Univerzita Karlova v Praze
Prirodovédecka fakulta

Studijni program: Biologie

Studijni obor: Biologie

NGhAS/ -,.Vf':"J
L

e <
(]
Y/ 'ﬁw < N
o

>

Sk
NP </

----------

Tereza Jelinkova

Porcelanova nemoc U raku: biologie, dopady a rozsireni
Porcelain disease in crayfish: biology, impacts and distribution

Bakalatska prace

Vedouci zaveérecné prace: Eva Balcarova

Konzultant: Adam Petrusek

Praha, 2015



Prohlaseni:

Prohlasuji, Ze jsem zavéreénou praci zpracovala samostatné a ze jsem uvedla
vSechny pouzité informacni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatna cast

nebyla predloZena k ziskéani jiného nebo stejného akademického titulu.

V Praze, 15. 5. 2015

Podpis



Abstrakt

Porcelanovd nemoc je onemocnéni postihujici raky zplisobované mikrosporidii
Thelohania contejeani. Tento vnitrobunéény parazit napada svalové bunky hostitele, které
postupné vyplni sporami. Tim vznikd pro toto onemocnéni charakteristické bélavé Cci
opaleskujici zabarveni abdomindlniho svalstva rakl. Parazit takto postupné napada dalsi
svalova vlakna, coz pravdépodobné vede ke snizeni pohybové aktivity napadeného jedince a
nasledné smrti. Ackoli T. contejeani nepiedstavuje pii nizké prevalenci pro ra¢i populace
vazné ohrozeni, a neni tedy tak zasadni hrozbou jako ra¢i mor, bylo v souvislosti S ni popsano
nékolik masovych thynt rakG. Tato prace shrnuje zakladni poznatky o infekci timto
parazitem, rozebira jeji dopady na hostitele a faktory, které mohou Sifeni a rozvoj nemoci
ovlivnit. Také popisuje zivotni cyklus T. contejeani, sumarizuje dosud zaznamenané piipady
vyskytu tohoto parazita a hodnoti rizika, kterd pro ra¢i populace znamend. Zavérem jsou

popsany metody, kterymi je mozné ndkazu detekovat.

Kli¢ova slova: Thelohania contejeani, porcelanova nemoc, rak, mikrosporidie, parazit, sval

Abstract

The porcelain disease is a disease affecting crayfish caused by the microsporidium
Thelohania contejeani. This intracellular parasite attacks muscle cells of the host and fills
them with spores. This leads to white or opaque colouration of the abdominal muscle of
crayfish, which is characteristic for this disease. The parasite gradually attacks more muscle
fibers which probably leads to decrease of locomotor activity of affected crayfish and finally
may result in their death. T. contejeani at low prevalences does not represent a real danger to
crayfish populations and thus it is not as serious threat as crayfish plague. However, it has
been associated with several cases of mass mortalities too. This thesis summarizes essential
findings about infection by this parasite, analyzes its impacts to the host and factors that can
influence transmission and progress of this disease. It also describes a life cycle of
T. contejeani, summarizes records of the occurrence of this parasite and evaluates risks which

it poses to crayfish populations. Finally, methods used to detect infection are described.

Keywords: Thelohania contejeani, porcelain disease, crayfish, microsporidia, parasite, muscle
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1. Uvod

Raci (Astacida) patii mezi nejvétsi bezobratlé Zzivocichy sladkych vod. Maji
nepopiratelny vyznam pro vodni ekosystémy. Jsou to vSezravci s velkym spektrem piijimané
potravy. Lovi nejen vodni bezobratlé a ryby (spiSe oslabené jedince), ale Zivi se také vodnimi
rostlinami, narosty fas a detritem (Kozék a kol., 2013). Zaroven sami raci slouzi jako potrava
rybam, vydram a ptakim (Stépan, 1932-33). Jsou tedy vyznamnou souéasti potravnich
fetézcli ve sladkovodnim prostfedi. Diky své velikosti a snadné odliSitelnosti od jinych
organismil jsou povazovani za vhodné bioindikatory kvality vody (Duri§ a kol., 2013).
V nékterych zemich maji raci také ekonomicky vyznam jako soucast tradi¢niho jidelnicku

(Holdich a kol., 2006).

V dnesni dob¢ jsou vSak na naSem tizemi populace ptivodnich druhti rakd (rak kamena¢
Austrapotamobius torrentium, rak ti¢ni Astacus astacus) ohrozeny. Hrozbu ptedstavuje
napiiklad  invaze  agresivnéjSich  neplvodnich  druhtt  rakdt  (rak  signélni
Pacifastacus leniusculus, rak pruhovany Orconectes limosus), ktefi pfenasi onemocnéni
znamé jako ra¢i mor. Ten V minulém stoleti do znacné miry ptivodni populace zdecimoval
(Diéguez-Uribeondo a kol., 2006; Kozubikova a Horka, 2013). Kromé& ra¢iho moru byly
ve 20. stoleti populace naSich rakil také zatéZovany pribyvanim znecisténych vod disledkem
pramyslového rozvoje, pouzivanim chemikalii v zeméd¢€lstvi, neSetrnymi upravami biehtl
nebo zanasenim tokd sedimenty (Krupauer, 1968; Stambergova a kol., 2009). Dnes jsou oba
nase pavodni ra¢i druhy zatazeny do Cerveného seznamu ohrozenych druhti Ceské republiky:
A. torrentium jako kriticky ohrozeny a A. astacus jako ohrozeny (Stambergova a kol., 2005).
Je tedy potieba nejen zajistit pro tyto druhy vhodné Zivotni podminky, ale také sledovat jejich

zdravotni stav.

v

nemoc (Alderman a Polglase, 1988, podle Edgerton a kol., 2002). Jedna se o pokrocily stav
infekce raka mikrosporidiemi rodu Thelohania s vizualnim projevem — bilym zbarvenim
zadeckové svaloviny (Imhoff a kol., 2009). Mikrosporidie zplisobuji podobné pfiznaky nejen
u rakd, ale 1 u jinych korysu, naptiklad krevet ¢i krabi, kde je onemocnéni oznacovano jako
,cotton disease* nebo ,,milk disease” (Iversen a Kelly, 1976; Ryazanova a Eliseikina, 2010).
Mikrosporidii, jez zpusobuji porcelanovou nemoc u rakil, je nékolik druhl, nicméné

v evropskych populacich byl zatim zaznamenan pouze jeden druh — T. contejeani. Proto se



Vv této bakalaiské praci hodlam zabyvat T. contejeani a pojmem porcelanova nemoc budu

myslet nemoc zplisobovanou pravé timto parazitem.

Ackoli ra¢i mor je jiz pojem znamy i mezi laiky, povédomi o porcelanové nemoci je
v Ceské republice i mezi odbornou vefejnosti nizké. Cilem této prace je shrnout dosavadni
poznatky o porcelanové nemoci zpusobované T. contejeani — rozebrat biologii této
mikrosporidie, shrnout zadznamy o jejim vyskytu ve svété, zhodnotit rizika, ktera pfinasi, a

popsat metody, kterymi je mozné ji diagnostikovat.

2. Taxonomické zarazeni Thelohania contejeani
T. contejeani patii do skupiny Microsporidia. Mikrosporidie jsou vnitrobunééni houbam

piibuzni parazité, ktefi napadaji obrovskou Skalu hostitelli od bezobratlych az po ¢lovéeka.
Zivotni cyklus nékterych mikrosporidii zahrnuje i vice riznych hostiteld (Nylund a kol.,
2010). Tyto organismy jsou zajimavé tim, ze néktera jejich Zivotni stadia (napf. meronti) se
vyznacuji velice primitivnimi charakteristikami (jako nedokonaly Golgiho aparat nebo
mitosomy namisto mitochondrii), ale zaroven spory jsou vybaveny velmi sofistikovanym

vytlaCovacim aparatem (Vavra a Larsson, 2014).

Cely klad Microsporidia si v poslednich dvou dekddach prosel zdsadnimi zménami
v nahledu na jeho systematickou pozici a taxonomii a zda se, Ze tato problematika stale neni
dotesend. Dnes se fadi mezi pravé houby (Fungi), nékdy se také diskutuje, ze je to sesterska
skupina hub (Vossbrinck a Debruner-Vossbrinck, 2005; Keeling, 2014). Ukazalo se,
ze mikrosporidie disponuji pozoruhodnou plasticitou, co se ty¢e morfologie nékterych jejich
zivotnich stadii. BohuZel pravé na téchto znacich bylo zaloZeno jejich fazeni (Stentiford a

kol., 2013).

Rod Thelohania zahrnuje kromé T. contejeani dalsi parazity sladkovodnich korysi
(T. parastaci, T. montirivulorum), motskych korysa (T. butleri), ale také hmyzu
(T. pristiphorae), hlistic (T. reniformis) a dokonce obratlovci (T. apodemi) (Moodie a kol.,
2003a, 2003b; Bakowski a kol., 2014; Bjorson a Oi, 2014; Snowden, 2014; Stentiford a Dunn,
2014).

Ve fylogenetickych analyzach vychazejicich ze sekvenci genli pro malou ribozomalni
podjednotku (SSU rDNA) se rod Thelohania jevi jako polyfyleticky (Brown a Adamson,
2006). Zda se tedy, ze T.contejeani je velmi blizce piibuzna s T. montirivulorum a
T. parastaci, jez také napadaji sladkovodni raky, ale parazit motskych korysu T. butleri jim je

pravdépodobné vzdaleny. Pfesnd taxonomickd pozice této trojice paraziti napadajicich
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sladkovodni raky je vSak stale nejasna (Brown a Adamson, 2006; Stentiford a kol., 2010;
Stentiford a Dunn, 2014).

3. Priznaky infekce a vliv na nakaZené raky
Rak nakaZeny mikrosporidii T. contejeani zpocatku nevykazuje jakékoli viditelné

pfiznaky. Jak dlouho po proniknuti parazita do téla se ndkaza u raka zacne vizudlné
projevovat, neni presné znamo, protoze se v zadné z dosavadnich studii nepodafilo sledovat
vyvoj T. contejeani v hostiteli od prvotni infekce az po prvni vizualni projev nakazy. Nejblize
tomu byl Mazylis (1978), ktery udava dobu pét az Sest mésict, jeho studie vSak byla
zpochybnéna (viz kap. 5.1.1) (France a Graham, 1986).

Pokrocilejsi faze infekce se vyznacuje bélavou az opaleskujici barvou abdominalniho
svalstva, jez je vidét pres kutikulu na spodni strané zadecku (obr. 1) (Henneguy a Thélohan,
1892). Stejny vzhled ma po rozpitvani raka i napadené svalstvo v jinych ¢astech téla (Quilter,
1976). Bélavé zbarveni je zpiisobeno velkym mnoZstvim spor, jeZ zcela vypliuji nékterd
svalova vldkna. Tato faze infekce se praveé kvuli zbarveni svalstva nazyva porcelanova
nemoc. Doba od prvnich viditelnych ptiznakti nemoci do thynu nakazeného raka se odhaduje
na jeden az dva roky. Muize se ale liSit, zfejmé v zdvislosti na vné&jSich podminkach

(viz kap. 6) (Mazylis, 1978; Diéguez-Uribeondo a kol., 2006; Imhoff a kol., 2009).

Obrazek 1

Vzhled spodni strany téla raka druhu Austropotamobius pallipes nakazeného porcelanovou nemoci (vlevo)
a zdravého (vpravo) (pievzato z prace Imhoff a kol., 2009)



3.1 Vliv infekce na pohyblivost raku

Ohledné vlivu porcelanové nemoci na pohyblivost rakli se odborna literatura pfilis
neshoduje. V¢EtSina praci zabyvajicich se problematikou porcelanové nemoci popisuje
nemocné raky jako nete¢né, s pomalejSimi reakcemi a sneuinnym Svihem zadecku
pii unikové reakci (Cossins a Bowler, 1974; McGriff a Modin, 1983; Skurdal a kol., 1990).
Tyto udaje jsou zalozeny jen na osobnim pozorovani a chybéji k nim blizsi data. Je mozné,

ze se jednalo o raky v zavére¢né fazi nemoci.

Experimenty zaméfené na zmény v chovani nakazenych raka ale zadny signifikantni
vztah nepotvrdily a jejich vysledkem je, Ze porcelanova nemoc rychlost a miru pohybu, ani
pocet $vihli zadeckem, dokud se rak nevycerpa, neovliviiuje (Quilter,1976; Imhoff a kol.,
2009; Rosewarne a kol., 2014). Zaroven vsak tito autofi popisuji Svih zadeCku jako slabsi

nez U zdravych jedinc.

Dalsi prace se zabyvala vlivem porceldnové nemoci na predacni chovani rakti a ukézala,
ze viditelné nakazeni raci druhu A. pallipes maji az o 30 % nizsi piijem potravy a az o 30 %
delsi dobu potiebnou na zpracovani kofisti (Haddaway a kol.,, 2012). Autofi nehledé
na vysledky Quiltera (1976) a Imhoff a kol. (2009) diskutuji, Ze je zhorSeni predacnich
schopnosti raka pravdépodobné zplsobeno pravé snizenou pohyblivosti disledkem

porcelanové nemoci.

Ackoli tedy vétSina pokusii vliv porcelanové nemoci na pohyblivost rakli nepotvrdila,

vétSina autort konstatuje, Ze nemocni raci snizenou pohyblivost maji.

3.2  VIiv na rist, rozmnozovani a chovani raka
Ani P. leniusculus, ani A. pallipes nevykazuji zadné odlisnosti v rustu téla zdravych

rakii a rakd infikovanych T. contejeani bez viditelnych pfiznaka (Imhoff a kol., 2009).
Nicméné A. pallipes se symptomy porcelanové nemoci rostli pomaleji, obzvlast’ jednalo-li se
o nerozmnozujici se samice (Brewis a Bowler, 1982). Jiné druhy rakd vtomto ohledu

studovany nebyly.

Vliv porcelanové nemoci na rozmnozovaci aktivity rakti byl dosud studovan pouze
udvou druht, pro které byly ziskany rozdilné vysledky. V piipadé A. pallipes gonady
nemocnych rakt nenesly zadné viditelné znamky posSkozeni (Cossins a Bowler, 1974).
Infikovani jedinci jsou schopni se pafit a uspé$né rozmnozovat. Nakazeni samci i samice byli
nalezeni na podzim se zbytky spermatoforu na jejich gonopodech ¢i spodni strang téla. Také

byly pozorovany nakaZené samice s na prvni pohled obvyklym mnoZstvim vajicek a Cerstvé



vylihnutych mlad’at. V laboratornich podminkach se pak samice dokazaly o mlad’ata postarat
az do faze jejich osamostatnéni (Imhoff a kol., 2009). Na rozdil od toho vSak prace, ktera se
vénovala pokustim s A. astacus ukazala, ze samice S porcelanovou nemoci nebyly schopné
naklast vajicka a pitva 27 samic odhalila, ze se ve vajecnicich nenachazely Zadné oocyty
(Mazylis, 1978). Neni ale jasné, jestli diivodem byla opravdu infekce porcelanovou nemoci.

Prace vénujici se dal$im druhiim rak tuto problematiku nerozebiraji.

Nepotvrdilo se, ze by porcelanova nemoc ovliviiovala u rakd upfednostiiovani svétlého
nebo temného prostiedi (Imhoff a kol., 2009), ani ze by méla vliv na rychlost metabolismu

rakt (spotfebu kysliku v klidovém stavu) (Rosewarne a kol., 2014).

4. Zivotni cyklus T. contejeani
Zivotni cyklus mikrosporidii, a tedy i pavodce porcelanové nemoci, se sklada ze ti fazi:

infekéni faze (spora), proliferace (merogonie) a tvorby spor (sporogonie). Merogonie
a sporogonie jsou vazany na buiky hostitele, naopak spory se mohou vyskytovat i volné
v prostiedi (Cali a Takvorian, 2014).

4.1 Infekéni faze

Stadiem slouzicim k $ifeni infekce je u T. contejeani nepohybliva spora ovalného tvaru
(France a Graham, 1986). Ma pevnou nepropustnou sténu z chitinu. Velky podil zadni ¢asti

spory zabira vakuola. Strukturu spory mikrosporidii ukazuje obr. 2.

OB
PO

JD

) < cp

= PV

Zv
— "//

Obrazek 2

Schéma struktury spory mikrosporidii (pfevzato z prace Cepicka a kol., 2007): OB — silny nékolikavrstevny
obal, PV — polové vldkno (funguje jako trubice) a jeho kotvici disk (KD), JD — jadro, CP — cytoplasma,
PO - pfedni membranézni bobtnaci téleso, polaroplast, ZV — zadni bobtnaci vakuola



Pfenos mezi raky je nejspis pfimy a to jak pozienim infikovaného masa (u rakl se bézné
vyskytuje kanibalismus), tak pifenosem spor vodou, do které se uvolni po smrti hostitele pfi

rozkladu téla. Domnénky o pfenosu pomoci mezihostitele nebyly potvrzeny (viz kap 5.1.2).

Branou pro infekci je travici trakt. Za pusobeni travicich enzymi hostitele se vysune
duté¢ polové vldkno, které za pomoci bobtnacich téles umozni invazi sporoplazmy
do hemolymfy pies sténu stfedniho stieva, které neni kryté kutikulou (Cossins, 1973; Cali
a Takvorian, 2014). Améboidni sporoplazma je pak hemolymfou dopravena k cilové tkani,
do které pronikne a zahaji dalsi fazi vyvoje (Cossins, 1973; France a Graham, 1986). Projevy
nakazy T. contejeani jsou nejvyraznéjsi v zadeCkovém svalu, nicméné byla nalezena i v jinych
tkanich. Jednalo se naptiklad o svalovinu dalsich casti téla (o¢ni stopky, traviciho traktu,
koncetin, srde¢ni), cerebralni ganglion, nefrocyty, antenalni zlazy, vajecniky nebo vyvijejici
se vajicka (Cossins, 1973; Vey a Vago, 1973; Cossins a Bowler, 1974; Voronin, 1971, podle
Cossins a Bowler, 1974; Quaglio a kol., 2011; Longshaw a kol., 2012).

Zralé spory byly také nachazeny v hemolymfé. Predpoklada se, ze do ni byly uvolnény
poté, co nekterd svalova bunka plna spor praskla. Tyto spory mohou slouzit k infekci dalsich

tkani v téle raka (Cossins a Bowler, 1974; Oidtmann a kol., 1996).

Napadena tkan nevykazuje Zadnou funkéni imunitni reakci (Longshaw, 2012; Oidtmann
a kol., 1996). Vyjimecné byla pozorovdna reakce ve formé melaninovych infiltraci
v napadeném svalovém vlaknu, ktera byla spojovana s infekci T. contejeani (Quaglio a kol.,
2011).

Spory zlstavaji v téle raka, dokud neni infikovana svalova hmota poziena dal$im
hostitelem nebo nedojde k rozkladu téla po uhynu raka, kdy se spory postupné uvoliuji
do prostiedi (Cossins a Bowler, 1974). Spory byvaji velmi odolné proti nepiiznivym vnéj$im

vliviim a vydrzi ve vod¢ infekéni i mnoho mésicti (Diéguez-Uribeondo a kol., 2006).

4.2  Merogonie

Merogonie probihd uvnitt napadené buiiky. Meronti, tenkosténné delivé bunky se
dvéma trvale sdruzenymi jadry, jez dohromady tvoii diplokaryon, jsou Vv tomto stadiu
v pfimém kontaktu s cytoplazmou hostitele a vyuzivaji zdroje bunky. Nepohlavné se déli,

¢imz zajist'uji namnozeni parazita v napadené bunce (Diéguez-Uribeondo a kol., 2006).



4.3  Sporogonie
U T. contejeani byly popsany dvé ruzné cesty sporogonie, které probihaji simultanné.
Pti kazdé se tvoii jiny druh elipsoidnich spor (Lom a kol., 2001). Zistava otazkou, jestli oba
vznikajici druhy spor jsou pfi uvolnéni pro raky infekéni (jeden by mohl byt napiiklad urcen

k proniknuti do mezihostitele, pokud takovy ¢lanek v zivotnim cyklu T. contejeani figuruje).

U nékterych jinych druhti mikrosporidii byla pozorovdna prvni generace spor, které
byly tenkosténné a od zbytku spor odlisné. Ty slouzily k Sifeni infekce uvniti hostitele (Iwano
a Kurtti, 1995). Neni jasné, jestli se takové spory vyskytuji i u T. contejeani, piipadné zda

produkty nekterého typu sporogonie nejsou vyhrazeny pro tento ucel.

4.3.1 Prvni typ sporogonie
Pfi prvnim typu sporogonie pokracuje vyvoj parazita transformaci merontl

na diplokaryotické sporonty, pficemzZ se od membrany separuje sporoforni méchyiek (SPV).
Sporonti jsou pak ohranieni plazmalemou, mezi niz a SPV je témét prazdny prostor.
Cytoplasma v této fazi obsahuje velké mnozstvi hrubého endoplazmatického retikula a vacki.
Jadro ma lalo¢naty tvar s hustymi strukturami, jez mohou byt povazovany za chromozomy.
Nasledné se diplokaryon rozdéli na dvé oddé€lend jadra. V uvodni fazi tohoto typu sporogonie
je ptredpokladan pribéh meidzy, nicméné toto nebylo jednoznaéné potvrzeno (Lom a kol.,
2001). Sporont se rozdéli uvniti SPV na osm sporoblastti, které se postupné vyvinou v osm
jednojadernych spor. Nasledné probéhne dozrani struktur spory (Lom a kol., 2001). Zralé
jednojaderné spory maji primérné rozmeéry 4,2 x 2,1 um a 9 - 10 otacek pdlového vldkna
a ziistdvaji uzaviené v SPV spolu s oddélenymi valeckovitymi utvary a zbytky

granuli - pozistatky procesu vyvoje spor (Cossins a Brown, 1974; Lom a kol., 2001).

Pocet spor uvnitt SPV byva pro jednotlivé rody mikrosporidii dany, naptiklad rod
Thelohania miva v jednom SPV osm spor (Kudo, 1924), nicméné se mohou vyskytovat
vyjimky. Naptiklad u T. contejeani nalezené v Italii u A. pallipes byly popisovany SPV
s riznymi poCty (8 a méng) zrajicich spor (Quaglio, 2011). Zda se jednalo o chybnou

identifikaci nebo o $patné popsani poctu spor, neni jasné.

Jednotliva vyvojova stadia T. contejeani prochazejici prvnim typem sporogonie

popisuje obr. 3.



Obrazek 3

Vyvojova stadia (sporogonie 1. typu) Thelohania contejeani z Paranephrops zealandicus z Leith Stream,
Dunedin na Novém Zélandu (pfevzato z prace Quilter, 1976) (a-c z &erstvych stérovych preparatt, d-h Giemsa
barveni, 10um métitko se vztahuje pouze k obrazku c): (a) zraly pansporoblast; (b) spora pii silném prosviceni;
(c) spora s vysunutym pélovym vlaknem; (d, €) jedno a dvoujaderny meront; (f, g) ¢tyf a osmijaderny sporont;
(h) nezraly pansporoblast

Obréazek 4

Celkovy vzhled sporoblastu. Zda se jedna o prvni ¢i druhy typ sporogonie neni jisté, v dobé pofizeni snimku
jesté nebyla dvoji sporogonie T. contejeani objevena. Pocet otacek pdlového vlakna naznaCuje druhy typ.
Elektronovy mikroskop, zvétseno 24000x. (pfevzato z prace Vey a Vago, 1973) g — Golgiho aparat; n — jadro;
p.f — nové pdlové vldkno

4.3.2 Druhy typ sporogonie
Druhy typ sporogonie (diplokaryotickd sporogonie) zacina také pietvofenim merontl
na diplokaryotické sporonty. Od prvniho typu sporogonie se 1ii tim, Ze se pfi ni neméni pocet

jader a nevznika zadny SPV. Sporonti ze svého povrchu oddéluji vacky. V dalsim kroku
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vyvoje tyto vacky splynou a kolem povrchu sporontu vytvoii novy tenky obal. Diplokaryoticti
sporonti se mohou uvnit tohoto obalu dale délit. Nékdy dochazi nejdiive k déleni jader
a teprve poté se mnohojadernd buiika rozd€li na jednotlivé sporoblasty. Kazdy sporoblast
nepravidelného tvaru je izolovany v ttvaru podobném vakuole (tento utvar je dobie viditelny
na obr. 5). Sporoblasty maji homogenni cytoplasmu s men$im mnozstvim endoplazmatického
retikula a s malymi vacky pfipominajicimi primitivni Golgiho aparat. Nasledn¢ zacinaji byt
viditelné dalsi tvotici se struktury - pdélové vldkno a vytlacovaci aparat. Celkovy vzhled
sporoblastu ukazuje obr. 4. V zavéru sporogonie se tyto bunky pfeméni na stale
diplokaryotické spory s primérnymi rozméry 3,8 x 1,8 um a s 5 - 7 otdCkami polového vlakna

(Lom a kol., 2001).

Obrazek 5

Sporoblasty druhého typu sporogonie zrajici ve spory ve svych odd€lenych obalech. Vpravo skupina
diplokaryotickych sporontil. (foto I. Dykova, pievzato z prace Diéguez-Uribeondo a kol., 2006)

5. Prenos T. contejeani
Paraziti se mohou mezi hostiteli pifenaset horizontalné nebo vertikaln€. Horizontalnim

pfenosem rozumime pienos z jednoho jedince na druhého, ktery nemusi byt piibuzny.

Vertikalnim pfenosem je mysleno predani infekce z matky na potomstvo.

5.1. Horizontalni prenos
K horizontalnimu pfenosu muze V pfipadé korySt a mikrosporidii dojit néckolika
riznymi zpusoby. Hostitel se miize nakazit od jiného konzumaci infikované ¢asti jeho téla.

Spory se také mohou z nakazeného jedince uvoliovat do vody a mohou do téla proniknout

9



piimo s ni, pfipadné spolu s kontaminovanou potravou. V procesu nakazy mize figurovat
mezihostitel, kterého muze definitivni hostitel naptiklad poziit a tak se nakazit. Do hostitele
také mohou proniknout spory, které byly zaktivované priichodem ptes organismus jiného
zivoCicha. Zda se témito zpiusoby pienadsi T. contejeani mezi raky, rozebiraji nasledujici

podkapitoly.

5.1.1. Primy pienos spor
Dosavadni pokusy o horizontalni pienos T. contejeani ptinasely rozdilné vysledky.

Prvni, zdéanlivé uspé$né pokusy o ptfenos porceldnové nemoci prostiednictvim kanibalismu
u A. astacus provedli Voronin (1971, podle France a Graham, 1986) a Mazylis (1978). Krmili
pokusné jedince nakazenym rac¢im masem a injek¢éné aplikovali smés pfipravenou z nakazené
svaloviny do téla raki. Nicméné jejich prace byla kritizovéana s tim, Ze infikovani raci nejspis
nesli nakazu jest¢ pred zaCatkem pokusu, protoze je nepravdépodobné, ze by se infekce
T. contejeani za tak kratkou dobu (Mazylis 5-6 mésici, Voronin 15 dni) rozvinula do takové
miry, jakou popisuji. Zminénou praci Voronina bohuzel nemam k dispozici, abych posoudila
detaily metodiky pokusl, ¢erpam z prace France a Grahama (1986), kde jsou piedchozi
pokusy diskutovany.

France a Graham navédzali na feSeni této problematiky vlastnimi pokusy
se severoamerickymi raky Orconectes virilis. Jejich prace se skladala z nékolika dil¢ich
experimentll zahrnujicich krmeni pokusnych jedinci nakaZzenym masem nebo injekce smési
obsahujici spory parazita do zaludku rakfi. Po uplynuti deviti mésicti od zacatku pokusu byli

raci pitvani, ale ani u jednoho nebyly objeveny znamky infekce (France a Graham, 1986).

Dalsi pokusy provedené Fischerem (1992) a Hoffmanem (1999) vyuzivajici obdobné
metody taktéZ nepotvrdily pfenos nékazy. Tyto prace také nemam k dispozici, jejich vysledky

popisuje Imhoff a kol. (2012).

Vsechny zminéné experimenty (kromé praci Imhoff a kol., 2012 a Bojko, 2013) byly
vSak zdsadné limitovany dostupnymi metodami detekce parazita v téle raka. Autofi praci
museli spoléhat v tomto ohledu na vizualni vySetfeni rakl a mikroskopickou detekci parazita.
Takové metody mohou snadno pominout slabou ndkazu, kdy rak nevykazuje ptiznaky
porcelanové nemoci. Tyto symptomy se nemusi projevovat celé meésice po infekci raka

(Imhoff a kol., 2010; France a Graham, 1986).

Situace se zménila s vyvinutim molekularnich metod pro detekci T. contejeani

(El-Matbouli a Soliman, 2006). Imhoff a kol. provedli vroce 2012 dal$i experiment
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vyuzivajici uz detekci pomoci nested PCR a ten zménil nahled na problematiku pfenosu
T. contejeani. Pokusy byly provadény na racich druht A. pallipes a P. leniusculus. Pti prvnim
experimentu krmili pokusné raky infikovanym masem rakti druhu A. pallipes. V druhém
experimentu pak raky vystavovali vodé obsahujici spory T. contejeani. Cely experiment trval
26 tydnt, na konci byl proveden screening ndhodnd vybranych jedinct. Zadny z nich
nevykazoval vizualni pfiznaky porceldnové nemoci, ale molekuldrni metody infekci odhalily.
Pro vysSetfeni byl kazdému rakovi odebran vzorek zadeckové svaloviny, pficemz se dbalo
nato, aby nedosSlo ke kontaktu s travicim traktem nebo s kutikulou, ¢imz by mohlo dojit
ke kontaminaci sporami z prostiedi, které proSly do traviciho traktu, nebo se zachytily
na povrchu raka. Jak je vidét na obr. 6, v pripadé P. leniusculus byl jak mezi raky krmenymi
infikovanym masem, tak mezi témi, ktefi byli vystaveni infikované vod¢, mnohem vétsi podil
nakazenych jedinci, nez tomu bylo v kontrolni skupin€. Podobné vysledky byly zaznamenany
i pro A. pallipes, u néhoz navic zavisel pocet nakazenych raki na tom, jakou metodou byli
infikovani. To by mohlo naznacovat, Ze je tento druh k infekci konzumaci masa nakazeného

raka nachylné&jsi (Imhoff a kol., 2012).
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Obrazek 6

Graf shrnuje vysledky pokusu o pfenos spor vodou a pozifenim infikované svaloviny. V kazdé skupin€ je uveden
pocet raku, u kterych byla na konci pokusu pomoci PCR zjisténa DNA T. contejeani. (Celkovy pocet
testovanych rakl v kazdé skupiné byl 24.) (pfevzato a upraveno z prace Imhoff a kol., 2012). krmeni masem —
zvifata byla krmena infikovanou svalovou tkani rak A. pallipes. voda se sporami — zvifata byla vystavena vodé
z nadrzi s infikovanymi A. pallipes. kontrolni skupina — zvifata byla chovana a vysetfena stejné jako ostatni
skupiny, ale nebyla nijak vystavovana infekci.

Uvedené vysledky naznacuji, ze je mozny mezidruhovy pitenos z A. pallipes

na P. leniusculus. Lze z nich vyvozovat, Zze T. contejeani se muze pienaSet pomoci
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kanibalismu mezi hostiteli. Také mtze dochazet k prostému pienosu spor vodou (Imhoff
akol., 2012). To je zavazné zjisténi, jelikoz spory jsou odolné a vydrzi ve vod¢ infekéni

I mnoho mésict (Diéguez-Uribeondo a kol, 2006).

5.1.2. Neprimy pienos spor
Pritomnost mezihostitele v Zivotnim cyklu T. contejeani nebyla zjisténa, ani se na toto

téma zadna studie piimo nezaméiila. Byla vSak zkoumana myslenka aktivace spor prichodem
traviciho traktu jiného organismu, ktera ma u T. contejeani své opodstatnéni. Napiiklad
Thelohania penaei infikovala pfi pokusech svého hostitele Penaeus duorarum (kreveta) pouze
poté, co prosla travicim traktem Cynoscion nebulosus (ryba, predator krevet) (Iversen a Kelly,
1976, podle Herbert, 1988). Dalsi z pokust France a Grahama (1986) se severoamerickymi
raky Orconectes virilis se zabyval touto problematikou. Pti experimentu pouzili jako prichozi
organismus sladkovodniho plze Helisoma anceps. Po uplynuti deviti mésicti od zacatku
pokusu byli raci pitvani, ale ani u jednoho nebyly objeveny znamky infekce (France a
Graham, 1986). Neuspéch mohl byt zptisoben i tim, Ze plz byl rozfezan a podan ke konzumaci
raklim jiZz hodinu poté, co poziel infikované maso, coz nemuselo byt dost dlouho na to,

aby probé¢hla aktivace spor potiebna pro infekci raka.

5.2.  Vertikalni pfenos
Vertikalnim pfenosem T. contejeani z matky na potomstvo se zabyvali jen Imhoff a kol.

(2009) a to pouze okrajov€. Béhem své prace provedli molekuldrni screening nékolika
vizualné zdravych samic A. pallipes, ktery potvrdil nakazu T. contejeani, ale v jejich
vajickach a u vylihnutych mladd’at nebyla DNA parazita zjiSt€éna. Piedpokladaji tedy,
ze k vertikalnimu pfenosu nedochazi nebo dochazi jen zfidka. Sami vSak namitaji,
ze zkoumany vzorek jedinc byl velmi maly a vysledky tudiz nejsou smérodatné. Také je
mozné, ze nakaza u mlad’at nebyla jesté natolik rozvinuta, aby byla detekovatelna témito
metodami. Navzdory nazoru, ze vertikalni ptenos u T. contejeani neprobiha, byly nalezeny
ra¢i 00Cyty napadené timto parazitem (obr. 7) (Stentiford a Dunn, 2014). Nicmén¢ piitomnost

T. contejeani v oocytech nemusi nutné znamenat, ze se na potomstvo pienese.
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Obrazek 7

T. contejeani v ra¢im oocytu. Barveno hematoxylinem a eosinem. (pievzato z prace Stentiford a kol., 2013)

6. Faktory ovliviiujici rozvoj porcelanové nemoci a prevalenci
nakazy

Tato kapitola se vénuje faktorim, které mohou mit vliv jak na rozvoj ndkazy v téle

raka, tak na Sifeni infekce T.contejeani v populaci hostiteld. Vzhledem k tomu, Ze pouze

nekolik studii z poslednich let vyuzivd molekularni metody, je mnohdy obtizné tyto dvé véci

odlisit, protoze pii vizualni kontrole neni jasné, kolik raki nese nakazu T. contejeani

bez piiznaku.

6.1 Druh hostitele

Porcelanovd nemoc postihuje Siroké druhové spektrum rakd (viz kap. 7), mira jejiho
projevu by se vSak mohla mezi druhy liSit. V dostupnych pracich na toto téma ale tento
fenomén nebyl dostate¢né podlozen. V britskych populacich byli nalezeni P. leniusculus
s bilou svalovinou zade¢ku, ktera si na rozdil od nemocnych A. pallipes stale zachovavala
ur¢itou prihlednost (Imhoff a kol.,, 2009). Imhoff a kol. (2011) také zaznamenali,
ze P. leniusculus malokdy nese ptiznaky nemoci a to se tyka i populaci, kde prevalence
zjisténa molekularnimi metodami byla i 12,3 %. Nicméné piestoze tito autofi navrhuji, ze je
P. leniusculus schopen za obvyklych podminek odolavat rozvoji infekce v téle ¢i ji alespon
mirnit, z dat, ktera prezentuji, to tak jednozna¢né nevyplyva. Velmi podobné vysledky ziskali
totiz i pro A. pallipes (P. leniusculus 12,3 %, A. pallipes 14 %, oba druhy bez ptiznaku).
Vyzkum obou druhtt se vyrazné liSil v poftu vzorkd (2399 zkoumanych jedinctu
P. leniusculus, 21 zkoumanych jedinct A. pallipes). Vyvozovat zavéry z téchto vysledka by
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bylo pted€asné, pro spolehlivé porovnani miry projevu porcelanové nemoci téchto dvou, ale

I dalsich druht rakd, je zapotiebi podrobnéjsi studie.

6.2 Pohlavi a vék raka

Pfiznaky rozvinuté infekce T. contejeani se vyskytuji jak u samctl, tak u samic
adokonce 1 u mladat vylihnutych v dané sezéon¢ (Imhoff a kol, 2009).
U Paranephrops zealandicus byly pfiznaky nemoci pozorovany spiSe u samic nez u samcu
(13 samic a 6 samcil) (Quilter, 1976). Tento jev vSak nebyl zkouman molekuldrnimi
metodami a neni tedy jasné, jestli jsou samice nachylnéjsi k infekci parazitem nebo
k rozvinuti porcelanové nemoci v téle. Autor také neuvadi pomér pohlavi ve studovaném
vzorku a je tedy mozné, ze vySsi pocet nakazenych samic mohl reflektovat jen vyssi pocet
samic v populaci. V ptipad¢ A. pallipes bylo molekularnimi metodami zji§téno, ze samice
maji vetsi pravdépodobnost nakazy T. contejeani (Imhoff a kol., 2012) nez samci.
U P. leniusculus nebyl zjistén zadny signifikantni rozdil mezi pohlavimi (Dunn a kol., 2009;
Imhoff a kol., 2012).

6.3 Vlastnosti populace
Dalo by se o¢ekavat, ze se paraziti budou vice $ifit v populacich hostiteld o vyssich

hustotach, protoze dochazi k CastéjSim kontaktim mezi hostiteli (Arneberg a kol., 1998).
Jelikoz se porcelanova nemoc piendsi i pozfenim infikovaného masa (Imhoff a kol., 2012), d&
se predpokladat, Ze jeji Sifeni v populaci bude zavislé navic na mife kanibalismu v populaci
(Cossins, 1973). Nicméné zavislost miry ndkazy v populaci na hustoté¢ populace nebo mife

kanibalismu nebyla dosud prokazana (Skurdal a kol., 1990).

Vliv na rozvoj infekce mohou mit i genetické predispozice v populaci, nebylo to vsak

zatim zkoumano (Imhoff a kol., 2009).

6.4 Teplota prostiedi

Jeden ze zatim neprokazanych jevl je vliv teploty vody a klimatu na rozvoj nemoci
v téle hostitele, ptipadné na rychlost Siteni T. contejeani v populaci. V populaci v chladném
norském jezete Steinsfjorden byl pozorovan nizky podil nemocnych raka (0,05 — 2,11 %),
coz bylo pfisuzovano pravé nizkym teplotdm (Skurdal a kol., 1990). Avsak podobné nizka
procenta nemocnych jedinct byla zjisténa i u italskych (0,17 — 3,7 %) a Spanélskych populaci
(0,1 — 1,0 %), coz spiSe naznacuje, ze teplota prostiedi Sifeni T. contejeani nebo rozvoj

nakazy zasadné neovliviiuje (Mori a Salvidio, 2000, Diéguez-Uribeondo a kol., 1997).
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6.5 Ekdyse

V n¢kolika piipadech bylo pozorovano, ze svlékani raka umoZznilo rozpoznat projevy
porcelanové nemoci — zviditelnil se bélavy vzhled zadecku (Brown a Bowler, 1977; Imhoff
a kol., 2009). Imhoff a kol. (2009) diskutuje vysvétleni, ze proces svlékani mlize navodit
urychleni rozmnozovani parazita ¢i uvolnéni spor, a tim zrychlit i postup infekce. Nicméné je

mozné, ze nova kutikula je jen prihlednéjsi a projevy nemoci jsou tudiz viditelngjsi.

6.6 Stres

DalSim ptfedpokladanym faktorem ovliviiujicim, jak rychle se nemoc u raka rozvine
ajak se roz$ifi v populaci, mize byt nahla stresova situace vyvoland naptiklad zménou
prostiedi (Imhoff a kol., 2009). V piipadé¢, kdy se uméle snizilo pH pokusného jezera, zvysil
se v nasledujicim roce pocet rakd s ptiznaky porcelanové nemoci z 1,7 % na 6,5 % (v dalSim
roce dokonce na 7,7 %). Neni vSak jasné, jestli kyselé¢ prostfedi zvysilo miru kanibalismu
Vv populaci, jestli je nizsi pH ptiznivéjsi pro rozvoj infekce T. contejeani nebo jestli stres jen
snizil odolnost rakli (France and Graham, 1985). Mezi dalsi stresové faktory mohou patfit

napiiklad znecisténi vody, nedostatek vhodnych ukrytd, zména charakteru toku (napf. pii

prehrazeni). Vliv téchto faktori v§ak dosud nebyl studovan.

7. Vyskyt a prevalence T. contejeani
T. contejeani napada Siroké spektrum druhti rakii. Vyskytla se myslenka, Ze by se mohla

Vv prostiedi vyskytovat krom¢ rakl i v alternativnich hostitelich. Z toho divodu byli pomoci
PCR testovani blesivci Gammarus pulex a Crangonyx sp., ale ani u jednoho nebyla infekce
potvrzena (Bojko, 2013).

Nakaza T. contejeani byla zjisténa v Evropé a v Rusku, ale i v Australii, na Novém
Zélandu a v Severni Americe. Zaznamy, které se mi o vyskytu T. contejeani podafilo najit

v odborné literatuie, shrnuji v tab. 1.

Data o vyskytu a prevalenci T. contejeani vSak mohou byt zkreslena kvuli nedostatkiim
pouzitych metod. VétSina udaji o prevalenci T. contejeani byla ziskana dle poctu raka
s viditelnymi pfiznaky porcelanové nemoci. Toto zhodnoceni bylo vétSinou doplnéno
mikroskopickym ovéfenim, Ze se jedna pravé o T. contejeani. Data vychazejici z takového
postupu ale nelze srovnavat s témi, kterda vyplyvaji z vyzkumu pouzivajiciho molekularni
metody, protoZze ty mohou detekovat infekci jeSté predtim, nez dojde k vizudlnim projevim
(Imhoff a kol., 2011). Metody zalozené na analyze DNA byly zatim pouzity pouze ve Velké

Britanii u druhti A. pallipes a P. leniusculus, kde byla zjisténa prevalence nakazy 14 % a
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12,3 % navzdory tomu, Ze 7z4dny ze studovanych rakli nenesl ptfiznaky porceldnové nemoci

(Imhoff a kol., 2011).

Problémem mize byt kromé podhodnoceni ziskanych dat i vlastni identifikace
T. contejeani a zaména tohoto druhu s jinymi druhy mikrosporidii. S ohledem na nepfili$
pfesna kritéria diive pouzivana pro identifikaci T. contejeani — b&lavy zadecek raka, pocet
spor v pansporoblastu, rozméry spor (Quilter, 1976; Jones, 1980; McGriff a Modin, 1983) je
tieba brat zdznamy nepodlozené molekularnimi metodami s rezervou. Zatim v literatufe nebyl

molekularnimi metodami doloZen nalez T. contejeani mimo Evropu.

V Ceské republice je porcelanova nemoc u rakii popisovana jiz v publikaci z prvni
poloviny minulého stoleti (Stépan, 1932-33). Podle tohoto autora se nejednd o vzicné
onemocnéni, pise, Ze ji ,,mnoho rakti propada®. Krupauer (1968) také popisuje porcelanovou
nemoc zpusobovanou T. contejeani. Ani jeden z téchto autorii nezmifnuje, ktery druh raka

S timto onemocnénim zaznamenali.

Ani soudobé &eské publikace porcelanovou nemoc neopomijeji. Stambergova a kol.
(2009) zminuji naptiklad nalez infikovaného raka (neupfesiiuji druh) v Kitinském potoce
(okres Blansko). Dva viditeln¢ nakazeni raci A. torrentium byli nalezeni také v hornim tseku
Kublovského potoka na Kiivoklatsku vroce 2011 (A. Pavlicko, osobni sdé€leni). Dalsi
nemocny rak druhu A. astacus byl v roce 2013 odchycen v PSovce (E. Balcarova, osobni
sdéleni). Dle osobniho sdéleni P. Kozaka (2015) je porceldnovd nemoc v soucasnosti
v populacich ptivodnich rakié v CR pomérné bézna, vétsinou s prevalenci vizualné nemocnych
rakti okolo 1 %. Vyjimkou byl odlov A. astacus ze Zlatého rybnika v Piseckych horach v roce
2014, kde bylo zastoupeni jedincii s porceldnovou nemoci vyrazné vys$i, coz mohlo byt
zplisobeno nepiiznivymi podminkami této lokality. Zadny z téchto ptipadéi nakazy nebyl

ovéfen molekularnimi metodami.

U nekolika ¢eskych rakti druhu A. astacus bylo jiz provedeno i vySetfeni pomoci
metody PCR a nasledného osekvenovani produktu (Lom a kol., 2001). Stejni autoii méli také
vyznamny piinos pro studium T. contejeani, kdyz popsali jeji dimorfni Zivotni cyklus. Na nasi
katedfe se nyni pokousime na vyzkum porceldnové nemoci navazat. Zatim jesté nebyly naSe
vysledky potvrzeny sekvenaci, ale prvni data naznacuji, Ze by u nds v laboratofi mohla
fungovat metoda detekce T. contejeani pomoci PCR (s primery F3/B3). Produkt amplifikace
odpovidajici svou délkou T. contejeani byl ziskan ze zadeCkové svaloviny, uropodd
a pereopodu raka A. astacus s viditelnymi pfiznaky porcelanové nemoci. Vzorek pochazel
pravdépodobné z lokality Kramata na Sumaveé.
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Tabulka 1

Souhrn dat o vyskytu a prevalenci T. contejeani u rtiznych druhti rakd. Data ozna¢end * byla ziskana pomoci molekularnich metod a zahrnuji tedy i infikované jedince
bez piiznakl porcelanové nemoci. Ostatni hodnoty byly zjistény pomoci vizualniho zhodnoceni, kdy byli zaznamenani pouze raci v pokroé¢ilém stadiu infekce. ? - studie data
neuvadi nebo jsou nejasna.

Druh hostitele Zemé Prevalence Poset zkoumam’lch !oo?ula:?; Zdroj
pocty zkoumanych jedinci
Astacus astacus Francie "vysoka" ? Henneguy a Thélohan, 1892
Némecko i pres 30 % ? Schéperclaus, 1954, podle Sumari a Westman, 1969
Finsko ? 6 populaci; 6 nakazenych jedincd | Sumari a Westman, 1969
tehdejsi SSSR ? ? Voronin, 1971, podle McGriff a Modin
Litva 0,7-3,7% ? Mazylis 1978
Norsko 0,4-1,5% 7 populaci; 140 - 580 Skurdal a kol., 1988
Norsko 0,05-2,11% 1 populace; 260 - 2072 (6 let) Skurdal a kol., 1990
Litva 09-1,7% ? Burba a kol., 1996
CR ? ?; nékolik nakaZenych jedincl Lom a kol. 2001
Astacus leptodactylus Polsko ? ? Krucinska and Simon, 1968, podle McGriff a Modin, 1982
Litva ? ?; nékolik nakaZzenych jedinct Mazylis 1978
Austropotamobius pallipes Francie az10% ? Vey a Vago, 1973
Velka Britanie 7,3-182%’ 1 populace; 501 - 1663 (2 roky) Brown a Bowler, 1977
Spanélsko 0,0-1,0% 1 populace; 436 - 2515 (6 let) Diéguez-Uribeondo a kol., 1997
0,5-0,7% 2 populace; 217 - 451
Italie 0,17-3,7% 21 populaci; 5- 1730 Mori a Salvidio, 2000
Italie 0,0-43% 7 populaci; 1-177 Quaglio a kol., 2011
Velka Britanie 14 %* 5 lokalit na jedné fece; 21 Imhoff a kol., 2011
Velkd Britanie 0-13% 6 populaci; 3 - 30 Longshaw a kol. 2012
Austrapotamobius torrentium | CR ? 1 populace; 2 nakaZeni jedinci A. Pavlitko®, osobni sdéleni, 2011
Orconectes limosus Polsko ? ? Krucinska and Simon, 1968, podle McGriff a Modin, 1982
Orconectes virilis Kanada 1,7-6,5%" 1 populace; 234 - 427 (2 roky) France a Graham, 1985
0,0-1,5% 3 populace; 68 - 262 (2 roky)
Pacifastacus leniusculus Kalifornie, USA ? 1 populace; 3 nakazeni jedinci McGriff a Modin, 1983
Velkd Britanie 12,3 %* 7 lokalit na jedné rece; 1053 Imhoff a kol., 2011
Paranephrops planifrons Novy Zéland 1,8% 1 populace; 109 Jones, 1980
Paranephrops zealandicus Novy Zéland 13% 1 populace; 255 Quilter, 1976
0% 1 populace; 105

! udaje za stfednikem uvadgji rozsah po&ti raki odchycenych bshem jednotlivych vzorkovani, nékteré populace byly sledovany opakované po dobu nékolika let (udaj
v zavorce) a nékteré dokonce vickrat za sezéonu. Pokud byli odchytavani jen jedinci vizudlné nemocni a poéty celkové odchycenych raki nejsou uvedeny, je to oznaceno jako
pocet nakazenych jedinc.

% 18,2 % je prevalence v dobé svlékani, kdy jsou podle autora ptiznaky viditeln&jsi

% {idaj je zatazen, protoZe je to jedina zprava o nakaze A. torrentium, ktera je mi zndma. Ostatni kusé informace o vyskytu porcelanové nemoci na izemi CR jsou v kap. 8.

* populace byla v prosttedi, kde bylo uméle snizeno pH



8. Rizika porcelanové nemoci a opatieni proti nim
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moru (Alderman a Polglase, 1988, podle Edgerton a kol., 2002). Masové thyny raku
na porcelanovou nemoc nejsou bézny jev, nicméné nckolik masovych uhynt, které se
v minulosti v Evropé vyskytly, jsou pfisuzovany pravé tomuto onemocnéni. Jednalo se
0 uhyny v nékterych populacich A. pallipes a A.astacus v Némecku a nékterych
francouzskych populacich A. astacus. Literatura uvadi, ze porceldnovd nemoc pusobila
Vv téchto racich populacich n€kolik let zna¢né Skody a ze pozorovana prevalence nakazy byla

I ptes 30 % (Henneguy a Thélohan, 1892; Schiperclaus, 1954, podle Cossins, 1973).

ZvySeni poctu nemocnych rakli v populaci je samo o sobé zavazné kvili riziku
masov¢jSiho uhynu, navic mize indikovat néjakou stresovou udalost, ktera v populaci
probéhla nebo stale probiha (Imhoff a kol., 2009). ZvySena prevalence mé také nezadouci
ekonomické dopady u populaci, které byvaji pravidelné vylovovany, protoZe nakazeni raci

umiraji diive a neni mozné je prodat (Oidtmann a kol., 1996).

Pti nizkych pocétech nakazenych raki (jednotky procent) nakaza populaci neohrozuje
(Diéguez-Uribeondo a kol., 1997). Piesto je doporucovano cenné raci populace pravidelné
sledovat a hlidat stav ndkazy. Pfi snaze o potlaceni ndkazy v populaci se jako jediné opatieni
uvadi pravidelny odchyt a likvidace viditelné nakazenych jedinct (Mazylis, 1978; Skurdal
a kol., 1990; Diéguez-Uribeondo a kol., 1997). Pokud je vSak nakaza stabiln¢ nizka a nema
negativni dopady napiiklad na ekonomické vyuzivani populace, neni tfeba se k témto

postuptim uchylovat.

Pti pokusech o opétovné vysazovani raki do vod, kde byli diive vyhubeni (napiiklad
dasledkem rac¢iho moru), je tfeba brat ohled na to, aby byli piesouvani raci zdravi. Bylo by
proto vhodné zjistovat prevalenci nakazy T. contejeani u zdrojovych populaci (Imhoff a kol.,
2009; 2011). Vzhledem K inkubaéni dobé porcelanové nemoci se pied nastupem
molekularnich metod doporucovala alesponi ptlro¢ni karanténa piesouvanych rakti (Mazylis,
1978). Diky molekularnim metoddm je dnes mozné provést neletdlni vySetfeni naptiklad
pomoci PCR, které muize zjistit infekci T. contejeani i u raki bez vizualnich ptiznakt (Imhoff
a kol., 2010). Muze se vSak stat, Ze ani jedno z téchto opatieni neni dostupné. V takovém
pfipadé€ nezbyva nez se spokojit s odbérem vizualné zdravych raki z populace s nizkou mirou

nakazy (Imhoff a kol., 2012). V pfipadé prevalence nad 20 % (pii detekci molekularnimi

18



metodami) se doporucuje vybrat pro vysazovani jinou zdrojovou populaci (Imhoff a kol.,
2009).

Potencialni riziko pfedstavuji i dalSi druhy rodu Thelohania, napiiklad T. parastaci
nebo T. montirivulorum. Jedna se o druhy napadajici australské raky Cherax quadricarinatus
a Cherax destructor (Herbert, 1988; Moodie a kol., 2003a, 2003b). Riziko zavleceni téchto
parazitii do evropského prostiedi je redlné, protoze oba ra¢i druhy jsou v Evropé v nabidce
akvaristickych obchodli a dokonce uz existuji i mnozici se populace ve volné piirodé¢ —
C. destructor v Italii a ziejmé& i ve Spanélsku (Scalici a kol., 2009, Kouba a kol., 2014)
a C. quadricarinatus ve Slovinsku (Jakli¢ a Vrezec, 2011). Zda jsou T. parastaci c¢i
T. montirivulorum schopné napadat evropské raky, zatim nebylo zjisténo. Muze se vSak stat,
ze evropské druhy budou vici t€émto parazitim citlivéjsi nez plivodni australsti hostitelé, coz
by v piipad¢ zavleCeni parazita (naptiklad pii vypusténi napadeného raka do volné ptirody
nezodpovédnym akvaristou) mohlo mit pro puvodni evropské raky negativni duasledky
(Imhoff a kol., 2009).

9. Metody detekce T. contejeani

Pro uspésny vyzkum racich paraziti je nezbytné zvolit vhodné metody jejich detekce.

Nevhodna volba metody milize vést k nepfesnym nebo dokonce chybnym vysledkiim.

9.1. Vizualni kontrola
Na prvni pohled viditelny pfiznak rozvinuté porcelanové nemoci u odchyceného raka je

bélavy aZ opaleskujici sval zadecku raka. Tento znak byl v minulosti klicovym pro detekci
T. contejeani (Diéguez-Uribeondo a kol., 1997; Skurdal a kol., 1990). Pozd¢ji byla tato
metoda dopliiovana jeste histologickym potvrzenim, ze se u rakd vykazujicich bélavé svalstvo
skute¢né jedna o porceldnovou nemoc. V dnesni dob¢ se jednd o metodu vhodnou maximalné
pro nastinéni situace v populaci, nebot’ to, Ze rak bélavy zadeCek nemad, jest€¢ neznamena,
ze nehosti T. contejeani. K propuknuti porcelanové nemoci muze dojit mnoho mésict poté, co
parazit jiz pronikl do téla raka (Imhoff a kol., 2012). Zaroven vSak bélavy zadecek nemusi
znamenat, ze rak hosti T. contejeani, podobné pfiznaky mize mit i ndkaza jinymi

mikrosporidiemi (Imhoff a kol., 2010).
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9.2.Mikroskopické vySetieni

9.2.1. Svételny mikroskop
V histologickych preparatech zhotovenych z infikovanych racich tkani 1ze nalézt spory

T. contejeani. K histologickému vysetieni je nejvhodnéjsi zadeckovy sval, spory jsou vSak

pozorovatelné i v dalSich tkanich (viz kap. 4.1).

Pifi pozorovani infikovanych tkani pod svételnym mikroskopem miizeme vidét
ptevazujici volné spory, nékdy i spory zapouzdiené po osmi ve SPV (sporoforni méchytek).
Tvar spor je ovalny s SirSim posteriornim koncem a s velkou posteriorni vakuolou sahajici
n¢kdy az do poloviny délky spory. Dvoujaderné spory T. contejeani méfi v praméru
3,8 X 1,8 um. Jednojaderné spory v SPV jsou trochu $§irsi, ovalnéjsi, s primérnymi rozmeéry

4,2 x 2,1 um (Lom a kol., 2001).

Spory se pod riznym barvenim jevi rizné (Quaglio a kol., 2011):

e Pfi pouziti Hematoxylin-eosinu se spory v tkani barvi bledé riZzové a jsou snadno

viditelné ve svalovém vlakné, nikoli vSak v jinych tkanich.

e Pfi barveni pomoci PAS (Periodic-acid Schiff’s stain, ¢esky Schiffovo reagens) jsou
spory rizové az prithledné. Zabarveni je slabé a nezfetelné. N&kdy je viditelnd zadni

vakuola.

e Pii Ziehl-Neelsenové barveni Se spory barvi fialové nebo ruzové, SPV je dobie

rozpoznatelny.

e Giemsa barvi spory do bledé nebo tmaveé modré, ale morfologie je nezfetelna. Nékteti
jedinci T. contejeani se vitbec nezbarvi. Barvené objekty je té¢Zké rozpoznat od pozadi,

protoze kontrast je slaby.

e Spory barvené dle Macchiavella jsou lehce fialové proti zelenému pozadi, snadno

pozorovatelné i pfi velkém zvétSeni.

e Nejlepsi vysledky piinaSi barveni Crossmanovym trichromem. Spory jsou syté

oranzové proti modrému pozadi a jsou snadno rozpoznatelné.
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9.2.2. Elektronovy mikroskop
Transmisni elektronovy mikroskop se pouziva spiSe pro podrobnéjsi popsani

ultrastruktury jednotlivych vyvojovych stadii parazita nachazejicich se v tkani hostitele.
Nejbéznéji pozorovanym stadiem T. contejeani jsou zralé spory, predevs§im volné, ale i ty

uzaviené po osmi v SPV (Lom a kol., 2001).

9.3. Molekuliarni metody

Na rozdil od piedchozich postupii, molekuldrni metody neumoziuji studovat jakékoli
struktury parazita, zato vsak lze s jejich vyuzitim rychleji a s véts$i spolehlivosti rozpoznat
jeho samotnou piitomnost v testované tkani hostitele. Za timto ucelem se vyuzivaji druhové

specifické ¢asti genomu T. contejeani.

Ani tyto metody nejsou stoprocentné spolehlivé. To, ze se s jejich vyuzitim nakaza
nepotvrdi, nemusi znamenat, Ze jedinec infikovan neni. Infekce mohla postihnout jinou ¢ast
téla, nez kde se nachédzela vySetfovand tkdn, nebo mize byt tak slaba, Ze citlivost

molekularnich metod neni dostate¢na.

9.3.1. Vypreparovani a uchovani vzorku tkané
Testovana tkan se vétSinou odebird ze zadeCkového svalu nebo ze svalu koncetiny

usmrcen¢ho raka. Je vhodné povrch téla v misté odbéru tkdné predem ocistit, aby nedoslo
ke zbyte¢né kontaminaci vzorku DNA necilovych organismil a potencialnimi inhibitory PCR,
které by mohly byt obsaZeny na zneciSténém povrchu téla raka. Stejné tak je potieba zbavit

pripadné kontaminace i vesSkeré nastroje mezi preparacemi jednotlivych vzorkt.

U raki, které neni vhodné usmrtit, je mozné pouzit neletdlni metodu odbéru vzorkd. Pri
této metodé se zivému rakovi osusi zadecek a na spodni stran¢ zadecku se Spi¢kou injekéni
jehly provede tez dlouhy 2 - 3 mm. Poté se odebere kousek svalové tkané (asi 1 mm®) a uloZi
se do mikrozkumavky s Cistym vysoce koncentrovanym ethanolem (obvykle 96 %) nebo se
hluboce zamrazi (-80 °C). ZadeCek se opét osusi. Pii odebirani vzorku z koncetinového
svalstva se pitevnimi niizkami odstfihne jeden pereopod ze ctvrtého paru. Z n¢j se nésledné

vyjme svalova tkan a uchovava se stejné (Imhoff a kol., 2010).

9.3.2. Extrakce DNA
Tkan se v2ml mikrozkumavce dikladn€é homogenizuje. Pokud odebrany vzorek

obsahuje 1 tvrdé ¢asti (napt. kutikulu) je dobré jej rozdrtit v tfeci misce s tlouckem za pomoci

tekutého dusiku.
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Izolovat DNA lze i ze spor. Testovana tkan se rozmacka skalpelem a vznikld hmota se
protlaci pres 10um filtr, aby se oddélily spory. Ty se n¢kolikrat omyji dvakrat destilovanou
vodou a opakované se centrifuguji pii 4000 x g 2 minuty. Nasleduje jeden z postupt

pro izolaci DNA nize.

Postupti pro izolaci DNA pfti detekci T. contejeani je vice. Metoda izolace DNA
vyuzivajici fenol-chloroform je zahajena lyzou bunék a natravenim proteini pomoci
lyza¢niho roztoku®. Nasleduje separace DNA od proteinti a dalSich piimési pfidanim roztoku
fenolu s chloroformem (1:1) (pii opakovani krokti se pouziva také samotny fenol a samotny
chloroform), kdy se roztok d¢li na dvé faze, mezi nimiz se hromadi proteiny. Horni faze
(vodny roztok DNA) se nasledné pipetuje do nové mikrozkumavky. Nasleduje precipitace
(vysrazeni) DNA za pouziti ethanolu. Tento postup je levny, nicméné pracny a prace
opakovani kroku, pfi némz se pridava roztok fenolu a chloroformu (Lom a kol., 2001; Kocher

a kol., 1989).

Dale je mozné pouzit metodu izolace DNA zaloZenou na pouziti Chelexu (chelataéni
¢inidlo, vaze kovové ionty). Ke tkani homogenizované v destilované vodé se pfida
proteindza K a Chelex 100 a inkubuje se pfes noc pii 56 °C. Dale se denaturuji proteiny
pii 100 °C a po centrifugaci se supernatant s DNA pienese do nové mikrozkumavky. Tento

postup je levnéjsi a méné pracny, ale produkt neni tak ¢isty (Bojko, 2013).

Pti  vyuziti komeréniho izolaéniho Kkitu se vzorek inkubuje pfes noc
s proteinazou K pii 56 °C, centrifuguje se v kolonce za postupného promyvani pufry a
nasledné se DNA uvolni z kolonky do mikrozkumavky v podobé roztoku. Tento postup je

drazsi a pracngjsi, ale ziskana DNA je pomérné ¢ista (El-Matbouli a Soliman, 2006).

Po provedeni izolace je mozné ovéfit piitomnost DNA naptiklad pomoci
spektrofotometrie pii absorbanci 260 nm (Bojko, 2013) nebo provedenim PCR za pouziti
primert pro detekci ra¢i DNA (Dunn a kol., 2009; Imhoff a kol., 2010).

9.3.3. Nested PCR

Nested PCR je opakovand polymerazova fetézova reakce (s pouzitim rdaznych
primerovych paril) pouzivana pro zvySeni vytézku DNA.
Pro prvni PCR se pouZziji obecnéj§i primery (napf. obecné pro mikrosporidie)

a amplifikuje se delsi isek DNA. Jako obecnéjsi primery se ve vétSiné praci zamétfenych

! Pfesné slozeni roztoku se 1i$1, maze byt tvofen napiiklad NaCl, Tris-HCIl, EDTA, SDS a proteindzou K.
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na T. contejeani pouziva dvojice obecné mikrosporididlnich primerd V1{/1492r (Lom a kol.,
2001; Imhoff a kol., 2010, 2011, 2012; Bojko, 2013). Vznikaji pfi ni mén¢ specifické
produkty.

Produkt prvni PCR se pak vyuzije jako templat pro druhou PCR, kde se pouzivaji
primery specifické pro T. contejeani. V literatuie jsou popsany dvé takovéto kombinace
primert.

El-Matbouli a Soliman (2006) navrhli dvojici primerd F3/B3, které umoziuji
amplifikaci ¢asti jaderného genu koédujiciho malou ribozomalni podjednotku (SSU rDNA).
Produkt PCR pfi pouziti téchto primeri ma délku 261 part béazi. Tato dvojice primeri pak

byla pouzivana i v dalsich pracich (Imhoff a kol., 2011, 2012).

Druha dvojice specifickych primera pro T. contejeani je MIC5-1/MIC3-4 (uvadéno
i jako Mic5/Mic3), produkt PCR pfi jejich pouziti je dlouhy 215 part bazi. Tyto primery byly
pouzity v pracich Imhoff a kol. (2010) a Bojko (2013). Autofi prvni zmiflované prace uvadéji
jako zdroj tehdy jesté nevydanou praci El-Matbouli a Soliman (2004), kterou se mi nepodatilo
najit (nenasla jsem ani, Ze by nékdy byla vydédna). Bojko (2013) pak jako zdroj uvadi préci
El-Matbouli a Soliman (2006), ktera vSak tyto primery nezminuje. Nepodafilo se mi tedy

dohledat, kdo tyto primery navrhl, ani dalsi podrobnosti o nich.

Podrobné&;jsi postup pro nested PCR je popsan v tab. 2.

Tabulka 2

Protokol pro provedeni nested PCR

1. PCR 2. PCR
Primery V1f/1492r F3/B3
Délka fragmentu 1360 bp 261 bp
Reagencie H»0 (ul) 14,6 11,3
1. primer (0,4 uM) (ul) 0,2 0,1
2. primer (0,4 uM) (ul) 0,2 0,1
readymixMM (ul) 25 12,5
vzorek DNA (ul) 10 1
Celkovy objem (ul) 50 25
PCR Pocatecni denaturace 95 °C 5 min 95 °C 5 min
95 °C 1 min 95 °C 45s
Vlastni cyklus 50 °C 1 min 10 s (40x) 66 °C 45s (38x)
72°C1min30s 72 °C 45s
Zavéretnd elongace 72 °C 10 min 72 °C 5 min

K vizualizaci produktil 1ze pouzit elektroforézu na 2% agardézovém gelu pii pouziti TBE

pufru a barveni ethidiumbromidem ¢i jinym vhodnym barvivem. Po nasviceni UV svétlem by
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se mé¢l v pripad¢ uspesné amplifikace DNA parazita zobrazit pruh amplifikované DNA

prislusné délky, jak je vidét na obr. 8 (EI-Matbouli a Soliman, 2006).

Obrazek 8

Agardzovy gel ukazujici produkt PCR specifické pro Thelohania contejeani za pouziti primera F3/B3.
Vysledkem je 261 bp dlouhy fragment DNA T. contejeani, zatimco u negativni kontroly k amplifikaci nedoslo.
(pfevzato z prace EI-Matbouli a Soliman, 2006) Sloupce: mar = 100 bp DNA standard; The con = DNA
T. contejeani; -veco = negativni kontrola

Pokud se chceme ujistit, ze se skutecné jedna o DNA T. contejeani, je mozné produkt

jeste osekvenovat.

9.3.4. LAMP metoda
Metoda LAMP (loop-mediated isothermal amplification) je alternativou k bézngji

pouzivané detekci pomoci PCR. Slouzi také k namnoZeni DNA, ale na rozdil od PCR probiha
za izotermickych podminek, tedy bez potfeby termocycleru. Vyuziva k tomu tzv. ,strand
displacing DNA polymerazu a sadu Ctyf specialné vyvinutych primerd, které rozpoznavaji
celkem 6 riznych sekvenci na templatové DNA. Vnitini primer iniciuje LAMP tim, ze zahdji
syntézu nového vldkna, zatimco plivodni vldkno je odvrZeno. Nasledné nasedne vné&j$i primer,
jenz zapocne syntézu dal§iho vlékna, pticemz pfedchozi nasyntetizované vldkno je odpojeno.
To pak slouzi jako templat DNA syntézy iniciované druhym vnitinim a vnéj§im primerem,
které nasednou na opacny konec vldkna, nez ty pivodni. Pfi postupném LAMP zacykleni
vzdy jeden vnitini primer nasedne na smycku produktu a iniciuje odpojeni ptivodniho vldkna.
Vysledkem jsou tedy vzdy jedno vlakno totozné s ptivodnim a jedno s dvojnasobnou délkou.
Podrobnéji je tento proces popsan na obr. 9. Reakce pokracuje rychlosti 10° kopii za méné
nez hodinu. Findlnim produktem je DNA s repeticemi pivodni DNA a s kvétdkovitou

strukturou s mnoha smyckami (Notomi a kol, 2000). Optimalni reakéni podminky
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pro detekci T. contejeani pti pouziti 4 primeru (FIP, BIP, F3, B3) jsou 45 minut pii 65 °C

(El-Matbouli a Soliman, 2006).

K zesileni a urychleni reakce slouzi ptidani dvou tzv. loop primerti (LoopF, LoopB). To

zvysi také citlivost metody 1 jeji specifitu (Nagamine a kol., 2002).

A. |. Starting material producing step

lIl. Elongation and recycling step
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Obrazek 9

Schematické zobrazeni mechanismu LAMP (Loop-mediated isothermal amplification). Tento obrazek popisuje
proces, ktery za¢ind od primeru FIP. Nicméné syntéza DNA mize také zacit primerem BIP. (pfevzato
z prace Notomi a kol., 2000) | — krok, kdy se zaénou tvofit nova vlakna, II — krok cykleni amplifikace, 111 — krok

elongace a opakovaného zacykleni

K detekci LAMP produktt slouzi elektroforéza na 2% agarézovém gelu. V takovém

pripadé¢ se nejedna o jeden prouzek, ale o mnozstvi prouzkt s fragmenty DNA o rtizné délce,

jak je vidét na obr. 10.
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Thel con

Obrazek 10

Agardzovy gel ukazujici produkt LAMP metody specifické pro parazita Thelohania contejeani, ktery se jevi jako
nékolik pruhtit DNA rizné délky. (pfevzato z prace EI-Matbouli a Soliman, 2006) Sloupce: mar - 100bp DNA
standard; Thel con - produkt reakce za pfitomnosti DNA T. contejeani pti pouziti primert FIP, BIP, F3, B3,
LoopF a LoopB; -veco - negativni kontrola bez templatu

Dal$i moznosti je pak barveni barvivem SYBR Green I piimo v mikrozkumavce
(Notomi a kol., 2000; EI-Matbouli a Soliman, 2006). V takovém ptipadé dojde pii ptitomnosti

produktu k obarveni na zeleno (viz obr. 11).

Thel cont NS No

m——

\{’

Obrazek 11

Vzhled produkti LAMP metody urcené pro detekci parazita Thelohania contejeani. Produkty jsou vizualizovany
barvivem SYBR Green |. (ptevzato z prace EI-Matbouli a Soliman, 2006) Thel cont = pozitivni reakce pro T.
contejeani, zelené zbarveni, NS = negativni vysledek, oranzové zbarveni, NO = negativni kontrola, bez DNA

Ob¢ metody (LAMP i PCR) byly porovnavany pfi testovani T. contejeani. Ani jedna
nevynesla chybné pozitivni vysledek pii testovani nenakazenych rak, ani u T.
montirivulorum a T. solenopsae. Citlivost LAMP je o nékolik fada vyssi nez PCR. Pomoci
LAMP metody byla detekovana nakaza pii fedéni 107, zatimco PCR jen do fedéni 107
(El-Matbouli a Soliman, 2006). Vyhodou PCR je vSak moznost osekvenovat vysledny
produkt pro potvrzeni, zda se opravdu jedna o DNA T. contejeani, coz v piipadé LAMP

mozné nenti.
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10. Zavér

Ackoli byly v minulosti zaznamenany masové uhyny v rac¢ich populacich, které byly
pfisuzovany pravé porcelanové nemoci, nejsou zpravy o tom, Ze by v posledni dobé byly
pozorovany vysoké prevalence tohoto onemocnéni. Zda se, ze pii hizkém zastoupeni
nemocnych rakt (kolem 5 %) nakaza neohrozuje populaci. Zvyseni poctu nakazenych jedinct
vSak muze vést k uhyntim rakti ve vyssSich poctech, navic miize indikovat zhorSeni Zivotnich
podminek v dané lokalité. Proto by bylo vhodné miru nakazy v cennych raich populacich

pravideln¢ kontrolovat.

Mnoho otazek tykajicich se infekce T. contejeani jiz bylo objasnéno, ale proces
zkoumani tohoto parazita jesté rozhodné neni u konce. Naptiklad stale neni jisté, zda v jeho
zivotnim cyklu nefiguruji i n&jaci jini hostitelé nez raci. Literatura se také neshoduje v tom,
jak moc jsou infikovani raci parazitem ovlivnéni, napf. zda ma porcelanova nemoc negativni
vliv na jejich pohyblivost. Piestoze zadna studie hodnotici tento jev pfimo jej statisticky
nepotvrdila, vétSina autori konstatuje, Ze nemocni raci sniZzenou pohyblivost maji.
Predpoklada se, ze zhorSeni zivotnich podminek rakiit muze urychlit rozvoj nemoci v téle
hostitele a rozsiteni parazita v populaci. Velkym otaznikem vSak stale zistava, které v§echny

faktory mohou mit vliv na projev infekce T. contejeani a jeji Sifeni a jak jsou vyznamné.

Vzhledem k tomu, Ze teprve v posledni dekad¢é zacaly byt pro detekci T. contejeani
vyuzivany molekularni metody, byla naprosta vétSina geografické distribuce tohoto parazita
zjiSténa pomoci vizudlniho zhodnoceni nebo histologickym vySetfenim. Je tedy moZzné,
ze s hojné&jSim vyuZzivanim novych citlivéjSich metod se ukaZou byt tyto poznatky nepfesné a
zjisti se napf., ze porcelanovda nemoc u nékterych populaci rakd neni zpisobovana

T. contejeani, ale jinou mikrosporidii nebo Ze tento parazit napada i jiné zivocichy nez raky.

Na poznatky shrnuté v této bakalaiské praci hodlam navazat ve své praci diplomové,
kde budu vyuzivat molekularni metody pro detekci T. contejeani v populacich raki u nas.
Hodlam detekovat nakazu nejen pomoci bézné pouzivané nested PCR, ale i metodou LAMP,
kterou, a¢ byla vyhodnocena jako citlivéjsi nez PCR, zatim autofi zkoumajici T. contejeani
pfili§ nevyuzivali. Budu testovat populace riznych druht raka (pivodnich i neptivodnich) se
zahrnutim téch populaci, kde jiz ndkaza byla dokladovdna. Nésledné chci vysledky
molekularnich metod porovnat s vysledky vizualni detekce porcelanové nemoci v populacich.

Predpokladam, ze molekularni metody odhali vice infikovanych rakid. Pokusim se také
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vysledovat vztah miry infekce k typu prostiedi a dal§im faktorim. Nékteré pozitivni vysledky

budu ovérovat pomoci sekvenace DNA, abych odhalila ptipadné neptesnosti metod.

Vyse nastinény vyzkum je potiebny, protoze mira nakazy raki T. contejeani v ¢eskych
vodach dosud nebyla studovana a miZe objasnit, jaké faktory maji vliv na Sifeni a rozvoj
porcelanové nemoci. Vysledky moji prace budou poskytnuty Agentufe ochrany pfirody a
krajiny a bude mozné z nich vychdzet pfi planovani ochrannych opatfeni pro nase ptivodni

druhy raka.
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11. Seznam pouzitych zkratek
EDTA — kyselina ethylendiamintetraoctova

LAMP — metoda izotermalni amplifikace (loop mediated isothermal amplification)
PCR — polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)

SDS — dodecylsiran sodny

SPV — sporoforni méchyiek (sporophorous vesicle), v nékterych pracich se uziva také SPOV

Tris - trisaminomethan
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