricky. MnozZstvi sledované DNA ve
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vzorcich je pak vypocteno diky naméfenym Ct vzorkll a standardi z téhoz béhu a byva
vyjadfovano pomoci jednotek PFU (PCR-forming units) (Vralstad a kol. 2009; Strand a kol.
2011). Hodnota PFU je teoreticky vypocitany minimalni pocet kopii sledovaného useku DNA
ve vzorku, které slouzily béhem PCR jako matrice. Pfi interpretaci vypoctenych hodnot je pak
kvantifikaci s dostate¢né malou variabilitou namétenych hodnot (Vralstad a kol. 2009). Limit
kvantifikace byl v ptivodni praci popisujici tuto detekéni metodu stanoven na desetinasobek

limitu detekce, tedy 50 PFU ¢i 1590 fg DNA (Vralstad a kol. 2009).

Nameétené hodnoty PFU mohou byt pro ucely interpretace dat vyjadieny pomoci
stupnice podle doktorky Vralstad a kol. (2009). Ta rozdé€luje vzorky podle stoupajiciho
mnozstvi detekované DNA A. astaci do kategorii Ag az A7 (podrobné vymezeni kategorii je
Vv piiloze 1). Protoze je vSak tato stupnice pomérné podrobnd, budu pifi hrub&jSim rozdé€leni
vysledkd, které je uzitecné zejména pii rozhodovani o pfitomnosti ¢i nepfitomnosti patogenu
ve vzorku, rozliSovat vysledky negativni (patogen nebyl detekovan, Kkategorie Ag, Aj)
a pozitivni (patogen byl detekovan, kategorie A, az Ay). Dalsi moznosti, jak vysledky
kvantifikace pomoci real-time PCR vyjadfit, je pfevést naméfené hodnoty PFU na pocet
nasobkl velikosti genomu (C). Nejprve je vSak nutné zjistit, kolik PFU odpovida genetické
informaci obsazené v jedné spoie (1 C). Tato hodnota, nadadle oznafovand ,,PFUgpor,, S€
stanovuje empiricky pomoci real-time PCR izolati DNA ze znamych mnozstvi spor (Strand

a kol. 2011) a o jejim stanoveni bude konkrétnéji pojednano v nasledujici kapitole.
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Metodika

Akvarijni pokusy

Zakladem experimentalni ¢asti mé prace byly akvarijni pokusy o pfenos patogenu
ratiho moru mezi raky, které prob&hly v letnich mésicich let 2008 a 2009. Raky z téchto
akvarii budu v této praci oznacovat jako donory a recipienty — donor je jedinec slouzici jako
zdroj A. astaci, zatimco recipient je jedinec slouzici jako ,pfijemce” A. astaci, tedy
potencidlni novy hostitel. Donory byli ve vSech pokusech raci pruhovani, zatimco recipienti
nalezeli ke druhtim rak fi¢ni ¢i rak pruhovany. Obrazek 3 zachycuje jedno z experimentalnich
akvarii z roku 2008 s rakem fi¢nim. Donor je ukryty v plastové roufe uzaviené na koncich

kovovou mfizkou.

Obrazek 3: Experimentalni akvarium. V rohu akvaria je recipient (rak #i¢ni), donor (rak
pruhovany) je v tkrytu zhotoveném z plastové roury a kovové miizky.

v

VSichni donofi byli odchyceni Vrybniku v obci Smecno (50°11°18% s. §.,
14°02°49* v. d.). Ptitomnost puvodce raciho moru v taméjsi populaci rakd pruhovanych byla

v nedadvné dobé& spolehlivé prokazana izolaci Cistych kultur patogenu (Kozubikovéa a kol.
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2011b) a dale pomoci molekularnich metod (semi-nested PCR, real-time PCR, sekvenace;
Matasova a kol. 2011). Pro potfeby mého experimentu bylo pochopitelné¢ Zadouci, aby
v télech vSech donort byly pfitomny hyfy A. astaci. Prevalence parazita byla ve Smecné
Vv obdobi let 2006 az 2009 velmi vysoka — patogen byl detekovan v télech 93 z 98
vysetfovanych rak (Matasova a kol. 2011). VSem 35 donortim byl pied zahajenim pokusu
odstfizen jeden uropod. V témét vSech téchto uropodech byl A. astaci detekovan, jak je
podrobnéji uvedeno v piiloze 2. Vyjimku tvoii negativni vysledek detekce v uropodu jednoho
donora. Avsak vysledek detekce patogenu v jeho téle po ukonceni pokusu byl pozitivni,
piicemz pravdépodobnost vzajemné kontaminace akvarii byla minimalizovana a k infikovani
rakti pruhovanych vétSinou nedochédzelo ani po n€kolika tydnech ve spoleéném akvariu
s donorem. Patogen tedy s nejvétsi pravdépodobnosti jiz pied zahajenim experimentu rostl na

jiné Casti téla doty¢ného donora.

Mnozstvi DNA patogenu v izolatech z tél donorti odebranych z akvarii po thynu ¢&i
ukonceni pokust odpovidalo tisicim az milionim C (pfiloha 2). Povrch t&l rakt byl pfitom
pred odbérem tkani dikladné otirdn vatovym tamponem, a proto neni pravdépodobné, ze by
takto velké mnozstvi DNA parazita mohlo pochédzet pouze ze spor pfichycenych na povrchu
tél. Navic odbér uropodl a tél délily az tfi mésice, coz je doba, kterd nejspiSe piesahuje
zivotnost spor A. astaci (Vogt 1999; Cerenius a kol. 2002; Evans a Edgerton 2002). Proto
povazuji pritomnost hyf A. astaci v tkanich vSech donort za prokazanou. Vzhledem k tomu,
ze Slo o jedince z populace jednoho malého rybnika, sdileli donofi velmi pravdépodobné
stejny kmen A. astaci, konkrétné kmen Orl, ktery je dosud jedinym zastupcem skupiny

genotypt oznacené pismenem E (Kozubikova a kol. 2011Db).

v

Raci pruhovani slouzici jako recipienti pochazeli z lomu Stary Klicov (49°23°30% s. §.,
12°57°51 v. d.). Podle sledovani v letech 2005-2009 populace rakd pruhovanych v lomu
Stary Kli¢ov nehosti A. astaci bud’ viibec, nebo jim je nakazen jen velmi maly podil raku
— podle real-time PCR byl patogen detekovan pouze v jednom ze 132 vySetfovanych raku,
ato jeSté pod limitem kvantifikace (Matasova a kol. 2011). Navic ani v jednom uropodu
recipient druhu rak pruhovany nebyl A. astaci detekovan (kategorie Ag). Pied zahdjenim

pokust tedy A. astaci v télech téchto rakl s nejvétsi pravdépodobnosti pritomen nebyl.

Raci ti¢ni (slouzici vyhradné jako recipienti infekce) byli odloveni z vodni nadrze
Svétlohorska (49°00°23“ s. 8., 13°3°44“ v. d.). Jejich odchyt atransport zajistili
spolupracovnici z Vyzkumného ustavu rybatfského a hydrobiologického, kteti byli opravnéni
k experimentalni praci s timto zdkonem chranénym druhem. Vzhledem k tomu, Ze populace
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raku Fi¢nich pii zasazeni A. astaci obvykle podléhaji hromadnému hynuti (Unestam 1975), lze
absenci takového masového uhynu v poslednich nékolika letech povazovat za presvédcivy

doklad neptitomnosti ptivodce ra¢iho moru v taméjsi populaci.

Vsichni naloveni raci (donofi i recipienti) byli po nékolik tydnii pfed zahajenim
experimentll prechovavani v akvariich tak, ze raci pochézejici z téze lokality sdileli jedno
akvarium. Pfitom byl vyloucen pienos rakd ¢i spor A.astaci mezi jednotlivymi akvarii.
Kazdému jedinci byl pfed zahdjenim pokust sterilnimi ntizkami odstfizen jeden uropod pro
kontrolni analyzy na piitomnost ¢i nepfitomnost patogenu pied pokusem. VSem rakiim byla
zméiena posuvnym méfitkem délka od vrcholu rostra po konec telsonu a urceno jejich

pohlavi, zjisténé tidaje shrnuje ptiloha 3.

Raci byli pii zahdjeni experimentu vkladani do péti litrii vodovodni pitné vody, jejiz
teplota byla vyrovnéna s teplotou mistnosti. Béhem pokust se podle vysledkli kazdodennich
méteni teplota vody v akvériich pohybovala mezi 19 °C a 23 °C. Uspotadani pokusti mélo
umoznit Sifeni patogenu z donora na recipienta pouze v ramci jednotlivych akvarii. Raci
sdilejici akvarium byli oddéleni kovovou mftizkou ¢i pletivem, coz omezilo jejich fyzicky
kontakt a zabranilo kanibalismu, ale zaroveii umoznovalo proudéni vody V celém objemu
akvaria, které bylo zajiSténo pomoci vzduchovaciho kaminku. Proti $ifeni patogenu aerosolem
bylo kazdé¢ akvarium zakryto sklem, které bylo sundavano jen v nutnych piipadech, a to vzdy
po zastaveni vzduchovéani. Ukony vyzadujici ptimy kontakt s akvarijni vodou & raky byly
provadény v rukavicich, které byly ménény mezi praci v jednotlivych akvariich, a néstroje
(pinzety, hadicky na pfipadné vypousténi vody) byly pred pouZitim v dalS$im akvériu

dezinfikovany, oplachnuty a dokonale osuSeny.

Pocty akvarii rozdelené¢ do kategorii podle roku a druhové prislusnosti recipienti
shrnuje tabulka 1. V kazdém roce byla soucasti pokusu ¢tyfi kontrolni akvaria osazena jednim
az tfemi raky fi¢nimi. Stav rakQ byl denné kontrolovan a v pfipad€ thynu ¢i svlékani
nékterého z rakl bylo postupovano podle pokynt shrnutych v tabulce 2. T¢la a svlecky raku
tedy byly z akvarii odebirany; v pfipadé svleéek a uhynulych t€l donord byl tento odbér
odlozen, aby z nich mohlo dojit k pfedpokladanému uvoliiovani spor A. astaci. Odebrané
svleCky a téla byly oplachovany proudem vodovodni vody, jednotlivé vlozeny do Cistych
uzaviratelnych plastovych sackl a prechovavany v -80 °C. Téla rakt fi¢nich byla v roce 2008
(kvili pokusiim o kultivaci patogenu v ramci dal§iho vyzkumu, jenZ neni soucésti této prace)
pienesena na maximalné 48 hodin do akvaria s ¢istou vodou. Nasledné byla téla pitvana

a malé ¢asti kutikuly byly pouzity pro kultivace, zatimco zbytek byl zamrazZen.
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Tabulka 1: Zakladni udaje o experimentalnim uspotfadani. Druhy rakt slouzicich
Vv pokusnych akvariich jako donoii a recipienti jsou specifikovany pro jednotlivé tadky.
Kontrolni akvéaria byla osazena pouze raky ficnimi.

rok donor recipient pocet akvarii | pocet kontrolnich akvarii a raki
1 rak pruhovany 10 2;3
2008 1 rak
i 2 raci Fiéni 10 2:6
pruhovany
2009 1 rak fi¢ni 15 4: 4

Tabulka 2: Obsluha akvarii v zavislosti na stavu raka.

rak stav raka zasah v roce 2008 zasah v roce 2009
Télo odebrat z akvaria az
thyn T¢lo odebrat. nasledujici den. V den nalezu i v
den odebrani téla filtrovat vodu.
rak pruhovany, Svlecku nechat Svlecku nechat v akvariu i pii
donor Vv akvariu i pfi kontrolach v nasledujicich dvou
svlékani kontrolach v dnech, tfeti den odebrat. V den
nasledujicich dvou nalezu i ve tfech dalSich dnech
dnech, tieti den odebrat. filtrovat vodu.
rak Fi¢ni, thyn Télo odebrat. T¢lo odebrat.
recipient svlékani Svle¢ku odebrat. Svle¢ku odebrat.
rak pruhovany, hyn Télo odebrat. Pokusy nezahrnovaly raky
recipient svlékani Svle¢ku odebrat. pruhované v roli recipientu.

Filtrovani vody za G¢elem zachyceni spor bylo realizovano pouze v roce 2009. Kromé
mimotadnych situaci uvedenych v tabulce 2 byla voda filtrovana piiblizné s tydennim
intervalem, a to ze vSech akvarii. Podotykam, Ze nckolikrat doSlo k nerespektovani vyse
popsanych pravidel pro filtraci, a proto z n¢kterych dni po svlékani ¢i thynu donorti vzorky
chybgji. Filtra¢ni aparatura zahrnovala plastové stiikacky o objemu 50 ml (Omnifix), plastovy
drzék filtru (typ Swin-Lok, Whatman) a membranové polykarbonatové filtry (Whatman
Nucleopore, prumér filtru 25 mm, pdéry 2 pum). Pies kazdy filtr bylo obvykle filtrovano
celkem 100 ml vody. Pokud se pory ucpévaly a na filtrovani uz pohodIné nestacila sila palce
jedné ruky, byla filtrace predCasné ukoncena. V takovém piipadé byl pro ucely pozdéjsich
vypoctli poznamendn skutecny objem prefiltrované vody. S filtrem bylo manipulovéno pouze
sterilni pinzetou. Po vyjmuti z drzaku byl kazdy filtr sterilnimi ntizkami rozstfizen na dvé

poloviny, které byly jednotlivé v 1,5ml zkumavkach vlozeny do -80 °C.
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Kromé ukonti uvedenych v tabulce 2 obsluha jedenkrat tydn¢ krmila raky kouskem
mrkve a odstranovala piipadné nezkonzumované kousky mrkve z piedchoziho tydne. Kvalita
vody Vv akvariich byla denné vizualn¢ kontrolovana. V piipadé viditelného zakalu byla
polovina vody vyménéna za odstatou vodovodni pitnou vodu; kazda takova vyména byla
zaznamenana. V roce 2008 nebylo nutné pfistoupit k vymeéné vody v pokusnych akvariich ani
jednou. V roce 2009 byla polovina vody vyménéna 12. den pokust ve vSech akvariich a poté
doslo k vyméné poloviny vody jiz pouze v osmi akvariich, pticemz filtrace (pokud v dany den
probihala) byla provedena jest¢ pied vyménou vody. Proto nepiedpokladam vyrazné

ovlivnéni vysledk vyménami vody v akvariich.

Pokusy probihaly podle vySe naznaené¢ho planu 72 dni v roce 2008 a 87 dni v roce
2009. Pak byli zbyli donofi oplachnuti proudem vody, jednotlivé vlozeni do plastovych sackt
a usmrceni vlozenim do -80 °C. Recipienti byli ponechéni v akvériich jesté dalSich 17 (2008),
respektive 11 (2009) dni, aby se jejich ptipadna cerstva infekce mohla rozvinout. Poté byli

I recipienti usmrceni vyse uvedenym zptusobem.

Izolace DNA z tkani raka

Z racich tél a svlecek byly sterilnimi nastroji vypitvany pouze me&kké ¢asti kutikuly ze
spodni strany zadecku, jeden uropod, jedno oko a jakékoliv melanizované ¢asti kutikuly. Tyto
tkané byly po zmraZeni tekutym dusikem drceny v porceldnové tfeci misce a z vysledné smési
bylo pfiblizné 40 mg pieneseno do zkumavky (pouzitou metodou izolace DNA 1ze zpracovat
vzorky o hmotnosti nejvyse 50 mg). Thned nasledovalo ptidani prvniho pufru z pouzité
soupravy pro izolaci DNA, DNeasy Animal Tissue kit (Qiagen). Pfi izolaci byl respektovan
postup doporucovany vyrobcem. Ke smési tkani bylo do zkumavky pfidano 180 ul pufru ATL
(Tissue Lysis Buffer, sou¢ast soupravy) a 20 pl roztoku proteinazy K (soucast soupravy). Po
promichani byl vzorek inkubovén cca. 12 hodin v 56 °C. Poté se ke kazdému vzorku ptidalo
200 pl pufru AL (Lysis Buffer, soucast soupravy) a 200 pl 96% etanolu. Promichana smés
byla ptelita na kolonku (soucast soupravy) pro navazani DNA. Kolonky byly centrifugovany
jednu minutu p#i 8 000 ot-min™', umistény do &istych sbémych zkumavek (soudast soupravy)
abylo na n¢ pipetovano 500 ul pufru AW1 (Wash Buffer 1, soucast soupravy). Po jedné
minuté centrifugovéani pii 8 000 otmin” byly kolonky pieneseny do dalSich sb&rnych
zkumavek a bylo na né pipetovano 500 ul pufru AW2 (Wash Buffer 2, sou¢ast soupravy).
Smés byla centrifugovana tii minuty pii 14 000 ot-min™. Kolonky byly umistény do

mikrozkumavek o objemu 1,5 ml a bylo na n¢ pipetovano 100 pl pufru AE (Elution Buffer,
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soucast soupravy) ohtatého na 65 °C. Po 10 minutach nasledovalo centrifugovani 1 minutu pfi
8 000 ot-min™. Na kolonku bylo pipetovano dalsich 100 pl pufru AE ohfatého na 65 °C a po

10 minutach inkubace byly zkumavky opé&t centrifugovany jednu minutu p¥i 8 000 ot-min™.

Izolace DNA z filtru

DNA ze vzorkt uréenych pro detekci pomoci real-time PCR byla izolovana stejnym
postupem jako Vv praci Stranda a kol. (2011), pouze s drobnymi tpravami: 1) Pro izolaci DNA
byla od kazdého filtru pouzita pouze jedna polovina (druha polovina slouzila jako rezervni
vzorek). 2) Roztok CTAB pufru s 2-merkaptoetanolem a chloroform byly pfidavany k filtrim
pouze V polovi¢nich objemech, protoze filtry z akvarijnich pokusti byly zamrazeny v piili§
malych zkumavkach (1,5 ml). Ziskana smés vsak byla v patficném kroku smichana s druhou
polovinou objemu izola¢nich chemikalii a nasledné jiz izolace probihala zcela podle popisu

Stranda a kol. (2011).

Vzorky (filtry) byly pied izolaci pfechovavany v -80 °C. Po rozmrazeni bylo k filtrim
ve zkumavkach pfidano 500 pl ohfaté (65 °C) smési pufru CTAB (20 g 1! CTAB, 1,4 M
NaCl, 0,1 M Tris-HCI, 20 mM Na;EDTA, deionizovana voda) a 2-merkaptoetanolu o poméru
99:1. Po promichani byly vzorky zmrazeny v -80 °C po dobu nejméné 30 minut (obvykle 1 az
24 hodin) a rozmrazeny v 65 °C. Ve stejné teploté byly vzorky po promichani s 5 ul RNazy A
(10 mg ml™, Fermentas) inkubovany 30 minut. Nésledovalo promichani s 10 pl proteinazy K
(20 mg ml™, Qiagen) a dalsich 30 minut inkubace v 65 °C. 300 pl piidaného chloroformu
bylo s vodni fazi promichano pfevracenim po dobu 15 s, coz vedlo k rozpusténi filtru. To
umozZnilo ptfenos celého objemu do pfipravenych 2ml zkumavek s pufrem a chloroformem
(500 pl a 300 ul). Nasledovalo 15 minut centrifugovani pfi 14 000 ot-min™. 800 ul
supernatantu bylo pipetovano do ¢isté zkumavky a smichano dvojnasobnym pievracenim
s 480 pl isopropanolu vychlazeného na -20 °C. Po patnéctiminutové inkubaci v pokojové
teplotd byly vzorky centrifugovany (14 000 ot-min™, 15 min) a supernatant vylit. Ke zbylé
pelet¢ na dné¢ zkumavky (zpravidla nebyl patrny) bylo piidano 300 ul 70% etanolu
vychlazeného na -20 °C. Vzorky byly centrifugovany po dobu 5 minut (14 000 ot-min™).
Supernatant byl odpipetovan a pelety na dn¢ zkumavek byly suSeny pii 65 °C v blokové lazni
pii odklopenych vickadch zkumavek po dobu cca 45 minut. Pelety DNA byly rozpustény

hodinovou inkubaci ve 100 pl sterilni deionizované vody a dikladnym promichanim.
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Real-time PCR

Pro detekci DNA A. astaci Vv izolatech lze vyuzit n€kterou z molekularnich metod
popisovanych v avodu: semi-nested PCR, single round PCR, real-time PCR. Nejprve byly
testovany izolaty z tkani rakd pomoci semi-nested PCR. Pozdéji se nam vsak podafilo zavést
v nasich laboratofich i real-time PCR, ktera oproti semi-nested PCR nabizi i kvantifikaci
patogenu. Proto byly vSechny ziskané izolaty, vetné jiz dfive testovanych, analyzovany
pomoci této novéjsi metody. Real-time PCR a semi-nested PCR izolata z tkani rakt se svymi
vysledky v zakladnich obrysech shodovaly?, a proto budu pro jednoduchost ve zbytku prace
popisovat pouze vysledky real-time PCR.

Real-time PCR probihala podle pivodné navrzeného postupu (Vrélstad a kol. 2009),
tedy spouzitim specidlni sondy MGB (TagMan® Minor Groove Binder, Applied
Biosystems). Reakce probihala v objemu 25 ul, ktery byl tvofen:

e 12,5 pul Universal PCR Master Mixu (Applied Biosystems) pro izolaty z filtra se
znamym poctem spor; 12,5 ul Taq Man Environmental Master Mixu (Applied
Biosystems) pro izolaty z filtri s neznamym pocétem spor a zracich tkani
(podrobnosti o uziti jmenovanych roztokli jsou popsany nize v ¢asti o inhibici

PCR),

e 2.5 ul zasobnich 5uM roztokl primerd (AphAstITS-39: 5°-AAG GCT TGT GCT
GGG ATGTT-3’; AphAstITS-97: 5°-CTT CTT GCG AAA CCT TCT GCT A-3"),

e 1 pl zasobniho 5uM roztoku MGB sondy (AphaAstITS-60: 5’-6-FAM-TTC GGG
ACG ACC CMG B-NFQ-3"),

e 1,5 ul sterilni deionizované vody,
e 5 pulizolatu DNA.

Program samotné real-time PCR byl zahijen dvéma minutami pii 50 °C
a 10 minutami pii 95 °C. Poté se opakovalo 50 cykli sestavajicich z 15 s pti 95 °C a 60 s pii
58 °C. V jednom béhu real-time PCR bylo na pfistroji IQ5 (BioRad) promé&feno az 96 reakci

% Na rozdil od semi-nested PCR, real-time PCR vedla k pozitivnimu vysledku testovani izolatu
jedné svle¢ky raka fi¢niho (mnoZstvi patogenu bylo v kategorii A,, tedy pod limitem kvantifikace)
a nepotvrdila vyskyt A. astaci v izolatech ze svlecek nékterych raku fi¢nich. Tyto rozpory jesté budou
podrobnéji zkoumany, prozatim si je vykladam jako dtsledek niZsi citlivosti a specificity semi-nested
PCR, ktera jiz diive stala za stejnou kombinaci vysledkt (Kozubikova a kol. 2011c¢).
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(96 jamek na desti¢ce). Osm jamek v kazdém behu zabiraly kalibra¢ni standardy, tedy roztoky
o znamé koncentraci DNA patogenu (Vrélstad a kol. 2009). Jednu jamku zabirala negativni
kontrola, do jejiz reakéni smési nebyl pfidan zadny vzorek ani standard. Hodnoty PFU

standardi byly piejaty z ptivodni prace (Vrélstad a kol. 2009).

Jelikoz pouziti PCR s sebou piinasi riziko faleSn¢ negativnich vysledkti detekce ci
podhodnoceni mnozstvi DNA patogenu v disledku inhibice, byl v této praci vyuzivan
zejména Tag Man Environmental Master Mix (Applied Biosystems), ktery podle vysledka
Stranda a kol. (2011) vliv inhibitord vyznamn¢ potlacuje. Piipadny zbyvajici vliv inhibitord
na vysledky detekce patogenu v izolatech byl posuzovan podle vysledku real-time PCR
desetinasobnych fedéni izolatl. Pokud by reakce plné koncentrace vzorku nebyla vibec
inhibovéana a doslo k nafedéni presné desetkrat, mél by rozdil Ct &init 3,32.%> B&hem fedéni
i piipravy PCR vSak mohly v dusledku pipetovani vzniknout jisté odchylky. V této praci jsem
se rozhodl akceptovat odchylky az 15 %, tedy rozdily Ct v rozmezi 2,82 az 3,82, stejné jako
postupovali Kozubikova a kol. (2011c). Pro jednotlivé typy vzorkl byly uplatnény nasledujici
postupy pii odhadovani skute¢né hodnoty PFU (dale jen ,,PFUyzorku*):

Vliv inhibice na vysledky kalibracnich filtri byl odhadovan porovnanim vysledki
méfeni plné koncentrace izolatu za pouziti Tag Man Universal Master Mixu a vysledkt
méfeni desetinasobného fedéni izolatu DNA za pouziti Tag Man Environmental Master Mixu.
Srovnani vsak bylo realizovano pouze u izolatl ze vzorku s predpokladanym poctem 1 000
a 10 000 spor, nebot v izolatech odpovidajicich méné nez 100 sporam dochéazelo casto
k negativnim vysledkiim detekce. PCR kalibrac¢nich filtri nebyla podle tohoto porovnani
vyznamn¢ inhibovana, nebot prumérny rozdil medianu hodnot Ct namétfenych pii plné
koncentraci a hodnoty Ct desetinasobné fedéné koncentrace izolatu se blizil ofekavané
hodnoté 3,32. Konkrétné pro izolaty z filtri s pfedpokladanym poctem 1000 spor byl
prumérny rozdil Ct roven 3,75 a pro izolaty z filtrii s pfedpokladanym poctem 10 000 spor byl

pramérny rozdil Ct roven 3,47.

Vliv inhibice na vysledky testovani izolatht DNA z pokusnych filtri a z tkani raka byl
stanovovan obdobné. VSechny izolaty byly méfeny jednou v plné koncentraci a jednou

desetinasobné fedéné (vzdy za pouziti Taq Man Environmental Master Mixu). Vzorky z filtrt,

% Hodnota 3,32 vychazi z teoreticky o¢ekavaného zdvojnasobeni poc¢tu kopii béhem kazdého
cyklu PCR. V takovém piipadé by byla PCR desetinasobného fedéni v dosazeni uréitého mnozstvi
kopii zpozdéna za PCR plné koncentrace o pocet cykll, za ktery dojde k desetinasobnému zmnozeni
produktu, tj. za pocet odpovidajici vyrazu log,10 = 3,32.
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u nichz byl alespon jeden vysledek detekce pozitivni nebo v kategorii Aj, byly proméfeny
jesté dvakrat v plné koncentraci (vysledky testovani vzorkd z filtrii se totiz Casto nachazely
pod limitem kvantifikace, kde byly relativni odchylky jednotlivych méfeni vyssi). Pokud byla
hodnota Ct fedéné¢ho vzorku nad limitem kvantifikace, a zaroven byl rozdil Ct plné
koncentrace a desetinasobného fedéni v rozmezi 2,82 az 3,82, nebo pokud byla tato hodnota
pod limitem kvantifikace (v takovém pifipadé nebyla vypoveédni hodnota vySe uvedeného
rozdilu Ct vysokd, a proto nebyl rozdil posuzovéan), bylo PFUy, ok stanoveno vysledkem
meéieni plné koncentrace (v pfipadé¢ izolath z tkani tél rakd) ¢i medidnem hodnot ziskanych
tfemi méfenimi plné koncentrace (v piipadé izolatd z filtrir). Pokud byla hodnota Ct fedéného
vzorku nad limitem kvantifikace a zaroven rozdil Ct plné koncentrace vzorku
a desetinasobného fedéni mimo uvedené rozmezi, bylo mnozstvi DNA A. astaci fedéné i plné
koncentrace méteno jes$té¢ dvakrat a vypocitan rozdil Ct medidnid téchto méteni. Ten jiz
Vv uvedeném rozmezi lezel ve vSech piipadech a PFU,;n, bylo stanoveno podle medianu
namétenych hodnot PFU plné koncentrace. Vysledky real-time PCR izolati z pokusnych
filtra a z tkani rakd tedy neodhalily ani jeden ptipad, kdy by byla PCR inhibovana.

Kontroly kontaminace

Detekce A. astaci pomoci PCR s sebou kromé nebezpeci inhibice pfinasela i hrozbu
falesné pozitivnich vysledki detekci v disledku kontaminace vzorkii. Kontaminace mohla
nastat v kazdém zkroka jejich pfipravy a laboratornich analyz, tedy zejména bé&hem:
akvarijnich pokusi, filtrovani vody z akvarii, pitev raki, drceni jejich tkani, izolace DNA,
piipravé reakénich smési pro real-time PCR. Proto byly do jednotlivych krokt zatazovany
negativni kontroly, s jejichZz pomoci bylo ovéfovano, nakolik se dafilo kontaminaci
pfedchazet. K vzijemné kontaminaci akvarii sporami ra¢iho moru nejspiSe nedochazelo.
Pomérné Casto sice dochazelo k uhyniim rakd v kontrolnich akvariich (tabulka 3), avsak ani
Vv jednom ze vsech tfinacti tél recipientdl kontrolnich akvarii nebyl A. astaci pomoci real-time

PCR detekovan.

Tabulka 3: Uhyny rakd v kontrolnich akvariich.

. pocet rakt prezivsich az do konce Y4 ,
rok pokus o pfenos na raky pokusii/pocet rakii p jejich zahdjeni poradi dne tthynu raka
2008 pruhované 0/3 11.; 14.; 60.
2008 Fi¢ni 1/5 8.; 20.; 60.; 77.
2009 Fi¢ni 214 8.; 57.
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I vysledky real-time PCR izolatu z filtrt, pfes néz byla filtrovana voda z kontrolnich
akvarii (béhem kazdého pravidelného odbéru byla filtrovana voda z ndhodné vybraného
kontrolniho akvaria), byly negativni. Negativni vysledky testovani izolatt z téchto filtra téz
nasveédcuji, Ze ke kontaminaci nedochazelo ani pfi filtrovani. O absenci kontaminace béhem
pitvani, drceni tkani a izolaci DNA z racich tkani svédc¢i negativni vysledky kontrol izolaci
(zkumavky naplnéné 100 pl sterilni deionizované vody a oSetfované zcela stejné jako vzorky
drcenych tkani rakll) a negativni vysledky detekce A. astaci ve tkanich rakt z kontrolnich
akvarii. Jako kontrola kontaminace béhem izolace z filtrii byly pouzity jednak negativni
kontroly (zkumavky se 100 pl sterilni deionizované vody, osSetfované zcela stejné jako vzorky
s pokusnymi ¢i kalibra¢nimi filtry), jednak kontroly kontaminace DNA pfenasené vzduchem,
tedy zkumavky se 200 pl sterilni deionizované vody, které zistavaly po celou dobu prace
s ostatnimi zkumavkami otevieny (DNA znich byla izolovana az b&hem nasledujicich
izolaci). Vysledky vsech téchto kontrol byly negativni. Pfi piipravé kazdého béhu semi-nested
PCR i real-time PCR byla zafazena jedna negativni kontrola (do takové reakce nebyl pridavan

zadny izolat DNA), vzdy s negativnim vysledkem.

Kvantifikace spor ve vodé akvarii

Z filtrt, pres které byla filtrovana voda z pokusnych akvarii (dale jen ,,pokusné
filtry*), byla izolovana DNA a jeji mnozstvi zméfeno pomoci real-time PCR — stanovena tedy
byla hodnota PFU v 5 pl izolatu. Mym cilem vSak bylo odhadnout koncentraci spor v akvariu
v dobé filtrovani. Proto bylo tfeba zjistit, jaké mnozstvi spor odpovida naméfenym hodnotam
PFU. Tento ukol byl feSen pomoci empirického stanoveni PFU pftipadajicich na jednu sporu,

tedy na 1 C. Prvnim krokem byla pfiprava a filtrace suspenzi o znamych koncentracich spor.

K produkci spor A.astaci byly pouzity kmeny SAP513 a SAPS880, které byly
izolovany v Kralovské botanické zahradé¢ v Madridu, odkud je laskavé poskytnul Javier
Diéguez-Uribeondo.* Sporulace byla indukovéna podle Aldermana a kol. (1987). Postup

sestaval z nize uvedenych kroka.

* U kmene izolovaného ze Smeéna (Kozubikova a kol. 2011b) se mi nepodatilo dosahnout
potfebnych koncentraci spor. Proto byly pouzity vySe jmenované kmeny, ackoliv velmi
pravdépodobné patii do jiné skupiny genotypd, nebot pochdzeji nejspiSe z raka cerveného
(J. Diéguez-Uribeondo, osobni sdéleni). V této praci predpokladam, ze se spory uvedenych kment
a kmene ze Smecna nelisi ve vlastnostech, které by mohly mit vliv na vysledky jejich kvantifikace
(pocet PFU sledovaného tiseku v genomu, velikost, tendence K piisedani na povrch nadob).
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1. Kultivace mycelia v kapkach tekutého rustového média RGY (Alderman 1982)
objemu cca 0,25 ml po dobu dvou az ¢tyt dnti pii teploté 16 °C.

2. Promyvani mycelia vodou: Kapky média byly odpipetovany a nahrazeny sterilni
vodovodni vodou. Vymeéna vody v kapkach se opakovala ihned a po jedné hodiné.
Po dalsich 60 minutich byla mycelia pienesena do Petriho misek se sterilni

vodovodni vodou.
3. Inkubace pfi 16 °C po dobu 12 az 24 hodin.

Koncentrace spor v takto pfipravenych zasobnich suspenzich byla stanovena s pomoci
Biirkerovy pocitaci komtirky. Hodnota byla odhadnuta aritmetickym primérem koncentraci
spor v nejméné Sesti vzorcich této suspenze a zaroven celkovy soucet napocitanych spor ze

vSech téchto vzorki ¢inil nejméné 150.

Nésledné bylo smichanim vypocteného objemu zasobni suspenze a Cisté sterilni vody
ziskano 10 ml suspenze o predpokladané koncentraci 10 000 sporml™. Desetindsobnym
fedénim vznikly suspenze o koncentracich cca 1 000, 100, 10 a 1 spory-ml'l. Michani béhem
fedéni bylo provadéno trojnasobnym pievracenim zkumavky (intenzivnéj$i michani by totiz
pravdépodobné vedlo k vy$Simu ptisedani spor na povrch zkumavek). Spory piesto
pravdépodobné od pocatku fedéni az do konce filtrace postupné ptisedaly na povrch vSech
nadob, protoze manipulace vedla k pfeménovani zoospor v cysty, které maji lepkavy povrch
(Soderhill a Cerenius 1999). Aby bylo minimalizovano toto zkresleni poctu spor, byla kazda
koncentrace pfipravovana znoveé odebraného vzorku zasobni suspenze a filtrovani
nasledovalo ihned po jejim namichani. Z kazdé ptipravené suspenze byly nasaty 4 ml do 5ml
plastové injekéni stiikacky (Omnifix) a s pomoci drzaka filtra (typ Swin-Lok, Whatman) bylo
postupné pies 4 membranové polykarbonatové filtry (Whatman Nucleopore, primér filtru
25 mm, pory 2 um) filtrovano po 1 ml suspenze. Aby zbytky suspenze nezustavaly v nastavci
nad filtrem, byl po injikovani suspenze ptes filtr protlacen jesté 1 ml Cisté sterilni vody. Filtry
byly do nastavcl vkladany sterilni pinzetou a stejnym nastrojem byly 1 pfendSeny do 2ml
zkumavek, ve kterych byly ulozeny do -80 °C. Pro kazdou z péti vySe uvedenych koncentraci

bylo pfipraveno 10 takovych filtri (dale nazyvanych jen ,kalibracni filtry*).

Mnozstvi DNA A. astaci v izolatech z kalibracnich filtrti bylo stanoveno trojnasobnym
opakovanim méfeni pomoci real-time PCR za pouziti Taq Man Universal PCR Master Mixu.
Celkem tedy bylo provedeno 30 méteni pro kazdou z péti kategorii mnozstvi spor (1, 10, 100,

1000 a 10000 spor). Vysledky real-time PCR izolati z kalibra¢nich filtrii jsou uvedeny
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v ptiloze 4 a zobrazeny jsou (vyjma negativnich vysledkil) na obrazku 4. Naméiené hodnoty
PFU byly vydéleny ofekdvanym mnozstvim filtrovanych spor. Tabulka 4 udava hodnoty

medidnu a primérh nalezenych hodnot PFUgpery pro jednotlivé kategorie.
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oo N sttt st ———— .
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. b < ¥ aritmeticky prameér
¥ :
%
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Piedpokladany pocet spor ve vzorku

Obrazek 4: Vysledky real-time PCR izolatt DNA z kalibra¢nich filtri. Vysledky
jednotlivych méfeni jsou namétené hodnoty PFU v 5 ul izolatu.

Tabulka 4: Odhady PFUgyoy podle vysledktt méfeni kalibracnich filtrd. Podil
negativnich vysledki udéva procentudlni zastoupeni meéfeni, jejichz vysledkem bylo
PFU = 0,00. Pro vzorky zahrnujici jednu nebo deset spor byly vypolteny i stfedni hodnoty
vysledkt pouze téch reakci, které nevedly k takovym negativnim vysledktim, ty jsou uvedeny
v zavorkach. Posledni fadek udava odhady vypoctené na zdkladé vSech méfeni uvedenych
kategorii pfedpokladaného poctu spor.

Pfe(is%c:)krli(;e:crill};rﬂoéet medidn PFUsqr, aritmicli:ctlji 0Ir);ﬁmér poj}ils EZiagiz)zi)ch
1 0,00 (63,91) 21,78 (81,66) 73
10 0,00 (19,78) 11,48 (24,60) 53
100 7,57 8,10 0
1000 8,68 12,92 0
10000 5,62 7,07 0
100, 1000, 10000 7,87 9,36 0
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Odhady vychdazejici z prvnich dvou kategorii filtrii (1 a 10 spor) jsou velmi ovlivnény
negativnimi vysledky detekce, a proto nebyly pro kone¢ny odhad PFUspoy pouZzity. Rozdil
mediant a pruméra ve zbylych kategoriich nasvédcuje pozitivné §ikmému rozdéleni dat, které
bylo zptsobeno ojedinélymi vysokymi hodnotami. Proto byl pro odhad PFUjspery upfednostnén
median, stejn¢ jako v praci Stranda a kol. (2011), a to ze vSech méfeni izolath z filtra
s predpokladanymi pocty spor 100, 1 000 a 10 000. Pro nize popsany vypocet mnozstvi spor
byl tedy pouzit piepocet podle hodnoty PEUgpory = 7,87.

Vypocet koncentrace spor ve filtrované vod¢ probihal podle vzorce:
Kspor: (PFUVZOFKU * 100 / 5) / (PFUSpory * V), kde.

Kspor je odhad koncentrace spor ve vod¢ pokusnych akvarii v poctu spor
pfipadajicich na 1 ml; V je objem pfefiltrované akvarijni vody v mililitrech;
koeficienty 100 a 5 vyplyvaji z pouzivani 5 pl izoldtu o celkovém objemu 100 pl;
hodnota PFUgyory byla definovana vySe v textu a stanoveni proménné PFUygrny
probihalo v souladu s popisem v kapitole ,,Real-time PCR”. V ptipadé pokusnych
filtrd byl jesté kazdy vysledek podle vyse uvedeného vzorce vynasoben dvéma,

protoze izolat DNA pochazel pouze z poloviny filtru.

Protoze se postup real-time PCR v této praci neodchylil od jejiho ptivodniho popisu
(Vrélstad a kol. 2009), ptevzal jsem, stejné jako Strand a kol. (2011), hodnotu limitu detekce
(5 PFU). Ten vzhledem k postupu mé prace odpovida u izolati z pokusnych filtri zachyceni
12,7 spory, tedy koncentraci 25,4 spor ve 100 ml akvarijni vody”. Vysledek pod limitem
detekce real-time PCR tedy mize byt v piipadé pokusnych filtri disledkem tpIné absence
spor ve vzorku, nebo disledkem zachyceni nizkého poctu spor na filtru, coz pii objemu vody
vV pokusném akvariu (5 1) a piedpokladu rovnomérné distribuce spor v dusledku cirkulace

vody odpovida ptitomnosti 1 270 spor ve volné vod¢ akvéria.

Interpretace vysledkii detekce patogenu v tkanich raku

Pozitivni, ¢i negativni vysledky detekce patogenu pomoci real-time PCR nepiedstavuji

samy o sob¢ spolehlivy doklad rdstu ¢i nepfitomnosti A. astaci v testovanych tkanich. Proto

® Pro vypodet byly pouzity: celkovy objem izolatu DNA (100 pl), objem piidavany do
real-time PCR (5 pl), mnou stanovené PFUgry, (7,87 PFU), izolace DNA pouze z jedné poloviny
pokusnych filtri a obvykly objem filtrovany pii pokusech (100 ml).
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musely byt vysledky interpretovany s ohledem na omezeni pouzité metody, jak se pokusim

nastinit v této kapitole.

Moznosti vedouci k dosazeni pozitivnich vysledki detekce v tkanich raki pomoci

real-time PCR jsou nasledujici:

1. A.astaci ve tkanich rostl a zjeho vlaken pochazela DNA pusobici pozitivni
vysledky. Vzhledem k tomu, Ze pfitomnost patogenu v tkanich byla testovana bud’
kvili ovéfeni pritomnosti patogenu v tkdnich donord, nebo kvili snaze urcit, na
Které recipienty se ra¢i mor pienesl, byla tato moznost zadouci a nevyzaduje dalsi

komentafe.

2. A. astaci ve tkanich nerostl a detekovana DNA pochazela ze spor pfichycenych na
povrchu téla raka nebo $lo o extracelularni DNA. Pomérné vysoka citlivost
real-time PCR, jez byla podrobné&ji diskutovana v uvodni kapitole, mohla vést
k detekci DNA patogenu jiz z pouhych desitek spor, coz by v 5 ul izolatu DNA
odpovidalo kategorii Aj. Zahrnuti desitek spor do vzorkli pro izolaci DNA
povazuji za mozné, piestoze byl povrch kutikuly pfi pitvach zpravidla otiran
vatovymi tampony (svlecky byly vSak pro otirdni mnohdy pfili§ kiehké).
Samoziejmée nelze zcela vyloucit, ze do vzorki proniklo spor jesté vice. Na druhou
stranu, rozdil mezi stovkami pevné prisedlych spor a ristem A. astaci ve tkanich je
mozna pouze otazkou Casu, a proto vysSi mnozstvi DNA patogenu (vysSi nez
kategorie A, odpovidajici fadoveé stovkam a vice spor v izolatu) nepovazuji za

duasledek detekce spor €i extracelularni DNA.

3. A. astaci ve tkanich nerostl a pozitivni vysledky byly nasledkem ptitomnosti DNA
jiného druhu. Takové nezadouci zkresleni vSak povazuji za nepravdépodobné,
nebot: 1) Pfitomnost A.astaci ve zdrojové populaci donorit (Smecéno) byla
spolehlivé dokazana (Kozubikova a kol. 2011b) a specificita real-time PCR se zda
byt dostatecna (vice podrobnosti v kapitole ,,Metody detekce a kvantifikace
Aphanomyces astaci*); 2) Vysledky vSech vzorka tkani raki z kontrolnich akvarii

byly negativni.

4. A. astaci ve tkanich nerostl a pozitivni vysledky byly nasledkem kontaminace
vzorkd pii praci v laboratofi. Takova kontaminace vSak nejspiSe vysledky
vyznamné neovlivnila, jak bylo podrobnéji diskutovano Vv kapitole ,,Kontroly

kontaminace*‘.
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Zvyse uvedeného vyplyva, ze pravdépodobnost faleSné¢ pozitivnich vysledka

v disledku vyskytu DNA ptibuzného druhu ¢i nasledkem kontaminace pii laboratorni praci

byla minimalni. Pozitivni vysledky detekce lze interpretovat jako dikaz Sifeni A. astaci

v akvériu. Pfi interpretaci pozitivnich vysledkt izolatd, v nichz bylo naméteno mnozstvi DNA

A. astaci odpovidajici jednotkam az desitkam C, je tfeba uvazovat i moznost zahrnuti spor do

vzorkdl. Vy$§i mnozstvi DNA patogenu v izolatech svéd¢i pomémné spolehlivé o rlstu

A. astaci v testovanych tkanich rak ¢i o ispé$ném pienosu ra¢iho moru.

Moznosti vedouci k dosazeni negativnich vysledki detekce v tkanich raki pomoci

real-time PCR jsou nasledujici:

1.

A. astaci ve tkanich nerostl — tato moznost je pro detekci patogenu zadouci

a nevyzaduje dalsi komentare.

A. astaci ve tkanich rostl, ale do vzorku nebylo zahrnuto dostate¢né mnozstvi jeho
vldken. Vliv této moZznosti na vysledky analyz poklddam za minimdlni, protoze
limit detekce (5 PFU) odpovida pifitomnosti 25,4 C ve vzorku tkani, ze které byla
DNA izolovana. Pokud hyfy ve zpracovavané ra¢i kutikule rostly, bylo nejspise

mnozstvi DNA pro detekci dostatecné.

A. astaci v téle raka rostl, ale parazitované ¢asti t€la nebyly zahrnuty do vzorku pro
izolaci DNA. Pravdépodobnost tohoto nezadouciho ovlivnéni vysledkd byla
V ramci moznosti pouzivanych metod detekce snizena na minimum, kdyZ byly pro
izolaci DNA vybirany tkané snejvétsi pravdépodobnosti vyskytu parazita
(Oidtmann a kol. 2004; Oidtmann a kol. 2006; Vralstad a kol. v tisku): mékké ¢asti
kutikuly ze spodni strany zadecku, uropod, oko a jakékoliv melanizované ¢asti

kutikuly.

A. astaci v testovanych tkanich rostl, ale vysledky analyzy byly ovlivnény inhibici
PCR. Tato mozZnost nejspiSe vysledky této prace neovlivnila, jak bylo podrobnéji

diskutovano v kapitole ,,Real-time PCR*.

A. astaci v testovanych tkanich rostl, ale rozkladné procesy v tkanich rakt vedly

k degradaci DNA A.astaci do t¢é miry, Ze byla znemoznéna jeho detekce

(Oidtmann 2004). Uropody vSak byly zamraZeny ihned po jejich odstfiZeni, téla

recipientll nejpozdeji po dvou dnech, téla donora taktéz, a svleCky rakd nejpozdéji

po tiech dnech. Navic, A. astaci mize piezivat v tkanich raka i pét dni po jeho

uhynu (Oidtmann a kol. 2002). Ani vysledky statistického testovani vysledk této
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prace nenasvédcuji vyznamnému ovlivnéni mnozstvi DNA patogenu v dusledku

rozkladnych procest (podrobnosti v kapitole vysledky a v ptiloze 5).

Negativni vysledek detekce tedy vypovida o neptitomnosti A. astaci ve zkoumanych
tkanich. Na druhou stranu, negativni vysledek neni dikazem nedostate¢ného Sifeni A. astaci

Vv akvériu, nebot’ patogen mohl rist v tkénich, jez nebyly vybrany pro detekci.

Statistické zpracovani dat

Tato prace obsahuje vysledky dvou rtiznych typti pokust o pienos raciho moru, a to na
raky fi¢ni a na raky pruhované. Raci fi¢ni a raci pruhovani se vyrazné lisi ve své citlivosti
vaci A. astaci (Unestam 1969a; Vey a kol. 1983), a proto budou data z téchto dvou typt
pokusi posuzovana odd€lené (az na jednu vyjimku, na kterou upozoriiuji nize v textu).
Uspotadani pokust o pfenos patogenu na raky fi¢ni bylo v letech 2008 a 2009 téméf stejné,
pouze pocCty recipientti V jednotlivych akvariich se liSily — dva recipienti v roce 2008, jeden
recipient v roce 2009. Pti vyhodnoceni vysledkll jsem povaZzoval za nezavisla opakovani
pokusu o pienos pouze jednotliva akvaria, nikoliv jednotlivé recipienty, coz bylo usnadnéno
skute¢nosti, ze pii pokusech v roce 2008 doslo vzdy bud’ k pienosu na oba recipienty, nebo na
zadného z nich. Pro vétSinu statistickych analyz byla vyuzita data pouze z pokustii o pienos
A. astaci na raky fi¢ni, protoze vyustily ve vétsi pocet ispéSnych pienosti a byly provedeny ve

vice opakovanich.

Vysledky real-time PCR byly analyzovany pomoci softwaru Bio-Rad iQ5 2.0
Standard Edition Optical System Software V2.0. Nasledna evidence vysledka a statistické
vypocty byly provadény v programech Microsoft Office Excel 2007 (b&zné vypocty, piiprava
grafli), Statistica 6.1 (standardni statistické testy, krabicové diagramy) a FoxPro 2.6a

(naprogramovani permutacnich testd).

Hypotéza, ze pravdépodobnost pienosu A. astaci je vyssi, pokud doslo ke svlékani ¢i
uhynu donora, byla testovana pomoci dat z pokusu o pfenos na raky ficni. Porovnavany byly
vysledky pokusu o pienos (tj. Cetnost infikovanych a neinfikovanych recipientl) ze tii skupin
akvarii: akvaria, kde doslo v pfitomnosti recipienta ke svlékani donora, k thynu donora a kde
nedoslo ani ke svlékani, ani k thynu donora. Skupiny byly srovnavany po dvojicich, ve vSech

ttech kombinacich. Z divodu nizkého poc¢tu opakovani bylo uzito Fisherova exaktniho testu.

Vliv mnozstvi hyf A. astaci ve tkanich donora na pravdépodobnost pfenosu patogenu

byl posuzovan pomoci dat z pokusu o pfenos na raky fi¢ni v akvdriich, kde se donor
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nesvlékal, ani neuhynul, aby nebyla data zkreslena hypotetickym vlivem svlékani a thynu na
rozsah infekce. Data 0 mnozstvi DNA patogenu v izolatech z tkani donort byla rozdélena do
dvou skupin podle Uspésnosti pfenosu v akvariu (patogen pienesen/nepienesen). Nasledné
bylo testovano, zda se mnozstvi DNA patogenu v izolatech téchto dvou skupin lisi, a to
pomoci Mannova-Whitneyova U testu, protoZze rozdéleni naméfenych hodnot se pfili§

odliSovalo od normélniho rozdé€leni a pocty opakovani byly nizké.

Existence rozdilu mezi pravdépodobnosti pienosu na raky pruhované a na raky ti¢ni
byla testovana najednou podle vysledkii ze vSech akvarii i po skupindch akvarii vymezenych
svlékanim a thynem donora v pfitomnosti recipientli. Vyuzito bylo Fisherova exaktniho testu

kvtli nizkému poctu opakovani.

Hypotéza, ze mnozstvi DNA A. astaci ve tkanich uhynulych a usmrcenych raku se
nelisi, byla testovdna pomoci vysledkl testovani izolatih DNA z tél donord, ktefi se béhem
pokust nesvlékali. Jen u té€chto raki totiz bylo bezpeéné znamo, ze vSichni hostili A. astaci ve
své kutikule a vysledky nebyly ovlivnény predpokladanymi zménami mnozstvi hyf patogenu
v kutikule v diasledku svlékani. Z hlediska interakce A. astaci s donory byla situace
v akvériich pokusii o pfenos na raky pruhované i na raky fi¢ni srovnatelna. Proto byly pro
ucel tohoto testovani pouzity vysledky kvantifikace patogenu ve tkanich donort z obou typt
pokust. Uzito bylo Mannova-Whitneyova U testu, protoze rozdéleni mnozstvi DNA

V izolatech se pfili§ odliSovalo od normalniho a k dispozici byl nizky pocet opakovani.

K testovani hypotéz, Ze pravdépodobnost detekce, respektive koncentrace, spor
A. astaci ve vod¢ akvaria je vyss$i v obdobi svlékani donora, byly vyuzity permutaéni testy
naprogramované specificky pro tento tcel. Obdobi svlékani donora jsem pro ucely téchto
testd vymezil jako sedm dni, které predchazely odebrani svlecky donora z akvaria (obdobi
tedy zahrnovalo tfi dny pfed svlékanim, den svlékani a tfi nasledujici dny). Pro testovani byly
vybrany vysledky real-time PCR vsech vzorku (filtraci) vody akvarii, ve kterych doslo ke
svlékani donora (celkem 4 akvdaria). Provedeny byly dva rtizné permutacni testy, které se
mirn¢ liSily sledovanou statistikou. Prvni z nich, kterd posuzovala pouze pravdépodobnost
pozitivniho vysledku detekce, byla vypoctena nasledovné: Vysledky detekce spor v akvariich
byly rozdéleny na pozitivni a negativni podle limitu detekce real-time PCR. Pro kazdé
akvéarium byl vypocten podil poctu vzorkl s pozitivnim vysledkem detekce, které pochazely
Z obdobi svlékani donora, a poc¢tu vSech vzorkt s pozitivnim vysledkem detekce (tedy za celé
trvani pokustu). Sledovana statistika byla sumou téchto podili za vSechna Ctyti akvaria. Druha

statistika byla vypoctena obdobné, ale namisto poctli vzorku s pozitivnim vysledkem detekce
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byly uzity soucty namétenych hodnot koncentraci. Pro kazdé sledované akvarium tedy byl
vypocten podil souctu namétenych koncentraci v obdobi svlékani a souctu naméfenych
koncentraci za celou dobu trvani pokusu. Nasledné byly vysledky real-time PCR vzorku
Z kazdého akvaria nahodné¢ pridéleny ke dniim, ve kterych byla voda v tomto akvariu
filtrovéna, a stanoveny byly ob¢ vySe popsané statistiky; tento proces se opakoval tisickrat.
P-hodnota byla stanovena jako podil po¢tu nahodné usporadanych soubora vysledki usticich
ve vysSi nebo stejnou hodnotu sledovanych statistik, nez jaka byla vypoctena z redlné

namétenych dat.

Obdobn¢ byly testovany i hypotézy o vyssi pravdépodobnosti detekce spor v obdobi
uhynu donora a tthynu infikovaného recipienta. Pfitom obdobi tthynu raka bylo vymezeno
jako sedm dni pfed odebranim téla, tj. v pfipadé donora pét dni pifed uhynem, den uhynu

a nasledujici den, v pfipad¢ infikovaného recipienta Sest dni pfed thynem a den thynu.
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Vysledky

Detekce Aphanomyces astaci ve tkanich raku

Na piitomnost ¢i nepiitomnost patogenu v izolatech z racich tkani bylo usuzovéano na
zaklad¢ amplifikace DNA A. astaci. Pfitom ¢ast rakd béhem experimentii uhynula, zatimco
zbyli raci byli usmrceni vlozenim do -80 °C. Po usmrceni tedy, na rozdil od uhynt
v akvériich, nendasledovalo obdobi, kdy by mohlo dojit krozkladu tkani a ristu
mikroorganismu (véetné A. astaci) v mrtvém téle. Vysledky statistického testovani ukazaly,
ze rozdily mnozstvi DNA patogenu v izolatech z uhynulych a usmrcenych donorii nebyly
signifikantni (Manntv-Whitneyav U-test, N; = 11, N, = 17, Z = 0,82, p = 0,41). (Grafické
vyneseni vysledkti obou skupin rakt nabizi pfiloha 5.) Detekce patogenu tedy nejspise nebyla
vyznamné ovlivnéna procesy po uhynu rakli a vzdjemné porovnavani vysledkii detekce
A. astaci v tkanich uhynulych a usmrcenych raka provadéné pii vyhodnocovani vysledku je

opodstatnéné.

Pokud byl patogen v télech recipient z pokust o pienos na raky fiéni detekovan (15
recipientll ze 12 akvérii), §lo az na jeden ptipad, kdy se jednalo o nizké mnozstvi patogenu
(A3), o zachyty vétsiho mnozstvi DNA A. astaci v izolatu (tabulka 5, podrobnéjsi vysledky
jsou v pfiloze 6). Naméfena mnozstvi DNA patogenu v izolatech s pozitivnim vysledkem
detekce odpovidaji tisicim az milionim C A. astaci. Vzhledem k postupu ptipravy vzorku
(otirani kutikuly tampony) je nejpravdépodobnéjSim vysvétlenim tak velkého mnozstvi DNA
patogenu jeho rist v testovanych tkdnich rakd. Tomu nasvédcuje i fakt, ze vSichni tito raci
béhem pokusti uhynuli. Podpora to v8ak neni pfili§ spolehliva, protoze raci fi¢ni v pokusech
hynuli i1 bez pfi¢inéni patogenu (tabulka 3), a proto neni jisté, zda byl ra¢i mor diivodem
uhynu recipientil, pfestoze v jejich télech jeho plvodce detekovan byl. At uz vSak byla
pfi¢ina thynu jakékoliv, pfenos patogenu se ve dvanacti akvariich podafil a recipienty

s pozitivnimi vysledky budu nadale oznacovat jako infikované.

Vysledky detekce patogenu v télech recipientli z pokusii o pfenos na raky ficni
roztiidéné do kategorii podle svlékdni a uhynu donora v pfitomnosti recipienta jsou na
obrazku 5. Patogen se podatilo pfenést v 75 % akvarii, kde se donor svlékal (4 akvaria), ve
25 % akvarii, kde donor uhynul (4 akvaria) a ve 44 % akvarii, kde se donor v pfitomnosti

recipienta ani nesvlékal, ani neuhynul (18 akvarii). Podle statistického testovani vSak nebyly
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rozdily mezi pravdépodobnostmi pienosu A. astaci na recipienty mezi zadnymi z téchto

skupin signifikantni (pravdépodobné v diisledku malého poctu opakovani).

Pozitivni vysledky detekce se mimo jiné objevily v osmi z osmnacti akvarii, ve
kterych nedoSlo v pfitomnosti recipienta ani ke svlékani, ani k thynu donora. Ve dvou
Z téchto akvarii donoti uhynuli 2 a 9 dni od uhynu (prvniho) donora. V Sesti zbyvajicich
akvariich donofi zustali nazivu az do ukonceni pokust, tedy jesté¢ 61, 57, 56, 41, 29 a 10 dni
od thynu recipientl v jejich akvariich. Proto alesponl téchto Sest ptipadii nelze povazovat za
dasledek uvolnéni spor v obdobi thynu donora. Lze tedy povazovat za prokézané, ze aniz
dochazi ke svlékani ¢i tthynu raka pruhovaného, mize se z néj A. astaci $ifit v mnozstvi

dostate¢ném pro infikovani dalSich hostitelt.

Mnozstvi DNA patogenu namétend v izolatech z t€l donort lze chapat jako ptiblizny
odhad mnozstvi hyf v jejich télech. Proto jsem chtél s pomoci téchto dat testovat, zda ma
mnozstvi hyf vliv na pravdépodobnost pienosu A. astaci. Za timto téelem jsem vybral data
pouze z akvarii, kde nedoslo ke svlékani ani k uhynu donora (14 akvarii), aby nebyly
vysledky ovlivnény ptedpokladanymi zménami rozsahu infekce v racich po jejich sviékani ¢i
tthynu. Udaje jsem rozdélil do dvou skupin podle toho, zda se podaiilo A. astaci v akvariich
ptenést (ptiloha 7). Rozdily mnozstvi DNA A. astaci Vv izolatech z tél donort téchto dvou
skupin nebyly signifikantni (Manntv-Whitneytv U-test, N; = 6, N, = 8, Z = 0,39, p = 0,70).
To je patrno 1 z grafického vyneseni hodnot (obrazek 6). Vysledky tedy naznacuji, Ze
V pozorovaném rozpéti (tisice az statisice C DNA A. astaci, kategorie As az A7) neni

pravdépodobnost pfenosu patogenu vyrazné ovlivnéna mnozstvim hyf v kutikule donort.
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Obrizek 5: Vysledky detekce A. astaci v télech raki #iénich po ukonéeni pokust. Cisla
ve sloupcich udavaji pocty jednotlivych akvarii.

Tabulka 5: Vysledky detekce A. astaci v télech rakd fi¢nich po ukonceni pokusu.
Mnozstvi DNA A. astaci je vyjadieno pomoci kategorii podle doktorky Vralstad a kol.
(2009). Cisla v jednotlivych sloupcich udavaji poet recipientii nalezejicich do dané kategorie.
Modrou barvou jsou zvyraznény vysledky povazované za negativni, Cervenou vysledky
interpretované jako pozitivni.
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Obrazek 6: Mnozstvi DNA A. astaci Vvizolatu ztkani tél donort z akvarii, kde se
ptrenos A. astaci na recipienta podafil a z akvarii, kde k pfenosu nedoslo. Zobrazena jsou data
pouze z akvarii, kde nedoslo ke svlékani, ani k uhynu donora.

V pokusech o pienos patogenu mezi raky pruhovanymi byl A. astaci detekovan v téle
recipienta pouze v jednom z deseti opakovani, a to v akvariu, ve kterém doslo ke svlékani
donora za pfitomnosti recipienta, jak je patrno z obrazku 7 (podrobnéji shrnuje vysledky
ptiloha 8). Naméfené mnozstvi DNA A.astaci ve vzorku tkani recipienta odpovida
620 000 C. Vzhledem k postupu piipravy izolatu DNA je témét vylouceno, aby tak velké
mnoZstvi DNA pochazelo pouze ze spor, a proto je mozZno tento vysledek pokladat za dikaz
rastu A. astaci ve tkanich recipienta. Pfitom s velkou pravdépodobnosti tento rak na pocatku
experimentu A. astaci nehostil, jak vyplyva z negativniho vysledku testovani jeho uropodu
a hlavné z dlouhodobého mapovani prevalence parazita ve zdrojové populaci (podrobnosti
Vv kapitole ,,Metodika“). Proto je tento vysledek dikazem pfenosu A.astaci na raka

pruhovaného.

Porovnani uspéSnosti pfenosu na raky pruhované a raky fi¢ni ukazuje obrazek 8.
Nulovou hypotézu, ze pravdépodobnosti pfenosu na raka fi¢niho a na raka pruhovaného se
nelisi, se podafilo vyvratit pouze pti porovnavani vysledkti z akvarii, kde nedoslo ani ke
svlékani, ani k uhynu donora (N1 = 8, N, = 18; p = 0,031). Pfi porovnavani vysledkt ze vSech
akvarii nebyl rozdil na pétiprocentni hladin¢ signifikantni (N1 = 10, N, = 25; Fishertv exaktni
test, p = 0,055), ale pii jednostranné varianté testu uz by rozdil signifikantni byl (p = 0,039).
U akvérii, ve kterych se donor svlékal nebo kde donor uhynul, nebyla nulovd hypotéza

vyvracena, coz v§ak kvuli nizkym pocétiim opakovani ani nebylo mozné (N; = 1, N, = 4).
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Obrazek 7: Detekce A. astaci v télech recipientti; pokus o pfenos na raky pruhované.
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Obrizek 8: Usp&inost pienosu A.astaci na raky pruhované a na raky Fiéni
v kategoriich akvarii rozliSenych podle svlékani a uhynu donord v pfitomnosti recipientt.
Cisla ve sloupcich udéavaji pocty jednotlivych akvarii.
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Vysledky detekce patogenu ve svlecCkach a v télech donorii ukazaly, ze 1 pouhé tii dny
po svlékani byl patogen v téle raka pruhovaného detekovan, a to v mnozstvi 36 000 C
Vv izolatu DNA. Podle vysledki méfeni koncentrace spor bylo v den svlékani tohoto jedince
pritomno ve volné vod¢ akvaria 961 spor-ml'l, nasledujici den 33 spor-ml'1 a jesté v den
odebrani a usmrceni doty¢ného raka kvuli ukonCovani pokusii byla naméfena koncentrace
131,4 sporml™. V piipadé daldich &yt donort byly vysledky detekci v izolatech z téla
I svleCky také pozitivni, avSak jejich svlékani a usmrceni délila delsi doba (10, 52, 63

a 65 dni).

Detekce a kvantifikace spor Aphanomyces astaci zachycenych na
filtrech

Vysledky detekce DNA A. astaci byly negativni V izolatech z 84 % pokusnych filtrt
(108 ze 128). Ve c¢tyiech akvariich nebyly ani v jednom (ze sedmi az deviti) potizenych filtri
spory detekovany a mezi vzorky ze zbyvajicich 11 akvarii tvoii ty s negativnim vysledkem
detekce vétSinu. V prub&hu pokust tedy bylo mnozstvi spor ve volné vodé akvarii obvykle
niz8i, nez kolik mohlo byt pouzitou metodou (filtrovani, izolace DNA, real-time PCR)
detekovano. Pritom teoreticky mélo byt dosazeno spolehlivé detekce jiz pfi koncentraci
25,4 spor ve 100 ml vody (podle vypocti vychazejicich z limitu detekce a odhadu PFUsyory,
podrobnéji v kapitole ,,Metodika“). Koncentrace spor ve volné vodé pokusnych akvarii tedy

byla obvykle nizsi nez 0,254 spory-ml™.

Pozitivni byly vysledky detekce A. astaci v izolatech DNA z 16 % pokusnych filtrii
(20 ze 128). Odhady mnozstvi spor ve filtrované vod¢, zaloZzené na téchto pozitivnich
vysledcich, se vétsinou pohybovaly do 100 spor-ml™, coz odpovida piiblizné 500 000 spor ve
vodé akvaria. V&t§i koncentrace byly nam&feny pouze v akvariich & 7 (150 sporml™, v den
hynu recipienta) a &. 13, kde byla naméfena koncentrace 961 sporml™ a 131 spor-ml™ (v den
svlékani donora a tfi dny poté). Vysledky detekce A.astaci z filtri pofizenych béhem

akvarijnich pokust shrnuje pro jednotliva akvaria ptiloha 9.

Obvykle nebylo mozné uréit, zda detekované spory pochazely z donora, ¢i zjiz
infikovaného recipienta. Vyjimkou je zejména detekce spor v prvnim akvariu 53., 54. a 57.
den pokust (az 345 spor ve 100 ml), jejichz zdrojem musel byt donor, protoze od 11. dne
pokusu nebyl recipient v akvéariu ptitomen. Pfitom v dalSich sedmi vzorcich z té¢hoz akvaria
(z12., 25., 39, 46., 63., 70. a 84. dne pokust) nebyly spory detekovany. Mnozstvi spor
A. astaci uvoliovanych z donort se tedy v ¢ase ménilo. Zda se v nékterych obdobich spory

42



vubec neuvoliiovaly, nelze podle ziskanych dat posoudit v diisledku limitu detekce na urovni
koncentrace 25,4 spor ve 100 ml. S urcitosti byla doloZena pouze piiblizné desetinasobna
zména poctu spor uvolnénych z donora (pfipad vyse zminéného prvniho akvéaria). Avsak
pravdépodobné byla zaznamendna i1 zména vice nez tisicinasobnd, protoze nejvyssi
koncentrace spor (961 sporml™), naméfend V jiném akvériu tyden po odebrani vzorku
s negativnim vysledkem, mohla byt také dusledkem sporulace A. astaci z tkani donora. Tento

vzorek byl totiz potizen v den svlékani donora a deset dni pred thynem recipienta.

Jiz v predchozi kapitole byl testovan vliv svlékani donora a thynu donora na
pravdépodobnost pienosu A. astaci. Pomoci vysledkt kvantifikace DNA A. astaci v izolatech
z filtri bylo testovano, zda byla v obdobi svlékani ¢i thynu rakl vyssi pravdépodobnost

detekce spor ve vodé a zda byla koncentrace spor ve vodé v tomto obdobi vyssi.

Obrazek 9 ukazuje vysledky detekce patogenu ve vodé¢, podrobné pro obdobi Ctyt
tydnt kolem svlékani ¢i thynu rakd. V disledku nizkého poctu opakovani téchto udalosti
bylo nutné pouzit data i z akvarii, ve Kterych jesté byli recipienti v dobé svlékani ptitomni.
Obrazek 9a odhaluje minimalni piekryv obdobi vyskytu detekovatelného mnozstvi spor
S obdobim thynu donora. Pro ucely statistického testovdni byl za obdobi thynu donora
povazovan tyden pfed odebranim jeho téla z akvaria, které nastalo nejmén¢ 24 hodin po smrti
raka. Podle vysledkii permuta¢nich testi nebyly v tomto obdobi koncentrace spor, ani
pravdépodobnost jejich detekce signifikantné vyssi (p = 0,21). MoZnosti zobecnéni ziskaného
vysledku jsou vSak omezené, nebot’ je pocet opakovani velmi maly (doslo pouze ke tfem
uhynim donora). Ve dvou akvariich vSak nebyly spory v obdobi uhynu donora viibec
detekovany, coz ukazuje, ze pokud vibec dochdzi k vétSimu uvolnéni spor z infikovaného
raka pruhovaného do 24 hodin po jeho uhynu, pak se tak déje pouze v nékterych ptipadech.
Ve tietim akvariu, kde k uvolnéni spor po uhynu donora doslo, nebylo v kutikule donora
detekovéano vétsi mnozstvi DNA patogenu neZ v donorech ze dvou vySe zminénych akvarii
(24 821 C oproti 20 003 C a 30 883 C) a mnozstvi DNA A. astaci vSech tii vzorkd se nalézala

V druhém a tietim kvartilu hodnot mnozstvi DNA patogenu v tkanich vSech donort.

Naopak pomérné vyrazny je prekryv vyskytu spor S obdobim svlékani donora
(obrazek 9b). Ve vsech ctyrech akvariich, kde se donor svlékal, byly spory v uvedeném
obdobi ctyt tydnt ve vodé detekovany. Pro cely statistického testovani bylo obdobi svlékéani
donora vymezeno jako tyden pfed odebranim jeho svleCky z akvéaria. Vysledky permutacnich
testll odhalily, ze pravdépodobnost detekce spor i naméfené koncentrace spor byly v obdobi
svlékani donort signifikantné vyssi (p < 0,005). Ve tiech ze Ctyi pripadi, kdy byl v obdobi
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svlékani donora pfitomen recipient, doSlo navic k tthynu raka ficniho do 11 dnli ode dne

svlékani donora a v tkanich uhynulého recipienta byl patogen detekovan.

Znany prekryv vykazuje obdobi vyskytu spor i s obdobim tésné pied uhynem
recipienta, zejména pokud jsou vybrana data pouze o akvariich, kde doslo k pienosu A. astaci
na recipienty (tedy data z akvarii 3, 4, 6, 7, 8, 9, 12, 13 a 14; obrazek 9c). Pro ucely
statistického testovani bylo obdobi thynu infikovaného recipienta vymezeno jako tyden pted
odebranim jeho téla zakvaria. Pravdépodobnost detekce spor i koncentrace spor byly
V obdobi thynu infikovanych recipientti signifikantné vyssi (p < 0,005). Protoze vSak obdobi
uhynu infikovanych recipientti nasledovalo ve tiech akvariich tésné po obdobi svlékani
donora, hrozilo, ze byly vysledky ovlivnény sporami uvolnénymi z tkani donord. Permutacni
testy vSak 1 po vylouceni zminénych tii akvarii vedly ke stejnému vysledku (p < 0,005). Pied
uhynem infikovanych rak fi¢nich tedy nejspiSe dochézi z jejich t€l k masivnimu uvoliiovani
spor. Alternativné lze ziskané vysledky vysvétlit tak, ze detekovany byly spory uvolnéné
z donora, pficemz spory stejného pivodu infikovaly recipienty a zpusobily jejich nasledné
hynuti. Ani jednu z uvedenych alternativnich hypotéz nelze na zakladé pofizenych dat

vyvratit.

Graf, ktery by se vénoval detekcim spor v obdobi svlékani recipientil, neni zatfazen,
protoze ze sedmi analyzovanych svleCek recipientii byl patogen detekovan pouze v jedné, a to
jesté tésné nad limitem detekce. Nebyl tedy divod domnivat se, ze ze svleCek recipientl

dochazelo k uvoliiovani spor A. astaci. Proto nedoslo ani ke statistickému testovani.
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A. astaci ve vzorku: m detekovan m nedetekovan

a 100% -
80% -
60% -

40% -

Podil akvarii

20% -

0% -

Dny od tthynu donora (stied intervalu)

b 100% -
80% -
60% -

40% -

Podil akvarii

20% -

0% -

Dny od svlékani donora (stfed intervalu)

C 100% -
80% -
60% -

40% -

Podil akvarii

20% -

0% -
<-13-12 -9 -6 -3 O 3 6 9 12 >13

Dny od thynu infikovaného recipienta (stied intervalu)

Obrazek 9: Vysledky detekce A. astaci ve vodé akvarii v obdobich svlékani
a thynu rakd. T¢la donort byla odebirana den po thynu, jejich svlecky tii dny
po svlékani a téla uhynulych recipientd byla odebirana hned v den jejich nalezeni.

Cisla ve sloupcich udavaji poéty akvarii.
45



Porovnani vysledki detekce spor ve vodé akvarii a detekce A. astaci Vv télech
recipientt (pfiloha 10) ukazalo, ze k pfenosu A. astaci na recipienty doslo v deviti akvariich,
pticemz v sedmi z nich se predtim spory ve vodé pomoci filtrovani detekovat podatilo. Spory
vsak mohly byt pfitomny v detekovatelném mnozstvi ve vSech deviti akvariich, pouze
nemusely byt ve dvou z nich zachyceny pomoci filtrovani, protoze v obdobi dvou tydnt pied
uhynem taméjsiho recipienta byla voda téchto dvou akvarii filtrovana pouze jednou. Pomérné
dobrou shodu vysledki detekce spor pomoci filtrovani a pomoci infekénich pokust tak vazné
narusuji pouze ptipady akvarii ¢. 5 a ¢. 10, ve kterych byly spory ve vod¢ detekovany, ale
Vv tkanich recipient patogen obvyklym postupem detekovan nebyl. Pfitom ani pouziti
desetinasobného fedéni a real-time PCR s vyuzitim Taq Man Environmental Master Mixu
nevedlo k detekci patogenu, a proto negativni vysledky téméf jisté nebyly zptisobeny inhibici
PCR. Naméfend koncentrace spor ve vod¢ byla v desatém akvariu velmi nizka (0,28 sporml™?,
tedy tésné nad hranici detekce), zatimco v patém akvariu byla koncentrace pomérné vysoka
(17,2 sporml™). Proto nejspise, alespoii v piipadé patého akvaria, neslo o disledek
laboratorni kontaminace izolatu DNA z filtru. Hlavni moznosti vysvétleni rozporuplnych
vysledku detekce A. astaci ve vodé¢ a v télech recipientu jsou tedy dvé: 1) Patogen mohl rist
Vv tkdnich, které nebyly podrobeny analyze; 2) Patogenu se nemuselo podafit napadnout
hostitele, ac¢koliv byly spory ve vodé¢ pfitomny. Dodate¢né testovani izolath DNA z dalSich
dvou soubort tkani recipienta z patého akvaria odhalilo, Ze patogen v nékterych ¢astech téla
ptitomen byl — v jednom vzorku (zahrnujicim mimo jiné ranu po odlomeni proximalni ¢asti

jedné kracivé koncetiny) bylo detekovano mnozstvi odpovidajici 512 C.
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Diskuse

Faktory ovliviiujici uvoliiovani spor z donort a prenos na recipienty

Vysledky detekce patogenu Vv télech recipienti jednoznacné ukazaly, Ze aniz dochézi
ke svlékani ¢i uhynu raka pruhovaného, mize se z n¢j A. astaci $ifit v mnozstvi dostatecném
pro infikovani rakd fi¢nich. Tento zavér vyvraci hypotézu o uvoliiovani spor A. astaci ze
severoamerickych raki pouze Vv obdobich thynu ¢i svlékani ptrenasect. Takto striktni
vymezeni obdobi sporulace bylo formulovano jen =ziidka, napiiklad v praci Evanse
a Edgertona (2002). Avsak néktefi dalsi autofi ve svych pracich pouze zminuji, ze ke
sporulaci dochézi v obdobich svlékani a thynu severoamerickych raki, aniz by komentovali
moznost sporulace mimo tato obdobi (Unestam a Ajaxon 1978; Oidtmann 2000; Oidtmann a
kol. 2002; Oidtmann a kol. 2004).

Duvodem sporulace A. astaci v té€lech donort, ktefi se nesvlékali ani neuhynuli, by
mohlo byt oslabeni jejich imunity (Persson a Soderhdll 1983; Soderhdll a Cerenius 1999;
Cerenius a kol. 2003) ¢i stres (Diéguez-Uribeondo a Soderhdll 1993; Soderhidll a Cerenius
1999; Vogt 1999; Cerenius a kol. 2003). Tvrzeni n€kterych citovanych praci vSak vychazeji
Z pozorovani sporulace v pokusech, ve kterych se u nékterych rakd rozvinula akutni faze
ra¢itho moru vedouci az k jejich smrti (Persson a Soderhdll 1983; Diéguez-Uribeondo
a Soderhéll 1993), a z prezentovanych dat neni zifejmé, zda ke sporulaci dochdzelo
i z nehynoucich raki.. Autofi zbyvajicich praci zmifiujicich vliv stresu a oslabeni imunity bud’
cituji téz ¢lanky pojednavajici o rozvinuti akutni faze ra¢iho moru (Vogt 1999; Cerenius a kol.
2003), nebo neni zdroj informace ziejmy (Soderhdll a Cerenius 1999). Dikazy o Sifeni
A. astaci ze severoamerickych raku, ktefi se nesvlékali, ani v nasledujicim obdobi neuhynuli,

tedy v dostupné literatuie dosud nebyly k dispozici.

Vyse naznacené zdivodnéni sporulace oslabenim imunity raki béhem mych pokusi
vSak trpi jednim nedostatkem. Kdyby v mych pokusech dochazelo ke sporulaci nasledkem
snizeni imunity, mélo by podle souCasnych ptedstav o interakci A. astaci Simunitnim
systémem hostitele (napiiklad Vey a kol. 1983) dojit k rozristani hyf v kutikule. V télech
donorti, ze kterych doslo k pfenosu patogenu, by tedy mélo byt naméfeno vétSi mnozstvi
DNA A. astaci. Avsak mnozstvi DNA patogenu v izolatech z t&€l donoru, ze kterych se
patogen pienesl, a ze kterych se patogen nepienesl, nebylo signifikantné rozdilné. Zaroven
vSak nelze vyloucit, ze skutecné¢ mezi mirou imunitni reakce donorti a prenosem patogenu
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souvislost je. Odhad mnozstvi patogenu v kutikule donorti byl jen velmi hruby, protoze
izolace DNA probihala z nestejného podilu tkéni jednotlivych raki; vzorek tkani nemusel
reprezentativné vypovidat o rustu A. astaci v celém téle a zavéry se opiraji o vysledky
pfenosu patogenu, ktery mohlo ovliviiovat vice riznych ¢initeld (Stephens 2005). Navic mé
vysledky nevypovidaji o Sifeni A. astaci z donoru, jejichz infekce lezi mimo mnou
pozorované rozmezi (mnozstvi DNA patogenu v izolatu v kategoriich As az A7). Piitom se
zda, Ze pravé vyzkum pfenosu z rakil s niz§im rozsahem infekce by mohl vést k zajimavym
vysledkiim — trvala koexistence raka fi¢nich s populaci severoamerickych raka signéalnich
s velmi nizkou intenzitou nakazy (pocet PFU Vv izolatu v kategorii A3) naznacuje, Ze pii
nizkém rozsahu infekce v téle nemusi k pfenosu na raka ficniho dochazet (Kozubikova a kol.

2011c).

Pfic¢ina sporulace v akvariich, kde nedoSlo ani ke svlékani, ani k thynu donora,
zistdva nejasna. Hledani zdGvodnéni pro vSechny piipady sporulace je vSak moznd
neopodstatnéné — vV malych mnozstvich se totiz podle nékterych odbornik spory uvoliiuji
z raku stale (Soderhill a Cerenius 1999; Oidtmann a kol. 2006) a dalsi dokonce pisi pouze
0 stalém uvolnovani spor bez zminky o zménach jeho intenzity (Nylund a Westman 2000).
Zda skutecn€ dochdzelo k uvoliiovani spor neustle, neni mozné z vysledki mé prace usoudit

v disledku omezeni pouzitych metod (limit detekce na urovni 25,4 spor ve 100 ml).

Naopak, zcela jednoznaéné vysledky detekce DNA patogenu z filtra prokazaly, Ze
mnozstvi spor A. astaci uvolfiovanych z donorti se v ¢ase méni. Pro nalezeni pfi¢in této
proménlivosti bylo teoreticky mozno vyuzit oba pouzité zplisoby detekce spor patogenu:
pomoci filtrovani vody i pomoci sledovani pfenosu patogenu na recipienty. K dispozici jsou
vysledky detekci A. astaci z vody vSech pokusnych akvarii za celé obdobi pokust piiblizné
S dvoutydennim intervalem. AvSak zmény koncentraci spor byly pomérné rychlé — béhem
jednoho tydne vystoupala koncentrace v jednom akvariu vice nez tisickrat a koncentrace spor
klesla v tomtéz akvariu o 96 % za jeden den. Detekce A. astaci z pokusnych filtri zachycujici
okamzity stav tedy nabizi pouze velmi omezenou informaci o zménach koncentrace Spor
v akvariich. Navic v disledku uspotadani experimentti obvykle neni ziejmé, ze kterého raka
detekované spory pochazeji (vyjimky nastaly pouze v ptipadech, kdy raci zistali v akvariu
sami). Témito nevyhodami netrpi detekce pomoci pfenosu patogenu na citlivé recipienty. Zato
vSak mohou byt jeji vysledky ovlivnény mnoha riznymi faktory, naptiklad stavem imunitniho

systému recipienta, kvalitou vody a pfitomnosti dalSich mikroorganismi (Stephens 2005).
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Kazdy ze zpusobu detekce tedy trpi jinymi nevyhodami, a proto jsem se snazil vysledky obou

zpusobu detekce kombinovat.

Vysledky testovani vzorkil z akvérii, kde doslo ke svlékani donora, naznacuji, ze
svlékani vede ke zvySené sporulaci A.astaci zjeho kutikuly, k pfenosu patogenu
a naslednému thynu recipienta v disledku ra¢iho moru. Podle statistického testovani sice
nebyla pravdépodobnost pienosu patogenu v akvariich, kde doslo ke svlékani donora,
signifikantné vyssi, ale tento vysledek mohl byt zpsoben nizkym poctem opakovani (Ctyti
piipady), kvili kterému by nebylo mozné vliv prokazat. Masivnimu uvolfiovani spor v obdobi
svlékani rakl ostatné nasvédcuji 1 zminky o uvolilovani spor béhem tohoto obdobi, které se
v literatufe jiz n€kolikrat objevily (Oidtmann 2000; Oidtmann a kol. 2002; Oidtmann a kol.
2004; Oidtmann a kol. 2006).

Uhyn donora podle statistického testovani nevedl k signifikantng  vyssi
pravdépodobnosti pienosu ani k vyssi pravdépodobnosti detekce spor ve vodé. V roce 2009,
kdy byly spory v akvariich detekovany, doslo ke tfem uhynim rakti. Ve dvou ptipadech
nebyly spory vobdobi thynu (vymezeném jako 2 tydny pied a 2 tydny po uthynu)
detekovany. Pozorovany ptipad detekce spor ve vodé po uhynu donora v jednom akvariu
muze byt vykladan jako ndhodnd sporulace, kterd viibec nemusela souviset se smrti hostitele.
Teoreticky by vSak mohly byt rozdily vysledkt v akvariich s thynem donord vysvétleny jako
disledek rtznych pii¢in smrti rakd. Ke zvySené sporulaci by mohlo dochazet pouze
v piipadech thynu raka v disledku rozvoje akutni faze racitho moru, ktera se projevuje
rozrustanim hyf A. astaci v télech raki s fatalnimi nasledky pro hostitele (Unestam a Sodehéll
1977; Persson a Soderhdll 1983; Persson a kol. 1987). Avsak vysledky kvantifikace A. astaci
ve tkanich uhynulych donorti tuto hypotézu nepodporuji. Maly pocet ptipadt thynu donori
vV pokusnych akvariich velmi snizuje vérohodnost zobecnéni, pfesto je jasné, Ze uhyn
infikovaného raka pruhovaného alesponi v nékterych ptipadech nevede ke zvySenému
uvoliiovani spor do 24 hodin po jeho smrti. Otazkou zlstava, zda by z uhynulych tél nedoslo

k uvolnéni spor pozdéji.

Vysledky detekce spor v akvariich naznacuji, ze pfed Uhynem infikovanych raki
ficnich dochdzi z jejich tél k masivnimu uvoliiovani spor, ackoliv detekovany mohly byt téz
spory uvolnéné z donorti. M¢ vysledky tedy podporuji hypotézu o masivnim uvoliiovani spor
pfed thynem infikovanych raka citlivych, evropskych druhii, ktera jiz byla nékolikrat
formulovana v odborné literatufe (Soderhéll a Cerenius 1999; Vogt 1999; Oidtmann a kol.

2002).
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Vyse uvedené hypotézy vysvétlovaly rozdily v aspéSnosti pfenosu patogenu na
recipienty pouze na zakladé zmén mnozstvi spor. Pfitomnost spor A. astaci je bezesporu
nutnou podminkou pienosu a koncentrace spor jist¢ ovliviiuje priubéh infekce (Unestam
a Weiss 1970; Alderman a kol. 1987; Diéguez-Uribeondo a kol. 1995). Avsak existuje
i alternativni scénaf, ktery by vedl k infikovani pouze ¢asti recipientii: Spory byly pfitomny
I v akvariich, kde se recipienti nenakazili, ale k samotnému pienosu z né&jakého divodu
nedoslo. Tomu nasvédcuje i vysledek testovani vzorkl z jednoho akvaria (¢. 10), ve kterém
byl patogen detekovan ve vod¢€ pomoci filtrovani, ale ne ve tkanich recipienta. Namétena
koncentrace spor (28 spor ve 100 ml) vSak byla nizs$i nez vSechny ostatni pozitivni detekce
spor v pokusnych akvariich, jen té€sn¢ totiz piekrocila hranici detekce (25,4 spor ve 100 ml).
Proto lze ptedpokladat, ze i pravdépodobnost pfenosu nebyla tak vysoka jako v ostatnich
ptipadech. Mozné je i vysvétleni, Ze A. astaci v téle recipienta tohoto akvaria rostl a negativni
vysledek detekce byl zplisoben tim, Ze pro analyzu byly ndhodou vybrany pouze neinfikované
tkan¢. Tomu nasvéd¢uje 1 piipad jiného akvaria (¢. 5), kde nebyl v prvnim, ani ve druhém
vzorku tkani recipienta patogen detekovan, ale vysledky testovani dal$iho vzorku tkani

ukézaly, Ze patogen byl na t&le pritomen a k jeho prenosu tedy doslo.’

Pienos A. astaci na raka pruhovaného se sice podafil jen v jednom z deseti opakovani
pokusu, avsak nejspiSe jde o prvni relativné spolehlivy doklad experimentalniho pienosu
A. astaci na neinfikovaného raka pruhovaného. O ten se sice jiz diive pokouseli autofi tii
studii (Schikora 1916, podle Unestama 1969b; Schéperclaus 1935, podle Unestama 1969; Vey
a kol. 1983), avsak v jejich ptipadé je nejistota nepfitomnosti patogenu v recipientech pied
zahajenim pokusu velmi vysoka. V dobé realizace téchto vyzkumi totiZ jesté¢ nebylo mozné
rozhodnout o nepfitomnosti patogenu ve zdrojovych populacich s dostate¢nou spolehlivosti.
V ptipadé nejnovéjsi z citovanych studii navic i podle autorti vétsina recipientd nejspis hostila
A. astaci jiz pied zahajenim pokust.

Pozorovany pfenos na raka pruhovaného je pfitom pravdépodobné 1 prvnim

doloZzenym piipadem experimentalniho pfenosu A. astaci mezi jedinci severoamerickych

rakl. Jiz diive sice byly provedeny pokusy testujici odolnost severoamerickych druht vici

® Je zfejmé, Ze patogen by mohl byt p¥i vyhodnoceni dalich vzorki tkani nalezen i v dalsich
recipientech, jejichz téla byla podle vysledkl detekce prvniho (a jediného) vzorku prosta A. astaci.
Nicméné, prvni vzorky byly ze vSech raku pifipravovany odbérem stejnych tkani, a proto byla
pravdépodobnost takové chyby u vSech jedincd totozna. Aby nebylo toto pravidlo, které umoznilo
vzadjemné porovnavani vysledkii, poruseno, nebyl pozitivni vysledek detekce tretiho vzorku
zminéného recipienta zahrnut do statistickych analyz Gispé$nosti pienosu v akvariich.
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sporam A. astaci (napifiklad Unestam a Weiss 1970; Alderman a kol. 1987,
Diéguez-Uribeondo a kol. 1995), ale v téchto pokusech byli raci vzdy vystavovani sporam
pfipravenym z mycelii in vitro. A protoze nebylo znamo, zda pouzitd mnozstvi spor
odpovidaji poctim uvoliiovanym ztél rakd, nebylo ani zfejmé, nakolik tyto pokusy

modelovaly pfenos mezi raky.

Nebyl vSak mnou pozorovany pirenos na raka pruhovaného umoznén pouze
experimentalnim prostfedim? Spolehlivou odpovéd” nashroméazdéna data neumoziuji.
Nicméné, diky kvantifikaci spor z filtrii jsou k dispozici alesponi data o jejich koncentracich.
Pfiblizné porovnani s koncentracemi spor A. astaci v ptirodnich podminkach umoziuje pouze
jedina dosud provedend studie zkoumajici koncentrace spor uvoliované z tél raki, a to ve
vod¢ odebrané z nadrzi pro chov ¢i kratkodobé prechovéavani raka signalnich (Strand a kol.
2011). Abych mohl porovnavat mnou namétené koncentrace S touto studii bez vlivu rozdilu
v odhadu PFUgpory (ktery bude diskutovan nize), piepocital jsem publikované hodnoty PFU
naméfené Strandem a kol. (2011) pomoci mnou stanoveného PFUgpory. Nejvyssi koncentrace
spor (7,1 sporml™) byla v jejich studii naméfena v betonové nadrzi s nejvétsi hustotou rakd
(107 jedinct m?3), coz je hodnota velmi blizka hustoté¢ pifi mych akvarijnich pokusech
(1 ptenasec v 5 1 vody, tedy 200 jedinci m™). V ostatnich nadrzich s niz§i hustotou raki byly
obvykle koncentrace pod limitem kvantifikace (0,13 sporml™). Ve srovnani se studii Stranda
a kol. (2011) se mé vysledky u vétSiny akvarii pohybuji v fadoveé stejném rozsahu. Vyrazné
vyboluji pouze dvé& akvaria, ve kterych bylo naméfeno vice nez 100 sporml™. Pfitom
v jednom z nich doslo ke svlékani donora a v druhém k tthynu infikovaného recipienta, coz by
mohly byt ditvody neobvykle vysokych koncentraci spor. Z porovnani se studii Stranda a kol.
(2011) tedy vyplyva, Ze mnou naméeiené koncentrace se nejspise faddove blizily koncentracim

vyskytujicim se v ptirodnich lokalitach.

Vysledky této prace nabizeji 1 hruby relativni odhad pravdépodobnosti pienosu
A. astaci na severoamerického raka. Raci fi¢ni byli v mych pokusech ve srovnani s raky
pruhovanymi signifikantné ¢astéji cilem uspé€Sného prenosu. Samoziejme jiz diive bylo jasné,
ze k pfenosu patogenu mezi severoamerickymi raky dochézi, nebot’ jinak by se patogen
V jejich populacich nemohl dlouhodobé udrzovat (Matasova a kol. 2011). Ve kterém obdobi
zivota raka obvykle dochézi k jeho infikovani, vS§ak dosud neni vyjasnéno. Je v§ak zndmo, Ze
navzdory puvodnim spekulacim mize dochazet k pfenosu uz na juvenilni jedince (Cerenius a
kol. 1988). M¢ vysledky dokazuji, Ze K pfenosu mezi severoamerickymi raky muze dojit

i v dospélosti. Dokud nebyl takovy dikaz k dispozici, mohlo dochazet ke spekulacim, zda
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u téchto druhti napiiklad neni mozny pienos pouze z matky na mlad’ata, coz by v disledku
vedlo k velmi tésné vazbé jednotlivych kmenl parazita na jednotlivé druhy (fylogenetické
linie) severoamerickych rakt. K této predstavé pritom svadi dosavadni rozliSovani znamych
skupin kmena A. astaci podle druhu jejich hostitele (Huang a kol. 1994; Diéguez-Uribeondo
a kol. 1995; Kozubikova a kol. 2011b). M¢é vysledky tedy naznacuji, ze vazba jednotlivych
kmeni A.astaci na jednotlivé severoamerické druhy rakii nemusi byt absolutni, jak

upozornovali jiz Kozubikova a kol. (2011b).

Ackoliv je rak fiéni oznacovan jako druh citlivy viéi ra¢imu moru (Unestam 1969a),
nebyly pokusy o pfenos A. astaci z raki pruhovanych na tento druh vzdy Gspé$né. Vey a kol.
(1983) pisi, ze k ispéSnému pienosu z raka pruhovaného na raka fi¢niho doslo pouze pfi
pouziti cyklického pratokového systému namisto obycejnych akvarii. Jejich prutokovy systém
ptivadél vodu od fyzicky oddéleného donora (raka pruhovaného) k recipientovi (raku
ficnimu) a dale do filtrG naplnénych Stérkem, piskem a dfevénym uhlim. Teprve po takové
filtraci byla voda opét privadéna nejprve k donorovi. Podle autorii stoji za ispéchem pienosu
odfiltrovani dal$ich mikroorganismu, které v obycejnych akvariich branily pfenosu (stejnych
vysledki bylo podle autori dosazeno i pifi pokusech o pienos zrakii signalnich). Tuto
hypotézu mé vysledky nepodporuji, nebot’ voda v mych pokusnych akvariich nebyla nijak
raky ficni dosazeno bez pouziti filtri a za proudéni vody pouze v disledku ptivodu vzduchu
(Oidtmann a kol. 2006). V dusledku uvedeného rozporu vysledk jednotlivych studii
a zjisténé proménlivosti mnozstvi spor uvoliiovanych z donori si dovoluji navrhnout, ze za
uspéSnym pienosem v pritokovém systému mohla stat zvySend sporulace v tomto prostiedi.
Vey a kol. (1983) totiz ve své praci popisuji, Ze v pratokovém systému dochazelo €astéji nez

Vv obycejnych akvariich k rozvoji akutni formy ra¢iho moru u rakd pruhovanych.

Detekce spor Aphanomyces astaci zachycenych na filtrech

V této praci jsem spory A.astaci ve vodé detekoval postupem, ktery se shodou
okolnosti od nedavno publikovaného navrhu Stranda a kol. (2011) 1i8i pouze mechanismem
filtrace. Podle dosavadnich poznatkti o specificit¢ real-time PCR zarucuje pouzivani této
metody pomérné dobrou jistotu interpretace pozitivnich vysledkd (Vralstad a kol. 2009;
Kozubikova a kol. 2011¢; Tuffs a Oidtmann 2011). Ty by ve vSech piipadech mély svéd¢it o
vyskytu A. astaci Vv testovaném vzorku vody. I dosud ziskana data tento vyklad potvrzuji,

protoze pozitivni vysledky se objevily jen u vzorkll z nadrzi s raky infikovanymi ptivodcem
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ra¢iho moru (Strand a kol. 2011; tato studie). Na druhou stranu, nelze vyloucit, Ze v budoucnu
dojde k odhaleni ptibuznych druhti, jejichz pfitomnost by mohla vést k falesné¢ pozitivnim
vysledkim. Proto je tfeba interpretovat pozitivni vysledky detekce A. astaci, ziskané
navrzenymi postupy filtrace vody a naslednymi analyzami, velmi obezietné¢ a v piipadé

pochybnosti zavéry ovéfit, naptiklad izolaci patogenu nebo sekvenovanim specifickych useki

jeho DNA (Strand a kol. 2011).

Negativni vysledky detekce spor ve vodé mohou byt zpiisobeny nepfitomnosti
A. astaci v nadrzi. AvSak i kdyZz se patogen v nadrzi vyskytuje, nemusi z nejriznéjSich
davodt dojit k jeho detekci ve vzorku vody. Strand a kol. (2011) upozoriiuji zejména na
nebezpeci negativnich vysledkl zptsobenych pftili§ nizkou koncentraci spor, které lze snizit
filtrovanim velkych objemil vody. Patogen nemusi byt detekovan i v disledku nerovnomérné
distribuce spor ve vod¢ nadrze, proto je nutné dbat na odebirdni co nejreprezentativnéjSich
vzorkli (Strand a kol. 2011). Mé vysledky naznacuji, Ze dal$im divodem negativnich
vysledkt detekce ve vzorcich z nadrzi s vyskytem A. astaci, by mohla byt proménliva
intenzita uvolfiovani spor z parazitovanych severoamerickych rakd. Mnou uzivanym
postupem dokonce nebyly spory ve vétSin€ vzorkl z akvarii s infikovanym severoamerickym
rakem detekovany. Pozitivni vysledky zbylych vzorkil jsou podle mého nazoru disledkem

odbéru v obdobich zvysené sporulace, napiiklad pti svlékani.

Z vySe uvedenych divoda tedy povazuji navrzeny postup detekce spor ve vodé
pomoci filtrovani a néslednych laboratornich analyz za nepfili§ vhodny pro ovéfovani
nepiitomnosti A. astaci ve zkoumanych nadrzich, zejména pokud jde o nadrze osidlené
severoamerickymi raky. AvSak ani pomoci analyz tkani severoamerickych raki z pfirodnich
lokalit neni nékdy snadné pfitomnost A. astaci odhalit, nebot’ infikovana mutize byt pouze
mensina ra¢i populace (Kozubikova a kol. 2011c). Teprve pokusy o detekci patogenu
filtrovanim vody ztakovych nadrzi umozni rozhodnout, ktera z metod detekce je pro

zjistovani ptitomnosti A. astaci na takovych lokalitach vhodnéjsi.

Absolutni kvantifikace spor Aphanomyces astaci

Kvantifikace spor byla v této praci zalozena na empiricky stanovené hodnoté PFU
odpovidajici jedné spoie. Tato hodnota byla podle mych vysledki odhadnuta na 7,87 PFU.
Strand a kol (2011) vSak analogickym postupem stanovili fadové odliSnou hodnotu: 138 PFU.

Rozdil je pfitom patrny uz na naméfenych hodnotach PFU vzorkl kalibracnich filtrti, a neni
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tedy dilem néaslednych vypoctd. Odchylka tedy musela vzniknout v nékterém

z pfedchazejicich kroki, které shrnuji spolu se svymi komentati nize.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Vlastni vypocet koncentrace spor v pfipravené suspenzi na zaklad¢ vysledki s¢itani

Vv pocitaci komirce nemohu porovnat s vypoctem Stranda a kol. (2011), nebot’ ti jej

V detailni podob¢ neuvadé;ji.

Redéni suspenze pro dosazeni pozadovanych koncentraci probihalo v nasi laboratofi

v zékladnich obrysech stejn¢€, jako popisuji Strand a kol. (2011). Mnou pouzivany
postup pravdépodobné vedl ke vzniku nepiesnosti v disledku nedostate¢ného
promichavani suspenzi, jak naznacuje velky rozptyl mnou naméienych hodnot pro
jednotlivé koncentrace spor (obrazek 4). Avsak velky rozptyl neni divodem pro
vyrazn¢ niz§i medidn vSech mcéteni, ze kterého statistika PFUgpory vychazi

(podrobnosti v ¢asti ,,Metodika“).

Pory filtrd, které jsem pouzival, byly mensi (2 um oproti 3 um), a neni tedy divodu,

pro¢ by mély propoustét vice spor. Strand a kol. (2011) pouzili filtracni systém
firmy Millipore vyuzivajici nasadvani podtlakem, zatimco ja jsem pouzival
kombinaci injek¢nich stiikacek a nastavcu, tedy pietlaku. Vzhledem k tomu, ze
zoospory postradaji bunécnou sténu, da se predpokladat, ze by mohly pii dostate¢né
velkych zménéach tlaku praskat a po prasknuti by pravdépodobné obsah bunék
filtrem proel. Udaje o odolnosti zoospor A. astaci vici tlakim chybi, aviak
vyzkumy zoospor oomyceta Phytophthora nicotianae naznaduji, Zze by ani
osminasobek atmosférického tlaku nemusel vést k praskani spor (Ahonsi a kol.
2010). Vzhledem k tomu, Ze tlaky vytvafené v injekéni stiikadce byly spise jesté

nizsi, nepfedpokladam ovlivnéni vysledkiti mych analyz tlakem pfi filtrovani.

Uchovani kalibracnich filtri pfi -80 °C trvalo nejvySe n€kolik mésici a béhem nich

nedoslo k Zadnému vzrlstu teploty. Proto schazi diivod pro degradaci DNA

V kalibrac¢nich filtrech.

Izolace DNA v nasi laboratofi probihala podle postupu Stranda a kol. (2011). Neni

tedy zfejmé, pro¢ by méla byt ucinnost izolaci v mé préci nizsi.

Béhem real-time PCR nejspise rozdily nevznikly, ponévadz hodnoty ziskané real-time

PCR pro standardy (tedy roztoky DNA patogenu o znamé koncentraci) Vv nasi
laboratofi odpovidaji udajim z prace doktorky Vralstad a kol (2009), podle které
piipravovali standardy i Strand a kol. (2011).
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Ani pomérné¢ detailni rozbor tedy neodhalil, jak mohly vzniknout rozdily ve
vysledcich mé prace a studie Stranda a kol. (2011). Mohlo jit o kombinaci vice uvedenych
faktorti. K nalezeni pficiny by pravdépodobné pomohly analyzy stejné ptipravenych vzorkl
spor stejného kmene, coz vSak nebylo technicky mozné. Urcitou kontrolu vSak ptedstavuje
nasledujici porovnani: Velikost genomu A. astaci by se (soudé podle znamych velikosti
genomil nékterych dal§ich oomycetti) mohla pohybovat piiblizné v rozmezi 20 az 250 fg
(Kamoun 2003). 5 PFU by mélo odpovidat ptiblizné 160 fg DNA (Vriélstad a kol. 2009).
Z toho vyplyva, ze 5 PFU by mélo odpovidat piiblizn¢ 0,6 az 7,2 C. Uvedenému odhadu
vyhovuji vice mnou naméfené hodnoty kalibrac¢nich filtri a podle nich vypoctena hodnota
PFUspory = 7,87, nebot” podle nich odpovida 5 PFU 0,64 C, zatimco podle odhadu Stranda
akol. (2011) odpovida 5 PFU 0,04 C.

Posouzeni obou odhadi by mohlo nabizet i ptedpoklddané mnozstvi kopii
sledovaného tseku ITS v genomu. Jak jiz bylo dfive zminéno, ITS je soucasti oblasti kodujici
rRNA, tedy oblasti oznatované jako rDNA.’ Pocet kopii této rDNA v genomu A. astaci dosud
neni znamy, a pro jeho odhad Ize tedy pouzit pouze data o jinych druzich. Pivodce raciho
moru patii do skupiny Chromalveolata, ktera se sklada ze dvou mensich skupin: Chromista
a Alveolata (Beakes a Sekimoto 2008). V dostupné literatufe jsem nalezl pouze udaje
0 mnozstvi kopii tDNA v druzich patficich mezi Alveolata. U 19 druhti ze 12 rodu této
skupiny se pocet kopii TDNA pohybuje mezi 2 a 9 000 (Torres-Machorro a kol. 2010).
Rozpéti téchto hodnot tedy zahrnuje jak mutj odhad, tak odhad Stranda a kol. (2011).

Ani porovnani s thyny raki v pokusnych akvariich neposkytuje odpovéd’ na otazku,
koncentrace spor nutna pro prenos na raky fi¢ni. Idealni by pro posouzeni mého odhadu
PFUspory bylo porovndani mnou naméfenych koncentraci s ocekdvanim pramenicim
Z dosavadnich poznatkii. AvSak jediné vysledky kvantifikace spor uvolnénych

Z parazitovanych rakl nabizeji pravé Strand a kol. (2011).

Z vySe uvedeného vyplyva, ze pro zamitnuti vlastniho odhadu PFUgyory nenalézam
dostatecné opodstatnéni, a proto jej povazuji za diveéryhodny. I kdyby se vSak v budoucnu
ukazalo, Ze se mé odhady od skute¢né hodnoty PFUgpery podstatné lisi, nebylo by to diivodem

pro zamitnuti v§ech mych vyse uvedenych zavért vychazejicich z vysledkt kvantifikace spor.

" Presnéji: ITS je soucasti oblasti kodujici pouze nékteré rRNA, ato 18 S, 5,8 S a 28 SrRNA,
zatimco 5 S rRNA byva kdédovana jinou oblasti genomu (Torres-Machorro a kol. 2010).
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Mnohé z nich totiz byly zalozeny na relativnim porovnavani mnozstvi detekovanych spor ve

vzorcich.

Piretrvavani Aphanomyces astaci v kutikule severoamerickych raku

Pro pfetrvavani patogenu v severoamerickych racich navzdory jejich svliékani existuje
vice vysvétleni (Unestam a Sodehédll 1977; Matasova a kol. 2011), ktera se nachazeji
v rozmezi dvou extrémnich formulaci: 1) A. astaci rostouci v kutikule severoamerickych rakt
prorusta jesté pied svlékanim do nové kutikuly, kde se uz zahy po svlékani nachazi ve velkém
mnozstvi; 2) SeveroameriCti raci se patogenu raciho moru svlékanim staré kutikuly nejprve

zcela zbavuji, az pozdéji dochazi k jejich opétovné infekei.

Vysledky dlouhodobého sledovani prevalence parazita v jedné ptirodni populaci rakli
pruhovanych naznacuji, Ze po obdobi svlékani klesd pravdépodobnost uspésné detekce
parazita v tkanich rakd. Jednim z vysvétleni by pfitom mohlo byt odstranéni parazita z téla
v dusledku svilékani (Matasova a kol. 2011). Vysledky detekce patogenu ve svleckach donorti
z mych pokust ukazaly, ze 1 pouhé tfi dny po svlékani byl patogen v téle raka pruhovaného
detekovan — v izolatu z tkani jeho téla bylo pfitomno 36 000 C DNA A. astaci. Podle
vysledkii méteni koncentrace spor bylo v den svlékani pfitomno ve volné vodé akvaria
961 sporml™ a jests v den odebrani raka z akvéria byla nam&fena koncentrace 131 spor-ml™.
Koncentrace pobliZ svlecky, kde se rak nachazel, pfitom mohly byt jesté vétsi a kutikula raka
tedy byla pfiblizn¢ 72 hodin po svlékani vystavena enormnimu mnoZstvi spor. Proto nelze
vyloucit, Ze se nejprve doty¢ny rak pruhovany hyf A.astaci svym svlékanim zbavil,
a detekované mnozstvi parazita tedy pochazi z nové infekce. Definitivni rozhodnuti by mohly

pfinést jen pokusy, ve kterych by byli raci oddéleni od své svlecky ihned po svlékani.
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Zavér

Hlavnim pfinosem mé préce je prokazani pfenosu rac¢iho moru ze severoamerického
druhu raka i mimo obdobi jeho svlékani a thynu. Tento vysledek kromé jiného naznacuje, ze
hrozba pienosu ra¢iho moru vodou z nadrzi s vyskytem A.astaci v populaci
severoamerickych rakll je stala, a proto by opatieni proti Sifeni ra¢tho moru navrhovana
v odborné literatufe (napiiklad Hastein a Gladhaug 1973; Taugbel a kol. 1993; Dehus a kol.
1999; Taugbel a Skurdal 1999; Oidtmann a kol. 2002) méla byt skutecné uplathovana
celoro¢né. Pienos A. astaci byl vjednom pfipadé prokdzan i mezi dospélymi raky
pruhovanymi, coz naznacuje, ze by vazba jednotlivych kment A. astaci na jednotlivé druhy
severoamerickych rakli nemusela byt stala. Teprve vysledky budoucich terénnich vyzkumi
vsak nejspiSe ukazou, zda k pfenosiim A. astaci mezi riznymi druhy severoamerickych raki

Vv pfirodnich podminkach dochazi.

Mnozstvi spor A. astaci uvoliované z infikovanych severoamerickych rakt se podle
vysledkd této prace v ¢ase méni. Vys$i mnozstvi spor se pritom uvoliuje béhem svlékani
téchto raki. Predpokladané zvySeni poc¢tu uvoliiovanych spor v obdobi thynu infikovaného
severoamerického raka nebylo prokazano. Pokud k nému skutecné dochézi, pak bud’ jen
v nékterych piipadech, nebo az po vice nez 24 hodinach od thynu. Naopak obdobi tthynu
infikovanych rakt fi¢nich je nejspiSe spojeno s masivnim uvolfiovanim spor, i kdyz je mozné,
ze Cast z detekovanych spor pochéazela 1 ztéla donora. Posouzeni naznacenych spornych
zavéri by mohly pfinést pokusy, ve kterych by byli v akvariich pfitomni jen jednotlivi
parazitovani raci, s jejichZ svlékanim ¢i thynem by mohlo byt manipulovano. Vliv rozsahu
infekce v téle donora v pozorovaném rozmezi (tisice az statisice C v izolatu) nejspis

pravdépodobnost pienosu vyraznéji neovliviiuje. Jak je tomu mimo toto rozmezi, zejména pii

nizkych mnozstvich patogenu v télech rakd, zlistava i nadale otazkou.

Navrzena metoda filtrovani vody muze slouzit jako uréity zpusob kontroly dat
ziskanych testovanim pifenosu, protoze jeji vysledky nejsou ovlivnény rozdily mezi citlivosti
jednotlivych raki ficnich. Oproti detekcei spor pomoci sledovani pienosu na citlivé druhy rakt
mize analyza spor zachycenych pomoci filtrii pfinést i data 0 koncentraci spor ve vodé
ajejich zmeénach v pribéhu casu. Na druhou stranu, vétSina vysledk kvantifikace spor
Z pokusnych filtrit byla negativni, ackoliv v akvariu byl pfitomen infikovany rak, a proto neni

tato metoda vhodna pro ovéfovani nepfitomnosti A. astaci v nadrzich.
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Odhady primérného mnozstvi DNA patogenu v jedné spote, které se pouzivaji pro
absolutni kvantifikaci spor, se zatim velmi li§i. Predpokladané ztraty zpiisobené filtraci
pomoci injekéni stiikacky, které mohly ovlivnit mtj odhad, by mohly byt odhaleny
porovnanim vysledki kvantifikace spor ve vzorcich ziskanych ze suspenzi spor o znamé
koncentraci jejich filtrovanim a centrifugovanim. Jakmile bude primérné mnozstvi DNA
patogenu Vv jedné spote dostatecné spolehlivé stanoveno, bude moci byt absolutni kvantifikace

spor A. astaci vyuzivano k dal$im vyzkumim tohoto vyznamného parazita.
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Seznam zkratek

kategorie mnozstvi DNA A. astaci ve vzorku podle doktorky Vralstad a Kol.
(2009), podrobnosti jsou v ptiloze 1.

prumérné mnozstvi DNA nachazejici se v jedné spote A. astaci.

pofadi cyklu real-time PCR, pii kterém doSlo k piekrofeni stanovené miry
fluorescence v reakci; hodnota slouzici pro vypocet mnozstvi DNA ve vzorku;
z anglického cycle threshold.

Cast genetické informace, ktera je v této praci cilem druhové specifickych primert
pouzivanych pro detekci a kvantifikaci A. astaci pii PCR; z anglického internal
transcribed spacer.

polymerazova fetézova reakce; z anglického polymerase chain reaction.

teoreticky vypocitany minimalni pocet kopii sledovaného tiseku DNA ve vzorku,

které slouzily béhem PCR jako matrice; z anglického PCR-forming units.

poc¢et PFU nalézajici se praimérné Vv jedné spoie A. astaci, tedy mnozstvi PFU
odpovidajici 1 C.

pocet PFU v 5 pl vzorku stanoveny na zakladé real-time PCR, obvykle jako
median vice méfeni t¢hoZ vzorku (podrobnosti jsou v kapitole ,,Real-time PCR*).
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