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ABSTRAKT

V jednom anonymnim domacim chovu jsme v ra@&02odebirali vzorky trusu pro
parazitologické vySéeni na pitomnost prvok rodu Blastocystis Celkem bylo
vySeteno 55 vzork (z toho po 10 vzorcich trusu od slepic, kachenua & 25 od
holubi). Vzorky byly kultivovany v médiu dle Dobell-Leialv a nasledh
mikroskopovany. Tento postup v3ak ved| k nizké y#ubsti, pouze dva vzorky byly
pozitivni naBlastocystis(od slepice a holuba), proto byla naskedgouzita PCR a
nested-PCR se specifickymi primery pro spoleifjdivdetekciBlastocystis

Vzorky pro tyto reakce jiz nebyly odebiranyySe zmigného chovu, ale byla
vyuzita sbirka vzork z Parazitologického Ustavu AVR, kde byla jiz DNA ze vzoik
trusu slepic, kachen a holiubvyizolovana. Vysledky klasické i nested-PCR byly
ovéteny elektroforézou a sekvenaci. Ziskané sekveraecptkmeri byly analyzovany

fylogenetickymi metodami a ¥azeny do podtypu 7.

Kli ¢éova slova:Blastocystiskultivace, PCR, podtyp

ABSTRACT

During 2010, faeces samples for parasitology rebeaniented omBlastocystisvere
collected from an anonymous farm. A total of 55 gke® were collected (of them for 10
faeces samples from hens, ducks and geese anar@5pfgeons). The samples were
cultured in Dobell-Leidlaw medium and viewed byhligmicroscopy. However, this
method led to only two foundings Bfastocystigone from hen, the other from pigeon).
Thus, PCR and nested-PCR with specific primers \aez used for better detection of
Blastocystis

The samples for PCR detection were not cabtkétom the aforementioned farm, but
they originated from a collection of isolated DNansples that was available on the
Parasitology institute of AS CR. The results of P@&e checked after electrophoresis
and verified by sequenation. The obtained sequeofcbsd-isolatedBlastocystisvere

phylogenetically analysed and as described to pably

Keywords: Blastocystiscultivation, PCR, subtype
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1. UVOD

Onemocsini gastrointestinalniho traktu je u pta{dribeze, holub) pomerné ¢asté.
Na jeho vzniku se podilfada ¢initeli. Jednim z nich jsou para#iii prvoci rodu
Blastocystis ktefi se vyskytuji v travicim traktu u Sirokého spektrastitehi vcetrg
¢loveka. Hostitelé se nakazi pozitim cyst Wduanych s trusem.

Existuji doklady, ZeBlastocystis v nekterych gipadech fispiva k rozvoiji
praijmovych onemocEni a dalSich problétn Rozsah poSkozeni sliznicéitpm zavisi
na mnozstvi ftomnych parazit. MnozZeni paraazit je regulovano imunitnim systémem
hostiteli a kvalitou jejich travicich procés(pH stevniho obsahu,ffiomnosti zdravé
strevni mikrofléry aj.).

Dlouho u tchto prvoki nebylo jasné taxonomické izaeni. Fylogenetické analyzy
prokazaly, Ze rodlastocystige nejgibuzrejSi roduProteromonasRod Proteromonas
zahrnuje hiikovce ze skupiny Stramenopila, kam byl na z&klagiSe zmignych
analyz zéazen i rodBlastocystisZajimave je ale to, Ze blastocysty nemaiky.

Na zaklad predpokladané hostitelské specifity a patme zcela spolehlivych
morfologickych kritérii bylo u ptak popsano &kolik ptatich druhi, Blastocystis gallu
kurat a kit, Blastocystis anatis kachen @&lastocystis anseu hus. Vzhledem k tomu,
Ze urovani dalSich druhje spojeno s problémy, js@lastocystisyni z&azovany do
podtypi na zaklad analyzy sekvence SSU rDNA, ale i zde se vyskyiijté neshody.

Vyvojovy cyklus roduBlastocystiszahrnuje gkolik forem. Bylo navrZzeno dkolik
zpisohi rozmnoZzovani, ale jako nejprajgbdobrjSi se jevi binarnideni.

Cilem nasi prace bylo zjistit vyskBlastocystiaus domaciho ptactva. Charakterizovat
vybrané izoladty molekulatna zjistit, o jaké genotypy se u domestikovanycékipt

jedna.



2. LITERARNI P REHLED

2.1 Parazitologické pojmy

Parazitismus (cizopasnictvi) je biologicky jev, ktery je v Zi&éné #iSi velmi
rozS8ien. Je to jev, ktery nelze chapat jakgakou vyjim&nou nebo nahodnou formu
Zivota, ale musime jej chapat jako jev, ktery jgidkym disledkem gsobeni Sirokého
komplexu fiznych ¢initeld ve vyvoji organism a jejich vzgjemnych vztdh Ma v
ZivociSnérisi dilezitou ulohu jako faktor, ktery pomaha z&itych podminek udrzovat
ekologickou rovnovahu v ekosystémech (RySavy etl8B9).

Parazit (cizopasnik) je takovy organismus, ktery Zije pmdycswvij Zivot nebo po
jistou jehoc¢ast na &le, nebo uvnit jiného organismu (hostitele), Zivi se na jeho Ukor
riznym zmsobem ho ohrozuje. Cizopasnik ,nema zajem*“ na gy, svého hostitele
poSkozovaki dokonce usmrtil, naopakim déle je jeho hostitel nazivu, tim lépe i pro
parazita (Jirovec et al., 1977).

Hostitel je organismus, ktery slouZi cizopasnikovi jak@asmé nebo trvalé Zivotni

prostedi a sotasre i jako zdroj potravy (Lysek, Hejtmankova, 1984).

2.1.1 Rozdleni paraziti

Podle mista, kde cizopasi, réhgeme parazity naektoparazity (vnéjsSi) a
endoparazity (vnitini) (Rebanova, 1998). Endoparazity pak podle arghteré v €le
hostiteli napadaji, dime na ¢tyfi skupiny: parazitystievni, krevni, tkanové a
dutinové (Jirovec et al., 1977 kanove parazity dale rozdujeme naintracelularni
(Ziji uvnitt burgk raznych tkani), gipadreé azintranuclearni (uvnitt jadra bugk), dale
epicelularni (na povrchu buwk), intercelularni (mezi tk&ovymi buikami)
(Rebanova, 1998).

Vazba parazita na hostiteleige byttrvala neboprechodnéa(Jirovec et al., 1977). U
trvalé vazby rozeznavame parazidpligatorni (nucen€) (jsou zcela odkazani na
cizopasny zfisob Zivota a na svych hostitelich jsou jednostamehkologicky a
fyziologicky zavisli) (Rebanova, 1998)ermanentni (Ziji po celé obdobi své

dosglosti uvnitt nebo na povrchilia svého hostitele) (Rysavy et al., 1988riodickeé

10



(sttidaji se stadia cizopasna se stadii ¥dijicimi) a u gfechodné parazittemporérni
(vyhledavaji hostitele jenitpchodi) afakultativni (nahodné) (jsou Ziviichové volrg
Zijici a jen pilezitostre se stavaji cizopasniky).

Podle pdtu napadenych hostiteke @li nastenoxenni(jsou Uzce specializovani na
jeden druh hostitele) auryxenni (Ziji v riznych hostitelich pétich ke stejn&eledi
nebo tidé). Podle pétu hostitel, které potebuji ke svému vyvoji, jsomonoxenni
(vyvoj probiha jen v jednom druhu hostitele) nebeteroxenni (ke svému vyvoji

parazit patebuje dva a vice hostitgl(Rebanova, 1998).

2.1.2 Rozdleni hostiteh

Hostitelé se roz#luji na definitivni, mezihostitele, paratenicképondaké na vlastni a
pomocné. Wefinitivnim (hlavnim) hostiteli parazit pohlagrdospiva a rozmnoZuje se
(Jirovec et al., 1977)Mezihostitel je Zivcich, ve kterém prodhne ¢ast vyvoje
parazita, ale parazit vém nedosahne stadia pohlavni zraloBtratenicky hostitel
(transportnije zZivaeich, ktery stoji mimo vlastni cyklus parazi{RySavy et al., 1988).

Vlastni hostitel (notosit) je ten, ve kterém parazit prozivdsvcast svého vyvoje.
Pomocny hostitel(xenosit) je ten, kde parazieka az se dostane do hlavniho hostitele,
ve kterém dokoti suvij vyvoj (Rebanova,1998).

2.1.3 Parazitologicka charakteristikaBlastocystis

CharakteristikaBlastocystiz hlediska vySe definovanych parazitologickychdrek
je shrnuta v tab. 1.

Tab. 1: Charakteristika parazita

Parazit - Blastocysti
Podle: |lokalizace parazita na hostiteli endoparazit
organ, které v &le hostitele napada isni parazit
vazby parazita na hostitele obligatorni parazit
dosazeni aktivni faze v hostiteli permanentni paraz
poétu napadenych hostitel euryxenni parazit
poctu hostitel, které patebuji ke svému vyvoji monoxenni parazit

11



2.2 Blastocystis

U ptéki byla zjiS&na vysok& prevalence tohoto parazita, ale zatingiypgloovedeny
rozsahlé vyzkumy, které by poskytly dostatek infacin(Lee, Stenzel, 1999).

Nejvice poznatk je ziskano dlastocystis hominjktera pevazre parazituje u lidi,
ale byla také nalezena veestnim traktu prasat, opic, idreZze a hlodavic (Sohail,
Fischer, 2005).

PredevSim tohoto druhai(skupiny gibuznych drufi) se bude tykat nasleduijici text.

2.2.1 Zakladni charakteristika

s

Jsou polymorfni (Tanizaki et al., 2005; Tan, 2088)bligat anaerobni (Silberman et
al., 1996; Stenzel, Boreham, 1996). Wskytuji sgerokého spektra hostitel Zptisobuji
onemocgni ozn&ovaneé jako blastocyst6za (Tan et al., 2010).

Napadaji gevni trakt (Stenzel, Boreham, 1996; Tan, 2004) savag. prasat
(Singh et al., 1995; Stenzel, Boreham, 1996; Td&Q4®, skotu (Abe et al., 2003),
primati (nag. Simpana, orangutaf), jeleni, zajial (Abe et al., 2002), hlodaudnag.
krysy) (Stenzel, Boreham, 1996; Abe et al., 20G8),2004), u ptédkbyli tito parazité
popsani nap ze slepic, psStras krat, kurat, perléek, bazant, kachen (Singh et al.,
1996; Abe et al., 2002; Abe et al., 2003), dale/yskytuji i u obojzivelnik (Stenzel,
Boreham, 1996; Tan, 2004; Stensvold et al., 20@®z1 (nag. hadi, jeSerek,
krokodyli, Zelv) (Singh et al., 1996; Stensvold et al., 2008myzu (nap Svahh)
(Yoshikawa et al., 1996; Abe et al., 2003; Joneal.et2009), u krouzkovg ¢lenovai,
ryb (Stensvold et al., 2009), a v neposlethak také ¢lovéka (Singh et al., 1996).
Yamada et al. (1987), Kénig a Miller (1997), Abeakt (2002) popsaltasty vyskyt
tohoto parazita u skotu, prasat, prithatptaki (Abe, 2004).

Bunka zékladni (vakuolarni) formglastocystisobsahuje velkou centralni vakuolu
(Yoshikawa et al., 2004), jejiz funkce je neznarake pedpoklada se jeji role v
reprodukci a metabolismu (Vdovenko, 2000). Dalengedhebo vice jader (Stenzel,
Boreham, 1996; Lee, Stenzel, 1999; Tan, 200d3emzZ vicejaderné formy maji jadra
odctlend, ¢asto se u nich nachazeji na apgh poélech biky (Lee, Stenzel, 1999).
Kromé toho buika obsahuje dalSi organely typické pro eukaryatho jjsouhladké a
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drsné endoplasmatické retikulum, Golgiho komplewritochondrie (Stenzel, Boreham,
1996; Tan, 2004). Golgiho komplex se nachazi olesykblizkosti jadra, mitochondrie
jsou zn&n¢ variabilni ve tvaru (Lee, Stenzel, 1999).

Povrch buiky je tvaren povrchovou vrstvou. ekterych bugk ma sama tato vrstva
jes€ dw odlisné diki vrstvy, vrgjSi a vnitni. VrejSi vrstva je hustSi a vice
fragmentovana nez viiti. Je zndmo, Ze na tento povrch obvykle adheliebie,
piedpoklada se, Zefiputi muze byt zé@atkem jejich fagocytozy, ale nejsou o tom
dukazy. Vzack jsou bakterie viéhy v cytoplasm parazita (Zaman et al., 1997).

Blastocystisnemaji btiky (Silberman et al., 1996; \olf, Horak et al.,02) ani
povrchové mikrotubuly (Volf, Horék et al., 2007).

V Zivotnim cyklu je znamo dkolik forem (Molf, Horak et al., 2007): vakuolarni,
granularni, multivakuolarni, avakuolarni, améboid8tenzel, Boreham, 1996; Tan,
2004), et odolnych cyst (Volf, Horak et al. 2007). Mnozi asexudls, s nejtsi
pravéEpodobnosti binarnimeétenim (Sohail, Fisher, 2005).

K infekcim dochazi prostdnictvim cyst vylotenych ve vykalech nakazenych
jedinai (Sohail, Fisher, 2005). Projevuji Sznymi intestinalnimi i extraintestinalnimi

piiznaky (Tan et al., 2010).

2.2.2 Taxonomie parazita

2.2.2.1 Historie

Systematické zazeni tohoto parazita bylo dlouho nejashkexeieff et al. (1911,
podle Stenzel, Boreham, 1996) zahrnovali tentorosgaus mezi kvasinky a houby. To
vSak vyvratili Zierdt et al. (1967, podle StenzZBgreham, 1996), kie poskytli prvni
nesporny @lkaz o tom, Ze tomu tak neni. Zabyvali se studigmastrukturyBlastocystis
a zjistili, Ze jejich ultrastruktura neodpovida kirkdm a houbam. Zierdt izalil
Blastocystismezi prvoky (dle Sohail, Fisher, 2005).

Bensen et al. (1909, podle Stenzel, Boreham, 1996i)i, Ze se jedna o cystu jiného
organismu nap rodu Trichomonas V pozdjsi studii Zierdt (1978) Zazoval
Blastocystiddlo podkmene Sporozodidy Blastocystea gadu BlastocystidaD deset let
pozcji Zierdt reklasifikoval organismus do podkmene c®atina,;faduAmoebida a do

samostatného pééidu Blastocystina (Stenzel, Boreham, 1996).
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Johnson et al. v roce 1989 na zakladalyzy sekvenci SSU rRNA potvrdili, Ze neni
monofyleticky s kvasinkami (n@p Saccharomyc@s houbami (nap Neurospory,
ameébami jako jsolNaeglerig Acanthamoeba Dictyosteliumnebo vytrusovci (nap
Sarcocystisa Toxoplasma(Tan et al., 2002).

V roce 1993 Jing a He (podle Stenzel, Boreham, 19&6/rhli z&azeni do
podkmene Blastocystatidy Blastocystea a rodBlastocystis Pro takto no¥ vzniklé
zarazeni vSak chyiho dostatek dkazi.

V roce 2005 byla provedena fylogeneticka analyzauggo RNA malé ribosomalni
podjednotky, ficemz byla zji&na 90% podobnost se sekvenci téhoz genu u hukuz rod
Glomus Archaeospora 94% podobnost se sekveRtdteromonas lacertae

Na zéklad podobnosti se skupinou Stramenopila (synonymuneidkbnta), kam
pafti i vySe zmigny bicikovecProteromonaszaadili Hoevers a SnowdeBlastocystis
do této skupiny. Stramenopila je velmiznorodou skupinou organism(Hoevers,
Snowden, 2005). Zahrnuje typické rostlinam podobkéaétupce, jako Rilé rasy ¢i
rozsivky (Hausmann, Hulsmann, 2003; Perkins, 2040, také organismy podobné
houbam (nap oomycety) a MWikatée formy s ZzivéiSnym chovanim a vyZivou
(Hausmann, Hilsmann, 2003).

Jeji ¢lenové se vyznauji tim, Ze maji dva heterokontnickky, na ednim béiku
jsou trojdilné roz¥tvené mastigonemy (retronemy=stamenopilyktap bicik je holy
(Volf, Horak et al., 2007). Mastinogemy se itvov cisternach endoplasmatického
retikula ¢i Golgiho komplexu a po exocytéze s#ippji na vrgjSi povrch bugcné
membrany hiiku. Tyto mastinogemy se povazuji za autapomarfiatiSe Heterokonta
a termin stramenopily pro énnavrhl Patterson v roce 1991. DalSi spota
charakteristikou je ffitomnost tzv. pechodovych spiral (spiralnicklisek), coz jsou
bilkovinné komplexy nalézajici se wgeghodové oblasti mezi kinetosomem ¢éern
biciku. Nekteri bic¢ikovci (a to pra¥ rod Proteromonal maji stramenopily umi&té ne
na btiku, ale na zadnéasti buiky. Takové pivésky se oznéuji jako somatonemy
(Hausmann, Hilsmann, 2003).

Blastocystisspp. jsou v ramci skupiny Stramenopila velmi nedb&y(Jeffrey,
Mitchell et al., 1996) nemaji &iky (Silberman, 1996; Volf, Horak et al., 2007; Tan
2008) a jsou nepohyblivé, coz znamena, ze vySe&raimorfologické znaky postradaji
a do skupiny Stramenopiigou fazeny pouze na zakkadnolekularnich znak Jsou
zarazeny do no¥ vytvorené tidy Blatocystea (Tan, 2008).

V kapitole 2.2.2.2 je uvedeno taxonomick&azaniBlastocystisspp. podle Tan,
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Singh, Yap (2002) a Tan (2008).

Obr. 1: Fylogeneticky stronBlastocystis sppzaloZzeny na fylogenetické analyze Sesti
mitochondrialnich proteila (Nad2, Nad3, Nad4, Nad6, Nad9 a Rps10) metodou
maximalni ¥rohodnosti (ML-maximum likelihood)

a-Protecbacteria

IB—Prohobumﬂu

2 Xanthomonas | y-Proteobacteria
A Anaeromyxobacter dehalogenans I &Proteobacteria
ko et Dacterion | FibrobacteresiAcidobacteria
—
I """‘""“‘%"m - | e-Proteobacteria
. mem I 1-Proteobacteria
| ——T—" i eried | Actinobacteria
51 78 _._: Thermus thermophilus I Delnococcus/Thermus
Cytophaga hutchinsonii I Bacteroides/Chlorabi
Desulfitobactarium hafnlense | Firmicutes
maamm thetaiotaomicron | Bacteroides/Chlorobi
Anabaana variabill I Cyanobacteria
Trichodesmium erythrasum
Dehalococcoides ethenogenes I Chloroflexi

Zdroj: Stechman et al., 2008; upraveno
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2.2.2.2 Taxonomické zamzeni

Ri%e: Chromista
PodiSe: Chromobiota
InfrafiSe: Heterokonta
Podkmen: Opalinata
Trida: Blastocystea
Rod: Blastocystis
Druh: Blastocystisp.

2.2.3Blastocystis jako puvodce zoonotického onemodcmi

Blastocystis hominige jednim z nejgZr¢jSich stevnich parazit u lidi (Eroglas,
Koltas, 2010).Byl objeven v roce 1870 ruskym |é&ken Fedorem Alexandratem
Leshem (Sukthana, 2001). Popsan byl aZ v roce (@llar et al., 1999; Kaneda et al.,
2001; Yoshikawa et al., 1996, 2004, 2007).

Tento parazit je celogtoveé rozsfen. Vyskyt se znan¢ liSi od zend k zemi a v ramci
riznych komunit téZze zein(Tan, 2008). Rozvojove zemvcetre Argentiny, Brazilie,
Kuby, Egypta a Indonésie maji vysoky vyskyt réesiBlastocystis hominjgprevalence
se pohybuje mezB0-50 % (Termmathurapoj et al., 2004; Sohail, Fescl2005). V
rozvinutych zemich, jako je Japonsko a Singapun,(B®08) byva prevalence nizsi
(priblizné 1,5-10 %) (Stenzel, Boreham, 1996; Sohail, FiscB05), ale existuji i
vyjimky (Stenzel, Boreham, 1996). Tyto rozdily viié& jedné zer mohou odrézet
skut&né rozdily mezi komunitami, a to zejména kippdt, Ze byla pouZzita stejna
technika k identifikaci parazita (Tan, 2008).

Blastocystis hominige prenasSen fekakoralni cestou (Sukthana, 2001; Sohail,
Fischer, 2005; Peréz-Cordon et al., 20@7pvék se niize nakazit kontaminovanou
pitnou vodou, ta by ragi méla byt p'leva‘ena nebo chlorovana (Sohail, Fischer, 2005),
dale konzumaci kontaminovanych potravirkontaktem s nemocnymi ity (Stenzel,
Boreham, 1996).

Nimri (1993) a Nimri, Batchoun (1994) ve své studaiadi, Ze starSietl a dosgli
maji niz8i vyskyt infekce a mémiiznaki nez mladsi &i. To je ale v rozporu s jinymi

studiemi, které uvagi vyssi vyskyt infekce u dosfych nez u dti (Stenzel, Boreham,
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1996). Tan et al. (2010) uvgd Ze dti jsou velmi vnimavé k infekcinBlastocystis
D¢ti, které uZivaji kortikosteroidy pro dBu nefrotického syndromu jsou cithgi k
infekcim.

Rada studii ukazala, Rlastocystis hominigize byt givodcem mnoha onemogmi
nag. enteritidy, kolitidy, artritidy. Také je spojovars diabetem a leukémii (Stenzel,
Boreham, 1996).

Po celem sit¢ jsou hlaSeny symptomatické i asymptomatické indekd)
symptomatickych infekci byly zaznamenarigmé giznaky, od mirného pymového
onemocgni a chronického @mu az k akutni gastroenteritidTaké byly zaznamenany
poruchy stev, zacpa, kozni projevy niapakutni nebo stresova kilyka, angioedém
(Tan, 2008), skdeni, dale bolesti klouly chronickad Unava aj. Mechanismus vzniku
téchto koznich projevje nejasny (Tan et al., 2010). Na§tjSimi priznaky jsou bolesti
biicha, pfjem a zacpa (Jones et al., 2009). Také byl nalazescieni se syndromem
drazdivého tréniku (Sohail, Fischer, 2005).fiPnaky jsou zava#si u pacieni s
imunodeficienci v dsledku onemoaimi nag. cirhézou, diabetem, rakovinodi
pacienti s lupus erythematodes neZli u imunokompetentngib.o Nekolik starSich
studii uvadi, Ze seffznaky objevuji fi velkém pdtu jedindi tohoto parazita v
organismu hostitele, ale to je v rozporu s jinytodsgemi, které nenaSly Zadny vliv mezi
poétem parazii v hostiteli a zavaznostifznaki (Stenzel, Boreham, 1996).

Wsoky vyskyt tohoto parazita byl hlaSen u padienHIV/AIDS, rakovinou (Tan et
al., 2010), imunosuprimovanych jedinai lidi trpicich alergickymi koZnimi poruchami
(Tan, 2008) a také u homosexualnich im(Zhurch et al., 1992, podle Tan et al., 2010).
Kukoschke a Miiller (1992, podle Stenzel, Boreha@®6) nasli zvyseny vyskyt tohoto
parazita u zdravych a asymptomatickych osob v puov se symptomatickymi
pacienty. U paciefits HIV/AIDS a rakovinou je néastjSim piznakem pijem, dale
pak bolesti icha a nadymani. Jedna studie uva#inmozeni tohoto parazita po
karcinomu, kdy doSlo ke igvni obstrukci a u pacienta s adenokarcinomemgenwliv
perforace sev (Tan et al., 2010). U imunosuprimovanych padientuize byt
Blastocystis hominisoportunni patogen, alefgswdcivé dikazy o tom nebyly
predloZeny (Stenzel, Boreham, 1996). &ard rozporuplné vysledky klinickych studii
mohou souviset s faktem, ZBlastocystisje podle molekularnich studii zfr&
variabilni organismus,fgemz jednotlivé podtypy mohou byitarg virulentni.

Podtypy, které byly izolovany od symptomatickycasymptomatickych pacieinta
také od paciefit s rakovinou a HIV/AIDS jsou uvedeny v kapitole .3.2.2. Tato
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kapitola se zniiuje i 0 zoonotickych podtypech.

2.2.4 Morfologie

U BlastocystisrozliSujeme gkolik forem. V roce 1973 Tan a Zierdt popsali t
formy: vakuolarni, granularni a améboidni. Singhakt (1995) uvedli vakuolarni,
multivakuolarni a améboidni formu. V roce 1996 3t#ra Boreham a po#j v roce
2002 Tan et al. popsali ve své studiékalik forem: vakuolarni a granularni,

multivakuolarni a avakuolarni, améboidni formy atgy

2.2.4.1 Vakuolarni a granularni formy

Vakuolarni a granularni formy (obr. 2) jsou obwykiulovitého tvaru, ale mohou mit
také nepravidelny tvar, obsahuji centrdini vaku@Btenzel, Boreham, 1996). Jsou
obklopeny povrchovou vrstvougkdy ozn&ovanou jako fibrilarni vrstva nebo kapsule,
o rizné tlougce (Tan, 2008).

Povrchova vrstva obsahujéadu sacharitl Predpoklada se, Ze hraji roli v
zachycovéani a degradovéani bakterii pro vyZivu, ra proti osmotickému Soku nebo
poskytuji mechanickou ochranu pro fénk dalezité bilkoviny plasmatické membrany
pied imunitnim systémem. Tato povrchova vrstva jeimgjSi pi vylouceni parazita,
po rejaké dok kultivace dochazi ke ztéavani vrstvy, dvod je neznamy (Tan, 2008).

Vakuolarni forma je povazovana za typickou forBlastocystisObsahuje jedno az
Ctyii jadra (Stenzel, Boreham, 1996; Sohail, Fisch&f52, centralni vakuolu, ktera
zabira az 90 % jeji velikosti (Tan, 2008; Tan et a002). Vakuola obsahuje jemn
zrnity nebo vigkovity materidl, ktery je v ni nerovnammé uspdadan (Stenzel,
Boreham, 1996).

Jadra, mitochondrie a Golgiho komplex jsou ummgtv cytoplasmatickém lemu
(Tan, 2004). Biitka vakuolarni formy dosahuje velikosti od 2-200 pm.

Granularni forma ma strukturu podobnou vakuolaanimé. Jeji centréini vakuola
obsahuje granula¢kolika morfologickych tyf: reprodukni, metabolick4 a lipidova
granula. Reproduki a metabolicka granula byla popsana na zéldagtelné (Zierdtet
al., 1967) a transmisni elektronové mikroskopien(TZierdt, 1973, podle Stenzel,

Boreham, 1996). Podil granul na reprodukci, kteyly Zierdtem navrzen v dab kdy
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byly k dispozici jen fragmentarni Udaje o biolo@lastocystis je jiz v dneSni dob
vylou¢en. Pomoci transmisni elektronové mikroskopie layiiténa gitomnost dalSiho
typu granuli (lipidova granula). Metabolicka a tipva granula byla také zaznamenana
v cytoplasné. Nebylo to vSak potvrzeno.

Dunn et al. (1989, podle Stenzel, Boreham, 199§)salb v centralni vakuole
myelinovou inkluzi, malé puctilty, krystalicka granula a lipidové kapénky. Lipidov
kapénky a krystalicka granula (v malych vakuolackaacich) také zaznamenali v
cytoplasng.

Granularni formy jsowasto o &co WwtSi nez vakuolarni (Stenzel, Boreham, 1996),
ve velikostech busk vSak nalézdme zwtiaou variabilitu. Tan a Zierdt (1973) uvadi
velikost 15-25 um; Stensvold, Boreham (1996) 6,389 Zierdt, Williams (1974) 3-80
pm a Dunn, Boreham, Stenzel (1989) 6,5-19,5 umg8teBoreham, 1996).

Buiika obvykle obsahuje vice jader, jadra jsou kulgygénre zrnitd. Mitochondrie

jsou mensi nez u améboidni formy (Tan, Zierdt, 1973

Obr. 2: Vakuolarni a granularni forma

-
Chiy

W A 273
t di e M}

Popis obrazku:
a) vakuolarni forma, CV: centralni vakuolaNu: jadra, SC: povrchové vrstvym:
mitochondrie;b) granulovana forma, CV: centralni vakuolaNu: jadro, m: mito-
chondriegr: granule

Zdroj: Stenzel, Boreham, 1996; upraveno
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Vakuolarni a granularni formy jsou cithjgi na zmdny teplot, hypertonické a
hypotonické prosedi a fisobeni vzduchu (Tan et al., 2002).

2.2.4.2 Multivakuolarni a avakuolarni formy

Multivakuolarni forma (obr. 3) je mensi nez vakuni& granularni formy, dosahuje
velikosti 5-8 um (Stenzel, Borehem, 1996; Tan et 2002; Sohail, Fischer, 2005).
Burnky obsahuji jedno nebo #yadra, maji silnou povrchovou vrstvu, na kterowaei
bakterie. Multivakuolarni formy maji misto centrialrakuoly vice malych vakuol. Jeji
mitochondrie obsahuje malé mnozstvi tubularnicktli($tenzel, Boreham, 1996; Tan,
2008).

Avakuolarni formy maji jedno nebo éyadra, chybi jim povrchova vrstva a centralni
vakuola. Rozrary buiky jsou ~ 5 um (Stenzel, Borehem, 1996; Sohadiciér, 2005).

Obr. 3: Avakuolarni a multivakuolarni forma

Popis obrazku:
a) avakuolarni forma, Nu: jadro, m: mitochondrie, er: drsné endoplasmatické
retikulum

b) multivakolarni forma, Nu: jadro,m: mitochondrie SC: fibrialni vrstva,v: vakuoly

Zdroj: Stenzel, Boreham, 1996; upraveno
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2.2.4.3 Améboidni forma

Améboidni forma (obr. 4) se vyskytuje vz8ckxistujetada proticidnych zprav o
jeji morfologii. Dunn et al. (1989) popsali tutorfiou jako nepravidelnou, latoatou s
pseudopodii §nivajici z buiky, s jednim nebo d¥na jadry. Velikost biikky améboidni
formy je 3-8 um. Golgiho komplex, povrchova vrstaatochondrie ani velka centralni
vakuola nebyla zaznamenana. Naproti tomu Tan ef2802) ve své studii uvedli
piitomnost centralni vakuoly, Golgiho komplexu, endsmatického retikula a
mitochondrie.

Tan a Zierdt (1973) popsali odliSnou morfologii. Abvidni forma byla podle jejich
pozorovani ovalného tvaru, s jednou nebénaa velkymi pseudopodiemi (Singh et al.,
1996; Tan et al., 2002) a velkou centralni vakuolelikost buiky se pohybovala v
praméru od 10-15 pm. Golgiho komplex a mitochondrie byhaznamenany.
Mitochondrie byly charakteristicky velké (1 um). Igibho komplex se nachazel vedle
jadra a skladal se z mnoha kratkych tubularnichmsedi. Povrch biiky je pokryt
jemre vlaknitou vrstvou (Tan, Zierdt, 1973).

Obr. 4: Améboidni forma

Popis obrazku:

améboidni forma, b:bakterie Nu: jadro,Ly: lysozomy

Zdroj: Stenzel, Boreham, 1996; upraveno
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Suresh et al. (1994) a Singh et al. (1995) se demiinize améboidni forma je
prechodnd mezi formou vakuolarni a cystou, coz v&lkenpovazovat za prokazané
(Stenzel, Boreham, 1996).

2.2.4.4 Cysty

Cysta je nejnogji popsana forma parazita (Tan, 2008). Je mnohensimeez ostatni
formy (Tan, 2004). Tan (2004) uvadi velikost 2-5,matimco Stenzel, Boreham (1996)
3-10 um a Sohail, Fischer (2005) 5 um. Cysty jsatabilni ve tvaru, jsou &Sinou
vej¢ité nebo kulovité. Jsou obklopeny silnodrstu sloZzenou zdkolika vrstev. Nemaiji
centralni vakuolu (Tan, 2004), obsahuji jednoty#i jadra (Stenzel, Boreham, 1996;
Tan et al., 2002; Tan, 2004), mitochondrii, malkuay (Tan, 2008), glykogen a tukoveé
kapénky (Tan, 2004; Tan et al., 2002).

RozliSujeme dva typy cyst: s &8im fibrialnim pla&m a bez v§jSiho fibridlniho
plase (obr. 5). Cysty s wWjSim fibrialnim pla&m jsou gitomny v travicim traktu a
cysty bez vijSiho fibrialniho plast jsou vylwovany ve vykalech do ¥siho prostedi
(Zaman et al., 1997).

Studie odhalily, Ze cysty jsou rezistentnivlidnimu progtedi, kde jsou schopny
piezit @i pokojové teplat po dobu az 19 dn(Tan et al., 2002; Tan, 2004; Sohall,
Fischer, 2005). Jsou vSak citlivé na extremni tepldad a na &né dezinfe&ni
prostedky (Tan et al., 2002; Tan, 2004) haghlor (Erogles, Koltas, 2010). Také dokazi
piezit v destilované vadaz 1 ngsic g teplo& 25 °C a 2 misice pi teplog 4 °C
(Tanizaki et al., 2005; Tan, 2008).

Stenzel, Lee, Boreham (1997) nalezli cysty u makakcuat. LiSily se ve tvaru,
poctu jader a velikosti. U opic byly cystytginou kulaté, gkteré nély prodlouzenyti
nepravidelny tvar. ¥tSi cysty obsahovaly 4 a vice jader, mensi 1-2ajadelikost byla
12-15 pm. U kiat byly cysty ovalné, jednojaderné, 3-4 um velkégkterych byla
velikost > 5 pum.
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Obr. 5: Cysta

jadra gly: velké mnozstvi glykogenu v cytoplagper: endoplasmatické retikulun;

bakterie; b) cysta s vicevrstevnou ¢stou bez fibrialni vrstvy,Nu: jadra, m:

viv s

Zdroj: Stenzel, Boreham, 1996; upraveno

2.2.4.5 Jiné formy

Zierdt (1991) zaznamenal v kulturadadu jinych bugcnych forem, ale jejich
existence nebyla @¢iena jinymi studiemi.

Dunn (1992), Stenzel (1995), Stenzel et al. (19l yabyvali tinky kultivacnich
podminek na morfologii, zejména vlivy osmolarityl,pteploty a chemického slozeni
kultivacniho média. Zda se, Ze vligchto paramefr na kultivované kmeny neni vzdy
zcela jasny. Zierdt (1993) navrhl, Ze metabolictayuiky také ovliviiuje morfologii.

Proto, nez popisovat nové formy, je nezbytné vziivahu morfologické rozdily
vyvolané prosedim, fyziologii busk a odliSit izné faze zZivotniho cyklu (Stenzel,
Boreham, 1996).
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2.2.5 Druhy

U ptaki byly popséany tyto druhyBlastocystis gallu kutat a kit (Belova, Kostenko,
1990; podle Tanizaki et al., 200Blastocystis anatisi kachen d@lastocystis anset
hus (Belova, 1991 a 1992; podle Lee, Stenzel, 1988izaki et al., 2005), na zakkad
omezenych morfologickych kritérii (Lee, Stenzel92p

Dale byly popsany druhy z rfekého had&apemis hardwicki{Blastocystis lapeni
Zelvy uhliiské Blastocystis geochelonileguana nosorohéhdl@stocystis cycluji
krajty miizkované Blastocystis pythohi(Singh et al., 1996) a kry8kastocystis rat)i
(Chen et al., 1997).

Urceni tchto i dalSich druln je spojeno s problémy, nebdlastocystisjsou
polymorfni v morfologii (Tanizaki et al., 2005; Yoikawa et al., 2007) a nejsou dosud
znamé vSechny morfologické charakteristiky, kteyeumoznily rozlisit dalSi druhy
(Tanizaki et al., 2005).

2.2.5.1 Podtypy

V souwasné dob autdi spiSe rezignuji na tazovani izolat Blastocystisdo druhi a
vyuzivaji variabilitu genu SSU rDNA (coZz je gen pr&NA malé ribozomalni
podjednotky) k definovani &kolika dolie vymezenych skupin ozéavanych jako
podtypy. Na zaklagimolekularni analyzy genu pro SSU rRNA rozliSileSsvold et al.
(2009) a Perkins (2010) deset podtyl dnesni dob je jiz popsanoitnact podtyd
(Parkar et al., 2010). Tyto podtypy jsou uvederkapitole 2.2.5.1.2.

2.2.5.1.1 Sjednoceni terminologie podtwp
Rozdleni do podtyp je neucelené a jednotlivi aditse liSi. Nektefi nepouzivaji

podtypy, ale nap tfidy, skupiny, podskupiny aj. O sjednocefimych klasifikaci se
pokusil Stensvold et al. (2007) viz tab. 2.
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Tab. 2: Rizné oznédeni podtyg Blastocystisa navrh na sjednoceni terminologie

Skupiny Blasto-
Clade® | Podtypy” a |Podtypy’| Ribodemy*'| Podskupiny? | Klastry" | Podtypy | cystis
podtypy*© sp.

| | 111 1 1,8 1l E 1 podtyp 1
| I s 5 6 Y% C,D - podtyp 2
Il 1 /3 3 2,7,4,5 Il A 3 podtyp 3
\Y \Y IV/7 7 3 \Y B - podtyp 4
- IVa IvI7 - - - - - podtyp 8
\% \% V/6 6 - - - - podtyp 5
Vi Vi Vi/4 4 9 - - 4 podtyp 6
- Via Vi/4 - - - - - podtyp 9
vii VI VIIi2 2 10 VI - 2 podtyp 7
- Vil VII/2 - - - - - podtyp 7

Popis obrazku:
2 Clade* popsali Arisue et al. (2003) a Yoshikawakt(2004) "Podtypy Scicluna et al.
(2006),°Skupiny a podtypy Noél et al. (2008Podtypy Yoshikawa et al. (1998, 2000),
®*Ribodemy Clark (1997) a Yoshikawa et al. (200(jbodemy Clark (2004),
9podskupiny Bohm-Gloning et al. (1997Klastry Stensvold et al. (2006)Podtypy
Yoshikawa et al. (1998).

Zdroj: Stensvold et al., 2007; upraveno

2.2.5.1.2 Rozeéni podtypi

Z lidi bylo izolovano gkolik podtypi Blastocystis Studie Yoshikawa et al. (2004,
podle Tan, 2008), kter4 se z&ita na oblast BangladéSe,éiecka, Japonska,
Pakistdnu a Thajska uvadi, Ze nejdomingatrpodtyp mezidmito populacemi krom
Thajska byl podtyp 3 (41,7-92,3 %), nasledovany podtypem 1 (7,7 az 25 %) nebo
podtypem 6 (10 na 22,9 %). Podobné je i@x8igenotyf v Singapuru (78 % podtyp 3
a 22 % podtypu 1) iné (60,4 % podtyp 3 a 24,5 % podtypu Recku (60 % podtyp 3
a 20 % podtypu 1), &imecku (54 % podtyp 3 a 21 % podtypu 1) a TureckyA(Po
podtyp 3).

Souppart et al. (2009) ze symptomatickych padiemlovali podtypy 1-4. Bohm-
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Gloning et al. (1997) zaznamenali u symptomatickpeltientt podtypy I-1V, které
podle Stensvold et al. (200@dpovidaji podtyppm 1-4. Také byly nalezeny u paciérst
rakovinou a HIV/AIDS (Tan et al., 2009). Yiming at. (2006) u symptomatickych
pacienti stanovili podtyp I. Podle Stensvold et al. (208@) tento podtyp shoduje s
podtypem 1. Ale Katsarou-Katsari et al. (2008, podibnes et al., 2009) izolovali od
symptomatickych paciefitv Recku podtyp Ill, ktery podle Stensvold et al. (207
odpovida podtypu 3. U asymptomatickych &édoyly stanoveny podtypy 1, 3, 4, a 7
(Souppart et al., 2009). Yiming et al. (2006) uragtomatickych paciefit stanovili
podtyp Ill, coz opt podle Stensvold et al. (2009) se shoduje s pediyB. Naproti
tomu Bohm-Gloning et al. (1997) u asymptomatickyetili podtypy |-V, které podle
Stensvold et al. (2007) odpovidaji podigp1-5.

Déle byly uclovéka sporadicky nalezeny podtypy 7 (Tan, 2008; Steldset al.,
2009), 8 a 9. Podtyp 9 byl izolovany pouze z IMbél et al., 2005, Stensvold et al.,
2009) v ojediglych péipadech (Noél et al., 2005).

Jako zoonotické Arisue et al. (2003, podle Abe, 0l skupiny I, II, 1V, VI a
VII. Skupiny 1, 1l, IV a VII podle Stensvolda et.g2007) odpovidaji podtypn 1, 2, 4 a
7, ale skupina VI odpovida jak podtypu 6 takibpznému podtypu 9.

DalSimi hostiteli podtypu 1 jsou niapsi (Eroglu, Koltas, 2010), ptaci (bazanti&u
(Yoshikawa et al., 2004), hospddika zviata (Kin, prase, skot) (Thathaisong et al.,
2003, Abe et al., 2003) a také primati (Abe et2003, 2004; Parkar et al., 2007).

U prasat byl nalezen i podtyp 2 (Navarro et alQ&03 (Stensvold et al., 2009) a 5
(Stensvold et al., 2009). Podtyp 2 také nalezpgiwa primat (Parkar et al., 2007).

Ze skotu, primdi (Abe et al., 2003), kek, ptaki a psi (Eroglu, Koltas, 2010) byl
izolovan podtyp 3. Podtyp 4 je podtypem izolovanymhlodavé (krysy, mote),
vaénatdi (vacice) a primai. Podtyp 5 byl izolovan u skotu a primigStensvold et al.,
2009).

Podtypy 6 a 7 byly izolovany hlagre ptaki. Podtyp 6 se napvyskytuje u kit
(Noél et al., 2003; Yoshikawa et al., 2004), geHi, bazant (Abe et al., 2003) a podtyp
7 naff. u kachen (Noél et al., 2003), hus (Abe, 2004)ypjtvi, tetevii (Abe et al.,
2004).

Podtyp 10 byl nalezen u hospasi&ych zvifat (skot, ovce), priméata volrg Zijicich
zvirat (jelen) (Stensvold et al., 2009). Parkas e{2010) ve své studii popsali novée
podtypy 11, 12 a 13. Podtyp 11 byl izolovan ze &|gmodtyp 12 z Ziraf, klokana
podtyp 13 z klokain.
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2.2.6 Vyvojovy cyklus

Ohledrg vyvojového cyklu panuje titd nejistota. Byly navrzeny tyto #@poby
asexualniho rozmnoZzovani: binarrdehi, pweni (Singh et al., 1995; Suresh, 2002),
sporulace, schizogoniSuresh, 2002), endogyogonietverba zvlastnich wkua (Tan,
2008).

Puéeni bylo pozorovano ,in vitro“ po podani metronidazgburesh, Anuar, 2002),
kdy novy jedinec vznikl jako vyistek mateské buiky, tento vyiistek se oddlil a sdm
dorostl (Rebanova, 1998%porulace byla popsana u izol@tpochazejici z drogav
zavislych lidi s neusggnou I€bou. Schizogonie(mnohonasobnégteni) byla hlaSena v
cistych kulturach (Suresh, Anuar, 2002j, gchizogonii se jadro mnohonasehdeli a
mateéska buika se rozpadne n&tgi paet dcéinnych jediné (Rebanova, 1998).

Neni znamo, zda tyto procesy jsou vysledkem dloahébo pizpisobovani na
piislusného hostitele, kdy pomahgiastocystisprezit v fiznych hostitelich (Suresh,
Anuar, 2002).

Tan (2004) ve své studii uvadi, Ze jedinyénohodré doloZzenym zpgsobem dleni je
tzv. binarni déleni, pii némz se jedna maitgka buika rozdli na dw dceinné (RySavy
et al., 1989). Aby vznikly dvidentické dc&nné buiky, musi byt vSechny bgtné
organely zdvojeny (Hausmann, Hilsmann, 2003)bliZn¢ stejné mnozZstvi jader,
mitochondrie, Golgiho aparatu a endoplasmatickéttikula se dli mezi dcéinné
bunky (Tan, Zierdt, 1973).

Zvitata aclovék se nakazi po poziti fekalnich cyst (Tan, 2004)jsbu nejlzngjSi
ve starSich vykalech neZ¢erstvych, coz naziaje, Ze tato forma se vyviji v reakci na
opoustni z hostitele nebo na faktory Zivotniho ptedf. Po poziti cyst vhodnym
hostitelem dochazi k excystaci. K excystaci dochadisledku misobeni Zaludmi
kyseliny nebo Zalud@ich enzyn, jako to bylo popsano u rodGiardia (Stenzel,
Boreham, 1996).

Stenzel a Boreham (1996) ve své studii popgalngnu cyst na avakuolarni formy;,
které se poté mohou stat améboidnimi nebo multedknimi. O pemene
avakuolarnich forem na améboidni je velmi malo rimfaci, takova zfina geména je
vSak pravédpodobrg mozna. Multivakuolani formy jsou obklopeny silnpavrchovou
vrstvou a jsou vyltovany do vijSiho prostedi, kde sei@meni na cysty. Ty jsou pak
pozity hostitelem a cyklus se opakuje. Tato tedrjese shodovala s pozorovanim
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Vdovenka (2000), ktery uvedl, Ze v Zivotnim cykkehnaji roli vakuolarni a granularni
formy.

Naproti tomu Tan (2008) ve své studii uvedl, Zetgywe vyvinou do vakuolarnich
forem, které se nasleéimnozi binarnim &enim. Nekteré vakuolarni formy ser@meni
na cysty. Ty jsou pak vytovany ve vykalech do ¥siho prostedi. Po poziti&hto
cyst se cyklus opakuje. BlizSi popis je uvederu 6.

Zivotni cyklus a zpsoby reprodukce zatim nebyly dgrpavajicim zfisobem
prozkoumany, je zapimbi dalSich studii, které pomohou k jejich obgmsn(Stenzel,
Boreham, 1996).

Obr. 6: Vyvojovy cykluglastocystis
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Popis obr. 6 ze strany 28

Lidé a zviata se nakazi po poziti fekalni cysty, ktera sangyv tlustém sew do
vakuolarni formy. Tato forma se ragdbinarnim alenim a niize se vyvinout do
ameéboidni nebo granularni formy. V hostitelskéhestse z vakuolarni formy vytwd
cysta, kterd riize byt obklopena tlustou fibridlni vrstvou, ta &t kthem pfichodu do
vngjSiho prostedi. Informace o ifgchodu z améboidni na vakuolarni formu a z
vakuolarni formy na cystu chybi (na obrazku jsoazomeny preruSovanyméarami).

Cisla v obrazku ozraiji jednotlivé podtypyBlastocystiss naznéenou specifitou a
moznosti nakazylovéka. Podtyp 1 savci a ptaci, podtypy 2, 3, 4 a Bnpti/prasata,
¢lovek, skot/prasata a hlodavci, podtypy 6 a 7 ptaci.

Lidé jsou potenciaka infikovani sedmi nebo i vice podtyd§lastocystisa rektera
zvirata jsou rezervoarem infekce phi@pos na&loveka.

Zdroj: Tan, 2008; upraveno

2.2.7 Riznaky

Zatim neni jasné, zda jBlastocystispro organismus Skodliva, komenzalni nebo
patogenni (Tan, 2004). Patogenitéstava sporna a je v stasné dob predmetem
diskuze (Elvakil, Hewedi, 2010). ddteré studie nazraji, Ze patogenita fite byt
dusledkem vysokého gtu jedindi tohoto parazita v hostiteli (Suresh, Anuar, 2002).

Blastocystige schopna napadnout slizni a podsliznini vazivo a svalovou vrstvu
sliznice tlustého s¢va (obr. 7) (Elvakil, Hewedi, 2010).

Priznaky jsou nespecifické a zahrnujitj@m, bolesti Bicha (Stenzel, Boreham,
1996; Suresh, Anuar, 2002)ieke, nepijemné pocity, nevolnost (Stenzel, Boreham,
1996; Sukthana, 2001) a zvraceni (Elvakil, Hew@@il0). V zavazgSich gipadech
mohou nastat profuzni vodnatéipny a horeky (Tan, 2004), i kdyZ mohou byt m&n
vyrazné u chronickychifpadi. Také Unava, deprese, bolesti klbubacpa (Jones et al.,
2009), nechutenstvi, nadymani a dalSi nespecifielsérointestinalni dinky mohou byt
spojeny s infekci timto parazitem (Stenzel, Borehal®96). Mezi ne&jastji
zaznamenanéiznaky paiti bolesti lficha a péijem (Tan, 2008).

Nekteré studie uvagi vyskyt hor€ky pii akutnich stavech. K dalSindasto
vyskytujicim giznakim pati eozinofilie, hepatomegalie, splenomegalie, krmace

koneniku, gitomnost koZnich vyrazek a&iéni.
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Casto se vyskytuji betiznakové infekce. Je mozné, Ze szmaky projevuji jen v
ur¢ité fazi zivotniho cyklu (Stenzel, Boreham, 1996).

Obr. 7: Vakuolarni formy v tlustém/sw mysi

Popis obrazku:
a) infikované tlusté sevo s vakuolarnimi formami ve slizmim a podslizrinim
vazivu, ve svalové vrstvsliznice; b) zwtSena oblast z obr. a, vakuolarni forma se
¢tyimi jadry a centralni vakuolou

Zdroj: Elvakil, Hewedi, 2010

2.2.8 Diagnostika

Blastocystis hominisbyla nefasgji zjiStovana pomoci stelné mikroskopie
(Stenzel, Boreham, 1996). K diagnostice slouziinélptacné-centrifug&ni metoda
podle Sheathera. Nasledné barveni se provadi pdsiemsy, trichromem,
modifikovanou metodou Ziehl-Neelsena, safranin-nogtyu modi aj.

NejlepSich vysledk je dosahovano safranin-metylovou mioé modifikovanou
metodou dle Ziehl-Neelsena, tyto metody jsou rychlénadno proveditelné. Barveni
trichromem neni tak jednoztre a jecasow velmi nar@né. Metoda podle Giemsy také
neni moc efektivni (Khalifa, 1999).

Transmisni elektronova mikroskopie seize pouzivat p potvrzeni atypickych

forem, drobnych cyst s velkymi lipidickymi nebo gbgenovymi inkluzemi apod. Tato
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metoda se dopotuje provést ihned po odebrani fekalniho materidby se
minimalizovaly morfologické zrmy a bur¢na degradace. Fixace se provadi pomoci
glutaraldehydu (Stenzel, Boreham, 1996).

Nekteri autdi mikroskopické vyséeni nedoporéuji z divodu nizké zachytnosti
Blastocystisspp. (Windson et al., 2002). Z tohotévddu se doportuje molekularni
metoda PCR se specifickymi primery.

2.2.9 L&ba a prevence

Existuje jen velmi malo udap I&b¢. Volba a davkovani l&kzistava do jisté miry
empirickd. Léba se povaZuje za Ggmou, pokud doSlo k Uplnému vymizeni, nebo
shizeni poétu paraziti, a ke zmirtini nebo odstrami piiznaka (Stenzel, Boreham,
1996).

K lécb¢ se pouziva ndp metronidazol, iodoguinol, tetracyklin, furazolido
ornidazol, tinidazol, trimetroprim-sulfamethoxazoimnoho dalSich.

Metronidazol Ize podavat v davkach 750 mg 3x dgpmdobu 5 (Stejskal, 2005) az
10 dni (Stenzel, Borehem, 1996; Tan et al., 2010), 2004mdenr po dobu az 7 dn
nebo 2 g denhpo dobu 5 di. lodoquinol byl podavan v davkach 300 mg 3x depo
dobu 10 di, nebo 650 mg 3x dearpo dobu 20 dni. Vé&kterych gripadech byla kéba
metronidazolem a iodoquinolem ne&Spa (Stenzel, Boreham, 1996). Alternativou k
metronidazolu jsou co-trimoxazol a paromomycin.akkiixanid se podava v davce 500
mg 2x dend po dobu 3 din, trimetroprim-sulfamethoxazol v davce 320 mg
trimetroprimu a 1, 600 mg sulfamethoxazolu de(fan et al., 2010).

U jedinai s oslabenou imunitou byl¢inny metronidazol (v davce 1-2 g na den),
trimetroprimsulfamethoxazol a kombinace metronidiazoiodoquinolu.

Zierdt et al. (1983), Dunn a Boreham (1991) zkoum&hky |éki v podminkach ,in
vitro®. Zierdt et al. (1983) ozrdi jako inhibi¢ni emetin dihydrochlorid, metronidazol,
furazolidon, trimetroprimsulfamethoxazol aj., n&énmhibi¢ni iodoquinol a chlorochin,
a neinhibéni diloxanid fuorat a paromomycin sulfat.

Dunn a Boreham (1991) zjistili, Ze nejviceéinné byly emetin dihydrochlorid,
furazolidon, satranidazol. Také flunidazol, ronidlaz quinacrin dihydrochlorid,
niridazol a metronidazol bylydinné. Ornidazol, tinidazol, trimetroprim a secnidaz

byly G¢inné v mensi nté (Stenzel, Boreham, 1996).
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Jak uz bylo uvedeno wguchozich kapitolaciBlastocystisse genasi fekal&-oralni
cestou. Z hlediska prevence tohoto onemdntru zviat se doportuje dodrZovat
zoohygienické podminky, podavat kvalitni krmivobemit kontaminaci krmiva, vody a

udrZovat dobry zdravotni stav vSechiaviv chovu.
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3. MATERIAL A METODY

V roce 2010 jsme z jednoho anonymniho domaciho wlaebirali vzorky trusu od
kachen, hus, slepic a holubCelkem jsme odebrali 55 vzdrkZ toho po 10 vzorcich
trusu od slepic, kachen a hus a 25 od halibtéchto vzorcich jsme se pokouSeli
prokazat Blastocystiskultivaéné. Vzhledem k tomu, Ze tento postup vedl k nizké
z&chytnostBlastocystispp., rozhodli jsme se v tomto postupu déle nepéhvat.

Z Parazitologického Gstavu AZR jsme vyuZili nabidky Doc. Ing. Martina K,
Ph.D., ktery nam poskytl sbirku vzarkzolované DNA. Vzorky byly vybirany tak, aby
mezi nimi byly zastoupeny izolaty z SirSiho spektostiteti (kachen, slepic a holip
Tyto vzorky izolované DNA jsme pouzili jako templatPCR reakci Blastocystis
specifickymi primery. Zejména jsme pouzili nestedr, jiz jsme si cldi overit vysSi
citlivost zachytuBlastocystisspp. Celkem bylo pouzito 20 vzoik DNA izolované
z pta&iho trusu, vSechny byly analyzovany pomoci nest€&Pjen 11 z nich také
pomoci klasické PCR. Dale byla pro¥ad elektroforéza a sekvenovani.

Ziskané sekvence SSU rDNAlastocystis jsme analyzovali fylogenetickymi

metodami.
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3.1 Kultivace

Vzorky pro kultivaci jsme odebirali z podlah ddedem @islovanych kelimi
pomoci Spachtle. Nasledujici den byly vzorky zpvaoy v parazitologické laborato
Wsetteni byla zar‘ena na sledovanitsvnich prvok roduBlastocystisackoliv nami
pouzita kultiv&ni metoda zachytila i dalSitet/ni prvoky,nag. trichomonady.

Do predem pipravenych zkumavek s dvoufazovym médiem dle Dabledidlawa
(viz nize) jsme pomoci Spejlégnesli malé vzorky trusu @gmesli do zkumavek. Takto
pripravené zkumavky jsme umistili do termostatu nastého na teplot87 °C po dobu
3 dni. Po tech dnech byly vzorky fpatkovany sterilni Pasteruovou pipetou do
zkumavek s novym médiem a d@pvraceny do termostatiCtvrty den jsme vzorky

pozorovali pomoci sitelného mikroskopuip400nasobném 2tSeni.

3.1.1 Dobell-Leidlawovo médium

Dobell-Leidlawovo médium se sklada z tekuté a pestoZky. Ol slozky se
piipravuji oddlené a médium je zkompletovano bezpresirt pred pouzitim.

Pevnou slozku iedstavuje 1,5 ml koagulovaného nk&eho séra, které jsme
napipetovali do zkumavek. Zkumavky jsme se sérechalekoagulovat v Sikmé poloze
v horkovzdusném sterilizatoru jednu hodirtiteplot 80 °C. Tento postup jsme druhy
den opakovali, pro zéeni gipadnych kontaminujicich organiénklicicich ze spor
piezivsich prvni fazi sterilizace. Zkumavky s pevii@zi jsme skladovali v lednici.

Tekutd slozka média se sklada z 500 ml Ringerowdoka a 50 ml sterikn

odebraného vaj@ého bilku. SloZeni Ringerova roztoku je uvedemabv 3.

Tab. 3: SloZeni Ringerova roztoku

Roztok A Roztok B
NaCl 3,259 CaGl. 2 HO 0,08 g
NAHCO; 0,19 destilovana voda| do50m
KCI 0,07 g

NaH,PO, . H,O 0,01¢g
destilovana voda | do 450 m|

34



Oba roztoky jsou ffipraveny a autoklavovany od&ére, abychom pedesli vysrazeni
fosfath za gitomnosti vapenatych katiantPo zchladnuti jsme oba roztoky smichali a
pridali 50 ml sterilg odebraného vaj@ého bilku (piblizné¢ ze dvou vajec). Takto
piipravenou tekutou sloZzku jsme pak uchovavali v iatednici.

Pred pouzitim média jsmeaevrstvili pevnou slozku 3 ml tekuté slozky.

3.2 PCR metody

3.2.1 Klasicka PCR

Reakni smés byla gipravena pro amplifikaci SSU rDNA podle tab. 4. $ta

reakeni snesi byly pouzity tyto primery:

forward - Blasto98(5'- AAC TGC GAATGG CTC ATT AT -3)
- mami navrzeny primer @tastocystispp.
reverse - BhRDr(5'- GAG CTT TTT AAC TGC AAC AAC G -3))
- specificky primer pMlastocystispp.(Scicluna et al., 2006)

Tab. 4: SloZeni reakni snesi pro amplifikaci SSU rDNBlastocystis

Primarni
H0 | e 11,30
MgCl, (25 mM) 1,20
10Xbuffer | ------mmmmmeeeee 2,00
dNTP 10 mM 0,40
Forvard primer 10 uM 0,40
Reverse primer 10 uM 0,40
BSA (10 mg/ml) 0,80
Taq polymeraza (1U/1pl) 0,50
DNA | - 3,00
sum | -emmemmeemeeeee- 20,00

35



Tab. 5: Nastaveni teplotniho cyklu v termocykleru pro afikalci SSU rDNA

Teplota Patet opakovani Cas
94°C 1x 4 min
94°C 45 s
Annealingova teplota 35x 45 s
72°C 1 min
72°C 1x 10 min

PCR reakci jsme nechali préfimout v termocykleru, tato reakce byla dokema cca
za 2 hodiny. Nastaveni teplotniho cyklu (s pouziiyhiivaného vika) v termocykleru
je uveden v tab. 5. Annealingova teplota byla nasta na 59°C.

Pritomnost, poet a délka PCR fragmenbyla owiena elektroforézou po prétnuti

reakce.

3.2.2 Nested-PCR

Nested-PCR se sklada ze dvou reakci z primarnikandarni amplifikace SSU
rDNA. Reakni smés pro primarni amplifikaci je stejna jako u kla®dRCR v kapitole

3.2.1 a readni snes pro sekundarni amplifikaci byldipravena podle tab. 6.

Tab. 6: SloZeni reakni snesi pro sekundarni amplifikaci SSU rDNBAastocystis

Sekundarni
70 S e 12,10
MgCl, (25 mM) 1,20
10Xbuffer | ----------- 2,00
dNTP 10 mM 0,40
Forward primer, 10 uM 0,40
Reverse primer 10 uM 0,40
Taq polymeraza (1U/1ul) 0,50
] N7 N ——— 3,00
sum | - 20,00
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V realkeni snesi primarniamplifikace byly pouzity primery:

forward - RD5 (5'- ATC TGG TTG ATC CTG CCAGT -3
- specificky eukaryoticky primer (Elcina et al., 2006)
reverse - MedlinB(5'- CCT TCT GCAGGT TCACCTAC -3)
- specificky eukaryoticky primer (Méadkt al., 1988)

V realkéni snesi sekundarni amplifikace byly pouzity stejné pnigng@ko u klasické
PCR:Blasto98(forward) aBhRDr (reverse).

Nested-PCR byla také provadh v termocykleru. Nastaveni teplotniho cyklu bylo
stejné jako u PCR. LiSila se jen annealingova taplktera byla 60C. Reakce byla
také dokotiena cca za 2 hodiny.

Pritomnost, poet a délka nested-PCR fragmiebi/la ot ovéiena elektroforézou po

probéhnuti reakce.

3.3 Elektroforéza

Vysledky PCR i nested-PCR produktu jsmeiovali horizontalni elektroforézou.
Gel pro elektroforézu jsmeipravili podle tab. 7. Elektroforéza probihaka gradientu
napti cca 10 V.crita trvala cca 1 hodinu.

Poté jsme gel sledovali pod UV &lem. Nasleda byl vyfocen digitalnim

fotoaparatem.

3.3.1 Riprava gelu

Tab. 7: Chemikalie pro pipravu gelu

Chemikalie Mnozstvi
agaroza 0,59
TBE pufr 50 ml
ethidiumbromid 1l

Do Ehrlenovy baky jsme odvazili 0,5 g agar6zy a 50 ml TBE pufBngs jsme
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zahivali v mikrovinné troub za olasného promichavani az do bodu varu (cca 5
minut). Tuto smis jsme zchladili pod proudem tekouci vody. Po zzdid na zhruba 50-
60 °C jsme pipipetovali 1ul ethidiumbromidu a nasledpromichali. Takto fipraveny

gel jsme nalili do formy na gel a vlozilitdben danych rozéni. Gel jsme nechali

tuhnout cca 30 minut.

3.4 Sekvenovani

Sekvenace DNA byla provedena v laboratgenomiky na Ustavu molekularni
biologie rostlin (AV CR). Tato laboratbje vybavena fistrojem ABI PRISM 3130xI
firmy Applied Biosystems.

Tato laboratd pouziva k analyze klasickou metodu sekvenovami, $angerovu

metodu (Sanger et al., 1977).

3.5 Fylogenetické analyzy

3.5.1 Riprava alignmentu

Pouzité programy:
- BLAST
- ClustalX (Larkin et al., 2007)
- BioEdit (Hall, 1999)

Bezprostedre po ziskani sekvence byl jejiiypd nejprve ovien prostednictvim
algoritmu BLAST (Basic Local Alignment Search Tqgkz je k dispozici na serveru
NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Sekvence, kiéedle BLASTu zjeva nepatily
Blastocystigbyly z 99 — 100 % identické se sekvencemi SSUADINych organisnd),
byly z dalSich analyz \‘gzeny.

Z internetovych stranek NCBI jsme se zaioy#pojili k databazi GenBank, odkud
jsme stahli sekvence SSU rDNA reprezentgetnotlivych podtyf BlastocystisJejich
piistupové kody i hostitelské organismychto kmer jsou uvedeny na obr. 9. Tyto
sekvence jsme nasletifylogeneticky analyzovali spale¢ s naSimi sekvencemi.

Hed vlastnim analyzovanim jéeba pipravit tzv. alignment tak, aby odpovidajici
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baze uiiznych sekvenci byly ve stejné pozici. To &wé zejména v doplmi mezer na
vhodna mista za pouziti programu CLUSTALx. Vysledafignment byl dale
zkontrolovan a upraven v programu BioEdit, Slo zZspa o odstrami prilis
variabilnich pozic, kde jsme nein jistotu, Ze si baze véthto pozicich skutae¢
odpovidaji, pipadré o poopraveni fipadi, které algoritmus programu CLUSTALX
vyhodnotil zjevig nesprava.

Timto zmsobem je alignment hotov. Postup tvorby dendrogrggmuveden nize v

kapitole 3.5.2.

3.5.2 Tvorba dendrogramu

Pouzité programy:
- PAUP (Swofford, 2003)
- RAXML (Stamatakis, 2006)
- TreeView (Page, 1996)

KdyZ je alignment hotov, @ita se dendrogram za pouZiti programu PAUP. V tomto
programu byly hledany topologie dendrogramu ponmeefody maximalni parsimonie
(MP - maximum parsimony) a Fitch-Margoliashovy nutonejmensich¢tverai s
LogDet vzdalenostmi.

Dale jsme pouzili program RAXML, ktery slouzi proletani vysledného
dendrogramu pomoci metody maximaldfohodnosti (ML - maximum likelihood).

Vysledné dendrogramy jsme prohlizeli v programeeMiew.
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4. VYSLEDKY

4.1 Kultivace

Z 55 vzorki byly dle vysledk kultivaénich experimerit na Blastocystispozitivni
pouze dva vzorky, od slepice a holuba. | tak byldtuka Blastocystisvelmi méalo
pocetnd a po dalSi kultivaci jiz v rBlastocystisnebyly nalezeny dbec. V kulturach
jsme také zaznamenali trichomonady &navky (patrg rodu Entamoeba u hus, a
oocysty kokcidii roduEimeria a vajtka helminfi rodu Capillaria u holuhi - v tomto
piipadt Slo samoejmé o pozorovani pawstatku jejich mnozstvi ze vzorku trusu, nikoli

o kulturu.

4.2 Klasickd PCR

Celkem bylo klasickou PCR analyzovano 11 viork toho 3 slegii a 8 kachnich.
Vysledky této PCR vizualizované na elektroforetivkégelu naznéovaly 100%
prevalenciBlastocyss u kachen arétinovou prevalenci u slepic. Sekvenovéhji
ziskanych fragmeit vSak poskytlo doklady o tom, Zeskteré amplikony nebyly
pavodem zBlastocystis Sekvence SSU rDNA péti Blastocystishyla ziskdna pouze z
jednoho vzorku, a to od kachny. Zaravieyly naamplifikovany SSU rDNA kokcidii
roduEimeria(vzorek z kachny) a pra¥dodobrg i hlista (Nematoda), jedna ze sekvenci

nebyla dostatan¢ kvalitni k prokézani jejihotvodu (oba vzorky ze slepic).

4.3 Nested-PCR

Celkem bylo metodou nested-PCR analyzovan@z20ki, z toho 6 slegiich, 11
kachnich a 3 holubi. Tato metoda naznvala 100% vyskytBlastocystisspp. u
vySetovanych ptak (vzhledem k @tomnosti prouzk ocekavané deélky na
elektroforetickych gelech) viz obr. 8a¥d sedmi amplikoi byl owiten sekvenaci - ve
¢tyfech gipadech (1x vzorek z holuba, 3x z kachny) byl peéka jejich fivod z
prvoki roduBlastocystisve dvou pipadech (1 x vzorek ze slepice, 1 x z kachny) byla
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sekvence nekvalitni a jejiipod nebylo mozné dit, v jednom pipact vSak sekvence
pochézela z kokcidii rodgimeria (jde o tentyZ kachni vzorek, ze kterého byla ziska
sekvence kokcidii i vifipact ,klasické” PCR).

Obr. 8: Vysledek elektroforézy pro nested-PCRazka vysledkjednoho z nested-PCR
experiment, jejichZz cilem bylo diagnostikov8astocystisu ptaki. Ve vSech vzorcich
DNA izolované z ptaho trusu prolhla amplifikace produktudekavané délkyPivod

vzork: viz nize uvedena ta8.

Tab. 8: Hostitelé acisla vzork: pouzitych v nested-PCRjiz vysledky ukazuje al8

Vzorek €. Hostitel
1 4289 pozitivni vzorek
2 1099 slepice
3 1098 slepice
4 1202 slepice
5 1209 kachna
6 1210 kachna
7 1211 kachna
8 1213 kachna
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4.4 Fylogenetické analyzy

Vysledky fylogenetickych analyz jsou znazémg v obr. 9. Z #ho je Zejmé, Ze
vSechny kmenyBlastocystis z nichZ byly v ramci této prace ziskany sekveS&tJ
rDNA, pati do podtypu 7. Ten je déb statisticky podp@n vysokymi hodnotami
bootstrapu pro vSechny pouzité metody rekonstrifdogenezeBlastocystis

Obr. 9: Vysledny dendrogram fylogenetickych analyz

o1 Blastocystis sp. (kotkodan zeleny) (AB107968)
—‘ - B, hominis (kufe) (AB091241)
| Blastocystis sp. (prase) (AB107961) el
‘ B. hominis (Slovek) (U51151)

10000100 gyactoeystis sp. (makak Gervenolici) (ABO70997) Poclyp 2

B. hominis (Elovék) (AB070987)
100/100/100 [~ Blastocystis sp. (prase) (AB070998)
—{ Podtyp 5
Blastocystis sp. (prase) (AB091250)

100/97/99 B, hominis (chépan vinaty) (DQ232783)
B. hominis (chapan vinaty) (DQ232796) Podtyp 8

Blastocystis sp. (skof) (FM164413) | Podtyp 10

100/93/87 © Blastocystis sp. (potkan obecny) (AB071000)
' B. hominis (Elovik) (AY244620) ’ Podtyp 4

B. hominis (¢lovék) (AB070992)

100/95/94
— Blastocystis sp. (prase) (AB107961) Podtyp 3
- B. hominis (chapan vinaty) (DQ232785)
100/95/* — B. hominis (Elovék) (AB070990)
) , Podtyp 6
- Blastocystis sp. (kur bambusovy) (AB107972)

100/99/100 | B. hominis (ElovéK) (AF408425)

Podtyp 9
B. hominis (Sovik) (AF408426) ‘ olp

B. hominis (€lovek) (AF408427)
- Blastocystis sp. (holub domaci) (165)

100/100/99
lastocystis sp. (kachna domaci) (1210F) Podtyp 7

T Blastocystis sp. (husa labuti) (AB107973)
L B

Blastocystis sp. (kachna domaci) (1215)
Blastocystis sp. (kufe) (AY135409)
Blastocystis sp. (kachna domaci) (1209F)
Blastocystis sp. (Svab americky) (DQ186644)

— Blastocystis sp. (ropucha japonskd) (AY266470)
| B. geocheloni (Zelva uhlifska) (AY266473)

0.1
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Popis obr. 9 ze strany 42

Dendrogram konstruovany metodou LogDet (FMdrgoliashova metoda
nejmensichétveral s Log-Det vzdalenostmi) na zaktadekvenci SSU rDNA. K
zakaereni stromu byly pouzity sekvencei tkmeni Blastocystisizolovanych ze
studenokrevnych a bezobratlych hostitéivaba amerického, ropuchy japonské a Zelvy
uhlitské. V obrazku jsou uvedeny hodnoty bootstrapygmnotlivé podtypy. Jedna se o
hodnoty pro metody nejmensSi¢tveral s LogDet vzdalenostmi, maximalni parsimonie
a maximalni ¥rohodnosti.
* ozn&uje bootstrapové hodnoty nizSi nez 50; nami zislsk&ence jsou v obrazku

vyzna&eny twene
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5. DISKUZE

NaSe prace byla z&hena na sevni prvoky roduBlastocystisNejprve jsme vzorky,
které byly odebirany z jednoho anonymniho doméaaiaovu, kultivovali v Dobell-
Leidlawovu médiu a po kultivaci byly vzorky pozodw ve swételném mikroskopu.
Pozitivni vzorky naBlastocystispp. byly pouze dva, jeden od husy a jeden od holub

Nizka zachytnost mohla byt tgwbena nizkou prevalencBlastocystis ve
molekularni diagnostiky jevi nevhodnost pouzitéhédia pro citlivou diagnézu pomoci
kultivace. WsSi zachytnost PCR metodikyci kultivaci naznauji i neékteré studie
porovnavajicitizné diagnostické metody (Stensvold et al., 2006720

BohuZzel, naSe experimenty poukazaly na to,pd@azité primery nejsou zcela
specifické, nebd byly schopny amplifikovat tast&énou sekvenci SSU rDNA jinych
organisnii. Z toho vyplyva, Ze nelze s jistotou rozhodnodia xzorky, jez bylo mozno
pouze na zakladPCR a nasledné elektroforézy prohlasitBtastocyss - pozitivni,
tohoto parazita skute¢ obsahovaly. Teprve ziskani sekvenceiglpsneého amplikonu
umoznilo rozhodnout, zda se jednd8lastocystis Pro budouci studie jéetba se timto
problémem dale zabyvat a patrje tteba vyzkouSet i alternativni PCR diagnostické
metody zaloZené na odliSnych primerech {n&pshikawa et al., 2009).

Na zaklad sekvenci SSU rDNA byl zkonstruovan dendrogram oh@mioLogDet
(Fitch-Margoliashova metoda nejmenSiciiverai s Log-Det vzdalenostmi). K
zakdereni stromu jsme pouzili sekvencéi tkmeni Blastocystisizolovanych ze
studenokrevnych a bezobratlych hostitéivaba amerického, ropuchy japonské a Zelvy
uhlitské.

VSechny naSe ptasekvence (1 od holuba doméaciho a 3 od kachny digmderée
jsme analyzovali fylogenetickymi metodami, bylyfazeny do podtypu 7, coz se
shoduje s vysledky jinych autorU kachen byl nalezen podtyp 7 nakolektivem Noél
et al., 2003. | u dalSich ptéakbyl tento podtyp opakovamalezen (Abe et al., 2003;
Arisue et al., 2003; Yoshikawa et al., 2004; Hesale 2006; podle Stensvold et al.,
2009), avSak v literate se nam nepo#lbb nalézt zminku o vyskytu tohoto podtypu u
holubi - jsme tedy prawbodobré prvni, komu se tuto skuteost podélo prokazat.
Holubi piitom mohou pdit mezi vyznamné vektory tohoto parazita vzhledenmskému

hojnému vyskytu ve &stech. Nktefi autdi také uvadji, Zze pt&im podtypem je i
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podtyp 6. Ten se nam nepdidav nami zkoumanych vzorcich zachytit.
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6. SOUHRN

V roce 2010 jsme z jednoho anonymniho domaciho claebirali vzorky trusu od
slepic, kachen, hus a holulCelkem jsme vys#ti 55 vzorki. VWSeteni byla zarfena
na @itomnost sevnich prvok rodu Blastocystis Vzorky jsme nejprve kultivovali
v médiu dle Dobell-Leidlaw a poté pozorovalifi p400ndsobném zSeni ve
swtelném mikroskopu.

Z vysetenych vzork byly pouze dva vzorky pozitivni naippmnostBlastocystisa
to vzorky od slepice a holuba. Po dalSich kultigadéchto pozitivnich vzori jiz v ni
Blastocystimebyly nalezenydbec. V kulturdch jsme také zaznamenali trichomoregdy
ménavky u hus, prawpodobré rodu Entamoeba,oocysty kokcidii roduEimeria a
vajicka helminti rodu Capillaria u holubi - v tomto gipact Slo samoejmé o
pozorovani poistatku jejich mnoZstvi ze vzorku trusu, nikoli dtkeu. Protoze zachyt
Blastocystisspp. timto postupem byl velice nizky, dosahovalze03,6 %, rozhodli
jsme se od tohoto postupu upustit a dalém nepokrgovat.

Proto jsme pouzili PCR a nested-PCR. Vzorky pro tglakce jsme jiz neodebirali z
vyse zmigného chovu. Wuzili jsme vzorky z Parazitologickéhstavu AV CR, kde
byla jiz DNA ze vzork slepic, kachen a holdbvyizolovana. Tuto izolovanou DNA
jsme pouZzili jako templéat pro vySe zniimé reakce.

Celkem jsme pouzili 20 vzoitkDNA izolované z pt&ho trusu. VSechny vzorky (6
sleptich, 11 kachnich a 3 holubi) jsme analyzovali pomuested-PCR, jen 11 (3
slepki a 8 kachnich) z nich také pomoci klasické PCR.

Vysledky PCR i nested-PCR byly zobrazeny na elétetickém gelu a nésledn
byly vybrané amplikony sekvenovany. Vysledky PCRiené sekvenaci naziwvaly
100% prevalencBlastocystisu kachen aiétinovou prevalenci u slepic. Sekvenovani
¢tyit ziskanych fragmentvSak poskytlo doklady o tom, ze&které amplikony nebyly
pavodem zBlastocystis Sekvence SSU rDNA péti Blastocystishyla ziskdna pouze z
jednoho vzorku, a to od kachny. Jedna ze sekveebyla dostatné kvalitni
k prokazani jejiho fovodu (vzorek ze slepice). Nested-PCRetojako klasicka PCR
nazngovala 100% vyskyBlastocystisspp.Ze sedmi amplikoi, které jsme ostovali
sekvenaci, jsme potvrdili jejichipod z Blastocystisve ¢étyrech gipadech (1x vzorek z
holuba, 3x z kachny).Ve dvouripadech (1x vzorek ze slepice, 1x z kachny) byla

sekvence nekvalitni a jejiapod nebylo mozné dit. Jak u PCR, tak nested-PCR se
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poddilo naamplifikovat SSU rDNA kokcidii rod&imeria (Slo o stejny kachni vzorek).
Pomoci PCR byl také naamplifikovan prapddobré hlist (Nematoda) ze slgjino
vzorku.

Klasicka PCR ma pattrmensi citlivost oproti nested-PCR. Metoda nestE®RRe
tudiz oproti klasické PCR vhodsi. Ale jak klasicka PCR, tak nested-PCR nejsauina
pouzitymi primery 100% specifické, dltyto metody zachytily DNA jinych organisin

Ziskané sekvence SSU rDNBlastocystis byly analyzovany fylogenetickymi

metodami a bylo potvrzenoizaeni ptéich sekvenci do podtypu 7.
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7. SUMMARY

During 2010, we collected faeces samples finems, ducks, geese and pigeons from
an anonymous farm. A total of 55 samples were emathiThe samples were cultured
in Dobell-Leidlaw medium and then checked by lighitroscopy at magnification of
400x for the presence of intestinal protozoanfiefgenuslastocystis

Only two of the examined samples wBtastocystigpositive: one originating from a
hen and another originating from a pigeon. Aftesl@nged cultivation, the cultures of
Blastocystiswere lost. Other protists such as trichomonadsamoebas (in geese
samples), probably of the gen&stamoeba were also found in cultures, as were
Eimeria oocysts anapillaria eggs from pigeons (in these cases were of cootself
just remnants of the original numbers of theseestag faeces samples, these were not
cultures). Because the number of successfully disgghBlastocystisinfections using
culturing was very low. It reached only 3,6 %. Wexided to use other methods in our
future studies.

For these reasons PCR and nested-PCR were Sagtples examined with these
methods were of different origin: we used samplepared in Parasitology institute of
AS CR from a collection of isolated DNA containirdso samples from various
domestic birds. These DNA samples served as teewplah PCR.

Of the aforementioned samples, 20 (6 from h&hdrom ducks and 3 from pigeons)
were analysed by nested PCR, 11 (3 from hens anoin® ducks) of them also with
classical PCR.

The results of PCR were checked by electragtitogel and chosen amplicons were
sequenced. All reactions based on duck samplesltedsin positive band on
electrophoretic gels, as well as one third of thbased on hen samples. However,
sequencing of four PCR products has shown that only sequence belonged to
Blastocystis the other three were either from different orgers Eimeria and a
Nematode) or their quality was too low to decidetlosir origin. The results of nested-
PCR were quite similar (100% of ,positive bandsiply 4 of 7 sequenced products
were shown to originate frorBlastocystis(one sample from pigeon and three duck
samples), one sequence originated fiBimeria two sequences were not readable in a
sufficien quality.

Nested-PCR is probably more sensitive tharssatal PCR. Sadly, both PCR
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methods were not 100% specific with the primersuaed. Both amplified also DNA of
other organisms.
The obtained SSU rDNA sequences of Blastocystisstrains were phylogenetica-

lly analysed and were assigned to the subtype 7.
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