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Anotace:

This bachelor thesis is focused on the occurrence of intestinal protist Blastocystis sp. in
non-human primates held in captivity. The main aim of this study was to summarize all
available infomation about Blastocystis sp. with a special focus on the occurrence, prevalence
and diversity of its subtypes in wild and captive non-human primates. Blastocystis sp. and its
role in health and disease is still unclear in both humans and non-human primates. Given that
recent studies indicate that Blastocystis sp. is a commensal organism rather than a pathogen
and has a close association with the diversity of intestinal bacteriome. Thus, i also focus on

summarizing this information in my thesis.



Prohlaseni:
ProhlaSuji, Ze jsem autorem této kvalifikacni prace a ze jsem ji vypracovala pouze s pouzitim

prament a literatury uvedenych v seznamu pouzitych zdroji.

V Ceskych Budgjovicich dne: Podpis:



Podékovani:

Rada bych podékovala vSem mym kolegiim z Laboratofe parazitarni terapie, predevsim pak
Katefiné a Milanovi Jirkil za obrovskou pomoc, ochotu a trpélivost pfi vedeni mé laboratorni
a bakalatské prace. Dale bych také chtéla podékovat Zuzané Lhotské a Oldfisce Kadlecové za
podani pomocné ruky, kdykoliv jsem ji potiebovala. V neposledni fad€ bych chtéla podékovat

mé roding, Ze mi byla velkou oporou.



1 UVOU ..o 1
2. CHIE PIACE ...ttt 2
3. Biologie prvoka BlastOCYSLIS SP. .....cccucueueuirieiiiiiieiisisesseset et 3
3.1, TaxonOmMICKE UICENT ...cccueiiiiiiiieiiiieiie sttt ettt ae e e bbb e e nae e 3
3.2, ZIVOINT CYKIUS ¢.veoveovevecececeeceeeee ettt 3
3.3.  Morfologicka stadia BIAStOCYSIS SP. ....coververiiriiiiiieieiiese e 4
3.3.1. VaKuolarni fOrma.......cccoieiiiiiiiiiiiie et 5
3.3.2.  Granularni fOrma ..........ccoiiiiiiiiiie e 5
3.3.3.  AmeEboidni fOImMa.......ceeiiiiiiiiii i 5

TR 1 01 V£ - H SRR OPRPPR 6
3.3.5.  Dal8i morfologické fOrmy .........ccoviiiiiiiiiieiie e 7

3.4. Geneticka diverzita a hostitelskd specifita.........cccooiiiiiiiiiiiiii e 8
341, GenetiCkA dIVETZItA ......ooiueiiiiiiie et 8
3.4.2.  Hostitelskd SPECIIta.......ccveiviiiiiiiiiiiesie e 9

4. Diagnostika BlastOCYSTIS SP. ...c.cveueueuerereieieieieieeiieeesssissse sttt 11
4.1.  Koproskopické MeEtOdy ........ccccvrvuiiiiiiiiiiiiiiiiii e 11
4.1.1.  Koncentrani teChniKy .........ccooviiiiiiiiiiiiiii e 11
4.1.2. Barvené rozte€ry eXKrementl..........ccovviririiiiiiiiiiiiiici e 12

4.2, KUIIVACE ..ot 13
4.3.  Molekularni dia@nostiKa .........cocceviiiiiiiiiiii 13
4.3.1. Polymerazova iet€¢zova reakce (PCR) ......ccoooveiiiiiiiiiii e 14
4.3.2.  Kvantitativni polymerazova fetézova reakce (QPCR) ........cevvviiiiiiiiicinen, 16

5. Blastocystis Sp. VErSUS PAtOGENITA.........ccccieiiiiiiiirisiessee et 17
6. Role Blastocystis sp. ve stifevnim miKrobiomu..............c.ccccccevvniiiinnniccesnes 20
6.1.  ZaKIadni POZNAtKY ......c.eoiiiiiiiiiiiiiii i 20

6.2.  Vliv Blastocystis sp. na stitevni miKroflOru. .........ccocvvvveiieiiiiinnieie e 21



7. Vyskyt Blastocystis sp. u nehumannich primati ... 24

7.1.  Vyskyt Blastocystis sp. u nehumannich primatt ve volné ptirode..............c.coevnene 24
7.2.  Vyskyt Blastocystis sp. u nehumannich primatli v zajeti.........ccccoeoerenenenieniinnnnnns 27
7.3.  Zoonoticky potencial BIaStOCYSHIS SP.......cereiieiieiiiiiiiiiesieseeieee e 31
8. ExXperimentalnd CASE ............cccoiiiiiiiii e 35
8.1.  Materidl a metodika ........coovviiiiiiiiii i 35
8.1.1.  Zisk&vANT VZOTKD .....cccoviiiiiiiiicn 35
8.1.2.  Diagnostické MEtOAY ........cccueriiriiiiiiiiiii e 35

8.2, Priub@Zné VYSIEAKY .....cceeiiiiiiieiiei i 36
9. ZLAVEY ...ttt bbbttt 37

10.  Seznam citované LIteratury ..o 38



1. Uvod

Jednim z nejCastéji se vyskytujicich prvoku v lidském stievé se ukazuje byt Blastocystis sp.
Tento prvok kolonizuje témét jednu miliardu lidi po celém svété (Stensvold et al., 2020).
Mnoho let byl povazovan za kvasinku (Brumpt, 1912), az s vyuzitim molekularnich analyz
byl zafazen mezi Stramenopiles (Silberman et al., 1996). Ackoli je znam uz ptes 100 let
(Alexeieff, 1911), o jeho roli ve stfevnim mikrobiomu se stale vedou spory (Stensvold a van
der Giezen, 2018; Deng et al., 2021). Dtive byl nalézan piedevsim u lidi s gastrointestinalnim
onemocnénim (Poirier et al., 2012), az s posunem molekularnich a fylogenetickych diagnostik
a zahrnutim studia stfevniho mikrobiomu u zdravé populace do epidemiologickych studii
dochazi ke zjisténi, ze jde spise o komenzalni organismus (Krogsgaard et al., 2018; Tito et al.,
2019; Lhotska et al., 2020). V soucasnosti se Blastocystis sp. zacina pokladat za stifevni
organismus (Lukes et al., 2015), ktery by mohl svym ptisobenim ve stfevé vyznamné ovlivnit
kompozici lidského stievniho bakteriomu (Billy et al., 2021). Dodnes byl detekovan zejména
u obratlovca (Stensvold et al., 2009; Alfellani et al., 2013b, 2013c), nicméné v mnoha
piipadech byl nalezen i u bezobratlych Zivodicht (Zaman et al., 1993; Cian et al., 2017). Casty
vyskyt blastocyst je zaznamenavan predev§im v rozvojovych zemich, kde jeho prevalence
dosahuje az 100 % (El Safadi et al., 2014; Adao et al., 2016). V industrializovanych zemich
se udava nizsi prevalence blastocyst (Bart et al., 2013; Krogsgaard et al., 2015; Lhotska et al.,
2020). Vysoké prevalence Blastocystis sp. jsou také nalézany u nehumannich primata jak ve
volné ptirod¢ (PetraSova et al., 2011; Helenbrook et al., 2015; Zhao et al., 2017), tak u téch
drzenych v zajeti (Alfellani et al., 2013a; Zanzani et al., 2016; Betts et al., 2020). U majiteld
zvifat a u oSetfovatelll je zaznamenana Cast€j$i kolonizace blastocystou oproti lidem, kteti
nemaji zadny kontakt se zvitaty (Stensvold et al., 2009; Parkar et al., 2010; Wang et al., 2014b;
Lhotska et al., 2020). Studie provedené v zoologickych zahradach ukazaly, ze v disledku
blizkého kontaktu mezi primaty a oSetfovateli ziejmé dochazi k zoonotickému pienosu
blastocyst (Stensvold et al., 2009; Koster et al., 2021; Rudzinska et al., 2021). Osetiovatelé se
pravdépodobné¢ mohou nakazit pii CiSténi kleci, kontaminovanou vodu nebo piimym
kontaktem s primatem (Leelayoova et al., 2004; Stensvold et al., 2009; Rudzinska et al., 2021).
Ptestoze existuje vysoka pravdépodobnost vyskytu pienosu blastocyst mezi lidmi a primaty
Vv zoologickych zahradach, v dasledku ptisnych sanita¢nich postupt bylo doposud objeveno
pouze n¢kolik ptipadii mozného zoonotického pienosu (Stensvold et al., 2009; Ma et al., 2020;
Koster et al., 2021; Rudzinska et al., 2021).



2. Cile prace

Hlavnim cilem této prace je shrnout dostupné a aktualni informace o stfevnim prvoku

Blastocystis sp. u primatu v zajeti s dirazem na zoonoticky potencial.
Pro splnéni daného zaméru byly vytyCeny nésledujici diléi cile:

e shrnout obecné poznatky o prvoku Blastocystis sp.;

e shrnout dostupné informace o vyskytu prvoka Blastocystis sp. a jeho subtypti u primatt
V zajeti;

e shrnout faktory, které mohou ovliviiovat vyskyt Blastocystis sp. a jeho subtyptu u

primatl a jejich oSetiovatel (ve vztahu se zoonotickym potencionalem);



3. Biologie prvoka Blastocystis sp.

3.1. Taxonomické urceni

Historie prvoka Blastocystis sp. saha az na zacatek 20. stoleti, kdy byl objeven a nasledn¢
pojmenovan (Alexeieff, 1911). Kvuli absenci pohybu a panozek se mnoho let usuzovalo, Ze
se jedna o kvasinku (Alexeieff, 1911; Brumpt, 1912), avsak pozdéji bylo toto stanovisko
vyvraceno a dospélo se k piesvédceni, ze jde o prvoka (Zierdt, 1983, 1991). S postupem ¢asu
a vyuzitim molekularnich fylogenetickych metod byl na zakladé genu malé ribozomalni
podjednotky SSU rRNA zatfazen mezi Stramenopiles (Silberman et al., 1996). Nicméné neni
typickym zéstupcem této taxonomické skupiny, nebot’ postrada biciky a tubularni cilie, které
ztratil sekundarné (Arisue et al., 2002; Clark et al., 2013). Blastocystis sp. je také piibuzny ke
skupinam Proteromonade a Slopalinida (Kostka et al., 2007), jejichz ptedkové byly
anaerobové obyvajici sttevo (Stensvold a Clark, 2016a).

3.2. Zivotni cyklus

Informace o zivotnim cyklu blastocyst a jejich rozmnozovani jsou stale neuplné, a ne zcela
jasné. Divodem byla pfedev§im absence vhodného experimentalniho modelu (Ajjampur
a Tan, 2016). Dikazem muze byt nékolik studii vytvorenych na toto téma (Stenzel a Boreham,
1991; Zierdt, 1991; Singh et al., 1995; Tan, 2004; Zhang et al., 2007). Nedavno bylo
v nékolika laboratofich vcetné naSi zjiSténo, Ze zfejmé nejvhodnéjSim experimentalnim
modelem je potkan (Li et al., 2013; Razkova et al., 2018). Obecné plati, Ze Vv Zivotnim cyklu
Blastocystis sp. jsou stadia osidlujici predevsim tlusté a slepé stievo hostitele, tj. vakuolarni,

granularni, améboidni forma a cysta (Wang et al., 2014a).

Pro ptenos Blastocystis sp. mezi hostiteli jsou do okolniho prostiedi vylu¢ovany cysty
v exkrementech. K pfenosu dochazi fekalné-oralni cestou (Yoshikawa et al., 2004b) a pti
prichodu zaludkem do lumen tlustého stfeva dochdzi excystaci cyst a uvolnéni vakuolarni
formy. Vakuoldrni stddium se dale mize pfeménit na granularni nebo améboidni formu,
nicméné podminky jejich vzniku stale nejsou piesné definované (Tan, 2008). Jedna z moznosti
je zména podminek ve stfevnim ekosystému, pii které dojde k pfeméné vakuolarni bunky
v granularni formu (Dunn et al., 1989). U blastocyst bylo také pozorovano mnoho typl
rozmnozovani, z nichz nejcastéji sledovanym bylo binarni déleni u vakuolarni formy (Zhang

et al., 2007). Dalsim moznosti je puceni, které se u blastocyst objevuje ve stresovych in-vitro
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podminkach. Vyskytuje se i schizogonie a sporulace, nicméné stale neni jisté, jaké faktory
jsou potieba pro spusténi jednotlivych reprodukénich mechanismi u Blastocystis sp. (Govind

et al., 2002). Zivotni cyklus Blastocystis sp. je znazornén na obrazku 1.

Diky vhodné navrhnutym experimentdlnim modelim bude snad brzo zaznamenan

posun ve znalostech o Zivotnim cyklu Blastocystis sp.

Obr. 1: Zivotni cyklus Blastocystis sp.: a) stadium cysty; b) fekalng-oralni pienos pies
kontaminovanou vodu a potravu; ¢) mozné formy Blastocystis sp. ve stieve; €1) vakuolarni
forma; c2) granularni forma; c3) améboidni forma; cs) binarni déleni vakuolarni formy

(ptevzato z publikace Jeremiah a Parija, 2013).

3.3. Morfologicka stadia Blastocystis sp.

Byly popsany ctyti hlavni morfologické formy, a to vakuolarni, granularni, améboidni forma
a stadium cysty (Clark et al., 2013).



3.3.1. Vakuolarni forma

Vakuolarni forma je nejcastéji pozorovatelnym stadiem Blastocystis sp. a jeji velikost se udava
mezi 2 — 200 um (Stenzel a Boreham, 1996; Tan a Suresh, 2006). Tato forma muzZe nabyvat
kulatého az ovalného tvaru (Tan, 2008) s vakuolou uvnit¥, ktera vypliuje vétSinu prostoru
a vytlaCuje cytoplasmu spolu S ostatnimi organelami na okraj (MacPherson a MacQueen,
1994; Tan, 2008). Mezi tyto organely se fadi jadro, Golgiho aparat, endoplazmatické
retikulum a ,mitochondrion-like organelle“ (MLO), coz jsou organely funkcéné podobné
mitochondriim. Ackoliv blastocysty maji MLO, tedy organely dilezité pro respiraci, je tento
prvok striktn¢ anaerobni (Dunn et al., 1989; Tan, 2008; Jeremiah a Parija, 2013). Na zaklad¢
analyz s vyuzitim svételného a elektronového mikroskopu byly objeveny karbohydratové
inkluze nachdazejici se uvnitf centralni vakuoly. Proto je vakuola povazovana za organelu se
zasobni funkci (Yoshikawa et al., 1995). Dale jsou dikazy o tom, ze by vakuola mohla hrat
roli v apoptdze blastocyst (Nasirudeen et al., 2001). U vzorki ziskanych ze symptomatickych
pacientil byly pozorovany vakuolarni formy s drsnym povrchem, ke kterému casto dokazaly

adherovat bakterie (Tan et al., 2008).

3.3.2. Granularni forma

Tvar i velkost granularni formy blastocyst se podoba vakuolarni formé, pfi¢emz obecné se
velikost udava v rozmezi 6-80 pm. Na rozdil od vakuolarni formy vSak obsahuje drobné
heterogenni granule. Tyto granule se nachazeji jak uvnitf centralni vakuoly, tak ve vrstvach
cytoplasmy obklopujicich tuto vakuolu (Zhang et al., 2007; Scanlan, 2012). Pomoci
elektronové mikroskopie byly detekovany tii funkéné odlisné typy granuli obecné nazvané
jako metabolické, reprodukéni a lipidové (Tan a Zierdt, 1973). Granularni typ blastocyst byva
pozorovan V dlouhodobé¢ udrzovanych in-vitro kultivacich (Zhang et al., 2007), pfi axenizaci

kultury nebo po piidani antibiotik (Stenzel a Boreham, 1996).

3.3.3. Améboidni forma

O améboidni formé se toho doposud moc nevi. Zatim nenti jisté, jak piesné tato forma vypada,
ani kdy a pfi jakych podminkach v téle hostitele vznika (Tan, 2008). Podle jedné studie se
jedna o bunku o velikosti od 2 do 8 um, ktera ma nepravidelny tvar t€la a mtze byt u ni
ptitomna pseudopodie (Scanlan, 2012). Uvniti bunky se nachazi centralni vakuola, na povrchu

obklopena povrchovym plastém a v pseudopodiich mize byt pritomny Golgiho aparat a ¢etné



mitochondrie (Tan et al., 2001). Autofi studie Tan a Suresh (2006) dokazali pomoci transmisni
elektronové mikroskopie urcit dva typy améboidni formy. Prvni typ obsahoval centralni
vakuolu, ve které se nachazely drobné granule. Druhy typ byl charakteristicky nékolika
mensimi vakuolami, které zapliiovaly cely vnitini prostor. Povrchovy plast améboidni formy
vykazoval v nékterych ¢astech buitky mnohem silngjsi vrstvu, nez v jinych oblastech. V této
studii autoti provedli kultivaci vzorkt ziskanych ze symptomatickych a asymptomatickych
pacientl. Zajimavym zjisténim bylo, Ze se améboidni formy vyskytovaly pouze u izolati
pochazejicich ze symptomatickych jedincti. Proto by mohla byt améboidni forma zodpovédna
za symptomy u lidi s Blastocystis sp. a jeji nalez by mohl indikovat piipadnou patogenitu.
Neékteti se také domnivaji, Ze je toto stddium mezistupném ve vytvoreni silnosténné cysty

(Singh et al., 1995).

3.3.4. Cysta

Stadium cysty je zodpoveédné za fekalné-oralni pienos blastocyst mezi jedinci (Yoshikawa et
al., 2004b). Jde o utvar malé velikosti obvykle v rozmezi od 3 do 10 um a bez ptitomnosti
centralni vakuoly (Scanlan, 2012). Charakteristicka je silna sténa s nékolika vrstvami. Tvar
cysty muze byt kulaty az ovalny, uvniti se nachazeji viditelna viceCetna jadra (Tan, 2008;
Jeremiah a Parija, 2013). Dale byla v cysté zjisténa ptitomnost vné&jsiho fibrilarniho plaste,
ktery muze byt detekovan v ranych stadiich, nebo pfi odchodu cyst z traviciho traktu (Zaman
et al.,, 1997). Jde o stadium adaptované na proménlivé podminky prostiedi, které i po
nepiiznivych teplotnich podminkach bude stale schopno pfenosu a eXcystace ve stieveé
hostitele (Moe et al., 1999). U Zzivotniho cyklu blastocyst rozeznavame tenkosténné
a silnosténné cysty. Tenkosténné cysty se pravdépodobné ucastni autoinfekce ve streve
hostitele, zatimco silnosténné cysty odchazeji z téla hostitele do vnéjsiho prostiedi a mohou
infikovat nového hostitele fekalné-oralni cestou (Singh et al., 1995). Cysty jsou predev§im
detekovany ve slepém a tlustém stieve, v tenkém stievé se téméf neobjevuji (Yoshikawa et
al., 2004b).

Zakladni morfologické formy Blastocystis sp. jsou znazornény na obrazku 2.



3.3.5. Dalsi morfologické formy

K obecné piijimanym stadiim piibyly v pritbéhu let dalsi formy, ke kterym patii avakuolarni
a multivakuolarni forma. Multivakuolarni forma obsahuje vice mensich vakuol, zatimco
avakuolarni forma je charakteristicka absenci vakuoly. Velikost téchto bun¢k je mensi nez u
vakuolarnich a granularnich, udava se od 5 do 8 um (Stenzel et al., 1991; Jeremiah a Parija,
2013). Ackoliv jiz ubéhla pomérné dlouha doba, co byla tato stadia popsana (Stenzel et al.,
1991), jejich detekce neni tak Casta. Ptesto pievlada nazor, Ze jde o bézné morfologické formy
v podminkach in-vivo (Jeremiah a Parija, 2013). Podle jedné studie mize dokonce jit o zbytky
bun¢k, které se degenerovaly jejich vystavenim kysliku (Vdovenko, 2000).

Obr. 2: Zivotni formy Blastocystis sp. pii méfitku 10 pm: a) vakuolarni forma; b) granularni

forma; ¢) améboidni forma; d) cysta (pfevzato z publikace Jeremiah a Parija, 2013).



3.4. Geneticka diverzita a hostitelska specifita
3.4.1. Geneticka diverzita

Na konci minulého stoleti se usuzovalo, ze je prvok Blastocystis sp. zna¢né hostitelsky
specificky. Proto se oznacoval jednotlivymi druhovymi nédzvy, jako naptiklad Blastocystis
hominis u lidi (Alexeieff, 1911; Brumpt, 1912), nebo jako druhy Blastocystis galli,
Blastocystis anatis, Blastocystis anseri, které byly nalezeny u domaci driibeze a Blastocystis
lapemi vyskytujici se u moiskych hadt (Stenzel a Boreham, 1996). Avsak s postupnym
vyuzivanim molekularnich a fylogenetickych technik byla u blastocyst zjisténa Siroka
geneticka diverzita, a proto se upustilo od pouzivani druhovych nazvu (Clark, 1997). Nyni je
tento prvok celosvétoveé znam jako Blastocystis sp. a na zakladé molekularné-fylogenetickych
analyz malé ribozomalni podjednotky genu 18S rRNA se urcuji jednotlivé subtypy (Stensvold
et al., 2007b; Clark et al., 2013). Momentaln¢ by m¢l byt definovan novy subtyp v piipade,
pokud je ptitomna minimalné 4% divergence sekvence SSU rRNA od dnes jiz otypovanych
sekvenci (Stensvold a Clark, 2020). Podle dosavadnich dat je patrné, Zze v budoucnu budou
popsany dalsi nové subtypy blastocyst. V roce 2013 bylo potvrzenych 17 rozdilnych subtypt,
z toho devét se vyskytovalo u ¢lovéka (Alfellani et al., 2013c; Stensvold a Clark, 2016a). Od
té doby byly popsany dalsi nové subtypy u riznych zivocichu. (Zhao et al., 2017; Maloney et
al., 2018). Ve srovnavaci studii (Stensvold a Clark, 2020) doslo k vylouceni nékolika subtypt,
které byly ozna¢eny jako nové objevené. Slo o subtypy ST18-ST20 a ST22, které se pii bliz§im
zkoumani vyhodnotili jako ,,molekularni chiméry*. Chiméry mtzou vznikat pii amplifikaci
DNA. V prubéhu PCR se miize pozastavit extenze amplikonu a ptreruseny amplikon nasledné
funguje jako primer béhem dalsiho cyklu PCR. Tento primer chybné naseda na templatové
vlakno a syntetizuje sekvenci, ktera je nakonec ptepsana z nékolika riznych templatd. U takto
vzniklé sekvence pravdépodobné nedojde ke shod¢€ s zadnou znédmou sekvenci a dany
organismus se vyhodnoti jako nové objeveny (Haas et al., 2011). Momentaln¢ tedy
rozeznavame 22 subtypu (Stensvold a Clark, 2020) a mimo to byla téZ objevena rozsahla
intra-subtypova diverzita. Jde o variabilitu uvnitf ur¢itého subtypu a obecné jsou tyto varianty

oznacovany jako alely (Stensvold et al., 2012b).



3.4.2. Hostitelska specifita

Blastocystis sp. kolonizuje stfevo mnoha zvitat véetné savca, ptaku, plazd, obojzivelnik, ryb,
nebo hmyzu (Stensvold a Clark, 2016a). Obecné se subtypy vyznacuji variabilni hostitelskou
specifitou. Naptiklad subtyp ST3, ktery byva detekovan u Sirokého spektra hostiteld
(Stensvold et al., 2012b), zatimco ST9 byl prozatim detekovan pouze u cloveéka (Rauff-
Adedotun et al., 2020). Dalsi subtypy se pfevazné nachazeji u n¢jakého typického hostitele,
jako jsou naptiklad ST6 a ST7 s typickym nalezem u ptak, ale byly také vyjimecné nalezeny
u ¢loveka (Alfellani et al., 2013c).

RozliSujeme 22 znamych subtypu, které se ve velké mife objevuji u teplokrevnych
obratlovcu. Z deseti subtypt nalezenych u ¢lovéka jsou nejcastéji detekovany prvni Ctyfi
subtypy - ST1 az ST4 (Alfellani et al., 2013b), zatimco ST5 az ST9 a ST12 se u n¢j objevuji
pouze sporadicky (Stensvold et al., 2009; Jiménez et al., 2019). Zajimavym subtypem je ST4,
ktery se vyskytuje pfedevSim V evropskych zemich a je hojné detekovan u lidi a hlodavcii
(Stensvold et al., 2009; Alfellani et al., 2013b). Po otypovani sekvenci ST4 ziskanych
z mitochondrialniho genomu pomoci multilocus sequence typing (MLST) byla zjisténa
pomérné nizka intra-subtypova diverzita. Tudiz se spekuluje, ze se tento subtyp zacal
objevovat u ¢lovéka v pomérné nedavné dobé (Stensvold et al., 2012b). Subtyp ST5 je bézné
pozorovan u hospodaiskych zvitat. Pfirozenym hostitelem je nejspis prase, kde je detekovan
nejcastéji (Alfellani et al., 2013c; Wang et al., 2014a). Uvadi se, ze ST5 je potencionalné
prenosny ze zvifete na lovéka (Wang et al., 2014b). Subtypy ST6 a ST7 jsou povazovany za
ptaci subtypy s obcasnym nélezem u lidi. Debatuje se zde o0 moZném zoonotickém pienosu
z ptaku na lidi (Alfellani et al., 2013a; Cian et al., 2017). Hostitelska specifita Blastocystis sp.
a vyskyt jednotlivych subtypi u teplokrevnych obratlovct je graficky znazornén na obrazku
3.

Blastocystis sp. také bézn¢ osidluje stievo studenokrevnych obratlovct. Nicméné
ziskana data, ktera jsou zalozena na sekvenaci SSU rRNA, jsou prozatim limitovana. Vefejna
databaze GenBank obsahuje pouze nékolik osekvenovanych izolati ziskanych ze
studenokrevnych zivocichti. Autofi jedné studie Yoshikawa et al. (2016) zjistili, ze by izolaty
ze studenokrevnych obratlovcti mohly spadat do subtypt ST1-ST9 a ST11-ST16.

U bezobratlych Zivoéichi byly blastocysty detekovany uz v roce 1993, kdy byly
zaznamenany u §vabu (Zaman et al., 1993). V né€kolika dalSich studiich byl také vySetfovan
1 jiny hmyz, nicméné mnozstvi takovych vzorku je zna¢n¢ omezené (Yoshikawa et al., 2016;

Cian et al., 2017). Zajimavym zjisténim byla detekce alel nalezenych u hmyzu, které



vykazovaly téméf aplnou homologii s jiz diive ziskanymi izolaty od lidi a zvifat. Zde autofi

zminuji moznost kontaminace hmyzu vykaly z prostiedi (Cian et al., 2017).

LurdwhE
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Obr. 3: Hostitelska specifita Blastocystis sp. a vyskyt jednotlivych subtypii u riznych druhi

zvifat S moznosti zoonotickych ptenost (pievzato z publikace Wawrzyniak et al., 2013).
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4. Diagnostika Blastocystis sp.

4.1. Koproskopické metody

Z pohledu gastrointestinalnich paraziti patii stolice k nejvhodnéjsimu materidlu pro jejich
diagnostiku, protoze infekéni stadia jsou vylucovana v exkrementech. Navic jednou z velkych
vyhod je, ze se vzorky exkrementi ziskavaji neinvazivnim odbérem. VSeobecné se doporucuje
také sbér vzorkll exkrementt a jejich nasledné vySetfeni nékolikrat zopakovat pro zachyt co

nejveétsiho spektra paraziti (Modry et al., 2018).

4.1.1. Koncentraéni techniky

Koncentra¢ni techniky, tj. flotace a sedimentace, jsou jednou z nejcastéji pouzivanych metod
a byly také pouzivany pro detekci Blastocystis sp. Nicmén¢ v souc¢asné dobé¢ jejich vyznam
Vv této souvislosti upada. To predevsim z toho divodu, ze cysty blastocyst jsou velmi malé
a tudiz obtizné rozliSitelné, a navic mohou byt zaménény s kvasinkami a dal§Simi morfologicky
podobnymi organismy (Zierdt, 1991; PetraSova et al., 2011). Dale je tento typ diagnostiky u
blastocyst komplikovan nedostate¢nou schopnosti rozlisit genetickou diverzitu blastocyst (tj.
urit subtypy), ktera se v posledni dobé ukazuje byt nezbytnou pro zjistovani dalSich
informaci v jejich epidemiologii (Stensvold a Clark, 2016a). Ptesto jsou koproskopické
metody stale dtlezitou soucasti parazitologické diagnostiky v mnoha studiich (Abe et al.,
2002; PetraSova et al., 2011; Mohammadpour et al., 2020). Témito technikami se ve své
bakalatské praci zabyvam proto, ze je vyuzivam pro parazitologické vySetieni vzorku trusu od

primatd v zajeti (vice informaci viz. kapitola 9.1.2.).

Flotace

Flotace patii mezi koncentracni techniky, jejichz podstatou je vzlinani parazitarnich stadii
s niz$i hustotou k povrchu flotacniho roztoku. Typt flotacnich roztokd je pomérné velké
mnozstvi, proto je vZdy tifeba zhodnotit ucel parazitologického vySetieni, pro ktery je pouzit
(Burrows, 1965). Ve flotaci dochazi k oddé€leni cyst, oocyst a nékterych vajicek helminti od
zbytku exkrementu. Tato stadia jsou diky flotaénimu roztoku o vysoké hustoté vyplavena na
povrch, kde jsou snadno odebrana mikrobiologickou klickou, pfenesena na mikroskopické

sklicko a nasledné vySetfena svételnou mikroskopii. V ramci rutinniho parazitologického

-----
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roztok se znamou mérnou hustotou 1,33 (Sheather, 1923). Nevyhodou této metody je velmi
kratky ¢asovy prostor pro vysetieni, jinak dochazi k deformaci parazitarnich stadii v dasledku
osmotického pisobeni flotacniho roztoku. Nésledné mutze dochéazet k jejich obtiznému
rozliSeni. Ac¢koliv ma tato metoda vysokou sensitivitu, u Blastocystis sp. nevykazuje tak
presné vysledky z ditvodu malé velikosti cyst. V nékterych piipadech ale stale ziistava soucasti
diagnostickych postupti pro zjisténi prevalence Blastocystis sp. (Parkar et al., 2010; Sa et al.,
2013; Kalousova et al., 2014).

Sedimentace

Sedimentace spada mezi koncentraéni techniky a principem jde o metodu, kdy ,tézka“
infek¢ni stadia parazitl klesaji na dno. Tento sediment je poté vySetiovan s vyuZitim svételné
mikroskopie. Exkrement se rozmicha bud’ s vodou, nebo se specifickym roztokem — to zavisi
na typu sedimentace. Zpravidla se touto metodou detekuji vajicka motolic, vrtej$i, nékterych
tasemnic a hlistic. Vyhodou této metody oproti flotaci je, Ze u parazitarnich stadii nedochazi
k deformaci sledovaného stadia (Burrows, 1965). Kombinace obou technik by ale méla byt
paraziti (gastrointestinalniho a respira¢niho traktu). Jedna zhojné¢ vyuZzivanych
koncentra¢nich metod je Merthiolate-lodine-Formaldehyde (MIF) sedimentace (Sapero
a Lawless, 1953). Detekce blastocyst pomoci MIF sedimentace a paralelné¢ pomoci PCR
analyzy byla provedena u vzorkd nehumannich primatd a lidi z Tanzanie (Petrasova et al.,
2011).

Diagnostika blastocyst pouze s vyuzitim flotacnich a sedimentac¢nich technik ma
omezeni kvali nizsi citlivosti detekce cyst a vakuolarnich stadii ve svételném mikroskopu.
Proto se spise doporucuje vyuzivat kultivacni techniky, ¢i barvené vzorky trusu (Clark
a Diamond, 2002; Petrasova et al., 2011).

4.1.2. Barvené roztéry exkrementli

Pro lepsi zobrazeni nékterych parazitl se vyuziva barvenych roztéri vzorkl trusu. Nejcastéji
se vyuziva barvici technika s vyuzitim Gomoriho trichromu (Burrows, 1965). Dalsi
z moznosti je vyuziti Wheatleyho trichromového barveni, které je vyhodné aplikovat spole¢né
s dalsimi diagnostickymi metodami, protoZe neni zdaleka tak citlivé (Mohammadpour et al.,

2020). V pripad¢ Blastocystis sp. se vyuziva pro vizualizaci malych cyst, ptipadné trofickych
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stadii (Stensvold et al., 2007a; Stensvold a Clark, 2016a). Tato metoda je Siroce pouzivana
a jednoducha pro detekci dalSich stievnich prvoka jako napiiklad Chilomastix mesnili,
Entamoeba spp., Giardia intestinalis a dalsi. Dal§i moznosti je vyuzit barveni pomoci
Iron-Hematoxylin, které se bézné€ vyuziva pro zafixovani vzorki stolice a moznou detekci

Blastocystis sp. (Zhang et al., 2012).

4.2. Kultivace

In-vitro kultivace jsou hojné¢ pouzivanou pomocnou metodou pro diagnostiku rtznych
sttevnich prvoku. Jeji vyhodou je vysoka sensitivita, protoze dochazi k mnozeni trofickych
stadii prvoki v médiu a jsou tak snadnéji detekovatelni (Termmathurapoj et al., 2004; Tan,
2008). Nevyhodou je ¢asova a finan¢ni naro¢nost. Pro rutinni detekci Blastocystis sp. se
pievazné uplatinuje xenicka kultivaéni metoda. Tento zptsob kultivace je charakteristicky
zachovanim nedefinovanych populaci bakterii z pouzitého vzorku exkrementu, které
spoluvytvari anaerobni prostiedi (Clark a Diamond, 2002). Prvni xenicka kultivace byla
popsana uz v roce 1921 (Barret, 1921), kdy autor pouzil jako Zivnou pidu lidské krevni sérum
a 5 % roztok chloridu sodného (Barret, 1921). V soucasné dob¢ se pro xenické kultivace
pouziva predevs§sim modifikované Jonesovo (Leelayoova et al., 2002; Suresh a Smith, 2004)
nebo Boeck-Drbohlavovo médium (Boeck a Drbohlav, 1925). Obcas se také vyuZzivaji dalsi
ristova média jako je Robinsonovo médium (Stensvold a Clark, 2016a).

Dalsi moznosti kultivaci Blastocystis sp. je také axenicka kultivace, kde jsou dalsi
mikroorganismy (bakterie, houby apod.) eliminovany S vyuzitim riznych Sirokospektralnich
antibiotik. Proto je mozné ziskat z axenické kultivace &isté buiiky blastocyst. Casto se vyuziva
Locke-Egg médium a pozdé&ji bylo modifikovano i dalsi Iscove s modified Dulbecco’s medium
(IMDM) (Ho et al., 1993; Clark a Diamond, 2002). Nicméné axenicka kultivace je kvili své

naro¢nosti vyuzivana spiSe pro experimentalni ucely (Lhotska, 2016).

4.3. Molekularni diagnostika

Ackoli jsou koproskopické metody a Kkultivace stale dulezitou soucasti diagnostiky
Blastocystis sp., pomoci molekularni diagnostiky je mozné vySetfit vzorky s mnohem vyssi

citlivosti. Obecné patii konvenéni PCR a Real-Time PCR mezi nejspolehlivéjsi metody
detekce blastocyst (Stensvold et al., 2006).
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4.3.1. Polymerazova fetézova reakce (PCR)

Prvni PCR protokol pro detekci Blastocystis sp. byl uveden v roce 2006 (Stensvold et al.,
2006), kdy ho autofi navrhli pro amplifikaci useku genu pro malou ribozomalni podjednotku
SSU rRNA. Ackoli je pii tomto vySetfeni odhalena pfitomnost Blastocystis sp. ve vzorku,
dany tGsek DNA neni dostatecné variabilni pro subtypovou analyzu. Proto byl nasledné
vyvinut protokol pro amplifikaci variabilngjsiho useku SSU rRNA pro rozliseni Sirokého
spektra subtypi blastocyst. Dale se vyuzivala sequence-tagged-site (STS) PCR, diky které
bylo mozné detekovat pfitomnost jednoho i vice subtypt v jednom vzorku. Nevyhodou tohoto
protokolu ovsem je schopnost omezeného rozliseni pouze na subtypy ST1 az ST7 (Stensvold,
2013). V dnesni dob& byl tento protokol piekonan, protoze bylo popsano dal§i mnozstvi
novych subtypt a u nékterych byla odhalena navic vysoka intra-subtypova diverzita
(Stensvold a Clark, 2020).

V soucasné dobé¢ se pro molekularni detekcei blastocyst hojné pouziva protokol pro tzv.
barcoding (Scicluna et al., 2006). DNA barcoding je technika pro identifikaci druhu daného
organismu pomoci kratkého tseku DNA ze specifického genu. Vybrana sekvence DNA je
ptipodobnéna k tzv. ¢arkovanému kodu (barcode), ktery v biologickém pojeti je jedine¢ny pro
dany druh (Hebert et al., 2003). U prvoku je pro barcoding nejcastéji vyuzivana variabilni
oblast genu 18S rRNA (Pawlowski et al., 2012).

Blastocystis sp. vykazuje zna¢nou genetickou variabilitu, a to jak na arovni subtypu, tak
uvnitf jednotlivych subtypt (Stensvold a Clark, 2016a). Diverzita uvniti subtypi je dana
alelami a nazyva se intra-subtypova diverzita (Stensvold and Clark, 2016a). Bylo zjisténo, ze
pravé ,barcode region“ identifikovany pro Blastocystis sp. je usek SSU rRNA, ktery
poskytuje znacnou genetickou variabilitu blastocyst véetné subtypové i intra-subtypové
variability (Stensvold et al., 2012b). Na zakladé¢ této sekvence vznikl protokol pro konven¢ni
PCR, kde se uplatiuji primery zvané RD5 a BhRDr, které se navazou na dany tsek SSU rRNA
0 velikosti pfiblizn¢ 600 pari bazi (bp) (Scicluna et al., 2006). Po vySetfeni pomoci konvenéni
PCR se pozitivni izolaty odeslou na Sangerovo sekvenovani a ziskané sekvence se nasledné
ptifadi k subtypu s vyuzitim barkédovaci platformy urcené pro Blastocystis sp. Ta je dostupna
online (http://pubmist.org/blastocystis/). Program vyhodnoti hledany izolat a tim je urcen
subtyp a jeho piesna alela (Stensvold a Clark, 2016b), jak je znazornéno na obrazcich 4 a 5.

Piestoze se tento postup stale vyuziva v mnoha laboratofich, debatuje se o specifité

primerti. Casem se ukazalo, Ze pouzivané primery amplifikuji i DNA jinych, fylogeneticky
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vzdalenych organismd (napf. jednobunéénych hub), coz muze komplikovat detekci
Blastocystis sp. (Stensvold a Clark, 2016b).

Ackoliv je konvenéni PCR stile pouzivanou diagnostickou metodou, nyni je Casto
nahrazena kvantitativni polymerazovou fetézovou reakci (qPCR), ktera dosahuje jesté
presnéjsich vysledka (pokud jde o citlivost) (Stensvold et al., 2012a). Pro dalsi rozvoj
pochopeni epidemiologie blastocyst by mohl pfispét fakt, ze v soucasnosti je osekvenovan
jaderny genom né¢kolika subtypu, a to ST1 (Gentekaki et al., 2017), ST4 (Wawrzyniak et al.,
2015) a ST7 (Denoeud et al., 2011).

Sequence query

Please paste in your sequence to query against the database. Query sequences will be checked first for an exact match against the chosen (or &
matches will be identified if an exact match is not found. You can query using either DNA or peptide sequences. @

Please select locus/scheme Order results by
All loci v locus v

Enter query sequence (single or multiple contigs up to whole genome in size) Alternatively upload FASTA file
CCARATTCTTCGTTACCCGTTACTGCCATGGTAGTCCAATACACTACCATCGAAAGCTGATAGGGCAGAA ~  Select FASTA file: (@)

ACTTGAAAGGAACATCGCTACTAACAAGCATGCGATACCTAACACAATTATTATTACTCACCAACAAATG
CTGGTTTTACACCTAATAAGTACTTCCTTCATGGTTACCCACGAACGAAAACACATGTATTAGCCCTAGA
ATTACTACGGTTATCCATATAACTACTATTCCAAATAAACTATAACTGATATAATGAGCCATTCGCAGTT
TCACACTARACCTATTTAGACTTACACATGCATGGCTTAATCTTTGAGACGAGCGTATGACTACTGGCAG ~
GATCAA

Click to select or drag and drop

Obr.4: Zadani sekvence do barkddovaci platformy.

(https://pubmist.org/bigsdb?db=pubmlst_blastocystis_seqdef&page=sequenceQuery).

Allele information - 18S_rRNA_barcode: 112

@ Provenance/meta data

locus: 18S_rRNA barcode

sequence: |ATAG’|TTAT TTGGAATAGT AGTTATATGG ATAACCGTAG TAATTCTAGG GCTAATACAT GTGTTTTCGT TCGTGGGTAA CCATGAAGGA
CCAGCATTTG TTGGTGAGTA ATAATAATTG TGTTAGGTAT CGCATGCTTG TTAGTAGCGA TGTTCCTTTC AAGTTTCTGC CCTATCAGCT
CTACCATGGC AGTAACGGGT AACGAAGAAT TTGGGTTCGA TTTCGGAGAG GGAGCCTGAG AGATGGCTAC CACATCCAAG GAAGGCAGCA
CTGACACAGG GAGGTAGTGA CAATAAA

length: 357
status: Sanger trace checked
date entered: 2011-10-19
datestamp: 2011-10-19
sender: Rune Stensvold
curator: Rune Stensvold, Laboratory of Mycology and Parasitology, Statens Serum Institut, Copenhagen, Denmark

Obr. 5: Vyhodnoceni subtypu a dané alely v barkddovaci platforme.

(https://pubmist.org/bigsdb?db=pubmist_blastocystis_seqdef&page=alleleInfo&locus=18S r
RNA_barcode&allele_id=112).
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4.3.2. Kvantitativni polymerazova fetézova reakce (QPCR)

V soucasné dob¢ byl Real-Time PCR (gPCR) zac¢lenén do rutinni diagnostiky blastocyst
v mnoha laboratotich (Sloufova et al., in prep.; Poulsen et al., 2016; Cian et al., 2017; Cinek
et al., 2021). Ke kvantitativni PCR se vaze mnoho vyhod, pfedev§im vysoka specificita
a citlivost této metody (Stensvold et al., 2012a). Dodnes bylo uvedeno nékolik protokoli pro
gPCR detekci blastocyst (Saffold et al., 2008; Poirier et al., 2011; Stensvold et al., 2012a).
Casto pouzivany protokol pro detekci blastocyst byl optimalizovan ve studii Stensvoldem et
al. (2012a), ktery vyuziva specifickych primeru pro amplifikaci iseku SSU rRNA, o velikosti
118 bp, a pro vizualizaci Tagman sondu. Dalsi vyhodou qPCR je ziskavani informaci o mife
infekce Blastocystis sp. u jednotlivych hostiteld na zakladé hodnot z threshold cycle (Cr)
a jejich srovnani s kvantifikaéni k¥ivkou (Sloufova et al., in prep.; Stensvold a Clark, 2016a).
V nasi laboratofi jsme ptipravili kvantifikacni kfivku na zéklad¢ fedici fady bunck blastocyst
z xenické kultury (Sloufova et al., in prep.)

Vyhodné by mohlo byt vyuziti qPCR pro tzv. prescreening, kdy by se vysetfila
pozitivita (resp. negativita) vzorkt na ptfitomnost blastocyst (Stensvold, 2013). Nasledn¢ by
pozitivni vzorky byly otestovany konven¢ni PCR a na zakladé¢ ziskanych sekvenci by byly
ur¢eny subtypy pomoci barkodovaci platformy (Stensvold a Clark, 2016a). Pro uréeni subtypt
a jejich smésnych infekci se ukazuje byt vhodnym pfistupem i next-generation sequencing,
pti kterém je mozné soucasné osekvenovat vétsi mnozstvi vzorkt (Cinek et al., 2021). Tato
metoda vSak neni schopna odliit jednotlivé alely, jejichz ur€eni je dulezité pro pfipadny

zoonoticky pfenos.
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5. Blastocystis sp. versus patogenita

Blastocystis sp. byl diive povazovan za patogenni organismus, ktery svym vlivem ve stievé
hostitele dokazal zptsobit gastrointestinalni potize (Zierdt, 1983; Moe et al., 1997). Mezi
typické symptomy se fadi bolest bticha, prijem a nadymani (Tan et al., 2010). Existuji také
studie, které povazuji kopfivku za jeden ze symptomu blastocyst (Casero et al., 2015).
Nicméné role Blastocystis sp. ve zdravi a nemoci dosud nebyla uspokojivé zodpovézena.
Hlavnim duvodem je zjisténi, ze se Blastocystis sp. pomérné Casto vyskytuje také u zdravé
populace, s prevalenci mezi 7 % az 50 % (Bart et al., 2013; Scanlan et al., 2014; El Safadi et
al., 2016; Seyer et al., 2017; Krogsgaard et al., 2018; Tito et al., 2019; Lhotska et al., 2020).
V rozvojovych zemich je pozorovan velmi vysoky vyskyt blastocyst (Adao et al., 2016;
Poulsen et al., 2016; Rebolla et al., 2016), ktery v n€kterych piipadech dosahuje az 100 % (EI
Safadi et al., 2014). Divodem mohou byt $patné hygienické podminky, které se v téchto
zemich vyskytuji. Ty pak zvySuji moznost fekalné-ordlniho pfenosu napiiklad pomoci
kontaminované vody (Leelayoova et al., 2008).

Mechanismus pfipadného patogenniho pisobeni Blastocystis sp. na hostitelsky
organismus dosud také nebyl zcela objasnén. Pfedpoklada se, Ze svoji roli zde hraji hydrolazy,
které ptisobi na stfevni sténu hostitele, a tak mohou naruSovat mukézni povrch stieva
(Denoeud et al., 2011). V nedavném pokusu bylo zjisténo, ze v in-vitro kultufe jsou
blastocysty schopny adherovat k intestinalnimu mucinu a sekretovat zde cysteinové proteazy,
které svym vlivem zpusobi apoptozu epitelovych bunék stieva. Nicméné tento experiment
nebyl dokazan v in-vivo modelu (Stensvold et al., 2020). Dale by mohly mit sviij podil také
cysteinové a serinové proteazy, které mohou mit vliv na imunitni systém hostitele (Denoeud
et al., 2011). Jedna studie dokonce uvedla, ze vakuolarni formy Blastocystis sp. mohou byt
schopné fagocytdzy bakterii ve stieveé, diky které se vyvine zanétlivd odpovéd’ organismu
(Dunn et al., 1989). Tato prace ovSem zustala ojedinéla. Ackoli existuje mnoho domnének
mozného patogenniho pusobeni, kromé hydrolaz se nepovedlo nalézt zadné glykoproteiny
nebo lektiny, které by mohly stat za pfipadnou patogenitou. (Stensvold a Clark, 2016a). Mozné
negativni plisobeni tohoto prvoka na stfevni sténu je graficky zndzornéno na obrazku 6.

Negativni vliv blastocyst byl donedavna velmi izce spojovan se syndromem drazdivého
traéniku (IBS — Inflammatory Bowel Syndrome) (Yakoob et al., 2010; Jimenez-Gonzalez et
al., 2012; Poirier et al., 2012; Krogsgaard et al., 2015; Mattiucci et al., 2016) nebo se
zanétlivymi onemocnénimi stiev, jako jsou ulcerativni kolitida nebo Crohnova choroba (IBD

— Inflammatory Bowel Disease) (Pefia et al., 2020; Shirvani et al., 2020). IBS je funk¢ni
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gastrointestindlni onemocnéni, které se projevuje bolesti bficha a zménou ve fungovani strev.
S témito zmé&nami jsou Spojené ptiznaky jako jsou napiiklad bolest bficha, zvraceni, prujem
nebo nadymani (Longstreth et al., 2006). Blastocystis sp. a jeho role v IBS zlstava stale
nejasna. Ackoliv je svysokou prevalenci velmi Casto nalézan u zdravé populace bez
gastrointestinalnich piiznakt (Poulsen et al., 2016), jeho detekce je pomérné vysoka i u
pacientd s IBS (Yakoob et al., 2010; Mattiucci et al., 2016). V soucasné dobé piibyvaji studie,
ve kterych je vyskyt Blastocystis sp. vys$$i u zdravé populace oproti pacientim s IBS
(Krogsgaard et al., 2015, 2018; Nagel et al., 2016). Protoze miiZze nabyvat riznych prevalenci
napfi¢ populacemi, je zde vysoka moznost, Ze jde nejspise o komenzalniho prvoka (Popruk et
al., 2021). Nicmén¢ bude tieba dalSich studii, které by vySetiily jeho mozné patogenni
pasobeni v in-vitro a in-vivo podminkach. Pfestoze miize byt spojovan i s IBD, dodnes nebyl
nalezen prukazny vliv na tyto zanétliva onemocnéni. Ve studii Andersen et al. (2015) byly
vySetfovany vzorky stolice u pacientii s Crohnovo chorobou a bylo zjisténo, ze u zadného
pacienta se tento prvok nevyskytoval. I n¢kolik dalSich studii prokazalo, Ze se blastocysty
téme&f nevyskytuji u IBD pacientd (Petersen et al., 2013; Rossen et al., 2015; Tito et al., 2019).

V soucasné dob¢ jsou blastocysty hojné diskutovany v souvislosti s komenzalismem
a moZnym pozitivnim pisobenim na sttevni mikrobiom (Lukes et al., 2015). K tomuto zjiSténi
dopomohla i experimentalni studie nasi laboratote Billy et al. (2021), kde byl zjistén pozitivni
vliv blastocyst na mikrobiom pfi jejich dlouhodobé kolonizaci v potkanim modelu. S touto
kolonizaci byla spojena vysSi bakteridlni diverzita a zména kompozice ve stfevnim
mikrobiomu. Nasledné bylo prokazano rychlejsi zmirnéni kolitidy u potkant s Blastocystis sp.
ST3, nez u negativnich jedincti. Dnes je Blastocystis sp. primarné ptijiman jako neinvazivni

prvok, ktery se predev§im vyskytuje u zdravé populace (Stensvold et al., 2020).
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Trends in Parasitology
Obr. 6: Mozné negativni ptisobeni Blastocystis sp. na stfevni sténu Vv in-vitro kultufe (pfevzato

z publikace Stensvold et al., 2020).
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6. Role Blastocystis sp. ve sttevnim mikrobiomu

6.1. Zakladni poznatky

Deset stievnich mikrobi na kazdou lidskou buiiku v téle. Takové mnozstvi riznorodych
organismi obyva stfevni mikrofloru (Gilbert et al., 2018; Inkpen, 2019). K témto organismum
jsou fazeny bakterie, viry, prvoci, helminti a rizné druhy jednobunéénych hub. Diverzita
mikrobiomu je v kazdém jedinci unikatni a vztahuje se k nékolika faktoriim - naptiklad k véku,
pohlavi, stravovani nebo zemé&pisné poloze (Yatsunenko et al., 2012; Rook et al., 2014).
Dlouhou dobu byla pozornost zaméiena pouze na bakterialni mikrofloru, az nyni se za¢ina
védecka komunita zaméfovat i na ostatni komponenty stfevniho mikrobiomu jako je napiiklad
eukaryom (Lukes et al., 2015; Chabé et al., 2017). Ten se z sklada z prvokt a helmintt a za¢ina
se na n¢j nahlizet jako na dulezitou soucast mikrobiomu, o které se zatim mnoho nevi. (Lukes
et al., 2015; Sobotkova et al., 2019).

Vysoké diverzita vS§ech komponentii ve sttevnim ekosystému je spojena se zdravymi
jedinci a ¢asto byva spojovana S niz§im vyskytem zanétlivych onemocnéni stiev (Clemente et
al., 2018; Ogunrinola et al., 2020). Bylo prokazano, ze lidé z rozvojovych zemi maji vice
diverzifikovanou sttevni mikrofloru, nez lidé v moderni spole¢nosti (Stamper et al., 2016).
Divodem muzou byt zvySené pozadavky na hygienu, nebo odlisné navyky stravovani —
naptiklad nizky obsah vlakniny (Stamper et al., 2016; De Filippo etal., 2017; You et al., 2021).

V ptipad€ stfevnich prvokl hraje ziejmé& Casto roli délka kolonizace hostitelského
stteva. Pi1 dlouhodobém vystaveni daného organismu imunitnimu systému hostitele by se uz
méla modifikovat pfipadna imunitni odpovéd’. To znamena, Ze pii dlouhodobé kolonizaci by
hostitel nemél vykazovat zadné gastrointestinalni potize (Scanlan a Stensvold, 2013). Stejné
vlastnosti ma i ,,0ld friends“ hypotéza, ktera popisuje evoluéni vztah mezi imunitnim
syst¢tmem a mikroorganismy. Pokud by doSlo k vymizeni nékterych organismii, imunitni

systém by nefungoval spravné (Rook, 2012).
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6.2. Vliv Blastocystis sp. na stirevni mikrofloru.

V soucasnosti se vyzkum na prvoku Blastocystis sp. zaméfuje na jeho vliv na stievni
mikrobiom a ptipadné pasobeni pii experimentalnim vyvolani stifevniho zanétu (Stensvold
a van der Giezen, 2018; Billy et al., 2021).

Vzhledem ktomu, Ze je jeho vyskyt cCasto spojen se zdravymi jedinci bez
gastrointestinalnich potizi (Krogsgaard et al., 2018; Lhotska et al., 2020), je Blastocystis sp. v
soucasnosti povazovan spiSe za komenzalniho prvoka, ktery je schopen dlouhodobé
kolonizace v lidském stievé (Scanlan et al., 2014; Audebert et al., 2016).

Bylo také zjisténo, ze slozeni bakteridlniho mikrobiomu se mezi pacienty s IBD
a zdravou populaci lisi (Ni et al., 2017). U pacientd s IBD dochazi k poklesu striktné
anaerobnich bakterii a presmyku k fakultativnim anaeroblim, a tato CéasteCnd pfitomnost
kysliku je spojovana s nerovnovahou stievniho mikrobiomu, tzv. dysbiézou (Rigottier-Gois,
2013; Rivera-Chavez et al., 2017). Ve zdravém stievé totiz dochazi k produkei butyratu (Vital
etal., 2014), ktery je sttevnimi epitelialnimi bunikami vyuzit pro 3-oxidaci a dochazi k redukci
koncentrace kysliku ve stieve, jak je znazornéno na obrazku 7. Tento mechanismus nasledné
vede k redukci proliferace fakultativnich anaerobti (Byndloss et al., 2017). Timto by mohlo
byt ¢aste¢né vysvétleno, pro¢ je Blastocystis sp. (jako striktné anaerobni prvok) jen pomérné
vzacné detekovan u onemocnéni spojenych s dysbidzou (Stensvold a van der Giezen, 2018).

Obecné mizeme lidsky mikrobiom rozd¢lit do tii kategorii, tzv. enterotypi, které jsou
charakterizovany pievladajici ,,skupinou* bakterii: Bacteroides, Prevotella a Ruminococcus
(Arumugam et al., 2011). Zatimco enterotyp Bacteroides je primarné spojovan s nizsi
bakterialni diverzitou (Costea et al., 2018) a také naptiklad obezitou a zanéty stievniho traktu
(Vieira-Silva et al., 2016), zbylé dva enterotypy (Prevotella a Ruminococcus) se naopak
vétsinou poji s vyssi bakterialni diverzitou a zdravym stfevnim mikrobiomem (Andersen et
al., 2015). Diky metagenomické studii bylo zjisténo, ze pritomnost Blastocystis sp. je
asociovana prave s enetrotypy Prevotella a Ruminococcus, zatimco u Bacteroides se vyskytuje
ziidka (Andersen et al., 2015; Tito et al., 2019), coz naznacuje, Ze by tito prvoci mohli byt
stabilni soucasti zdravého stfevniho mikrobiomu.

Nekteré studie dokonce uvadeji, ze pritomnost Blastocystis sp. ve stievé ma primou
spojitost s vyssi bakterialni diverzitou stfevniho mikrobiomu (Andersen et al., 2015; Audebert
et al., 2016; Krogsgaard et al., 2018; Nieves-Ramirez et al., 2018). Kromé epidemiologickych
korelacnich studii se za¢inaji objevovat experimentalni studie zaméfené na testovani vlivu

kolonizace Blastocystis sp. na bakterialni mikrofloru a stievni zanét. Naptiklad nase laboratof
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provedla takové testovani Blastocystis sp. na specific-pathogen-free (SPF) outbrednich
potkanech (Billy et al., 2021). Zde sledovali vliv dlouhodobé a kratkodobé kolonizace
Blastocystis ST3 na bakteriom a zaroven na intenzitu stfevniho zanétu. Bylo zjisténo, ze
dlouhodoba kolonizace ovliviiuje kompozici stfevniho bakteriomu a zaroven zmiriiuje
kolitidu. Blastocystis sp. by také mohl ve stievé pusobit jako ekosystémovy inZenyr, ktery
pripadnou predaci na bakteriich nepifimo zvysuje bakterialni diverzitu a ovliviiuje tak strukturu
mikrobiomu (Laforest-Lapointe a Arrieta, 2018).

Nicméné existuji i studie, kde byl naopak zjistén negativni vliv Blastocystis sp. na
sttevni mikrobiom (Defaye et al., 2020; Vega et al., 2020), ptestoze se takovych studii
objevuje mnohem méné. Napiiklad v nedavné studii byl na my$im modelu zji$tén i negativni
vliv subtypu ST7 na bakterie Bifidobacterium a Lactobacillus, které jsou pfirozenymi
obyvateli lidského traviciho traktu a jsou zde velice prospésné (Yason et al., 2019). Jistou roli
by zde mohl hrat nevhodné zvoleny experimentalni model, protoze mysi nejsou vhodné
Z hlediska jejich zesilené imunitni odpovédi (Razkova et al., 2018). Proto by nésledujici studie
m¢ely brat zietel na jednotlivé subtypy a jejich miru patogenity. Jistou roli by zde mohla hrat
i skutecnost, jestli vzorek blastocysty pochazi od Clovéka s gastrointestinalnimi problémy,
nebo od zdravého jedince. Zpravidla totiz izolat pochazejici od symptomatického jedince
navodi ve svém hostiteli podobné stievni potize (Hussein et al., 2008). Proto by bylo ptinosné
se na tento trend zamé&fit z divodu mozného pfenosu mezi jedinci.

Nedavno také doslo k prvni transplantaci stolice, kterd obsahovala blastocysty patfici
do subtyptt ST1 a ST3. Vzorky stolice byly ziskany z asymptomatickych darci a ani v jednom
pfijemci nevyvolaly gastrointestinalni potize (Terveer et al., 2019). Ackoli u lidi s IBD je
vyskyt tohoto prvoka pouze sporadicky, dodnes stdle zistavd kontroverznim organismem
V tématu zdravého lidského mikrobiomu (Stensvold et al., 2020). Nékteré informace o
patogennim vlivu blastocyst mohou byt také chybné z divodu problematické metodiky, kdy
autofi vySetfovali pouze vzorky pacientd s IBS a nezahrnuli do studie zdravou populaci.
Dalsim diivodem miize byt i to, ze ani po eradikaci Blastocystis sp. nebyly nalezeny dikazy o
zlepSeni symptomi nemocnych (Andersen a Stensvold, 2016). Proto se v soucasné dobé¢
predpoklada, ze je Blastocystis sp. komenzalnim prvokem s hojnym vyskytem u zdravé
populace. Jako stabilni ¢len zdravého stfevniho mikrobiomu poméha upravovat kompozici
mikroflory bez vedlejsich patologickych vlivii (Scanlan et al., 2014; Andersen a Stensvold,
2016; Stensvold a van der Giezen, 2018; Billy et al., 2021).
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Obr. 7: Vliv pfitomnosti/absence Blastocystis sp. na stievo hostitele: A - eubioticky stav je
charakterizovan anaerobnim prostiedim a pfitomnosti pozitivnich mikroorganismi ve stieveé
véetné Blastocystis sp., které se uplatiuji v produkci butyratu; B - dysbioticky stav je
Charakterizovan porusenim rovnovahy stfevniho mikrobiomu a zvySenim koncentrace O ve

sttevnim prostiedi (pfevzato z publikace Stensvold and van der Giezen, 2018).
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7. Vyskyt Blastocystis sp. u nehumannich primata

Podobné¢ jako u lidi, studii zabyvajicich se vyskytem a diverzitou stievnich prvokl u
nehumannich primati (NHP) je relativné malo. Ptesto jsou takové prace dilezité pro
pochopeni evoluce lidského stfevniho mikrobiomu a také pro sledovani piipadnych
zoonotickych ptenost. Protoze je dnes Blastocystis sp. povazovan spiSe za komenzalniho
prvoka (Lukes et al., 2015), informace o jeho pusobeni na stifevni mikrobiom primati jsou
velice dulezité. Piesto zastava vyzkum u NHP zaméfeny na Blastocystis sp. sporadicky.

Lidé a nehumanni primati jsou evolu¢né velmi blizci, a tudiz je mozné predpokladat, ze
budou sdilet nékteré subtypy tohoto prvoka, nebo ze bude dochazet k zoonotickym pienostim
obéma sméry. Na zakladé n¢kterych epidemiologickych studii, lidé a primati spolu nejcastéji
sdili subtypy ST1, ST2 a ST3 (PetraSova et al., 2011; Stensvold and Clark, 2016a; Betts et al.,
2020; Hublin et al., 2021). Subtypy ST1 a ST3 nevykazuji velkou intra-subtypovou diverzitu
(Stensvold et al., 2012b; Alfellani et al., 2013a), zatimco u subtypu ST2 byla popsana zna¢na
geneticka variabilita (Alfellani et al., 2013a; Ramirez et al., 2017; Lhotska et al., 2020). U lidi
a nehumannich primata se dale vyskytuji i méné obvyklé subtypy, jako jsou ST4, ST5 a ST8,
kdy subtyp ST4 se vyskytuje ptedevsim u lidi, zatimco u NHP ma pouze sporadicky vyskyt
(Alfellani et al., 2013a; Ramirez et al., 2017). Oproti tomu subtypy ST5 a ST8 jsou naopak
Castéji detekovany u primati, ale jen ojedinéle jsou zachyceny u lidi (Stensvold et al., 2009;
Alfellani et al., 2013a; Oliveira-Arbex et al., 2020).

7.1. Vyskyt Blastocystis sp. u nehumannich primati ve volné prirodé

Ve volné ptirodé byl stievni prvok Blastocystis sp. nalezen v populacich goril nizinnych
zapadnich (Gorilla gorilla gorila) (Vickova et al., 2018), Simpanzi hornoguinejskych (Pan
troglodytes verus) (Sa et al., 2013; Renelies-Hamilton et al., 2019), $impanzt vychodnich (Pan
troglodytes schweinfurthii) (Kalousova et al., 2014), makaki rhesus, javskych a indo¢inskych
(Macaca mulatta, Macaca fascicularis, Macaca leonina) (Yoshikawa et al., 2009; Zhao et al.,
2017; Li et al., 2020), viestani plastikovych a mono (Alouatta paliata, Alouatta pigra)
(Villanueva-Garcia et al., 2017), simpanzi ucenlivych, gueréz plastikovych a kockodant
cervenozelenych (Pan troglodytes, Colobus guereza, Chlorocebus aethiops pygerythrus)
(Petrasova et al., 2011). Mira prevalence u volné Zijicich primatt se pohybuje v rozmezi 10 az

100 procent (Ramirez et al., 2014; VI¢kova et al., 2018). Nejéastéji popisované subtypy u

24



volné zijicich primati jsou ST1 az ST3, ptfi¢emz ST2 je nejfrekventovangjsi (Hublin et al.,
2021).

U goril nizinnych v chrdnéné oblasti Dzanga-Sangha ve Stfedoafrické republice byla
zjisténa celkova prevalence blastocyst 9,3 %, pti¢emz pozitivni byly pouze dvé skupiny zvitat
ze Ctyf sledovanych (VIEkova et al., 2018). V této studii nebylo ale sledovano zastoupeni
jednotlivych subtypt. Dalsi prevalen¢ni studii u goril nizinnych uvadi PafCo et al. (2018) ze
stejné oblasti a z¢asti se tykala i stejnych jedinct. Prevalence Blastocystis sp. byla zjisténa 16
%.

Autofi dalsi prace na Simpanzich hornoguinejskych (Pan troglodytes verus) v Senegalu
uvadi prevalenci blastocyst 40,7 % (Renelies-Hamilton et al., 2019). Kromé¢ toho zjistili, ze
nejcastéjsi subtypy jsou ST1, ST2 a ST3, ale v ¢asti vzorki nebylo mozné subtyp zjistit. Obé
vyse uvedené studie se zabyvaly také vztahy mezi vyskytem prvokl a diverzitou stfevnich
bakteridlnich populaci. Zatimco U voln¢ zijicich goril byla pozornost zaméiena predevsim na
korelace mezi bakterialnim mikrobiomem a prvoky Entamoeba spp., studie na Simpanzich se
vénovala piimo vztahu mikrobiomu s prvokem Blastocystis sp. V druhém ptipadé byly
zjistény asociace blastocyst s niz$i diverzitou bakteridlni mikrobioty, coz je v rozporu
s nékterymi studiemi u lidi (Andersen et al., 2015; Audebert et al., 2016; Forsell et al., 2017;
Nash et al., 2017; Tito et al., 2019).

Vzorky od §impanze hornoguinejského byly také ziskany z Narodniho parku Cantanhez
v Guineji-Bissau. Tito lidoopi byli primarné vysetfeni na pritomnost riznych stievnich
symbionti véetné Blastocystis sp. Ten zde byl nalezen s prevalenci 49 % (Sa et al., 2013).
Ackoliv se jedna o relativné vysokou prevalenci, autofi pii analyze vzorkl vyuzili pouze
koproskopické metody, tj. flotaci a sedimentaci. Je tedy mozné, Ze vysledna prevalence

Studie Petrasové a kol. (2011) se zamétila na tzemi Narodniho parku Rubondo Island
v Tanzanii, ktery obyvaji dva umeéle zavleCené druhy NHP, Simpanz ucenlivy (Pan
troglodytes) a gueréza plastikova (Colobus guereza). Spole¢né s nimi se zde vyskytuje i jeden
druh primata puvodni pro tento ostrov, kterym je kockodan cervenozeleny (Chlorocebus
aethiops pygerythrus). Celkové bylo ziskano 206 vzorku trusu od P. troglodytes, 111 vzorka
od C. guereza a 49 vzorkid od piavodniho druhu C. aethiops pygerythrus. Prevalence
Blastocystis sp. u jednotlivych druht NHP dosahovala 71,4 % (P. troglodytes), 84,7 % (C.
guereza) a 83,7 % (C. aethiops pygerythrus). Izolaty blastocyst spadaly do subtypti ST1, ST2,
ST3 a ST5 s nejcastéjsim zastoupenim subtypu ST1, ktery byl zaroven také jedinym

nalezenym U mistnich Simpanzii. Autofi studie se proto domnivaji, Ze je tento subtyp schopen
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kolovat mezi Simpanzi ve skupiné a piednostné je kolonizovat oproti ostatnim NHP. V této
studii nebyly nalezeny zadné znamky zoonotického pienosu.

Dalsi studie Kalousova et al. (2014) provedena v Tanzanii se tykala oblasti Issa Valley
v Ugalle. U simpanze vychodniho (Pan troglodytes schweinfurthii) byla zjisténa prevalence
Blastocystis sp. 51,3 % z celkovych 119 vzorku a k detekci byly pouzity pouze koproskopické
metody. Obdobn¢ ve studii Sa et al. (2013), kde se blastocysty objevily s velmi podobnou
prevalenci u Simpanze hornoguinejského.

Nizka prevalence Blastocystis sp. byla pozorovana u volné Zijicich Simpanzii ¢ego (Pan
troglodytes troglodytes) v jihovychodnim Kamerunu (Drakulovski et al., 2014), a to 2,9 %
(25/114). Slabsi vyskyt blastocyst mize byt v této studii zkreslen podhodnocenim z divodu
nevhodné zvolené metody detekce. Autofi zde vyuzili koproskopické metody pro stanoveni
riznych stfevnich parazitl, ale tato technika neni vhodna pro diagnostikovani blastocysty
z dtivodu velikosti cyst (Stensvold and Clark, 2016a).

Dalsi prace na voln¢ Zijici populaci NHP v souvislosti s Blastocystis sp. byla provadéna
u dvou druht viestanu (A. palliata, A. pigra) z oblasti deStnych pralest jihovychodniho
Mexika (Villanueva-Garcia et al., 2017). Vzorky byly pfedevsim odebirany od sylvatickych
populaci viestand a celkem bylo ziskano 255 vzorku trusu, a to 59 od A. paliata a 166 od
A. pigra. Prevalence Blastocystis sp. byla zjisténa 39 % pro A. paliata a 38 % pro A. pigra.
NejfrekventovanéjSim subtypem byl ST2, zatimco subtypy ST1 a ST8 se vyskytovaly pouze
ojedinéle.

Také dalsi studie (Helenbrook et al., 2015) se zaméfila na viestany plastikové (Alouatta
palliata) z Biologické rezervace Bilsa v Ekvadoru, u kterych byl Blastocystis sp. identfikovan
s prevalenci 60,4 % (58/96). Analyze bylo podrobeno i nékolik lidi, kteti zili v blizkosti
vyskytu téchto opic. U vSech pozitivnich vzorkti od NHP byl nalezen subtyp ST8, ale u
sledovanych lidskych dobrovolnikii se tento subtyp nevyskytoval.

Velmi vysoky vyskyt blastocyst byl popsan u makakl rhesus (Macaca mulatta)
obyvajici horské pasmo Qinling v Ciné (Zhao et al., 2017). Jejich prevalence byla stanovena
na 96,6 % (28/29). Do této studie byly zahrnuty i dal$i vzorky od volné Zijicich NHP — malpa
hnéda, hulman uzdickovy, mandril ryholici, langur Cinsky, kockodan Brazziv, pavian
plastikovy, Simpanz ucenlivy (Cebus apella, Presbytis francoisi, Mandrillus sphinx,
Hinopithecus roxellana, Cercopithecus neglectus, Papio hamadryas, Pan troglodytes)
a celkova prevalence téchto NHP byla uréena 75,6 %. Zajimavé je, Ze Ve zminované studii byl
nejéastéji nalezenym subtypem ST13, ktery byl jedinym pozorovanym subtypem u langura

v

¢inského (37/46). K tomuto zjisténi ov§em autofi nedodali zadné podrobnéjsi informace.
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V Nepalu byla provedena studie na makacich rhesus (Macaca mulatta), kteti piebyvali
u chramu Svajambhu, tedy misté, kde dochazelo k ¢astému kontaktu s lidmi. VSechny
analyzované vzorky byly pozitivni na Blastocystis sp. (10/10) s nejvyssim vyskytem subtypu
ST2. V této studii bylo také detekovano nékolik ptipadi se smésnymi infekcemi subtypt,
S nejvyssim zastoupenim ST1 a ST2. Vysledky poukazaly na moznost, ze by makakové rhesus
mohli byt rezervoarem Blastocystis sp. ST2 pro obyvatele v Kathmandua (Yoshikawa et al.,
2009). Vysoka prevalence tohoto prvoka u volné Zzijicich makakd byla zaznamenana
I v nekolika dalsich studiich (Yoshikawa et al., 2009; Zhao et al., 2017). Proto je
pravdépodobné, Ze je tento druh NHP nejspise prirozenym hostitelem Blastocystis sp.

Vysledné prevalence Blastocystis sp. u volné Zzijicich NHP maji pomérné rozsahlé
rozpéti. Tyto vysledky by mohly byt ovlivnény riznymi faktory, jako je zemépisna poloha,
zvifeci druh, vek, obdobi sbéru vzorki, piisobeni imunitniho systému zviiete (Ma et al., 2020)

a také pouzita diagnosticka metoda (Petrasova et al., 2011; Rudzinska et al., 2021).

7.2.Vyskyt Blastocystis sp. u nehumannich primati v zajeti

Prizkum vyskytu Blastocystis sp. u NHP drzenych v zajeti je mnohem intenzivnéjsi, nez u
voln¢ zijicich populaci (shrnuto v Hublin et al., 2021). Prevalence Blastocystis sp. u primata
drzenych v zajeti se pohybuje od nuly do sta procent (Betts et al., 2020; Ma et al., 2020).

Dodnes byl Blastocystis sp. nalezen u vice nez 75 druhli nehumannich primata (starosveétsti
a novosvetsti) a poloopic drzenych v zajeti (shrnuto v Hublin et al., 2021). Prizkum vyskytu
blastocyst u NHP byl provadén napti¢ 13 zemémi a v§emi kontinenty kromé& Antarktidy (Abe
et al., 2002; Yoshikawa et al., 2004a; Scicluna et al., 2006; Parkar et al., 2007, 2010; Rivera,
2008; Stensvold et al., 2009; Santin et al., 2011; Roberts et al., 2013; Zanzani et al., 2016;
Cian et al., 2017; Valenca-Barbosa et al., 2019; Li et al., 2019, 2020; Betts et al., 2020; Zhu
et al., 2020; Ma et al., 2020; Oliveira-Arbex et al., 2020; Rudzinska et al., 2021; Koster et al.,
2021). Pokud jde o genetickou diverzitu, bylo u NHP v zajeti nalezeno 13 riiznych subtypt
(ST1-ST5, ST7-ST11, ST13, ST15, ST19) (shrnuto v Hublin et al., 2021) a podobné jako je
to u lidi, nejastéji vyskytovanymi subtypy jsou ST1 az ST3 (Stensvold and Clark, 2016a;
Cianetal., 2017; Betts et al., 2020). Udava se, ze vyssi diverzita jednotlivych subtypti je Castéji
pozorovana u primati v zajeti, oproti voln¢ Zzijicim. Divodem by mohl byt pfenos od
oSetfovatell nebo jinych zvifat zijicich v tésné blizkosti (Hublin et al., 2021). Podobn¢ jako u

lidi byly u NHP popsany smésné infekce vice subtyptu u jednoho nositele (Alfellani et al.,
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2013a; Zanzani et al., 2016; Li et al., 2019; Valenga-Barbosa et al., 2019). V soucasné dobé
ziskavana data naznacuji, Ze infekce vice subtypy u jednoho jedince zvifeciho druhu je
pomérné bézna (Cian et al., 2017; Betts et al., 2020). Kviili pfisnym sanita¢nim postuptim jsou
podminky pfenosu blastocyst u primatt v zajeti poné¢kud komplikovangjsi, nez jak je tomu ve
volné piirod¢ (Li et al., 2020).

Jedna z prvnich studii (Abe et al., 2002) zaméfenych na detekci Blastocystis sp. u
riznych druhd zvitat v zajeti byla provedena v Tennoji zoo v Osace. Zde bylo zahrnuto 13
druhtt NHP (Pongo pygmaeus, Pan troglodytes, Macaca sp., Cercopithecus sp., Mandrillus
sp., Presbytis francoisi, Hylobates syndactylus, Varecia variegata, Cebus apella), u kterych
se podafilo urcit prevalenci blastocyst 85 % (29/34). N¢kolik izolatt bylo ur¢eno jako subtyp
ST1, ale vétsinu izolath se nepovedlo zafadit do subtypi (Abe et al., 2003). Ve studii
Yoshikawa et al. (2004a) se pokusili pomoci sequence-tagged-site (STS) PCR vysetfit
zbyvajici izolaty a nékteré se povedlo zafadit do subtypti ST1 a STS5. I pfesto se tfi izolaty od
NHP nepodaftilo ur¢it. Divodem muze byt Spatné zvolend STS PCR, kterd neni dostate¢né
citliva a nedokaze rozlisit vSechny znamé subtypy (Stensvold, 2013).

Ve studii Parkar et al. (2007) byly vySetteny vzorky od deviti druht NHP (Papio
hamdryas hamadryas, Varecia variegatus, Macaca nigra nigra, Colobus guereza, Pongo
pygmaeus abelii, Lemur catta, Ateles geoffroyi, Cercopithecus aethiops, Nomascus
leucogenys) a jejich osetfovatelti z Perth zoo v Australii. P¥itomnost Blastocystis sp. byla
zjisténa v 15 ze 17 vzorku (88 %) a ve vSech pritomnych druzich NHP. Nalezené izolaty byly
dale zatazeny do subtypti ST1 a STS. Ve stejné zoo probéhla nasledujici studie (Parkar et al.,
2010), kde bylo shromazdéno 40 vzorkt od 14 druhi NHP, z nichz se 50 % ukazalo byt
pozitivnich pro Blastocystis sp. Zatazeni vzorka se tykalo subtypti ST1 a ST2.

V Australii byla provedena dalsi studie, ve které bylo ze dvou zafizeni (Sydney area
veterinary practice, western New South Wales bush area) odebrano n¢kolik vzorku trusu od
péti druhtt NHP. Blastocystis sp. byl nalezen u vsech druhi NHP, mezi kterymi byl makak,
Simpanz ucenlivy, orangutan sumatersky, gorila zapadni a hulman uzdickovy (Macaca sp.,
Pan troglodytes, Pongo abelii, Gorilla gorila, Trachypithecus francoisi), s prevalenci 86 %
(32/37). Po subtypovém vyhodnoceni byl v nejvétsim poc¢tu vzorkt zastoupen subtyp ST1,
dale se podaftilo detekovat i ST2, ST3 a ST11. Ve ¢tyfech vzorcich byly pfitomné i smésné
infekce subtypt, konkrétné ST1 a ST11 (Roberts et al., 2013).

K dalsi detekci blastocyst doSlo po obdrzeni vzorki od NHP z vyzkumnych zatfizeni v
Dansku (National Veterinary Institut, Technical University) a Velké Britanii (Diagnostic

Parasitology Laboratory, London School of Hygiene and Tropical Medicine) (Stensvold et al.,
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2009). Analyze bylo podrobeno 70 vzorki od NHP a Blastocystis sp. byl nalezen s nejvyssi
prevalenci subtypu ST3 (33 %). Po tomto subtypu byly nalezeny i subtypy ST8, ST2, ST5,
ST1, ST4 a ST10 s jiz pon¢kud niz§imi prevalencemi.

K rozséahlejsi analyze vzorkt od 30 druhtt NHP doslo ve studii Alfellani et al. (2013a),
kde bylo ziskano 317 vzorkt trusu z né¢kolika instituci ve Velké Britanii, Francie, Nizozemska,
Némecka a Italie. Do analyzy bylo zapocteno i nékolik vzork od volné Zijicich primati
Z Maroka a ostrova Svatého Krystofa, které ovSem autofi neodd¢lili od NHP v zajeti.
Blastocystis sp. byl nalezen u 260 vzorkd a nejvyssi prevalence opét dosahoval subtyp ST3
(34 %). Po ném nasledovaly dalsi nejcastéji detekované subtypy ST1 (27 %), ST2 (22 %)
a dale uz subtypy s niz§im vyskytem — ST4, ST5, ST8, ST13 a ST15. V této studii se u 20
izolati vyskytoval vice nez jeden subtyp. Tyto smésné infekce byly reprezentovany
zastoupenim subtypti ST1, ST2 a ST3. Udava se, ze vyskyt smésnych infekei subtypi je
zna¢né podcenén (Scanlan et al., 2015). Ackoliv by pravé detekce téchto smésnych infekei
mohla prokazat mozny zoonoticky pienos (Skotarczak, 2018).

Studie z Velké Britanie se zaméfila na vyskyt stfevnich prvoku (Blastocystis sp.,
Eimeria sp., Giardia intestinalis, Cryptosporidium sp., Entamoeba sp.) u riiznych druht zvifat
ze zoo v Canterbury (Howletts Wild Animal park). Blastocystis sp. byl u NHP detekovan
s prevalenci 63 % (27/43) a s nejéastéjsim vyskytem subtypd ST1 a ST2. U deseti vzorkd
predstavujicich dva druny NHP — gorila nizinna zapadni a gibon stfibrny (Gorilla gorila
gorila, Hylobates moloch) byl zaznamenan vyskyt Blastocystis sp. nékdy spole¢né i s dalsimi
sttevnimi prvoky (Eimeria sp., Giardia intestinalis, Cryptosporidium sp., Entamoeba sp.).
Ackoliv tito primati byli kolonizovani i vice stfevnimi prvoky, nebyly u nich zaznamenany
zadné gastrointestinalni symptomy. Tyto vysledky tedy naznacuji, ze vyskyt stievnich prvoki
je pomérné bézny u populaci NHP drzenych v zajeti (Betts et al., 2020).

Ve Francii byly ve studii Cian et al. (2017) zahrnuty dvé zoologické zahrady (La
Palmyre Zoo, The Lille Zoo), které dodaly 73 vzorki trusu od 39 druhtt NHP zahrnujici
uzkonosé, ploskonosé opice a poloopice. Blastocystis sp. byl detekovan s prevalenci 60,3 %
a byl nalezen u 23 druhd NHP. Subtyp ST1 byl zaznamenan u nejvyssiho poctu vzorku (31,2
%). S jiz niz8imi prevalencemi nasledovaly subtypy ST2, ST3, ST4, ST5, ST7, ST8 a ST15.
V préci je zminéna moznost, Ze vysoky vyskyt blastocyst u NHP mtZe indikovat primaty jako
hlavni rezervoar pro lidské infekce. Zde se jednalo predevsim o subtypy ST1, ST2 a ST3.

Ve Spanélsku probéhla studie Santin et al. (2011), kde u né&kolika druhtt NHP

(Hapalemur aureus, Cercopithecus hamlyni, Lemur catta, Mandrillus leucophaeus, Gorilla
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gorilla, Cercocebus sp.) byl nalezen Blastocystis sp. s nejcastéji rozsitenymi subtypy ST1-
ST4, s nejvyssim zastoupenim ST3.

Dalsi studie Koster et al. (2021) ze Spanélska ziskala vzorky od deseti druhti NHP
(Cebuella pygmaea, Cercocebus lunulatus, Cercopithecus neglectus, Eulemur fulvus,
Hylobates leucogenys, Lemur catta, Macaca sylvanus, Mandrillus leucophaeus, Saimiri
sciureus, Varecia variegata varegata) a jejich oSetfovateli z Cordoba zoo. Prevalence
Blastocystis sp. u NHP byla urcena 45,1 % (23/51) a vSechny pozitivni izolaty byly ptifazeny
k subtypum ST1, ST3 a ST8. Autofi zde zminili také vysokou moznost pienosu subtypu ST1
mezi NHP a jejich oSetfovateli.

Vysetieni na Blastocystis sp. v polské Gdansk zoo se tykalo 11 druhtt NHP, v¢etné dvou
lidooptt (Pongo pygmaeus, Pan troglodytes). Celkova prevalence blastocyst u NHP
dosahovala 58, 97 % a subtyp ST2 byl nalezen u nejvétsiho poctu vzorka (7/23). Nasledovaly
subtypy ST3 (6/23), ST13 (6/23) a ST1 (4/23). V této studii byla také naznacena moznost
zoonotického prenosu mezi NHP a jejich oSetfovateli (Rudzinska et al., 2021).

Z ¢inskych zachrannych stanic bylo shroméazdéno 443 vzorkt od makakul javskych
(Macaca fascicularis), kter¢ byly vySetfeny na rtizné sttevni parazity. Blastocystis sp. byl zde
stanoven s prevalenci 87,63 % a bylo zaznamenano nékolik subtypt (ST1, ST2, ST3, ST5
a ST7), s nejvyssi prevalenci ST2 (77,5 %) a ST1 (63,5 %) (Zanzani et al., 2016).

V ¢inské provincii Che-pej bylo ze Shijiazhuang zoo ziskano 185 vzorkt od 12 druht
NHP. Pomoci molekularni diagnostiky bylo mozné detekovat Blastocystis sp. u 61 vzorku
s celkovou prevalenci 32,97 %. Izolaty byly nejcastéji zatazeny do subtypli ST1 a ST2,
zatimco subtypy ST3, ST5a ST9 byly identifikovany pouze sporadicky (Ma et al., 2020).

Autofi studie Li et al. (2020) zamétené na studium Blastocystis sp. u téi druhti makaku
(M. mulatta, M. fascicularis, M. leonina) v ¢inské provincii Jiin-nan zjistili prevalenci 46,5 %
(235/505) a na zakladé sekvenci urcili tii nejcastéji se vyskytujici subtypy, a to ST1, ST3
a ST5, které maji zoonoticky potencidl. Nejvyssi prevalence dosahoval subtyp ST3. Autofii
zduraznuji moznost, ze makakové mohou byt povazovani za rezervoary infekce Blastocystis
Sp. s moZnosti zoonotického pienosu.

Dalsi studie provedena v Asii se tykala sbéru vzorkt trusu z Narodni bangladé$ské zoo
v Dhace (Li et al., 2019). Od rtznych druhit NHP — makak rhesus, ko¢kodan ¢ervenozeleny,
hulman nilgirsky, pavian plastikovy, hulman Sedy nepalsky, makak indocinsky (Macaca
mulatta, Chlorocebus pygerythrus, Trachypithecus johnii, Papio hamadryas, Semnopithecus
schistaceus, Macaca leonina) bylo ziskano 85 vzorki trusu a celkova prevalence Blastocystis

sp. dosahovala 31,8 %. Blastocysty byly nalezeny u ¢tyi druhtt NHP s prevalencemi 32,3 %
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(Macaca mulatta), 42,9 % (Chlorocebus pygerythrus), 60 % (Trachypithecus johnii), 50 %
(Semnopithecus schistaceus). Subtyp ST3 byl nalezen v nejvys$sim pocétu vzorki NHP
s prevalenci 48,15 % (13/27). Dalsi subtypy byly ureny jako ST1, ST2 a ST13. V této studii
byla prokazana vysoka mira infekce Blastocystis sp. u NHP, coz naznacuje bézny vyskyt
tohoto prvoka u priméati v zajeti.

Analyza vzorki trusu od NHP byla provedena také v Brazilii (Valenga-Barbosa et al.,
2019). Ze dvou instituci (Rio Zoo, Institute of Biomodel Science and Technology)
nachazejicich se v Rio de Janeiro bylo ziskano 89 vzorkti od 15 druhtt NHP zahrnujici lidoopy,
ploskonosé a izkonosé opice. Z toho se ukazalo byt 33 vzorkl pozitivnich s prevalenci 37 %
a tyto izolaty byly zafazeny do subtypi ST1-ST3 a ST8, s dominanci subtypu ST2.

Jina brazilska studie (Oliveira-Arbex et al.,, 2020) se zaméfila opét na detekci
Blastocystis sp. u riiznych druhii zvitat drzenych v zajeti. Vzorky trusu byly obdrZeny ze dvou
zatizenich (The Bauru City Zoological Park, The Center for the Conservation of Wild Fauna),
kde nejvice vzorku bylo sesbirano od NHP (Alouatta sp., Ateles sp., Callicebus nigrifrons,
Callithrix sp., Cebus apella, Lagothrix lagotricha, Leonthopithecus sp., Mandrillus sphinx,
Papio sp., Saguinus sp.). Celkem 29 vzorki od NHP bylo podrobeno molekularni
a fylogenetické analyze a byla zde nalezena pomérné nizka prevalence — 10,3 %. Nejvyssi
prevalence dosahovaly subtypy ST3 a ST8, ST2 se vyskytoval méng¢.

Mozny negativni dopad Blastocystis sp. byl zminén v nékterych studiich na primatech
drzenych v zajeti, konkrétné u makaka javskych a veptich (Macaca fascicularis, Macaca
nemestrina). U téchto primati byly popsany symptomy jako je bolest bficha a chronicky
prajem (McClure et al., 1980; Zanzani et al., 2014). Ani v jedné studii se nepodatily urcit
subtypy, nicmén¢ je zde jista moznost, ze byli tito NHP kolonizovani potencialn€ patogennim
subtypem. Napfiiklad v nedavné studii byl odhalen negativni efekt subtypu ST7 (Yason et al.,
2019). Ve studii Zanzani et al. (2014) se také ptiklani k nazoru, ze se symptomy u NHP mohly

projevit kvuli stresu z pfesunu zvifat ve vyzkumném centru.

7.3. Zoonoticky potencial Blastocystis sp.

Ptenos stievniho prvoka Blastocystis sp. mezi jedinci se déje pravdépodobné fekalné-oralni
cestou (Yoshikawa et al., 2004b). K pfenosu mize dochazet také kontaminovanou vodou,
nebo potravou (Leelayoova et al., 2004, 2008; Lee et al., 2012). V ptipad¢ blastocyst ziejmé
Casto dochazi k mezidruhovym pfenosim vcetné¢ zoonotick¢ho, dle vysledka

epidemiologickych studii (Clark et al., 2013; Stensvold and Clark, 2016a). Vyhodnoceni
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pienosu blastocyst mezi lidmi a zvifaty je mozné na zakladé sledovani diverzity subtypt
S vyuzitim molekularnich metod v ramci dané studie (PetraSova et al., 2011; Lhotska et al.,
2020; Koster et al., 2021).

Subtypy Blastocystis sp. vykazuji vétsinou urcitou hostitelskou specifitu, ktera je ovsem
u jednotlivych subtypti zna¢né variabilni (Stensvold et al., 2020). U nékterych subtypt byla
nalezena nizka hostitelska specifita, napiiklad ST1-ST8, ST11-ST13 (Stensvold et al., 2009;
Alfellani et al., 2013c, 2013a; Roberts et al., 2013). Subtypy, které se objevuji u ¢lovéka pouze
sporadicky - ST5-ST8, ST12 (Stensvold and Clark, 2016a; Jiménez et al., 2019), by mohly byt
vysledkem zoonotického pienosu (Stensvold and Clark, 2016a). Proto jsou nékteré zvifeci
druhy oznacovany jako hlavni mozné zdroje pro pienos Blastocystis sp. mezi lidmi a zvifaty
(Wang et al., 2014b; Li et al., 2020; Mohammadpour et al., 2020). Pro zhodnoceni
zoonotického pienosu je dulezité vyhodnotit nejen zastoupeni jednotlivych subtypt,
ale vySetfit i intra-subtypovou diverzitu na zaklad¢ alel (Alfellani et al., 2013c).

Zoonoticky pfenos mezi lidmi a NHP zistava stale otevienou otazkou, nebot’ zddné ze
studii o ném doposud nenasla jednozna¢ny dikaz (Parkar et al., 2007, 2010; Stensvold et al.,
2009; Yoshikawa et al., 2009; Helenbrook et al., 2015; Ma et al., 2020). V jedné z prvnich
studii na vyskyt Blastocystis sp. u rtiiznych druhti zvifat nedokazali autofi (Abe et al., 2003)
nalézt dostate¢ny diikaz o zoonotickém pienosu mezi NHP a lidmi. V nasledujici roce (Abe,
2004) byla provedena nova analyza vzorkt z piedchozi studie jesté s dal§imi nové ziskanymi
vzorky od dobrovolniki z Japonska a Castecné se podatil stanovit zoonoticky potencial mezi
NHP a ¢lovékem.

Pti detekci blastocyst v provincii Rizal na Filipinach byl nalezen subtyp ST1 u jednoho
oSetfovatele a zarovenn u NHP, o které se tento oSetfovatel staral. Izolat od oSetiovatele
vykazoval 99 % shodu s izolaty od NHP. Po zadani sekvence do BLAST domény byl tento
izolat shledan homolognim s jiz diive nalezenym izolatem ze studie Abe (2004). Toto zjisténi
posiluje domnénku, Ze blizky kontakt mezi lidmi a NHP muze usnadnit pfenos Blastocystis
sp. (Rivera, 2008).

Prvni domnénka o zoonotickém pienosu Vv zoologické zahradé se objevila jiz v roce
2007 (Parkar et al., 2007). Autofi této studie stanovili vyskyt Blastocystis sp. u deviti druhi
NHP a jejich osetfovateld z Perth zoo v Australii. Nejcastéji diagnostikovany subtyp byl ST1
a zhodnocenim sekvence byla zji§téna vysoka podobnost u primatl i oSetfovatel. Autofi se
domnivaji, Ze zde mohlo dojit k pfenosu mezi NHP a oSetfovatelem. Tuto myslenku podpofila
i vysoka prevalence (100 %) Blastocystis sp. u oSetfovateld. O nékolik let pozdé&ji doslo

k navazujici studii Parkar et al. (2010), ve které byl u osetfovatelti a primati nalezen stejny
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subtyp ST1. Dokonce zde byla stanovena podobnost mezi jejich alelami subtypu ST1, ktera
indikuje moznou zoono6zu.

Autori dalsi studie Stensvold et al. (2009) objevili neobvykly subtyp ST8 u osetfovateld
z Velké Britanie a tento subtyp byl u nich druhym nejc¢astéji zastoupenym s prevalenci 25 %.
Tento piipad je zajimavy z toho divodu, Ze se tento subtyp u lidi nachazi jen sporadicky,
ackoliv u NHP je relativné bézny. Pfesto je vyskyt tohoto subtypu pomérné rozsifeny u
oSetfovateli ze zoologickych zahrad a spekuluje se 0 mozZnosti zoonotického pienosu
Z primata na ¢lovéka.

U volné€ zijicich makakt rhesus a déti z Nepalu byl nalezen stejny subtyp ST2. Autofi
se domnivaji, Ze by na spole¢ny vyskyt Blastocystis sp. mohl mit vliv zoonoticky pfenos mezi
lidmi a NHP (Yoshikawa et al., 2009), vezmou-li se v potaz nizsi hygienické standardy v dané
oblasti a v dané skuping lidi (=déti).

Béhem shromazd’ovani dat ve studii Alfellani et al. (2013a) byly objeveny alely ¢. 2 a
6 subtypu ST1 u oSetfovatell, které se u lidi vyskytuji pouze ojedinéle. Autoti se priklanéji
Kk nazoru, ze jde opét o vysledek zoonotického ptenosu z NHP na osetfovatele.

V Brazilii probéhlo vySetfeni na Blastocystis sp. u nékolika druhtt NHP — viestan
rezavy, pavian plastikovy, pavian guinejsky (Alouatta seniculus, Papio hamadryas, Papio
papio). U tii primatd a jednoho oSetfovatele se podatily zachytit identické izolaty. Navzdory
tomu, Ze oSetfovatel a primati prebyvali v odliSnych zafizenich, zachyt identickych izolath
zvySuje moznost zoonotického prenosu (Oliveira-Arbex et al., 2020).

Ve studii provedené ve Spanélské Corddba z00 je popsan nalez alely ¢. 1 a 2 subtypu
ST1 u n&kolika druhtt NHP (Cercocebus lunulatus, Mandrillus leucophaeus, Hylobates
leucogenys, Cercopithecus neglects) a jejich oSetfovatele. Tento oSetfovatel se 0 zminéné
primaty staral a byl s nimi v blizkém kontaktu. Protoze detekce dvou rtiznych alel v jednom
vzorku je velmi neobvykla, autofi usuzuji na prvni signifikantni diikkaz o zoonotickém pienosu
z primata na ¢loveka (Koster et al., 2021).

K detekcei identickych izolati subtypu ST1 doslo u dvou mandrilti ryholicich, jednoho
koc¢kodana husarského (Mandrillus sphinx, Erythrocebus patas) a jejich oSetfovatele v polské
Gdansk z00. Zajimavym zjiSténim bylo, Ze vyb&hy téchto NHP spolu nesousedily a ani mezi
nimi neprobéhl zadny kontakt. Z toho diivodu autofi usuzuji, ze k prenosu Blastocystis sp.

doslo prostifednictvim oSetfovatele, ktery mél oba druhy NHP v péci (Rudzinska et al., 2021).

Ackoli lidé a nehumanni primati spolu sdili devét subtypt, otazka zoonotického pienosu

zustava stale oteviena. Vyssi prevalence Blastocystis sp. jsou zpravidla nalézany u majitelti

33



zvifat (Stensvold et al., 2009; Wang et al., 2014b; Lhotska et al., 2020). Pokud jsou ¢lovek
a primat v kontaktu (napt. zoologicka zahrada) nebo ziji v bezprostiedni blizkosti a jsou u nich
detekovany identické subtypy, je zde jistd moznost zoonotického pienosu (Stensvold et al.,
2009; Yoshikawa et al., 2009; Ma et al., 2020; Koster et al., 2021). Ackoliv v nékterych
studiich byly nalezeny stejné subtypy u lidi a nehumannich primatt, pozdéjsi vysetieni je
urcilo jako geneticky odlisné (Petrasova et al., 2011). Z toho ditvodu by se nasledujici studie
meély zamé&fit na detailnéjs$i vyhodnoceni zoonotického potencialu pomoci identickych alel
urcitého subtypu. Piehled subtypt Blastocystis sp., které spolu mohou lidé a primati sdilet, je

shrnut na obrazku 8.

ST1 ST1
ST2 R ST2
ST3 Zoonoticky pfenos ST3
ST5 ¢ : ST4
ST8 ST9

Obr. 8: Typicky vyskyt jednotlivych subtypt u NHP a lidi, které mohou hrat roli v

zoonotickém ptenosu Blastocystis sp.
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8. Experimentalni ¢ast

Soucasné s vypracovanim mé reSerSni bakalarské prace probihd experimentdlni c¢ast
Vv laboratofi Parazitarni terapie na Parazitologickém ustavu Biologického centra Akademie véd
v Ceskych Budgjovicich. Moje laboratorni praxe se tyké zjisténi vyskytu Blastocystis sp. u
primati v zajeti vcetné jejich oSetfovatell. Pomoci koproskopickych a molekularné-
diagnostickych postupti se pokusim v mé navazujici magisterské praci vyhodnotit prevalenci
Blastocystis sp. u primati a jejich oSetfovateli z ¢eskych zoologickych zahrad. Nasledné

zhodnotim moZny zoonoticky pfenos mezi primaty v zajeti a jejich oSetfovateli.

8.1. Material a metodika

8.1.1. Ziskavani vzorka

Vzorky byly, a jesté budou ziskany ze zoologickych zahrad, a to od nehumannich primata
a jejich osetfovateltt — Zoopark Na Hrade¢ku, Zoo Hodonin, Zoo Dé&Cin, Zoo Olomouc, Zoo
Brno. Osetiovatelé vyplnili dotaznik, ktery obsahoval otazky ohledné cestovani, véku, uzivani
1€kti, specializace oSetfovatele a druhG primati v péci. VSechna data jsou striktné
anonymizovana a zpracovana dle zakona ¢. 101/2000 Sb. O ochrané osobnich udaji. Nase
studie byla také posouzena jako eticky pfipustna a odpovidajici rozsahu Etické komise

Biologického centra AV CR v. v. i. v Ceskych Budg&jovicich.

8.1.2. Diagnostické metody

Ze zoologickych zahrad jsme obdrzeli ¢erstvé vzorky trusu a stolice. Nasledujici den byly
vSechny vzorky vySetfeny pomoci koproskopickych koncentracnich technik, tzn. flotaci
a Merthiolate-lodine-Formaldehyde (MIF) sedimentaci. Zbytek vSech vzorkt exkrementi je

uchovavan pfi teploté -20°C. V soucasné chvili probiha izolace celkové DNA ze vzorki.

Flotace

Exkrement byl rozmichan v tfeci misce spolecné s kohoutkovou vodou a homogenat byl
nasledné prefiltrovan do zkumavek jak pro flotaci, tak pro MIF sedimentaci. V ptipad¢ flotace,
nejdiiv probéhlo odstiedéni pti 3 min./2000 ot. Poté byl odstranén supernatant tak, Ze v kazdé

zkumavce zustal na dn€ sediment. Zbyly pelet byl rozmichan v Sheatheroveé cukerném roztoku
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(1, 33). Zkumavky byly znovu odstiedény pii 3 min./2000 ot. Pomoci svételné mikroskopie

byl kazdy vzorek vyhodnocen na ptitomnost stievnich paraziti (vice viz. kapitola 5.1.1.1.).

Sedimentace

Vzorky byly také vySetieny pomoci MIF sedimentace. Do 15ml zkumavky bylo ke
homogenatu ptidano 5 ml etheru a 5 ml MIF roztoku. Vse bylo odstiedéno pii 3 min./2000 ot.
Nakonec byl odstranén supernatant a zbyly sediment byl nasledné pfenesen na podlozni
sklicko pomoci plastové Pasteurovy pipety. Vzorek byl nabarven vyuzitim Lugolova roztoku

a poté mikroskopicky vySetien (vice viz. kapitola 5.1.1.2.).

8.2. Pribézné vysledky

Dosud bylo celkem ziskano 167 vzorku. Z toho 147 od 31 druhtit NHP a 17 vzorkl od
oSetfovatell z péti zoologickych zahrad — Zoopark Na Hradecku, Zoo Hodonin, Zoo Dé&Cin,
Zoo Olomouc, Zoo Brno. Tyto vzorky byly vysetfeny pomoci flotace a MIF sedimentace.
Obdrzené vzorky pochazeji od nasledujicich druhtt NHP: dzelada (Theropithecus gelada),
gibon (Hylobates sp.), gueréza angolska (Colobus angolensis), chapan stfedoamericky
mexicky (Ateles geoffroyi vellerosus), kalimiko (Callimico goeldii), ko¢kodan (Cercopithecus
sp.), kosman (Callithrix sp.), kotul veverovity (Saimiri sciureus), lemur (Lemur sp.), lvicek
zlaty (Leontopithecus rosalia), makak (Macaca sp.), mangabej ¢erny (Lophocebus aterrimus),
pavian anubi (Papio anubis), siamang (Symphalangus syndactylus), Simpanz ucenlivy (Pan
troglodytes), tamarin (Saguinus sp.), vari (Varecia sp.).

Momentalné ocekavame dalsi vzorky ze Safari parku Dvir Kralové a pracuji na izolaci
celkové DNA z dosavadnich vzorki.

Vsechny vzorky DNA budou nésledn¢ analyzovany pomoci Real-Time PCR pro zjisténi
ptitomnosti Blastocystis sp. dle publikovaného protokolu (Stensvold et al., 2012a). Pozitivni
vzorky budou dale vysetfeny pomoci konvenéniho PCR (Scicluna et al., 2006). Na zakladé
ziskanych sekvenci ze Sangerova sekvenovani bude mozné zhodnotit zastoupeni jednotlivych
subtypt a také moznost zoonotického potencidlu. Tyto vysledky budou kompletné shrnuty

vV mé magisterské praci.
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9. Zavér

V soucasné dob¢ je Blastocystis sp. a jeho kolonizace spjata predevsim se zdravou populaci
a v mnoha studiich se hojné debatuje o jeho prospéSném pusobeni na stievni mikrobiom. Tato
myslenka je podpotena také z diivodu, ze se jedna o striktné anaerobniho prvoka. Nicméné
stale se objevuji studie, které blastocystu spojuji S gastrointestindlnim onemocnénim. Nékteré
subtypy Blastocystis sp. byly uvedeny jako potencialné patogenni. Moznost zoonotického
prenosu byla zaznamendna v zoologickych zahradach, kde se blastocysty mohou pfenaset
mezi zvifaty a jejich oSetfovateli. U nehumannich primatta byl vyskyt Blastocystis sp. odhalen
Castéji, a praveé primati jsou povazovani za rezervoar blastocyst pro ¢loveka.

Time PCR. Touto metodou je vysetiovano velké mnozstvi vzorkl a obecné se doporucuje ji
zatadit do rutinni diagnostiky Blastocystis sp.

V ramci dil¢iho cile zaméfeného na reSersi o vyskytu Blastocystis sp. u primati v zajeti
jsem zjistila, Ze blastocysty jsou castéji detekovany u mnoha druhi NHP drzenych v zajeti
oproti voln¢ Zijicim primatam. Nejvyssi prevalence dosahovaly subtypy ST1, ST2 a ST3.
Dalsi ¢asto detekované subtypy spadaly do ST8 a ST5. Subtypy ST4, ST7, ST9, ST10, ST11,
ST13, ST15 a ST19 se vyskytovaly u NHP v zajeti vétsinou ziidka. V nékterych studiich také
zaznamenali smésné infekce subtypi u NHP.

V dal§im dil¢im cili moji bakalaiské prace byly shrnuty poznatky o zoonotickém
prenosu mezi NHP a oetfovateli v zajeti. Zaroven byly stanoveny faktory, za kterych by mohl
zoonoticky ptenos Blastocystis sp. probihat. Mezi tyto faktory se fadi sdileni spole¢nych
lokalit, kontaminace vody a potravy, ¢isténi kleci a vyb&hu a také blizky vztah osetfovatele s
NHP. Pravé u NHP v zajeti a jejich oSetiovateli byla odhalena nejvyssi moznost zoonotického
pienosu. Nejcastéjsi subtypy spojené se zoonotickym ptenosem byly urcéeny jako ST1, ST2
a ST3. Zoonoticky pienos Blastocystis sp. se zda byt mozny také u neobvyklych subtypt ST8
a ST5, které byly detekovany u oSetfovatelt.
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