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Anotace:

The main aim of this study is to determine the prevalence and subtype diversity of the gut
protist Blastocystis spp. in a volunteer group across the Czech Republic. Interestingly,
Blastocystis has been recently considered as a part of the healthy gut microbiome in
human. Beside the prevalence study, some factors such as animal contact, lifestyle, gender,
and age have been associated with the presence of this gut protist in this sample dataset. We
used two different diagnostic methods for detection of Blastocystis presence or absence: i)
xenic cultivation and ii) specific PCR, based on which is also possible to distinguish
Blastocystis subtypes. In total, we collected 411 samples from which 360 were processed
within this study so far. Of these, the total prevalence of Blastocystis was determined — 21 %
in humans and 9 % in animals. Nine subtypes were detected (ST1-ST7, ST10, ST14), of which
six were detected in humans (ST1-ST4, ST6, ST7). We found out that some factors such as
age, lifestyle (traveling, urban vs. rural) and contact with animals might affect the human
colonization with Blastocystis, while we didn’t detect any correlations in case of gender. Based

on our results, we realized that PCR is more sensitive than cultivation.
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1 Uvod

Blastocystis je anaerobni prvok vyskytujici Se v zazivacim traktu Sirokého spektra obratlovcu
(napt. Alfellani et al., 2013), ale byl objeven také u nékterych bezobratlych (Zaman et al.,
1993). Blastocysty byly v dob¢ svého objeveni povazovany za stievni kvasinky (Alexeieff
1911; Brumpt 1912), nicmén¢ dnes jsou fylogeneticky fazeny do skupiny Stramenopiles. Role
tohoto stievniho prvoka v lidském zdravi a nemoci je stale nejasna (napi. Parfrey et al., 2014b;
Poirier et al., 2012) a jejimu porozuméni jsou kromé¢ in vitro a in vivo experimentalnich studii
zapotiebi také dalsi studie epidemiologické, zejména u zdravé populace lidi. Takovychto

vyzkumt je vSak zatim malo.

1.1 Zivotni cyklus a reprodukce Blastocystis

Vsechny aspekty zivotniho cyklu blastocyst dosud nejsou zcela ziejmé, a to hlavné diky
absenci vhodného experimentalniho modelu (Tan et al., 2002). V nedavné studii se vSak
ukédzalo, ze timto modelem by mohl byt potkan (Ruzkova et al., 2018). Jedinym
morfologickym stadiem schopnym infekce jsou cysty (Moe et al., 1997; Yoshikawa et al.,
2004). Vseobecné k nakaze blastocystami dochazi fekalné¢ — oralni cestou, napiiklad
kontaminovanou vodou nebo potravou (Angelici et al., 2018; Lee et al., 2012), ¢i pfimym
kontaktem (Anuar et al., 2013). Po pozieni cyst dochazi v zadni ¢asti gastrointestinalniho
traktu (tj., cékum a kolon) hostitele k excystaci a uvolnéni vakuolarni formy, ktera se nasledné
mize pfeménit i v dalsi morfologické formy (Moe et al., 1997). V lumenu tlustého stieva
dochazi opét k encystaci vakuolarnich forem a tvorbé cyst, které jsou uvoliiovany stolici nebo
trusem hostitele do vnéjsiho prostiedi. Vakuolarni formy Blastocystis se nejcastéji rozmnozuji
jednoduchym binarnim d€lenim, ale byly pozorovany i dalsi zpisoby rozmnozovani, jako je
puceni, mnohonasobné d€leni, nebo také schizogonie (Zhang et al., 2007). Vyvojovy cyklus

Blastocystis je graficky znazornén na obrazku 1.



Obr. 1: Zivotni cyklus Blastocystis (1 — vakuolarni forma; 2 — binarni déleni; 3 — granularni forma;

4 — améboidni forma; 5 — cysta).

1.2 Morfologie
Zivotni cyklus tohoto prvoka zahrnuje &tyfi zakladni morfologické formy, a to vakuolarni,
granularni, améboidni a cysta. Krom¢ nich ale existuji i méné znama vegetativni stadia —

multivakuolarni a avakularni formy (Stenzel et al., 1991).

1.2.1 Vakuolarni forma

Vakuolarni forma je charakteristicka velkou centralni vakuolou vypliujici téméf cely prostor
bunky, ¢imz vytlauje cytoplasmu a bunécné organely na jeji periferii (MacPherson &
MacQueen, 1994). Ve skuteCnosti se ukazalo, ze tyto takzvané vakuoly jsou vlastné
membranou opatfend ,.téliska®“ nerovnomérné vyplnéna vlockovitym ¢i  granularnim
materialem, tvofenym sacharidy a lipidy (Yoshikawa et al., 1995). Tyto vegetativni formy
maji kulaty tvar a jsou velmi variabilni ve své velikosti, kterd se pohybuje v Sirokém rozmezi
2-200 um (Stenzel & Boreham, 1996). Cytoplasma na periferii buniky obsahuje nejcastéji dveé
jadra, vzacnéji i vice (MacPherson & MacQueen, 1994). S vakuolarnimi formami se lze setkat

Vv lumen stfeva a také v in vitro kulturach (Zhang et al., 2012).



1.2.2 Granularni forma

Granularni forma je svym tvarem velmi podobna vakuolarni form¢, nicméné lisi se pfitomnosti
drobnych heterogennich granuli, které jsou kromé centralni vakuoly obsazeny i v tenkém péasu
cytoplasmy na periferii buiikky (MacPherson & MacQueen, 1994). Diky analyze elektronovym
mikroskopem byla zjisténa existence tii typu téchto granuli, a to reprodukénich,
metabolickych a lipidovych. Reprodukéni granule se nachazeji pouze v centralni vakuole,
metabolické pouze v pasu cytoplasmy a lipidové granule miizeme najit v obou téchto mistech
(Tan & Zierdt, 1973). Tyto morfologické formy vznikaji pravdépodobné za nepfiznivych
podminek z vakuolarni formy (Zhang et al., 2012) a jsou ¢ast&ji nalézany ve star$ich, a nebo
axenickych kulturach (Tan, 2008).

1.2.3 Améboidni forma

Mén¢ castym morfologickym typem je améboidni forma, jejiz popis se v radmci studii odlisuje.
Jsou charakteristické nepravidelnym tvarem a jejich velikost je popisovana v rozmezi 5-50
um (Tan & Suresh, 2006). Prestoze je ptitomna jedna nebo dvé pseudopodie, ani toto stadium
neni pohyblivé. Pseudopodie slouzi pravdépodobné k fagocytoze bakterii (Tan et al., 2002).
Améboidni formy byly ¢asto nachdzeny v in vitro kulturach pochazejicich od pacientd

S prijmy, a proto byly zkoumany pro sviij patogenni potencial (Tan & Suresh, 2006b).

1.24 Cysta

Za pienos a infekci je zodpovédné stadium cysty, jehoz velikost se pohybuje mezi 2-5 um a
jedna se tedy o nejmensi morfologicky typ Blastocystis (Stenzel et al., 1991). Cysty jsou
odolna stadia se silnou mnohovrstevnou sténou, kterd umoziluje jejich pifeZiti ve vnéjSim
prostiedi a pfenos mezi hostiteli (Yoshikawa et al., 2004). Jejich tvar je variabilni, nejcastéji
vSak ovalny, nebo kulaty. V cytoplasmé miize byt obsazeno jedno nebo vice jader (az Ctyti) a
dalsi organely, jako napiiklad drobné vakuoly a mitochondriim podobné organely (Tan, 2008).
Obvykle jsou popisovany dva typy cyst. Tenkosténna cysta je pravdépodobné zodpovédna za
autoinfekci ve stfeve hostitele, zatimco silnosténna cysta zajiSt'uje pfenos ve vnéjSim prostiedi

(Singh et al., 1995). Porovnani vakuolarni formy a cysty Blastocystis je patrné na obrazku 2.



1.2.5 Ostatni morfologické formy
Kromé vySe zminénych zékladnich morfologickych forem jsou popsany jest¢ dalsi, méné
znamé typy. Jedna se o avakuoldrni formu, kterd neobsahuje centrdlni vakuolu, a dale

multivakuolarni formu s vét§im poc¢tem mensich vakuol (Tan et al., 2002).
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Obr. 2: Blastocystis ST1 morfologicka stadia. 1 — vakuolarni formy v Jonesové médiu, métitko = 20 um; 2 —
cysty ziskané zlidského donora pomoci Merthiolate-lodine-Formaldehyde (MIF) sedimentace a barvené

Lugolovym roztokem, métitko = 10 um. (adoptovano z Ruizkova et al., 2018).

1.3 Geneticka diverzita a hostitelska specifita

Blastocystis vykazuje zna¢ny geneticky polymorfismus, ktery byl ale objeven az po zavedeni
molekularnich metod v devadesatych letech 20. stoleti. Do té chvile se pfedpokladalo, Ze jsou
tito prvoci vysoce hostitelsky specificti, proto byly vsechny lidské izolaty pojmenovany jako
Blastocystis hominis, zatimco izolaty ze zvifat na zaklad¢ hostitelského druhu (napf.
Blastocystis anatis z kachny) (napt. Belova 1991; Belova 1992a; Singh et al., 1996). Pozdé&ji
se ale na zakladé genetickych analyz ukazalo, Ze hostitelska specifita blastocyst je pomérné
nizkd a pro taxonomii neni rozhodujici (Noél & Dufernez, 2005; Rivera, 2008). Geneticka
variabilita je nyni ur¢ovana molekularné€ — fylogenetickymi analyzami, predevsim na zéklade
sekvenci genu malé ribozomalni podjednotky (SSU rRNA). Diky velké genetické diverzité a
skute¢nosti, ze se jednotlivé subtypy mohou vyskytovat u riznych hostitelskych druht, se od
nazvu B. hominis upousti a nyni se pouziva Blastocystis spp. Rizné genetické formy
z teplokrevnych obratlovct se poté rozdéluji na jednotlivé subtypy (Stensvold et al., 2007).



V soucasné dobé je pozornost vénovdna zejména blastocystam z teplokrevnych
obratlovcl, zatimco druhy ze studenokrevnych obratlovci a bezobratlych jsou casto
opomijeny (Lorencova, 2014). Dodnes je znamo 17 subtyptu Blastocystis z teplokrevnych
obratlovcu, oznacenych jako ST1 — ST17, nicméné je velmi pravdépodobné, ze v budoucnu

budou popsany subtypy dalsi (Alfellani et al., 2013).

1.3.1 Subtypy vyskytujici se u ¢lovéka

U lidi byly popsany nalezy prvnich deviti ze 17 jiz zminénych subtypti (ST1 — ST9), pficemz
ST5 — ST9 se u €loveka vyskytuje jen velmi ziidka a jedna se pravdépodobné o vysledek
zoonotického pienosu (Alfellani et al., 2013; Clark et al., 2013). AZ v 90 % piipadi se u lidi
jedna o kolonizaci subtypy ST1 — ST4, obzvlast’ ¢asty je ST3 (Alfellani et al., 2013). Ptestoze
se tyto Ctyfi subtypy vyskytuji i u zvifat, jejich pfevazujici se vyskyt v lidské populaci je
pravdépodobné zpuisoben zejména pienosem mezi lidmi samotnymi (Tan, 2008; Clark et al.,
2013). Z ostatnich méné béznych subtypti byl u lidi detekovan subtyp ST9, ktery byl na rozdil
od ostatnich vzacné&jsich subtypt (tj., ST5-ST8) nalezen vyhradné u lidi (Alfellani et al., 2013).
Dalsi ziidkakdy se vyskytujici subtypy ST5 — ST8 se ve vétsi mife vyskytuji u zvitat. Jejich
ptitomnost u lidi je proto davana do souvislosti se zoonotickym pfenosem (Parkar et al., 2010a;

Yan et al., 2007a).

1.3.2 Subtypy vyskytujici se u ostatnich teplokrevnych obratlovci

Kromé clovéka byly blastocysty objeveny 1 u Sirokého spektra dalSich teplokrevnych
obratlovct. Subtypy ST1-4 jsou sice nejéastéji nalézany u lidi, nicméné objevuji se i u
nékterych zvitat. Prikladem jsou subtypy ST1 a ST2, které se kromé lidské populace mohou
objevit naptiklad u pst (Ramirez et al., 2013; Wang et al., 2013). Dalsi subtyp ST3 byl
v minulosti detekovan kromé ¢loveka také u nekterych hospodarskych zvitat (Ramirez et al.,
2013), prestoze jsou pro né typické subtypy jiné (viz nize). Subtyp ST4 se objevil naptiklad u
hlodavcu a také va¢natct (Stensvold et al., 2009). U prasat je typickym subtypem ST5 (Noél
& Dufernez, 2005; Parkar et al., 2010b; Udonsom et al., 2018), ale tento subtyp byl detekovan
i u jinych hospodarskych zvitat, jako je skot a ovce (Stensvold et al., 2009; Yan et al., 2007a).
Za hostitelsky specifictéjsi ,,ptaci subtypy* jsou oznacovany ST6 a ST7, diky jejich
pfevazujicim se vyskytu pravé u ptaka (Cian et al., 2017; Greige et al., 2018). Nicméné

S témito subtypy se muzeme setkat i u jinych zvifat a také u clovéka. Subtyp ST8 byva



detekovan zejména u primath (Stensvold et al., 2009), ale také u vacnatct (Ramirez et al.,
2013). U ovci, skotu a koz je ¢astym nalezem kolonizace subtypem ST10 (Alfellani et al.,
2013; Li et al., 2018; Masuda et al., 2018). Autofi Parkar et al. (2010) popsali vyskyt dal§ich
subtyptt ST11 u sloni, ST12 u ziraf a ST13 u klokant. Subtyp ST14 byl kromé¢ telat (Fayer et
al., 2012) nalezen také u ovci a koz (Li et al., 2018; Udonsom et al., 2018), ale i u muflont
(Alfellani et al., 2013). Dalsim subtypem, ktery byl nalezen u zvitat je ST15, ktery se objevil
u velbloudl a primatti, a posledni dva subtypy, tj. ST16 a ST17 byly zatim popsany pouze u
vacnatcu a hlodavct (Alfellani et al., 2013).

1.3.3 Blastocystis u studenokrevnych obratlovci a bezobratlych

Kromé teplokrevnych obratlovci byly blastocysty ziidka pozorovany také u nékterych
studenokrevnych obratlovci a bezobratlych. O studenokrevné obratlovce se v souvislosti
s Blastocystis se zacali poprvé zabyvat autoii Teow et al. (1991), kdyZ v ramci své studie nove
popsali pfitomnost téchto prvokd u motskych hadia Lapemis hardwickii. O rok pozdé&ji tito
autofi popsali také blastocysty u tfi druhti Zelv, krokodyla a hadi, jejichz morfologie se
shodovala s morfologii blastocyst u ¢lovéka (Teow et al., 1992). Ptitomnost téchto prvokt u
zelv byla znovu potvrzena ve studii Kostka et al. (2007). V roce 2004 byly blastocysty také
izolovany z zab, u nichz se vyskytovaly s vysokou prevalenci 84-100 % (Yoshikawa et al.,
2004).

O Blastocystis u bezobratlych zivocichi (konkrétné pijavek) se poprvé zminuji jiz
studie provedené na pocatku 20. stoleti (Alexeieff 1911; Brumpt 1912). Dal§im druhem
bezobratlych zivocichi, kde byly blastocysty také objeveny, jsou $vabi (Zaman et al., 1993).
Se studiem blastocyst pochazejicich ze §vabu pokracovali pozdé&ji také autofi Yoshikawa et al.
(2007). Jejich izolaty se morfologicky neodliSovaly od izolatt lidskych a bylo mozné je
geneticky odliSit pouze molekularn€, podobné jako u vySe popsanych blastocyst

Z poikilotermnich hostitel.



1.4 Role Blastocystis v mikrobiomu ¢lovéka

Prestoze o existenci téchto prvoki vime jiz vice nez 100 let (Alexeieff 1911; Brumpt 1912),
jejich role v lidském zdravi a nemoci, zejména ve stievnim mikrobiomu, neni dosud zcela
objasnéna a je stézejni otazkou mnoha studii (napi. Hameed et al., 2011; Ajjampur & Tan,
2016; Audebert et al., 2016). Donedavna byly blastocysty povazovany za patogen a uzce
spojovany pievazné s etiologii stievnich onemocnéni, jako je syndrom drazdivého tra¢niku
[Irritable bowel syndrome - IBS] (Poirier et al., 2012). Touto funk¢ni gastrointestinalni
poruchou trpi zhruba 5-24 % lidi v industrializovanych zemich a jako jeden z hlavnich
ptiznakt je udavana bolest bficha, prijem a nadymani (Roberts et al., 2014). Mezi dalsi
ptiznaky, které byvaji pfisuzovany infekci Blastocystis, jsou rizné kozni projevy, a to
koptivka s akutnim ¢i chronickym pribéhem (Hameed et al., 2011). V ramci nékterych studii
byly blastocysty také ¢astéji detekovany u imunosuprimovanych pacienti s HIV (Adamu et
al., 2013) a také u lidi s imunitné zprosttedkovanymi stfevnimi zanéty [napf. Inflammatory
Bowel Diseases - IBD] (Crisafi et al., 2015). Nicméné autofi jinych studii nezaznamenali
zadnou spojitost mezi infekci Blastocystis a vySe zmifiovanymi onemocnénimi (napf.

Krogsgaard et al., 2015; Petersen et al., 2013; Rossen et al., 2015).

Nedavno se zacaly objevovat nazory, ze blastocysty jsou diilezitou soucasti stievniho
mikrobiomu, dokonce by jej mohly stabilizovat, a tak by mohly naopak byt ¢lovéku prospésné
(Parfrey et al., 2014a; Scanlan & Stensvold, 2013a; Stensvold & Giezen, 2018) Hlavnim
duvodem, ktery piispél k této hypotéze, byl objev vysoké prevalence blastocyst u zdravych
lidi, v porovnani s pacienty s IBS ¢i IBD, v ramci vétsich epidemiologickych studii (Petersen
et al., 2013; Krogsgaard et al., 2015; Rossen et al., 2015). Dalsim divodem je skutec¢nost, ze
blastocysty jsou shopné kolonizovat lidské stfevo po dlouhou dobu — bud’ jsou tedy schopné
dlouhodob¢é¢ modulovat imunitni odpovéd’, a nebo je na§ imunitni systém povazuje za
»pratelské“ (Scanlan et al., 2014; Krogsgaard et al., 2015). Zaznél také nazor, Ze pfitomnost
téchto prvoki u zdravych lidi souvisi s optimalni diverzitou stfevniho mikrobiomu (Scanlan
& Stensvold, 2013; Stensvold & Giezen, 2018). Zjistilo se totiz, Ze slozeni bakterialniho
mikrobiomu u pacientd s IBD a zdravych jedinct se lisi (Ni et al., 2017). Zatimco u zdravych
jedincti prevlada ve stieve striktn€ anaerobni prostiedi, u lidi trpicich IBD dochézi k pfesmyku
na fakultativn€ anaerobni prostfedi a tato caste€na pfitomnost kysliku zplsobi zménu
bakterialniho prostfedi spojenou s dysbiézou [tzn. nerovnovéhou stfevni mikroflory]
(Rigottier 2013; Rivera et al., 2017). Naopak pfitomnost Blastocystis, jako striktné
anaerobniho prvoka (Zierdt, 1986), je nyni spojovana s vysSi bakterialni diverzitou ve

stievech, zejména tedy u zdravych lidi (Audebert et al., 2016; Stensvold & Giezen, 2018).



Vzhledem ke kontroverznim faktim, které Blastocystis obklopuji, se zda byt
nepravdépodobné, ze by mohly hrat vyznamnou roli pii sttevnich onemocnénich. Pfitomnost

téchto prvoki ve stolici pacientt s IBD nemusi nutné znamenat, Ze jsou pivodcem zdravotnich

vvvvvv

al., 2007a).

1.5 Prevalence Blastocystis a faktory ovliviiujici kolonizaci ¢lovéka

Vyskyt Blastocystis je kosmopolitni a jejich prevalence se vyrazng liS$i mezi rozvojovymi a
industrializovanymi zemémi (Jeremiah & Parija, 2013). Mezi jeden z faktort ovliviiujicich
kolonizaci ¢loveka blastocystami patii tieba kontakt se zvifaty. V ramci nékolika studii byly
blastocysty Casto nachédzeny u lidi, kteti pracuji jako oSetfovatelé v zoologickych zahradach,
na farm¢ a nebo na jatkach (Cian et al., 2017; Greige et al., 2018; Parkar et al., 2010a) a u
nekterych subtypil byl na zdkladé molekularnich analyz i pfimo zdokumentovéan pienos mezi
zvitaty a ¢lovékem, tedy ptenos zoonoticky (Greige et al., 2018; Lee et al., 2012; Yan et al.,
2007b). Blastocysty byly také ¢astéji zaznamenany u lidi, kteti v minulosti navstivili tropické
zem¢ (Bart et al., 2013). Da se tedy fict, ze cestovani je dal$im faktorem pfispivajicim ke
kolonizaci c¢loveéka blastocystami. V neposledni tadé¢ Se mezi faktory zvySujici
pravdépodobnost ziskani kolonizace blastocystami pocitaji také zhorSené hygienické
podminky (El Safadi et al., 2014) a piti uzitkové, chemicky neosetfené vody (Angelici et al.,
2018; Leelayoova et al., 2018).

V neposledni fadé je také tieba zdlraznit, Ze vysledky prevalence jsou do znacné miry

ovlivnény pouzitou diagnostickou metodou (Roberts et al., 2011a).

1.5.1 Rozvojové zemé

V rozvojovych zemich je udavana vyrazn€ vysSi prevalence Blastocystis, nez v zemich
industrializovanych, a to obvykle mezi 30 az 76 % (napt. Clark et al., 2013; Mohammad et al.,
2017; Oliveira-Arbex et al., 2018, atd.). Zatim vibec nejvyssi 100% prevalence byla
zaznamenana u déti pochazejicich z malych vesnic v Senegalu (El Safadi et al., 2014).
Pomérné vysoké mnozstvi lidi pozitivnich na blastocysty bylo také v Thajsku, konkrétné se
jednalo o 51 % (Pipatsatitpong et al., 2015). Epidemiologicka studie provedena ve dvou

malych rybafskych vesnicich v brazilském Sao Paolo zjistila pfitomnost téchto prvoki u 45 a



75 % jejich obyvatel (David et al., 2015). Naopak pouze 26 % pozitivnich ptfipadi bylo

detekovano v ramci Ctyf venkovskych komunit v Nepalu (Lee et al., 2012).

Vyss§i prevalence blastocyst vrozvojovych zemich byva piisuzovana horsi
socioekonomickeé situaci v jednotlivych rodinach, zhorSenym hygienickym podminkam a také

nedostatku vzdélani (Leelayoova et al., 2018; Pipatsatitpong et al., 2015).

1.5.2 Industrializované zemé

Prevalence v industrializovanych zemich se pohybuje kolem 20 % (napi. Bart et al., 2013).
V ramci evropskych zemi bylo provedeno pouze nékolik epidemiologickych studii
zamétenych na blastocysty. Napiiklad ve Francii zaznamenali prevalenci 23 % (EI Safadi et
al., 2016). Za zminku také stoji nizozemska studie, ktera se zabyvala vyskytem blastocyst u
pacientli v nemocnici (Bart et al., 2013). Autofi této studie zjistili pozitivitu u 24 % lidi.
V ramci Evropské unie pochazi dalsi prace ze severniho Kypru, kde byla zjisténa prevalence
blastocyst 28 % (Seyer et al., 2017). Naopak pomérné nizky pocet lidi pozitivnich na tyto
prvoky byl zaznamenan v USA, a to 7 % (Scanlan et al., 2016) a dokonce pouze 1 %
pozitivnich pfipadd se vyskytovalo v Japonsku (Hirata et al., 2007). Autor star$i
epidemiologické studie provedené v USA vSak detekoval prevalenci vyssi, nez v pfedchozim

pipadé, a to 16 % (Amin, 2009).

1.6 Diagnostika

Pro diagnostiku Blastocystis se pouziva cela fada diagnostickych metod s riiznou senzitivitou
(Roberts et al., 2011a). Diky jejich morfologické podobnosti s kvasinkami a cystami dalsich
stfevnich prvoku, ptipadné s tukovymi kapénkami, nemusi byt koproskopicka diagnostika
vzdy jednoducha (Tan, 2008).

1.6.1 Koproskopicka diagnostika

Pro diagnostiku blastocyst ze stolice byla hlavné v minulosti ¢asto pouzivana piima
mikroskopie nativnich vzorku stolice, obvykle v kombinaci s barvenymi roztéry stolice (rizné
trichromany), ¢i sedimenta¢nimi metodami (Roberts et al., 2011a). Nicméné dnes se od téchto
metod postupné upousti, hlavné kvili jejich nizké sensitivité, a byvaji nahrazovany kultivaci

a molekularni diagnostikou.



Existuji tfi zakladni typy kultur pouzivanych pro diagnostiku blastocyst a rozristani
bungk pro in vitro studie. Prvni z nich je xenicka kultivace, kde prvoci rostou v pfitomnosti
nedefinované mikroflory (Clark & Diamond, 2002). Pro xenickou kultivaci je nejéastéji
pouzivano Jonesovo médium, které bylo vytvofeno jiz vroce 1946 a pozd€ji bylo
modifikovano do podoby, v jaké ji zname dodnes (Leelayoova et al., 2002; Suresh & Smith,
2004). Dalsim typem je monoxenicka kultura, ve které dany prvok roste jesté¢ v pritomnosti
dalsiho definovaného mikroorganismu (Clark & Diamond, 2002). Poslednim typem je
axenicka kultura, kde cilovy organismus roste bez ptitomnosti jakychkoliv dalSich
mikroorganismu (Clark & Diamond, 2002). Axenicka kultivace je pro studium blastocyst
nejvyhodnéjs$i, nicméné ziskat cistou suspenzi bunck bez piimési bakterii a dalSich
kontaminujicich mikroorganismu je velmi komplikované a casto také neefektivni (Lhotska,

2016).

1.6.2 Molekularni diagnostika

V dnesni dobé je nejpouzivangjsi metodou konvenéni nebo real-time PCR s vyuzitim
specifickych primert pro rod Blastocystis (napt. Roberts et al., 2011a). Jednotlivé subtypy
jsou dale obvykle specifikovany bud’ za pouziti sekvenovani ¢asti malé ribozomalni
podjednotky (SSU rRNA) z PCR produktii, nebo PCR s pouzitim STS [subtype-specific
sequence-tagged-site] diagnostickych primert (Stensvold et al., 2013). Vyhodou STS primert
v diagnostice je skutec¢nost, Ze neni nutné provadét sekvenaci PCR produktli, protoze
nedochazi k amplifikaci jiné DNA, nez blastocyst. Nicméné pouziti téchto primeri ma sva
omezeni. Jsou schopné zachytit pouze subtypy ST1-ST7 a mnoho vzorkd proto muze zlstat
fale$né negativnich. Navic jednotlivé subtypy blastocyst vykazuji zna¢nou intra-subtypovou
variabilitu (Stensvold et al., 2012) a zatim neni znamo, zda jsou tyto specifické primery

schopné detekovat vSechny genetické varianty (Stensvold, 2013).

Velmi ¢asto jsou nyni pro diagnostiku blastocyst vyuzivany primery pro ,,barcoding®,
oznacované BhRDr a RD5 (Scicluna et al., 2006). Na zaklad¢ dosud ziskanych sekvenci je
mozné rozliit nejen vSechny subtypy blastocyst (ST1-ST17), ale do jisté miry také urcit intra-
subtypovou variabilitu na zaklad¢ rozdilnosti specifickych alel (Stensvold, 2013). Sekvence

jsou vyhodnocovany s pouzitim barkddovaci platformy specidlné urcené pro blastocysty a

dostupné na www.pubmlst.org/blastocystis (viz kapitola 1.6.2.1). Tyto primery byly navrzeny
pro diagnostiku Blastocystis z xenickych kultur (Scicluna et al., 2006), nicméné¢ se velmi ¢asto

pouzivaji také piimo pro diagnostiku ze vzorku stolice ¢i trusu. V tomto piipad¢ je detekce
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blastocyst komplikovanéjsi vzhledem nizsi specifité ,,forward primeru RDS5, na rozdil od
primeru BhRDr. Diky této specifité¢ dochazi obcas k amplifikaci nejen blastocyst, ale také
napiiklad plisni a hub, a v§echny takzvan¢ pozitivni vzorky je tedy tieba ovéfovat sekvenaéné

(Stensvold, 2013).

Dalsi hojné pouzivanou molekularni metodou pro diagnostiku blastocyst je jiz zminéna
real-time PCR, jejiz vyhodou je vysoka senzitivita a specifita. Tato metoda je ¢asto pouzivana
pro prvotni ,,screening* vzorku (Stensvold et al., 2012). Poté nasleduje opét ziskani sekvenci

a jejich otypovani (viz vyse).

1.6.2.1 ,,Barcoding“ blastocyst

Jedna se o molekularné-fylogenetickou metodu slouzici k rychlé identifikaci druhd rtiznych
organismi (od obratlovcu a rostlin, az po prvoky), a to na zaklad¢é sekvence kratkych useki
DNA pomoci vysoce universalnich primert (Hebert et al., 2003). Tyto useky DNA musi
splitovat podminku vysoké variability na urovni druhu, ¢i genetické varianty (rozdilnost do 5
procent), a nasledné jsou otypovany ve formé ,,éarového kodu®, tzv. ,barcode* (Obr. 3),
ve specialnich barkodovacich databazich. U prvoki je dnes pro ,,barcoding* vybiran nejcastéji
usek malé ribozomalni podjednotky [SSU rRNA] (Pawlowski et al., 2012) . Autofi Scicluna
et al. (2006) tedy zvolili pro zavedeni barcodingu u tohoto prvoka praveé sekvenci SSU rRNA
o velikosti 600 bp, ktera se ukazala jako dostatecné variabilni pro urceni subtypu blastocyst.
Pro barkodovani Blastocystis jsou pouzivany primery zminéné jiz v piedchozi kapitole, a to
BhRDr a RD5 (Scicluna et al., 2006).

Molekularni epidemiologie Blastocystis byva ¢asto zkoumana na zakladé jednotlivych
subtypt, analyzy alel na zdkladé¢ SSU rRNA, nebo multilokusové sekvenacni typizaci [MLST;
multilocus sequence typing]. Pro tyto ucely byla vytvofena platforma pro barkédovani u

blastocyst, ktera je dostupna na www.pubmlst.org/Blastocystis a obsahuje jak sekvence

ziskané z barkodovaciho protokolu, tak i z MLST. Bylo zjisténo, Ze blastocysty vykazuji
znacny geneticky polymorfismus (Stensvold et al., 2012) a pravé ,,barcoding® umoziuje
analyzu alel na zakladé SSU rRNA, ktera je platnym ukazatelem genetické variability uvnitf
subtypt (Scicluna et al., 2006). Naptiklad v rdmci ST3 je nyni identifikovano 35 riznych alel
(http://www.blastocystis.net/p/lab-stuff.html). Diky schopnosti této barcodovaci platformy

zachytit i intra-subtypovou variabilitu (tzn. variabilitu v ramci jednoho subtypu), neni pro

vétsinu vzorkll nutné provadét dodatecné fylogenetické analyzy. Tato metoda umoZziuje
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jednodussi a komplexnéjsi vyzkum. Lze naptiklad odhalit, zda infekce u dvou jedincti pochazi
ze stejného zdroje (pokud je shodny subtyp a také alela), apod. Fylogenetické analyzy se
pouzivaji jen v ptipadé nove objevenych subtypt nebo alel, které tato platforma zatim nezna.
Pouziti této barkodovaci platformy je velmi jednoduché. Staci pouze vlozit sekvenci DNA,

jak je vidét na obrazku 4 a 5.

Obr. 3: DNA ,,barcode*; modifikovano z Yu et al. (2017)

_l_vll _]_7(] () lcl 00 "lll 220 ) Aql

Obr. 4: Pouziti platformy pro ,,barcoding® — vleZeni sekvence.

(https://pubmilst.org/bigsdb?db=pubmlst_blastocystis_seqdef&page=batchSequenceQuery).

PubMLST Database home Contents

[ #] Log in

Batch sequence query - Blastocystis locus/sequence definitions

Please paste in your sequences to query against the database. Query sequences will be checked first for an exact match against the chosen (or all) loci - they do not neec
is not found. You can query using either DNA or peptide sequences. @

Please select locus/scheme Order results by
R

Enter query sequences (FASTA format) Alternatively upload FASTA file Action
AGTCATACGCTCGTCTCARAGATTARCCCATGCATGTGTAAGTATARATACTTAACTTIGARRCTCCGAR A Select FASTA file: Reset Submit

TGGCTCATTATATCAGTTATAGTT TATTTGATGARGAATACTAATTGGATARCCGTAGTAATTCTAGAGT

Browse... | No file selected.
TAATACATGTATAAAGTCTTGTAGACTGCATTTATTAGAATG CATAGGTTTCGGCCTATTCGTGA

GTAATAATAACTARTCATATCGTATGCTTATGTARCGATGTGTCTT TCARGTTTCTGCCCTATCAGCTTT
CeATGETAGTCTATTGEACTACCATGGCACTARCGGETARCGRAAGRATTTGCCTTCCATTTCCCAGAGGE
AGCCTGAGAGATGGCTACCACATCCAAGGARGGECAGCAGGCGCGTARRTTACCCAATCCTGACACAGEGR v
GGTAGTGACAATAARATCACAATGCGGAACAATGTTTTGCAAT TGGATTGAGAACAACGTACARACCTTAT

Obr. 5: Vysledny zaznam barcodovaci platformy (ureni subtypu a jednotlivych alel v ramci intra-subtypové

variability).

Allele information - m18SerNA: 34 | Contig|Match| Locus | Allele | Differences|

Query exact _18S_rRNA 34

/Y
w Provenance/meta data
locus: 185 rRNA

sequence: TATAGTTTAT TTGATGAAGA ATACTAATTG GATAACCGTA GTARATTCTAG AGCTAATACA TGTATARAGT CT1
TATCGTATGC TTATGTAACG ATGTGTCTTT CAAGTTTCTG CCCTATCAGC TTTCGATGGT AGTGTATTGG ACI
CCACATCCAR GGAAGGCAGC AGGCGCGTAR ATTACCCARAT CCTGACACAG GGAGGTAGTG ACRATARR

length: 348
status: Sanger trace checked
date entered: 2011-10-10
datestamp: 2011-10-10
sender: Rune Stensvold

curator: Rune Stensvold, Laboratory of Mycology and Parasitology, Statens Serum Institut, Copenhagen, Denmark

subtype: ST3
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2 Cile prace
Hlavnim cilem této prace bylo zjistit prevalenci stievniho prvoka rodu Blastocystis spp. v

souboru zdravych dobrovolniki pochazejicich z Ceské republiky.
Dil¢i cile byly nésledujici:

e ziskat dostate¢ny pocet vzorku stolice od zdravych dobrovolniki, jejich rodinnych
pfislusniki, a ptipadné zvifat;

e urcit celkovou prevalenci stievniho prvoka rodu Blastocystis v ziskaném datasetu
dobrovolnikt, v¢etné uréeni jeho subtypt;

e Ovétit a porovnat sensitivitu dvou diagnostickych metod — xenické kultivace a
molekularni diagnostiky (PCR);

e zjistit prevalence blastocyst a jejich subtypii vV ramci jednotlivych rodin;

e zjistit ptipadné korelace Cetnosti vyskytu Blastocystis spp. s ur¢itymi specifickymi
faktory, jako jsou Zivotni styl (cestovani, venkov/mésto), kontakt se zvitaty, pohlavi

a vek;
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3 Material a metodika

3.1 Ziskavani a sbhér vzorku

Vzorky stolice byly ziskavany neinvazivni cestou od dobrovolniki, kterym byla nabidnuta
dobrovolna a neplacenad ucast v projektu. Kromé vzorka lidskych byly v pifipadé zajmu
pfijimany také vzorky trusu zvirat, se kterymi jsou tcastnici v izkém kontaktu. Tyto vzorky
byly dilezité hlavné pro hlubsi porozuméni vztahu mezi prevalenci Blastocystis spp. u lidi a
u zvitat, zejména piipadného zoonotického potencialu (tj., sdileni stejnych subtypt blastocyst
u lidi a zvifat v jedné lokalité/rodin€). VSichni zacastnéni vyplnili formulai s informacemi
potfebnymi pro nas vyzkum, a to informace o dieté (vegetarian, vegan, atp.), kontaktu se

zvitaty, Cetnosti cestovani a zda trpi zanétlivym onemocnénim stiev.

Vsechna data byla striktn€ anonymizovana a zpracovavana dle zakona ¢. 101/200 Sb.
O ochran¢ osobnich udaji. Tato prace byla zaroven soucasti vétsi studie, ktera byla posouzena
jako eticky p¥ipustna a odpovidajici rozsahu Etické komise Biologického centra AV CR v.v.i.

v Ceskych Bud&jovicich (&islo rozhodnuti 1/2017).

3.1.1 Metody osloveni dobrovolniki v ramci celé CR

Pro osloveni jednotlivych ucastnikl studie byly pouZzity rizné strategie. Kromé piimého
osloveni z fad zndmych a rodiny byly také pouzity informacni plakaty, které byly vyvéSovany
na raznych vetejnych mistech — naptiklad veterinarni ordinace, vyvésni tabule, informacéni
nasténky na studentskych koleji apod. Dale byla pouzita média, jako jsou noviny ¢i rozhovory
Vv riznych rozhlasovych, nebo televiznich pofadech. Posledni zminéné varianta méla nejvetsi
ohlas. Kazdy zGcastnény obdrzel informacni brozuru, ktera obsahovala vSechny potiebné
informace o studii, zptisobu odbéru vzorku a jeho uchovavani. Zucastnéni, ktefi neméli
moznost vzorek dorucit osobné, jej zasilali doporucené poStou podle podrobnych pokynii,

které obdrzeli od nas emailem ¢i telefonicky.

14



3.2 Diagnostika Blastocystis

Pro diagnostiku prvoka rodu Blastocystis ze vzorkl byly pouzity dvé nezavislé diagnostické
metody. Prvni metodou byla kultivace v tekutém modifikovaném Jonesové médiu
(Leelayoova et al., 2002; Suresh & Smith, 2004) s naslednou mikroskopickou kontrolou. Jako
paralelni diagnostika a metoda pro ur¢eni subtypu Blastocystis byla vyuzita molekularni

detekce s vyuzitim PCR a nasledné otypovani sekvenci (vi informaci nize).

3.2.1 Kultivace

Pro kultivaci blastocyst bylo pouzito tekuté modifikované Jonesovo médium. Kultivace
probihala pfi 37°C v uzavienych sklenénych kultiva¢nich zkumavkéach se Sroubovacim
zavitem. Tteti den kultivace byla kultura pfeockovéna sterilni sklenénou Pasteurovou pipetou
do cerstvého média (Clark & Diamond, 2002). Kultiva¢ni zkumavky byly vzdy umistény v
termostatu (Sanyo MIR-153) s teplotou 37°C. Po dalSich tfech dnech byla zjistovana
pfitomnost/absence blastocyst mikroskopicky (Olympus CX22LED) pii zvétseni 400x.

3.2.1.1 Modifikované Jonesovo médium

Tekuté Jonesovo médium je pouzivano zejména pro diagnostiku Blastocystis ve vzorcich
stolice Ci trusu ziskanych od nejriznéjSich hostiteld. Toto médium bylo modifikovano

(Leelayoova et al., 2002; Suresh & Smith, 2004).

Seznam chemikalii a jejich navazek pro pripravu modifikovaného Jonesova média:

e 0,946g Na2HPO4 (Sigma-Aldrich, USA)

e 0,908g KH2PO4 (Lach-ner, CR)

e 1,89 NaCl (Sigma-Aldrich, USA)

e 0,239 kvasni¢ného autolyzatu (Duchefa Biochemie, Némecko)

¢ inaktivované konské sérum (Sigma-Aldrich, USA)
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Priprava média:
Nejprve byly pfipraveny pracovni roztoky dle nasledujiciho popisu:

e 0,946g NaHPO4 a 0,908g KH2POj4 se separované rozpustilo ve 100 ml destilované
vody;

e 1,8g NaCl se rozpustilo ve 200 ml destilované vody;

e 7 téchto pracovnich roztokli bylo nasledné ptipraveno findlni médium;

e dané objemy pracovnich roztokl (31,2 ml NapHPOa4, 10,4 ml KH2PO4 a 187,5 ml
NaCl) byly smichany;

e dale bylo ptidano 0,23g kvasni¢ného autolyzatu;

e nasledovala sterilizace v autoklavu pfi teploté 121°C a tlaku 101,5 kPa (50 min);

e po vychladnuti takto pfipraveného roztoku bylo nakonec steriln€ pfidano inaktivované

koniské sérum, a to 10% celkového objemu vysledného roztoku;

Nakonec byly sterilné pfipraveny alikvoty média po 4 ml do piedem pfipravenych sterilnich
10 ml kultiva¢nich zkumavek se Sroubovacim zavitem. Takto pfipravené médium bylo do

svého pouziti kratkodob€ uchovavano pii 4°C.

3.2.2 Molekularni detekce
3.2.2.1 lzolace DNA

Celkova DNA byla izolovana komerénim kitem (PSP Spin Stool DNA, Stratec, Némecko)
podle protokolu dodaného vyrobcem. Z kazdého vzorku bylo takto ziskano 200 ul DNA, ktera

byla nésledné rozpipetovana a dlouhodobé uchovavana pfi teploté -20°C.

3.2.2.2 Amplifikace SSU rDNA

Amplifikace vhodné zvoleného tseku (600 bp) DNA (Scicluna et al., 2006) byla provedena
metodou polymerazové ftetézové reakce (PCR) za pouziti dvou specifickych primert

(dodavatel Sigma-Aldrich, USA) pro Blastocystis (ozna¢eni RD5, BhRDr), viz tabulka 1.
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Tab.1: Piehled pouZitych primeri.

Nazev primeru Citace Sekvence 5°- 3’
RDS Sciclunaetal. |ATCTGGTTGATCCTGCCAGT
BhRDr (2006) GAGCTTTTTAACTGCAACAACG

Pro reakéni smés bylo pouzito 5 ul komeréné vyrabéného 2x koncentrovaného mastermixu
(AccuPower® Taq PCR PreMix; Bioneer), ke kterému se ptidalo po 1 ul obou primerd
(pracovni koncentrace 10 uM) a 2 ul DNA. Tato smés byla nakonec doplnéna sterilni PCR
vodou do kone¢ného objemu 10 pl. Kromé testovanych vzorki DNA obsahovala kazda sada
PCR reakci také negativni kontrolu. DNA v tomto ptfipadé nahrazovala voda (tzv. blank) a
pozitivni kontrolu obsahujici DNA z trusu potkana pozitivniho na Blastocystis. Vlastni PCR
reakce probihala v cycleru (T100™ Thermal Cycler, Biorad, USA) za optimalizovanych
podminek: 94°C po dobu 5 minut; 34x (94°C/1 min; 56°C/1 min; 72°C/1 min); a 72°C po

dobu 5 minut.

3.2.2.3 Elektroforéza

Pro zviditelnéni a kontrolu vlastni PCR reakce byla pouzita gelova elektroforéza na 1%
agardzovém gelu. Ten byl ptipraven smichanim 0,5 g agarézy (Amresco, USA) a 50 ml pufru
(1x koncentrovany) TAE (Tris-Acetate-EDTA). Do agar6zového gelu byl navic béhem
ptipravy pfidan 1 pl ethidium-bromidu (10 mg/ml) pro zviditelnéni amplifikované DNA pti
osviceni UV zafenim. Tento roztok byl nalit do pfedem pfipravené vanicky, do které byly
nasledné vlozeny hiebinky. Po ztuhnuti takto pfipravené¢ho gelu bylo do kazdé z jamek
naneseno 8 pl reakéni smési. Pro odhad velikosti separovanych DNA fragmenti se do jedné
z jamek nanesl také velikostni marker (Invitrogen, USA) s definovanou velikosti jednotlivych
fragmenti. Elektroforéza probihala pii napéti 70-100 V po dobu cca 35 minut. Vizualizace
gelu probihala pomoci UV transiluminatoru (UltraLum 900-1425-24).

Pokud se amplifikoval velikostné odpovidajici fragment, byla provedena extrakce
DNA z gelu a jeji nasledna izolace pomoci komer¢niho kitu (GenElute TM Gel Extraction
Kit, Sigma — Aldrich, USA).
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3.2.2.4 Sekvenovani a uréovani subtypi Blastocystis

Sekvenace vzorkd s ovéfenou pozitivitou na Blastocystis byla provedena firmou Eurofins
GATC Biotech (Némecko). Pro tyto Gcely byly vzorky ptipravovany smichanim 5 pl PCR
amplikonu, 1 pl reverse (ptipadné forward) primeru a 4 ul PCR vody. Vysledné sekvence byly
ovéteny pomoci online serveru BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) a nasledné

zpracovavany v programu Geneious Prime 2019.0.4.

Pro urceni subtypt byly sekvence nasledné otypovany v platformé¢ pro barcoding
(http://pubmlst.org/blastocystis/), umoznujici analyzu na zakladé SSU rRNA alel, ktera je
platnym ukazatelem genetické variability uvniti subtypu (Scicluna et al., 2006).

3.2.2.5 Klonovani

Suspektni vzorky, obsahujici v sekvenci vice signali, resp. piekryvajici se signaly, byly dale

klonovany, aby byly odhaleny ptipadné smiSené infekce vice subtypti blastocyst.

Pro klonovani byl pouzit pGEM®-T Easy Vector Systém I (Promega, USA), jehoz

pouziti je uvedeno v tabulce 2. Takto ptipravena smés se nechala ptes noc inkubovat pii 4°C.

Tab. 2: Slouc¢eniny pro pripravu vektoru a jejich pouZité mnoZstvi.

Nazev slouceniny Pridany
objem [ul]
2x Rapid Ligation Buffer 5
pGem®-T Easy vector 1
PCR produkt 2,3
T4 DNA Ligase 1
PCR voda 0,7

Transformace kompetentnich bunek:

Klonovaci vektor byl dale smichan se 100 ul kompetentnich bunék E. coli (kmen XL1) a
ponechan 10 min na ledu. Poté byl proveden tzv. ,,heat shock* zahtatim smeési v termobloku
Bio TDB-100 (Biosan) na 42 °C po dobu 52 s. Nasledovalo prudké zchlazeni na ledu po dobu
cca 2 min. Po provedeném teplotnim Soku bylo ke smési piidano 150 ul SOC média (trypton,
kvasni¢ny autolyzat, NaCl, gluko6za) predehfatého na 37°C. Takto pfipravené zkumavky se

nechaly tfepat v horizontalni poloze po dobu 40 minut pii 37°C.
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Kultivace bunék na agarovych plotnach:

Pro néaslednou kultivaci byly pfedem ptipraveny Petriho misky s bakteridlnim agarem
obohacené ampicilinem (25 mg/ml). Pied vlastnim vysevem bunék bylo na kazdou Petriho
misku naneseno a rovnomeérné rozetfeno pomoci bakteriologické hokejky 35 ul X-gal (5-
bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-galaktosid, Amresco, USA) a 5 ul IPTG (izopropyl-p-D-
thiogalaktosid, Amresco, USA) (Green & Sambrook, 2012). Po inkubaci byla nakonec
nanesena piipravend smes bunék. Takto pfipravené Petriho misky se nechaly pfes noc

inkubovat pii teploté 37°C.

Namnozeni hostitelskych bunék:

Po skonceni inkubace byly z kazdého vzorku na Petriho misce sterilni $pickou odebrany tii
bilé kolonie a pteneseny do pfipravenych zkumavek se 4 ml tekutého LB média (trypton,
kvasni¢ny extrakt a NaCl) obohaceného o ampicilin (4 pl zdsobniho roztoku ampicilinu o
koncentraci 25mg/ml na 1ml LB média). Tato smés byla opét inkubovana ptes noc Vv tiepacce
pti 37°C. Narostl¢ buiiky byly nésledné odstfedény v 1,5 ml mikrozkumavkach pti maximalni

rychlosti. Ziskany sediment byl pouZit pro naslednou izolaci plazmidové DNA.

Izolace plazmidové DNA:

Pro izolaci plazmidové DNA byl pouzit komer¢ni kit High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche,

Svycarsko) dle navodu uvedeného vyrobcem.

Restrikcni Stepeni':
Vyizolovana plazmidova DNA byla stépena pomoci restrikéniho enzymu EcoRI (New
England Biolabs, USA) pro ovéfeni, nese-li fragment odpovidajici velikosti. Reakéni smés

obsahovala 3 ul plasmidové DNA, 1 ul pufru (10x koncentrace) s 2 jednotkami enzymu EcoRI
a 6 ul PCR vody.

Takto ptipravena smés byla nasledné inkubovana 30 minut v termostatu (Sanyo MIR-
153) s teplotou 37°C. Naslednou elektroforézou na 1 % agar6zovém gelu bylo dle velikosti

klonovaciho vektoru a velikosti inzertu ovéieno, zda klon obsahuje inzert, ¢i nikoliv.
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Vybrané klony byly sekvenovany (Eurofins GATC Biotech). VVzorky pro sekvenaci byly
pfipraveny smichanim 5 pl plasmidové DNA, 1 pl primeru T7 forward (5'-
TAATACGACTCACTATAGGG- 3°) (Invitrogen, USA) a 4 ul PCR vody.

3.3 Zjistovani prevalence Blastocystis

Na zéklad¢ vysledktt PCR a xenické kultivace, vyskytu blastocyst a jejich subtypi a také
v korelaci s riznymi faktory, byly pocitany prevalence. Celkova prevalence byla vypocitana
ze vSech vzorkd, tj. zvifecich i lidskych. Pro ostatni vypocty prevalence v korelaci s uréitymi
faktory se vychazelo vzdy z poctu vzorkd v dané kategorii, jak je vzdy piesné uvedeno ve

vysledcich.

20



4 Vysledky

4.1 Ziskany dataset vzorki

Celkem bylo ziskano 411 vzorki a v ramci této prace bylo zpracovano 360 vzorkt, z nichz
242 vzork je lidskych a 118 vzorkl pochézi od zvifat, se kterymi jsou zucastnéni v blizkém
kontaktu. Vétsinu vzorkt jsme ziskali az v pokrocilé fazi této studie, proto budou analyzy
zbyvajicich vzorkl z ¢asovych a kapacitnich diivodi dokonceny pozdéji a vyusti planovanou

védeckou publikaci.

Vzorky byly ziskavany z riznych ¢asti Ceské republiky, jak je pro ilustraci zndzornéno
na nasledujici mapé (viz Obr. 6). V datasetu vzorkd jsou zastoupeny téméf vSechny kraje
Ceské republiky, vzorky chybi pouze ze Zlinského kraje, ktery je na mapé zabarveny &erveng.
Nejvice vzorki pochazi z JihoCeského kraje (47 %), nasleduje Plzensky (14 %) a Stredocesky
kraj (11 %). Procentudlni zastoupeni vzorktl ze vech krajo Ceské republiky je graficky
znazornéno V grafu 1. Celkem bylo také ziskano 118 vzorki riznych zvitat, se kterymi jsou
zGcCastnéni v tésném kontaktu. Nejvice vzorkl pochazelo od psi (40 %), dale od koni (13 %)
a od kocek (12 %). Do skupiny oznaéené jako ,,ostatni* spadal pouze jeden vzorek pochazejici
z jezka afrického. Mnozstvi vzorka ziskanych od zvifat je shrnuto v tabulce 3. Zastoupeni

téchto vzorki v procentech je dale graficky znazornéno v grafu 2.

Obr. 6: Grafické znazornéni jednotlivych lokalit CR, ze kterych byly vzorky ziskany.
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Graf 1: Zastoupeni vzorki lidi a jejich zviFat v ramci jednotlivych kraji CR. Prvni &islo vyjadiuje pocet

vzorkd, ¢islo za stfednikem hodnotu v procentech, a to z celkovych 360 zpracovanych vzorka.
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Graf 2: Procentualni zastoupeni vzorki raznych druhi zviiat.
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Tab. 3: MnoZstvi vzorki ziskanych od zvifat.

Zvite Pocet vzorkli | Zvife Pocet vzorku
psi 46 kozy 3

koné 15 kralici 12
kocky 14 driibez 11
prasata 3 ostatni ptaci 2

ovce 6 ostatni 1
hlodavci 3

4.2 Porovnani senzitivity dvou diagnostickych metod
Pro detekci blastocyst ve vzorcich byly pouzity dvé rizné diagnostické metody. Jednalo se o
klasickou xenickou kultivaci v Jonesové médiu a molekularni diagnostiku. Pro kazdy vzorek

byly pouzity ob¢é zminéné metody.

Kultivace odhalila infekci v 55 vzorcich z celkovych 63 sekvenac¢né pozitivnich
ptipadi, selhala tedy v osmi ptipadech. Jednalo se pfedevsim o vzorky zvifat, konkrétné o dva
vzorky kravské, jeden konsky, jeden ov¢i a jeden psi. Kultivace dale nebyla efektivni také u
tii lidskych vzorkt. Molekularni diagnostika sice odhalila osm ptipad Blastocystis spp. vice
oproti kultivaci a méla tedy vyssi citlivost, ale zaroven bylo 11 vzorkil pravdépodobné faleSné
pozitivnich. AZ po sekvenaci téchto vzorki bylo zji$téno, Ze se o blastocysty nejedna. V deviti
z 11 ptipadt téchto faleSné pozitivnich vzorkl se jednalo o vzorky zvifat. Sekvenace vétSinou
odhalila bakterie, plisn€, ¢i rostlinné kontaminace. Ani jedna z pouzitych metod nebyla

samostatné 100% uspeéSna, nicméné kombinace obou zminénych se ukéazala byt nejvhodné;si.

4.3 Prevalence Blastocystis spp. a urceni jeho subtypi

Celkova prevalence blastocyst (tj. lidi a zvifat) v nasem datasetu vzorku je 17 %. Pozitivnich
vzorkl bylo celkem 62 a negativnich 298 z poctu 360 zpracovanych vzorki. Prevalence u lidi
dosahuje 21 % (pozitivnich 51 vzorkii z 242 zanalyzovanych vzorkl od lidi), zatimco u zvitat
pouze 9 % (pozitivnich 11 vzorkd ze 118 zanalyzovanych vzorkd od zvifat). Nase vysledky
prevalence Blastocystis u lidi a zvitat v Ceské republice jsou znazornény na grafu 4. Celkové
bylo u lidi a u zvifat zaznamenano devét riznych subtypt blastocyst, jmenovit¢ ST1-ST7,
ST10, ST14. Dale byly detekovany tfi neidentifikované subtypy — u téchto vzorkd bude nutné
provézt fylogenetické analyzy, které budou dopracovany pro naslednou publikaci. U lidskych
vzorkl bylo zjisténo celkem Sest z deviti popsanych subtypti, jejichz vyskyt byl zaznamenéan

u Cloveka (Alfellani et al., 2013). Konkrétné se jednalo o subtypy ST1, ST2, ST3, ST4, ST6,
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ST7. Zajimavym vysledkem je nalezeni typicky ptacich subtypti Blastocystis ST6 a ST7 u lidi
(Stensvold et al., 2009), a to ¢tyt piipadu subtypu ST6 a péti ST7. Co se tyce celkového
vyskytu jednotlivych subtypt, nejcastéji byl zaznamenan subtyp ST3 s 36% prevalenci, na
druhém misté subtyp ST1 s 20% prevalenci a néasledn¢ ST7 se 14% prevalenci. Piehled
zjisténych subtypt u lidi a u zvitat je shrnut v grafu 5. U lidi byl nej¢astéj$im subtypem ST3
(42 %), dale ST1 (23 %) a ST7 (11 %).

V datasetu vzorkd byla na zakladé SSU rRNA zaznamendna také znacnd intra-
subtypova variabilita (tzn. variabilita v ramci jednoho subtypu). U lidskych vzorku byly
Vv ramci jednotlivych subtypl detekovany tyto alely: ST1- alela 4; ST2 - alela 9, 11 a 12; ST3
- alela 34 a 38; ST4 - alela 42 a 92; ST6 - alela 123; a ST7 - alela 41, 110 a 112. Jednotlivé
alely v ramci danych subtypt jsou shrnuty také v tabulce 4. Z trusu zvitat byly dale detekovany
subtypy ST5 (alela 17 a 119) u prasat, ST7 (alela 112) u husy, ST10 (alela 43) a ST14 u ovci,
ST10 (alela 43) byl detekovan dale také u dvou vzorkl z krav. U dvou pst byl zaznamenan
ST7 (alela 112). Rozdily ve variabilité subtypt u lidi a u zvifat jsou pro porovnani znazornény

v grafu 6.

U dvou lidskych a tii zvifecich vzorkii se nam nepodafilo najit shodu alel v ramci
barkodovaci databaze pro Blastocystis (http://pubmist.org/ blastocystis/) a pravdépodobné se
jedna o alely nové, a nebo v této databazi zatim neuvedené. Tyto neznamé alely jsou v textu
uvedeny jako ,alela x“. Nejvétsi podobnost alel v ramci intra-subtypové variability byla
zaznamenana u ST1, kdy se ve vSech 12 ptipadech jednalo o stejnou alelu, a to alelu 4 (Tab.
4). Také u ST6 se vyskytla vzdy stejna alela 123. Nizka intra-subtypova variabilita byla také
u ST3, kdy se v 95 % piipadi jednalo o alelu 34. Naopak velka intra-subtypova variabilita se
vyskytla naptiklad u subtypti ST2 a ST7.

V ramci zjistovani, zda lidé a zvitata sdileji néjaké subtypy (pro piipadné zhodnoceni
zoonotického potencialu), byl odhalen pouze jeden subtyp, a to ST7, ktery byl ve dvou

ptipadech nalezen jak u lidi, tak u psii a jedné husy. V obou ptipadech se jednalo o alelu 112.

Dale jsme identifikovali tfi pfipady moZzné smiSené infekce, nicméné klonovani se
nezdafilo a je tfeba ho jesté opakovat. To, jak se jednotlivé subtypy od sebe lisi, je znazornéno
v alignmentu (Obr. 7). Nejvyssi variabilita byla zaznamenana v usecich 85-95, 145-160, 195-
230, 280-290 a 300-310 nukleotidd.
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Graf 4: Celkova prevalence Blastocystis spp. v datasetu dobrovolniki a jejich zviiat (A — celkova
prevalence; B — prevalence u lidi; C — prevalence u zvifat). Prvni ¢islo vyjadiuje vzdy podet vysetienych

vzorkd, ¢islo za sttednikem prevalenci v procentech.
A B C

Tab. 4: Intra-subtypova variabilita v datasetu vzorki. (N = pocet pozitivnich vzorki)

= negativni

m pozitivni

Subtyp |Hostitel |Nvzorkd |Alela/-y Subtyp |Hostitel |Nvzorkd |Alela/-y
ST1 clovék 12 12x alelad4 |ST6 clovék 4 4x alela 123
ST2 clovék 5 2x alela 9 ST7 clovék 8 2xalela 41
2x alela 11 psi 1x alela x
1x alela 12 husa 4x alela 112
1x alela 110
ST3 ¢lovék 21 20x alela 34 |ST10 kravy 3 1x alela x
1x alela 38 ovce 2x alela 43
ST4 ¢lovék 3 2x alelad42 |ST14 ovce 1 1x alela x
1x alela 92
ST5 prasata 2 1x alela 17
1x alela 119

Graf 5: Celkové zastoupeni jednotlivych detekovanych subtypi u lidi i zvifat v procentech.
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4.4 Zjisténi prevalence blastocyst a jejich subtypi v ramci jednotlivych rodin

V priibéhu této prace se nam podaftilo ziskat pomérn¢ velké mnozstvi vzorkt, které pochazi
od vice rodinnych ptisluSnikti a bylo tedy mozné zjistit, zda se infekce Blastocystis spp.
prenasi 1 mezi jednotlivymi ¢leny rodiny. Kazda rodina byla oznacena svym koédem dle
abecedy a data byla shrnuta do vysledné tabulky. Za ,,rodinu® bylo povazovan soubor dvou a

cey

vice ¢lent. Rodiny byly déle jesté rozdéleny do dvou kategorii — na ty, které ziji ve mésté a

rodiny zijici na vesnici. Tento aspekt byl dale rozvijen také v ramci posledniho dil¢iho cile

prace.

V nasi studii je zahrnuto celkem 54 rodin, z nichz polovina rodin (27) byla pozitivnich
na blastocysty a polovina (27) rodin byla negativnich. Ve vétsing ptipadi (21/27) byl pozitivni
pouze jeden ¢len rodiny. Zajimavé bylo také zjisténi, ze se v n¢kterych rodinach objevovalo
vice subtypt — naptiklad u jedné ¢tyi¢lenné rodiny byl detekovan ST1 (alela 4), ST2 (alela 9)
a ST6 (alela 123). Podobnych ptipadi bylo nalezeno vice, jak je dobie vidét v tabulce 6.

Shodné subtypy u vice rodinnych ptislusnikt byly nalezeny pouze ve ttech ptipadech.

oy

Jednalo se o jednu rodinu Zzijici ve mésté, kde oba manzelé sdileli stejny subtyp ST3 a také
stejnou alelu 34. Déle dvé rodiny Zzijici na vesnici — V obou ptipadech se jednalo o tfi¢lennou
rodinu, u které se vyskytoval ve vSech pfipadech stejny subtyp ST1 a stejna alela 4. Da se tedy
piedpokladat, ze se infekce Blastocystis spp. mize mezi rodinnymi piislusniky pfenaset, ale

nedochazi k tomu pfili§ Casto.
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Tab.6: Prehled vyskytu blastocyst a jejich subtypi v jednotlivych rodinach (Ozn. — oznaéeni rodiny; N —

pocet ¢lent; N + - pocet pozitivnich ¢lend rodiny; za lomitkem hodnota v procentech). Modfe zabarvené bunky

ey

s kfizkem oznacuji rodiny, které byly negativni na Blastocystis a Zijici ve mést¢; zelené zabarvené u

vey

negativnich rodin zijicich na vesnici.

Rodiny ve mésté Rodiny na vesnici
Ozn [N |[N+/% |Subtyp/-y | [Ozn |N |N+/% |Subtyp/-y B Ozn [N |N+/% |Subtyp/-y
(alela/-y) (alela/-y) (alela/-y)
A2 |2 1/50 ST3 (34) V2 2 |0/0 x Al |3 |3/100 |ST1(4)
ST1 (4)
ST1 (4)
B2 |4 3/75 ST1 (4) w2 2 |0/0 x B1 |2 |1/50 ST3 (34)
ST6 (123)
ST2 (9)
c2 |3 [1/33 [sT1(4) X2 2 |1/50 |[sT7(110) Bc1 [3 |1/33 |ST4(92)
D2 [2 |0/0 x Y2 5 |0/0 x D1 (2 |o/0 x
E2 |2 |o0/0 x 22 3 [1/33  [ST7(41) El |4 |1/25 |ST1(4)
F2 2 0/0 b3 AA2 2 [2/100 |ST3(34) F1 3 |0/0 X
ST3 (34)
G2 |2 [1/50 [sT3(34) BB2 |3 [1/33 [sT3(34) Gl |2 |o/0 x
H2 |2 0/0 X CC2 3 |0/0 x H1 |3 |1/33 ST6 (123)
2 [2 Jo/o x DD2 |3 [1/33 |sT3(34) 11 |2 [2/100 [sT3(34)
ST6 (123)
J2 2 0/0 X EE2 5 |0/0 x J1 3 |1/33 ST7 (41)
K2 |3 |0/0 x FF2 |4 |2/50 [ST3(34) K1 |3 [3/100 |[ST1(4)
STx ST1 (4)
ST1 (4)
L2 [3 [1/33 [sT3(38) GG2 |2 [|1/50 |[sT7 L1 [3 [1/33 [sT3(34)
M2 |3 0/0 x M1 (2 |1/50 ST3 (34)
N2 |4 |0/0 x N1 |5 [0/0 x
02 [2 |o/0 x o1 |4 |o/0 x
P2 2 0/0 x P1 2 |1/50 ST7 (112)
Q2 [4 |o/0 x Q1 |2 |o/0 x
R2 [2 |o/0 x R1 [2 [o/0 x
2 |5 |0/0 x s1 |3 [1/33 [sT1(4)
T2 |2 |1/50 [ST3(34) T1 [2 [1/50 [sT3(34)
u2 |2 0/0 x ui (4 |1/25 ST6 (123)
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4.5 Korelace vyskytu/absence Blastocystis spp. se specifickymi faktory
U vsech vzorkll bylo déle zjisStovano, zda existuji n¢jaké korelace mezi vyskytem/absenci

blastocyst s nékterymi faktory uvedenymi nize.

4.5.1 Zivotni styl

U vsech 242 lidskych vzorkti zde byl testovan vliv Zivotniho stylu na vyskyt/absenci
blastocyst. V této kategorii byly zahrnuty dva faktory, jmenovité Zivot ve mésté versus na
vesnici a vliv cestovani. Vesnice byla definovana poétem obyvatel, do této kategorie spadaly
malé obce do 2000 obyvatel. Cestovani bylo rozdéleno do tii kategorii — lidé, kteti v minulosti

nikdy necestovali, lidé cestujici v ramci Evropské unie (EU) a ti, ktefi cestuji i mimo EU.

4.5.1.1 Zivot ve mésté/vesnici

Z celkového poctu 242 lidskych vzorki zije na vesnici 73 lidi (30 %) a ve mést¢ 169 lidi (70
%). Z téchto Cisel vychazi nasledujici vypocty prevalence Blastocystis. U lidi zijicich na
vesnici bylo zaznamenano 21 pozitivnich vzorka z celkovych 73 patiicich do této kategorie.
U lidi, kteti uvedli zivot ve méste, bylo detekovano 30 pozitivnich vzorkl z celkovych 169
Vv této kategorii. Vysledky prevalence a zastoupeni subtypt u lidi Zijicich ve mésté a na vesnici

jsou shrnuty v tabulce 7.

Vyrazné vysSi prevalence byla zjiSténa u lidi Zijicich na vesnici, a to 29 %.
Nejcastejsim subtypem v této skupiné byl ST1 (33 %), dale ST3 (29 %) a ST6 (14 %). Naopak
u lidi zijicich ve méstech prevalence Blastocystis spp. dosahuje 18 %. Vyrazn¢ zde ptevazoval
ST3 (50 %), dale ST1 (17 %) a ST2 (13 %). V porovnani s lidmi zijicimi na vesnici, se u lidi
ve méstech vyskytuje vyrazné mensi podil vzorki pozitivnich na ST6, ktery je typicky ptacim

subtypem (Stensvold et al., 2009).

Tab.7: Vysledky prevalence a zastoupeni subtypi u lidi ve mésté/na vesnici.

kategorie | prevalence |zastoupeni subtypl | kategorie | prevalence |zastoupeni subtypl
veshice |29% ST1/33% mésto 18% ST1/17%
(21/73) ST2 /5% (30/169) ST2/13%
ST3/29% ST3/50%
ST4 /5% ST4 /7%
ST6 / 14% ST6 /3%
ST7/10% ST7 /10%
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45.1.2 Cestovani

Z celkového poctu 242 lidskych vzorka 25 lidi (10 %) uvedlo, Ze vibec necestuje; 139 lidi
(58 %) cestuje pouze v ramci EU a 78 lidi (32 %) cestuje i mimo EU. Z téchto Cisel vychazi

nasledujici vypocty prevalence Blastocystis. Z25 vzorka lidi, ktefi necestuji, bylo

zaznamenano pet pozitivnich vzorkd. U 139 lidi, ktefi cestuji pouze v ramci EU, bylo

pozitivnich 26 vzorkl a u posledni skupiny lidi cestujicich i mimo EU bylo pozitivnich 20 ze

78 vzorku.

Nejvyssi prevalence (26 %) byla zaznamenéna u skupiny lidi, ktefi cestuji i mimo

Evropskou unii. Mezi skupinami, které necestuji, nebo cestuji pouze v ramci EU nebyl

podstatny rozdil (u lidi, ktefi necestuji 20 %; u lidi cestujicich v rdmci EU 19 %). Ve vSech

skupinach se nejcastéji vyskytoval ST3 (s vyjimkou prvni skupiny, kde se se stejnou

prevalenci vyskytoval také ST1).

Vysledky prevalence a zastoupeni subtypt u lidi, ktefi a) cestuji mimo EU, b) cestuji

pouze v ramci EU a c¢) necestuji, jsou shrnuty v tabulce 8.

Tab.8: Vysledky prevalence a zastoupeni subtypi u lidi, ktefi a) cestuji mimo EU, b) cestuji v ramci EU,

C) necestuji.

kategorie

prevalence

zastoupeni subtypt

EU, mimo EU

26 % (20/78)

ST1/35%
ST2/10%
ST3/35%
ST4 /5%
ST6/5%
ST7/10%

EU

19 % (26/139)

ST1/15%
ST2/8%
ST3/42%
ST4 /8%
ST6/12%
ST7/12%

necestuji

20 % (5/25)

ST1/20%
ST2/20%
ST3/60 %
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4.5.2 Kontakt se zviraty

Dalsim vnéjsim faktorem, u kterého byly zjistovany korelace mezi vyskytem a absenci
blastocyst, byl kontakt se zviraty. Pro tyto tcely byla vSechna zvifata rozdélena do dvou
podskupin, a to na domaci zvifata (kocky, psi, apod.) a hospodaiskd zvirata (kravy, koné¢,
prasata, dribez, apod.). Z celkového poctu 242 lidskych vzorkl bylo v kontaktu se zviraty
celkem 205 lidi (85 %), zatimco pouze 37 lidi (15 %) v kontaktu se zvifaty nebylo.

Celkova prevalence Blastocystis spp. u lidi, ktefi jsou Vv blizkém kontaktu se zvifaty,
dosahuje 22 %, zatimco u lidi bez kontaktu se zvitaty pouze 16 %. Vysledky prevalence
Blastocystis u lidi v kontaktu se zvifaty a u lidi bez kontaktu jsou graficky znazornény v grafu

10 a zastoupeni jednotlivych subtypt také v tabulce 9.

Ve skuping lidi, ktera je v blizkém kontaktu se zvitaty, se nejcastéji vyskytoval subtyp
ST3 (41 %), dale ST1 (27 %) a ST2 (11 %). U lidi spadajicich do druhé skupiny (tzn. lidé bez
kontaktu se zvifaty) byl také nejcastéj$im subtypem ST3 (43 %) a ST7 (43 %), dale se zde
vyskytoval pouze jeden subtyp — ST6 (14 %).

Tab.9: Vysledky prevalence a zastoupeni subtypt u lidi, kteti a) jsou v kontaktu se zvitaty, b)

nejsou Vv kontaktu se zvifaty.

kategorie prevalence zastoupeni subtyput
v kontaktu 22 % (45/205) |ST1/27 %
ST2/11%
ST3/41%

STA/ 7%

ST6/7%

ST7/5%

bez kontaktu |16 % (6/37) ST3/43%

ST6/ 14 %
ST7/43%
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Graf 10: Celkova prevalence Blastocystis spp. v korelaci s kontaktem se zviiraty (A — lidé v kontaktu se
zvitaty; B — lidé bez kontaktu se zvitaty). Prvni ¢islo vyjadiuje vzdy pocet vysetfenych vzorkd, ¢islo za

stfednikem prevalenci v procentech.

A B

= pozitivni

negativni

160; 78%
31; 84%

V dalsi ¢asti bylo 205 lidi, ktefi v dotazniku uvedli blizky kontakt se zvifaty, rozd¢leno na
dalsi dvé podskupiny — ti, co jsou v kontaktu s domacimi zvifaty (129) a lidé, ktefi jsou krom¢é
domacich zvirat v kontaktu i se zvifaty hospodafskymi (76). U lidi v kontaktu se zvifaty bylo
24 7 celkovych 129 vzorku pozitivnich (19 %) a u lidi, ktefi jsou v kontaktu i s hospodarskymi
zvitaty, bylo pozitivnich 20 ze 76 vzorkt (26 %).

Graf 11: Prevalence Blastocystis spp. u lidi A) v kontaktu s domacimi zvifraty, B) v kontaktu
s hospodaiskymi zviraty. Prvni ¢islo vyjadiuje vzdy pocet vySetienych vzorkd, Cislo za stfednikem prevalenci

v procentech.
24; 19%
20; 26%

pozitivni

negativni

56; 74%
105; 81%
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Jak je patrné z grafu 11, vyssi prevalence (26 %) byla zaznamenana u lidi, ktefi jsou v kontaktu
s hospodaiskymi zvifaty (napf. kon¢, kravy, prasata). Prevalence u druhé skupiny (pouze
v kontaktu s domacimi zvitaty) byla o 7 % nizsi (19 %). Vysledky prevalence a zastoupeni

subtypt u téchto skupin jsou shrnuty také v tabulce 10.

U lidi, ktefi byli v kontaktu pouze s domacimi zvitaty, je nej¢astéjs§im subtypem ST3
(50 %), dale ST1 a ST2 (17 %). U druhé skupiny (tzn. v kontaktu s hospodatrskymi zvitaty),
se nejcasteji vyskytoval ST1 (40 %), ST3 (30 %) a ST6 (10 %).

U vzorki zvifat, které jsme méli k jednotliveim/ piipadné celym rodinam k dispozici,

nebyl ani v jednom ptipadé nalezen shodny subtyp, ktery by sdilelo zvife se svym majitelem.

Tab.10: Vysledky prevalence a zastoupeni subtypi u lidi, ktefi a) jsou v kontaktu s domacimi zvifaty, b)

jsou v kontaktu s hospodatskymi zvitaty.

Kategorie Prevalence Zastoupeni subtypt
V kontaktu s 19 % (24/105) |[ST1/17%
domacimi ST2/17%
zvifaty ST3/50%
ST4 /8%
ST6/4%
ST7/4%
V kontaktu s 26 % (20/76) ST1/40%
hospodafiskymi ST2/5%
zviraty ST3/30%
ST4/5%
ST6/10%
ST7/5%
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4.5.3 Pohlavi a vék

4.5.3.1 Vliv pohlavi na prevalenci Blastocystis

Z celkového poctu 242 lidskych vzorkl bylo 140 vzorkil Zen a 102 vzorkt muzd. Ze 140
vzorkl pochazejicich od zen bylo pozitivnich vzorki 31, zatimco u muzi 20 ze 102. Rozdil
mezi prevalenci u muzi (20 %) a u Zen (22 %) neni pfili§ vyrazny. Prevalence Blastocystis

spp. je graficky znazornéna v grafu 12 a vyskyt jednotlivych subtypt také v tabulce 11.

Nejcastéjsim subtypem byl v obou skupinach ST3 (u muzi 43 %, u zen 40 %). Na
druhém misté je u muzt ST1 (30 %), podobné jako u zen (20 %). Zajimavosti je vyssi vyskyt

subtypt ST6 a ST7 u zen (10 % a 13 %), v porovnani s muzi (5 % a 5 %).

Graf 12: Prevalence Blastocystis spp. u riiznych pohlavi. (A) u Zen, (B) u muzd. Prvni ¢&islo vyjadiuje vzdy

pocet vySettenych vzorkt, ¢islo za stfednikem prevalenci v procentech.

A B

m pozitivni
= negativni

Tab.11: Vysledky prevalence a zastoupeni subtypt muZa a u Zen.

Kategorie | Prevalence | Zastoupeni subtypu

Muzi 20 % (20/102) | ST1/30 %
ST2/10 %
ST3/45%
ST4/5%
ST6/5%
ST7/5%
Zeny 22 % (31/140) | ST1/20 %
ST2/10 %
ST3/40 %
ST4/7%
ST6/10 %
ST7/13%
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4.5.3.2 Vliv véku na prevalenci Blastocystis

Vsechny lidské vzorky byly dale rozdéleny do 8 vékovych kategorii, aby bylo mozné zjistit
pripadné korelace mezi vékem a vyskytem/absenci blastocyst. Pocty vzorkd Vv jednotlivych

kategoriich jsou znazornény v grafu 13.

Nejpocetnéji zastoupené jsou veékové kategorie 18-30 let a 31-49 let. Naopak do

kategorie 13-17 let spadal pouze 1 vzorek.

Prevalence Blastocystis spp. vramci téchto ve€kovych kategorii a zastoupeni

jednotlivych subtypt jsou shrnuty v tabulce 12.

Nejvyssi prevalence byla zaznamenana u vekové kategorie 4-6 let (40 %), ale
vzhledem k menSimu poctu vzorkl v ramci této skupiny vSak neni mozné vyvozovat zadné
zavery. Dalsi vékovou kategorii s pomérné vysokou prevalenci tohoto prvoka je skupina 50-
60 let (35 %). Zajimavych nalezem byl jeden pozitivni vzorek spadajici do kategorie 0-3 roky,
jednalo se o dvouleté dité. U déti do 2 let véku je podle nékterych studii vyskyt blastocyst

zaznamenan jen ve velmi malém méfitku (napf. Scanlan et al., 2018).

Graf 13: Grafické znazornéni rozdéleni vékovych kategorii a jejich procentualni zastoupeni.

m 0-3 roky
6% 0% 4-6 let

_ 7-12 let

m13-17 let

18-30 let

31-49 let
30%
m 50-60 let

30%

® nad 60 let
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Tab.12: Prevalence a zastoupeni subtypii v jednotlivych vékovych kategoriich.

kategorie |prevalence zastoupeni subtyp( | kategorie |prevalence zastoupeni subtypt
0-3 roky 6 % (1/16) ST3 /100 % 18-30let |18 % (13/72) |ST1/25%
ST2/8%
ST3 /50 %
ST4/17 %
4-6 let 40 % (4/10) ST1/25% 31-49let |25%(18/73) |ST1/28%
ST2/25% ST2/6%
ST6/25% ST3/39%
ST7/25% ST6 /17 %
ST7/11%
7-12 let 29 % (4/14) ST1/50% 50-60let |35%(9/26) |ST1/13%
ST2/25% ST2/13%
ST7/25% ST3 /50 %
ST4 /13 %
ST7/13 %
13-17let |0%(0/1) nad 60 let |10% (3/30) |ST3/100%
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5 Diskuze

Od objeveni stifevniho prvoka Blastocystis spp. ub&hlo uz vice nez 100 let (Alexeieff, 1911;
Brumpt, 1912), piesto vSak neni jeho role ve stfevnim mikrobiomu ¢lovéka zcela objasnéna.
O tom, zda mohou byt blastocysty potencidlnim patogenem anebo stabilni soucasti stfevniho
mikrobiomu, se dodnes stale vedou diskuze. V minulosti byly blastocysty povazovany
predevsim za lidsky patogen (Stark et al., 2007) a spojovany s etiologii nékterych stfevnich
onemocnéni, jako je syndrom drazdivého tra¢niku [lIrritable Bowel Syndrome - IBS] (napi.
Poirier et al., 2012). Nicméné¢ skutecnost, ze se tito striktné anaerobni prvoci vyskytuji Castéji
u zdravych jedincti v porovnani s lidmi trpicimi nespecifickymi stifevnimi zanéty (Petersen et
al., 2013; Krogsgaard et al., 2015), ptivedlo nekteré autory k hypotéze, Ze jsou blastocysty
pouze neSkodni komenzalové zijici v tlustém stievé (Parfrey et al., 2014; Scanlan & Stensvold,
2012). Dokonce zaznél i nazor, ze se podileji na optimalizaci diverzity stfevniho bakterialniho
mikrobiomu a mohli by tak naopak byt ¢lovéku prospésni (Audebert et al., 2016b; Stensvold
& van der Giezen, 2018).

K objasnéni role Blastocystis v lidském organismu jsou kromé experimentalnich
vysledka dilezité zejména epidemiologické studie, a to predevSim u zdravé populace lidi
(resp. asymptomatické). Takovych studii je zatim pomérné malo a v Ceské republice zcela

chybi.

Prevalence a urceni subtypu Blastocystis spp.

Jak jiz bylo zminéno, hlavnim cilem této diplomové prace bylo zjistit prevalenci Blastocystis
spp. u zdravych lidi v Ceské republice. U lidi a zvitat jsme zaznamenali celkovou prevalenci
17 %, pticemz prevalence u lidi dosahuje 21 %. Tato data se dobife shoduji s vysledky studii
provedenych v jinych evropskych zemich. Napiiklad studie z Francie zaznamenala prevalenci
23 % (Safadi et al., 2016) a podobna prevalence byla také v Nizozemi, a to 24 % (Bart et al.,
2013a). Pomeérne nizkou 7% prevalenci blastocyst zaznamenali v USA (Scanlan et al., 2016),
v Japonsku dokonce jen 1% (Hirata et al., 2007). Naopak 100% prevalence byla zjisténa u déti
z Kolumbie, kde prevalence u lidi dosahovala 45 % (Ramirez et al., 2014), nebo z Kypru, s
prevalenci 28 % (Seyer et al., 2017), ¢i z Thajska, kde se blastocysty vyskytovaly v 51 %
ptipadu (Pipatsatitpong et al., 2015).
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Krom¢ znalosti celkovych prevalenci je tieba znat i vyskyt a zastoupeni jednotlivych
subtypl, protoze ty se mohou li§it Svou piipadnou patogenitou (Hussein et al., 2008).
Naptiklad ST3, byl dosud castéji detekovan u pacientt s gastrointestinalnimi problémy
(Rajamanikam & Govind, 2013) a byva tedy povazovan za patogenni subtyp. Nicméné
pficinou pozorovani korelace mezi jeho vyskytem a patogenitou, mize byt i prosty fakt, ze se
tento subtyp obecné vyskytuje v populaci lidi nejcastéji (napt. Alfellani et al., 2013). Hlavnim
faktorem zodpovédnym za patogenitu blastocyst mohou byt podle nékterych studii jejich
proteazy schopné degradovat imunoglobulin A, ktery je soucasti stfevni slizni¢ni imunity
(Mirza & Tan, 2009). Vyssi aktivita proteaz byla zjisténa také u ST7, ve srovnani s ST4 (Wu
etal., 2014).

V ramci nasi studie jsme detekovali celkem vysoky pocet zastoupenych subtypt, u lidi
bylo zjisténo Sest z celkovée deviti popsanych subtyptl, které se u ¢lovéka bézné vyskytuji
(Alfellani et al., 2013). Konkrétné se jednalo o subtypy ST1-ST4, ST6 a ST7. Srovnatelny
pocet a diverzita subtypl byla zaznamenana v nékolika dal$ich studiich (Bart et al., 2013; El
Safadi et al., 2016). V jinych studiich je vétsinou detekovan nizsi pocet subtypt, nejcastéji tii
[ST1-ST3] (Jalallou et al., 2017; Mohamed et al., 2017; Scanlan et al., 2016b), nebo ¢tyii
[ST1-ST4] (Barbosa et al., 2017).

Nejcastéji detekovanym subtypem V nasi studii byl ST3 s prevalenci 36 %. | tento
vysledek je opét srovnatelny s vétsinou dalsich epidemiologickych studii - ve Svédsku
zaznamenali ST3 ve 47,6 % (Forsell et al., 2012), v Nizozemi 43,4% (Bart et al., 2013a) a ve
Francii 43,3% (El Safadi et al., 2016). Nicmén¢ je tfeba poznamenat, ze ve vét$iné téchto praci
méli autofi k dispozici fadové vyssi pocet analyzovanych vzorkd, nez my. Jako druhy
nejcastéjsi subtyp u lidi je obvykle udavan ST1 nebo ST2, pfipadné jesté ST4 (napt. Alfellani
et al., 2013; Stensvold et al., 2009). V nasi studii se ukazal byt druhym nejpocetnéj$im
subtypem ST1 (23 %). Na tretim misté byl ST7 (11 %), coz je velmi neobvyklé vzhledem
ktomu, ze se jedna o subtyp specificky hlavné pro ptaky (Stensvold et al., 2009).
V prevalenénich studiich se ST7 vyskytuje velmi zfidka (zminéna studie ve Svédsku 1,6%,
Nizozemi 1%, Francie 2,1%) a nékde dokonce viibec (napi. Scanlan et al., 2016). Ve srovnani
s jinymi vysledky jsme zaznamenali pouze 10 % vzorkid pozitivnich na ST2, pfiCemz ve
Francii se vyskytoval v 13 % (EI Safadi et al., 2016), v Nizozemi ve 23 % (Bart et al., 2013)
a v ranu dokonce v 36 % (Jalallou et al., 2017). Neobvykle nizké poéty (6 %) byly v nasi
studii zaznamenany také u ST4, ktery se v nckterych jinych studiich vyskytuje s vyssi
prevalenci — napf. Italie 18 % (Meloni et al., 2011), Francie 20 % (EI Safadi et al., 2016),
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venkovské oblasti Nepalu dokonce 84 % (I. L. Lee et al., 2012) a v 76 % u danskych pacientt

S prijmovym onemocnénim (Stensvold et al., 2011).

Zajimavym nalezem byl také dalsi subtyp ST6 opét hostitelsky specificky primarné
pro ptaky (Stensvold et al., 2009). Ten se v nasem datasetu u lidskych vzorki objevil nezavisle
ctyfikrat (tzn. v 8 %). K nakaze Cloveka s ST6 mohlo dojit pfimym kontaktem s ptaky —
napiiklad s drubezi, u které byla v recentni dob¢ potvrzena jeho prevalence (32 %) a existuje
dokonce ditkkaz pienosu tohoto subtypu mezi dribezi a jejimi oSetfovateli (Greige, et al.,
2018). V nasi studii ziji tfi ze Ctyf lidi pozitivnich na ST6 na vesnici — ptfi¢emz dva z nich
chovaji kromé jinych zvifat také driibez. Vzorky driibeze jsme vSak od téchto lidi bohuzel
neméli k dispozici a u jinych zvitat, které vlastni, ST6 detekovan nebyl. Da se tedy jen
hypoteticky usuzovat, Ze se od dribeze mohli ST6 infikovat. Zbyli dva z vySe zminénych lidi

uvedli, ze v kontaktu s hospodaiskymi zvitaty, respektive s ptaky, nejsou.

Podobna situace je i U dalsiho ,,pta¢iho* subtypu ST7, ktery jsme detekovali u péti lidi,
z nichz pouze dva uvedli kontakt se zvifaty (hlavné se psy). Jeden z téchto lidi chova dribez
a jina hospodaiské zvitata, nicméné k dispozici jsme méli pouze vzorek psa, ktery byl na
blastocysty negativni. Druhy ¢loveék je v kontaktu se psem, ktery je také negativni. ST7 byl
krom¢ lidi v nasi studii zaznamenan i u dvou pst a u jedné husy. U rodin, kterym tato zvitata

patii a jsou s nimi v uzkém kontaktu, se vSak tento subtyp neobjevil.

V ramci na$i studie byla zaznamendna relativn€ nizk4 prevalence u zvifat, na
blastocysty bylo pozitivnich 11 ze 118 vzorkd (9 %). V jinych studiich se mezi sebou vysledky
prevalence u zvifat vyrazné lisi. Napiiklad v australské zoo se u zvitat blastocysty vyskytovaly
ve 42 % (Parkar et al., 2010), zatimco autofi dal$i australské studie zahrnujici kromé zoo i jina
zvitata, zaznamenali niz$i prevalenci - 18 % (Roberts et al., 2013). Dalsim podobnym
ptipadem mize byt prevalenc¢ni studie u kocek a psi, kde v USA ur¢ili celkovou prevalenci u
kodek a psii 10 % (Ruaux & Stang, 2014a), zatimco ve Spanélsku byly viechny vysetfované
vzorky kocek a psti negativni (Paulos et al., 2018). Kolumbijska studie detekovala Blastocystis
u 90 % ptaku, 80 % skotu a u 37 % psu (Ramirez et al., 2013). Autofi Alfellani et al. (2013b)

ve své praci uvadeji celkovou prevalenci u zvitat 21%.

K zajimavéj§im naleziim v naSem souboru vzorkd ziskanych od zvifat patii dva
ptipady Blastocystis ST7 u pst. V jinych studiich jsou u psi bézné detekovany subtypy jiné,
ato ST1 a ST2, zatimco ST7 se objevuje velmi ziidka (Ramirez et al., 2013; Wang et al.,
2013). Autofi Ruaux & Stang (2014) zaznamenali u pst také subtyp ST10.
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Dale byly blastocysty z naseho souboru vzorki nalezeny u tii ovci, jednalo se o ST10,
ST14 a jeden zatim neidentifikovany subtyp. Subtypy ST10 a ST14 se u ovci vyskytuji zcela
bézn¢ (Alfellani et al., 2013b; Li et al., 2018; Stensvold et al., 2009). ST10 byl v nasem
datasetu zaznamenan také u dvou krav, coz se opét shoduje se studiemi zminénymi vySe
Vv piipad¢ ovci. U obou vzorkl prasat, které jsme ziskali, byl detekovan ST5, podobné jako
tomu bylo v nékterych dalsich studiich (Alfellani et al., 2013b; Stensvold et al., 2009) a tento
subtyp je povazovan za typicky praseci (napi. Stensvold et al., 2009). V dalsich studiich byly
U prasat nalezeny i dal$i subtypy, ato ST1 a ST3 (Roberts et al., 2013; Yan et al., 2007a).

V recentni studii byla potvrzena pomérné vysoka prevalence Blastocystis u dribeze
(32 %) s vyskytem dvou subtypti ST7 a ST6, ktery vyrazné prevazoval (Greige et al., 2018).
Autofi Mokhtar & Youssef (2018) detekovali u dribeze v Egypté mnohem vyssi prevalenci
dosahujici az 69 %. Dalo by se tedy ocekavat, ze i v ramci nasich vzorkii objevime prevalenci
vys$si, nicméné pozitivni byl jen jeden ze 13 ptacich vzorki. Jednalo se o vzorek husy, u které

byl detekovan ST7.

Intra-subtypova variabilita

V nasi studii jsme detekovali celkem devét subtypt Blastocystis (ST1-ST7, ST10, ST14) u lidi
a zvirat, které se znac¢né liSily svou intra-subtypovou variabilitou. Tato variabilita se
vyhodnocuje na zakladé sekvenci vysoce variabilniho useku SSU rRNA genu pro Blastocystis
spp. (Scicluna et al., 2006), ktery je pro tcely diagnostického PCR amplifikovan. Jednotlivé
alely jsou urovany pomoci barkodovaci platformy pro Blastocystis, ktera je dostupna na

www.pubmist.org/blastocystis (viz kapitola 1.6.2.1).

Nejvyssi variabilita byla u ST2, kdy jsme detekovali alelu 9, 11 a 12, a zaroven u ST7
s nalezenymi alelami 41, 110 a 112. V ptipadé ST2 byly stejné alely zaznamenany v iranské
studii Rezaei et al. (2018). Epidemiologicka studie provedena v Italii zaznamenala u ST2
pouze alelu 9 (Crisafi et al., 2015), zatimco jinde byla nalezena vyssi intra-subtypova
variabilita, kdy detekovali dokonce sedm riznych alel u ST2 pozitivnich objektu (9, 11, 12,
15, 67, 71, 73) s dominanci alely 9 ve 42 % (Ramirez et al., 2017).

U subtypu ST7 u lidi jsme zjistili tfi rizné alely (41, 112, 110) na rozdil od jinych
studii, kde detekovali jen alelu 137 (Rezaei et al., 2018) nebo alelu 142 (Ramirez et al., 2017).

Zde je tieba podotknout, Ze alelu 112 jsme detekovali i ve vzorcich zvifat, konkrétné se jednalo
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0 dva psy a jednu husu. Pokud je ndm znamo, u téchto zvifat zatim v literatuie nebyly popsany

jednotlivé alely, neni tedy mozné nase vysledky v tomto ohledu srovnavat.

U ST3 jsme zachytili dvé rizné alely (34 a 38) s vétsinovou prevahou alely 34 (95 %).
Stejné alely byly pozorovany i ve studii provedené v severni Indii (Khalil et al., 2016). Naproti
tomu autofi Rezaei et al. (2018) zaznamenali u tohoto subtypu pét rizny alel, a to 31, 34, 36,
37 a 52. Jesté veétsi intra-subtypovou variabilitu u ST3 detekovali Ramirez et al. (2017), kdyz
ve své studii popsali devét riiznych alel (34, 36, 37, 38, 45, 49, 55, 134, 128), s ptevahou alely
38 (21 %).

Subtyp 4 byl v nasi studii reprezentovan dvéma alelami 42 a 92. V jinych studiich se
ukazal tento subtyp jako velmi geneticky homogenni a nebylo pozorovano vice alel (Crisafi

et al., 2015; Ramirez et al., 2017), naptiklad pouze alela 42 (Ramirez et al., 2017).

ST5 byl v naSem datasetu vzorkt identifikovan pouze z prasat, konkrétné se jednalo o
alely 17 a 119. Obdobnych studii, kde se zabyvaji intra-subtypovou variabilitou (zejména u
zvirat) je velmi malo, a tudiz je obtizné tento vysledek srovnavat. Pouze jedna studie se
zabyvala intra-subtypovou variabilitou ST5 u zvitat. Jednalo se o ¢inskou praci provedenou u
ovci a koz, kdy byly zaznamenany ¢tyfi rizné ,,varianty* (Li et al., 2018). Tyto sekvence tzv.
variant se autorim nepodafilo srovnat se sekvencemi v ,,barcoding* platformé pro Blastocystis
(http://pubmlst.org/ blastocystis/), a tak nebylo mozné zjistit konkrétni alely. Pravdépodobné

se jednad o nové ,,varianty Vv této databazi zatim nespecifikované.

Obdobna situace je i u ST10, ktery byl v nasich vzorcich nalezen pouze u dvou krav a
jedné ovce. Ve dvou piipadech se jednalo o alelu 42 a u jedné alely nebyla nalezena shoda
Vv ,,barcoding* databazi pro Blastocystis. Autofi Li et al. (2018) u ovci a koz opét nasli v ramci
ST10 nékolik ,,variant®, které se neshodovaly s zadnou alelou uvedenou v jiz zminéné

databazi.

cv v

12 ptipadech jednalo o alelu 4. Podobny vysledek ziskala i studie z Brazilie, kde se u vSech
vzorkt pozitivnich na ST1 jednalo o alelu 4 (Espirito et al., 2017). Nizka intra-subtypova
variabilita u ST1 byla také potvrzena v ramci studie z roku 2018 (Rezaei et al., 2018). Naopak
k odlisnému vysledku dospé€li Ramirez et al. (2017), kdyz u déti pozitivnich na ST1 z
Kolumbie detekovali sedm riznych alel (1, 2, 4, 81, 82, 83), pfi¢emz se nejcasteji objevovala

alela 2 (50 %). Naopak nami detekovana alela 4 pouze v 9 %.
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Nizka variabilita se v nasi studii objevila také u ST6, kdy se vzdy jednalo pouze o alelu
123. Stejnou alelu u vsech vzorki patficich k subtypu ST6 detekovali také v ramci italské
studie (Crisafi et al., 2015), nicméné Rezaei et al. (2018) a také Ramirez et al. (2017)
zaznamenali u ST6 pouze alelu 122. V ramci detekce subtypt u lidi v Brazilii nasli v ramci
ST6 alelu 134 (Espirito et al., 2017).

Zastoupeni subtypt Blastocystis v ramci jednotlivych rodin

Prevalenc¢nich studii, které by se zabyvaly vyskytem subtypti a ptipadnych pienost blastocyst
mezi jednotlivymi ¢leny rodiny, je dosud velmi malo. Variabilita subtypi Blastocystis se lisi
napti¢ svétadily (Alfellani et al., 2013), takze je velmi obtizné nase vysledky srovnavat se

studiemi jinde ve svéte.

V této Casti studie nas zajimalo, jak Casto dochazi k pfenosim Blastocystis v ramci
rodin. Prozkoumani tohoto aspektu bylo mozné diky analyze intra-subtypové variability
(analyza alel na zakladé SSU rRNA). Pokud jednotlivi ¢lenové rodiny sdileji jak stejny subtyp,
tak 1 alelu, muze se jednat pravé o pienos v ramci rodiny. V opaéném piipadé€ jej vSak miizeme

vyloucit.

V nasi studii byla polovina z celkového po¢tu 54 rodin pozitivni na blastocysty alesponi
u jednoho ¢lena rodiny. Vétsinou byl pozitivni pouze jeden ¢loveék zrodiny (21/27).
Zajimavym zjiSténim byla také skutecnost, Ze se v n¢kterych rodinach vyskytovalo zaroven
vice subtyptll (3/27). Zaznamenali jsme naptiklad ¢tyi€lennou rodinu, kde byly detekovany tii
rizné subtypy, konkrétné ST1 (alela 4), ST2 (alela 9) a ST6 (alela 123). Tito lidé tedy

pravdépodobné nepfisli do styku se stejnym zdrojem infekce.

Shodné subtypy u vice rodinnych ptislusnikli byly nalezené pouze ve tfech ptipadech
(3/27). Jednalo se o dvé triclenné rodiny zijici na vesnici, kde vsichni ¢lenové sdileli jak stejny
subtyp (ST1), tak i stejnou alelu 4 (coz je pro dany subtyp a nasi studii pravidlem) a dale o
jeden manzelsky par sdilejici ST3 a shodnou alelu 34. Pravé piitomnost stejné alely naznacuje,
ze muze dojit k pfenosu blastocyst mezi jednotlivymi ¢leny rodiny, nebo pochazi ze stejného
zdroje, coz mize byt napiiklad kontaminovana potrava nebo voda (napt. Abdulsalam et al.,
2012; Angelici et al., 2018). Zajimavé souvislosti byly zjistény u jedné tficlenné rodiny
sdilejicich ST1 a alelu 4. Tato rodina ma vlastni malou ¢isticku odpadnich vod a piecisténou

vodu vyuzivd na zahrad¢, mimo jiné k zalévani zeleniny. Je tedy mozné, Ze k pfenosu
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blastocyst doslo praveé diky tomu. V literatufe je totiz popsano, ze tito prvoci mohou byt

ptenaseni vodou (Lee et al., 2012). K ostatnim rodinam podobné informace bohuzel nemame.

Z nasich vysledkl vyplyva, zZe k pienosim mezi ¢leny rodin dochazet muze, ale neni
to pravidlem. Tato skutecnost je pravdépodobné zpisobena vysokymi hygienickymi navyky
Vv industrializovanych zemich. K odlisnému vysledku dosli autofi epidemiologické studie
v Cing, kdyz nasli shodné subtypy blastocyst ve 21 z 39 rodin, coz opét potvrzuje pienos mezi
¢leny jednotlivych rodin (Li et al., 2007), pfipadné pouzivani stejnych zdroju vody, potravin
a hygienickych zafizeni. Nicméné Cina je dosud vétSinové povaZovana je§té za zemi
rozvojovou a odlisné navyky a kultura mohly k vyssi prevalenci prispét. Naopak v ramci
podobnych studii provedenych ve Spanélsku a v USA nebyl pfenos mezi rodinnymi
ptislusniky potvrzen (Paulos et al., 2018; Pauline D. Scanlan et al., 2016a). Tyto vysledky
podporuji nasi hypotézu, ze k pfenosiim v ramci rodin dochazi v industrializované spole¢nosti

spise ziidka.

Korelace s vybranymi specifickymi faktory

V nasi studii nas kromé obecné prevalence Blastocystis zajimalo, zda existuji néjaké korelace
mezi urcitymi specifickymi faktory a pfitomnosti téchto prvokll. Zaméfili jsme se na vliv
zivotniho stylu (Zivot ve mésté/na vesnici a cestovani), kontaktu se zvitaty, pohlavi a véku.
Vsechny tyto faktory jsou obvykle v ramci prevalencnich studii zjiStovany, protoze se
predpoklada, ze by na kolonizaci timto prvokem mohly mit vliv (napt. Forsell et al., 2012; El
Safadi et al., 2016). Zdrojem naSich informaci byly anonymni dotazniky, které¢ kazdy

zucCastnény vyplnil.

a) zivot ve mésté/na vesnici

Obecné¢ se predpoklada, ze lidé ve venkovskych oblastech maji vyssi pravdépodobnost setkat
se s potencialnimi zdroji blastocyst, kterymi miiZze byt kontaminovana voda a potrava (napf.
Abdulsalam et al., 2012; Angelici et al., 2018), ¢i kontakt se zvitaty (napft. Parkar et al., 2010;
Stensvold et al., 2009). Vysledky nasi studie demonstruji vyrazné vyssi prevalenci u lidi
zijicich na vsi (29 %), zatimco u lidi z mésta byla prevalence o 11 % nizsi (tj. 18 %). Podobné
vysledky byly zaznamenany v Brazilii, kdy v méstské casti Rio de Janeiro byla detekovéana
prevalence 35 % (Barbosa et al., 2017), zatimco ve dvou malych rybatskych vesnickach v Sao

Paulo byla prevalence mnohem vys3i (tj., 45 a 71 %) (David et al., 2015), a také ve Spanélsku,
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kde byl také vyrazny rozdil mezi prevalencemi u lidi ve mésté ( 44 %) a na vesnici (33 %)
(Paulos et al., 2018). Naopak v n¢kterych dalsich studiich nebyl nalezen podstatny rozdil mezi
prevalenci blastocyst v méstskych a venkovskych oblastech (Kiani et al., 2016; Seyer et al.
2017; Ramirez et al., 2017).

Velmi zajimavym nalezem v nasem datasetu vzorkd je o 11% vyssi vyskyt subtypu
ST6 u lidi zijicich na vesnici, v porovnani s lidmi, ktefi v dotazniku uvedli Zivot ve mésté.
Podobny vysledek zaznamenala turecka studie porovnavajici diverzitu Blastocystis subtypi u
lidi zijicich na vesnici a ve mésté (Koltas & Eroglu, 2016). Zde detekovali subtyp ST6 spolu
s dals§imi dvéma subtypy (ST5 a ST7) pouze u lidi z venkova. Piedpokladame, ze takové
vysledky by mohly souviset zejména s Castéj$im kontaktem lidi se zvifaty, zejména dribezi
(Greige et al., 2018). Nicmén¢ zadné ze zvitat v nasi studii nesdilelo stejny subtyp se svym

majitelem ¢i oSetfovatelem, takze tuto domnénku nelze potvrdit.

b) cestovani

Prevalence Blastocystis v industrializovanych zemich zahrnujicich vétsinu evropskych zemi
je udavana kolem 20 % (napt. Bart et al., 2013b), zatimco v rozvojovych zemich se pohybuje
kolem 50 % (naptf. Ramirez et al., 2014). Diky této skutecnosti je povazovano cestovani
(ptedevsim do tropickych zemi) jako jeden z faktort pfispivajicich ke kolonizaci timto
prvokem (napt. El Safadi et al., 2016; Bart et al., 2013). Z téchto divodi jsme jsme se na

cestovani zamérili 1 v ramei nasi studie.

Vsechny lidské vzorky byly v naSem datasetu vzorkl rozdéleny na tii skupiny, a to (i)
lidé, kteti necestuji; (i) lidé, ktefi cestuji pouze v ramci EU; (iii) 1idé, ktefi cestuji i mimo EU.
Nejvyssi prevalence blastocyst (26 %) byla zaznamenana u lidi, ktefi cestuji i mimo EU, coz
se velmi dobfe shoduje s vysledky v jinych studiich. Signifikatné vyssi prevalenci u lidi
cestujicich mimo EU zjistili naptiklad autofi El Safadi et al. (2016) v ramci jejich francouzské
studie a podobny vysledek se objevil i v dalSich epidemiologickych studiich (napf. Bart et al.,
2013; Sekar & Shanthi, 2015). Nicméné& néktefi autofi prisli s odlisnymi vysledky a korelaci
mezi cestovanim a cCastéjSim vyskytem Blastocystis nepotvrdili (Abdulsalam et al., 2013;
Seyer et al., 2017). V recentni dlouhodobé studii z Nizozemi (van Hattem et al., 2018)
sledovali autofi dobrovolniky pted a po absolvovani cesty mimo EU a piekvapivé se ukazalo,
ze novou infekci ziskalo pouze 5 % lidi ze sledovanych. Navic 27 % z téch, ktefi byli pied
zapocCetim cestovani na blastocysty pozitivni, infekci ztratilo a po navratu byli na blastocysty

negativni. Otdzkou zlstava, zda tito lidé béhem cesty neuzivali napiiklad preventivné ¢i
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terapeuticky anti-parazitarni piipravky, které by mohly ztratu infekce zpusobit — tyto

informace autofi neuvadi.

Mezi skupinou lidi, ktera v naSem dotazniku uvedla cestovani pouze v ramci EU, a
lidmi bez cestovatelské historie nebyl podstatny rozdil v prevalenci blastocyst. Tento vysledek
pravdépodobné souvisi s tim, Ze prevalence blastocyst v Evropé, a tedy i v Ceské republice

(zde vychazime pouze z nasich dat) je podobna.

c) Kkontakt se zviraty

Nékteré subtypy blastocyst jsou povazovany za typicky zvifeci a jsou mimo jiné zkoumany i
pro svuj zoonoticky potencial (napt. Yan et al., 2007b; Yoshikawa et al., 2009). Diky
skute€nosti, Ze u zvifat se blastocysty vyskytuji relativné Casto, je kontakt se zvifaty
povazovan za jeden z faktord, které zvySuji pravdépodobnost infekce timto prvokem u lidi
(Parkar et al., 2010; Stensvold et al., 2009). Na tento aspekt jsme se v ramci nasi studie

zaméfili také a zajimaly nas vzorky zvitat, se kterymi jsou dobrovolnici v izkém kontaktu.

Prevalence Blastocystis u lidi v nasi studii, ktefi nejsou v kontaktu se zvifaty, je 16 %,
zatimco 1lidé v kontaktu se zvifaty vykazuji prevalenci o 7 % vyssi (1j., 23 %). Lidé, kteti
v dotazniku uvedli kontakt se zvifaty, byli dale rozdé€leni jesté do dvou podskupin — (i) na ty,
ktefi vlastni nebo jsou ve styku pouze s domacimi ,,mazlicky* (kocky, psi, atp.) a (ii) ty, ktefi
kromé¢ ,,mazlickd* chovaji i zvifata hospodaiska (koné, kravy, prasata, dribez atd.). Zjistili
jsme, ze vyskyt blastocyst je vys$si u skupiny lidi, kteti jsou v kontaktu s hospodaiskymi
zvitaty, konkrétné se jednalo o 26 % pozitivnich vzorkl. Naopak lidé, ktefi jsou v uzkém
kontaktu pouze s ,,mazli¢ky*, vykazovali prevalenci o 7 % nizsi (tj., pouze 19 %). Tato data
do jisté miry potvrzuji vysledky jinych autort, ve kterych je prevalence blastocyst u kocéek a

pst nizsi, na rozdil od hospodaiskych zvifat (Ramirez et al., 2014; Udonsom et al., 2018).

U pst se sice Ize diky jejich zplsobu zivota (1zkému kontaktu s lidmi, se kterymi
zejména ve mésté sdileji zivotni prostory, atp.) setkat se subtypy blastocyst, které jsou bézné
u lidi, ale na zaklad¢ jiz provedenych studii se zda, Ze hraji pouze zanedbatelnou roli jako
zoonoticky rezervoar a pravdépodobné nejsou piirozenymi hostiteli blastocyst (Osman et al.,
2015; Wang et al., 2013a). Tato skutecnost byla potvrzena i v ramci nékolika studii, kde byly
analyzovany vzorky lidi spolecné se vzorky jejich pst a kocek, a prenos mezi nimi nebyl
zaznamenan (Paulos et al., 2018; Ruaux & Stang, 2014b). Naopak hospodatska zvitata sice

vykazuji vyssi prevalenci blastocyst a v nasi studii byli jejich chovatelé Castéji pozitivni,
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nicmén¢ se nam nepodafilo u zadného zvitete detekovat stejny subtyp, jako mél jeho majitel.
Pouze v jednom piipadé jsme zaznamenali u ¢loveka stejny subtyp ST7 a alelu 112, jako méli
dva psi a jedna husa. Je tieba dodat, Ze s témito konkrétnimi zvifaty nepiisel dany ¢loveék
vibec do styku. Ptitomnost Blastocystis u téchto lidi tedy nemusi souviset pouze s chovem
zvifat, ale pravdépodobné se jedna o kombinaci vice faktort. Presto vSak existuji studie, kde
bylo prokazano sdileni stejnych subtypt u zvifat a jejich majitelti. Naptiklad autoti Yan et al.
(2007) potvrdili piitomnost identického subtypu ST5 u prasat a jejich oSetfovateli. V jiné
studii byl potvrzen i pfenos ST6 mezi driibeZi a pracovniky na jatkach (Greige et al., 2018).
Naopak u déti zijicich v jedné z vesnic Indonésie (v horSich hygienickych podminkach a v
tésném styku se zvifaty) nebyly ani v jednom piipadé zjistény subtypy pochazejici z mistnich
zvifat, které tvofi pfedevSim prasata a dribez (Yoshikawa et al., 2016). Autofi této studie

predpokladaji, ze uréité subtypy blastocyst mohou byt uzce hostitelsky specifické.

d) pohlavi

V naSem dotazniku byl i dotaz na pohlavi dobrovolnika, ktery vzorek poskytl. Z naSich
vysledkd je vSak ziejmé, ze zadny vyznamny rozdil mezi prevalenci blastocyst u muzi a u Zen
neni. S touto skutecnosti se shoduje vétSina epidemiologickych studii (Bart et al., 2013; Safadi
et al., 2016; Seyer et al., 2017). Obecné neni vliv pohlavi povazovan za kli¢ovy faktor pro
kolonizaci timto prvokem, ale objevily se i nékteré studie, jejichz autofi maji jiny nazor.
Napiiklad Abdulsalam et al. (2013) zaznamenali vy$si prevalenci u muzi (26 %), nez u Zen
(17 %). Zminéna studie pochazi z Libye a tyto rozdily mezi muzi a Zenami mohou byt
zpusobené naptiklad odlisSnymi socidlnimi navyky, ktery prameni z islamského ndbozZenstvi.

Podobnych studii je v§ak minimum.

e) vék

Dal8im faktorem, ktery byva sledovan v ramci prevalen¢nich studii tykajicich se prvoka rodu
Blastocystis, je vék. Nejvyssi prevalence (40 %) v ramci naseho souboru vzorki byla
zaznamenana u vékové kategorie 4-6 let, ale vzhledem k mensimu poctu ziskanych vzorkt v
této skupiné neni mozné vyvozovat zasadnéjsi zavéry. Vyssi prevalenci u déti (27 %) do 14
let v porovnani s ostatnimi vékovymi kategoriemi zaznamenali ve své epidemiologické studii
z Francie také autofi El Safadi et al. (2016). Podobnou zkusenost méli také autoii Paulos et al.
(2018), kdyz ve své recentni studii zaznamenali nejvySsi prevalenci blastocyst u vékové

kategorie 6-10 let (55 %) a dale u vétsich déti ve veku 11-15 let (52 %). | my jsme zaznamenali
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pomérné vyssi prevalenci u déti mezi sedmym a dvanactym rokem zivota (29 %) v porovnani
s ostatnimi vékovymi kategoriemi. Nicméné ani V této skupiné nemame pfilis velky pocet
vzorkl. V epidemiologické studii provedené v Ciné byla zjisténa nejvyssi prevalence
v podobné vékové kategorii, a to 10 az 17 let, ale jen v urcité oblasti (Li et al., 2007).
Prevalence této vékové kategorie v dalsich ¢astech Ciny se vymykaly tomuto trendu a nejvice

pozitivnich ptipadi se objevilo u lidi nad 60 let.

Z pohledu nejvyssi prevalence blastocyst v naSem datasetu vzorkll byla na druhém
misté vékova kategorie 50 az 60 let s hodnotou 35 %. Zde jsme zjistili prevalenci vyssi, nez
jaka byla popsana napiiklad v jiz zminéné studii ve Francii, kde u lidi nad 50 let detekovali
Blastocystis pouze u 13,6 % lidi (El Safadi et al., 2016). Nicmén¢ rozdé€leni jednotlivych
vékovych kategorii je u kazdé studie odlisné, a proto se spolu tyto vysledky obtizné

porovnavaji.

cvwr

nebereme v potaz vékovou kategorii 13 az 17 let s pouze jednim vzorkem. Podobny vysledek
u lidi nad 60 let zaznamenali také autofi Forsell et al. (2012) ve své studii provedené u
Svédskych pacientt s prevalenci pohybujici se kolem 6 %. Tento trend negativni korelace mezi
cetnosti vyskytu blastocyst a zvySujicim se vékem muze byt zplisoben zménami, kterymi od
urcitého starSiho véku prochazi kazdy organismus — méni se imunitni systém, Casto i1 sloZeni

stravy, a navic starsi lidé obvykle uzivaji mnohem vice 1ékti nez zbytek populace.

cvwr

vzorkl na blastocysty pozitivni pouze jeden (tzn. 6 %) - jednalo se o0 dvouleté dité. Tyto nase
vysledky se velmi dobie shoduji s daty, ktera byla publikovana v nedavné studii z Irska
(Scanlan et al., 2018). Zadny z kojencti (tzn. déti do 1 roku) zde nebyl na blastocysty pozitivni
a nizka prevalence (pouze 5 %) byla detekovana i u déti do dvou let veéku. Je tedy
pravdépodobné, ze u déti dochazi pouze k horizontdlnimu pfenosu blastocyst (Scanlan et al.,
2018). Nulova prevalence u kojenct byla potvrzena i studii v Indii (Pandey et al., 2015). Takto
malé déti jsou ve vyspélejSich zemich pod stalym dozorem svych rodict a obvykle nemayji
tolik prilezitosti se s infekci setkat (nez naptiklad déti starsi), coz je pravdépodobné ditvodem

nizkych prevalenci v ramci této vékové kategorie.
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Porovnani senzitivity dvou diagnostickych metod

Pro detekci blastocyst ze stolice ¢i trusu zvifat se pouzivd nékolik diagnostickych metod
mikroskopie nativnich vzorku, ktera vSak méla nizsi zachytnost a postupné byla nahrazena
jinymi metodami, napfiklad xenickou kultivaci (Clark, & Diamond, 2002). V dnesni dobé jsou
vsak tyto tradi¢ni metody vétSinou nahrazovany citliveéjsi molekularni diagnostikou s vyuzitim
PCR a specifickych primert (Roberts et al., 2011). Molekularni pfistup také jako jediny
umoznuje detekovat subtypy blastocyst, coz je u ostatnich diagnostickych metod vylouc¢ené

(Scicluna et al., 2006).

Stale se vSak vyskytuji studie, které jako jedinou diagnostickou metodu vyuzivaji
kultivaci (napt. Mohammad et al., 2017). V né&kterych pracich pouzivaji vysledky kultivace
jako prvotni ,,sito” a molekuldrné analyzuji pouze vzorky, které byly kultivaéné pozitivni
(napi. Barbosa et al., 2017; Nithyamathi et al., 2016; Thathaisong et al., 2003). Podle nasich
vysledki vSak kultivace nemusi mit 100% zachytnost, a proto je dualezit¢ molekularni

diagnostikou ovéfit i vzorky, které byly kultivaéné negativni.

V ramci nasi studie jsme se rozhodli zkombinovat dvé odlisSné diagnostické metody.
Prvni z nich byla klasicka xenicka kultivace v modifikovaném Jonesové médiu (Leelayoova
et al., 2002), ve kterém blastocysty nejen dobfe rostou, ale jeho piiprava je jednoducha a
finanéné nenaro¢na. Pro paralelni diagnostiku a zaroven pro urceni subtypu Blastocystis byla
pro vSechny vzorky vyuzita molekularni detekce s vyuzitim konven¢niho PCR (Scicluna et
al., 2006).

Pro mikroskopické ovéfeni pozitivity/negativity blastocyst z xenické kultivace bylo
dalezité provézt minimalné jedno pieockovani do Cistého média. V samotné kultivaci bez
predchoziho preockovani nebylo ve vétsing pripadii mozné blastocysty detekovat (v disledku
pritomnosti hustého detritu ze vzorku stolice/trusu) a tyto vzorky by mohly byt chybné
posouzeny jako negativni. Nicméné dva dny po prvnim pieockovani do ¢erstvého média uz
byly v pfipadé pozitivity dobie patrné vakuolarni formy blastocyst. Kultivace odhalila
ptitomnost blastocyst v 55 z 63 PCR pozitivnich a sekvenéné ovétenych piipadi, selhala tedy
v osmi piipadech (13 %). Ve vétsing téchto piipada se jednalo o zviteci vzorky. Divodem
mohly byt nékteré vnéjs$i faktory, jako je nespravny odbér vzorku, jeho stafi, nevhodné
skladovani (dle nasich zkusSenosti jsou i cysty blastocyst ve vzorcich trusu/stolice velmi citlivé

na nizkou teplotu).
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V piipadé molekularni pozitivity a kultiva¢ni negativity mizeme uvést jako piiklad
jeden vzorek pochazejici z ovce V domacim chovu. Pivodni kultivace tohoto vzorku byla
vyhodnocena jako negativni, ale pouzitim molekularni diagnostiky bylo dosazeno opa¢nému
vysledku (tzn. vzorek byl Blastocystis pozitivni). V tomto ptipad¢ se nam podatilo ziskat novy
Cerstvy vzorek od téhoz zvifete a opakovana kultivace byla pozitivni. Nasledné byl vzorek
pozitivni i molekularné. Tady se mliizeme pouze domnivat, ze S prvnim vzorkem, kultiva¢né
vyhodnocenym jako negativni, bylo nespravné zachdzeno pti jeho odbéru, skladovani ¢i

pievozu. Proto je naprosto nezbytné dodrzovat podminky pii sbéru a nakladani se vzorky.

Podobné i ve studii Mohamad et al. (2017) autofi také porovnavali senzitivitu xenické
kultivace oproti PCR. V tomto ptipadé kultivace neodhalila piitomnost blastocyst v 8 %
vzorkd. Nicméné zpracovavali zde pouze lidské vzorky, u kterych jsme 1 my zaznamenali
pomérné¢ vysokou citlivost v obou diagnostickych pftistupech. Problémové u nas byly
predevsim vzorky zvifat. Na rozdil od vzorkt lidskych, jsou zvifeci vzorky ¢asto odebirany se

znacnou prodlevou, coZ ma rozhodné¢ vliv na uspeésnost kultivace.

Molekularni diagnostika Blastocystis méla sice vyssi citlivost nez kultivace, ale
zaroven jsme zaznamenali celkem 11 pfipadd pravdépodobné falesné pozitivity, tzn. vzorek
byl kultivaéné negativni, molekularné pozitivni (na gelu byl viditelny amplikon v odpovidajici
velikosti blastocyst), ale nasledna sekvenace tohoto amplikonu ve vétsing piipadu odhalila
bakterie, plisn¢, ¢i rostlinné kontaminace. Pouzité primery byly ptivodné navrZeny a testovany
pro diagnostiku DNA blastocyst z kultury, ale jsou velmi ¢asto vyuzivany i pro piimou detekci
blastocyst ze stolice ¢i trusu zvifat. Nicméné kultura je ,,Cist&j$im* materidlem, neZ trus ¢i
stolice, a neobsahuje tolik kontaminaci a inhibitorti. Vzhledem k niZ$i specifité pouzivanych
primerd dochazi pti detekci z trusu/stolice k amplifikaci SSU rRNA i eukaryot, pfedevs§im
plisni a hub. Pokud jsou tedy pouzivany pro pifimou detekci ze stolice ¢i trusu, je nutné pocitat
s ur¢itym mnoZstvim faleSné pozitivnich vzorkt a je nutné je vzdy ovefovat jesté sekvenacné
(Stensvold, 2013). Opét se ve vétsing piipadu ,,falesné pozitivity* jednalo o vzorky pochazejici

od zvirat.

Kombinace téchto dvou metod (tzn. xenické kultivace a PCR) se ukéazala byt efektivni.
Vysledky kultivace jsou dobrym voditkem pro kontrolu citlivosti molekularnich metod a
v mnohych ptipadech mohou pomoci zachytit 1 pozitivni vzorky, které by mohly uniknout nasi

pozornosti.
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6 Zavér

V této praci se ndm podafilo nashromazdit dostate¢ny pocet vzorka stolice od zdravych
dobrovolniki, jejich rodinnych prislusnika a trusu zvifat (s nimiz jsou v kontaktu), aby bylo
mozné provézt prvni prevalenéni studii v Ceské republice. Celkem bylo ziskano 411 vzorkd,

které pochézeji téméf ze viech kraji Ceské republiky a zpracovano bylo 360 vzorki.

Celkova prevalence (tzn. lidi i zvifat) Blastocystis je 17 %, pfi¢emz prevalence u lidi
dosahuje 21 % a prevalence u zvitat 9 %. Molekularnimi metodami se podatilo urcit celkem
devét ruznych subtypti blastocyst (ST1-ST7, ST10 a ST14), z nichz sedm subtypd se
vyskytovalo u lidi (ST1-ST4, ST6, ST7). U jednotlivych subtypi jsme kromé toho
zaznamenali také znacnou intra-subtypovou variabilitu (tzn. variabilitu v ramci jednoho

subtypu).

V ramci dal$iho dil¢iho cile zaméfeného na zjisténi prevalence a subtypt Blastocystis
v ramci jednotlivych rodin jsme detekovali pfitomnost shodného subtypu a alely u nékolika
¢lent rodiny celkem pouze ve tiech piipadech. Da se tedy predpokladat, Ze mize v rodinach

dochazet k prenostim, nicméné jedna se pravdépodobné¢ spise o ojedinély jev.

Dale jsme u vSech vzorku zjistovali vliv n¢kolika vybranych faktorti na kolonizaci
timto prvokem. Zjistili jsme, ze vyS$$i pravdépodobnost vyskytu blastocyst maji lidé Zijici na
vesnici, nebot’ prevalence v této kategorii byla o 18 % vyssi, v porovnani s lidmi z mésta.
Vyssi prevalence byla zaznamenana také u lidi, ktefi cestuji mimo Evropskou unii (26 %),
naopak mezi lidmi cestujicimi pouze v ramci EU a t€mi, ktefi necestuji viibec, prakticky rozdil
Vv prevalenci blastocyst neni (20 a 19 %). Dalsi kategorii, u které se tito prvoci vyskytovali
Castéji, jsou lidé v kontaktu se zvitaty (prevalence o 6 % vyssi). Obzvlast vyrazny rozdil
Vv prevalenci byl mezi lidmi chovajici hospodaiskd zvitata (26 %), v porovnani s témi, ktefi
jsou v kontaktu pouze se zvitaty domacimi (tzv. ,,mazlicky*) s prevalenci pouze 19 %. Rozdily
v prevalenci byly zaznamenany také mezi vékovymi kategoriemi, kdy nejvyssi procento
pozitivnich vzorki bylo potvrzeno u déti 4-6 let starych (40 %), nicméné¢ vzhledem k niZ§imu
postu vzorkll v této kategorii neni na misté pfiliS vyvozovat zavéry. Druhou nejvyssi
prevalenci m¢la kategorie 50-60 let (35 %) a naopak nejnizsi pocet pozitivnich vzorki byl
zaznamenan u déti do tii let (6 %). Prakticky zadny rozdil v prevalenci blastocyst nebyl zjistén
v kategorii pohlavi, proto je malo pravdépodobné, Zze by tento faktor hral roli v kolonizaci

timto prvokem.
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V neposledni fad¢ bylo dil¢im cilem také ovéfeni senzitivity dvou diagnostickych
metod — xenické kultivace a molekularni diagnostiky. Molekularni diagnostika sice odhalila
oproti kultivaci 0 9 % piipadt Blastocystis spp. vice a méla tedy vyssi citlivost, ale zaroven
bylo 11 vzorki pravdépodobné falesné pozitivnich. Az po osekvenovani téchto vzorkl bylo
zjisténo, Ze se o blastocysty nejednd. Ani jedna z pouzitych metod nebyla samostatné 100%

uspésna, nicméné jejich kombinace se ukéazala byt pfinosna.
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Obr. P1: Formlulaf s potiebnymi informacemi.
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Obr. P2: Pi‘edni strana informaéniho letaku, ktery byl formou sloZené broZury poskytovan viem

ucastnikim studie.

Nazev a popis studie: Studium symbiotického stfevniho
prvoka rodu Blastocystis v mikrobiomu Elovéka.

prabéh, podminky a eticka pravidla této studie vychdzi
z Helsinské deklarace Svétove lékaiské asociace (G4th
WMA General Assembly, Fortaleza, Brazil, October
2013). Pouiiti lidského biologického materidlu v CR je
fizenc platnou legislativou - Zikon €. 378/2007 sh., o
lé¢ivech a o zménach nékterjch souvisejicich zakond,
Wyhlaika £ 226/2008 Sh. o spravné klinické praxi a
blizSich podminkach klinického hodnoceni lé€ivych
pfipravkd, Zdkon €. 101/2000 Sh. O ochrané osobnich
Udaji a dalsi.

vedouci pokusu: MVDr. Katefina lirkG-Pomajbikova
Ph.D. (kontakt: pomajbikova@paru.cas.cz, (+420-38-
777-5470), Parazitologicky Ustav, Biologické centrum AV
CR, v.v.i., BraniSovské 31, 370 05 Ceské Bud&jovice.
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Obr.2: Prvok rodu Blostocystis v kultufe s
bakteriemi.
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Obr. P3: Zadni strana informaéniho letaku.
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Mejenze se fasto vyskytuje u zdrawvych lidi, ale
zfejmé se také podili na udriovani optimélniho
sloZeni stfevni mikrofléry. Dysbidza (nebo-li
nerovnovaha stfevni mikroflory) je s nejuétsl
pravd&podobnosti dalezitym faktorem
pfispivajicim k rozvoji Crohnovy choroby (CD) &i
ulcerdzni kolitidy (UK). V naiem wyzkumu se
zamé&fujeme na  wyzkum  souvislosti  mezi
vyskytem prvoka Blastocystis a sloZenim stfevni
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Obr.1: Prvok rodu Blastocystis.
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