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Abstrakt

Blastocystige jednobuscny anaerobni prvok, ktery seZme vyskytuje ve
strevnim traktu zvfat i lidi. Jedna se o geneticky velmi variabilngamismus.
Blastocystis Ize nalézt jak u zdravych jedinc tak u pacierit
s gastrointestinalnimi poruchami.

V roce 2011/2012 jsem vV laborétaparazitologického UGstavu AWCR
provadla vySetovani jiz vyizolovanych vzortk DNA od prasat domécich
a divokych molekularnimi metodami. Celkem bylo wWw8&eo 110 vzork.
U domacich prasat byl pozitivni vysledek v 91 %/%6) a u divokych prasat
v 67 % (36/54). Celkova prevalence byla u domépresat vy3SSi 0 24 %.dKolik
ziskanych sekvenci genu pro SSU rRNA n&mjg Ze u prasat se mohou
vyskytovat i netypické podtypBlastocystis

Kli ¢ové slova:Blastocystisprasata, molekularni metody

Abstract

Blastocystidgs an anaerobic single-celled protozoan that comynaccurs
in the intestinal tract of animals and humans.sltai genetically very variable
organism.Blastocystiscan be found both in healthy specimens and ineptsi
with gastrointestinal disorders.

In 2011/2012, | examinated already isolated DNA glais from domestic
and wild pigs by molecular methods in the labonatafrthe ASCR Parasitology
Institute. In total, 110 samples were examined. dbmestic pigs were positive
in 91 % (51/56) and wild pigs in 67 % (36/54). Tlwerall prevalence
of domestic pigs was higher by 24 %. Several serpef SSU rRNA gene
obtained during the work suggest that pigs may eseas host for atypical
Blastocystisubtypes.

Keywords: Blastocystispigs, molecular methods
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1. UVOD

Blastocystisje paraziticky prvok, ktery seébné¢ vyskytuje ve sevnim

traktu Sirokého spektra hostilelcetns ¢loveka.

PrestoZe byl objeven jiz na g@tku 20. stoleti, pokrok ve vyzkumu byl
postupny a natmy vzhledem k malému ptu laboratéi pracujicich na vyzkumu

tohoto parazita.

Taxonomické z&zeni bylo kili polymorfni povazeBlastocystisdlouhou
dobu nejasné a az na zakldglogenetickych analyz byl prvok ¥@zen do velmi

riznorodé skupiny organisintzv. Stramenopila.

Blastocystige geneticky velmi variabilni organismus a jedivétlizolaty

ziskané od mnoha draifzvirat a lidi se di do rekolika podtypi.

Zvifata a lidé se nakazi po poziti cysty. Vzhledem nkup Ze se
Blastocystisbézné nachazi jak u zdravych tak i nemocnych jedjng jeho

patogenita sporna.

Biologie Blastocystidyla 1épe pochopena azZ v poslednich letech, éle st
se jedna o rozporuplny organismus, kteryigba prozkoumat a objasnit mnoho

aspeki jeho biologie.

Cilem mé diplomové prace je pomoci molekularnichoehestanovit ve
vybranych vzorcich jvodem z domécich a divokych prasBlastocystis

a odhadnout na zakladysledki jejich prevalenci.



2. LITERARNI P REHLED

2.1. Prase doméaci $us scrofa f. domestica)
Prasata zaujimaji vyznamné postaveni mezi hogpkylai zviaty, jejich
zdravotni stav je jednim z rozhodujicich fakta@isgSnosti produkce vépvého
masa (Svoboda, Drabek, 2005).

Zdravotni stav domacich prasat chovanych v uzitkbvighovech je

ovliviiovan stajovym progtdim ve dvou sirech:

1. Vytvaii podminky pro rozvoj zrimého mnoZstvi patogénkterym jsou
prasata vystavovana

2. Prostedi ovliviiuje obranyschopnost organismu

2.1.1.Mikroklima staji

V technologickych systémech chovu prasat v naSidimakickych
podminkach jsou ziata chovana trvale v uz@nych stdjovych objektech, které
jsou pro g celozivotnim prostorem. Z hlediska poZadavia mikroklima pat

prasata mezi nejnafoéjSi hospod#ska zviata (Pulkrabek et al., 2005).

PoZadavky na mikroklima jsou ztr& rozdilné podle jednotlivych

kategorii (nap: dochov selat, vykrm prasat, kojici prasnicep@ani kanci, atd.).

Teplota

Teplota je hlavni klimaticky faktor, néakzeny ostatnim faktom teplotré-
vlhkostniho komplexu (Pulkrabek et al., 2005). Btavydavaji minimum energie
na udrzeni konstantnélésné teploty, pokud teplota &j&iho prostedi odpovida
tzv. termoneutralni zén Obecr plati, Ze dosflym prasatm, vzhledem k typu
termoregulace a tukového kryti, které pini funkepdiného izolatoru, spise
vyhovuje nizsi teplota (12 — 20 °C). Fyzikalni temegulace (vyparem vody
z povrchu &la a sliznic) je relativé slak® vyvinuta. Prasdin vice vadi nhlé

zmeny, nez pozvolné vykyvy teplot, na které se mohdapaovat. Rychlé teplotni



zmény mohou vyvolat onemoéni zmenou mnoZstvi infeénich ciniteld nebo

oslabenim rezistence prasat (Svoboda, Drabek, 2005)

Relativni vihkost vzduchu

Posuzuje se vzdy ve vztahu Kk teplotVihkost vzduchu podstatn
ovliviiuje vydej tepla z organismu a jeho tepelnou bilafokud je relativni
vihkost mezi 50 — 80 %, je povaZzovana za optimalnéma vliv na zdravotni stav

prasat. Vy3Si nebo nizSi vihkost vzduchu ma zaedaégl vysSi zatizeni infeRkimi
¢initeli (Svoboda, Drabek, 2005).

Rychlost proudni vzduchu

Posuzuje se vzdy spdél® s teplotou a vlhkosti. tP nizkych teplotach
prouctni vzduchu urychluje vydej tepla z organismii. ¢ptimalnich teplotnich
podminkach se poZaduje rychlost prénid0,1 — 0,3 m/s,pnizSich teplotach by
se rychlost prouthi mela snizit a pi vySSich teplotach zvysit (Pulkrabek et al.,

2005).

2.1.2.Moznosti prenosu nakaz
NejvysSi riziko zavieeni ndkaz do chovu f@stavuji no¥ prichozi
infikovand prasata. @eZzitou Ulohu pi Siteni ndkaz také sehravaji drobni

hlodavci, mouchy a ptaci (Svoboda, Drabek, 2005).

2.1.3.Parazitarni nemoci

Parazité jsou jednoéi viceburg¢né organismy, které cizopasi na ukor
jinych, pevazrie vétSich Zivaicha. Déli se na ektoparazity, kiiecizopasi na
povrchu hostitelského organismu, a endoparazitgi kiarazituji ve vninich
dutinidchei orgadnech hostitele (Va@nsky et al., 2009).

Invazivni choroby prasattsinou nevyvolavaji fimé ztraty uhynutim, ale
snizuji odolnost proti infednim chorobam, vyvolavajiizné organové choroby

a podstaté sniZuji girastky, zvySuji spdebu krmiv a zhorSuji kvalitu masa.
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Parazitarni choroby jsou nebe#pé pro mlada zvata. StarSi prasata si jsou

schopna vytviit antiparazitni imunitu (Kursa et al., 1987).

Infekéni a parazitarni nemoci @gobuji asi 30% celkovych ztrat v chovu

a vykrmu prasat (Drabek, 2001).

Balantididéza

Pavodce:Balantidium coli(vakovka stevni)

Balantidium coli(¢i zcela no¢ Neobalantidiuncoli — viz Pomajblikova et
al., 2013) je komenzéal tlustého festa, ma vajity tvar a n&f
100 — 200 x 30 — 100m. Ve vrgjSim prostedi nebo za nevhodnych podminek
vytvéii odolné cysty o rozeitiech 60 x 6Qum. Nefastji se grenasi fekalé-oralni
cestou odolnymi cystami. Klinicky se balantidiézeojpvuje jako akutni nebo
chronicky pifijem (DraZzan et al., 1987). Nalevnici se normékivi stevnim
obsahem. V &kterych gipadech vSak pronikaji dofsvni sliznice (vylduji
hyaluronidazu) a gsobi zde hlubokéiedy, které mohou perforovat. Balantidioza

je zoonotické onemoeni. (Volf, 2007).

Ezofagostoméza

Piavodce:Oesophagostomum dentatnubovka prasd)

Dospli paraziti se lokalizuji vtlusttm a slepéntest. Onemocini
probiha za fiznalka chronické kolitidy. PenaSi se vyhradnoralre poZzitim
invazivni larvy. Po poZiti larvy pronikaji dofstni sliznice, kde pradévaji dalSi
VYVOj.

Stirevni forma se vyskytuje u prasat, ktera se dosud nesetkala
s invazi, nedochéazi kefetelné reakci ve #vni sliznici. Po 17 — 23 dnech

opous¥ji strevni sénu a dospivaji ve .

Uzlikova forma se vyskytuje u prasat, ktera se jiZz s invazi datkee
sttevni stén¢ dochazi k z&tlivé reakci s naslednym opouzhim parazita

a s tvorbou uzlik. Ty predstavuji obrannou reakci organismu proti inveaiyy
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vSak mohou v uzlicichipzivat 3 nisice i déle, a pokud neuhynou, vraceji se do

streva, kde dospivaji (Drazan et al., 1987).

Hyostrongil6za

Pavodce:Hyostrongilus rubidugvliasovka prasg)

Hyostrongil6za je onemo¢ni prevazi prasnic a selat. Paraziti se
lokalizuji v Zaludku. K infekci dochazi ora@npozitim invazivni larvy, které
zastavaji v zaludku, zavrtavaji se do Zlazek Zalndlesliznice, kde praflavaji
cely dalSi vyvoj a poté se vraci do Zaludku, kdepilmaji. Dospli paraziti se

zachycuji na sliznici Zaludku a saji krev (Drazaale 1987).

Strongyloiddza

Pavodce:Strongyloides ransonthad praséi)

Dosggli jednici jsou lokalizovani v tenkémist&. NegastjSim zpisobem
nakazeni je pronikani larev neporuSendiik Invaze pes Kizi mize byt tak
znana, ze dochazi kjejimu viditelnému poskozeni (déobkrvaceniny
a ekzémy). Invazivni larvy pronikaji do podkozi aalsviny, dale do
lymfatického a krevniho @bu, krvi jsou zaneseny do plic. Larvy poté proriikaj
do pradusnice a vykaSlavanim se dostavaji do hltanu &r&liciho Ustroji, kde
pohlavreé dospivaji. Onemoeni se projevuje @imem s obsahem odloupané
sliznice a krve, zvracenim (Drazan et al., 1987).

Skrkawitost (askarid6za)

Pavodce:Ascaris suungSkrkavka prass)

Skrkavka je velky oblygerv bilé, naZloutlé nebo nidgowlé barvy.
Dospily samec nifi 15 — 25 cm a samice 20 — 40 cneiSi se fekatn— oralni
cestou prosednictvim vajéek, z nichz se vtenkémiste uvolni larva, ktera
migruje v organismu a dostava se pakKtzgo traviciho astroji, kde dospiva.

Hostitele ochuzuje otudeZité Ziviny, narusuje jej svymi endotoxiny a vi&ea
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chronické onemocmi stev, jater a plic f migraci v pabéhu svého vyvoje.
Ptiznaky jsou rozdilné podle¢ku a odolnosti napadeného organismu a podle
nejprve kasel, nechutenstvifidéni piijmu se zacpou, zvySenou teplotézky
dech a celkové oslabeni organismti.diné invazi niize dojit k thynu (Kursa et
al., 1987).

U prasat se déle vyskytuji i dalSi parazitarni ooemni napg.:
cysticerkdéza, echoinokokéza, kokcididza, kryptogdaza, sarkocysh,

trichuréza a dalsi.

2.2. Prase divoké Busscrofa)

Maximalni wk: 10 — 12 (25) let

Hmotnost: 75 — 300 kg

Biotop: lesni a polni progdi, hlavi v nizinach a gednich polohach
Potrava: vSeZravec (rostlinna a ii&md)

Zpusob Zivota: aktivni po soumraku, tlupy 10 — 30tkbsichyni a ddistajicich

jedinai.

2.2.1.Potrava

Prase divoké pozira vSe, co zrovnattymtravni nabidku. V gbéhu roku
vSak vzdy pevlada rostlinna potrava, zatimco Aifmé potrava jeifjimana spise
sporadicky. Z ZivéiSné potravy poZziraji uhynuld nebaedéné zuiata (i vlastniho
druhu). Rostlinnou potravu prasata sbiraji na govrpidy nebo si ji vyryvaji.
Poziraji Ikni travu a jetel. Sbiraji lesni plody (rfaplub, buk, jedlé kaStany) a
ovoce z k& (nag. vinné hrozny). Na loukéch vyhledavagrvy a larvy hmyzu,
ale také keéeny pampeliSek, plané mrkve, cibulky ptarostoucich Safrédna
mnoho dalSiho. Ze zeftklsky obhospod@vanych kulturnich plodin se prasata
zajimaji o okopaniny (n&pbramboryiepa) a dale o kukici a pSenici (Hespeler,
2007). Prase divokéasto migruje daleko za potravou (Pikula, 2002).

13



2.2.2.Biologie

Prase divoké Zije po cely rok v tlupaddasto velmi poetnych. Nejast;ji
v tlupach 10 — 30 zvat, ale pokud jsouifznivé podminky pro obzivu mohou se
vyskytovat i stada s 80 — 100 kusy (MatouSek, Kexvée, 2011). Bachyha mladi
jedinci jsou zakladem tlupy.i6urci lortaci opousyji rodinnou tlupu ve &ku 15
az 18 ndsial, od té doby Ziji jako samaia Knouri pak vyhledavaji spotaost
bachyni pouze v débrozmnozovani (od listopadu do dubna). Baghge od

tlupy oddaluje pouze v obdobi porodu a zhruba Ii4dmem (Pikula, 2002).

Divoké& prasata jsou ®oi zvitata, spici ve dnech na ch&agich mistech,
v houstinach, rékosi. Za Sera se vydavaji hledabpo a i svém tahu postupuji

lesem a loukami zpravidla protétvu (MatouSek, Kernerova, 2011).

2.2.3.Parazitarni nemoci
Mezi nefastjSi parazity napadajici divoka prasatarphtavre plicnivky,
svalovci a sarkosporidie.

Plicni ¢ervivost

K pavodaim  plicni  cervivosti  pati  rody  Protostrongylus
a Metastrongylus Velké plicnivky mohou byt dlouhé 4 — 10 cm a wiski se
piedevSim v prdusnici a velkych grduskach. Malé plicnivky (1 — 3 cm)
parazituji gedevSim v jemnych pdusSinkach a v plicni tkani (Vaansky et al.,
2009). Mezihostiteli jsou Zizaly, které prasata ipgg ve velkém mnoZstvi.
Napadeni plicnivkami vSak jerridka kdy vede kigmému uhynuti. B silnych
invazich doch&zi k celkovému oslabeni jedince atsemohou zaostavat ve

vyvinu (Hespeler, 2007).

Trichineléza
Pavodci: Trichinella spiralis, T. britovi, T. pseudospiralis

Svalovci (trichiny) parazituji jako larvy Wigné pruhované svalovif

jako pohlave diferenciovani parazité pak vtenkéntest. Trichineldéza je
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zoonotické onemoemi. Clovék se infikuje larvami §i poziti syrovéhodi
nedostaténé tepeld opracovaného masa. Onemétin miZze mit smrtelny
prabéh. Mezi volre Zijici zwti predstavuje hlavni zdroj nakaZewloveka
trichinelami divoké prase. Dnes vSak, kdy je ced8pi zavedeno povinné
vySeteni kazdého kusu, bylo nebezpeinfekce trichinelami maximéatn
potlatieno. OvSem v rozvojovych zemichastdvd tato nemoc vyznamnym

problémem (Vodansky et al., 2009).

Sarkocystéza

Pavodci: Sarcocystis suicanis, S. suihominis

Sarkosporidie jsou celo&ove rozsfené kokcidie, tvidci cysty, a jsou
nejrozstergjSimi  svalovymi parazity. Cysty jsou raptji lokalizovany
v kosterni svalovi&, svaloviré brénice, jazyka, vjicnu a srié svalovirg.
Sporocysty jsou velké 12,6 x 9yBn, cysty uloZzené ve svalovjsou velké 1500
x 100 um. Sarkocysty produkuji sarkotoxin, ktery se skladadvou frakci, a to
aglutininu a vlastniho toxinu. Prasata se infikaj@lns poZitim sporocysty.
Prasata jsou mezihostiteli a definitivnim hostijsbu nap. psi, liSky a lidé. Po
preneseni do organismu prasete dochézi ke zvysdesné teploty, ztrét
hmotnosti a miZze se vyskytnout i celkova slabostizde. K p'enosu nalovéka

dochazi nedostate¢ tepelrg opracovanymi masem (Drazan et al., 1987).

2.3. Blastocystis

2.3.1.Z&kladni charakteristika

Blastocystige anaerobni paraziticky prvok, ktery se vyskytwgestevnim
traktu u mnoha druhzvifat wetrg ¢loveéka a je celosstové rozsfen (Tan, 2004;
Poirier et al., 2010). V dnesni dblle zndm jako &n¢ se vyskytujici sevni
parazit u lidi (Yoshikawa et al., 2007).
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Prvok roduBlastocystidyl objeven jiz ped 100 lety ve fek&lnim vzorku
ziskaném odtloveéka a byl givodre povaZzovan za neSkodnou kvasinku agjest

celé mil stoleti Zistal nedostata¢ prostudovan (Yoshikawa et al., 2000).

V podstat se jedna o beztikaté, gevazre sférické buiky, které obsahuji
jedno nebo vice jader. Maji hladké a drsné endapddizkée retikulum, Golgiho
komplex a mitochondrie (Stenzel, Boreham, 1996; @tal., 2002)Blastocystis
ma mitochondrie s kristami. Jsou to ale anaerobRfaorganismy a to izjme
vedlo k tomu, Ze tyto jejich mitochondrie vykazogkteré znaky hydrogenosa@m
(Tan et al., 2002, Stechmann et al., 2008).

Blastocystige paraziticky organismus, ktery osidluje zadast traviciho
traktu mnoha drulh zvitat, a to jak bezobratlych, nagvali (Suresh et al., 1997,
Yoshikawa et al., 2007), tak i obratldviako jsou plazi (Zelvy, krokodyli, je3i,
hadi, Suresh et al., 1997), ptaci (hapolubi, slepice, kachny, Abe et al., 2002;
Abe et al., 2003) i savci (hlodavci, Selmy, lichpktnici i sudokopytnici, priméati
véetre ¢loveka, Abe et al., 2003).

Jak vychazi v poslednich letech najevo, Bdastocystis z hlediska
morfologického i molekularnino zta& promenlivy organismus. Teprve
v poslednich dekaddach dochézelo k rozpoznavaniavanpélivé standardizace
v popisu jednotlivych podtylp a k jejich kategorizaci. Prévtato geneticka
variabilita je (pravépodobr) zodpowdna za wkteré rozporuplné vysledky
raznych studii tykajicich se patogenByastocystis n¢které podtypy jsouiejme

pro daného hostitele patogeji nez jiné (Menounos et al., 2008).

2.3.2.Historie
Blastocystisbyl poprvé popséan Zatkem roku 1900 Alexeieffem (Tan et

al., 2002), ktery navrhl jménBlastocystis enterocoldméndlastocystis hominis
pouZivané satasnou literaturou navrhl Brumpt v témZe obdobi @rganismus,

ktery vyizoloval z lidského fekélniho vzorku (StehzZBoreham, 1996).

DrivejSi studie ukazovaly na to, Ze se jedna o klidowadlia btikovci,
kvasinky, nebo Ze se jedna pouze o nestravenyimogtinaterialci pliser (Tan,
2008), ale az Zierdt v roce 1967 adil Blastocystiamezi prvoky (Sohail, Fischer,
2005).
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Na zaklad molekularni analyzy SSU rDNA bylo stanoveno, Ze
Blastocystispati mezi Stramenopila. Toto taxonomickérazeni bylo nasledn

potvrzeno dalSimi analyzami sekvenci @é8tensvold et al., 2007).

2.3.3. Taxonomické zaazeni roduBlastocystis

Blastocystisje stevni parazit, ktery byl Zazen do velmi tznorodé
skupiny organism, tzv. Stramenopila (obk. 1), a je jedinym znamyrslenem
této skupiny, ktery je spojen s patogenitou u(idin et al., 2010).

RiSe Stramenopila zahrnuje mnoti@nych skupin, zejména tzv. ,baé"
fasy (nap. rozsivky, chaluhy, zlativky a dalsi) a oomycémaf. Phytophthora
(Adl. et al. 2012).

ZastupcitiSe Stramenopila se vyzhgi tim, Ze jeden ze dvou jejichdika
je vybaven mastigonemy (vlakna, ktera lemu§ilji Je zajimavé, ZBlastocystis
nema biiky (v Zadném ze stadii Zivotniho cyklu), neni poiwa a jeji zéazeni
do skupiny Stramenopila tak neni potirmo morfologickymi znaky. Na zaklad
molekularnich studii je ¥azena do nayvytvorené tidy, tfida Blastocystea, jez
pati do podkmene Opalinata sp&h& s opalinkami a WBikovci rodi

Proteromonasa Karotomorpha(Cavalier-Smith 1998).
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Obr. ¢&. 1: Fylogeneticka pozice Blastocystis.Heterokonta = Stramenopila. Z obrazku je patrné,
Ze Blastocystis tid monofyletickou skupinu s &ikovci rodu Proteromonas a opalinkami
reprezentovanymi zde rodem Protoopalitisla uvedena u jednotlivychétwi jsou hodnoty
bootsrag (strom byl konstruovan metodou neighbor-joining).

Zdroj: Nishi et al., 2005

2.3.4.Geneticka rozmanitost — podtypy

Blastocystisje geneticky velmi variabilni organismus (Menoureisal.,
2008). Jednotlivé izolaty (obk. 2) ziskané od mnoha driukvitat a od lidi se &i
do rekolika podtym. Drive byly pro detekci podtyp pouzivany izné
molekularni metody (n&p RAPD a RFLP), coZ vedlo k tomu, Z&zni autdi

pouZzivali rozdilna ozré@ni pro stejné podtypy.

Proto se Stensvold (2007) pokusil o sjednocenthejerminologie na
zaklad analyzy genu pro rRNA malé ribozomalni podjednof®sU rDNA).
Na zéklad této metody bylyBlastocystisozdileny do 9 hlavnich podtyp(Noél

et al., 2005). Vzhledem k tomu, Ze se zajem o tolpatrazita neustéle zvysuje,
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pribyvaji i nové podtypy a v séasné dob je jiz popsano 13 podtyp(Parkar et
al., 2010, Stensvold et al., 2012).

S @ibyvajicimi Gdaji o tomto prvokovi se zvySuje potkazi, Ze wkteré
podtypy mohou byt patogenni vice, jiné médda se, Zeizné podtypy jsou
specifické jen pro uéité hostitele nebo fite byt jejich roz§eni geograficky
omezeno (Menounos et al., 2008; Whipps et al., 010

- Kur bambusovy
94100 Kruta
Clovék
91/99 ga/o7pPrimat
Primat
Kure
100/100] ST6/7/9
#‘_-Kure o
Husa domaci
Clovék
Primat
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100/100] Prase kfopelka
Prase ST5
Prase
100/100 M?kakvc":ervenolici
Clovek sST2
99/100 L Makak vepfi
Clovek
Primat
97/95E Kuie ST1
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98/100 Skot
Sglg-s"'L Skot ST10
100 Lemur vari
_Inoo BaZant okaty ST8
Primat
1 -
Bﬂ)lr Morce ST4
Potkan I
Clovék
gwgal:
Prase ST3
Primat

¥

Obr. €. 2: Rozdleni podtyf podle izolak ziskanych od jednotlivych hostitel Strom byl

zkonstruovan pomoci metody maximalnérahodnosti a bayeské analyz¢isla uvedena u
jednotlivych tvi jsou hodnoty bootstrép a posteriorni prawgodobnosti, bootstrapy a
posteriorni pravégbodobnost nizSi nez 50% nejsou zobrazeny. Izolgty biskany z uvedenych
hostitelskych organistn ST oznéuje jednotlivé podtypy Blastocystis.

Zdroj: Stensvold et al., 2009, upraveno
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2.3.4.1.Distribuce podtym u hostitelskych organisni

Podtypy 1 aZ 4 séasto vyskytuji v epidemiologickych jorkumech u lidi.
Ostatni podtypy se u lidi vyskytuji jen sporadickiparkar et al, 2010).
NejcastjSimi podtypy, které bylyiftomny u lidi, jsou podtyp 3 a podtyp 4. Navic
v rAmci podtypu 3 dochazi praygbdobré pouze k penosu zlovéka nacloveka
a tyto infekce jsou iejmé i jedinymi, jeZ jsou lidského (a ne zoonotického)
pavodu (Tan, 2008; Stensvold et al., 2012). Podtge 3ice vyskytuje i u mnoha
dalSich hostitél, nezda se v3ak, Ze byzné linie Blastocystispodtypu 3 byly

schopnytasto ngnit hostitele (Stensvold et al., 2009).

Oproti tomu podtyp 4 byl diagnostikovabedevsim u priméta hlodavéa
a je pravdpodobné, Ze podtyp 4ie byt geograficky omezen hlavna Evropu

a Severni Ameriku (Stensvold et al., 2012).

Podtyp 2 byl v epidemiologickych j@mkumech ozngn jako dominantni
podtyp u priméi. Navic panuje do jisté miry dorémka, Ze v zemich, kde lidé Ziji
v blizkém kontaktu s opicemi (napNepal), mohou opice byt moznym zdrojem
nakazy podtypem 2 u lidi (Yoshikawa et al 2009)ntbepodtyp byl také
diagnostikovan u ptdk(kachny, kiity a kurat) (Tan, 2004) a u prasat (Tan, 2008).

Podtyp 5 je povaZzovan za specificky podtyp, vyskgilse pouze u prasat
a skotu (Yan et al., 2007). Zndbdu vysoké prevalence byl podtyp Bjgt jako
hlavni podtypBlastocystiau prasat. OvSem existuji i dalSi studie, ktergigeani
k tomu, Ze hlavnim podtypem u prasat je podtyptén(§rold et al., 2009). Prasata
vSak mohou byt i hostiteli podtypu 2 a 3 (Tan, 2008

Podtypy 6 a 7 byly opakovannalezeny v ramci vicero studii hlavn
u ptaki a je zde velmi pravgphodobné, Ze hlavnimi zZwécimi hostiteli jsou
skuten¢ ptéci. Podtyp 6 se napvyskytuje u kiat (Noél et al., 2003; Yoshikawa
et al., 2004), pertek, bazant (Abe et al., 2003) a podtyp 7 rfap kachen (Noél
et al., 2003), hus (Abe, 2004), koroptvij¢eti (Abe et al., 2004).

Podtyp 8 a 9 byly izolovany jen ve velmi malgadech a tudiz je o nich
jen nepatrné mnozstvi informaci. Podle fylogengtitk analyz jsou tyto dva
podtypy nejvice fibuzné podtypm 4 a 5. Podtyp 8 byl nalezen u lidi, opic
a bazant. Podtyp 9 byl zaznamenan pouze u lidi (Tan, 2008dtyp 10 byl
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nalezen u priméta sudokopytnik a podtypy 11, 12 a 13 u Zat ze zoologické
zahrady (klokani, sloni, zirafy) (Stensvold et 2009).

O genetické rozmanitosti tohoto prvoka se vi jeticeemalo a krom
analyz SSU rDNA nebyly dosud provedeny Zadné rdésahalyzy, které by
mohly objasnit rozmanitost, ro#8hi a specifikaci podtyp (Stensvold et al.,
2012).

2.3.5.Morfologie jednotlivych forem

Blastocystige polymorfni prvok, u &hoz jsou popsanstyii hlavni formy:
vakuolarni, granularni, améboidni a cysty (Yin &t 2010). Ve skutéosti
Blastocystianize vytv&et zarazejici mnozstvi forem v ramci jedné kultympto
neni mnohdy snadnédit; ktera forma je pro dany izolat charakteristidkan et
al., 2008). Kroms ¢ty hlavnich forem se Blastocystisvyskytuji jeSt dalSi dw

vzacrejSi formy multivakuolarni a avakuolarni.

2.3.5.1.Vakuolarni a granularni forma
Za typickou bus¢nou formu Blastocystisje povaZovana ipdevsim
vakuolarni forma, ktera se wapgji vyskytuje v kulturach a je dine

mikroskopicky diagnostikovana u lidi a gai (Tan, 2002).

Vakuolarni a granularni formy (obg. 3) se od sebe liSit@devSim
obsahem vakuoly a jsou obvykle sférického tvarukigdarni formy se zrmé
liSi ve velikosti, rozmezi je od 2 do 2@fn s pimérem od 4 do 1um (Stenzel,
Boreham, 1996; Tan, 2008). Granularni formy js@msto o &co WtSi nez
vakuolarni formy, pimér ¢inni 10 az 60um (Stenzel, Boreham, 1996).
Vakuolarni i granularni formy jsou citlivé na tepid znmeny, osmoticky tlak

a vystaveni vzduchu (Zierdt, 1991).

Vakuolarni forma se vyziaje velkou centralni vakuolou, ktera zaujiméa
priblizné 90% buky. Cytoplazma a mitochondrie jsou touto centr&alkuolou
odsunuty na periferii pod povrch fky (Stenzel, Boreham, 1996; Tan, 2008).
Vakuolarni formu tedy obklopuje jen tenka vrstvaopyazmy. Vakuola obvykle

obsahuje jem#i zrnity nebo vigkovity materidl (Tan et al.,, 2002).
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V piipads granularni formy rize centrélni vakuola obsahovat granuttatika

morfologickych tym (Stenzel, Boreham, 1996).

Vyznam a funkce centralni vakuoly a granuli nenélacznama, ale
piedpoklada se, Zze by mohla hrat roli v reprodukenetabolismu (Vdovenko,
2000). Jedna z navrhovanych funkci centralni vakije) Ze by v ni v fipac
nedostatku Zivin mohlo dochazet v tioe k autofagii (Yin et al., 2010).
Mitochondrie neobsahuji cytochromy a chybi jim ISdldypické mitochondrialni
enzymy (Sohail, Fischer, 2005). Mitochondrie vylkazockteré metabolické
znaky hydrogenosomu (Stechmann et al., 2008). Golgiomplex se nachazi
v blizkosti jadra. Jader ide byt i rtkolik (az ¢tyfi) a v pfiméru jsou velka

priblizn¢ 1 um (Stenzel, Boreham, 1996).

3 P e z2pm B

Obr. ¢&. 3: Vakuolarni a granularni formaa) vakuolarni forma, CV: centralni vakuola,

Nu: jadra,SC: povrchové vrstvym: mitochondrie b) granularni forma, CV: centralni vakuola,
Nu: jadro,m: mitochondriegr: granule

Zdroj: Stenzel, Boreham, 1996

Buiiky Blastocystisjsou ¢asto obklopeny povrchovou vrstvou 6zné
tlou&’ce, ktera je &kdy ozn&ovana jako fibrilarni pl&S Povrchova vrstva
obsahujefadu sacharitl a pedpoklada se, Ze hrajecitou roli pii zachytavani
a degradaci bakterii, které maji vliv na vyZivunky Tento plag muze také
slouZzit jako ochranaipd osmotickym Sokem nebo jako mechanicka bariéra,

zabraiujici vazlk® proteini imunitniho systému. Je&asto silgjSi u cerstv
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izolovanychBlastocystis ale postup# béhem dlouhodobé laboratorni kultivace,

dochézi k teteni. Civod tohoto zte#ovani je neznamy (Tan, 2008).

2.3.5.2.Multivakuolarni a avakuolarni formy

Multivakuolarni formy (obr¢ 4b) jsou mensi nez vakuolarni a granularni
formy, jejich buiky dosahuji v piméru 5 az 8um (Stenzel, Boreham, 1996).
Avakuolarni forma (obr.¢. 4a) neobsahuje Zadné vakuoly, oproti tomu
v multivakuolarnich formach se nachazi vice malyakuol. Neni #ejmé, zda
tyto vakuoly jsou vzdjemn odctlené, nebo se jednd o propojenod. $¥lala
velikost a odliSnostéthto dvou forem rnize byt zgisobena tim, Ze se iky
mohou nachézet wizné fazi excystace (Tan, 2008). &y obsahuji jedno nebo
dw¢ jadra. Multivakuolarni formy maji na povrchu silgyykoproteinovy pla§
ktery Zejmé slouzi k zachytavani bakterii. Oproti tomu avakmoei forma tento
pla& postrada (Tan et al., 2002).

Obr. & 4: Avakuolarni a multivakuolarni formaa) avakuolarni forma, Nu: jadro,

m: mitochondrie,er: drsné endoplasmatické retikulumm) multivakolarni forma, Nu: jadro,
m: mitochondrie SC: fibrialni vrstva,v: vakuoly

Zdroj: Stenzel, Boreham, 1996
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2.3.5.3.Améboidni forma
Améboidni forma (obr.¢. 5) se vyskytuje jen vyjinteé a jeji

morfologicky popis neni jednoztiay.

Dunn et al. (1989) popsali tuto formu jako nepraumdu buiku
s roz&fenymi pseudopodii. Velikost byla pémé mala, v paméru od 2,6 do 7,8
um. Ve vakuolach byly pozorovany pohlcené baktekieré pravdpodobré
slouzi k vyzi¥ (Tan et al., 2002). Centralni vakuola, Golgiho kdex,

povrchova vrstva ani mitochondrie nebyly nalezedigizel, Boreham, 1996).

Transmisni elektronova mikroskopie vSak ukézala,bigky obsahuji
centralni vakuolu, Golgiho komplex a mitochondrievniti rozStenych
pseudopodii (Tan, 2008). Tyto formy byly pozorovanstarych kultur a po &&¢
antibiotiky. Améboidni forma je spojovana s onemwém u zvfat i lidi (Sohalil,
Fischer, 2005).

Obr. €. 5: Améboidni forma, *: centraini vakuolagV: prazdna vakuolaM: mitochondrie,
N: jadro
Zdroj: Tan, 2008
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2.3.5.4.Cysty
Cysty (obr.¢. 6) jsou nejno¥ji popsanou formouBlastocystis Velikost je

vvvvvv

drive.

Cysty maji pevazri veiity nebo kulovity tvar a jsou chrény silnou
stnou sloZzenou z &kolika vrstev (Moe et al.,, 1999). Cytoplasma cysiZzm
obsahovat jedno a#yii jadra, glykogenova zrna, tukové kapénky a maléuoly

(Tan, 2008). Mitochondrie v cystach maji jen slaipvinuté kristy.

Cysty Blastocystis spp. vykazovaly tzné morfologické rozdily i
srovnani s cystanilastocystis hominjsa to gedevsim ve velikosti (népfekalni
vzorek ziskany od opic makakobsahoval cysty o pméru od 12 do 15um
(Stenzel et. al., 1997).

Byly popsany dva typy cyst: s &8im fibrialnim pla&m a bez vijSiho
fibrialniho plasg. Cysty s vijSim fibrialnim pla&m byly gitomny v trévicim
traktu a cysty bez #siho fibridlniho plast byly vylouwteny ve vykalech (Zaman
et al., 1997).

Obr. ¢ 6: Cysta s vyraznou dvouvrstvowssbu,*: snizené mnozstvi glykoge, mitochondrie

Zdroj: Tan, 2008
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Cysty, jak mnohé studie nazngi, jsou nejodol®jSi formouBlastocystis
a mohou peZivat ve vod pii pokojové teplat az 19 dni. Jsou vSak citlivé na
extrémni teplo, chlad a n&iné dezinfe&ni prostedky (Tan et al., 2002). Cysty
jsou s nejutsi pravépodobnosti zodp@dné za penos Blastocystis(Sohail,
Fischer, 2005).

2.3.6.Zivotni cyklus
Ohledr® Zivotniho cyklu Blastocystis(obr. ¢. 7) panuji dosud ziaé
rozpory. Tyto rozdily jsou do ztiaé miry z@isobeny pedpokladem, Ze by tento

prvok mohl mit vice zfisohi asexuélniho rozmnoZovani.(Tan, 2008).

Podle fiznych autoi se mohou uplabvat nasledujici Zisoby
rozmnozovani: binarni &kni, schizogonie, sporulace, gami, endodyogonie
a tvorba zvlasStnich v&ua (Stenzel, Boreham, 1996; Suresh, 2002). AvSakyedi
zpasob, ktery byl pozorovan w vitro kulture, bylo binarni dleni, kdy se cysty
vyvinuly do vakuolarnich foreméhem 24 hodin a vyt¥ély vzdy d¢ dceiné
bunky. Mikrofotografie prokédzala, Ze b&mé dcleni vakuolarni formy jiz zzlo,
zatimco parazit byl stale jeéStve forme cysty (Moe et al., 1999). Vyznam

jednotlivych morfologickych forem v Zivotnim cykparazita neni zcela jasny.

Zviiata a lidé se nakazi po poziti cysty (Tan, 2004)jsbu &zrejSi ve
starSich vykalech neZaerstvych, coZ naziaje, Ze tato forma se vyviji v reakci
na opustni hostitele nebo na zmy Zivotniho prosedi. Ri poZziti cysty novym
hostitelem dochazidhem pfichodu tlustym s$evem k excystaci a poté kgmene
na vakuolarni formu, ktera je naslédmozena ve vykalech, kde praymbdobré
dochazi opt k premeng na cystu.Cerstvé vylodené cysty mohou byt pokryty

fibrilarni vrstvou, ktera se postupatraci khem rozvoje cyst (Tan, 2008).

Podletady studii je obtizné stanovit, v jakémipdi se jednotlivé formy
Blastocystisvyvijeji. Stenzel a Boreham (1996) popsali, jak by mohl vegpad
proces pemeny cysty po peneseni do hostitelského organismu oralni cestou.
Cysty by mohly excystovat na avakuolarni formy t& na multivakuolarni nebo
améboidni. V jedné z¢hto forem jsou poté vyl@eny do vijSiho prostedi, kde
se ot premeni na cysty. Ty jsou pak poZity novym hostitelentyklus se

opakuije.
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OvSem zivotni cyklus a #goby reprodukce nebyly dosud dostate
prozkoumany, proto by bylo zagebi dalSich studii, které by pomohly k jejich
objasrni (Stenzel, Boreham, 1996).

it
vacuolar

granular

Obr. &. 7: Zivotni cyklusBlastocystis Navrh Zivotniho cykluBlastocystiss moznymi zrinami
jednotlivych forem v tlustém v hostitelského organismu a potencionalninfeniimi hostiteli.
K infekci dochéazi pozitim cysty.

Zdroj: Falzon, 201®raveno
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2.4. Epidemiologie a prevalence

V dusledku toho, Ze iive nebyly dostatmé U(daje o epidemiologii
Blastocystis byly zn&né mezery v poznatcich o geografickém a demogmfick
rozSteni, zmisobu penosu, roz$éni podtyd, patologii a dalSich. AZ
v poslednich letech iips rozdily v diagnostickych metodach byl obnoveerna
0 tohoto parazita a bylyast&éné objasrny urité aspekty jeho biologie (Tan,
2010).

Blastocystige celos¥tove rozSten a neni divu, Ze je jednim z tegtji

izolovanych parazitv epidemiologickych gizkumech (Tan, 2008).

VySSi vyskyt infekce byl zaznamenan v rozvojovyeimich (30-50%) ve
srovnani s vysflymi zememi (1,5-10%). Vzorky byly odebrany od zdravych
dosglych jedindi bez klinickych piznaki (Sohail, Fischer, 2005).

VyS8Si prevalence vyskytuBlastocystis v rozvojovych zemich je
pravdpodobré zpisobena nizsi socialrekonomickou Urovni, Spatnou hygienou
Zivotniho prostedi. Revazré diky nedostatku pitné vody, Spatné kanalizaci
a odvozu odpadu, jsou lidé vystaver@Simu riziku infekce (Tan, 2002).

VySSi prevalence je také zaznamendarfadé studii u @ti a mladistvych.
Déle mize byt ovliviena wkem pacient, jejich imunitnim systémem a faktory

tykajicimi se hygieny (Stenzel, Boreham, 1996).

Vedle gitomnosti u¢loveéka je Blastocystistaké [&Zné izolovana u celé
fady zviat, zejména Wwlenoval, obojzivelniki, plazi, ptaki a sav@. Néktera
zvirata v8ak vykazuji vySsi vyskyt infekce nez jindinzéna mezi & pati potkani
(60%), prasata (70 az 95 %) a ptaci (50 az 100z%ichz je prevalence nejvysSi
u slepic domacich (95 az 100 %) (Lee, Stenzel, 1938 zajimavé, Ze tato
skupina zylat miZze byt potencionalnim zdrojem zoonotickéhtermsu na
¢lovéka, jak se ukazuje na zaktatylogenetickych a molekularnich metod (Tan,
2004).

Ziskani informaci o hostitelské spedifiBlastocystisje nezbytné pro
epidemiologické studie zabyvajici seeposem a Eénim parazita (Stensvold et
al., 2009).
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2.5.  Klinicky vyznam

2.5.1.Prenos

Blastocystisse fenasi fekalé-oralni cestou, coz jesbny zpisob genosu
strevnich parazit (Morris et al., 2009; Yoshikawa et al., 2000).

U lidi Zijicich v €sném kontaktu se ety miZe dochazet k ipnosu
Blastocystis mezi zvfaty a lidmi (Yoshikawa et al, 2009). idhos
kontaminovanou vodou neni nijak neobvykly (Leelet2012), vzhledem k tomu,
Ze penosnou formou parazita jsou cysty, které jsou rogolaci vode. Fi
analyzovani vzork odebrané od vojdk z thajské armady, bylBlastocystis
nejcasgjSim stevnim parazitem a to v 21,9%. Tato vysokd preva@enezi
vojdky byla spojena s nefiltrovanou nebo ieyaienou vodou (Tan, 2008).
Infekce podtypem 3 byly ozany jako lidského jvodu a je zde mozZnost, Ze
dochézi progednictvim tohoto podtypu kipnosu zlovéka nacloveka (Souppart
et al., 2009). Nedavné studie nazunjg Ze krysy a kitata by mohly byt vhodnymi
kandidaty pro zweci model, ktery by pomohl objasnit patobiologiipgenos
BlastocystigTan, 2008).

2.5.2.Klinické p Fiznaky

Vzhledem ktomu, Ze seBlastocystis bézné nachazi u zdravych
i nemocnych jedint, nelze s jistotou dit, zda popsané Klinickétjznaky jsou

zpasobeny v dsledku infekcei nikoliv.

Ke klinickym piznalkim, které byly popsany u nemocnych padieptati
nespecifické gastrointestinalniiznaky: nevolnost, nechutenstvi, Ubytek vahy,
bolesti ficha, nadymani, plynatost a akutni nebo chroniakyem. (Jones et al.,
2009; Vogelberg et al., 2010; Whipps et al., 2010)

Z téchto @iznaka byly u pacieni negastji zaznamenany bolestiicha a
prijem. Mezi dalSi fiznaky spojené s infekdlastocystispati leukocyty ve
stolici, eozinofilie (chronicka eozinofilni leukée)i a kozni vyrazky, zejména
koptivka (Tan, 2008).
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Ne¢které studie naziaji, Ze Blastocystisje obecg neinvazivni parazit

a jeho infekce se fize vyskytnout progédnictvim jiného invazivniho patogenu.

Priznaky spojené s infek@lastocystisbyly obecw zavazgjSi u pacient

se sniZzenou imunitou, jako jsou hapacienti s HIV/AIDS (lguchi et al., 2009)

Syndrom podrazshi stev (IBS- Irritable Bowel Syndrome) je fudki
porucha gev, kterd je spojena s bolestmiidha a poruchami vypra#dvani.
Pavodre se lékai domnivali, Ze jde o psychosomatické onendménale rkteré
studie naznauji, Ze by toto onemoeéni mohlo mit spojeni s infek@&lastocystis
(Giacometti et al., 1999; Boorom et al., 2008)

Yakoob et al. (2010) naztaje, Ze tizné klinické giznaky by mohly byt

zavislé naiiznych podtypeciBlastocystis

OvSem mozZnost, ZBlastocystismohou zafi¢innovat onemoceni, je stale

predntem diskuse s mnoha rozpornymi zpravami (Vogelle¢i., 2010).

2.5.3.Diagnostika
Blastocystis byl nefastji zjiStovan pomoci sttelné mikroskopie.
K diagnostice byla vyuzivana vakuolarni forma, &tge typick4 svou velikosti

a velkou centralni vakuolou. (Stenzel, Boreham 6)99

Diagnostika je nejednoztiaa vzhledem k polymorfni povaze organismu,
kterd ve vlhkém mikroskopickém preparatuiz@ vést k zagné s kvasinkami,

vytrusovci roduCyclosporanebo tukovymi kapénkami (Tan, 2008).

Nejcastji se dnes k diagnosticBlastocystispouziva trvalych barvenych
naera ze vzorku stolice. DalSimi metodami jsou ELISAtyesale ty se &zn¢
nepouZzivaji a molekularni metoda PCR, ktera se ipau vyzkumnym getim
(Sohail, Fischer, 2005).
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2.5.4. Terapie

U lidi se infekce spojendBiastocystisnazyva blastocyst6za (Boorom et
al., 2008). Léba osob nakaZenydBlastocystisje nejasna vzhledem ke sporné
patogenezi organismu &@stému spontannimu vymizeniiznaki nemoci (Tan,
2008). K l&bé blastocystozy se ®astni pouziva antibiotikum metronidazol
v rizném davkovani. Mimo jiné se pouzivaji dalSi lékg. u onemocéni IBS
byla aplikovdna kombinace metronidazolu a paromamwc coz vedlo

k odstragni parazita) (Vogelberg et al., 2010).
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3. MATERIAL A METODY

V roce 2011/2012 jsem v labor#itéd\V CR provadla vySetovani vzork
molekularnimi metodami. K vySetvani jsem po domlwvs Doc. Ing. Martinem
Kvacem, Ph.D. pouzila sbirku jiz vyizolovanych vzor®NA z parazitologické
laboratde AV CR. Pouzity byly vzorky DNA od prasat domécich aspta

divokych pro jejich nasledné porovnani.

Z molekularnich metod jsem pouzila ,klasickou* jetrokovou PCR,
nested PCR, elektroforézu a sekvenovani. Ziskarivesee SSU rDNA

Blastocystigsme analyzovali fylogenetickymi metodami.

3.1. Jednokrokova PCR

Jednokrokovd PCR byla provfith v termocykleru. Re&hi smés pro
amplifikaci SSU byla fipravena podle talg. 1. V této reaéni snmesi byly pouzity
specifické primery proBlastocystis ssp jako forward primer byl pouZit
BL18SPPF1 a jako reverse primer byl pouzit BL18SRZPoirier et al., 2010),
viz tab. ¢. 2. Bylo pouzito standardni nastaveni teplotnily&lic (30 cyki)

s annealingovou teplotou 65°C a jednou minutougaigmeraci.

V dalSich experimentech byly pouzity primery SB8pdcifické pro
podtyp 1) (tabé. 3) a SB340 (specifické pro podtyp 5) (tab4) (Yakoob et al.,
2010). Annealingova teplota byla 57°C.
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Tab.¢. 1: SloZeni reakni snesi primarni amplifikaci SSU

Primarni
HO | e 11,30
MgCl, (25 mM) 1,20
10Xbuffer | ceememmeeee- 2,00
dNTP 10 mM 0,40
Forward primer 10 mM 0,40
Reverse primer 10 mM 0,40
BSA (10mg/ml) 0,80
Tag polymeraza (AU{) 0,50
DNA | e 3,00
sum | e 20,00

Tab.¢. 2: Pouzité primery v jednokrokové PCR

Primer sekvence
BL18SPPF1 5-AGTAGTCATACGCTCGTCTCAAA-3’
BL18SR2PP 5-TCTTCGTTACCCGTTACTGC-3’

Tab.¢. 3: PouZité primery v jednokrokové PCR

Primer sekvence
SB 83F 5GAAGGACTCTCTGACGATGAZ’
SB 83R 5'GTCCAAATGAAAGGCAGGC-3’

Tab.¢. 4: PouZité primery v jednokrokové PCR

Primer sekvence
SB340F 5TJGTTCTTGTGTCTTCTCAGCTE3
SB340R 5TTCTTTCACACTCCCGTCAT3’
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3.2. Nested PCR

Nested PCR byla provéda v termocykleru. Re&hki snEs pro sekundarni
amplifikaci SSU byla fipravena podle talg. 5. V této reaéni snmesi byly pouzity
specifické primery pr@lastocystis ss@Pro primarni PCR byl pouzit jako forward
primer BL18SPPF1 (Poirier et al. 2010), jako regepsimer byl pouzit BhRDr
(Scicluna et al., 2006). Pro sekundarni PCR byb jdrward primer pouzit
BL18SR2PP(Poairier et al., 2010) a jako reverse eribyl pouzit BLF Menounos
et al., 2008), viz takt. 6. Annealingova teplota byla 62°C.

Tab.¢. 5: SloZeni reatni sn#si pro sekundarni amplifikaci SSU

Sekundarni
HO | e 19,65
MgCl, (25 mM) 1,80
10Xbuffer | —eemeemmeemee- 3,00
dNTP 10 mM 0,60
Forward primer 10 mM 0,60
Reverse primer 10 mM 0,60
Taq polymeraza (1u(d) 0,75
DNA | e 3,00
sum | e 30,00

Tab.¢. 6: Pouzité primery v nested PCR

Primer sekvence
BL18SPPF1 5-AGTAGTCATACGCTCGTCTCAAA-3
BhRDr 5- GAGCTTTTTAACTGCAACAACG -3’
BL18SR2PP 5-TCTTCGTTACCCGTTACTGC-3
BLF 5-CGAATGGCTCATTATATCAGTT-3’
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3.3. Elektroforéza

Vysledky PCR byly o®teny na horizontélni elektroforéze. Gel pro
elektroforézu byl fipraven podle tabe. 7. Elektroforéza probihalaipgradientu
napti cca 10 V.cm-1 a trvala cca 1 hodinu. DNA bylaiditelnéna
ethidiumbromidem pod UV sWem. Gel prosviceny UV #é&nim na

transluminatoru byl nasledvyfocen digitalnim fotoaparatem.

Tab.¢. 7: Chemikalie pro fipravu gelu

Chemikalie MnoZstvi
agardza 0,5¢
TAE pufr 40 ml
ethidiumbromid ul

3.4.  Sekvenovani
Sekvenace DNA byla provedena sgolesti MACROGEN. Analyza je

zaloZena na Sangerdbwmetod (Sanger et al., 1977).

3.5.  Fylogenetické analyzy

3.5.1.Priprava alignmentu

Pouzité programy:

e BLAST
* CLUSTALX (Larkin et al., 2007)
» BioEdit (Hall, 1999)

Pro owieni pivodu ziskanych sekvenci jsem pouZila program BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool), ktery vyhleddpodobné sekvence. Pro
vyhledavani algoritmem BLAST jsem vyuZilaiegého serveru NCBI BLAST
(ndrodni centrum pro biotechnologické informace)enfd server zarowie
zpristupiuje databazi GenBank, odkud byly staZzeny sekverrceapalyzu a

porovhani s mymi sekvencemi. Pomoci programu CLUSTAyly nésleds
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sekvence alignovany — to sfied v doplgni mezer na vhodna mista, aby
odpovidajici baze uuenych sekvenci byly ve stejné pozici. Na vysledny
alignment se nelze pinspolehnout diky vysoké variabditsekvenci v utitych
oblastech, proto je nutné alignment zkontrolovapravést pipadné Upravy

Vv programu BioEdit.

3.5.2.Tvorba fylogenetickych stromi

Pouzité programy:

« MRBAYES (Ronquist, Huelsenbeck, 2003)
* RAXML (Stamatakis, 2006)
» TreeView (Page, 1996)

KdyZ je alignment hotov, gdtaji se fylogenetické stromy pomoci bayeskée
analyzy za pouZziti programu MRBAYEDBAale byl pouZzit program RAXML, ktery
slouzi pro hledani vysledného dendrogramu pomocitodye maximalni
vérohodnosti (ML - maximum likelihood). Stromy pakelprohliZzet v programu

TreeView.
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4. VYSLEDKY

Na zaéatku vySetovani jsem nejidve vyzkousSela jiz publikovanou dvoijici
primeii SB83 a SB340, které jsou specifické pro podtyp 3B&3)
a podtyp 5 (SB340Blastocystis Vysledky PCR vSak neodpovidalyekavani na
zakladt predkEznych vysledis ziskanych jiz éive Ivanou Horskou (2011): zd4 se,
Ze proklamovana specifita, resp. citlivoschto primet je pro naSe dely
nedostat&na.

Proto jsem se v dalSim kroku rozhodla pro metoditetePCR, zatienou
ne na jednotlivé podtypy, ale Bdastocystigako takovou. Prvni dvojice primer
kde byl jako forward primer BL18SPPF1 a jako reegssamer byl pouzit BhRDr.
Druha dvojice primet, kde byl jako viijSi primer BL18SR2PP a jako vhii
primer byl pouzit BLF.

Tyto vysledky jiz byly uspokojivé, fiesto jsem vyzkouSela jeéShékolik
kombinaci primei v klasické PCR (bez vyuZiti nested PCR}kdlik produkii
tohoto pivodu bylo osekvenovano. Na zakdadekvenci bylo odfeno, Ze jde

skute&n¢ o Blastocystis

Na zaklad téchto experimerit vysledki jsem se rozhodla pouZit v praci
tuto dvojici primefi: jako forward primer BL18SPPF1 a jako reverse prim
BL18SR2PP. Tato dvojice byla futiki a jiz byla vyzkouSena ve studii Piorier et
al. (2010).

4.1. PCR a sekvenovani

4.1.1.Nested PCR

Metodou nested PCR bylo analyzovano pouze 7 vizarkoho 4 od prasat
domécich a 3 vzorky od prasat divokych. Tato metbgia provedena pouze
k tomu, abychom zjistili, zda dana dvojice pritihn&B83 a SB340 jsou fuii.
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4.1.2.Klasicka jednokrokova PCR

Celkem bylo metodou PCR analyzovano 110 viaoBXNA ziskanych
z vykali prasat. Ztoho bylo 56 vzaikod prasat doméacich a 54 od prasat
divokych. Pozitivni vysledek ve forrprouzku na elektroforetickém gelu (obr.
8) byl v 51 giipadech u prasat doméacich a ve dpadech u prasat divokych.

Sekvenace byla provedena u 4 vioik ve vSechityfech gipadech se
jednalo oBlastocystis Nékteré sekvence vykazovaly znamky smiSenych infekci

raznymi kmenyBlastocystigzdvojeny signél od dité pozice sekvence).

Obr. &. 8: Elektroforéza, vysledek jednoho z PCR produkletodou PCR byla analyzovana
DNA od domacich prasat. Z obrazku je tolpatrné, kde byl zachflastocystispozitivni a kde
negativni. Symbol,,-“ozriaije negativni kontrolu.
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4.2.
Pri konstrukci fylogenetickych stroinbyly také pouZzity sekvence SSU

Fylogenetické analyzy

rDNA raznych izolat Blastocystiskteré byly ziskany z databdze GenBank a jsou

uvedeny v take. 8.

Tab.¢. 8: Prehled sekvenci z databaze GenBank, které bylytpqiizivorbe
fylogenetickych strofn

Accession Nr. | Hostitel Accession Nr. | Hostitel
DQ186647 Svéab AY590116 Jedta
DQ186645 Svéab FM164413 Skot

GERA3Db Zelva paptsta DQ232783 Chéapan vinaty
AY266473 Ropucha japonska AB107961 Prase
AY266467 Skokargernoskvrnny | AB070997 Makalervenolici
AY590115 Mdsky had DQ232799 Clovék
AY590112 Krajta AF408427 Primét
AB107964 Prase AB107973 Husa labuti
AB070998 Prase AF408425 Primat
DQ232788 Clovek AF408426 Primat
DQ232785 Clovek AB107972 Kur bambusovy
ABO070992 Clovek AY135411 Kiita

Sekvence, které jsem ziskala, a sekvence z dataBém®ank, byly
analyzovany nésledujicimi fylogenetickymi metodamiaximalni ¥rohodnosti

(ML) a bayeskou analyzou (BA).

Pred analyzou byl fppraven alignment, ktery byl upraven v programu
BioEdit — variabilni Useky (kde nebylo jisté, zdaoy sekvence spré¥n
alignovany) byly odstramy. Sekvence byly na obou koncichiemany”, aby

z&inaly a kowily vSechny ve stejné pozici.

Vysledny fylogeneticky strom (obré. 9) byl sestrojeny na zéklad
sekvenci, které jsem ziskala a ze sekvenci ziskamydatabdze GenBank.
Z analyzovanych sekvenci byla jedna ze sekveriezeaa do podtypu 5 (vzorek

v

¢. 3630). Podpora bootstrapovymi hodnotami a pasteri pravépodobnosti
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u podtypu 5 byla vysoka (100/1). DalSidekvence (vzorky. 3631, 17, 18) byly

pritazeny k izol&im ziskanych od studenokrevnych hostitefelva papr&ta,

ropucha japonska, skoka¥ernoskvrnny. Podpora bootstrapovymi hodnotami

v v s

a posteriorni pravgbodobnosti byla vySsi (90/0,95).

97,098 DC186647
|: D1 BER45
0 596 3631
17
a0/0 95 | 18
GERAID
— AY2E6470
920 69 —————  AY266473
——  ABO7100
80/~ AY 26467
AYEA0115
g -
O AYEE0112
10041 ABT0796E4
K ABN7998
— % 3630
099 .
" 99 - DQO232768
DE232785
L= ABN7OGG72
AY5A0115
;'__lj Fh154413
nfE D@232783
93m ﬁl—_ AB10796T
i AB107967
BE/D,82 [+ ABT079ES
DC232805
&1/0 31 ABO7O997
e gg~ = DE232799 )
0581 AF403427
l_— AB107973
100059 - AF40G425
10041 —
AFA08425
B7/0 92 AB107972
_gl_— AY135811
0.1

Fodtyp 4

Podtyp &5

Paodtyp 3

FPodtyp 10
Podtyp &

FPodtyp 1

Podtyp 2

Fodtyp 7

Podtyp 9

Padtyp &

Obr. & 9: Vysledny fylogeneticky stromCisla uvedena u jednotlivychstwi jsou bootstrapové

hodnoty/ posteriorni pra¥godobnost. Symbol ,** oznaje bootstrapové hodnoty nizsi nez 50 a

posteriorni pravépodobnost nizsi nez 0,80. Mnou ziskané sekvenae \Jjsubrazku vyzngeny

tucné.
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5. DISKUSE

V roce 2011/2012 jsem v labor#itoAV CR provadla vySetovani jiz
vyizolovanych vzorik DNA ziskanych od prasat domécich a prasat divokych
Z molekularnich metod jsem pozila nested PCR, sigkou“ jednokrokovou

PCR, elektroforézu, sekvenovéni a fylogenetickdyaya

Celkem bylo analyzovano 110 vzdar®NA, z toho pozitivni vysledek byl
v 87 pipadech. Celkova prevalence byla u domacich pragati o 24 % nez
u prasat divokych. Z analyzovanych vzirki prasat doméacich byl v 91 %
pozitivni vysledek a u divokych v 67 %. Vysoka mknce u domacich prasat
neni nijak neobvykla. Ve srovnani se studii, kibyéa provedena v roce 2002
Abe et al., jsou vysledky obdobné (uvadi 92 % z&chyprasat domacich, kdy

odebrané vzorky byly zkoumany pomocét®iné mikroskopie).

Pri sekvenaci #které z analyzovanych vzarkvykazovaly zdvojené
sekvence, coZ ukazuje na smiSenou infekenymi kmeny Blastocystis Do
budoucna by bylo vhodné tyto PCR produkty inagaklonovat a tim zjistit, jaké
kmenyBlastocystise v jednotlivych produktech vyskytovaly.

Na zéklad sekvenci SSU rDNA byl zkonstruovan fylogenetickyos

pomoci metody maximéalniwhodnosti a bayeské analyzy.

Z fylogenetického stromu vyplyva, Ze jedna ze ziskh sekvenci p#tdo
podtypu 5, cozZ byl &ekavatelny vysledek vzhledem k tomu, Ze podtyp Begas
vyskytuje u prasat, jak jiz bylo uvedeno ve studiéetorf: (Abe et al., 2002, 2003;
Stendsvold et al., 2009; Tan et al., 2010). OvSetalgich ti sekvenci, které jsem
ziskala, se vyskytla gekané pibuznost s izolaty od studenokrevnych hostitel
jejich hostiteli byla Zelva papti#a, ropucha japonskéi skokancéernoskvrnny.
Tento nalez by mohl nazbavat, Ze by prasata mohla bytduezervoarem vice
kmeni Blastocystisa nebo mohou jejich zaZivacim traktem jednotlivgeky od

studenokrevnych hostitepouze prochéazet.
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6. SOUHRN

V roce 2011/2012 jsem v labor#itoAV CR provadla vySetovani jiz
vyizolovanych vzork DNA molekularnimi metodami. Byly pouzity vzorky BN

od prasat domécich a prasat divokych pro jejictedag porovnani.

Pomoci jednokrokové PCR bylo celkem analyzovano Ak (56 do
prasat domécich a 54 od prasat divokych), ze Ktebydy ziskany 4 sekvence
SSU rDNA Blastocystis Tyto sekvence byly analyzovany fylogenetickymi
metodami a byly Zzazeny do podtypu 5 (vzorek 3630) a k izola&tm ziskanych
od studenokrevnych hostitel Zelva papr&ta, ropucha japonska, skokan
¢ernoskvrnny (vzorky. 3631, 17, 18).

Z analyzovanych vzotk DNA byl pozitivni vysledek v 91 % u prasat
domacich a 67 % u prasat divokych. Celkova preealdryla u domacich prasat

vySSi 0 24 %.

SUMMARY

In 2011/2012, | examinated already isolated DNA glah by molecular
methods. These DNA samples from domestic pigs aifdl pigs were used for

their subsequent comparison.

With one-step PCR, a total of 110 samples wereyaedl (56 from
domestic pigs and 54 from wild pigs), out of thesenples were obtained four
SSU rDNA sequences of Blastocystis. These sequeme@s analyzed by
phylogenetic methods; one of them belonged to tieype 5 (sample No. 3630),
the others proved related to isolates from colda hostsGeochelone radiata

Bufo japonicusRana nigromaculatg§samples No. 3631, 17, 18).

The analyzed DNA samples were positive in 91 %dmmestic pigs and
67 % for wild pigs. The overall prevalence was kigfor domestic pigs by 24 %.
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