Jiho¢eska univerzita v Ceskych Budé&jovicich

Prirodovédecka fakulta

Vyskyt stievniho prvoka, Dientamoeba fragilis, u primati

v zajeti

Bakalarska prace

Monika Koutenska

Skolitelka: MVDr. Katefina Jirki, PhD.
§kolitel-specialista: RNDr. Milan Jirkia

Konzultant: RNDr. Zuzana Lhotska

Ceské Budgjovice

2022



Koutenska, M., 2022: Vyskyt stfevniho prvoka, Dientamoeba fragilis, u primati v zajeti [The
occurrence of intestinal protist Dientamoeba fragilis in captive primates. Bc. Thesis, in
Czech.]- 47 p., Faculty of Science, University of South Bohemia, Ceské Budgjovice, Czech
Republic.

Anotace:

The main aim of this thesis is to summarize all available information on the occurrence of
intestinal protist Dientamoeba fragilis in non-human primates kept in captivity. The partial
objectives were to describe all available facts about the biology of D. fragilis, such as about
its life cycle, host specificity, genetic diversity and the role of D. fragilis in the intestinal
microbiome. In addition, | also addressed the issue of diagnosis of D. fragilis, which until
recently was relatively difficult, and | summarized the available diagnostic molecular

approaches and their benefits.
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1. Uvod

Nekteti stievni prvoci se zdaji byt béznou soucasti stievniho mikrobiomu, jak ukazuje vyzkum
poslednich let (Lukes et al., 2015; Chabé et al., 2017; Lhotska et al., 2020). Piesto je studium
jejich role u primati véetné Clovéka stale na samém zacatku. Tato bakalarskd prace je
zamétena na shrnuti informaci o vyskytu stievniho prvoka D. fragilis u nehumannich primata
chovanych v lidské péc¢i a konfrontovana s informacemi o vyskytu u voln¢ Zijicich primata

a ¢lovéka.

O existenci stievniho prvoka D. fragilis vime jiz pies 100 let a stale v mnohych ohledech neni
zcela pochopen (Jepps a Dobell, 1918). Napiiklad jeho role v lidském zdravi a nemoci neni
uplné objasnéna. Podobné jako u mnoha jinych stfevnich prvoki, se detekce D. fragilis
a vyzkum souvislosti mezi jeho pfitomnosti a symptomy (bolest bficha, nadymani, prijem,
zvraceni) V minulosti omezoval zejména na pacienty trpicimi riznymi stfevnimi
onemocnénimi, pfipadné stievnimi zanétlivymi onemocnéni. Tudiz informace o vyskytu

D. fragilis ve zdravé populaci lidi, ptipadné zvitat, jsou sporadické.

Driive byl prvok D. fragilis detekovan pfedev§im u pacienti a byl popisovan jako pfi¢ina
gastrointestindlnich onemocnéni (Stark et al., 2005b, 2010a; Ogren et al., 2015). Mezi tyto
onemocnéni spadaji i idiopatické stfevni zanéty (Inflammatory Bowel Diseases - IBD)
a gastroenteritida (Yakoob et al., 2010). V soucasné dobé je jeho CcCastéjsi vyskyt
zaznamenavan u zdravych jedinct v kontrolnich skupinach oproti primarné sledovanych
pacientti (Krogsgaard et al., 2015; Holtman et al., 2017; Jokelainen et al., 2017; Brands et al.,
2019).

Se zavedenim molekularnich metod pro diagnostiku D. fragilis se zvysuje zajem o jeji vyzkum
z pohledu epidemiologie, a to predevsim u zdravé populace lidi (Kasparova, nepublikovana
data). Dosud neni zcela objasnéna také hostitelska specifita D. fragilis, a tak jsou informace
0 zoonotickych prenosech sporadické. V soucasnosti je ziejmé, ze prvok D. fragilis je kromé
Clovéka schopny kolonizovat deset druhti zvifat zahrnujici, nékolik druhit nehumannich
primatd, prasata (Sus scrofa dometisca), krysy (Rattus rattus), ovce (Ovis gmelini f. aries),
a také sporadicky kocky (Felis catus) a psy (Canis lupus familiaris) (Hegner a Chu, 1930;
Knowles a Das Gupta, 1936; Noble a Noble, 1952; Stark et al., 2008; Lankester et al., 2010;

Caccio et al., 2012; Ogunniyi et al., 2014; Menu et al., 2021).
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V mé¢ bakalarské praci se zabyvam shrnutim informaci o D. fragilis u nehumannich primatu,
a kromé toho i u ¢lovéka, protoze studie s takovym zamétenim stale chybi. Doneddvna byl
prvok D. fragilis popsan u nékolika druhti nehumannich primatu, jak bylo zminéno vyse.
Ve volné piirod¢ byl popsan u makaku javskych (Macaca fascicularis philippensis; Hegner
a Chu, 1930) a Simpanzi hornoguinejskych (Pan troglodytes verus; Menu et al., 2021).
V zajeti byl tento prvok popsan také u makakt (Macaca spp.; Knowles a Das Gupta, 1936),
paviana (Papio spp.; Myers, 1968), viestanu plastikovych (Alouatta palliata aequatorialis;

Helenbrook et al., 2015) a gorily nizinné zapadni (Gorilla gorilla gorilla; Stark et al., 2008).



2. Cile prace

Hlavnim cilem této bakalarské prace je shrnout dostupné a aktudlni informace o stfevnim

prvoku Dientamoeba fragilis u primatd v zajeti.

Pro dosazeni hlavniho zaméru byly urceny nasledujici dil¢i cile:

e shrnout obecné poznatky o prvoku D. fragilis;
e shrnout dostupné informace o vyskytu D. fragilis u primatd v zajeti a volné piirod¢;

e shrnout informace o mozném zoonotickém potencialu D. fragilis.



3. Biologické aspekty prvoka Dientamoeba fragilis

3.1. Taxonomické zarazeni

Objev prvoka Dientamoeba fragilis se sice pfipisuje Charlesovi Wenyonu, ale az dvojice
Margaret Jeppsova a Clifford Dobell jej poprvé popsala ve védecké literatuie a ptifadila
taxonomickou pozici (Jepps a Dobell, 1918). Toto prvni zafazeni bylo mezi améby, a to
na zaklad¢ morfologie trofozoita a absence cysty. Po zvazeni detailn€j$i morfologie nasledné
dospél Clifford Dobell k zavéru, ze se nejedna o amébu, ale ze prvok D. fragilis patii
mezi bicikovce a béhem evoluce ztratil bi¢ik (Dobell, 1940). Pozdéji s vyvojem elektronové
mikroskopie byl tento ptedpoklad podpoten nalezem parabazalniho aparatu, ktery je typicky
pro kmen Parabasala (Camp et al., 1974). Nasledné tuto taxonomickou pozici potvrdily
i vysledky ziskané molekularné-fylogenetickymi metodami na zakladé genu SSU rRNA. Tyto
analyzy demonstrovaly piibuznost D. fragilis s trichomonadami a spole¢ny ptivod s dal$im
prvokem nachazejicim se u dribeze Histomonas meleagridis (Silberman et al., 1996; Gerbod
et al., 2001). Na zaklad¢é jak morfologie, tak molekularnich metod je tedy prvok D. fragilis

v souc¢asné dobé umistén do fadu Trichomonadida (Tab. 1) (Cepicka et al., 2010).

Tab. 1: Soucasné taxonomické zatazeni prvoka Dientamoeba fragilis (adaptovano
dle publikace Stark et al. 2016).

Taxonomické kategorie Klasifikace
Rise Excavata
Kmen Parabasalia
Trida Tritrichomonadidae
Rad Trichomonadida
Celed’ Dientamoebidae
Rod Dientamoeba
Druh Dientamoeba fragilis (Jepp a Dobell,1918)




3.2. Zivotni cyklus

Piestoze vime o existenci stfevniho prvoka D. fragilis uz vice nez 100 let, stale mame
v porozuméni jeho biologie velké mezery. Jednou neznamou byl donedavna samotny Zivotni
cyklus tohoto prvoka, protoze bylo popsané pouze stadium trofozoita (Obr. 1A) (Jepps
objevu dalsich stadii, a to precysty (Obr. 1B) a cysty (Obr. 1C), které mohou prezivat néjaky
Cas ve vn&jSim prostiedi (Stark et al., 2014). Budouci hostitel se infikuje pozitim cysty
D. fragilis peroraln¢ (Obr. 1D). Nasledné cysta D. fragilis prochazi zaludkem a dostava se
do tenkého a tlustého stieva. Pti pruchodu travicim traktem dochazi k excystaci a trofozoit je
uvolnén zcysty do lumen stfeva, kde dochazi k binarnimu déleni (Obr. 1E). Aby doslo
K uzavieni zZivotniho cyklu a nasledné pfenosu mezi jedinci, dochazi k encystaci trofozoitt,
s nejveétsi pravdépodobnosti v tlustém stfevé. Cysta je opét vylouCena prostfednictvim
exkrementl do vnéjsiho prostfedi. Dalsi hostitel se poté infikuje kontaminovanou vodou,
potravou nebo piimym kontaktem (Obr. 1D,F) (Munasinghe et al., 2013; Stark et al., 2014,
2016; Garcia, 2016).

Obr. 1: Zivotni cyklus prvoka Dientamoeba fragilis; (A) trofozoit; (B) precysta; (C) cysta;
(D) peroralni infekce Cloveka; (F) peroralni infekce jinych hostiteld; (G) stfevni Cerv jako

vektor pro trofozoity Dientamoeba fragilis (adaptovano dle publikace Stark et al. 2016).



Donedéavna nebylo u D. fragilis znamé stadium cysty, které bylo popsano u ¢lovéka teprve
roku 2014 (Stark et al., 2014). Do t¢ doby Se proto pienos kiehkych trofozoitti D. fragilis mezi
jedinci vysvétloval na zaklad¢é pfenosu téchto stadii prostfednictvim vaji¢ek helmintt (Obr.
1G) (Girginkardesler et al., 2008; Stark et al., 2009, 2010a; Ogren et al., 2013; Roser et al.,
2013a; Boga et al., 2016). Poprvé bylo stadium cysty popsano V experimentalni studii
pfi optimalizovani mys$$iho modelu pro vyzkum pienosu D. fragilis (Munasinghe et al., 2013).
Mysi byly peroralné inokulovany podanim infek¢ni davky ziskané z kultury (Barratt et al.,
2010). Nejen, ze byl potvrzen fekalné-oralni pienos mezi jedinci, ale také byla objevena cysta.
Vsechny mysi kolonizované D. fragilis vyluc¢ovaly pferuSované cysty po dobu Sesti mésict,
nez byl experiment ukoncen. O rok pozd¢ji dvé nezavislé laboratoie vySettily ulozené trvalé
preparaty roztéru stolice pozitivnich pacienti na D. fragilis a obéma laboratoiim Se nezavisle
na sob¢ podafilo objevit morfologické stadium cysty a precysty (Stark et al., 2014). Jednalo
se 0 laboratof mikrobiologického oddéleni nemocnice St. Vincent v Syndey a zaroven
0 laboratof klinické mikrobiologie Santa Monica v USA. V ramci této prace autora Stark et
al. (2014) doslo k porovnani nalezenych cyst u ¢lovéka a u mysi. Podle autorti jsou oba nalezy

cyst (jak u mysi, tak u ¢lovéka) morfologicky totozné (Obr. 2).

Obr. 2: Cysta prvoka Dientamoeba fragilis objevena ve studii Munasinghe et al. (2013)

Vv experimentalnim mySim modelu (A) a z lidského vzorku (B) (adaptovano dle publikace
Stark et al., 2014).



Teorie 0 nékterych stievnich helmintech jako vektorech pro pienos trofozoitd D. fragilis
vznikla na zaklad¢ informaci o fylogeneticky pfibuzném prvoku Histomonas meleagridis
u driibeze, jehoz vektorem je stievni Cerv Heterakis gallinarum (Gerbod et al. 2001; Volf
a Horak, 2007). Dulezitym faktem, ktery podporuje tuto hypotézu o pienosu ve vajiccich
sttevnich Cervli, je Casty nalez ko-infekce D. fragilis aroupa détského (Enterobius
vermicularis) u clovéka, zejména déti (Yang a Scholten, 1977; Johnson et al., 2004;
Girginkardesler et al., 2008). Autofi studie Girginkardesler et al. (2008) vysetfovali vzorky
dvou skupin u kterych védéli o pritomnosti D. fragilis nebo E. vermicularis z pfedchozich
vySetfeni. A v ramci své studie zjiStovali prevalenci druhého organismu. Zaznamenana
prevalence ko-infekci dosahovala 25,4 % E. vermicularis u skupiny, u niz byl pfedem potvrzen
vyskyt D.fragilis. U druhé skupiny, u niz byl nejdiive potvrzen vyskyt E. vermicularis,
prevalence D. fragilis dosahovala 9,6 %. Autor studie Ockert (1990) uspésné inokuloval
dobrovolniky s D. fragilis s vyuzitim vaji¢ek E. vermicularis, ktera pochazela od pacienta
s ko-infekci obou organismu. Oproti tomu Damien Stark z ,St. Vincent’s hospital“ v Sydney,
ani v jednom piipadé neobjevil souvislost mezi vyskytem D. fragilis a E. vermicularis (Stark
et al.,, 2009, 2010a). Kromé E. vermicularis se uvazovalo o pfenosu D. fragilis také
prostiednictvim vajicek tenkohlavce lidského (Trichuris trichiura) nebo Skrkavky détské
(Acaris lumbricoides) (sumarizovano v Barratt et al. 2011b). Dalsim faktem podporujicim
hypotézu helmintti jako vektora bylo zjisténi DNA prvoka D. fragilis uvnité vajicka
E. vermicularis s vyuzitim PCR (Ogren et al., 2013; Roser et al., 2013a). Zde je ovsem dilezité
zminit, Ze se oba zpusoby pienosu D. fragilis, tzn. pomoci cyst nebo vajicky helmintt, nemusi
navzajem vyluovat. To znamena, Ze tento prvok muze vyuZzit obé moznosti (Stark et al.,
2016).

3.3. Morfologie Zivotnich stadii

Zivotni cyklus D. fragilis zahrnuje nékolik stadii, a to trofozoita, precystu a cystu (Obr. 3)
(Jepps a Dobell, 1918; Dobell, 1940; Munasinghe et al., 2013; Stark et al., 2014). Stadium
trofozoita ma nejcastéji kulaty az ovalny tvar s rozméry mezi 5 az 15 pm (Jepps a Dobell,
1918; Dobell, 1940). Autofii studie Sawangjaroen et al. (1993) v kultufe odhalili vétsi rozmezi
velikosti trofozoitli, ato 11 aZ 29 um. Obecné trofozoit mé prevazné dvé jadra, ktera obsahuji
podle barveni DAPI stejné mnozstvi DNA (Obr. 4) (Dobell, 1940; Johnson et al., 2004; Banik

et al., 2012). Obcas byli nalezeni trofozoiti se tfemi jadry (Banik et al., 2012). Jaderna
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membrana se v obarvenych roztérech jevi jako velmi jemnd bez pfitomnosti periferniho
chromatinu (Stark et al., 2005a). Jadro byva fragmentované, obsahuje né€kolik chromatinovych
télisek, nejcastéji mezi dvéma a deseti kusy (Stark et al., 2006b; Banik et al., 2012). Autofi
studie Banik et al. (2012) popsali vnitini strukturu trofozoitdi, pomoci transmisni elektronové
mikroskopie (Transmission Electron Microscopy - TEM), ktera zahrnuje velmi dobie
vyvinuty Golgiho aparat spolecné s hladkym i drsnym endoplazmatickym retikulem. Kromé
toho byly v této studii poprvé popsany hydrogenosomy, organely typické pro trichomonady.
Autofi v této studii pouzili také rastrovaci elektronovou mikroskopii (Scanning Electron
Microscopy - SEM) a odhalili dva odlisné typy povrchu D. fragilis. Na zakladé této analyzy
rozlisili trofozoity na tzv. hladké a zvInéné buiiky. Cast&ji byl detekovan zvlnény typ
trofozoitl ale pocet hladkych bunék se zvysoval v pribéhu ¢asu sledovani (Banik et al., 2012).
Pomoci TEM byl také zkouman encystovany trofozoit, u néhoz byly nalezeny pozistatky
komponentt bi¢iku (Munasinghe et al., 2013). Nicméné u excystované¢ho stadia trofozoita

takova struktura objevena nebyla (Banik et al., 2012).

Stadium trofozoita je obecné velmi kiehké a ve vnéjSim prostiedi se pod vlivem kysliku
a teploty rychle rozpada, a to v fadu hodin. V experimentalnich podminkach trofozoit prezil
ve stolici pii pokojové teploté 24 h, zatimco pii 4°C, tak piezil pouze 10 h (Sawangjaroen et
al., 1993).

Cysta D. fragilis je tvofena silnou sténou a obsahuje trofozoita s jadry (Munasinghe et al.,
2013; Stark et al., 2014). Primér cysty se pohybuje okolo Spm. Mezi uzavienym prvokem
asténou je zfetelny volny prostor svezikuly. Stadium cysty obsahuje dvé jadra

a hydrogenosomy.

Stadium precysty ma kompaktni kulaty tvar a dosahuje polovic¢ni velikosti trofozoita (Stark et
al., 2014). Velikost precysty se pohybuje mezi 4 a 5 um. Cytoplazma se jevi jako homogenni
s malym mnozstvim inkluzi. Precysta se vyskytuje jak v jednojaderné, tak i dvojjaderné

formé.



Cyst

Precyst

Trophozoite

Obr. 3: Morfologicka stadia Dientamoeba fragilis (adaptovano dle publikace Stark et al.
2014).

Obr. 4: Vnitini struktury Dientamoeba fragilis zobrazené pomoci transmisni elektronové
mikroskopie. (A) jaderné struktury: N-jadro, Nm-jaderna membrana, Np-jaderny por, Ch-
chromatin. (B) hydrogenosomy v cytoplazmé: N-jadro, H-hydrogenosomy (adaptovano dle
publikace Banik et al. 2012).



3.4. Geneticka diverzita

Stejné jako ostatni stfevni prvoci také D. fragilis vykazuje vnitrodruhovou genetickou
diverzitu, ktera je ovSem pomérné tizka (Stensvold et al., 2013). Oproti tomu u mnohem vice
studovanych prvoki Blastocystis sp. a Giardia intestinalis byla odhalena Siroka geneticka
diverzita. Zatimco u Blastocystis bylo popsano dosud 22 subtypt u savcl, u G. intestinalis
bylo popsano osm asamblazi (Stensvold et al., 2013; Stensvold a Clark, 2020; Zahedi et al.,
2017; Ryan a Zahedi, 2019). Obecné feeno geneticka variabilita v ramci druhu daného prvoka
umoznuje posoudit moznost zoonotickych ptenosii. Naptiklad zhodnoceni vyskytu asamblazi
G. intestinalis nebo subtypu Blastocystis sp. u zvitat a lidi v ramci epidemiologickych studii

umoznuje takové prenosy zhodnotit (Wawrzyniak et al., 2013; Heyworth, 2016).

V piipadé D. fragilis se v soucasnosti rozlisuji dva hlavni genotypy. Genotypy nesou oznaceni
Genotyp 1 a Genotyp 2 (Johnson a Clark 2000; Windsor et al. 2004). Genotyp 2 byva
oznacovan také jako kmen Bi/PA. Tento kmen je ve form¢ kultury uloZen ve sbirce American
Type Culture Collection (ATCC) v USA a sekvena¢éné se shoduje s Genotypem 2 (Camp et
al., 1974; Johnson a Clark, 2000). Rozdil v nukleotidovych sekvencich pro malou ribozomalni
podjednotku (SSU rRNA) mezi obéma genotypy D. fragilis je pfiblizn¢ 2% (Johnson a Clark,
2000). K tomuto rozdilu mezi sekvencemi genotypt dospély i dalsi studie (napt. Peek et al.,
2004; Stensvold et al., 2013). Kromé¢ toho byla geneticka diverzita D. fragilis posuzovana
na zaklad¢ dalsich dvou gend, a to genu pro elongaéni faktor 1a (EF1a) a pro aktin (Stensvold
et al., 2013). Nicméné i v téchto ptipadech rozdily v nukleotidovych sekvencich mezi dvéma

genotypy D. fragilis neptesahly 3 % (Obr. 5).

Autori studie Hussein et al. (2009) zjistovali prevalenci D. fragilis u pacienti se syndromem
drazdivého tra¢niku (Irritable Bowel Syndrome — IBS) pomoci Real-time PCR (qPCR)
na zakladé SSU rRNA. Po probéhnuti qPCR cyklu, se pokusili o dalsi moznost rozliseni
genotypu D. fragilis s pomoci vyhodnoceni kiivek tani (High Resolution Melting curves,
HRM). Z vyslednych analyz byly zjistény Ctyfi profily. Profil 1 byl dominantni (50 %),
nasledné profil 2 (20 %) a nakonec spole¢né profil 3 (16,7 %) s profilem 4 (13,3 %). Nicméné
tato studie nekonfrontovala tyto profily se sekvencemi genotypu D. fragilis a tak neni mozné

nic vyvodit ohledné genetické diverzity.
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Obr. 5: Fylogeneticky strom Dientamoeba fragilis. vytvoien na zaklad¢é analyzy sekvenci
gent aktinu a elonga¢niho faktoru lo (EF-1a) (adaptovano dle publikace Stensvold et al.
2013).

3.5. Hostitelska specifita

Hostitelska specifita prvoka D. fragilis neni dosud zcela objasnéna, a zda se byt pomérné tizka
(Stark et al., 2008, 2016). Tento fakt byl zfejmé donedavna zapficinén obtiznou diagnostikou
(Dobell, 1940; Stark et al., 2016), nicméné Se souCasnym rozvojem molekularnich
diagnostickych technik pro D. fragilis se da predpokladat, ze hostitelské spektrum se mtze

rozsifit.

Dientamoeba fragilis byla ptivodné objevena a popsana u ¢loveka, a ten je doposud povazovan

za primarniho hostitele (Jepps a Dobell, 1918). V pfipadé nehumannich primatd byla

piitomnost D. fragilis zjisténa u makakt (Macaca fascicularis philippensis) na Filipinach,

0 Sest let pozd¢ji byl nalez tohoto prvoka popsan u druhové nedefinovanych makakti (Macaca
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spp.) (Hegner a Chu, 1930; Knowles a Das Gupta, 1936). Dale byl tento prvok objeven
u pavianu (Papio spp.) v Keni (Myers, 1968). Autofi studie Helenbrook et al. (2015) nalezli
D. fragilis u viestand plastikovych (Alouatta palliata aequatorialis). V piipadé lidoopt byl
prvok D. fragilis zjistén u gorily nizinné zapadni (Gorilla gorilla gorilla) a Simpanze
hornoguinejského (Pan troglodytes verus) (Stark et al., 2008; Lankester et al., 2010; Menu et
al., 2021)

V piipadé dalSich hostitelti byla D. fragilis potvrzena u nékolika zivoc¢isnych druhi. Jednim
z prvnich objevi byl vyskyt tohoto prvoka u ovce domaci (Ovis gmelini f. aries) (Noble
a Noble 1952). Autofti studie Caccio et al. (2012) objevili D. fragilis u domacich prasat (Sus
scrofa dometisca) a zjisténa prevalence byla 46,7 %. Ovsem nejcastéji se vyskytovala u selat,
kde byl odhalen Genotyp 1. Také dalsi italska studie Crotti et al. (2007) detekovala D. fragilis
u prasat domacich (Sus scrofa dometisca) se 43,8% prevalenci, ale genotyp nebyl zjistovan.
Naopak autofi australské studie Stark et al. (2008) nezjistili D. fragilis ani u jednoho prasete
domaciho (Sus scrofa domestica). Autoii studie Chan et al. (2016) nalezli prvoka D. fragilis
u koc¢ky (Felis catus) a psa (Canis lupus familiaris). Studie Ogunniyi et al. (2014) zabyvajici
se endoparazity u krys obecnych (Rattus rattus) nalezla spolu s mnoha parazity také
D. fragilis. Z celkového mnozstvi 50-ti krys byly pozitivni dvé¢, tj. prevalence 4 %.

Kromé zjisténi ptirozenych kolonizaci D. fragilis byla zjisténa hostitelska specifita
u nekterych zvifecich druhtt experimentdlné. Neddvno jednim ztakovych uspésné
kolonizovanych hostitelli byly mysi, a to ve studii zaméfené na zkoumani Zivotniho cyklu
D. fragilis (Munasinghe et al., 2013) a dale ve studii s cilem zjistit patogenni potencial tohoto
prvoka (El-Gayar et al., 2016). Autofi téchto studii uspésné mysi kolonizovali, a tudiz je podle
autortt mozné pouzit mysi model pro budouci vyzkum D. fragilis. Nicméné o zavedeni
experimentalniho zvifeciho modelu pro studium D. fragilis se pokousel jiz v prvni poloviné
minulého stoleti Clifford Dobell (1940). Ten se snazil nakazit makaky (Macacus sinicus,
Macacus rhesus) a kufata prostfednictvim rektalni inokulace D. fragilis ziskané z kultury.
Vsechny tyto pokusy byly ovSsem neuspésné. Autoii Knoll a Howell (1946) se pokouseli

0 experimentalni kolonizaci kot’at, ale opét bez uspéchu.
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4. Diagnostika Dientamoeba fragilis

Diagnostika D. fragilis bez vyuziti molekularnich metod je pomérné slozita. Komplikaci je
kiehka struktura trofozoita. Morfologické stadium trofozoita se ve vn&jSim prostiedi
za ptitomnosti vzduchu rozpada do nékolika hodin (Jepps a Dobell, 1918; Sawangjaroen et
al., 1993), a prave proto dostal tento prvok sviij druhovy nazev ,,fragilis* (kiehky, lomivy)
(Jepps a Dobell, 1918). Je tieba doplnit, Ze ani po odhaleni stadia cysty se diagnostika
nezjednodusila, protoze cysta dosahuje velmi malé velikosti, a to 3-5um (Munasinghe et al.,
2013; Stark et al., 2014), coz je komplikaci zejména pro tradi¢ni parazitologickou diagnostiku
vyuzivajici kombinaci koncentra¢nich metod nebo barvenych roztéra a svételné mikroskopie
(Garcia, 2007). Proto se v soucasnosti pfistupuje k molekularnim metodam pro detekci

D. fragilis.

4.1. Tradi¢ni diagnostické metody

4.1.1. Barveni roztéru stolice

Z duvodu fragilniho trofozoita D. fragilis je pfi barveni roztért stolice vhodné pouzit fixacni
¢inidlo pro zachovani jeho celistvosti pied vySetfenim (Stark et al., 2016). Pro barveni trvalych
roztéra stolice v pripad¢ detekce D. fragilis se nejcastéji vyuziva Gomoriho trichrom (Obr.
6A) nebo Zelezity hematoxylin (Johnson et al., 2004; Stark et al., 2005a, 2010a; Kurt et al.,
2019; Mathison et al., 2020). Dale se pro barveni takovych preparati pouziva Celestinské
modré barveni (Yang a Scholten, 1976), modifikované Fieldovo barveni (Obr. 6B) (Ragavan
a Govind, 2015) nebo ¢erné chlorazalové barveni (Obr. 7) (Van Gool et al., 2003). Podle studie
Dobell (1940) je nejlepsi variantou pro rozpoznani D. fragilis barveni Zelezitym
hematoxylinem a 76 let od Dobellovo studie (1940) Damien Stark a jeho tym stale hodnoti
barveni modifikovanym Zelezitym hematoxylinem jako nejlepsi variantu pro diagnostiku
D. fragilis spole¢né s SAF fixaci (octan sodny - kyselina octova - formalin) (Yang a Scholten,
1977; Stark et al., 2016). K dalsim moznym fixa¢nim ¢inidlam pro D. fragilis, ale i jiné stfevni
prvoky, jsou napiiklad fenol-alkohol-formalin (Burrows, 1967) a slouceniny na bazi rtuti
(Taliaferro a Becker, 1924).
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Obr. 6: Zivotni stadia Dientamoeba fragilis v roztérech stolice s pouzitim riiznych barvicich
metod - (A) Stadium trofozoita v roztéru stolice barvené Gomoriho trichromem (adaptovano
dle publikace Kurt et al. 2019); (B) Dientamoeba fragilis (df) a Blastocystis sp. (bs) ve vzorku
stolice pacienta barvené s pouzitim modifikovaného Fieldova barveni (adaptovano

dle publikace Ragavan and Govind 2015).

Podle parazitologickych pfiru¢ek a laboratornich protokolti je doporucovano pouzit
pro diagnostiku rtiznych prvoki vice vzork od jednoho subjektu, a to idealné t¥i vzorky
odebrané ve tiech po sobé& jdoucich dnech (Garcia, 2007). Autofi studie van Gool et al. (2003)
se zabyvali rozdilem v uspésnosti detekce parazit mezi vySetfenim pouze jednoho a poté tii
vzorki od jednoho subjektu. Vzorky byly odebrany od celkem 544 pacientd pii preventivni
parazitologické prohlidce. Jako trvalé barveni roztéri trusu bylo pouzito chlorazolové cerné
barvivo spolu se SAF fixaci (Obr. 7). Tato studie se zaméfila na 11 druhd prvoku (tj.,
G. lamblia, E. histolytical/dispar, D. fragilis, C. cayetanensis, E. bieneusi, B. hominis,
|. biitschlii, E. coli, E. hartmanni, C. mesnili, E. nana) a tii helminty (tj. A. lumbricoides,
T. trichiura, H. nana). Z celkové 544 subjektd bylo identifikovano jako pozitivnich
pro parazity 209 v piipadé pouziti tii vzorkl od jednoho subjektu a pouze 106 v piipadé
vySetieni jednoho vzorku. Konkrétné D. fragilis byla zjisténa u 45 pacientt. Z toho ve 30
ptipadech byl prvok detekovan v prvnim a tfetim vzorku a v 15 ptipadech pouze v jednom

vzorku. Zavérem autofi této studie doporucuji pro diagnostiku D. fragilis pouzit vice vzorku
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od jednoho pacienta, a to i po ukonéeni 1é¢by. Studii zabyvajicich se vySetfovanim vice vzorki
od jednoho subjektu u D. fragilis bylo jiz provedeno vice (Hiatt et al., 1995; Cartwright, 1999).
Ve studii Hiatt et al. (1995) se autorim podafilo zachytit o 31,1 % vice pozitivnich ptipadd

Vv ptipad¢ opakovaného vysetfeni jednoho subjektu.
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Obr. 7: Trofozoit Dientamoeba fragilis detekovany ve vzorku stolice fixované octanem
sodnym — kyselina octova — formalin a nasledné barveno pomoci (A) Lugolova roztoku a (B)

chlorazolové ¢erné barvy, (adaptovano dle publikace van Gool et al., 2003).

Pro diagnostiku D. fragilis je také dulezit¢ mit dostate¢nou zkuSenost pro odlieni jejich
trofozoit od trofozoiti Blastocystis sp. Tito dva prvoci mohou byt snadno zaménény
z dtivodu podobného vzhledu i velikosti trofozoita a cysty pod mikroskopem. Naptiklad autofi
studie Ragavan a Govind (2015) pouzili pro snadn&jsi odliSeni téchto dvou prvoku
modifikované Fieldovo barveni. Toto barveni jasn€ zvyraznilo dvé jadra v zivotnich stadii

prvoka D. fragilis, coz je jeho typickym znakem (Dobell, 1940; Stark et al., 2014).

4.1.2. Kultivace

Kromé barveni roztéra stolice se pro diagnostiku D. fragilis dfive hojn¢ vyuzivala také
kultiva¢ni metoda (Stark et al., 2016). Prevazné se pouzivala dvoufazova média. Z pohledu
diagnostiky D. fragilis, obdobné jako u jinych prvokd, se v souc¢asné dob¢ kultivace posunuje

do pozadi a vyuzivaji se predevS§im molekularni metody, které jsou citlivéjsi (Stark et al.,
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2016). Presto i v soucasné dob¢ vznikaji prace, které se zabyvaji kultivaci D. fragilis (Kurt et
al., 2019).

Nejcastéji pouzivanymi médii pro kultivaci jsou Dobellovo médium (Jepps a Dobell, 1918;
Dobell, 1940), Robinsonovo médium (Robinson, 1968 a;b), Boeck-Drbohlavovo médium
(Drbohlav a Boeck 1925) a TYGM-9 médium (Diamond, 1982). Jako prvni se autor studie
Dobell (1940) snazil vytvofit monoxenickou kulturu D. fragilis z davodu pferustani
Blastocystis sp.. Dobellovo médium se sklada z koniského séra, ziedénych vajeénych bilkt
v Ringerové roztoku a ryZzového skrobu. V tomto médiu rostla D. fragilis piekvapivé nejlépe
pti41 °C (Dobell, 1940). Velmi Casto je také pouzivané Robinsonovo médium, které ma Siroké

uplatnéni pii diagnostice fady stfevnich prvoki nejen u D. fragilis (Robinson 1968 a;b).

Autori studie Kurt et al. (2019) zhodnotili rozdily v sensitivité¢ a efektivité tii médii
pro kultivaci D. fragilis, a to Robinsonovo médium (RM), Dobellovo médium (DM)
a Talisovo médium (TM). Zjistili, Ze pro kratkodobou kultivaci spojenou s detekci D. fragilis
nejvice vyhovuje Robinsonovo médium. V této studii bylo zahrnuto 104 vzorku stolice
od pacientt s gastrointestinalnimi problémy. Prvok D. fragilis byl aspésné detekovan v 11
vzorcich. VSech 11 pozitivnich vzorki bylo uspésné kultivovano v RM, v DM tii vzorky
aVv TM c¢tyfi vzorky (Obr. 8). Autofi vyhodnotili vyhody a nevyhody jednotlivych medii.
Pfestoze Robinsonovo médium se ukazalo byt jako nejvhodnéjsi pro kultivaci a diagnostiku
D. fragilis, jeho nevyhodou je prertstani Blastocystys sp. na ukor D. fragilis v piipadé smisené
kolonizace vySetfovaného subjektu. Proto neni vhodné Robinsonovo médium pro dlouhodobé
udrzeni kultury D. fragilis v laboratornich podminkach. Tento problém nebyl pozorovan
u Dobellova média, nicméné jeho nevyhodou je niZsi citlivost a také Casové a finanéné narocna

piiprava.
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Autori studie Stark et al. (2010a) porovnavali citlivost mezi barvenim roztérii stolice
a kultivacni diagnostikou, pticemz kultivace vykazovala vyssi sensitivitu. Dale testovali
uspesnost kultivace ve dvou médiich, a to modifikované Boeck-Drbohlavovo médium a jako
druhé TYGM-9. Z celkem 650 vzorka bylo s pouzitim Boeck-Drbohlavova média odhaleno
14 pozitivnich vzorkii a TYGM-9 médiem pouze deset. Oproti tomu pomoci barveni roztéri
stolice zelezitym hematoxylinem a jejich néaslednym zhodnoceni mikroskopicky bylo

detekovano 12 pozitivnich vzorka z 650.

~ -
Pl -
| % o
. ’
“ ¢ ‘\‘
\ 2l
\: v . ——— » ‘ - —_—
JIC* ‘ 10 pm 10 pm

Obr. 8: Kultura trofozoita Dientamoeba fragilis v Robinsonové médiu: (A) zivy trofozoit
vykazujici pohyb, zvétseni 400, fazovy kontrast; (B) trofozoit, ktery obsahuje Skrobova zrna,

zvétSeni 400x (adaptovano dle publikace Aykur et al., 2019).

4.2. Molekularni diagnostika

V soucasné dobé se pro detekci stfevnich prvkil vyuzivaji zejména molekularni ptistupy, a to
pro jejich vyssi citlivost a specifitu oproti vySe popsanym tradi¢nim metodam. Pro detekci
D. fragilis pomoci konvenéni PCR (cPCR) a Real-Time PCR (qPCR) jsou zapotiebi
specifické primery, a v ptfipadé qPCR se také vyuzivd Tagman systém. Molekuldrni
diagnostika umoznuje rychlou a citlivou detekci D. fragilis pfimo z klinickych vzorka

v diagnostickych laboratotich (Stark et al., 2016). Krom¢ toho je molekularni diagnostika
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pro D. fragilis v soucasnosti doporucovana kvuli fragilnimu trofozoitovi tohoto prvoka.
Vzhledem K neustale CastéjSimu pouzivani molekularni diagnostiky, epidemiologické studie
odhaluji vyssi prevalence D. fragilis (Jimenez-Gonzalez et al., 2012; Sarafraz et al., 2013;

Bruijnesteijn van Coppenraet et al., 2015; Jokelainen et al., 2017).

4.2.1. Konvenéni PCR

Konven¢éni PCR (cPCR) umoznuje amplifikaci useku DNA pomoci primerd a DNA
polymerazy (Smarda et al., 2005). Cely tento proces probiha v blokovém termocykleru
a ziskany amplikon pomoci PCR cykli je nasledné vizualizovan V agar6zovém gelu
s ethidium bromidem v elektroforéze. DNA produkt pozadované délky je mozné ovéfit
Sangerovym osekvenovanim, ptipadné jsou vysledné sekvence pouzity pro rozliSeni genotypt
apod. U prvoka D. fragilis se pro cPCR diagnostiku vyuzivaji oblasti genu pro malou
ribosomalni podjednotku (SSU rRNA). Jeji variabilngjsi oblasti jsou vhodné pro rozliSeni
genotypu D. fragilis (Stark et al., 2005a). Autofi studie Johnson a Clark (2000) jako prvni
detekovali D. fragilis pomoci cPCR metody, ktera nebyla druhové specificka. Pouzili
univerzalni primery pro amplifikaci celého genu SSU rRNA trichomonad o velikosti 1.7 kbp.
Takovy ptistup je ovSem naro¢ny, a proto pozd¢ji autoti Peek et al. (2004) navrhli primery,
ozna¢ené DF1 a DF4, vysoce specifické pouze pro ¢ast SSU rRNA D. fragilis o délce 662 bp.
Dale autofi studie Stark et al. (2005a) vyvinuli protokol pro cPCR, ktery je vysoce citlivy
a specificky pro D. fragilis. Navrhli sadu primerd, ozna¢enych DF400 a DF1250, které
amplifikuji ¢ast genu SSU rRNA o velikosti 850 bp.

4.2.2. Real-Time - PCR

Kromé detekce cilené ¢asti DNA, je vyhodou Real-Time PCR (qPCR) kvantifikovani DNA
s vyuzitim specifickych primeri a fluorescenéné znaéenych sond (Smarda et al., 2005)
Prostfednictvim fluorescenc¢niho signalu je mozné detekovat a kvantifikovat mnozstvi DNA
Vv reakci. Systém vyuzivajici fluorescencné znacené sondy ma k fluoroforim navic jesté
zhaSe€, ktery piekryvd svym absorpénim spektrem emisni spektrum fluoroford. DNA-
polymeréza svoji exonukledzovou aktivitou 5" — 3" oddé€li molekulu zhasece a tim dojde
k emisi fluorescence. Dodnes bylo pro detekci D. fragilis popsano né€kolik gPCR protokoli
(Stark et al., 2006a; Verweij et al., 2007; De Canale et al., 2009). Nejvice pouzivanym je
protokol optimalizovany ve studii VVerweij et al. (2007). Tito autofi vyuzili primery (Df-124F,
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Df221R) a Tagman sondu (Df-172revT) amplifikujici oblast pro 5.8S rRNA o velikosti 98 bp.
Autofti studie Stark et al. (2006a) vyvinuli dalsi qPCR diagnosticky protokol. Navrhli primery
a Tagman sondu podle sekvenci genu SSU rRNA ziskanych z databaze GenBank, pficemz

primery amplifikuji ¢ast SSU rRNA o velikosti 78 bp.

4.3. Diagnostika zaloZena na imunologii

V piipadé klinicky vyznamnych prvoku jako je napiiklad G. intestinalis nebo E. histolytica,
se vyuzivaji imunologické metody — imunofluorescenéni mikroskopie, imuno-
chromatografické testy nebo enzymova imunoanalyza, a to i ve form¢& komer¢nich kita (Alles
et al., 1995; McHardy et al., 2014). Diagnostika zalozena na imunologii velmi ¢asto vyuziva

reakce antigenu s protilatkou.

Pro detekci D. fragilis imunologickymi metodami neni v soucasné dobé dostupny komeréni
kit. Autorum studie Chan et al. (1993) se povedlo vytvofit fluorescenéné znacenou protilatku
pro diagnostiku D. fragilis pomoci fluorescenéniho mikroskopu. Francis Chan a jeho kolegové
pouzili pro detekci tohoto prvoka neptimé znaceni protilatkami. Pti takové diagnostice se
vyuzivaji dva druhy protilatek. Prvni typ protilatek se navaze na antigen (v tomto piipadé
antigen D. fragilis) a v nasledném kroku se druhy typ protilatek nesouci fluorescenéni znac¢eni
(v tomto piipadé fluoresceinem) navaze na prvni typ protilatek. Timto zplisobem bylo
vySetfeno 155 vzorku stolice a D. fragilis byla diagnostikovana u deviti vzorku. Piesnost
vySetfeni byla potvrzena barvenim roztéru stolice zelezitym hematoxylinem, kdy byl

detekovan stejny pocet pozitivnich vzorki.
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5. Stfevni mikrobiom a Dientamoeba fragilis

Stievni organismy vytvareji vyjime¢né slozity mikrobialni ekosystém (Petersen a Round,
2014; Levy et al., 2017). Tento ekosystém se sklada z bakterii, archei, prvoka a virt. VSechny
tyto organismy spolecné interaguji, a to jak mezi sebou, tak i se svym hostitelem. Diverzita
sttevniho mikrobiomu byla jesté docela neddvno opomijena, detailngjsi informace zejména
0 bakteridlnich populacich a v posledni dobé i o prvocich ssebou piinesl az rozvoj
sekvenovani novych generaci, tzv. Next-generation sequencing (Gut Microbiota for Health;
NIH Human Microbiome Project; Lozupone et al., 2012; Lukes et al., 2015; Chabé et al., 2017;
Stensvold a van der Giezen, 2018). Snizeni diverzity nebo kompozi¢ni zmény v populacich
sttevnich organismi (tzv. dysbiéza) mlze mit vliv na celkovou homeostazu stfev (Obr.9)
(Petersen a Round, 2014). Podle hypotézy ,,0ld friends“ pokud dojde k rozvoji dysbiozy
stfevniho mikrobiomu, narusi se funkce imunitniho sytému (Rook, 2012; Rook et al., 2014,
2017). Podobné také Biome deple¢ni hypotéza pojednava o disledcich dysbiozy (Parker
a Ollerton, 2013; Parker, 2014). Pravé narusenim velmi kichké rovnovahy a dynamiky
stfevniho mikrobiomu miZze dojit k aktivaci pro-zanétlivych mechanismu, a to je ziejmé jeden
z faktori pfispivajici k rozvoji zanétlivych onemocnéni (Sobotkova et al., 2019). K takovym
onemocnénim se fadi idiopatické stievni zanéty, roztrousena skleroza, diabetes mellitus 1.
typu, alergie ¢i astma (Scheperjans et al., 2015; Putignani et al., 2016; O’Toole a Paoli, 2017;
Hirt, 2019).

Dysbiosis

Obr. 9: Grafické znazornéni zmén v diverzité mikrobiomu (ptevzato z publikace Petersen
a Round, 2014).
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K faktorim ovliviigjici diverzitu mikrobiomu patii geograficka poloha, pohlavi, vék ¢i zptisob
stravovani (Yatsunenko et al., 2012; Rook et al., 2017). Bakterialni ¢ast mikrobiomu tvofi
ziejmé¢ jeho nejhojnéjsi ¢ast, které bylo vénovano nejvice pozornosti (Gut Microbiota for
Health; NIH Human Microbiome Project). Nicméné v poslednich nékolika letech se pozornost
zaCina upirat i na eukaryotickou slozku mikrobiomu, tzv. eukaryom (Lukes$ et al., 2015).
Eukaryom zahrnuje helminty a prvoky, ale mira vlivu této ¢asti mikrobimu na zdravi musi byt
teprve odhalena (Lukes$ et al., 2015; Sobotkova et al., 2019). V piipadé stievnich prvoki,
nedavné epidemiologické studie odhaluji, ze prevalence komenzalnich druhii je u zdravé
populace vyssi, nez se pivodné predpokladalo. Jako ptiklady slouzi pravé stievni prvoci
D. fragilis a Blastocystis sp. (Roser et al., 2013b; Scanlan et al., 2014; Krogsgaard et al., 2015;
Stensvold a van der Giezen, 2018; Lhotska et al., 2020).

V piipad¢ studii zaméfenych na vyzkum interakci mezi stfevnimi prvoky a bakterialnimi
populacemi pievazuji vyzkumy stievniho prvoka Blastocystis sp. (Stensvold a van der Giezen,
2018; Billy et al., 2021), zatimco studie u D. fragilis stale chybi. Pravé u prvoka Blastocystis
sp. byl neddvno zjistén fakt, Ze jeho pfitomnost ve stieve hostitele je Casto spojena s vyssi
bakterialni diverzitou (Andersen et al., 2015; Nieves-Ramirez et al., 2018). Kromé toho autofi
experimentalni studie Billy et al. (2021) odhalili pfiznivy vliv dlouhodobé kolonizace

Blastocystis suptypu ST3 na chemicky indukovany zanét u potkanti.

Prestoze obdobny vyzkum na D. fragilis zatim neprobiha, komenzalni role je mu viceméné
pfisuzovana na zaklad€ castéjSiho vyskytu v populaci zdravych lidi (Kasparova,
nepublikované vysledky; Stensvold a van der Giezen, 2018). Pifesto v ptipadé prvoka
D. fragilis se mize vliv jeho kolonizace na hostitelsky organismus a stfevni mikrobiom ménit
s vékem, protoze u déti je stale povazovan za mozného patogena (de Wit et al., 2001; Ogren
et al., 2015). Jedna ze studii nasi Laboratote parazitarni terapie (Biologické centrum AV CR)
odhalila 25 % prevalenci D. fragilis v populaci zdravych lidi (tj. bez stfevnich potizi

a onemocnéni) (Kasparova, nepublikovana data).
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6. Vyskyt Dientamoeba fragilis u primati

Vzhledem ke zjisténému nizkému poctu studii o vyskytu stfevniho prvoka D. fragilis
U nehumannich primata v prub&éhu moji reSer$ni prace, jsem se rozhodla zatadit i kapitolu
0 jeho vyskytu u lidi. Piehled epidemiologickych dat demonstruje neustdlou rozpacitost

nad posouzenim role D. fragilis v hostitelském organismu.

6.1. Dientamoeba fragilis u ¢lovéka

U ¢loveka je D. fragilis prvok s kosmopolitnim rozsifenim a velmi rozdilnou prevalenci napti¢
riznymi populacemi, ktera se pohybuje od 0,3 az 91% (Preiss et al., 1990; Chan et al., 1996;
Stark et al., 2007). Prevalence D. fragilis je pravdépodobné zavisla na sledované skuping lidi,

-----

na zvolené diagnostické metod¢ (Barratt et al., 2011a; Garcia, 2016; Stark et al., 2016).

Podle vysledkt epidemiologickych studii je vyskyt D. fragilis vyssi u déti do desatého roku
Zivota a dale u zen ve véku okolo 40 let (Norberg et al., 2003; Stark et al., 2010a; Roser et al.,
2013b; Jokelainen et al., 2017). Autofi téchto studii si to vysvétluji niz§imi hygienickymi
navyky u déti, a u Zen blizkym kontaktem s détmi. U déti ve vékovém rozmezi 4 az 6 let byla
zjisténa vysoka prevalence, a to 50 % opét v dalsi studii nasi laboratofe (KasSparova,
nepublikovana data). Vliv cestovani nebyl na vyskyt D. fragilis zaznamenan u dospélych ani

u déti (Stark et al., 2010a; Jokelainen et al., 2017).

Vzhledem ke stale nevyjasnéné roli D. fragilis ve stfevnim ekosystému ¢lovéka (tzn., zda se
jednd o patogena nebo komenzala) prevazuji prevalencni studie u pacientll s riznymi
sttevnimi onemocnénimi (pro vice informaci viz Tabulka 2). Kromé toho celou situaci ohledné
epidemiologickych studii na D. fragilis jest¢ donedavna komplikovala také absence citlivych
diagnostickych pristupt (de Wit et al., 2001; Stark et al., 2005b, 2010a; Holtman et al., 2017,
Jokelainen et al., 2017; Brands et al., 2019). V soucasnosti stale chybi studie zkoumajici
vyskyt D. fragilis u zdravych lidi, ale v budoucnu budou publikovana data nasi laboratofe,
kterd byla zminéna jiz vySe (KaSparova, nepublikovana data). Ptesto sporadické informace
0 vyskytu a prevalenci D. fragilis u zdravych lidi existuji, protoze byli zafazovani jako

subjekty do kontrolnich skupin ve studiich zaméfenych na pacienty.
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Autori studie Stark et al. (2005b) zjistovali vyskyt D. fragilis ve vzorcich stolice u 6750
pacientli s prijmovym onemocnénim. Byla zafazena také kontrolni skupina zdravych
subjektu, od kterych bylo ziskano 900 vzorku stolice. Pro detekci D. fragilis byla pouzita
metoda barveni roztérii stolice zelezitym hematoxylinem. Posléze byly vSechny zjisténé
pozitivni vzorky na D. fragilis vysetfeny také pomoci cPCR pro ovéfeni vysledki. Pfitomnost
D. fragilis byla zjisténa u 60 pacientt (60/6750), tj 0,9% prevalence. V dalsi studii Damien
Stark vySetfoval vzorky dohromady 750 vzorkti jak od pacientd s gastrointestinalnimi
problémy tak asymptomatickych jedincti pomoci qPCR (Stark et al., 2010a). Dientamoeba
fragilis byla detekovana u 39 pacienti (39/750), tj. 5,2 %. Z téchto 32 pacientd uvadélo

gastrointestinalni problémy.

Tab. 2: Prehled vybranych studii zaméfenych na vyskyt Dientamoeba fragilis (D. f.) u lidi.
V tabulce jsou uvedeny ndzory na patogenitu a diagnostické pristupy (cPCR- konven¢ni PCR,

gPCR- Real-time PCR).

Studie patlg,.gz.nni nepzi(');enni Diagnostika k:f;;(:)‘;eie
de Wit et al. (2001) Pouze déti Ano Hematoxylin vSechny
Stark et al. (2005b) Ano Ne Hematoxylin/PCR vSechny
Stark et al. (2010a) Ano Ne gPCR vSechny
Yakoob et al. (2010) Ano Ne cPCR vSechny
De Jong et al. (2014) Ne Ano gPCR deti

ol Ne A
Krogsgaard et al. (2015) Ne Ano gPCR 18-50 let
Ogren et al. (2015) Ano Ne gPCR déti
Holtman et al. (2017) Ne Ano gPCR deti

Jokelainen et al. ( 2017) Ne Ano gPCR deti
Brands et al. (2019) Ne Ano gPCR/ELISA deti
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Kromé¢ prijmovych onemocnéni byva ptitomnost D. fragilis spojovana s funkénim
onemocnénim stfev, a to syndromem drazdivého tra¢niku (IBS -Irritable Bowel Syndrome)
(Yakoob et al., 2010). Autofi studie pouzili metodu cPCR pro detekci prvoka D. fragilis
a zaznamenali jej u Sesti pacienti s IBS z celkovych 171 (tj. 4 %). Naopak v kontrolni skupiné

¢itajici 159 zdravych subjekt nebyl prvok detekovan vibec.

Autofi studie Bruijnesteijn van Coppenraet et al. (2015) zjistovali pfi¢inu infek¢ni
gastroenteritidy pomoci multiplexni gPCR. Do studie byly opét zafazeny dvé skupiny, a to
pacienti s gastroenteritidou ¢itajici 1515 jedinct a kontrolni skupina zahrnujici 1195 zdravych
subjektt. Vyssi prevalence D. fragilis byla zaznamenana u kontrolni skupiny, a to 37,3 %
(446/1195) oproti skupiné pacientd s infek¢ni gastroenteritidou, kde byla prevalence 25,7 %
(390/1515).

Kromé dosud neobjasnéné role D. fragilis, se zda cela situace komplikovana jesté rozdilnym
vlivem tohoto prvoka na déti a dospélé. Komenzalni role D. fragilis se piedpoklada
u dospélych, zatimco u déti do 14 let mtize byt spise patogenem (de Wit et al., 2001). Takovy
rozdilny vliv D. fragilis popsala studie zamétena na pacienty s gastroenteritidou (de Wit et al.,
2001). Gastroenteritida byla ve studii definovana symptomy jako je prijem nebo zvraceni
s alespon dvéma dal$imi pfiznaky (tj., nevolnost, horecka, bolest bficha nebo krev ve stolici).
Byly zatazeny opét dvé skupiny: (i) 857 pacientl a (ii) 574 subjektl do kontrolni skupiny.
Subjekty byly rozdéleny podle véku do Sesti kategorii (tj., <1, 1-4, 5-14, 15-29, 30-59, > 60)
v obou skupinach. Celkova prevalence D. fragilis napfi¢ vSemi v€kovymi skupinami byla
vys$si u kontrolni skupiny a to 14,6 % (83/574) oproti skupiné pacient s 10,3 % (88/857).
V ptipadé déti, byl vyskyt D. fragilis ¢ast&jsi vyskyt u pacientl s gastroenteritidou. Naptiklad
v kategorii 5 az 14 let byl prvok zjistén u 19,8 % pacientti (38/96) oproti kontrolni skupiné
s 13,6 % prevalenci (7/58). Podobn¢ i v kategorii od jednoho roku do ¢tyt let vyskyt D. fragilis
Cast€j$i u pacientdl, a to s prevalenci 11 % (15/136) oproti 7,3 % prevalenci u kontrolni skupiny
(5/69). Naopak ve vekové kategorii pod jeden roky byla prevalence mezi skupinami témeft

srovnatelna (6,1 % u pacientii a 5,9 % kontrolni skupiny).

U pediatrickych pacientti v Nizozemi byla od dubna 2011 do dubna 2013 provedena studie
s pouzitim diagnostiky qPCR pro zjisténi prevalence D. fragilis u déti s chronickou bolesti
bticha (De Jong et al., 2014). U déti s chronickou bolesti biicha byla D. fragilis detekovana
ve 43,2 % piipadt (57/132), zatimco u kontrolni skupiny byla odhalena prevalence 50,6 %
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(39/77) u kontrolni skupiny. Autofi podle vysledki studie zhodnotili, Ze pfitomnost D. fragilis
zifejm¢ nema piimou souvislost s chronickou bolesti bficha u pediatrickych pacientii. Podle

analyzy nebyl vysledek statisticky vyznamny.

Dalsi studie u déti byla provedena piimo ve dvou $kolskych zaiizeni ve Svédsku kviili neustale
se opakujicim gastrointestinAlnim  probléméim (Ogren et al, 2015). U déti
s gastrointestinalnimi problémy byla D. fragilis detekovana v 85,2 % ptipadd (92/108) oproti
kontrolni asymptomatické skupiné déti s prevalenci 18 % (10/54). V této studii byla jako
diagnosticka metoda pouzita qPCR. Autofi studie Holtman et al. (2017) v Nizozemi vySettili
107 vzorkt od déti ve ve€kové kategorii od Sesti do dvanacti lety a D. fragilis byla
diagnostikovana v 55,1 % piipadt (59/107) pomoci qPCR. Piitomnost D. fragilis u téchto déti
korelovala s chronickym priijmem, pro ktery byla typicka mékka a vodnata stolice, a s inavou.
Jako kontrola slouzila skupina asymptomatickych sourozencti od vyse uvedenych déti. Autofi
studie Brands et al. (2019) zabyvajici se  diagnostikou D. fragilis pomoci qPCR
U nizozemskych a belgickych déti a dospivajicich s chronickymi bolestmi bficha a prijmy
(200 subjektd). Byla zafazena i kontrolni skupina 122 zdravych subjektt. Prevalence
Vv kontrolni skuping byla opét vyssi a to 71 % (87/122) nez u pacientii s 45 % piipadi (89/200).

Rozdil prevalence mezi skupinami byl urcen jako statisticky vyznamny.

Z vysledki studii vySe je ziejmé, ze nazor na patogenitu D. fragilis neni jednozna¢né uzavien,
1 kdyZ prevalence tohoto prvoka je vyssi u zdravych jedinct. Piesto pro jasné stanovisko je
zapotiebi provést rozsahlé prevalenéni studie vezdravé populaci lidi (tzn. bez
gastrointestinalnich potizi). Autofi studii, ktefi vyhodnotili D. fragilis jako patogenni
doporucuji 1é¢bu (Stark et al., 2005b, 2010a; Vandenberg et al., 2006; Kurt et al., 2008).
Pro terapii je doporucovano pouziti metronidazolu, clioquinolu, paromycinu a ornidazolu
(Kurt et al., 2008; Engsbro et al., 2012; van Gestel et al., 2019). Nejcasté&ji predepisovanym

antiparazitikem u infekce D. fragilis je metronidazol (van Gestel et al., 2019).

6.2. Vyskyt Dientamoeba fragilis u nehumannich primati

Dientamoeba fragilis se dostava do podvédomi vyzkumnikli zaméfenych na stievni
mikrobiom. Kromé lidi se stfevni prvoci intenzivné studuji také u evolu¢né piibuznych

nehumannich primatt (NHP), ale v ptipadé vyskytu D. fragilis u NHP existuje stale omezeny
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pocet studii. Oproti tomu stievni prvok Blastocystis sp. je u NHP v zajeti i ve volné ptirodé
zkoumén pomérné intenzivné (napi. PetrdSova et al., 2011; VIckova et al., 2018; Renelies-
Hamilton et al., 2019; Sejnohova, 2021). Z ditvodu evoluéni blizkosti je oviem dileZité ziskat
informace o epidemiologii D. fragilis u NHP a jeho piipadném vlivu na hostitelsky
organismus. Takové znalosti mohou zasadné ptispét k rozklicovani vlivu D. fragilis na lidské
zdravi, rozsitit povédomi o genetické diverzité (tzn. zda existuje vice genotypll) a také zda

muze dochazet k zoonotickym pfenostm.

6.2.1. Vyskyt Dientamoeba. fragilis u nehumannich primata ve volné prirodé

V soucasnosti je jen velmi malo studii zaméfenych na vyskyt D. fragilis u NHP ve volné
piirod¢. Tento stav je zfejmé zapii¢inény donedavna pouzivanou slozitou diagnostikou, a to

barvenim roztéri stolice a kultiva¢nimi metodami (viz kapitola 4.1).

Prvni studie zamétend na vyskyt D. fragilis u volné Zijicich NHP byla provedena v prvni
polovin¢ minulého stoleti (Hegner a Chu 1930). Autofi vySetfili vzorky trusu ziskanych od 44
jedinct makaka javského (Macaca fascicularis philippensis) z Filipin, konkrétné z ostrova
Luzon. Z celkového poctu vzorkl pochazelo 28 od samcti a 16 od samic. Dientamoeba fragilis
byla nalezena pouze u dvou jedincti. Diagnosticka metoda nebyla v dochovanych materidlech
uvedena. V roce 1966 bylo vysetieno 106 jedincl paviana neuréeného druhu (Papio sp.)
v Keni s pouZitim nativnich roztéru stolice (Myers, 1968). Ze vSech vySetienych vzorki byla

D. fragilis nalezena opét u dvou jedinc, coz je prevalence 1,88 %.

Prizkum vyskytu stfevnich prvoki, véetné D. fragilis, u volné Zijicich populaci NHP byl
pfedmétem velmi recentni studie Menu et al. (2021). Autofi studie pouzili k detekci prvoki
protokoly pro qPCR metodu. Sledovanymi populacemi byli Simpanzi hornoguinejsti (Pan
troglodytes verus) z pfirodni rezervace Dindifelo Community Natural Reserve v Senegalu
a populace goril nizinnych zapadnich (Gorilla gorilla gorilla) z ptirodni rezervace Lesio-
Louna Lefini Gorilla Nature Reserve v Republice Kongo (Obr. 10). Cilem bylo zjistit vyskyt
stfevnich organismi diagnostikovanych ¢asto u lidi u NHP primatd, a to Giardia intestinalis,
Cryptosporidium spp., Balantioides coli, Blastocystis sp., Cyclospora cayetanensis,
Dientamoeba fragilis, Entamoeba histolytica, Cystoisospora belli a dvou druhti mikrosporiidii
Enterocytozoon bieneusi a Encephalitozoon intestinalis. Dientamoeba fragilis byla v této
studii detekovana u Simpanzl s 25 % prevalenci (12/48). Ze vsech sledovanych organismi

bylo u NHP nalezeno pét druhti. Kromé D. fragilis byli jesté detekovani G. intestinalis, B. coli,
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Blastocystis sp. a E. intestinalis. Nejvétsi prevalence napii¢ celou studii byla pro prvoka
Blastocystis sp., a to 98,5 % (66/67).

® 1
2)
3)

Obr. 10: Mista odebrani vzorkid (1) ptirodni rezervace Dindifelo community; (2) ptirodni

rezervace Lesio-Louna Lefini; (3) zoologicka zahrada Beauval ve Francii (adaptovano die

https://mapaevropy.eu/wp-content/uploads/Politicka-mapa-zapadni-Evropy.jpg
http://www.supercoloring.com/sites/default/files/styles/coloring_medium/public/cif/2009/09/Africa-map-coloring-page.gif ).

6.2.2. Vyskyt Dientamoeba fragilis u nehumannich primata v zajeti

Vyskyt D. fragilis u NHP v zajeti byl popsan u goril zapadnich nizinnych (Gorilla gorilla

gorilla), viestant plastikovych (Alouatta palliata aequatorialis) a pavianta (Papio sp.).

Studie na pavianech Myers (1986) zminéna jiz vyse, pokracovala v detekci D. fragilis i po
jejich odchytu a pievezeni 106 jedinci do zajeti do San Antonia v Texasu Vv roce 1966. Zde
probihal vyzkum dalSich 18 mésict. Dientamoeba fragilis byla u jedinct detekovana az do

Sestého mésice po transportu a poté vymizela.
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Jedna z recentnéjsich studii zaméfenych na vyskyt D. fragilis u velkého spektra druht NHP
byla provedena v Taronga Zoo v Sydney (Stark et al., 2008). Celkem bylo vySetieno 608
vzorkl trusu od ruznych zivocisnych druhli a mezi nimi byl trus od nékolika druhit NHP.
Zahrnuté byly vzorky od Sesti druhtt NHP: gorila nizinna (Gorilla gorilla gorilla) (n=10),
Simpanz (Pan troglodytes) (n=19), kockodan Brazziv (Cercopithecus neglectus) (n=2),
hulman uzdi¢kovy (Trachypithecus francoisi) (n=2), orangutan bornejsky (Pongo pygmaeus)
(n=4) a chapan cCerny (Ateles paniscus) (n=8). Dientamoeba fragilis byla piekvapivé
detekovana pouze u tfi gorilich jedinct z celkové deseti vysetienych. U dalSich péti druht
NHP nebyla D. fragilis zjisténa vibec. Jako primarni diagnosticka metoda byla v této studii
vyuzita mikroskopie roztérti trusu barvenych modifikovanym hematoxylin zelezem. Nasledné
byly pozitivni vzorky vyhodnocené mikroskopicky analyzovany s pouzitim qPCR
diagnostiky. Nicméné tento detek¢ni pfistup nemusi mit zcela optimalni vypovidajici hodnotu,
protoze mikroskopické metody maji v piipad¢ D. fragilis nizkou sensitivitu a také vysetfeni
jednoho vzorku neni zcela dostacujici (vice informaci v kapitole 4.1). Kromé D. fragilis, se
tato studie zaméfila na detekci vyskytu také jinych druhl stfevnich prvoki a byly
zjistény tyto — Blastocystis sp., Endolimax nana, Entamoeba sp. a Giardia intestinalis.

Prevalence téchto prvoki nebyla uvedena.

Dalsi studie zaméfena na detekci D. fragilis u NHP v zajeti byla provedena v soukromém
rehabilitaénim centru Bilsa v Ekvadoru (Helenbrook et al., 2015). Sledovanym druhem NHP
byl viestan plastikovy (Alouatta palliata aequatorialis). Celkem bylo vySetieno 96 vzorku
trusu od 19 skupin viestant a ¢tyfi vzorky od samotaiskych jedincii tohoto druhu. Pro detekci
D. fragilis byla pouzita metoda barveni roztéru trusu pomoci Wheatleovo trichromu
(modifikovany Gomoriho trichrom). Ve vysledku byla zjisténa prevalence 3 %. (3/96).
K dalsim zjisténym prvokum patiili Balantioides sp. (9 %), Blastocystis sp. (60 %),
Chilomastix sp. (4 %), Entamoeba sp. (56 %), a lodamoeba sp. (5 %). Kromé toho byly
vSechny vzorky trusu vysetfeny také flotaci a sedimentaci dle Hendrix a Robinson (2006).
Na zakladé téchto metod byli detekovani helminti — Capillaria sp. (78 %), Enterobius sp.
(3 %), Strongyloides sp. (88 %) Trypanoxyuris sp. (12 %) a Controrchis sp. (15 %).

Studie Menu et al. (2021), jiz zminéna v ptedchozi kapitole, zahrnovala také skupinu deviti
goril nizinnych (Gorilla gorilla) v zoologické zahrad¢ Beauval ve Francii (Obr. 10). Jak bylo

zminéno v kapitole 6.2.1, tak bylo sledovano deset druhti stfevnich organismtit U zadného
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goriliho jedince nebyla D. fragilis detekovana. Byly zjistény pouze B. coli u 77,8 % jedinci
(7/9), Blastocystis sp. u 88,9 % (8/9).

Kromé epidemiologickych studii byla popséana jedna kazuistika o symptomatickém prabéhu
infekce D. fragilis u gorily nizinné zapadni (Gorilla gorilla gorilla) v rehabilitacnim centru
Limbe Wildlife Centre (LWC) v Kamerunu (Lankester et al., 2010). Sedmileta gorili samice
vykazovala symptomy jako chronicky prtjem, deprese a v disledku dehydratace také velka
ztrata hmotnosti v pribéhu osmi tydnti. Samice patfila do deseti-Clenné skupiny
a Vv rehabilitatnim centru zila Sest let pfed rozvojem popisovan¢ho gastrointestinalniho
onemocnéni. Pro parazitologické vysetfeni byly pouzity tyto metody — nativni roztér trusu,
formol-etherova sedimentace, roztér trusu s Fieldovym barvenim a modifikovana kultiva¢ni
metoda s vyuzitim ¢erného uhli. Byli identifikovani nasledujici parazité — Balantioides coli,
Blastocystis spp., Pentatrichomonas hominis a Strongyloides fuelleborni. Nasledovala terapie
S vyuzitim paromomycin sulfatu (30 mg/kg po dobu péti dni), 1% roztokem ivermektinu
(0,2 mg/kg) a amoxycilin-klavulanatem (14 mg/kg). Piesto ze tento terapeuticky postup
eliminoval popsané parazity, zdravotni stav gorily se nezlepsil. Z piivodni vahy 45 kg se gorila
dostala na 33 kg i ptes popsanou 1é¢bu, spolu s tim doslo k velké ztraté srsti a rozvinuti
anémie. Nasledujici mikroskopické vySetieni roztéru trusu barvenym Fieldovou metodou
odhalil dvoujaderné kulaté struktury, které byly uréeny jako trofozoiti D. fragilis. Proto byla
u gorily zahajena dalsi 1é¢ba s vyuZzitim metronidazolu (3% denné€ 500 mg po dobu 10 dni). Jiz
béhem prvniho dne se zdravotni stav gorily vyrazné zlepsil, zacala byt aktivni a pfijimat
potravu. Konzistence trusu se vratila k normalu. Doslo také ke zlepSeni psychického stavu
gorily a télesna hmotnost se zacala vracet do ptivodniho stavu. Po tfech tydnech od této 1écby

byla gorila zatazena opét do skupiny.

6.3. Zoonoticky potencial Dientamoeba fragilis

K fekalné-oralnimu ptrenosu prvoka D. fragilis dochazi prostiednictvim jeho cysty, ptipadné
vajicek stievnich ¢ervii (Munasinghe et al., 2013; Roser et al., 2013a; Stark et al., 2014).
Uftady stievnich prvokii mize dochazet k zoonotickym pienosiim, které mohou byt
vyhodnoceny na zéklad¢ distribuce jejich genotypt, subtypii nebo asamblazi u lidi a zvitat, se
kterymi jsou Vv kontaktu (Volf a Horak, 2007). Jako jeden ze stéZejnich piikladi muze byt
uveden stievni prvok Blastocystis sp., ktery ma Sirokou vnitrodruhovou diverzitu s popsanymi

22 subtypy u savcu véetné clovéka a NHP (Stensvold a Clark, 2020). Lidé a NHP nejcastéji
29



sdileji subtypy ST1, ST2 a ST3 (Stensvold et al., 2007; PetraSova et al., 2011; Clark et al.,
2013; Hublin et al., 2021). U D. fragilis jsou v soucasné dob¢ znamy pouze dva genotypy
(Genotyp 1 a Genotyp 2) (Johnson a Clark, 2000; Windsor et al., 2004). OvSem studie
zamé&iené na vyskyt tohoto prvoka u nehumannich primatu se distribuci jednotlivych genotypi

a zoonotickymi pfenosy nezabyvaji.

Zoonoticky potencial D. fragilis byl popsan v soucasné dobé pouze u prasat (Caccio et al.,
2012). V této studii byly porovnany sekvence SSU rDNA ziskané ze vzorku prasat a jejich
osetfovatell. Vysledky ukdzaly, ze jak u lidi, tak u prasat byl Genotyp 1. Proto autofi

predpokladaji, ze doslo k zoonotickému ptenosu.
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/. Experimentalni ¢ast

Spolu s moji reSerSni bakalafskou praci probiha také experimentalni prace v Laboratofi
Parazitarni terapie na Parazitologickém tstavu Biologického centra AV CR (Ceské
Budgjovice). Cilem je zjistit vyskyt a prevalenci D. fragilis u NHP v ¢eskych zoologickych
zahradach a u jejich oSetfovatelii. DalsSim cilem bude zjistit vyskyt jednotlivych genotypii
D. fragilis. Tyto informace by mohly pfispét ke zhodnoceni ptipadného zoonotického prenosu.

Vysledky moji experimentalni prace budou shrnuty v navazujici magisterské praci.

7.1. Material a metodika

7.1.1. Vzorky

Vzorky exkrementii NHP a jejich oSetfovateld jsou ziskavany z €eskych zoologickych zahrad.
V soucasné dobé mame vzorky z péti mist, a to Zoopark Na Hradecku, Zoo Hodonin, Zoo
Décin, Zoo Olomouc a Zoo Brno. Kromé toho stale o¢ekavame vzorky ze Safari parku Dvur
Kralové a Zoo Hluboka nad Vltavou. Od oSetfovatelll jsme obdrZeli vyplnéné dotazniky
s informacemi o cestovani, v€ku, a jaké druhy primati maji v péci. Tyto informace jsou
anonymizované a zpracované dle zdkona ¢. 101/2000 Sb. O ochrané osobnich udaji Tato
studie byla zhodnocena jako eticky pfipustnd a odpovidajici rozsahu Etické komise

Biologického centra AV CR v. v. i. v Ceskych Budgjovicich.

7.1.2. Diagnostické metody

Vzorky exkrementi od NHP a lidi jsme obdrzeli Cerstvé a byly ihned pro pfijeti vySetfeny
parazitologickymi metodami (flotace, sedimentace) a zpracovany pro uUcely nasledujicich

molekularnich analyz pro detekci stfevnich prvokd.

Cast viech vzorkll je uchovavana pfi teploté -20°C. Kromé toho byla ze viech vzorki
extrahované celkovd DNA s vyuzitim CatchGene ™ Stool DNA kitu (CatchGene Co., Ltd.;

Taiwan) dle pfiloZzeného navodu.
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Modifikovana Sheatherova flotace

Ve tfeci misce byla ¢ast exkrementu z kazdého vzorku rozmichéna spolu s vodou. Vznikly
homogenat byl poté prefiltrovan pies sitko do zkumavek jak pro flotaci (sklenéné o objemu
10 ml) tak pro sedimentaci (15 ml Falkonovy zkumavky). V ptipad¢ flotace nasledn¢ probéhlo
odstiedéni pii 3 min./2000 rpm. Vznikly supernatant byl odstranén slitim a zbyly sediment byl
zhomogenizovan s piidanym modifikovanym Sheatherovym cukrovym roztokem (1,33).
Nasledn¢ byly zkumavky znovu odstfedény pfi 3 min./2000 rpm. Na zavér byly vSechny

vzorky vyhodnoceny na pfitomnost stievnich parazitli s vyuzitim svételné mikroskopie.
MIF Sedimentace (Merthiolate lodine Formaldehyde)

Ptiblizné 2 ml homogenatu (z tfeci misky) z kazdého vzorku pro MIF sedimentaci v 15 ml
Falkonovych zkumavkach byly smichédny s 5 ml éteru a 5 ml MIF roztoku. Nésledné byly
zkumavky odstfedény pii 3 min./2000 rpm. Ze vSech zkumavek byl nakonec slitim odstranén
supernatant a sediment na dn¢ byl vysetfovan mikroskopicky na pfitomnost sttevnich paraziti.

Pro zvyraznéni struktur byl vzorek na podloznim sklicku obarven kapkou Lugolova roztoku.

7.2. Pribézné vysledky

Soucasny soubor vzorkl zahrnuje 164 vzorkt celkem (Tab. 3), z toho 147 od nehumannich
primati (od 31 druhti) a 17 vzorkll od osetfovateld. V soucasnosti se v nasi databazi nachazeji
vzorky od nasledujicich druhtt NHP: dzelada (Theropithecus gelada), gibon (Hylobates sp.),
gueréza angolska (Colobus angolensis), chapan sttedoamericky mexicky (Ateles geoffroyi
vellerosus), kalimiko (Callimico goeldii), kockodan (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 hornoguinejsky (Pan troglodytes

verus), tamarin (Saguinus sp.), vari (Varecia sp.).
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Tab. 3: Shrnuti po¢tu vzorkl trusu od nehumannich primatti (NHP) a stolic od oSetiovatelil

z ¢eskych zoologickych zahrad.

Z00 Pocéet vzorku OsSetrovatelé NHP

Na Hradecku 15 4 11
Hodonin 7 2 5
Décin 18 2 16
Olomouc 97 4 93
Brno 27 5 22
Celkem 164 17 147

V dosavadnich vzorcich bylo nalezeno osm druhl parazitd, a to Giardia intestinalis.,
Entamoeba coli, Blastocystis sp., Chilomastix sp., Strongyloides sp., Trichuris sp.
a Troglodytella abrassarti.

Nasledné¢ budou vSechny vzorky DNA analyzovany qPCR pro detekci D. fragilis
dle protokolu (Verweij et al., 2004). A také budou pozitivni vzorky genotypizovany s vyuzitim
protokolu pro konven¢ni PCR (Stark et al., 2005a). Celkové vysledky budou shrnuty v mé

magisterské praci.

33



8. Zavér

Béhem vypracovani mé bakalarské prace jsem zjistila, ze aktudlni pocet studii zabyvajici se
vyskytem prvoka Dientamoeba fragilis u nehumannich primata (NHP) v zajeti je velmi
omezeny. Tudiz moje experimentalni prace s cilem zjistit vyskyt a prevalenci D. fragilis

U primatil v zajeti jednoznacné obohati soucasnou védeckou literaturu.

V ramci dil¢iho cile shrnuti obecnych poznatkti o prvoku D. fragilis jsem sesumarizovala
informace o jeho taxonomickém zafazeni, zivotnim cyklu, morfologii Zivotnich stadii,
genetické diverzité, hostitelské specifité, diagnostice a souvislosti se sttevnim mikrobiomem.
Na zakladé téchto informaci jsem zjistila, ze dosud neni zcela ujasnéna role prvoka D. fragilis
ve stfevnim ekosystému a lidském zdravi. To znamend, zda se jednd o patogena nebo spise
0 komenzala, a zaroven jaky je rozdil v jeho vlivu na déti a na dospélé. Krom¢ toho jsem
zjistila, ze informace o hostitelské specifité D. fragilis jsou velmi sporadické a dosud zahrnuji
zaznamy o vyskytu D. fragilis pouze u n¢kolika zivo¢isnych druht, v¢etné nékolika primatd.
Tém jsem se ovSem veénovala v samostatné kapitole, protoze to byly stéZejni informace pro

moji bakalatskou praci.

Dal$im a stézejnim cilem bylo provést reser$i o vyskytu D. fragilis u primatd v zajeti a volné
ptirod¢. Zjistila jsem, ze v je velky nedostatek praci v obou ptipadech. Recentni prace
popisujici vyskyt D. fragilis u NHP ve volné piirodé existuje jedna, v ni byl tento prvok
diagnostikovan u Simpanze hornoguinejského (Pan troglodytes verus). VV minulosti byl prvok
D. fragilis ve volné piirodé diagnostikovan u makaki filipinskych (Macaca fascicularis
philippensis) a druhové neuréenych paviani (Papio sp.). Oproti tomu byla v recentnich
studiich D. fragilis u primati v zajeti zjisténa u viestand plastikovych (Alouatta palliata
aequatorialis) a goril nizinnych zapadnich (Gorilla gorilla gorilla). Také v zajeti byla

D. fragilis nalezena v minulém stoleti u paviant (Papio sp.) a makakt (Macaca sp.)

Poznatky dalSiho dil¢iho cile mé bakalaifské prace o shrnuti zoonotického potencialu
D. fragilis navazuji na malé mnozstvi praci o tomto prvoku u NHP. V soucasnosti neni popsan
zadny zoonoticky pienos mezi NHP a lidmi. Jedind prace zabyvajici se zoonotickym
potencialem D. fragilis je u prasat domacich, kde se predpoklada zoonoticky prenos na zakladé

nalezu stejného genotypu (Genotyp 1) u prasat i lidi.
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